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Обзор посвящен описанию аллельных вариантов генов Rht и их влияния на признаки, связанные с
ростом, развитием и урожайностью растений пшеницы. Рассмотрено влияние генов Rht на рост и
развитие растений пшеницы через посредство DELLA-белков. Предлагается новая классификация
растений пшениц по высоте (длине стебля), основанная на наличии/отсутствии в их генотипах кон-
кретных аллелей генов Rht, определяемых молекулярно-генетическими методами.

Ключевые слова: зеленая революция, короткостебельность, генетический контроль, гены Rht,
DELLA-белки.
DOI: 10.31857/S0016675821020107

В 1950–1960 гг. в мировом аграрном секторе
произошла “зеленая революция”, обусловившая
значительное увеличение валового сбора зерна
мягкой пшеницы (Triticum aestivum L.) в развива-
ющихся странах (Мексика, Колумбия, Индия,
Пакистан и ряд других стран Южной и Юго-Во-
сточной Азии). Для увеличения урожайности се-
лекционерами были успешно использованы рас-
тения пшеницы, нечувствительные к длине дня
(фотопериоду), устойчивые к полеганию и облада-
ющие высокой продуктивностью, обусловленной
отзывчивостью интенсивных сортов пшеницы на
высокие дозы минеральных удобрений [1–6]. Счи-
тается, что широкое использование в сельскохо-
зяйственном производстве короткостебельных
растений мягкой пшеницы являлось ключевым
моментом успеха всех программ селекции пше-
ниц в ходе “зеленой революции” и обусловливало
повсеместное увеличение урожайности [7], свя-
занное в первую очередь с устойчивостью расте-
ний новых сортов к полеганию (tolerance to lodg-
ing) при использовании высоких доз минеральных
удобрений [8]. В свою очередь, в таком повыше-
нии устойчивости пшеницы к полеганию за счет
короткостебельности главенствующую роль сыгра-
ли гены Rht (от англ. reduced height), контролирую-
щие выраженность признака “высота растения”
[9]. Мутантные аллели этих генов обусловливают
существенное уменьшение высоты растения за
счет укорочения длины их стебля. Это позволяет
растению удерживать более тяжелый колос и не

полегать, несмотря на то что механическая устой-
чивость стебля короткостебельных сортов пше-
ницы не выше, чем у обычных (~100–120 см) и да-
же высокорослых (~120–140 см) сортов [10]. При
полегании растений резко снижается эффектив-
ность механизированной уборки; более того, ка-
чество зерна падает из-за повышенной влажно-
сти, так как колос полегших растений оказывает-
ся покрыт другими растениями или лежит на
влажной почве. При интенсивных технологиях
возделывания существенное увеличение урожай-
ности дают растения только с полукарликовыми
короткостебельным фенотипами [11]. Такие рас-
тения характеризуются уменьшением длины
стебля соответственно на 24–30 и 40–50% от нор-
мы (стандарта), в то время как значительно менее
урожайные карликовые – на 50–60% (рис. 1). Для
описания фенотипов растений пшениц по при-
знаку “высота растения (длина стебля)” мы сочли
целесообразным подвести под “гибридную”
классификацию, основанную на работах S. Boro-
evic [12] и М.М. Якубцинера с соавт. [13] и сло-
жившуюся к настоящему времени в русскоязыч-
ной традиции перевода английских терминов, ка-
сающихся фенотипов [14], молекулярно-
генетическую основу (см. рис. 1). При этом пред-
почтение отдано первому автору (S. Boroevic [12]).
Мы приняли перевод “stunted” как “малорос-
лые”, “dwarf” – как “карлики”, “semidwarf” – как
“полукарлики”, “short straw” – короткостебель-
ные, “middle straw” – как среднерослые, “tall
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straw” – как длинностебельные (высокорослые).
В англоязычной литературе отсутствует термин
“extreme tall straw”, так как такие сорта встреча-
ются только в стародавнем сортименте России и
Польши [13] и не представлены в западных пуб-
ликациях. Несмотря на несовершенство и проти-
воречивость классификаций сортообразцов пше-
ницы S. Boroevic [12] и М.М. Якубцинера с сотр.
[13] по высоте растений, к настоящему времени
ничего лучше не предложено. В классификацию
нами внесено еще одно новшество: нами допол-
нительно разделены полукарлики и короткосте-
бельные растения на два класса – соответственно
полукарлики 1 и полукарлики 2, а также коротко-
стебельные 1 и короткостебельные 2, в соответ-
ствии с наличием у них генов Rht или их аллелей.
Мы учли ранее высказанную критику этих клас-
сификаций [9, 15]. Неоднократно отмечалась за-
висимость выраженности признака “высота рас-
тений” от условий внешней среды [9, 15, 16] и,
как следствие, условность деления сортообразцов
пшеницы на классы [9, 15]. В случае использова-
ния не маркерных сортов (стандартов), а инфор-
мации о конкретных аллелях мутантных генов Rht
(см. рис. 1), т.е. стабильных при любых внешних
условиях ДНК-маркеров, такая классификация
становится на надежную основу и перестает быть
подверженной модифицирующему действию
окружающей среды.

ПРОИСХОЖДЕНИЕ МУТАНТНЫХ
АЛЛЕЛЕЙ ГЕНОВ Rht

Неудивительно, что после первых успешных
экспериментов по возделыванию короткосте-
бельных сортов пшениц исследователи со всего
мира занялись поиском генов, приводящих к
уменьшению высоты растений за счет уменьше-
ния длины их стебля, и изучением механизмов
действия таких генов. Всего на сегодняшний день
описано 19 генов Rht, в том числе семь мутантных
аллелей гена Rht-1, а также ряд аллелей гена Rht8
(табл. 1), всестороннее изучение которых позво-
лило в значительной степени расширить гено-
фонд короткостебельных пшениц для использо-
вания в селекционных программах как мягкой
[17], так и твердой пшениц [15]. Первыми из ге-
нов, влияющих на выраженность признака “дли-
на стебля” у пшеницы, были описаны гены Rht-1
(табл. 1), изначально обозначенные как Sd1 и Sd2
[18]. Символика Sd1 и Sd2 была признана неудач-
ной и R.A. McIntosh заменил ее на более удачную
с его точки зрения, Rht [19]. Показано, что му-
тантные аллели данных генов, обусловливающие
разную выраженность признаков “карликовость”
и “короткостебельность” у пшеницы, широко ис-
пользовались [17] и до сих пор используются в се-
лекционных программах по всему миру. Мутант-
ные аллели генов-гомологов Rht-1 выявлены

только в геномах B и D полиплоидных пшениц.
Эти аллели, приводящие к укорочению длины
стебля, были идентифицированы более чем у 70%
“карликовых” (в отечественной литературе “ко-
роткостебельных”) сортов пшеницы в мире [20].
При этом аллельные варианты Rht-B1b и Rht-D1b
были выявлены у изученных сортов в 90% случаев
[21]. Оба мутантных аллеля происходят от полу-
карликового японского сорта мягкой пшеницы
Norin 10. В Международном центре по улучше-
нию пшеницы и кукурузы (СИММИТ, Мексика)
при селекции на короткостебельность был ис-
пользован его низкорослый гибрид с высокорос-
лым сортом Brevor (линия Norin 10-Brevor 14,
=синоним Sel. 14 (CI 13253)) [22].

Интерпретация молекулярными биологами 
понятий “доминантности”/“рецессивности” 

генов Rht

“Доминантность” и “рецессивность” – очень
важные характеристики генов. Они важны как при
изучении характера наследования признаков, так и
в селекционных работах для планирования схем
скрещивания и выбора стратегии отбора. В миро-
вой литературе и в “Каталоге символов генов
пшеницы” [19] сложилась необъяснимая традиция
обозначать рецессивные гены rht1 и rht2 символами
доминантных генов Rht1 и Rht2. В последних изда-
ниях “Каталога…”, выпускаемых при активном уча-
стии молекулярных биологов, данные гены приво-
дятся как аллели генов-ортологов (гомологов)
Rht-1 [23]. Доминантные аллели получили, нако-
нец, адекватные символы Rht-В1а и Rht-D1а, но
при этом аллели Rht-В1b и Rht-D1b, несмотря на
то что они обозначены как доминантные (с за-
главной буквы), описаны авторами “Каталога…”
как рецессивные. Однако и в этом случае мутант-
ный полудоминантный ген Rht3 получил символ
Rht-В1c, т.е. рецессивного аллеля. Информация о
типе наследования признака “короткостебель-
ность” (доминантности/рецессивности генов)
дана в табл. 1. В “Каталоге…” также сложилась не-
определенная ситуация и с доминантностью–ре-
цессивностью аллелей гена Rht8. Если в молекуляр-
ной биологии понятие “аллели” – это варианты не-
ких последовательностей генов, то для генетики и
селекции необходима конкретная информация об
аллельных вариантах генов и, что не менее важно, о
межаллельном взаимодействии. Информация о
доминантности/рецессивности других генов, на-
пример Ppd [24] или ген Q [25], в “Каталоге…”
также представлена неудовлетворительно.

Источники мутантных генов Rht

Естественные (природные) мутации, обуслов-
ливающие укорочение длины стебля у пшеницы,
за исключением аллелей Rht-B1b, Rht-D1b, Rht4 и
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Rht8, описаны крайне редко. Например, доми-
нантный ген Rht24 был обнаружен среди реком-
бинантов в инбредных линиях, полученных от
скрещивания линий Jingdong 8 и Aikang 58 [26]. В

популяции рекомбинантных инбредных линий,
полученных от скрещивания двух короткосте-
бельных форм UC1110 (генотип Rht-D1b) и PI
610750 (генотип Rht-B1b), недавно был выявлен

Рис. 1. Схема влияния мутантных аллелей Rht-генов на выраженность признака “длина стебля” пшениц по сравнению
с обычной длиной (усредненные данные). Нормальная длина (standard) принята за 100%. Цифрами над генами обо-
значены источники литературы, в которых для представленных на рисунке мутантных аллелей генов Rht указана раз-
личная длина стебля. 1, 2, 5, 6, 8 – [78, 94, 96]; 3 – [97]; 4 – [52]; 7 – [77].
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доминантный ген Rht25 [27]. Мутантный аллель
Rht25b, вызывающий короткостебельность (semi-
dwarf), по-видимому, происходит от родителя-син-
тетика, у которого либо сорт твердой пшеницы (Trit-
icum durum Desf.) Croc 1, либо образец дикого вида
Aegilops tauschii Coss. (syn. Ae. squarrosa L.) был источ-
ником нового аллеля гена, детерминирующего ко-
роткостебельный фенотип [28]. Стоит отметить, что
образцы донора генома D полиплоидных пшениц
Aegilops tauschii могут оказаться перспективными
источниками новых генов Rht [29].

В 1970-е гг. посредством использования мето-
дов мутагенеза удалось получить значительное
число новых эффективных аллелей генов Rht. А
именно гены Rht12, Rht14 и Rht18 были выделены

из потомств гибридов Ningchun 45, Karcagi 12 и

селекционных линий Castelporziano (PI347731) и

Icaro (PI503555), происходящих из радиационных

мутантов сортов Karcagi, Capelli и Anhinga, получен-

ных в результате обработки их зерен гамма-лучами,

медленными или быстрыми нейтронами соответ-

ственно [30–32]. Химический мутагенез, а именно

использование этилметансульфоната (EMS) и ме-

тилнитромочевины (MNM), был применен для об-

работки зерен сортов Marfed, Chris и Edmor. В ре-

зультате были выделены мутантные короткосте-

бельные формы Marfed М, Mutant Chris (MN6616M)

и Edmore M1 (PI499362), у которых были обнару-

жены новые гены и аллели генов Rht, а именно

Rht5, Rht16, Rht-B1e и Rht-B1p, обусловливающие

Таблица 1. Список генов Rht и их доноров

* Ранее обозначенные Э.Б. Алиевым [47] теми же символами гены Rht8 и Rht 9 и локализованные автором в хромосомах 2В и
2D сортов Sharbati Sonora и Скороспелка 35 не идентифицированы. Возможно, снижение высоты у этих сортов – результат
плейотропного эффекта доминантных генов Ppd2 и Ppd1, контролирующих в них нечувствительность к длине дня [9]. Также
до сих пор не идентифицированы гены у мутантов сорта Мироновская 808, полученных Л.А. Писаревой [48], названных Кар-
лик, Полукарлик и Л-39.

Ген/аллель Тип наследования
Локализация 

в хромосоме
Донор

Источник 

литературы

rht-В1/Rht-B1b (Rht1) Рецессивный 4BS Norin 10  [40, 54, 92]

Rht-В1/Rht-B1c (Rht3) Полудоминантный 4BS Tom Thumb  [54, 76]

rht-В1/Rht-B1e (Rht11) Рецессивный 4BS Karlik 1  [54, 79]

rht-В1/Rht-B1p (Rht17) » 4BS Chris M1  [33, 54]

rht-В1/Rht-B1bE529K » 4BS Kronos  [27]

rht-D1/Rht-D1b (Rht2) » 4DS Norin 10  [54, 92]

Rht-D1/Rht-D1c (Rht10) Доминантный 4DS Ai-Bian  [54, 93]

Rht4 » 2BL Burt M937  [54, 94]

Rht5 » 3BS Marfed M1  [54, 94]

Rht6 » Нет данных Magnif 41  [54, 78]

Rht7 » 2AS BerséeMult  [54, 79]

Rht8/Rht8a (WMS261-165)* ? 2DS Mara, Sava  [54, 94]

Rht8/Rht8b (WMS261-174) ? 2DS Odom  [88]

Rht8/Rht8c (WMS261-192) Доминантный 2DS Краснодарский карлик  [87]

Rht9* » 7BL Mara  [54, 95]

Rht12 » 5AL Karcagi 522M7K  [54, 94]

Rht13 » 7BS Magnifi 41M1  [54, 64, 96]

Rht14 » Нет данных Castelporziano  [54, 78]

Rht15 » » Durox  [54, 77]

Rht16 » » Edmore M1  [54, 78]

Rht18 » 6A Icaro  [54, 90]

Rht19 » Нет данных Vic M1  [54, 78]

Rht20 » » Burt M860  [54, 78]

Rht22 » 7AS Aiganfanmai  [89]

Rht23 » 5DL Sumai 3  [91]

Rht24 » 6AL Aikang 58 × Jingdong 8  [26]

Rht25 » 6AS UC1110 × PI610750  [28]
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уменьшение длины стебля [30, 33, 34]. В еще од-
ном эксперименте мутантные растения пшеницы
с различной степенью выраженности признака
“длина стебля” (всего 366 мутантов) были полу-
чены как химическим (в результате обработки
EMS), так и радиационным (гамма-облучение)
мутагенезом при обработке зерен китайского
сорта мягкой пшеницы Jing 411. В поколении М6

этого мутанта были выделены перспективные
низкорослые (короткостебельные) линии [35], но
их генетический анализ для идентификации му-
тантных генов и их аллелей авторы не проводили.

В настоящее время различные мутантные гены
Rht активно изучаются с целью увеличения уро-
жайности сортов мягкой пшеницы [36–46]. Ряд та-
ких генов до сих пор не идентифицирован [47, 48].

ВАРИАНТЫ ГЕНОВ Rht
Все гены Rht можно условно разделить на две

группы: чувствительные к гиббереллиновой кис-
лоте (ГК3) и нечувствительные к ней. ГК3 являет-

ся гормоном растений, влияющим на многочис-
ленные процессы их вегетативного и генератив-
ного развития, в том числе на прорастание
зерновок и удлинение стебля [49].

Гены Rht, нечувствительные к гиббереллину
Все мутантные аллели гена Rht-1 являются не-

чувствительными к экзогенному гиббереллину, то-
гда как почти все остальные мутантные аллели дру-
гих генов Rht, описанные к данному моменту време-
ни, являются чувствительными к нему (рис. 1, 2).
Кроме того, разные аллели гена Rht-1 приводят к
неодинаковому уменьшению длины стебля. Так,
наиболее широко используемые в селекции алле-
ли гена Rht-1 (Rht-B1b и Rht-D1b) обусловливают
короткостебельный фенотип по нашей класси-
фикации (рис. 1). Тогда как аллель Rht-B1с обу-
словливает более выраженное снижение длины
стебля растения, давая карликовый фенотип
(рис. 1).

Объединение в одном растении аллелей Rht-B1b
и Rht-D1b является нежелательным, поскольку
приводит к образованию излишне выраженного
низкорослого фенотипа и вследствие этого обу-
словливает низкую зерновую продуктивность таких
растений [3]. Наличие же у растений пшеницы
только одного из двух аллелей Rht-B1b или Rht-D1b
в значительной степени увеличивало их продук-
тивность [50]. По этой же причине аллели, приво-
дящие к карликовому фенотипу, такие как Rht-B1c
и Rht-D1c, не используются в селекции культуры
[51, 52]. Более того, в условиях засухи для низко-
рослых (короткостебельных) растений пшеницы
с аллельными вариантами Rht-B1b или Rht-D1b
было установлено достоверное снижение как
числа зерен в колосе, так и массы 1000 зерен и,
следовательно, общее снижение урожая по срав-
нению с высокорослыми сортами с аллелями Rht-
B1a и Rht-D1a [53]. В ряде исследований было по-
казано, что аллели Rht-B1b или Rht-D1b вызывают
не только укорочение длины стебля, но и умень-
шение длины колеоптиля и корней, что в конеч-
ном счете приводит к снижению эффективности
использования воды из почвы и устойчивости к
засухе [53–57].

Молекулярные механизмы
гиббереллин-зависимого роста растения пшеницы

Влияние мутантных генов Rht-1 на высоту рас-
тения (длину стебля) пшеницы опосредуется тем,
что они кодируют DELLA-белки, которые явля-
ются основными регуляторами сигнального пути
ГК3 и супрессорами роста растений. Данные бел-

ки входят в состав семейства транскрипционных
регуляторов GRAS и содержат в своей последова-
тельности два отдельных домена: N-концевой ре-
гуляторный домен, который служит для распо-
знавания и связывания ГК3, и C-концевой функ-

циональный домен GRAS [58].

Различные участки домена GRAS DELLA-бел-
ков могут связываться с ДНК-связывающими до-

Рис. 2. Распределение генов Rht на чувствительные, нечувствительные к гиббереллину, а также с неопределенным ха-
рактером реакции (?).

Гены Rht
?

ГИББЕРЕЛЛИН- ГИББЕРЕЛЛИН-

НЕЧУВСТВИТЕЛЬНЫЕ ЧУВСТВИТЕЛЬНЫЕ

Rht-1 (Rht-B1b, Rht-B1c, Rht-B1e,

Rht-B1p, Rht-B1bE529K, Rht-D1b,

Rht-D1c)

Rht22, Rht23, Rht24

Rht4, Rht5, Rht6, Rht7, Rht8, Rht9,
Rht12, Rht13, Rht14, Rht15, Rht16,
Rht18, Rht19, Rht20, Rht25
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менами некоторых транскрипционных факторов,
блокируя их функцию. Более того, DELLA-белки
влияют на рост и развитие растений путем связы-
вания с другими белками, не являющимися тран-
скрипционными факторами, контролируя и из-
меняя их функции в клетке. Однако DELLA-бел-
ки не всегда действуют в качестве супрессоров
роста: было показано, что они оказывают пози-
тивное действие на высоту растения при неблаго-
приятных условиях, например таких как холод
[59], засоленность почвы [60, 61] и деэтиолирова-
ние [62–64]. Таким образом, DELLA-белки спо-
собствуют адаптации растений к неблагоприят-
ным условиям окружающей среды, осуществляя
баланс между ростом и ответом на стресс в небла-
гоприятных условиях.

Наличие большого количества DELLA-белков
в клетках растения уменьшает длину стебля за
счет замедления роста растений путем связыва-
ния с транскрипционными факторами и другими
компонентами сигнального пути ГК3 [58, 65–67].

Процесс деградации DELLA-белков с помощью
ГК3, в результате которого уменьшается их влия-

ние на увеличение длины стебля, подробно опи-
сан для резуховидки Таля (Arabidops isthaliana (L.)
Heynh.) [68, 69]. Однако было высказано предпо-
ложение, что аналогичный механизм присутству-
ет и у других видов цветковых растений [69]. У
Arabidopsis thaliana ГК3 узнается и связывается ре-

цепторным белком GID1, в результате чего его
N-концевой район изменяет конфигурацию и за-
крепляет ГК3 в молекуле белка GID1 [70]. Таким

образом, образуется комплекс GA–GID1, кото-
рый впоследствии связывается с DELLA-белком
с помощью мотива TVHYNP, образуя комплекс
GA–GID1–DELLA [70]. В свою очередь GA–
GID1–DELLA увеличивает способность DELLA
распознаваться белками F-box (SLY1 в случае с
Arabidopsis), которые отвечают за образование
SCF (SKP1, CULLIN, F-box) E3 убиквитин-ли-
газного комплекса, его убиквитинацию и далее
деградацию DELLA в протеасоме 26S [71] (рис. 3).
Таким образом, ГК3 способствует уменьшению

количества DELLA-белков в клетке и соответ-
ственно уменьшению их негативного влияния на
рост растения [68, 72].

Было показано, что мутантные аллели гена
Rht-1 снижают чувствительность растения к ГК3,

так как эти мутации уменьшают способность
DELLA-белков связываться с комплексом GA–
GID1 [28, 51, 73]. Таким образом, обработка расте-
ния экзогенной ГК3 не вызывает у них увеличения

длины стебля [22]. Наличие у растений данных ал-
лелей гена Rht-1 можно выявить по отсутствию их
ответа на обработку экзогенной ГК3 [53]. Однако

данный способ не позволяет выявить различия меж-
ду аллельными вариантами Rht-B1b и Rht-D1b, так
как они оба дают схожий фенотип при обработке

экзогенной ГК3. В этом случае для определения

конкретного аллельного варианта гена Rht-1 ис-
пользуются методы молекулярной биологии [74].

Аллели Rht-B1b и Rht-D1b. Мутации Rht-B1b и
Rht-D1b приводят к образованию преждевремен-
ных стоп-кодонов [51, 73] (рис. 4). Оба данных
мутантных варианта аллелей обусловливают со-
поставимый эффект уменьшения длины стебля:
примерно на 24% по сравнению с его нормальной
длиной (табл. 1, рис. 1), что хорошо объясняется
схожим механизмом действия мутации. Так как ал-
лели Rht-B1b и Rht-D1b образуют активные продук-
ты, то в обоих случаях мутантный фенотип может
образовываться двумя путями. Первый вариант: му-
тантный фенотип опосредован коротким N-конце-
вым пептидом, который образуется в результате аль-
тернативного стоп-кодона. DELLA-домен данного
укороченного N-концевого пептида гипотетически
может связываться с GID1 и таким образом подав-
лять сигнал ГК3 [73]. При втором варианте воз-

можна реинициация трансляции после стоп-ко-
дона, что приводит к образованию укороченного
с N-конца продукта (C-концевой пептид). Дан-
ный продукт не может связываться с рецептором
GID1, таким образом препятствуя деградации
DELLA-белков и подавляя ГК-зависимый рост и
развитие. Реинициация трансляции возможна в
случае, если рибосома продолжит сканирование
цепи после стоп-кодона и обнаружит метионин
[51]. У аллелей Rht-B1b и Rht-D1b после мутант-
ных стоп-кодонов следуют несколько метиони-
нов, что согласуется с гипотезой реинициации
трансляции. Второй вариант подтверждается
фактом, что аналогичный аллель гена коротко-
стебельности кукурузы D8-Mpl также кодирует
продукт, укороченный с N-конца [73]. В целом
вторая гипотеза имеет большее число подтвер-
ждений, чем первая [51, 73, 75]. Таким образом,
вероятнее всего аллели Rht-B1b и Rht-D1b гена
Rht-1 пшеницы, как и аллель гена D8-Mpl кукурузы,
кодируют белок, у которого отсутствует С-конце-
вая последовательность.

Аллель Rht-B1c. У аллеля Rht-B1c, обусловлива-
ющего сильное уменьшение длины стебля (рис. 1),
обнаружено нарушение на N-концевом кодирую-
щем участке [51]. Предполагается, что белковый
продукт данного мутантного аллеля, не связыва-
ется с ГК3. Мутацией является участок размером

2026 пн, встроившийся в GA–GID1 связываю-
щий домен, а не замена нуклеотида, приводящая
к образованию нового стоп-кодона. Большая
часть данной инсерции удаляется в результате
сплайсинга, что приводит к образованию допол-
нительной 30-аминокислотной последовательно-
сти (рис. 4) [51, 76]. Растения с аллелем Rht-B1b
или Rht-D1b имеют более длинный стебель, чем
растения с аллелем Rht-B1c, так как имеющаяся у
него инсерция в DELLA-домен нарушает его
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Рис. 3. Схема деградации DELLA-белков. Мутантные аллели гена Rht-1 кодируют дефектный белок DELLA, что при-
водит к нарушению его связывания с комплексом GA–GID1 [68, 69].
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Рис. 4. Выравнивание аминокислотных последовательностей различных аллельных вариантов генов Rht-B1 и Rht-D1.
“-” – вставка размером в 30 аминокислот в аллельном варианте Rht-B1c. “X” – преждевременный стоп-кодон. Числа-
ми над выравниванием показаны позиции аминокислот согласно последовательности аллельного варианта Rht-Ala
JF930277.
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связь с GA–GID1 комплексом [52], что является
основой сигнального пути ГК3. Наличие аллеля

Rht-B1c вызывает уменьшение длины стебля, сопо-
ставимое с таковым у мутантного растения, имею-
щего два мутантных аллеля Rht-B1b и Rht-D1b одно-
временно (~60%), а растения с двумя аллелями
одновременно Rht-B1c и Rht-D1b формируют са-
мый короткий стебель – более 70% уменьшения его
длины по сравнению с нормальным фенотипом.

Аллели Rht-B1e и Rht-B1p. Изначально в работе
C.F. Konzak [77] были описаны два гена Rht11 и
Rht17. В работах M.H. Ellis с соавт. [74, 78] данные
гены были определены как ГК-нечувствитель-
ные, что показало их сходство с геном Rht-1. Од-
нако в работах М. Баженова и М.Г. Дивашука бы-
ла установлена идентичность аллелей Rht-B1e,
Rht-B1p гена Rht-1 и генов Rht11, Rht17 соответ-
ственно [33, 79]. Таким образом, было показано,
что Rht11 и Rht17 являются не самостоятельными
генами, а аллелями гена Rht-1. Мутации Rht-B1p и
Rht-B1e гена Rht-1 вызваны заменами в нуклео-
тидных позициях, находящимися по соседству с
нуклеотидной позицией мутации Rht-B1b (рис. 4).
Эти мутации приводят к образованию стоп-кодо-
нов. Данный факт позволяет предположить, что
изменение длины стебля при наличии мутаций
Rht-B1p и Rht-B1e происходит схожим образом с
мутацией Rht-B1b. В то же время растения как с
аллелем Rht-B1e, так и с аллелем Rht-B1p имеют
несколько меньшую длину стебля, чем растения с
аллелем Rht-B1b (табл. 1) [51, 79]. Такое отличие в
экспрессии аллелей может быть объяснено разным
уровнем эффективности реинициации трансля-
ции, в результате чего образуются разные концен-
трации белков, снижающих длину стебля [33, 79].

Стоит отметить, что Rht11 и Rht17 – не един-
ственные случаи неверного определения новых ге-
нов. Ранее описанный ген Rht21, согласно A. Börner
и A.J. Worland [80], также является аллелем гена
Rht-1.

Чувствительные к гиббереллину гены Rht
В настоящее время у пшеницы, кроме гена

Rht-1, описаны еще 18 генов Rht (табл. 1). Наибо-
лее хорошо изученными из них являются гены
Rht4 и Rht8, которые уменьшают высоту растений
в среднем на 12 и 16 см соответственно (рис. 1).
При этом длина колеоптилей и число зерен в ко-
лосе у них остаются неизменными [56, 81, 82].
Кроме того, для растений с мутантными аллеля-
ми гена Rht8 характерно наличие более крупных
зерен и достоверное увеличение массы 1000 зерен
[83, 84]. Растения пшеницы с геном Rht4 дают бо-
лее высокий урожай зерна только в сочетании с
аллелем Rht-B1b. При этом преимущества данно-
го аллеля отмечены в различных условиях – как
при достаточном, так и при недостаточном уров-
не увлажнения [85]. Среди российских и украин-

ских короткостебельных сортов наибольшее рас-
пространение получили аллели гена Rht8. На на-
стоящий момент описано 14 аллелей гена Rht8
[86]. Данный ген тесно связан с локусом WMS261,
что позволяет проводить его молекулярный ана-
лиз и различать аллели Rht8 по длине последова-
тельностей. Наиболее часто встречаются аллели
длиной 165, 174 и 192 пн, обозначаемые Rht8a
(WMS261-165), Rht8b (WMS261-174) и Rht8с
(WMS261-192) соответственно (табл. 1) [81, 86,
87]. Однако среди этих трех аллелей только аллель
Rht8с уменьшает длину стебля (в среднем на 14%).
Тогда как аллель Rht8b не вызывает изменения
длины стебля, а аллель Rht8a, наоборот, увеличи-
вает его длину на 5% [86, 87]. Аллели гена Rht8 ча-
сто используются вместе с аллелями гена Rht-1,
так как ген Rht8 сам по себе не вызывает умень-
шения длины стебля, достаточного для формиро-
вания устойчивости растений пшеницы к полега-
нию [81, 88].

Стоит отметить, что некоторые Rht-гены нега-
тивно влияют на урожайность [84]. Однако их нега-
тивное влияние можно нейтрализовать, используя
аллели других генов, отвечающих за признаки, на
которые отрицательно действовали Rht-гены. На-
пример, ген Rht12 приводит к более позднему
формированию колоса и цветению растений
пшеницы, в то время как колос растений пшени-
цы с аллелем Ppd-D1a, снижающим чувствитель-
ность к длине дня, начинает закладываться быст-
рее. Таким образом, растения пшеницы с геном
Rht12 будут развиваться без негативных эффек-
тов, если в их геноме будет присутствовать доми-
нантный аллель Ppd-D1a [30].

Доминантный ген Rht13 вызывает значительное
уменьшение длины стебля растений (до 30 см), но
при этом длина колеоптиля существенно не меня-
ется. В условиях недостатка влаги у таких растений
существенно (до 18%) снижается число зерен в ко-
лосе, хотя масса 1000 зерен остается неизменной
[83]. Несмотря на то что для большинства чув-
ствительных к гиббереллину генов Rht известна
хромосомная локализация (табл. 1), в настоящий
момент времени молекулярные механизмы дей-
ствия данных генов все еще изучены слабо [26, 28,
32, 39, 54, 74, 78, 89–91]. Их дальнейшее изучение
может помочь в создании новых эффективных
доноров короткостебельности (табл. 1).

ПРЕДПОЧТИТЕЛЬНЫЕ ВАРИАНТЫ ГЕНОВ 
Rht ДЛЯ ПОВЫШЕНИЯ УРОЖАЙНОСТИ

Многочисленные экспериментальные данные
показывают, что значительное увеличение уро-
жайности с использованием минеральных удоб-
рений достигается при высоте растения пшеницы
от 70 до 100 см [55], в то время как длина стебля
растений без нарушений в генах Rht составляет
около 100–140 см [11]. Показано, что для гаранти-
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рованного увеличения урожайности сортов мяг-
кой пшеницы целесообразно использовать расте-
ния со следующими аллелями: Rht-B1b, Rht-D1b,
Rht-B1e, Rht-B1p и Rht8, а для твердой – Rht-B1b,
Rht-B1e и Rht-B1p [51, 73]. В то же время наличие
в растениях пшеницы комбинации этих аллелей,
а также аллелей Rht-B1c и Rht-D1c, приводит к су-
щественному уменьшению длины стебля и зна-
чительному снижению урожайности. Гены Rht13,
Rht16, Rht19, Rht20, Rht22 и Rht23 являются потен-
циальными кандидатами для эффективного ис-
пользования в селекции сортов нового поколе-
ния с целью повышения урожайности пшениц,
так как они приводят к примерно такому же
уменьшению длины стебля, что и аллели Rht-B1b,
Rht-D1b, Rht-B1e, Rht-B1p и Rht8 (рис. 1). Станут
ли данные гены Rht основой для новой “зеленой
революции” – вопрос открытый [44]. Однако ис-
пользовать эти гены стоит с осторожностью, так
как некоторые из них могут приводить к нежела-
тельным эффектам (таким как более позднее цве-
тение растений пшеницы и более медленный
рост и развитие их стебля), приводящим в конеч-
ном итоге к снижению урожайности [30, 84]. Кро-
ме того, использование растений пшеницы с му-
тантными аллелями всех генов Rht ограничено
условиями внешней среды [53] и используемых
систем возделывания. Например, засуха в значи-
тельной степени влияет на развитие растений
пшеницы и может негативно влиять на действие
генов Rht на длину стебля и в конечном итоге на
урожай [57].
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The review is dedicated to the description of the allelic variants of Rht genes and their influence on traits as-
sociated with the growth, development, and yield of wheat plants. We consider the effect of Rht genes on the
growth and development of wheat plants through DELLA proteins. We propose a new classification of wheat
plants by height (stem length), based on the presence in their genotypes of specific alleles of Rht genes deter-
mined by molecular-genetic methods.
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Руководящим методологическим принципом современного молекулярно-генетического (МГ) под-
хода в проблеме видообразования микроба чумы Yersinia pestis является сальтационистская парадиг-
ма горизонтального переноса генов. К главным видообразующим событиям относят встраивание в
геном предкового психрофильного сапрозоонозного псевдотуберкулезного микроба Y. pseudotuber-
culosis O:1b двух специфических для чумного микроба плазмид вирулентности pFra и pPst, а также
инактивации/делеции генов, утративших функции. Альтернативный экологический подход рас-
крывает “дарвинский” механизм формирования генома чумного микроба в температурно-конти-
нуальной (5–37°С) среде – паразитарной системе монгольский сурок–сурочья блоха (Marmota sibir-
ica–Oropsylla silantiewi), проявляющей промежуточные свойства между средами обитания предково-
го и производного видов. В соответствии с экологическим сценарием происхождения чумы
интерпретирована эволюционная судьба 18 хорошо изученных генов и генных структур чумного
микроба. Показано, что постепенное преобразование генома псевдотуберкулезного микроба в ге-
ном возбудителя чумы проходило по мозаичному принципу и соответствовало трем формам адап-
тации: инадаптации, преадаптации и неоадаптации. Перспектива развития теории происхождения
чумы видится в синтезе МГ и экологического подходов.

Ключевые слова: геном, Yersinia pseudotuberculosis, Yersinia pestis, переходные формы, видообразова-
ние, мозаичная эволюция, Marmota sibirica.
DOI: 10.31857/S0016675821020119

Происхождение новых видов и внутривидовых
форм патогенных микроорганизмов остается од-
ной из наиболее актуальных проблем эволюци-
онной инфектологии. Это касается и возбудителя
чумы – микроба Yersinia pestis. В настоящее время
определились два основных пока еще альтерна-
тивных подхода к ее решению: молекулярно-ге-
нетический (МГ) и экологический. Абсолютно
доминирует МГ-подход, он прокламирует быст-
рое и недавнее, не ранее 20–30 тыс. лет назад,
сальтационное преобразование клона возбудите-
ля псевдотуберкулеза Y. pseudotuberculosis O:1b в
популяцию возбудителя чумы Y. pestis путем не-
многих дискретных МГ-актов: горизонтального
встраивания (переноса) генов (ГПГ), их инакти-
ваций, делеций и в меньшей мере рекомбинаций.
Ключевыми видообразующими актами считают
возникновение генетических изменений макро-
масштаба – встраивание в геном предкового
псевдотуберкулезного микроба 1-го серотипа из
пока невыясненного внешнего источника двух
специфических для чумного микроба полифунк-
циональных плазмид pFra и pPst, следствием ко-

торого стал скачкообразный переход в принци-
пиально иную среду обитания, т.е. в новую эколо-
гическую нишу и адаптивную зону.

В последние два десятилетия различными МГ-
методами в лабораториях разных стран создано
более десятка филогенетических схем чумного
микроба [1–10]. Несмотря на некоторые разли-
чия, они принципиально сходны в том, что к ны-
не существующим наиболее древним формам
чумного микроба, т.е. к ближайшим потомкам
псевдотуберкулезного микроба, относят генова-
рианты 0.PE7 и 0.PE10 (Тибет), 0.PE2 (Кавказ),
0PE3 (Ангола) и/или 0.PE4m (Китай), входящие в
биовар Pestoides (0.PE). “Археологические” гено-
варианты чумного микроба также размещают в
корне филогенетического дерева [9, 10]. Едино-
душие МГ-исследователей в отношении сальта-
ционного принципа видообразования микроба
чумы и большое сходство всех предложенных
МГ-филогений создают иллюзию их истинности
и неоспоримости.

Биовар Pestoides имеет избирательную виру-
лентность для теплокровных хозяев. Он циркули-
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рует в популяциях полевок (Microtinae) и пищух
(Ochotona: Lagomorpha) и по некоторым молеку-
лярным признакам наиболее близок к предково-
му псевдотуберкулезному микробу. Остальные
биовары: Antiqua (ANT), Mediaevalis (MED), Ori-
entalis (ORI), Intermedium (IN) и входящие в них
многочисленные детально охарактеризованные
геноварианты рассматриваются как производные
от 0.PE (как исключение, имеются немногочис-
ленные работы МГ-профиля, указывающие на
наибольшую древность биовара Antiqua [11, 12]).
Но, несмотря на доведенную до совершенства
МГ-диагностику возбудителя чумы и “понуклео-
тидное” (SNP-генотипирование) описание структу-
ры генома популяций из большинства мировых
природных очагов, МГ-подход не может предло-
жить доверительный сценарий природных собы-
тий в недалеком прошлом, которые привели к
преобразованию псевдотуберкулезного микроба
в микроб чумы в популяциях какого-либо вида
полевок (или пищух?). Научные публикации МГ-
профиля, трактующие эволюционные коллизии
микроба чумы, ограничиваются, как правило, де-
монстрацией филогенетических схем, которые не
находят доверительной экологической и популя-
ционно-генетической интерпретации. Несмотря
на совершенство МГ-методов диагностики воз-
будителя чумы и детальное описание молекуляр-
ной структуры большого числа штаммов, выяв-
ленных в разных природных очагах мира, заклю-
чения о степени родства внутривидовых форм
(геновариантов) между собой и с возбудителем
псевдотуберкулеза, надежность использованных
“молекулярных часов” и методы построения МГ-
филогений вызывают вынужденные сомнения,
так как МГ-филогении далеки от экологической
валидности, не интерпретируются в свете при-
родных событий. На вопросы: где, когда, при каких
обстоятельствах и каким образом клон(ы) псевдо-
туберкулезного микроба преобразовался(лись) в
популяцию(и) микроба чумы – МГ-подход ответа
не дает. Псевдотуберкулез – это “болезнь холодиль-
ников”, но психрофильные свойства псевдотубер-
кулезного микроба в молекулярных и генетических
исследованиях часто не учитывают, используют
“теплолюбивых” экспериментальных животных
(лабораторных мышей, крыс, морских свинок, тро-
пическую блоху Xenopsylla cheopis), что может
приводить к ошибочным эволюционным заклю-
чениям. МГ-методы утверждают наибольшую
древность одного из полевковых природных оча-
гов чумы, декларируют его прямое происхожде-
ние от псевдотуберкулезного очага, но логику и
последовательность формирования в недалеком
прошлом ареала всех якобы наиболее древних,
“полевковых” очагов, широко разбросанных в Азии
(геноварианты 0.PE1, 0.PE2, 0.PE4–0.PE10) и выяв-
ленных в Анголе (0.PE3), не раскрывают (заме-
тим, в Анголе нет полевок и пищух и микроба

псевдотуберкулеза 1-го серотипа!). Сомнитель-
ной видится мэйнстримная МГ-идея горизон-
тального встраивания в геном будущего чумного
микроба откуда-то извне! полифункциональных
специфических! для него плазмид вирулентности
pFra и pPst. Нет объяснения взрывному нараста-
нию (“big bang”) генетического разнообразия
возбудителя чумы биовара Antiqua (так называе-
мый, узел N07 [9]) в популяциях азиатских сурков в
недалеком историческом прошлом перед началом
2-й пандемии. Декларируется вымирание якобы су-
ществовавших в недалеком прошлом, 6–1 тыс. лет
назад, “археологических” “малопатогенных”
МГ-линий Y. pestis [9, 10, 13, 14], но возможные
его причины умалчиваются.

Действительно, составление МГ-филогенети-
ческих схем представляет собой необходимую,
но не достаточную составную часть метаанализа,
направленного на решение проблемы проис-
хождения чумы. Дальнейшим преемственным
этапом исследований видится создание довери-
тельного консолидированного сценария преоб-
разования клона псевдотуберкулезного микроба
в популяцию возбудителя чумы с привлечением
данных других релевантных естественных наук:
экологии, общей генетики, эпизоотологии, эпи-
демиологии, физиологии, биогеографии, микро-
биологии, палеонтологии, палеоклиматологии,
биоинформатики, эволюционного учения и дру-
гих. Создание такого непротиворечивого всеобъ-
емлющего сценария, верифицированного прак-
тикой, можно будет считать решением проблемы.
Пока имеются только отдельные и не вполне
удачные попытки экологической интерпретации
генетических данных [1, 5, 7, 9, 15].

Второй основной подход к проблеме происхож-
дения чумы – экологический – не консолидируется
с МГ-подходом, экологический сценарий радикаль-
но отличается от МГ-сценариев [16–18]. В отличие
от МГ-подхода экологический подход описывает
видообразование микроба чумы как постепен-
ный “дарвинский” процесс, соответствующий
положениям синтетической теории эволюции
(СТЭ). Микроб чумы является уникальным в соста-
ве обширного семейства Enterobacteriaceae и рода
Yersinia, объединяющих возбудителей кишечных
инфекций. Это означает, что формирование вида
Y. pestis проходило в каких-то уникальных условиях.
Эти уникальные условия раскрывает экологиче-
ский подход, согласно которому видообразова-
ние Y. pestis прошло постепенно под действием
естественного отбора в среде, имеющей промежу-
точные свойства между средами обитания анце-
стрального и производного видов. Такой уни-
кальной средой оказалась паразитарная система
монгольский сурок-тарбаган–сурочья блоха
(Marmota sibirica–Oropsylla silantiewi) [16–19]. Пус-
ковым физико-климатическим фактором, вы-
звавшим видообразовательный процесс, стало
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максимальное сартанское похолодание Северной
Азии и Дальнего Востока на рубеже плейстоцена
и голоцена, 22–15 тыс. лет назад. Непосредствен-
ным индуктором видообразования послужило
глубокое промерзание грунта в Центральной
Азии и, как следствие, изменение поведения ли-
чинок сурочьей блохи в зимний период – переход в
силу положительного термотаксиса из промерзаю-
щей гнездовой выстилки на тела спящих сурков
(температура грунта на глубине гнезда, 1.8–2.5 м, в
феврале–марте может опускаться до –8°С). Пере-
мещение личинок на спящих сурков приводит к фа-
культативной гематофагии: из шерсти спящих сур-
ков личинки блох со стохастической закономерно-
стью проникают в полость рта, где на слизистой
создают скарификации и питаются выступающей
лимфой и кровью. Следствием факультативной ге-
матофагии стало массовое травматическое (неадап-
тивное) заражение популяций гибернирующих сур-
ков-тарбаганов псевдотуберкулезом. Источником
массового травматического заражения залегающих
в спячку сурков служили их собственные экскре-
менты, облигатно попадающие в ротовую полость в
процессе изготовления “пробки” зимовочной но-
ры [16, 17]. Травматический неадаптивный путь
массового заражения псевдотуберкулезом попу-
ляций первичного хозяина микроба чумы – мон-
гольского сурка-тарбагана – это центральный
экологический принцип для понимания меха-
низма происхождения чумы.

Важнейший частный фактор видообразования
микроба чумы – гетеротермное (гетероиммун-
ное) состояние гибернирующих хозяев-сурков
[20, 21]. “Холодная” кровь спящих сурков теряет
иммунные свойства и уподобляется неживой ор-
ганике внешней среды. Поэтому гетероиммунная
гостальная среда оказалась вполне благоприят-
ной для персистенции псевдотуберкулезного
микроба в новых уникальных гостальных услови-
ях, смягчила условия перехода анцестральной
микробной популяции (клона) из “холодной” не-
живой внешней органики (экскрементов сурка)
через “холодную” живую органику (неиммунную и
слабо иммунную кровь спящих сурков) в принци-
пиально новую среду обитания – лимфо-миелоид-
ный комплекс теплокровных хозяев-грызунов и
позволила будущему микробу чумы вступить на
путь постепенного адаптациогенеза.

Экологический подход раскрывает биогеоце-
нотические предпосылки и экологические аспек-
ты преобразования клона псевдотуберкулезного
микроба в популяцию возбудителя чумы как до-
статочно быстрого, “квантового” популяционно-
генетического эволюционного процесса [22].
Имея богатое биологическое содержание, эколо-
гический подход не остается индифферентным к
новым МГ-данным, инкорпорирует многие МГ-
факты, согласующиеся с положениями СТЭ. Это
позволило реконструировать условия и воссо-

здать популяционно-генетические события пре-
образования клона Y. pseudotuberculosis в популя-
цию Y. pestis на основе эколого-молекулярно-ге-
нетического синтеза [19, 21].

Как нам представляется, квантовый характер
видообразования чумного микроба был вызван
тремя пока еще малоизученными явлениями:
1) встраиванием мобильных элементов (IS и дру-
гих) в генетический аппарат будущего чумного
микроба с эффектом макромутаций, 2) кислород-
ным взрывом макрофагов (КВМ) в организме
просыпающихся гетеротермных сурков, темпера-
тура тела (Тт) которых периодически меняется в
диапазоне 5–37°С, при этом КВМ создает стрес-
совые условия для патогенных бактерий в широ-
ком температурном диапазоне и 3) стресс-инду-
цированным мутагенезом, вызванным КВМ [19,
21]. Эти явления радикально увеличивали скорость
мутирования и генетическую вариабельность мик-
робных клеток в высокоизменчивой стрессовой сре-
де и неизбежно вели к их массовой элиминации, но
в то же время в значительной мере повышали веро-
ятность возникновения редких адаптивных мута-
ций, что увеличивало скорость адаптации (эволю-
ции) и освоения новой экологической ниши. Такая
эволюционная стратегия является крайне риско-
ванной для эволюционирующих популяций
(группировок), но остается единственно возмож-
ной в быстро меняющейся стрессовой среде. В та-
кой среде могут выжить и дать потомство только
единичные особи-основатели, “обнадеживаю-
щие монстры”, ставшие счастливыми обладате-
лями редчайших адаптивных мутаций (действи-
тельно, микроб чумы выглядит реальным “мон-
стром” в сравнении с псевдотуберкулезным
предком).

МГ и экологический подходы к проблеме про-
исхождения возбудителя чумы, хотя и представ-
ляются в настоящее время несовместимыми, пре-
следуют единую цель – раскрытие механизма про-
исхождения чумы. Поэтому факты, накопленные
каждым из этих подходов, должны быть совмести-
мыми, когерентными. Должен существовать еди-
ный сценарий, который может быть создан только
совместными усилиями многих наук. Предлагаемая
работа нацелена инициировать создание такого
консолидированного сценария. Нами предпринята
попытка на основе оценки функций некоторых
наиболее изученных генов псевдотуберкулезного
и чумного микробов и экологического сценария ви-
дообразования микроба чумы проследить механизм
постепенного геномогенеза чумного микроба в уни-
кальной переходной среде – паразитарной системе
монгольский сурок-тарбаган–блоха O. silantiewi и
утвердить “дарвинский” принцип видообразования
Y. pestis как популяционно-генетического процесса
мозаичной эволюции в противовес широко приня-
той МГ-парадигме сальтационного видообразо-
вания путем ГПГ.
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МОЗАИЧНОЕ ВИДООБРАЗОВАНИЕ Y. pestis

Известно, что эволюция, в том числе видооб-
разование, проходит по мозаичному принципу
[23, 24]. Мозаичная эволюция – это процесс от-
носительно независимых эволюционных измене-
ний различных признаков организмов в ходе он-
тогенеза, в результате которых возникают новые
организмы, у которых примитивные признаки
предковой формы сочетаются с прогрессивными
признаками производной формы. Мозаичная
эволюция свойственна всем живым организмам,
включая микроорганизмы. Процесс видообразо-
вания и геномогенеза микроба чумы также соот-
ветствовал принципу мозаичной эволюции.

