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Картофель (Solanum tuberosum) – одна из наиболее важных сельскохозяйственных культур, основ-
ным вредителем которой является фитофтора (Рhytophthora infestans). Ежегодно производители не-
сут большие потери урожая из-за различных фитофторозов. Данный обзор обобщает исследова-
тельские статьи за достаточно большой период времени и суммирует накопленные эксперимен-
тальные данные о взаимодействии картофеля и фитофторы. Структура обзора включает четыре
раздела: во вступительной части приводится исторический экскурс в понимание взаимодействия
картофеля и фитофторы, здесь приведены самые первые и базовые исследования до 2010 г.; даль-
нейший период характеризуется увеличением количества исследований по теме обзора, которые
сгруппированы в две части: первая содержит сведения о генетических аспектах устойчивости, во
второй освещены химические подходы для усиления резистентности; четвертый раздел включает
описание перспективных подходов для снижения патогенности фитофторы.

Ключевые слова: Phytophtora infestans, Solanum tuberosum, фитофтороз, устойчивость к патогену,
R-ген, вторичные метаболиты, локусы количественной устойчивости.
DOI: 10.31857/S0016675822020059

Картофель, или паслен клубненосный (Sola-
num tuberosum), был одомашнен примерно 7000–
10000 лет назад на территории современного
Южного Перу. В Европу картофель был завезен
испанцами относительно недавно, во второй по-
ловине XVI в. С тех пор картофель стал одной из
основных сельскохозяйственных культур, зани-
мая четвертое место по валовому сбору выращи-
вания после кукурузы, пшеницы и ржи. В связи с
большими объемами производства весьма суще-
ственными являются потери урожая из-за раз-
личных патогенов, основным из которых являет-
ся фитофтора (Phytophtora infestans), способная
полностью уничтожить растения спустя несколько
дней после появления первых симптомов зараже-
ния (рис. 1). Поэтому исследования механизмов
взаимодействия картофеля и фитофторы на моле-
кулярном и генетическом уровнях очень важны с
целью дальнейшей разработки новых подходов
для повышения резистентности картофеля.

Первые работы, посвященные взаимодей-
ствию растений картофеля и P. infestans, относят-
ся к концу 1960-х гг. [1–3]. В работах проводилось
сравнение восприимчивого (Majestic) и устойчи-
вого (Orion) к фитофторе сортов картофеля. Ранее

было показано, что гены устойчивости (R-гены)
экспрессируются только во фрагментах ткани
толщиной более 10 клеток [4], поэтому исследова-
ние проводилось на клеточных культурах и ткане-
вых агрегатах. В работе было сделано два ключевых
вывода: 1) в тканях обоих сортов содержатся веще-
ства, стимулирующие рост фитофторы, т.е. они яв-
ляются нормальными метаболитами живых тканей,
а не образуются в ответ на заражение; 2) тканевые
агрегаты сорта Orion тормозили развитие фитофто-
ры, но после заморозки и, как следствие, разруше-
ния тканей это свойство пропадало, таким образом
был сделан вывод, что резистентность – это свой-
ство живых тканей, способных реагировать на па-
тоген [1]. В дальнейшем исследовании было уста-
новлено, что картофель сорта Orion может быстро
развивать постинфекционную токсичность, тормо-
зящую рост зародышевых трубок фитофторы, тем
самым предотвращая инфицирование. Ключевая
роль в развитии этого ответа отводится R-гену [2].

Соединения, обусловливающие устойчивость
растений к патогенам, ранее были названы фи-
тоалексинами [5], высказывалось предположе-
ние, что именно они нарабатываются в тканях в
ответ на инфицирование, что и приводит к инги-
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бированию патогенов. Позднее была опублико-
вана работа, свидетельствующая о накоплении в
токсичных для фитофторы фракциях различных
фенольных соединений [3]: салициловой, п-гид-
роксибензойной и ванилиновой кислот. В работе
высказывается предположение, что система устой-
чивости, основанная на R-гене, может быть связана
с постинфекционной индукцией синтеза фитоалек-
синов. Примерно в это же время и значительно поз-
же были описаны фитоалексины сесквитерпено-
идной структуры: ришитин, любимин, фитубе-
рин и солаветивон, выделенные из зараженных
клубней картофеля [6–8].

В 1987 г. вышло подробное исследование вре-
менного накопления ришитина как наиболее по-
казательного маркера иммунного ответа в клуб-
нях резистентных и восприимчивых сортов в от-
вет на заражение P. infestans [9]: взаимодействия
картофеля и P. infestans, при которых развивался
фитофтороз, являются совместимыми, в случае
же отсутствия каких-либо признаков патогенеза
взаимодействие считается несовместимым. Обна-
ружено, что ришитин и некоторые его структурно
родственные производные (любимин) быстро на-
капливались в клубнях при несовместимых взаимо-
действиях картофеля и фитофторы и достаточно
медленно у совместимых, в листьях же подобный
ответ отсутствовал. Подводится итог, что сескви-
терпены могут быть полезны в развитии иммун-

ного ответа, но не являются обязательными ком-
понентами устойчивости.

Интересная работа была проведена по устой-
чивости картофеля к P. infestans через получение
соматических и половых гибридов культивируе-
мого S. tuberosum с диким подвидом S. circaeifolium
Bitter, устойчивость которого к фитофторозу яв-
ляется весьма привлекательным признаком для
включения в генофонд культурного картофеля.
Путем слияния клеток были получены тетрапло-
идные гибридные каллусы [10], выросшие из ко-
торых растения обладали полной устойчивостью
к P. infestans. Исследователи сравнили содержа-
ние гликоалкалоидов у родительских растений и
гибридов и обнаружили повышенное содержание
гликозида томатидина, позаимствованное гибри-
дом от дикого S. circaeifolium. Кроме того, был вы-
явлен новый гликозид демиссидин, не обнару-
женный ни у одного из родителей. Отмечается
фертильность полученных женских растений и
возможность их скрещивания с культивируемым
S. tuberosum для закрепления приобретенной устой-
чивости. Группой исследователей были получены
половые гибриды S. tuberosum и S. circaeifolium [11].
Среди гибридов наблюдались преимущественно
триплоидные растения (83%), несущие двойной
геном S. circaeifolium, что делает их более устойчи-
выми к патогену и, как следствие, более перспек-
тивными для внедрения в сельское хозяйство.

Рис. 1. Лист картофеля с ранними симптомами фитофтороза.
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Половые гибриды также обладали повышенным
содержанием гликозида томатидина и появлени-
ем гликозида демиссидина, не обнаруженного у
родительских растений.

ГЕНЕТИЧЕСКИЕ АСПЕКТЫ 
УСТОЙЧИВОСТИ S. tuberosum

К ФИТОФТОРОЗУ
В начале XXI в. развитие компьютерных тех-

нологий и статистических методов позволило
проводить более масштабный анализ групп сцеп-
ления, выявлять локусы с генами количествен-
ных признаков и строить для них карты сцепле-
ния. Были получены карты сцепления для дипло-
идного картофеля, согласно которым локусы
количественной устойчивости к фитофторе рас-
полагаются практически в каждой хромосоме, а
на хромосомах III, IV, V и VI были сцеплены с
поздней зрелостью [12, 13]. Позднее подобные ре-
зультаты были получены и для тетраплоидного
картофеля [14] при скрещивании устойчивого
сорта (Stirling) и восприимчивого. Среди множе-
ства групп сцепления обнаружен перспективный
локус в IV хромосоме, который не сцеплен с позд-
ней зрелостью клубней. У устойчивого родитель-
ского растения R-ген, переданный потомству,
был картирован в XI хромосоме.

Несмотря на обилие работ в это время, посвя-
щенных картированию R-генов в геноме картофеля
[15–24], стоит отметить, что селекция устойчивых к
фитофторе сортов картофеля на основании R-ге-
нов не особо выгодна с экономической точки зре-
ния: ранее было отмечено, что уже через 5–10 лет
сорт будет снова восприимчивым к новым расам
P. infestans [25]. Распознавание патогена R-геном
довольно легко обходится мутациями в соответ-
ствующем гене авирулентности (Avr) P. infestans,
что позволяет патогену успешно проникать и коло-
низировать растение-хозяина при совместимом
взаимодействии. В зависимости от генотипа расте-
ния-хозяина инвазия, рост и споруляция P. infestans
прогрессируют с переменной эффективностью и
скоростью. Эта естественная вариация совместимо-
го взаимодействия представляет собой другой тип
устойчивости, который контролируется множе-
ством генетических факторов и факторов окружаю-
щей среды и называется количественной устойчи-
востью [26].

Биоинформатические методы были использо-
ваны не только для исследования устойчивости
картофеля к фитофторозу, но и для изучения ме-
ханизмов восприимчивости. Было показано, что
карбоангидраза – фермент, обратимо конвертиру-
ющий диоксид углерода в бикарбонат, может играть
большую роль во время несовместимых взаимодей-
ствий между патогеном и хозяином [21]. С помо-
щью ДНК-микрочипов было исследовано времен-
ное изменение экспрессии генов: в первые часы

после заражения (6–12 ч) наблюдалась индукция
экспрессии, но спустя некоторое время (48–72 ч)
было репрессировано больше генов, чем индуци-
ровано. Интересным выглядит подавление жас-
монатного пути при восприимчивых взаимодей-
ствиях. Однако больше всего репрессированных
после заражения генов связано с фотосинтезом:
так, наиболее выраженное подавление обнаруже-
но для пластидной карбоангидразы, которая об-
ладает антиоксидантной активностью и способ-
ностью связывать салициловую кислоту [27]: в
первые 12 ч наблюдалось существенное усиление
экспрессии карбоангидразы у несовместимых
взаимодействий, тогда как через 24 или 48 ч ее
следы едва обнаруживались, что позволяло одно-
значно отличить устойчивые формы. Существен-
ная роль салициловой кислоты именно в раннем
ответе S. tuberosum на инфицирование была про-
демонстрирована с помощью трансгенных NahG
растений, которые не способны накапливать са-
лициловую кислоту, их восприимчивость к P. in-
festans была существенно выше, чем у дикой формы.
Однако предварительная обработка препаратом са-
лициловой кислоты практически уравнивала ве-
роятность заражения [28].

Помимо единичных доминантных R-генов
устойчивости, отвечающих за распознавание соот-
ветствующего гена авирулентности (Avr) P. infestans
и запускающих защитный ответ, проявляющийся в
локальной гибели клеток и тем самым останавли-
вающий рост патогенных микроорганизмов, у
растений существует группа генов с другим меха-
низмом защиты – гены множественной устойчи-
вости. Была исследована экспрессия четырех генов-
транспортеров у картофеля, отвечающих за мно-
жественную устойчивость к препаратам: StPDR1,
StPDR2, StPDR3 и StPDR4, транскрипция которых
регулировалась различными препаратами [29].
Среди них были выявлены и те, экспрессия которых
существенно возрастает при заражении P. infestans,
гены StPDR1 и StPDR2 экспрессировались актив-
нее в 13 и 37 раз соответственно спустя 18 ч после
заражения. Авторы полагают, что все исследован-
ные ими гены (StPDR1–4) являются частью более
сложного системного ответа растения на биоти-
ческие и абиотические факторы.

В 2012 г. впервые был выполнен транскрип-
томный анализ для совместимых и несовмести-
мых взаимодействий P. infestans и S. tuberosum [30].
Исследовалось пять изогенных линий, которые
отличались только наличием и отсутствием R-ге-
на (R1), чтобы исключить влияние генетического
фона на транскриптом. Однако на деле оказалось,
что изменения транскриптома между растениями
одной группы различаются сильнее, чем средние
транскриптомы групп между собой, что указыва-
ет на большое влияние как индивидуальных фи-
зиологических факторов, так и факторов окружа-
ющей среды на время защитной реакции. Одним
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из них может быть движение во времени и про-
странстве защитных сигналов от места первона-
чального физического контакта между зооспора-
ми P. infestans и клетками-хозяевами и соседними
клетками. Анализ DeepSAGE позволил выявить
некоторые интересные аспекты общей структуры
транскриптома. Две трети (68%) унитагов были
экспрессированы на низких уровнях в ткани ли-
стьев, из которых одна треть (36%) не соответ-
ствовала ни одному из известных транскриптов
картофеля, что может быть объяснено немодель-
ным объектом и, как следствие, немногочислен-
ными данными о транскриптоме S. tuberosum. С
другой стороны, только 3% унитагов показали
среднюю экспрессию, но составили 32% от обще-
го транскриптома. Из очень частых транскриптов
только 14% были неизвестны. Стоит отметить
следующие транскрипты из этого исследования:

1. Наиболее частый маркер (StET008016) соот-
ветствует уникальному транскрипту TC208859,
аннотированному как белок клеточной стенки,
экспрессия этого гена составляла 4% всех тран-
скриптов в тканях листьев. Белки этого семейства
выполняют функцию каркаса в качестве агглюти-
нирующих агентов для отложения компонентов
клеточной стенки [31]. Также обнаружено их уча-
стие в защитной реакции растений против бакте-
рий и грибов [32, 33].

2. Через день после инокуляции транскрипт
StET009643, соответствующий гену трансальдолазы
ToTAL2 (TC196885), специфически и временно по-
вышался во время несовместимых взаимодействий.
Трансальдолазы (ЕС 2.2.1.2) катализируют образо-
вание одного из предшественников шикимовой
кислоты, который участвует в образовании фенил-
пропаноидов, алкалоидов и растительных гормонов
ауксина и салициловой кислоты – важного компо-
нента системы защиты растения.

3. Через три дня после инфицирования экс-
прессия транскрипта StET010841, соответствую-
щего гену фибриллина 8 (FIB8) (TC207935), была
строго и специфически подавлена. Растительные
фибриллины представляют собой структурные
липид-ассоциированные белки, расположенные
в тилакоидных мембранах, которые, по-видимо-
му, играют роль в реакциях биотического и абио-
тического стресса, роста и развития и в гормо-
нальной сигнализации.

4. Снижается уровень транскриптов карбоангид-
разы, что может быть использовано для повышения
восприимчивости к P. infestans (уникальные тран-
скрипты TC209461, TC218724 или TC221870 анно-
тированы как карбоангидразы).

Авторами настоящей статьи отмечается, что
изменения транскрипции во время инфекции были
гораздо более выраженными в совместимых, чем в
несовместимых, взаимодействиях. Число последо-
вательностей-мишеней, однако, было одинако-

вым: 240 и 220 для несовместимых и совместимых
взаимодействий соответственно. В целом тран-
скриптомы несовместимых и совместимых взаи-
модействий показали больше различий, чем общ-
ности. Несовместимое взаимодействие приводит
к запрограммированной гибели клеток неболь-
шого числа клеток в месте первичного контакта с
патогеном. Транскриптом этих клеток может пре-
терпеть существенные изменения, тогда как ото-
бранные соседние ткани остаются относительно
нетронутыми. Наблюдаемые изменения могут быть
причинами или следствиями сигналов системной
приобретенной резистентности.

Итак, через некоторое время интерес к R-генам
как перспективным для селекции кандидатам су-
щественно уменьшился – устойчивость за счет
них достаточно быстро сводилась на нет новыми
расами фитофторы. Вместо поиска основного ге-
на исследователи перешли к мнению, что рези-
стентность более перспективно рассматривать
как полигенный и, как следствие, количествен-
ный признак. Поэтому вектор исследований из-
менился на поиск новых генов-кандидатов и их
картирования для эффективного сочетания алле-
лей повышенной резистентности в улучшенных
сортах. Постулируется, что для преодоления по-
лигенной устойчивости P. infestans вынуждена де-
лать больше мутаций.

С помощью SNP-маркеров были выявлены
как наиболее перспективные гены липоксигеназы
(жасмонатный путь), 3-гидрокси-3-метил-глута-
рил-коэнзим А редуктаза (мевалонатный путь) и
цитохром р450 (терпеновый биосинтез) [34].

С учетом предыдущих исследований [35–37]
суммарно выявлено десять наиболее подходящих
локусов для применения в качестве диагностиче-
ских маркеров в селекционных программах. Эти
гены кодируют ферменты, функционирующие в
жасмонатном и оксилипиновом пути (StAOS2,
Plox1), в биосинтезе липидов (BCCP, биотин-
карбоксильный белок-носитель) и вторичных
терпеновых метаболитов (HMGCR, CYP71D11).
Есть гены с неизвестной функцией (StGP28) или с
функцией распознавания патогенов (Rpi-vnt1) и
транскрипционной регуляции (TEF1, C3HL-TF,
RBP50). Их значение как генов-кадидатов важно
для непосредственного участия в контроле коли-
чественной устойчивости к фитофторозу, кото-
рая не нарушается поздней зрелостью растений,
для дальнейшей функциональной характеристи-
ки и для подтверждения диагностической спо-
собности в различных селекционных популяциях
и средах.

Изопрен синтезируется в растениях двумя пу-
тями: ацетат/мевалонатным (ацетат/MVA) и дез-
оксиксилозафосфат/метилэритритфосфатным.
Ген-участник резистентности 1-дезокси-D-кси-
лулоза-5-фосфатсинтазы-1 (StDXS1) был обнару-
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жен во втором пути [38]. Его экспрессия изменяется
в ответ на заражение Р инф и коррелирует с накопле-
нием 1-дезокси-D-ксилулоза-5-фосфатсинтазы-1 –
фермента, катализирующего начальную стадию
пластидиального 2C-метил-D-эритрит-4-фос-
фатного пути (DOXP-MEP), участвующего в био-
синтезе изопреноидов, необходимых для оболочек
хлоропластов. Изопреноиды также необходимы
для синтеза каротиноидов и хлорофилла, абсци-
зовой и гиббереллиновой кислот, содержание ко-
торых соответственно увеличивается при увели-
чении экспрессии DXS.

Для изучения процесса взаимодействия P. in-
festans и S. tuberosum был выполнен протеомный
анализ для SUMOилирования – процесса, кото-
рый обеспечивают небольшие убиквитин-подоб-
ные модификаторы. Инвазивные растительные
патогены развили способность модифицировать
метаболизм своего хозяина, стимулируя метабо-
лические процессы, которые способствуют росту
патогена за счет общего хозяина, тем самым они
вполне могут влиять не метаболические процес-
сы в растительных клетках [39]. Действительно,
было обнаружено, что во время процесса заражения
содержание большинства известных конъюгатов
SUMO S. tuberosum значительно изменяется, неко-
торые уменьшаются, но многие существенно уве-
личиваются. Выявлены белки-маркеры ответа на
заражение со стороны картофеля – это патоген-
связанный белок (StPR1) и пластидная карбоан-
гидраза (CA). Со стороны P. infestans маркерами
заражения были грибные целлюлозо-синтазы
(CesA3) [40] и гаусторий-специфический мем-
бранный белок (PiHmp1) [41]. Синтез StPR1 сти-
мулируется салициловой кислотой, способность
поддерживать его в высокой концентрации после
заражения отличает резистентные растения [42].
Роль CA остается все еще неясной до конца, од-
нако разница в уровне СА также позволяет разли-
чить устойчивые и неустойчивые к фитофторе
сорта [21]. Гены белковых маркеров P. infestans
сперва активно экспрессировались как в устой-
чивых, так и в неустойчивых сортах, но при не-
совместимом взаимодействии их активность на-
чинала снижаться через 24 ч после заражения. Та-
ким образом, были получены доказательства, что
в восприимчивых сортах картофеля патогену уда-
ется ингибировать защитные механизмы расте-
ния и успешно инфицировать растения, в то вре-
мя как в устойчивых сортах такой процесс не на-
блюдается.

Помимо генов семейства PR1, в ответ на грибное
заражение также активируется ряд других семейств
PR-генов [43]. Например, глюканазы (β-1,3-глюка-
наза картофеля), относящиеся к семейству PR2, а
также хитиназы (PR3) участвуют в расщеплении
полисахаридов грибной клеточной стенки и игра-
ют большую роль в иммунном ответе растений
[43–45]. Гены семейства PR5 кодируют тауматин-

подобные белки, обладающие противогрибковой
активностью, и также активируются во время ко-
лонизации фитофторой [43, 45, 46].

Еще одна временная динамика при заражении
была получена для гена StPOTHR1 с использовани-
ем трансгенных растений, где целевой ген был вы-
ключен за счет РНК-интерференции [47]. Продукт
гена StPOTHR1 локализуется на плазматической
мембране клеток и существенно уменьшает степень
колонизации, причем его сверхэкспрессия усили-
вает резистентность, а экспрессироваться этот ген
начинает только после заражения в устойчивых
сортах.

Масштабная попытка картирования локусов
количественных признаков (QTL) у картофеля
была вновь предпринята в 2018 г. Santa с соавт.
[48]. Исследователи снова выбрали в качестве
объекта тетраплоидный геном картофеля, отме-
чая его высокую важность для селекции и при
этом существенные затруднения анализа в силу
высокой гетерозиготности у автотетраплоидов.
Авторам удалось обнаружить два новых QTL на
III и VIII хромосомах. Отмечается, что один из ал-
лелей первого локуса может опосредовать в сред-
нем более высокую степень тяжести заболевания.
Также этот локус включает транскрипционный
фактор Arf2, связанный со старением листьев
вследствие окислительного стресса, а также с пе-
редачей сигналов гиббереллина и брассиностеро-
идных путей при взаимодействии растение–пато-
ген [49–51]. QTL VIII хромосомы содержал аллель,
отвечающий в среднем за более низкую степень
тяжести заболевания. Этот маркер связан с геном,
который кодирует фактор транскрипции спираль–
петля–спираль (bHLH) JAF13, участвующий в био-
синтезе флавоноидов у Petunia × hybrida [52].

Были получены трансгенные растения со
сверхэкспрессией гена D-галактуронатредуктазы
(GalUR) и, как следствие, с повышенным уров-
нем L-аскорбата [53]. После заражения размер
некротических пятен у трансгенных растений
был меньше, чем в контрольной группе, при этом
отмечено увеличение экспрессии генов, участву-
ющих в антиоксидантной активности. В резуль-
тате отмечено снижение активных форм кисло-
рода в клетках, что может объяснять меньший
размер некротического пятна за счет уменьшения
ответа гиперчувствительности, индуцируемого
активными формами кислорода. В целом отмеча-
лась большая устойчивость трансгенных расте-
ний к фитофторе, однако полной устойчивости
не наблюдалось. L-аскорбат снизил содержание
абсцизовой кислоты и увеличил гиббереллино-
вой, однако при этом отмечена существенная по-
теря в урожайности картофеля (ГМО пенальти),
которая все же превышала урожай от зараженного.
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ЗАЩИТА S. tuberosum ОТ ФИТОФТОРОЗА
С ПОМОЩЬЮ ХИМИЧЕСКИХ ПРЕПАРАТОВ

Были предприняты попытки усилить устойчи-
вость картофеля к фитофторе за счет обработки
химическими препаратами. Например, олигоса-
харид курдлан может служить активатором врож-
денного иммунитета у растений, что делает его
безопасным и перспективным препаратом для
сельского хозяйства [54]. Курдлан является эли-
ситором, оказывающим активное влияние на ре-
акции ранней и поздней защиты за счет индукции
синтеза Н2О2 и салициловой кислоты. Как и дру-
гие защитные механизмы, вызванные экзогенны-
ми веществами, данные проявления со временем
исчезали.

Несмотря на классификацию P. infestans как
оомицета, она имеет черты схожести и с апиком-
плексами (Apicomplexa), соответственно препараты
от малярии, к примеру, могут быть эффективны для
подавления роста фитофторы. Одной из перспек-
тивных мишеней у споровиков является дегидро-
оротатдегидрогеназа (DHODH), которая входит в
число 72 ключевых генов, необходимых для ее ро-
ста [55].

Исследователями были получены препараты
ферментов DHODH из P. infestans и S. tuberosum,
чувствительность которых была оценена к несколь-
ким препаратам. В результате из 17 потенциальных
ингибиторов был выбран один (терифлюномид),
ингибирующий DHODH у P. infestans, но практиче-
ски не влияющий на S. tuberosum [56].

Увенчались успехом эксперименты по обра-
ботке картофеля фосфитом [57]. Уже через 3 ч бы-
ли обнаружены изменения в транскриптоме и
секретоме картофеля, которые держались менее
24 ч, но защитный эффект длился гораздо дольше.
Транскрипты, связанные с защитой, ранением и
окислительным стрессом, составили ядро реакции
после обработки фосфитом. Также наблюдались
изменения в первичном метаболизме и процессах,
связанных с клеточной стенкой. Показано, что эти
изменения не связаны с истощением уровня фос-
фора или закислением среды, вызванным обработ-
кой фосфитом. Из всего множества транскриптов,
регулируемых фосфитом, экспрессия 40% также
изменялась с использованием β-аминомасляной
кислоты (BABA) в качестве элиситора. Стоит отме-
тить, что работа защитного гена StPR1 была повы-
шена только с помощью BABA, обработка фосфи-
том не изменяла его экспрессии. Также исследова-
ние линий трансгенного картофеля показало, что
резистентность к фитофторозу, возникшая вслед-
ствие обработки фосфитом, не зависит от уровня
салициловой и жасмоновой кислот.

P. infestans КАК ОБЪЕКТ ИССЛЕДОВАНИЯ
ПРИ ЗАРАЖЕНИИ КАРТОФЕЛЯ

Фитофтора также может быть объектом для
воздействий при необходимости защитить карто-
фель, хотя и гораздо более сложным в силу ряда

причин: скрытный образ жизни, который помо-
гает P. infestans избежать систем защиты растений;
эффекторы, которые подавляют защиту хозяина
и способствуют восприимчивости; обильная спо-
руляция с коротким латентным периодом, обес-
печивающим быстрое распространение; а также
структура генома, которая способствует адаптив-
ной эволюции P. infestans путем стимулирования
генетического разнообразия [58]. Этот патоген
оказался весьма искусным в преодолении страте-
гий контроля, включая устойчивость хозяина и
фунгициды.

Так, ооспоры фитофторы много лет могут сохра-
няться в почве, выжидая совместимого взаимодей-
ствия с картофелем или подходящих климатиче-
ских условий. Наличие полового цикла в развитии
позволяет генерировать рекомбинантные геноти-
пы, устойчивые к химическим веществам или обла-
дающие более патогенными свойствами [59]. Также
выявлены закономерности чередования половой и
бесполой форм у фитотофторы в зависимости от
колонизируемых сортов картофеля, что дает пре-
имущества для адаптации патогена к хозяину.
Установлено, что патоген переходит преимуще-
ственно на половое размножение на более вос-
приимчивых и быстро погибающих сортах [60].

Самые масштабные исследования были прове-
дены с 2011 по 2015 гг. в разных штатах Америки по
распределению заболеваемости картофеля кло-
нальными линиями фитофторы. Исследования
были комплексными, учитывали не только сезон-
ные условия, но и сельскохозяйственные меро-
приятия и сроки их проведения. Подробно опи-
саны морфологические и генетические признаки
линий [61–66]. Данный цикл работ внес огром-
ный вклад в эпидемиологическое исследование
распространения возбудителя.

О генетических особенностях P. infestans из-
вестно очень мало, в основном из-за недостатка
стабильных генетических маркеров. До 1980-х гг.
в качестве маркеров были доступны только спе-
цифические (вирулентность, тип спаривания),
однако сейчас установлено, что даже специфиче-
ская вирулентность является очень вариабель-
ным признаком [67].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Оомицет P. infestans является основным пато-
геном сельскохозяйственных культур семейства
пасленовые. Учитывая, что картофель S. tuberosum
является четвертой культурой в мире по масштабам
выращивания, потери от фитофтороза огромны.
Взаимодействие хозяина и паразита можно рас-
сматривать с разных точек зрения: можно иссле-
довать генетические аспекты картофеля в ответ
на заражение, а можно – аспекты фитофторы при
колонизации. Также можно рассматривать этот
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процесс с химической точки зрения, исследуя
вторичные метаболиты хозяина и патогена, а так-
же разработку новых препаратов для защиты кар-
тофеля.

В данный момент генетических исследований
защитных реакций со стороны картофеля суще-
ственно больше и основная их часть направлена
на поиск и картирование локусов количествен-
ных признаков, отвечающих за резистентность.
На заре исследований наибольший интерес вы-
зывали R-гены, одного аллеля которых зачастую
было достаточно для устойчивости к фитофторозу.
Таким образом, резистентность рассматривалась
преимущественно как качественный признак. Поз-
же выяснилось, что созданные сорта невыгодны с
экономической точки зрения – фитофтора легко
преодолевает моногенную устойчивость за счет
особенностей строения генома и, как следствие,
быстрого возникновения мутаций. Это обстоя-
тельство вынудило пересмотреть устоявшиеся
взгляды и перейти к оценке резистентности как к
количественному признаку, поэтому встал во-
прос о поиске локусов количественных призна-
ков, которые могут быть перспективны для селек-
ции. В процессе исследования выяснилось, что у
культурного картофеля основные локусы, дающие
резистентность, зачастую сцеплены с негативными
для сельского хозяйства качествами, например
поздней зрелостью клубней. Поэтому поиск все но-
вых и новых локусов по-прежнему остается очень
актуальной задачей.

Достигнуты определенные успехи в поиске хи-
мических препаратов и вторичных метаболитов,
стимулирующих защитные свойства картофеля и
снижающих патогенность фитофторы. Как пра-
вило, при исследовании процесса заражения с
химической точки зрения практически не рас-
сматриваются изменения метаболизма, а в имею-
щихся работах сообщается о весьма коротком пе-
риоде ответа растения на препарат.

Несмотря на большой прогресс в понимании
механизмов устойчивости и способности пред-
сказывать вспышки фитофтороза, пандемиче-
ские вспышки с колоссальным уроном все еще
случаются в разных странах [68, 69], что свиде-
тельствует о недостаточности полученных знаний
для эффективной защиты сельскохозяйственных
растений и необходимости новых исследований в
этом направлении.

Исследование выполнено при поддержке Рос-
сийского научного фонда (проект № 19-74-00067).
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Potato (Solanum tuberosum) is one of the most significant agricultural crops with the main pest – Phytoph-
thora infestans – annually producers sustain big crop losses due to late blight varieties. The review generalizes
the research articles since the 1960s and summarizes the basic experimental data about S. tuberosum and
P. infestans interaction. The structure of the review includes 4 parts: in the introduction there is a historical
digression for the comprehension of the S. tuberosum and P. infestans interaction with the very first and basic
researches up to 2010. The further period is characterized by increasing of the number of researches on the
review’s issue which are grouped into 2 parts: the second part contains data about the genetic aspects of re-
sistance; in the third part chemical approaches for resistance increasing are covered. The fourth part includes
a description of promising approaches for reducing late blight’s pathogenicity.

Keywords: Phytophtora infestans, Solanum tuberosum, late blight, pathogen resistance, R-gene, secondary me-
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Мобильные генетические элементы оказывают существенное влияние на эволюцию геномов жи-
вых организмов. Эукариотические МГЭ подразделяют на два класса – ретротранспозоны и ДНК-
транспозоны. ITm-транспозоны являются одной из широко распространенных групп ДНК-транс-
позонов и обнаруживаются практически у всех организмов. В настоящей работе мы исследовали
распространенность, структуру и эволюцию элементов с необычно длинным для ITm-транспозонов
каталитическим доменом DD46E. Данные элементы были обнаружены только в подтипе Asterozoa.
Была изучена их копийность, структура, возможная функциональность транспозазы, а также фило-
генетические взаимоотношения с другими представителями ITm-транспозонов. Показано, что об-
наруженная нами группа транспозонов, которую мы назвали Zvezda, является подсемейством Tc1-
подобных транспозонов.

Ключевые слова: мобильные генетические элементы, ДНК-транспозоны, DD46E-домен, Asterozoa,
Zvezda.
DOI: 10.31857/S001667582201009X

Мобильные генетические элементы (МГЭ) яв-
ляются неотъемлемой частью геномов как эука-
риотических, так и прокариотических организ-
мов. Они представляют собой фрагменты ДНК,
способные к перемещениям внутри хозяйского
генома. В результате транспозиций МГЭ могут
увеличивать число собственных копий, а также
оказывать существенное влияние на структуру и
функционирование всего генетического аппарата
[1]. Более поздние исследования свидетельствуют
о том, что мобильные генетические элементы мо-
гут служить источником новых генов [1].

Неоднократно показано, что активность МГЭ
может возрастать в ответ на воздействие физиче-
ских, химических и биологических факторов
окружающей среды [2–4]. Активизация МГЭ в
ответ на стресс вызывает дестабилизацию генома
и всевозможные мутации, которые могут стать
“сырьем” для действия движущего отбора. Таким
образом, МГЭ играют немаловажную роль в
адаптивных и эволюционных процессах [2–4].

В основе классификации МГЭ лежат различия
в их структурно-функциональных особенностях.
На сегодняшний день все эукариотические МГЭ
подразделяются на два класса – ретротранспозо-

ны и ДНК-транспозоны [1, 5]. Ретротранспозо-
ны, или класс I, кодируют обратную транскрип-
тазу и перемещаются посредством создания соб-
ственной копии и еe вставки в какой-либо
участок генома. Такой тип перемещения называ-
ется “копирование–вставка” и он позволяет ре-
тротранспозонам быстро увеличивать число ко-
пий. ДНК-транспозоны, или класс II, кодируют
транспозазу. Этот тип элементов перемещается
путем вырезания собственной копии и ее после-
дующей вставки в какой-либо другой участок ге-
нома. Такой тип перемещения называется “выре-
зание–вставка”. Несмотря на то что механизм
увеличения количества копий транспозонов не
описан, все же ДНК-транспозоны способны до-
вольно эффективно “оккупировать” хозяйские
геномы.

Так, например, одна из распространенных
групп ДНК-транспозонов – IS630/Tc1/mariner
(ITm) насчитывает в геномах до нескольких сотен
и даже тысяч копий [6–8]. Представители ITm-
транспозонов присутствуют практически во всех
живых организмах [9]. Длина элементов колеб-
лется от 1 до 3 тыс. пар нуклеотидов (тпн), но мо-
жет достигать и 6000 пн. ITm-элементы ограниче-
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ны концевыми инвертированными повторами
(КИП), протяженность которых очень вариа-
бельна и колеблется от 20 до 1900 пн. У некоторых
ITm-транспозонов имеются еще и субконцевые
инвертированные повторы (СИП), длиной от 175
до 1403 пн [10]. Неразрывная открытая рамка счи-
тывания (ОРС) кодирует фермент транспозазу,
протяженность которого варьирует в среднем от
350 до 650 аминокислотных остатков (а.о.). ITm-
транспозаза имеет ДНК-связывающийся домен
(PAIRED) в N-концевой части и каталитический
(DDE/D) домен в С-концевой части [11]. Домен
PAIRED состоит из шести α-спиралей. Первая
триада α-спиралей носит название PAI-субдоме-
на, вторая триада – RED-субдомена. Домен
PAIRED обеспечивает сайт-специфическое свя-
зывание с ДНК-мищенью и с КИП. Между PAI-
и RED-субдоменами расположен GRPR-подоб-
ный мотив, функцией которого, как предполага-
ется, является связывание PAIRED-домена с ма-
лой бороздкой ДНК дуплицируемого сайта встра-
ивания ТА [12]. DDE/D-домен обладает
эндонуклеазной и лигирующей активностью и
обеспечивает вырезание и вставку МГЭ. Также
для ITm-транспозазы характерно наличие сигна-
ла ядерной локализации (NLS-сигнала), который,
как предполагается, обеспечивает проникновение
транспозазы из цитоплазмы в ядро [13, 14].

Классификация ITm-транспозонов достаточно
сложная, в некоторых моментах противоречивая, и
в последние годы претерпела значительные допол-
нения и изменения [15, 16]. Обобщая последние
данные, можно выделить несколько основных
групп: Tc1-подобные элементы (TLE/DD34-38E),
mariner-подобные элементы (MLE/DD34D), maT/
DD37D, Visitor/DD41D, Guest/DD39D, mosquito/
DD37E, pogo/DDxD и IS630/DDxE [8, 10, 11, 16–
18]. Группу элементов pogo/DDxD определяют
как отдельное надсемейство [16]. Оставшиеся пе-
речисленные группы (за исключением бактери-
альных транспозонов IS630/DDxE) объединяют в
надсемейство Tc1/mariner. Еще выделяют четыре
малых семейства: Tec/DD34E, HvSm/DD34E,
L31/DD37E и TBE/DD34E, которые не входят в
вышеперечисленные группы [15, 19].

В настоящей работе мы изучали распростра-
ненность, структуру и эволюцию ДНК-транспо-
зонов надсемейства Tc1/mariner с необычно длин-
ным каталитическим доменом DD46E, которые
были названы нами Zvezda.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Поиск DD46E-транспозонов

Для поиска ДНК-транспозонов с каталитиче-
ским доменом DD46E был использован tBLASTn
со стандартными настройками (https://blast.nc-
bi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). В качестве матрицы для

поиска были взяты аминокислотные последова-
тельности транспозаз Mariner-18_CGi_p (Repbase)
и Zvezda-1_ARub/CABPRM03. Полногеномные
последовательности ДНК иглокожих были взяты из
базы данных NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov)
(табл. 1). Для того чтобы выявить полные нуклео-
тидные последовательности МГЭ, гомологичные
транспозазе последовательности с наивысшей
идентичностью к матрице были взяты из соответ-
ствующих скаффолдов вместе с фланкирующими
областями протяженностью 3000 пн. Полнораз-
мерная последовательность каждого выявленно-
го элемента использовалась для подсчета присут-
ствующих в геноме копий. Копии протяженно-
стью менее 10% от длины полноразмерного МГЭ
не учитывали при подсчете. Копии протяженно-
стью от 95 до 100% от длины полноразмерного
МГЭ считались полноразмерными. Копии про-
тяженностью от 10 до 100% от длины полнораз-
мерного МГЭ подсчитывались как общее количе-
ство копий.

Анализ последовательностей
Границы предполагаемых ОРС определяли с по-

мощью ORF Finder (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
orffinder/) и далее уточняли визуально. Последо-
вательность сигнала ядерной локализации (NLS)
выявляли с помощью PSORT (https://www.gen-
script.com). ДНК-связывающий мотив PAIRED
определяли, анализируя вторичную структуру,
предсказанную с помощью PSIPRED v4.0 [20].
Мотив GRPR-типа, а также DDE/D-домен иден-
тифицировали визуально.

Филогенетический анализ
Для филогенетического анализа были взяты

аминокислотные последовательности транспозаз,
относящиеся к разным группам ITm-транспозонов
(табл. 2), и последовательности, принадлежащие
транспозонам Zvezda (табл. 3). Множественное вы-
равнивание аминокислотных последовательно-
стей было выполнено с помощью MUSCLE [21] с
использованием стандартных настроек. Филоге-
нетический анализ проводили с использованием
пакета программ MEGA X [21].

Выявление случаев горизонтального переноса
Для выявления случаев горизонтального пере-

носа у многоклеточных была использована ами-
нокислотная последовательность Zvezda-1_ARub/
CABPRM03. Для поиска использовали программу
BLASTn (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).
Поскольку никаких соответствий с транспозона-
ми Zvezda найдено не было, то и дальнейший по-
иск в соответствии с рекомендованным алгорит-
мом [22] не осуществлялся.



ГЕНЕТИКА  том 58  № 2  2022

Zvezda – НОВОЕ ПОДСЕМЕЙСТВО Tc1-ПОДОБНЫХ ТРАНСПОЗОНОВ 139
Та

бл
иц

а 
1.

 Х
ар

ак
те

ри
ст

ик
а 

сб
ор

ок
 г

ен
ом

ны
х 

по
сл

ед
ов

ат
ел

ьн
ос

те
й,

 и
сп

ол
ьз

ов
ан

ны
х 

дл
я 

по
ис

ка
 т

ра
нс

по
зо

но
в 

Zv
ez

da

П
ри

м
еч

ан
ие

. Г
ен

ом
ы

 с
о 

ст
ат

ис
ти

че
ск

им
 п

ар
ам

ет
ро

м
 N

50
 м

ен
ее

 1
00

00
, с

 г
ен

ом
ны

м
 п

ок
ры

ти
ем

 м
ен

ее
 2

5×
 и

 р
аз

м
ер

ом
 с

бо
рк

и 
м

ен
ее

 3
00

 м
лн

 п
н 

вы
де

ле
ны

 ж
ир

ны
м

ш
ри

ф
то

м
. З

ве
зд

оч
ко

й 
об

оз
на

че
на

 с
бо

рк
а,

 в
 к

от
ор

ой
 н

е 
об

на
ру

ж
ен

 т
ра

нс
по

зо
н 

Zv
ez

da
.

К
ла

сс
В

ид
М

ес
то

по
лу

че
ни

я 
об

ра
зц

а

Д
ат

а
по

лу
че

ни
я 

об
ра

зц
а

Н
аз

ва
ни

е 
ге

но
м

но
го

 
пр

ое
кт

а

И
де

нт
иф

ик
ат

ор
 

сб
ор

ки
Ур

ов
ен

ь 
сб

ор
ки

N
50

П
ок

ры
ти

е 
ге

но
м

а
Ра

зм
ер

 
сб

ор
ки

, п
н

A
st

er
oi

de
a

A
st

er
ia

s r
ub

en
s

–
20

18
-0

2-
23

C
A

B
PR

M
03

G
C

A
_9

02
45

94
65

Х
ро

м
ос

ом
ы

20
55

80
67

10
3×

41
76

01
74

0

–
20

18
-0

2-
23

C
A

B
PR

O
01

G
C

A
_9

02
45

94
45

С
ка

ф
ф

ол
ды

16
12

67
10

3×
39

07
68

30
5

P
is

as
te

r o
ch

ra
ce

us
U

SA
: C

al
ifo

rn
ia

20
16

-1
1-

12
JA

A
F

G
O

01
G

C
A

_0
10

99
43

15
Х

ро
м

ос
ом

ы
20

18
83

03
21

2.
8×

40
19

43
97

1

Pa
tir

ia
 m

in
ia

ta
U

SA
: C

al
ifo

rn
ia

20
03

A
K

Z
P0

1
G

C
A

_0
00

28
59

35
С

ка
ф

ф
ол

ды
52

61
4

15
.0

×
 4

54
;

70
×

 Il
lu

m
in

a
81

10
28

85
8

U
SA

: C
al

ifo
rn

ia
20

19
-0

9
JA

D
O

B
P0

1
G

C
A

_0
15

70
65

75
С

ка
ф

ф
ол

ды
23

09
38

00
15

0.
0×

60
83

44
30

8

Ac
an

th
as

te
r p

la
nc

i
Ja

pa
n:

 O
ki

na
w

a,
 

M
ot

ob
u

20
13

-0
5-

28
B

D
G

F
01

G
C

A
_0

01
94

91
45

С
ка

ф
ф

ол
ды

15
21

11
9

46
×

38
38

60
17

8

A
us

tr
al

ia
: G

re
at

 
B

ar
ri

er
 R

ee
f

20
13

-0
2-

04
B

D
G

H
01

G
C

A
_0

01
94

91
65

С
ка

ф
ф

ол
ды

91
68

80
40

×
38

35
25

30
4

A
us

tr
al

ia
: G

re
at

 
B

ar
ri

er
 R

ee
f

20
13

-0
2-

04
B

B
N

W
01

*
G

C
A

_0
00

95
06

15
С

ка
ф

ф
ол

ды
13

89
59

6
50

×
25

84
91

8

Pa
tir

ie
lla

 re
gu

la
ri

s
–

–
C

Y
SQ

01
G

C
A

_9
00

06
76

25
С

ка
ф

ф
ол

ды
55

7
23

×
94

93
33

18
5

O
ph

iu
ro

id
ea

O
ph

io
ne

re
is

 fa
sc

ia
ta

–
–

C
Z

LG
01

G
C

A
_9

00
06

76
15

С
ка

ф
ф

ол
ды

48
4

13
×

11
84

52
87

90

O
ph

io
th

ri
x 

sp
ic

ul
at

a
U

SA
: C

al
ifo

rn
ia

–
JX

SR
01

G
C

A
_0

00
96

97
25

С
ка

ф
ф

ол
ды

72
78

0
27

5.
0×

27
64

31
51

59



140

ГЕНЕТИКА  том 58  № 2  2022

ПУЗАКОВА, ПУЗАКОВ
Та

бл
иц

а 
2.

