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В обзоре рассмотрена роль гена Clock и мелатонина как участников циркадных ритмов человека.
Представлены результаты исследований по ассоциации полиморфных вариантов гена Clock и цикла
“сон–бодрствование”, а также циркадных ритмов секреции мелатонина при разных хронотипах и
наличии инсомнических нарушений. Рассмотрена гипотеза о роли полиморфного маркера 3111Т/С
гена Clock в формировании инсомнии у женщин европеоидной расы, проживающих на территории
Восточной Сибири.

Ключевые слова: ген Clock, мелатонин, циркадные ритмы, сон, инсомния.
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В настоящее время распространенность нару-
шений цикла “сон–бодрствование” варьирует от
5.6 до 73.8% и зависит от возраста, гендерной и эт-
нической принадлежности [1]. Коморбидность
данных нарушений с другими патологическими
состояниями и медико-социальные последствия,
к которым они приводят [2], требуют разработки
эффективных методов их диагностики и коррек-
ции, платформой для чего являются результаты
фундаментальных исследований, изучающих мо-
лекулярные механизмы циркадных ритмов.

ГЕН CLOCK КАК УЧАСТНИК ЦИРКАДНЫХ 
РИТМОВ У МЛЕКОПИТАЮЩИХ

Первыми научными исследованиями, пока-
завшими существование генетического механиз-
ма циркадных ритмов, стали работы американ-
ских ученых, проведенные в 60–70-х гг. XX в. [3].
До настоящего времени интерес к изучению дан-
ного вопроса не угасает, а наоборот – возрастает
с каждым годом, свидетельством чего является
огромное количество исследований. Накоплен-
ные к настоящему времени данные свидетель-
ствуют о том, что одним из циркадных генов,
управляющих значительным рядом метаболиче-
ских и физиологических функций в организме, в
том числе циклом “сон–бодрствование”, являет-
ся ген Clock (Сircadian locomoter output cycles protein
kaput), впервые идентифицированный в 1997 г.
J. Takahashi. Участие этого гена в регуляции цир-
кадных ритмов млекопитающих отмечено в пет-
лях обратной связи транскрипции–трансляции и
происходит посредством димеризации его белко-

вого продукта с белком BMAL1 (Brain muscle arnt-
like) в клеточном ядре [4].

В настоящее время у млекопитающих выявле-
ны три петли обратной связи транскрипции–
трансляции. В первой петле белковый гетеродимер
CLOCK:BMAL1 активирует транскрипцию генов
Cryptochrome (Cry1, Cry2) и Period (Per1, Per2, Per3)
через связывание с последовательностью E-box
генов-мишеней. Результатом этого является по-
степенная аккумуляция в цитоплазме белков CRY
и PER, и при достижении критического уровня
последнего к концу дня происходит его димериза-
ция с образованием гетеродимеров PER:PER или
PER:CRY. Фосфорилирование белка PER проис-
ходит с помощью киназы СК1 (Casein kinase 1
family of kinases) с последующим образованием
комплекса CRY:PER:CK1 с максимальным уровнем
в ночное время, предотвращающего дальнейшее
фосфорилирование и деградацию в цитоплазме бел-
ка PER. В данном комплексе фосфорилирование
белков PER и CRY осуществляется другими кина-
зами, позволяя комплексу транслоцироваться в
ядро и ингибировать эффект позитивных тран-
скрипционных факторов.

Участие гетеродимера CLOCK:BMAL1 во вто-
рой петле заключается в его связывании с E-box
промоторов генов Rorα и Rev-erbα, продукты ко-
торых независимо транслоцируются в ядро с по-
следующей конкуренцией за связывание с после-
довательностью RORE в промоторной области
Bmal1. Результатом связывания с данной после-
довательностью RORA, максимальные уровни
которого отмечаются на рассвете, является акти-
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вация гена Bmal1; при связывании REV-ERBα,
пики которого выявлены в сумерках, с последо-
вательностью RORE происходит подавление
транскрипции гена.

В третьей петле белковые продукты генов Dec1
(Differentiated embryonic chondrocyte) и Dec2 ингиби-
руют транскрипцию гетеродимера CLOCK:BMAL1,
усиливая ингибирующее действие комплекса
CRY:PER:CK1 [5].

Большинство клеток в организме обладают
молекулярными часами и синхронизируются с
помощью главного водителя ритма, расположен-
ного в супрахиазматических ядрах гипоталамуса.
В настоящее время исследования генетических
механизмов циркадных ритмов продолжаются в
связи с неясной природой циркадной регуляции
генов, не имеющих последовательности E-box, а
также в связи с определением роли дополнитель-
ных часовых компонентов [6].

ПОЛИМОРФНЫЕ ВАРИАНТЫ ГЕНА CLOCK 
И ЦИКЛ “СОН–БОДРСТВОВАНИЕ”

К настоящему времени ассоциации поли-
морфных вариантов гена Clock и цикла “сон–
бодрствование” рассмотрены по большей части
при изучении однонуклеотидной замены в его 3'-
нетранслируемой области (3111Т/С, rs1801260). В
научных исследованиях по взаимосвязи поли-
морфизма 3111T/C гена Clock с хронотипом пока-
зана большая распространенность аллеля 3111С и
ассоциация генотипа 3111С/С у здоровых людей с
вечерней активностью в японской популяции [7]
и у представителей североамериканской популя-
ции [8, 9]. Однако исследованием на британской
популяции эти данные не подтверждены [10, 11].
Более того, не обнаружено данной ассоциации и
с синдромом отстающей фазы сна в бразильской
популяции [12], а также выявлена более низкая
частота аллеля 3111С при данном синдроме в
японской популяции [13].

Результаты проведенного исследования в ита-
льянской популяции показали факт ассоциации
аллеля 3111С с инсомнией только у пациентов с
биполярными расстройствами [14, 15], хотя ис-
следованиями в североамериканской [16, 17], ру-
мынской [18], австрийской [19], смешанной ев-
ропейской [20], греческой [21] и корейской [22]
популяциях не обнаружено ассоциации поли-
морфизма 3111Т/С гена Clock с когнитивными
расстройствами. Результаты исследования N. An-
typa с соавт. [21] показали, что генотип 3111С/С в
комбинации со стрессом увеличивает уязвимость
к нарушению суточного ритма у женщин. Прове-
денное в американской популяции с участием
женщин менопаузального возраста исследование
по поиску ассоциации генотипов и аллелей дан-
ного полиморфизма с инсомнией показало, что

носительство хотя бы одного из аллелей 3111С
снижает шансы инсомнии в сравнении с носите-
лями, гомозиготными по 3111Т-аллелю, при этом
не выявлено ассоциации полиморфизма с ранни-
ми пробуждениями. Следует отметить, что груп-
пы женщин в данном исследовании не были раз-
делены по этнической принадлежности и вклю-
чали как белых американцев (более 80%), так и
черных [23]. Данная научная проблема с учетом
этнической принадлежности была рассмотрена в
популяциях европеоидов и монголоидов Восточ-
ной Сибири. По результатам исследования оказа-
лось, что только у представительниц европеоид-
ной расы инсомния ассоциирована с генотипом
3111Т/Т и аллелем 3111Т. Расчет показателя от-
носительного риска развития инсомнии у носи-
телей аллеля 3111Т гена Clock позволил опреде-
лить его как прогностический в формировании
сомнологической патологии у представительниц
европеоидной расы [24]. Наравне с этим не было
выявлено взаимосвязи между генотипами и алле-
лями и отдельными жалобами, такими как труд-
ности засыпания, частые ночные пробуждения,
трудности ранних утренних пробуждений [25].