Все морфофизиологические, биохимические и
молекулярно-генетические преобразования пред-
кового псевдотуберкулезного микроба в возбудите-
ля чумы проходили по трем главным направлениям:
1) формирование факторов высокой вирулентно-
сти – адаптация к популяциям хозяина, создание
устойчивой интенсивной бактериемии, обеспе-
чивающей трансмиссивную передачу блохами;
2) формирование факторов трансмиссии – адапта-
ция к популяциям блох-переносчиков, осуществля-
ющим надежную трансмиссивную передачу; 3) фор-
мирование факторов коммуникации – устойчивых
взаимоотношений клеток в производной популя-
ции чумного микроба, стабилизирующих суще-
ствование нового вида [25–27]. По всем трем на-
правлениям адаптация проходила по мозаичному
принципу и одновременно включала три формы:
инадаптацию, преадаптацию и неоадаптацию.

Инадаптация характеризуется элиминацией
или инактивацией признаков и функций, теряющих
адаптивную ценность в новой среде обитания. Ина-
даптивные тенденции у чумного микроба связывают
с более стабильной и богатой питательными продук-
тами гостально-векторной средой, в сравнении со
средой обитания сапрозоонозного псевдотубер-
кулезного предка – неживой органикой внешней
среды [28]. В геноме псевдотуберкулезного микроба
имеется 13% интактных генов, которые сохранились
в геноме чумного микроба, но инактивированы то-
чечными мутациями [29]. Инактивация коснулась
генов общего метаболизма, вирулентности и транс-
миссии [30, 31].

Преадаптация – свойство признаков и функций
организма, имеющих приспособительную ценность
для еще неосуществленных форм взаимодействия с
новой средой. Способность к приспособлению у ор-
ганизмов заложена “изначально” и не связана не-
посредственно с их взаимодействием со средой
обитания. Преадаптивные признаки и функции
организма (или отдельного органа) характеризу-
ются не как результат случайных мутаций, а пред-
шествующей приспособительной эволюцией. В
геномах псевдотуберкулезного и чумного микро-
бов обнаружено больше общих генов и генных

комплексов, отвечающих за реализацию общеме-
таболических клеточных функций, чем характер-
ных для каждого из видов [32]. Помимо этого
обоим микробам свойственны общие хромосом-
ные гены вирулентности, трансмиссии и комму-
никации, а также плазмида Са-зависимости
pYV/pCad – детерминанта вирулентности трех
патогенных Yersinia. Преадаптивные признаки и
функции, свойственные чумному микробу, как
функционально важные перешли от псевдотубер-
кулезного микроба в малоизмененном виде.

Неоадаптация характеризуется формировани-
ем новых специфических только для микроба чу-
мы признаков и функций и, соответственно, генов
и генетических структур, которые кодируют при-
знаки и функции, возникшие в процессе отбора в
новой среде обитания и обеспечившие переход в
новую экологическую нишу и адаптивную зону.
Новыми фенотипическими признаками чумного
микроба стали способность образовывать бубон и
трансмиссивная передача через укусы блох.
Неоадаптацию у чумного микроба характеризует
возникновение факторов вирулентности, трансмис-
сии и коммуникации, кодированных на двух вновь
синтезированных специфических плазмидах. Фак-
торы вирулентности и трансмиссии, кодирован-
ные на специфических плазмидах, являются ад-
дитивными к размещенным на хромосоме [33].
Кроме того, микроб Y. pestis приобрел уникаль-
ные хромосомные регионы, образующие шесть
генетических кластеров, содержащих как мини-
мум 32 гена, не связанных с вирулентностью, но
оптимизируюших общеметаболические функции
чумной микробной клетки [29].

Так как признаки и функции кодируются опре-
деленными генами и генетическими комплексами,
последние также можно характеризовать как ина-
даптивные, преадаптивные и неоадаптивные. В
статье рассмотрены некоторые наиболее изучен-
ные гены чумного микроба, актуальность функ-
ций которых вполне доверительно интерпретиру-
ется экологическим сценарием (табл. 1).

ГЕНЫ ВИРУЛЕНТНОСТИ

Гены вирулентности кодируют признаки и
функции, позволяющие напрямую или опосредо-
ванно избежать или преодолеть факторы клеточно-
го и гуморального иммунитета хозяина [34–36].

Инадаптивные гены. Любой инфекционный
процесс начинается преодолением эпителия хо-
зяина возбудителя инфекции двумя способами:
или специализированным за счет взаимодей-
ствия адгезинов и инвазинов микроба с интегри-
нами определенных эпителиальных клеток, или
неадаптивным травматическим путем, т.е. пря-
мым внедрением возбудителя в глубокие ткани и
клетки хозяина. Типичная псевдотуберкулезная
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инфекция начинается специализированным пу-
тем через М-клетки и “пееровы бляшки” тонкого
кишечника теплокровных хозяев. Типичная чум-
ная инфекция тоже начинается специализиро-
ванным, но иным путем – через укусы заражен-
ных блох. “Входные врата” инфекции при чуме у
грызунов не связаны с М-клетками. Инфициро-
вание крови, печени и селезенки предшествует
проникновению микроба в “пееровы бляшки” и
М-клетки, т.е. распространение чумного микро-
ба в М-клетки проходит обратным путем в срав-
нении с псевдотуберкулезной инфекцией [37].
Преобразование одних специализированных во-
рот инфекции в другие специализированные во-
рота прошло постепенно через “неспециализиро-
ванные врата”, какими стал травматический путь
проникновения микроба напрямую в кровь хозя-
ина, как это происходит при посттравматических
инфекциях, вызывающих сепсис, таких как газо-
вая гангрена, столбняк, синегнойная, стафило-
кокковая, стрептококковая и другие инфекции.

По понятиям эволюционного учения переход
популяций живых организмов от специализации
в одной среде обитания к обитанию в другой сре-
де проходит в условиях переходной среды через
полиморфные переходные нестабильные формы
[38–40]. Для понимания процесса видообразова-
ния микроба чумы представляется важным обо-
значить такую переходную среду и понять причину
инактивации у переходной формы pseudotubercu-
losis/pestis генов инвазии (inv), адгезии (yad) и
генного кластера, кодирующего О-антиген. Эти
гены являются интактными у предкового псевдо-
туберкулезного микроба, но инактивированы то-
чечными мутациями и вставками у чумного.

Стартовый контакт и внедрение патогенов в
эпителиальные клетки организма хозяина обес-
печивают специфические адгезины и инвазины.
Синтез адгезина/инвазина (Inv) – основного
фермента, обеспечивающего взаимодействие
псевдотуберкулезной клетки с М-клетками эпите-
лия тонкого кишечника млекопитающего-хозяина,
кодируется геном inv. Inv взаимодействует с инте-
грин-рецепторами, локализованными только на
М-клетках, т.е. М-клетки являются единствен-
ной брешью в эпителиальной защите хозяина от
псевдотуберкулезного патогена. Эти рецепторы
отсутствуют у прочих выстилающих кишечный

тракт энтероцитов, а энтероциты надежно защища-
ют организм хозяина от внедрения многих патоген-
ных микробов, в том числе псевдотуберкулезного
[34, 41–44]. В геноме микроба чумы inv имеется, но
в качестве псевдогена. Инактивация inv вызвана не
обитанием в более стабильной и богатой пита-
тельной среде грызун–блоха, а сменой входных
ворот инфекции, минуя брешь эпителиальной за-
щиты, т.е. вызвана отсутствием стартового кон-
такта псевдотуберкулезного микроба с эпители-
альными М-клетками.

Хотя у микроба чумы inv инактивирован, ка-
ких-либо новых генов с аналогичной функцией,
но направленной на другие энтероциты, не выяв-
лено. Следовательно, стартовый путь адаптации
чумного микроба к организму хозяина не вклю-
чал специализированного способа преодоления
интестинального барьера. Возникает вопрос: ес-
ли не через М-клетки и другие энтероциты, то ка-
ким образом будущий микроб чумы получил
устойчивый доступ в лимфомиелоидный ком-
плекс хозяина? Ответ дает экологический сцена-
рий – первичное заражение хозяина псевдотубер-
кулезом на стартовом этапе видообразования возбу-
дителя чумы прошло неспециализированным
способом – травматическим. Прямое проникнове-
ние псевдотуберкулезного микроба в кровь спящего
монгольского сурка-тарбагана стало возможным
при установлении прямого устойчивого контакта
экскрементов с кровью благодаря сартанскому по-
холоданию и, как следствие, поведенческому сдви-
гу в популяциях сурочьей блохи – возникновению
факультативной гематофагии личинок [16, 17].

Другой инактивированный ген yadA, функци-
онально тесно связанный с inv, кодирует на плаз-
миде pCad синтез адгезина YadA [44–46]. Важ-
ным свойством YadA является способность свя-
зываться с экстрацеллюлярным матриксом и
интегринами М-клеток, что, как и в случае с Inv,
важно на стартовом этапе псевдотуберкулезной
инфекции. Со сменой “входных ворот” инфек-
ции при чуме, минуя М-клетки, yadA утерял свою
функциональную значимость, подобно inv, и был
инактивирован мутацией в процессе естествен-
ного отбора.

Для расшифровки процесса видообразования
микроба чумы интерес представляют О-антигены
псевдотуберкулезного O:1b и чумного микробов.

Таблица 1. Некоторые хорошо изученные инадаптивные, преадаптивные и неоадаптивные гены и генетические
комплексы, участвовавшие в формировании факторов вирулентности, трансмиссии и коммуникации Yersinia
pestis

Инадаптивные гены Преадаптивные гены Неоадаптивные гены

Факторы вирулентности inv, yadA, О-антиген T3SS/yops, ail, psa caf1, pla, YpfФ
Факторы трансмиссии ureD, rcsA, PDE2, PDE3 hms ymt
Факторы коммуникации T6SS pst, pim
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Молекулярные структуры генных кластеров, ко-
дирующих О-антигены, имеют сходство на уров-
не 98.9%, что указывает на происхождение Y. pestis
именно от Y. pseudotuberculosis O:1b [47]. Открытие
прямого предка чумного микроба стало крае-
угольным камнем в теории происхождения чумы.
Генный кластер, кодирующий О-антиген, явля-
ется интактным у псевдотуберкулезного микро-
ба, поддерживает свойство вирулентности [48],
но у чумного микроба он инактивирован мутацией.
Полагают, что утеря функции О-антигена у чум-
ного микроба привела к полноценному функцио-
нированию важнейшего новообразованного фак-
тора вирулентности – протеина Pla (активатора
плазминогена), ответственного за бубонное про-
явление инфекции. Новообразованный локус pla
оказался антагонистом генов, кодирующих О-ан-
тиген, и, в силу краеугольной важности функции
pla-гена, его синтез был поддержан естественным
отбором, а функция О-антигена, наоборот, была
утрачена [32, 47, 49].

Преадаптивные гены псевдотуберкулезного
микроба, сохранившие свою актуальность в но-
вой среде обитания, перешли к микробу чумы в
малоизмененном виде. К ним относят гены, отве-
чающие за стрессоустойчивость к факторам кле-
точного и гуморального иммунитета теплокров-
ных хозяев [9, 35, 50].

Центральной преадаптивной генетической
структурой чумного микроба следует считать си-
стему секреции III типа (T3SS) (“молекулярный
шприц”) – базовый фактор вирулентности пато-
генных Yersinia, локализованный на плазмиде виру-
лентности pYV/pCad. С помощью T3SS протеины
внешней мембраны микроба (Yops) транспортиру-
ются непосредственно в эукариотическую клетку
хозяина и ингибируют фагоцитоз [33]. Прочие
факторы вирулентности Y. pestis следует рассмат-
ривать как аддитивные к T3SS, создающие синер-
гетический эффект.

В геном чумного микроба от псевдотуберку-
лезного предка в почти неизмененном виде пере-
шел ген ail (attachment invasion locus), кодирующий
на хромосоме поверхностный протеин Ail, регули-
рующий проявление резистентности к гумораль-
ным факторам иммунитета [51–55]. Почему этот
инвазин, в отличие от Inv и YadA, полностью сохра-
нил свою функциональную значимость в чумной
клетке? Функция Ail, обеспечивающая противо-
стояние предкового псевдотуберкулезного мик-
роба гуморальными факторами иммунитета хозя-
ина, оказалась чрезвычайно важной и для дочер-
него вида – микроба чумы, так как, согласно
экологическому сценарию, стартовым условием
видообразования Y. pestis было прямое попадание
псевдотуберкулезного микроба в лимфо-миело-
идную систему спящих сурков-тарбаганов и воз-
никновение последующей посттравматической

септицемии. Таким образом, Ail стал авангард-
ным фактором защиты микроба псевдотуберку-
леза, противостоящим факторам гуморального
иммунитета спящего сурка при травматическом
проникновении в кровь, а впоследствии сохра-
нил функцию защитного фактора промежуточ-
ной (pseudotuberculosis/pestis) и производной
(Y. pestis) форм.

Особенностью белка Ail чумного микроба яв-
ляется проявление активности не только в организ-
ме теплокровных хозяев, имеющих Тт около 37°С,
но и при более низкой (≤28°С) температуре, что
обычно связывают с устойчивостью микроба чу-
мы к бактерицидным факторам в пищеваритель-
ном тракте блохи [51]. В соответствии же с эколо-
гическим сценарием Ail не имеет отношения к
персистенции микроба в блохах. Активность Ail в
холодной (≤28°С) крови хозяина можно рассмат-
ривать как преадаптивное свойство, стабилизи-
ровавшееся в гетеротермной среде (5–37°С) в
процессе адаптациогенеза в популяциях монголь-
ского сурка-тарбагана во время зимней спячки.

Еще одним очевидным преадаптивным хромо-
сомным геном является psaA, кодирующий анти-
ген pH6 (PsaA). Функция этого антигена состоит
в ингибировании фагоцитоза и поддержании
способности чумного микроба реплицироваться
в макрофагах в условиях “незавершенного фаго-
цитоза” [50, 52]. Эта способность свойственна
также псевдотуберкулезному микробу, и, несо-
мненно, этот признак был унаследован возбуди-
телем чумы от псевдотуберкулезного предка [56].
Репликация в макрофагах позволяет обоим мик-
робам избежать элиминации факторами гумо-
рального иммунитета, а также использовать мак-
рофаги в качестве транспортного средства из мест
внедрения (М-клеток и сайтов инокуляции) в
лимфатические узлы.

Неоадаптивные гены вирулентности кодируют
признаки и функции, отвечающие за классиче-
скую бубонную форму инфекции и наступление
сепсиса организма хозяина, без которого невоз-
можна трансмиссивная передача через укусы
блох. Новообразованные гены вирулентности
размещены на специфических только для чумно-
го микроба большой pFra и малой pPst плазмидах.
Эти плазмиды вирулентности в действительности
являются полифункциональными. Большая плаз-
мида несет гены вирулентности (caf1) и трансмис-
сии (ymt). Малая плазмида несет ген вирулентности
(pla) и два гена коммуникации (pst и pim). Все эти ге-
ны кодируют разные специфические только для
микроба чумы признаки, поэтому широко приня-
тая среди МГ-исследователей идея об их горизон-
тальном встраивании из какого-то пока неизвестно-
го внешнего источника далека от экологического
понимания и не вписывается в общепринятые по-
ложения СТЭ. Согласно экологическому сцена-
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рию обе плазмиды были синтезированы интра-
целлюлярно в процессе геномогенеза Y. pestis.
Причем первой появилась pFra [19].

Ген caf1 кодирует на pFra синтез антигена F1,
отвечающего за подавление фагоцитоза макрофа-
гами [57]. Этот фактор вирулентности достаточно
хорошо изучен, он является аддитивным к базо-
вому преадаптивному фактору вирулентности
T3SS. Но остается не вполне понятным совмеще-
ние на одной pFra-плазмиде генов вирулентности
caf1 и трансмиссии ymt. Первый экспрессируется
при температуре 37°С (Тт теплокровного хозяи-
на), а второй – при ≤27°С, т.е. плазмида обладает
сложным и совершенным аппаратом терморегу-
ляции функций. Считают, что 27°С – это темпе-
ратура местообитания блохи на теле хозяина, и
микроб, будучи вне хозяина, адаптирован именно
к этой температуре. Однако блохи являются лишь
кратковременными эктопаразитами и основное
время жизненного цикла проводят в гнезде хозя-
ина, температура которого значительно ниже,
чем 27°С. К примеру, в зимовочных гнездах мон-
гольского сурка температура подстилки никогда
не превышает 7°С, в течение года колеблется в
диапазоне от –8 до +7°С [16–20]. Согласно эко-
логическому сценарию происхождения микроба
чумы можно предположить, что синтез плазмиды
pFra вместе с ymt-геном стартовал на ранних эта-
пах геномогенеза Y. pestis, но синтез гена caf1 на
этой плазмиде был смещен к концу геномогенеза.
В любом случае экологический сценарий не под-
держивает идею горизонтального встраивания
большой полифункциональной плазмиды pFra в
геном чумного микроба из какого-либо внешнего
источника.

Ген pla, локализованный на малой плазмиде
pPst/pPla, кодирует синтез активатора плазмино-
гена – фермента Pla. Этот фермент обеспечивает
диссеминацию чумного микроба из сайта иноку-
ляции в регионарные лимфатические узлы с об-
разованием бубона и дальнейшее распростране-
ние по всему организму зараженного хозяина с
наступлением сепсиса [52, 58, 59]. Согласно эко-
логическому сценарию эндоцеллюлярный синтез
этого фактора начался на более поздних стадиях
геномогенеза микроба чумы в популяциях гибер-
нирующих гетеротермных сурков, имеющих Тт
выше 20–25°С, когда макрофаги способны акти-
вироваться фагоцитозом и может наступать кисло-
родный взрыв [19, 21, 22]. Pla отсутствует у кавказ-
ского подвида Y. pestis caucasica. По МГ-признакам
это позволяет считать кавказский подвид наиболее
древним, проявляющим переходные свойства меж-
ду псевдотуберкулезным и чумным микробами
[58]. Наоборот, по экологической логике кавказ-
ский подвид образует наиболее молодые природ-
ные очаги, наиболее удаленные от места видооб-
разования Y. pestis в Центральной Азии. Надо пола-

гать, что признак Pla+ был утерян в “бутылочном
горлышке” при естественной длительной, тысяче-
летиями, ползучей территориальной экспансии
микроба чумы из района видообразования [20, 60].

В хромосоме чумного микроба обнаружена
ДНК профага YpfФ, которая отсутствует у псев-
дотуберкулезного микроба. Предполагают ее ак-
визицию путем ГПГ [13, 61]. С наличием профага
связывают увеличение вирулентности чумного
микроба. Причем в геномах более древних биова-
ров Antiqua и Mediaevalis профаг существует как
экстрахромосомный нестабильный регион, а в ге-
номе более молодого биовара Orientalis – как ин-
тегрированный и стабильный [62]. Поэтому пола-
гают, что стабилизация фага в геноме чумного
микроба проходила длительное время, вплоть до
начала 3-й пандемии. Пока остаются неясными
происхождение профага в геноме чумного мик-
роба и его взаимоотношение с популяциями
Y. pestis. YpfФ специфичен для Y. pestis, следователь-
но, надо полагать, формировался коэволюционно с
Y. pestis. Если предполагают ГПГ, то возникает во-
прос: где, откуда и каким образом произошло
встраивание его в хромосому? Известно, что после
дивергенции от клона Y. pseudotuberculosis популя-
ция Y. pestis строго изолирована в (стерильной) кро-
ви хозяина и имела ограниченные возможности
заимствования внеклеточной (foreign) ДНК [63].

ГЕНЫ ТРАНСМИССИИ
Псевдотуберкулезный микроб, предок чумно-

го, в типичных условиях не передается блохами.
Попадая в редких случаях с кровью в пищевари-
тельную систему блох, он продуцирует токсины,
вызывающие острую диарею, приводящую к ги-
бели [64]. Поэтому для более эффективной пере-
дачи новому хозяину микроб чумы выработал
адаптации к персистенции в популяциях блох.
Адаптация проходила по двум направлениям:
1) снижения токсичности для блох и увеличения
устойчивости к ферментам пищеварительной си-
стемы и 2) формирования биопленки, создающей
механический блок преджелудка как механизм
пролонгированной передачи возбудителя в попу-
ляции хозяина. Формирование биопленки в пред-
желудке блохи является температурно-зависи-
мым процессом и происходит в диапазоне темпе-
ратур от 5 до 26°С, причем при пониженной тем-
пературе этот процесс проходит более интенсив-
но. Известно, что при 6–10°С – температуре мест
обитания блох сурков и сусликов рода Oropsylla –
биопленка в виде “пробки” преджелудка блох
возникает во много раз чаще, чем при температу-
ре 18–25°С [65–67].

Микроб чумы передается двумя трансмисси-
онными механизмами: неспециализированным
раннефазным (механическим) и специализиро-
ванным позднефазным (“блоковым”), между ко-
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торыми существует континуальный переход [67].
Неспециализированный малоэффективный ме-
ханический способ передачи реализуется в корот-
кие сроки после укуса блох и характерен для мно-
гих трансмиссивных болезней. Микроб псевдоту-
беркулеза этим способом передается редко,
только в “холодных” условиях обитания блох
[68]. При механической передаче коадаптивных
отношений микроба и блохи не наблюдается.

Специализированный “блоковый” способ пе-
редачи является инновацией чумного микроба,
он осуществляется благодаря адаптации к перси-
стированию в передних отделах пищеваритель-
ной системы блох. Адаптация проходила, как
упомянуто выше, двумя способами: противостоя-
нием токсическому воздействию ферментов пище-
варительной системы блохи со снижением соб-
ственной токсичности (Ymt-фактор) и выработкой
способности формировать биопленку и создавать
блок в преджелудке блохи (Hms-фактор). Специа-
лизированный путь передачи является аддитив-
ным к примитивному механическому и значи-
тельно увеличивает эффективность трансмиссив-
ной передачи [67].

Причина формирования “блоковой” передачи
имела дуалистическую природу. С одной стороны,
агрегации до 105 клеток чумного микроба в сайтах
инокуляции блокированными блохами, в отличие
от одиночных “планктонных” клеток при механи-
ческой передаче, дают более высокий эффект зара-
жения. С другой стороны, в виде биопленки и агре-
гаций, локализованных в передних отделах пищева-
рительного тракта блохи, микроб может длительное
время персистировать и осуществлять пролонгиро-
ванную передачу в течение всей жизни зараженной
блохи (в некоторых случаях более 400 суток) [65, 68].
В процессе видообразования чумного микроба
это было важно для переживания промежуточной
формой pseudotuberculosis/pestis сезона летней
активности первичного хозяина – монгольского
сурка. Сурки в теплый сезон года активны и имеют
постоянную Тт около 37°С. В это время система им-
мунитета работает полноценно и патогены тоталь-
но элиминируются. Отсюда можно заключить, что
на этапе преобразования клона Y. pseudotuberculosis в
популяцию Y. pestis переходная форма pseudotuber-
culosis/pestis в холодное время года персистировала
в популяциях гибернирующих гетеротермных сур-
ков (Тт < 37°С), а теплый сезон переживала в попу-
ляциях блохи O. silantiewi, обитающих в холодных
условиях сурочьих нор [20, 69].

Инадаптивные гены. Уреаза UreD, кодируемая
хромосомным геном ureD, необходима для перси-
стенции кишечных Yersinia в кислой среде желу-
дочно-кишечного тракта животных-хозяев, но
является крайне токсичной для блох [26, 70, 71].
Таким образом, ген ureD является антитрансмис-
сионным. Он инактивирован у чумного микроба

и существует в виде псевдогена, так как утерял
свою функцию в связи с трансмиссией через уку-
сы блох, минуя кишечный тракт [13, 15, 26]. То
есть инактивация гена ureD и утеря уреазной ак-
тивности у чумного микроба были связаны со
сменой пути заражения инфекцией и адаптацией
к обитанию в организме блох, гибель которых сни-
жает эффективность трансмиссивной передачи. У
некоторых штаммов чумного микроба отмечают ре-
версию признака Ure– в Ure+, что связывают с нали-
чием в жизненном цикле микроба почвенной фа-
зы [26]. Экологический сценарий не поддержива-
ет эту идею.

Другой инактивированный хромосомный ген
rcsA кодирует регуляторный протеин RcsA, из-
вестный как ингибитор синтеза биопленки (ан-
титрансмиссионный фактор) [26, 72]. Этот ген
имеют как псевдотуберкулезный, так и чумной
микробы. У псевдотуберкулезного микроба, попа-
дающего из внешней органической среды в орга-
низм грызуна-хозяина, а затем блохи-переносчика,
ген rcsA экспрессируется, и биопленка в организме
переносчика-блохи не образуется. У чумного мик-
роба rcsA инактивирован, стал псевдогеном. Вы-
ключение антитрансмиссионного фактора привело
к формированию биопленки и, как следствие, бло-
ка преджелудка блохи [72–75]. Инактивация ан-
титрансмиссионного гена rcsA, надо полагать,
была связана с синтезом у чумного микроба анта-
гонистического к нему гена трансмиссивности
ymt на вновь синтезарованной большой плазмиде
pFra. Функция ymt, как рассмотрим ниже, оказа-
лась высоко актуальной в новых гостально-век-
торных условиях. Как следствие, сопряженные
антагонистические процессы – инактивация rcsA
и синтез ymt – были поддержаны естественным
отбором [26].

Адаптация чумного микроба к трансмиссив-
ной блоковой передаче проявилась также в инак-
тивации регуляторных генов, кодирующих функ-
ции фосфодиэстераз (PDE) – ферментов, участву-
ющих в синтезе биопленки в качестве негативных
регуляторов. Гены, кодирующие функции PDE2 и
PDE3 у микроба чумы, в отличие от псевдотуберку-
лезного микроба, инактивированы и поэтому не
блокируют индукцию биопленки в пищевари-
тельном тракте блох [15, 75].

Преадаптивные гены. Наиболее важными и хо-
рошо изученными преадаптивными генетически-
ми структурами чумного микроба, кодирующими
факторы трансмиссии, являются hms-опероны – со-
вокупность хромосомных локусов, кодирующих
протеины Hms, ответственные за синтез экстрацел-
люлярного матрикса, формирующего биопленку у
предкового псевдотуберкулезного и у дочернего
чумного микробов при температурах ≤26°С [50, 76–
78]. У псевдотуберкулезного микроба эти оперо-
ны составляют молекулярно-генетическую основу
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адаптации к колониальному обитанию во внешней
неживой органике, богатой конкурирующими про-
кариотными видами. Биопленка-матрикс является
физико-химическим средством борьбы за суще-
ствование в мультимикробном сообществе и хра-
нилищем экзоцеллюлярного биохимического и
генетического материала, необходимого для под-
держания метаболических и эволюционных про-
цессов в популяциях биопленко-формирующих
бактерий [79]. У микроба чумы экстрацеллюлярный
матрикс выполняет несколько иную функцию. Он
участвует в формировании блока преджелудка
блохи-переносчика и, таким образом, специфиче-
ской трансмиссивной передачи. В процессе видооб-
разования Y. pestis блок преджелудка блохи обеспе-
чивал пролонгированное переживание промежу-
точной формой pseudotuberculosis/pestis летнего
периода в популяциях блох (но не в популяциях
сурков), так как летом активные сурки обладают
полноценным иммунитетом и переходные фор-
мы микроба в их организме тотально элиминиро-
вались [22].

Неоадаптивные гены. Помимо Hms, базового
фактора трансмиссии, микроб чумы синтезирует
аддитивный специфический фактор трансмис-
сии – мышиный токсин (Ymt). Этот фермент за-
щищает бактерии от бактериолитических и цито-
токсических воздействий в передних отделах пи-
щеварительной системы блохи и тем самым
радикально повышает способность блох к транс-
миссивной передаче [50, 64]. Синтез Ymt кодиро-
ван геном ymt, размещенным на большой плазми-
де pFra. Следуя логике экологического сценария
происхождения чумы, адаптация будущего мик-
роба чумы к передаче взрослыми блохами старто-
вала сразу после массового проявления факульта-
тивной личиночной гематофагии у сурочьих блох
и устойчивого посттравматического псевдотубер-
кулезного сепсиса гибернирующих гетеротерм-
ных (Тт ≥ 5°С) сурков [19]. С началом синтеза Ymt
следует увязывать формирование плазмиды pFra.
В свою очередь, начало синтеза pFra стало старто-
вым моментом в формировании эпизоотической
системы чумы монгольский сурок–блоха O. silan-
tiewi–микроб Y. pestis.

ГЕНЫ КОММУНИКАЦИИ

Микроорганизмы, как все прочие живые орга-
низмы, проявляют социальные взаимоотношения.
Взаимосвязи и кооперация проявляются в таких
жизненных функциях как расселение, питание, со-
здание биопленки, репродукция, химическая защи-
та, сигнализация [79]. Гены коммуникации кодиру-
ют функции и признаки, консолидирующие мик-
робные популяции. Остановимся на судьбе одного
преадаптивного генного блока и двух неоадап-
тивных генов коммуникации чумного микроба.

Преадаптивные гены. Как у предкового псевдо-
туберкулезного, так и чумного микробов имеется
генный кластер секреторной системы 6-го типа
(T6SS), отвечающий за разнообразные функции,
среди которых выделяют регуляцию внутри- и
межвидовых бактериальных отношений [80–83].
Молекулярные структуры некоторых генетических
кластеров T6SS у Y. pseudotuberculosis и Y. pestis име-
ют высокое сходство. Кластер А T6SS является
температурно-зависимым, гены кластера экс-
прессируются при температуре не выше 26°С, что
предполагает регуляцию внутривидовых отноше-
ний в популяциях обоих видов Yersinia вне тепло-
кровного хозяина, и эта регуляция в холодной
внегостальной мертвой органической среде оби-
тания (в экскрементах) предкового псевдотубер-
кулезного и в холодной векторной среде произ-
водного чумного микробов (в передних отделах
пищеварительной системы блох) осуществляется
сходным образом.

Неоадаптивные гены. Многие микробные виды
синтезируют видоспецифические бактериоцины –
химические агенты, ответственные за регуляцию
меж- и внутривидовых взаимодействий микроб-
ных клеток и поддерживающие функцию борьбы
за существование в многовидовом микробном со-
обществе [25, 84]. Микроб чумы синтезирует спе-
цифический бактериоцин – пестицин (Pst), ко-
дируемый на малой плазмиде геном pst. Пестицин
проявляет активность против предкового вида
Y. pseudotuberculosis 0:1b и чувствительных к пе-
стицину штаммов собственного вида. Как регуля-
тор меж- и внутривидовых отношений, пестицин
имел непосредственное отношение к процессу
преобразования клона Y. pseudotuberculosis 0:1b в
популяцию Y. pestis [22]. С ним связано взаимо-
действие микробных клеток в переходной гетеро-
генной популяции pseudotuberculosis/pestis. Клетки
(клоны, колонии, группировки), синтезирующие
пестицин, стали подавлять предковые формы, не
синтезирующие или синтезирующие этот фер-
мент в меньшей мере. В конечном счете пестицин
стал внутрипопуляционным биохимическим изо-
лирующим фактором, создавшим хиатус между
предковым микробом псевдотуберкулеза 1-го се-
ротипа и дочерним микробом чумы, прочно и на-
всегда разделившим эти два вида. Таким образом,
синтез pst при температуре ≥26°С является важ-
нейшей характеристикой постепенного геномо-
генеза Y. pestis, в противовес МГ-идее о горизон-
тальном встраивании в геном псевдотуберкулез-
ного микроба pst-гена в составе плазмиды pPst
как сальтационного видообразующего акта.

С pst функционально тесно связан ген иммун-
ности к пестицину pim, размещенный на той же
плазмиде. Pim инактивирует пестицин и предо-
храняет клетку от лизиса собственным пестицином
[85]. Тандем Pst–Pim обеспечивает популяционную
стабильность и видовую самостоятельность Y. pestis.
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Размещение на малой плазмиде pPst двух взаимо-
связанных видоспецифических генов коммуника-
ции pst и pim неоспоримо свидетельствует о ее ин-
трацеллюлярном синтезе на завершающих этапах
формирования популяционной структуры чумного
микроба и исходной эпизоотической системы чумы
монгольский сурок–блоха O. silantiewi–микроб
Y. pestis в целом.

Ранее неоднократно высказывалось мнение,
которое подчас обсуждается в современной литера-
туре, что жизненный цикл микроба чумы включает
сапрофитическую фазу развития, т.е. что чума, как и
псевдотуберкулез, является сапрозоонозом [86–88].
Пестицин, при этом, якобы исполняет роль аген-
та борьбы за существование в многовидовом поч-
венном микробном сообществе [88]. Экологиче-
ский сценарий происхождения микроба чумы не
поддерживает такого мнения.

ЗАКЛЮЧИТЕЛЬНЫЕ ЗАМЕЧАНИЯ
Итак, как было сказано выше, в МГ-подходе к

проблеме видообразования возбудителя чумы ос-
новным теоретическим ориентиром научного по-
иска является парадигма ГПГ – горизонтального
переноса основных факторов вирулентности с
последующей адаптацией путем “тонкой на-
стройки” генетических изменений для успеш-
ной инкорпорации этих факторов в микробный
геном. Отсюда с неизбежностью принимается
МГ-идея сальтационной эволюции как след-
ствия небольшого числа ключевых спонтанных
генетических актов: аквизиций, делеций, инак-
тиваций, “взрывов” внутривидового разнообра-
зия. На МГ-филогенетических схемах чумного
микроба обозначают моменты ключевых инно-
ваций: внедрения в различные филогенетические
ветви плазмид вирулентности pFra и pPst [3, 9,
26], инактивации/делеции генов вирулентности и
трансмиссии caf1, pla, ymt, ureD, rcsA, pde2, pde3
[26, 27, 75], обозначают узлы и “взрывы” разнооб-
разия (“big bang”, N07, N11, N14) [5, 9]. Но моменты
этих так называемых “ключевых” инноваций де-
кларируют только на основании МГ-данных и не
подкрепляют экологическим нарративом. Сло-
жилась ситуация, когда структуры геномов пред-
кового псевдотуберкулезного и производного
чумного микробов хорошо изучены, но эволюци-
онное gap-пространство между ними остается бе-
лым пятном. Даже доскональное знание структур
геномов Y. pseudotuberculosis O:1b и Y. pestis оказалось
фактологически недостаточным и методологически
несостоятельным для раскрытия МГ-механизма
преобразования клона первого вида в популяцию
второго. Это gap-пространство способен заполнить
эколого-генетический подход, в котором эволю-
ционная судьба генов интерпретируется на основе
выявленных уникальных экологических и биогео-
ценотических обстоятельств видообразовательного

процесса. Экологический подход является вполне
информативным и доверительным в связи с недав-
ним в эволюционном масштабе времени возникно-
вением чумного микроба. Природная обстановка
конца плейстоцена и голоцена Центральной Азии,
в которой протекал видообразовательный про-
цесс, в большой мере сохранилась до настоящего
времени и может быть успешно реконструирова-
на актуалистическими методами.

Важно подчеркнуть два коренных обстоятельства
процесса видообразования микроба чумы из оказав-
шегося(ихся) в уникальных условиях, экологически
изолированного(ых) клона(ов) псевдотуберкулез-
ного микроба: 1) неадаптивный травматический
путь радикальной смены входных ворот псевдоту-
беркулезной инфекции в организм теплокровного
хозяина и 2) наличие промежуточной (переходной)
микробной среды, в которой совершались популя-
ционно-генетические события формирования
вида Y. pestis. Как отмечено выше, прямое травма-
тическое проникновение псевдотуберкулезного
микроба в лимфу и кровь спящего сурка не требо-
вало специализированного механизма адгезии и
инвазии М-клеток. Как следствие, ферменты Yad
и Inv утратили свои функции, а кодирующие их
гены yad и inv инактивировались. Наоборот, для
“заякоривания” и персистенции клона псевдоту-
беркулезного микроба, напрямую проникшего в
лимфу и кровь спящего сурка, был востребован
фактор вирулентности, противодействующий фак-
торам гуморального иммунитета хозяина. Этим
фактором вирулентности стал адгезин-инвазин
Ail, унаследованный от псевдотуберкулезного
микроба с малыми изменениями.

Второе важное обстоятельство видообразования
микроба чумы – наличие промежуточной (переход-
ной) среды между средами обитания предкового и
производного видов. Стартовое закрепление клона
псевдотуберкулезного микроба в “холодной” крови
спящего сурка означало внедрение клона псевдоту-
беркулезного микроба в континуальную среду, в
которой постепенно и последовательно на популя-
ционном уровне совершались все молекулярные и
генетические преобразования переходной формы
по принципу мозаичной эволюции (рис. 1). Выяв-
ление этой среды создало условия для реконструк-
ции быстрого “квантового” и в то же время посте-
пенного, не сальтационного видообразования мик-
роба Y. pestis [22, 60].

Обнаружение и описание переходной среды, с
одной стороны, открывает широкие перспективы
в решении проблемы происхождения чумы, позво-
ляет выстроить логику постепенного преобразова-
ния генома умеренно патогенного псевдотуберку-
лезного микроба 1-го серотипа в геном высокопато-
генного чумного микроба биовара Antiqua по
мозаичному принципу и в соответствии с поло-
жениями СТЭ. Но с другой стороны, возникает
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необходимость радикальной коррекции МГ-фи-
логений в соответствии с “экологической” филоге-
нией [60]. А это не простое дело, так как в проблеме
происхождения чумы МГ-исследователи сохраня-
ют единодушие в ориентации на парадигму ГПГ в
отношении специфических только для чумного
микроба плазмид pFra и pPst. И в таком случае
потребуется достаточно длительное время пока
назреют фундаментальные, критические проти-
воречия внутри МГ-подхода, которые вынудят
обратиться за поддержкой к экологии. Будущий
консенсус экологов, генетиков и молекулярных
биологов (eco-evo perspective) в вопросах проис-
хождения чумы будет означать рождение всесто-
ронне обоснованной теории происхождения чумы
и внесет бесценный вклад в выяснение генетиче-
ских и молекулярных закономерностей формо- и
видообразования не только возбудителя чумы, но и
многих других патогенных микроорганизмов.

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.

Автор заявляет, что у него нет каких-либо кон-
фликтов интересов.
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СУНЦОВ

Genomogenesis of the Plague Microbe Yersinia pestis
as Related to the Process of Mosaic Evolution

V. V. Suntsov*
Severtsov Institute of Ecology and Evolution of Russian Academy of Sciences, Moscow, 119071 Russia

*e-mail: vvsuntsov@rambler.ru

The basic methodological principle of the modern molecular genetic approach to the problem of speciation
of the plague microbe Yersinia pestis is the saltationist paradigm of horizontal gene transfer. It assumes the
insertion into the genome of the ancestral pseudotuberculosis microbe Y. pseudotuberculosis O:1b of two
plague-specific plasmids, virulence pFra and pPst, as well as inactivation/deletion of genes that have lost their
functions. An alternative ecological approach suggests the “Darwinian” mechanism for the formation of the
plague microbe genome in the temperature-continuum (5–37°C) environment of the Mongolian marmot–
marmot f lea (Marmota sibirica–Oropsylla silantiewi) system, which exhibits intermediate properties between
the habitats of the ancestral and derived species. The ecological scenario of the origin of the plague explains
the evolutionary fate of 18 well-studied plague microbe genes and gene structures. It was shown that the grad-
ual transformation of the genome of the pseudotuberculosis microbe into the genome of the plague pathogen
occurred according to the principle of mosaic evolution and corresponded to three forms of adaptation: in-
adaptation, pre-adaptation and neo-adaptation. The prospect of developing the theory of the origin of the
plague is seen in the synthesis of molecular genetic and ecological approaches.

Keywords: genome, Yersinia pseudotuberculosis, Yersinia pestis, transitional forms, speciation, mosaic evolu-
tion, Marmota sibirica.
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ФОСФАТАЗА Pph3 ВОВЛЕЧЕНА В РЕГУЛЯЦИЮ БЕЗОШИБОЧНОЙ 
ВЕТВИ ПОСТРЕПЛИКАТИВНОЙ РЕПАРАЦИИ

В ДРОЖЖАХ Saccharomyces cerevisiae
© 2021 г.   Д. В. Федоров1, Т. А. Евстюхина1, В. Т. Пешехонов1, В. Г. Королев1, *

1Петербургский институт ядерной физики им. Б.П. Константинова Национального исследовательского центра 
“Курчатовский институт”, Гатчина, 188300 Россия

*e-mail: korolev_vg@pnpi.nrcki.ru
Поступила в редакцию 18.02.2020 г.

После доработки 03.04.2020 г.
Принята к публикации 08.07.2020 г.

Фосфатазный комплекс PPH3 состоит из трех субъединиц: каталитической Рph3 и вспомогатель-
ных Pph2 и Psy4. Pph3 также образует двойной комплекс с субъединицей Psy2, который связывается
с киназой Rad53 и дефосфорилирует ее без привлечения третьей субъединицы. Тройной комплекс
дефосфорилирует γН2А. Ранее мы показали, что ген HSM6 соответствует гену PSY4 на генетической
карте Saccharomyces cerevisiae. Мутация hsm6-1 повышает скорость спонтанного и частоту УФ-инду-
цированного мутагенеза. В настоящей работе мы показали, что мутации в гене PPH3 увеличивают
скорость спонтанного репаративного мутагенеза в 7 раз, при этом мутации pph3Δ и hsm6-1 эписта-
тируют. При высоких дозах частота УФ-индуцированных мутаций у мутантов pph3Δ, psy4Δ и hsm6-1
одинакова и превышает уровень мутагенеза в штамме дикого типа приблизительно двукратно. Все
мутанты показывают более высокую (примерно 10-кратную) частоту γ-индуцированных мутаций
по сравнению со штаммом дикого типа. Объединение мутаций в генах, кодирующих субъединицы
PPH3, и мутаций в MMS2 и XRS2, контролирующих безошибочный путь пострепликативной репа-
рации, приводит к блокированию PPH3-специфического УФ-индуцированного мутагенеза. Таким
образом, мы идентифицировали комплекс PPH3 в качестве нового фактора, вовлеченного в регуля-
цию безошибочной ветви пострепликативной репарации. Двойной мутант по генам PTC2 и PTC3,
кодирующим две другие фосфатазы, дефосфорилирующие Rad53, не отличается от штамма дикого
типа в отношении УФ-индуцированного мутагенеза и выживаемости. Это означает, что гиперфос-
форилирование только Pph3-специфических сайтов белка Rad53 и гистона Н2А увеличивает уро-
вень УФ-мутагенеза.

Ключевые слова: фосфатаза Pph3, репарация ДНК, дрожжи, толерантность, безошибочная ветвь ре-
парации, мутагенез.
DOI: 10.31857/S0016675821010069

Стабильность геномной ДНК поддерживается
в течение всего жизненного цикла клетки. Одна-
ко различные нарушения ее первичной структу-
ры, индуцированные как в процессе нормального
клеточного метаболизма, так и в ответ на факто-
ры окружающей среды, возникают непрерывно.
Повреждения структуры ДНК могут приводить к
смерти клетки (летальные повреждения) или к ге-
нерации мутаций. Мутации являются первичной
причиной наследственных болезней и рака, а так-
же вносят вклад в процесс старения [1].

Хотя клетки содержат множество очень сложных
систем для точного восстановления ДНК до ее пер-
воначальной последовательности и структуры, ино-
гда требуются механизмы, способные временно
обеспечивать переносимость повреждения ДНК
без посредничества репарации. Эти механизмы

толерантности способствуют выживанию после
повреждения ДНК, а в некоторых ситуациях так-
же активно способствуют возникновению мута-
ций. Толерантность к повреждению ДНК (toler-
ance to DNA damage – TDD) исторически называ-
ли пострепликативной репарацией (ПРР) из-за
наблюдения, что обработка почкующихся дрож-
жевых клеток УФ-излучением вызывала однони-
тевые (ОН) бреши в реплицирующейся ДНК [1].
УФ-индуцированные димеры пиримидинов, вы-
зывающие ОН бреши в ДНК, часто сохранялись
после “репарации”, что указывает на то, что ПРР
просто обходит повреждение без его удаления [2].
Два различных пути TDD, ошибочный и безоши-
бочный, действуют во всех эукариотических ор-
ганизмах [3]. Ошибочный путь TDD опосредует-
ся синтезом через повреждения (TLS), в то время
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как в безошибочном TDD одна вновь синтезиро-
ванная нить служит матрицей для репликации
другой блокированной нити [4, 5]. Выбор между
этими путями TDD имеет серьезные последствия
для стабильности генома.

Клетки, дефектные в безошибочном пути
TDD, характеризуются более выраженной зави-
симостью от TLS, демонстрируя более высокие
уровни спонтанного мутагенеза и повышенную
чувствительность к повреждениям после инакти-
вации компонентов ошибочной TDD [6]. Приме-
чательно, что мутации в безошибочном пути при-
дают большую чувствительность к ДНК-повре-
ждающим агентам, чем мутации в пути TLS [7].

Эукариотические клетки имеют специализи-
рованный ответ на повреждение ДНК, называе-
мый “чекпойнтом”, который задерживает развитие
клеточного цикла и способствует репарации повре-
жденной ДНК. Активация чекпойнта осуществля-
ется каскадом фосфорилирования белков и иници-
ируется в клетках дрожжей двумя протеинкиназами,
Mec1 и Tel1 [8]. Эти киназы фосфорилируют белки
медиаторы чекпойнта, Rad53 и Rad9, а также ги-
стон H2A [9, 10]. В настоящее время достигнут
значительный прогресс в понимании инициирова-
ния и хода процесса чекпойнта. Однако о механиз-
мах его прекращения известно мало. Поскольку
Ser/Thr киназы (STK) играют центральную роль в
инициации чекпойнта, вполне вероятно, что
Ser/Thr фосфатазы (STP) должны быть вовлече-
ны в его завершение. Процесс прекращения дей-
ствия чекпойнта важен для повторной инициа-
ции репликации ДНК и выживания клеток. Этот
процесс требует дефосфорилирования Rad53 и
γН2А. Было показано, что некоторые фосфатазы
специфически продуцируют различные формы
модификаций Rad53, которые необходимы для
адекватного ответа на определенные поврежде-
ния ДНК [11].

В клетках дрожжей фосфатаза Pph3 участвует в
дефосфорилировании ключевой чекпойнтной
киназы Rad53 [12]. Pph3 образует комплекс с
субъединицей Psy2, который связывается с кина-
зой Rad53 и дефосфорилирует ее без участия тре-
тьей субъединицы. Другой комплекс, состоящий
из трех субъединиц Pph3–Psy2–Psy4, дефосфори-
лирует γН2А [13].

Ранее было обнаружено, что STP Pph3, Ptc2 и
Ptc3 S. cerevisiae важны для дефосфорилирования
Rad53 и, следовательно, для его дезактивации во
время восстановления от воздействия MMS [14,
15]. FHA1-домен Rad53 взаимодействует со спе-
цифическим треонином Ptc2 [16]. Сверхэкспрес-
сия Ptc2 индуцирует чувствительность к УФ и ок-
симочевине (HU) и летальна для мутантов rad53,
mec1 и dun1 с низкой активностью рибонуклеотид-
редуктазы. С другой стороны, делеция PTC2 специ-
фически подавляет гиперчувствительность mec1 к

HU [17]. Предполагается, что Ptc2 и Ptc3 дефос-
форилируют Rad53 конститутивно, и инактива-
ция этого белка происходит после завершения ре-
парации, что сопровождается снижением актив-
ности Mec1 [18].

Ранее нами был выделен мутантный штамм
S. cerevisiae hsm6-1, характеризующийся повы-
шенной скоростью спонтанного мутагенеза [19].
Эпистатический анализ показал, что мутация
hsm6-1 представляет собой аллель гена PSY4. Се-
квенирование мутантного аллеля hsm6-1 выявило
мутацию сдвига рамки считывания, которая вы-
звала замену Lys218Glu и генерацию стоп-кодона
в следующей позиции. Точечная мутация hsm6-1
имеет более выраженный фенотип по сравнению
с делеционной мутацией psy4Δ. На основании по-
лученных данных было сделано заключение, что
ген PSY4 играет ключевую роль в регуляции выхо-
да клеток из чекпойнта, вызванного повреждени-
ем ДНК [20]. Полученные в настоящей работе ре-
зультаты подтверждают это заключение.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Штаммы дрожжей и питательные среды

Штаммы дрожжей S. cerevisiae, использован-
ные в настоящем исследовании, перечислены в
табл. 1. Для роста культуры и регистрации выжи-
вания использовали полную среду [21]. Спирто-
содержащую среду использовали в исследованиях
УФ-индуцированного мутагенеза [22]. Спонтанные
мутации устойчивости к канаванину (CanS → CanR)
регистрировали с использованием минимальной
среды со стандартными добавками и 50 мг/мл ка-
наванина.

Мутагены

Источником ультрафиолетового света была
лампа БУВ-30Е с мощностью дозы 1.4 Дж/м2 с.
Аппарат “Исследователь” с мощностью дозы
180 Гр/мин служил источником γ-лучей. Обра-
ботку дрожжей УФ-лучами и γ-лучами проводили
как описано ранее [22].