 Д
Н

К
-т

ра
нс

по
зо

ны
 I

S6
30

/T
c1

/m
ar

in
er

, и
сп

ол
ьз

уе
м

ы
е 

в 
ф

ил
ог

ен
ет

ич
ес

ко
м

 а
на

ли
зе

С
ем

ей
ст

во
Э

ле
м

ен
т

И
ст

оч
ни

к
С

ем
ей

ст
во

Э
ле

м
ен

т
И

ст
оч

ни
к

G
ue

st
D

D
39

D
So

ym
ar

1
B

r-
ol

er
ac

ea
C

a-
sa

tiv
a

P
hy

llo
st

ac
hy

s e
du

lis
P

is
um

 sa
tiv

um

A
F

07
89

34
X

P0
13

58
94

54
X

P0
10

46
27

75
A

D
P2

42
64

A
A

X
51

97
4

Vi
si

to
r

D
D

41
D

C
rm

ar
2.

5
A

pi
sm

ar
4.

1
M

ar
in

er
-1

2_
C

G
i

L
sr

a_
Ap

ro
sa

_A
e

A
A

K
61

41
7

A
B

L
F

02
01

43
33

R
ep

ba
se

 [1
1]

 [1
1]

m
aT

D
D

37
D

B
m

m
ar

1
B

m
m

ar
6

C
em

ar
6

C
bm

aT
4

U
47

91
7

A
F

46
11

49
L

K
92

83
90

A
C

08
45

24

M
os

qu
ito

D
D

37
E

Ae
-a

tr
op

al
pu

s1
An

-g
am

bi
ae

1
P

rD
D

37
E

1

A
F

37
79

99
A

F
37

80
02

D
Q

13
82

88

T
ra

ve
le

r D
D

35
E

T
R

-H
ab

u
T

R
-X

et
r

T
R

-T
af

u
T

R
-O

nm
y

T
R

-X
ih

e

 [2
7]

 [2
7]

 [2
7]

 [2
7]

 [2
7]

L
18

D
D

37
E

M
ar

in
er

-1
8_

C
G

i
L

18
-N

Ve
c

L
18

-A
Pa

r
L

18
-H

M
ag

L
18

-A
O

ce

R
ep

ba
se

N
W

_0
01

83
43

31
JX

U
T

01
10

56
77

E
Q

25
68

67
N

X
F

Z
01

00
34

43
In

tr
ud

er
D

D
38

E
IT

_C
f

IT
_S

l
IT

_S
p

IT
_R

m
IT

_A
t

 [2
9]

 [2
9]

 [2
9]

 [2
9]

 [2
9]

In
co

m
er

D
D

36
E

In
-M

H
ra

In
-S

al
e

In
-M

L
uc

In
-C

Va
r

In
-R

M
ar

 [2
8]

 [2
8]

 [2
8]

 [2
8]

 [2
8]

Tc
1

D
D

34
E

Tc
1

Pa
ss

po
rt

Q
ue

tz
al

Fr
og

_P
ri

nc
e

Sl
ee

pi
ng

_B
ea

ut
y

X
01

00
5

C
A

B
51

37
A

A
B

02
10

9
A

A
P4

90
09

A
F

R
53

95
6

T
R

T
D

D
37

E
D

rT
R

T
C

m
pT

R
T

T
rT

R
T

Ss
T

R
T

H
bT

R
T

 [3
0]

 [3
0]

 [3
0]

 [3
0]

 [3
0]

ct
mT

L
E

D
D

34
E

M
ar

in
er

-5
_C

G
i

M
ar

in
er

-2
3_

C
G

i
M

ar
in

er
-8

_C
G

i
M

ar
in

er
-1

4_
C

G
i

R
ep

ba
se

R
ep

ba
se

R
ep

ba
se

R
ep

ba
se

T
L

E
W

I
D

D
36

E
T

L
E

W
I-

1_
C

G
i

T
L

E
W

I-
2_

C
G

i
T

L
E

W
I-

2_
M

P
h

T
L

E
W

I-
4_

M
Ye

T
L

E
W

I-
1_

B
P

l
T

L
E

W
I-

1_
N

Su

 [2
6]

 [2
6]

 [2
6]

 [2
6]

 [2
6]

 [2
6]

M
L

E
D

D
34

D
D

m
m

ar
1

H
sm

ar
1

Fa
m

ar
1

B
yt

m
ar

1
Tv

m
ar

1

A
A

A
28

67
8

A
A

C
52

01
0

A
A

O
12

86
3

C
A

D
45

36
7

A
A

P4
53

28

IS
63

0
D

D
xE

R
S(

al
fa

)
IS

63
0S

s
IS

63
0S

e

X
02

58
1

X
05

95
5

N
P_

07
32

25



ГЕНЕТИКА  том 58  № 2  2022

Zvezda – НОВОЕ ПОДСЕМЕЙСТВО Tc1-ПОДОБНЫХ ТРАНСПОЗОНОВ 141
Та

бл
иц

а 
3.

 Д
Н

К
-т

ра
нс

по
зо

ны
 Z

ve
zd

a 
у 

A
st

er
oz

oa

П
ри

м
еч

ан
ие

. н
/о

 –
 н

е 
об

на
ру

ж
ен

ы
; п

н 
–

 п
ар

ы
 н

ук
ле

от
ид

ов
; а

.о
. –

 а
м

ин
ок

ис
ло

тн
ы

е 
ос

та
тк

и.

В
ид

Н
аз

ва
ни

е 
тр

ан
сп

оз
он

а
Д

ли
на

 
эл

ем
ен

та
, 

пн

Д
ли

на
 

К
И

П
Д

ли
на

С
И

П
Тр

ан
сп

оз
аз

а,
 

а.
о.

О
бщ

ее
 

чи
сл

о 
ко

пи
й

Ч
ис

ло
 

по
лн

ор
аз

м
ер

ны
х 

ко
пи

й

Ч
ис

ло
 

по
те

нц
иа

ль
но

 
ф

ун
кц

ио
на

ль
ны

х 
ко

пи
й

Pa
tir

ia
 m

in
ia

ta
Zv

ez
da

-1
_P

M
in

/A
K

ZP
01

37
42

12
/1

2
н/

о
34

0
59

1
1

Zv
ez

da
-1

_P
M

in
/J

AD
O

B
P

01
75

7
н/

о
н/

о
24

8
12

0
0

P
is

as
te

r o
ch

ra
ce

us
Zv

ez
da

-1
_P

O
ch

39
77

17
/1

7
н/

о
33

9
18

1
0

Ac
an

th
as

te
r p

la
nc

i
Zv

ez
da

-1
_A

P
la

/B
D

G
F0

1
10

56
н/

о
н/

о
33

4
32

0
0

Zv
ez

da
-1

_A
P

la
/B

D
G

H
01

17
85

38
/3

8
н/

о
35

5
32

1
0

Pa
tir

ie
lla

 re
gu

la
ri

s
Zv

ez
da

-1
_P

R
eg

18
11

26
/2

6
52

/5
2

35
3

15
1

1

A
st

er
ia

s r
ub

en
s

Zv
ez

da
-1

_A
R

ub
/C

AB
P

R
M

03
17

77
31

/3
1

46
/4

6
32

7
3

1
1

Zv
ez

da
-1

_A
R

ub
/C

AB
P

R
O

01
17

72
31

/3
1

46
/4

6
28

9
3

2
0

O
ph

io
ne

re
is

 fa
sc

ia
ta

Zv
ez

da
-1

_O
Fa

s
10

86
н/

о
н/

о
36

1
2

0
0

O
ph

io
th

ri
x

sp
ic

ul
at

a
Zv

ez
da

-1
.1

_O
Sp

i
15

42
н/

о
15

6/
–

36
6

49
3

1
0

Zv
ez

da
-1

.2
_O

Sp
i

34
45

36
/3

6
15

6/
15

9
35

8



142

ГЕНЕТИКА  том 58  № 2  2022

ПУЗАКОВА, ПУЗАКОВ

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Распространенность транспозона
Zvezda у Metazoa

При исследовании разнообразия ITm-транс-
позонов у Asterias rubens нами был обнаружен
МГЭ с необычно длинным каталитическим доме-
ном – DD46E. Для того чтобы выяснить, единич-
ный ли это мутантный вариант или представитель
уникальной эволюционной группы ITm-транспо-
зонов, мы изучили распространенность данного
МГЭ. ITm-транспозоны с DD46E-доменом (на-
званные нами Zvezda) обнаружились у семи орга-
низмов (т.е. у всех, имеющих в NCBI полноге-
номные последовательности ДНК), принадлежа-
щих к двум классам – морским звездам
(Asteroidea) и офиурам (Ophiuroidea) (табл. 3).
Эти два таксона объединены в подтип Asterozoa,
который отделился от остальных иглокожих при-
мерно 541 млн лет назад (по разным оценкам
458–625 млн лет назад, http://www.timetree.org/)
[23]. При исследовании всех Metazoa на предмет
гомологии к DD46E-транспозону A. rubens ни у
кого, кроме Asterozoa, подобный транспозон об-
наружен не был. Для объяснения данного фено-
мена можно предложить две версии – либо ДНК-
транспозон Zvezda возник непосредственно в ге-
номе предка Asterozoa, либо встроился в геном
предка Asterozoa в результате горизонтального
переноса от неизвестного нам организма, кото-
рый на сегодняшний день либо потерял его в про-
цессе эволюции, либо вымер, либо его полная ге-
номная последовательность ДНК еще не опреде-
лена. Так или иначе, но ДНК-транспозон Zvezda
не получил распространения по древу жизни и
присутствует лишь в узкой филогенетической
группе, внутри которой распространился, по всей
видимости, в результате дивергенции видов. От-
сутствие ДНК-транспозона Zvezda у каких-либо
групп организмов, кроме Asterozoa, свидетель-
ствует об отсутствии случаев горизонтального пе-
реноса.

Анализ числа копий ДНК-транспозона Zvezda
у Asterozoa показал значительную неоднород-
ность среди изученных организмов (табл. 3). У
двух видов число копий крайне низкое (2–3 ко-
пии). Четыре вида имели от 15 до 60 копий. И
только один вид – Ophiothrix spiculata – имеет
большое число копий – 493, при этом подавляю-
щая часть этих копий сохранила КИП при деле-
тированной центральной части. Согласно модели
жизненного цикла, увеличение числа копий про-
исходит на стадии амплификации в жизненном
цикле МГЭ [24]. Однако мы не обнаружили в ге-
номе O. spiculata ни одной потенциально функци-
ональной копии элемента Zvezda, следовательно в
настоящее время данный транспозон не может
находиться на стадии амплификации. Очевидно,
транспозон Zvezda был активен у предка Astero-

zoa, поэтому все Asterozoa в настоящий момент
имеют малое число копий, большинство из кото-
рых повреждены и нефункциональны вследствие
постепенной деградации. Вероятно, O. spiculata
имеет на сегодняшний день так много копий по
причине еще одного всплеска активности, произо-
шедшего позже. Причиной второй волны активно-
сти мог быть рестарт жизненного цикла – одна из
копий могла вновь стать активной вследствие слу-
чайных мутаций и вызвать “взрыв” перемещений.
Также нельзя исключить и возможность кросс-ин-
дукции. Транспозаза какого-либо активного МГЭ,
проникшего в геном O. spiculata, могла воздей-
ствовать и на копии элемента Zvezda, индуцируя
их активность. Явление кросс-мобилизации уже
было описано ранее [25]. Было обнаружено, что
hobo-транспозаза способна взаимодействовать с
терминальными последовательностями не только
элемента hobo, но и Hermes. Хотя у ITm-транспо-
зонов явление кросс-мобилизации не известно,
такую возможность нельзя исключить, тем более
что КИП, необходимые для перемещения, при-
сутствуют практически во всех копиях.

Zvezda – новое подсемейство
Tc1-подобных транспозонов

Для того чтобы определить эволюционные от-
ношения элементов Zvezda/DD46E и ITm-транс-
позонов мы провели филогенетический анализ, в
который были включены 11 транспозаз Zvezda/
DD46E (с сохранившимся DDE-доменом) и 45
МГЭ, представляющих различные группы ITm-
транспозонов (табл. 2). В результате было уста-
новлено, что элементы Zvezda/DD46E формируют
отдельную ветвь, которая располагается в одной
кладе с Tc1-подобными элементами (рис. 1). Та-
ким образом, элементы Zvezda/DD46E являются
новым подсемейством Tc1-подобных элементов.

На филогенетическом дереве видно, что
транспозоны Zvezda объединяются в одну моно-
филетическую группу с высокой бутстрэп-под-
держкой. В последние годы семейство Tc1-подоб-
ных элементов хорошо изучено и в нем найден ряд
семейств, которые имеют домен, отличающийся от
классического домена DD34E. Это, например,
TLEWI/DD36E, Traveler/DD35E, Incomer/DD36E,
Intruder/DD38E, TRT/DD37E [26–30]. Все они
имеют не столь существенные отличия в размере
домена от классического DD34E, в то время как у
ДНК-транспозона Zvezda протяженность после-
довательности между вторым D и E сотавляет
46 а.о. (DD46E). Филогенетический анализ, в ко-
торый были включены все известные на данный
момент Tc1-подобные элементы, подтвердил
принадлежность транспозонов Zvezda к отдельно-
му подсемейству (рис. 2).
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Структурные особенности
ДНК-транспозона Zvezda

У большинства видов полноразмерные копии
элемента Zvezda были обнаружены в единствен-
ном числе (табл. 3). Полноразмерными мы счита-
ли копии, обладающие обоими КИП и неповре-
жденной транспозазой. У A. rubens в геномной
сборке CABPRO01 было обнаружено два полно-
размерных элемента. У Ophionereis fasciata и
Ophiothrix spiculata полноразмерных копий не бы-
ло обнаружено.

В среднем длина полноразмерных элементов
Zvezda колеблется от 1700 до 1800 пн (табл. 3), что
характерно для Tc1-подобных элементов. Однако
есть случаи, выбивающиеся из общей тенденции.
У O. spiculata длина элемента – 3445 пн, у Patiria
miniata (AKZP01) – 3742 пн, у Pisaster ochraceus –
3977 пн. В последних двух случаях КИП находят-
ся далеко от гена транспозазы, вследствие этого

общая длина элемента сильно увеличена. У
O. spiculata внутри гена транспозазы присутству-
ют вставки, увеличивающие длину элемента, а
также один из КИП находится значительно даль-
ше от гена транспозазы, чем обычно (табл. 3).

КИП были найдены у шести видов Asterozoa,
СИП – у трех видов (табл. 3). Длина КИП колеба-
лась от 26 до 38 пн. У Patiria miniate (AKZP01) и Pi-
saster ochraceus КИП были нетипично короткие,
12/12 и 17/17 пн соответственно. При этом они от-
стояли от гена транспозазы довольно далеко, в
связи с чем общая длина элемента у этих видов
превышает среднюю. СИП имели длину 46/46,
52/52, а в случае O. spiculata СИП были необычно
длинные – 156/159 пн. Оба исследованных вида
офиур имеют длинные СИП. У некоторых видов
морских звезд также есть СИП, но значительно
короче. Возможно, морские звезды потеряли
СИП в процессе эволюции.

Рис. 1. Эволюционные взаимоотношения транспозонов Zvezda и ДНК-транспозонов ITm. Филогенетический ана-
лиз выполнен в программе MEGA X c помощью метода максимального правдоподобия. Используемая модель WAG +
+ G + I + F. Бутстрэп 1000.
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Длина полноразмерных транспозаз оказалась
обычная для этого семейства транспозонов, а
именно от 327 до 366 а.о. (табл. 3). Неповрежден-
ные транспозазы имеются у четырех видов. У трех
видов транспозазы имеют повреждения – стоп-
кодоны и делеции.

Чтобы лучше понять, являются ли транспоза-
зы потенциально функциональными, мы изучи-
ли такие их особенности, как PAIRED-домен,
AT-крюк, каталитический домен DDE/D и NLS
(рис. 3). Во всех транспозазах был обнаружен
PAIRED-домен. Однако у МГЭ Zvezda-1_APla/
BDGF01 и Zvezda-1_POch первая альфа-спираль
PAI-субдомена отсутствует. Также у Zvezda-1_APla/
BDGF01 третья альфа-спираль RED-домена отсут-
ствует. ARub/CABPRO01 и Zvezda-1_PMin/JADOBP01
вообще не имеют PAI-субдомена.

Последовательность NLS не была обнаружена
нами ни в одной из транспозаз Zvezda, что вполне
закономерно, учитывая работы коллег, в которых
показана редкая встречаемость NLS в ITm-транс-
позонах.

АТ-крюк обнаружен у всех исследованных ви-
дов, за исключением Zvezda-1_PMin/JADOBP01.
Он расположен на своем месте, между PAI- и
RED-субдоменами.

Каталитический домен DD46E был обнаружен
во всех транспозазах, но в аминокислотной по-
следовательности транспозазы элемента Zvezda-1_
APla/BDGF01 первый аспартат DDE/D-домена
был замещен на аспарагин (N); кроме того, про-
межуток между вторым D (аспартат) и Е (глута-
мат) составляет 47 аминокислотных остатков, а не
46, как во всех остальных транспозазах. Кроме то-
го, данный транспозон имеет стоп-кодоны и
сдвиги рамки считывания. Так же у Zvezda-1_
PMin/JADOBP01 каталитический домен был из-
менен (DD42E). Однако в других сборках этих же
видов у мобильных элементов Zvezda-1_APla/
BDGH01 и Zvezda-1_PMin/AKZP01 присутствует
классический DD46E-домен.

Подытоживая результаты проведенного анализа,
потенциально функциональными можно назвать
только три элемента – Zvezda-1_PMin/AKZP01, Zvez-
da-1_PReg и Zvezda-1_ARub/CABPRM03 (рис. 3).
Сравнивая полученные данные с имеющимися
данными по другим ITm-транспозонам, можно
сделать вывод, что только незначительное их ко-
личество имеют функциональную транспозазу и
обладают транспозиционной активностью [31–
34]. Этот факт связывают с тем, что пик активно-
сти ITm-транспозонов был в далеком прошлом, а
следовательно “жизненный цикл” элементов
проходит свою завершающую стадию [24]. По

Рис. 2. Эволюционные взаимоотношения транспозонов Zvezda и Tc1-подобных транспозонов. Транспозоны морских
звезд отмечены черным кругом, транспозоны офиур – черным квадратом. Филогенетический анализ выполнен в про-
грамме MEGA X c помощью метода максимального правдоподобия. Используемая модель LG + G + I. Бутстрэп 1000.
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этой причине у большинства ITm-транспозонов
последовательности, кодирующие транспозазу,
нарушены делециями, стоп-кодонами и сдвигами
ОРС. Наличие одиночных полноразмерных/по-
тенциально функциональных копий элемента
Zvezda при наличии делетированных копий в ге-
номах морских звезд и офиур может свидетель-
ствовать о древности его происхождения.

Внутровидовое разнообразие

Были исследованы семь видов подтипа Astero-
zoa, полногеномные последовательности кото-
рых на момент исследования были представлены
в NCBI (табл. 3). У всех семи видов был обнару-
жен мобильный элемент с каталитическим доме-
ном DD46E. У Acanthaster planci имелось три сбор-
ки, одна из которых (GCA_000950615.1) не имела
сходства с матрицей, в качестве которой мы ис-
пользовали аминокислотную последовательность
элемента Mariner-18_CGi, обнаруженного у Cras-
sostrea gigas [19]. У Asterias rubens и Patiria miniatа
имелось по две сборки.

Имея в доступе по две сборки видов Acanthaster
planci, Patiria miniata и Asterias rubens, мы получили
интересную возможность провести небольшое
сравнение внутривидового разнообразия, хоть и
на столь малом количестве особей. Мы сравнива-
ли общее число транспозонов и их структуру.

Так, у Asterias rubens в двух разных сборках ока-
зались удивительно воспроизводимые результаты –
общее число транспозонов в сборке CABPRM03 и
сборке CABPRO01 оказалось 3, полноразмерных
копий 1 и 2 соответственно, терминальные и суб-
терминальные повторы оказались в обеих сборках
абсолютно идентичными по длине и составили 31 и
46 пн соответственно; общая длина элементов от-
личалась несущественно – 1777 и 1772 пн, соот-
ветственно. Поскольку дата получения обоих об-
разцов указана одна и та же, по всей видимости
образцы были взяты в одном и том же месте, из
одной популяции (табл. 1). Вероятно, данная по-
пуляция довольно гомогенна по количеству и
структурным особенностям элемента Zvezda, что
свидетельствует о том, что в данный момент этот
транспозон не активен. Это подтверждается и ма-

Рис. 3. Множественное выравнивание транспозаз элемента Zvezda. Серым цветом выделен PAIRED-домен, состоя-
щий из шести α-спиралей, жирным шрифтом с подчеркиванием выделен GRPR-подобный мотив, белым шрифтом
на черном фоне – DDE-домен.
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лым количеством копий транспозона Zvezda в ге-
номе Asterias rubens.

У Acanthaster planci в обеих сборках оказалось
по 32 копии транспозона Zvezda. Образцы были
взяты из разных регионов – A. planci (BDGF01)
собран в Японии, а A. planci (BDGH01) в Австра-
лии в одном и том же году. Равное число копий
можно считать как совпадением, так и признаком
однородности популяций. Сравнить строение
транспозона Zvezda у A. planci оказалось невоз-
можным, так как в одной из сборок (BDGF01) не
было полноразмерных копий транспозона Zvezda
(табл. 3). В базе данных присутствует и третья
сборка A. planci, но результат поиска транспозона
Zvezda в программе BLAST отрицательный, по
всей видимости из-за частичной представленно-
сти генома (табл. 1).

Сходная ситуация и у Patiria miniatа, также
представленной двумя сборками, – в одной из
двух сборок ОРС транспозона Zvezda также отсут-
ствовали полноразмерные копии, следовательно
структуру транспозонов сравнить нам не удалось.
Количество копий Zvezda в этих двух геномах
P. miniatа – 59 и 12 (табл. 3). Образцы были взяты
с промежутком в 16 лет, местом сбора указана Ка-
лифорния. Разное число копий в геномах образ-
цов P. miniatа может быть связано с внутрипопу-
ляционным разнообразием, а также и с тем, что
сборка генома Patiria miniatа/JADOBP01 непол-
ная, поскольку общий размер сборки Patiria mini-
atа/JADOBP01 на 25% меньше, чем у Patiria mini-
atа/AKZP01.

Изучение МГЭ Zvezda проведено в рамках Го-
сударственного задания ФИЦ ИнБЮМ “Функ-
циональные, метаболические и токсикологиче-
ские аспекты существования гидробионтов и их
популяций в биотопах с различным физико-хи-
мическим режимом”, номер гос. регистрации
121041400077-1.

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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Zvezda – A New Subfamily of Tc1-Like Transposons in Asterozoa Genomes
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aKovalevsky Institute of Biology of the Southern Seas of Russian Academy of Science, Sevastopol, 299011 Russia
bSevastopol State University, Sevastopol, 299053 Russia
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Mobile genetic elements have a significant impact on the evolution of the genomes of living organisms. They
are divided into two classes – retrotransposons and DNA transposons. ITm transposons are one of the wide-
spread groups of DNA transposons and are found in almost all organisms. In this work, we investigated the
abundance, structure, and evolution of elements with the DD46E catalytic domain that is unusually long for
ITm transposons. These elements were found only in the subtype Asterozoa. Their copy number, structure,
possible functionality of transposase, as well as phylogenetic relationships with other representatives of ITm
transposons were studied. It was shown that the group of transposons that we discovered, which we named
Zvezda, is a subfamily of Tc1-like transposons.

Keywords: transposable elements, DNA transposons, DD46E domain, Asterozoa, Zvezda.
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Lux-регулон психрофильных морских люминесцентных бактерий Aliivibrio logei контролируется
“quorum sensing”-системой типа LuxI/LuxR. В данной работе определен характер аутоиндуктор-за-
висимой регуляции промоторов luxI и luxCDABEG-генов как по скорости синтеза аутоиндуктора и
интенсивности биолюминесценции клеток A. logei, так и в гетерологичной системе в клетках Esche-
richia coli с репортерными генами luxCDABE Photorhabdus luminescens, находящимися под контролем
исследуемых промоторов. Показано, что существуют различия в аутоиндуктор-зависимой актива-
ции оперона luxCDABEG и отдельно расположенного гена luxI A. logei. Экспрессия luxI усиливается
в присутствии N-3-оксо-гексаноил-L-гомосерин лактона в концентрациях порядка 10 нМ, а экс-
прессия генов luxCDABEG усиливается при значительно больших концентрациях – от 1 мкМ и вы-
ше. Это определяется как последовательностью сайта посадки регуляторных белков lux-бокс2 и lux-
бокс1 в составе соответствующих промоторов, так и свойствами двух белков LuxR1 и LuxR2, разли-
чающихся по способности связываться с аутоиндукторами.

Ключевые слова: чувство кворума, люминесценция, аутоиндуктор, регуляция, Aliivibrio logei, luxR.
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Люминесценция морских бактерий Aliivibrio
fischeri и Aliivibrio logei управляется по механизму
“quorum sensing” (QS), позволяющему за счет
синтеза специальных сигнальных веществ, ауто-
индукторов (АИ) и детекции их с помощью регуля-
торных белков типа LuxR осуществлять скоорди-
нированную регуляцию экспрессии генов с ис-
пользованием N-3-оксо-гексаноил-L-гомосерин
лактона (3OC6-HSL) в качестве АИ [1–5]. У бак-
терий вида A. fischeri гены luxCDABEG, определя-
ющие светимость клетки, объединены в один
оперон с геном luxI, отвечающим за синтез АИ, и
регулируются совместно, а регуляторный ген luxR
расположен рядом с промотором оперона, но
ориентирован в противоположном направлении
[6]. Психрофильные бактерии A. logei значитель-
но отличаются от мезофильных бактерий вида
A. fischeri по архитектуре lux-оперона: ген luxI и
кассета luxCDABEG транскрибируются с отдель-
ных промоторов и регулируются двумя гомоло-
гичными генами luxR2 и luxR1, расположенными

на хромосоме непосредственно рядом с регулиру-
емыми промоторами [5, 7].

Ранее в гетерологичной системе в клетках
Escherichia coli было проведено сравнение регуля-
ции промоторов генов luxI и luxCDABEG A. logei [8].
Исследуемые промоторы клонировались вместе с
ближайшими регуляторными генами: PluxI вместе
с luxR2 и PluxCDABEG вместе с luxR1. Было показано,
что комбинация PluxI с luxR2 обеспечивает боль-
шую чувствительность к АИ и большую амплиту-
ду индукции, чем комбинация PluxCDABEG с luxR1. В
работе [9] в экспериментах в гетерологичной си-
стеме клеток E. coli было показано, что внесение
гена luxR2 A. logei в trans-положение увеличивает
чувствительность к АИ и амплитуду ответа про-
мотора PluxCDABEG, клонированного в cis-положе-
нии с геном luxR1.

В настоящей работе была исследована регуля-
ция luxI и luxCDABE промоторов в клетках A. logei
и проведено сравнение результатов с данными,
полученными в гетерологичных системах.

Г. Б. Завильгельский

УДК 579.258

ГЕНЕТИКА
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МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Бактериальные штаммы и плазмиды

В работе использовались штаммы A. logei K18-44
и A. logei KCh1 дикого типа [3, 10] и E. coli MG1655
[11], трансформированный гибридными плазми-
дами. Для исследования регуляции отдельных
промоторов использовались гибридные плазми-
ды на основе вектора pDEW201 [12], в котором
перед генами luxCDABE Photorhabdus luminescens
встраивались исследуемые промоторы (см. табл. 1).

Условия культивирования
Клетки A. logei выращивались при температуре

12–16°C в жидкой среде SWT (морская соль 15 г/л,
триптон 5 г/л, др. экстракт 2.5 г/л, глицерин 3 г/л)
с постоянным перемешиванием (150 об./мин)
или на чашках с агаризованной (15 г/л) SWT.
Клетки E. coli выращивали в среде LB при темпе-
ратуре 37°C.

Конструирование гибридных плазмид
Для получения pD-lb2 фрагмент хромосомаль-

ной ДНК A. logei KCh1 был амплифицирован с
использованием праймеров 5'-GATTTCCTGTA-
ATATTGTACAGGTTTACCTAAATAATTACCCT-
GCTA-3' и 5'-GACACCGCCGATGATAATTGGA-
3', клонирован в pTZ57R/T векторе, а затем пере-
несен по сайтам рестрикции EcoRI/BamHI в век-
тор pDEW201. В последовательности праймера

подчеркиванием выделена последовательность
lux-бокс. Для получения pD-lb1 фрагмент хромо-
сомальной ДНК A. logei KCh1 был амплифициро-
ван с использованием праймеров 5'-GGATCCGA-
TACTCTGTAAAGTTATACAGGTTTACCTA-3' и
5'-GACACCGCCGATGATAATTGGA-3', клони-
рован в pAL2-T векторе, а затем перенесен по
BamHI в вектор pDEW201 с отбором клонов по
ориентации вставки так, чтобы гены luxCDABE
P. luminescens были под контролем встроенного
промотора A. logei.

Реактивы

Сборка гибридных плазмид проводилась с ис-
пользованием ДНК-полимеразы Taq (Евроген,
Россия), эндонуклеаз рестрикции EcoRI и BamHI
(Promega, США), фосфатазы и лигазы T4 (Thermo
Scientific, США). Аутоиндуктор 3OC6-HSL приоб-
ретен у SigmaAldrich (США). Для приготовления
SWT использовали морскую соль производства
RedSea (Гватемала). Триптон, дрожжевой экс-
тракт, агар-агар и хлорид натрия были приобрете-
ны у компании “Диа-М” (Россия), глицерин –
AppliChem (США).

Измерение биолюминесценции клеток

Биолюминесценцию клеток измеряли с ис-
пользованием планшетного люминометра Syner-
gy HT (Biotek, США) и высокочувствительного

Таблица 1. Плазмиды, использованные в работе

Плазмида Описание Ссылка на источник

pIVA
Вектор pDEW201, в котором luxR1 A. logei под контролем PluxR1 A. logei,
luxCDABE P. luminescens под контролем PluxCDABEG A. logei, Apr  [8]

pSV16
pDEW201, в котором luxR2 A. logei под контролем PluxR2 A. logei,
luxCDABE P. luminescens под контролем PluxI A. logei, Apr  [13]

pIV3
Вектор pACYC184, в котором luxR1 A. logei под контролем собственного 
промотора, встроенный в BamHI сайт, Cmr  [8]

pIV2
pACYC184, в котором luxR2 A. logei под контролем собственного
промотора, встроенный в BamHI сайт, Cmr  [8]

pD-lb1
pDEW201, в котором luxCDABE P. luminescens под контролем PluxCDABEG A. logei 
с нативной последовательностью lux-бокс1: CTCTGTAAAGTTATACAGGT

Настоящая работа

pD-lb2
pDEW201, в котором luxCDABE P. luminescens под контролем PluxCDABEG A. logei 
с заменой последовательности lux-бокс1 на lux-бокс2: TCCTGTAATATTGTA-
CAGGT

Настоящая работа

pVFR1
pDEW201, в котором luxR A. fischeri под контролем собственного промотора, 
luxCDABE P. luminescens под контролем PluxICDABEG A. fischeri, Apr  [14]

pSVRAF
pACYC184, в котором luxR A. fischeri под контролем собственного промотора, 
встроенный в BamHI сайт, Cmr  [15]
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кюветного люминометра “Биотокс-7ВМ” (Био-
ФизТех, Россия) при комнатной температуре.

В экспериментах с биосенсорными клетками
E. coli культуру клеток выращивали до OD 0.1–0.2,
затем разделяли на аликвоты по 180 мкл, к клет-
кам добавляли контрольный раствор, раствор
аутоиндуктора или исследуемые аутоиндуктор-
содержащие среды в различных разведениях (по
20 мкл), после чего проводили периодические из-
мерения светимости. В экспериментах с клетками
A. logei суспензию клеток по 200 мкл переносили
в кювету непосредственно перед измерением.

Определение концентрации АИ в образцах 
надосадочной культуры клеток A. logei

Определение концентрации АИ в растворе
проводили с использованием цельноклеточного
lux-биосенсора E. coli MG1655 pVFR1 pSVRAF (за
счет повышенного содержания регуляторного ге-
на luxR A. fischeri достигается повышенная чув-
ствительность к АИ [16]), люминесценция кото-
рого возрастает в дозозависимой манере после до-
бавления АИ в концентрациях от 0.03 до 100 нМ.
Калибровку проводили по 3OC6-HSL – основно-
му АИ в QS типа LuxR/LuxI в бактериях рода
Aliivibrio [4, 17].

Определение скорости синтеза АИ
в зависимости от концентрации АИ в среде

Прирост концентрации АИ определяли следу-
ющим образом: 1 – измерение [АИ]t1; 2 – инкуба-
ция определенный промежуток времени; 3 – из-
мерение концентрации АИ ([АИ]t2); 4 – расчет
прироста концентрации АИ по формуле

(1)

где t1 и t2 – время забора проб для измерения кон-
центрации АИ.

Скорость синтеза АИ в зависимости от кон-
центрации АИ в среде определяли следующим
образом: 1 – измерение [АИ]t1; 2 – экзогенное до-
бавление АИ от 1 нМ до 10 мкМ ([АИ]ex), инкубация
4 ч; 3 – измерение концентрации АИ [АИ]t2; 4 – рас-
чет прироста концентрации АИ по формуле

(2)
При определении удельной скорости синтеза

АИ значение ∆[АИ] делили на площадь под гра-
фиком зависимости оптической плотности куль-
туры клеток A. logei от времени:

(3)

где OD(t) – функция зависимости оптической
плотности культуры клеток A. logei от времени.

[ ] [ ] [ ]2 1АИ АИ АИ ,t tΔ = −

2 ex 1] [ ][АИ] [А АИ А .]И И[t tΔ = −−

( ) ( )
2

уд
1

[АИ] [АИ] OD ,
t

t

d t dt
dt

= Δ 

Статистическая обработка результатов
Все эксперименты с культурами клеток A. logei

и E. coli проводились в трех повторах. Погреш-
ность при измерении люминесценции и скорости
синтеза АИ вычислялась по формуле стандартно-
го отклонения на основе трех повторов, ее значе-
ние на графиках отражено планками ошибок.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Люминесценция и синтез АИ клетками A. logei

Для изучения работы QS-системы типа
LuxI/LuxR в клетках бактерий A. logei, в частности
регуляции генов luxCDABEG и luxI, проводилось
культивирование клеток A. logei K18-44 в жидкой
среде с регулярным измерением оптической плот-
ности, люминесценции и концентрации АИ в среде
(рис. 1,а). На основе полученных данных были
рассчитаны удельная светимость и удельная ско-
рость синтеза АИ в расчете на единицу оптиче-
ской плотности культуры клеток (рис. 1,б).

В ранних фазах роста культуры клетки делятся
с постоянной скоростью, и зависимость оптиче-
ской плотности культуры приближенно описыва-
ется следующей формулой:

(4)
где OD0 – это оптическая плотность культуры в
начале эксперимента, параметр a определяет тем-
пы роста и зависит от множества факторов экспе-
римента, таких как штамм, температура, среда,
скорость перемешивания и т.п., а t – это перемен-
ная времени. Если пренебречь деградацией АИ и
считать, что каждая клетка синтезирует его с оди-
наковой скоростью в определенном интервале
времени, то скорость синтеза АИ культурой кле-
ток в целом будет зависеть от времени также экс-
поненциально:

(5)

где C – это скорость синтеза АИ в расчете на еди-
ницу OD в единицу времени. Для получения за-
висимости концентрации АИ от времени необхо-
димо проинтегрировать уравнение (5):

(6)

где [АИ]0 – это концентрация АИ в начале экспе-
римента. Из формул (4) и (6) явным образом сле-
дует, что при постоянстве скорости синтеза АИ
каждой отдельной клеткой кривые концентрации
АИ и оптической плотности культуры должны при-
ближаться экспонентами с одинаковыми показате-
лями a. Как видно из графика на рис. 1,a, эти кривые
аппроксимируются экспонентами со значительно
отличающимися показателями, причем показа-
тель экспоненты кривой накопления АИ в среде

0OD( ) OD ,att e=

0
[АИ] OD( )= OD ,atd C t C e
dt

=

0 0
1[АИ] [АИ] OD ,atC e
a

= +
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выше. Кривые люминесценции и оптической
плотности на графике (рис. 1,a) практически па-
раллельны, что означает одинаковую светимость
каждой отдельной клетки, до отметки 12.5 ч инку-
бации. После 12.5 ч наблюдается резкое возраста-
ние люминесценции в расчете на клетку. Выше-
описанный резкий рост удельной светимости
культуры происходит в позднелогарифмической

фазе роста культуры, когда концентрация АИ до-
стигает значений порядка 1 мкМ.

Удельная скорость прироста концентрации
АИ в расчете на клетку (∆[АИ]уд) начинает резко
возрастать при концентрации АИ выше 10 нМ
(рис. 1,б). Это свидетельствует об активации экс-
прессии гена luxI и росте скорости синтеза АИ в

Рис. 1. Изменение люминесценции и скорости синтеза АИ в процессе культивирования клеток A. logei K18-44 и вли-
яние концентрации АИ на эти процессы. а – график зависимости оптической плотности, концентрации АИ и люми-
несценции культуры клеток A. logei K18-44 от времени культивирования. На графике добавлены линии тренда, харак-
теризующие показатель экспоненты для каждой из измеряемых величин; б – график изменения удельной светимости
и синтеза АИ в расчете на 1 OD в зависимости от концентрации АИ в среде.
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расчете на одну клетку при концентрациях АИ
10 нМ и выше.

Таким образом, мы наблюдаем двухэтапную
активацию QS-системы A. logei, где при низких кон-
центрациях активируется промотор гена АИ-синте-
тазы luxI и лишь при высоких концентрациях АИ
активируется экспрессия генов люминесценции
luxCDABEG.

Люминесценция и синтез АИ клетками
A. logei при экзогенном добавлении АИ

Рост люминесценции A. logei в зависимости от
АИ был проверен с помощью добавления к культу-
ре с неактивированной QS-системой химически
синтезированного АИ в различных концентрациях.
Была взята культура A. logei K18-44, выращенная до
OD = 0.5, отмыта от АИ стерильной средой SWT
и затем разделена на аликвоты, к которым добав-
лялись различные концентрации экзогенного АИ
от 10 нМ до 1 мМ. После инкубации в течение че-
тырех часов измерялась люминесценция образ-
цов (рис. 2).

Как видим из данных, приведенных на рис. 2,
рост люминесценции начинается только при вы-
соких концентрациях экзогенно внесенного АИ –
от 1 мкМ и выше.

Изменение интенсивности синтеза АИ клет-
ками A. logei в зависимости от концентрации АИ
было определено с помощью добавления к культуре
с неактивированной QS-системой химически син-
тезированного АИ в различных концентрациях.
Была взята культура A. logei K18-44, выращенная
до OD = 0.2, отмыта от АИ стерильной средой
SWT и затем разделена на аликвоты. Измерения
АИ в пробе после отмывки и концентрирования

показали, что к началу эксперимента аликвоты
содержали не более 1 нМ АИ. К аликвотам добав-
лялись различные концентрации экзогенного АИ
от 1 нМ до 10 мкМ. После инкубации в течение
четырех часов измерялась концентрация АИ в об-
разцах (рис. 3).

Как можно видеть по графику на рис. 3, синтез
АИ клетками A. logei значительно зависит от его
концентрации в среде – при концентрациях вы-
ше 10 нМ АИ в среде активируется промотор PluxI
и увеличивается экспрессия гена аутоиндуктор-
синтетазы luxI. При этом в неактивированном со-
стоянии клетки A. logei синтезируют АИ со скоро-
стью порядка 10 нМ/(OD × час).

Определение АИ-зависимой регуляции PluxI
и PluxCDABEG A. logei в гетерологичной системе E. coli

Для подтверждения различия АИ-зависимой
регуляции генов luxCDABEG и luxI клеток A. logei
был проведен сравнительный анализ их регуляции в
гетерологичной системе клеток E. coli (рис. 4). Были
использованы клетки E. coli MG1655, трансфор-
мированные плазмидой pSV16, в которой имеется
ген luxR2, а гены luxCDABE P. luminescens поставле-
ны под контроль PluxI, или плазмидой pIVA с luxR1
геном и luxCDABE P. luminescens под контролем
PluxCDABEG (табл. 1). Активность промоторов оцени-
валась по люминесценции соответствующих куль-
тур клеток E. coli, измеренной через 2 ч после экзо-
генного добавления 3OC6-HSL.