В исследовании на большой выборке афроаме-
риканцев были проанализированы связи между
продолжительностью и качеством сна на 12 поли-
морфных маркерах гена Clock: rs6820119, rs3792603,
rs11932595, rs17085763, rs17085780, rs2070062,
rs7684048, rs7657206, rs11726609, rs6853192, rs6820823,
rs17721497. Одним из основных результатов была
значительная связь между более короткой продол-
жительностью сна и Т-аллелем rs2070062 и номи-
нально значимая связь с Т-аллелем rs6853192 [26].

В исследовании на двух независимых евро-
пейских популяциях из Эстонии и Южного Ти-
роля была продемонстрирована номинальная
связь rs12649507 и rs11932595 с продолжительно-
стью сна [27]. Повторение этих результатов в
большой выборке европейских участников не
подтвердило ассоциаций между анализируемыми
вариантами гена Clock и продолжительностью
сна, в том числе и по результатам полисомногра-
фического исследования [28], что свидетельству-
ет о необходимости проведения дополнительных
исследований по изучению данного вопроса.

ЦИКЛ “СОН–БОДРСТВОВАНИЕ”
И МЕЛАТОНИН

Одним из ключевых элементов циркадного
механизма является гормон мелатонин, ритм секре-
ции которого носит четко выраженный циркадный
характер с повышением уровня в вечернее время,
максимумом в середине ночи и прогрессивным
уменьшением к утру [29]. Благодаря результатам
огромного массива проведенных научных работ
по выявлению взаимосвязей цикла “сон–бодр-
ствование” и уровня мелатонина существование
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данных ассоциаций не вызывает сомнений [30].
Через два часа после начала синтеза эндогенного
мелатонина появляется вечерняя сонливость и
наступает сон [31]. Предполагается, что мелато-
нин не столько оказывает прямое воздействие на
сомногенные структуры, сколько способствует
открытию так называемых “ворот сна”, создает
“предрасположенность ко сну”, тормозит меха-
низмы бодрствования. При достижении концен-
трации мелатонина в крови, соответствующей при-
мерно половине максимального “ночного” уровня,
происходит резкий подъем “давления сна”, что
способствует переходу состояния бодрствования
ко сну [32]. Действие ряда факторов, таких как
полная слепота, удаление или функциональное
разрушение эпифиза, изменение светового режи-
ма при сменной работе или трансмеридианных
перелетах, приводит к десинхронизации между
периодом сна и секрецией мелатонина [33].

В супрахиазматических ядрах гипоталамуса, в
гиппокампе, мозжечке, коре больших полушарий
и других тканях находятся МТ1 и МТ2 рецепто-
ры, на которые воздействует мелатонин. Это ак-
тивирует различные сигнальные системы клетки
и приводит к синтезу вторичных посредников:
циклического аденозинмонофосфата и измене-
нию концентрации ионов кальция. При связыва-
нии мелатонина с цитозольным кальмодулином
возможно влияние гормона на кальциевые сигна-
лы посредством взаимодействия с такими энзи-
мами, как аденилатциклаза и фосфодиэстераза, и
структурными белками цитоскелета [34]. Экспе-
риментами на мышах было показано увеличение
продолжительности медленного сна при нокау-
тировании рецептора МТ1 и, наоборот, ее сокра-
щение при нокаутировании рецептора МТ2, что
свидетельствует о разнонаправленных ролях ре-
цепторов в процессе сна [35]. В ядрах гипоталаму-
са, в сетчатке глаза и других тканях обнаружены
ядерные рецепторы RZR/RORα и RZR/RORβ,
относящиеся к подклассу семейства орфановых
ядерных ретиноидных рецепторов с меньшим
сродством к мелатонину. Кроме того, рецепторы
мелатонина обнаружены в желудочно-кишечном
тракте, однако их функция до сих пор не ясна [36].
Предполагается, что рецепторы, расположенные в
супрахиазматических ядрах гипоталамуса, прини-
мают участие в регуляции циркадного ритма, в том
числе возможно влияние на экспрессию часовых
генов в мозжечке. Результаты недавнего исследо-
вания на приматах по оценке экспрессии МТ1,
МТ2 рецепторов, а также PER1, PER2 и кальций-
связывающих белков в мозжечке показали не
только локализацию PER1, PER2 иммунореак-
тивных клеток в клетках Пуркинье мозжечка, а
рецепторов МТ1 и МТ2 – в клетках Бергмана, но
и высокую экспрессию PER и рецепторов мела-
тонина в дневное время. Вместе с тем были об-
наружены дневные/ночные морфологические

изменения кальретинина и кальбиндина, обла-
дающих функцией высвобождения нейротранс-
миттеров, и изменение их плотности в коре моз-
жечка [37].

Результаты проведенных исследований по
сравнительной оценке ритмов мелатонина у
представителей разных хронотипов показали от-
сутствие значимых различий между группами лю-
дей с вечерней и утренней активностью в период
от 0.00 ч до 7.00 ч [38] и повышение в 9.00 ч уровня
сывороточного гормона в 2 раза у представителей
с вечерней активностью, на основании чего
утренний мелатонин предложено рассматривать
как биологический маркер для определения хро-
нотипа [39]. Результаты исследования с участием
детей в возрасте 30–36 мес., у которых проводили
измерение уровня мелатонина в слюне каждый час
в период с 18.00 до 21.00 ч, продемонстрировали
более раннее начало подъема уровня гормона у де-
тей с утренней активностью [40]. Аналогичные ре-
зультаты были получены в исследовании на муж-
чинах 18–45 лет [41]. Исследование взаимосвязи
хронотипа и уровня мелатонина у пременопаузаль-
ных женщин показало более высокие его значения в
суточной моче у представительниц хронотипа “жа-
воронки” по отношению к группе “сов” [42].

Циркадные ритмы мелатонина были изучены
при таких нарушениях цикла “сон–бодрствова-
ние” как синдром отсроченного наступления фазы
сна и инсомнические расстройства. При синдроме
отсроченного наступления фазы сна показано
смещение пика секреции гормона на 3–5 ч по
сравнению с контролем [43]. Более того, резуль-
таты 80-часового эксперимента показали удлине-
ние циркадных ритмов мелатонина при данном
нарушении [44].

Инсомнические расстройства сопровождаются
не только более низкими уровнями мелатонина
[45–48], но и смещением пика секреции гормона,
что было продемонстрировано в исследованиях с
участием женщин климактерического периода
разной этнической принадлежности [45, 47]. По-
казано, что смещение пика секреции мелатонина
на утренние часы происходит у женщин европео-
идной расы как в перименопаузе, так и в постме-
нопаузальном периоде [45]. Задержка пика секре-
ции гормона до утреннего времени может быть
связана с наличием менопаузальной депрессии,
являющейся причиной более длительной продол-
жительности сна в качестве компенсации инсо-
мнии [48]. В то же время постменопаузальные
женщины без инсомнических расстройств также
имели пик мелатонина рано утром [46]. Анало-
гичные результаты были получены в исследова-
нии по взаимосвязи циркадных ритмов мелато-
нина с продолжительностью сна у людей как мо-
лодого, так и пожилого возраста с отсутствием
жалоб на нарушения сна. Было показано, что за-
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сыпание у пожилых участников исследования на-
ступало раньше, чем у них был зарегистрирован
пик плазменного мелатонина, а пробуждение
происходило во время более высоких уровней
гормона [49].