Методы определения частоты мутаций

Чувствительность к летальному воздействию
ультрафиолетового излучения и γ-лучей опреде-
ляли, используя кривые выживаемости. Чувстви-
тельность к мутагенному действию ультрафиолето-
вого и γ-лучей была зарегистрирована индукцией
прямых мутаций в пяти локусах, контролирующих
синтез аденина, ADE4–ADE8 [23]. Спонтанный
мутагенез определяли с использованием стан-
дартного метода медиан (флуктуационный тест),
который регистрирует в основном ошибки ре-
пликации [24]. В других экспериментах скорость
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спонтанных мутаций устойчивости к канаванину
оценивали по методу упорядоченного посева
Хромова-Борисова [25]. Этот метод позволяет изме-
рять скорость репаративного мутагенеза. В этих экс-
периментах тестируемые дрожжевые культуры
выращивали на чашках с полной средой в течение
суток. Затем готовили 5 мл суспензии (106 кле-
ток/мл). Специальный репликатор на 150 штырей
был погружен в эту суспензию и перенесен на
чашку Петри со средой, содержащей канаванин.
Репликатор переносил 150 равных капель дрож-
жевой суспензии (около 2 мкл каждая) на равных
расстояниях друг от друга, каждая капля содержа-
ла приблизительно 2000 клеток. Концентрация
канаванина для оценки скорости мутаций устой-
чивости к антибиотику была определена в специ-
альных предварительных экспериментах для всех
штаммов и составила 50 мг/л. Мутанты имеют бо-
лее быстрый рост, который проявляется в виде
“бородавок” на пятнах с ограниченным ростом
исследуемой культуры. После 14–15 дней инкуба-
ции подсчитывали бородавки мутантов, устойчи-
вых к канаванину, и общее количество клеток.
Последнее было сделано после смыва клеток с ря-
да реплик капель, лишенных бородавок. Частоты
мутаций на одно деление клеток определяли путем
деления числа бородавок на общее количество
клеток на чашке. Результаты представлены как
средние значения 3–5 независимых эксперимен-
тов с 95%-ным доверительными интервалами.

Конструирование штаммов

Для разрушения открытой рамки считывания
гена PPH3 (YDR075W) клетки штамма дрожжей
дикого типа (11D-3031) (табл. 1) трансформиро-
вали фрагментом ДНК, содержащим маркер KanMX,
с фланкирующими 22-нуклеотидными последо-
вательностями, гомологичными флангам гена
PPH3. Фрагмент генерировали путем ПЦР-ам-

плификации с праймерами Pph3-1 и Pph3-2 и
ДНК, выделенной из штамма KFY-1073 в каче-
стве матрицы. Последовательности ДНК всех ис-
пользованных в настоящей работе праймеров
приведены в табл. 2. Трансформанты с делецией
гена PPH3 отбирали по их устойчивости к G418 с
использованием полной среды, содержащей G418
в концентрации 200 мкг/мл. Разрушение гена
PPH3 было подтверждено с помощью ПЦР.

Для получения одиночного mms2Δ и двойного
hsm6-1 mms2Δ мутантов клетки штамма дикого типа
11D-3031 (табл. 1) и мутанта hsm6-1 6B-SVK-312
(табл. 1) трансформировали фрагментом ДНК,
содержащим кассету KanMX4 с фланкирующими
70-нуклеотидными последовательностями, гомо-
логичными флангам гена MMS2. Фрагмент полу-
чали посредством ПЦР-амплификации плазми-
ды pFLA6A-KanMX4 c праймерами MMS2_L и
MMS2_R. Трансформанты также отбирали по их
устойчивости к G418 описанным выше способом.
Полное замещение гена MMS2 в полученных
штаммах было подтверждено с помощью ПЦР.

Для получения двойного мутанта ptc2Δ ptc3Δ
клетки штамма дикого типа трансформировали
фрагментом ДНК, содержащим кассету natMX6 с
фланкирующими 70-нуклеотидными последова-
тельностями, гомологичными флангам гена PTC2.
Фрагмент получали путем ПЦР-амплификации
плазмиды PFLA6A-natMX6 с праймерами PTC2_L
и PTC2_R. Трансформантов отбирали по их
устойчивости к нурсеотрицину на полной среде,
содержащей clonNAT в концентрации 30 мг/л.
Далее клетки полученного штамма трансформи-
ровали фрагментом ДНК, содержащим кассету
kanMX4 с фланкирующими 70-нуклеотидными
последовательностями, гомологичными флангам
гена PTC3. Фрагмент получали с помощью ПЦР-
амплификации плазмиды PFLA6A-kanMX4 с
праймерами PTC3_L и PTC3_R. Трансформан-
тов отбирали по их устойчивости к генитицину на

Таблица 1. Штаммы дрожжей, используемые в работе

Штамм Генотип Происхождение

11D-3031 MATα ade2Δ-248 ura3-160,188 leu2-3,112 trp1  [26]
6B-SVK-312 MATα ade2Δ-248 ura3-160,188 leu2-3,112 trp1 hsm6-1  [20]
KFY-1073 MATα ura3Δ leu2-his3-1 met15Δ pph3Δ::KanMX Настоящая работа
60-TAE-3031 MATα ade2Δ-248 ura3-160,188 leu2-3,112 trp1 psy4::NAT  [20]
62-TAE-3032 MATα ade2Δ-248 ura3-160,188 leu2-3,112 trp1 pph3::KanMX Настоящая работа
63-TAE-3033 MATα ade2Δ-248 ura3-160,188 leu2-3,112 trp1 hsm6-1 pph3::KanMX »
23-DVF-3031 MATα ade2Δ-248 ura3-160,188 leu2-3,112 trp1 ptc2::NAT ptc3::KanMX »
24-DVF-3031 MATα ade2Δ-248 ura3-160,188 leu2-3,112 trp1 mms2::KanMX »
25-DVF-3031 MATα ade2Δ-248 ura3-160,188 leu2-3,112 trp1 pph3::KanMX mms2::KanMX Настоящая работа
26-DVF-3031 MATα ade2Δ-248 ura3-160,188 leu2-3,112 trp1 xrs2::URA3  [27]
27-DVF-3031 MATα ade2Δ-248 ura3-160,188 leu2-3,112 trp1 hsm6-1 xrs2::URA3 Настоящая работа



158

ГЕНЕТИКА  том 57  № 2  2021

ФЕДОРОВ и др.

полной среде, содержащей G418 в концентрации
300 мг/л. Разрушение генов PTC2 и PTC3 в полу-
ченном штамме было подтверждено при помощи
ПЦР.

Двойной мутант hsm6-1 xrs2Δ был получен пу-
тем трансформации клеток штамма hsm6-1 6B-
SVK-312 (табл. 1) фрагментом ДНК, полученным
в результате рестрикции плазмиды pEI39 по сай-
там BamHI и HindIII. Трансформантов отбирали
на селективной среде без урацила.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Влияние мутации pph3Δ на спонтанный мутагенез

Известно, что клетки pph3Δ показывают ги-
перчувствительность к репликативному стрессу,
индуцированному ДНК-алкилирующим агентом
MMS. Более того, при воздействии MMS клетки
мутанта pph3Δ показывают гиперактивацию бел-
ка Rad53, задержку входа в S-фазу клеточного
цикла и проявляют ухудшение процессинга объ-
единенных хромосомных структур [28]. Эти ре-
зультаты показывают, что наблюдаемые дефекты
являются следствием ухудшения регуляции акти-
вации белка Rad53.

Для лучшего понимания функции субъединиц
комплекса PPH3 мы проанализировали генетиче-
ские свойства клеток, мутантных по гену PPH3.
Флуктуационный тест медиан [24] и метод упоря-
доченного посева [25] были использованы для
определения скорости спонтанных мутаций
устойчивости к канаванину у мутанта pph3Δ. Ра-
нее мы показали, что скорость спонтанных мута-
ций, измеренная флуктуационным тестом, в оди-
ночном psy4Δ не отличалась от скорости в клетках
дикого типа: (3.8 ± 1.1) × 10–7 и (3.2 ± 0.6) × 10–7

соответственно. В то же время мутация hsm6-1
увеличивает скорость спонтанного мутагенеза
более чем в 5 раз [20]. Измеренная нами скорость
репликативных мутаций в мутанте pph3Δ не отли-
чалась от скорости в клетках дикого типа – (3.8 ±

± 1.14) × 10–7. С другой стороны, метод упорядо-
ченного посева показывает значительные разли-
чия между мутантами и штаммом дикого типа:
wt – (3.2 ± 0.62) × 10–7, psy4Δ – (10.2 ± 2.64) × 10–7,
hsm6-1 – (34.4 ± 4.2) × 10–7 [20], pph3Δ – (52.7 ±
± 6.04) × 10–7, hsm6-1 pph3Δ – (58.5 ± 7.04) × 10–7.
Эти результаты показывают, что мутации psy4Δ и
pph3Δ не изменяют скорости репликативного мута-
генеза, но они значительно увеличивают скорость
репаративного мутагенеза. К тому же инактивация
гена PSY4 увеличивает скорость репаративного му-
тагенеза в значительно меньшей степени, чем инак-
тивация гена PPH3, что подтверждает разное влия-
ние этих мутаций на репарационные процессы.

Эффект мутаций pph3Δ и hsm6 pph3Δ
на УФ-индуцированный мутагенез и выживаемость

Мутации ряда генов, контролирующих репа-
рацию предмутационных повреждений ДНК, по-
казывают спонтанный мутаторный фенотип и в
то же время такие мутанты могут быть чувстви-
тельными к летальному и мутагенному действию
различных мутагенов. Ранее мы показали, что му-
тация psy4Δ не влияет на УФ-чувствительность
клеток дрожжей и слабо повышает уровень УФ-
индуцированного мутагенеза [20]. В связи с этим
мы измерили выживаемость и частоту мутаций
ade4–ade8 в изучаемых штаммах при УФ-облуче-
нии. Одиночный мутант psy4Δ не отличается по
УФ-чувствительности от штамма дикого типа. В
то же время мутант hsm6-1 показал заметно боль-
шую УФ-чувствительность по сравнению со
штаммом дикого типа [20]. Мутанты hsm6-1,
pph3Δ и двойной pph3Δ hsm6-1 показали пример-
но одинаковую УФ-чувствительность (рис. 1,а).

Так как генетические эффекты мутации pph3
не были изучены в деталях, мы определили влия-
ние делеции гена PPH3 на УФ-индуцированный
мутагенез. Частота прямых мутаций в генах
ADE4–ADE8 при УФ-облучении была оценена в
клетках дикого типа и мутантах hsm6-1, pph3Δ и

Таблица 2. Праймеры, использованные в работе

Название Последовательность

Pph3-1 5'-GTCAATATGTGGTGTTGCGACG-3'
Pph3-2 5'-CTAATCCTGTGATGCCGCTACT-3'
MMS2_L 5'-TCGATGTCGTGGTGAAATTCTTATTCTGTATATGCAACGTAGAAGAAAGCAGCGTTTACACAA

AAATGTCGCTTCGTACGCTGCAGGTCG-3'
MMS2_R 5'-TTGGAATGCTGCAAATACTGTTTAGGAAAAAGTAGATAACTAAAAGGTTTCTCCTTCCTTCGG

TTGACGCGCATAGGCCACTAGTGGATC-3'
PTC2_L 5'-CCTCCCCACGGAATAAAACTACAACAAGTTCTGTTATCAAGGACAATTAGTGT

ATATTAGTTGTTGTAACGCTTCGTACGCTGCAGGTCG-3'
PTC2_R 5'-GGTAGTGGTGTATGCTCTTGGTTCTGGTGGTGTCTTGCGTCTTCTCTTCTCTTTCTGT 

TCGTTCGGTTCGGCATAGGCCACTAGTGGATC-3'
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pph3Δ hsm6-1 (рис. 1,б). Представленные кривые
индуцированного мутагенеза показывают, что
при низких дозах облучения частота мутаций в
клетках дикого типа, мутантах pph3Δ и pph3Δ
hsm6-1 была одинакова и значительно ниже (~в 3
раза) по сравнению с одиночным мутантом hsm6-1.
При высоких дозах частота мутаций во всех трех
мутантных штаммах была одинакова и превыша-
ла уровень мутагенеза в клетках дикого типа при-
мерно двукратно. Таким образом, мутация hsm6-1
проявляет значительно более выраженный эф-
фект по сравнению с делецией всего гена, в то же
время мутация pph3Δ полностью эпистатирует к
мутации hsm6-1.

Выживаемость и мутагенез у мутантов hsm6-1, 
psy4, pph3Δ и pph3Δ hsm6-1 при γ-облучении

Для индукции двунитевых разрывов (ДНР)
ДНК мы использовали γ-лучи. Данные по сравне-
нию выживаемости штамма дикого типа и мутан-
тов hsm6-1, psy4, pph3Δ и pph3Δ hsm6-1, получен-
ные в количественном тесте, представлены на
рис. 2,а. Из этого рисунка видно, что существен-
ных различий в γ-чувствительности штамма ди-
кого типа и мутантов не наблюдается. Более того,
почкующиеся клетки всех штаммов, инактива-
ция которых характеризуется пологим участком
кривой инактивации, показали одинаковую чув-
ствительность. Возможно, небольшие различия в
первоначальном наклоне кривых выживаемости
объясняются различным соотношением доли
почкующихся клеток в облучаемых культурах.

Частота прямых мутаций в генах ADE4–ADE8
была оценена после γ-облучения в штамме дико-
го типа и мутантах hsm6-1, psy4Δ, pph3Δ и pph3Δ
hsm6-1 (рис. 2,б). Все мутанты проявили более
высокую частоту γ-индуцированного мутагенеза
по сравнению со штаммом дикого типа. Следует
отметить, что различие в частоте мутаций между
штаммом дикого типа и мутантами было значи-
тельно больше, чем при УФ-облучении.

Эффект УФ-облучения на выживаемость
и мутагенез у двойного мутанта ptc2Δ ptc3Δ
Ptc2 и Ptc3 были первыми протеинфосфатаза-

ми, для которых показано влияние на дезактива-
цию чекпойнта, индуцированного повреждения-
ми ДНК [14]. Клетки, потерявшие все три фосфа-
тазы Pph3, Ptc2 и Ptc3, проявляют синергическую
чувствительность к ДНК-повреждающим аген-
там камптотецину, HU и MMS, но не к УФ-лучам
[29]. Для изучения вовлеченности фосфатаз Ptc2
и Ptc3 в УФ-индуцированный мутагенез мы со-
здали мутантные клетки, потерявшие гены PTC2
и PTC3. Вначале мы тестировали выживаемость
мутанта ptc2 ptc3 после УФ-облучения. Как видно
из рис. 3, клетки двойного мутанта не показали

повышенной чувствительности по сравнению с
клетками дикого типа. УФ-индуцированный му-
тагенез в этих штаммах также оказался одинако-
вым (рис. 3). Таким образом, гиперфосфорили-
рование Ptc2/3-зависимых сайтов белка Rad53 не
влияет на УФ-индуцированный мутагенез и вы-
живаемость клеток дрожжей.

Белковый комплекс PPH3 вовлечен 
в регуляцию безошибочной ветви ПРР

Ранее мы сообщали, что мутация hsm6-1 уве-
личивает частоту УФ-индуцированного мутагене-
за и снижает уровень УФ-индуцированного мито-
тического кроссинговера в области между центро-
мером и геном ADE2. Мутант hsm6 показывает
увеличенную скорость спонтанного и УФ-инду-
цированного мутагенеза, при этом увеличение
сильно зависит от гена REV3, кодирующего спе-

Рис. 1. Выживаемость (а) и частота мутаций по пяти
локусам ADE4–ADE8 (б) при действии разных доз УФ
на клетки дрожжей: штамм дикого типа (j, h), мутант
pph3::KanMX (d, s), мутант hsm6-1 (m, n), двойной му-
тант hsm6-1 pph3::KanMX (r, e).
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цифическую ДНК-полимеразу [20, 30]. Эти ре-
зультаты показывают, что HSM6 может участво-
вать в одной из ветвей ПРР.

Белок Rad5 вовлечен в безошибочную ветвь
ПРР [31]. Белок Mms2, обладающий в комплексе
с Ubc13p убиквитинтрансферазной активно-
стью, является субъединицей тройного комплек-
са Rad5–Mms2–Ubc13, который осуществляет по-
лиубиквитинирование PCNA и таким образом
стимулирует рекомбинационно-подобный про-
цесс. Отсюда следует, что ген MMS2 контролирует
первую стадию безошибочной ветви ПРР.

Для проверки предположения, что ген PPH3
может быть вовлечен в контроль безошибочной
ветви ПРР, мы разрушили ген MMS2 в мутанте
pph3 и штамме дикого типа. Как видно из рис. 4,

УФ-индуцированный мутагенез в мутанте mms2
значительно ниже, чем в одиночном мутанте
pph3, и близок к уровню штамма дикого типа.
Двойной мутант mms2 pph3 показывает уровень
УФ-индуцированного мутагенеза такой же, как у
одиночного mms2. Следовательно, мутации mms2
и pph3 находятся на одном пути репарации и mms2
эпистатирует к pph3.

Показано, что ОН бреши ДНК за остановлен-
ными репликационными вилками обусловлены
Mre11-зависимой деградацией реплицированной
ДНК. Это событие определяет вторую стадию
безошибочной ветви ПРР. Образование ОН бре-
шей со свободным 3'-концом стимулирует инва-
зию вновь синтезированной ДНК в дуплексную
ДНК сестринской хроматиды, таким образом
инициируя смену матриц. Мы исследовали по-
тенциальные эпистатические отношения между
мутациями генов XRS2 и PPH3. Xrs2 является
субъединицей комплекса MRE11. Штамм дикого
типа был слабо чувствителен к УФ-облучению и
не оказывал заметного влияния на УФ-индуци-
рованный мутагенез (рис. 5). Двойной мутант xrs2
pph3 был также чувствителен к УФ-индукцион-
ному летальному действию и мутагенезу, как и
одиночный мутант xrs2 (рис. 5). Таким образом,
эти результаты согласуются с ролью PPH3 в без-
ошибочном пути обхода повреждений.

Рис. 2. Выживаемость (а) и частота мутаций по пяти
локусам ADE4–ADE8 (б) при действии разных доз
гамма-лучей на клетки дрожжей: штамм дикого типа
(j, h), мутант hsm6-1 (d, s), мутант psy4::NAT (w, q),
мутант pph3::KanMX (r, e), двойной мутант hsm6-1
pph3::KamMX (m, n).
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Рис. 3. Выживаемость (темные символы) и частота
мутаций по пяти локусам ADE4–ADE8 (светлые сим-
волы): штамм дикого типа (j, h), двойной мутант
ptc2Δ ptc3Δ (d, s).
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ОБСУЖДЕНИЕ

При благоприятных условиях роста основной
причиной спонтанного мутагенеза являются ошиб-
ки репликации. Именно поэтому флуктуационный
тест учитывает спонтанные мутации, возникшие в
основном в результате ошибок репликации. Мута-
ции, возникающие как ошибки репликации, так и
ошибки репарации, регистрируются методом упо-
рядоченного посева, когда клетки выращиваются
в течение длительных периодов на селективной

среде, и многие спонтанные повреждения накап-
ливаются в ДНК в течение одного поколения [26].
Если клетки имеют дефект в репарационных си-
стемах, это может значительно увеличить уровень
спонтанного мутагенеза.

Частота спонтанных мутаций устойчивости к
канаванину, измеренная с помощью флуктуаци-
онного теста для мутанта pph3Δ, не отличалась от
штамма дикого типа. Однако в тесте Хромова-Бо-
рисова мутация pph3 проявляет очень высокий

Рис. 4. Выживаемость (темные символы) и частота мутаций по пяти локусам ADE4–ADE8 (светлые символы): штамм
дикого типа (j, h), мутант pph3 (d, s), мутант mms2 (m, n), двойной мутант pph3 mms2 (r, e).
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Рис. 5. Выживаемость (темные символы) и частота мутаций по пяти локусам ADE4–ADE8 (светлые символы): штамм
дикого типа (j, h), мутант pph3 (d, s), двойной мутант pph3 xrs2 (m, n).
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уровень спонтанного мутагенеза, который анало-
гичен двойному мутанту pph3Δ hsm6-1. На основа-
нии этих данных мы можем предположить, что
мутации pph3Δ, psy4Δ и hsm6-1 стимулируют под-
верженный ошибкам процесс репарации ДНК.

При воздействии MMS клетки pph3Δ проявля-
ют гиперактивацию Rad53 и задержку внутри-S-
фазного чекпойнта [12, 28]. Однако Pph3-Psy2 не
является единственной фосфатазой, необходи-
мой для дефосфорилирования Rad53. Фосфатазы
Pp2C, Ptc2 и, в меньшей степени, Ptc3 необходи-
мы для дефосфорилирования Rad53 после ДНР
ДНК [13]. Учитывая, что Pph3-Psy2, по-видимо-
му, регулирует некоторые чекпойнтные функции
Rad53, но не все, можно предположить, что Pph3
и Ptc2/Ptc3 не являются избыточными, посколь-
ку они распознают разные формы фосфорилиро-
вания Rad53, и что эти разные формы фосфори-
лирования независимо регулируют различные ас-
пекты чекпойнт ответа [13]. Чтобы лучше понять
функциональное взаимодействие между фосфа-
тазами Pph3-Psy2 и Ptc2/Ptc3, мы проанализиро-
вали индуцированный ультрафиолетом мутагенез
в клетках, лишенных Ptc2/Ptc3. Как показано на
рис. 3, двойной мутант ptc2 ptc3 не проявляет ка-
кой-либо чувствительности к ультрафиолетовому
излучению и не увеличивает уровня индуциро-
ванного ультрафиолетом мутагенеза. Взятые вме-
сте эти результаты согласуются с моделью, в ко-
торой основной причиной более высокого уровня
мутаций, индуцированных ультрафиолетом в му-
танте pph3, является замедление дефосфорилирова-
ния PPH3-специфических сайтов Rad53 и γН2А.

Фосфатаза Pph3-Psy2-Psy4 образует стабиль-
ный комплекс с γН2А, т.е. реакция дефосфорили-
рования гистона является медленным процессом
[32]. γН2А теряется из хроматина независимо от
PPH3, что указывает на то, что фосфатаза нацели-
вается на γН2А после его вытеснения из ДНК. Де-
фосфорилирование γН2А с помощью PPH3 необ-
ходимо для эффективного выхода из чекпойнта,
индуцированного повреждениями ДНК [13]. Ра-
нее мы предполагали, что чувствительность му-
танта hsm6-1 к ультрафиолетовому излучению и
его высокая спонтанная и зависимая от ультра-
фиолетового излучения изменчивость обусловле-
ны задержанным выходом клетки из чекпойнта
[20]. После облучения УФ-лучами в процессе ре-
пликации на поврежденной ДНК образуются од-
носторонние ДНР. У мутантов psy4Δ и pph3Δ зна-
чительное увеличение уровня мутагенеза наблю-
далось только при высоких дозах УФ-облучения
(рис. 1,б), поскольку в этом случае вероятность
появления ДНР ДНК и индукции чекпойнта за-
метно возрастает. Количество выделяющегося
γН2А будет высоким, что повлияет на уровень ин-
дуцированного мутагенеза.

Репарация одностороннего ДНР отличается от
репарации двустороннего ДНР. Когда индуциру-
ется двусторонний ДНР, гистон H2A фосфорили-
руется на большем расстоянии с обеих сторон
ДНР, что приводит к индукции множества γН2А
[33]. Мы предполагаем, что увеличение количе-
ства γН2А может привести к более высокому
уровню индуцированного мутагенеза. Чтобы
проверить это предположение, мы использовали
γ-лучи, которые индуцируют ДНР ДНК с двумя
концами с высокой частотой. Действительно, ча-
стота мутаций, индуцированных γ-лучами, у всех
исследованных мутантов была чрезвычайно вы-
сокой по сравнению со штаммом дикого типа
(рис. 2,б). Белок Pph3 является каталитической
субъединицей фосфатазного комплекса Phy3–
Psy2–Psy4, биохимическая функция которого – де-
фосфорилирование гистонов γН2А [13]. Мутации
hsm6-1 и psy4Δ инактивируют тройной комплекс
фосфатазы. С другой стороны, мутация pph3Δ
инактивирует обе функции фосфатазного ком-
плекса PPH3, при этом мы фиксируем при высо-
ких дозах одинаково высокие уровни УФ- и γ-ин-
дуцированного мутагенеза у всех трех мутантов
(рис. 1,б и 2,б). Следовательно, замедление де-
фосфорилирования γН2А является основной
причиной увеличения скорости индуцированно-
го мутагенеза у мутантов pph3Δ, hsm6-1 и psy4Δ.
Этот вывод подтверждается, во-первых, данными
по УФ-индуцированному мутагенезу в клетках,
потерявших фосфатазу Ptc2/Ptc3, которая не
имеет отношения к дефосфорилированию γН2А,
но дефосфорилирует белок Rad53. Во-вторых,
полным совпадением кривых УФ-мутагенеза у
мутантов pph3Δ и psy4Δ (рис. 1,б).

В дрожжах открыта еще одна фосфатаза Glc7,
которая способна дефосфорилировать гистон
γН2А [34]. Наличие в клетке одновременно двух
фосфатаз, способных дефосфорилировать гистон
γН2А, должно приводить к конкуренции за суб-
страт. Когда в клетке присутствуют оба фермента,
количество свободного γН2А будет быстро умень-
шаться и освобождать комплекс Pph3–Psy2–Psy4
от связывания с гистоном. Это, в свою очередь,
сместит равновесие между комплексами Pph3–
Psy2–Psy4 и Pph3–Psy2 в сторону последнего. В
отсутствие Glc7 (мутант glc7) дефосфорилирова-
ние гистона γН2А значительно замедлится, что
приведет к его повторному включению в хрома-
тин. Однако отсутствие Glc7 лишь замедляет про-
цесс выхода из чекпойнта, но не блокирует его,
из-за активности второго фермента Pph3–Psy2–
Psy4. Делеция гена PSY4 также замедлит дефос-
форилирование гистона γН2А. Таким образом,
при низких дозах УФ-лучей отсутствие одного из
белков Psy4 или Glc7 не будет заметно сказывать-
ся на скорости дефосфорилирования γН2А. Од-
нако при высокой концентрации этого гистона в
ядре (высокие дозы УФ-лучей или при γ-облуче-
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нии) отсутствие одного из партнеров окажет за-
метное влияние на эффективность дефосфорили-
рования γН2А. Мутация hsm6-1 относится к типу
сдвиг рамки считывания. В результате образуется
укороченный белок, который сохранил консерва-
тивную последовательность на N-конце. Можно
предполагать, что такой укороченный белок спо-
собен формировать тройной комплекс PPH3, но
не способен выполнять в полном объеме свою
ферментативную функцию. Это приведет к за-
медлению дефосфорилирования гистона γН2А,
значительному увеличению времени существова-
ния нефункционального тройного комплекса,
связанного с γН2А, и, как следствие, снижению
эффективности дефосфорилирования Rad53. Эти
свойства аллеля hsm6-1 будут отличать его от де-
леционного мутанта.

В совокупности мы интерпретируем эти ре-
зультаты как указание на то, что высокий спон-
танный мутагенез у мутантов hsm6-1 и pph3Δ и вы-
сокая чувствительность к мутагенному действию
ультрафиолетовых и γ-лучей обусловлены за-
держкой выхода клетки из чекпойнта.

Ранее мы предполагали, что ген HSM6 участ-
вует в контроле ПРР [19, 20]. Проведенный нами
генетический анализ подтверждает это предполо-
жение. Прежде всего мы показываем, что мута-
ции mms2 и xrs2 способны полностью подавлять
более высокий УФ-индуцированный мутагенез
мутанта pph3 (рис. 4, 5). Этот фенотип самым
строгим образом определяет гены, контролирую-
щие субъединицы белкового комплекса PPH3, в
качестве участников в регуляции безошибочной
ветви ПРР.

Исследование выполнено при финансовой
поддержке гранта РФФИ № 18-34-005540 мол_а и
в рамках государственного задания по теме
“Мультикомпонентные биологические системы:
структурно-динамическая и функциональная ор-
ганизация” (регистрационный номер АААА-А19-
119091890069-7).
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животных.
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Pph3 Phosphatase Is Involved in the Regulation of the Error-Free Branch
of Postreplicative DNA Repair in Yeast Saccharomyces cerevisiae
D. V. Fedorova, T. A. Evstyukhinaa, V. T. Peshekhonova, and V. G. Koroleva, *

aPetersburg Nuclear Physics Institute named by B.P. Konstantinov
of National Research Centre “Kurchatov Institute,” Gatchina, 188300 Russia

*e-mail: korolev_vg@pnpi.nrcki.ru

It has been shown that Pph3 phosphatase is involved in the dephosphorylation of the crucial checkpoint ki-
nase Rad53 in yeast Saccharomyces cerevisiae. Pph3 protein forms a complex with a Psy2 subunit, which binds
to Rad53 kinase and dephosphorylates it without the involvement of a third subunit. Triple complex consist-
ing of Pph3, Psy2 and Psy4 subunits dephosphorylates γН2А. Earlier, we have shown that the HSM6 gene
represents an allele of PSY4 gene. The hsm6-1 mutation increased the frequency of DNA repair spontaneous
and UV-induced mutagenesis. In this study we showed that the deletion of PPH3 gene increases the rate of
spontaneous mutagenesis by a factor of seven in S. cerevisiae. At high UV light doses the frequencies of mu-
tations in pph3Δ, psy4Δ and hsm6-1 mutant strains are equal and exceed the level of mutagenesis in the wild
type strain approximately twofold. In case of reparative spontaneous mutagenesis, pph3Δ and hsm6-1 muta-
tions show epistatic effect. All mutants exhibited higher (approximately 10-fold) frequency of γ-induced mu-
tations in comparison with the wild type strain. The combination of mutations in the genes encoding the sub-
units of PPH3 and mutations in the MMS2 and XRS2 genes that control the error-free path of post-replicative
repair leads to the blocking of PPH3-specific UV-induced mutagenesis. Our results indicate that ptc2Δ ptc3Δ
double mutant don’t influence UV-induced mutagenesis and survival. These data indicate that hyperphos-
phorylation only of Pph3 specific sites of the Rad53 increases the UV-induced mutagenesis. Thus, we iden-
tified the PPH3 complex as a new factor involved in the regulation of the error-free branch of postreplicative
repair.

Keywords: Pph3 phosphatase, DNA repair, yeast, tolerance, error-free branch of repair, mutagenesis.
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Исследована регуляторная quorum sensing система SprIR психротрофного штамма Serratia protea-
maculans 94. Сконструирован мутант с инактивированным геном sprR, кодирующим регуляторный
рецепторный белок SprR. Показано, что инактивация этого гена влияла на состав жирных кислот,
синтезируемых S. proteamaculans 94, и не влияла на синтез N-ацил-гомосеринлактонов (АГЛ), ак-
тивности внеклеточных протеаз, хитиназ, гемолизинов, на свимминг-миграцию клеток и подавле-
ние роста мицелия фитопатогенных грибов летучими соединениями, выделяемыми этим штаммом.
Инактивация гена sprI (но не гена sprR) снижала образование биопленок, которое увеличивалось
при внесении в культуру экзогенного АГЛ. Проведенный сравнительный протеомный анализ кле-
ток исходного штамма и мутантов с инактивированными генами sprI и sprR показал, что экспрессия
30 белков S. proteamaculans 94 находится под влиянием quorum sensing системы SprIR.

Ключевые слова: quorum sensing, Serratia proteamaculans, биопленки, ферменты, жирные кислоты,
протеомный анализ.
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В последнее время растущее внимание иссле-
дователей привлекают quorum sensing (QS) систе-
мы регуляции экспрессии генов, участвующие в
коммуникации бактерий и обеспечивающие ско-
ординированный ответ популяций бактерий на
внешние факторы. QS – это особый тип регуля-
ции, функционирующий обычно при высоких
плотностях бактериальных популяций. QS систе-
мы включают низкомолекулярные сигнальные
молекулы различной химической природы, диф-
фундирующие из клеток в культуральную среду, и
рецепторные регуляторные белки, с которыми
взаимодействуют сигнальные молекулы. QS си-
стемы функционируют как глобальные факторы
регуляции, они играют важную роль в контроле
большого количества клеточных процессов, от-
носящихся к различным сторонам метаболизма
бактерий: они участвуют во взаимодействии многих
бактерий с высшими организмами, в регуляции ви-
рулентности бактерий, регуляции экспрессии ге-

нов, связанных с синтезом различных экзофермен-
тов, токсинов, антибиотиков и др. [1–7].

Больше всего исследованы QS системы
LuxI/LuxR-типа грамотрицательных бактерий,
использующие в качестве сигнальных молекул
N-ацил-гомосеринлактоны (АГЛ). QS системы
этого типа можно разделить на две группы в зави-
симости от функций и организации экспрессии
QS генов.

Первая группа включает классическую QS си-
стему Vibrio fischeri; у этой морской бактерии
впервые был открыт феномен QS. В QS-регуляции
V. fischeri участвуют два основных регуляторных
компонента: белок LuxI – синтаза АГЛ (катализи-
рует синтез АГЛ) и LuxR-белок – он образует ди-
мер, присоединяет АГЛ, в результате чего изменя-
ется его конфигурация; затем этот комплекс, свя-
зываясь с промотором lux-оперона, активирует его
транскрипцию, что приводит к синтезу люцифера-
зы и эмиссии света. При увеличении популяции
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V. fischeri АГЛ накапливаются до порогового уров-
ня, который достаточен для активации LuxR, свя-
зывания его с промоторной областью lux-оперона
и индукции этого оперона. Сходные QS системы
были обнаружены в клетках различных видов
псевдомонад, Agrobacterium tumefaciens, Burkholde-
ria и др. [1, 3–7].

Вторая группа включает QS системы бактерий
семейства Enterobacteriaceae (Pantoea, Erwinia,
Serratia и др.). Регуляторные R-белки в QS системах
этой группы функционируют главным образом как
негативные регуляторы; они могут репрессиро-
вать транскрипцию своих собственных генов в
отсутствие АГЛ.

Количество АГЛ увеличивается с увеличением
плотности популяции бактерий по мере роста
культуры. При достижении достаточно высокой
концентрации АГЛ взаимодействует с белком
LuxR-типа (например, с белком EsaR P. stewartii),
при этом происходят изменения его конформа-
ции, препятствующие связыванию с ДНК, что
приводит к дерепрессии [8–12].

Объектом нашего исследования была бакте-
рия Serratia proteamaculans 94 [13]. QS системы
бактерий этого вида изучены мало [11]. В преды-
дущей работе [14] мы показали, что штамм
S. proteamaculans 94 синтезирует два главных ти-
па сигнальных молекул АГЛ (N-3-оксо-гексано-
ил-L-гомосеринлактон и N-3-гидрокси-гекса-
ноил-L-гомосеринлактон) и несколько минорных
АГЛ. Гены sprI и sprR этой QS системы, кодирую-
щие соответственно синтазу АГЛ и рецепторный
регуляторный белок SprR, были клонированы и
секвенированы. Было показано, что гены sprI и
sprR транскрибировались конвергентно с частич-
ным перекрыванием их рамок считывания. Изу-
чение полученного нами мутанта с инактивиро-
ванным QS геном sprI позволило определить роль
этого гена в регуляции ряда клеточных процессов.
Инактивация гена sprI приводила к отсутствию
синтеза АГЛ, уменьшению внеклеточной протео-
литической активности, отсутствию хитинолити-
ческой активности, свимминг-миграции клеток
(swimming motility), отсутствию или сильному
снижению подавления роста мицелия фитопатоген-
ных грибов летучими соединениями, выделяемыми
штаммом 94, изменению состава клеточных жир-
ных кислот, синтезируемых этим штаммом [14].

В штамме S. proteamaculans 94 нами была обна-
ружена также сигнальная молекула типа AI-2 и ис-
следована функциональная роль гена luxS, ответ-
ственного за синтез AI-2. Инактивация этого ге-
на приводила к действию, сходному с действием
инактивации гена sprI на синтез экзоферментов,
свимминг-миграцию клеток, и вызывала сниже-
ние или отсутствие ингибирования фитопато-
генных грибов летучими веществами, выделяе-
мыми S. proteamaculans 94 [15].

В настоящей работе был получен мутант с
инактивированным геном sprR QS системы штамма
S. proteamaculans 94, кодирующим рецепторный
регуляторный белок SprR. Ранее мутации гена,
кодирующего R-белок S. proteamaculans, не были
получены, и информация о роли этого гена в кон-
троле метаболизма S. proteamaculans отсутствует.
В работе изучено влияние инактивации гена sprR
на регуляцию клеточных процессов S. proteamacu-
lans 94; исследовано действие инактивации генов
sprI и sprR на образование биопленок этого штам-
ма, проведен сравнительный протеомный анализ
экспрессии белков исходного и мутантных штам-
мов. Полученные данные расширяют наше пред-
ставление о диапазоне клеточных процессов, в
регуляции которых участвуют гены QS системы
S. proteamaculans.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

1. Штаммы бактерий и условия культивирования

Штаммы бактерий, плазмиды и праймеры
ПЦР, использованные в работе, приведены в
табл. 1, 2. Бактерии выращивали на средах Luria
Broth (LB), LA (Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim, Germany) и M9 [16] c необходимыми
добавками при температуре 28–30°C. Антибиоти-
ки отечественного производства использовали в
концентрациях (мкг/мл): ампициллин, 100–200; ка-
намицин, 100; гентамицин 40. Тетрациклин (Sigma)
добавляли в среду в концентрации 20 мкг/мл.

2. Определение продукции АГЛ

Для определения продукции АГЛ использова-
ли два биосенсора. Сенсор Chromobacterium viola-
ceum CV026 высевали штрихами на поверхность
среды LA, пересекали их штрихами тестируемых
культур, инкубировали 24–48 ч при 30°С. В слу-
чае, когда штамм продуцировал АГЛ, наблюдали
окрашивание индикаторного штамма CV026 в
фиолетовый цвет. Интенсивность окраски оце-
нивали визуально [17]. Второй биосенсор Agrobacte-
rium tumefaciens NT1/pZLR4 выращивали на среде
LB с добавлением ампициллина (100 мкг/мл) и ген-
тамицина в течение ночи при 30°С. Чашку с агари-
зованной средой М9 с добавленным X-Gal (конеч-
ная концентрация 80 мкг/мл) заливали 3 мл M9 c
0.5% агара с добавлением 0.5 мл ночной культуры
A. tumefaciens NT1/pZLR4. Тестируемые на про-
дукцию АГЛ штаммы высевали уколами на по-
верхность агаризованной среды после ее застыва-
ния или вносили жидкую ночную культуру в лун-
ки в агаризованной среде и инкубировали при
30°С 24–48 ч. О синтезе АГЛ штаммами судили по
появлению голубых зон гидролиза X-Gal [18].
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3. Манипуляции с ДНК

Выделение суммарной и плазмидной ДНК, ре-
стрикцию, агарозный гель-электрофорез, лиги-
рование, трансформацию E. coli проводили со-
гласно методикам, описанным в [19]. Реакцию
ПЦР проводили в 20 мкл реакционной смеси, со-
держащей однократный буфер для Taq ДНК-по-
лимеразы (НПО “СибЭнзим”), по 250 мкМ
dGTP, dATP, dCTP и dTTP (НПО “СибЭнзим”),
10 пМ каждого праймера (ЗАО “Синтол”), 0.5 U
Taq ДНК-полимеразы (ИМГ РАН). В качестве
матрицы для ПЦР использовали плазмидные
ДНК или прокипяченные клетки, взятые из све-
жевыращенных колоний. Реакцию ПЦР-ампли-
фикации проводили на четырехканальном про-

граммируемом термостате ТП4-ПЦР-01-“Терцик”
(ЗАО “НПФ ДНК-Технология”).

4. Получение мутанта S. proteamaculans 94
c инактивированным геном sprR

Мутант с нокаутом гена sprR был получен ме-
тодом замены генов с использованием sacB-стра-
тегии [20]. Ранее для клонирования генов sprI и
sprR и их секвенирования нами был клонирован
фрагмент ДНК размером 1660 пн, содержащий
оба гена, и была определена нуклеотидная после-
довательность этих генов (JX901285) [14]. Для по-
лучения клонированного гена sprR была проведе-
на ПЦР-амплификация с праймерами для этого

Таблица 1. Штаммы бактерий и плазмиды, использованные в работе
Штаммы и плазмиды Характеристика Источник или ссылка

Штаммы

Serratia proteamaculans 94 Выделен из испорченного в холодильнике мяса  [13]

S. proteamaculans 94 rif-r Спонтанный мутант rif-r  [14]

Escherichia coli S17-1 (λ-pir) thi pro hsdR hsdM recA rpsL RP4-2 (Tcr::Mu) (Kmr::Tn7) 
(λ -pir)

Коллекция ИМГ РАН

E. coli TG-1 K-12 supE thi-1 Δ(lac-proAB) Δ(mcrB-hsdSM)5, 
F' [tra D36 proAB+ lacIq lac ZΔM15]

Stratagene

Chromobacterium violaceum CV026 Биосенсор для определения АГЛ на основе
продукции виолацеина, Km-r

 [17]

Agrobacterium tumefaciens 
NT1/pZLR4

pZLR4 traG::lacZ. Биосенсор для определения АГЛ 
на основе индукции синтеза β-галактозидазы,
Gmr Cbr

 [18]

S. proteamaculans 94 rif-r sprI::Gm Мутант sprI::Gm штамма 94 rif-r  [14]

Плазмиды

p34S-Gm Источник Gmr-кассеты  [21]

pEX18Tc Вектор для замены генов, Tetr oriT sacB  [20]

pAL-TA Вектор для клонирования продуктов ПЦР, 
Apr ori pUC Plac

Eurogen

( )K Kr m− −

Таблица 2. Праймеры, использованные в работе

Праймер Последовательность (5' → 3')

SprR-F 5'-GAGCCTGTATGTTTTCCATC

SprR-R 5'-CAACTTCCGCCATCACCTG

GM-F 5'-GGCTCAAGTATGGGCATCATT

GM-R 5'-GGCGGTACTTGGGTCGATA

М13-F 5'-GTAAAACGACGGCCAGT

М13-R 5'-CAGGAAACAGCTATGAC
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гена – SprR-F и SprR-R (табл. 2). ПЦР проводили
при 94°С 2 мин, затем 30 циклов при 94°С 20 с,
58°С 20 с, 72°C 40 с, и последняя стадия была при
72°C 4 мин. Продукты ПЦР были выделены из ге-
ля (использовали Wizard SV Gel kit и PCR Clean-
Up System, Promega) и лигированы с pAL-TA век-
торной ДНК. Лигазная смесь была трансформи-
рована в E. coli TG1. Клетки высевали на среду LA
с добавлением 200 мкг/мл ампициллина, наличие
sprR гена в отобранных клонах определяли мето-
дом ПЦР, используя универсальные праймеры
M13. Сконструированная плазмида была названа
pAL-TA-sprR.

Для конструирования sprR::Gm мутанта
BamHI-фрагмент ДНК размером 865 пн плазми-
ды p34S-Gm [21], несущий ген резистентности к
гентамицину, был клонирован в BglII-сайт внутри
гена sprR в pAL-TA-sprR плазмиде. Фрагмент ДНК
1700 пн из полученной плазмиды pAL-TA-sprR::Gm
был клонирован в EcoRI-сайт вектора pEX18Tc
[20], и сконструированная в результате плазмида
pEX18Tc-sprR::Gm была трансформирована в
E. coli S17-1 (λ-pir), который был использован как
донор для передачи этой плазмиды в S. proteamac-
ulans 94 rif-r штамм конъюгацией. Полученные
клетки были высеяны на среду LA, содержащую
Gm, Rif и 5% (wt/vol) сахарозы, после чего клоны,
резистентные к гентамицину, рифампицину и са-
харозе и чувствительные к тетрациклину, были
тестированы с помощью ПЦР с праймерами Gm-
F, GmR и праймерами sprR-F и sprR-R. В резуль-
тате был получен мутантный штамм S. proteamac-
ulans 94 sprR::Gm.

5. Анализ биопленок

Свежие культуры, выросшие на среде LA, вы-
севали в LB с необходимыми антибиотиками и
инкубировали при аэрации в течение 24 ч при
температуре 30°C. Затем культуры разбавляли в
300 раз в LB без антибиотиков. Для измерения об-
разования биопленок культуры выращивали в по-
листироловых планшетах 24 ч с перемешиванием
на качалке при температуре 30°C. Образование
биопленок измеряли после удаления среды, про-
мывки ячеек водой и окрашивания прикреплен-
ных клеток красителем кристаллический фиоле-
товый (1 г кристалвиолета, РЕАХИМ, Россия; 2 г
кристаллического фенола; 90 мл дистиллирован-
ной воды; 10 мл 96%-ного этанола) в течение
45 мин при комнатной температуре. После окраши-
вания жидкость сливали, краситель из биопленок
экстрагировали 96%-ным этанолом, оптическую
плотность раствора измеряли при 595 нм. Для изме-
рения уровня образованных биопленок исполь-
зовали Model 2550 Microplate Reader (Bio-Rad,
США). По интенсивности окрашивания раствора
судили об уровне образования биопленок. Каждый

эксперимент повторяли три раза, при этом в каждом
варианте культуру выращивали в 4–8 лунках.

6. Влияние sprR::Gm мутации на свойства
клеток S. proteamaculans 94

6.1. Определение ферментативных активностей

Для определения активностей внеклеточных
ферментов 3 мкл разведенной в 300 раз ночной
культуры бактерий помещались на поверхность
среды LA (1.5% агара) с необходимыми добавка-
ми. Эксперименты со всеми вариантами прово-
дились 3 раза, с не менее чем тремя повторностя-
ми в каждом опыте [14].

Определение внеклеточной протеазной актив-
ности. Клетки штаммов высевали уколом на ага-
ризованную среду LA с молоком (молоко с 0.5%
жира составляло 1/3 часть от общего объема сре-
ды), инкубировали 24–48 ч при 30°С. В случае,
когда штаммы обладали внеклеточной протеаз-
ной активностью, вокруг колоний наблюдали зо-
ны ферментативного гидролиза казеина молока
(зоны просветления). О ферментативной актив-
ности судили по радиусу зон гидролиза.

Определение липазной активности. Клетки те-
стируемых штаммов высевали уколом на среду
LA с добавлением Tween-20 (1%) и CaCl2 (0.01%).
Инкубировали 48 ч при 30°С. В случае, когда
штаммы обладали липазной активностью, вокруг
колоний наблюдали мутные зоны (Tween-20 гид-
ролизовался с образованием лауриновой кисло-
ты, что приводило к образованию в присутствии
кальция нерастворимой соли этой кислоты). О
ферментативной активности судили по радиусу
непрозрачных зон вокруг колоний и степени по-
мутнения среды в пределах непрозрачной зоны.

Определение хитинолитической активности.
Тестируемые штаммы высевали уколом на агари-
зованную среду (1.5% агара) следующего состава:
0.1% (NH4)2SO4, 0.03% MgSO4 · 7H2O, 0.08% KH2PO4,
0.04% KNO3, 0.05% дрожжевой экстракт (Difco); в
среду добавляли 0.2% коллоидного хитина. Инку-
бировали 72–96 ч при 30°С. В случае, когда штаммы
обладали хитинолитической активностью, около
колоний наблюдали зоны ферментативного гид-
ролиза (зоны просветления). О ферментативной
активности судили по радиусу зон.

Определение гемолитической активности.
Клетки тестируемых штаммов высевали уколом
на кровяной агар (среда LA с добавлением 5% сте-
рильной крови человека), инкубировали 3–7 суток
при 28°С. О гемолитической активности судили по
прозрачным зонам гемолиза вокруг колоний.
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6.2. Определение действия летучих
соединений, выделяемых S. proteamaculans 94

Ранее мы показали, что S. proteamaculans 94 син-
тезирует летучие вещества (ЛВ), в том числе орга-
нические летучие вещества, из которых в наиболь-
шем количестве штамм продуцировал диметилди-
сульфид (ДМДС). Было показано, что общий пул
летучих соединений, выделяемых этим штаммом,
и индивидуально ДМДС подавляют рост агробак-
терий, фитопатогенных грибов, нематод и дрозо-
фил [22]. Для определения влияния инактивации
гена sprR на действие ЛВ на грибы были исполь-
зованы чашки Петри, разделенные на две части
перегородками, которые не прилегали к крышке,
оставалось свободное пространство для обмена
воздухом. Одну половину чашки засевали S. pro-
teamaculans 94 или мутантом sprR::Gm на среде LA
(20 мкл ночной культуры, выросшей в LB и со-
держащей ~4–6 × 107 клеток распределялись
микробиологической петлей по поверхности LA).
Чашки инкубировали 24 ч при 28°C. После этого
на вторую половину чашки помещали блок с ми-
целием гриба. Блоки грибов диаметром 8 мм вы-
резали из агаризованной среды Чапека на чашках
Петри, засеянных грибами в виде спор петлей с
культуры гриба, после роста в течение пяти суток
при 25°С. Чашки плотно герметизировали пара-
фильмом (4 раза) (“Parafilm M” Sealing Film
(Pechiney Plastic Packaging Company, Chicago, IL,
США)). Рост грибов анализировали через 3–6
дней при 25°C [22].