Результаты определения характера АИ-зависи-
мой активации промоторов PluxI и PluxCDABEG A. logei в
клетках A. logei и E. coli хорошо согласуются. Оче-
видны различия исследуемых промоторов по ам-
плитуде активации и по пороговым концентрациям

Рис. 2. Зависимость люминесценции культур клеток A. logei K18-44 от концентрации экзогенного АИ. Измерение про-
водилось через 4 ч после добавления АИ.
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АИ. PluxI, а следовательно и синтез АИ в A. logei
активируются при концентрациях АИ от 10 нМ.
PluxCDABEG A. logei как в клетках A. logei, так и в гете-
рологичной системе E. coli активируется при кон-
центрациях АИ от 1 мкМ.

Роль последовательностей lux-боксов
в последовательной активации промоторов

PluxI и PluxCDABEG

Промоторы PluxI и PluxCDABEG различаются по
последовательности связывания LuxR-белков с

Рис. 3. Зависимость прироста концентрации АИ за четыре часа в культуре клеток A. logei от концентрации АИ в начале
временного интервала.

1000

10

1

100

1 100 1000 1000010
Начальная концентрация АИ, нМ

П
ри

ро
ст

 [А
И

],
 н

М

Рис. 4. Сопоставление результатов исследования АИ-зависимой регуляции промоторов PluxI и PluxCDABEG A. logei по
скорости синтеза АИ и люминесценции клеток A. logei и по люминесценции биосенсорных клеток E. coli MG1655
pSV16 (промотор PluxI) и E. coli MG1655 pIVA (промотор PluxCDABEG).
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ДНК (lux-бокс2 и lux-бокс1 соответственно). Бы-
ло проведено сравнение последовательностей
lux-боксов промоторных областей luxR–luxI
A. fischeri, luxR1–luxС и luxR2–luxI A. logei (рис. 5).

Большинство нуклеотидов в lux-бокс-после-
довательности являются консервативными и сов-
падают даже в геномах бактерий разных видов
(A. fischeri, A. logei и A. salmonicida). Среди консер-
вативных позиций есть описанные в [18] – CTG-
-CAG-, ключевые для связывания LuxR с сайтом
посадки. Также сразу видна разница в степени
симметричности разных lux-боксов: наиболее
симметричный в промоторе PluxI A. fischeri, менее
симметричный в промоторе PluxI A. logei и наиме-
нее симметричный в промоторе PluxCDABEG A. logei.

Чтобы исследовать роль последовательности
lux-боксов в наблюдаемых различиях в регуляции
промоторов PluxI и PluxCDABEG, были сконструиро-

ваны плазмиды pD-lb1 и pD-lb2, в которых гены
luxCDABE P. luminescens находятся под контролем
промотора PluxCDABEG A. logei с разными lux-бокс-
последовательностями – lux-бокс1 и lux-бокс2
соответственно (рис. 5). Плазмиды pD-lb1 и pD-
lb2 не содержат гены luxR1 или luxR2 в отличие от
pSV16 и pIVA, эти гены вносились в клетки на
отдельных плазмидах pIV3 и pIV2 (табл. 1) соот-
ветственно. Такой подход позволил сравнить
специфичность каждого из LuxR-белков к каж-
дому из сайтов связывания и изучить влияние за-
мены lux-бокса на регуляцию промотора при про-
чих равных условиях. Клетки E. coli MG1655
трансформировали различными комбинациями
плазмид pD-lb1/pD-lb2 и pIV3/pIV2, после чего
исследовали зависимость люминесценции полу-
ченных клеток от концентрации АИ в среде (рис. 6).

Индукция промотора, содержащего нативный
lux-бокс промотора PluxCDABEG (lb1), происходит
при больших концентрациях АИ и имеет мень-
шую амплитуду по сравнению с таковыми для
промотора, содержащего lux-бокс промотора PluxI
(lb2). Эта закономерность наблюдается в случае с
обоими регуляторными генами luxR1 и luxR2, от-
куда следует, что природная последовательность
lux-бокса из PluxCDABEG A. logei обладает значительно
меньшим сродством к обоим гомологам: LuxR1 и
LuxR2.

В этом же эксперименте впервые однозначно
было показано, что сам ген luxR2 обеспечивает
значительно большую чувствительность клетки к
АИ, чем ген luxR1. Этот эффект наблюдается для
обеих последовательностей lux-бокса в промотор-

Рис. 5. Сравнение последовательностей lux-боксов
промоторных областей luxR-luxI A. fischeri (AF),
luxR1-luxС и luxR2-luxI A. logei (AL). Выделение нук-
леотидов: синим – нуклеотиды критичные для свя-
зывания LuxR согласно [18]; зеленым – расположен-
ные симметрично в lux-боксе; полужирным шрифтом –
консервативные позиции.
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Рис. 6. Зависимость люминесценции клеток E. coli MG1655, несущих гены luxCDABEG P. luminescens под контролем
PluxCDABE A. logei с нативным lux-боксом и lux-боксом из PluxI A. logei в комбинации с геном luxR1 A. logei или luxR2
A. logei, от концентрации АИ в среде.
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ной области (сравнение кривых с закрашенными
символами и кривых с пустыми символами, рис. 6).
LuxR2 активирует обе версии промотора при кон-
центрациях АИ 1 и 10 нМ в зависимости от после-
довательности сайта связывания, а LuxR1 – при
концентрациях 1 и 10 мкМ соответственно.

ОБСУЖДЕНИЕ

Несмотря на то что бактерии A. logei были об-
наружены и описаны более 40 лет назад [19], а
структура их lux-оперона известна с 2011 г. [13],
двухэтапная активация lux-оперона бактерий
A. logei с последовательной активацией экспрес-
сии генов luxI и luxCDABEG (рис. 1,б) была впер-
вые показана в настоящей работе. Эти результаты
проливают свет на значение отличий в структуре
lux-оперонов A. fischeri и A. logei.

Промоторы гена luxI у бактерий A. logei и A. fisch-
eri обладают очень схожими характеристиками по
амплитуде индукции и пороговым концентраци-
ям АИ, необходимым для их индукции (порядка
10 нМ), что было показано в гетерологичной си-
стеме клеток E. coli [13]. Но в клетках A. fischeri
этот промотор регулирует одновременно два
процесса – синтез АИ и люминесценцию [20], а
у A. logei только синтез АИ. При этом активация
промотора генов luxCDABEG A. logei происходит
лишь при высоких концентрациях АИ (порядка
1–10 мкМ, рис. 2). Концентрация АИ 10–20 мкМ
в среде является предельной, более высокой кон-
центрации АИ не удавалось достичь при культи-
вировании клеток A. logei в жидкой среде SWT при
температурах от 4 до 20°C (наши неопубликован-
ные данные), это согласуется с результатами для
A. salmonicida [4].

Различия в регуляции промоторов генов luxI и
luxCDABEG были описаны в гетерологичной си-
стеме клеток E. coli с использованием биосенсор-
ных плазмид [21] и в клетках A. logei по скорости
синтеза АИ и люминесценции при различных
концентрациях АИ (настоящая работа), а полу-
ченные результаты с высокой точностью согласу-
ются друг с другом (рис. 4).

Таким образом, наблюдаются два этапа актива-
ции lux-оперона: при концентрациях АИ от 10 нМ
усиливается его синтез, а при достижении кон-
центрации 1–10 мкМ начинает расти светимость
клеток. У психрофильных бактерий стадия роста
при промежуточных концентрациях АИ может
быть растянута до нескольких суток, в то время
как для мезофильных бактерий рост культуры и
активация QS-системы происходят быстро, на-
пример при 28°С lux-оперон A. fischeri полностью
активируется в течение часа или даже быстрее
[14]. Полученные результаты позволяют выска-
зать гипотезу: двухстадийный механизм регуля-
ции QS-системы позволяет психрофильным бак-
териям экономить ресурсы и не использовать
восстановленные эквиваленты для люминесцен-
ции клеток в процессе накопления АИ до тех пор,

пока плотность популяции не достигнет значе-
ний, обеспечивающих видимость биолюминес-
ценции невооруженным глазом.
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The lux-regulon of the psychrophilic marine luminescent bacteria Aliivibrio logei is controlled by the “quo-
rum sensing” LuxI/LuxR type system. In this work, the properties of the autoinducer-dependent regulation
of the promoters of luxI and luxCDABEG genes were determined both by the measurement of the rate of
autoinducer (AI) synthesis and the intensity of bioluminescence of A. logei cells and by the reporter genes ac-
tivity in the heterologous system in Escherichia coli cells. The reporter genes were luxCDABE of Photorhabdus
luminescens under the control of the promoters of the interest from A. logei. It was shown that there are dif-
ferences in the AI-dependent activation of the luxCDABEG operon and the separately located luxI gene in the
A. logei cells. The expression of luxI is enhanced in the presence of 3-oxo-hexanoyl-homoserine lactone at
concentrations of the order of 10 nM, while the expression of luxCDABEG genes is enhanced at significantly
higher concentrations – 1 μM and higher. This is determined both by the sequence of the binding site of the
regulatory proteins lux-box2 and lux-box1 within the respective promoters and by the properties of the two
proteins LuxR1 and LuxR2, which differ in their ability to bind the AI.

Keywords: quorum sensing, luminescence, autoinducer, regulation, Aliivibrio logei, luxR.



ГЕНЕТИКА, 2022, том 58, № 2, с. 157–162

157

ИЗМЕНЧИВОСТЬ ГЕНОМА ЭНДОСИМБИОТИЧЕСКИХ БАКТЕРИЙ 
Wolbachia В ИНВАЗИВНЫХ ПОПУЛЯЦИЯХ АЗИАТСКОГО ТИГРОВОГО 

КОМАРА Aedes albopictus ЮГА РОССИИ
© 2022 г.   Е. А. Коноров1, 2, *, А. Н. Лукашев3, Н. Ю. Оюн3, 4, 5

1Институт общей генетики им. Н.И. Вавилова Российской академии наук, Москва, 119991 Россия
2Федеральный научный центр пищевых систем им. В.М. Горбатова Российской академии наук, Москва, 109316 Россия

3Институт медицинской паразитологии, тропических и трансмиссивных заболеваний им. Е.И. Марциновского 
Первого Московского государственного медицинского университета им. И.М. Сеченова, Москва, 119435 Россия

4Московский государственный университет им. М.В. Ломоносова, Москва, 119991 Россия
5Национальный исследовательский центр эпидемиологии и микробиологии имени почетного акад. Н.Ф. Гамалеи, 

Москва, 123098 Россия
*e-mail: casqy@yandex.ru

Поступила в редакцию 10.05.2021 г.
После доработки 22.06.2021 г.

Принята к публикации 29.06.2021 г.

Для изучения роли Wolbachia в продвижении азиатского тигрового комара Aedes albopictus в место-
обитания с более холодным климатом исследована изменчивость генома бактерий в популяциях ко-
маров Краснодарского края. Было обнаружено, что относительное количество Wolbachia у комаров
из г. Краснодара выше, чем у комаров из г. Сочи. По результатам филогенетического анализа все
представители Wolbachia принадлежат к линии wAlbB, для которой ранее отмечалось увеличение
приспособленности хозяина в условиях низких температур. Геномы Wolbachia из выборок Сочи от-
личались от геномов из выборок Краснодара по частотам аллелей SNP, расположенных в транспо-
зазах семейства IS982 и обратных транскриптазах интронов группы II.

Ключевые слова: эндосимбионты, Wolbachia, Aedes albopictus, симбиотическая адаптация.
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Азиатский тигровый комар Aedes albopictus яв-
ляется основным переносчиком лихорадки Ден-
ге, а также потенциальным переносчиком желтой
лихорадки и Чикугуньи. На территории Россий-
ской Федерации он был впервые обнаружен в
2011 г. [1] в г. Сочи, с тех пор распространился по
побережью [2] и вглубь Краснодарского края [3].
В Краснодарском крае отмечены завозные случаи
лихорадки Денге, а в ходе мониторинга в отдель-
ных случаях выявлена РНК возбудителя в кома-
рах [4], однако сообщений о существовании оча-
гов с местной передачей вируса на сегодняшний
день нет.

Wolbachia – внутриклеточные бактерии, най-
денные в клетках членистоногих и нематод, чьи
взаимоотношения с хозяином варьируют от пара-
зитических до мутуалистических. Их обнаружи-
вают в более чем 65% видов насекомых [5]. Wolba-
chia развили различные способы так называемого
репродуктивного паразитизма, такие как цито-
плазматическая несовместимость, индукция пар-
теногенеза и феминизация самцов [6] для того,
чтобы улучшить передачу бактерии зараженными

самками. Заражение некоторыми линиями парази-
тических Wolbachia было предложено и проверено в
полевых условиях в качестве средства борьбы с
комарами рода Aedes, понижающего продолжи-
тельность жизни и жизнеспособность яиц [7, 8].
Заражение Wolbachia не критически уменьшает
приспособленность комаров, но уменьшает про-
должительность их жизни, таким образом сокра-
щая возможности передачи лихорадок Денге, Чи-
кугунья, а также малярии [9, 10].

Как уже было отмечено, Wolbachia могут всту-
пать в мутуалистические отношения с насеко-
мым. Для A. albopictus было отмечено, что помимо
цитоплазматической несовместимости Wolbachia
может повышать приспособленность самок, по-
вышая их плодовитость [11]. Некоторые линии
Wolbachia повышают устойчивость своего хозяи-
на к низким температурам [12]. В том числе это
показано на комарах из рода Aedes, для которых
особи, зараженные линией Wolbachia wAlbB, де-
монстрировали бóльшую приспособленность в
условиях низких температур по сравнению с не-
зараженными [13].

УДК 575.22,576.895.77,591.557
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В комарах Ae. albopictus, собранных с побере-
жья Краснодарского края, были найдены ранее
две линии Wolbachia: wAlbA и wAlbB [14]. На ос-
нове данных полногеномного секвенирования
комаров из Краснодара и Сочи [15] проведен ана-
лиз изменчивости геномов Wolbachia с целью об-
наружить различия между линиями из локаций с
разными климатическими условиями и предпо-
ложить роль Wolbachia в продвижении Ae. albopic-
tus в местообитания с более холодным климатом.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Данные секвенирования шести пулированных
образцов комаров Ae. albopictus были получены из
базы данных NCBI Sequence Read Archive, иденти-
фикаторы образцов SRR13570421–SRR13570426
[15]. Образцы представляли собой выделенную
геномную ДНК из группы самок имаго (17–
42 особей), собранных в трех локациях (удаленных
друг от друга более, чем на 10 км) на территории
Сочи и в трех локациях на территории Краснода-
ра. Координаты мест сбора выборок: Sochi_1 –
43.43 N 39.96 E; Sochi_2 – 43.59 N 39.75 E; Sochi_3 –
43.68 N 39.77 E; Krasnodar_4 – 45.02 N 39.03 E;
Krasnodar_5 – 45.00 N 38.93 E; Krasnodar_6 –
45.08 N 38.93 E.

Адаптеры и нуклеотиды с качеством прочтения
меньшим 20, были отфильтрованы с помощью
Trimmomatic v.0.38 с параметрами командной стро-
ки: LEADING:3 TRAILING:3 SLIDINGWIN-
DOW:4:20 MINLEN:80 [16]. Отфильтрованные чте-
ния были картированы с помощью BBMap [17] на
сборку генома (RefSeq ID: GCF_004795415.1) Wol-
bachia эндосимбионта Ae. albopictus [18] отдельно
для образцов из Сочи и Краснодара.

Для филогенетического анализа были отобра-
ны картированные чтения на ген поверхностного
белка wsp Wolbachia, далее с помощью программы
RegressHaplo [19] были выявлены гаплотипы дан-
ного гена и их частоты у Wolbachia из популяций
Сочи и Краснодара. Обнаруженные гаплотипы и
последовательности wsp, выделенных из других
двукрылых, были выровнены с помощью MAFFT

[20] c параметрами max iterate 1000, localpair. От-
дельно для разных позиций в кодоне была подо-
брана модель замен с помощью PartitionFinder
[21], и на основании подобранной модели была
реконструирована филогения байесовским мето-
дом с помощью Mr.Bayes [22], ngen = 2000000.

Для выявления полиморфных сайтов в геноме
Wolbachia мы использовали пакет poolfstat [23].
Для анализа главных компонент мы использова-
ли ковариационную матрицу, вычисленную с по-
мощью байесовского иерархического моделиро-
вания в программе BAYPASS [24].

РЕЗУЛЬТАТЫ

По результатам картирования среднее покрытие
геномов Wolbachia каждого из образцов составило
51–676× (табл. 1). Для всех выборок доля позиций в
геноме, на которые было картировано хотя бы одно
чтение, превышала 95%. В образцах, собранных в
Краснодаре, доля чтений Wolbachia относительно
общего числа чтений (табл. 1) была выше, чем в об-
разцах из Сочи (Uэмп = 0, p < 0.01, критерий Ман-
на–Уитни).

Было обнаружено 95 SNP, большинство из них
располагалось в транспозазах и в обратных тран-
скриптазах интронов типа II (табл. 2), которые
находились на границах скаффолдов сборки
GCF_004795415. Бóльшая часть изменчивости
наблюдалась внутри выборок Krasnodar_5 и Kras-
nodar_6, в то время как выборки из Сочи были
мономорфны внутри генов транспозаз и обрат-
ных транскриптаз.

Изменчивости в генах cidB и cidA не было об-
наружено.

Был обнаружен один общий гаплотип S/K1 ге-
на wsp, распространенный в 87.7% геномах Wolba-
chia, эндосимбионтов Ae. albopictus из Сочи и в
86.7% Краснодара. Остальные гаплотипы отлича-
лись от него делецией одного из кодонов. Частота
гаплотипа S2 в выборках Сочи составила 6.66%,
гаплотипа S3 – 5.58%. В выборках из Краснодара
встречались гаплотипы K2 (8.28%) и K3 (4.96%).

Таблица 1. Результаты картирования чтений на сборку генома Wolbachia

Среднее покрытие Сайты генома
с покрытием, %

Чтения Wolbachia по отношению 
к общему числу чтений на одну 

особь Ae. albopictus, %

Sochi_1 154× 97.9 0.012
Sochi_2 131× 95.3 0.018
Sochi_3 51× 96.8 0.005
Krasnodar_4 314× 98.7 0.019
Krasnodar_5 676× 99.8 0.038
Krasnodar_6 638× 99.7 0.039
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Все перечисленные гаплотипы относились к су-
пергруппе B, то есть к штамму wAlbB (рис. 1).

Анализ главных компонент на основе байесов-
ского иерархического моделирования выявил
различия между геномами Wolbachia из популя-
ций Сочи и Краснодара (см. рис. 2). Основная
часть различий между популяциями, как было от-
мечено выше, обусловлена различиями в частотах
SNP в мобильных элементах.

ОБСУЖДЕНИЕ
В предыдущих исследованиях частоты зара-

женности Wolbachia комаров Ae. albopictus с побе-
режья Черного моря России у 56% насекомых был
найден хотя бы один из штаммов [25]. В то время
как ранее встречались две линии Wolbachia (wAlbA и
wAlbB), в том числе в 20% случаев обнаружива-
лось суперзаражение обеими линиями [14], в ис-
следованных нами пулах комаров были обнару-
жены лишь бактерии wAlbB. Из-за особенностей
подхода пулированного секвенирования невоз-
можно оценить точное количество зараженных
особей в каждой из выборок, но можно отметить,
что относительное количество Wolbachia у кома-
ров из Краснодара выше, чем у комаров из Сочи.
Подобная ситуация наблюдалась на большем ко-
личестве точек сбора и климатических зон в Ки-

тае, где при продвижении от тропической зоны до
умеренной увеличивалась зараженность комаров
Wolbachia [26]. С одной стороны, данный факт
вызывает беспокойство, поскольку представите-
ли этого рода, переносчики арбовирусов Ae. aegyp-
ti, зараженные Wolbachia линии wAlbB, обладают
большей плодовитостью в условиях более низких
температур [13]. Таким образом, увеличение зара-
женности бактериями может указывать на их воз-
можный вклад в климатическую адаптацию и
продвижение Ae. albopictus глубже в умеренные
широты. С другой стороны, Wolbachia ограничи-
вает передачу вируса лихорадки Денге, уменьшая
его концентрацию в слюнных железах [27], что
показано в том числе и в природных популяциях
Ae. aegypti [28].

Мы изучили последовательности генов cidB и
cidA Wolbachia из Ae. albopictus, поскольку было
показано, что изменчивость в них коррелирует с
фенотипическим разнообразием по цитоплазма-
тической несовместимости у комаров Culex pipiens
[29]. Ни одного полиморфного сайта в генах cidB
и cidA не обнаружено, поэтому можно предполо-
жить, что нет изменчивости по цитоплазматиче-
ской несовместимости у зараженных Wolbachia
комаров Ae. albopictus из изученных выборок.

Самый распространенный гаплотип гена wsp в
наших образцах был идентичен гаплотипу из

Таблица 2. Обнаруженные SNP в генах транспозаз и обратных транскриптаз

Ген Скаффолд Описание Число SNP
в данном гене

В каких выборках наблюдается 
полиморфизм

EJE47_06510 RWIK01000012 Group II intron reverse
transcriptase/maturase

2 Krasnodar_5 и Krasnodar_6

EJE47_RS03060 RWIK01000004 IS982 family transposase 2 Все, кроме Sochi_2

EJE47_RS05180 RWIK01000007 IS982 family transposase 10 Krasnodar_5 и Krasnodar_6

EJE47_RS05190 RWIK01000008 Transposase 7 Krasnodar_5 и Krasnodar_6

EJE47_RS06905 RWIK01000015 IS982 family transposase 3 Krasnodar_5 и Krasnodar_6

EJE47_04765 RWIK01000006 IS982 family transposase 9 Krasnodar_5 и Krasnodar_6

EJE47_RS00005 RWIK01000001 Transposase 2 Krasnodar_5 и Krasnodar_6

EJE47_RS03760 RWIK01000005 IS982 family transposase 9 Krasnodar_5 и Krasnodar_6

EJE47_RS03765 RWIK01000005 Group II intron reverse
transcriptase/maturase

19 Krasnodar_5 и Krasnodar_6

EJE47_05615 RWIK01000009 IS982 family transposase 4 Все выборки из Краснодара

EJE47_RS05830 RWIK01000010 IS982 family transposase 7 Krasnodar_5 и Krasnodar_6

EJE47_RS06075 RWIK01000010 Group II intron reverse
transcriptase/maturase

3 Krasnodar_5 и Krasnodar_6

EJE47_RS06315 RWIK01000011 Group II intron reverse
transcriptase/maturase

1 Krasnodar_5 и Krasnodar_6

EJE47_RS07085 RWIK01000017 Helix-turn-helix 
domain-containing protein

4 Krasnodar_5 и Krasnodar_6
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Рис. 1. Байесовское филогенетическое дерево Wolbachia двукрылых, построенное по выравниванию последовательно-
стей гена wsp. Образцы из данного исследования выделены жирным.
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Рис. 2. Результаты анализа главных компонент на основании ковариационной матрицы, вычисленной с помощью
байесовского иерархического моделирования.
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сборки генома Wolbachia с GenBank ID
CP031221.1, которая была выделена из клеточной
линии Aa23 [30]. Остальные гаплотипы не обла-
дали 100% идентичностью ни с одной из последо-
вательностей из GenBank, но также относились к
супергруппе B. Wolbachia из выборок Сочи суще-
ственно отличались от выборок Краснодара по
первой главной компоненте (рис. 2). Бóльшая
часть этих различий представляет собой разницу
в частотах аллелей по SNP, расположенных в
транспозазах семейства IS982 и обратных тран-
скриптазах интронов группы II. Известные гено-
мы wAlbB содержат большее количество IS-эле-
ментов семейства IS982, чем все остальные геномы
Wolbachia [18, 30]. Предполагается, что экспансия
IS-элементов у Wolbachia может быть недавним,
возможно продолжающимся до сих пор событием,
при этом сопровождающимся горизонтальным
переносом от разных линий и псевдогенизацией
[31]. Можно предположить, что IS-элементы на-
капливали замены в ходе перемещения по геному
с последующей псевдогенизацией, вызывая изме-
нения в окружающих точку инсерции генах.

В данной работе мы показали, что комары
Ae. albopictus из Сочи и Краснодара отличаются
по степени зараженности Wolbachia, а также что
геномы Wolbachia из этих образцов отличаются по
частотам аллелей SNP, по большей части распо-
ложенных в IS-элементах. Предполагаем, что до-
полнительные исследования особей из промежу-
точных точек сбора между Краснодаром и Сочи
позволят подтвердить зависимость частоты зара-
жения Wolbachia от среднегодовой температуры.

Работа выполнена при поддержке РНФ № 19-
75-00091 от 09.08.2019.

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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For determining the impact of Wolbachia endosymbiont on Aedes albopictus spread to colder environments
we have studied variation in Wolbachia genome from introduced Krasnodar krai mosquito populations. We
found that mosquitoes from Krasnodar have higher Wolbachia infection rate than Sochi mosquitoes. All Wol-
bachia we found belong to wAlbB strain. It was shown in previous studies that this strain increases mosqui-
toes’ egg hatching rate and fertility in low temperature conditions. Wolbachia genomes from Sochi and Kras-
nodar differ on allele frequency spectrum on SNPs in IS982 family transposases and group II intron reverse
transcriptases/maturases.
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Болезнь хронического изнурения – это прионное заболевание, встречающееся у представителей се-
мейства оленьих. Аминокислотные замены Ser138, Ser225 и 2M-129S-169M гена прионного белка
PRNP увеличивают риск заболевания. В работе мы приводим данные о вариабельности участка гена
PRNP с 108-ого по 240-ой кодон у Rangifer tarandus на территории азиатской части России и Ненец-
кого АО. Обнаружено семь полиморфных сайтов с несинонимичными заменами, пять из которых
наблюдались ранее у оленей из Европы. Более резистентный к болезни хронического изнурения ва-
риант Asn138 встречается примерно в четверти гаплотипов домашних оленей, другой устойчивый
вариант Tyr225 встретился лишь у небольшой доли оленей с Чукотки. Дикие особи отличались от
домашних по частотам аллелей с заменами Val169 и Gly129, аллель предрасположенности 2M-129S-
169M встречался, в основном, у одомашненных особей. Из-за большой изменчивости гена PRNP у
северного оленя России в случае возникновения у него болезни хронического изнурения возможно
повторение ситуации, наблюдающейся в Норвегии – появление разных штаммов с отличающимися
клиническими симптомами и проявлением болезни.

Ключевые слова: Rangifer tarandus, болезнь хронического изнурения, прионы.
DOI: 10.31857/S0016675822020102

Ген PRNP кодирует прионный белок PrP, ко-
торый имеет две конформационные изоформы.
Инфекционная изоформа способна менять кон-
формацию нормальной клеточной, накапливаясь
в виде резистентного для протеаз агрегата в нерв-
ной ткани [1]. У разных видов млекопитающих
данный процесс приводит к развитию трансмис-
сивных губчатых энцефалопатий, таких как бо-
лезнь Крейтцфельдта–Якоба у человека, коровье
бешенство или губчатая энцефалопатия КРС,
скрепи у овец и коз, болезнь хронического изну-
рения у оленьих. Передача инфекционной фор-
мы может происходить даже между разными ви-
дами животных, например, возможна передача
коровьего бешенства от КРС человеку при упо-
треблении в пищу зараженных животных. Случаи
передачи болезни хронического изнурения и
скрепи от животных к человеку не были отмече-
ны, скорее всего, из-за особенностей последова-
тельности и структуры PrP человека, затрудняю-
щие конформационный переход [2, 3]. Таким об-
разом, риск передачи болезни хронического

изнурения от оленьих к человеку довольно низок,
хотя нельзя исключать возможность адаптации
прионов к новому хозяину или обнаружения гап-
лотипов PRNP, имеющих большую способность к
трансмиссии [4].

Распространение и изменчивость PRNP изуче-
на для разных представителей семейства Cervidae:
для европейского лося, косули, лани [5], белохво-
стого [6, 7], благородного, пятнистого [7] и север-
ного оленей [5, 8]. Для северного оленя просле-
жена также ассоциация отдельных гаплотипов с
частотой болезни хронического изнурения [9],
например, распространенный аллель Ser225 и де-
леция Trp84_Gly91del увеличивает риск развития
болезни в пять раз в гетерозиготе и в более чем в
40 раз, находясь в гомозиготном состоянии. Го-
мозиготы Tyr225, наоборот, были обнаружены
только у здоровых животных. Поиск ассоциаций
был проведен также для белохвостого оленя Odo-
coileus virginianus, где эффект от замены Ser225 не
был статистически значимым, однако обнаруже-
на повышенная устойчивость к болезни при на-
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личии несинонимической замены Ser95 [10]. За-
мена на аспарагин в 138-ом кодоне также предпо-
ложительно связана с резистентностью [11].

По вышеперечисленным позициям в природ-
ных и одомашненных популяциях наблюдается
изменчивость, а в некоторых случаях дифферен-
циация. В Северной Америке отдельные локаль-
ные популяции северных оленей демонстрируют
избыток гетерозиготи гомозигот c Asn138, что мо-
жет быть результатом действия балансирующего
отбора или генетического дрейфа [12, 13]. На се-
вере европейской части России было описано
распространение вариантов гена PRNP у диких и
одомашненных популяций северного оленя, при
этом отмечалось более высокая доля аллелей с за-
меной Asn138 у домашних оленей по сравнению с
дикими [8].

В настоящей работе мы приводим данные о ва-
риабельности участка гена PRNP у Rangifer tarandus
с 108-ого по 240-ой кодон на территории азиатской
части России и Ненецкого АО. На данном участке
расположены основные нуклеотидные замены,
ассоциированные с риском болезни хроническо-
го изнурения. Также мы провели поиск отличий
между дикими и домашними оленями.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Всего исследовано 89 оленей, из них 72 особи:
ненецкой, эвенкийской, чукотской пород и 17 ди-
ких оленей (п-ов Чукотка) (табл. 1). Образцы ди-
кой популяции были представлены мышечной
тканью, домашних животных – ушным выщи-
пом. ДНК выделялось с использованием набора
QIAmp DNA mini Kit (QIAGEN, Хильден, Герма-
ния). Амплификация гена PRNP происходила с
помощью qPCRmix-HS (Евроген, Москва, Рос-
сия) и праймеров RangPrP-F AGTCAGTGGAA-
CAAGCCCAG и RangPrP-R TGAGGAGGATCA-
CAGGAGGG, подобранных с помощью Primer-
BLAST [14] и OligoAnalyzer v. 3 (http://www.idtd-

na.com/analyzer/applications/oligoanalyzer/). Дли-
на амплифицируемого фрагмента составила
442 пар оснований (участок с 298 по 739 нуклео-
тид гена PRNP, GenBank – ID MK097270). Режим
реакции ПЦР: предварительная денатурация при
95°C, 5 мин и 45 циклов амплификации (95°C,
15 с, 60°C, 20 с и 72°C 15 с). Секвенирование по
Сенгеру полученных апликонов проводили в ЗАО
“Евроген” (Евроген, Москва, Россия). Секвени-
рование проводили с использованием как фор-
вард-, так и реверс-праймера. Анализ получен-
ных хроматограмм проводили с использованием
программы UGENE [15]. Обнаруженные аллель-
ные варианты были депонированы в базе данных
GenBank под идентификационными номерами
MZ442704–MZ442716.

Выравнивание последовательностей гена
PRNP с помощью Muscle [16] и тест Таджимы на
нейтральность были проведены в пакете MEGAX
[15]. TCS-сеть аллелей гена PRNP была построена
в программе Popart [17]. Анализ главных компо-
нент производился с помощью предустановлен-
ной в язык R функции prcomp.

РЕЗУЛЬТАТЫ
В процессе исследования было получено 89

последовательностей гена PRNP северного оленя
длиной 399 пн, начиная с 108-ого кодона и закан-
чивая 240-ым. Согласно показателям генетиче-
ского разнообразия и D Таджимы, выборка до-
машних чукотских оленей единственная из изу-
ченных нами демонстрирует тенденцию на
увеличение гетерозиготности (табл. 1, рис. 1).

Обнаружено семь полиморфных сайтов, все
они несинонимичные. В кодоне 135 найдена но-
вая для северных оленей замена Arg135, встретив-
шаяся у двух диких особей чукотского оленя. Ра-
нее не встречавшаяся замена Ser184 наблюдается
в гетерозиготном состоянии в эвенкийской и не-
нецкой популяциях, по одной особи в каждой.
Для остальных полиморфных сайтов наблюда-

Таблица 1. Объемы выборок, места сбора и показатели генетического разнообразия

Выборка Объем выборки Место сбора материала π × 103 D Таджимы

Чукотские, дикая 
популяция

17 О-в Айон, Певек 4.26 –0.66

Эвенкийские 
(тоджинские)

18 Тува, Тоджинский р-н 3.68 0.023

Чукотка, домашняя 
порода

16 П-ов Камчатка 4.54 0.66

Эвенкийские 20 Амурская обл., Зейский р-он 3.65 –0.29

Ненецкие 18 СПК Коопхоз “ЕРВ” (племрепродуктор) НАО, 
западная часть Большеземельной тундры 
Ненецкого АО

3.14 –0.33
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лось большее генетическое разнообразие (рис. 1,
табл. 2). Связанный с резистентностью к болезни
хронического изнурения вариант Asn138 встреча-
ется примерно в четверти гаплотипов чукотских,
эвенкийских и ненецких пород оленей, в два раза
меньше его у оленей тоджинской породы. У ди-
ких оленей из Чукотки Asn138 обнаружен только
в гомозиготном состоянии, как и у популяций ди-
ких оленей с Европейского Севера России [8].
Доля резистентного варианта ниже по сравнению
с выборками домашних оленей, исключая тод-
жинских.

У диких северных оленей с Чукотки и домаш-
них оленей чукотской породы присутствуют ал-
лели с Tyr225 (аллель B и аллель Asp176_Tyr225), у
остальных изученных в настоящей работе выбо-
рок подобный вариант отсутствует даже в гетеро-

зиготном состоянии. У оленей с Европейского
Севера данные аллели наблюдались почти ис-
ключительно у диких, но не домашних особей [8].

На рис. 2 приведены взаимоотношения между
найденными в ходе исследования аллелями в ви-
де TCS-сети. Наиболее распространенными ал-
лелями в изученной выборке являются аллель,
идентичный на рассмотренном участке аллелю A
(Ser225, SH-SY5Y rePrPwt, [9]) и аллель Kol5
(MSSM, DQ154295, 2M-129S-169M). Реже встре-
чались (у восьми–девяти особей) аллели 39Mur
(VGNV, DQ154292), RKD37 (VSSV, DQ154294) и
Kol6 (176D, JQ290075).

Анализ главных компонент на основании ча-
стот аллелей гена PRNP в разных выборках оле-
ней с территории России выявил дифференциа-
цию диких особей с европейской части России от

Рис. 1. Частоты генотипов для наиболее вариабельных кодонов гена PRNP у особей R. tarandus, изученных в данной
работе.
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Таблица 2. Частоты аминокислотных замен в наиболее вариабельных кодонах гена PRNP у R. tarandus на терри-
тории России

Примечание. Верхняя строка в шапке – позиция кодона, * – данные для выборок, взяты из исследования [8] для сравнения.

Выборка
129 138 169 176 225

G S S N V M N D S Y

Тоджинский 0.35 0.65 0.86 0.14 0.47 0.53 0.92 0.08 1.00 0.00
Чукотка, домашние 0.63 0.38 0.72 0.28 0.53 0.47 0.63 0.38 0.91 0.09
Эвенкийские 0.33 0.67 0.73 0.28 0.48 0.53 1.00 0.00 1.00 0.00
Ненецкие 0.44 0.56 0.75 0.25 0.58 0.42 0.64 0.36 1.00 0.00
Республика Коми 0.53 0.47 0.72 0.28 0.78 0.22 0.94 0.06 1.00 0.00 *
О-в Колгуев 0.53 0.47 0.63 0.37 0.45 0.55 0.76 0.24 1.00 0.00 *
Новая Земля 0.85 0.15 0.91 0.09 0.87 0.13 0.89 0.11 0.98 0.02 *
Кольский п-ов 0.89 0.11 0.89 0.11 0.93 0.07 1.00 0.00 0.86 0.14 *
Дикие: Архангельск, Республика Коми 1.00 0.00 0.82 0.18 1.00 0.00 1.00 0.00 0.86 0.14 *
Чукотка, дикие 0.63 0.38 0.82 0.18 0.65 0.35 0.85 0.15 0.94 0.06
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Рис. 2. TCS-сеть обнаруженных у исследуемых особей аллелей PRNP. Обозначения известных аллелей взяты из работ
Kholodova et al. [8] и Güere et al. [9].

10 sapmles

1 sample

Чукотка (дикие)
Тоджинские
Чукотка (домашние)
Эвенкийские
Ненецкие

Allele_Asp176_Tyr225

Allele_B

Allele_A

Allele_Kol6 Allele_Lys210

Allele_39Mur

Allele_Ser184

Allele_Asp224

Allele_Arg135

Allele_Kol5

Allele_Met169_Ser184

Allele_Ser129_Tyr225

Allele_37RKD

всех домашних оленей (рис. 3). Основным источ-
ником данной дифференциации являются аллели
Val169 и Gly129, которые у диких оленей пред-
ставлены в большей концентрации. Исключени-
ем является выборка диких оленей с п-ова Чукот-
ка, которая близка по частотам Gly129 к оленям
чукотской породы и не является статистическим
выбросом из выборок домашних оленей по часто-
те Val169 (согласно тесту Диксона).

Выборки домашних оленей при этом также
разбиваются на две группы: 1) с полным преобла-
данием Asn176 – тоджинская, эвенкийская поро-
ды и олени из выборки Коми; 2) со значительной
долей гомо- и гетерозигот (до 50%) по замене
Asp176 – олени ненецкой и чукотской пород и по-
пуляции с о-ва Колгуев.

ОБСУЖДЕНИЕ

Случаи болезни хронического изнурения се-
верного оленя наблюдаются в соседних с Россией
странах – Норвегии и Финляндии, с 2016 г. Как и
в случае с другими прионными болезнями, в
большинстве случаев предотвратить распростра-
нение инфекции возможно лишь с помощью
уничтожения целых локальных популяций зара-

женных животных [19]. Болезнь трудно диагно-
стировать у животных из-за неспецифичных
симптомов, выражающихся в изменении поведе-
ния и потере веса, развивающихся за период от
нескольких недель до месяцев [20]. На террито-
рии США болезнь распространялась со скоро-
стью большей, чем почти все остальные извест-
ные прионные заболевания. На территории Нор-
вегии, Швеции и Финляндии распространение
было медленнее, но полностью остановить его не
получилось несмотря на жесткие меры [21]. По-
явление болезни на территории России потребует
срочных мер, внедрить которые будет сложно из-за
большой территории и традиционного образа
оленеводства различных народов Европейского
Севера, Сибири и Дальнего Востока.

У исследованных на данный момент популя-
ций одомашненного и дикого оленей, обитаю-
щих на территории России распространены алле-
ли, ассоциированные ранее с предрасположенно-
стью к болезни хронического изнурения. У всех
особей, генотипированных в ходе данного иссле-
дования, наблюдается замена Ser225, лишь у до-
машних и диких оленей из Чукотки обнаружен
более резистентный вариант Tyr225 в гетерози-
готном состоянии. Аллель Kol5 (2M-129S-169M),
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для которого в ходе анализа ассоциации также
была обнаружена предрасположенность к болез-
ни [9], встречается в основном у одомашненных
оленей, как из европейской, так и азиатской ча-
сти России, практически отсутствует у диких оле-
ней Европейского Севера России.

В более старом очаге болезни хронического
изнурения оленьих – Северной Америке – пред-
расположенность связывали в основном с заме-
ной Ser138 [12, 13], полиморфизма в 129-ом и 225-ом
кодонах не наблюдалось. В то же время там, где
болезнь впервые появилась в Европе, в Норвегии,
нет полиморфизма в 138-ом кодоне, а ассоциация
наблюдается с заменами Ser225 и Ser129 [9]. У се-
верного оленя на территории России наблюдают-
ся выявленные как европейскими, так и северо-
американскими авторами факторы предрасполо-
женности к болезни, такие как Ser138, так и
Ser225 с Ser129. В ходе сравнения течения болез-
ней у европейских и североамериканских оленей
недавние исследования показали, что из-за раз-
ной конформации инфекционной изоформы
белка PrP, кодируемого геном PRNP, штаммы
прионов из Норвегии и Северной Америки облада-
ют разными трансмиссионными и нейропатологи-
ческими паттернами; причем внутри норвежских
штаммов также существует вариативность в пато-
логической картине [22]. Из-за большой изменчи-
вости гена PRNP у северного оленя России в слу-
чае возникновения у него болезни хронического
изнурения возможна ситуация, повторяющая та-
ковую в Норвегии: большое разнообразие клини-
ческих картин болезни или появление нового,
специфичного для российских популяций штам-

ма, что затруднит использование накопленного
опыта борьбы с болезнью хронического изнурения.

Работа выполнена при поддержке гранта РФФИ
№ 17-29-08003.

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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Associated with Chronic Wasting Disease Alleles of PRNP Gene Distribution 
in Wild and Domesticated Reindeer Rangifer tarandus in Russia

K. A. Kurbakova, b, *, E. A. Konorova, b, M. T. Seminaa, and Yu. A. Stolpovskya

aVavilov Institute of General Genetics Russian Academy of Science, Moscow, 119991 Russia
bGorbatov Federal Research Center for Food Systems of Russian Academy of Sciences, Moscow, 109316 Russia

*e-mail: homo_ludens@vniimp.ru

Chronic wasting disease (CWD) is a prion disease that affects cervids. Amino acid substitutions Ser138,
Ser225 and 2M-129S-169M in prion protein coded by PRNP gene increase risk of the disease. In this study
we present PRNP variability data in reindeer from Asian part of Russia. We discovered seven polymorphic co-
dons with non-synonymous substitutions, polymorphism for five of them were reported before in European
reindeer populations. Resistant to CWD variant Asn138 was observed in one quarter of PRNP haplotypes in
domesticated reindeers, another resistance-associated variant, Tyr225, was found only in a small group of
reindeers from Chukotka. Wild deers differentiate from domesticated ones in Val169 and Gly129 alleles fre-
quencies. 2M-129S-169M allele associated with CWD predisposition was predominantly frequent in domes-
ticated deers. Due to more PRNP gene variability in Russian reindeer, it is possible that CWD incidence in
such population will lead to a situation similar to what is observed in Norway (appearing of different CWD
strains with different neuropathological and transmission patterns).