К настоящему времени на разных когортах
больных проведено достаточное количество кли-
нических испытаний по эффективности приме-
нения экзогенного мелатонина в лечении инсо-
мнии, результаты которых являются подтвержде-
нием несомненного влияния гормона на цикл
“сон–бодрствование” [50–52].

ЦИРКАДНЫЕ РИТМЫ
МЕЛАТОНИНА И ГЕН CLOCK

Известно, что синтез мелатонина контролиру-
ется ферментом арилалкиламин-N-ацетилтранс-
феразой (AANAT), транскрипция которого активи-
руется гетеродимером CLOCK:BMAL1 через связы-
вание с E-box в промоторной области гена Aanat [53].
Результаты недавних исследований in vivo предпо-
ложили критическую роль как CLOCK, так и
BMAL1 в индуцированной монохроматическим
зеленым светом ритмической секреции мелато-
нина [54, 55]. Другими экспериментальными ра-
ботами показано, что нокдаун и сверхэкспрессия
Clock не влияют на циркадные ритмы и уровни
секреции гормона [56]. При этом AANAT также
поддерживает очевидный циркадный ритм, но
его амплитуда меняется в результате нокдауна и
избыточной экспрессии Clock [57].

Недавнее исследование по вопросу функцио-
нальной роли полиморфизма 3111Т/С гена Clock
показало, что 3111C-аллель приводит к более вы-
соким уровням мРНК Clock и высокой экспрессии
Per2, являющейся транскрипционной мишенью
CLOCK, по сравнению с аллелем 3111T. Предпо-
лагается, что эти изменения могут быть обусловле-
ны рядом различных механизмов, включая сайты
связывания микроРНК-182 в 3'-нетранслируемой
области гена Clock [58]. Данные результаты являют-
ся свидетельством возможного влияния данного по-
лиморфизма на циркадные ритмы мелатонина, что
было изучено в ходе проведения исследований в
ФГБНУ “НЦ проблем здоровья семьи и репродук-
ции человека” на выборке женщин климактериче-
ского периода европеоидной и монголоидной
рас. Проведенное исследование не показало ассо-
циации циркадных ритмов мелатонина и изучен-
ного полиморфизма у женщин монголоидной ра-
сы, что позволило сделать вывод об отсутствии
влияния 3111Т/С гена Clock на формирование у
них нарушений сна. В группе женщин-европеои-
дов 3111Т/Т-генотип был ассоциирован со сме-
щением пика секреции мелатонина на ранние
утренние часы. Исследование было проведено на
территории Восточной Сибири (Иркутская об-
ласть, Прибайкалье), и полученные результаты

трактовались с учетом принадлежности монголо-
идов к коренному населению, а европеоидов – к
пришлому. Исследователями выдвинута гипотеза
о процессах дизадаптации европеоидов во время
смены часовых поясов при изменении террито-
рии проживания, проявляющихся сохранением
циркадных ритмов, характерных для проживания
в западной части, что рассматривается как сме-
щение ритмов мелатонина в условиях настоящего
проживания. Учитывая два типа эффектов воздей-
ствия окружающей среды на структуру и функции
генотипов [59] было высказано предположение о
развитии физиологического десинхроноза с дости-
жением качественной адаптации с нормальными
значениями мезоров ритма у европеоидов – носите-
лей 3111Т-аллеля, у которых признаки нарушения
цикла “сон–бодрствование” отсутствуют [60]. В
данном случае возможна реализация первого эф-
фекта, проявляющегося на уровне индивида в ви-
де патологических реакций, а на популяционном
уровне в виде адаптации [59].

Наравне с этим большая частота встречаемо-
сти минорного аллеля у европеоидов без наруше-
ния цикла “сон–бодрствование” и отсутствие
различий по ритмам мелатонина при носитель-
стве данного аллеля позволили выдвинуть пред-
положение о появлении защитной функции у
3111С-аллеля в ходе эволюционного процесса,
учитывая исторические данные о заселении тер-
ритории Восточной Сибири представителями ев-
ропеоидной расы [60]. В этом случае можно пред-
положить изменения на генетическом уровне в
процессе адаптации к смене часовых поясов, т.е.
реализацию второго типа эффектов воздействия
факторов окружающей среды на структуру и функ-
цию генотипов [61]. Однако среди носителей ми-
норного аллеля с предполагаемой защитной ролью
от развития нарушений цикла “сон–бодрствова-
ние” встречаются женщины с нарушениями сна, что
может быть рассмотрено как дизадаптационный
процесс при наступлении критического периода
жизни, а именно климактерия, и не связанного с
циркадными ритмами мелатонина (рис. 1). Дан-
ная гипотеза представляет значимый интерес, од-
нако для ее подтверждения необходимо проведе-
ние дополнительных крупномасштабных иссле-
дований в других популяциях мира.

Анализ литературных данных, представленных
в данном обзоре, свидетельствует об актуальности
дальнейшего изучения молекулярных механизмов
циркадных ритмов в связи с имеющимися пробела-
ми в вопросах их генетической регуляции. Наравне с
этим большая часть работ по изучению ассоциации
хронобиологических ритмов мелатонина и гена
Clock – это эксперименты на животных с неодно-
значными результатами и наличие единичных ис-
следований по данному вопросу на человеке. До-
полнительные исследования в данной области
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открывают новые горизонты в изучении цикла
“сон–бодрствование” и его нарушений.

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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The review examines the role of the Clock gene and melatonin as participants in human circadian rhythms.
The results of studies on the association of the Clock gene polymorphisms and the sleep-wake cycle, as well
as circadian rhythms of melatonin secretion in different chronotypes and insomnia are presented. A hypoth-
esis about the role of the Clock 3111T/C gene polymorphism in the formation of insomnia in Caucasian
women living in Eastern Siberia is considered.
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PRC2 (Polycomb repressive complex 2) является консервативным белковым комплексом у многокле-
точных организмов, необходимым для поддержания репрессии генов. Каталитическая субъединица
PRC2 – белок EZH2 – обеспечивает метилирование гистона H3K27me1/2/3. Показано, что ряд опу-
холей человека ассоциирован с гиперэкспрессией субъединиц PRC2, а также с мутациями, усиливаю-
щими каталитическую активность EZH2. В то же время группа опухолей коррелирует с мутациями, ин-
гибирующими PRC2. Был разработан ряд низкомолекулярных ингибиторов к субъединицам PRC2,
прежде всего к EZH2. Один из них, таземетостат, в январе 2020 г. был одобрен для лечения
эпителиоидной саркомы в США. Данный обзор посвящен роли PRC2 в развитии рака и суммирует
информацию по разработанным ингибиторам к PRC2.