6.3. Анализ состава жирных кислот

Ночные культуры бактерий разводили до
OD600 ~ 0.10, и клетки росли в течение 20 ч при
30°C. Пробы сухой биомассы клеток (5 мг) обра-
батывали в 0.4 мл 1.2 N хлористого водорода в ме-
таноле при 80°С в течение одного часа (кислый
метанолиз). Образовавшиеся метиловые эфиры
жирных кислот экстрагировали дважды гексаном.
Далее проводили газовую хроматографию и масс-
спектрометрию. Параметры хроматографии выби-
рали как рекомендовано в Microbial Identification
System (MIS) [23, 24] с Hewlett-Packard 5890A газо-
вым хроматографом и Hewlett-Packard 7673A авто-
матическим сэмплером. Хромато-масс-спектромет-
рический анализ (GS-MS) проводили на хромато-
масс-спектрометре AT-5975 Agillent Technologies
(США). Для хроматографического разделения
пробы использовали капиллярную колонку HP-
5ms. Хроматографирование проводили в режиме
программирования температуры от 135 до 320°C
со скоростью 7 град/мин. Обработку данных про-
водили с помощью штатных программ прибора.
Вещества в хроматографических пиках иденти-
фицировали с помощью библиотечных программ
с базой данных масс-спектров NIST.

7. Протеомный анализ
Сравнительный протеомный анализ в клетках

S. proteamaculans 94 и двух мутантных штаммов
был проведен в НИИ биомедицинской химии
РАМН им. Ореховича, Москва.

Экстракция и разделение белков. Культуры бакте-
рий выращивали при 30°С в течение 17 ч. Клетки
осаждали центрифугированием при 10000 об./мин
5 мин, при 4°С, отмывали 3 раза стандартным
фосфатным буфером (137 мМ NaCl, 2.7 мМ KCl,
10.1 мМ Na2HPO4, 1.8 мМ KH2PO4, pH 7.4), затем
центрифугировали. Супернатант удаляли, а осадок
замораживали и хранили при –80°C. Для экстрак-
ции белков осадки бактериальных клеток ресуспен-
дировали в буфере, содержащем 7 M мочевины, 2 M
тио-мочевины, 2% CHAPS, 0.5% Triton X100, 20 мM
Tris-base, 2 мM MgCl2, 5 мM PMSF, 65 мM DTT и
1 мM Na2EDTA, и подвергали обработке ультра-
звуком. Для каждого образца с целью оценки каче-
ства экстракции белков проводился аналитический
одномерный, а затем двумерный электрофорез при
использовании программного обеспечения Quantity
One software (BioRad, США). Стандартное нанесе-
ние составляло около 150 мкг на 24 см геля.

Двумерный (2-Д) электрофорез. Для проведе-
ния электрофореза в первом направлении осу-
ществляли гидратацию 24 см полосок (IPG Strips)
с нанесенным на них гелем с pH 3–10 (Agilent,
США) в буфере, содержащем 7 M мочевины, 2 M
тиомочевины, 4% CHAPS, 65 мM DTT, 1.25% ам-
фолитов 3-10 (Agilent) в течение ночи. Образцы в
этом же буфере наносили на стрипы и проводили
форез в первом направлении при 80 кВ на приборе
Agilent Technologies 3100 Offgel Fractionator (Agilent).
Второе направление электрофореза (SDS-PAGE)
осуществлялось в 12%-ном полиакриламидном
геле. Буфер для электрофореза содержал: Трис,
25 мМ; глицин, 192 мМ; SDS, 0.1%. После фикса-
ции геля в растворе, содержащем 10% уксусной
кислоты и 20% этанола, проводили его окрашива-
ние нитратом серебра [25].

Анализ изображений 2-Д гелей. Окрашенные ге-
ли сканировали на сканере Bio-Rad GS-800 Cali-
brated Densitometer. Интенсивность окрашивания
белковых пятен сравнивали, используя про-
граммное обеспечение Melanie III. Пятна, разли-
чавшиеся между образцами по крайней мере в 1.5
раза по интенсивности окрашивания (представ-
лено в процентах), вырезали из геля и анализиро-
вали с помощью MALDI-TOF.

Времяпролетная масс-спектрометрия с мат-
рично-активированной лазерной десорбцией/иони-
зацией (MALDI-TOF MS анализ) и идентификация
белков. Обработка вырезанных из геля окрашен-
ных серебром белковых пятен осуществлялась по
методу Shevchenko et al. [26]. Масс-спектры реги-
стрировали с использованием масс-спектрометра
Ultraflex MALDI-TOF-TOF (Bruker Daltonics,
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Германия), снабженного азотным (N2) лазером
(О-350 нм). Список пиков пептидов был создан в
программном обеспечении Flex Analysis 2.4 (Bruker
Daltonics). Идентификация белка в соответствии с
содержимым пептида проводилась с использова-
нием программного обеспечения Mascot 2.3 (Ma-
trix Science, США), соответствующего базе данных
NCBI для таксонов Eubacteria.

Результаты, полученные в трех независимых
экспериментах, были выражены в виде среднего
значения с учетом среднеквадратичного отклоне-
ния (SD) и рассчитаны с помощью программного
обеспечения GraphPad PRISM 5.0 (GraphPad
Software Inc.).

РЕЗУЛЬТАТЫ
1. Получение мутанта S. proteamaculans 94

c инактивированным геном sprR
Для изучения особенностей функционирования

SprI/SprR QS системы S. proteamaculans 94 нами ра-
нее был получен мутант с инактивированным геном
sprI [14]. В настоящей работе мы получили методом
замены гена мутант sprR::Gm с нокаутом второго
гена SprI/SprR QS системы этой бактерии, коди-
рующего рецепторный регуляторный белок SprR.
Мутация стабильно сохранялась в клетках S. pro-
teamaculans 94, поддерживаемых на среде с гента-
мицином (40 мкг/мл). Анализ синтеза АГЛ, про-
веденный с двумя биосенсорами в чашках Петри
на среде LA, показал, что мутантный штамм ак-
тивно продуцирует АГЛ. Локализация мутаций
sprR::Gm и sprI::Gm показана на рис. 1.

2. Влияние QS системы SprI/SprR
на формирование биопленок у S. proteamaculans 94

В регуляции формирования биопленок раз-
личными бактериями важную роль играют QS си-
стемы регуляции экспрессии генов [12, 27, 28].
Для представителей вида S. proteamaculans вопрос
о взаимодействии QS систем с образованием
биопленок не исследовался.

При исследовании влияния инактивации ге-
нов sprI и sprR на регуляцию образования биопле-
нок у S. proteamaculans 94 было показано, что му-

тация в гене sprR не оказывала влияния на уро-
вень образования биопленок (рис. 2). Как было
отмечено выше, эта мутация не влияла на синтез
АГЛ. Напротив, в мутантном по гену sprI штамме
94 образование биопленок снижалось вдвое по
сравнению с уровнем биопленок в исходном
штамме. Ранее мы показали, что клетки этого му-
танта не продуцировали АГЛ [14]. Добавление эк-
зогенного 3-оксо-С6-ГЛ, одного из двух доми-
нантных АГЛ, синтезируемых штаммом S. protea-
maculans 94 дикого типа [14], восстанавливало
способность мутанта к формированию биоплен-
ки практически до уровня исходного штамма. До-
бавление других видов АГЛ, синтезируемых клет-
ками S. proteamaculans 94 в значительно меньшем
количестве (С4-ГЛ, С6-ГЛ), не давало подобного
эффекта (рис. 2). Полученные результаты пока-
зывают зависимость образования биопленок у
S. proteamaculans 94 от синтеза АГЛ; существен-
ную роль в контроле формирования биопленок
играет 3-оксо-С6-ГЛ.

Эффект мутации в гене sprI на формирование
биопленок у S. proteamaculans 94 проявлялся так-
же при проведении опытов в стеклянных пробир-
ках на среде LB. У исходного штамма S. proteamac-
ulans 94 и мутанта sprR::Gm на стенках пробирок
было заметно образование рыхлых биопленок, в
то время как биопленки у мутанта S. proteamacu-
lans sprI::Gm на стенках пробирок не образовыва-
лись (рис. 3). Мутация в гене sprI изменяла также
характер роста S. proteamaculans 94 в жидкой сре-
де. Для штаммов дикого типа и мутанта по гену
sprR было характерно образование многоклеточ-
ных агрегатов и формирование осадка, а для му-
танта S. proteamaculans 94 по гену sprI был характе-
рен диффузный планктонный рост с равномер-
ным помутнением среды.

3. Изучение влияния мутации sprR::Gm
на активности экзоферментов, синтезируемых 

S. proteamaculans 94

Известно, что QS системы являются глобаль-
ными регуляторами экспрессии генов бактерий.
Поэтому нас интересовала роль QS в регуляции
клеточных процессов, относящихся к различным
сторонам метаболизма S. proteamaculans 94. Было
исследовано, как влияет нокаут гена QS системы
sprR на активность некоторых внеклеточных фер-
ментов. Мы показали, что протеазная активность
у мутантного штамма sprR::Gm практически не
отличалась от активности исходного штамма, в
отличие от активности этого фермента у штамма
с мутацией sprI::Gm, где протеолитическая актив-
ность была снижена [14]. Мутант sprR::Gm не от-
личался по хитинолитической активности от ис-
ходного штамма, в то время как у мутантного
штамма sprI::Gm хитинолитическая активность
отсутствовала. Липазная и гемолитическая ак-

Рис. 1. Локализация мутаций sprR::Gm и sprI::Gm у
S. proteamaculans 94. Стрелками обозначено направ-
ление транскрипции генов.
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тивности клеток мутантов sprR::Gm и sprI::Gm не
отличались от активности исходного штамма
S. proteamaculans 94 (данные не приводятся).

4. Действие летучих соединений, выделяемых
S. proteamaculans 94 и sprR:Gm мутантом,

на фитопатогенные грибы
Мы сравнили действие общего пула летучих

соединений, выделяемых S. proteamaculans 94 и
sprR::Gm мутантом, на рост мицелия двух фито-
патогенных грибов – Rhizoctonia solani и Hel-
minthosporium sativum. По данным проведенных
экспериментов, мутант sprR::Gm подавляет рост
мицелия гриба и обладает ингибирующим дей-
ствием, сходным с действием S. proteamaculans 94,
т.е. мутация sprR::Gm, по-видимому, не затраги-
вала гены, ответственные за регуляцию синтеза
летучих соединений (данные не приводятся).

5. Анализ состава бактериальных
жирных кислот (ЖК)

Методом хромато-масс-спектрометрии было
проведено сравнение состава жирных кислот у
штамма S. proteamaculans 94 дикого типа и мутант-
ного штамма S. proteamaculans sprR::Gm (табл. 3). В
образцах исследуемых штаммов были обнаружены
насыщенные, ненасыщенные и гидроксикислоты.
Всего в спектрах были идентифицированы 22 жир-
ные кислоты с длиной цепи от 12 до 20 атомов угле-
рода.

В спектре штамма дикого типа S. proteamacu-
lans 94 идентифицировано 19 жирных кислот. Ос-

новными насыщенными кислотами являлись
гексадекановая, октадекановая и тетрадекановая.
Доминирующими ненасыщенными кислотами
были 9-октадеценовая, 11-октадеценовая и 9-гекса-
деценовая. Коэффициент ненасыщенности жирных
кислот, определенный как отношение ∑ненасы-
щенных ЖК/∑насыщенных ЖК, у штамма S. pro-
teamaculans 94 был 0.83.

Состав жирных кислот мутанта sprR::Gm су-
щественно отличался от состава жирных кислот
родительского штамма S. proteamaculans 94 (см.,
например, № 10, 14, 16, 17, 18). Мутация в этом ге-
не могла приводить как к снижению, так и к уве-
личению относительного содержания жирных

Рис. 2. Образование биопленок исходным штаммом S. proteamaculans 94 (1), мутантным штаммом sprI::Gm (2), мутант-
ным штаммом sprI::Gm с добавлением: 3-оксо-С6-ГЛ (3), С6-ГЛ (4), С4-ГЛ (5); мутантным штаммом sprR::Gm (6), му-
тантным штаммом sprR::Gm с добавлением: 3-оксо-С6-ГЛ (7), С6-ГЛ (8), С4-ГЛ (9). Все АГЛ добавляли в конечной
концентрации 25 нМ.
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Рис. 3. Образование биопленок на стенках стеклян-
ных пробирок. 1 – S. proteamaculans 94, 2 – мутантный
штамм sprR:Gm, 3 – мутантный штамм sprI:Gm.
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кислот. Содержание жирных кислот мутанта ха-
рактеризовалось более низким коэффициентом
ненасыщенности, сравнительно с исходным
штаммом (0.45). Спектр жирных кислот мутанта
sprR::Gm отличался от спектра исходного штамма
94 дикого типа резко увеличенным содержанием
циклопропан-гептадекановой и 3-гидрокси-тет-
радекановой кислот (в 50- и 15 раз соответствен-
но). Несколько жирных кислот (7, 11–13, 20–22)
отсутствовали у мутантного штамма, сравнитель-
но с S. proteamaculans 94. Три жирные кислоты (2,
3, 5), отсутствовавшие у штамма 94, были обнару-
жены у мутантного штамма в количестве меньше
1%. Данные, приведенные выше, показывают, та-
ким образом, что инактивация гена sprR S. protea-
maculans 94 значительно влияла на состав жирных
кислот бактерии.

6. Сравнение протеомных карт культур
S. proteamaculans 94 и мутантов

sprI::Gm и sprR::Gm

Для характеристики полученных мутантов ис-
пользовали метод протеомного анализа синтези-
руемых ими белков, сравнительно с белками ис-
ходного штамма. Более чем 600 белковых пятен
выявилось на каждом из 2-Д гелей, среди которых
30 белковых пятен отличались по интенсивности
окрашивания, отражающей существенные коли-
чественные изменения в протеомах бактерий ди-
кого типа и мутантов (в 1.5 и более раз).

В случае мутанта sprI::Gm экспрессия 20 белков
изменялась по сравнению со штаммом дикого типа:
экспрессия 11 белков значительно усиливалась, в то
время как экспрессия 9 белков снижалась. В случае
мутанта S. proteamaculans sprR::Gm экспрессия 14
белков изменялась по сравнению со штаммом ди-

Таблица 3. Состав жирных кислот в штаммах S. proteamaculans 94 (A) и мутанте S. proteamaculans sprR::Gm (B)

Примечание. Приведены средние данные ± стандартная девиация (SD) из анализа двух независимо растущих культур каж-
дого варианта. R.T. – retention time.

№ R.T. Жирная кислота

Содержание жирных кислот, % от суммы 
площадей всех хроматографических пиков

A B

1 6.983 Додекановая 0.5 ± 0.1 0.9 ± 0.1
2 9.495 9-Тетрадеценовая 0 0.4 ± 0.0
3 9.578 11-Тетрадеценовая 0 0.6 ± 0.1
4 9.873 Тетрадекановая 2.7 ± 0.3 5.5 ± 0.2
5 10.120 2-Гидрокси-додекановая 0 0.7 ± 0.1
6 11.305 Пентадекановая 0.6 ± 0.1 1.3 ± 0.3
7 12.379 7-Гексадеценовая 0.4 ± 0.1 0
8 12.449 9-Гексадеценовая 3.4 ± 1.2 20.7 ± 0.8
9 12.797 Гексадекановая 37.2 ± 1.7 36.1 ± 1.6

10 12.839 3-Гидрокси-тетрадекановая 0.6 ± 0.1 8.8 ± 0.5
11 13.570 Изо-гептадекановая 0.2 ± 0.1 0
12 13.694 Антеизо-гептадекановая 0.3 ± 0.1 0
13 13.764 Гептадеценовая 0.2 ± 0.0 0
14 13.888 Циклопропан-гептадекановая 0.2 ± 0.1 10.2 ± 0.4
15 14.071 Гептадекановая 0.8 ± 0.1 1.9 ± 0.2
16 15.144 9-Октадеценовая 33.2 ± 1.3 8.2 ± 0.5
17 15.186 11-Октадеценовая 4.6 ± 0.2 0.4 ± 0.1
18 15.427 Октадекановая 11.0 ± 0.3 3.4 ± 0.2
19 16.170 Октадекадиеновая, конъюгированная 1.3 ± 0.1 0.9 ± 0.2
20 17.556 9-Эйкозеновая 1.5 ± 0.2 0
21 17.597 11-Эйкозеновая 0.9 ± 0.2 0
22 17.845 Эйкозановая 0.5 ± 0.1 0

Коэффициент ненасыщенности жирных кислот 0.83 0.45
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Таблица 4. Белковые пятна, демонстрирующие статистически достоверные отличия, и их относительные интен-
сивности

Примечание. Растворимые белки из клеток S. proteamaculans 94 и двух мутантов (sprI::Gm и sprR::Gm) были проанализирова-
ны путем разделения на двумерных гелях (2-Д гелях); в первом направлении – по суммарному заряду белков в диапазоне
рI 4–7, во втором направлении – по относительной молекулярной массе в районе 75–10 кДа. Каждый штамм представлен
тремя независимыми биологическими повторностями. Всего было проанализировано девять гелей (по три для каждого об-
разца). Полужирным шрифтом выделены белки, которые удалось идентифицировать. Значение 0 соответствует отсутствию
пятна в данных координатах на геле.

№
%V

№
%V

S. prot. 94 sprI::Gm S. prot. 94 sprR::Gm

175 0.15 ± 0.00 0.09 ± 0.02 64 0.03 ± 0.00 0

187 0.37 ± 0.01 0.23 ± 0.02 131 0.11 ± 0.01 0.06 ± 0.00

195 1.00 ± 0.11 0.36 ± 0.17 142 0.41 ± 0.06 0.18 ± 0.02

232 0.15 ± 0.01 0.08 ± 0.00 187 0.37 ± 0.01 0.15 ± 0.05

304 0.06 ± 0.00 0 190 0.31 ± 0.00 0.06 ± 0.01

477 0.59 ± 0.07 1.05 ± 0.07 195 1.00 ± 0.11 0.09 ± 0.02

487 0.14 ± 0.01 0.24 ± 0.02 237 0.08 ± 0.01 0

495 0.46 ± 0.08 0.69 ± 0.02 376 0.06 ± 0.00 0

524 0.14 ± 0.00 0.22 ± 0.01 391 0.04 ± 0.01 0

540 0.31 ± 0.08 0.69 ± 0.06 406 0.20 ± 0.01 0.09 ± 0.01

546 0.07 ± 0.01 0.17 ± 0.01 408 0.14 ± 0.03 0

560 0.11 ± 0.03 0 447 0.03 ± 0.01 0.94 ± 0.16

595 0.15 ± 0.01 0.43 ± 0.01 596 0 1.77 ± 0.41

596 0 1.97 ± 0.11 635 0.04 ± 0.01 0

610 0.11 ± 0.00 0.23 ± 0.02

617 0.26 ± 0.01 0.54 ± 0.04

619 0.30 ± 0.05 1.16 ± 0.27

621 0.31 ± 0.02 0.08 ± 0.02

631 0.14 ± 0.03 0

642 0.61 ± 0.07 0.05 ± 0.07

кого типа: экспрессия двух белков заметно усили-
валась, а экспрессия 12 белков снижалась (табл. 4).

Выявленные по разнице в интенсивности бел-
ковые пятна были проанализированы при помо-
щи MALDI-TOF масс-спектрометрии. В итоге
удалось успешно идентифицировать восемь белков
(табл. 5). В обоих мутантах наблюдался повышен-
ный уровень экспрессии белков, связанных с устой-
чивостью штаммов к антибиотикам. Наличие ами-
ногликозид-(3)-N-ацетилтрансферазы (596) в му-
тантных штаммах, которая отсутствует в штамме
дикого типа, определяет их устойчивость к гента-
мицину. Аминогликозид-(3)-N-ацетилтрансфе-
раза кодируется геном accC1, который несет ген-

тамициновая кассета из p34S-Gm [21], использо-
ванная при получении мутантов. У мутанта
sprR::Gm была значительно повышена экспрессия
β-лактамазы (447). В обоих мутантах наблюда-
лось значительное снижение экспрессии ФМН-
редуктазы (195). У мутанта sprI::Gm наблюдалось
усиление экспрессии белков, участвующих в за-
щите клеток от стрессов (619, 617, 540). У мутант-
ного штамма sprR::Gm происходило снижение
уровня экспрессии сукцинил-СoA-синтетазы.
Таким образом, мутации в генах, продукты кото-
рых были вовлечены в QS-регуляцию, приводили
к изменению экспрессии белков, существенных
для метаболизма клеток S. proteamaculans.
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Феномен QS-регуляции вызывает в настоящее
время большой интерес исследователей, работа-
ющих в различных фундаментальных и приклад-
ных областях биологии, медицины и биотехноло-
гии. Показано, что этот тип регуляции широко
распространен у бактерий различных таксономи-
ческих групп.

Настоящая работа посвящена изучению QS
систем грамотрицательных бактерий Serratia pro-
teamaculans. Нас интересовало изучение роли QS
систем в регуляции ряда метаболических процес-
сов, существенных для жизнедеятельности этих
бактерий. Бактерии этого вида характеризуются
приспособленностью к обитанию в различных
экологических нишах – они используют различ-
ные субстраты для питания, живут в почве, в ри-
зосфере растений, участвуют в порче сельскохо-
зяйственных продуктов [11, 13, 29]. QS системы у
бактерий S. proteamaculans изучены мало, до на-
ших работ [14, 15] имелась только одна статья с
достаточно изученной системой QS-регуляции
S. proteamaculans [11]. В качестве модельного объ-
екта нами был выбран штамм S. proteamaculans 94,
выделенный из мяса, испортившегося в холо-
дильной камере мясокомбината. Штамм спосо-
бен гидролизовать коллаген при низкой темпера-
туре и является продуцентом нескольких внекле-
точных протеиназ [13].

В настоящей работе мы показали, что синтез
АГЛ у S. proteamaculans 94 не зависит от белка
SprR. Организация генов SprI/SprR системы была
конвергентной [14]. Ранее было показано, что у
бактерий с конвергентной организацией QS ге-
нов экспрессия гена синтазы luxI -типа, как пра-
вило, не зависит от R-белка [8–10, 12]. Это отли-
чается от основной концепции QS-регуляции, где
необходима активация АГЛ белка LuxR для экс-
прессии гена синтазы АГЛ (в случае классической
QS системы Vibrio fischeri). Анализ нуклеотидной
последовательности промоторной области перед
геном sprI не выявил регуляторного элемента типа
lux-бокс [14], с которым в системе V. fischeri связыва-
ется комплекс белка LuxR с АГЛ, что приводит к
дальнейшей активации транскрипции lux-оперо-
на. Таким образом, приведенные выше данные по-
казывают, что аутоиндукция синтеза АГЛ, наблюда-
емая у V. fischeri, не характерна для исследуемого
штамма S. proteamaculans 94. Как мы показали в
предыдущей работе, в промоторном районе гена
sprR присутствует гомолог lux-бокса, spr-бокс, ко-
торый перекрывается с –10 сайтом в этом промо-
торе. Поэтому связывание белка SprR с spr-бок-
сом может ингибировать транскрипцию sprR ге-
на, мешая связыванию РНК-полимеразы. Такая
закономерность была показана для регуляции
транскрипции некоторых белков R-типа у Serratia
и Pantoea [14]. Полученные данные показывают
сходство регуляторной SprI/SprR QS системы

Таблица 5. Белки, идентифицированные в S. proteamaculans 94

№ Название белка Предполагаемые
М.в./pI

Номер в базе
данных NCBI

Цикл трикарбоновых кислот

406 Сукцинил-CoA-синтетаза (α-субъединица) 29.8/5.9 157369513

190 Сукцинил-CoA-синтетаза (β-субъединица) 41.3/5.3 157369512

Окислительно-восстановительные реакции

195 ФМН-редуктаза 26.2/5.0 157368508

Белки общего ответа на стресс

540 Белок теплового шока GrpE 21.4/4.9 157371919

Защита от окислительного стресса

619 Тиоредоксин 2 15.6/4.9 157371981

617 Тиоредоксин-зависимая тиолпероксидаза 17.3/5.0 157371748

Устойчивость к антибиотикам

596 Аминогликозид-(3)-N-ацетилтрансфераза 19.4/5.8 239721

447 β-Лактамаза 31.7/5.7 46129905
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S. proteamaculans 94 с QS системами других бакте-
рий семейства Enterobacteriaceae.

В настоящей работе была изучена роль QS систем
в регуляции клеточных процессов, относящихся к
различным сторонам метаболизма S. proteamaculans
94. Энтеробактерии рода Serratia являются проду-
центами большого количества внеклеточных
ферментов, используя их для утилизации высоко-
молекулярных соединений окружающей среды и
в качестве факторов вирулентности при инвазии и
колонизации других организмов. Мы исследовали
влияние мутаций в генах QS системы S. protea-
maculans 94 на синтез протеаз, липаз, хитиназ и
гемолизина. В предыдущей работе было показа-
но, что инактивация гена sprI приводила к сниже-
нию экзопротеазной, хитинолитической актив-
ностей и не вызывала изменения липазной и ге-
молитической активностей [14]. Мутация в гене
sprR не оказывала заметного влияния на изучен-
ные ферментативные активности.

Представляло интерес исследовать влияние
мутаций в QS генах sprI и sprR на регуляцию образо-
вания биопленок у S. proteamaculans 94 – процесс,
который у многих бактерий зависит от QS-регуля-
ции [12, 27, 28]. Было показано, что мутация в гене
sprR не оказывала влияния на уровень образования
биопленок. В мутантном по гену sprI штамме обра-
зование биопленок снижалось вдвое по сравнению
с уровнем биопленок в исходном штамме. При
этом добавление экзогенного 3-оксо-С6-АГЛ
(доминирующий тип АГЛ у S. proteamaculans 94)
восстанавливало способность к формированию
биопленки практически до уровня штамма дико-
го типа. Полученные результаты показывают, что
образование биопленок у S. proteamaculans 94 ре-
гулируется позитивно 3-оксо-С6-ГЛ-зависимой
QS системой. Эти данные согласуются с результа-
тами аналогичных исследований S. liquefaciens и
S. marcescens [28, 30]. По данным этих авторов, у
АГЛ-дефицитных мутантов способность форми-
ровать биопленки снижалась по сравнению со
штаммом дикого типа.

Интересно, что у другого исследованного на-
ми вида Serratia – S. plymuthica (штамм HRO-C48)
инактивация гена синтазы АГЛ splI вызывала уве-
личение уровня образованных биопленок в 2–2.5
раза, а введение в клетки этого мутанта плазмиды
с клонированными генами splI/splR снижало фор-
мирование биопленок до нормального уровня. В
этом случае формирование биопленок у
S. plymuthica регулировалось негативно SplIR QS
системой. У другого штамма этого вида, S. plym-
uthica IC1270, QS система SplIR также оказывала
негативное влияние на образование биопленок.

Введение в клетки S. plymuthica IC1270 рекомби-
нантной плазмиды, несущей клонированные ге-
ны splI/splR из S. plymuthica HRO-C48, приводило
к снижению вдвое формирования биопленок [31].
Эти данные показывают, что QS-регуляция фор-
мирования биопленок у рода Serratia может быть
видоспецифичной.

Успешное формирование биопленок связано
со способностью бактерий к адгезии. Мы показа-
ли, что мутация в гене sprI приводила к измене-
нию характера роста клеток S. proteamaculans 94 в
жидкой среде и резко снижала способность кле-
ток адсорбироваться на поверхности стекла. Это
могло быть вызвано изменением структуры кле-
точных стенок бактерий. В связи с этим мы ис-
следовали состав жирных кислот, многие из кото-
рых входят в состав клеточных мембран бакте-
рий, у S. proteamaculans 94 и мутантных штаммов
[[14] и настоящая работа].

Сравнительный анализ показал значительные
изменения состава жирных кислот мутантных
штаммов по сравнению со штаммом дикого типа:
содержание некоторых жирных кислот изменя-
лось более чем на порядок, существенно измени-
лось соотношение насыщенных и ненасыщенных
жирных кислот. По сравнению со штаммом
S. proteamaculans 94 дикого типа жирнокислот-
ный состав мутантов с нокаутом генов sprI [14] и
sprR характеризовался меньшей ненасыщенностью,
что свидетельствует о более плотной упаковке ЛПС
на клеточной поверхности. Возможно, это один из
механизмов адаптации клеток к неблагоприят-
ным условиям окружающей среды, позволяющий
повысить толерантность мембран к стрессовым
факторам. Известно, что соотношение насыщен-
ных и ненасыщенных жирных кислот в составе
ЛПС влияет на физические свойства мембран
бактерий [32, 33]. Фазовое состояние жидкокри-
сталлической структуры липидного слоя мембраны,
степень ее текучести, в свою очередь, оказывают
весьма существенное влияние на вязко-эластиче-
ские свойства клеток, их способность к деформа-
ции, на активность мембранно-связанных фер-
ментов, на проницаемость мембран.

Чтобы получить общую оценку количества
белков, синтез которых зависел от QS-регуляции,
был проведен сравнительный протеомный ана-
лиз клеток исходного штамма и мутантов. Полу-
ченные результаты демонстрируют, что экспрес-
сия более 30 белков находится под влиянием
SprIR QS-системы. Ранее было показано, что экс-
прессия как минимум 39 белков у S. proteamaculans
B5a находилась под контролем 3-оксо-С6-ГЛ-зави-
симой QS системы [11]. Таким образом, наши
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данные согласуются с результатами аналогичных
исследований других авторов.

В рамках настоящей работы впервые была про-
ведена идентификация некоторых белков, для кото-
рых наблюдались отличия в уровне экспрессии в
штамме дикого типа и мутантах. В обоих мутантах
обнаружены изменения в синтезе существенно важ-
ных для метаболизма бактерий белков. Например,
мы показали значительное снижение экспрессии
ФМН-редуктазы, являющейся одним из компо-
нентов дыхательной цепи бактерий, у обоих му-
тантов – почти в 3 раза для sprI::Gm мутанта и бо-
лее чем в 10 раз для мутанта sprR::Gm. У мутант-
ного штамма sprI::Gm наблюдалась усиленная
экспрессия белков, участвующих в защите клеток
от стрессов: тиоредоксина 2, тиоредоксин-зави-
симой тиолпероксидазы, белка теплового шока
GrpE.

У мутантного штамма sprR::Gm отмечено сни-
жение уровня экспрессии двух субъединиц белка
сукцинил-CoA-синтетазы: более чем в 2 раза для
α-субъединицы и в 5 раз для β-субъединицы.
Сукцинил-СoA-синтетаза – один из ключевых
ферментов цикла лимонной кислоты, катализи-
рующий реакцию образования свободного сукцина-
та. При этой реакции происходит образование бога-
того энергией АТФ (ГТФ) за счет АДФ и минераль-
ного фосфата с использованием сукцинил-СоА.
Изменения, вызванные мутацией в гене sprR, могли
привести к дефициту АТФ и общего уровня энер-
гии в клетке.

Кроме того, было обнаружено, что у мутанта
sprR::Gm значительно усиливалась экспрессия
β-лактамазы – более чем в 30 раз по сравнению с ее
экспрессией в исходном штамме. Эти ферменты от-
вечают за устойчивость бактерий к β-лактамным ан-
тибиотикам, включая карбапенемы. Синтез карба-
пенемов обнаружен у бактерий рода Serratia [12]. Хо-
тя мы не имеем данных о синтезе карбапенема у
S. proteamaculans 94, можно предположить, что
этот антибиотик также продуцируется штаммом
94. В этом случае репрессия синтеза β-лактамазы
в штамме дикого типа полезна для бактерии, так
как β-лактамаза разлагает карбапенем, который
может играть существенную роль в конкуренции
с другими бактериями.

Полученные нами данные протеомного ана-
лиза показывают, что идентифицированные бел-
ки, экспрессия которых изменяется в результате
мутаций QS-генов, являются компонентами важ-
ных клеточных процессов.
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Features of the SprlR Quorum Sensing System of Serratia proteamaculans 94
and Its Participation in the Regulation of Cellular Processes
Yu. V. Zaitsevaa, b, V. A. Lipasovaa, O. A. Koksharovaa, c, V. A. Plyutaa,
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bDemidov Yaroslavl State University, Yaroslavl, 150003 Russia
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The quorum sensing (QS) regulatory system of the psychrotrophic strain Serratic proteamaculans 94 was in-
vestigated. A mutant was constructed with inactivated gene sprR encoding the regulatory receptor protein
SprR. Inactivation of this gene was shown to affect the composition of fatty acids synthesized by S. protea-
maculans 94, and did not affect the N-acyl-L-homoserine-lactones (AHL) synthesis, the activities of extra-
cellular proteases, chitinases. hemolysins, swimming motility of cells and suppression of mycelium growth of
fungal plant pathogens by volatile compounds emitted by this strain. Inactivation of the sprI gene (but not the
sprR gene) reduced the biofilm formation which increased when exogenous AHL was added to the culture.
The comparative proteomic analysis of cells of the parent strain and mutant strains with inactivated sprI and
sprR genes showed that the expression of 30 proteins in S. proteamaculans 94 is affected by SprIR quorum
sensing system.

Keywords: quorum sensing, Serratia proteamaculans, biofilms, enzymes, fatty acids, proteomic analysis.
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На основе генетического анализа F2 по F3 комбинации М13 × r “e’’+o проведена оценка частот ре-
комбинации между генетическими факторами хромосомы 6 (=6H) у ячменя. Исследование вклю-
чало следующие гены: r“e’’ (гладкие ости “e’’), sex 1 (щуплый эндосперм, ксения 1), о (оранжевая
окраска цветковой чешуи), gs 4 (отсутствие воскового налета на колосе 4), Amy 1–7 (α-амилаза 1, тип 7).
Локус Amy 1 идентифицировали путем разделения альфа-амилазы с помощью электрофореза при
рН 8.3. На основе пятиточечного теста установлен следующий порядок расположения изученных
локусов в хромосоме 6 (=6H): 6S–r“e” (=raw 5) – gs 4 (=gsh 4) – o (=rob 1) – cen– Sex 1 –Amy 1 – 6L.
Оценка сцепления и анализ данных литературы свидетельствуют, что среди указанных генов локу-
сы Sex 1 и Amy 1 находятся в длинном плече хромосомы 6, остальные генетические факторы ассоци-
ированы с коротким плечом этой хромосомы. Центромера находится между генетическими факто-
рами Sex 1 и o (=rob 1). В целом представленные данные свидетельствуют о необходимости коррек-
тировки генетической карты сцепления хромосомы 6 (= 6H) ячменя.

Ключевые слова: ячмень, рекомбинация, гены, карта сцепления, изоферменты альфа-амилаза, хро-
мосома 6 (= 6H).
DOI: 10.31857/S0016675821020077

Альфа-амилаза (К.Ф. 3.2.1.1) зерновых обнару-
живается в прорастающих семенах ячменя [1–3].
Следует отметить, что зрелые и прорастающие
зерна обладают также бета-амилазной активно-
стью (К.Ф. 3.2.1.2). Есть несколько физико-хими-
ческих способов, позволяющих отличить α- и β-
амилазы. Так, в присутствии мочевины происхо-
дит инактивация β-амилазы при сохранении
α-амилазной активности [3], что позволяет прове-
сти генетический анализ изоферментного состава α-
амилазы. Для выявления вариантов альфа-амилазы
ячменя используется изоэлектрофокусирование [4]
или обычный электрофорез при рН 8.3 [5]. Изофер-
менты альфа-амилаз у ячменя контролируются
двумя локусами Amy 1 и Amy 2. На основе анализа
пшенично-ячменных дополненных линий уста-
новлено, что локус Amy1 находится в хромосоме 6
(=6H), а фактор Amy 2 в хромосоме – 1 (=7H) яч-
меня [4]. Анализ сцепления с маркерными гена-
ми хромосомы 1 (=7H) показал, что локус Amy 2
расположен в длинном плече хромосомы 1 на рас-
стоянии 19.91 ± 3.55% рекомбинации от гена n
(=nud1), обусловливающего голозерность зерна
[6]. По данным G. Nielsen и O. Frydenberg [7]
Amy 1 ориентирован в длинном плече хромосомы
6 в следующем порядке, относительно двух из-

вестных генов: o – xn – Amy 1. В сводной карте
сцепления хромосомы 6 локус Amy 1 находится в
длинном плече хромосомы 6 дистально по отно-
шению к гену xn [8, 9].

Наши данные показали некорректность рас-
положения локуса Amy 1 и известных генов на
сводной карте сцепления хромосомы 6. В связи с
этим приводим полученные нами результаты по
корректировке места положения ряда известных
генов, контролирующих морфологические при-
знаки растений ячменя и локуса Amy 1, на карте
сцепления хромосомы 6.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Для картирования и локализации генов, ответ-

ственных за синтез этого фермента, исследовали
гибридную комбинацию от скрещивания образ-
цов ячменя, несущих маркерные гены, охватыва-
ющие хромосому 6 и отличающиеся по изоэнзи-
мам α-амилаз. В комбинации скрещивания один
родитель – Risø М13 (=RisØ 13) – являлся носи-
телем следующих аллелей: R“e” (Зазубренные
ости “e”), sex 1 (=lys 5) (щуплый эндосперм, ксе-
ния 1), О (Соломенная окраска цветковой чешуи),
Gs 4 (Наличие воскового налета на колосе 4),

УДК 575.116:633.16
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V (Двурядный колос), Amy 1–6 (α-амилаза 1 тип 6).
Другой родитель r “e” + о нес, соответственно, сле-
дующие альтернативные генетические факторы: r
“e” (гладкие ости “e”), Sex 1 (Выполненный эндо-
сперм), о (оранжевая окраска цветковой чешуи),
gs 4 (отсутствие воскового налета на колосе 4), v
(шестирядный колос), Amy 1–7 (α-амилаза 1 тип
7). По α-амилазе 2 родители не различались и
несли вариант AMY 2–1 (рис. 1). Гены r “e”, o,
gs 4, sex 1 расположены в хромосоме 6, а – v нахо-
дится в хромосоме 2 [8, 9].

Учитывая рекомендуемые изменения в симво-
лике обозначения используемых генов [10], в
скобках привожу рекомендуемые их символы:
r “e” (=raw 5) – гладкие ости 5, o (=rob 1) – оран-

жевая лемма 1, sex 1 – щуплый эндосперм, ксения 1,
gs 4 (=gsh 4) – глянцевый 4. Наиболее распростра-
ненные старые названия генов приведены в табл. 1
и на рис. 2.

Зерно, предназначенное для электрофорети-
ческого анализа α-амилазы, проращивали в темно-
те при 20°С в течение 5–7 суток. Для экстракции
фермента проросшую зерновку освобождали от
пленок, помещали в толстостенную стеклянную
пробирку, заливали раствором 0.2%-ного хлористо-
го кальция с 20%-ной сахарозой и 0.03%-ного
бромфенолового синего. После измельчения эн-
досперма палочкой из стекла или нержавеющей ста-
ли, суспензию настаивали 1 ч при комнатной темпе-
ратуре. После центрифугирования надосадочную

Рис. 1. Зимограммы α-амилаз отдельных зерен различных сортов ячменя: 1 – DoubletXXXHORDq; 2, 3 – Треби
(к-11835); 4, 5 – Харьковский 74; 6, 7 – Уссурийский 8 (к-18334); 8, 9 – Круглик 21 (к-13031); 10, 11 – Носовский 9; 12,
13 – Носовский 6 (к-19828); 14, 15 – Носовский 2 (к-19016); 16, 17 – Одесский 36.

1 3 4 10 11

–
�

AMY 1

AMY 2

12 13 14 15 16 175 6 7 8 92

Рис. 2. Карта сцепления пяти локусов хромосомы 6 (=6H) ячменя.
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Таблица 1. Оценка сцепления Amy 1 с генетическими факторами хромосомы 6 (=6H) (данные F2 по F3 М13 ×
× r “e” + o)

Аллели Фенотипы в F2 (F2 по F3)
Рекомбинация, %

 × BB Bb bb

АА
Аа
аа

21
5
0

8
36

1

1
7
0

55.52 16.23 ± 3.30

АА
Аа
аа

24
6
0

6
36

1

0
6
0

74.28 13.01 ± 2.90

АА
Аа
аа

6
14
0

14
29

1
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АА
Аа
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0
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0
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АА
Аа
аа
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4
0

0
41
2

0
0
6

127.40 3.88 ± 1.57

АА
Аа
аа

6
9
5

15
27

2

5
9
1

1.02 Независимая

АА
Аа
аа

0
0
7

5
44

1

21
1
0

99.98 4.59 ± 1.68

АА
Аа
аа

0
1
6

9
41
0

21
1
0

90.10 7.33 ± 2.13

АА
Аа
аа

7
9
4

16
26

2

7
8
0

1.68 Независимая

АА
Аа
аа

4
2
1

12
29

9

4
13
5

2.77 Независимая

АА
Аа
аа

15
44

1

15
4
0

23.81 23.08 ± 5.31

АА
Аа
аа

13
39

8

13
6
0

16.17 24.26 ± 5.40

АА
Аа
аа

7
44

9

0
6

13
19.69 18.90 ± 4.89

АА
Аа
аа

17
37
6

13
6
0

11.79 29.37 ± 5.98

АА
Аа
аа

14
35
11

6
9
4

0.11 Независимая
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−
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−
×
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Amy 1 7V
Amy 1 6

−
×
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жидкость использовали для электрофореза. Элек-
трофоретическое разделение α-амилаз и выявление
его изоферментного состава проводили по прописи
В.П. Нецветаева [5]. С целью инактивации β-ами-
лазы в гель вводили 5 М мочевины.

Для оценки сцепления использовали χ2-тест
[11]. Величину рекомбинацию определяли мето-
дом максимального правдоподобия [12].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Типы изоферментов амилаз, контролируемых

локусами Amy 1 и Amy 2 иллюстрирует рис. 1.
Здесь приведены зимограммы этого энзима некото-
рых сортов ячменя. Как видно, зона изоферментов с
медленной подвижностью контролируется локусом
Amy 1, а синтез более подвижных энзимов обуслов-
лен локусом Amy 2. Результаты по локализации Amy 2
в хромосоме 1 (=7H) представлены ранее [6].

На рис. 3 приведены зимограммы родителей и
потомства F2 комбинации скрещивания Risø
М13 × r “e” + o. Как видно, различия между изо-
ферментами AMY 1–6 и AMY 1–7, контролируе-
мые локусом Amy 1, затрагивают только верхнюю
часть спектра. Risø М13 не имеет активности в са-
мой верней части зимограммы. Напротив, у роди-
теля r “e” + o в этой части спектра наблюдается
энзиматическая активность (отмечено стрелкой).

Результаты расщепления потомства F2 (тести-
рование по F3) комбинации Risø М13 × r “e” + o и
оценка сцепления между генами, по которым от-
личались родители, представлены в табл. 1. Как

видно, гены хромосомы 6 (=6H) обнаружили
между собой сцепление. С другой стороны, локус V
(=Vrs1) двурядный колос, v (=vrs1) шестирядный
колос находятся в хромосоме 2 (=2H) и, соответ-
ственно, показано независимое наследование со
всеми генами хромосомы 6.

На основе полученных данных можно соста-
вить карту сцепления пяти изученных генов хро-
мосомы 6 (рис. 2). Следует отметить, что порядок
расположения исследуемых генов не совпадает с
генетической картой этой хромосомы ячменя,
представленной ранее [8, 9].

Из показанных на рис. 3 генов, фактор Oo под-
вергался телотрисомному анализу. В результате
было установлено, что ген o (оранжевая окраска
цветковой чешуи) находится в коротком плече
хромосомы 6 [13]. В дальнейшем D. Falk [14, 15],
пользуясь этим же методом, подтвердил положе-
ние локуса o в коротком плече хромосомы 6 и
установил, что ген sex 1 находится проксимально,
в длинном плече этой хромосомы. Следователь-
но, центромера ориентирована между генами o и
Sex 1. Положение других представленных здесь
генов этой хромосомы с помощью телотрисомного
анализа по плечам не исследовано. На обобщенных
картах сцепления этой хромосомы [8, 9] локусы
r “e”, gs 4, Sex 1 расположены в длинном плече хро-
мосомы 6. В частности R. Yoshimi и T. Konishi [16]
при картировании локусов Aat и l9 относительно
гена о отнесли его положение к длинному плечу
хромосомы 6 проксимально. Они не учли более
ранних сообщений [13–15] о переносе положения
гена о в короткое плечо этой хромосомы около

Рис. 3. Зимограммы α-амилаз зерна гибридов F2M13 × r “e” + o. М13 имеет зимограмму, подобную представленной
на дорожке 4 (AMY 1–6), второй родитель – как на дорожке 3 (AMY 1–7). Стрелкой отмечен изоэнзим AMY 1, по ко-
торому наблюдалось различие.

–

�

AMY 1 �

AMY 2 �

1 3 4 10 11 12 135 6 7 8 92
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центромеры. Соответственно в последнем описа-
нии этих генов и хромосомном положении их на
картах сцепления указано длинное плечо хромо-
сомы 6 (6L) [10].

К настоящему времени имеются достаточно
подробные карты сцепления хромосомы 6 ячменя
[17, 18]. К сожалению они охватывают только
ДНК-маркеры, но не включают гены, отвечаю-
щие за морфологические признаки растений яч-
меня. В то же время следует отметить, что место-
положение локуса Amy 1 относительно этих мар-
керов на хромосоме 6 указано. Так, по данным Х. Qi
с соавт. [17] Amy 1 занимает положение в 84.9 сМ на
карте хромосомы 6, но плечо не указано. P. Lan-
gridge с соавт. [18] отметили положение центро-
меры на этой хромосоме и показали, что локус
Amy 1 находится на расстоянии в 19.6 сМ от цен-
тромеры в длинном плече хромосомы 6. При ис-
пользовании картирующей функции D. Kozambi
[19] оценка расстояния между генами Sex 1 и Amy 1
в нашем случае составила 20.00 ± 5.71 сМ. Если
рассчитывать это расстояние на основе картиру-
ющей функции N. Bailey [20], оно будет равно
23.5 ± 7.86 сМ. Следовательно, учитывая ошибку
оценки дистанции, в обоих случаях очевидно, что
данные P. Langridge с соавт. [18] близки к нашим
результатам. Тогда наиболее вероятно, что ген Sex 1
действительно может находиться в длинном пле-
че вблизи центромеры хромосомы 6; это не про-
тиворечит приведенным выше данным, а также
подтверждает сведения D. Falk [14, 15]. Располо-
жение локусов Aat и l9 в длинном плече хромосо-
мы 6 согласуется с полученными нами данными,
и укладывается в карту сцепления этих генов от-
носительно локусов Amy 1 и o.

Таким образом, на основе учета данных по ве-
личинам рекомбинации R. Yoshimi и T. Konishi
[16] наиболее вероятен следующий порядок рас-
положения представленных локусов: 6S– o– cen
– Sex 1 – Amy 1 – Aat – l9 – 6L. Это допустимо при
условии нахождения сегмента Aat – l9 в длинном
плече хромосомы 6. К сожалению для картирова-
ния этого участка хромосомы недостаточно одно-
го маркерного гена o, который использовали
R. Yoshimi и T. Konishi [16].

При обобщении полученных нами результатов
и представленных литературных данных наиболее
вероятное расположение изученных нами генов
относительно друг друга и по плечам на хромосоме
6 иллюстрирует рис. 2. Таким образом, на основе
пятиточечного теста установлен порядок располо-
жения пяти локусов в хромосоме 6 (=6H) ячменя:
6S – r“e” (=raw 5) – gs 4 (=gsh 4) – o (=rob 1) –
cen – Sex 1 – Amy 1 – 6L.

Представленные данные свидетельствуют о
необходимости корректировки генетической
карты сцепления хромосомы 6 (=6H) ячменя. Эти

изменения затрагивают четыре локуса, контроли-
рующих морфологические признаки ячменя.

Работа выполнена по Госзаданию: № 007-
00489-18-00.
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Linkage Analysis of Genes Controlling 
the Qualitative Characteristics of Barley Plants in Chromosoma 6

V. P. Netsvetaev*
Belgorod Federal Agrarian Scientific Center of the Russian Academy of Sciences, Belgorod, 308001 Russia

*e-mail: v.netsvetaev@yandex.ru

Based on the genetic analysis of F2 by F3 in the combination M13 × r “e” + o, the recombination frequencies
between genetic factors of chromosome 6 (=6H) barley were estimated. The study included the following
genes: r “e” (smooth awns “e”), sex 1 (shrunken endosperm xenia 1), o (orange lemma 1), gs 4 (glossy sheath 4),
Amy 1–7 (α-amylase 1, type 7). The Amy 1 locus was identified by separation of alpha-amylase by electro-
phoresis at pH 8.3. Based on the five-point test, the following order to location of the studied loci in chromo-
some 6 (=6H) was established: 6S – r “e” (=raw 5) – gs 4 (=gsh 4) – o (=rob 1) – cen – Sex 1 – Amy 1 –
6L.The linkage estimation and literature analysis showed that among the indicated genes, the Amy 1 and Sex 1 loci
are located in the long arm of chromosome 6. The other genetic factors are associated with the short arm of
this chromosome. The centromere is between the genetic factors of Sex 1 and o (=rob 1). In general, the data
presented indicate the need to review the genetic linkage map of chromosome 6 (=6H) barley.