Keywords: Rangifer tarandus, chronic wasting disease, prion.
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Проведен полногеномный поиск ассоциаций (GWAS) у овец карачаевской породы с использовани-
ем ДНК-биочипов Ovine Infinium HD BeadChip 600K для выявления вариантов однонуклеотидного
полиморфизма (SNP), связанных с породной принадлежностью. На основании проведенного ана-
лиза было выявлено более 100 SNP, имеющих высокодостоверные различия в частоте встречаемо-
сти у животных карачаевской породы; для последующей оценки было отобрано по пять единичных
SNP с наивысшими показателями на хромосомах 12, 13 и 14. Три замены находятся в экзонах генов,
одна расположена в интроне, остальные – на разном удалении от генов. Самую высокую достовер-
ность в ассоциациях с породной принадлежностью показали замены rs408511664, rs429132161 и
rs409651063 (р = 4.637 × 10–84), находящиеся на 14-й хромосоме и встречающиеся только у овец ка-
рачаевской породы. Большинство обнаруженных SNP локализованы рядом с генами, играющими
немаловажную роль в процессе развития фенотипических признаков (TUBB3, MC1R, BMP2,
LYPLAL1-201, PAPPA2). Проведенные исследования позволяют использовать совокупность выяв-
ленных SNP в качестве информативных молекулярных маркеров при идентификации породной
принадлежности карачаевских овец.

Ключевые слова: овцы, молекулярные маркеры, ДНК-биочип, полногеномный поиск ассоциаций,
однонуклеотидный полиморфизм.
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Определение породной принадлежности овец
является основой для селекционной работы. В
настоящее время оно выполняется с использовани-
ем показателей фенотипа и данных родословной с
подтверждением достоверности происхождения [1,
2]. Однако этой информации на современном уров-
не развития овцеводства уже недостаточно. Новые
методы оценки породной принадлежности необ-
ходимы для выявления различий у близких по
происхождению пород, для регистрации новой
породы, определения происхождения гибридов,
при выполнении экспертизы мясной продукции
и целом ряде других мероприятий [3, 4]. Особен-
но это актуально в странах с большим количе-
ством используемых пород. К таким относится и
Россия, где официально зарегистрировано более
40 пород овец.

Наиболее перспективным для оценки породной
принадлежности является применение современ-
ных достижений генетики. Методы кластеризации
овец на отдельные породы по молекулярным ДНК-
маркерам используются достаточно давно. Для

этого чаще всего применяют генотипирование по
микросателлитным локусам [5]. Их полиморфиз-
ма достаточно для разделения животных на груп-
пы, соответствующие породе, по совокупности
встречающихся с разной частотой аллелей [6].

Между тем обратный процесс, т.е. определе-
ние породной принадлежности конкретного жи-
вотного по полиморфизму микросателлитных ло-
кусов, не может быть выполнен с высокой досто-
верностью. Это связано с тем, что уникальных
аллелей микросателлитных локусов, встречаю-
щихся только у одной породы, не обнаружено.
Поэтому оценка носит вероятностный характер и
не достаточна для точной идентификации поро-
ды. Тем не менее при проведении генетической
паспортизации или экспертизы продукции до-
стоверность определения породы по результатам
исследования ДНК должна приближаться к 100
процентам [7, 8].

Более точной оценку породной принадлежно-
сти можно сделать при использовании в качестве
маркеров вариантов однонуклеотидного поли-
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морфизма (Single Nucleotide Polymorphism, SNP).
Их количество в геноме значительно превышает
число микросателлитных локусов, а число алле-
лей, как правило, не более двух. Используя уни-
кальную комбинацию из нескольких SNP, встре-
чающихся только у исследуемой породы, вполне
можно достичь требуемой точности определения
породной принадлежности [9]. Для обнаружения
этих SNP можно использовать проведение пол-
ногеномного поиска ассоциаций с помощью
ДНК-биочипов высокой плотности [10]. Выпол-
нение исследования целесообразно по принципу
“случай–контроль”. При этом “случай” – живот-
ные исследуемой породы, а “контроль” – особи
других пород. Это позволит выявить однонуклео-
тидные варианты полиморфизма, достоверно от-
личающие исследуемую породу на уровне генома.
Обнаруженные SNP могут быть использованы
как молекулярные маркеры породы [11]. Распо-
ложенные рядом с ними гены можно рассматри-
вать как гены-кандидаты, их полиморфизм обес-
печивает проявление фенотипических призна-
ков, на основании которых животные были
выделены в отдельную породу [12].

Интересным представляется поиск молекуляр-
ных маркеров породной принадлежности среди
аборигенных пород овец, длительно существующих
в условиях относительной изоляции. Одной из та-
ких пород является карачаевская, разводимая в
условиях Северного Кавказа на протяжении
двухсот лет. По продуктивности она относится к
грубошерстным, однако используется как уни-
версальная. От овец получают шерсть (настриг у
баранов до 3 кг, у ярок до 2 кг), мясо (вес баранов
доходит до 70 кг) и молоко, выход которого со-
ставляет 50 кг в год. Несмотря на то что животные
эти некрупные, порода является скороспелой, а
мясо обладает высокими вкусовыми качествами.
Овцы отличаются высокой устойчивостью к воз-
действию климатических факторов, так как раз-
водятся в горной местности, а также резистентны
ко многим инфекционным заболеваниям [13, 14].

Целью нашей работы стал поиск новых моле-
кулярных маркеров карачаевской породы мето-
дом полногеномного поиска ассоциаций.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Исследования проводились на базе лаборато-
рий Всероссийского научно-исследовательского
института овцеводства и козоводства (ВНИИОК) –
филиала ФГБНУ “Северо-Кавказский федераль-
ный научный аграрный центр”, Сколковского
института науки и технологий “Сколтех”, Науч-
но-диагностического и лечебного ветеринарного
центра ФГБОУ ВО “Ставропольский государ-
ственный аграрный университет”, племенного
завода “Восток” Ставропольского края.

Исследование было организовано по принци-
пу “случай–контроль”, где “случай” соответство-
вал баранчикам карачаевской породы, а “кон-
троль” – баранчикам других пород. В группу
“случай” по итогам комплексной оценки были
отобраны 55 баранчиков карачаевской породы
(из 417 баранчиков, полученных от маток селекци-
онного ядра) в возрасте 12 мес. Критерии комплекс-
ной оценки (бонитировки) баранчиков – густота,
длина, тонина шерсти, ее настриг в чистом волокне,
качество жиропота, экстерьер, живая масса. По ре-
зультатам проведенной бонитировки все 55 ба-
ранчиков были отнесены к классу “элита” и име-
ли наиболее ярко выраженные признаки карача-
евской породы. Группа “контроль” состояла из
220 животных (по 55 особей каждой породы) се-
верокавказской мясо-шерстной породы, рома-
новской породы, породы джалгинский меринос и
российский мясной меринос. Они также отбира-
лись из представителей селекционного ядра по
тем же критериям комплексной оценки, как име-
ющие наиболее ярко выраженные признаки со-
ответствующей породы. Все баранчики были
клинически здоровыми.

Генотипирование

Геномную ДНК выделяли из образцов цель-
ной крови, взятой в асептических условиях из
яремной вены, с использованием набора Pure
Link Genomic DNA MiniKit (Invitrogen Life Technol-
ogies, США) в соответствии с протоколом произво-
дителя. Генотипирование животных выполнялось с
использованием Ovine Infinium HD BeadChip 600K
(Illumina, США) согласно протоколу производите-
ля. Первичную обработку результатов генотипиро-
вания выполняли с использованием программного
обеспечения Genome Studio 2.0 (Illumina).

Контроль качества генотипирования

Контроль качества генотипирования проводи-
ли с использованием программного обеспечения
PLINK V.1.07 [15]. В обработку данных были
включены образцы с показателем количества вы-
явленных SNP (Call Rate) больше 0.95. Из анализа
были исключены SNP с частотой минорных алле-
лей (MAF – Minor Allele Frequency) меньше 0.01,
частотой потерянных генотипов (missing geno-
type) больше 0.1. В качестве порогового значения
по критерию Харди–Вайнберга (Hardy–Weinberg
equilibrium) методом Фишера использовалось
значение p = 0.00001. С положительным результа-
том контроль качества генотипирования прошли
все 275 образцов. Из 606006 SNP для дальнейшего
анализа были использованы 550991 полимор-
физм.
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Генетический и статистический анализы

Полногеномный поиск ассоциаций выполня-
ли с использованием программного обеспечения
PLINK V.1.07 [15] на основе оценки значимости
влияния SNP на породную принадлежность осо-
бей. Для подтверждения достоверности различий
при множественных сравнениях использовали
оценку р с поправкой Бонферрони. Визуализа-
цию и построение графиков проводили с приме-
нением пакета “QQman” на языке программиро-
вания R. Поиск генов-кандидатов выполнялся в
области 500000 пн вокруг SNP (половина санти-
морганиды), показавших достоверные различия
по встречаемости среди животных исследуемых
групп. Для картирования использовалась сборка
генома Oar_rambouillet_v1.0. Аннотирование ге-
нов выполнялось с использованием геномных
браузеров UCSC (www.genome.ucsc.edu) и Ensem-
ble (www.ensembl.org).

РЕЗУЛЬТАТЫ

Полногеномный поиск ассоциаций частоты
встречаемости вариантов однонуклеотидного по-
лиморфизма с фенотипическими признаками ка-
рачаевской породы овец показал наличие очень
большого количества локусов, преодолевших по-
рог достоверности, установленный в соответ-
ствии с поправкой Бонферрони на уровне
‒log10(p) = 7 (рис. 1,а). Квантиль-квантиль гра-
фик (рис. 1,б) показывает, что абсолютное боль-
шинство исследуемых SNP имеет показатели, от-
личающиеся от таковых при подтверждении ну-
левой гипотезы (отсутствие достоверных

различий). Отклонение от ожидаемых значений
наблюдается начиная от величины –log10(p) > 0.5.

Наиболее высокие показатели достоверности
выявлены для SNP, расположенных на хромосомах
12, 13 и 14 (рис. 2). На 12-й хромосоме полиморфиз-
мы, связанные с породной принадлежностью, на-
ходятся в локусах по всей длине хроматид. Макси-
мальные отличия отмечены для rs424156280, нахо-
дящейся в позиции 73451671. Хромосома 13 имеет
целый пул SNP с высокими показателями досто-
верности, локализованный вблизи ее центральной
области. На 14-й хромосоме нами были выявлены
SNP с наибольшими показателями достоверности
ассоциаций с породной принадлежностью, одна-
ко их количество существенно уступает хромосо-
мам 12 и 13.

В связи с большим количеством SNP, досто-
верность связи которых с породной принадлеж-
ностью животных превышает установленный по-
рог, для дальнейшего анализа их расположения в
геноме относительно аннотированных генов бы-
ли отобраны по пять SNP с максимальными по-
казателями на хромосомах 12, 13 и 14 (табл. 1).

Из 15 рассматриваемых замен три находятся в
экзонах генов, одна в интроне, а остальные рас-
положены на разном удалении от кодирующих
генов. Ближе всего к границам генов находятся
замены rs408511664 и rs429132161 в 14-й хромосо-
ме. Замена rs415954733 в хромосоме 12 располага-
ется дальше всех рассматриваемых от ближайше-
го гена, однако это расстояние не превышает по-
ловины сантиморганиды. На основе сборки
генома Oar_rambouillet_v1.0. нам не удалось кар-
тировать замену rs409651063, поэтому ее парамет-

Рис. 1. Результаты полногеномного поиска ассоциаций у овец карачаевской породы. а – Манхэттенский график ре-
зультатов GWAS с набором значений –log10(p) для исследуемых SNP. Нижняя линия обозначает порог различий с
ожидаемой достоверностью различий при значении –log10(p) = 5, верхней линией указан порог высокой достоверно-
сти различий при значении –log10(p) = 7: б – Q-Q-график для вероятностей распределения достоверности оценок SNP
по всему геному. Точками обозначены значения –log10(p) для отдельных SNP. Линия обозначает ожидаемые значения
при подтверждении нулевой гипотезы об отсутствии ассоциаций.
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Рис. 2. Результаты поиска ассоциаций по хромосомам у овец карачаевской породы. а, в, д – Манхэттенский график
результатов GWAS с набором значений –log10(p) исследуемых SNP в отдельных локусах хромосом 12, 13 и 14. Нижняя
линия обозначает порог различий с ожидаемой достоверностью различий при значении –log10(p) = 5, верхней линией
указан порог высокой достоверности различий при значении –log10(p) = 7; б, г, е – Q-Q-график для вероятностей рас-
пределения достоверности оценок SNP, локализованных на хромосомах 12, 13 и 14. Точками обозначены значения
‒log10(p) для отдельных SNP. Линия обозначает ожидаемые значения при подтверждении нулевой гипотезы об отсут-
ствии ассоциаций.
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ры определены на основе сборки Oar_v3.1, со-
гласно которой она попадает в экзон гена. Пять
замен, локализованных на 13-й хромосоме, рас-
положены в одном межгенном пространстве, на
различном расстоянии от гена BMP2 (Bone Mor-
phogenetic Protein-2, BMP2). Две пары замен на
12-й хромосоме также находятся достаточно
близко друг от друга. Гены, расположенные в об-
ласти выявленных SNP, можно считать генами-
кандидатами с возможным влиянием на феноти-
пические признаки породной принадлежности
овец карачаевской породы.

ОБСУЖДЕНИЕ

Проведенное исследование подтвердило на-
личие генетических основ внутривидовой (по-
родной) изменчивости у овец. Выявлено доста-
точно большое количество SNP, достоверно раз-
личающихся по частоте встречаемости у овец
карачаевской породы и других пород овец. При
этом три замены на 14-й хромосоме были обнару-
жены только у карачаевских овец и не встреча-
лись ни у одной особи остальных пород. Две из
них, rs408511664 и rs429132161, расположены ря-
дом с геном тубулина бета 3 (Tubulin Beta 3 Class
III, TUBB3). Кодируемый им белок вместе с тубу-
лином альфа образуют структурную основу мик-

ротрубочек цитоскелета [16]. Кроме чисто меха-
нической поддержки формы клетки и расположе-
ния органелл, микротрубочки играют важную
роль в процессах транспорта внутриклеточных
компонентов и отдельных молекул. Также они
обеспечивают подвижность клеток, организацию
работы нейронов, секрецию везикул и многие
другие функции клеток [17]. Учитывая участие
белка тубулина в таком количестве жизненно
важных процессов, мы считаем, что его ген может
обеспечивать фенотипические особенности ка-
рачаевских овец.

Замена rs409651063 находится в экзоне гена,
кодирующего рецептор меланокортина 1 (Mela-
nocortin 1 Receptor, MC1R). Так же как и две опи-
санные выше замены она встречается только у ка-
рачаевских овец и не обнаруживается в группе
контроля. Рецептор меланокортина участвует в
регуляции синтеза меланина и влияет на цвет
шерсти и волос у млекопитающих [18]. Наличие
обнаруженной нами замены уже рассматривается
как маркер темного цвета шерсти у некоторых ви-
дов овец [19, 20]. Стоит отметить, что карачаев-
ская порода характеризуется шерстью черного
цвета, а животные в группе контроля имеют бе-
лый цвет шерсти. Таким образом, наши исследо-
вания подтверждают результаты, полученные
другими учеными, и позволяют считать ген MC1R

Таблица 1. Характеристика SNP с наибольшими показателями достоверности ассоциации с породной принад-
лежностью животных при проведении GWAS

Примечание. A1 – минорный аллель; A2 – главный аллель; F_A – частота минорного аллеля в группе карачаевских овец;
F_U – частота минорного аллеля у животных группы сравнения.

№ SNP Хромосома/ 
позиция A1 A2 F_A F_U p

Ген/расстояние
до гена

1 rs408511664 14/15483844 A G 0.75 0 4.637e-84 TUBB3/перед геном 6999 пн
2 rs429132161 14/15489751 A G 0.75 0 4.637e-84 TUBB3/перед геном 1092 пн
3 rs409651063

(Oar_v3.1)
14/14231948 A G 0.75 0 4.637e-84 MC1R/экзон 3, 105 aa,

D/N (миссенс-мутация)
4 rs413629721 14/15451699 С А 0.75 0.02 4.861e-72 LncRNA/экзон 10

(некодирующий транскрипт)
5 rs412344125 14/15448879 А С 0.74 0.02 8.764e-72 LncRNA/экзон 4

(некодирующий транскрипт)
6 rs427301675 13/51330485 A G 0.80 0.02 1.966e-81 BMP2/129839 пн
7 rs411672645 13/51327453 A G 0.80 0.02 1.402e-80 BMP2/126807 пн
8 rs412370368 13/51502951 A G 0.79 0.06 5.580e-63 BMP2/302305 пн
9 rs401025140 13/51506415 G A 0.79 0.06 5.580e-63 BMP2/305769 пн

10 rs425709044 13/51358671 G A 0.81 0.07 3.400e-62 BMP2/158025 пн
11 rs426400216 12/25137722 A G 0.68 0.03 1.133e-58 LYPLAL1-201/377126 пн
12 rs415954733 12/25076577 A G 0.72 0.07 5.472e-51 LYPLAL1-201/315981 пн
13 rs419909433 12/61840136 A G 0.75 0.09 5.502e-50 PAPPA2/перед геном 1724 пн
14 rs424156280 12/73451671 G А 0.52 0.02 1.016e-45 KCNK2/интрон 3
15 rs406878732 12/61816311 A G 0.75 0.11 3.803e-43 PAPPA2/25549 пн
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связанным с породной характеристикой карача-
евских овец.

Еще два SNP на 14-й хромосоме, rs413629721 и
rs412344125, располагаются в экзонах гена длин-
ной некодирующей РНК. Функции некодирую-
щих РНК до конца не изучены. Однако уже из-
вестно, что подобные РНК участвуют в регуляции
многих внутриклеточных процессов [21]. Это не
только влияние на трансляцию и транскрипцию
ДНК, но и прямое воздействие на работу молеку-
лярных комплексов в цитоплазме [22]. Эти заме-
ны обнаружены нами всего у 2% животных груп-
пы контроля, а у карачаевских овец носителями
являются 75% выборки. Исходя из приведенных
данных, ген длинной некодирующей РНК может
быть связан с породной принадлежностью изуча-
емых овец.

На 13-й хромосоме все пять отобранных нами
замен располагались на разном удалении от одно-
го и того же гена, кодирующего костный морфо-
генетический белок типа 2 (Bone Morphogenetic
Protein-2, BMP2). Вместе с другими белками этой
группы он регулирует развитие костной и хряще-
вой тканей, стимулируя остеогенную дифферен-
цировку клеток [23]. Было обнаружено, что поли-
морфизм гена BMP2 связан с размерами тела и
развитием мышц у крупного рогатого скота [24].
У овец выявлена связь этого гена с фенотипом
жирнохвостых овец [25], к которым относится и
карачаевская порода. Поэтому мы считаем воз-
можным связывать наличие обнаруженных нами
замен с породными особенностями карачаевских
овец.

Обнаруженные нами замены rs426400216 и
rs415954733 локализуются в области гена лизо-
фосфолипазы I (Lysophospholipase-like protein 1,
LYPLAL1). Несмотря на то что дистанция до гена
достаточно велика, она укладывается в половину
сантиморганиды. Это значит, что исследуемый
локус с большой вероятностью наследуется вме-
сте с указанным геном. Лизофосфолипаза прини-
мает участие в метаболизме фосфолипидов кле-
точной стенки и органелл. Однако, как и у других
фосфолипаз, у нее имеются и регуляторные
функции за счет включения в процессы синтеза
эйкозаноидов и других медиаторов межклеточ-
ной коммуникации [26]. Исходя из этого, мы счи-
таем ген LYPLAL1 возможным кандидатом, влия-
ющим на фенотип породы у овец.

Еще две замены на 12-й хромосоме, rs419909433
и rs406878732, находятся очень близко к гену пап-
пализина 2 (Рappalysin 2, PAPPA2). Эта металло-
протеиназа специфически разрезает протеин,
связывающийся с инсулиноподобным фактором
роста 5, важным стимулятором роста костей. Для
гена паппализина 2 была установлена связь с раз-
мерами тела у мышей [27], что позволяет считать
этот ген каким-то образом связанным с реализа-

цией фенотипических признаков карачаевской
породы.

В интроне гена, кодирующего один из белков
калиевого канала 2 типа (Potassium two pore do-
main channel subfamily K member 2, KCNK2), нами
выявлена замена rs424156280. Этот тип калиевых
каналов широко распространен в клетках орга-
низма, особенно в нейронах, и относится к классу
липидно-управляемых. Обеспечивая поддержа-
ние трансмембранного потенциала покоя, кана-
лы этого типа участвуют во всех клеточных про-
цессах, связанных с изменениями электрических
параметров мембраны [28]. Важность этих функ-
ций указывает на то, что ген KCNK2 вполне может
оказывать влияние на параметры фенотипа как
через связь с процессами трансмембранного
транспорта, так и посредством регуляции вегета-
тивной нервной системой.

Выявленные нами замены, достоверно различа-
ющиеся по частоте встречаемости у овец карачаев-
ской породы, по сравнению с другими породами,
располагаются рядом с генами, выполняющими
важные функции в развитии фенотипических
признаков. Для некоторых из них уже имеются
данные о связи с внешними параметрами живот-
ных. Мы считаем возможным использовать сово-
купность выявленных замен в качестве молеку-
лярно-генетических маркеров для подтверждения
породной принадлежности карачаевских овец.
Предложенные гены-кандидаты, которые могут
быть напрямую связаны с фенотипом животных,
требуют дальнейшего изучения для поиска поли-
морфизмов, обеспечивающих реализацию при-
знаков.

Работа выполнена при поддержке Минобрнауки
РФ в рамках Государственного задания Федераль-
ного государственного бюджетного научного учре-
ждения “Северо-Кавказский федеральный науч-
ный аграрный центр” АААА-А19-119072690006-3
(тема № 0513-2019-0002).

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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Genetic Markers of Karachaevsky Sheep Identified
by Genome-Wide Associations Study

A. Yu. Krivoruchkoa, O. A. Yatsyka, A. V. Skokovaa, *, and A. A. Kanibolotskayaa

aNorth Caucasus Federal Agrarian Research Centre, Stavropolskii kray, Mikhailovsk, 356241 Russia
*e-mail: antoninaskokova@mail.ru

A genome-wide associations study (GWAS) was carried out in Karachaevsky sheep using Illumina Ovine In-
finium HD BeadChip 600K DNA biochips to identify single nucleotide polymorphisms (SNPs) associated
with the breed. Based on the analysis, more than 100 SNPs were identified that have highly significant differ-
ences in the frequency of occurrence in animals of the Karachaevsky breed, for subsequent assessment, 5 sin-
gle polymorphisms were selected with the highest indicators on the 12th, 13th and 14th chromosomes. Three
substitutions are located in the exons of genes, one is located in the intron, and the rest are located at different
distances from the genes. The substitutions rs408511664, rs429132161, and rs409651063 (р = 4.637 × 10–84),
located on chromosome 14 and found only in sheep of the Karachaevsky breed, showed the highest reliability
in associations with breed affiliation. Most of the detected SNPs are localized near genes that play an import-
ant role in the development of phenotypic traits (TUBB3, MC1R, BMP2, LYPLAL1-201, PAPPA2). The stud-
ies make it possible to use the set of identified SNPs as informative molecular markers in identifying the breed
of Karachaevsky sheep.

Keywords: sheep, molecular markers, DNA biochip, genome-wide associations study, single nucleotide poly-
morphism.



ГЕНЕТИКА, 2022, том 58, № 2, с. 177–186

177

ФИЛОГЕОГРАФИЯ Lacerta media LANTZ et CYRÉN, 1920
(Lacertidae: Sauria) ПО РЕЗУЛЬТАТАМ АНАЛИЗА
МИТОХОНДРИАЛЬНОГО ГЕНА ЦИТОХРОМА b
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Проведен анализ cytb митохондриальной ДНК (1143 пн) у представителей Lacerta media. Проанализиро-
ваны 34 образца из 19 локалитетов. Особое внимание уделено ранее неисследованным популяциям на
северной границе ареала в пределах Северного Кавказа и Западного Закавказья. Реконструировано два
типа дендрограмм филогенетических отношений, показавших идентичную топологию – байесовская
(BA) и максимального правдоподобия (ML). Филогенетическая реконструкция выделяет четыре
поддержанные клады. Аналогично на медианной сети гаплотипов обособляются четыре гаплогруп-
пы. На более ранних этапах процесса филогенеза L. m. media выделяются популяции восточной ча-
сти Армянского нагорья и Северного Загроса. В дальнейшем происходит обособление популяций
центральной части Армянского нагорья, Большого Кавказа, а на завершающем этапе – Централь-
ного Загроса и восточной части Малоазиатского нагорья. Полученные данные не поддерживают ра-
нее предложенный Ф. Ахмадзаде с соавт. сценарий расселения номинативного подвида с запада на
восток и северо-восток. Взамен его мы рассматриваем противоположное направление – с востока
на север, юг и запад. Выявлено две географические области, где обитают представители нескольких
клад/гаплогрупп – Армянское нагорье и горы Загроса.

Ключевые слова: Lacerta media, митохондриальная ДНК, филогения, филогеография, цитохром b.
DOI: 10.31857/S0016675822020035

Средняя ящерица, Lacerta media Lantz et Cyrén,
1920 – представитель надвидового комплекса
Lacerta (trilineata), находящегося в фокусе иссле-
дований филогении и филогеографии рода Lacerta
Linnaeus, 1758 [1]. В ряде публикаций последних
лет [2–6] популяции с территории Кавказа, где
обитает номинативный подвид (по месту сбора
лектотипа – долина р. Квабисхеви, окр. г. Боржо-
ми Грузии [7]), были представлены выборкой
лишь из пяти локалитетов с Армянского нагорья.
Однако не были исследованы ящерицы с Север-
ного Кавказа и Западного Закавказья – Дагестана
и Краснодарского края, т.е. с северной границы
видового ареала [8, 9]. В ряде работ эта террито-
рия вовсе отсутствует на картах распространения
L. media [2, 3]. Обозначенные дагестанские и черно-
морские периферические популяции изолированы
от закавказских и представляют интерес с позиции
исследования микроэволюционных процессов.

В настоящее время отсутствует ясность с опре-
делением времени появления и расселения пред-
ставителей комплекса Lacerta (trilineata). Обнару-
жение в северокавказском позднемиоценовом
местонахождении “Солнечнодольск” ископае-
мых костных фрагментов L. trilineata [10] ставят
под сомнение существующие сценарии филоге-
неза комплекса, рассматривающие в качестве об-
ластей дивергенции основных филогенетических
клад Малоазиатское нагорье (Анатолию) и район
Эгейского моря в плиоцене–раннем плейстоцене
[3, 6] или в позднем миоцене–раннем плиоцене
[5]. В отношении L. media также имеется противо-
речивая информация: на основе сведений по па-
леогеографии региона время вселения средней
ящерицы в горный Дагестан относят к сармату
(поздний миоцен) [11], а в Южную Осетию – к
концу миоцена–середине плиоцена [12], тогда
как по молекулярно-генетическим датировкам

УДК 598.113.6:574.9+575.8
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вид появился примерно 3.5 млн лет назад в позд-
нем плиоцене [4, 6] или примерно 7.12 млн лет на-
зад в позднем миоцене [5].

Вышесказанное свидетельствует о необходимо-
сти более обстоятельного исследования филоге-
нии и филогеографии средней ящерицы; на Кав-
казе мы можем ожидать обнаружения рефугиума,
свидетельствующего о древней колонизации реги-
она, либо подтверждение относительно недавнего
расселения вида с территории Анатолии – предпо-
лагаемого центра ее происхождения и радиации.
Подчеркнем, что палеонтологические свидетель-
ства, которые могут служить реперными точками
при реконструкции филогении вида, ограничива-
ются упоминанием средней ящерицы в мустьер-
ских слоях (верхний плейстоцен) пещеры Швали-
ети в Грузии [13].

Немаловажным является то обстоятельство,
что L. m. media включена в региональные [14, 15] и
национальные [16, 17] списки охраняемых таксонов
животных (Красные книги); это подчеркивает акту-
альность данного исследования с позиции изуче-
ния и сохранения генетического разнообразия.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Для выделения геномной ДНК использовали
части регенерированных хвостов или фаланги
пальцев передних конечностей ящериц, фикси-
рованные в 96%-ном этаноле, от пяти экземпля-
ров, собранных в трех локалитетах Большого
Кавказа и одном локалитете Загроса (рис. 1). Ва-
учерные экземпляры хранятся в коллекции Зоо-
логического института РАН (ZISP) и Зоологиче-
ском музее МГУ (ZMMU). В филогенетический
анализ были включены 29 последовательностей
L. m. media [2, 3], взятых из GenBank (http://
www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/) (табл. 1).

Выделение тотальной ДНК проводили стан-
дартным солевым методом с лизированием про-
теиназой К [18]. Амплификацию участка гена cytb
осуществляли с использованием ПЦР-амплифи-
икатора T100TM Thermal Cycler (Bio-Rad) и прай-
меров 5'-GCC CCA AAA TAA GGA GAT GG-3' и
5'-TAG TGA TGG GGG ATT AAA GC-3' [19, 20]
по следующей схеме: начальная денатурация 95°C
(3 мин), затем 32 цикла (95°C – 30 с, 56°С – 30 с,
72°С – 90 с) и конечная элонгация (72°С – 5 мин).
Реакционная смесь для ПЦР (25 мкл) содержала
50–100 нг ДНК, 0.5 мкМ каждого праймера, 0.2 мМ
dNTPs, 1.5 мМ MgCl2, 2.5 мкл 10× ПЦР буфера
(10 мМ Tris-HCl, pH 8.3, 50 мМ KCl) и 2 ед. Taq-
полимеразы (Thermo Scientific). Секвенирование
проводили на генетическом анализаторе ABI
PRIZM 3500xL (Applied Biosystems). Окончатель-
ная длина амплифицированного фрагмента ДНК
составила 1143 пн. Полученные последовательно-

сти (MZ065554–065558) депонировали в GenBank
NCBI.

Выравнивание последовательностей проводи-
ли в программах Geneious Prime 2021.0.1 (https://
www.geneious.com) и Ali View 1.6 [21]. Филогене-
тические отношения были реконструированы с
использованием метода Байеса (Bayesian analysis,
BA) в программе Mr. Bayes 3.1.2 [22–24] и методом
максимального правдоподобия (Maximum Likeli-
hood, ML) в программном пакете MEGA X [25].
Для BA использовали 5 млн генераций; статисти-
ческую надежность узлов ML-деревьев оценива-
ли путем бутстреп-анализа (1500 псевдореплик).
Выбор модели эволюции для нуклеотидных после-
довательностей проводили в программе MrMod-
eltest 2.4 [26] c использованием информационного
критерия Акаике (AIC). Была выбрана модель
GTR (General Time Reversible) с параметрами I =
= 0.3909 и G = 0.7440. Графические изображения
деревьев получены с помощью программы FigTree
1.4.4 (http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree). По-
строение сети гаплотипов осуществляли методом
TCS в программе PopART [27].

Для изучения внутривидовой структуры L. me-
dia в анализ были включены последовательности
из работы Ф. Ахмадзаде с соавт. [3] – L. m. ciliciensis
Schmidtler, 1975 (KC896967–896974), L. m. israelica
Peters, 1964 (KC896975) и L. m. wolterstorffi Mertens,
1922 (KC897005–897007). Для укоренения дендро-
грамм филогенетических отношений в качестве
внешней группы были выбраны последовательно-
сти L. strigata Eichwald, 1831 (LN835024.1), L. agilis
Linnaeus 1758 (AY616285, AY616398) и Eremias
stummeri Wettstein, 1940 (NC029878.1) из GenBank.
При анализе генетической изменчивости с ис-
пользованием программы DnaSP v.5.10.01 [28] вы-
числяли следующие параметры: общее количество
полиморфных позиций (S), общее количество за-
мен (η), количество гаплотипов (H), разнообразие
гаплотипов (h), разнообразие нуклеотидов на сайт
(π), среднее количество нуклеотидных замен (K),
значение теста Таджимы (Tajima’s D) и тест на ней-
тральность Фу (Fu’s Fs). Генетические дистанции
(p-дистанции) вычисляли в программе MEGA X.

Для проведения анализа таксономических гра-
ниц по молекулярно-генетическим признакам
нами были использованы алгоритмы ASAP (Auto-
mated simultaneous analysis phylogenetics) [29] и
ABGD (Automatic barcode gap discovery) [30]. Они
позволяют выявить условные молекулярные опе-
рационные таксономические единицы (Molecular
phylogenetic taxonomic units, MOTU), представля-
ющие собой монофилетические клады неопреде-
ленного ранга. Анализ проводили с использова-
нием следующих параметров: Pmin (минимальная
априорная дистанция) = 0.01, Pmax (максимальная
априорная дистанция) = 0.1, X (относительная
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Рис. 1. Пункты сбора экземпляров Lacerta media, использованных для молекулярно-генетического анализа. Обозначе-
ние клад: А – желтые, B – синие, C – красные, D – зеленые. Нумерация и буквенное обозначение соответствуют та-
ковым в табл. 1.
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ширина интервала) = 0.5; была использована мат-
рица попарных К80-дистанций.

РЕЗУЛЬТАТЫ
34 последовательности гена cytb L. m. media об-

разуют 24 гаплотипа. Выявлены 54 (4.7% от об-
щей длины фрагмента) вариабельные позиции,
из них – 44 (3.8%) парсимони информативные.
Соотношение транзиций к трансверсиям соста-
вило 4.84. Нуклеотидный состав участка на L-це-
пи смещен в сторону уменьшения доли гуанина
(A – 26.7, T – 31.3, C – 30, G – 12%). Показатели
генетического разнообразия в выборке: S = 54,
η = 57, h = 0.964 (±0.021), π = 0.0160 (±0.0010), K =
= 14.01, Tajima’s D = 0.02 (p > 0.1), Fu’s Fs = –1.80

(p > 0.1). Показатель Fs-тест незначим. Недоста-
точность значительных отрицательных величин D
свидетельствует об отсутствии в прошлом внезап-
ного роста популяции (экспансии) и/или положи-
тельного отбора, а положительных – об отсутствии
недавнего сокращения численности популяции
(т.н. бутылочного горлышка), фрагментации и/или
балансирующего отборa.

По результатам реконструкции филогенетиче-
ских взаимоотношений представителей L. m. me-
dia были получены дендрограммы с идентичной
топологией, на которых можно выделить четыре
митохондриальные клады (рис. 2). Последова-
тельности с территории Большого Кавказа вошли
в кладу С, внутри которой нет значимой генети-
ческой гетерогенности (h – 0.889, K – 1.67). Для
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сравнения наибольшую структурированность мы
наблюдаем в кладе B (h – 0.961, K – 6.08). Анало-
гичное прослеживается при анализе медианной
сети гаплотипов: выделяются четыре гаплогруп-
пы (I–IV), наиболее удаленная из которых – IV
(рис. 3). От II группы она отдалена на 25 нуклео-
тидных замен, от III – на 22, а от I – на 29.

При расчете p-дистанций максимальное зна-
чение было получено при сравнении клад A/D,
В/D, а минимальное – B/С (табл. 2).

Анализ ASAP/ABGD показал наличие четкого
разрыва между значениями популяционной и под-
видовой изменчивости (treshold distance = 3.27%,
barcoding gap = 2.20%). Применение данных алго-
ритмов позволило выявить в объеме L. media со-
ответственно 4 и 5 монофилетических MOTU
(рис. 2). Если в первом случае молекулярные опе-
рационные таксономические единицы строго со-
ответствуют признаваемым подвидам средней
ящерицы, то во втором дополнительно была де-
лимитирована клада D.

ОБСУЖДЕНИЕ

Согласно топологии полученной дендрограм-
мы, первой на подвидовом уровне обособляется
пара L. m. israelica и L. m. wolterstorffi, в дальней-
шем – L. m. ciliciensis и L. m. media. Согласно пред-

Рис. 2. Дендрограмма филогенетических отношений представителей Lacerta media по результатам анализа фрагмента
гена cytb (1143 пн). В узлах указаны байесовы апостериорные вероятности и бутстреп-поддержки (BA/BS). Буквенное
обозначение клад соответствует таковому в табл. 1 и 2. В двух столбцах разными цветами указаны выделенные моле-
кулярные операционные таксономические единицы (MOTU).
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ABGD ASAP
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Таблица 2. Средние генетические p-дистанции (%)
(под диагональю) и их стандартные отклонения (над
диагональю) между кладами Lacerta media по данным
анализа последовательностей фрагмента гена cytb

Примечание. Буквенное обозначение клад соответствует та-
ковому в табл. 1 и на рис. 2.

Клады A B C D

A 0.35 0.38 0.51
B 1.58 0.33 0.48
C 1.63 1.39 0.49
D 2.79 2.59 2.45
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шествующим публикациям [3, 4], Малоазиатское
нагорье может рассматриваться как исходная тер-
ритория, откуда происходило множественное не-
зависимое расселение средней ящерицы на Ар-
мянское нагорье (включая самые восточные ту-
рецкие популяции в районе оз. Ван), в горы
Эльбурса на северо-западе Ирана и Загроса на за-
паде Ирана; именно популяции Анатолии харак-
теризуются наибольшим генетическим разнооб-
разием внутри номинативного подвида. В проци-
тированной работе [3] локалитет Араблу на
северо-западе Ирана, расположенный на север-
ном склоне потухшего вулкана Сабалан (=Сава-
лан, Савелан или Кухе-Себелан), был отнесен к
“Эльбурскому” рефугиуму. С этим мы не можем
согласиться, поскольку хребет Савелан-Даг, в ко-
торый входит вулкан, выступает восточной око-
нечностью Армянского вулканического нагорья
[31]. Кроме того, L. media традиционно включают
в восточносредиземноморскую зоогеографиче-
скую группу видов рептилий, в то время как Эль-
бурс – рефугиум гирканской герпетофауны [32].
Представители последней не обитают в районе
Сабалана [33, 34].

Безусловно предковая форма L. m. media пер-
воначально проникла на обозначенную террито-
рию с запада, где происходила основная радиация

вида [3, 4]. Однако согласно полученной нами
дендрограмме (рис. 2) на более ранних этапах
процесса филогенеза L. m. media выделяются по-
пуляции восточной части Армянского нагорья и
Северного Загроса (клада D). В дальнейшем про-
исходит обособление популяций центральной ча-
сти Армянского нагорья и Большого Кавказа (С),
а на завершающем этапе – Центрального Загроса (A)
и восточной части Малоазиатского нагорья (B).
Взамен сценария расселения номинативного
подвида с запада на восток и северо-восток мы
предлагаем противоположное направление – с
востока на север, юг и запад. Наши выводы о ста-
новлении ареала L. m. media соответствуют схеме,
которую предложил в 1924 г. О. Сирен [35].
Уместно вспомнить, что И.С. Даревский [36] и
Т.А. Мусхелишвили [37] считали Армянское наго-
рье “центром формирования” средней ящерицы.

На Армянском нагорье обнаружены предста-
вители трех клад (B, С, D) и трех гаплогрупп (II,
III, IV), что наглядно продемонстрировано на сети
гаплотипов (рис. 3). Еще одна область, где выявле-
ны несколько клад (А и D) и гаплогрупп (I и IV), –
горы Загроса. Эти клады/гаплогруппы генетически
максимально удалены друг от друга в выборке
L. m. media. Обособление популяций, составляю-
щих клады А, B и C, согласно датировкам Ф. Ахмад-

Рис. 3. Медианная сеть гаплотипов cytb представителей Lacerta m. media (1143 пн). Каждый цветной кружок – уникаль-
ный гаплотип, чей размер пропорционален встречаемости в выборке; цвет кружка соответствует кладе на рис. 2: А –
желтые, B – синие, C – красные, D – зеленые. Соединительные линии – вероятные эволюционные связи, засечки –
нуклеотидные замены, черные кружки в узлах линий – предсказанные гаплотипы. Цветной заливкой обозначены гео-
графические регионы: оранжевой – Иранское нагорье, желтой – Малоазиатское нагорье, бирюзовой – Армянское
нагорье, розовой – Большой Кавказ. Пунктирной линией ограничены группы гаплотипов.

I
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IV

A
B
C
D

1 sampel

10 samples
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заде с соавт. [3], произошло около 650 тыс. лет на-
зад, а D – около 1 млн лет назад. Вероятно, это
было обусловлено климатическими флуктуация-
ми плейстоцена, оказавшими влияние на ланд-
шафты этой горной территории [38] и хорологию
средней ящерицы. Кладе A генетически наиболее
близки гаплотипы из Адыямана, входящие в кла-
ду B. Это отражает тесную географическую связь
юго-востока Малоазиатского (Восточный Тавр) и
севера-запада Иранского (Загрос) нагорий [39].
Отметим, что популяции с этой территории
(остан Керманшах) были обозначены Е.Ф. Шмидт-
лером [40] как самостоятельная форма “L. m. me-
dia–Zagrosform”. Полученные данные по опреде-
лению границ между таксонами (по алгоритму
ABGD) указывают на сравнительно высокий так-
сономический статус популяций, полученные
последовательности от которых образовали в на-
шем исследовании кладу D.

Обращает на себя внимание отсутствие значи-
мой генетической дистанции в выборке с оконеч-
ностей Большого Кавказа – точки 1–3 на рис. 1,
расстояние между которыми по прямой составля-
ет примерно 850 км. Это можно интерпретиро-
вать как свидетельство быстрого расселения вида
с юга в двух направлениях в обход Главного Кав-
казского хребта. Однако нельзя исключать и су-
ществование единого циркумкавказского ареала.
Он мог распасться во время последнего леднико-
вого (гляциального) максимума (около 22 тыс. лет
назад) либо сформироваться (вторично?) в ксеро-
термический период голоцена (около 4500–
2500 лет назад) и разделиться в связи с последую-
щей бореализацией климата. На такой сценарий
может указывать наличие изолированных северо-
кавказских популяций другого представителя
средиземноморской зоогеографической группы
рептилий – оливкового полоза, Platyceps najadum
(Eichwald, 1831), имеющего в регионе чрезвычай-
но сходные с L. media очертания ареала [41]. Сни-
жение в этот период области вероятного распро-
странения (пригодности местообитаний) для
обитания средней ящерицы на северо-западе
Большого Кавказа было показано при ГИС-мо-
делировании [42].