Ключевые слова: Polycomb, PRC2, EZH2, рак, онкология, ингибиторы PRC2, ингибиторы EZH2,
прогноз.
DOI: 10.31857/S0016675821030048

Поддержание профилей экспрессии генов в
разных типах клеток необходимо для развития и
нормального функционирования многоклеточ-
ных организмов. Контроль транскрипции генов в
ядрах многоклеточных осуществляют различные
факторы, в том числе эпигенетические регулято-
ры группы Polycomb – специфические репрессо-
ры транскрипции [1–5]. Данные факторы были
впервые описаны у дрозофилы как регуляторы
экспрессии Hox-генов [5–8]. Дальнейшие иссле-
дования показали, что мишенями белков Poly-
comb являются многие гены, участвующие в раз-
ных клеточных процессах [5, 6]. Polycomb-факто-
ры крайне консервативны в процессе эволюции и
обладают большим сходством у всех многокле-
точных организмов [2, 4, 5, 9].

Белки Polycomb функционируют в составе
мультисубъединичных комплексов, которые
привлекаются на хроматин. Одним из ключевых
комплексов данной группы является Polycomb re-
pressive complex 2 (PRC2) [10–12]. Коровый ком-
плекс PRC2 млекопитающих состоит из белков
EZH2 (Enhancer of Zeste Homolog 2), SUZ12 (Sup-
pressor of Zeste 12), EED (Embryonic Ectoderm De-
velopment) [13, 14]. Ферментативный компонент
комплекса – метилтрансфераза EZH2, которая
катализирует моно-, ди- и триметилирование 27-го
лизина третьего гистона (H3K27me1/2/3). Ката-

литическим участком белка EZH2 является кон-
сервативный SET-домен (Su(var)3-9, Enhancer of
Zeste, Trithorax) [13–17]. Метилтрансферазная ак-
тивность EZH2 требует присутствия кофакторов
SUZ12 и EED [13, 14, 18–20]. EED, помимо уча-
стия в каталитической активности EZH2, специ-
фически взаимодействует с гистонами, несущи-
ми модификацию H3K27me3, что стимулирует
связывание PRC2-комплекса с хроматином [21].

Белки EZH2, EED и SUZ12 являются критич-
ными для развития млекопитающих – эмбрионы
мышей с делециями генов EZH2, EED и SUZ12 не-
жизнеспособны и гибнут в течение постимплан-
тационного периода [20, 22, 23].

У млекопитающих имеется гомолог фактора
EZH2 – белок EZH1 (Enhancer of Zeste Homolog 1),
который может замещать EZH2 в составе PRC2.
EZH1-содержащий PRC2 обладает гораздо мень-
шей метилтрансферазной активностью [24] и но-
каутные по гену EZH1 мыши выживают и размно-
жаются [25]. Однако EZH1 может замещать EZH2
в терминально дифференцированных миобла-
стах, где EZH2 не экспрессируется [26], и в клет-
ках, где экспрессия EZH2 нарушена [24, 27].

Многочисленные исследования показали, что
нарушение функций PRC2-комплекса связано с
высокими рисками возникновения онкологиче-
ских заболеваний. Данные нарушения включают
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как гиперэкспрессию генов, кодирующих PRC2,
так и мутации, приводящие либо к усилению ката-
литической активности, либо к ингибированию
PRC2. Было показано, что подавление активности
данного комплекса приводит к ингибированию ро-
ста ряда опухолей. Это послужило основой для со-
здания низкомолекулярных ингибиторов, подав-
ляющих активность PRC2, многие из которых в
настоящий момент проходят клинические испы-
тания [28, 29]. Первый такой препарат – таземе-
тостат – в январе 2020 г. получил одобрение для
применения в медицинской практике в США
[30–32].

Несмотря на большой прогресс, достигнутый в
последние годы в вопросах изучения белков груп-
пы Polycomb, остается еще много нерешенных
вопросов. Детализация механизмов действия ре-
прессоров данного класса поможет лучше понять
принципы функционирования генома многокле-
точных и даст необходимую информацию для со-
здания новых подходов в диагностике и терапии
онкологических заболеваний.

НАРУШЕНИЯ PRC2
ПРИ ОНКОЛОГИЧЕСКИХ ЗАБОЛЕВАНИЯХ

В настоящее время описана как онкогенная,
так и онкосупрессорная роль PRC2 [4, 33–36].

Анализ уровней экспрессии коровых компо-
нентов комплекса PRC2, а также изменений на
уровне ДНК в разных опухолях продемонстрировал
гетерогенность изменений PRC2 в разных типах ра-
ка. Показано, что в зависимости от типа рака может
наблюдаться как активация, так и ингибирование
функций PRC2. Ряд опухолей характеризуется ги-
перэкспрессией компонентов PRC2, а также GOF-
мутациями (gain-of-function, мутация приобрете-
ния функции), приводящими к усилению катали-
тической активности EZH2. Такие изменения
предполагают онкогенную роль PRC2 (табл. 1). В то
же время ряд опухолей ассоциирован с LOF-мута-
циями (loss-of-function, мутация потери функции),
такими как делеция гена или нарушение рамки счи-
тывания, приводящими к ингибированию актив-
ности PRC2, предполагая онкосупрессорную роль
PRC2 в данных случаях (табл. 2).

Изменения, ассоциированные 
с усилением функции PRC2

Гиперэкспрессия EZH2

Наиболее изученным компонентом PRC2 в
плане изменения транскрипции и наличия мута-
ций является EZH2. В норме экспрессия EZH2
контролируется RB–E2F сигнальным путем, и
высокий уровень экспрессии характерен для ак-
тивно делящихся клеток, снижаясь на более позд-
них этапах развития [24, 37].

Впервые гиперэкспрессия EZH2 была выявле-
на для рака простаты [71]. Дальнейшие исследо-
вания показали, что высокий уровень экспрессии
EZH2 характерен для многих видов [37–70, 72–
76, 78, 80] рака (табл. 1). Гиперэкспрессия EZH2
сопровождается повышенным уровнем метили-
рования H3K27me3.

Высокий уровень экспрессии EZH2 в ряде об-
разцов опухолей (мочевого пузыря, фолликуляр-
ной лимфомы, глиобластомы, рака груди, прямой
кишки, желудка, гортани, легких, предстатель-
ной железы) ассоциирован с амплификацией
EZH2-кодирующего гена [37, 40, 72] (табл. 1).

Гиперэкспрессия EZH2 связана с негативны-
ми прогнозами при мантийноклеточной лимфо-
ме [41, 42], миеломе [44], холангиокарциноме
[62], меланоме [46], раке мочевого пузыря [38],
молочной железы [49–51], ЖКТ [53, 55–57], по-
чек [59], гортани [60], легких [39, 63–65], яичника
[68], предстательной железы [46, 70, 71], щито-
видной железы [74], матки [46, 75] (табл. 1).

Гиперэкспрессия EED и SUZ12
Показано, что кроме EZH2 нарушения при он-

кологии могут затрагивать EED и SUZ12 субъеди-
ницы PRC2. Ряд клинических данных свидетель-
ствует о связи гиперэкспрессии SUZ12 с мантий-
ноклеточной лимфомой [78], раком мочевого пузы-
ря [38, 77], молочной железы [79], ЖКТ [53, 80],
легких [65, 81], яичников [67, 68], предстательной
железы [70]. Для большинства данных онкологий
показана связь гиперэкспрессии SUZ12 с нега-
тивным прогнозом. Гиперэкспрессия EED ассо-
циирована с раком молочной железы [52], ЖКТ
[53], легких [65], яичников [67]. При раке толстой
кишки избыточная экспрессия EED коррелиро-
вала с плохим прогнозом [53] (табл. 1).