Keywords: barley, recombination, genes, linkage map, alpha-amylase isoenzymes, chromosome 6 (=6H).
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С использованием RAPD- и ISSR-систем изучены генетическое разнообразие и структура популя-
ций Isoetes lacustris L. реликтового вида аквафлоры, приуроченного к олиготрофным озерам и резко
сокращающего численность в Европе. Для четырех изученных популяций вида на южной границе
ареала в Беларуси совокупно выявлено 127 маркеров (90.6 полиморфных, 83.5% информативных).
На уровне вида показатели генетической изменчивости составили: He = 0.247, Pp = 100%, I = 0.390.
Выявлен средний уровень подразделенности (ϕPT = 0.269, p ≥ 0.001; Fst = 0.193, p ≥ 0.0001) и генети-
ческого обмена (2.7 мигранта на поколение). Бóльшая доля изменчивости (73.13%) приходится на
внутрипопуляционный уровень, 13.36% – на межпопуляционный, а 13.51% объясняет различия
между регионами (южными и северными популяциями). Ранжирование по генетическому разнооб-
разию (He = 0.063–0.243; Pp = 17.92–93.4%; I = 0.095–0.379) и обнаружение индивидуальных алле-
лей определяет уникальность каждой популяции и значимость в программах по охране вида. Умень-
шение уровня генетического разнообразия в малочисленных изолированных популяциях в сово-
купности с лимитирующими факторами (естественные – южный предел распространения,
антропогенные – эвтрофирование и изменение режима озер) представляют угрозу для развития по-
пуляций и распространения вида в Беларуси. На основе интегрального анализа эколого-фитоцено-
тических характеристик обитаний I. lacustris, уровня и структуры генетического разнообразия его
популяций предложены меры по in situ и ex situ сохранению вида.

Ключевые слова: Isoetes lacustris, экологические параметры, RAPD, ISSR, генетическое разнообразие,
граница ареала.
DOI: 10.31857/S0016675821020132

При продолжающейся фрагментации природ-
ных обитаний видов антропогенные воздействия и
глобальное изменение климата оказывают суще-
ственное влияние на демографическую и генетиче-
скую структуру их популяций и повышают риски
исчезновения видов. Сегодня природоохранная и
ландшафтная генетика использует эффективные
диагностические методы оценки уровня генетиче-
ского разнообразия (ГР), формирующих его эколо-
гических факторов, эволюционного (адаптацион-
ного) потенциала и сопротивляемости видов, содей-
ствуя предотвращению потерь биологического
разнообразия и их обитаний [1–3]. Популяции ви-
дов растений на границе ареалов важны для долго-

временного выживания вида, и их изучение помога-
ет оценить эволюционный потенциал таксона, как
локально, так и в пределах ареала (в т. ч. в связи с из-
менением климата), прояснить историю распро-
странения вида [4]. Краевые популяции находят-
ся под воздействием более сильного давления от-
бора и ограниченного потока генов, они как
правило локально адаптированы, т.е. могут под-
держивать необходимый пул ГР и обеспечивать
возникновение полезных адаптаций. Данные по-
пуляции являются важными объектами для со-
хранения [4, 5].

Бореальная аквафлора особо подвержена
трансформации и сокращает численность в связи
с незначительными локальными изменениями
среды [6]. Обитание ряда реликтовых видов Бела-
руси приурочено к уникальной группе озер пре-

1 Дополнительные материалы (ESM 1–ESM 11) для этой
статьи доступны по doi 10.31857/S0016675821020132 для
авторизованных пользователей.

УДК 577.21:575.17+581.5/502.753:582.392.2
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имущественно ледникового происхождения (на
севере республики в регионе Беларуского Поозе-
рья) и карстового происхождения (на юге респуб-
лики в регионе Полесья), возраст обеих групп
озер около 12 тыс. лет [7, 8]. В Республике Бела-
русь одним из уязвимых реликтовых видов, находя-
щихся здесь на южной границе распространения,
является разноспоровый представитель плаунооб-
разных – полушник озерный (Isoetes lacustris L., Isoe-
taceae Dumort; декаплоид 2n = 10х = 110), погружен-
ное вечнозеленое многолетнее растение (рис. 1,а)
[9]. В Восточной Европе ареал этого циркумборе-
ального вида приходится на страны Прибалтики,
Украину (крайне редко) и Россию. Полушник
обитает в узком диапазоне экологических усло-
вий – в основном в олиготрофных или мезотроф-
ных пресных озeрах с низкой минерализацией (ме-
нее 100 мг/л), высокой прозрачностью (более 4 м),
как правило кислой (рН 4–6) реакцией среды.
Произрастает на песчаных или песчаноилистых
грунтах в прибрежной зоне, а также на глубине до
4–5 м. Местообитания полушника обладают вы-
соким экологическим статусом и включены в
список редких биотопов Республики Беларусь и
Европы [10]. I. lacustris является индикатором со-
стояния этих экосистем и охраняется в большин-
стве стран Европы, в т. ч. России, ряде штатов
США [11–15]. С начала XX столетия численность
и распространение вида в Европе резко сокраща-
ется вследствие загрязнения, эвтрофикации озeр,
механического уничтожения растений [11, 13]. В

Беларуси полушник озерный включен в Красную
книгу с 1981 г. (категория охраны – 3; Vu – под
прямой угрозой исчезновения) [15]. Несмотря на
то, что практически все местообитания вида на
территории страны находятся на особо охраняе-
мых природных территориях (ООПТ), в послед-
ние десятилетия наблюдается резкое сокращение
его численности [7, 8, 16]. Биологические особен-
ности и экологические предпочтения I. lacustris
(близ южного предела распространения) обу-
словливают высокий риск его исчезновения в
связи с антропогенными факторами и изменени-
ем климата.

Род Isoetes включает около 200 космополитно
распространенных, древних в эволюционном от-
ношении видов, обладающих зачастую реликто-
выми ареалами [12]. Для некоторых видов Isoetes
разработаны программы по сохранению, в т. ч. на
основе данных о генетической вариабельности с
использованием доминантных ДНК-маркеров
(AFLP, RAPD, ISSR и др.) [12, 17–22]. Для I. lacus-
tris предложены методы мониторинга популяций
на основе морфофизиологических показателей
растений [23], а также приемы сохранения in vitro
[24]. Имеются данные по филогеографической
структуре полушника озерного на Британских
островах [25], однако популяционная структура и
ГР вида не исследованы.

Целью данной работы было оценить популя-
ционно-генетический потенциал полушника
озерного в Беларуси и его роль в распростране-

Рис. 1. а – общий вид I. lacustris. б – местонахождения I. lacustris на территории Беларуси и точки сбора материала для
генетических исследований (d).
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нии вида на южной границе ареала. В задачи вхо-
дило: а) провести сравнительную эколого-бота-
ническую инвентаризацию местообитаний и оце-
нить состояние популяций полушника; б) оценить
ГР вида на меж- и внутрипопуляционных уров-
нях на основе RAPD и ISSR; в) на основании ин-
тегрального анализа данных экологического мо-
ниторинга и параметров ГР предложить страте-
гию устойчивой охраны генофонда вида в
республике.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Объект исследования и инвентаризация популя-

ций. На территории Беларуси I. lacustris распростра-
нен преимущественно в озерах северной части рес-
публики. Известно 21 место произрастания вида
(или локалитета), из них 16 подтверждены гербар-
ными сборами (рис. 1,б) [26]. В данной работе ис-
следованы четыре популяции, выбор которых
обусловлен их расположением в двух основных
регионах распространения вида – Белорусском
Поозерье на севере республики (озера Глубокое,
GB и Чербомысло, CH) и Белорусском Полесье в
южной части страны (озера Белое, BL и Свитязь,
SV), где вид характеризуется наиболее значитель-
ным сокращением площади произрастания на
протяжении последних 15 лет (рис. 1,б, ESM 1;
см. дополнительные материалы в электронной
версии ESM 1–ESM 11) [10, 11]. Учет параметров
среды произрастания вида (физико-химические
показатели водной среды) и его относительной
численности (занимаемая площадь, частное про-
ективное покрытие (ЧПП, 1–100%)), обилие по
Друде (1–6 баллов) проводили во время вегетаци-
онного периода в 2001–2016 гг. по адаптирован-
ной методике [27]. По совокупности относитель-
ной численности видов оценена толерантность
вида (ценотическая и экологическая) к среде про-
израстания, которую определяли как “оптимум”
(соответствовал максимальным показателям раз-
вития вида, балл 4–5), “угнетение” (низкие зна-
чения величин, балл 2–3), и “гибель” (отсутствие
или наличие единичных экземпляров растений,
балл 0–1) [27]. В работе использованы данные мно-
голетних мониторинговых обследований озер Бела-
руси с 1973 г. (НИЛ Озероведения, БГУ), в т. ч. их
морфометрические параметры, состав грунтов и
физико-химические показатели водной среды
[8]. Оценку фитоценотического разнообразия ме-
стообитаний проводили на основании геоботани-
ческих описаний [27, 28].

Сбор материала для генотипирования проводи-
ли в 2010 и 2011 гг. Образцы (фрагменты листьев)
отбирали произвольно у особей, находящихся на
расстоянии не менее 10 м друг от друга. Из каж-
дой популяции отобрано от четырех до 30 образ-
цов, число которых коррелировало с площадью и
численностью популяции.

RAPD- и ISSR-анализ. Геномную ДНК экстра-
гировали из обезвоженных в силикагеле листьев с
использованием CTAB-буфера [29]. После тести-
рования были отобраны три RAPD- и четыре
ISSR-праймера (ESM 5). Состав RAPD-ПЦР
(25 μL): 1× ПЦР буфер (2.0 mM MgCl2), 0.4 mМ
dNTPs, 20 pM праймера, 0.5 ед. Taq-полимеразы
(ПраймТех, Беларусь) и 20 ng ДНК. Состав ISSR-
ПЦР (25 μL): 1× ПЦР-буфер c (NH4)2SO4, 2.0 mM
MgCl2, 0.4 mM dNTPs, 30 pM праймера, 1 ед. Taq-
полимеразы (ПраймТех, Беларусь), 30 ng ДНК.
Режим RAPD-ПЦР: 96°C (5 мин); 96°C (30 с), Ta
(30 с), 72°C (2 мин), 40 циклов; 72°C (10 мин);
ISSR-ПЦР: 96°C (5 мин), Ta (30 с), 72°C (1 мин),
1 цикл; 96°C (30 с), Ta (30 с, +1°С/цикл), 72°C
(1 мин), 30 циклов; 72°C (10 мин). Продукты ПЦР
разделяли на Bioanalyzer 2100 (Agilent; ISSR) и в
1%-ном агарозном геле (RAPD). Размер фрагмен-
тов рассчитывали в Expert 2100 (Agilent) или
QuantityOne (Bio-Rad) на основе стандартов моле-
кулярных масс (ПраймТех, Беларусь). Учитывали
только четкие, дискретные, воспроизводимые ам-
пликоны. Присутствие фрагмента обозначали как
“1”, а отсутствие как “0”.

Обработка данных, статистический анализ.
Число маркеров, процент полиморфизма и ин-
формационный индекс полиморфизма прайме-
ров PIC (Polymorphic Information Content) [30]
рассчитывали вручную. Согласно методу, пред-
ложенному для доминантных маркеров [31], ло-
кусы, частота которых превышает 1 − (3/N), где
N – число особей в анализе, не учитывали. Общее
(Na) и эффективное число аллелей (Ne), число по-
лиморфных локусов и их процент (Pp), число ред-
ких аллелей, ожидаемую гетерозиготность (He),
индекс разнообразия Шеннона (I) оценивали в
GenAlex 6.5 [32], поток генов (Nm) рассчитывали
в PopGen v1.32. Анализ главных координат
(PCoA) выполняли в GenAlEx, выделяя северный
и южный регионы. Популяционную структуру
анализировали в Structure 2.3 [33], при количестве
кластеров (K) 1–10, по 20 прогонов для каждого,
число burn-in периодов – 1000000, количество
итераций длины пробега – 100000, значении по-
добия Q > 0.7, применяя модели кластеризации
“admixture” и “no admixture”. Наиболее вероятное
значение K оценивали на основании delta K (Δk)
[34]. Распределение уровней генетического разно-
образия и генетическую подразделенность популя-
ций (ϕPT, аналог Fst) оценивали методом анализа
молекулярной дисперсии (AMOVA) в GenAlEx 6.5 в
соответствии с регионом произрастания. ГР и Fst
также оценивали байесовским методом для доми-
нантных маркеров [35] в AFLP-SURV 1.0 (при
числе перестановок для Fst теста – 500, бутстрэп –
1000). Латентный генетический потенциал (Latent
genetic potential, LPG) оценивали по F. Bergmann
et al. [36]. Тест Мантеля [37] (GenAlEx 6.5, при 999
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пермутациях) применяли для оценки корреляции
географических (ГД; логарифмическая функция
расстояния, log(1 + ГД)) и генетических дистан-
ций между популяциями и ϕPT. Аналогично ана-
лизировали редуцированный массив данных
(примерно уравненное количество особей из
каждого озера, когда для популяций GB и CH
анализировали только десять особей) для изуче-
ния ГР малочисленных популяций и оценки кор-
ректности полученных данных. Зависимость па-
раметров ГР от экологических параметров и от-
носительной численности оценивали, используя
регрессионный анализ Пирсона в MS Excel.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Экологическая инвентаризация

местообитаний I. lacustris и характеристика 
растительных сообществ

Озeра Свитязь и Белое значительно подверже-
ны процессам эвтрофирования в результате ре-
креационного использования. Для озер Чербо-
мысло и Глубокое эти процессы наблюдаются в
меньшей степени (табл. ESM 2). Сравнительная
характеристика сообществ погруженной и при-
брежной растительности исследованных водое-
мов позволила выявить предполагаемые виды-
индикаторы оптимальных условий произраста-
ния полушника, присутствие которых взаимосвя-
зано с относительной численностью популяций I.
lacustris и вероятно с гидрохимическим режимом
(приведены в табл. ESM 4).

Относительная численность I. lacustris в изу-
ченных озерах (обилие, толерантность и ЧПП;
2001–2011 гг.) варьировала: наибольшие показа-
тели зафиксированы для озер Чербомысло и Глу-
бокое, меньшие – для Белое и Свитязь (ESM 2).
Значимая корреляция параметров относительной
численности выявлена с гидрохимическими по-
казателями водной среды: содержание Mg2+, об-
щая минерализация, общий фосфор (p ≤ 0.05,
ESM 3). Корреляция обилия с pH и прозрачно-
стью была сильной, но не значимой (r = –0.82 и
r = 0.74; соответственно, p > 0.05, ESM 3).

Полиморфизм и внутрипопуляционная 
изменчивость

Отобранные RAPD- и ISSR-праймеры обна-
руживали вариабельность участков ДНК у 71 осо-
би I. lacustris имели высокую информативность
(число фрагментов на образец, Pp, PIC, H и He) и
генерировали совокупно 127 аллелей (ESM 5).
RAPD- и ISSR-данные по отдельности выявили
сходный характер распределения ГР (ESM 6), а так-
же значимую корреляцию матриц генетических рас-
стояний (uNeiP) между особями на их основании
(r = 0.154, p = 0.005, тест Мантеля; r = 0.378, p ≤

≤ 0.0001, регрессионный анализ), что дало осно-
вание объединить RAPD- и ISSR-маркеры для
дальнейших расчетов ГР. После стандартизации
[31] число локусов составило 106 или 83.5% (табл. 1).
Уникальные аллели отмечены для всех популя-
ций кроме BL, а их максимальное число (13 или
12.7%) выявлено для GB. Значения ожидаемой ге-
терозиготности (He) по популяциям варьировали
от 0.063 (BL) до 0.243 (GB). Процент полиморф-
ных локусов (Pp) составил в среднем 56.6%; наи-
большее значение (93.4%) обнаружено для GB,
наименьшее (17.92%) – для BL (табл. 1). Макси-
мальное значение индекса разнообразия Шенно-
на (I) зарегистрировано для GB (0.379), мини-
мальное – для BL (0.095), при среднем значении
0.246. На видовом уровне He = 0.247, I = 0.39.
Ожидаемая гетерозиготность на уровне вида,
оцененная Байесовским методом, была несколь-
ко выше и составила Hе = 0.251 (табл. 1). Данный
метод выявил минимальную разницу параметров
ГР для полного и редуцированного массивов дан-
ных (см. методику, данные не приведены); наи-
меньшие показатели вновь отмечены для популя-
ции BL, наибольшие – для GB. Таким образом,
на основании нескольких алгоритмов анализа ва-
риационный ряд распределения параметров ГР и
латентного генетического потенциала популяций
(показатель адаптивности) в направлении их сни-
жения был аналогичным: оз. Глубокое (GB) →
оз. Чербомысло (CH) → оз. Свитязь (SV) →
оз. Белое (BL) (рис. 2, табл. 1).

Межпопуляционная дифференциация
и генетическая структура популяций

Кластеризация UPGMA на основе генетиче-
ских дистанций не всегда совпадала с принадлеж-
ностью особей к популяции (ESM 10). PCoA осо-
бей иллюстрирует, что три главных оси отвечают
за 13.54, 11.43 и 6.23% разнообразия соответствен-
но, при этом первыми двумя осями обусловлено
24.97% изменчивости (рис. 3,а). Отметим, что ось 4
(Coord. 4) достоверно выявила различия между
BL и SV (рис. 3,б). PCoA на популяционном уровне
(рис. 3,в) обнаружил наличие градиентов “запад–
восток” (Coord. 1, все популяции) и “север–юг”
(Coord. 2, все популяции кроме GB и CH, дистан-
ция между которыми составляет всего 2 км, см.
ESM 1). Согласно программе “Structure” наибо-
лее вероятное количество групп K было равно
трем (ESM 11). Самые высокие значения подобия
выявлены в модели admixture с корреляцией ло-
кусов для этих трех кластеров (данные не приве-
дены). Анализ подтвердил наличие дифференци-
ации между близкорасположенными GB и CH:
88.9% особей GB отнесены к K1 (Q ≥ 0.781), а осо-
би CH распределились между тремя выявленны-
ми кластерами (11.1% отнесены к K1, 37.0% – K2,
и 14.8% – K3, Q ≥ 0.795). Две другие популяции,
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находящиеся на юге, – BL и SV – определены как
одна (K3, Q = 0.766–0.986). Значения дифферен-
циации для трех выделенных кластеров составили:
Fst(K1) = 0.282; Fst(K2) = 0.296; Fst(K3) = 0.589 (ESM 7).

Согласно AMOVA, наибольший компонент
изменчивости (73.13%) обнаружен на внутрипо-
пуляционном уровне, а примерно равные части
оставшейся вариабельности распределены между
популяциями – 13.36% и выделенными региона-

ми – 13.51% (северные и южные популяции; табл. 2).
Дифференциация была значимая (p ≥ 0.0001), уме-
ренная на общепопуляционном уровне (ϕPT =
= 0.269), и более слабая – между популяциями
(ϕPR = 0.154) и регионами (ϕRT = 0.135) (табл. 2).
Общая байесовская дифференциация популяций
оказалась значимой и так же среднего уровня
(Fst = 0.193, p = 0.03), что подтверждает их генети-
ческое родство. Попарные значения межпопуля-

Таблица 1. Генетическая вариабельность внутри- и между популяциями I. lacustris, рассчитанная на основании
RAPD- и ISSR-маркеров

Примечание. n – количество проанализированных особей; N – общее число локусов после стандартизации; Nr – число уни-
кальных аллелей; Na – наблюдаемое число аллелей; Ne – эффективное число аллелей; Pp – процент полиморфных локусов;
He – ожидаемая гетерозиготность (или генное разнообразие по Неи); I – информационный индекс Шеннона, LPG – латент-
ный генетический потенциал. В скобках приведены величины стандартного отклонения. B* – значения оценены Байесов-
ским методом. Стрелками отмечено увеличение (↑) или уменьшение (↓) параметра по сравнению с полученным при обработ-
ке локусов уменьшенного числа особей из популяций GB (10) и CH (10, объяснения в тексте).

Популяция (код) n
Число локусов Генетическое разнообразие

N Nr, % Na Ne Pp PpB* I He HeB* uHe LGP

Глубокое (GB) 27 102 13↓ 
(12.75↓)

1.934 
(0.250)

1.400 
(0.352)

93.4 74.5 0.379
(0.022)

0.243↓
(0.017)

0.268
(0.017)

0.248↓ 
(0.017)

56.616

Чербомысло 
(CH)

27 89 2↓ 
(2.25↓)

1.830 
(0.377)

1.357
(0.345)

83.02 66.0 0.342↑
(0.024)

0.219↑ 
(0.017)

0.237
(0.017)

0.224↑ 
(0.018)

50.131

Свитязь (SV) 7 46 1↓ 
(2.17↓)

1.321
(0.469)

1.193 
(0.337)

32.08 43.4 0.167
(0.025)

0.112↓ 
(0.018)

0.170
(0.019)

0.121↓ 
(0.019)

13.523

Белое (BL) 4 39 0 (0) 1.179
(0.385)

1.106
(0.261)

17.92 36.8 0.095
(0.020)

0.063↓ 
(0.014)

0.134
(0.016)

0.072↓ 
(0.016)

7.745

Общее внутри 
популяций 
(среднее)

16.25 69 4↓ 
(5.8↓)

1.566 
(0.372)

1.264 
(0.138)

56.6 
(18.59)

55.18 0.246 
(0.013)

0.159 
(0.009)

0.202
(0.031)

0.166↓ 
(0.009)

32.004
(24.929)

Общее
по совокупности 
всех локусов
и популяций

65 106 16↓ 
(15.09↓)

2 (0) 1.412
(0.331)

100 100 0.390 
(0.021)

0.247 
(0.016)

0.251 0.250 
(0.016)

62.342

Рис. 2. Параметры ГР популяций I. lacustris и их сопряженность с параметром обилие. Популяции: Глубокое (GB);
Чербомысло (CH); Белое (BL); Свитязь (SV).
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ционных значений дифференциации (ϕPT) зна-
чимо различались (p ≤ 0.007): от 0.151 (CH–BL) до
0.313 (GB–SV), в среднем составили 0.230 (табл. 3).
Различия в дифференциации согласуются с оце-
ненным уровнем генетического обмена между
популяциями (данные не приведены), который
был наиболее высок между GB и CH (Nm = 6.13),
и значительно ниже между BL и SV (Nm = 1.17).
Поток генов на видовом уровне – 2.7 мигранта на
поколение – подтверждает довольно высокую
миграцию для региона Беларуси.

Корреляционный анализ географических
(log(1 + ГД)) и генетических дистанций (uNeiP и
опосредованно ϕPT) между популяциями (r = 0.636
и 0.426 соответственно, p > 0.05), а также на уров-
не индивидуальных растений (uNeiP, r = 0.029, p =
= 0.316) не выявил значимой зависимости ГР от уда-
ленности в пространстве, предполагая, что этот
фактор не является основным, определяющим
вариабельность между популяциями.

Корреляция экологических характеристик 
местообитаний, параметров развития

и ГР популяций I. lacustris
Для обследованных озер обнаружена сильная

корреляция параметров ГР I. lacustris с девятью
эколого-морфологическими характеристиками
озер из более чем 20-ти изученных (ESM 8, рис. 2). В
период, предшествующий измерениям ГР (2001–
2006 гг.) популяции GB, CH и BL отнесены к
группе “оптимум”, а SV – к угнетенной популя-
ции [8] (ESM 2). Однако по совокупности показа-
телей генетического разнообразия BL угнетена
наравне с SV (рис. 2), что выражалось в сокраще-
нии относительной численности вида в оз. Белое,
зафиксированной в 2016 г. (ESM 2).

ОБСУЖДЕНИЕ
Интегральная эколого-генетическая оценка

уязвимых видов аквафлоры крайне важна для их
сохранения. Нами показано нарастание экологи-
ческих угроз для I. lacustris в Беларуси в связи с эв-

Рис. 3. Анализ главных координат (PCoA) особей I. lacustris из четырех популяций Беларуси на основании матрицы
попарных генетических дистанций (uNeiP), рассчитанных по совокупности RAPD- и ISSR-маркеров. а – группиров-
ка особей согласно 1 и 2 осям, б – группировка по 3 и 4 осям, в – на основании популяционных генетических дистан-
ций. Обозначения популяций: Глубокое (GB) – ромбы; Чербомысло (CH) – квадраты; Белое (BL) – треугольники;
Свитязь (SV) – круги.
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трофированием водоемов. Выявленные флористи-
ческие индикаторы эвтрофирования (ESM 4) могут
использоваться в прогнозировании нежелательных
для вида изменений среды, подтверждая данные
литературы [13].

Полученные нами показатели ГР I. lacustris на
южной границе ареала на видовом уровне на ос-
нове RAPD- и ISSR-маркеров можно оценить как
средний уровень (He = 0.247), в т. ч. по сравнению
с сопоставимыми данными, представленными
для других Isoetes на основе доминантных марке-
ров [17–22]. Стоит учитывать, что ГР во многом
определяется биологией развития и способом
размножения видов в связи со средой их обита-
ния [38]. Так, довольно низкие показатели ГР за-
явлены для ди- или тетраплоидов, вегетативно
размножающихся или с ограниченным размно-
жением спорами видов: полушников из Новой
Зеландии I. kirkii A. Braun и I. alpina Kirk (He = 0.03,
RAPD) [21], I. sinensis T.C. Palmer в Китае (He =
= 0.118, AFLP) и других азиатских видов [17, 18].
Более высокие показатели характерны для тет-
раплоидов и диплоидов с преимущественно по-
ловым размножением. Для средиземноморского
реликта I. malinverniana Ces. et De Not (H = 0.263,
ISSR + AFLP; H = 0.268, ISSR) и эндемика амазо-
нии I. cangae J.B.S. Pereira, Salino et Stützel (He =
= 0.245, ISSR) показатели ГР среднего уровня
сравнимы с полученными нами для I. lacustris [20,
22]. Помимо численности и уровней ГР, жизнен-
ная форма и способ размножения вида, вероятно,
определяют три основных сценария распределения
генетической вариабельности для полушников.
1) ГР в основном (60–80%) распределено между по-
пуляциями, и меньшая часть (20–40%) – внутри
них (виды из Азии и Новой Зеландии, I. kirkii и I. al-
pina, см. выше) [17, 21]. 2) Около половины ГР
распределено внутри популяций (I. hypsophila
Hand.–Mazz. в Китае; вегетативно размножающий-
ся диплоид) [18]. 3) Большинство разнообразия за-
фиксировано внутри популяций (~68–85%) для
I. malinverniana в Италии [20], I. yunguiensis Q.F.

Wang et W.C. Taylor в Китае (диплоид, с преиму-
щественно перекрестным оплодотворением)
[17]), и I. cangae [22].

Выявленные для I. lacustris в Беларуси средний
уровень дифференциации (ϕPT = 0.269; Fst = 0.193) и
большая доля внутрипопуляционного разнообра-
зия (73.13%), в целом характерны для перекрест-
но-опыляемых и длительно живущих видов [38].
Обнаруженный разброс показателей ГР и их зна-
чимая сопряженность с численностью популяций
(обилие и толерантность, рис. 2, ESM 8) согласу-
ется с принятым положением, что малые и изоли-
рованные популяции не могут поддерживать до-
статочный пул разнообразия, по сравнению с
большими [1, 2, 38]. Так, для более крупных и близ-
корасположенных популяций, как GB и CH (2 км),
которые согласно нашим данным Structure и ϕPT =
0.155 являются субпопуляциями, процесс недав-
него резкого снижения численности и вероятно
ГР (для CH) будет менее чувствителен благодаря
интенсивному генетическому обмену между ни-
ми (Nm = 6.13, при среднем – 2.7 мигранта на по-
коление). Стоит отметить, что озера Глубокое и
Чербомысло обособлены с момента образования,
гидрологически не связаны и в настоящее время.
Меньшие и изолированные популяции – оз. Белое
(BL) и Свитязь (SV) – более уязвимы из-за недоста-
точности ресурсов эффективного накопления из-
менчивости (низкий обмен Nm = 1.17, экологиче-

Таблица 2. Анализ молекулярной дисперсии (AMOVA) популяций I. lacustris

Источник 
вариабельности

Степень 
свободы,

d.f.

Сумма
квадратов

Средняя
сумма

квадратов

Компонент
дисперсии,
Est. Var., %

Дифференциация, ϕ,
p ≥ 0.0001

Диаграмма 
распределения 
молекулярной 

дисперсии

Между
регионами (Р)

1 81.573 81.573 2.468 (13.51) ϕRT = 0.135

Между 
популяциями (П)

2 104.976 52.488 2.439 (13.36) ϕPR = 0.154

Внутри 
популяций (ВП)

61 814.688 13.356 13.356 (73.13) ϕPT = 0.269

Общее 64 1001.238 – 18.262 (100) –

Р
14%

П
13%

ВП
73%

Таблица 3. Матрица попарных значений дифференци-
ации (ϕPT, ниже диагонали; p ≤ 0.007) и несмещенных
генетических дистанций Неи (uNeiP, выше диагонали)
популяций I. lacustris

GB CH BL SV

– 0.043 0.133 0.147 GB
0.155 – 0.081 0.085 CH
0.254 0.151 – 0.075 BL
0.313 0.250 0.259 – SV
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ские риски, снижение ГР) и краевой локализации.
Довольно высокий поток генов на видовом уровне
(Nm = 2.7) и отсутствие изоляции расстоянием
предполагает в изученном регионе вклад полового
размножения и распространение спор и частей рас-
тений на дальние расстояния с возможным участи-
ем мигрирующих и перелетных птиц. Можно за-
ключить, что обнаруженный тип распределения и
сравнительно высокие значения видовых показате-
лей ГР вероятно обусловлены особенностями био-
логии и расселения полушника озерного: гетероспо-
ровостью, половым размножением и высокой пло-
идностью (10×), вовлечением материала из других
генераций благодаря многолетней жизненной фор-
ме и способностью спор сохранять жизнеспособ-
ность в озерах до десяти лет [24].

Региональная дифференциация и градиент ГР
между северными и южными популяциями (~14%,
табл. 2) согласуется с различным происхождени-
ем этих озер (ледниковые на севере и карстовые
на юге). Также это может указывать на независи-
мо протекающие региональные эволюционные
процессы и накопление адаптивных мутаций
(важных при противостоянии резким изменениям
качества среды) [4, 5] и на важность сохранения всех
краевых местообитаний (BL и SV, рис. 1), особенно
в связи с современными процессами изменения
климата.

Выявленная сопряженность эрозии ГР полуш-
ника со снижением численности с одной стороны,
и качества среды с другой, лучше объясняла сни-
жение общей устойчивости популяции, чем все
эти факторы по отдельности (ESM 3, ESM 8). Та-
ким образом, для I. lacustris обнаружена взаимосвязь
“лимитирующие факторы → численность ↔ ГР”,
подтвержденная для других видов [39]. Получен-
ные нами данные в совокупности позволяют ис-
пользовать ГР как более чувствительную меру
численности вида, а интегральный анализ всех
компонентов как функцию для выявления лими-
тирующих факторов.

Для разработки стратегий сохранения вида
также важна информация о его расселении на ис-
следуемой территории. По совокупности гидро-
логических показателей и типометрии озер, а так-
же анализа гербарных сборов, мы предполагаем,
что ранее мест для обитания полушника озерного
на территории Беларуси было больше, чем в на-
стоящее время. По фрагментарным находкам
спор I. lacustris места произрастания этого вида
отмечены в юго-западном регионе Беларуси [40],
вид обитает и южнее, на Украине [41]. С учетом
появления вида в пределах Кольского п-ова в
диапазоне 12.0–10.0 тыс. калиброванных лет на-
зад (кал. л.н.) [42], появление I. lacustris в регионе
Беларуси предполагается со времени формирова-
ния озер, начиная с ~13.5 тыс. кал. л.н. в регионе
Полесья (В.П. Зерницкая, перс. сообщ.). Способ-

ность вида мигрировать на дальние расстояния и
различия уровней ГР в разных географических
точках дает возможность предположить, что ма-
лочисленные изолированные популяции I. lacus-
tris на юге республики, объединенные програм-
мой Structure в один кластер, представляют собой
реликты позднеледникового периода, заселив-
шиеся вероятно из рефугиальных зон на террито-
рии региона. И хотя наши методы в полной мере
не позволяют раскрыть всю историческую картину
расселения вида, косвенные доказательства – время
возникновения озёр, спорадические локальные по-
пуляции на юге региона, их малочисленность и низ-
кий уровень ГР, позволяют предполагать, что юж-
ные популяции старше, чем их северные соседи.
Согласно уровням и распределению ГР, мы пред-
полагаем, что по мере отступления ледникового
щита, послеледниковое расселение вида в преде-
лах Беларуси могло происходить из южных водо-
емов в северную ее часть. После формирования
популяций полушника в озeрах Поозерья на севе-
ре республики – регионе последнего оледенения,
между популяциями севера и юга (а возможно и
сопредельных территорий) продолжился генети-
ческий обмен, способствующий увеличению ГР,
что также может объяснять наличие центра со-
временного распространения вида в пределах
Беларуси на севере республики. Вместе с тем сред-
ний уровень дифференциации, говорит о сравни-
тельно недавней фрагментации или уничтожении
пригодных для обитания вида мест, вследствие ан-
тропогенной трансформации, вероятно масштаб-
ной мелиорации в 20-х и 50–60-х гг. XX в. и экс-
тенсивного сельского хозяйства.

Заключение и стратегии охраны

Снижение качества водной среды уникальных
олиготрофных озер повсеместно в Европе ведет к
драматическим потерям численности популяций
полушника озерного или полной их утрате. В Бела-
руси, где проходит южная граница распространения
I. lacustris, угроза для исчезновения вида заключает-
ся в основном в нарастании эвтрофирования водое-
мов: вид исчез в примерно 17% мест произраста-
ний за несколько десятилетий. Среди них озёра,
подвергающиеся комплексу негативных воздей-
ствий в связи с хозяйственной деятельностью
арендаторов водоемов (туристический комплекс
“Красный Бор”, оз. Белое Доброплесы) или вы-
сокой рекреационной нагрузкой (оз. Белое, Мя-
дельский р-н) [7, 8, 16]. Полученные данные име-
ют важное значение для практической охраны
вида на пределе распространения. В частности,
выявлено достоверное влияние лимитирующих
факторов, связанных с притоком веществ и за-
грязнением вод (азотными и фосфорными соеди-
нениями), снижением прозрачности и увеличения
pH водной среды на численность и уровни ГР попу-
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ляций I. lacustris, а также на присутствие видов фито-
индикаторов этих состояний. По происхождению
данные угрозы в основном антропогенного характе-
ра: приток загрязнений, рекреация, мелиорация,
изменение уровня поверхностных и грунтовых
вод (ESM 9).

По совокупности эколого-генетических данных
можно заключить, что несмотря на то, что на видо-
вом уровне сохраняется благоприятный баланс ге-
нетического разнообразия, сопряженность его по-
тери с воздействием негативных антропогенных
воздействий предполагает снижение эволюцион-
ного потенциала вида и дальнейшее сокращение
числа его местообитаний на территории респуб-
лики. Все изученные популяции уникальны по
своим генетическим характеристикам, подверже-
ны обмену генетической информацией (средний
уровень Nm и подразделенности, большая часть
ГР приходятся на внутрипопуляционный уро-
вень) и вносят важный вклад в общее состояние
генофонда вида. Сохранение каждой популяции
вида и места произрастания – задача природо-
охранной практики in situ. Успешность мер охра-
ны можно повысить при использовании индиви-
дуального подхода, особенно для снижающих
численность популяций (в т. ч. организация запо-
ведной зоны, сохранение гидрологического ре-
жима озер, снижение антропогенной нагрузки;
см. ESM 9). Развитие научно обоснованных про-
грамм по ex situ сохранению вида (создание банка
спор из всех известных местообитаний для наи-
большего охвата генетического разнообразия ви-
да, размножение растений в аквакультуре для по-
следующей репатриации [24, 43, 44]) будет спо-
собствовать повышению шансов на устойчивое
развитие и сохранение каждой популяции (см.
ESM 9). Эколого-генетический мониторинг по-
пуляций и их ранжирование по ГР обоснованы на
всех этапах in situ и ex situ сохранения вида, в т. ч.
для прогнозирования динамики развития попу-
ляций полушника, при любых манипуляциях по
восстановлению популяций [45]. Перспективны-
ми исследованиями, важными для сохранения
полушника озерного, являются реконструкция
филогеографии и истории послеледникового рас-
селения вида, расширение списка исследуемых
местообитаний, идентификация генов, ответ-
ственных за приобретенные адаптации к измене-
ниям окружающей среды.
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Ecological and Phytocenotic Differentiation, Genetic Variability and Structure
of Natural Populations of the Relict Species of Aquatic Flora

Isoetes lacustris L. in Belarus
N. B. Vlasavaa, *, A. N. Yukhimuka, M. A. Dzhusb, M. S. Tukhfatullinaa, and B. P. Vlasovb

aCentral Botanical Gardens of the National Academy of Sciences of Belarus, Minsk, 220012 Belarus
bBelarusian State University, Minsk, 220030 Belarus

*e-mail: nastassia_vlasova@yahoo.com

Using RAPD and ISSR systems the genetic diversity and population structure of Isoetes lacustris L. on the
southern border of its range in Belarus, the relict species of aquaflora, confined to oligotrophic lakes and
drastically decreasing in Europe, were studied. For four studied populations in total 127 markers (90.6% poly-
morphic, 106 informative) were revealed. At the species level genetic variability parameters comprise: He =
= 0.247, Pp = 100%, I = 0.390. The average level of subdivision (ϕPT = 0.269, p ≥ 0.001; Fst = 0.193, p ≥
≥ 0.0001) and gene flow (2.7 migrants per generation) were revealed. A larger proportion of the variability
(73.13%) falls on the intra-population level, 13.36% between populations, and 13.51% explains the difference
between regions (southern and northern populations). The ranging of populations by genetic diversity (He =
0.063–0.243; Pp = 17.92–93.4%; I = 0.095–0.379) and identification of individual loci determines unique-
ness of each population and significance in conservation programs. A decrease of the level of genetic diversity
in the small isolated populations in combination with limiting factors (natural – the southern limit of distri-
bution, anthropogenic – eutrophication and changes in the lake regime) are of high risk for the development
of populations and the distribution of the species in Belarus. Using integrated analysis of ecological and phy-
tocenotic characteristics of habitat, level and structure of genetic variability of its populations measures for in
situ and ex situ species conservation were proposed.

Keywords: Isoetes lacustris, environmental parameters, RAPD, ISSR, genetic diversity, border of the range.
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ПОЛУЧЕННОЙ НА ОСНОВЕ Аe. tauschii L.
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Методом SNP-анализа с помощью панели iSelect90К изучено генетическое разнообразие линий
синтетической гексаплоидной пшеницы, полученных в университете Киото (Япония) в результате ги-
бридизации сорта твердой пшеницы Langdon (Triticum durum, 2n = 4x = 28, BBAA) с образцами Aegilops
tauschii (2n = 2x = 14, DD) различного эколого-географического происхождения. Уровень геномной ва-
риабельности оценивали по значениям генетических расстояний Emma (Efficient Mixed-Model Associa-
tion) и геномной матрицы родства (G). Генетическое разнообразие генома D синтетических линий
на 50% выше, чем у геномов A и В. Наибольший генетический полиморфизм отмечен у линии Lang-
don/Ku-2105 из провинции Пехлеви на южном побережье Каспийского моря и линии Langdon/Ig
131606 из Кыргызстана. Меньшим генетическим разнообразием по D-геному отличались линии из
Индии (Langdon/Ig 48042), провинций Ирана Сари и Бальбусар (Langdon/Ku-2088, Langdon/Ku-2093,
Langdon/Ku-2096) и Туркменистана (Langdon/Ig 26387). Таким образом, вовлечение в гибридизацию
синтетических гексаплоидов пшеницы на основе образцов Ae. tauschii из района Каспийского бассейна
позволит расширить генетическое разнообразие сортов пшеницы и повысить эффективность исполь-
зования генетических ресурсов.

Ключевые слова: линия синтетической гексаплоидной пшеницы, Ae. tauschii, SNP-локусы, геном D,
генетическое разнообразие.
DOI: 10.31857/S0016675821020089

Использование потенциала синтетических
гексаплоидов на основе эгилопса Тауша (Aegilops
tausсhii Coss., геном D) доказало свою эффектив-
ность в селекции для расширения генетического
разнообразия, повышения адаптивности и уро-
жайности сортов пшеницы [1]. Более 62 сортов пше-
ницы, полученных на основе синтетических форм,
успешно внедрены в производство 150 стран мира и
их число стремительно растет [2, 3]. Основное гене-
тическое разнообразие вида Ae. tausсhii сосредото-
чено на территории, простирающейся от Закав-
казья до восточного побережья Каспийского мо-
ря в Иране, от Центрального Ирана до Китая. В
общей сложности более 600 образцов Ae. tausсhii
из 20 стран мира были вовлечены в селекционные
программы путем интрогрессивной гибридиза-
ции или скрещивания с синтетической пшени-
цей [4]. Наиболее широкое применение генети-
ческого материала синтетических гексаплоидов
CIMMYT нашло в Китае, где в 2003–2005 гг. со-
здали четыре сорта, один из которых Chuanmai 42

[5]. На основе этого высокоурожайного сорта,
устойчивого к желтой ржавчине, получено 12
коммерческих сортов пшеницы [6].

Повышение эффективности и точности отбо-
ра селекционного материала с ценными интро-
грессиями от синтетических гексаплоидов явля-
ется важной задачей для маркер-ориентирован-
ной селекции. Первым шагом на пути решения
такой задачи стало создание картирующей популя-
ции ITMI (International Triticeae Mapping Initiative),
полученной путем гибридизации сорта Opata 85 и
синтетического гексаплоида W7984. С помощью
картирующей популяции ITMI были выявлены
QTL, в том числе D-генома, определяющие хо-
зяйственно ценные признаки [7, 8].

SNP-локусы (однонуклеотидный полимор-
физм) благодаря равномерному распределению
по всему геному (одна однонуклеотидная замена
на 99 пар нуклеотидов) послужили основой для
разработки платформ полногеномного генотипи-

УДК 633.11:575.174.015.3-047.44
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рования [9]. Так, в китайской академии сельско-
хозяйственных наук (CAAS) были использованы
ДНК-чипы, содержащие 600 К SNP, для иденти-
фикации QTL, контролирующих число зерен
[10]. Сравнительно недавно из ДНК-чипов 35 К,
90 К и 660 К отобрано 700 и 1000 SNPs c высокой
степенью детектирования для конструирования
чипов 15 К и 50 К (Triticum TraitBreed array) [11].
Анализ полиморфизма ДНК с помощью SNP-
маркеров успешно используется в исследованиях
по изучению генетического разнообразия, по
ДНК-паспортизации коммерческих сортов пше-
ницы, картированию QTL и методу GWAS [12].

Количественно генетическое сходство сортов
можно изучить с помощью коэффициентов род-
ства. Включение в гибридизацию родительских
форм с низкими коэффициентами родства вы-
зывает богатый формообразовательный процесс
и увеличивает долю генетической дисперсии ко-
личественных признаков в гибридном потом-
стве [13]. В селекционных программах, наряду с
анализом генеалогических профилей, прогноз
геномного родства возможен за счет использова-
ния неравновесного сцепления локусов количе-
ственных признаков (QTL) и SNP-маркеров,
плотно охватывающих весь геном. Данные SNP-
генотипирования эффективны для выявления ге-
нетической ценности родительских форм, что
позволяет повысить вероятность отбора ценных
генотипов в гибридных популяциях [14].

Очевидно, что привлечение в селекцию синте-
тической пшеницы, имеющей большее генетиче-
ское разнообразие в сравнении с коммерческими
сортами пшеницы, позволяет привнести в селек-
ционный материал новые аллели генов [15, 16].
Однако, несмотря на проведенные исследования
по генотипированию синтетической пшеницы и
отбору генотипов по локусам количественных
признаков [12], поиск источников для расшире-
ния генотипического потенциала сортов пшени-
цы и создание на их основе исходного материала,
устойчивого к негативным абиотическим и био-
тическим стрессовым факторам в связи с пробле-
мой потепления климата и возрастанием инфек-
ционной нагрузки, весьма актуальны в селекции
пшеницы.

Цель исследований – SNP-анализ линий синте-
тической пшеницы с геномом Ae. tauschii различного
эколого-географического происхождения и выделе-
ние источников для расширения генотипического
потенциала сортов пшеницы.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Омским ГАУ при сотрудничестве с CIMMYT в
университете Nebraska-Lincoln (США) проведено
генотипирование 143 образцов из коллекционно-
го питомника ОмонГАИ, включающего 13 линий

синтетической гексаплоидной пшеницы япон-
ского университета Киото [17]. Синтетические
линии университета Киото получены в результате
гибридизации сорта твердой пшеницы Langdon
(Triticum durum, 2n = 4x = 28, BBAA) с образцами
Aegilops tauschii (2n = 2x = 14, DD) различного эко-
лого-географического происхождения (табл. 1) из
коллекции университета Киото и Международно-
го центра сельскохозяйственных исследований в
засушливых регионах ICARDA (International Cen-
ter for Agricultural Research in the Dry Areas) [18].

SNP-анализ. В Центре генетических ресурсов
университета Nebraska-Lincoln (США) проведен
SNP-анализ 143 образцов питомника ОмонГАИ с
помощью панели iSelect90К, содержащей 81587
SNP, с охватом хромосом трех геномов. Выделе-
ние геномной ДНК проводили набором BioSprint
96 (QIAGEN, Valencia, Калифорния, США) в со-
ответствии с инструкциями производителя. Ме-
тод GBS выполнен на основе протокола [19]. Со-
здание библиотек генотипирования последова-
тельностей ДНК проводилось c применением
рестрикционных энзимов PstI и MspI. Идентифика-
ция SNP-локусов осуществлена с использованием
программы TASSEL v. 5.2.40 [20], GBS v. 2 Pipeline
[21] и физической карты референсного генома пше-
ницы от International Wheat Genome Sequencing
Consortium (IWGSC, RefSeq V1.0, 2017 г.)

Статистический анализ генетического разно-
образия. Уровень геномной вариабельности оце-
нивали по значениям генетических расстояний
Emma (Efficient Mixed-Model Association) [22] и
геномной матрицы родства (G) [23] в оболочке
R-Studio с использованием пакета прикладных
программ GAPIT 3.0 (Genomic Association and
Prediction Integrated Tool) [24].

Вычисление генетических расстояний по ме-
тоду Emma проводили по формуле:

где у – вектор популяционных эффектов; β – век-
тор фиксированных эффектов, u – случайный
эффект смешанной модели; е – вектор случайных
эффектов; X – матрица фиксированных эффек-
тов; Z – матрица инцидентности случайных эф-
фектов.

Расчет геномной матрицы родства проводили
по алгоритму, разработанному P.M. VanRaden
[23], (метод 1) по формуле:

где: Z = M – P (матрица SNP эффектов); M – мат-
рица размером n × m (число особей на число ло-
кусов), состоящая из элементов – оценок гомози-
готных и гетерозиготных локусов, принятых за:
AA = 1, AB = 0, BB = –1; P – вектор-столбец,
представляющий удвоенную сумму гетерозигот-

,y X Zu e= β + +

'
,

2 (1 )i i

ZZ
G

p p
=
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ных маркеров (локусов) или частоту второго SNP
аллеля, где i = 2(pj – 0.5); pi – частота i-аллеля SNP
(A или B) для j-го сорта.

Построение дендрограммы на основании дан-
ных SNP-анализа выполнено с помощью про-
граммы SPSS версии PASW Statistics 20.0 (IBM,
США).

РЕЗУЛЬТАТЫ

В результате SNP-анализа у синтетических ли-
ний университета Киото идентифицировано
47525 SNP-локусов. Из данного набора линий
выявлены различия по 15553 SNP. Из 15553 локу-
сов – 411 с отсутствующими данными (более 2%)
были исключены из анализа. Распределение
15142 SNPs между геномами было следующим: A-,
B- и D-геномы имели 3517 SNPs (23.2%), 3858
(25.5%) и 7767 (51.3%) соответственно (рис. 1, 2).