В дальнейшем необходимо включить в анализ
ящериц с пограничных между кладами террито-
рий, что позволит детализировать историю рассе-
ления вида. Так, новые находки L. media в Та-
лышских горах [43] могут свидетельствовать либо
о существовании здесь малочисленных реликто-
вых популяций, относящихся к кладе D, либо не-
давнем проникновении представителей клады C
в горнолесной пояс Талыша; область распростра-
нения клады B может простираться до северо-за-
падного склона Малого Кавказа в пределах Гру-
зии. Наконец, глубокого анализа требует изуче-
ние филогеографии вида в Загросе – все еще
малоизученной территории, выступающей с од-

ной стороны барьером между Месопотамией и
нагорьем, с другой – коридором для распростра-
нения “северных” видов герпетофауны на юг ре-
гиона [33].

Авторы признательны Н.Б. Ананьевой,
О.А. Ермакову, В.Ф. Орловой, А.А. Кидову,
Б.С. Туниеву и Н.А. Шаповалу за ценные кон-
сультации и помощь в работе.
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рамках проекта Министерства науки и высшего
образования РФ (№ 075-15-2021-1069); исследо-
вания выполнены при финансовой поддержке
гранта РНФ (№ 22-24-00079).
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Cytochrome b Mitochondrial Gene Analysis-Based Phylogeography
of a Lacerta media Lantz et Cyrén, 1920 (Lacertidae: Sauria)

M. A. Doroninaa, I. V. Doronina, *, **, S. A. Lukoninab, L. F. Mazanaevac, and A. V. Barabanova
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The analysis of cytb of mitochondrial DNA (1143 bp) in Lacerta media was carried out using 34 individuals
from 19 localities. Special attention was paid to previously unexplored populations on the northern border of
the range within the North Caucasus and Western Transcaucasia. Two types of dendrograms of phylogenetic
relations (Bayesian and Maximum Likelihood) were reconstructed, showing identical topology. Phylogenetic
reconstruction identifies four supported clades. Similarly, four haplogroups are distinguished on the median
network of haplotypes. The populations of the eastern part of the Armenian Highlands and the Northern Za-
gros are distinguished at earlier stages of the process of phylogeny L. m. media. Subsequently, the populations
of the central part of the Armenian Highlands, the Greater Caucasus, and, at the final stage, the Central Za-
gros and the eastern part of the Asia Minor Highlands become isolated. The data obtained do not confirm
the scenario of dispersal of the nominative subspecies from west to east and northeast, proposed by Ahmadza-
deh et al. Instead, we consider the opposite direction – from east to north, south, and west. Two geographical
regions were identified where representatives of several clades/haplogroups live, is the Armenian Highlands
and the Zagros Mountains.

Keywords: cytochrome b, Lacerta media, mitochondrial DNA, phylogeny, phylogeography.



ГЕНЕТИКА, 2022, том 58, № 2, с. 187–198

187

ИЗУЧЕНИЕ РОЛИ ПОЛИМОРФИЗМА ГЕНОВ РЕПАРАЦИИ ДНК
В ФОРМИРОВАНИИ ПРЕДРАСПОЛОЖЕННОСТИ К РАЗВИТИЮ

РАКА ЛЕГКОГО У ЖЕНЩИН
© 2022 г.   Р. А. Титов1, *, В. И. Минина1, 2, **, А. В. Торгунакова1, В. Ю. Буслаев1,

Е. Н. Воронина3, А. Ю. Просеков2, В. А. Титов4, А. Н. Глушков1

1Федеральный исследовательский центр угля и углехимии Сибирского отделения
Российской академии наук, Кемерово, 650065 Россия

2Кемеровский государственный университет, Кемерово, 650043 Россия
3Институт химической биологии и фундаментальной медицины Сибирского отделения

Российской академии наук, Новосибирск, 630090 Россия
4Кузбасский клинический онкологический диспансер, Кемерово, 650036 Россия

*e-mail: ruslan-tito00@rambler.ru
**e-mail: vminina@mail.ru

Поступила в редакцию 16.04.2021 г.
После доработки 30.07.2021 г.

Принята к публикации 24.08.2021 г.

Обследованы 522 женщины русской национальности, проживающие в Кемеровской области Рос-
сии, в том числе 273 больные раком легкого и 249 женщин близкого возраста, не имеющих призна-
ков онкологических заболеваний. Проведен сравнительный анализ полиморфных вариантов генов
репарации ДНК APEX1 444T>G (rs1130409), XRCC1 1839G>A (rs25489), hOGG1 977C>G (rs1052133),
XPD 2251Т>G (rs13181), XPG 3310G>C (rs17655), XPC 2815A>C (rs2228001) у больных раком легкого
и индивидов, не имеющих онкологических заболеваний, проживающих в той же местности. Анализ
однолокусных эффектов показал значимые связи между риском рака легкого и вариантами гена
XPC 2815A>C (rs2228001) (OR = 0.56, CI: 0.39–0.81, p = 0.0018) в общей группе, гена APEX1 444T>G
(rs1130409) (OR = 0.15, CI: 0.03–0.67, p = 0.0027) в группе курящих, генов XPC 2815A>C (rs2228001)
(OR = 0.36, CI: 0.18–0.69, p = 0.0051) и hOGG1 977C>G (rs1052133) (OR = 0.57, CI: 0.38–0.85, p =
= 0.0055) в группе некурящих. MDR-aнализ ген-генных взаимодействий показал, что гены XPD
2251Т>G и XPC 2815A>C, APEX1 444T>G и XPD 2251Т>G тесно взаимодействуют и взаимно усили-
вают риск развития рака легкого у женщин Западной Сибири.

Ключевые слова: рак легкого, полиморфизм генов APEX1, XRCC1, hOGG1, XPD, XPG, XPC.
DOI: 10.31857/S0016675822020138

Рак легкого (РЛ), или карцинома легкого, яв-
ляется наиболее распространенной формой он-
кологических патологий, с которой связан повы-
шенный уровень заболеваемости и смертности
среди населения во всем мире. Согласно данным
статистики каждый год в мире регистрируют до
1.6 млн новых случаев заболеваний РЛ и около
1.2 млн случаев летальных исходов от этой пато-
логии [1–3]. Известно, что женщины болеют РЛ в
целом реже, чем мужчины, однако соотношение
заболевших мужчин и женщин меняется с каж-
дым годом, отмечается значительный рост имен-
но женской заболеваемости РЛ [4, 5]. Многие ав-
торы связывают это с действием факторов среды
(все больше женщин курят, подвергаются воздей-
ствию промышленных и бытовых канцерогенов)
и с большей чувствительностью организма жен-

щины к действию таких факторов. Воздействие
женских половых гормонов нередко рассматри-
вают как дополнительный фактор канцерогенно-
го риска [6, 7].

Нарушения в системе репарации ДНК могут
способствовать накоплению мутаций [8, 9]. Фор-
мирующийся в таких условиях высокий уровень
нестабильности генома является одним из ос-
новных факторов риска возникновения злока-
чественных новообразований [10, 11]. Накопле-
ние критических мутаций в ДНК может после-
довательно вызывать изменения клеточного
цикла и апоптоза с развитием злокачественных
опухолей [12].

Генотоксичные соединения, присутствующие
в большом количестве в окружающей среде про-
мышленных регионов, индуцируют формирова-
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ние соматических мутаций, ингибируют системы
репарации ДНК и тем самым способствуют зло-
качественной трансформации клеток [13, 14]. В
опубликованных нами ранее работах были пока-
заны статистически значимые ассоциации вари-
антов генов ферментов репарации ДНК с риском
развития РЛ у мужчин, проживающих в угледо-
бывающем регионе [15, 16].

Вопрос о влиянии унаследованных вариантов
генов ферментов репарации ДНК на риск воз-
никновения РЛ у женщин малоизучен. В связи с
этим целью настоящего исследования является
изучение вклада полиморфных вариантов генов
репарации ДНК APEX1 444T>G (rs1130409), XRCC
1839G>A (rs25489), hOGG1 977C>G (rs1052133),
XPD 2251Т>G (rs13181), XPG 3310G>C (rs17655),
XPC 2815A>C (rs2228001) в формирование наслед-
ственной предрасположенности к РЛ у женщин,
проживающих в промышленном угледобываю-
щем регионе России.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Были обследованы 522 женщины, принадлежа-

щие к русской этнической группе, проживающие
на территории Кемеровской области РФ. От каждо-
го человека было получено информированное со-
гласие на участие в исследовании. Исследование
выполнено в соответствии с Хельсинкской деклара-
цией Всемирной медицинской ассоциации: этиче-
ские принципы проведения медицинских иссле-
дований с участием человека с поправками 2000 г.
и “правилами клинической практики в Россий-
ской Федерации”, утвержденными Министер-
ством здравоохранения Российской Федерации
19.06.2003 г. Проведение исследования было
утверждено комитетом по этике Института эко-
логии человека Федерального исследовательско-
го центра угля и углехимии СО РАН.

Группы формировались по принципу “слу-
чай–контроль” с учетом возраста, пола, этниче-
ской принадлежности и влияния факторов среды.
Критерии включения: русские, проживание в Ке-
меровской области с момента рождения, возраст
старше 40 лет. Критерии исключения: аллергиче-
ские, аутоиммунные, наследственные, инфекци-
онные заболевания, родственники с онкозаболе-
ваниями, ранее диагностированный рак в других
органах. В первую группу вошли 273 впервые вы-
явленные больные РЛ. Диагноз РЛ устанавливал-
ся по результатам клинического, эндоскопиче-
ского и морфологического обследования на базе
Кузбасского областного онкологического диспан-
сера. У 125 человек рак легкого был диагностирован
на I или II стадии, а у 148 – на III/IV стадии заболе-
вания. Анализ гистологического материала после
операций позволил установить точный патоморфо-
логический диагноз каждого донора. Контрольную
группу составили 249 неродственных женщин без
онкозаболеваний и без патологии дыхательной
системы в анамнезе, проживающих в той же мест-
ности. Все здоровые доноры, включенные в кон-
трольную группу, не имели хронических заболе-
ваний, не принимали препаратов с известным
мутагенным действием и не проходили рентгено-
логических процедур в течение трех месяцев до
участия в исследовании. Полное описание групп
представлено в табл. 1.

ДНК выделяли из венозной крови по стан-
дартной методике фенольно-хлороформной экс-
тракции [17]. Клетки крови были выделены и ли-
зированы, белковое содержимое клеток гидроли-
зовано протеиназой К (SibEnzyme, Новосибирск,
Российская Федерация). Для анализа нами были
выбраны полиморфные локусы генов APEX1
444T>G (rs1130409), XRCC1 1839G>A (rs25489),
hOGG1 977C>G (rs1052133), XPD 2251Т>G
(rs13181), XPG 3310G>C (rs17655), XPC 2815A>C

Таблица 1. Характеристика изученных групп

Характеристика групп Женщины
больные РЛ Здоровые женщины

Всего обследовано 273 249

Возраст, лет (среднее значение ± стандартное отклонение) 58.5 ± 7.6 54.0 ± 6.9

Статус курения, n (%) курящие 72 (26.4) 46 (18.1)

некурящие 201 (73.4) 202 (81.9)

Гистологические формы
опухоли, n (%)

аденокарцинома 114 (42)

плоскоклеточный 65 (24)

мелкоклеточный 16 (6)

другие 77 (28)

Наличие метастаз, n (%) есть 160 (58.6)

нет 113 (41.4)
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(rs2228001). Частота редкого аллеля в популяциях
европеоидов учитывалась по данным базы Na-
tional Center for Biotechnology Information (http://
www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/). Типирова-
ние полиморфных маркеров проводилось с помо-
щью аллель-специфической ПЦР (ООО “Литех
НПП”, Москва, Россия). Амплификацию прово-
дили на термоциклере “Терцик” по программе,
рекомендованной производителем наборов реа-
гентов. Продукты ПЦР анализировали методом
электрофореза в 3%-ном агарозном геле в присут-
ствии бромида этидия с последующей визуализа-
цией фрагментов ДНК в УФ-свете. 

Статистическую обработку результатов прово-
дили с использованием пакетов прикладных про-
грамм: SNPstat (http://bioinfo.iconcologia.net/SN-
Pstats), STATISTICA 10.0, MDR (http://www.mul-
tifactordimensionalityreduction.org). Проводили
оценку частоты аллелей и генотипов; анализиро-
вали соответствие распределения частот генотипов
равновесию Харди–Вайнберга; оценивали стати-
стическую значимость различий между группами
по частотам аллелей и генотипов для теста χ2 на го-
могенность выборок (статистически значимыми
считали различия при p < 0.05 с учетом поправки
Бонферрони). Логистическую регрессию исполь-
зовали для выявления ассоциации полиморфных
локусов в различных моделях (аддитивной, доми-
нантной, сверхдоминантой, рецессивной, лог-ад-
дитивной) c коррекцией на возраст, статус курения.
Для выбора лучшей модели использовали инфор-
мационный критерий Акайке (AIC). Исследование
роли межгенных взаимодействий проводили в про-
грамме MDR – Multifactor Dimensionality Reduction
(http://www.multifactordimensionalityreduction.org).

РЕЗУЛЬТАТЫ

Частоты генотипов и аллелей исследованных
полиморфных локусов показали соответствие
равновесию Харди–Вайнберга как в группе больных
раком легкого, так и в группе здоровых (табл. 3).

При сравнении изученных групп жительниц
Кемеровской области больных РЛ и здоровых были
выявлены отличия частот вариантов генов APEX1
444T>G (rs1130409), hOGG1 1977C>G (rs1052133),
XRCC1 1839G>A (rs25489), XPC 2815A>C (rs2228001).
С учетом поправки на множественные сравнения
(поправка Бонферрони) статистически значимы-
ми следует признать отличия распределений ал-
лелей гена APEX1 444T>G и генотипов гена XPC
2815A>C.

Расчеты отношения шансов для различных
моделей наследования (табл. 4) показали, что для
гена APEX1 444T>G ассоциация с риском РЛ наи-
более значимо проявлялась в общей группе (все
обследованные) в лог-аддитивной модели насле-
дования (ORadj = 0.71, 95%CI: 0.54–0.92; рadj =
= 0.009, AIC 678.2). Для группы некурящих женщин
ассоциация значима в лог-аддитивной модели
(ORadj = 0.72, 95%CI: 0.54–0.96; рadj = 0.026, AIC
557.7), а в группе курящих в рецессивной модели
(ORadj = 0.15, 95%CI: 0.03–0.67; рadj = 0.002, AIC
152.8).

Для гена XPC 2815A>C наиболее значимые ас-
социации проявлялись в доминантной модели
наследования в общей группе (ORadj = 0.56,
95%CI: 0.39–0.81; рadj = 0.0018, AIC 675.2) и в до-
минантной модели в группе некурящих (ORadj =
= 0.51, 95%CI: 0.18–0.69; рadj = 0.005, AIC 548.8).

Таблица 2. Последовательности праймеров для полиморфизма генов APEX1, XRCC1, hOGG1, XPD, XPG, XPC

Ген Нуклеотидная замена, SNP Локализация гена Праймер (5' → 3')

APEX1 444T>G
rs1130409

14q11.2-q12 attgaggtctccacacagcaca
aattctgtttcatttctataggcgag

XRCC1 839G>A
rs25489

19q13.2 tggggcctggattgctgggtctg
cagcaccactaccacaccctgaagg

hOGG1 977C>G
rs1052133

3p26.2 ggaaggtgcttggggaat
actgtcactagtctcaccag

XPD (ERCC2) 2251T>G
rs13181

19q13.32 tcaaacatcctgtccctact
ctgccgattaaaggctgtgga

XPG (ERCC5) 3310G>C
rs17655

13q33 ttacgtctttgcgacaaattcatt
cattaaagatgaactttcagcat

XPC 2815A>C
rs2228001

3p25 tcccatttgagaagctgtgag
ttcccatttgagcagctgtgagc
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Для гена hOGG 1977C>G наиболее значимые
ассоциации проявлялись в доминантной модели
наследования в общей группе (ORadj = 0.62,
95%CI: 0.43–0.89; рadj = 0.01, AIC 678.4; рcor = 0.01)
и в доминантной модели в группе некурящих (ORadj =
= 0.57, 95%CI: 0.38–0.85; рadj = 0.0055, AIC 555).

Для гена XRCC1 1839G>A наиболее значимые
ассоциации проявлялись в доминантной модели
наследования в общей группе (ORadj = 0.55,
95%CI: 0.36–0.87; рadj= 0.008, AIC 678.1), в сверх-
доминантной модели в группе некурящих (ORadj =
= 0.60, 95%CI: 0.36–0.99; рadj = 0.042, AIC 558.6).

Таблица 3. Распределение частот генотипов и аллелей полиморфных локусов генов репарации ДНК в изученных
группах женщин

Примечание. pHWE – значимость отличий распределения частот генотипов от равновесия Харди–Вайнберга, p – значимость
отличий частоты встречаемости генотипа в группе больных и здоровых, критерий χ2 с поправкой Йетса, pсor – значимость
отличий c учетом поправки Бонферрони.

Ген, 
нуклеотидная 
замена, SNP

Генотипы
и аллели

Больные РЛ
n (%)

Здоровые женщины
n (%) χ2 p pсor

APEX1
444T>G 
(rs1130409)

TT
TG
GG

74 (27.1)
140 (51.3)
59 (21.6)

93 (37.4)
123 (49.4)

33 (13.2)

8.7 0.0128 0.0768

T/G 288 (52.7)/258 (47.3) 309 (62.1)/189 (37.9) 8.2 0.0029 0.0174

pHWE 0.72 0.50

XRCC1
839G>A 
(rs25489)

GG
GA
AA

202 (74)
64 (23.4)

7 (2.6)

205 (82.3)
39 (15.7)

5 (2.0)

4.7 0.0961 0.5766

G/A 468 (85.7)/78 (14.3) 449 (90.2)/49 (9.8) 4.4 0.0358 0.2148

pHWE 0.46 0.07

hOGG1
977C>G 
(rs1052133)

CC
CG
GG

145 (53.1)
109 (39.9)

9 (7)

162 (65.1)
74 (29.7)
13 (5.2)

6.9 0.0311 0.1866

C/G 399 (73.1)/147 (26.9) 398 (79.9)/100 (20.1) 6.3 0.0115 0.069

pHWE 0.88 0.24

XPD
2251T>G 
(rs13181)

TT
TG
GG

128 (46.9)
121 (44.3)

24 (8.8)

125 (50.2)
101 (40.6)

23 (9.2)

0.6 0.7482 4.4892

T/G 377 (69.0)/169 (31.0) 351 (70.5)/147 (29.5) 0.2 0.6629 3.9774

pHWE 0.67 0.76

XPG
3310G>C
(rs17655)

GG
GC
CC

143 (52.4)
111 (40.7)

19 (7)

145 (58.2)
85 (34.1)
19 (7.6)

2.0 0.3629 2.1774

G/C 397 (72.7)/149 (27.3) 375 (75.3)/123 (24.7) 0.7 0.3775 2.265

pHWE 0.76 0.23

XPC
2815A>C
(rs2228001)

AA
AC
CC

91 (33.3)
130 (47.6)
52 (19.1)

117 (46.9)
107 (42.9)
25 (10.0)

12.8 0.0016 0.0096

A/C 312 (57.1)/234 (42.9) 341 (68.5)/157 (31.5) 13.7 0.0002 0.0012

pHWE 0.71 1.0
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При изучении отдельных гистологических
форм РЛ статистически значимая ассоциация
была выявлена только в группе женщин больных
немелкоклеточным раком легких. Ассоциация с
развитием данного типа РЛ была выявлена для
вариантов гена XPC 2815A>C в лог-аддитивной
модели (OR = 1.56, 95%CI: 1.17–2.07; р = 0.002).

В результате анализа полиморфизма генов ре-
парации у женщин в связи с риском развития РЛ
с метастазами в отдаленные органы были выявлены
ассоциации с вариантами гена XRCC1 839G>A в до-
минантной модели (OR = 2.30, 95%CI: 1.39–3.79;
р = 0.0011), гена XPC 2815A>C в лог-аддитивной
модели (OR = 1.74, 95%CI: 1.28–2.37; р = 0.0004).

Важным этапом ассоциативных исследований
является выявление взаимодействий между генами

с целью определения комбинаций полиморфных
локусов, которые имеют наибольшую патогенети-
ческую значимость для развития заболевания. В ре-
зультате анализа межгенных взаимодействий ме-
тодом MDR были определены две треxлокусные
модели, детерминирующие риск развития РЛ у
женщин (табл. 5).

Первая модель включала в себя гены XPD
2251Т>G (rs13181), XPG 3310G>C (rs17655), XPC
2815A>C (rs2228001). Кластерный анализ позво-
лил установить тесное взаимодействие и взаим-
ное усиление эффектов (синергизм) между поли-
морфными локусами XPD 2251Т>G и XPC
2815A>C, тогда как эффект гена XPG 3310G>C не за-
висел от других генов, входящих в модель. При этом
наибольший вклад в развитие РЛ у женщин опреде-

Таблица 4. Результаты анализа ассоциаций полиморфных локусов генов-кандидатов с риском РЛ у женщин

Примечание. ORadj – показатель отношения шансов для редкого аллеля с поправкой на возраст, курение; p – значимость раз-
личий между группами; AIC –критерий Акайке.

Ген, 
нуклеотидная 
замена, SNP

Группа Модель ORadj p pсor AIC

APEX1
444T>G 
(rs1130409)

Общая Лог-аддитивная 0.71 (0.54–0.92) 0.0095 0.057 678.2

Курящие Рецессивная 0.15 (0.03–0.67) 0.0027 0.0162 152.8

Некурящие Лог-аддитивная 0.72 (0.54–0.96) 0.026 0.156 557.7

XRCC1
839G>A 
(rs25489)

Общая Доминантная 0.55 (0.36–0.87) 0.0082 0.0492 678.1

Курящие Лог-аддитивная 0.48 (0.20–1.16) 0.084 0.504 158.8

Некурящие Сверхдоминантная 0.60 (0.36–0.99) 0.042 0.252 558.6

hOGG1
977C>G 
(rs1052133)

Общая Доминантная 0.62 (0.43–0.89) 0.01 0.06 678.4

Курящие Доминантная 0.71 (0.33–1.52) 0.37 2.22 161

Некурящие Доминантная 0.57 (0.38–0.85) 0.0055 0.033 555

XPD
2251T>G 
(rs13181)

Общая Сверхдоминантная 0.82 (0.57–1.19) 0.3 1.8 683.9

Курящие Лог-аддитивная 1.25 (0.70–2.23) 0.45 2.7 161.2

Некурящие Доминантная 0.80 (0.54–1.18) 0.25 1.5 561.4

XPG
3310G>C
(rs17655)

Общая Сверхдоминантная 0.85 (0.58–1.23) 0.38 2.28 684.2

Курящие Лог-аддитивная 1.38 (0.80–2.40) 0.25 1.5 160.5

Некурящие Сверхдоминантная 0.66 (0.44–0.99) 0.046 0.276 558.7

XPC
2815A>C
(rs2228001)

Общая Доминантная 0.56 (0.39–0.81) 0.0018 0.0108 675.2

Курящие Сверхдоминантная 1.88 (0.88–4.00) 0.1 0.6 159.1

Некурящие Доминантная 0.36 (0.18–0.69) 0.0051 0.0306 548.8
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лен для гена XPC 2815A>C (H (энтропия) = 1.59%)
(рис. 1).

Вторая модель ген-генного взаимодействия,
ассоциированная с развитием РЛ у женщин,
включала полиморфные варианты генов APEX1
444T>G (rs1130409), hOGG1 977C>G (rs13181),
XPD 2251Т>G (rs13181). Был выявлен кластер тес-
но взаимодействующих генов APEX1 444T>G и
XPD 2251Т>G, эффекты которых синонимичны.
Данный кластер образовывал единый блок с ге-
ном hOGG1 977C>G с дублирующим эффектом
данных генов (рис. 1). В данной модели наиболь-
ший вклад вносил ген-триггер APEX1 444T>G
(Н = 1.54%).

ОБСУЖДЕНИЕ

Современные эпидемиологические данные
указывают на то, что риск формирования РЛ сре-
ди женщин увеличивается и к 2030 г. заболевае-

мость РЛ превысит показатели рака молочной
железы в большинстве развитых стран [18].

Известно, что курение является наиболее важ-
ным фактором риска развития РЛ, но за послед-
ние 30 лет заболеваемость и смертность от РЛ уве-
личивается и у некурящих женщин [19, 20]. Забо-
леваемость РЛ у некурящих женщин может быть
связана как с генетическими факторами, так и с
влиянием окружающей среды [21]. Cerny с колле-
гами обнаружили, что женщины с РЛ имели зна-
чительно меньшее воздействие табачного дыма,
чем мужчины, и средний возраст женщин с диа-
гностированным РЛ был ниже [22].

По мнению некоторых авторов, такие факто-
ры как выбросы промышленных предприятий,
кипящие растительные масла, пассивное курение
могут выступать в качестве факторов риска РЛ
для некурящих пациентов [23]. Некоторые канце-
рогены, похожие на табачный дым, были иденти-
фицированы в нагретых маслах, включая поли-

Рис. 1. Дендрограмма межгенных взаимодействий у женщин больных РЛ. Короткие линии указывают на сильное вза-
имодействие генных локусов, длинные – на слабую связь; черным цветом указывается синергизм, т.е. взаимное уси-
ление эффектов между локусами, серым – дублирование эффектов между локусами.

Модель 1

Модель 2

XPG 3310G>C

XPD 2251T>G

XPC 2815A>C

hOGG1 977C>G

APEX1 444T>G

XPD 2251T>G

Таблица 5. Анализ межгенных взаимодействий при формировании РЛ у женщин

Примечание. Tr.Bal.Acc. – тренировочная сбалансированная точность. Test.Bal.Acc. – тестируемая сбалансированная точ-
ность; Sign Test (p) – тест на значимость; Se – чувствительность; Sp – специфичность; CVС – повторяемость результата; Pre
(Precision) – точность модели; * алгоритм полного поиска (Exhaustive search algoritm).

Сочетания 
полиморфных

локусов в модели

Tr.
Bal.
Acc.

Test. Bal.
Acc.

Sign Test
(p) Se Sp CVC Pre

XPD 2251Т>G
XPG 3310G>C
XPC 2815A>C*

0.6141 0.5724 0.0018 0.6667 0.4615 10/10 0.6977

APEX1 444T>G
hOGG1 977C>G
XPD 2251Т>G*

0.6038 0.5500 0.0001 0.4840 0.7192 10/10 0.6741
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циклические ароматические углеводороды, аро-
матические амины и нитрополициклические
ароматические углеводороды [24]. Ряд авторов
показали, что воздействие нагретых паров расти-
тельного масла может быть значимым фактором
риска РЛ для некурящих женщин [25–27].

По данным литературы известно, что поли-
морфизм генов, кодирующих белки, участвую-
щие в репарации ДНК, может быть значимо свя-
зан с риском развития немелкоклеточной формы
РЛ у женщин [28, 29]. В результате проведенного
настоящего исследования были выявлены ассо-
циации между унаследованными вариантами ря-
да генов ферментов репарации ДНК и риском
развития РЛ у женщин, проживающих в Кузбас-
се. Ранее исследования, проводившиеся нами в
смешанной группе индивидов (мужчин и жен-
щин), проживающих в той же местности, показа-
ли другие результаты [16]. Была показана значи-
мость вариантов гена XPD 2251Т>G (rs13181) в
подгруппе мужчин, APEX1 444T>G (rs1130409) – у
курильщиков, NBS1 553C>G (rs1805794) – у ра-
ботников угольной промышленности. В подгруп-
пе женщин были выявлены ассоциации лишь с
вариантами гена ATM 557G>A (rs1801516), а по ге-
нам APEX1 444T>G (rs1130409), hOGG1 977C>G
(rs1052133), XPC 2815A>C (rs2228001) статистиче-
ски значимых ассоциаций выявлено не было. Од-
нако объем выборки женщин в данном исследо-
вании был очень мал: 41 человек больных РЛ и 72
здоровые женщины. Конечно, этот результат сто-
ит рассматривать лишь как предварительный,
требующий верификации. В настоящем исследо-
вании выборка женщин была существенно увели-
чена (суммарно n = 522), что позволило получить
новые данные и выявить ассоциации вариантов
генов APEX1 444T>G (rs1130409), hOGG1 977C>G
(rs1052133), XPC 2815A>C (rs2228001) с риском
формирования РЛ у женщин, проживающих в
промышленном регионе.

Как известно, продукты генов APEX1 444T>G и
hOGG1 977C>G играют важную роль в реализации
механизмов эксцизионной репарации оснований
(BER-base nucleotide excision repair) [30, 31]. Ген
АРЕХ1 локализован в локусе 14q11.2-q12, кодиру-
ет специализированный фермент – апурино-
вую/апиримидиновую (АР)-эндонуклеазу, удаля-
ющую из ДНК АР-сайты, которые способны нару-
шать процессы репликации ДНК и значительно
увеличивать вероятность гибели клетки. Поли-
морфный вариант гена APEX1 444T>G (rs1130409),
несущий трансверсию тимина на гуанин (T → G)
в позиции 444, приводит к замене аминокислоты
аспарагин (Asp) на глутаминовую кислоту (Glu) в
положении 148. Ранее было выявлено, что аллель G
кодирует фермент со сниженной активностью

эндонуклеазы и сниженной эффективностью
ДНК-связывания [32]. Генотип GG также ассоци-
ирован с большей задержкой G2-фазы клеточно-
го цикла [33]. Значимость полиморфизма данно-
го гена достаточно много изучали у больных РЛ,
но результаты оказались противоречивы [34, 35].
В немецкой популяции вариант Glu148Glu имел
защитный эффект (OR = 0.77, 95%CI: 0.51–1.16)
[36], в то время как у китайцев риск развития РЛ
оказался в 2 раза выше при носительстве варианта
Glu148Glu, чем Asp148Asp (OR = 2.13, 95%CI:
0.96–4.74) [37]. Риск развития РЛ у женщин в на-
шем исследовании был связан с наличием редко-
го аллеля G. Ассоциация с РЛ установлена в ре-
цессивной модели в группе курящих женщин, а
также в лог-аддитивной модели в группе некуря-
щих и в общей выборке. Ранее ассоциацию вари-
антов гена APEX1 444T>G (rs1130409) и РЛ отме-
чали только у курильщиков [16], проживающих в
угольном регионе, но доля женщин в обследован-
ной выборке была невелика (16.7%).

Ген hOGG1 (human 8-oxoguanine DNA glycosy-
lase) кодирует ключевой фермент BER, удаляю-
щий из ДНК остатки 8-оксогуанина, образующе-
гося под действием активных форм кислорода.
Обнаружены два типа оксогуанин-гликозилаз
длиной 345 и 424 аминокислоты (α-hOGG1 и
β-hOGG1). Мишенью этих белков являются ядро и
митохондрии, причем ядерная α-hOGG1 вырезает
oxoG и 2'-6-диамино-4-гидрокси-5-N-метилфор-
мамид-пиримидин (Me-FapyGua). Полиморф-
ный вариант гена hOGG1 977C>G (rs1052133), не-
сущий трансверсию цитозина на гуанин (C → G)
в позиции 977, приводит к замене аминокислоты
серин (Ser) на цистеин (Cys) в положении 326.
Исследования показали, что вариант аллеля G ге-
на hOGG1 977C>G (rs1052133) связан с более низ-
кой активностью фермента [38], что способствует
накоплению окислительных аддуктов (8-оксо-G)
и может увеличить скорость мутаций [39].

В ряде исследований было выявлено влияние
варианта Ser326Cys на риск развития РЛ. Kohno с
соавт. при исследовании полиморфного варианта
hOGG1 977C>G (rs1052133) обнаружили, что замена
326Cys в составе белка способствует уменьшению
возможности репарации 8-оксигуанина [40]. Мета-
анализ полиморфизма hOGG1 977C>G (rs1052133) с
использованием данных 18 исследований указал
на возможность вклада полиморфных вариантов
Ser326Cys в повышение риска развития немелко-
клеточной формы РЛ в азиатской популяции [41].
Также положительную корреляцию между гомози-
готным вариантом Cys326Cys гена hOGG1 977C>G
(rs1052133) и развитием РЛ показали исследова-
ния, которые были проведены на курильщиках
[42, 43]. Однако есть результаты, демонстриро-
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вавшие противоположные результаты [44, 45].
Причины различий результатов не вполне ясны,
но они могут быть связаны, в том числе, и со спе-
цификой ген-генных и ген-средовых взаимодей-
ствий.

Ген XPC расположен в локусе 3p25 и содержит
16 экзонов и 15 интронов. Кодируемый им белок
играет значимую роль в механизмах эксцизион-
ной репарации нуклеотидов ДНК (NER – nucleo-
tide excision repair). Биологическая роль XPC со-
стоит в том, что этот белок объединяется с
HR23Bс образованием XPC–HR23B комплекса,
являющегося самым ранним детектором повре-
ждения, который запускает репарацию генома в
целом [46, 47]. Комплекс XPC–HR23B после свя-
зывания с повреждением индуцирует специфиче-
ское конформационное изменение (включая ло-
кальное раскрытие ДНК), которое затем иницииру-
ет другие факторы, такие как XPA и RPA. Известно,
что аллель С гена ХРС 2815A>C (rs2228001) ассоци-
ируется с уменьшением репаративной способности
ДНК [48, 49]. По данным литературы известна роль
полиморфных вариантов этого гена в развитии зло-
качественных новообразований. Hu с соавт. выяви-
ли ассоциацию гетерозиготного и гомозиготного
генотипов по минорному аллелю локуса Lys939Gln
с риском развития РЛ в Китае [50]. Была показана
значимая ассоциация полиморфизма Gln939Gln
гена XPC 2815A>C (rs2228001) и риска развития
РЛ у женщин в работе Letkova с соавт. [51].

В последние годы стало известно, что многие
гены системы репарации ДНК играют важную
роль в метастазировании опухолей [52]. При ис-
следовании генетического полиморфизма у жен-
щин больных РЛ с метастазами нами были выяв-
лены ассоциации метастатических форм РЛ с ва-
риантами генов XRCC1 1839G>A (rs25489) и XPC
2815A>C (rs2228001).

Ген XRCC1 (X-ray cross-complementing group I,
локус 19q13.2) кодирует белок, который является
интегральным регулятором эксцизионной репара-
ции оснований (BER) [53]. Белок является каркас-
ным с важными участками в N-концевой области:
домен 1 BRCT и домен 2 BRCT. Эти домены обра-
зуют комплекс как минимум с тремя различными
ферментами: поли-АДФ-рибозной полимеразой
(ПАРП), ДНК-лигазой III и ДНК-полимеразой β
[54]. Данная система обеспечивает защиту клетки
от негативного воздействия агентов, модифици-
рующих азотистые основания ДНК и разрушаю-
щих ее сахарофосфатный остов. К таковым отно-
сятся разнообразные экзогенные и эндогенные
генотоксические факторы [55]. Полиморфные
варианты в этих областях могут влиять на связыва-
ние этих доменов с соответствующими фермента-
ми, таким образом нарушая путь BER. Было уста-

новлено, что полиморфный вариант Arg280His гена
XRCC1 1839G>A (rs25489) влияет на эффектив-
ность репарации ДНК и ассоциирован с повы-
шенным риском РЛ [56–58].

При разделении по стадиям заболевания боль-
ных РЛ женщин не было отмечено ассоциаций с
генетическим полиморфизмом. Это может быть
обусловлено пока недостаточным объемом вы-
борки. В целом данный вопрос малоизучен. Не-
сколько исследований показали, что у женщин с
РЛ прогноз лучше, чем у мужчин, вне зависимо-
сти от стадии заболевания [59–61].

В рамках настоящего исследования проведено
моделирование межгенных взаимодействий ме-
тодом MDR. Для оценки межгенных взаимодей-
ствий с помощью MDR-анализа в отношении
риска развития РЛ у женщин использовали алго-
ритм всестороннего поиска (Exhaustive search al-
gorithm), который оценивал все возможные ком-
бинации исследованных полиморфных локусов.
В результате анализа были выявлены наиболее
информативные модели межгенных взаимодей-
ствий, детерминирующих формирование РЛ у
женщин: XPD 2251Т>G (rs13181), XPG 3310G>C
(rs17655), XPC 2815A>C (rs2228001) и APEX1
444T>G (rs1130409), hOGG1 977C>G (rs13181),
XPD 2251Т>G (rs13181).

Первая модель межгенных взаимодействий
включала в себя гены XPD 2251Т>G (rs13181), XPG
3310G>C (rs17655), XPC 2815A>C (rs2228001).
Между генами XPD XPC было выявлено взаимно
усиливающее действие (синергизм), тогда как ген
XPG представлял собой локус с независимым эф-
фектом.

Ген XPD (excision repair cross-complementing ro-
dent repair deficiency, complementation group 2 [Xe-
roderma pigmentosum group D]) кодирует АТФ-не-
зависимую хеликазу. Это ключевой белок BER,
который узнает и исправляет различные мутации
(сшивки оснований, тиминовые димеры, ДНК-
аддукты, окислительные повреждения ДНК и др.),
образующиеся, например, после УФ-облучения
или оксидативного стресса. В составе транскрипци-
онного комплекса хеликаза XPD раскручивает цепь
ДНК, обеспечивая доступ эндонуклеаз к повре-
жденному участку [62]. Полиморфный вариант гена
XPD 2251Т>G (rs13181), несущий трансверсию ти-
мина на гуанин (Т → G) в позиции 2251, приводит
к замене аминокислоты лизин (Lys) на глутамин
(Gln) в положении 751. Аллель G идентифициру-
ется с более высоким уровнем аддуктов ДНК,
низкой репарационной способностью, увеличе-
нием частоты хроматидных разрывов [63, 64].

Ген XPG кодирует белок, представляющий со-
бой эндонуклеазу, которая вырезает поврежденный
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участок ДНК. XPG взаимодействует с комплексом
TFIIH и обеспечивает прикрепление хеликаз и пра-
вильное расплетание цепей ДНК, делая их доступ-
ными для действия эндонуклеаз. Нарушение взаи-
модействия XPG–TFIIH приводит к диссоциации
хеликаз и нарушению белкового комплекса, преры-
вая процесс репарации [65].

В нашем исследовании, исходя из таблиц со-
пряженности, было выявлено четыре варианта
наиболее рисковых комбинаций, включающих в
себя ТТ (или ТG) гена XPD 2251Т>G (rs13181), GG
(или GC) гена XPG 3310G>C (rs17655) и минорный
вариант СС гена XPC 2815A>C (rs2228001) (53 че-
ловека). Также сочетаниями риска развития РЛ у
женщин являлись комбинации ТG (или GG) гена
XPD 2251Т>G (rs13181), GG (или GC) гена XPG
3310G>C (rs17655) и гетерозиготного генотипа АС
гена XPC 2815A>C (rs2228001) (89 человек).

Вторую модель межгенных взаимодействий,
связанную с развитием РЛ у женщин, составили
полиморфные локусы APEX1 444T>G (rs1130409),
hOGG1 977C>G (rs13181), XPD 2251Т>G (rs13181).
Между генами APEX1 444T>G и XPD 2251Т>G бы-
ло выявлено сильное взаимодействие, но их вли-
яние дублировалось, а ген hOGG1 977C>G образо-
вывал единый кластер с дублирующим эффектом
данных генов.

Наиболее рисковыми в нашем исследовании
являлись пять комбинаций генотипов, включаю-
щих в себя гетерозиготный (CG) или минорный
(GG) генотипы гена hOGG1 977C>G (rs13181). Из
них три содержали гетерозиготный генотип CG
гена hOGG1 977C>G (rs13181), гетерозиготный ге-
нотип ТG гена XPD 2251Т>G (rs13181) и все вари-
анты генотипов гена APEX1 444T>G (rs1130409)
(64 человека). Одна из рисковых комбинаций со-
стояла из минорного варианта GG гена APEX1
444T>G (rs1130409), гетерозиготного генотипа CG
гена hOGG1 977C>G (rs13181) и мажорного гено-
типа ТТ гена XPD 2251Т>G (rs13181) (11 человек).
Шесть женщин больных РЛ имели рисковую
комбинацию, содержащую минорный генотип
GG гена hOGG1 977C>G (rs13181), гетерозиготный
генотип ТG гена APEX1 444T>G (rs1130409) и ге-
нотип ТТ гена XPD 2251Т>G (rs13181), тогда как в
группе здоровых женщин данного варианта не
было выявлено.

Таким образом, в нашем исследовании были
найдены новые значимые маркеры риска возник-
новения РЛ, а также определены две треxлокус-
ные модели взаимодействия генов репарации
ДНК, детерминирующие риск развития РЛ у
женщин: XPD 2251Т>G (rs13181), XPG 3310G>C
(rs17655), XPC 2815A>C (rs2228001) и APEX1

444T>G (rs1130409), hOGG1 977C>G (rs13181),
XPD 2251Т>G (rs13181).

Исследование поддержано Государственным
заданием на 2019–2021 гг. № 0352-2019-0011.

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

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.

Авторы заявляют, что у них нет конфликта ин-
тересов.
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Studying the Role of DNA Repair Genes Polymorphism in Formation 
of Preposition to Lung Cancer Development in Women

R. A. Titova, *, V. I. Mininaa, b, **, A. V. Torgunakovaa, V. Yu. Buslaeva, 
E. N. Voroninac, A. Yu. Prosekovb, V. A. Titovd, and A. N. Glushkova

aFederal Research Center of Coal and Coal Chemistry, Siberian Branch,
Russian Academy of Sciences, Kemerovo, 650065 Russia

bKemerovo State University, Kemerovo, 650043 Russia
cInstitute of Chemical Biology and Fundamental Medicine, Siberian Branch,

Russian Academy of Sciences, Novosibirsk, 630090 Russia
dKuzbass Clinical Oncologic Dispensary, Kemerovo, 650036 Russia
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We examined 522 women of Russian nationality residing in Kemerovo oblast. Russia, including 273 patients
with lung cancer and 249 women of similar age with no signs of cancer. The aim of this study was a compar-
ative analysis of polymorphic variants of DNA repair genes: APEX1 444T>G (rs1130409), XRCC 1839G>A
(rs25489), hOGG1 977C>G (rs1052133), XPD 2251Т>G (rs13181), XPG 3310G>C (rs17655), XPC 2815A>C
(rs2228001) in lung cancer patients and individuals without cancer living in the same area. Single-locus ef-
fects analysis showed significant associations between lung cancer risk and variants of the XPC 2815A>C gene
(rs2228001) (OR = 0.56, CI: 0.39–0.81, p = 0.0018) in the overall group, APEX1 444T>G (rs1130409) gene
(OR = 0.15, CI: 0.03–0.67, p = 0.0027) in the smoking group, XPC 2815A>C (rs2228001) gene (OR = 0.36,
CI: 0.18–0.69, p = 0.0051) and hOGG1 977C>G (rs1052133) (OR = 0.57, CI: 0.38–0.85, p = 0.0055) in the
nonsmoker group. MDR analysis of gene-gene interactions showed that XPD 2251T>G and XPC 2815A>C;
APEX1 444T>G and XPD 2251T>G genes closely interact and mutually increase lung cancer risk in West Si-
berian women.