GOF-мутации EZH2
Отдельным классом изменений, сопровожда-

ющихся усилением каталитической активности
PRC2, являются GOF-мутации EZH2, которые
были обнаружены в определенном типе неходж-
кинских лимфом (диффузная В-крупноклеточная
лимфома (DLBCL) и фолликулярные лимфомы)
[40, 82–89]. При этом наиболее часто наблюдает-
ся моноаллельная мутация SET-домена в пози-
ции Y641 → F,N,H,S относительно изоформы C
(обозначается как Y646 относительно изоформы A)
[40, 82, 83, 86–89]. Встречаются также функцио-
нально сходные замены аминокислот A677 и A687
[40, 82, 85, 87, 113, 114].

Было показано, что немутированный EZH2
предпочтительно использует в качестве субстрата
для метилирования H3K27me0/me1 нуклеосомы,
в то время как EZH2 с заменой Y641 обладает уси-
ленной каталитической активностью в отноше-
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Таблица 1. Нарушения при онкологии, ассоциированные с гиперфункцией PRC2

Орган/ткань Тип рака Прогноз

Гиперэкспрессия EZH2
Мочевой пузырь Рак мочевого пузыря [37–39]; амплификация [37] Негативный прогноз [38]
Кровь Фолликулярная лимфома [40]; амплификация [40] Нет данных (НД)

Мантийноклеточная лимфома [41, 42] Негативный прогноз [41, 42]
Т/NK-клеточные лимфопролиферативные заболевания [43] НД
Миелома [44] Негативный прогноз [44]

ЦНС Глиобластома [37, 45]; амплификация [37] НД
Молочная железа Рак молочной железы [37, 46–52]; амплификация [37] Негативный прогноз [49–51]
ЖКТ Рак толстой и прямой кишки [37, 39, 53–55]; 

амплификация [37]
Негативный прогноз [53, 55]

Рак желудка [37, 56, 57]; амплификация [37] Негативный прогноз [56, 57]
Глаз Ретинобластома [58] НД
Почки Рак почки [37, 59] Негативный прогноз [59]
Гортань Рак гортани [60]; амплификация [37] Негативный прогноз [60]
Печень Гепатоцеллюлярная карцинома [61] Нет корреляции [61]

Холангиокарцинома [62] Негативный прогноз [62]
Легкие Рак легких [37, 39, 63–65]; амплификация [37] Негативный прогноз [39, 63–65]
Мышцы Рабдомиосаркома [66] НД
Яичники Рак яичников [67–69] Негативный прогноз [68]
Предстательная железа Рак предстательной железы [45, 46, 70, 71];

амплификация [72]
Негативный прогноз [46, 70, 71]

Кожа Меланома [37, 46] Негативный прогноз [46]
Семенники Рак яичка [37]; амплификация [37] НД
Щитовидная железа Рак щитовидной железы [37, 73, 74] Негативный прогноз [74]
Матка Рак шейки матки, карцинома эндометрия [37, 46, 75, 76] Негативный прогноз [46, 75]

Гиперэкспрессия Suz12
Мочевой пузырь Рак мочевого пузыря [38, 77] Негативный прогноз [38, 77]
Кровь Мантийноклеточная лимфома [78] НД
Молочная железа Рак молочной железы [79] НД
ЖКТ Рак желудка [80] Негативный прогноз [80]

Рак толстой и прямой кишки [53] Негативный прогноз [53]
Легкие Рак легких [65, 81] НД
Яичники Рак яичников [67, 68] Негативный прогноз [68]
Предстательная железа Рак предстательной железы [70] Негативный прогноз [70]

Гиперэкспрессия EED
Молочная железа Рак молочной железы [52] НД
ЖКТ Рак толстой и прямой кишки [53] Негативный прогноз [53]
Легкие Рак легких [65] НД
Яичники Рак яичников [67] НД

GOF-мутации EZH2
Кровь Неходжкинские лимфомы (диффузная В-крупноклеточная 

лимфома (DLBCL) и фолликулярные лимфомы (FL))
[40, 82–89]

FL – не ассоциирован с плохим 
прогнозом [83]; DLBCL – 
позитивный прогноз [88]

GOF-мутации EZH1
Щитовидная железа Аденома щитовидной железы [90] НД
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нии H3K27me2 и сниженной в отношении
H3K27me1/H3K27me0 нуклеосом. В случае гете-
розиготы по Y641 нормальный аллель предостав-
ляет субстрат для мутантной формы EZH2, что
приводит к повышенному уровню триметилиро-
ванных H3K27me3 нуклеосом [115, 116].

Однако несмотря на широкое распростране-
ние мутации Y641, ее наличие в лимфомах не кор-
релирует с негативным прогнозом в фолликуляр-
ных лимфомах [83] и ассоциировано с позитив-
ным прогнозом для DLBCL [88].

GOF-мутации EZH1

EZH1 и EZH2 присутствуют в аналогичных
комплексах PRC2 с перекрывающимися геном-
ными мишенями, но мутации при раке более ча-
сто затрагивают EZH2. Вероятно, это связано, в
том числе, с преимущественной ассоциацией
EZH2 с пролиферативными тканями по сравне-

нию с более равномерной экспрессией EZH1 в
разных типах клеток [24]. Тем не менее GOF-мута-
ции EZH1 (Q571R) были обнаружены в аденомах
щитовидной железы [90]. Показано, что такая
мутация приводит к увеличению количества
H3K27me3.

Механизмы онкогенного влияния PRC2

Экспериментально было продемонстрирова-
но, что гиперэкспрессия EZH2 способствует кле-
точной пролиферации как in vitro [37, 49], так и
in vivo [117–119]. Также показана необходимость
активности EZH2 для поддержания статуса стволо-
вых раковых клеток [118]. Гиперэкспрессия EZH2
может стимулировать инвазию клеток [49] и мета-
стазирование [120], а также влиять на репарацию по-
вреждений ДНК [118]. Кроме того, GOF-мутации
могут усиливать MYC- и BCL-2-опосредованный
лимфомагенез у мышей [117, 121]. Проведенные ис-

Таблица 2. Нарушения при онкологии, ассоциированные с инактивацией PRC2

Орган/ткань Тип рака Прогноз

LOF-мутации EZH2
Кровь T-острый лимфобластный лейкоз [91, 92] Нет данных (НД)

Острый миелоидный лейкоз [93] НД
Миелодиспластические/миелопролиферативные заболевания 
(МДС/МПЗ) [94–99]

Негативный прогноз [94–99]

LOF-мутации SUZ12
Кровь T-острый лимфобластный лейкоз [91, 92] НД

Острый миелоидный лейкоз [93] НД
Миелодиспластические/миелопролиферативные заболевания 
(МДС/МПЗ) [97, 100]

НД

ЦНС Глиобластома [101] НД
Нервная система Злокачественные опухоли оболочки периферических нервов 