Число SNPs на хромосому варьировало от 385
(4В) до 1484 (7D). Распределение SNPs между A и
B геномами было практически равным, тогда как
полиморфизм генома D был на 50% выше, чем у
геномов A и В. Определены показатели генетиче-
ских расстояний с использованием метода Emma
и геномной матрицы родства (табл. 2, рис. 3).

Синтетические линии, полученные с участием
образцов Ae. tauschii из провинций Ирана Рамсар
и Бальбусар, а также из коллекции ICARDA име-
ют наибольшее генетическое сходство (показа-
тель генетического расстояния по Emma составил
0.86, или 86% общих SNP) и объединены в два
кластера (рис. 3).

К первому относятся линии, полученные на
основе образцов Ae. tauschii из Ирана: Lang-
don/Ku-2100, Langdon/Ku-2096 и Langdon/Ku-
2097, ко второму – Langdon/Ig 131606 (Кыргыз-
стан), Langdon/Ig 48042 (Индия) и Langdon/Ig
26387 (Туркменистан) (генетические дистанции
по методу Emma равны 0.83, 0.84, 0.86). Высокие
положительные значения коэффициента геном-
ного родства (0.64–0.89) также свидетельствуют о
близком генетическом сходстве данных линий.

Таблица 1. Синтетические линии университета Киото

Примечание. KU – Plant Germ-Plasm Institute, Faculty of Agriculture, Kyoto University; Ig – International Center for Agricultural
Research in the Dry Areas (ICARDA).

Синтетическая линия Происхождение
Ae. tauschii

Подвид
Ae. tauschii

Langdon/Ku-2105 Пехлеви, Иран typica
Langdon/Ku-2092 Бабульсар, Иран strangulata
Langdon/Ig 131606 Талас, Кыргызстан Не известен
Langdon/Ig 48042 Джамму-Кашмир, Индия Не известен
Langdon/Ku-20-9 Бабульсар, Иран strangulata
Langdon/Ku-2079 Альябад, Иран strangulata
Langdon/Ku-2100 Рамсар, Иран meyeri
Langdon/Ku-2096 Бабульсар, Иран strangulata
Langdon/Ku-2088 Сари, Иран strangulata
Langdon/Ku-2075 Бабульсар, Иран strangulata
Langdon/Ku-2093 Бабульсар-Чалус, Иран strangulata
Langdon/Ku-2097 Бабульсар, Иран typica
Langdon/Ig 126387 Ашхабад, Туркменистан Не известен

Рис. 1. Распределение 15142 SNPs по геномам A, B и D.
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Остальные линии образуют отдельные субкласте-
ры с высокой долей одинаковых SNP-локусов.
Максимальные генетические различия (коэффици-
ент геномного родства составил –0.44) отмечены
между линиями Langdon/Ig 48042 (Индия) и Lang-

don/Ku-2100, Langdon/Ku-2096, Langdon/Ku-2097
(Иран); Langdon/Ig 126387 (Туркменистан) и
Langdon/Ku-20-9, Langdon/Ku-2100, Langdon/Ku-
2097 (Иран), что объясняется различным геогра-
фическим происхождением образцов Ae. tauschii.

Рис. 2. Распределение 15142 SNPs по 21 хромосоме и SNPs с отсутствующими данными (UN) 13 синтетических линий.
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Таблица 2. Уровень генетического разнообразия синтетических линий пшеницы с участием образцов Ae. tauschii
различного происхождения

Примечание. Количество одинаковых SNPs (%) по Emma – над диагональю, коэффициент геномного родства между образ-
цами – под диагональю, доля гомозиготных локусов каждого образца – по диагонали: варьирует от 0 (все локусы находятся
в гетерозиготном состоянии) до 2 (все локусы находятся в гомозиготном состоянии).
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Ku-2105 1.71 81 79 80 81 79 80 81 81 80 82 80 79
Ku-2092 –0.15 1.42 79 80 83 80 81 81 84 82 84 81 79
Ig 131606 –0.12 –0.26 1.65 84 79 77 78 78 79 78 80 78 83
Ig 48042 –0.15 –0.27 0.69 1.47 81 79 80 80 81 80 81 80 86
Ku-20-9 –0.09 0.01 –0.24 –0.25 1.39 81 81 82 84 82 84 81 80
Ku-2079 –0.11 –0.04 –0.23 –0.21 –0.01 1.63 79 79 81 80 81 79 78
Ku-2100 –0.18 –0.23 –0.42 –0.44 –0.21 –0.28 1.49 86 81 80 82 86 78
Ku-2096 –0.16 –0.23 –0.42 –0.44 –0.19 –0.30 0.71 1.42 82 81 83 86 79
Ku-2088 –0.12 0.16 –0.26 –0.26 0.06 0.06 –0.29 –0.26 1.36 82 85 81 80
Ku-2075 –0.16 0.02 –0.27 –0.26 0.03 0.03 –0.24 –0.24 0.02 1.57 83 80 79
Ku-2093 –0.12 0.09 –0.31 –0.31 0.03 –0.01 –0.17 –0.16 0.13 0 1.35 82 80
Ku-2097 –0.18 –0.24 –0.43 –0.44 –0.23 –0.31 0.69 0.68 –0.32 –0.26 –0.19 1.62 78
Ig 126387 –0.16 –0.28 0.64 0.89 –0.44 –0.20 –0.44 –0.43 –0.27 –0.25 –0.34 –0.44 1.56
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Линии из разных провинций Ирана имели близ-
кое генетическое родство, например Lang-
don/Ku-2088 (провинция Сари) с линиями из
провинции Бальбусар – Langdon/Ku-2092 (0.16) и
Langdon/Ku-2093 (0.13). Исключение составили
две линии из провинции Бальбусар – Lang-
don/Ku-2096 и Langdon/Ku-2097, оказавшиеся в
первом кластере, при этом образец Ae. tauschii Ku-
2097 относится к подвиду typica. Оценка геномно-
го родства не только подходит для анализа род-
ственных выборок, но и учитывает степень гомо-
зиготности образцов. Например, линии Lang-
don/Ku-2105 (1.71) и Langdon/Ig 131606 (1.65) име-
ют наибольшую долю локусов в гомозиготном со-

стоянии, что представляет особенный интерес
для селекционной работы.

Поскольку синтетические линии университета
Киото получены на основе одного тетраплоидного
компонента (Langdon), генетические дистанции
по методу Emma у изученных линий составили
77–86%, тем не менее основной вклад в генетиче-
скую изменчивость синтетических линий вносит
D-геном (51.3%). Наличие D-генома образцов
Ae. tauschii разного эколого-географического про-
исхождения позволил провести сравнительный
анализ между линиями по D-геному (табл. 3).

Рис. 3. Тепловая карта корреляционного анализа изученных 13 синтетических линий на основании данных SNP-ана-
лиза.
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Наибольший генетический полиморфизм так-
же отмечен у линии Langdon/Ku-2105 (67 уникаль-
ных SNPs по геному D) из провинции Пехлеви на
южном побережье Каспийского моря, а также у
линии Langdon/Ig 131606 (64 SNPs) из Кыргыз-
стана. Меньшим генетическим разнообразием по
D-геному отличаются линии из Индии (Lang-
don/Ig 48042), провинций Ирана Сари, Бальбусар
(Langdon/Ku-2088, Langdon/Ku-2093, Langdon/Ku-
2096) и Туркменистана (Langdon/Ig 26387). При
этом наибольшие различия отмечены между ли-
ниями по хромосомам 2D (82 SNPs) и 7D (81
SNPs), тогда как наименьшие – по хромосоме 4D
(13 SNPs).

ОБСУЖДЕНИЕ

Формирование генома T. aestivum произошло
вследствие многократных скрещиваний T. tur-
gidum ssp. durum, вероятно, с ограниченным чис-
лом образцов Ae. tauschii ssp. strangulatа в местах
перекрытия ареалов этих подвидов [25–27]. Со-
временные сорта яровой пшеницы характеризуют-
ся низким генетическим разнообразием генома D
из-за потери ценных генов и аллелей в результате
целенаправленной селекции на повышение уро-
жайности и многовекового возделывания этой
культуры [28]. ДНК-полиморфизм геномов А и В
сортов мягкой пшеницы также редуцирован в
сравнении с геномами А и В твердой пшеницы. В
этой связи передача генов посредством синтети-
ческой пшеницы от вида T. durum в геном T. aes-
tivum способствует расширению генетического

разнообразия исходного материала в селекции
пшеницы [4, 12].

В наших предыдущих работах проведен cрав-
нительный анализ генетического сходства линий
синтетической пшеницы селекции CIMMYT и
университета Киото с лучшими сортами из Се-
верной Америки, России и Казахстана, который
показал значимость синтетической пшеницы в
качестве ценного генетического ресурса новых
аллелей генов для селекции пшеницы. Результа-
ты исследований выявили также генетические
различия у синтетических линий не только по ге-
ному D, но также по геномам А и B [15, 29].

Для синтетических линий, полученных на ос-
нове образцов Ae. tauschii из южных районов Кас-
пийского бассейна, характерно большее генети-
ческое разнообразие, поскольку именно на этой
территории произрастают редкие и эндемичные
образцы, в том числе ssp. strangulatа – вероятный
донор генома D мягкой пшеницы, продолжается
активный формообразовательный процесс дан-
ного вида эгилопса [30, 31]. Полученные данные
согласуются с результатами других исследований.
Например, J. Wang с коллегами [32] с помощью
SNP-анализа изучали генетическое разнообразие
коллекции образцов Ae. tauschii и пришли к выво-
ду, что наибольший полиморфизм D-генома от-
мечен у двух групп образцов, произрастающих на
юге и юго-западе Каспийского бассейна.

На основе результатов SNP-aнализа построе-
ны дендрограммы для оценки степени сходства
однонуклеотидного полиморфизма между изу-

Таблица 3. Сравнительный анализ “уникальных” SNPs по D-геному между синтетическими линиями по методу
Emma

* Значимо на уровне P < 0.05.

Синтетическая
линия

Количество SNP
Итого:

1D 2D 3D 4D 5D 6D 7D

Langdon/Ku-2105 5 19* 17* 3 4 6* 13* 67
Langdon/Ku-2092 2 9* 12* 0 0 3 9* 35
Langdon/Ig 131606 9* 14* 7* 0 7* 10* 17* 64
Langdon/Ig 48042 1 0 0 0 0 3 4 8
Langdon/Ku-20-9 0 7* 10* 2 2 5 7* 33
Langdon/Ku-2079 8* 2 2 3 2 6* 10* 33
Langdon/Ku-2100 5 8* 2 1 4 4 1 25
Langdon/Ku-2096 4 7 0 0 2 1 0 14
Langdon/Ku-2088 2 0 1 0 0 2 2 7
Langdon/Ku-2075 9* 5 0 1 4 9* 1 29
Langdon/Ku-2093 4 2 1 1 4 2 4 18
Langdon/Ku-2097 5 5 0 2 1 2 10* 25
Langdon/Ig 126387 6* 4 2 0 1 0 3 16

Итого: 60 82 54 13 31 53 81
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ченными синтетическими линиями. На филоге-
нетическом дереве синтетических линий выделе-
но три кластера: синтетические линии с участием
образцов Ae. tauschii из провинций Ирана Рамсар
и Бальбусар, линии с участием образцов Ae. taus-
chii коллекции ICARDA (Туркменистан, Кыргыз-
стан и Индия) и линии из различных провинций
Ирана. Генетическая однородность линий из
провинций Ирана Бабульсар, Альябад, Сари и
Чалус свидетельствует о высоком филогенетиче-
ском сходстве образцов Ae. tauschii, произрастаю-
щих на территории данных провинций. В этом
кластере наибольший уровень генетического раз-
нообразия отмечен у линии Langdon/Ku-2105 из
провинции Пехлеви.

Анализ полиморфизма синтетических линий с
помощью генетических расстояний по методу
Emma и геномной матрицы родства позволил
оценить сходство синтетических линий, получен-
ных на основе образцов Ae. tauschii разного эколо-
го-географического происхождения. Генетиче-
ское разнообразие генома D на 50% выше, чем у
геномов A и В, что свидетельствует о ценности
изученных синтетических линий в качестве гене-
тического резерва для расширения полиморфиз-
ма сортов пшеницы. Выявлены наибольшие раз-
личия между линиями по хромосомам 2D (82
SNPs) и 7D (81 SNPs).

Отмечена высокая степень генетической од-
нородности линий по D-геному, полученных на
основе образцов Ae. tauschii из провинций Ирана
Сари и Бальбусар (Langdon/Ku-2088, Langdon/
Ku-2093, Langdon/Ku-2096), а также линий из
Индии (Langdon/Ig 48042) и Туркменистана
(Langdon/Ig 26387).

SNP-анализ у линий Langdon/Ku-20-9, Lang-
don/Ku-2100, Langdon/Ku-2079, Langdon/Ku-2075,
Langdon/Ku-2092 и Langdon/Ku-2097 из разных
провинций Ирана выявил 25–35 уникальных
SNPs D-генома. Выделены две линии – Lang-
don/Ku-2105 из города Пехлеви на южном побе-
режье Каспийского моря и Langdon/Ig 131606 из
Кыргызстана, характеризующиеся наибольшим
числом уникальных SNP-локусов D-генома – 67
и 64 и максимальными значениями генетическо-
го расстояния по VanRaden – 1.71 и 1.65 соответ-
ственно.

Проведенное исследование подтверждает осо-
бый статус образцов Ae. tauschii, произрастающих
на юге Каспийского бассейна, для расширения
полиморфизма генома D и поиска генов, контро-
лирующих хозяйственно ценные признаки в се-
лекции пшеницы. Японские синтетические ли-
нии, имеющие высокий уровень генетического
разнообразия, представляют интерес для селек-
ционных программ в качестве ценного генетиче-
ского ресурса с целью расширения генотипиче-
ского потенциала коммерческих сортов пшеницы

и повышения эффективности использования ге-
нетических ресурсов.

Данное исследование проведено при финан-
совой поддержке РНФ (проект № 16-16-10005).

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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Analysis of the Genome D Polymorphism of Synthetic
Wheat Obtained on the Basis of Ae. tauschii L.

I. V. Pototskayaa, *, V. P. Shamanina, **, S. S. Shepeleva, M. Bhattab, and A. I. Morgоunova, c

aStolypin Omsk State Agrarian University, Omsk, 644008 Russia
bUniversity of Wisconsin, Madison, 53726 USA

cWashington State University, Pullman, 99164 USA
*e-mail: iv.pototskaya@omgau.org
**e-mail: vp.shamanin@omgau.org

SNP analysis was performed using iSelect90K for identification of the genetic diversity of synthetic hexaploid
wheat lines of Kyoto University (Japany) bred by crossing of durum wheat variety Langdon (Triticum durum,
2n = 4x = 28, BBAA) with entries of Aegilops tauschii (2n = 2x = 14, DD) of different ecological origin. The
level of genomic variability was calculated by Emma approach (Efficient Mixed-Model Association) and us-
ing genomic relationship matrix (G). The genetic diversity of the genome D of synthetic lines 50% more than
that of genomes A and B. The greatest genetic polymorphism of the line Langdon/Ku-2105 from Pahlavi
province on the southern coast of Caspian Sea and the line Langdon/Ig 131606 from Kyrgyzstan was ob-
served. Lines from India (Langdon/Ig 48042), Iranian provinces Sari and Balbusar (Langdon/Ku-2088,
Langdon/Ku-2093, Langdon/Ku-2096), and Turkmenistan (Langdon/Ig 26387) are characterized with
lower genetic diversity of the genome D. Thus, the involvement into hybridization of synthetic hexaploid
wheat on the basis of Ae. tauschii entries from the Caspian basin will extend the genetic diversity of wheat va-
rieties and increase the efficiency of genetic resources using.

Keywords: synthetic hexaploid wheat line, Ae. tauschii, SNP loci, genome D, genetic diversity.
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Приведены результаты исследования генетической структуры популяции крупного рогатого скота
по 12 микросателлитным локусам. Объект исследования – 702 особи крупного рогатого скота гол-
штинизированной черно-пестрой породы. Установлено, что в среднем гетерозиготность животных
по локусам составляет 78.3%. Среднее число аллелей на локус составляет 7.0 ± 0.08. Наибольшее
распространение в популяции получил аллель 248 пн локуса SPS115 – 0.644. Генотип 248/248 локуса
SPS115 имеет наибольшую частоту встречаемости – 0.446. В популяции выявлено 169 редких гено-
типов с частотой встречаемости меньше 0.010.

Ключевые слова: крупный рогатый скот, популяция, микросателлитный локус, аллель, генотип.
DOI: 10.31857/S0016675821020090

Популяционная генетика представляет боль-
шой интерес для биологов, так как дает новые
знания о генетической структуре популяций раз-
личных видов животных, селекционных процес-
сах, дрейфе генов, степени инбридинга, оценке
генетических расстояний между семействами, ге-
нетическом разнообразии. Межпородное скре-
щивание приводит к тому, что в популяцию жи-
вотных привносятся новые гены. Закрепление
ценных хозяйственно полезных признаков при
помощи инбридинга способствует увеличению
количества гомозиготных особей в популяции.

Генетическая структура популяции исследует-
ся по генам и микросателлитным локусам. Изуча-
ется сцепленное наследование генов, локусов,
изменчивость и ассоциации с хозяйственно по-
лезными признаками. Так, Н.В. Ковалюк с соавт.
[1] изучена генетическая изменчивость гена
BoLA-DRB3 крупного рогатого скота. С.Р. Хатами
с соавт. [2] исследован полиморфизм генов про-
лактина и гормона роста и их взаимосвязь с хо-
зяйственно полезными признаками. Также уче-
ными изучены фрагменты ДНК, фланкирован-
ных микросателлитными локусами с целью
выявления породных маркеров крупного рогато-
го скота, овец и других животных [3–6].

В последнее десятилетие широкое распростра-
нение получили исследования микросателлит-
ных локусов. Т.Ю. Киселева с соавт. [7] выявили

неравновесие по сцеплению локусов крупного
рогатого скота. Проведены исследования генети-
ческого разнообразия крупного рогатого скота
различных пород по микросателлитным локусам
[8–11]. Изучены количественные показатели ал-
лелей. Выявлено, что число аллелей на локус ва-
рьирует от 7 до 18 [12–16]. Также исследования
проведены на популяции лошадей, овец, лосей и
оленей [17–20].

Цель настоящей работы – определение гене-
тической структуры популяции голштинизиро-
ванного черно-пестрого скота по микросателлит-
ным локусам.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Исследование проведено в Уральском НИИСХ –

филиале ФГБНУ УрФАНИЦ УрО РАН в 2019 г.
Объектом исследования служил голштинизиро-
ванный черно-пестрый скот (Bos taurus) (n = 702).
ДНК выделяли из цельной крови с антикоагулян-
том при помощи набора ДНК–Экстран 1 (ООО
“НПФ Синтол”, Россия) согласно методике из-
готовителя. ПЦР проводили на амплификаторе
PCR-9700. Определены 12 микросателлитных ло-
кусов, рекомендованных Международным обще-
ством генетики животных (ISAG): BM1824,
BM2113, ETH3, ETH10, ETH225, INRA23, SPS115,
TGLA53, TGLA122, TGLA126, TGLA227, BM1818,

УДК 575.174.015.3

ГЕНЕТИКА
ЖИВОТНЫХ
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с использованием набора CorDIS Cattle (ООО
“Гордиз”, Россия). Микросателлитный профиль
животных установлен при использовании гене-
тического анализатора Genetic Analyzer АВ 3130
и программ Data Collection v.3.1 и GeneMapper
v.4.0. В ходе изучения генетической структуры
популяции крупного рогатого скота выявлены:
количество гомозиготных и гетерозиготных жи-
вотных по локусам, а также аллели и генотипы по
каждому локусу. Информативными считали ал-
лели, имеющие частоту встречаемости выше 5%.
Статистический анализ проведен при помощи
программ IBM SPSS Statistics 23 и MicrosoftExcel.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Исследована гомозиготность крупного рогато-

го скота голштинизированной черно-пестрой по-
роды по 12 микросателлитным локусам. Результа-
ты отражены в табл. 1.

Выявлено, что количество гетерозиготных
особей значительно превышает количество гомо-
зиготных по всем 12 локусам. По локусу TGLA53
обнаружено наименьшее количество гомозигот-
ных особей – 6.1%. Наибольший процент гомози-
готных животных выявлен в локусе SPS115 –
43.1%. Также установлены высокие показатели
гомозиготности в локусах BM1818 и TGLA126 –
31 и 29.2% соответственно. В среднем по популя-
ции гетерозиготность составила 78.3%, гомози-
готность – 21.6%. Аналогичные данные получены
Т.Н. Карымсаковым с соавт. [13].

В микросателлитных локусах распространен
множественный аллелизм. На рис. 1, 2 представлен

полиморфизм аллелей по 12 микросателлитным ло-
кусам. В локусах BM1824, SPS115, TGLA126, BM1818
выявлено наименьшее число аллелей – пять. В ло-
кусе TGLA53 установлено наибольшее число алле-
лей – 12, что свидетельствует о высоком генетиче-
ском разнообразии [21, 22]. В среднем число аллелей
на локус составляет 7.0 ± 0.08. Аналогичные данные
получены Н.И. Стрекозовым с соавт., Н.С. Фурае-
вой с соавт. на крупном рогатом скоте сычевской,
бурой швицкой и ярославской пород, число алле-
лей на локус составило 7.4 [11, 23]. Исследования,
проведенные учеными на герефордской и сим-
ментальской породах, выявили более низкое чис-
ло аллелей на локус – 3.3 в герефордской породе
и 5.3 в симментальской породе [24, 25]. В популя-
ции голштинизированного крупного рогатого
скота наибольшую распространенность в общем
количестве локусов получил аллель 248 пн локуса
SPS115 (0.644), наименьшую – аллель 141 пн ло-
куса BM2113 (0.001).

По локусу BM1824 наиболее часто присутству-
ет аллель 188 пн, его частота встречаемости со-
ставляет 0.405. Редким аллелем данного локуса
является аллель 190 – 0.026. В локусе установлено
четыре информативных аллеля – 178, 180, 182, 188 пн
и один низкоинформативный аллель – 190 пн. По
локусу BM2113 распространены аллели 135 и 125 пн
(0.298 и 0.314 соответственно). Редким аллелем в
данном локусе является 141 пн – 0.001, возможно
данный аллель появился вследствие мутационно-
го процесса. В локусе присутствуют пять инфор-
мативных аллелей –125, 127, 135, 137, 139 пн и два
низкоинформативных аллеля – 131 и 141 пн. В
ярославской породе у животных имеется большее
разнообразие по данному локусу – 10 аллелей, в
черно-пестрой голштинизированной породе –
семь аллелей [23]. В локусе ETH3 получил рас-
пространение аллель 117 пн – 0.480. Редко встре-
чаются аллели 123 и 109 пн, по 0.013 каждый. По
локусу выявлены пять информативных аллелей –
117, 119, 127, 121, 125 пн и три аллеля с низкой ин-
формативностью – 129, 123 и 109 пн. В ярославской
породе данный локус представлен меньшим генети-
ческим разнообразием – шесть аллелей, в то время
как в черно-пестрой голштинизированной породе –
восемь аллелей [23]. По локусу ETH10 часто встре-
чается аллель 219 пн – 0.472, наиболее редким в
данном локусе является аллель 209 – 0.008. В ло-
кусе ETH10 присутствуют четыре информатив-
ных аллеля – 219, 223, 225 и 217 пн и три низкоин-
формативных – 221, 213, 209 пн.

Локус TGLA53 представлен большим числом
аллелей – 12, в ярославской породе животные по
данному локусу имеют 10 аллелей [23]. Наиболь-
шее распространение получили аллели 168, 160 и
162 пн (0.161, 0.183 и 0.200 соответственно). Ред-
кими аллелями в данном локусе являются 182 и
172 пн – 0.005 и 0.008 соответственно. По данному
локусу выявлено семь информативных аллелей –

Таблица 1. Структура популяции крупного рогатого
скота по гомозиготности микросателлитных локусов
(n = 702)

Микросателлитные 
локусы

Особи, %

гетерозиготные гомозиготные

BM1824 78.2 21.8
BM2113 87.2 12.8
ETH3 75.4 24.6
ETH10 75.8 24.2
ETH225 78.7 21.3
INRA023 80.5 19.5
SPS115 56.9 43.1
TGLA53 93.9 6.1
TGLA122 86.0 14.0
TGLA126 70.8 29.2
TGLA227 87.9 12.1
BM1818 69.0 31.0
Среднее 78.3 21.6
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154, 158, 160, 162, 168, 176 и 186 пн и пять аллелей
с низкой информативностью – 166, 172, 182, 184 и
170 пн. В локусе TGLA122 животных черно-пест-
рой голштинизированной породы наблюдается
большое генетическое разнообразие – 10 алле-
лей, в симментальской породе в данном локусе
выявлено шесть аллелей [25]. При этом наиболь-
шее распространение имеют аллели 149 и 143 пн –
0.215 и 0.235 соответственно, хотя их концентра-
ция в популяции ниже, чем у других распростра-
ненных аллелей локусов. Редкими аллелями ло-
куса являются 181 и 139 пн – 0.008 и 0.019. В локу-
се TGLA122 установлено семь информативных
аллелей – 149, 143, 171, 183, 163, 151 и 161 пн. Низ-
коинформативными показали себя аллели с дли-
ной 181, 139 и 141 пн. Распространенным аллелем
локуса ETH225 признан аллель 148 (0.397), ред-
ким – 146 пн (0.024). В данном локусе присут-
ствуют три информативных аллеля – 140, 148 и
150 пн, причем аллель 148 является наиболее ин-
формативным. Аллели 142, 144, 152 и 146 пн обла-
дают низкой информативностью.

По локусу INRA023 наиболее распространен
аллель 214 пн. Редко встречается аллель 198 –

0.019. По локусу INRA023 выявлено пять инфор-
мативных аллелей – 202, 206, 208, 210 и 214 пн и
два низкоинформативных – 198 и 200 пн. В локу-
се SPS115 установлен самый распространенный
аллель – 248 пн, который обладает высокой ин-
формативностью. Редких аллелей (менее 0.02) в
данном локусе не выявлено. Информативными
аллелями локуса являются 248, 256, 254 и 252 пн.
В симментальской породе также данный аллель
248 является самым распространенным, его ча-
стота встречаемости составляет 0.778 [25]. По ло-
кусу TGLA126 наиболее распространен аллель
117 пн – 0.486. Редким аллелем локуса является
аллель 119 пн – 0.020. Данный аллель – един-
ственный неинформативный аллель локуса
TGLA126. В локусе TGLA227 наблюдается боль-
шое разнообразие – девять аллелей. Наибольшей
распространенностью обладает аллель 97 пн –
0.28. Редкими аллелями локуса являются 79 и
101 пн – 0.013 и 0.016 соответственно. В данном
локусе присутствуют шесть информативных ал-
лелей – 89, 91, 83, 97, 81 и 103 пн. Три аллеля явля-
ются неинформативными – 101, 79 и 99 пн. В ло-
кусе BM1818 лидирующее положение заняли ал-

Рис. 1. Частоты встречаемости (%) аллелей локусов BM1824, BM2113, ETH3, ETH10, ETH225, INRA023.
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лели 262 и 266 – 0.430 и 0.444 соответственно.
Реже других встречаются аллели 268 и 270 пн –
0.14 каждый. Аллели 262 и 266 пн данного локуса
можно считать высокоинформативными, аллели
268 и 270 пн – низкоинформативными. В популя-
ции крупного рогатого скота голштинизирован-
ной черно-пестрой породы число аллелей на ло-
кус варьировало от пяти до 12. Необходимо отме-
тить, что в бурой швицкой породе крупного
рогатого скота аллель 262 локуса BM1818 – самый
распространенный, его частота встречаемости
составляет 0.680 [11], в то время как в черно-пест-
рой голштинизированной породе самый распро-
страненный аллель 248 – 0.644. Кроме того, не-
смотря на меньшее число аллелей на локус в гере-
фордской породе, в локусе BM1818 присутствуют
девять аллелей, а в черно-пестрой голштинизиро-
ванной – шесть аллелей [24]. При этом в симмен-
тальской породе данный локус представлен мень-

шим разнообразием аллелей – четыре аллеля на
локус [25].

Также исследованы генотипы микросателлит-
ных локусов популяции крупного рогатого скота
(рис. 3). По локусу TGLA122 у особей крупного
рогатого скота установлено 70 генотипов, что
свидетельствует о высоком полиморфизме локу-
са. Генетическая структура популяции по данно-
му локусу состоит из 61 гетерозиготного и восьми
гомозиготных генотипов: 149/149, 143/143,
151/151, 163/163, 141/141, 183/183, 139/139 и
171/171. Наибольшая частота встречаемости отме-
чена у генотипа 143/149 – 0.108. В популяции об-
наружено большое число редких генотипов – 41.
Установлено 15 генотипов с частотой встречаемо-
сти 0.001 (143/181, 161/163, 153/149, 161/181, 173/183,
171/173, 171/181, 147/149, 139/149, 151/153, 149/175,
141/153, 153/171, 139/139 и 161/169), а также 13 ге-
нотипов с частотой встречаемости 0.002 (153/183,

Рис. 2. Частоты встречаемости (%) аллелей локусов SPS115, TGLA53, TGLA122, TGLA126, TGLA227, BM1818.
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147/163, 151/181, 143/175, 181/183, 149/173, 141/161,
183/183, 139/141, 141/163, 143/147, 141/151, 171/171). В
популяции крупного рогатого скота по локусу
TGLA122 выявлено шесть генотипов с частотой
встречаемости 0.004 (141/171, 143/173, 153/163,
141/141, 163/181, 139/143) и три генотипа с частотой
встречаемости 0.005 (139/161, 139/151, 139/163).
Частота встречаемости генотипов 171/183 и 139/183
составляет 0.006, 141/149 и 141/183 – 0.008.

Локус TGLA227 представлен большим генети-
ческим разнообразием – в нем установлено 53 ге-
нотипа, что также позволяет предположить о его
высоком полиморфизме. При этом гомозиготных
генотипов по локусу всего четыре – 97/97, 89/89,
81/81 и 83/83 и 49 генотипов – гетерозиготны. Са-
мый распространенный генотип данного локуса –
89/97 (0.130). Также в популяции крупного рога-
того скота по локусу TGLA227 имеется большое
число генотипов с частотой встречаемости менее
0.01. Так, 11 генотипов имеют частоту встречаемо-
сти 0.001 – 99/103, 79/91, 77/83, 97/101, 77/91,
79/97, 89/101, 81/87, 91/95, 83/101 и 99/101. У 8 ге-
нотипов установлена частота встречаемости 0.002 –
91/101, 101/103, 87/103, 81/99, 81/81, 87/91, 83/99,
87/93. Выявлены пять генотипов с частотой

встречаемости 0.004 – 79/103, 83/87, 81/93, 77/89,
77/103. Частота встречаемости генотипов 83/93,
89/99, 91/93, 87/89, 93/103 и 83/83 составляет
0.005. Генотипы 97/99, 87/97, 81/83 и 81/91 имеют
частоту встречаемости 0.008, генотипы 81/83 и
77/97 – 0.007, а генотип 103/103 – 0.009.

В локусе TGLA126 представлено 16 генотипов,
среди них – четыре гомозиготных: 115/115,
117/117, 121/121 и 123/123 и 12 гетерозиготных.
Наибольшее распространение получили четыре
генотипа – 115/115, 117/121, 117/123 и 115/121 –
0.100, 0.083, 0.065 и 0.063 соответственно. Наиболее
редкие генотипы данного локуса: 107/117, 111/121 –
по 0.001 каждый; 123/123 – 0.002; 119/123, 119/121 –
по 0.004 каждый.

В локусе BM1818 установлено 17 генотипов.
Наиболее распространенными являются геноти-
пы 262/266, 262/262 и 266/266 – 0.383, 0.177 и 0.175
соответственно. Редкими генотипами по данному
локусу являются 260/268, 260/260 и 258/262 – по
0.001 каждый; 264/268 – 0.002; 258/268 – 0.005 и
260/264–0.007. Частота встречаемости данных ге-
нотипов меньше одного процента. В популяции
по локусу BM1818 выявлено три гомозиготных ге-

Рис. 3. Процентное соотношение распространенных генотипов локусов TGLA122, TGLA227, TGLA126, BM1818.
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нотипа – 262/262, 266/266, 260/260 и 14 гетерози-
готных.

Локус BM1824 представлен 15 генотипами. Го-
мозиготных генотипов по данному локусу четыре –
182/182, 180/180, 188/188 и 178/178. Наибольшую
частоту встречаемости имеют генотипы 182/188 и
188/188 – 0.181 и 0.180 соответственно. Также вы-
явлено три генотипа с низкой встречаемостью –
174/182 (0.001), 180/190 (0.007) и 178/190 (0.008)
(рис. 4).

В популяции крупного рогатого скота по локусу
BM2113 установлено 19 генотипов. Наибольшее
распространение получил генотип 125/135 – 0.165,
наименьшее – генотип 133/139 – 0.007. Установ-
лено три гомозиготных по данному локусу гено-
типа – 125/125, 137/137 и 127/127.

Локус ETH3 в популяции представлен 18 гено-
типами. Гомозиготные генотипы в данной попу-
ляции – 117/117, 119/119, 129/129 и 121/121. Наи-
большую частоту встречаемости имеет генотип
117/117 – 0.267. Также установлены пять геноти-
пов с низкой частотой встречаемости: 119/119 и
121/121 – 0.004, 119/125 – 0.005, 129/129 и 121/125 –
0.008 каждый.

По локусу ETH10 выявлен 21 генотип, среди
них четыре гомозиготных – 219/219, 217/217,
225/225 и 223/223. Наибольшее распространение
имеет генотип 217/219 – 0.235. Также выявлены
пять редко встречающихся генотипов – 209/225 и
213/223 – 0.002, 209/217 – 0.004, 223/223 и 209/219 –
0.008 каждый.

Локус ETH225 представлен в данной популяции
18 генотипами. Установлено три гомозиготных ге-
нотипа (150/150, 140/140 и 148/148) и 15 гетерозигот-
ных. Наибольшее распространение получил гено-
тип 148/150 – 0.301. Также установлено три редко
встречающихся генотипа – 146/152 (0.002), 140/142
(0.005) и 142/150 (0.007) (рис. 5).

Исследованы особи крупного рогатого скота
по локусу INRA023. Всего установлено 29 геноти-
пов, среди них четыре гомозиготных (202/202,
210/210, 208/208 и 206/206) и 25 гетерозиготных.
Наибольшую частоту встречаемости имеет гено-
тип 210/214 – 0.182. Также выявлено 11 генотипов с
частотой встречаемости меньше 0.01. Два генотипа
имеют частоту встречаемости 0.002 (198/202,
212/214), пять генотипов (198/208, 198/206, 202/204,
200/208, 204/208) – частоту встречаемости 0.004,
и генотип 200/206 – 0.008.

Рис. 4. Процентное соотношение распространенных генотипов локусов BM1824, BM2113, ETH3, ETH10.
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Локус SPS115 в популяции крупного рогатого
скота черно-пестрой породы представлен 16 ге-
нотипами. Установлено четыре гомозиготных ге-
нотипа (248/248, 252/252, 256/256 и 260/260) и 12
гетерозиготных. Наибольшее распространение
получил генотип 248/248 – 0.446. Также установ-
лено пять редких генотипов. Частота встречаемо-
сти генотипов 254/258 и 260/260 составляет 0.002,
256/258 и 256/260 – 0.004 и 256/256 – 0.005.

В популяции крупного рогатого скота по локусу
TGLA53 обнаружено 80 генотипов. Данный локус
ввиду значительного количества аллелей и геноти-
пов возможно отнести к высокополиморфным.
Число гомозиготных генотипов у особей – восемь
(168/168, 162/162, 160/160, 176/176, 186/186, 154/154,
170/170, 166/166), гетерозиготных – 72. Наиболь-
шую частоту встречаемости имеет генотип
162/168 – 0.075. Также в популяции установлено
48 редких генотипов. У исследованных животных
присутствуют 18 генотипов с частотой встречае-
мости 0.001 (172/184, 154/174, 168/174, 178/184,
186/186, 154/184, 158/182, 154/154, 172/186, 158/174,
170/170, 166/172, 162/172, 160/172, 164/176, 168/178,
176/182, 154/164) и 13 генотипов с частотой встре-
чаемости 0.002 (160/182, 162/174, 154/178, 166/170,

184/186, 164/184, 160/174, 158/178, 164/186, 166/166,
158/164, 166/176, 158/158). Также выявлено семь
генотипов с частотой встречаемости 0.004
(160/164, 154/170, 160/184, 164/168, 166/182, 154/166,
162/178) и три генотипа с частотой встречаемости
0.005 (170/184, 176/184 и 178/186). Частота встре-
чаемости генотипов 158/184 и 154/176 составляет
0.007, 176/176 и 170/176 – 0.008 и 170/186, 168/170 и
158/170 – 0.009.

ОБСУЖДЕНИЕ

В ходе проведенных исследований генетиче-
ской структуры популяции крупного рогатого
скота черно-пестрой породы установлено, что го-
мозиготность по микросателлитным локусам ва-
рьирует от 6.1% по локусу TGLA53 до 43.1% по ло-
кусу SPS115. Число аллелей на локус в голштини-
зированной черно-пестрой породе варьирует от
пяти до 12 и составляет в среднем семь аллелей. В
сычевской, бурой швицкой и ярославской поро-
дах получены аналогичные данные по среднему
числу аллелей на локус, в то время как в гере-
фордской и симментальской породах данный по-
казатель снижен до 3.3 и 5.3 аллеля на локус соот-

Рис. 5. Процентное соотношение распространенных генотипов локусов ETH225, INRA023, SPS115, TGLA53.
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ветственно. Наибольшую распространенность
среди аллелей 12 локусов в популяции имеет ал-
лель 248 пн локуса SPS115 – 0.644. Редкими алле-
лями популяции являются аллель 141 пн локуса
BM2113 – 0.001 и аллель 182 пн локуса TGLA53 –
0.005. Всего по 12 микросателлитным локусам вы-
явлено 52 информативных аллеля. Наиболее рас-
пространенным генотипом является генотип
248/248 локуса SPS115 – 0.446. Высокая частота
встречаемости данного генотипа позволяет на-
звать его характерным для голштинизированной
черно-пестрой породы. Также у исследованных
особей установлено 169 генотипов с частотой
встречаемости меньше 0.01. Установлено три вы-
сокополиморфных локуса: TGLA53, TGLA227,
TGLA122. Гомозиготные генотипы присутствуют
как среди распространенных, так и среди редко
встречающихся, что свидетельствует о том, что
гомозиготное состояние генотипа не связано с
его частотой встречаемости. Установлено, что
при увеличении общего числа генотипов локуса с
15–18 до 70–80 возрастает количество редких ал-
лелей в данных локусах с 0.20–0.30 до 0.58–0.68,
что обусловлено большим генетическим разнооб-
разием. Популяция крупного рогатого скота чер-
но-пестрой голштинизированной породы представ-
лена значительным числом аллелей и генотипов, что
позволяет делать предположения об уровне инбри-
динга в данной популяции. Симментальская и
ярославская породы крупного рогатого скота
имеют меньшее генетическое разнообразие. По
изученным микросателлитным локусам они име-
ют разницу на 1–2 аллеля на локус по сравнению
с черно-пестрой голштинизированной породой.

Источником финансирования являлось вы-
полнение государственного задания по теме:
“Разработать селекционно-генетические и теоре-
тические основы сохранения и эффективного ис-
пользования генофонда крупного рогатого скота
в Уральском регионе с применением современ-
ных биотехнологий”.

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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This article presents the results of a study of the genetic structure of a cattle population at 12 microsatellite
loci. The object of the study was 702 specimens of cattle of Holstein black-motley breed. It was found that on
average the heterozygosity of animals at the loci is 78.3%. The average number of alleles per locus is 7.0 ±
0.08. The most widespread in the population was the 248 bp allele, locus SPS115 – 0.644. Genotype 248/248
of the SPS115 locus has the highest frequency of occurrence – 0.446. 169 rare genotypes with a frequency of
occurrence of less than 0.01 were identified in the population.
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Изучение кодирующих и некодирующих РНК сперматозоидов перспективно для поиска новых
клинических маркеров мужской фертильности и разработки оптимального алгоритма преодоления
бесплодия. Целью данной работы был поиск взаимосвязи между количеством мРНК протаминов 1
и 2 типов в эякулированных сперматозоидах и фрагментацией их ДНК, а также результатами спер-
миологического анализа пациентов. Работа выполнена на 33 образцах эякулята мужчин, проходив-
ших обследование и лечение по поводу бесплодия. Для всех пациентов был проведен стандартный
спермиологический анализ, оценка одно- и двунитевых разрывов ДНК сперматозоидов методом
TUNEL, выделение РНК из сперматозоидов и количественный анализ транскриптов генов прота-
минов методом ОТ-ПЦР в реальном времени. Согласно полученным данным изменение соотноше-
ния между мРНК протаминов 1 и 2 типов связано с нарушением параметров спермограммы; в груп-
пе пациентов с патозооспермией (n = 14) данное соотношение достоверно выше, чем в группе па-
циентов с нормозооспермией (n = 19) (3.43 ± 0.22 против 2.86 ± 0.16, p < 0.05). Выявлена
статистически значимая корреляция (r = 0.33, p < 0.05) между долей сперматозоидов с фрагменти-
рованной ДНК и соотношением количества мРНК генов PRM2 и PRM1. В группе пациентов с долей
сперматозоидов с фрагментированной ДНК выше референсного значения (n = 14) соотношение
протаминов статистически значимо выше, чем в группе пациентов с аналогичным показателем в
пределах нормы (n = 19) (3.26 ± 0.19 против 2.74 ± 0.18, p < 0.05). Установлено, что нарушение пара-
метров спермограммы (патозооспермия) и повышение фрагментации ДНК сперматозоидов ассо-
циируется с уменьшением экспрессии гена PRM2 по сравнению с PRM1.

Ключевые слова: сперматозоиды, РНК, фрагментация ДНК, мужское бесплодие, вспомогательные
репродуктивные технологии.
DOI: 10.31857/S0016675821020053

При оплодотворении ооцита сперматозоид
привносит половину диплоидного генома будуще-
го эмбриона. Считается, что геном зрелых сперма-
тозоидов у млекопитающих транскрипционно и
трансляционно неактивен. Между тем, период
спермиогенеза (когда происходит формирование
зрелых сперматозоидов из гаплоидных сперматид)
включает глобальную реорганизацию и конден-
сацию хроматина, удаление большей части цито-
плазмы и формирование функционально актив-
ного сперматозоида [1].

Известно, что основные транкрипционные и
трансляционные процессы, контролирующие
формирование зрелого сперматозоида, происхо-
дят непосредственно после завершения второго

мейотического деления. При этом большая часть
синтезированной РНК удаляется вместе с реду-
цируемой цитоплазмой, а зрелый сперматозоид
содержит специфические белки и целый ком-
плекс различных кодирующих и некодирующих
РНК, которые могут влиять на развитие будущего
эмбриона [2–5]. Некоторые из этих РНК вероят-
но представляют собой остаточные транскрипты,
другие же могут быть непосредственно вовлечены
в регуляцию экспрессии генов зиготы или потен-
циально могут транслироваться с помощью аппа-
рата ооцита [6–10].

В ходе спермиогенеза млекопитающих струк-
тура хроматина претерпевает выраженные изме-
нения. Вначале гистоновые белки хроматина
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округлых сперматид замещаются на транзитор-
ные белки (TNP1, TNP2), которые уже на следую-
щей стадии (элонгированные сперматиды) заме-
щаются основными аргинин-богатыми белками
(протамины 1 и 2 типов). Ядерные белки-прота-
мины обеспечивают более плотную упаковку
ДНК в сперматозоидах. Аминокислотная после-
довательность обоих протаминов установлена в
1986 г. [11], гены, определяющие их синтез (PRM1
и PRM2), локализованы на хромосоме 16 в локусе
16p13.3. Оба гена протамина PRM1 и PRM2 транс-
крибируются в ходе ранних этапов спермиогенеза
[12]. мРНК протаминов PRM1 и PRM2, в отличие
от их белковых продуктов, обнаруживается в
округлых сперматидах [13]. После завершения
связывания протаминов с хроматином спермато-
зоида транскрипция генов PRM1 и PRM2 полно-
стью прекращается [14]. Трансляция PRM1- и
PRM2-транскриптов начинается и завершается к
стадии элонгированных сперматид [15]. Прота-
мин PRM1 синтезируется как зрелый белковый
продукт, который состоит из 50 аминокислотных
остатков. мРНК протамина PRM2 транслируется
до белкового предшественника, состоящего из
103 аминокислот, который подвергается протео-
литическому расщеплению до зрелой формы, со-
держащей 50 аминокислотных остатков [16].

Известно, что эмбриональное развитие напря-
мую зависит от состояния генома сперматозоида,
участвовавшего в оплодотворении [17]. В ходе со-
зревания сперматозоид теряет большую часть ци-
топлазмы, что делает его ядро более уязвимым
для внешних факторов. Конденсация хроматина
за счет замещения гистонов на протамины в
определенной мере имеет для генома протектив-
ное значение. Показано, что аномальное соотно-
шение протаминов 1 и 2 типов связано с наруше-
нием конденсации хроматина в сперматозоидах
[14, 18], что делает их более уязвимыми к мутаген-
ному действию внешних факторов, в том числе
активных форм кислорода [19].

Матричные РНК протаминов в зрелых спер-
матозоидах человека вероятно являются остаточ-
ными транскриптами, которые после конденса-
ции ядра сохраняются в эякулированных сперма-
тозоидах [20, 21]. Считается, что содержание этих
транскриптов связано с экспрессией генов в ходе
сперматогенеза [22] и отражает качество компак-
тизации ДНК в зрелом сперматозоиде.

Нарушение компактизации хроматина в спер-
матозоидах делает ДНК более чувствительной к
воздействию свободных радикалов, что в свою
очередь приводит к появлению в ней разрывов.
Однако неустановлено, какой уровень фрагмен-
тации ДНК в сперматозоиде является критич-
ным. Показано, что после оплодотворения, часть
разрывов в ДНК сперматозоида может репариро-
ваться за счет ооцита [23]. Не существует обще-

принятого порогового значения количества (%)
сперматозоидов с фрагментированной ДНК в
эякуляте, совместимой с нормальным оплодотво-
рением и развитием эмбриона. Вопрос остается
открытым также из-за того, что невозможно
предсказать, какой именно сперматозоид будет
участвовать в оплодотворении при естественном
зачатии или при использовании вспомогатель-
ных репродуктивных технологий. Различные ме-
тоды детекции повреждений ДНК сперматозои-
дов, отсутствие стандартизированных методик и
разнообразие критериев включения пациентов в
группы исследования также приводят к противо-
речивым результатам.

В настоящее время рутинные методы оценки
мужской фертильности, используемые в клини-
ческой практике, имеют определенные ограниче-
ния и не позволяют оценить оплодотворяющий
потенциал сперматозоида. В этой связи перспек-
тивным является изучение многочисленных ко-
дирующих и некодирующих РНК сперматозоида
для поиска новых клинических маркеров муж-
ской фертильности и разработки оптимального
алгоритма преодоления бесплодия. Целью дан-
ной работы был поиск взаимосвязи между коли-
чеством мРНК протаминов 1 и 2 типа в эякулиро-
ванных сперматозоидах и фрагментацией их
ДНК, а также результатами спермиологического
анализа.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Исследование проведено в отделе репродукто-

логии НИИ акушерства, гинекологии и репро-
дуктологии им. Д.О. Отта (Санкт-Петербург) с
разрешения этического комитета. Материалом
для исследования послужили образцы эякулята
33 пациентов, проходивших обследование в отде-
лении вспомогательных репродуктивных техно-
логий.

Подготовка и оценка эякулята
Для всех пациентов был проведен стандарт-

ный спермиологический анализ, который вклю-
чал в себя оценку объема эякулята, концентра-
ции, подвижности и морфологии сперматозоидов
согласно руководству Всемирной организации
здравоохранения (ВОЗ) [24]. После этого эякулят
отмывали с помощью центрифугирования в гра-
диенте плотности силиконовых частиц Supra-
Sperm (Origio, Denmark) (80 : 55%, об/об) в тече-
ние 20 мин при 300g. После центрифугирования
удаляли супернатант и осадок промывали культу-
ральной средой для подготовки сперматозоидов к
оплодотворению Sperm Preparation Medium (Ori-
gio, Denmark). Проводили повторное центрифу-
гирование 10 мин при 300g, удаляли супернатант
и выделяли фракцию живых подвижных сперма-
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тозоидов методом флотации. Обработанный
эякулят был разделен на две части, одна из кото-
рых использовалась для оценки доли сперматозо-
идов с фрагментированной ДНК методом флуо-
ресцентного мечения одно- и двунитевых разры-
вов ДНК (TUNEL), а другая – для анализа мРНК
протаминов PRM1 и PRM2 с помощью ПЦР в ре-
альном времени.