Keywords: lung cancer, polymorphism of the APEX1, XRCC1, hOGG1, XPD, XPG, XPC genes.
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Проведено репликативное исследование ассоциаций полиморфизма гена LOXL1 с первичной от-
крытоугольной глаукомой (ПОУГ) у женского населения Центрально-Черноземного региона Рос-
сии. Работа выполнена в дизайне “больные–контроль”. Выборка для исследования составила 290
женщин больных ПОУГ и 220 женщин контрольной группы. Проведено генотипирование трех по-
лиморфных локусов гена LOXL1 (rs2165241, rs4886776, rs893818) методом ПЦР (технология Tag-Man
зондов). Выявлено, что SNPs гена LOXL1 (rs2165241, rs4886776, rs893818) ассоциированы с ПОУГ у
женщин Центрального Черноземья России: аллель С rs2165241 (OR = 0.33–0.45 при рperm ≤ 0.0005),
аллели А rs4886776 (OR = 0.62–0.63 при рperm ≤ 0.031) и rs893818 (OR = 0.53–0.62 при рperm ≤ 0.007) и
гаплотип CAA rs2165241–rs4886776–rs893818 (OR = 0.56 при рperm = 0.022) имеют протективное зна-
чение для развития заболевания, а гаплотип TGG (OR = 2.19 при рperm = 0.001) ассоциирован с по-
вышенным риском развития ПОУГ у женщин.

Ключевые слова: LOXL1, ассоциации, первичная открытоугольная глаукома, полиморфизм, женщины.
DOI: 10.31857/S0016675822020047

Глаукома – это группа гетерогенных нейро-деге-
неративных заболеваний с общими патогенетиче-
скими путями, в основе которых лежит прогресси-
рующая потеря ганглиозных клеток сетчатки и ак-
сонов зрительного нерва, приводящая к дефектам
поля зрения [1]. Эпидемиологические исследова-
ния показывают, что во всем мире 64.3 млн человек
в возрасте 40–80 лет страдают глаукомой и по про-
гнозам ученых распространенность заболевания
увеличится до 111.8 млн в 2040 г. [1]. Первичная от-
крытоугольная глаукома (ПОУГ) – это наиболее
распространенная форма глаукомы, которая яв-
ляется одной из основных причин слепоты во
всем мире [2, 3]. Следует отметить, что наиболее
часто ПОУГ встречается среди женщин и не-
сколько реже среди мужчин [2, 3].

Согласно литературным данным генетические
факторы играют важную роль в развитии глауко-
мы [4, 5]. Результаты полногеномных ассоциа-
тивных исследований (GWAS) выявили ряд ге-
нов-кандидатов, ассоциированных с глаукомой,
включая ген лизилоксидазоподобного фермента
(LOXL1) [6–8]. Продукт гена LOXL1 модулирует
биогенез внеклеточного матрикса путем сшива-
ния эластина и коллагена в соединительных тка-
нях [9]. Эластин является основным компонен-

том эластических волокон внеклеточного мат-
рикса решетчатой пластинки, и деформация
решетчатой пластинки может приводить к повре-
ждению аксонов ганглиозных клеток сетчатки
[9]. Показана связь ряда полиморфных локусов
гена LOXL1 с уровнем его экспрессии [8, 10].

Важно отметить, что до недавнего времени счи-
талось, что полиморфизм гена LOXL1 ассоциирован
только с псевдоэксфолиативным синдромом/псев-
доэксфолиативной глаукомой (ПЭС/ПЭГ) и не свя-
зан с развитием других видов глаукомы (ПОУГ,
первичная закрыто-угольная глаукома, пигмент-
ная глаукома) [11]. Однако в последние годы по-
явились данные об ассоциации полиморфизма
гена LOXL1 с ПОУГ [12], в том числе в полноге-
номных исследованиях [7].

Цель настоящей работы – репликативное ис-
следование ассоциаций полиморфизма гена
LOXL1 с ПОУГ у женского населения Централь-
но-Черноземного региона России.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Выборка для исследования представлена 510

женщинами, из которых 290 – больные ПОУГ и
220 – контрольная группа. Специализированное

УДК 575.16
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обследование проводилось на клинической базе
отделения офтальмохирургии Белгородской об-
ластной клинической больницы. Все больные
ПОУГ и индивидуумы контрольной группы дали
письменное информированное согласие на уча-
стие в исследовании.

В группу больных включались индивидуумы с
диагнозом ПОУГ, который был верифицирован в
результате клинического и клинико-инструмен-
тального обследования пациентов. Диагноз
ПОУГ устанавливался на основе соответствую-
щих критериев – высокое внутриглазное давле-
ние (ВГД выше 21 при пневмотонометрии и выше
25 при тонометрии по Маклакову), глаукоматоз-
ная экскавация диска зрительного нерва, харак-
терные изменения периферического поля зрения
[13]. Среди пациенток с ПОУГ сердечно-сосуди-
стые заболевания встречались у 72.76%, болезни
эндокринной системы – 15.86%, нервной – 14.83%,
пищеварительной – 12.07%, половой – 11.03%,
мочевыделительной – 7.24%. В группу контроля
включены индивидуумы, не имеющие ПОУГ
(ВГД ниже 21 при пневмотонометрии и ниже 25
при тонометрии по Маклакову, отсутствие глау-
коматозной экскавации диска зрительного нерва
и характерных изменений периферического поля
зрения), других заболеваний глаз и тяжелой со-
путствующей соматической патологии, сопро-
вождающейся поражением глаз [14]. В исследуе-
мые выборки больных и контроля включались
неродственные индивидуумы русской нацио-
нальности, родившиеся и проживающие в Цен-
трально-Черноземном регионе России [15, 16].
Возраст больных ПОУГ и контрольной группы
достоверно не отличался (62.24 ± 11.45 и 61.78 ±
± 11.06 лет соответственно при р > 0.05).

В качестве объекта для экспериментального
исследования использовалась геномная ДНК
(выделена из образцов венозной крови феноль-
но/хлороформным методом экстракции) [17]. Для
молекулярно-генетического исследования был про-
веден отбор полиморфных локусов гена LOXL1 на
основе следующих критериев [18, 19]: 1) ассоциации
с глаукомой согласно результатам проведенных ра-
нее полногеномных исследований; 2) наличие регу-
ляторного потенциала и связи с экспрессией генов
[20]; 3) частота минорного аллеля 5% и более.

При отборе SNPs использовались каталог пол-
ногеномных исследований (GWAS) (http://www.ge-
nome.gov/gwastudies/) и база данных HaploReg
(http://archive.broadinstitute.org/mammals/haploreg/).
Согласно вышеуказанным критериям для насто-
ящего исследования были отобраны три поли-
морфных локуса гена LOXL1 (rs2165241, rs4886776,
rs893818). Все три полиморфизма ассоциированы
с глаукомой (эксфолиативная глаукома/синдром)
по данным GWAS [6, 8, 21, 22], имели значимый
регуляторный потенциал и были связаны с экс-

прессией генов, частота минорных аллелей пре-
вышала 5%.

Для генотипирования SNPs применяли метод
полимеразной цепной реакции (технология Tag-
Man зондов) и локус-специфические наборы,
разработанные и синтезированные ООО “Тест-
Ген” (г. Ульяновск). Экспериментальные иссле-
дования выполняли на приборе-амплификаторе
CFX96 (фирма-производитель Bio-Rad) согласно
протоколу фирмы-разработчика.

Для анализа ассоциаций полиморфных локу-
сов и их гаплотипов с ПОУГ использовали метод
логистической регрессии [23, 24], имплементиро-
ванный в программе plink 1.06 (представлена в
свободном доступе на электронном ресурсе http://
pngu.mgh.harvard.edu/Èpurcell/plink). Расчеты вы-
полняли в рамках доминантной, аддитивной и
рецессивной генетических моделей [25]. Нерав-
новесие по сцеплению SNPs гена LOXL1 оцени-
валось на основе коэффициентов Левонтина (D')
и Пирсона (r2). Для оценки характера ассоциации
использовали показатель отношения шансов
(ОR) и его 95%-ный интервал (95%СI) [26]. При
расчетах проводили коррекцию на множествен-
ные сравнения (выполнялась адаптивная перму-
тационная процедура) и ковариаты (возраст). За
статистически значимый принимали показатель
рperm < 0.05 [27].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

По всем изучаемым трем полиморфным локу-
сам гена LOXL1 (rs2165241, rs4886776, rs893818)
как среди больных, так и в контроле в распределе-
нии генотипов (наблюдаемом и ожидаемом) было
выполнено равновесие Харди–Вайнберга (с уче-
том поправки Бонферрони на количество анали-
зируемых локусов, n = 3, pbonf > 0.017) (табл. 1).
Встречаемость минорных (редких) аллельных ва-
риантов была выше 17%.

Установлены ассоциации изученных поли-
морфных локусов гена LOXL1 (rs2165241, rs4886776
и rs893818) с развитием ПОУГ у женщин (табл. 2).
Полиморфизм rs2165241 ассоциирован с ПОУГ в
рамках всех трех анализируемых генетических мо-
делей: аддитивной – OR = 0.45 (р = 7.55 × 10–7,
рperm = 1.00 × 10–6), доминантной – OR = 0.37 (р =
= 6.46 × 10–6, рperm = 7.00 × 10–6) и рецессивной –
OR = 0.33 (р = 0.0004, рperm = 0.0005). Полиморфные
локусы rs4886776 и rs893818 связаны с развитием
заболевания у женщин согласно аддитивной
(OR = 0.62, р = 0.012, рperm = 0.015 и OR = 0.62, р =
= 0.008, рperm = 0.007 соответственно) и доминант-
ной (OR = 0.63, р = 0.032, рperm = 0.031 и OR = 0.53,
р = 0.004, рperm = 0.004 соответственно) генетиче-
ских моделей. При этом следует отметить, что все
альтернативные варианты данных полиморфных
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локусов (аллель С rs2165241, аллели А rs4886776 и
rs893818) имеют протективное значение для фор-
мирования заболевания (OR < 1).

Выявлено, что три изученных нами полимор-
физма гена LOXL1 (rs2165241, rs4886776, rs893818)
расположены рядом (физическое расстояние
между ними равно 6 тыс. пар нуклеотидов), нахо-
дятся в состоянии неравновесия по сцеплению
(r2 = 0.31–0.72, D' = 0.78–0.87) и образуют единый
гаплоблок. Определены ассоциации с формиро-
ванием ПОУГ у женщин трех гаплотипов
rs2165241–rs4886776–rs893818 гена LOXL1 (табл. 3):
TGG (OR = 2.19, р = 2 × 10–6, рperm = 0.001), CGG
(OR = 0.44, р = 0.0001, рperm = 0.002), CAA (OR =
= 0.56, p = 0.006, рperm = 0.022).

Полученные нами результаты согласуются с
литературными данными по этому вопросу. В
первом полногеномном исследовании глаукомы,
выполненном в 2007 г. G. Thorleifsson et al. [8] в
популяциях Исландии и Швеции, в исследование
были включены 274 больных с ПЭГ, 290 пациен-
тов с ПОУГ (таким образом, выборка больных с
глаукомой в целом составила 564 человека) и
14672 человека контрольной группы. Авторами бы-
ли установлены ассоциации rs2165241 гена LOXL1 с
развитием как ПЭГ (OR = 3.62, р = 1.00 × 10−27), так
и глаукомы в целом (обьединенная выборка ПЭГ
и ПОУГ) (OR = 1.96, р = 1.30 × 10–16).

Значимая роль полиморфизма rs2165241 гена
LOXL1 в формировании псевдоэксфолиативного
синдрома без глаукомы была показана и в полно-
геномном исследовании K. Zagajewska et al. [21] в
польской популяции (работа выполнена на выбор-
ке из 209 индивидуумов, в том числе больных – 103
и контроля – 106). Авторы установили, что минор-
ный аллель С является протективным фактором
развития ПЭС (OR = 0.24), тогда как референсный
для него аллель Т существенно повышает риск раз-
вития заболевания (OR = 4.2, р = 2.77 × 10–10).

Следует отметить, что наши данные полно-
стью соответствуют результатам ранее выполнен-
ного исследования V. Zanon-Moreno et al. [12] в
испанской популяции. В данной работе (проведе-
но генетическое исследование 232 больных ПОУГ
и 241 контроля) установлено, что полиморфизм
rs2165241 гена LOXL1, ранее показавший, как отме-
чают авторы, ассоциации с псевдоэксфолиативной
глаукомой, также ассоциирован и с развитием
ПОУГ в популяции средиземноморья, причем как
и для ПЭГ повышает риск развития ПОУГ аллель Т
rs2165241 гена LOXL1 (согласно рецессивной ге-
нетической модели для TT в сравнении с CC OR =
= 2.19 95%CI 1.33–3.62, при коррекции на возраст
и вес OR = 2.07 95%CI 1.20–3.57).

Значимая роль аллеля Т rs2165241 как фактора
риска ПЭС/ПЭГ показана в исследованиях лати-
но-американского населения [28], немецкой и
итальянской популяций [29], жителей Испании

Таблица 1. Характеристика распределения полиморфных локусов гена LOXL1 среди пациенток с ПОУГ и жен-
щин контрольной группы

* Приведены данные в формате гомозиготы по редкому аллелю/гетерозиготы/гомозиготы по частому аллелю.
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Больные ПОУГ (n = 290)
rs2165241 C T 0.276 576 24/111/153 

(8.33/38.54/53.13)
0.385 0.400 0.556

rs4886776 A G 0.189 572 4/100/182 
(1.39/34.97/63.64)

0.350 0.306 0.019

rs893818 A G 0.176 568 9/82/193 
(3.17/28.87/67.96)

0.289 0.290 1.000

Контрольная группа (n = 220)
rs2165241 C T 0.461 438 45/112/62 

(20.55/51.14/28.31)
0.511 0.497 0.786

rs4886776 A G 0.271 432 15/87/114 
(6.94/40.28/52.78)

0.403 0.395 0.864

rs893818 A G 0.259 432 14/84/118 
(6.48/38.89/54.63)

0.389 0.384 1.000
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Таблица 2. Ассоциации полиморфизма гена LOXL1 с ПОУГ у женщин

Примечание. Результаты получены методом логистической регрессии; ОR – отношение шансов, 95%CI – 95%-ный довери-
тельный интервал; p – уровень статистической значимости.

SNP Аллели, генотипы Больные, n (%) Контроль, n (%) OR (95%CI) p

rs
21

65
24

1

Объем выборки 288 219

C vs T (аллельная модель) 159/417 (27.60/72.40) 202/236 (46.12/53.88) 0.45 (0.34–0.58) 1.06Е-09

C/C vs T/C vs T/T
(аддитивная модель)

24/111/153 
(8.33/38.54/53.13)

45/112/62 
(20.55/51.14/28.31)

0.45 (0.33–0.62) 7.55Е-7

C/C + T/C vs T/T
(доминантная модель)

135/153 (46.87/53.13) 157/62 (71.69/28.31) 0.37 (0.24–0.57) 6.46Е-6

C/C vs T/C + T/T
(рецессивная модель)

24/264 (8.33/91.67) 45/174 (20.55/79.45) 0.33 (0.18–0.61) 0.004

rs
48

86
77

6

Объем выборки 286 216

A vs G (аллельная модель) 108/464 (18.88/81.12) 117/315 (27.08/72.92) 0.63 (0.47–0.84) 0.02

A/A vs G/A vs G/G
(аддитивная модель)

4/100/182 
(1.39/34.97/63.64)

15/87/114 
(6.94/40.28/52.78)

0.62 (0.43–0.90) 0.012

A/A + G/A vs G/G
(доминантная модель)

104/182 (36.36/63.64) 102/114 (47.22/52.78) 0.63 (0.41–0.96) 0.032

A/A vs G/A + G/G
(рецессивная модель)

4/282 (1.39/98.61) 15/201 (6.94/93.06) 0.30 (0.09–1.03) 0.056

rs
89

38
18

Объем выборки 284 216

A vs G (аллельная модель) 100/468 (17.61/82.39) 112/320 (25.93/74.07) 0.61 (0.45–0.83) 0.001

A/A vs G/A vs G/G
(аддитивная модель)

9/82/193 
(3.17/28.87/67.96)

14/84/118 
(6.48/38.89/54.63)

0.62 (0.43–0.88) 0.008

A/A + G/A vs G/G
(доминантная модель)

91/193 (32.04/67.96) 98/118 (45.37/54.63) 0.53 (0.35–0.82) 0.004

A/A vs G/A + G/G
(рецессивная модель)

9/275 (3.17/96.83) 14/202 (6.48/93.52) 0.69 (0.26–1.87) 0.469

Таблица 3. Ассоциации гаплотипов полиморфных локусов LOXL1 с ПОУГ у женщин

Примечание. Результаты получены методом логистической регрессии; ОR – отношение шансов; p – уровень статистической
значимости.

Гаплотип
Частота гаплотипа

OR p
больные (n = 290) контроль (n = 220)

CAA 0.143 0.206 0.56 0.006
TAA 0.012 0.028 0.48 0.24
CGA 0.011 0.013 0.83 0.809
TGA 0.010 0.009 2.74 0.197
CAG 0.015 0.017 1.51 0.533
TAG 0.019 0.020 1.44 0.536
CGG 0.110 0.227 0.44 0.0001
TGG 0.680 0.480 2.19 2.00E-06
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[30] и других популяций [31–33]. Результаты ме-
таанализа, представленные в работе J.Z. Tang et al.
[34], свидетельствуют о протективном значении
генотипа СС rs2165241 при формировании псев-
доэксфолиативного синдрома/глаукомы.

Следует отметить, что полиморфные варианты
локуса rs2165241 гена LOXL1 имеют разнонаправ-
ленный характер ассоциаций с развитием заболе-
вания в популяциях разного этнического состава.
Так, если в европейских популяциях, как уста-
новлено в работах, приведенных нами выше [8,
21, 29], фактором риска развития ПЭС/ПЭГ яв-
ляется аллель T rs2165241, то в азиатских популя-
циях фактором риска формирования заболевания
служит аллель С rs2165241 [29, 35]. Также следует
отметить, что в европейских популяциях, как
правило, частым является аллель T rs2165241, а в
азиатских – аллель С rs2165241 [12, 21, 35].

Связь рассмотренного в нашей работе SNP
rs893818 гена LOXL1 с ПЭГ при полногеномном
уровне статистической значимости впервые была
обнаружена в 2014 г. научным коллективом M. Na-
kato et al. [6] при изучении населения Японии. Ас-
социации с ПЭС rs4886776 гена LOXL1 впервые
была продемонстрирована в GWAS исследовании
T. Aung et al. [22]. При этом следует отметить, что
в данной работе были обнаружены разнонаправлен-
ные ассоциации rs4886776 LOXL1 с ПЭС в популя-
циях с разным этническим составом: аллельный ва-
риант А rs4886776 служит фактором риска для ПЭС в
популяции Японии (OR = 9.87, р = 2.35 × 10–217) и
что явилось, как указывают авторы в своей работе,
“сюрпризом” для них, служит протективным фак-
тором для ПЭС в неяпонских популяциях (в том
числе и европеоидных) (OR = 0.49, р = 2.35 × 10–317).
Эти данные полностью согласуются с получен-
ными в нашей работе результатами – в изученной
нами популяции России (европеоидная популяция)
протективным фактором развития ПОУГ является
аллель А rs4886776 гена LOXL1 (OR = 0.63). Разно-
направленный характер ассоциации другого по-
лиморфизма гена LOXL1 – rs4886778 с развитием
псевдоэксфолиативного синдрома выявлен и в
работе F. Pasutto et al. [29]: в итальянской и немец-
кой популяциях фактором риска развития забо-
левания является аллель С rs4886778 (OR = 3.95,
р = 1.54 × 10–32 и OR = 3.10, р = 8.30 × 10–22 соот-
ветственно), тогда как в японской популяции
рисковое значение имеет аллель А (OR = 6.85, р =
= 1.53 × 10–136).

Следует отметить, что изучаемые нами однонук-
леотидные полиморфные локусы расположены в
первом интроне гена LOXL1. Данные полиморфные
варианты, согласно ранее опубликованным дан-
ным, модифицируют активность промоторного
участка гена LOXL1-AS1 [36], влияют на связыва-
ние этого региона ДНК с фактором транскрип-
ции RXRa и вовлечены в процессы альтернатив-

ного сплайсинга гена LOXL1 [29]. Ген LOXL1-AS1
(LOXL1 antisense RNA 1) – это длинная некодиру-
ющая РНК, обладающая существенными регуля-
торными эффектами [37]. Литературные источ-
ники указывают на вовлеченность LOXL1-AS1 в
патофизиологию псевдоэксфолиативного син-
дрома за счет участия в клеточном стрессовом от-
вете, при котором наблюдается значительная ди-
срегуляция экспрессии этой некодирующей РНК
[36]. Показана значимая роль lncRNA LOXL1-AS1
в модуляции экспрессии генов, отвечающих за
реакцию на оксидативный стресс, деградацию
экстрацеллюлярного матрикса, вовлеченных в
формирование коллагеновых структур (HMOX1,
TIMP3, LOXL4, ACTA2, COL6A3 и др.), и других ге-
нов, имеющих “ключевое” значение для патофи-
зиологии глаукомы [38].

Полученные данные свидетельствуют о вовле-
ченности в формирование ПОУГ у женщин
Центрально-Черноземного региона России по-
лиморфных локусов гена LOXL1 (rs2165241,
rs4886776, rs893818). Аллельные варианты С
rs2165241, А rs4886776, А rs893818, а также гапло-
тип CAA rs2165241–rs4886776–rs893818 проявля-
ют “защитную” роль” при формировании ПОУГ
у женского населения Центрально-Черноземного
региона России, тогда как гаплотип TGG, наобо-
рот, связан с более высоким риском возникнове-
ния ПОУГ.

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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Analysis of Associations of Polymorphic Loci of the LOXL1 Gene with the Development 
of Primary Open-Angle Glaucoma in Women of the Central Chernozem Region of Russia

N. V. Eliseevaa, I. V. Ponomarenkoa, and M. I. Churnosova, *
aBelgorod State University, Belgorod, 308015 Russia

*e-mail: churnosov@bsu.edu.ru

A replicative study of associations of the LOXL1 gene polymorphism with primary open-angle glaucoma
(POAG) in the female population of the Central Chernozem region of Russia was performed. The work was
done in the design “patients-control”. The study sample consisted of 290 women with POAG and 220 wom-
en in the control group. Three polymorphic loci of the LOXL1 gene (rs2165241, rs4886776, rs893818) were
genotyped by PCR (Tag-Man probe technology). The study revealed that SNPs of the LOXL1 gene
(rs2165241, rs4886776, rs893818) are associated with POAG in women of the Central Chernozem region of
Russia: allele C rs2165241 (OR = 0.33–0.45 at pperm ≤ 0.0005), alleles A rs4886776 (OR = 0.62–0.63 pperm ≤
≤ 0.031) and rs893818 (OR = 0.53–0.62 pperm ≤ 0.007) and the CAA haplotype rs2165241–rs4886776–
rs893818 (OR = 0.56 pperm = 0.022) is protective for the development of the disease, and the TGG haplotype
(OR = 2.19 pperm = 0.001) is associated with an increased risk of developing POAG in women.

Keywords: LOXL1, associations, primary open-angle glaucoma, polymorphism, women.
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Некрополь русских великих княгинь и цариц, погребенных в период 1407–1731 гг. в Вознесенском
соборе Московского Кремля, претерпел значительные разрушения, многие саркофаги оказались
безымянными, что привело к затруднениям в установлении личности находящихся в нем скелетов.
Настоящая работа посвящена идентификации неустановленных останков, предположительно при-
надлежащих потомкам великой княгини Московской Софьи Палеолог (1455–1503), – ее дочери Ев-
докии Ивановне и внучке Анастасии Петровне. В исторических летописях сохранились сведения о
захоронении в этом храме в первой половине XVI в. двух представительниц великокняжеской се-
мьи. Генетический анализ позволил успешно выполнить непрямую идентификацию двух захороне-
ний периода русского Средневековья из некрополя Вознесенского монастыря Московского Крем-
ля и установить родственные взаимосвязи погребенных. Исследование полиморфных микросател-
литных локусов аутосомной ДНК, а также гипервариабельных сегментов митохондриальной ДНК
(мтДНК) трех женских скелетов позволило выявить их близкую родственную связь. Анализ гипер-
вариабельных локусов мтДНК показал, что все три скелета, включая останки великой княгини Со-
фьи Палеолог, относятся к одной митогруппе – HV0, которая наиболее распространена среди евро-
пейских популяций. Результаты настоящей работы стали крайне важной составляющей для рекон-
струкции истории формирования в XVI в. одной из двух самых престижных усыпальниц
Московского Кремля. Полученные данные могут помочь в реконструкции семейных захоронений
высшей знати средневекового Русского государства.

Ключевые слова: некрополь Вознесенского монастыря, древние кости, древняя ДНК, аутосомные
STR-локусы, митотипы.
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Проект по изучению захоронений некрополя
русских великих княгинь и цариц Вознесенского
монастыря Московского Кремля стал заметным
явлением в российской исторической науке [1].
Вознесенский собор служил местом погребения
жен и дочерей московских великих князей и рус-
ских царей в период с 1407 по 1731 г. (рис. 1). По-
стройки этой обители и ее храм-усыпальница бы-
ли разобраны в 1929–1931 гг. Сотрудникам музея
“Оружейная палата” удалось спасти и сохранить
белокаменные саркофаги с останками представи-

тельниц правящих династий России: они нахо-
дятся в Кремле, в подземной палате возле южной
стены Архангельского собора. Но внезапное
уничтожение этого женского монастыря стало
причиной возникновения многих вопросов, ко-
торые приходится решать при реконструкции
его истории.

Это относится и к захоронениям некрополя
Вознесенского собора. Так, при исследовании
группы безымянных саркофагов XVI в. (это были

УДК 577.29

ГЕНЕТИКА
ЧЕЛОВЕКА



ГЕНЕТИКА  том 58  № 2  2022

МОЛЕКУЛЯРНО-ГЕНЕТИЧЕСКАЯ ИДЕНТИФИКАЦИЯ БЕЗЫМЯННЫХ... 207

Рис. 1. “Кремленаград”. Вознесенский монастырь на плане Московского Кремля начала XVII в. (под № 26). Музеи
Московского Кремля.
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взрослые и детские погребения) выяснилось, что
все они компактно размещались возле южных
дверей храма-усыпальницы. Об этом свидетель-
ствовали данные “Дневника вскрытия”, который
вели осенью 1929 г. сотрудники музеев Кремля,
фотоматериалы и некоторые зарисовки архитек-
тора П.Н. Максимова того же года (рис. 2).

Схематические планы П.Н. Максимова пока-
зывают, что саркофаги XVI в. помещались на
значительной глубине, так как сверху позднее
были совершены захоронения XVII столетия.
Это хорошо видно и на ряде фотографий, сде-
ланных в 1929 г. (рис. 3).

Среди этих безымянных саркофагов три
взрослых относятся к первой половине XVI в. (в
одном из них скелет почти полностью утрачен).
Крышки этих гробов не имеют эпитафий, что
позволяет исключить их из числа захоронений ве-
ликих княгинь и цариц. Тем более что погребения
всех первых лиц государства XVI в. присутствуют
в некрополе Вознесенского собора, места их мо-
гил известны, а крышки их каменных гробов на-
чиная с 1538 г. (захоронение великой княгини
Елены Глинской) снабжены надписями. Следо-
вательно, безымянные погребения должны быть
отнесены к числу женщин второго ряда – это ве-
ликие княжны или удельные княгини.

В письменных источниках сохранились сведе-
ния о захоронении в этом храме в первой полови-
не XVI в. двух представительниц великокняже-
ской семьи. В 1513 г. в феврале “преставися благо-
верная великая княжна Евдокея, Петра царевича
жена, в вторник на Федоровой недели; и положи-
ша тело еа в церкви Възнесения на Москве внутри
града” [2]. Речь в летописи идет о дочери великого
князя Ивана III Васильевича и его второй жены
гречанки Софьи Палеолог. Эта девочка родилась
в семье московского государя в 1483 г. [1], хотя в
исторической литературе приводится иногда и
другая дата – 1492 г. В январе 1506 г. великую
княжну Евдокию выдали замуж за крещеного в
православие казанского царевича Кудайкула,
принявшего имя Петр. В семье, просуществовав-
шей недолго, родились две дочери, но точные да-
ты их появления на свет остаются неизвестными.

Под 1540 г. (иногда под 1541 г.) в русских лето-
писях отмечены смерть и погребение в некрополе
Вознесенского собора внучки великого князя
Ивана III Анастасии Петровны – дочери великой
княжны Евдокии Ивановны. Она умерла “лета
7049… тое же осени, декабря в 17 ден, в пяток… а
положена внутри града на Москве у Вознесения,
возле матери ея” [3]. Эта княжна родилась между
1506 и 1513 гг., но неизвестно, была ли она старшей
или младшей дочерью великой княжны Евдокии
(сестру ее звали Анной). Когда был заключен брак
Анастасии с выходцем из Литвы служилым князем

Федором Михайловичем Мстиславским мы не зна-
ем: муж ее скончался летом 1540 года [4].

Учитывая возможную близкородственную
связь типа “мать–дочь”, потребовалась идентифи-
кация захоронений этих двух женщин, с именами
которых на первом этапе предположительно связа-
ли безымянные саркофаги, условно обозначенные
как “ПН-36” и “ПН-48”. Сразу отметим, что на
других участках усыпальницы Вознесенского собо-
ра безымянных захоронений XV–первой половины
XVI в. не было. Поэтому в ходе исследований ста-
ло ясно, что упомянутые в хрониках могилы двух
представительниц великокняжеской семьи были
размещены в наиболее престижной части некро-
поля и входят в группу безымянных саркофагов,
попытка идентификации которых и была пред-
принята в ходе настоящего исследования.

Для уточнения датировки безымянных сарко-
фагов ПН-36 и ПН-48 в первую очередь уделили
внимание их форме. Они отличались от белока-
менных гробов XV столетия, так как не имели
сужений в ножной части – это имитировало форму
человеческого тела (рис. 4). Важно также отметить,
что остальные саркофаги XVI столетия (начиная с
1538 г.) имели резные эпитафии на крышках и по-
этому проблем с их идентификацией не было. При
изучении погребальных сооружений изначально
предположили, что саркофаг ПН-48 относится к
началу XVI столетия, а гроб ПН-36 может датиро-
ваться временем ближе к середине этого века.

Рис. 2. План части некрополя Вознесенского собора с
захоронениями. Архитектор П.Н. Максимов. 1929 г.
Государственный научно-исследовательский музей
архитектуры им. А.В. Щусева.
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Рис. 3. Погребения некрополя Вознесенского собора в ходе разборки храма. Фотография 1929 г. Видны саркофаги
XVII в. (сверху) и под ними – погребения XVI столетия. Музей Московского Кремля.
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Далее для определения принадлежности этих
двух захоронений выбрали два метода исследова-
ния останков – антропологический и генетиче-
ский анализ. Для их осуществления были привле-
чены также костные останки великой княгини
Софьи Палеолог, так как она являлась матерью
великой княжны Евдокии Ивановны и бабушкой
Анастасии Петровны.

Антропологический метод показал, что обе
женщины, погребенные в них, умерли в возрасте
до тридцати лет: они прожили на свете от двадца-
ти трех до двадцати пяти или чуть более лет. При
этом анализе костных останков важные признаки
родственных связей между женщинами из двух
безымянных саркофагов и великой княгиней Со-
фьей Палеолог выявила одонтолог Н.И. Халдее-
ва. В своем заключении она отметила высокую
степень сходства по формам зубных дуг на ниж-
них челюстях великой княгини Софьи Палеолог
и индивида из саркофага ПН-36, предварительно
определенного как княжна Анастасия Петровна

[5]. О сходстве верхних зубов индивидов из гро-
бов ПН-48 (Евдокия Ивановна) и ПН-36 (Ана-
стасия Петровна) также свидетельствуют особен-
ности некоторых элементов на верхних первых
правых премолярах, верхних вторых правых пре-
молярах и других зубах [6]. В работе С.В. Василье-
ва и соавт. [5] отмечены одновременные редкие
одонтологические элементы на зубах рассмот-
ренных останков. Все эти наблюдения позволяют
предположить возможные генетические связи
всех трех женщин – великой княгини Софьи Па-
леолог, ее дочери и внучки.

В итоге комплекс косвенных свидетельств (на-
блюдения за формой саркофагов и общей топо-
графией некрополя Вознесенского собора), а так-
же натурные исследования антропологических
материалов позволили предположительно иденти-
фицировать два безымянных захоронения и восста-
новить состав могил возле южных дверей храма-
усыпальницы русских великих княгинь и цариц.
Однако эти предварительные выводы потребовали

Рис. 4. Белокаменные саркофаги XV и XVI в. Планы и разрезы. Рисунок Т.Д. Пановой. а – саркофаг предположитель-
но великой княжны Евдокии Ивановны; б – саркофаг предположительно великой княжны Анастасии Петровны.
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дополнительного подтверждения. Таким важным и
убедительным доводом могли стать результаты мо-
лекулярно-генетических идентификационных
исследований останков, что и было проведено в
настоящей работе.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Для генетического исследования Государствен-
ным историко-культурным музеем-заповедником
“Московский Кремль” были предоставлены левая
бедренная и правая большеберцовая кости скелета
великой княгини Софьи Палеолог (год смерти
1503), обозначенного как “ПН-6”; правая бедрен-
ная кость скелета предположительно великой
княжны Евдокии Ивановны (год смерти 1513),
обозначенного как “ПН-48”; правая бедренная
кость скелета предположительно великой княж-
ны Анастасии Петровны (год смерти 1541), обо-
значенного как “ПН-36” (рис. 5).

Подготовка помещения для работы
с костными объектами

Пробоподготовку костных объектов проводили
в помещении, которое в течение двух дней непре-
рывно подвергали облучению с помощью пятилам-
пового облучателя-рециркулятора закрытого типа
“Дезар-7” (суммарная мощность излучения со-
ставляла 100 Вт). Далее полы и стены помещения
обрабатывали 10%-ным коммерческим раство-
ром “Белизна”, содержащим активный хлор в ви-
де гипохлорита натрия, и оставляли еще на одни
сутки с включенным облучателем-рециркулято-
ром “Дезар-7”.

Пробоподготовка костных
объектов и выделение ДНК

Пробоподготовку костных объектов и фенол-
органическую экстракцию ДНК из полученного
костного порошка проводили согласно протоко-
лу, описанному ранее [7]. Выделение ДНК из об-
разцов № ПН-6 (левая бедренная кость), ПН-6

Рис. 5. Внешний вид костей скелетов ПН-6, ПН-48 и ПН-36. а – левая бедренная кость великой княгини Софьи Па-
леолог; б – правая большеберцовая кость великой княгини Московской Софьи Палеолог; в – правая бедренная кость
скелета предположительно великой княжны Евдокии Ивановны; г – правая бедренная кость скелета предположи-
тельно великой княжны Анастасии Петровны.
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(правая большеберцовая кость), ПН-48 и ПН-36
проводили в двух независимых параллелях.

Исследование STR-локусов аутосомной ДНК
по системе IdentifilerPlus

Генотипирование образцов ДНК проводили с
использованием тест-системы AmpFLSTR Identi-
filer Plus PCR Amplification Kit (ThermoFisher Sci-
entific, Applied Biosystems), включающей в себя 15
микросателлитных локусов: D8S1179, D21S11,
D7S820, CSF1PO, D3S1358, TH01, D13S317, D16S539,
D2S1338, D19S433, vWA, TPOX, D18S51, D5S818 и
FGA. Амплификацию участков ДНК осуществляли
методом ПЦР с помощью термоциклера GeneAmp
PCR System 9700 (Applied Biosystems) в режиме эму-
ляции 1°С/с в течение 30 циклов. Электрофорез об-
разцов проводили с помощью ДНК-анализатора
ABI PRISM 3130xl (Applied Biosystems). Инжекция
образцов осуществлялась при напряжении 2.0 кВ в
течение 20 с. Обработку результатов электрофореза
и идентификацию аллелей проводили с помощью
программ Gene Mapper ID (версия 3.2) и Gene
Mapper ID-X (версия 1.5).

Типирование препаратов ДНК, полученных в
ходе независимых экстракций из костных порош-
ков, проводили в четырех параллелях для объектов
№ ПН-48 и ПН-36, а для объекта № ПН-6 (левая
бедренная и правая большеберцовая кости) – в трех
параллелях.

Для оценки специфичности реакции ампли-
фикации проводили типирование положительно-
го (проба с ДНК 9947А) и отрицательного (проба
без ДНК) контролей.

Идентификацию аллелей проводили относи-
тельно размерного стандарта LIZ-600 и аллельного
леддера, прилагаемого к тест-системе AmpFlSTR
PCR Identifiler Plus Amplification Kit.

Исследование STR-локусов аутосомной ДНК
по системе GlobalFiler

Генотипирование образцов ДНК проводили с
использованием тест-системы GlobalFiler PCR
Amplification Kit (ThermoFisher Scientific, Applied
Biosystems), включающей в себя 21 микросател-
литный локус: D3S1358, vWA, D16S539, CSF1PO,
TPOX, D8S1179, D21S11, D18S51, D2S441,
D19S433, TH01, FGA, D22S1045, D5S818, D13S317,
D7S820, SE33, D10S1248, D1S1656, D12S391, D2S133.
Амплификацию участков ДНК осуществляли мето-
дом ПЦР с помощью термоциклера GeneAmp PCR
System 9700 (Applied Biosystems), используя режим
эмуляции “Max ramping mode”, в течение 30 цик-
лов. Электрофорез образцов проводили с помо-
щью ДНК-анализатора ABI PRISM 3500 (Applied
Biosystems). Инжекция образцов осуществлялась
при напряжении 2.0 кВ в течение 18 с. Обработку
результатов электрофореза и идентификацию ал-

лелей проводили с помощью программы Gene
Mapper ID-X (версия 1.5). Типирование всех пре-
паратов ДНК проводили в трех параллелях.

Для оценки специфичности реакции ампли-
фикации проводили типирование положительно-
го (проба с ДНК 007) и отрицательного (проба без
ДНК) контролей.

Идентификацию аллелей проводили относи-
тельно размерного стандарта LIZ-600 и аллельно-
го леддера, прилагаемого к тест-системе Global-
Filer PCR Amplification Kit.

Вероятностные расчеты степени родства
по результатам типирования аутосомных 

микросателлитных локусов
В расчетах были использованы численные зна-

чения аллельных частот, выложенные на элек-
тронном ресурсе https://strbase.nist.gov [8]. Отно-
шения правдоподобия (likelihood ratio, LR) для
таких сценариев непрямой идентификации, как
родство типа “мать–дочь” и родство типа “ба-
бушка–внучка”, рассчитывались отдельно для
каждого STR-локуса на основе стандартных алго-
ритмов [9] с использованием соответствующих
компьютерных программ EasyPA_In_1_Minute и
EasyPAnt_In_1_Minute [10–12]. Далее, предполагая
независимое наследование аллелей для исследо-
ванных полиморфных аутосомных STR-локусов
(отсутствие сцепления), отношения правдоподобия
были перемножены и рассчитан комбинированный
индекс родства (Combined Kinship Index, CKI).

Амплификация участков
митохондриальной (мт) ДНК

Энзиматическую амплификацию гипервариа-
бельных (HV1 и HV2) участков мтДНК исследуемых
объектов проводили в двух параллелях с помощью
минипраймеров, представленных в табл. 1.

Конечные концентрации MgCl2 и SynTaq
ДНК-полимеразы (Синтол) в ПЦР-смеси состав-
ляли соответственно 2 мМ и 0.2 ед./мкл. Энзимати-
ческую амплификацию проводили при помощи
термоциклера GeneAmp PCR System 9700 (Applied
Biosystems) в режиме эмуляции скорости нагрева-
охлаждения, равной 1°С/с. Условия ПЦР приведе-
ны в табл. 2.

Продукты амплификации очищали от избытка
дезоксинуклеотидтрифосфатов и праймеров с
помощью набора реактивов на магнитных части-
цах CleanMag DNA (Евроген).

Секвенирование локусов MPS1A, MPS1B, MPS2A, 
MPS2B, MPS3A, MPS3B, MPS4A, MPS4B

Циклическое секвенирование амплифициро-
ванных участков мтДНК исследуемых объектов
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проводили с помощью тест-набора для секвениро-
вания DNA Sequencing Kit, BigDye Terminator Cycle
Sequencing Ready Reaction, версии 1.1 (Applied Bio-
systems) с одним из вышеуказанных праймером
(табл. 1) с помощью термоциклера GeneAmp PCR
System 9700 (Applied Biosystems). Продукты секве-
нирования очищали на колонках CentriSep (Applied
Biosystems). Идентификацию ампликонов прово-
дили с помощью ДНК-анализатора ABI PRISM
3130xl (Applied Biosystems). Инжекция образцов осу-
ществлялась при напряжении 1.5 кВ в течение 20 с.
Обработку результатов секвенирования прово-
дили с помощью программы Sequencing Analysis

(версия 5.3). Завершающий этап анализа нуклео-
тидных последовательностей мтДНК выполняли с
помощью программы BioEdit Sequence Alignment
Editor (версия 7.0.5.2). Полиморфизм нуклеотидных
последовательностей MPS1A, MPS1B, MPS2A,
MPS2B, MPS3A, MPS3B, MPS4A, MPS4B опреде-
ляли в сравнении с Кембриджской референсной
последовательностью (CRS) [13].