[101–103]
НД

Кожа Меланома [101] НД
Матка Эндометриальная стромальная саркома:

JAZF1-SUZ12 слияние [104–106],
MEAF6-SUZ12 слияние [107]

НД

LOF-мутации EED
Кровь T-острый лимфобластный лейкоз [92] НД

Миелодиспластические/миелопролиферативные заболевания 
(МДС/МПЗ) [97, 100, 108]

Негативный прогноз [108]

ЦНС Глиобластома [101] НД
Нервная система Злокачественные опухоли оболочки периферических нервов 

[101, 102]
НД

Кожа Меланома [101] НД
Мутации H3K27M

Кровь Острый миелоидный лейкоз [109] НД
ЦНС Глиобластома [110–112] Негативный прогноз [111]
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следования показали, что онкогенная роль PRC2
заключается в подавлении транскрипции многих
онкосупрессоров. При этом конкретный набор
ингибируемых онкосупрессоров сильно зависит
от типа клеток. Например, PRC2 подавляет тран-
скрипцию онкосупрессора CDKN2A в лимфоид-
ных новообразованиях, клетках рака простаты и
эндометрия (суммировано в [34]).

Ряд исследований показал, что раковые кле-
точные линии зависят от активности PRC2. К
примеру, нокдаун или нокаут EZH2 или других
основных компонентов PRC2, а также подавле-
ние активности EZH2 с помощью низкомолеку-
лярных ингибиторов уменьшают пролиферацию
клеточных линий, полученных из различных ти-
пов рака [37, 39, 45, 71, 79, 122–124]. Инактивация
PRC2 подавляет рост опухолей на различных мо-
делях in vivo, что предполагает возможность ис-
пользования ингибиторов PRC2 в лечении рака
[45, 69, 79, 125–127].

Изменения, ассоциированные
с потерей функции PRC2

LOF-мутации EZH2

Хотя амплификации и повышающие уровень
метилирования H3K27 точечные мутации EZH2
широко распространены при разных видах рака, в
ряде опухолей наблюдаются, напротив, измене-
ния, инактивирующие EZH2 (LOF-мутации), что
предполагает онкосупрессорную функцию EZH2
в данных новообразованиях. Данный тип мутаций
представлен делециями и нонсенс-мутациями.

К примеру, LOF-мутации EZH2 были выявле-
ны при T-остром лимфобластном [91, 92] и
остром миелоидном [93] лейкозах, при миелодис-
пластических/миелопролиферативных заболева-
ниях крови (МДС/МПЗ) [94–99]. Показано, что
изменения такого типа ассоциированы с плохими
клиническими прогнозами при МДС/МПЗ [94–
99] (тaбл. 2).

LOF-мутации SUZ12, EED

В ряде опухолей LOF-мутации обнаружены
для SUZ12 и EED субъединиц PRC2. Как и в слу-
чае с EZH2, нарушения SUZ12 и EED ассоцииро-
ваны с онкологическими заболеваниями крови
[91–93, 97, 100, 108]. Для LOF-мутаций EED при
МДС/МПЗ заболеваниях крови установлена кор-
реляция с негативным прогнозом [108]. Кроме то-
го, LOF-мутации SUZ12 и EED обнаружены при
глиобластоме, меланоме [101] и злокачественных
опухолях оболочки периферических нервов [101–
103]. При эндометриальной стромальной саркоме
нарушения SUZ12 характеризуются слиянием гена
SUZ12 в одну рамку считывания с генами JAZF1

[104–106] или MEAF6 [107] в результате хромо-
сомных транслокаций.

Таким образом, наряду с EZH2 нарушения
функций SUZ12 и EED могут играть важную роль
в различных типах рака. Тем не менее системати-
ческий анализ изменений EED и SUZ12 при он-
кологических заболеваниях и установление их
сходного влияния с EZH2 на прогноз течения за-
болеваний при различных видах рака требуют до-
полнительных исследований.

Мутации субстрата H3K27M
Кроме нарушений в экспрессии и мутаций

компонентов комплекса PRC2 при раке были об-
наружены мутации в генах H3F3A и HIST1H3B
(кодируют варианты гистонов H3.3 и H3.1 соответ-
ственно), приводящие к замене лизина на метио-
нин (H3K27M) в позиции H3K27. Такие мутации
были обнаружены в 80% детских глиом [110–112] и в
6% вторичных острых миелоидных лейкемий [109].

Показано, что H3K27M взаимодействует с
EZH2 и ингибирует метилтрансферазную актив-
ность всего PRC2-комплекса, что приводит к сни-
жению общего уровня H3K27me3 in vivo и in vitro
[128–131]. Также было продемонстрировано, что
комплекс PRC2 способен метилировать EZH2 по
остаткам EZH2-K510 и EZH2-K514, что стимулиру-
ет активность PRC2 в отношении гистонов. При
этом в клеточных линиях с мутациями H3K27M
такое автометилирование нарушено [132].

Сходно с H3K27M действует недавно описан-
ный фактор, ингибирующий активность PRC2 –
белок EZHIP (EZH2 Inhibitory Protein). Было по-
казано, что данный фактор гиперэкспрессирован
в клетках эпендимом [133–136]. Предполагается,
что участок EZHIP имитирует структуру H3K27M
и ингибирует активность PRC2 сходным образом.

Механизмы онкосупрессорного влияния PRC2

В отличие от онкогенной роли повышенной
активности PRC2 при раке, об эффектах инакти-
вации PRC2 известно меньше. Однако PRC2-ре-
гулируемые гены-мишени, такие как известные
онкогены HOXA9 и MYC, гиперэкспрессированы
в некоторых типах опухолей [91, 97, 101, 137].

Было показано, что гипоморфные мутации по
EED у мышей существенно ускоряют образование
лимфоидных опухолей после обработки канцероге-
нами [128]. На примере трансгенных мышей было
показано, что делеции генов EZH2 или EED взаи-
модействуют с мутацией онкогена NRAS(Q61K), а
также усиливают активацию STAT3-сигнального
пути, что приводит к образованию острых миело-
идных лейкозов [138]. Сходным образом, комби-
нация делеций генов EZH2/RUNX1 и EZH2/p53
на мышиных моделях приводит к образованию
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лимфомиелоидных лейкемий, устойчивых к ле-
чению [139, 140]. Для другого компонента PRC2 –
SUZ12 – недавно было продемонстрировано, что
CRISPR/Cas9-опосредованная инактивация данно-
го гена взаимодействует с мутацией фактора JAK3,
что приводит к развитию Т-острого лимфобласт-
ного лейкоза [141]. Также имеются данные о потере
активности PRC2-комплекса и снижении уровня
H3K27me3 при нарушениях других генов, как это
наблюдается при инактивации гена ASXL1 [142]
или при гиперэкспрессии фактора HMGN1 [143]
при лейкозах.

Кроме того, потеря EZH2 заметно способствует
индуцированному мутацией RUNX1 миелодис-
пластическому синдрому [144]. Потеря активно-
сти SUZ12 сопряжена с мутацией гена NF1 в опу-
холях периферических нервов, глиоме и меланоме
[101]. Ген NF1 кодирует ГТФазу, активирующую
ген ras, и мутации по данному фактору запускают
Ras-зависимую активацию канцерогенеза [145].
Таким образом, в зависимости от контекста опу-
холи, а также мутаций других генов ингибирова-
ние функции PRC2 может приводить к возникно-
вению злокачественных трансформаций [146,
147]. При этом образование опухолей сопряжено
с потерей функции EZH2, SUZ12 или EED.