Флуоресцентное мечение одно- и двунитевых 
разрывов в ДНК методом TUNEL

Выявление в сперматозоидах фрагментиро-
ванной ДНК методом TUNEL проводили согласно
описанной ранее методике с модификациями [25].
Часть предобработанного эякулята обрабатывали
гипотоническим раствором 0.33%-ного цитрата на-
трия. После центрифугирования 15 мин при 600g
суспензию со сперматозоидами фиксировали с
помощью этанол-уксусного фиксатора (3 : 1) и
хранили до приготовления препаратов при тем-
пературе –20°С. Исследование фрагментации ДНК
сперматозоидов проводили методом TUNEL
(Terminal deoxynucleotidil transferase (TdT)-medi-
ated dUTP Nickand Labelling). Согласно инструк-
ции фирмы-производителя, суховоздушные препа-
раты сперматозоидов отмывали в фосфатно-соле-
вом буфере (1× PBS). После дополнительной
фиксации в 4%-ном растворе парафольмальдегида
(ПФА) препараты инкубировали в пермобилизи-
рующем растворе 0.1% Triton X-100, растворен-
ном в 0.1%-ном цитрате натрия, в течение 15 мин
при температуре –20°С (Sigma, Germany). Далее
под покровное стекло добавляли реакционную
смесь: 4.5 мкл 1× TdT буфера и 0.5 мкл фермента
(Roche, Germany). Позитивный и негативный
контроли проводили согласно инструкции фир-
мы-производителя. Препараты инкубировали 1 ч

при температуре 37°С. После двухкратной отмыв-
ки в буфере реакцию останавливали дистиллиро-
ванной водой, препараты проводили по серии
спиртов возрастающей концентрации (70°, 80°,
96°) и заключали в фотозащитный раствор, со-
держащий краситель DAPI (4,6-diamino-2-pheny-
lidole) в концентрации 1 мкг/мл (Sigma, Герма-
ния). Флуоресцентный сигнал оценивали с помо-
щью микроскопа Leica DM 2500 с камерой Leica
DFC 345 FX (Leica Microsystems GmbH, Герма-
ния). Для получения фотоизображения использова-
ли программное обеспечение Leica Application Suite
версия 3.8.0 (Leica Microsystems GmbH, Германия).
Для каждого образца оценивали не менее 2000
сперматозоидов.

Флуоресцентный сигнал детектировали при
микроскопическом анализе с помощью флуорес-
центного микроскопа. Производили подсчет спер-
матозоидов, в которых присутствует/отсутствует
флуоресцентный сигнал, что позволяет оценить
общую долю сперматозоидов с наличием разры-
вов в ДНК – показатель доли сперматозоидов с
“частично фрагментированной ДНК”. Также
производили подсчет сперматозоидов, в которых
флуоресценция занимает всю площадь головки,
что говорит о тотальной фрагментации ДНК в
клетке – показатель доли сперматозоидов с “пол-
ной” фрагментацией ДНК. Пороговое значение
сперматозоидов с частично фрагментированной
ДНК – 15% [26, 27], с полной фрагментацией
ДНК – 0.35% (рис. 1). Референсное значение по
доле клеток с полной фрагментацией ДНК было
установлено по результатам собственных иссле-
дований спермы доноров (неопубликованные
данные).

Рис. 1. а – Ct матричных РНК PRM1, PRM2, выделенных из эякулированных сперматозоидов. б – линия регрессии для
Сt мРНК PRM1 и PRM2, выделенных из эякулированных сперматозоидов. Коэффициент корреляции Пирсона r =
= 0.96, p < 0.0001.
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Выделение РНК, обратная
транскрипция, RT PCR (ОТ-ПЦР)

Для свежих образцов эякулята с помощью опти-
ческого микроскопа, оборудованного 100× объ-
ективом, производили оценку чистоты отмывки
сперматозоидов от соматических и круглых кле-
ток. Все образцы были выравнены по концентра-
ции, выделение РНК производили из 1 млн клеток
на колонках с силикагелевой мембраной Pure-
Link RNA Mini Kit (Thermo Fisher Scientific,
США) согласно протоколу фирмы-производителя.
Элюцию проводили в 30 мкл буфера ТЕ. Для прове-
дения обратной транскрипции использовали набор
High Capacity Reverse Transcription Kit (Thermo
Fisher Scientific, США) в соответствии с инструк-
циями производителя, в объеме 20 мкл, в присут-
ствии случайных гексануклеотидных праймеров
(random primers) (3 мг/мл) с добавлением 10 мкл
полученного раствора тотальной РНК.

ПЦР в реальном времени проводили на прибо-
ре Real-Time PCR System 7500 (Applied Biosystems,
США) с использованием расходных материалов
производства Thermo Fisher Scientific, США –
TaqMan Gene Expression Assays: Hs00358158_g1
для гена PRM1, Hs04187294_g1 для гена PRM2.
Для анализа общего содержания транскриптов
генов PRM1 иPRM2 оценивали значение порого-
вого цикла Ct для каждого образца (выделение
РНК из 1 млн клеток). Для определения соотноше-
ния мРНК протаминов 1 и 2 использовали значение
ΔСtPRM для мРНК генов PRM1 и PRM2 (CtPRM2–
CtPRM1). Результаты экспериментов анализирова-
ли с использованием программы ExpressionSuit,
версия 1.0.3 (Thermo Fisher Scientific, США).

Статистический анализ

Статистический анализ данных проводили с
помощью программы GraphPad6 (GraphPad Soft-
ware, США).

Нормальность распределения оценивали со-
гласно критерию Шапиро–Уилка. В случае нор-
мального распределения, средние сравнивали с
помощью t-критерия Стьюдента. Для данных, не
подчиняющихся нормальному распределению,
применяли непараметрические критерии. Для
сравнения медиан использован U-критерий Ман-
на–Уитни. Различия считали статистически зна-
чимыми при значении p ≤ 0.05.

Для оценки взаимосвязи между Ct (PRM1) и Ct
(PRM2) рассчитывали коэффициент корреляции
Пирсона. Для определения связи между ΔСtPRM и
параметрами спермограммы, а также взаимосвя-
зи с долей сперматозоидов с фрагментированной
ДНК рассчитывали коэффициент корреляции
Спирмена (r).

РЕЗУЛЬТАТЫ
На основе результатов стандартного спермио-

логического анализа выделены две группы паци-
ентов. Первую группу составили пациенты с нор-
мозооспермией, n = 19 (т.е. с нормальными пока-
зателями спермограммы), вторую – пациенты с
различными формами патозооспермии (n = 14), а
именно: со снижением подвижности сперматозо-
идов – с астенозооспермией (n = 1), с нарушени-
ем морфологии сперматозоидов – тератозооспер-
мией (n = 11), а также с сочетанными отклонени-
ями – с олиготератозооспермией (n = 1) и
олигоастенотератозооспермией (n = 1) (табл. 1).

Для всех пациентов проведена оценка доли
сперматозоидов с фрагментированной ДНК ме-
тодом флуоресцентного мечения одно- и двуни-
тевых разрывов ДНК (TUNEL), которая варьиро-
вала от 0.8 до 20.5% по показателю частичной
фрагментации и от 0 до 3.3% по показателю пол-
ной фрагментации. В группах сравнения среднее
количество сперматозоидов с частично фрагмен-
тированной ДНК среди пациентов с нормозоос-
пермией составило 5.8 ± 5.1%, для пациентов с

Таблица 1. Показатели параметров спермиологического анализа в группах пациентов с нормозооспермией и па-
тозооспермией

Примечание. Приведены средние значения в группах ± стандартное отклонение. * – статистически значимые различия между
группами.

Результат 
спермограммы

Возраст
(лет)

Объем
эякулята, мл

Концентрация
сперматозоидов,

млн/мл

Подвижность 
сперматозоидов
(% прогрессивно 

подвижных 
сперматозоидов)

Морфология 
сперматозоидов 

(% морфологически 
нормальных 

сперматозоидов)

Нормозооспермия 
(n = 19)

36.0 ± 6.6 3.3 ± 1.0 85.6 ± 40.7 48.9 ± 14.7 8.8 ± 3.0

Патозооспермия
(n = 14)

35.9 ± 5.6 3.5 ± 1.0 48.9 ± 39.9 49.1 ± 20.1 3.9 ± 2.6

p-value 0.99 0.53 0.05* 0.61 0. 0001*
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патозооспермией – 6.5 ± 5.0%; с полной фраг-
ментацией ДНК – 0.65 ± 0.86% и 0.67 ± 0.73% со-
ответственно. Таким образом, исследуемые груп-
пы по доле сперматозоидов с фрагментированной
ДНК между собой статистически значимо не от-
личались (p > 0.05) (t-критерий Стьюдента).

С помощью ПЦР в реальном времени прове-
дена количественная оценка мРНК в исследуе-
мых образцах по генам протаминов 1 и 2 типов.
Оценены пороговые циклы (Ct) для мРНК прота-
минов PRM1 иPRM2, которые варьировали для
PRM1 от 21.8 и до 34.2 (28.5 ± 3.3), а для PRM2 –
от 20.4 до 28.9 (25.5 ± 2.9) (рис. 1,а). Коэффици-
ент корреляции по количеству мРНК протамина 1
типа к протамину 2 типа составил r = 0.96 (p < 0.0001;
коэффициент корреляции Пирсона) (рис. 1,б).

В исследуемой выборке общее количество
мРНК генов PRM1 и PRM2 (значение Ct) у паци-
ентов с нормозооспермией (n = 19) и патозоос-
пермией (n = 14), а также у пациентов с разной до-
лей сперматозоидов с фрагментированной ДНК
статистически значимо не отличалось (U-крите-
рий Манна–Уитни; p > 0.05). Не обнаружено зна-
чимой корреляции между соотношением мРНК
протаминов PRM1 и PRM2 (показатель ΔСtPRM) и
такими параметрами спермограммы, как концен-
трация, подвижность и морфология сперматозои-
дов (коэффициент корреляции Спирмена) (табл. 2).

Однако при сравнении соотношений количе-
ства мРНК генов PRM1 иPRM2 (ΔСtPRM) между
пациентами с нормозооспермией и патозооспер-
мией обнаружено статистически значимое разли-
чие: 2.86 ± 0.16 против 3.43 ± 0.22 (p < 0.05) (U-
критерий Манна–Уитни) (рис. 2). Более высокие
значения показателя ΔСtPRM свидетельствуют о

снижении уровня мРНК гена PRM2 относитель-
но мРНК гена PRM1.

Также статистически значимые различия вы-
явлены при анализе взаимосвязи между фрагмен-
тацией ДНК сперматозоидов и соотношением
мРНК протаминов PRM1 и PRM2. В группе с по-
вышенной долей сперматозоидов с полной фраг-
ментацией ДНК (>0.35%; n = 14) значение ΔСtPRM
значимо выше, чем в группе пациентов с показа-
телями полной фрагментации в пределах рефе-
ренсного значения (≤0.35%; n = 19): 3.26 ± 0.19 и
2.74 ± 0.18 соответственно (p < 0.05) (t-критерий)
(рис. 3). Между долей сперматозоидов с полной
фрагментацией ДНК и ΔСtPRM показана статисти-
чески значимая корреляция (r = 0.33; p < 0.05)
(коэффициент корреляции Спирмена).

Доля сперматозоидов с частичной фрагмента-
цией ДНК в исследуемой выборке у пациентов
варьировала в пределах от 1 до 20.5%, среднее
значение составило 6.28 ± 5.01%. У большинства
пациентов данный показатель был в пределах ре-
ференсных значений, в связи с этим не было про-

Таблица 2. Показатели коэффициента корреляции
Спирмена между ΔCt PRM1/PRM2 и различными по-
казателями параметров спермиологического анализа

Параметр 
спермограммы

Коэффициент 
корреляции (r) между 
ΔCt PRM2/PRM1 и 

параметром 
спермограммы

p-value

Концентрация 
сперматозоидов

0.13 0.46

Подвижность 
сперматозоидов

0.21 0.25

Морфология 
сперматозоидов

–0.12 0.49

Рис. 2. ΔСtPRM в группах пациентов с нормозооспер-
мией и патозооспермией (U-критерий Манна–Уит-
ни), p < 0.05.
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Рис. 3. ΔСtPRM в группах пациентов с долей сперматозо-
идов с полной фрагментацией ДНК ≤0.35% и >0.35%
(t-критерий Стьюдента), p < 0.05.
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ведено сравнения между группами (≤15% (n = 30)
и >15% (n = 3)), выделенными по доле спермато-
зоидов с частичной фрагментацией ДНК, из-за
малого количества пациентов в группах.

ОБСУЖДЕНИЕ
В ходе сперматогенеза гаплоидные спермати-

ды проходят фазу элонгации, утрачивают боль-
шую часть цитоплазмы (цитоплазматическая
капля) и дифференцируются в зрелые спермато-
зоиды [28]. Показано, что в зрелых сперматозои-
дах человека не происходит синтеза РНК de novo
[29], однако в них содержатся разнообразные ти-
пы (более 3000 транскриптов) как кодирующих,
так и некодирующих РНК [4, 30].

В последние годы научные исследования в об-
ласти мужского бесплодия и сперматогенеза со-
средоточены на поисках информативных маркеров
качества мужских половых клеток. Экспрессия
протаминов имеет важное значение для нормаль-
ного процесса сперматогенеза и, следовательно,
мужской фертильности, поэтому изучение мРНК
протаминов 1 и 2 типов является перспективным
направлением в исследовании причин мужского
бесплодия. А. Ахмади с соавт. показали на ооци-
тах хомячка, что деструкция протаминов, вызван-
ная дисульфид-восстанавливающим агентом ди-
тиотреитолом, приводит к снижению связывания
сперматозоидов с ооцитами и их способности к
пенетрации яйцеклетки [31].

Одним из возможных прогностических пока-
зателей качества сперматогенеза может быть со-
отношение белков протаминов в сперматозоидах.
Согласно имеющимся данным, количественное
соотношение белков PRM1/PRM2 у фертильных
мужчин приближается к единице [14, 32]. Более
поздние исследования показали сходные соотноше-
ния матричной РНК протаминов PRM1/PRM2.
Установлено, что количество белков протаминов
коррелирует с количеством протаминовых тран-
скриптов [33, 34].

Используя количественную ПЦР в реальном
времени, мы оценили количество транскриптов
генов PRM1 и PRM2, выделенных из сперматозо-
идов, изолированных из эякулята с помощью гра-
диента силиконовых частиц. Обнаружено, что
увеличение значения ΔСtPRM (снижение уровня
мРНК гена PRM2 относительно уровня мРНК ге-
на PRM1), связано с нарушением параметров
спермограммы, и у пациентов с патозооспермией
этот показатель статистически значимо выше,
чем у пациентов с нормозооспермией.

Наши результаты согласуются с данными других
исследователей. А.Е. Платс с соавт. продемонстри-
ровали различия в содержании тотальной РНК у
мужчин с тератозооспермией и с нормозооспермией
[35]. Позднее было продемонстрировано снижение

уровня мРНК генов PRM1 и PRM2 у мужчин с
астенозооспермией по сравнению с контрольной
группой фертильных мужчин [22]. Существуют
данные о связи между количеством транскриптов
генов PRM1, PRM2 и TNP2 в зрелых сперматозои-
дах и их морфологией [36].

В нашей выборке не найдено различий по об-
щему количеству мРНК генов PRM1 и PRM2 у
мужчин с нормозооспермией и патозооспермией,
а также у мужчин с различным уровнем фрагмен-
тации ДНК в сперматозоидах. Однако получен-
ные результаты подтверждают исследования дру-
гих авторов, свидетельствующих о важной роли
соотношения протаминов для поддержания нор-
мальной морфологии сперматозоидов и целост-
ности их ДНК. Согласно данным литературы соот-
ношение мРНК протаминов 1 и 2 типов в эякулиро-
ванных сперматозоидах различается у фертильных
мужчин и у мужчин с бесплодием, а у мужчин с нор-
мозооспермией данный показатель приближается к
единице [33, 34]. В настоящем исследовании группа
пациентов с нарушением фертильности, связанным
с патозооспермией, статистически значимо отлича-
лась от группы пациентов с нормальной фертильно-
стью по соотношению мРНК PRM2/PRM1, при
этом у пациентов с патозооспермией данный по-
казатель выше единицы почти в 3.5 раза.

Очевидно, что нормальное эмбриональное
развитие напрямую зависит от сохранности гено-
ма сперматозоида, оплодотворившего яйцеклет-
ку [17]. В ходе созревания сперматозоид теряет
большую часть цитоплазмы, что делает его ядро
более уязвимым для внешних факторов. Кроме
того, в зрелом сперматозоиде не происходят про-
цессы репарации. Чтобы защитить ДНК сперма-
тозоида во время его прохождения из мужского
репродуктивного тракта в женский, ДНК муж-
ских гамет упаковывается отличным от соматиче-
ских клеток образом: бóльшая часть гистонов за-
меняется на протамины, архитектура хроматина
состоит из тороидальных структур [1]. Белки про-
таминов необходимы для правильной компакти-
зации хроматина сперматозоида, а нарушение
этого процесса предрасполагает к патоморфоло-
гическим аномалиями функциональной непол-
ноценности сперматозоидов [37].

Согласно данным настоящего исследования
нарушение в соотношении мРНК протаминов
связано с повышением уровня фрагментации
ДНК сперматозоидов: между долей сперматозои-
дов с полной фрагментацией ДНК и соотноше-
нием мРНК PRM2/PRM1 показана статистиче-
ски значимая корреляция. Кроме того, в группе
пациентов с долей сперматозоидов с фрагменти-
рованной ДНК выше референсного значения со-
отношение PRM1/PRM2 значимо выше, чем в
группе пациентов с аналогичным показателем в
пределах нормы. Вероятно, это является отраже-
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нием эффективности компактизации ДНК в ходе
спермиогенеза. Нарушение этого процесса при-
водит к тому, что ядерная ДНК сперматозоида
менее стабильна и становится мишенью для мута-
генного эффекта активных форм кислорода [38].
Согласно данным литературы повреждение ДНК
сперматозоидов влияет на первые деления дроб-
ления зиготы, формирование бластоциты, эф-
фективность имплантации и вынашивание бере-
менности [19, 38–43]. Нарушения репарации раз-
рывов ДНК как в сперматогенезе, так и после
оплодотворения могут также приводить к воз-
никновению хромосомных перестроек, в том
числе хромотрипсиса, и наследованию их эмбри-
онами [45, 46].

На сегодняшний день очевидно, что стандарт-
ные методы оценки мужской фертильности име-
ют свои ограничения и недостаточны в случаях
супружеских пар с идиопатическим бесплодием.
Более того, по оценкам ВОЗ около 15% бесплод-
ных мужчин имеют нормальные показатели спер-
миологического анализа [47], что указывает на
присутствие других факторов, которые играют
важную роль в мужской фертильности и не могут
быть оценены с помощью анализа спермограм-
мы. В этой связи изучение экспрессии протами-
нов и их связи с целостностью ДНК сперматозо-
идов является перспективным направлением для
дальнейших исследований причин мужского бес-
плодия.

Работа выполнена при финансовой поддержке
Российского научного фонда, грант № 18-75-10046.

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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Protamine 1 and 2 mRNAs Abundance in Human Spermatozoa and Its Relation
to Semen Quality and Sperm DNA Fragmentation among Fertility Clinic Patients

M. A. Ishchuka, b, *, O. V. Malyshevaa, E. M. Komarovaa, I. D. Mekinaa,
E. A. Lesika, A. M. Gzgzyana, b, I. Yu. Kogana, and V. S. Baranova, b

aOtt Research Institute of Obstetrics, Gynecology, and Reproductology, Saint Petersburg, 199034 Russia
bSaint Petersburg State University, Saint Petersburg, 199034 Russia

*e-mail: mashamazilina@gmail.com

Sperm contain a complex population of coding and non-coding RNA, and the utility of sperm RNA in fer-
tility research are currently being explored. The aim of this study was to estimation of protamines 1 and 2 tran-
scripts content in human ejaculated spermatozoa in relation to semen quality and sperm DNA fragmentation
between fertile and infertile patients. Human ejaculates were obtained from 33 patients and semen analyses
were assessed by WHO criteria (2010). We evaluated the sperm DNA fragmentation measured by TUNEL as-
say. Patient’s ejaculates were purified by density-gradient centrifugation, sperm cells were lysed, mRNA ex-
tracted, reverse transcribed and subjected to real-time qPCR using specific primer pairs for protamine-1,
protamine-2 and 18S RNA. The sperm protamine mRNA ratio in normozoospermic men (n = 19; 2.86 ±
± 0.16) differed significantly from that of patozoospermic patients (n = 14; 3.43 ± 0.22; p < 0.05). A signifi-
cant correlation was shown between sperm DNA fragmentation and the PRM2/PRM1 mRNA ratio (r =
= 0.33; p < 0.05). In the group of patients with an increased sperm DNA fragmentation (n = 14; 3.26 ± 0.19)
the PRM2/PRM1 ratio was significantly higher than in the group of patients with normal rates (n = 19; 2.74 ±
± 0.18; p < 0.05). Abnormal sperm protamine ratio associated with poor semen quality and DNA fragmenta-
tion. Finding sperm-quality markers would help to understand the causes of male infertility and to improve
the male reproductive health.

Keywords: human sperm, sperm DNA fragmentation, sperm RNA, male infertility, assisted reproductive
technologies.
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Модулируя иммунологические отношения между матерью и плодом, а также взаимодействуя с раз-
личными средовыми факторами, HLA-G играет важную роль в развитии головного мозга эмбриона и
потому рассматривается в качестве одного из факторов риска шизофрении. Мы изучали связь INDEL
полиморфизма гена HLA-G с шизофренией и ее клиническими особенностями с учетом сезона рож-
дения. Выборка больных включала в себя 1171 человека с шизофренией, группу контроля составили
575 психически здоровых человек без наследственной отягощенности психическими заболевания-
ми. Выявлено взаимодействие изучаемого полиморфизма и сезона рождения. Обнаружено, что у
мужчин, носителей генотипа D/D, родившихся летом, риск развития шизофрении увеличивается
(ОШ = 1.95, 95% ДИ: 1.01–3.78). Проведенный нами анализ показал, что независимо от сезона рож-
дения больных шизофренией полиморфизм INDEL не оказывает влияния на клинические особен-
ности шизофрении: возраст начала заболевания и выраженность симптоматики.

Ключевые слова: INDEL полиморфизм, ген HLA-G, сезон рождения, шизофрения.
DOI: 10.31857/S0016675821020065

Шизофрения является сложным и клинически
неоднородным заболеванием, патогенез которого
изучен лишь частично. Одним из механизмов, ко-
торый может лежать в основе развития шизофре-
нии, считают сложные взаимодействия иммун-
ных нарушений и головного мозга. Полученные к
настоящему времени данные исследований людей
и моделей животных свидетельствуют о важной ро-
ли воспаления в развитии шизофрении [1–3]. В ря-
де исследований было обнаружено повышение
уровня провоспалительных цитокинов и их ре-
цепторов в плазме крови и спинномозговой жид-
кости [4–6], а также изменение экспрессии генов
этих цитокинов в головном мозге больных шизо-
френией [7].

Лейкоцитарные антигены человека (локус
HLA) – важные регуляторы иммунного ответа.
Они оказывают влияние на гомеостаз цитокинов,
с аномальным уровнем которых может быть связана
патология шизофрении, и потому рассматриваются
рядом авторов в качестве генов-кандидатов шизо-
френии. Антиген G лейкоцитов человека (HLA-G)
является единственным антигеном HLA, который
экспрессируется на клетках цитотрофобласта
плаценты. Модулируя иммунологические отно-
шения между матерью и плодом, HLA-G играет

важную роль в эмбриональном развитии, в част-
ности в развитии головного мозга эмбриона. Из-
менение экспрессии белка HLA-G из-за генети-
ческих и средовых вариаций может привести не
только к различным осложнениям беременности,
но и к иммунопатологиям, которые, как считает-
ся, создают риск развития шизофрении [8–11].
Особый интерес вызывает один из вариантов гена
HLA-G – вставка/удаление 14 пн в экзоне 8 в 3'-
нетранслируемой (3'UTR) области, или INDEL
полиморфизм. Данный полиморфизм является
функциональным и связан с уровнем экспрессии
гена и стабильностью мРНК, которые могут быть
изменены при шизофрении [8, 12–14]. Также от-
мечалось, что этот полиморфизм влияет на мор-
фологические характеристики головного мозга
[15, 16].

Было показано, что помимо генетических
факторов риска воздействие ряда факторов окру-
жающей среды может влиять на развитие голов-
ного мозга и, как следствие, лежать в основе раз-
вития шизофрении. Причем эффект некоторых
генов-кандидатов является значительным, толь-
ко если принять во внимание определенные сре-
довые факторы [17]. Одним из таких средовых
факторов является сезон рождения [18–20]. Пы-

УДК 575.162+575.164

ГЕНЕТИКА
ЧЕЛОВЕКА



224

ГЕНЕТИКА  том 57  № 2  2021

КОРОВАЙЦЕВА и др.

таясь объяснить механизм взаимосвязи между
риском развития шизофрении и сезоном рожде-
ния, авторы выдвигают предположения о роли ин-
фекции, температуры, длительности светового дня
и ряда других факторов в период беременности
[20–22].

Цель нашего исследования – изучение влияния
вариантов INDEL полиморфизма гена HLA-G и се-
зона рождения как средового фактора на риск
развития и клинические особенности шизофре-
нии в российской популяции.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Общая выборка больных включала в себя 1171
человека с шизофренией и расстройствами шизо-
френического спектра (рубрики F20–F25 по
МКБ-10; средний возраст 34.8 ± 12.9 года, 484
мужчин и 687 женщин). Группу контроля соста-
вили 575 психически здоровых человек без на-
следственной отягощенности психическими за-
болеваниями (средний возраст 34.2 ± 12.1 года,
252 мужчины и 323 женщины). Более 95% в каж-
дой группе – этнически русские. Все обследован-
ные давали информированное согласие на сбор
биологического материала, сбор анамнеза, тести-
рование и проведение молекулярно-генетическо-
го исследования.

Количественную оценку психопатологиче-
ской симптоматики у больных (в баллах) прово-
дили с помощью шкалы PANSS (The Positive and
Negative Syndrome Scale) по трем субшкалам – по-
зитивной, негативной и общей психопатологиче-
ской.

Сезон рождения всех участников исследова-
ния определяли двумя способами: 1) по календар-
ному принципу; 2) по астрономическому прин-
ципу [23]. Астрономический способ деления на
сезоны учитывает длину светового дня и времена
года отсчитываются от точек солнцестояния и
равноденствия. Согласно этому, зимним сезоном
рождения считали рождение с 22 декабря по
21 марта; весенним – с 22 марта по 20 июня; лет-
ним – с 21 июня по 22 сентября и осенним – с
23 сентября по 21 декабря.

ДНК выделяли из венозной крови стандарт-
ным методом фенол/хлороформной экстракции.
Генотипирование локуса INDEL гена HLA-G
проводили методом полимеразной цепной реак-
ции (ПЦР), выполненной по стандартной проце-
дуре с небольшими модификациями на ампли-
фикаторе C1000 Touch (Bio-Rad). Использовали
олигонуклеотидные праймеры: прямой 5'-TCA
CCC CTC ACT GTG ACT GA-3' и обратный
5'-AGG AAA GGT GAT TGG GGA AG-3'. Полу-
ченные ПЦР-фрагменты разделяли в 10%-ном
полиакриламидном геле. Размер ПЦР-фрагмента,

содержащего вставку 14 пн (аллель I), составлял
219 пн, фрагмента без вставки (аллель D) – 205 пн.

При анализе данных соответствие распределе-
ния частот генотипов равновесию Харди–Вайнбер-
га оценивали с помощью критерия χ2. Для оценки
значимости различий в распределении аллелей и
генотипов полиморфного локуса в изучаемых под-
группах использовали критерий χ2 Пирсона. Риск
того или иного аллеля или генотипа в развитии
шизофрении определяли с помощью показателя
отношение шансов (ОШ) с 95%-ным доверитель-
ным интервалом (ДИ). За порог статистической
значимости при определении ОШ был принят
стандартный уровень р = 0.05. Многофакторный
дисперсионный анализ применяли для оценки
взаимодействия генетических вариаций, сезона
рождения и пола пациентов на выраженность кли-
нических симптомов заболевания. Апостериор-
ный анализ проводили с использованием поправ-
ки Бонферрони на множественность сравнений.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Анализ выборки больных показал следующее

распределение генотипов INDEL HLA-G: D/D – 423
(36%), I/D – 573 (49%), I/I – 175 (15%). Распределе-
ние генотипов в группе здорового контроля было:
D/D – 183 (32%), I/D – 298 (52%), I/I – 94 (16%).
Распределение частот генотипов в обеих выбор-
ках соответствовало равновесию Харди–Вайн-
берга (χ2 в группе больных – 0.71, в группе кон-
троля – 2.2). Достоверных различий частот алле-
лей и генотипов в выборках больных и контроля
не обнаружено. Частоты аллелей и генотипов у
мужчин и женщин значимо не различались между
собой как в группе больных шизофренией, так и в
контрольной группе.

Количество рождений в различные сезоны
(календарные и астрономические) у больных ши-
зофренией и в контрольной группе практически
не различалось и составляло от 23 до 28%.

При выделении календарных сезонов рожде-
ния анализ распределения частот аллелей и гено-
типов выявил достоверное увеличение частоты
генотипа D/D у больных шизофренией, рожден-
ных летом, по сравнению со здоровыми индиви-
дами из контрольной группы, рожденных в том
же сезоне (χ2 = 4.16, р = 0.04). Для того чтобы вы-
яснить, связано ли это различие с полом, мы про-
анализировали распределение частот генотипов в
группах мужчин и женщин. Обнаружено досто-
верное увеличение частоты D/D у больных шизо-
френией мужчин по сравнению с мужчинами из
контрольной группы: χ2 = 4.01, р = 0.04; ОШ = 1.95,
95% ДИ (1.01–3.78). Распределение рождений по
календарным сезонам в зависимости от пола в
контрольной группе и у больных шизофренией
показано в табл. 1.
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Значения частот генотипов и аллелей у боль-
ных шизофренией и людей из контрольной груп-
пы, рожденных в летний сезон, представлены в
табл. 2.

При анализе выборок с использованием астро-
номического деления на сезоны, учитывающего
длину светового дня, мы не выявили эффекта вза-
имодействия генотипа и сезона на риск развития
шизофрении.

Оценивая влияние сезонов рождения, как ка-
лендарных, так и астрономических, на выражен-
ность позитивной, негативной и общей психопа-
тологической симптоматики, мы не обнаружили
значимых эффектов. Не обнаружено эффекта
взаимодействия генотипа, пола и сезона рожде-
ния на выраженность симптоматики при шизо-
френии.

Было изучено влияние INDEL полиморфизма
и сезона рождения как средового фактора на воз-
раст начала заболевания. Показано, что ни сезон
рождения, ни генотип не влияет на возраст про-
явления симптомов. Однако при введении в ана-
лиз фактора пол были обнаружены различия
между возрастом начала заболевания у мужчин и
женщин, рожденных летом (календарный сезон).
У мужчин средний возраст к началу заболевания
(18.4 года) был ниже, чем у женщин (21.8 лет) (F = 8.1,
d.f. = 1, p = 0.005). Но при этом ни одни из геноти-
пов INDEL с этим снижением не ассоциировал.

ОБСУЖДЕНИЕ

Накапливаются данные, свидетельствующие о
том, что большинство факторов риска шизофре-
нии действуют во время пренатального и перина-
тального периода жизни, и гены, связанные с за-
болеванием, оказывают влияние на развитие го-
ловного мозга не напрямую, а через плаценту [2,
24, 25]. Гены и факторы окружающей среды взаи-
модействуют и модулируют развитие мозга чело-
века на ранних этапах его развития, вызывая раз-
личные нарушения состояния плаценты.

Одним из наиболее часто обсуждаемых средо-
вых факторов, влияние которого может быть свя-
зано с развитием шизофрении у потомства, явля-
ется сезон рождения. При этом в ряде популяций
у лиц с шизофренией наблюдается избыток зим-
не-весенних родов [18–20]. Тем не менее не все
исследования подтверждают увеличение риска
для тех, кто рожден в этот период [26–28]. В на-
стоящей работе мы также не обнаружили избы-
точного числа рождений больных шизофренией в
зимнем и весеннем сезоне. Распределение рожде-
ний по сезонам было равномерным и практиче-
ски не отличалось от контрольной группы. Полу-
ченные нами данные согласуются с результатами
одного из исследований российской популяции.
В нем не было выявлено существенных сезонных
колебаний частоты рождения у больных шизо-
френией, хотя и были выделены пики рождаемо-

Таблица 1. Количество больных шизофренией и здоровых индивидов в зависимости от пола, рожденных в раз-
личные календарные сезоны

Пол

Больные шизофренией (n = 1171) Контрольная группа (n = 575)

зима
n = 330
(28%)

весна
n = 278
(24%)

лето
n = 276
(23%)

осень
n = 287
(25%)

зима
n = 150
(26%)

весна
n = 142
(25%)

лето
n = 138
(24%)

осень
n = 145
(25%)

Женщины 195
(59%)

178
(64%)

158
(57%)

156
(54%)

81
(54%)

85
(60%)

69
(50%)

88
(61%)

Мужчины 135
(41%)

100
(36%)

118
(43%)

131
(46%)

69
(46%)

57
(40%)

69
(50%)

57
(39%)

Таблица 2. Распределение частот аллелей и генотипов INDEL HLA-G у больных шизофренией и здоровых инди-
видов, рожденных летом (календарный сезон)

*Частота генотипа D/D  у мужчин, больных шизофренией, достоверно отличается от частоты генотипа у мужчин в контроль-
ной группе (χ² = 4.01, р = 0.04).

Генотип HLA-G 
(INDEL), аллель

Больные шизофренией (n = 276) Контрольная группа (n = 138)

женщины (n = 158) мужчины (n = 118) женщины (n = 69) мужчины (n = 69)

D/D
I/D
I/I
D
I

60 (0.38)
68 (0.43)
30 (0.19)

188 (0.59)
128 (0.41)

46 (0.39)*
60 (0.51)
12 (0.1)

152 (0.64)
84 (0.36)

22 (0.32)
36 (0.52)
11 (0.16)
80 (0.58)
58 (0.42)

17 (0.25)
41 (0.59)
11 (0.16)
75 (0.54)
63 (0.46)
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сти при анализе рождений по месяцам [28]. По
всей видимости, сезон рождения самостоятельно
не влияет на развитие шизофрении. Для возник-
новения заболевания необходимо наличие цело-
го ряда дополнительных факторов (генетических
и средовых), воздействие которых увеличит риск
развития шизофрении.

Ряд наблюдений свидетельствует о том, что
полиморфизм INDEL гена HLA-G является важ-
ным параметром, влияющим на регуляцию гена
при некоторых патологиях, связанных с экспрес-
сией белка HLA-G [8, 12, 29, 30]. Так, например, в
индийской и французской популяциях показана
протектирующая роль генотипа I/I для биполярного
расстройства [30, 31]. Причем последующий анализ
показал, что распространенность защитного гено-
типа ниже среди больных, родившихся в зимний
период [31]. В другом исследовании, напротив,
было обнаружено, что генотип I/I является фак-
тором риска развития шизофрении в индийской
популяции. Авторы также показали ассоциацию
генотипа I/I с позитивной симптоматикой у муж-
чин [8]. Полученные нами результаты не подтвер-
ждают связи генотипа I/I с риском заболевания в
группе этнических русских. Однако мы обнаружили
эффект взаимодействия генетического фактора и
сезона рождения на риск развития шизофрении. У
больных шизофренией мужчин, рожденных ле-
том, частота генотипа D/D была выше, чем у муж-
чин из контрольной группы, рожденных в тот же
период.

Рассматривая зимне-весенний сезон рожде-
ния в качестве средового фактора, влияющего на
развитие шизофрении, многие авторы выдвигают
гипотезу о роли инфекции, температуры, дли-
тельности светового дня и ряда других факторов,
действующих в этот период [20–22, 32]. Тем не
менее нельзя не принять во внимание и то, что
событие, повлиявшее на развитие заболевания,
могло произойти не в период рождения, а в пер-
вом или втором триместре беременности. В на-
шем исследовании это конец осени–зима и зи-
ма–начало весны соответственно. Все обычно
рассматриваемые средовые факторы риска (ви-
русная или бактериальная инфекция, низкая тем-
пература, недостаток витамина D, длительность
светового дня) могут особенно сильно проявить-
ся в эти сезоны и сыграть важную роль, учитывая
важность первого и второго триместров беремен-
ности для нормального развития мозга плода. Ко-
нечно, ни сезон рождения, ни сезон зачатия не
являются единственной причиной развития ши-
зофрении. Скорее всего, факторы, проявляющи-
еся в эти сезоны, оказывают влияние на нервное
развитие плода при наличии определенной гене-
тической уязвимости. В настоящей работе мы по-
казали, что генотип D/D является таким генети-
ческим фактором. То, что мы обнаружили ассо-
циацию D/D с шизофренией только у мужчин,
может объясняться тем, что экзогенные факторы

по-разному влияют на головной мозг плода в за-
висимости от пола [18].

Известно, что полиморфизм INDEL влияет на
уровень экспрессии гена HLA-G и с увеличением
экспрессии связан генотип D/D [29, 33, 34]. Так
как HLA-G является иммуносупрессором, повы-
шение уровня экспрессии HLA-G приводит к
снижению эффективности иммунного ответа и
способствует созданию толерогенных условий
для чужеродных антигенов, влияя на ответы ци-
токинов и цитотоксических Т-лимфоцитов. Это
может вызвать нарушение иммунного баланса
между матерью и плодом и способствовать изме-
нению иммунного профиля в развивающемся го-
ловном мозге. То есть HLA-G-опосредованные
иммунные нарушения на ранних сроках беремен-
ности могут приводить к нарушению развития
нервной системы плода и, как следствие, к разви-
тию шизофрении у потомства.

Таким образом, в настоящей работе впервые
была изучена связь полиморфизма INDEL гена
HLA-G с риском развития шизофрении в россий-
ской популяции. Мы обнаружили эффект взаимо-
действия генетического фактора и сезона рождения.
У мужчин, носителей генотипа D/D, рожденных ле-
том, риск развития шизофрении увеличивается.
Показано что независимо от сезона рождения
больных шизофренией полиморфизм INDEL не
оказывает влияния на клинические особенности
шизофрении: возраст начала заболевания и выра-
женность симптоматики.

Работа выполнена при финансовой поддержке
Министерства образования и науки РФ в рамках
госзадания по научной теме 0508-2019-0035.

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.

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ
1. Debnath M., Chaudhuri T.K. The role of HLA-G in cy-

tokine homeostasis during early pregnancy complicated
with maternal infections: a novel etiopathological ap-
proach to the neurodevelopmental understanding of
schizophrenia // Med. Hypotheses. 2006. V. 66. № 2.
P. 286–293. 
https://doi.org/10.1016/j.mehy.2005.06.033

2. Smith S.E., Li J., Garbett K. et al. Maternal immune ac-
tivation alters fetal brain development through interleu-
kin-6 // J. Neurosci. 2007. V. 27. № 40. P. 10695–
10702. 
https://doi.org/10.1523/JNEUROSCI.2178-07.2007



ГЕНЕТИКА  том 57  № 2  2021

ВЛИЯНИЕ ПОЛИМОРФИЗМА INDEL ЛЕЙКОЦИТАРНОГО АНТИГЕНА ЧЕЛОВЕКА 227

3. Müller N., Schwarz M.J. Immune system and schizo-
phrenia // Curr. Immunol. Rev. 2010. V. 6. P. 213–220. 
https://doi.org/10.2174/157339510791823673

4. Rodriges-Amorim D., Rivera-Baltanas T., Spuch C. et al.
Cytokines dysregulation in schizophrenia: systematic re-
view of psychoneuroimmune relationship // Schizophr.
Res. 2018. V. 197. P. 19–33. 
https://doi.org/10.1016/j.schres.2017.11.023

5. Norbert M. Inflammation in schizophrenia: Pathoge-
netic aspects and therapeutic considerations // Schizo-
phr. Bul. 2018. V. 44. № 5. P. 973–982. 
https://doi.org/10.1093/schbul/sby024

6. Goldsmith D.R., Rapaport M.H., Miller B.J. A meta-
analysis of blood cytokine network alterations in psy-
chiatric patients: Comparisons between schizophrenia,
bipolar disorder and depression // Mol. Psychiatry.
2016. V. 21. № 12. P. 1696–1709. 
https://doi.org/10.1038/mp.2016.3

7. Lanz T.A., Reinhart V., Sheehan M.J. et al. Postmortem
transcriptional profiling reveals widespread increase in
inflammation in schizophrenia: A comparison of pre-
frontal cortex, striatum, and hippocampus among
matched tetrads of controls with subjects diagnosed
with schizophrenia, bipolar or major depressive disor-
der // Transl. Psychiatry. 2019. V. 9. P. 151–163. 
https://doi.org/10.1038/s41398-019-0492-8

8. Rajasekaran A., Shivakumar V., Kalmady S.V. et al. The
impact of HLA-G 3′ UTR variants and sHLA-G on
risk and clinical correlates of schizophrenia // Hum.
Immunol. 2016. V. 77. № 12. P. 1166–1171. 
https://doi.org/10.1016/j.humimm.2016.08.013

9. Quach K., Grover S.A., Kenigsberg S., Librach C.L. A
combination of single nucleotide polymorphisms in the
3'untranslated region of HLA-G is associated with pre-
eclampsia // Hum. Immunol. 2014. V. 75. P. 1163–
1170. 
https://doi.org/10.1016/j.humimm.2014.10.009

10. Baricordi O.R., Stignani M., Melchiorri L., Rizzo R.
HLA-G and inflammatory diseases // Inflamm. Aller-
gy Drug. Targets. 2008. V. 7. P. 67–74. 
https://doi.org/10.2174/187152808785107615

11. Moreau P., Flajollet S., Carosella E. Non-classical tran-
scriptional regulation of HLA-G: an update // J. Cell
Mol. Med. 2009. V. 13. № 9B. P. 2973–2989. 
https://doi.org/10.1111/j.1582-4934.2009.00800.x

12. Afkhami F., Yazdani N., Khaniani M.S., Derakhshan S.M.
Role of 14-Bp HLA-G, INDEL polymorphism in re-
current miscarriage // Global J. Health Sci. 2016. V. 8.
№ 12. P. 45–52. 
https://doi.org/10.5539/gjhs.v8n12p45

13. Rousseau P., Le Discorde M., Mouillot G. et al. The 14 bp
deletion-insertion polymorphism in the 3' UT region of
the HLA-G gene influences HLA-G mRNA stability //
Hum. Immunol. 2003. V. 64. № 11. P. 1005–1010. 
https://doi.org/10.1016/j.humimm.2003.08.347

14. Hviid T.V., Rizzo R., Melchiorri L. et al. Polymorphism
in the 5' upstream regulatory and 3' untranslated re-
gions of the HLA-gene in relation to soluble HLA-G
and IL-10 expression // Hum. Immunol. 2006. V. 67.
№ 1–2. P. 53–62. 
https://doi.org/10.1016/j.humimm.2005.12.003

15. Bergdolt L., Dunaevsky A. Brain changes in a maternal
immune activation model of neurodevelopmental brain
disorders // Progress in Neurobiology. 2019. V. 175.
P. 1–19. 
https://doi.org/10.1016/j.pneurobio.2018.12.002

16. Rajasekaran A., Shivakumar V., Venugopal D. et al. As-
sociation of HLA-G 14bp INS/DEL polymorphism
with brain morphology in schizophrenia // Mol. Cyto-
genet. 2014. V. 7. Suppl. 1. P. 43. 
https://doi.org/10.1186/1755-8166-7-S1-P43

17. Misiak B., Stramecki F., Gawęda Ł. et al. Interactions
between variation in candidate genes and environmen-
tal factors in the etiology of schizophrenia and bipolar
disorder: a systematic review // Mol. Neurobiol. 2018.
V. 55. № 6. P. 5075–5100. 
https://doi.org/10.1007/s12035-017-0708-y

18. Вильянов В.Б., Егоров С.В. Сезонные факторы в
рождении больных шизофренией // Успехи со-
врем. естествознания. 2002. Т. 2. С. 31–36.

19. Davies G., Welham J., Chant D. et al. A systematic re-
view and meta-analysis of Northern Hemisphere sea-
son of birth studies in schizophrenia // Schizophr. Bul.
2003. V. 29. № 3. P. 587–593. 
https://doi.org/10.1093/oxfordjournals.schbul.a007030

20. MendonçaI F.A.S., MachadoI D.R., de Limai J.A.F.
et al. Correlation between schizophrenia and seasonal-
ity of birth in a tropical region // Rev. Bras. Epidemiol.
2009. V. 12. № 4. P. 541–548. 
https://doi.org/10.1590/S1415-790X2009000400004

21. Tochigi M., Okazaki Y., Kato N., Sasaki T. What causes
seasonality of birth in schizophrenia? // Neurosci. Res.
2004. V. 48. P. 1–11. 
https://doi.org/10.1016/j.neures.2003.09.002

22. McGrath J.J., Eyles D.W., Pedersen C.B. et al. Neonatal
vitamin D status and risk of schizophrenia: A popula-
tion-based case-control study // Arch. Gen. Psychiatry.
2010. V. 67. P. 889–894. 
https://doi.org/10.1001/archgenpsychiatry.2010.110

23. Кондрашов А.П. Новейшая книга фактов. Том 1.
Астрономия и астрофизика. География и другие
науки о Земле. Биология и медицина. М.: РИПОЛ
Классик, 2008. 510 с.

24. Canetta S.E., Brown A.S. Prenatal infection, maternal
immune activation, and risk for schizophrenia //
Transl. Neurosci. 2013. V. 3. № 4. P. 320–327. 
https://doi.org/10.2478/s13380-012-0045-6

25. Estes M.L., McAllister A.K. Maternal immune activa-
tion: implications for neuropsychiatric disorders // Sci-
ence. 2016. V. 353. P. 772–777. 
https://doi.org/10.1126/science.aag3194

26. Tatsumi M., Sasaki T., Iwanami A. et al. Season of birth
in Japanese patients with schizophrenia // Schizophr.
Res. 2002. V. 54. № 3. P. 213–218. 
https://doi.org/10.1016/s0920-9964(01)00204-3

27. Demler T.L. Challenging the hypothesized link to sea-
son of birth in patients with schizophrenia // Innov.
Clin. Neurosci. 2011. V. 8. № 9. P. 14–19.

28. Болотина О.В., Ливанова Ю.Г., Колиснеченко Е.В.
Сезонность рождения больных шизофренией //
Журн. “Бюл. мед. интернет-конф.”. 2014. Т. 4.
№ 11. С. 1298–1299.



228

ГЕНЕТИКА  том 57  № 2  2021

КОРОВАЙЦЕВА и др.

29. Rizzo R., Audrito V., Vacca P. et al. HLA-G is a compo-
nent of the chronic lymphocytic leukemia escape reper-
toire to generate immune suppression: Impact of the
HLA-G 14 base pair (rs66554220) polymorphism //
Haematologica. 2014. V. 99. № 5. P. 888–896. 
https://doi.org/10.3324/haematol.2013.095281

30. Sundaresh A., Wu C.L., Chinnadurai R.K. et al. The
HLA-G genetic contribution to bipolar disorder: a
trans-ethnic replication // Immunol. Invest. 2018.
V. 47. № 6. P. 593–604. 
https://doi.org/10.1080/08820139.2018.1469649

31. Debnath M., Busson M., Jamain S. et al. The HLA-G
low expressor genotype confers protection against bi-
polar disorder // Hum. Immunol. 2013. V. 74. № 5.
P. 593–597. 
https://doi.org/10.1016/j.humimm.2012.11.032

32. Sørensen H.J., Mortensen E.L., Reinisch J.M., Mednick S.A.
Association between prenatal exposure to bacterial in-
fection and risk of schizophrenia // Schizophr. Bul.
2009. V. 35. № 3. P. 631–637. 
https://doi.org/10.1093/schbul/sbn121

33. Chen X.Y., Yan W.H., Lin A. et al. The 14 bp deletion
polymorphisms in HLA-G gene play an important role
in the expression of soluble HLA-G in plasma // Tissue
Antigens. 2008. V. 72. P. 335–341. 
https://doi.org/10.1111/j.1399-0039.2008.01107.x

34. Rizzo R., Hviid T.V., Govoni M. et al. HLA-G genotype
and HLA-G expression in systemic lupus erythemato-
sus: HLA-G as a putative susceptibility gene in systemic
lupus erythematosus // Tissue Antigens. 2008. V. 71.
P. 520–529. 
https://doi.org/10.1111/j.1399-0039.2008.01037.x

The Effect of INDEL Polymorphism of the Human Leukocyte Antigen G (HLA-G)
and the Season of Birth on the Risk of Schizophrenia and Its Clinical Features

G. I. Korovaitsevaa, *, M. V. Gabaevaa, I. V. Oleichika, and V. E. Golimbeta

aMental Health Research Center, Moscow, 115522 Russia
*e-mail: korovaitseva@mail.ru

By modulating the immunological relationship between the mother and the fetus, as well as interacting with
various environmental factors, HLA-G plays an important role in the development of the brain of the embryo
and is therefore considered as one of the risk factors for schizophrenia. We studied the relationship of INDEL
HLA-G gene polymorphism with schizophrenia and its clinical features, taking into account the season of
birth. The sample of patients included 1171 people with schizophrenia, the control group consisted of 575
mentally healthy people without a family history of mental disorders. The interaction of INDEL polymor-
phism and the season of birth was revealed. It has been found that in men with the D/D genotype born in the
summer, the risk of schizophrenia increases (OR = 1.95, 95% CI: 1.01–3.78). Our analysis showed that the
INDEL polymorphism does not interact with the season of birth as an environmental factor and does not af-
fect the clinical features of schizophrenia: the age of onset of the disease and the severity of symptoms.