Статистический анализ выявленных митоти-
пов проводили с использованием базы данных
The EDNAP Mitochondrial DNA Population Data-
base (EMPOP) (https://empop.online/). Вероят-

Таблица 1. Минипраймеры, используемые для энзиматической амплификации гипервариабельных (HV1 и HV2)
участков мтДНК исследуемых объектов

Локус Наименования праймеров Последовательности минипраймеров

MPS1A F15989 5'-CCCAAAGCTAAGATTCTAAT-3'

R16158 5'-TACTACAGGTGGTCAAGTAT-3'

MPS1B F16112 5'-CACCATGAATATTGTACGGT-3'

R16251 5'-GGAGTTGCAGTTGATGT-3'

MPS2A F16190 5'-CCCCATGCTTACAAGCAAGT-3'

R16322 5'-TGGCTTTATGTACTATGTAC-3'

MPS2B F16268 5'-CACTAGGATACCAACAAACC-3'

R16410-M19 5'-GAGGATGGTGGTCAAGGGA-3'

MPS3A F34 5'-GGGAGCTCTCCATGCATTTGGTA-3'

R159 5'-AAATAATAGGATGAGGCAGGAATC-3'

MPS3B F109 5'-GCACCCTATGTCGCAGTATCTGTC-3'

R240 5'-TATTATTATGTCCTACAAGCA-3'

MPS4A F151 5'-CTATTATTTATCGCACCT-3'

R292 5'-ATTTTTTGTTATGATGTCT-3'

MPS4B F220 5'-TGCTTGTAGGACATAATAAT-3'

R389 5'-CTGGTTAGGCTGGTGTTAGG-3'

Таблица 2. Условия энзиматических амплификаций гипервариабельных участков мтДНК исследуемых объектов

Локус мтДНК
Параметры ПЦР

этап 1, предварительная 
инкубация этап 2, параметры цикла число циклов

MPS1A 95°С 300 с 95°С 20 с, 50°С 30 с, 72°С 30 с 38
MPS1B 95°С 300 с 95°С 20 с, 50°С 30 с, 72°С 30 с 42
MPS2A 95°С 300 с 95°С 20 с, 46°С 30 с, 72°С 30 с 38
MPS2B 95°С 300 с 95°С 20 с, 48°С 30 с, 72°С 30 с 42
MPS3A 95°С 300 с 95°С 20 с, 54°С 30 с, 72°С 30 с 38
MPS3B 95°С 300 с 95°С 20 с, 46°С 30 с, 72°С 30 с 42
MPS4A 95°С 300 с 95°С 20 с, 45°С 30 с, 72°С 30 с 38
MPS4B 95°С 300 с 95°С 20 с, 46°С 30 с, 72°С 30 с 42
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ность принадлежности митотипов к одной мат-
рилинии рассчитывали по формуле

где LR = 1/pm, где pm – частота митотипа по базе
EMPOP.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Результаты исследования аутосомных STR-

локусов скелетов великой княгини Софьи Палео-
лог (условное обозначение ПН-6), предположи-
тельно великой княжны Евдокии Ивановны
(условное обозначение ПН-48) и предположи-
тельно великой княжны Анастасии Петровны
(условное обозначение ПН-36) приведены в табл. 3.

Результаты типирования локуса Amelogenin
подтвердили женский пол всех трех скелетов
(табл. 3).

Практически все полученные препараты ДНК
имели признаки деградации. Только для одного
из трех скелетов – ПН-36 (предположительно ве-
ликой княжны Анастасии Петровны) удалось по-

1 1 1 10 %,( 0)W LR= + ×

лучить полный генетический профиль по всем
микросателлитным локусам.

В ходе энзиматической амплификации ряда
локусов матричная активность ДНК объектов
ПН-6 и ПН-48 либо отсутствовала, либо наблю-
дались невоспроизводимые в параллелях аллель-
ные варианты. В связи с низкой концентрацией
активной ДНК-матрицы устойчивые результаты
генотипирования скелетов ПН-6 и ПН-48 полу-
чены соответственно только по 10 и 13 аутосом-
ным STR-локусам (табл. 3). Сравнительный ана-
лиз результатов типирования этих аутосомных
микросателлитных локусов показал, что по девя-
ти из них (D8S1179, CSF1PO, D3S1358, TH01,
D13S317, D19S433, vWA, D5S818 и D2S441) выявле-
ны совпадения в аллельных парах ПН-6 и ПН-48
(табл. 4). Совпадение генетических признаков не
исключает родства типа “мать–дочь” скелетов
ПН-6 и ПН-48, а вероятность такого типа родства
составляет 99.84% (табл. 4).

Следующим этапом нашей работы была про-
верка гипотезы о наличии близких родственных
отношений между скелетами ПН-48 и ПН-36, что

Таблица 3. Обобщенные результаты типирования 21 STR-локуса аутосомной ДНК костей скелетов ПН-6, ПН-48 и
ПН-36 (тест системы Identifiler Plus и GlobalFiler)

Примечание. Аллели обозначены номерами в соответствии с принятой номенклатурой; символ “–” обозначает, что иденти-
фицировать генетический профиль локуса не представилось возможным; символ “?” обозначает, что при типировании локу-
са возможен эффект выпадения аллелей (allelic drop-out).

Локус ПН-6 ПН-48 ПН-36

D8S1179 9, 10 10, 13 10, 13
D21S11 29, 31.2 31.2, ? 30, 31
D7S820 – 11, 11 11, 12
CSF1PO 9, 10 10, 10 10, 11
D3S1358 15, 17 17, 18 17, 18
TH01 9.3, 9.3 8, 9.3 7, 8
D13S317 8, 11 8, 12 8, 12
D16S539 11, ? 11, ? 9, 11
D2S1338 – 24, ? 18, 25
D19S433 14, 15.2 13, 15.2 13, 15.2
vWA 17, 17 16, 17 14, 17
TPOX – 8, 9 9, 9
D18S51 – 16, 17 16, 18
D5S818 11, 12 11, 12 12, 13
FGA 23, ? – 22, 23
D2S441 10, 11 10, 11 10, 14
D22S1045 – 15, ? 15, 16
SE33 – – 17, 25.2
D10S1248 – 13, 15 15, 16
D1S1656 15, ? – 15, 16
D12S391 – 23, ? 20, 23
Amelogenin X, X X, X XX
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косвенно бы указывало на принадлежность ске-
лета ПН-36 великой княжне Анастасии Петровне,
дочери великой княжны Евдокии Ивановны и
внучки великой княгини Софьи Палеолог. Для это-
го был проведен сравнительный анализ генотипов,
который показал совпадение генетических призна-
ков объектов ПН-48 и ПН-36, как минимум, по од-
ному из пары аллелей по 13 аутосомным STR-локу-
сам (D8S1179, D7S820, CSF1PO, D3S1358, TH01,
D13S317, D19S433, vWA, TPOX, D18S51, D5S818,
D2S441 и D10S1248) (табл. 3). Таким образом, было
установлено, что генетический материал ПН-36 мог
быть получен по наследству от ПН-48. Относитель-
но высокая вероятность родства (99.994%) подтвер-
ждает материнство объекта ПН-48 (предположи-
тельно Евдокии Ивановны) в отношении объекта
ПН-36 (предположительно Анастасии Петровны)
(табл. 5).

Результаты исследования гипервариабельных
локусов мтДНК показали, что все три скелета от-
носятся к одной митогруппе – HV0 (табл. 6).

Митотип, представленный в табл. 6, в основ-
ном встречается среди европейских популяций
(https://empop.online/), где его средняя частота
составляет 1.22% (доверительный интервал по
методу Клоппера–Пирсона – от 1.03 до 2.14%).
Наиболее широко митотип (16298C 72C 263G
315.1C) распространен в Польше (2.24%), Шве-
ции (1.89%), Греции (1.71%) и Испании (1.70%).

Таким образом, вероятность события, что все
три скелета (ПН-6, ПН-48 и ПН-36) действитель-
но относятся к одной материнской линии, а не
случайно подходят к ней по своему профилю
мтДНК, составляет 98.79% (1/(1 + 1/LR) × 100%,
где LR = 1/0.0122).

Учитывая независимый характер наследова-
ния аутосомных и митохондриальных ДНК-мар-
керов для каждой пары (ПН-6 и ПН-48, ПН-48 и
ПН-36), был рассчитан совокупный индекс род-
ства типа “мать–дочь”, как произведение индек-
сов родства, рассчитанных отдельно для аутосом-
ных STR-локусов и митотипов [14].

Для пары скелетов ПН-6 и ПН-48 совокупный
индекс родства составил (LRa × LRm) 624.16 × 81.97 =
= 51152.4; где LRa – комбинированный индекс
родства, рассчитанный для аутосомных STR-мар-
керов (табл. 4), LRm – индекс родства, рассчитан-
ный по частоте совпадающих митотипов (16298C
72C 263G 315.1C) в базе EMPOP (табл. 6). Полу-
ченные результаты с высокой вероятностью
(99.998%) указывают на наличие родства типа
“мать–дочь” между великой княгиней Софьей
Палеолог и объектом ПН-48, что также косвенно
подтверждает принадлежность скелета, обозна-
ченного как ПН-48, великой княжне Евдокии
Ивановне, дочери великой княгини Софьи Па-
леолог.

Величина вероятности материнства объекта
ПН-48 по отношению к объекту ПН-36, рассчитан-
ная через совокупный индекс родства (1471434)
составила 99.99993%, что подтверждает первона-
чальную гипотезу о принадлежности скелета ПН-36
великой княжне Анастасии Петровне. Костные
останки ПН-36 по сравнению с ПН-48 визуально
имели значительно лучшую сохранность [15], что
согласуется с результатами ДНК-исследования
всех скелетов (табл. 3).

Таблица 4. Расчет комбинированного индекса и вероятности материнства великой княгини Софьи Палеолог по
отношению к женщине, чей скелет исследован под условным обозначением ПН-48

Локус ПН-6 ПН-48 Частоты совпадающих 
аллелей

Формула расчета 
родства типа
“мать–дочь”

Индекс родства 
KI (LR)

D3S1358 15, 17 17, 18 p17 = 0.2105 1/(4 × p17) 1.1876
vWA 17, 17 16, 17 p17 = 0.2839 1/(2 × p17) 1.7612
CSF1PO 9, 10 10, 10 p10 = 0.2202 1/(2 × p10) 2.2707
D8S1179 9, 10 10, 13 p10 = 0.1025 1/(4 × p10) 2.4390
D2S441 10, 11 10, 11 p10 = 0.2105, p11 = 0.3435 1/(4 × p10) + 1/(4 × p11) 1.9155
D19S433 14, 15.2 13, 15.2 p15.2 = 0.0360 1/(4 × p15.2) 6.9444
TH01 9.3, 9.3 8, 9.3 p9.3 = 0.3449 1/(2 × p9.3) 1.4497
D5S818 11, 12 11, 12 p11 = 0.3560, p12 = 0.3878 1/(4 × p11) + 1/(4 × p12) 1.3469
D13S317 8, 11 8, 12 p8 = 0.1205 1/(4 × p8) 2.0747

Совокупный индекс родства СКI 624.16

Оценка вероятности родства 99.84%
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ОБСУЖДЕНИЕ

В процессе генетического исследования уста-
новлено, что скелет ПН-48 с высокой долей веро-
ятности принадлежит дочери великого князя
Московского Ивана III (1440–1505) и великой
княгини Московской Софьи Палеолог (1455–
1503) – великой княжне Евдокии Ивановне (год
смерти 1513). Также была показана принадлеж-
ность скелета ПН-36 великой княжне Анастасии
Петровне (год смерти 1541), дочери великой
княжны Евдокии Ивановны (1492–1513) и казан-
ского царевича Петра Кудайкула (?–1523).

В результате исследований впервые в россий-
ской науке с помощью комплексного молекуляр-
но-генетического анализа полиморфных участков
аутосомной и митохондриальной ДНК проведена
непрямая идентификация двух захоронений пе-
риода русского Средневековья из некрополя Воз-
несенского монастыря Московского Кремля и

установлены родственные взаимосвязи погре-
бенных.

В ходе анализа данных письменных источни-
ков (летописей) и архивных материалов 1929 г. из
фондов московских музеев удалось определить
точное место могил великой княжны Евдокии
Ивановны и ее дочери Анастасии Петровны [16].
Сегодня их саркофаги (и захоронения в целом)
перешли из разряда безымянных, не несущих
эпитафий на крышках, в число имеющих точную
принадлежность. Это делает биологический ма-
териал из погребений великой княжны Евдокии
Ивановны и ее дочери Анастасии важным объек-
том при изучении антропологического типа пред-
ставительниц русской правящей династии начала
XVI столетия, наследственных семейных патоло-
гий высшей знати средневекового Русского госу-
дарства.

Таблица 5. Расчет комбинированного индекса и вероятности материнства объекта ПН-48 (предположительно
Евдокии Ивановны) по отношению к объекту ПН-36 (предположительно Анастасии Петровны)

Локус ПН-48 ПН-36 Частоты совпадающих 
аллелей

Формула расчета 
родства типа
“мать–дочь”

Индекс родства 
KI (LR)

D3S1358 17, 18 17, 18 p17 = 0.2105, p18 = 0.1510 1/(4 × p17) + 1/(4 × p18) 2.8433
vWA 16, 17 14, 17 p17 = 0.2839 1/(4 × p17) 0.8806
CSF1PO 10, 10 10, 11 p10 = 0.2202 1/(2 × p10) 2.2707
TPOX 8, 9 9, 9 p9 = 0.1274 1/(2 × p9) 3.9246
D8S1179 10, 13 10, 13 p10 = 0.1025, p13 = 0.3296 1/(4 × p10) + 1/(4 × p13) 3.1975
D18S51 16, 17 16, 18 p16 = 0.1468 1/(4 × p16) 1.7030
D2S441 10, 11 10, 14 p10 = 0.2105 1/(4 × p10) 1.1876
D19S433 13, 15.2 13, 15.2 p13 = 0.2548, p15.2 = 0.0360 1/(4 × p13) + 1/(4 × p15.2) 7.9256
TH01 8, 9.3 7, 8 p8 = 0.0956 1/(4 × p8) 2.6151
D5S818 11, 12 12, 13 p12 = 0.3878 1/(4 × p12) 0.6447
D13S317 8, 12 8, 12 p8 = 0.1205, p12 = 0.2687 1/(4 × p8) + 1/(4 × p12) 3.0051
D7S820 11, 11 11, 12 p11 = 0.2050 1/(2 × p11) 2.4390
D10S1248 13, 15 15, 16 p15 = 0.1967 1/(4 × p15) 1.2710

Совокупный индекс родства СPI 17951.5

Оценка вероятности родства 99.994%

Таблица 6. Результаты исследования гипервариабельных регионов (HV1 и HV2) мтДНК представленных образцов

Скелет
Локусы мтДНК Частоты митотипов в базе EMPOP

HV2 (72–340) HV1 (16024–16365) Европа Азия Америка Африка

ПН-6 72C 263G 315.1C 16298C 1.219 × 10–2 6.130 × 10–4 3.446 × 10–3 2.002 × 10–3

ПН-48 72C 263G 315.1C 16298C 1.219 × 10–2 6.130 × 10–4 3.446 × 10–3 2.002 × 10–3

ПН-36 72C 263G 315.1C 16298C 1.219 × 10–2 6.130 × 10–4 3.446 × 10–3 2.002 × 10–3
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Полученные генетические результаты стали
крайне важной составляющей для реконструкции
истории формирования в XVI в. одной из двух са-
мых престижных усыпальниц Московского Крем-
ля. Результаты комплексного изучения останков
великой княгини Софьи Палеолог, ее дочери Ев-
докии и внучки Анастасии, полученные в настоя-
щей работе, представят значительный интерес
для специалистов разных направлений в россий-
ской науке.

Пробоподготовка биологических образцов,
исследование мтДНК, а также аутосомных STR-
локусов по системе Identifiler Plus выполнены в
рамках реализации госзадания ЮНЦ РАН, № гр.
Проекта 01201363186. Исследование аутосомных
микросателлитных локусов по системе GlobalFil-
er выполнено при финансовой поддержке гранта
Правительства Российской Федерации № 075-15-
2019-1879 “От палеогенетики до культурной ан-
тропологии: комплексное интердисциплинарное
исследование традиций народов трансграничных
регионов: миграции, межкультурное взаимодей-
ствие и картина мира”.

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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DNA Identification of Nameless Burials of the First Half of the 16th Century
from the Necropolis of the Ascension Cathedral of the Moscow Kremlin

I. V. Kornienkoa, b, d, *, T. D. Panovac, T. G. Faleevaa, b, d, e, O. Yu. Aramovaa, b, d, and Yu. S. Sidorenkoa, f

aFederal Research Center the Southern Scientific Centre of the Russian Academy of Sciences, Rostov-on-Don, 344006 Russia
bKalmyk Scientific Center of the Russian Academy of Sciences, Elista, 358000 Russia

cState Historical and Cultural Museum and Heritage Site “Moscow Kremlin,” Moscow, 103132 Russia
dSouthern Federal University, Academy of Biology and Biotechnology named after D.I. Ivanovsky,

Rostov-on-Don, 344090 Russia
e111th Main State Center of Medical Forensic and Criminalistics Examinations, Branch no. 2, Rostov-on-Don, 344000 Russia

fNational Medical Research Centre for Oncology, Rostov-on-Don, 344037 Russia
*e-mail: ikornienko@yandex.ru

The necropolis of Russian Grand Duchesses and Tsarinas, buried between 1407 and 1731, in the Ascension
Cathedral of the Moscow Kremlin has suffered significant destruction, many sarcophagi turned out to be
nameless, which led to difficulties in identifying the skeletons inside them. This paper is devoted to the iden-
tification of unidentified remains, presumably belonging to the descendants of the Grand Duchess of Mos-
cow Sophia Palaiologina (1455–1503) – her daughter Evdokia Ivanovna and granddaughter Anastasia Petro-
vna. Historical chronicles have preserved information about burial of two representatives of the grand ducal
family in the Ascension Cathedral in the first half of the 16th century. Genetic analysis made it possible to
successfully carry out indirect identification of two burials of the Russian Middle Ages from the necropolis of
the Ascension Cathedral in the Moscow Kremlin and to determine the kinship of the buried. The study of
polymorphic autosomal microsatellite loci and hypervariable segments of mitochondrial DNA (mtDNA)
from three female skeletons revealed their close relationship. Hypervariable loci analysis of mtDNA found in
all three of the skeletons, including the remains of Grand Duchess Sophia Palaiologina, belong to the same
mtDNA haplogroup – HV0, which is most common in European populations. The results of this work be-
came an extremely important component for the reconstruction of the history of the formation of one of two
most prestigious burial vaults in the Moscow Kremlin in the 16th century. The data obtained can help in re-
construction of family burials of the highest nobility of medieval Russia.

Keywords: necropolis of the Ascension Cathedral, ancient bones, ancient DNA, autosomal STR loci, mito-
types.
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Определение таксономического разнообразия сообществ является важным этапом многих экологи-
ческих и мониторинговых исследований экосистем. В основном для таких работ используют мето-
ды ампликонной метагеномики (метабаркодинга). В особенности широко метагеномный подход
применяется при анализе сообществ микроорганизмов. Представленность определенного таксона
в метагеномной пробе при этом определяется количеством (покрытием) расшифрованных нуклео-
тидных последовательностей. Несмотря на большие размеры выборок расшифрованных нуклео-
тидных последовательностей, получаемых на платформах секвенирования нового поколения, от-
крытым остается вопрос о статистической достоверности оцениваемых показателей представлен-
ности таксонов. Главным образом это касается минорной компоненты исследуемых сообществ.
Для решения задачи по оценке статистической репрезентативности выборок расшифрованных по-
следовательностей ДНК для метабаркодинговых исследований нами разработан алгоритм, осно-
ванный на использовании бутстреп-метода. Применение данного алгоритма позволяет оценить до-
верительные интервалы, абсолютные и относительные ошибки показателей представленности так-
сонов в сообществах. Исходный код, примеры работы и рабочие файлы доступны по адресу:
https://github.com/Krasnopeev/otu_error_filtering.

Ключевые слова: ДНК-штрихкодирование, биоразнообразие, 16S рРНК, бутстреп-семплирование.
DOI: 10.31857/S0016675822020084

Определение таксономического разнообразия
сообществ является важным этапом многих эко-
логических и мониторинговых исследований
экосистем. В основном для таких работ применя-
ют методы “shotgun” метагеномики (метод дробо-
вика – секвенирования случайных фрагментов) и
секвенирования “ампликонов” (ПЦР-продуктов,
полученных в результате проведения полимераз-
ной цепной реакции) – ДНК-штрихкодирование
[1, 2] с применением технологий секвенирования
нового поколения (NGS, Next Generation Sequenc-
ing). В задачи такого анализа входят идентификация
таксонов организмов, генетический материал кото-
рых находился в смеси ДНК, и определение показа-
телей представленности таксонов – количества
или доли прочтений, приходящихся на каждый
таксон в исследуемом образце.

В “ампликонной” метагеномике (ДНК-
штрихкодировании) на этапе пробоподготовки
производится ПЦР-амплификация какого-либо
широко используемого в филогении и ДНК-
штрихкодировании генетического маркера, на-
пример, вариабельного фрагмента гена 16S или

18S рРНК, фрагмента митохондриального гена
COX1, ITS1 или ITS2 (internal transcribed spacers) –
внутренних спейсеров 1 и 2 ядерного рибосомно-
го кластера генов соответственно. Фрагменты
ДНК из смеси продуктов амплификации рас-
шифровываются с помощью методов высокопро-
изводительного секвенирования. Анализ выбо-
рок расшифрованных последовательностей вы-
полняется в два этапа. Первый этап предполагает
кластеризацию последовательностей с примене-
нием ДНК k-мерного анализа [9, 10] или класте-
ризацию по генетическим расстояниям, рассчи-
танным после процедуры выравнивания [11]. На
втором этапе последовательности из кластеров
сравниваются с референсными базами данных
[12–14]. Во многих случаях исследователи опериру-
ют не идентифицированными до вида группами
последовательностей, а идентификаторами кла-
стеров ОТЕ – оперативными таксономическими
единицами, выделенными на генетических рас-
стояниях уровня вида. Например для бактериаль-
ных сообществ при использовании маркерного

УДК 519.254+57.087.1
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гена 16S рРНК порог кластеризации на уровне
вида оставляет 3% нуклеотидных замен [9, 11].

Итоговый результат таксономической иденти-
фикации расшифрованных фрагментов ДНК при
анализе серии образцов в рамках одного исследо-
вания – таблица, столбцы которой характеризуют
отдельные образцы, а строки содержат информа-
цию о количестве последовательностей (показа-
тели представленности), приходящихся на иден-
тифицированные таксоны. Полученные таблицы
представленности таксонов являются отправной
точкой при анализе и сравнении сообществ раз-
личными методами вычислительной экологии:
расчет индексов α-разнообразия, например, ин-
дексы Chao1 [15] и ACE [16] (Abundance Coverage
Estimator), которые позволяют оценить реальное
(максимальное) количество таксонов в образце, и
β-разнообразия – различные виды кластерного
анализа (UPGMA, UniFrac), метрические и не-
метрические статистики, оценка влияния различ-
ных биотических и абиотических факторов на со-
став и структуру сообщества методами многомер-
ного шкалирования (MDS, PCA) и т.д. Все эти
подходы широко применяют при анализе бакте-
риальных сообществ [17, 18], например при ис-
следованиях сезонной динамики численности
разнообразных групп микроорганизмов [19].

Несмотря на большие размеры выборок рас-
шифрованных нуклеотидных последовательно-
стей, получаемых на платформах секвенирования
нового поколения, открытым остается вопрос о
статистической достоверности оцениваемых пока-
зателей представленности таксонов. В основном
это касается минорной компоненты исследуемых
сообществ. Для того чтобы избежать ложных выво-
дов при использовании статистик вычислительной
экологии, исследователь должен оценить статисти-
ческую ошибку определения показателей представ-
ленности таксонов в разных метагеномных образ-
цах, связанную с ограничением размера выборки
расшифрованных последовательностей ДНК. За-
дача сводится к расчетам доверительных интерва-
лов в абсолютных и относительных величинах
для показателей представленности каждого так-
сона в пробе, т.е. таксоны, показатели представ-
ленности которых определены с большой отно-
сительной ошибкой, должны удаляться из анали-
за перед использованием методов вычисли-
тельной экологии.

Одним из наиболее простых методов, который
может быть использован для определения абсо-
лютных и относительных ошибок показателей
представленности таксонов в пробах при работе с
данными секвенирования по методу дробовика и
ампликонной метагеномики, является непара-
метрический бутстреп-анализ [20]. Принцип бут-
стреп-семплирования заключается в создании
случайной выборки методом Монте-Карло для

оценки различных статистик (дисперсия, довери-
тельные интервалы, систематические ошибки
и т.д.) анализируемой модели.

Бутстреп-метод широко применяется в вычис-
лительной экологии. Так, например используют
бутстреп для определения доверительных интер-
валов для индекса Шеннона – меры α-разнообра-
зия сообщества [21].

Цель нашего исследования – разработка уни-
версального алгоритма для расчета абсолютных и
относительных ошибок показателей представ-
ленности таксонов в выборке данных, получен-
ных при анализе серии проб с помощью методов
метагеномики. Анализ предполагает использова-
ние непараметрического бутстрепа с реализацией
в свободно распространяемой среде программи-
рования R. Одной из задач алгоритма является ав-
томатизированная фильтрация набора данных,
связанная с удалением таксонов, показатели пред-
ставленности которых оценены с большой относи-
тельной ошибкой. Исходный код алгоритма, при-
меры работы и рабочие файлы доступны по адресу:
https://github.com/Krasnopeev/otu_error_filtering.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Описание алгоритма

В качестве входных данных для работы ис-
пользуется таблица представленности таксонов,
полученная в ходе анализа результатов секвени-
рования ДНК. Она представляет собой матрицу, в
которой по вертикали расположены наименова-
ния проб, по горизонтали – таксоны. Соответ-
ственно в каждой ячейке отмечается количество
последовательностей, приходящихся на данный
таксон в образце (показатель представленности
таксона в пробе). Для удобства обозначим таксон
в массиве данных как ОТЕ – оперативная таксо-
номическая единица. Всего в рамках анализа ис-
следуется n проб (образцов), в которых в совокуп-
ности выделено k ОТЕ. Индекс пробы обозначим
i, i принимает значения от 1 до n. Индекс ОТЕ
обозначим j, j принимает значении от 1 до k. ОТЕij –
количество расшифрованных последовательно-
стей, приходящихся на таксон с индексом j в
i пробе (показатель представленности таксона в
пробе).

На первом этапе анализа для каждой пробы i
формируется символьный вектор Si следующего
содержания:

(1)

{
( )
( )

}

1

2

“ОТЕ1”,  “ОТЕ1”, “ОТЕ1” ОТЕ раз,
“ОТЕ2”,  “ОТЕ2”, “ОТЕ2” ОТЕ раз,
“ОТЕ3”,  “ОТЕ3”, “ОТЕ3” ОТЕ раз,
“ОТЕj”,  “ОТЕj”, “ОТЕj” ОТЕ раз,

“ОТЕ

( )

”,  “ОТЕ ”, “ОТЕ ” ОТЕ ра
( )

( ) .з

i i

i

ik

ij

ikk k k

= … −
… −
… −
… −
… −
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Количеств элементов Ni в векторе Si задается
формулой:

(2)

На следующем этапе каждый вектор, как опи-
сано в работе [21], подвергается бутстреп-сем-
плированию с применением непараметрического
бутстрепа с возвратом. Всего проводится h цик-
лов бутстреп-семплирований. В результате для
пробы i после каждой итерации получается век-
тор (Si)l – бутстреп реплика набора с индексом l (l
принимает значения от 1 до h).

На основе векторов (Si)l формируется бут-
стреп-выборка значений показателей представ-
ленности (ОТЕij)l каждого таксона в каждой про-
бе. Значения (ОТЕij)l определяются как количе-
ство записей элемента “ОТЕj” в векторе (Si)l. Для
того, чтобы найти доверительный интервал уров-
ня вероятности P согласно процедуре бутстреп-
анализа [21], значения в векторах (ОТЕij)l сорти-
руются в порядке возрастания. В отсортирован-
ном векторе элемент с индексом h(1 – P)/2 будет
XMINij левой границей доверительного интерва-
ла, а элемент с индексом h(P + 1)/2 XMAXij – пра-
вой границей доверительного интервала. Далее,
рассчитывается Dij – относительная ошибка
определения показателя представленности ОТЕij
по формуле:

(3)

По умолчанию в программной реализации ал-
горитма количество бутстреп-реплик h = 1000,
ширина доверительного интервала задается уров-
нем вероятности P = 0.95. Но допустимы измене-
ния этих параметров пользователем.

Далее, производится фильтрация – удаление
ОТЕ, относительная ошибка определения кото-
рых превышает значение порога в 0.2 – мини-
мальный порог достоверности данных, приемле-

1
ОТЕ .

k

i ij
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N
=

= 

.ij ij
ij

ij

XMAX XMIN
D
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−

=

мый для биологических исследований [22], за-
данный по умолчанию в алгоритме. Такие ОТЕ
исключаются из дальнейшего анализа (табл. 1).
Параметр порога относительной ошибки может
меняться пользователем алгоритма. Фильтрация –
удаление ОТЕ по уровню ошибки может быть от-
ключена, тогда будет рассчитываться только от-
носительная и абсолютная ошибка определения
показателей представленности ОТЕ в пробах.

Соответственно, оставшаяся часть ОТЕ с от-
носительной ошибкой меньше либо равной 0.2
является достоверно представленной. После этой
процедуры значения ошибки и количество после-
довательностей достоверно оцененных ОТЕ пере-
носятся в новую таблицу. В итоге, полученный спи-
сок таблиц объединяется в одну общую матрицу,
имеющую вид оригинальной таблицы представлен-
ности, но содержащую в себе только те ОТЕ, кото-
рые были оценены с заданным размером ошибки.
Отсутствующие значения, которые отброшены в
ходе работы алгоритма, заменяются нулями в со-
ответствующих ячейках новой таблицы. Блок-
схема работы алгоритма фильтрации данных
представлена на рис. 1.

Для работы с программой пользователю необ-
ходимо загрузить в рабочую среду R свою таблицу
представленности таксонов. Входная функция,
выполняющая первичную обработку данных, это
getSub (data, value = 0.95, cutoff = 1, subsample =
= FALSE, subsize = NULL) с параметрами по умол-
чанию, где data – таблица представленности так-
сонов (ОТЕ), value – размер выборки от общего
числа (по умолчанию 0.95–95% доминирующий
пул всех ОТЕ), cutoff – значение нижней границы
численности анализируемых ОТЕ (по умолчанию –
2, т.е. удаляем из набора все ОТЕ с суммарной
численностью 2 и менее), subsample – логический
оператор, позволяет указать нужно ли выполнять
семплирование образцов с размером выборки
subsize (на усмотрение пользователя).

Далее происходит генерация векторов, имити-
рующих сообщества в пробе с помощью функции
getOtuSample (data, trimmedby = 0), где data – это

Таблица 1. Пример таблицы данных с указанием величины относительной ошибки представленности ОТЕ в про-
бе, полученной в результате работы предложенного алгоритма

Примечание. S с номером – название пробы, ОТЕ с ошибкой определения ниже 0.2 отмечены звездочкой.

S8 S10 S11 S12 … Sn

OTE1 0.034* 1 0.015* 0.074* … 0.05*
OTE2 0.045* 0.55 0.22 0.886 … 0.94
OTE3 0.0564* 0.32 0.01* 0.13* … 1
OTE4 1 1 1 0.02* … 1
OTE5 0.167* 1 0.178* 1 … 0.01*
… … … … … … 0.04*
OTEi 0.87 0.01* 0.21 0.44 … 0.03*
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образец-столбец из таблицы представленности, а
trimmedby (по умолчанию равно 0) – дополни-
тельный вариант фильтрации уже отдельного об-
разца по аналогии с cutoff из функции getSub.

Полученный список векторов передается в
функцию, которая выполняет непосредственно бут-

стреп-семплирование – getReplica (data, n = 1000,
scaling = “int”), где data – вектор, полученный с
помощью функции getOtuSample, n – число бут-
стреп-семплирований (по умолчанию 1000), scal-
ing – преобразование полученных количественных
значений в доли представленности – “percent”,

Рис. 1. Блок-схема работы алгоритма. S – идентификатор пробы. Значения показателей представленности в ячейках
показаны для примера. R – бутстреп-реплика конкретной пробы. Исходная таблица представленности разбивается на
отдельные таблицы соответственно каждой пробе и преобразуется в список. Каждый элемент списка преобразуется в
вектор повторяющихся идентификаторов ОТЕj в зависимости от числа последовательностей, принадлежащих этой
ОТЕj в рассматриваемой пробе. Далее производится бутстреп-семплирование (генерация случайной выборки) с воз-
вратом для каждого вектора (т.е. пробы) в количестве h штук (значение h устанавливается пользователем, по умолча-
нию h = 1000). Реплики векторов трансформируются в таблицы представленности соответственно пробам. После это-
го рассчитываются относительные ошибки представленности ОТЕ в образце и генерируется новая таблица, содержа-
щая в себе достоверные, согласно алгоритму, ОТЕ, а также отдельные таблицы с минимальными и максимальными
значениями доверительных интервалов, заданных пользователем.

Исходная таблица
представленности OTE Таблица бутстреп-реплик

Бутстреп-семплирование с возрастом

S1 S2 S3 Si

OTE1

OTE1

OTE1

OTE2

OTE2

OTE2

OTE3

OTE3

OTE3

OTEj

OTEik

OTEji

Si

Si

Si =

Rl (Si) =

R1 (Si)

R2 (Si)
R3 (Si)

Rl (Si)

Rh (Si)n1

n1

n2

n2

n3

n3

nk

nk

965 4
0

1034
… … … …

…

OTE1

OTE1, OTE1, OTE1, … OTE1

OTE3, OTE3, OTE3, … OTE3

OTE2, OTE2, OTE2, … OTE2

OTEk, OTEk, OTEk, … OTEk

X(OTEji) = {OTEi1, OTEi2, OTEi3, … OTEil, … OTEih}

X(OTEji) = {OTEih, OTEi2, OTEi3, … OTEil, … OTEi1}

D(OTEji) = (Xmax – Xmin)/Xmax

Xmin Xmax

OTE2 OTE3 OTEk

n3
1n2

1n1
1 hnk…

…

…

940

…

…

…

…

…

…

…

…

…

…
…
…

4003
9

110
5

2003

h раз

i раз

Новая таблица
представленности OTE

S1 S2 S3 Si

OTE1
OTE2
OTE3
OTEj

965 0
0

1034
… … … …

…
…
…

4003
0

110
0

2003

Таблица
с относительными

ошибками
представленности OTE

Таблица
с максимальными

значениями доверительных
интервалов

представленности OTE

Таблица
с минимальными

значениями доверительных
интервалов

представленности OTE
S1 S2 S3 Si

OTE1
OTE2
OTE3
OTEj

0.01 0.32
0.26
0.44

… … … …
…
…
…

0.003
0.73

0.2
0.416
0.011

S1 S2 S3 Si
OTE1
OTE2
OTE3
OTEj

994 3
0

1198
… … … …

…
…
…

4003
13

134
7

2112

S1 S2 S3 Si
OTE1
OTE2
OTE3
OTEj

877 1
0

996
… … … …

…
…
…

3755
7

102
3

1899

Обнуление показателей
представленности OTE

с ошибкой выше
заданного порога

889
956

966

970

Сортировка по возрастанию

Доверительный интервал
P

2

2

0
1

3

117

99
89

96

105 11376

10887

11400
11322

11500
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приведение к натуральному логарифму по осно-
ванию 10 – “log”, оригинальные количественные
показатели представленности – “int” (по умолча-
нию).

Последним шагом является расчет относи-
тельных ошибок представленности ОТЕ с помо-
щью функции repError (data, rate = 0.2, filterError =
= TRUE, p = 0.95), где data – набор реплик кон-
кретного образца, rate – максимальный размер
ошибки представленности (задается на усмотре-
ние пользователя), рассчитанной по формуле (3),
filterError – логический оператор, отвечающий за
фильтрацию ОТЕ по значению rate (по умолча-
нию TRUE), p – доверительный интервал уровня
вероятности (по умолчанию 0.95).

В результате работы последней функции поль-
зователь получит список таблиц: (i) таблица пред-
ставленности ОТЕ, скорректированная с учетом
значения rate и переменной filterError, (ii) табли-
ца с показателями представленности ОТЕ, соот-
ветствующих верхнему пределу доверительного
интервала, и (iii) таблица с показателями пред-
ставленности ОТЕ нижнего предела доверитель-
ного интервала уровня вероятности. Для удобства
пользователя значения в таблицах (ii) и (iii) кон-
вертированы в относительные доли представлен-
ности.

Пример пошаговой работы алгоритма можно
также найти в файле README.md в репозитории
по адресу https://github.com/Krasnopeev/otu_er-
ror_filtering.

Тестирование алгоритма

В качестве тестовых данных использовали ре-
зультаты секвенирования с помощью ДНК-
штрихкодирования 28 образцов воды (табл. 2),
отобранных в озере Байкал в течение 2017–2018 гг.
Образцы получены на разных станциях и глуби-
нах во всех трех котловинах озера как в подлед-
ный период (март), так и в период открытой воды
(июнь–сентябрь). Исследуемые пробы различа-
лись по составу и количественным показателям
развития фито- и бактериопланктона, в том числе
по доминирующим группам первичных проду-
центов. Кроме того, места отбора проб характери-
зовались различным уровнем антропогенной на-
грузки [23–25]. Можно ожидать, что исследован-
ные образцы будут достоверно различаться по
составу таксонов и видовому богатству прокарио-
тических микроорганизмов.

Пробы воды фильтровали через поликарбонат-
ные фильтры с диаметром пор 0.2 мкм (Sartorius,
Германия). Суммарную ДНК выделяли методом
ферментативного лизиса с использованием лизо-
цима (Roche, Швейцария), протеиназы К (Ther-
mo Scientific, США) и додецилсульфата натрия
(VWR Life Science AMRESCO, США) с последую-

щей экстракцией фенолом (Медиген, Россия) хло-
роформом (Экос-1, Россия) [26]. Библиотеки ам-
пликонов фрагмента V3–V4-гена 16S рРНК получе-
ны с помощью пары универсальных праймеров
343F (5′-CTCCTACGGRRSGCAGCAG-3′) и 806R
(5′-GGACTACNVGGGTWTCTAAT-3′) [27] на плат-
форме Illumina MiSeq (Illumina, США) в Евроген
(Москва, Россия) с использованием протокола пар-
но-концевых прочтений 2 × 250 пн. Полученные
библиотеки ампликонов депонированы в базу
данных NCBI GenBank с доступом по номеру
PRJNA637453.

Первичную обработку данных секвенирова-
ния проводили с использованием программного
пакета Trimmomatic [28] с параметрами
MINLEN:200. Для удаления праймеров и адапте-
ров использовали cutadapt v1.14 [29]. Полученные
в результате первичной обработки парные после-
довательности сшиты с помощью FLASH [30] с
параметрами по умолчанию. Удаление химер,
прочтений короче 400 и длиннее 435 пн, а также
кластеризацию последовательностей в ОТЕ про-
водили при помощи программного пакета mothur
v. 1.40.5 (https://mothur.org/) с порогом кластери-
зации в 97% гомологии согласно стандартному
протоколу для наборов данных, полученных с се-
квенаторов Illumina [31]. Выходные данные
оформлены в виде таблицы представленности
ОТЕ. Для каждого образца рассчитывали индек-
сы α-разнообразия Шеннона, Симпсона и Chao1.
Показаны результаты корреляционного анализа
матриц расстояний по метрике Брея–Кёртиса
[32] и Евклидовых расстояний. Корреляционный
анализ между матрицами расстояний выполнен с
использованием непараметрического критерия
Спирмена. Алгоритм реализован при помощи
средств языка программирования R [33, 34].

РЕЗУЛЬТАТЫ

Всего для 28 тестовых проб (образцов) получено
2109405 парно-концевых прочтений. В среднем на
каждый образец приходилось по 75336 последова-
тельностей (от 20155 до 195476 прочтений). Сред-
няя длина фрагмента составила 418 пн.

До проведения процедуры фильтрации пред-
ложенным алгоритмом количество ОТЕ состав-
ляло от 824 до 5338 (рис. 2,а). Значения индекса
Шеннона варьировали в диапазоне 3.18–4.54.
Индекс Симпсона для исходного набора данных
составлял от 0.83 до 0.97. Индекс Chao1 принимал
значения от 634 до 3262 (табл. 3).

С помощью разработанного алгоритма в наборе
данных идентифицированы ОТЕ, ошибка опре-
деления представленности которых была меньше
0.2. Для наборов, состоявших из достоверно
представленных ОТЕ, рассчитаны новые значе-
ния индексов Шеннона и Симпсона для сравне-
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ния с исходными значениями. Несмотря на зна-
чительный объем библиотек ампликонов, после
использования предложенного алгоритма оценки
количество ОТЕ сократилось в несколько раз от-
носительно изначального значения в среднем – с
2854 до 33 ОТЕ (рис. 2). Значения индексов α-раз-
нообразия Шеннона и Симпсона в большинстве
проб до и после фильтрации с помощью алгорит-
ма изменились незначительно (табл. 3) (в сред-
нем значения индексов сократились на 5–10%).
Это говорит о том, что после фильтрации наборов
данных информация о сложности устройства со-
обществ практически не была потеряна. Количе-
ство потерянных прочтений (рис. 2) при удале-
нии ОТЕ с большими ошибками определения по-
казателей представленности в большинстве
случаев составило небольшую долю от общего

числа исходных расшифрованных последова-
тельностей в пробе. В небольшом количестве
проб (рис. 2, табл. 3) доля потери прочтений в ре-
зультате фильтрации достигала 30%, однако и в
них значения индексов α-разнообразия Шеннона
и Симпсона изменились в незначительных пре-
делах. Можно сделать вывод, что отфильтрован-
ные последовательности и ОТЕ сами по себе не
вносили достаточно весомый вклад в α-разнооб-
разие исследованных проб (табл. 3).

Ожидаемое резкое изменение характера кри-
вых насыщения также наблюдали в отфильтро-
ванном (рис. 3,б) наборе данных по сравнению с
исходным (рис. 3,а). Такое сильное изменение
показателей величин насыщения, очевидно, бы-
ло вызвано значительным уменьшением количе-
ства ОТЕ в отфильтрованном наборе, что, в це-

Таблица 2. Характеристика образцов тестового набора

Примечание. Ц. р. – центр разреза, м. – мыс.

Название пробы Глубина, м Станции отбора Дата отбора
2018 г.