НИЗКОМОЛЕКУЛЯРНЫЕ
ИНГИБИТОРЫ PRC2

В связи с обнаружением большого числа мута-
ций при онкологических заболеваниях, связан-
ных с усилением активности комплекса PRC2,
были разработаны различные низкомолекуляр-
ные ингибиторы, подавляющие активность дан-
ного комплекса.

Первым экспериментально исследованным ин-
гибитором EZH2 стал DZNep – вещество, изначаль-
но разработанное для ингибирования активности
вируса иммунодефицита человека (ВИЧ). Было
установлено, что DZNep эффективно снижает уро-
вень H3K27me3 в раковых клеточных линиях [148].
Однако последующие исследования показали, что
DZNep блокирует общий уровень метилирования
гистонов в разных аминокислотных позициях
[149]. Поэтому дальнейшие усилия были направ-
лены на поиск веществ, специфично подавляю-
щих активность PRC2 (табл. 3).

В 2012 г. несколько независимых групп иссле-
дователей сообщили о создании специфичных
ингибиторов, которые конкурируют с кофакто-
ром S-аденозилметионином (SAM) за селектив-
ное связывание с SET-доменом EZH2. Разрабо-
танные ингибиторы EPZ005687 [150], GSK126
[151] и EI1 [152] в экспериментах in vitro подавля-
ли активность EZH2 в 50–150 раз эффективнее,
чем активность EZH1, и были в 500–>10000 раз
более специфичны к EZH2, чем к другим проте-

стированным метилтрансферазам. При этом все
разработанные вещества были способны ингиби-
ровать метилтрансферазную активность EZH2
как дикого типа, так и GOF-мутантов по позиции
Y641 SET-домена. Для созданных ингибиторов
было показано подавление роста ряда клеточных
линий, происходящих из лимфоидных новообра-
зований. Для ингибитора EI1 было показано, что
обработка клеток данным веществом сравнима
по эффекту с полной делецией гена EZH2 при
оценке уровня обогащения H3K27me3 [152]. На
примере ингибитора GSK126 было подтверждено
его влияние на подавление роста опухолей in vivo с
применением метода ксенотрансплантации, при
котором в организм мышей вводились клетки
опухоли человека линии KARPAS422, несущие
мутацию Y641 в SET-домене EZH2 [151].

Ингибитор EZH2 – EPZ-6438 (зарегистриро-
ванный в дальнейшем как таземетостат) также
направлен на метилтрансферазный SET-домен
EZH2. Активность EPZ-6438 была протестирова-
на на примере солидных опухолей [124]. В каче-
стве модели были использованы клетки рабдоид-
ных опухолей (malignant rhabdoid tumors (MRTs))
с нарушением функции гена SMARCB1 – одного из
компонентов хроматин-ремоделирующего ком-
плекса SWI/SNF из группы Trithorax. Делеция гена
SMARCB1 часто встречается в опухолях данного
класса [160] и обусловливает высокую чувстви-
тельность клеток опухоли к подавлению активно-
сти EZH2 [161]. На данном примере было показано
ингибирование роста клеток опухолей как in vitro
(4 линии с мутацией SMARCB1), так и in vivo (с ис-
пользованием ксенотрансформантов). Ингиби-
рование активности EZH2 EPZ-6438 приводило к
уменьшению общего количества H3K27me3 и реак-
тивации транскрипции ряда репрессированных ге-
нов у ксенотрансформантных мышей. В дальней-
шем аналогичный эффект ингибитора EPZ-6438
был продемонстрирован и для клеточных рако-
вых линий, происходящих из лимфом [153].

Таким образом, разработка высокоспецифич-
ных ингибиторов, подавляющих активность EZH2,
привела к созданию ряда веществ, действие кото-
рых нацелено только на EZH2 и имеет минималь-
ные эффекты блокирования других метилтранс-
фераз. Однако применение таких веществ имеет и
слабую сторону: они показывают малое сродство
к EZH1 – близкому паралогу EZH2. Было показа-
но, что в ряде случаев при нарушении активности
EZH2 EZH1 может замещать данный фактор в
PRC2-комплексе. Данный факт привел к разра-
ботке ряда низкомолекулярных веществ, актив-
ность которых направлена либо на подавление
активности обоих факторов – EZH2 и EZH1, ли-
бо на дестабилизацию всего PRC2-комплекса.

Первым разработанным ингибитором, актив-
ным в отношениях как EZH2, так и EZH1, стал
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Таблица 3. Низкомолекулярные ингибиторы PRC2

Ингибитор Механизм
действия Специфичность

Модели, на которых
показано подавление
роста раковых клеток

Ссылки

EPZ005687 Ингибирование
метилтрансферазного
SET-домена

SET-домен EZH2 In vitro: линии лимфом  [150]

GSK126 То же То же In vitro: панель из 46 линий
лимфом. In vivo: ксенотрансфор-
манты (клетки линии лимфомы 
KARPAS422)

 [151]

EI1 » » In vitro: линии лимфом  [152]

EPZ-6438/
таземетостат

» » In vitro: панель из 10 линий 
лимфом, линии рабдоидных 
опухолей с мутацией гена 
SMARCB1. In vivo: ксенотранс-
форманты (клетки линии 
лимфомы WSU-DLCL2, линии 
рабдоидных опухолей G401)

 [124, 153]

UNC1999 » SET-домен EZH2, 
частично SET-домен 
EZH1

In vitro: линия лимфомы DB  [154]

OR-S1
и OR-S2

» SET-домены EZH2
и EZH1

In vitro: панель из 192 раковых 
линий (рак крови и солидные 
опухоли). In vivo: ксенотранс-
форманты (клетки рабдоидных 
опухолей, рака желудка и 
острого миелоидного лейкоза)

 [155, 156]

SAH-EZH2 Блокатор взаимодействия 
EED–EZH2

Участок EED, 
связывающий EZH2

In vitro: линии лимфом, линии 
лейкемии с транслокацией 
MLL-AF9

 [123]

A-395 Блокатор взаимодействия 
EED–H3K27me3

Участок EED, 
связывающий 
H3K27me3

In vitro: линии лимфом
и множественных миелом. 
In vivo: ксенотрансформанты 
(клетки линии лимфомы 
Pfeiffer)

 [157]

EED226 То же То же In vitro: линии лимфом 
и множественных миелом.
In vivo: ксенотрансформанты 
(клетки линии лимфомы 
Karpas422)

 [158]

MS1943 Деградация EZH2
методом “гидрофобного 
тагирования”

EZH2 In vitro: линии лимфомы и рака 
молочной железы. In vivo:
ксенотрансформанты (клетки 
линии тройного негативного 
рака молочной железы 
MDA-MB-468)

 [159]
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UNC1999. На клеточных линиях из лимфоидных
новообразований была показана его способность
снижать уровень H3K27me3 и подавлять рост ра-
ковых клеток [154]. В дальнейшем были созданы
альтернативные ингибиторы, подавляющие ак-
тивность EZH2 и EZH1 – OR-S1 и OR-S2 [155,
156]. Анализ ингибирования роста раковых кле-
ток при обработке ингибитором OR-S2 был про-
веден на большом наборе клеточных линий [156].
В результате был установлен цитотоксический
эффект на 33 из 68 линий, происходящих из рака
крови (лейкемия, лимфома и миелома). Подоб-
ный анализ был проведен и для клеточных линий,
происходящих из солидных опухолей. Здесь эф-
фект ингибирования роста при блокировании ак-
тивностей EZH1/EZH2 был продемонстрирован
для 26 из 124 линий. В частности, цитотоксиче-
ский эффект был показан для клеток, происходя-
щих из рака молочной железы, легких, яичников
и простаты. Цитотоксические эффекты OR-S1 и
OR-S2 для раковых клеток также были подтвер-
ждены на ксенотрасформантных моделях для ра-
ка желудка, рабдоидных опухолей и острого мие-
лоидного лейкоза [155, 156].