Keywords: INDEL polymorphism, HLA-G gene, season of birth, schizophrenia.
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Предложена модель отбора по признаку, ограниченному полом и проявляющемуся у особей жен-
ской части популяции. Модель модифицирована для описания отбора по такому признаку в эколо-
гически лимитированной популяции с возрастной структурой. Результаты моделирования направ-
лены на объяснение существующего генетического разнообразия по размеру помета в различных
(естественных и искусственных) популяциях песцов (Alopex lagopus). Модель предполагает, что под-
держание полиморфизма по размеру помета связано с наличием периодических изменений в обес-
печенности естественных популяций песцов кормом и существенно зависит от параметра, описы-
вающего относительное преимущество в выживаемости особей из малых пометов при бескормице.
В работе показано, что отбор по ограниченному полом признаку обеспечивает поддержание поли-
морфизма по размеру помета в более широком диапазоне значений данного параметра, чем отбор
по не ограниченному полом признаку, описываемый классической моделью отбора для случая, ко-
гда выживаемость и плодовитость особи определяются только ее собственным генотипом вне за-
висимости от пола. Известно, что наличие возрастной или стадийной структуры в популяции зна-
чительно увеличивает шансы сохранения генетического разнообразия в нестационарной среде.
Расширение предложенной модели отбора на популяцию с двумя стадиями развития позволило
показать, что полиморфизм по размеру помета возможен в еще более широких границах значений
рассматриваемого параметра.

Ключевые слова: эволюция популяций, естественный отбор, ограниченный полом признак, матема-
тическое моделирование, полиморфизм.
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Эколого-генетическое направление математи-
ческой биологии, рассматривающее взаимосвя-
занные изменения численности и генетической
структуры популяции появилось в 60-е годы про-
шлого столетия, когда формировались представле-
ния о плотностно- и частотно-зависимых составля-
ющих в действии естественного отбора [1–4]. Рабо-
ты в этой области позволили охарактеризовать
действие эволюционных факторов, в первую оче-
редь естественного отбора, на динамику генетиче-
ской структуры и численности популяций, которые
сталкиваются с естественным ограничением эколо-
гических ресурсов (т.е. находящихся под действи-
ем лимитирующих факторов окружающей среды)

[5, 6]. Эколого-генетический подход открывает
большие перспективы для изучения эволюции
естественных популяций, а также для прогнози-
рования изменений, связанных с антропогенным
воздействием [7–9]. При этом возникают серьез-
ные сложности, связанные с верификацией ис-
следуемых моделей, так как для оценки использу-
емых экологических и генетических параметров
необходимы данные эколого-генетического мо-
ниторинга на длительном временном промежутке.
Получить такие данные удовлетворительного объе-
ма и содержания довольно сложно. Тем не менее
выявление в реальных популяциях даже качествен-
ных закономерностей эволюции и динамики, ана-
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логичных описываемым рассматриваемыми моде-
лями, является необходимым шагом на пути ста-
новления объединенной эколого-генетической
теории. Возможно, отсутствие или грубость оце-
нок, полученных на реальных популяциях, обу-
словили ряд неудачных попыток (например, [10])
экспериментально подтвердить гипотезу о связи
популяционных циклов с действием естественно-
го отбора по отдельному генному локусу, что при-
вело к укоренению представлений о полигенных
эффектах в теории эволюции жизненного цикла
[11–13]. Однако работа Аксенович с соавт. [14],
выполненная на реальных данных о размере по-
мета у песцов (Alopex lagopus), позволила вновь
вернуться к однолокусной модели, что в корне
меняет устоявшуюся парадигму жизненного цик-
ла (Life History paradigm) [15].

Естественные популяции песца, населяющие
прибрежные и континентальные территории, ра-
дикально различаются по своей репродуктивной
стратегии. Прибрежные песцы питаются морски-
ми птицами, рыбой, тюленями и морскими беспо-
звоночными [16]. Из года в год наблюдаются лишь
очень небольшие колебания доступности этих ре-
сурсов. Каждый год прибрежные песцы произво-
дят приплод небольшого размера [17]. Континен-
тальные песцы питаются мелкими грызунами,
главным образом полевками, численность кото-
рых характеризуется циклическими колебаниями
[18]. В голодные годы популяции континенталь-
ных песцов демонстрируют крайне низкий ре-
продуктивный уровень, а в годы с обильной пи-
щей (когда в популяциях жертвы наблюдается
подъем численности) резко увеличивают свою пло-
довитость [19–21]. Это позволяет предположить, что
прибрежные песцы однородны по размеру помета,
а континентальные неоднородны и представлены
особями с разной потенциальной плодовито-
стью. В работе [14] на основе комплексного сегре-
гационного анализа типа наследования размера
помета в расширенной генеалогии фермерских
песцов было показано, что данный признак явля-
ется аутосомным женским признаком, а его на-
следование можно описать в рамках смешанной
модели с основным геном и контролем малого
размера помета по рецессивному типу.

Применение классических уравнений матема-
тической теории популяционной генетики для опи-
сания динамики популяции песцов оказывается за-
труднительным, поскольку генотип потомков опре-
деляют оба родителя, а их число и выживаемость в
помете – генотип матери. В результате такой огра-
ниченности признака полом нарушаются соотно-
шения Харди–Вайнберга, связывающие частоты
аллелей и генотипов в смежных поколениях, что
приводит к необходимости вводить в уравнения
эволюции частоты генотипов, а не аллелей. Это
делает эволюционные уравнения крайне слож-
ными даже в случае однородной популяции без

учета ее возрастной структуры [22–24]. Возмож-
ности сохранения полиморфизма при таком типе
отбора в циклически изменяющихся условиях по-
священо немало работ, при этом цикл окружающей
среды обычно считается равным двум [25–27], а
возрастная структура не рассматривается, т.е. по-
пуляция считается однородной.

В настоящей работе мы сначала приведем вы-
вод уравнений динамики частот генотипов в од-
нородной двуполой популяции, находящейся под
действием отбора по ограниченному полом при-
знаку, влияющему на приспособленность и про-
являющемуся у женской части популяции. Затем
адаптируем эту модель для рассматриваемой си-
туации, когда происходят периодические измене-
ния в окружающей среде, связанные с динамикой
пищевых ресурсов. Будем полагать, что период
внешнего цикла равен четырем, причем в течение
этого цикла есть только один пик ресурсов и три
такта с малым их количеством. Учтем при этом,
что наиболее плодовитый доминантный генотип
при ограничении пищевых ресурсов оказывается
менее приспособленным, чем рецессивный гено-
тип с меньшей плодовитостью.

Далее мы модифицируем предложенную мо-
дель и учтем наряду с отбором по признаку “раз-
мер помета”, который ограничен полом, еще и
возрастную структуру популяции и экологиче-
ское лимитирование роста численности [28].

Проанализируем и сравним условия поддер-
жания полиморфизма при циклическом отборе в
рамках классической модели отбора, в случае от-
бора по признаку, ограниченному полом, в одно-
родной популяции и в популяции с возрастной
структурой и экологическим лимитированием.

Одной из первых задач математической попу-
ляционной генетики стал количественный ана-
лиз результата действия отбора по признаку, вли-
яющему на приспособленность особей и контро-
лирующемуся одним аутосомным диаллельным
локусом, в менделевской панмиктичной изоли-
рованной популяции диплоидных организмов
[29, 30]; анализ основан на модели:

(1)

где n – номер поколения; pA(n) – частота аллеля А и
pa(n) – частота аллеля а в n-ом поколении; wAA, wAa и
waa – приспособленности генотипов АА, Аа и аа со-

ответственно;  + 

+  – средняя приспособленность популя-
ции в n-ом поколении. При этом под приспособ-
ленностью wij генотипа ij (i и j могут принимать зна-
чения А или а) обычно понимается среднее число
гамет, произведенных на одну родившуюся особь
соответствующего генотипа и вошедших в зиготы
следующего поколения [31]. Это определение эк-
вивалентно более простому определению при-

( ) ( ) ( ) ( )( )1 ,А А AA А Aa а np n p n w p n w p n w+ = +
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An AAw w p n= ( ) ( )2 Aa A aw p n p n +
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способленности wij, как произведению средней
выживаемости vij особей данного генотипа на
среднее число потомков mij, произведенных од-
ной особью этого генотипа. Предполагается, что
при стабильных внешних условиях приспособ-
ленности генотипов зависят только от самих ге-
нотипов и не меняются со временем.

Для объяснения существующего генетическо-
го разнообразия по размеру помета в различных
(естественных и искусственных) популяциях пес-
цов Аксенович и др. [14] высказали гипотезу, что
каждый год самки с генотипами AA и Aa произво-
дят большие пометы (в среднем m1 щенков на по-
мет), а самки aa – маленькие (со средним m2). Да-
лее предполагалось, что при дефиците пищевых
ресурсов коэффициент выживаемости маленьких
пометов, произведенных матерями с генотипом
aa, в k раз превосходит таковой в больших поме-
тах, произведенных матерями с генотипами Aа и
AA. Было предложено следующее уравнение ди-
намики частоты аллеля а в череде поколений:

Это уравнение оказывается эквивалентно
частному случаю модели (1) и может быть получе-
но подстановкой wAA = wAa = m1v и waa = m2vk.

Анализ, выполненный в работе [14] и основан-
ный, в частности, на численных итерациях урав-
нения (*), показал, что в результате эволюции

1) прибрежные популяции песцов могли утра-
тить аллель А (доминантный, помет большого раз-
мера) и оказаться мономорфными по аллеллю а
(рецессивный признак, малый размер помета), что
является результатом действия отбора против гомо-
(AA) и гетерозигот (Aa): wAA = wAa < waa;

2) континентальные популяции могут быть
полиморфными из-за циклических изменений в
действии отбора, связанных с циклами доступно-
сти пищевых ресурсов: в голодные годы отбор
действует против особей из больших пометов, так
как из-за нехватки корма выживаемость в них в
k раз ниже, чем в малых. Каждые 4 года подъем
популяции грызунов приводит к обилию пищи
песцов и к изменению направления отбора в
пользу особей из больших пометов, поскольку
при избытке корма выживаемость особей в боль-
ших и малых пометах выравнивается (k = 1), но
число родившихся в больших пометах естествен-
но больше, чем в малых. При соотношении по
числу новорожденных щенков в больших и малых
пометах 12 : 8, значения k = 1.7 в годы небольших
запасов корма и снижающиеся значения k = 1 раз
в 4 года с обилием запасов пищи приводят к уста-
новлению сбалансированного полиморфизма с
равными частотами аллелей А и a. Однако при бо-
лее низких значениях величины k в годы неболь-

1 1 2
2

1 1 2

( )( )( 1) ( ) . (*)
( )( )

a
a a

a

m p n m kmp n p n
m p n m km

− −+ =
− −

ших запасов корма (k < 1.5) в континентальных
популяциях песцов должна происходить фикса-
ция доминантного аллеля. Таким образом, во-
прос о существовании полиморфизма по размеру
помета в континентальных популяциях песцов
остается открытым. В случае фиксации доми-
нантного аллеля можно предположить, что фер-
мерские песцы унаследовали аллели большого и
малого размера помета от своих континенталь-
ных и прибрежных предков соответственно. Дру-
гая, более интересная, гипотеза состоит в том, что
они могли унаследовать оба аллеля от континен-
тальных песцов, при условии, что система сба-
лансированного генетического полиморфизма по
размеру помета поддерживалась в естественных
популяциях. Хедрик [32] отмечает, что условие
установления полиморфизма в модели Аксено-
вич и др. [14] можно получить, используя резуль-
таты [33], рассчитав более точные границы разни-
цы выживаемости в голодные годы в больших и
малых пометах: 1.666 < k < 1.718, и это является
крайне строгим ограничением – около 3% от воз-
можных значений k, ставящим под сомнение
справедливость предложенной модели для реаль-
ных популяций песцов. Далее Хедрик [32] уточ-
няет, что если отбор идет только по женской ли-
нии вероятность существования полиморфизма
уменьшается более чем в 4 раза (0.7%); при этом,
к сожалению, не приводится модель, на которой
основаны данные расчеты.

В настоящей работе мы покажем, что отбор по
признаку, ограниченному полом, наоборот уве-
личивает возможности установления полимор-
физма и, следовательно, гипотеза о системе сба-
лансированного генетического полиморфизма по
размеру помета, существующего в естественных
популяциях песцов, имеет серьезные основания.

ЕСТЕСТВЕННЫЙ ОТБОР
ПО ОГРАНИЧЕННОМУ ПОЛОМ ПРИЗНАКУ, 

КОНТРОЛИРУЕМОМУ ОДНИМ 
ДИАЛЛЕЛЬНЫМ ЛОКУСОМ

Отметим, что модель (1) для рассматриваемой
ситуации не вполне корректна, так как приспо-
собленность индивидуума (wij) определяется его
собственным генотипом (ij), в то время как на са-
мом деле она должна определяться генотипом мате-
ри, а именно принадлежностью потомка к большо-
му или малому помету. По-видимому, в данном
случае более адекватной будет модель действия
отбора по ограниченному полом признаку, влия-
ющему на приспособленность и проявляющему-
ся у женской части популяции. При построении
такой модели естественно сделать следующие ос-
новные предположения:

1. Признак аутосомный, т.е. генотип потомка
определяют оба родителя.
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2. Приспособленность wij определяется гено-
типом матери и выражается как произведение
средней выживаемости vij женских особей с гено-
типом ij на среднее число потомков mij, произве-
денных одной женской особью этого генотипа.

3. Считаем, что частоты генов одинаковы в
мужской и женской частях популяции, однако на
этапе вывода модели необходимо рассматривать
процесс размножения с учетом разделения по-
лов, так как важно отследить влияние генотипа
матери.

В Приложении 1 получены уравнения динамики
частот генотипов в популяции с неперекрывающи-
мися поколениями, находящейся под действием
отбора по ограниченному полом признаку, влияю-
щему на приспособленность и проявляющемуся у
женской части популяции. Рассматривается ди-
аллельный признак с произвольным доминиро-
ванием и предполагается, что условия среды не
меняются (полное доминирование и цикличе-
ское изменение средовых условий введем позже
для описания наследования размера помета у пес-
цов). Уравнения динамики имеют вид (Приложе-
ние 1):

(2)

где pAA(n), pAa(n) и pаа – частоты соответствующих
генотипов в n-ом поколении, wij – приспособлен-
ность генотипа ij женской части популяции, про-
изведение средней выживаемости vij женских осо-
бей с генотипом ij на среднее число потомков mij,
произведенных одной женской особью этого ге-
нотипа,

Типы отбора и особенности динамики модели (2)
Прежде чем перейти к анализу возможных ре-

жимов динамики частот аллелей генов, влияю-
щих на размер помета у песцов, имеет смысл про-
анализировать, какое вообще разнообразие ре-
жимов динамики может порождать модель (2).
Естественно сравнить эти режимы с хорошо из-
вестными и подробно описанными (например, в
[31]) режимами классической модели, основанной
на уравнении (1). Исследование, включающее
приведенный в Приложении 1 анализ условий су-
ществования и устойчивости стационарных точек
системы (2), позволяет заключить, что для модели (2)
можно выделить те же динамические режимы –
типы отбора, как и в классическом случае. Так,
при повышенной приспособленности гетерозигот
(waa < wAa и wAA < wAa; рис. 1,а) происходит установ-
ление стабильного (сбалансированного) поли-
морфизма; при пониженной приспособленности
гетерозигот наблюдается бистабильность, когда
любое из двух мономорфных равновесий может
быть достигнуто в зависимости от начальных
условий (рис. 1,б); при промежуточном домини-

ровании осуществляется направленный отбор и
происходит вытеснение неоптимального аллеля
(рис. 1,в). При этом динамика модели (2) (рис. 1,
кружки) отличается от динамики модели класси-
ческого отбора (1) (рис. 1, линии): отбор идет
медленнее. По-видимому, это связано с наруше-
нием соотношения Харди–Вайнберга, которое
представляет собой избыток гетерозигот, наблю-
даемый в процессе движения к равновесию (рис. 2).

На рис. 2 представлены примеры динамики
частот генотипов (pAA и pAa) для разных типов от-
бора, также приведена динамика величин откло-
нения от равновесия Харди–Вайнберга, которые
вычислялись следующим образом: HW_dev(pAA) =

= pAA – , HW_dev(pAa)/2 = (pAa – 2pA(1 – pA))/2.
Можно видеть, что отклонение от равновесия
Харди–Вайнберга всегда присутствует в процессе
перехода к равновесию и представляет собой из-
быток гетерозигот (HW_dev(pAa) > 0), вне зависи-
мости от начальных условий; на графиках слева
начальные условия соответствуют равновесию
Харди–Вайнберга, а справа – нет. По мере при-
ближения к стационарной точке величина откло-
нения уменьшается и устанавливается равнове-
сие Харди–Вайнберга.

Проведенное исследование показало, что дей-
ствие отбора по признаку, ограниченному полом
и проявляющемуся у женской части популяции,
при стабильных внешних условиях фактически
тождественно по конечным результатам отбору,
описываемому классической моделью (1), однако
существенно отличается по времени и характеру
траектории перехода к положению равновесия.
Это позволяет предполагать, что в переменных
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Рис. 1. Динамика частоты аллеля A (pA) в череде поколений n при различных типах отбора, линии соответствуют мо-
дели (1), кружки – модели (2); разными цветами обозначена динамика при различных значениях частоты аллеля А в
начальный момент времени. а – установление полиморфизма при повышенной приспособленности гетерозигот:
waa = 1.3, wAa = 1.5, wAA = 1.2; б – дизруптивный отбор: waa = 1.45, wAa = 1.2, wAA = 1.5; в – вытеснение неоптимального
аллеля при промежуточном доминировании: waa =1.15, wAa = 1.2, wAA = 1.5.
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Рис. 2. Динамика частот генотипов pAА и pAa (ось слева) и их отклонений от равновесия Харди–Вайнберга
(HW_dev(pAA) и HW_dev(pAa), ось справа) в череде поколений n при различных типах отбора (значения приспособлен-
ностей фрагментов рисунка соответствуют рис. 1). Начальные условия: слева – равновесие ХВ: pAА(0) = 0.01, pAa(0) =
= 0.18, справа – нарушение равновесия ХВ: pAА(0) = 0.8, pAa(0) = 0.0.
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внешних условиях можно ожидать принципиаль-
но больших различий.

Вернемся к обсуждению наследования боль-
шого и малого размера помета у песцов. Учитывая
полное доминирование, здесь можно выписать
следующее соотношение приспособленностей
генотипов: wAA = wAa < waa для прибрежных попу-

ляций, где в условиях постоянного ограничения
пищевых ресурсов выживаемость в малых поме-
тах выше, чем в больших, настолько, что к концу
молочного вскармливания там оказывается боль-
ше живых щенков, чем в изначально больших по-
метах. Это соответствует направленному отбору,
в результате которого происходит вытеснение алле-
ля А. С другой стороны, в фермерских популяциях,
где пищи достаточно, соотношение приспособлен-
ностей меняется на обратное wAA = wAa > waa и про-

исходит уже вытеснение рецессивного аллеля а,
контролирующего малый размер помета. Поли-
морфизм при постоянных приспособленностях в
рамках данной модели (т.е. модели (2) при посто-
янных приспособленностях и полном доминиро-
вании) получить нельзя, для этого нужно учесть
цикличность условий окружающей среды, кото-
рые приводят к циклическим изменениям соот-
ношения приспособленностей.

Циклический отбор по размеру помета у песцов

В условиях изменяющихся пищевых ресурсов,
характерных для континентальных популяций
песцов, должны изменяться и приспособленно-
сти генотипов. Повторим моделирование, позво-
лившее получить сбалансированный полимор-
физм по рассматриваемому гену [14], при этом
будем использовать уточненную модель (2), учи-
тывающую, что проявление данного признака
ограничено полом, и учтем циклическое измене-
ние условий среды, заключающееся в значитель-
ном сезонном увеличении запасов пищи каждые
4 года.

Поскольку было оценено, что в среднем самки
генотипов АА и Аа производят 12 детенышей каж-
дый год (mAA = mAa = 12), а самки аа – восемь (maa =

= 8), репродуктивная способность самок с гено-
типами АА и Аа в 1.5 раза выше, чем у самок aa.
При этом нет данных о том, что выживаемость са-
мок связана с размерами помета или как-то зависит
от обилия корма, поэтому выживаемость самок
естественно считать постоянной vAA = vAa = vaa = v.

Вместе с тем выживаемость детенышей не зави-
сит от величины помета, в котором они появи-
лись (и соответственно от генотипа матери),
только в годы с обильной пищей, а в голодные го-
ды – в маленьких пометах выживаемость детены-
шей выше, чем в больших. Поскольку речь идет
именно о пометах при вскармливании, это можно
учесть в рамках модели (2), полагая, что в голод-

ные годы фертильность многоплодных особей
(mAA и mAa) в k раз меньше, чем в годы с обильной

пищей, где k – соотношение выживаемости при-
плода из больших пометов в “тучные” и голодные
годы.

Итак, будем основываться на модели (2), но
полагать приспособленности периодически ме-
няющимися величинами. Каждые 4 года мелкие
грызуны демонстрируют всплеск численности
[34, 35] и наиболее плодовитые генотипы песца
(АА и Aa) в эти годы имеют наибольший адаптив-
ный успех, поэтому в каждый 4-й год:

в остальные годы:

где v – выживаемость самок песцов после пере-
живания в помете. Заметим, что для достижения
полиморфизма величина коэффициента k долж-
на быть больше 1.5, поскольку живых щенков в
малых пометах в голодные годы должно быть
больше, чем в больших, иначе произойдет вытес-
нение аллеля а. Вместе с тем точные оценки абсо-
лютных значений величин приспособленностей
не столь важны. Характер динамики определяет-
ся их относительными значениями. Так, можно
положить waa = 1, а wAA = wAa = 1.5 в годы с обиль-

ной пищей и wAA = wAa = 1.5/k в голодные годы,

или waa = 1.4 а wAA = wAa = 2.1 в годы с обильной пи-

щей и wAA = wAa = 2.1/k в голодные годы.

Результаты моделирования с такими периоди-
чески меняющимися приспособленностями
представлены на рис. 3. Как и в случае отбора с
постоянными приспособленностями, видно замед-
ление отбора по признаку, ограниченному полом
(кружки), по сравнению с простым отбором, описы-
ваемым уравнением (1), но при таких же периодиче-
ски меняющихся значениях приспособленностей
генотипов, как и в модели (2) (линии). На рис. 3,а
приведена динамика для значений k, из интервала
рассчитанного [31] 1.666 < k < 1.718, где полимор-
физм возможен в рамках модели простого отбора.
Из рис. 3,б можно видеть, что если учитывать тип
данного признака (ограниченность полом), то
поддержание полиморфизма оказывается воз-
можным в более широком диапазоне значений k.
В частности, при k = 1.725 и даже 1.74 отчетливо
видно сохранение полиморфизма после 1500 по-
колений динамики модели (2) с указанными пе-
риодическими значениями приспособленностей,
в то время как модель (1) при этих же периодиче-
ских изменениях приспособленностей демон-
стрирует полную утрату аллеля A. На рис. 3,а, б
начальные условия выбраны так, что оба аллеля
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имеют одинаковую частоту (pA = pa = 0.5). Если

предполагать, что аллель a появился в результате

мутации, то на начальном этапе он присутствовал

в очень небольшой дозе; на рис. 3,в приведена ди-

намика при других начальных условиях (pA = 0.99,

pa = 0.01); здесь понадобилось значительно боль-

шее количество расчетных поколений, чтобы

увидеть эффект отбора. Естественно, что потеря

аллеля a здесь более вероятна при небольшом

преимуществе в выживаемости малых пометов

(при k = 1.666, 1.66); при больших значениях k по-

лиморфизм сохраняется в модели (2); в модели (1)

при тех же периодических изменениях величин

приспособленностей происходит вытеснение ал-
леля А уже при k = 1.718, что связано не с измене-
нием начального значения, а с увеличением ко-
личества поколений расчета.

ЕСТЕСТВЕННЫЙ ОТБОР
ПО ОГРАНИЧЕННОМУ ПОЛОМ  ПРИЗНАКУ

В ЛИМИТИРОВАННОЙ ПОПУЛЯЦИИ
С ВОЗРАСТНОЙ СТРУКТУРОЙ

Следующий фактор, который не был учтен
при моделировании, – это возрастная подразде-
ленность у песца. Известно, что наличие возраст-

Рис. 3. Динамика частоты аллеля A (pA) в череде поколений n при различных значениях k. Значения параметров: waa =
= 1.4, wAa = wAA = 2.1. а, б – слева приведена динамика на начальном этапе 0–60-е поколение, справа – с 1450 по 1500,
при начальных значениях pAА(0) = 0.25, pAa(0) = 0.5; в – динамика после 14950 поколений, при начальных значениях
pAА(0) = 0.99, pAa(0) = 0.0.
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ной или стадийной структуры в популяции зна-
чительно увеличивает шансы сохранения генети-
ческого разнообразия в нестационарной среде
[36]. Далее мы откажемся от предположения о не-
перекрывающихся поколениях и перейдем к об-
суждению действия отбора в структурированной
популяции.

В моделях динамики (1), (2) рассматривается
лишь изменение генетической структуры попу-
ляции в предположении, что различные ее поко-
ления не перекрываются. Однако это предполо-
жение несправедливо, если продолжительность
жизни каждого поколения оказывается суще-
ственно больше времени, протекающего между
сезонами размножения. В этом случае каждая ло-
кальная популяция во время размножения состо-
ит из особей, принадлежащих к разным возраст-
ным группам, и численности каждой выделяемой
возрастной группы естественно рассматривать в
качестве переменных модели.

Рассмотрим модель популяции с возрастной
структурой, которая может быть представлена со-
вокупностью двух возрастных классов: младшего,
включающего неполовозрелых особей, и старше-
го, состоящего из особей, участвующих в размно-
жении.

Обозначим через Xn – численность младшего

возрастного класса в n-ый сезон размножения, а
Yn – численность репродуктивной части популя-

ции. Период размножения заканчивается появ-
лением новорожденных особей следующего по-
коления. Будем предполагать, что времени, про-
текающего между двумя последовательными
периодами размножения, достаточно для разви-
тия особей младшего возраста до половозрелого
состояния, а новорожденных до состояния млад-
шего возраста. Допустим, что выживаемость и
воспроизводительная способность половозрелых
особей не зависят от возраста.

Лимитирование численности младшего воз-
растного класса осуществляется путем уменьше-
ния выживаемости приплода с ростом его чис-
ленности, которое происходит по линейному за-
кону: f(X) = 1 – X/K, как в модели Ферхюльста.
Здесь K – это емкость экологической ниши, или
максимально возможная численность младшего
возрастного класса. В этом случае естественно
перейти к относительным значениям численно-
стей: x = X/K, y = Y/K. Тогда уравнения, описыва-
ющие динамику относительных численностей
рассматриваемых возрастных групп в череде по-
колений, будут следующими:

(3)

где w – это репродуктивный потенциал старшего
возрастного класса, с – его выживаемость.
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В случае, когда репродуктивный потенциал (w)

связан с признаком, который ограничен полом,

зависит от генотипа матери и определяется гене-

тически одним адаптивным диаллельным геном,

динамику численности и генетического состава

двухвозрастной популяции можно описать следу-

ющей системой уравнений [Приложение 2]:

(4)

где pij – это частоты генотипов ij в половозрелой

части популяции, qij – в неполовозрелой (i и j = А
и а); w(n) = wAApAA(n) + wAapAa(n) + wаа(1 – pAA(n) –

– pAa(n)) – средняя приспособленность потомства

на первом году жизни.

Жизненный цикл песца в большей степени со-

ответствует модели двухвозрастной популяции,

поскольку продолжительность жизни половозре-

лых особей составляет несколько лет, а детены-

ши, как правило, вступают в процесс размноже-

ния на втором году жизни.

Традиционное аналитическое исследование си-

стемы (4), аналогичное исследованию системы (2),

приведенному в Приложении 1, показывает, что

модель (4) имеет три генетически различных рав-

новесия: два мономорфных и одно полиморфное,

совпадающие с равновесиями модели (2). Причем

равновесные частоты генотипов в обеих возрастных

группах совпадают: pij = qij. Cтационарные значения

численности возрастных классов определяются как:

x = (w + c – 1)/w, y = (w + c – 1)/w2. При этом на-

правление отбора определяет взаимное располо-

жение приспособленностей генотипов, а величи-

на (w + c) определяет динамику численности.

Здесь мы опустим подробное обсуждение воз-

можной динамики модели (4) и перейдем к моде-

лированию расхождения репродуктивных страте-

гий в естественных популяциях песцов.
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Моделирование дифференциации
репродуктивных стратегий у прибрежных 

и континентальных песцов с помощью модели 
отбора в двухвозрастной популяции

Как и в предыдущей модели для прибрежных
популяций, естественный отбор направлен про-
тив аллеля А {waa > wAA, wAA = wAa} и популяция ста-

новится мономорфной (рис. 4, слева). Скорость
вытеснения аллеля A зависит от величин wij, c и

начальной частоты аллеля A. Таким образом, по-
лученные результаты согласуются с наблюдаемой
в настоящее время ситуацией, когда прибрежные
песцы производят пометы небольшого размера,
т.е. их популяция мономорфна по рассматривае-
мому гену. На рис. 4 справа изображена ситуация,
характерная для фермерских популяций, где пи-
щевых ресурсов достаточно и происходит вытес-
нение аллеля а.

Далее будем моделировать динамику конти-
нентальных популяций, учитывая циклы кормо-
вой базы тем же способом, что и в однородной
модели (рис. 3), при этом динамика зависит от до-
полнительного параметра c – выживаемости по-
ловозрелых особей. Результаты моделирования
представлены на рис. 5. Присутствие половозре-
лых особей, которые участвуют в размножении
неоднократно, значительно меняет картину, по-
лиморфизм может сохраняться в более широком
диапазоне значений k, чем в однородной популя-
ции. При этом отбор идет медленнее, после 1500
поколений (рис. 5, слева внизу) полиморфизм су-
ществует при всех заданных значениях парамет-
ров: k от 1.55 до 1.8 и с от 0.2 до 0.5. Дальнейшие
расчеты показывают, что ситуация еще меняется,
происходит медленное вытеснение неоптималь-
ных аллелей: аллеля а при небольшом преимуще-
стве в выживаемости малых пометов (k = 1.55 и
1.6) и аллеля А при очень большом (k = 1.8). При

этом выживаемость половозрелой группы (c) по-
разному влияет на результат отбора. Большие
значения с предотвращают утрату аллеля малого
помета (а) при небольшом его преимуществе по
выживаемости (рис. 5, k = 1.6, c = 0.5), а малые
значения с, наоборот, препятствуют установле-
нию мономорфизма и потере аллеля А в случае
большого преимущества по выживаемости малых
пометов (рис. 5, k = 1.8, c = 0.2).

Рассмотренные нами модели не учитывают
возможного обмена генами между континенталь-
ными и прибрежными популяциями, который,
по-видимому, существует. В частности, недавно
был зафиксирован случай миграции самки песца из
прибрежного в континентальный район со сменой
пищевого рациона (от разнообразной морской пи-
щи к леммингам) [37]. Полагая, что такой генетиче-
ский обмен происходит регулярно и в обе сторо-
ны, можно предположить, что прибывающий с
мигрантами аллель А довольно быстро элимини-
руется из генофонда прибрежных популяций, так
как направленный отбор там более быстрый (рис. 4,
слева); в то время как даже небольшое пополне-
ние континентальных популяций песцов особя-
ми с генотипом аа способствует поддержанию
полиморфизма даже при небольшом преимуще-
стве по выживаемости в малых пометах.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Математическая теория естественного отбора
по признакам, сцепленным с полом, хорошо раз-
работана [31, 38, 39]; однако известны и другие
типы признаков, обусловленных генами, располо-
женными в аутосомах, но проявляющихся по-раз-
ному в зависимости от пола [40, 41]. В частности,
развитие признаков, ограниченных полом, обуслов-
лено генами, расположенными в аутосомах обоих

Рис. 4. Динамика частоты аллеля A (pA) в череде поколений n при различных значениях параметра с. Кривые разных
цветов соответствуют различным начальным условиям. Слева – вытеснение аллеля А, waa = 2, wAa = 1.5, wAA = 1.5;
справа – вытеснение аллеля а, waa = 1.4, wAa = 2.1, wAA = 2.1.
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полов, но проявляются они только у одного пола. К
данным признакам относится продуктивность
животных, например молочность и жирность мо-
лока у крупного рогатого скота, яйценоскость и
размер яиц у кур, а также размер помета у много-
плодных животных.

Понимание результатов действия отбора по
таким признакам весьма важно. Однако приме-
нение классических уравнений математической
теории популяционной генетики здесь ограниче-
но тем фактом, что генотип потомков определяют
оба родителя, а их выживаемость – генотип мате-
ри. В результате нарушаются соотношения Хар-
ди–Вайнберга, связывающие частоты аллелей и
генотипов в смежных поколениях, что приводит к
необходимости писать уравнения эволюции для
частот генотипов, а не аллелей, как в классиче-
ской теории отбора, и делает эволюционные
уравнения крайне сложными даже в случае одно-
родной популяции без учета ее возрастной струк-
туры [22–24]. Возможности сохранения поли-
морфизма при таком типе отбора в циклически
изменяющихся условиях посвящено немало ра-
бот, при этом цикл окружающей среды обычно
считается равным 2 [25–27].

В настоящей работе предложена модель отбора
по материнской линии признака “размер помета”,
ограниченного полом, в экологически лимитиро-
ванной популяции с возрастной структурой для
объяснения существующего генетического раз-
нообразия по размеру помета в различных (есте-
ственных и искусственных) популяциях песцов.
Проанализирована возможность поддержания
полиморфизма в рамках классической теории и в
случае отбора по материнской линии.

На данный момент вопрос о существовании
полиморфизма по размеру помета в континен-
тальных популяциях песцов остается открытым,
так как возможно и другое объяснение наличия
аллелей большого и малого размера помета у фер-
мерских песцов. В частности, могла произойти
фиксация доминантного аллеля в континентальных
популяциях, и тогда фермерские песцы унаследова-
ли разные аллели от своих континентальных и при-
брежных предков. Более интересная гипотеза состо-
ит в том, что они унаследовали оба аллеля от конти-
нентальных песцов, при условии, что система
сбалансированного генетического полиморфиз-
ма по размеру помета поддерживалась в есте-
ственных популяциях. Однако условие установ-

Рис. 5. Динамика частоты аллеля A (pA) в череде поколений n при различных значениях k и с. Значения параметров:
waa = 1.4, wAa = wAA = 2.1. Слева вверху приведена динамика на начальном этапе 0–60-е поколение, на других фрагмен-
тах – после нескольких сотен (тысяч) поколений, при начальных значениях pAА(0) = 0.25, pAa(0) = 0.5.
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ления полиморфизма, которое дает классическая
модель отбора, является крайне строгим ограни-
чением по диапазону параметра k, характеризую-
щего преимущество в выживаемости малых по-
метов в голодные годы.

Моделирование, проведенное в данной рабо-
те, учитывающее характер наследования данного
признака, а именно его ограниченность полом,
позволяет расширить диапазон значений k, обес-
печивающих поддержание полиморфизма. Кро-
ме того, известно, что наличие возрастной или
стадийной структуры в популяции значительно
увеличивает шансы сохранения генетического
разнообразия в нестационарной среде [36]. Обоб-
щение модели отбора на популяцию с двумя ста-
диями развития позволило увидеть, что полимор-
физм возможен в еще более широких границах
значений рассматриваемого параметра. Кроме
того, поддержанию полиморфизма в континен-
тальных популяциях песцов должен способство-
вать приток генов из прибрежных популяций за
счет миграций. Таким образом, проведенное ис-
следование показало, что отбор по ограниченно-
му полом признаку и наличие возрастной струк-
туры увеличивают возможность сохранения по-
лиморфизма в популяции континентальных
песцов.

Работа выполнена в рамках государственных
заданий Института автоматики и процессов
управления ДВО РАН, Института комплексного
анализа региональных проблем ДВО РАН, а так-
же при частичной финансовой поддержке РФФИ
(проект 18-04-00073).
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Mathematical Modeling of Selection by Sex-Limited Trait: To the Question
of Maintaining a Polymorphism by Litter Size in Natural Populations of Arctic Foxes
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bComplex Analysis and Regional Problems Institute, Far East Branch,
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This paper proposes a model of selection bya sex-limited trait expressing in females. The model has been
modified to describe natural selection by such trait in ecologically limited populations with age structure.
Simulation results are aimed at explaining the existing genetic diversity by litter size in various (natural and
artificial) populations of Arctic foxes (Alopex lagopus). The model assumes the maintenance of polymorphism
in litter size is ensured by the presence of periodic changes in the availability of food for natural populations
of Arctic foxes and significantly depends on a parameter describing the relative advantage in the survival of
individuals from low litters during years with low food supply. The work shows that selection by a sex-limited
trait ensures that polymorphism by litter size is maintained in a wider range of values of this parameter than
selection by a simple trait described by the classical selection model for the case when the individual’s survival
and fecundity are determined only by its own genotype, regardless of sex. The presence of an age or stage struc-
ture in a population is knownto increases significantly the chances of maintaining genetic diversity in a fluctu-
ating environment. A generalization of the proposed selection model for a population with two stages of devel-
opment allows to showa polymorphism is possible within even wider range of the parameter considered.

Keywords: population evolution, natural selection, sex-limited trait, mathematical modeling, polymorphism.



ГЕНЕТИКА, 2021, том 57, № 2, с. 241–244

241

НОВАЯ ДЕЛЕЦИЯ мтДНК МЫШИ ЛИНИИ BALB/c
© 2021 г.   В. Н. Антипова*

Инcтитут теоpетичеcкой и экcпеpиментальной биофизики
Российской академии наук, Московская обл., Пущино, 142290 Россия

*e-mail: valery_a@rambler.ru
Поступила в редакцию 23.02.2020 г.

После доработки 20.04.2020 г.
Принята к публикации 17.06.2020 г.

В тканях головного мозга, селезенки, сердца и периферической крови самца мыши линии BALB/c
выявлена новая крупномасштабная делеция митохондриальной ДНК размером 7653 пн.
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Митохондриальная ДНК (мтДНК) млекопита-
ющих – это небольшая (около 16.6 пн) кольцевая
молекула. Она кодирует белковые субъединицы ми-
тохондриальных комплексов, которые участвуют
в окислительном фосфорилировании [1]. Мутации
мтДНК, приводящие к нарушениям в системе окис-
лительного фосфорилирования [2], вызывают дис-
функцию митохондрий и мультисистемные заболе-
вания [3, 4].

Важным мутационным событием, возникаю-
щим в митохондриальном геноме, является образо-
вание таких структурных нарушений, как делеции.
Чаще всего это крупномасштабные (протяженные)
делеции, до нескольких тысяч пар нуклеотидов,
приводящие к утрате некоторых генов [5].

Множественные делеции (молекулы мтДНК с
делециями разного размера) часто происходят из-
за мутаций в ядерных генах, которые необходимы
для правильной репликации и/или поддержания
митохондриального генома. Они встречаются в со-
матических клетках и возникают в течение жизни
индивида. Такие мутации наследуются по менделе-
евскому типу [6, 7]. Одиночные делеции возникают
случайно во время репликации мтДНК в ооците
или на ранних стадиях эмбрионального развития
[7]. Они почти никогда не наследуются [8].

Точный механизм образования делеций
мтДНК неизвестен. Наиболее обсуждаемыми яв-
ляются модели формирования делеций в процес-
се репликации [9, 10] или в процессе репарации
двухцепочечных разрывов [11]. В модели репли-
кации с проскальзыванием цепи (slipped-strand
replication model) предполагается, что разрыв в
смещенной одноцепочечной матричной тяжелой
цепи между 3' и 5' прямыми повторами может спо-
собствовать отжигу 3' прямого повтора этой цепи с

гомологичным 5' прямым повтором на матричной
легкой цепи. Репликация, начавшаяся на участке
начала репликации легкой цепи приведет к обра-
зованию дочерней молекулы с делецией [12]. Со-
гласно второй модели, делеции мтДНК являются
результатом процесса репарации двухцепочечных
разрывов. 3' → 5' экзонуклеазная активность ми-
тохондриальной ДНК-полимеразы приводит к
образованию одноцепочечных участков ДНК в
области двухцепоченых разрывов. Эти одноцепо-
чечные участки (с 5' и 3' повторами) могут отжи-
гаться с микрогомологичными последовательно-
стями, например, повторами. После репарации,
лигирования и деградации одноцепочечных ни-
тей формируется митоходриальный геном с деле-
цией [11]. В недавнем исследовании были предло-
жены экспериментальные доказательства того,
что в процесс образования делеций мтДНК вклю-
чена рекомбинация по механизму выбора копии
(copy-choice recombination model) [13]. В данной
модели делеции образуются во время синтеза лег-
кой цепи мтДНК, когда матричная тяжелая цепь
является одноцепочечной. Повторы на тяжелой
цепи могут быть приближены друг к другу из-за
образования вторичных структур, что может вы-
звать приостановку репликации и диссоциацию
ДНК-полимеразы от матричной цепи. Если дис-
социация произойдет во время синтеза (первого)
повтора, 3'-конец растущей цепи и полимераза
могут взаимодействовать с участком матричной
цепи, содержащей гомологичный повтор. Когда
синтез ДНК возобновляется, промежуточная по-
следовательность удаляется. Детальный анализ
моделей образования делеций мтДНК представ-
лен в обзорных работах [12, 14].

УДК 575.224:599.323.4
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В данной работе описана новая одиночная де-
леция в митохондриальной ДНК мыши линии
BALB/c. Она была обнаружена случайно, при
подборе пар праймеров.

В работе использовались образцы общей ДНК,
ранее использованные в работе [15]. Они были
получены из тканей головного мозга (полу-
шаpия), cелезенки, сердца и клеток перифериче-
ской кpови двухмесячного самца мыши линии
BALB/c (питомник экcпеpиментальныx живот-
ныx Филиала Института биоорганической химии

РАН, Пущино). Животное входило в контроль-
ную группу. ДНК выделялась стандартным мето-
дом с использованием фенола и хлороформа, хра-
нилась под спиртом при –20°С, перед использо-
ванием растворялась в ТЕ-буфере (10 мМ тpиc-
НCl, 1 мМ Na2EDTA, pH 8.0).

Фрагмент митохондриального генома 8999 пн
амплифицировался с комбинацией праймеров F
5'-CTT GGT CTA CAA GAC GCC ACA-3' и R 5'-
TAG GTG ATT GGG TTT TGC GGA CTA-3'.

Рис. 1. Делеция мтДНК 7653 пн. а – электрофореграммы продуктов ПЦР образцов мтДНК из клеток головного мозга,
селезенки, сердца и периферической крови. Дополнительный фрагмент ≈1300 пн (2); наряду с полноразмерным 8999 пн (1)
указывает, что часть копий мтДНК содержит делецию. Маркеры: λ DNA/EcoRI + HindIII и 50 bp DNA Ladder (Fer-
mentas, Thermo Fisher Scientific, Литва). б – фрагмент хроматограммы продукта ПЦР ≈1300 пн из образцов мтДНК
клеток сердца. Для работы с нуклеотидной последовательностью использовалась программа Unipro UGENE
(http://ugene.net/ru) [21]. в – локализация точек разрывов делеции и повторяющиеся последовательности (выделены
жирным шрифтом и прописными буквами). г – фрагменты последовательности мтДНК Mus musculus (NC_005089.1).

Cердце и кровь Селезенка Мозг

1

2

а

в

г

7290

Делеция 7653 пн

7261

14944

14921

t t t t tt t t

t c t a t a t a t a a t a g a c g a a a t c a a c a a c c c c g t a t t a a c c
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NCBI Reference sequence: NC_005089.1
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Синтез праймеров был произведен ООО “Син-
тол” (Россия). Реакция амплификации состояла
из 30 циклов и проводилась в условиях: денатура-
ция при 94°С в течение 30 с, отжиг и элонгация
при 68°С 8 мин. Предварительная денатурация
при 94°С – 4 мин, завершающий синтез – 10 мин
при 72°C.

Pеакционная cмеcь ПЦP (общий объем 25 мкл)
cодеpжала: 75 мМ тpиc-НCl, pН 8.8, 20 мМ
(NH4)2SO4, 2.5 мМ МgCl2, 200 мкМ каждого
dNTP, 250 нМ каждого пpаймеpа, 0.01%-ный Твин
20, 100 нг общей ДНК и 0.5 единицы cуммаpной
cмеcи полимеpаз Taq-Pfu (Fermentas, Thermo
Fisher Scientific, Литва) в cоотношении 16 : 1.
Пpодукты амплификации pазделяли электрофо-
резом в 1%-м агаpозном геле c бpомиcтым этидием
(0.5 мг/л). Полоски геля с ДНК очищались с по-
мощью набора QIAquick Gel Extraction Kit
(QIAGEN, США). Секвенирование было выпол-
нено ООО “Синтол” (Россия).

При амплификации фрагмента митохондри-
ального генома размером 8999 пн на образце ДНК
из клеток головного мозга мыши помимо фраг-
мента ожидаемой длины был получен дополни-
тельный фрагмент ≈1300 пн. Такой же дополни-
тельный фрагмент амплифицировался на образцах
ДНК из клеток сердца, селезенки и перифериче-
ской крови (рис. 1,а).

Прямое секвенирование этого фрагмента по-
казало, что он является следствием делеции раз-
мером 7653 пн (удалена нуклеотидная последова-
тельность с положения 7291 по положение 14943)
(рис. 1,б и в). Как и большинство крупномас-
штабных делеций мтДНК, обнаруженная деле-
ция находится между участками начала реплика-
ции легкой и тяжелой цепей [16] и приводит к
утрате генов: mt-Co2, mt-Co3, mt-Atp8, mt-Atp6, mt-
Nd3, mt-Nd4l, mt-Nd4, mt-Nd5, mt-Nd6, семи генов
тРНК и частично mt-Cytb, которые имеют решаю-
щее значение для нормального функционирования
системы окислительного фосфорилирования.

Рядом с точками разрывов расположен пря-
мой повтор ACCCС. При образовании делеции
повтор на 5'-конце сохраняется, а на 3'-конце те-
ряется вместе с промежуточной последователь-
ностью (рис. 1,в). Наличие прямого повтора поз-
воляет отнести делецию к I классу [17].

По мнению авторов работы [18] распределение
точек разрыва делеций в митохондриальном ге-
номе млекопитающих не случайное. Преимуще-
ственно они сосредоточены внутри или вблизи
областей мтДНК, содержащих прямые повторы
или способных к образованию неканонических
структур (шпилек, крестов) [16] или G-квад-
руплексов [19]. Такие области митохондриально-
го генома рассматриваются как регионы, более
подверженные разрушению механическим или
химическим стрессом и более уязвимые для воз-

действия активных форм кислорода и свободных
радикалов [16].

С помощью ресурса nBMST [20] был выполнен
анализ нуклеотидных последовательностей ря-
дом с точками разрывов делеции 7653 пн для по-
иска участков, способных к образованию некано-
нических структур. В пределах 40 пн таких участ-
ков выявлено не было.

Поскольку точки разрыва делеции не найдены
ни в базе MitoBreak (http://mitobreak.portu-
gene.com) [18], ни в каких-либо публикациях
PubMed, можно заключить, что выявлена новая
крупномасштабная делеция мтДНК мыши разме-
ром 7653 пн.

Работа частично выполнена на базе лаборато-
рии радиационной молекулярной биологии ИТЭБ
РАН и автор выражает благодарность сотрудникам
данной лаборатории. Работа выполнена в рамках
государственного задания № 075-00845-20-00.

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

Авторы заявляют, что у них нет конфликта ин-
тересов.
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A large deletion of mitochondrial DNA 7653 bp long has been identified in tissues of the brain, the spleen,
the heart and peripheral blood of a BALB/c male mouse.
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