S8 0–5 7 км от п. Листвянка Март
S10 20–25 7 км от п. Листвянка Март
S11 50–100 7 км от п. Листвянка Март
S12 0–5 Ц. р. п. Листвянка–п. Танхой Июнь
S13 10–15 Ц. р. п. Листвянка–п. Танхой Июнь
S14 20–25 Ц. р. п. Листвянка–п. Танхой Июнь
S15 50–100 Ц. р. п. Листвянка–п. Танхой Июнь
S16 0–5 Ц. р. м. Ухан–м. Тонкий Июнь
S17 10–15 Ц. р. м. Ухан–м. Тонкий Июнь
S18 20–25 Ц. р. м. Ухан–м. Тонкий Июнь
S19 50–100 Ц. р. м. Ухан–м. Тонкий Июнь
S20 0–5 Пролив Малое Море Июнь
S22 0–5 Баргузинский залив Июнь
S23 0–5 Ц. р. м. Елохин–п. Давша Июнь
S24 10–15 Ц. р. м. Елохин–п. Давша Июнь
S25 20–25 Ц. р. м. Елохин–п. Давша Июнь
S26 50–100 Ц. р. м. Елохин–п. Давша Июнь
S27 0–50 Ц. р. п. Листвянка–п. Танхой Сентябрь
S28 0–50 Ц. р. м. Ухан–м. Тонкий Сентябрь
S29 0–50 Ц. р. м. Елохин–п. Давша Сентябрь
S30 0 Пролив Малое Море Август
S31 0 Пролив Малое Море Август
S32 0 Пролив Малое Море Август
S35 0–5 Ц. р. п. Листвянка–п. Танхой Август
S36 10–15 Ц. р. п. Листвянка–п. Танхой Август
S37 25–50 Ц. р. п. Листвянка–п. Танхой Август
S38 0 м. Лиственичный, около пос. Листвянка Июнь
S40 0 м. Елохин Июнь
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Рис. 2. Гистограммы сравнения количества прочтений – а, ОТЕ – б, до и после фильтрации.
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лом, упрощает дальнейший анализ данных для
исследователя.

Для сравнения проб по таксономическому со-
ставу и уровню представленности различных
ОТЕ были рассчитаны матрицы попарных рас-
стояний Брея–Кёртиса и Евклидовых расстоя-
ний. Матрицы рассчитаны для наборов данных
до фильтрации и после фильтрации – удаления
недостоверно представленных ОТЕ (ОТЕ, для ко-
торых уровень относительной ошибки определе-
ния показателей представленности в пробах был
больше заданного по умолчанию порога в 0.2),
согласно предложенному в работе алгоритму

оценки. Для сравнения матриц расстояний про-
веден корреляционных анализ, который показал,
что прослеживалась строгая линейная зависи-
мость между матрицами расстояний до и после
фильтрации (рис. 4). Это было подтверждено вы-
соким значением коэффициента Спирмена
0.9912 (p-value = 0) для матриц по метрике Брея–
Кёртиса и 0.9936 (p-value = 0) для матриц Евкли-
довых расстояний.

Также при сравнении UPGMA-дендрограм
кластеризации образцов на основе матриц рас-
стояний Брея–Кёртиса до и после применения
алгоритма фильтрации (рис. 5) показано, что то-

Рис. 3. Кривые насыщения для образцов до (а) и после (б) применения алгоритма фильтрации.
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Рис. 4. Корреляционный анализ между матрицами дистанций анализируемых образцов до и после фильтрации. а –
сравнение матриц по метрике Брея–Кёртиса, б – сравнение матриц дистанций по Евклидовым расстояниям.
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пология дендрограм в обоих случаях сохранялась
для большей части образцов. Наблюдалось измене-
ние топологии некоторых ветвей, которые изна-
чально имели меньшие значения бутстреп-поддер-
жек, однако внутри узла топология сохраняла свою
структуру. Такое распределение показывает, что
вклад, вносимый отфильтрованной частью дан-
ных, был незначителен.

При сравнении проб с различными индексами
α-разнообразия была обнаружена интересная за-
висимость между величиной индекса Шеннона и
количеством достоверно определенных ОТЕ в об-
разцах. На рис. 6 показаны графики, отражающие
тенденцию к уменьшению достоверно опреде-
ленных ОТЕ с уменьшением индекса Шеннона.
Для примера мы выделили пробы с максималь-
ным, средним и минимальным индексом Шен-
нона соответственно. В каждой из этих проб был
выбран пул доминирующих ОТЕ в количестве 50
штук. Следует отметить, что с падением показате-
лей индекса Шеннона в пробе также увеличива-
лось количество ОТЕ, определенных с ошибкой
выше порога в 0.2. Такое быстрое увеличение зна-
чения ошибки могло быть вызвано недостаточ-
ной глубиной прочтения. Согласно графикам
(рис. 6,а–в), при высоком значении индекса
Шеннона доля достоверно определенных ОТЕ
была гораздо выше, чем при низком значении,
что позволило нам использовать в анализе гораз-
до большую выборку ОТЕ из этого набора.

ОБСУЖДЕНИЕ
Предложенный в работе алгоритм позволяет ре-

шать несколько важных задач, связанных с анали-
зом данных исследований методом ДНК-штрихко-
дирования. Информация об уровне ошибок опре-
деления показателей представленности видов в
сообществах, анализируемых с помощью ДНК-
штрихкодирования, требуется при проведении
мониторинговых и скрининговых работ [35, 36].
В таких исследованиях часто ставится задача
определить, меняется ли представленность ка-
ких-либо таксонов в сообществе. Сделать выводы
о таких изменениях можно только тогда, когда
доверительные интервалы показателей представ-
ленности вида в двух сравниваемых пробах не пере-
секаются. Предлагаемый в работе алгоритм помога-
ет решить задачу такого сопоставления, представляя
исследователю данные о доверительных интервалах
определения показателей представленности всех
таксонов в сравниваемых пробах.

Часто для сравнения сообществ, информация
о составе которых получена методом ДНК-
штрихкодирования, применяют методы много-
мерной статистики (кластерный анализ на основе
различных метрик расстояний, метод главных
компонент – PCA, многомерное шкалирование
и т.п.) [37]. С помощью таких методов сопоставля-
ют различные пробы на основе показателей пред-
ставленности входящих в них видов. Разрешающие
способности и точности методов многомерной ста-
тистики падают, если в массивах информации при-
сутствуют неточные – “зашумленные данные”
(данные о видах, показатели представленности
которых определены с большими ошибками).
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Применение нашего алгоритма позволяет от-
фильтровать такие данные, сделав массив более
пригодным для многомерного статистического
анализа.

В работах по ДНК-штрихкодированию раз-
личных сообществ [38, 39] для определения глу-
бины прочтения ампликонов часто применяют
методы, позволяющие оценить количество недо-
учтенных (потерянных видов) из-за недостаточно
количества расшифрованных последовательно-
стей ДНК. К таким методам относятся расчеты
индексов Chao1 [15], ACE [16] и др. Если доля не-
доучтенных видов по сравнению с оцененным
разнообразием сообщества мала, то массив дан-
ных пригоден для анализа. Предложенный в ра-
боте подход, в отличие от индексов ACE, Chao1,
может определить достаточность размера выбор-
ки расшифрованных последовательностей ДНК
для оценки показателей представленности каждого
вида в отдельности. Если для каких-либо видов
(таксонов) ошибка оценки показателей представ-
ленности высока и не позволяет сделать правиль-

ных выводов, то исследователь может принять ре-
шение о дополнительном секвенировании пробы,
даже если индексы ACE, Chao1 говорят о доста-
точности размера выборки.

Таким образом, предложенный нами алгоритм
фильтрации наборов данных может существенно
облегчить работу специалистов-микробиологов и
ученых, занимающихся экологической статисти-
кой и сравнительным анализом различных сооб-
ществ. Разработанный подход позволяет отфиль-
тровать так называемый шум из данных, который
может влиять на результаты как многомерной
статистики, так и при учете индексов видового
разнообразия.

Авторы выражают благодарность сотрудникам
Иркутского Суперкомпьютерного Центра СО
РАН за предоставление доступа к вычислитель-
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Рис. 5. Сравнение UPGMA-дендрограм на основе дистанций Брея–Кёртиса до (а) и после (б) использования предло-
женного алгоритма. Цифрами на ветвях обозначены значения рассчитанных бутстреп-поддержек.
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Рис. 6. Графики отношения между количеством и представленностью ОТЕ (черная линия) от величины ошибки их
определения (красная линия). Проба с наибольшим показателем индекса Шеннона – а, проба со средним показате-
лем индекса Шеннона – б, проба с наименьшим показателем индекса Шеннона – в. ОТЕ ранжированы в порядке убы-
вания представленности в сообществе.
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Despite the large sample sizes, the question of the statistical significance of the estimated indicators of taxo-
nomic representativeness remains open. In particular, This mainly concerns the minor component of the
communities. To solve the problem of estimating the statistical representativeness of sequenced samples in
metabarcoding studies, we developed an algorithm based on the bootstrap method. This algorithm makes can
estimate the confidence intervals and absolute and relative errors of the taxonomic representativeness in the
studied communities. This study revealed that the proportion of reliable taxa in the communities is several
times smaller than their original number. Regression analysis confirmed all obtained results. R code and
workflow examples with test files are available at https://github.com/Krasnopeev/otu_error_filtering.
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Систематика комплекса видов европейского сига Coregonus lavaretus (L.) чрезвычайно сложна. Бла-
годаря широкому распространению от Центральной Европы до водоемов Чукотки и высокой био-
логической пластичности описаны многие формы с различным таксономическим статусом. В Те-
лецком озере (Россия) обитает эндемичная пара сигов – сиг Правдина Coregonus lavaretus pravdinellus
и телецкий сиг C. smitti. Ранее было отсеквенировано 106 митогеномов комплекса C. lavaretus из раз-
ных популяций Европы, в то время как для сигов из Сибири такие данные полностью отсутствуют.
Нами получены митохондриальные геномы C. smitti и C. l. pravdinellus длиной 16738 пн с высоким
покрытием. Митогеномы различаются по 46 позициям (0.27%). Совместный анализ митогеномов
C. lavaretus из водоемов Европы и Телецкого озера подтверждает общее происхождение популяций
сига восточной части Балтийского моря и водоемов Сибири. Кроме того, анализ полных митогено-
мов телецкого сига и сига Правдина не подтверждает их отдельный таксономический статус, по
крайней мере, на основе мтДНК.
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Сиги рода Coregonus (семейство Salmonidae)
имеют циркумполярное распространение и в те-
чение длительного времени служат моделью для
изучения различных аспектов эволюционной
биологии [1–8]. Считается, что систематика ком-
плекса Coregonus lavaretus s.l. чрезвычайно слож-
на, и благодаря высокой биологической пластич-
ности комплексного вида, в нем было описано
множество внутривидовых форм [9, 10]. Относи-
тельно описанных форм/видов существует точка
зрения, согласно которой значительная часть
разнообразия принадлежит к одной форме/виду
и является синонимами [11–13]. В Южной Сиби-
ри представители комплекса распространены от
Телецкого озера до притоков р. Лена, где, как и в
Арктике, было описано большое число “экологи-
ческих форм” и видов [10, 11].

Первое упоминание о сигах из Телецкого озе-
ра можно найти в статье С.И. Гуляева “О сельдях
в Телецком озере”, опубликованной в 1865 г. в га-
зете “Томские губернские ведомости” [14]. Одна-
ко в статье нет какого-либо разделения сигов на
формы или виды и только упоминается, что “по-
хожи на каспийских и принадлежат к породе
пресноводных сельдей” [14]. В 1900 г. в статье
Н.А. Варпаховского “Рыбы Телецкого озера”
опубликованы сведения о C. lavaretus из Телецко-
го озера, где он описан как C. smitti [15]. Позже, в
1916 г. Л.С. Берг отнес этого сига к ледовитомор-
ским сигам C. lavaretus pidschian (Gmelin) natio
Smitti Warpachowski, поскольку он не нашел чет-
ких различий между сигом из Телецкого озера и
сигами из других водоемов Сибири [16]. Е.П. Рад-
ченко в своей работе, опубликованной в 1935 г.,
также использует название C. l. pidschian (Gmelin)

УДК 575.86

КРАТКИЕ
СООБЩЕНИЯ



ГЕНЕТИКА  том 58  № 2  2022

ФИЛОГЕНЕТИЧЕСКОЕ ПОЛОЖЕНИЕ СИГОВ 233

natio Smitti Warpachowski для обозначения телец-
кого сига – сельди при описании его биологии.
В работе не отмечаются различия между форма-
ми, хотя приводятся данные по сигам со средней
длиной 92.7–170.8 мм (по Смитту) [17]. В 1949 г.
Г.Д. Дулькейт публикует статью “Ихтиофауна
Телецкого озера и реки Бия”, в которой телецкий
сиг упоминается как форма сига-пыжьяна C. l. pid-
schian natio smitti Warpachowski и дает описание
нового вида сига из Телецкого озера – сига Прав-
дина Coregonus pravdinellus sp. nov. [18]. В 1962 г.
А.Н. Гундризер понижает таксономический ста-
тус сига Правдина до подвидового – Coregonus la-
varetus pravdinellus Dulkeit и приводит сравнитель-
ную морфологическую характеристику относи-
тельно телецкого сига [19]. В 1981 г. коллективом
авторов была опубликована монография “Рыбы
Телецкого озера”, где анализируются морфологиче-
ские, биологические, экологические характеристи-
ки сигов и рассматривается их происхождение [20].
Позже были опубликованы еще несколько работ,
касающихся морфологической и биологической
изменчивости сига Правдина [21–23]. Основы-
ваясь на данных аллозимного анализа в 2010 г.,
С.Н. Балдина с соавт. и Д.В. Политов с соавт. из-
за заметных отличий этого сига от C. lavaretus из
других географических регионов предложили
рассматривать телецкого сига как самостоятель-
ный вид C. smitti [24, 25]. Однако исследования
мтДНК (1930 пн ND1 [26] и 1140 пн Cytb [27]) не
выявили значительных отличий как между телец-
кими сигами, так и между ними и сигами C. lava-
retus из других водоемов бассейна р. Обь. Также не
было обнаружено морфологического и генетиче-
ского соответствия между различными форма-
ми/видами симпатрических сигов Телецкого озера
[26]. Такое состояние мтДНК может являться ре-
зультатом, как формообразования, так и встречного
расселения с последующей гибридизацией.

В настоящем исследовании телецкого сига мы
будем называть как “C. smitti”, а сига Правдина
как “C. l. pravdinellus”. Телецкий сиг может дости-
гать длины по Смитту 20–25 см (в возрасте семи
лет) и общей массы тела около 150–200 г, имеет в
среднем (Sp.br) 27–28 тычинок на первой жабер-
ной дуге (малотычинковая форма), в то время как
сиг Правдина значительно меньше и относится к
среднетычинковым сигам (Sp.br = 33–34) [28].
Обе формы/вида сигов Телецкого озера относят-
ся к малочешуйчатым сигам (ll = 81–83), широко
распространенным в водоемах Евразии. Спектр
питания телецкого сига таксономически разно-
образен и включает в себя личинок насекомых,
моллюсков, гаммарид и др., в то время как сиг
Правдина питается преимущественно планктон-
ными ракообразными [22]. Подобные формы си-
гов в литературе часто упоминаются как нормаль-
ные (normal) (бентофаги) и карликовые (dwarf)
(планктофаги) [5, 29].

В 2012 г. Якобсен с соавт. анализируя 106 мито-
геномов представителей комплекса C. lavaretus из
разных популяций в Европе, достигли гораздо бо-
лее разрешенной топологии дерева, чем это было
возможно ранее на основе небольших фрагмен-
тов мтДНК [30]. Однако в этот анализ не были
включены представители C. lavaretus из Сибири.
Чтобы частично восполнить этот пробел, в насто-
ящей работе мы предлагаем полные митогеномы
телецких симпатрических сигов C. smitti и
C. l. pravdinellus.

Сиги были пойманы в сентябре 2017 г. в север-
ной части Телецкого озера (52.32° с.ш. 87.50° в.д.)
(Республика Алтай, Западная Сибирь, Россия).
Митогеномы были собраны из данных, полученных
в эксперименте по секвенированию транскрипто-
мов желудочно-кишечного тракта (RNA-seq). То-
тальную РНК из кишечников по одной особи от
каждого сига выделяли с использованием реаген-
та ExtractRNA для выделения суммарной РНК
(ЗАО “Евроген”, Москва) по инструкции произ-
водителя. Целостность выделенной РНК прове-
ряли на электрофоретической системе Bioanalyz-
er 2100 (Agilent Technologies) с использованием
Agilent RNA 6000 Nano Reagents (Agilent Technolo-
gies). Концентрацию РНК в образце измеряли с
помощью флуориметра Qubit (Thermo Fisher Sci-
entific, США). Библиотеку готовили с использо-
ванием набора RNA NEBNext Ultra II для Illumina
(New England Biolabs) в соответствии с инструк-
циями производителя. Контроль качества подго-
товленной библиотеки проводили на приборе
Bioanalyzer 2100 с использованием реагентов Agi-
lent DNA 1000 (Agilent Technologies). Готовую
библиотеку секвенировали на платформе Illumina
NovaSeq 6000 (300 циклов, 2 × 150 пн). Качество
полученных прочтений оценивалось с помощью
FastQC 0.11.7 [31]. Удаление адаптеров и низкока-
чественных ридов выполнялись с помощью Cut-
adapt 1.9.1 [32]. Прочтения были картированы на
митохондриальные геномы Coregoninae и собра-
ны в отдельный файл с помощью bowtie2 2.3.5 (с
параметрами по умолчанию) [33]. Затем эти чте-
ния были собраны de novo в контиги с помощью
инструмента “De Novo Assembly” в CLC Genomics
Workbench с настройками по умолчанию. Полу-
ченные контиги были выровнены на ранее опуб-
ликованный митогеном C. lavaretus (NC_002646.1)
с помощью инструмента CLC “Map Reads to Ref-
erence”. Выровненные на митогеном контиги
объединялись в консенсусную последователь-
ность с помощью инструмента CLC “Extract Con-
sensus Sequence”.

В качестве альтернативного подхода прочте-
ния картировались на референсный митогеном с
помощью инструмента CLC “Map Reads to Refer-
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ence” (настройки по умолчанию) с извлечением
консенсусной последовательности. Затем обе кон-
сенсусные последовательности мтДНК, получен-
ные двумя разными подходами, вручную вырав-
нивались и сопоставлялись друг с другом в
SeaView 4.5.4 [34]. Полученное выравнивание
проверялось вручную, и несколько конфликтую-
щих позиций были исправлены путем сопостав-
ления с результатами обратного картирования
ридов на полученные консенсусные последова-
тельности. Автоматическая аннотация митохон-
дриальных геномов выполнена с помощью Mi-
toAnnotator [35], проверена и скорректирована
вручную. Нами успешно получены митохондри-
альные геномы C. smitti и C. l. pravdinellus длиной
16738 пн со средним покрытием 9301× и 13187×
соответственно (номера доступа в NCBI GenBank
MK913369 и MW817086).

Реконструкция филогенетических отношений
выполнялась при помощи методов максимально-
го правдоподобия (maximum likelihood, ML) и
байесовского анализа (Bayesian inference, BI).
Митохондриальные геномы C. lavaretus были по-
лучены из публичных данных в GenBank (номера
доступа даны на рис. 1), множественное выравни-
вание последовательностей выполнено с помо-
щью Muscle 3.8.31 [36]. Выравнивание было раз-
делено на отдельные партиции согласно схеме
аннотации мтДНК, поиск оптимальной схемы
разделения и выбор моделей нуклеотидных замен
проведен в PartitionFinder 2.1.1 [37] для BI, или в
IQ-TREE 2.1.2 [38] с использованием ModelFinder
[39] для ML-анализа (табл. 1). Программа

MrBayes 3.2.6 [40] использовалась для байесов-
ского анализа со следующими параметрами: два
одновременных запуска по 106 генераций с часто-
той записи параметров каждые 500 генераций.
Первые 25% генераций были исключены как тре-
нировочные (burn-in). ML-анализ выполнен в
программе IQ-TREE, с оценкой устойчивости уз-
лов филогенетических деревьев при помощи про-
цедуры ультрабыстрого бутстрепа [41] с 1000 ре-
плик. Некорректированные генетические ди-
станции между проанализированными
митогеномами были рассчитаны в MEGA7 [42].

Полученные митогеномы различаются по 46
позициям (0.27%). Филогенетические деревья,
реконструированные двумя методами, имеют
одинаковую топологию и помещают обоих иссле-
дованных сигов в “европейскую северо-восточ-
ную” кладу C. lavaretus (согласно [30]) со 100%-ной
поддержкой (на рис. 1 приведены только резуль-
таты BI). Среднее нескорректированное генети-
ческое расстояние (p-distance) между членами
клады составляет 0.14 ± 0.01% (min–max: 0.006–
0.29%), в то время как среднее расстояние до чле-
нов сестринской “Европейской юго-западной”
клады (по [30]) составляет 0.48 ± 0.05%. Таким
образом, совместный анализ митогеномов C. la-
varetus из водоемов Европы и Телецкого озера
подтверждает общее происхождение популяций
сига восточной части Балтийского моря и водое-
мов Сибири. Кроме того, анализ полных митоге-
номов не подтверждает их отдельный таксономи-
ческий статус (как “C. smitti” и “C. l. pravdinellus”),
по крайней мере на основе мтДНК.

Таблица 1. Оптимальные схемы разделения выравнивания и модели нуклеотидных замен, использованные в фи-
логенетическом анализе

Анализ Модель Разделы

BI HKY + I tRNA-Ser, tRNA-His, tRNA-Tyr, tRNA-Ala, tRNA-Pro, tRNA-Glu, tRNA-Met, L-strand 
rep. origin, ATP8, tRNA-Leu, COX2, COX3, COX1, tRNA-Phe, control region, tRNA-Gln

HKY tRNA-Lys, tRNA-Asp, tRNA-Val, tRNA-Trp, 12S, 16S, tRNA-Ser, tRNA-Thr, tRNA-Arg, 
tRNA-Cys

GTR tRNA-Gly, tRNA-Asn, ND4l, ND1, ND3, CYTB, ATP6, ND2, ND4, ND5, tRNA-Ile, 
tRNA-Leu

HKY ND6

ML TN + F tRNA-Phe, 12S, tRNA-Val, 16S, tRNA-Trp, L-strand rep. origin, ND6, tRNA-Thr

TN + F + I tRNA-Leu, ND1, tRNA-Ile, tRNA-Gln, tRNA-Met, ND2, tRNA-Ala, tRNA-Asn, tRNA-Cys, 
tRNA-Tyr, COX1, tRNA-Ser2, tRNA-Asp, COX2, tRNA-Lys, ATP8, ATP6, COX3, tRNA-Gly, 
ND3, tRNA-Arg, ND4l, ND4, tRNA-His, tRNA-Ser, tRNA-Leu2, ND5, tRNA-Glu, CYTB, 
tRNA-Pro, control region
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Филогенетический анализ показал базальное
положение сигов Телецкого озера в пределах их
клады, то есть как наиболее раннюю ветвь, отде-
лившуюся от самого недавнего общего предка
“европейской северо-восточной” клады. В преды-
дущих работах с сибирскими популяциями сигов

показано, что сиги Телецкого озера имеют общие
гаплотипы мтДНК по фрагменту ND1 (975 пн) и
16S-ND1 (1929 пн) с сигами из притоков нижнего
течения р. Обь (Западная Сибирь), бассейнов рек
Большой Енисей и Анабар, водоемов п-ова Тай-
мыр (Восточная Сибирь) и водоемов Фенноскан-

Рис. 1. Филогенетическое дерево комплекса C. lavaretus, полученное при помощи байесовского филогенетического
анализа на основе полных последовательностей мтДНК. Приведены апостериорные вероятности выше 0.7, черные
кружки в узлах означают апостериорную вероятность больше или равную 0.98. Последовательности C. clupeaformis ис-
пользованы в качестве внешней группы. Прочие обозначения: I – Европейская юго-западная клада, II – Европейская
северо-восточная клада (по [30]), D – Дания, B – Балтийское море, С – Чехия.
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JQ661433 C. lavaretus D
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JQ661392 С. lavaretus В
JQ661395 С. lavaretus В
JQ661383 С. lavaretus В
JQ661387 С. lavaretus В
JQ661445 С. lavaretus D
JQ661401 С. oxyrinchus D
JQ661404 С. oxyrinchus D
JQ661390 С. lavaretus В
JQ661474 С. lavaretus D
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дии [13, 26]. Что свидетельствует о широком рас-
пространении и расселении этой гаплогруппы
сигов в водоемах Евразии.

Заселение сигами постледниковых водоемов
Европы из водоемов Сибири скорее всего проис-
ходило двумя путями. В настоящее время извест-
но, что сиги из рефугиумов Алтае-Саянской гор-
ной страны расселялись вниз по течению основ-
ной магистрали р. Обь, и мигрировали как на
восток (в бассейны рек Оленек, Анабар, Пра-
Енисей), так и в западном направлении, до бас-
сейна Балтийского моря [13, 43]. Кроме того,
морфологически и генетически дистантные лед-
никово-равнинные сиги (С. l. pidschian n. glacialis),
вероятно арктического происхождения, мигри-
ровали вдоль побережья в западном направлении
[1]. Таким образом, разнообразие сигов с нижним
и полунижним ртом в европейских водоемах
обеспечивалось гибридизацией, по крайней мере
четырех генетических линий сигов: сформиро-
вавшимся в европейских рефугиумах Альпий-
ской и Североморской, и пришедшими с Востока
Южно-Сибирской и Сибирской Арктической [1, 2].

Исследование поддержано грантом РНФ 17-
74-10071.

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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Phylogenetic Position of Whitefish Coregonus lavaretus (L.)
from Teletskoye Lake (Siberia) Based on Complete Mitochondrial DNA

M. M. Solovyeva, b, *, N. A. Bochkareva, N. V. Oreshkovac, d, E. N. Kashinskayaa, and E. P. Simonova, e
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Taxonomy of the European whitefish Coregonus lavaretus (L.) species complex is known to be extremely in-
tricate. Due to circumpolar distribution and high biological plasticity, many sympatric and allopatric
forms/species of whitefishes have been described. Previously, 106 mitogenomes of C. lavaretus complex from
different populations of the Baltic and North seas were sequenced but it not included any whitefish samples
from Siberia. A sympatric pair of endemic whitefishes (C. smitti and C. l. pravdinellus) inhabit Teletskoye
Lake. In the present article we have obtained the mitochondrial genomes of C. smitti and C. l. pravdinellus
16738 bp length with a high coverage. The mitogenomes were different by 46 positions (0.27%). Comparative
analysis of C. lavaretus mitogenomes from water bodies of Europe and Teletskoye Lake confirms the common
origin of the populations of the eastern part of the Baltic Sea and water bodies of Siberia. In addition, the
analysis of the complete mitogenomes of the C. smitti and C. l. pravdinellus does not confirm their separate
taxonomic status, at least based on mtDNA.

Keywords: Coregoninae, Coregonus smitti, Coregonus lavaretus pravdinellus, Altai Republic, mitogenome, Si-
beria.
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Проведено исследование 49 современных отечественных и зарубежных гибридов сахарной свеклы
методом NBS-профайлинга. Уровень полиморфизма NBS-LRR генов устойчивости гибридов са-
харной свеклы был достаточно высоким и составил 87.77% (74.21% для 15 отечественных гибридов
и 83.80% для 34 зарубежных гибридов), для 11 гибридов были выявлены уникальные NBS-фрагмен-
ты. Кластерный анализ полученных данных выявил дифференциацию отечественных и зарубежных
гибридов сахарной свеклы, что свидетельствует о различии в их наборах генов устойчивости. Кроме
того была выявлена кластеризация ряда зарубежных гибридов в зависимости от селекционной ком-
пании.

Ключевые слова: Beta vulgaris, генетическое разнообразие, R-гены.
DOI: 10.31857/S0016675822010118

Сахарная свекла (Beta vulgaris L. subsp. vulgaris) –
основная техническая культура, выращиваемая
для производства сахара в регионах с умеренным
климатом, в том числе в России. Одним из главных
факторов, влияющих на производство сахарной
свеклы, является пораженность посевов различ-
ными болезнями и вредителями, которые могут
вызывать существенные потери урожая. В этой
связи большое значение приобретает создание
гибридов сахарной свеклы, устойчивых к фито-
патогенам. В настоящее время до 80% открытых
селекционных программ по созданию гибридов
сахарной свеклы направленно на формирование
устойчивости к различным биотическим и абио-
тическим стрессам [1]. При этом важную роль в
селекционном процессе играют современные мо-
лекулярно-генетические методы и подходы, поз-
воляющие значительно ускорить процесс созда-
ния гибридов и сократить затраты [2].

Устойчивость растений ко многим патогенам
обусловливается семейством генов резистентно-
сти (гены устойчивости, Resistance genes, R-гены).
В геноме сахарной свеклы было идентифицировано
715 аналогов R-генов (RGA – Resistance Gene Ana-
logs) [3]. Одним из наиболее распространенных
классов R-генов у B. vulgaris являются NBS-LRR
(Nucleotide Binding Site, Leucine-Rich Repeats) гены,
кодирующие соответствующие консервативные
домены [3, 4]. Показано, что именно NBS-LRR
гены обусловливают устойчивость к таким рас-

пространенным патогенам сахарной свеклы как
ризомания (Beet Necrotic Yellow Vein Virus) и ци-
стовая нематода (Heterodera schachtii Schm.) [5–7].

Для оценки вариабельности R-генов расте-
ний, кодирующих NBS-домен, был разработан
метод NBS-профайлинга, основанный на ампли-
фикации фрагментов R-генов с помощью вырож-
денных праймеров, комплементарных консерва-
тивным участкам NBS-домена (P-петля, киназа 2,
GLPL) [8]. Данный метод является универсаль-
ным и был успешно применен для исследования
генов устойчивости широкого спектра сельскохо-
зяйственных культур [9–12]. Однако ранее NBS-
профайлинг не применялся для изучения NBS-LRR
генов устойчивости сахарной свеклы и других ви-
дов рода Beta.

Целью данной работы является оценка вариа-
бельности NBS-LRR генов устойчивости совре-
менных коммерческих гибридов сахарной свеклы
отечественной и зарубежной селекции методом
NBS-профайлинга.

Для проведения исследования были отобраны
15 отечественных гибридов сахарной свеклы: Ра-
монский МС 46, Рамонский МС 60, Рамоза, РМС
120, РМС 121, РМС 127, РМС 134, РО 117
(ВНИИСС), Гибриды 1146, 1182, 1132, 1177, 1143
(СоюзСемСвекла); Каскад (Льговские семена);
Рубин (Первомайская СОС); и 34 зарубежных ги-
брида сахарной свеклы: Андромеда КВС, Баро-
несса КВС, Дубравка КВС, Маришка КВС, Оле-

УДК 575.174.015.3:633.63
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сия КВС, Светлана КВС (KWS); БТС 320, БТС 590,
БТС 845, БТС 980 (BETASEED); Баккара, Милорд,
Оти, Урал (FLORIMOND); Кариока, Митика, Ми-
шель, Портланд, Шаннон (LION SEEDS); Ангус,
Бугги, Вентура, Гамильтон, Харлей (MARIBO);
Волга, Неро, Риттер (DLF SEEDS); Каньон, Койот,
Шайенн (SESVANDERHAVE); Борислав, Гулли-
вер, Логан, Пушкин (STRUBE), предоставленных
ООО “СоюзСемСвекла” в рамках подпрограммы
“Развитие селекции и семеноводства сахарной
свеклы в Российской Федерации”. 42 из 49 образ-
цов изученной выборки включены в Государ-
ственный реестр селекционных достижений, до-
пущенных к использованию на 2020 г.

ДНК выделяли из свежих проростков (по одно-
му проростку для каждого гибрида) с использова-
нием набора ZR Plant/Seed DNA Mini Prep (Zymo
Research) согласно инструкции производителя.

NBS-профайлинг проводили по стандартной
методике [8], с небольшими модификациями.
Для рестрикции 200 нг геномной ДНК использо-
вали эндонуклеазу MseI (NEB). Полимеразную
цепную реакцию проводили с использованием
набора реактивов производства “Диалат-ЛТД” и
двух праймеров (NBS2 5′-GTWGTYTTICCYRA-
ICCISSCAT-3′ и NBS7 5′-ATTGTTGGRATGGG-
MGGIMTIGG-3′) [8], в термоциклере Т100TM

(Bio-Rad). Продукты реакции амплификации
разделяли электрофорезом в денатурирующем

6%-ном полиакриламидном геле в 1× TBE буфере
в камере Sequi-Gen® GT Sequencing Cell (Bio-Rad),
затем гели окрашивали нитратом серебра [13].

Наличие/отсутствие продуктов амплифика-
ции отмечали визуально, учитывали только четко
воспроизводимые фрагменты, результаты зано-
сили в бинарную матрицу (1/0) в программе Mic-
rosoft Excel. Расчет коэффициента генетического
сходства Дайса между парами образцов проводи-
ли с использованием программы PAST 3.16 [14].
Значения ожидаемой гетерозиготности (Не) рас-
считывали с помощью программы GenAlEx6.41
[15]. Кластерный анализ проводили методом
Neighbor-Joining (NJ) в программе MEGA 7 [16].

В ходе NBS-профайлинга 49 гибридов сахар-
ной свеклы с использованием двух праймеров
было выявлено 368 фрагментов, в том числе 323
полиморфных (табл. 1). Для каждого изученного
образца сахарной свеклы был получен уникальный
NBS-спектр, а для двух отечественных и девяти за-
рубежных гибридов были идентифицированы уни-
кальные фрагменты. При этом для образцов БТС-
320 (BETASEED), Шайенн (SESVANDERHAVE) и
Рамоза (ВНИИСС) выявлено по два уникальных
фрагмента. Присутствие уникальных фрагментов
в NBS-спектрах отдельных образцов позволяет
предположить наличие у них специфичного на-
бора генов устойчивости.

Таблица 1. Показатели генетического разнообразия гибридов сахарной свеклы по данным NBS-профайлинга
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Общая выборка, 
NBS2/MseI 196 167 10 85.2 – –

Общая выборка, 
NBS7/MseI 172 156 4 90.7 – –

Общая выборка, 
NBS2/MseI и NBS7/MseI 368 323 14 87.77 0.265 0.71–0.91

Отечественные гибриды, 
NBS2/MseI и NBS7/MseI 318 236 3 74.21 0.260 0.73–0.88

Зарубежные гибриды, 
NBS2/MseI и NBS7/MseI 358 300 11 83.80 0.260 0.72–0.91
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Уровень генетического разнообразия изучаемой
выборки оказался достаточно высоким и составил
87.77%, а показатель ожидаемой гетерозиготности
(He) – 0.265. При этом для 15 отечественных гибри-
дов уровень полиморфизма составил 74.21%, а для
34 зарубежных – 83.80% (табл. 1). Несмотря на то,
что NBS-профайлинг ранее не применялся для
изучения представителей рода Beta, данный ме-
тод был успешно использован для изучения дру-
гих сельскохозяйственных культур и родствен-
ных видов с использованием системы из двух
комбинаций праймер/фермент, что позволяет
сравнить полученные данные. Так, более низкий
уровень вариабельности (70.6%) был показан для
66 образцов картофеля отечественной и зарубеж-
ной селекции (NBS7/MseI и NBS9/MseI), а для
одного сорта был выявлен уникальный фрагмент
[12]. Существенно ниже был уровень полимор-
физма NBS-LRR генов устойчивости 53 сортов
твердой пшеницы (34%), выявленный с помощью
рестриктазы MseI и пяти NBS-праймеров [9].
Уровень вариабельности генов устойчивости 46
представителей рода Malus выявленный с использо-
ванием комбинаций праймер/фермент NBS2/MseI
и NBS5/MseI составил 79%, при этом для изучен-
ных сортов яблони отечественной и зарубежной
селекции данный показатель был ниже и соста-
вил 49% [11]. При исследовании межвидового по-
лиморфизма NBS-LRR генов устойчивости 46
образцов рода Cucumis (NBS3/MseI и NBS5/MseI)
уровень вариабельности составил 89% [10]. Инте-
ресно, что уровень внутривидового разнообразия
генов устойчивости изученных гибридов сахар-
ной свеклы оказался сопоставим с выявленным в
вышеперечисленных работах межвидовым уров-
нем разнообразия, и был выше, чем внутривидо-
вой у преимущественно вегетативно размножае-
мых культур, таких как картофель и яблоня.

Таким образом, система NBS-профайлинга,
впервые примененная для анализа генетического
разнообразия гибридов сахарной свеклы оказа-
лась эффективной несмотря на относительно не-
большое число генов устойчивости в геноме са-
харной свеклы [3], а уровень их полиморфизма
был достаточно высоким. В целом, учитывая
узость генетической базы сахарной свеклы, обу-
словленную ее происхождением и почти полным
переходом на ЦМС-гибриды, уровень полимор-
физма генома данной культуры, выявленный ра-
нее с использованием различных типов маркеров
достаточно велик. Так, SSR-анализ 40 гибридов
сахарной свеклы показал значительный уровень
полиморфизма не только между гибридами, но и
внутри гибридов (до семи аллельных вариантов
по одному локусу) [17]. А уровень генетического
полиморфизма 43-х российских и иностранных
гибридов сахарной свеклы, выявленный с помо-
щью AFLP-анализа, составил 91% (75.8% – для

восьми отечественных и 87.6 – для 35 зарубежных
гибридов) [18].

Среднее значение коэффициента попарного
генетического сходства Дайса для всей изученной
выборки составило 0.81, при максимальном зна-
чении 0.91 (между образцами Ангус и Гамильтон
(MARIBO)), и минимальном – 0.71 (между образ-
цами Мишель (LION SEEDS) и Гибрид 1182 (Со-
юзСемСвекла)). Минимальный уровень сходства
между иностранными гибридами отмечен для об-
разцов Мишель (LION SEEDS) и Олесия (KWS)
(0.72), максимальный совпадает с показателем
для общей выборки. Отечественные гибриды Ру-
бин (Первомайская СОС) и Гибрид 1143 (Союз-
СемСвекла) имели наибольшее сходство, а ги-
бриды РМС-121 (ВНИИСС) и Гибрид 1177 (Со-
юзСемСвекла) – наименьшее.

На основе данных NBS-профайлинга была по-
строена дендрограмма на которой отечественные
и зарубежные гибриды сахарной свеклы форми-
руют отдельные кластеры (рис. 1). Такое разделе-
ние может свидетельствовать о существенном
различии в наборах генов устойчивости гибридов
разного происхождения, которое, по-видимому,
связано с использованием различных генетиче-
ских баз для их создания. Ранее с помощью
AFLP-анализа также была выявлена дифферен-
циация зарубежных и отечественных гибридов
[18]. При этом для отечественных гибридов, как
правило, характерна более высокая адаптив-
ность, устойчивость к корневым и кагатным гни-
лям и лежкость, что важно из-за особенностей
технологии хранения и переработки сахарной
свеклы в нашей стране. Однако в настоящее вре-
мя на высокопродуктивные зарубежные гибриды,
обладающие комплексной устойчивости к болез-
ням, приходится более 90% посевов сахарной
свеклы в России.

Отдельно была рассмотрена дифференциация
зарубежных и отечественных гибридов. Среди
проанализированных отечественных гибридов
(преимущественно двух производителей) не на-
блюдается дифференциации по происхождению.
Зарубежные гибриды формируют несколько под-
кластеров, объединяющих гибриды одной селек-
ционной компании. Так, отдельный подкластер
формируют восемь гибридов датских компаний
MARIBO и DLF SEEDS, вместе группируются пять
из шести изученных гибридов компании KWS, а
также четыре гибрида компании BETASEED.
Остальные зарубежные гибриды формируют сме-
шанные подкластеры (рис. 1).

В исследованиях, проведенных ранее с помо-
щью других методов, также наблюдалась диффе-
ренциация гибридов некоторых производителей.
Так, из трех групп образцов, выявленных при
анализе популяционной структуры 54 гибридов
сахарной свеклы пяти американских компаний с
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помощью SSR, DАrT и SNP маркеров, одна группа
была сформирована гибридами компании Holly
Hybrids, а остальные имели смешанный состав
[19]. По данным SSR-анализа 40 зарубежных ги-
бридов сахарной свеклы тринадцати компаний не
группировались в зависимости от производителя,
кроме девяти гибридов компании KWS [17]. Диф-
ференциация образцов производства компаний
BETASEED и KWS была выявлена с помощью
AFLP-анализа гибридов восьми различных зару-
бежных производителей [18].

Выявленная дифференциация гибридов са-
харной свеклы может свидетельствовать о том,

что производители используют различные источ-
ники и разных доноров устойчивости при созда-
нии гибридов. Известно, что в селекции сахарной
свеклы на устойчивость часто применяют близ-
кородственные виды секции Beta, например,
свеклу морскую (B. vulgaris ssp. maritima) как источ-
ник генов устойчивости к ризомании и церкоспоро-
зу [20]. В отечественной селекции на устойчивость к
биотическим стрессам использовались и представи-
тели секции Corollinae, такие как B. corolliflora и
B. trigyna [2]. Разработанная система NBS-про-
файлинга в дальнейшем может быть использова-

Рис. 1. Дендрограмма, построенная по данным NBS-профайлинга 49 образцов сахарной свеклы методом Neighbor-
Joining. 1: * – отечественные гибриды; 2: зарубежные гибриды d – KWS; j – MARIBO; h – LION SEEDS; n – FLORI-
MOND; s – SESVANDERHAVE; e – DLF SEEDS; r – BETASEED; m – STRUBE.
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на для изучения полиморфизма и поиска доноров
генов устойчивости для селекции у видов рода Beta.

Таким образом, был впервые изучен полимор-
физм NBS-LRR генов устойчивости современных
гибридов сахарной свеклы методом NBS-профай-
линга. Выявлен высокий уровень полиморфизма
генов устойчивости как отечественных, так и зару-
бежных гибридов и показана их дифференциация
в зависимости от происхождения и компании
производителя.

Работа выполнена в рамках темы государствен-
ного задания ИОГен РАН “Разработка и примене-
ние систем молекулярных маркеров для создания
отечественных гибридов сахарной свеклы”.

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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NBS-LRR Resistance Genes Polymorphism
of Sugar Beet Hybrids according to NBS-Profiling Data

A. A. Trifonovaa, *, E. R. Paradnyaa, K. V. Borisa, and A. M. Kudryavtseva
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NBS-profiling was used to study 49 modern Russian and foreign sugar beet hybrids. The detected NBS-LRR
resistance genes polymorphism was rather high – 87.77% (74.21% for 15 Russian hybrids and 83.80% for 34
foreign hybrids), for 11 hybrids unique NBS-fragments were detected. Cluster analysis revealed the differen-
tiation of Russian and foreign sugar beet hybrids, which indicates a difference in their sets of resistance genes.
In addition, the clustering of a number of foreign hybrids was revealed depending on the seed company.

Keywords: Beta vulgaris, genetic diversity, R-genes.