Определение пространственной структуры
комплекса PRC2 [21, 162, 163] открыло возмож-
ность создания низкомолекулярных ингибиторов,
используя несколько новаторских подходов. Во-
первых, был сконструирован пептид (SAH-EZH2),
имитирующий пространственную структуру участка
белка EED, который отвечает за связывание с EZH2
[123]. Обработка клеток таким низкомолекуляр-
ным соединением приводит к нарушению фор-
мирования комплекса PRC2, уменьшению коли-
чества H3K27me3 и ингибированию роста клеток
рака крови и ретинобластомы [123, 164].

Другой мишенью для создания ингибиторов
стал участок молекулы EED, который взаимодей-
ствует с метилированным лизином в позиции
H3K27 и важен для связывания PRC2 с хромати-
ном. Были разработаны и исследованы два таких
вещества – A-395 и EED226 [157, 158]. Оба инги-
битора показали схожие эффекты с веществами,
нацеленными на метилтрансферазный домен
EZH2 (с ингибиторами EI1, EPZ-6438 и GSK126)
в отношении лимфоидных раковых линий. Важ-
но, что на примере ингибитора A-395 было пока-
зано, что он обладает высокой цитотоксичностью
на клеточную линию KARPAS422, прошедшую
селекцию на устойчивость к блокатору метил-
трансферазной активности EZH2 – GSK126. Та-
ким образом, сочетание ингибиторов, нацеленных
на разные участки комплекса PRC2, может помочь
избежать формирования лекарственной устойчиво-
сти опухолей к препаратам данного класса [157].

Также для разработки ингибитора активности
PRC2 был применен метод “гидрофобного тагиро-
вания” (hydrophobic tagging, HyT). Данный метод

основан на создании бифункциональной химерной
молекулы, одна часть которой специфично связы-
вается с интересующим белком-мишенью, а другая
часть (гидрофобный таг) – с белковыми шаперона-
ми, которые привлекают компоненты протеасо-
мы, что приводит к деградации интересующего бел-
ка [165]. С помощью данного метода был разрабо-
тан ингибитор MS1943, специфичный к EZH2
[159]. Обработка клеток MS1943 приводит к паде-
нию уровня EZH2 и модификации H3K27me3. По-
казано, что в отличие от ингибиторов метилтранс-
феразного SET-домена EZH2 MS1943 обладает
цитотоксическим действием в отношении клеток
линии тройного негативного рака молочной же-
лезы MDA-MB-468. Таким образом, блокирова-
ние метилтрансферазной активности и деграда-
ция EZH2 могут иметь разные биологические и
терапевтические эффекты, что может быть ис-
пользовано в медицинской практике при комби-
нировании различных препаратов.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ И ПЕРСПЕКТИВЫ

Исследование механизмов репрессии генов и
нарушения, связанные с этими процессами, от-
крывают новые перспективы в прогнозировании и
терапии многочисленных патологических состо-
яний. На сегодняшний день понятно, что репрес-
соры группы Polycomb играют ключевую роль в
поддержании и контроле клеточного гомеостаза.
Достигнутый прогресс в изучении Polycomb-факто-
ров привел к разработке нескольких низкомолеку-
лярных веществ, имеющих большой потенциал в те-
рапевтическом применении. Однако существует
еще много вопросов, на которые необходимо отве-
тить для лучшего понимания и дальнейшего ис-
пользования свойств данных транскрипционных
регуляторов. Каким образом PRC2 рекрутируется
на хроматин в строго определенные места генома,
которые при этом отличаются в разных типах
клеток? Являются ли гистоновые белки главными
таргетами метилтрансфераз EZH2/EZH1 или на-
бор мишеней данных факторов гораздо шире?
Почему клетки одного типа рака устойчивы к ин-
гибиторам PRC2, а другие – крайне чувствитель-
ны? Ответы на эти вопросы позволят лучше разо-
браться в деталях функционирования Polycomb-
репрессоров и использовать полученные данные
в диагностике и терапии разнообразных заболе-
ваний.

Работа выполнена при поддержке Российско-
го научного фонда (проект № 18-74-10091).

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

Настоящая статья не содержит каких-либо ис-
следований с участием в качестве объекта людей.
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PRC2 (Polycomb repressive complex 2) is a conserved protein complex required for maintaining gene repres-
sion in multicellular organisms. The catalytic subunit of PRC2, the EZH2 protein, provides methylation of
the histone H3K27me1/2/3. It has been shown that a number of human tumors are associated with overex-
pression of PRC2 subunits, as well as with mutations that enhance the catalytic activity of EZH2. At the same
time, the group of tumors correlates with mutations that inhibit PRC2. A number of small molecule inhibitors
have been developed for PRC2 subunits, primarily for EZH2 protein. One of them, tazemetostat, was ap-
proved in January 2020 for the treatment of malignant epithelioid sarcoma in the United States. This review
focuses on the role of PRC2 in cancer development and summarizes information about the PRC2 inhibitors.
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Эндокринные клетки могут успешно функционировать при гетеротопической трансплантации в
организм млекопитающего, что делает их перспективным инструментом регенеративной медици-
ны. Однако на сегодняшний день клеточная терапия эндокринных заболеваний ограничена невоз-
можностью эффективно и стабильно получать эндокринные клетки в лабораторных условиях. В
данном обзоре рассматриваются современные представления о молекулярно-генетических меха-
низмах эмбрионального развития эндокринных тканей мыши и человека, а также ключевые гене-
тические факторы, регулирующие дифференцировку плюрипотентных стволовых клеток (ПСК) в
эндокринном направлении in vitro, на примере паратиреоидных клеток. Приведенные данные поз-
воляют предложить альтернативный подход к дифференцировке ПСК в паратиреоидном направле-
нии, основанный на генетическом программировании клеток путем индукции эндогенной экс-
прессии ключевых факторов дифференцировки.

Ключевые слова: гены, генетика развития, эндокринные ткани, дефинитивная энтодерма, парати-
реоидные клетки, дифференцировка in vitro.
DOI: 10.31857/S0016675821030085

Ежегодно доля пациентов с эндокринными
патологиями, вызванными нарушением секре-
ции и метаболизма различных гормонов, увели-
чивается во всем мире. Одним из перспективных
подходов к лечению гормональных заболеваний
является применение регенеративной медицины.
Это обусловлено рядом особенностей секретор-
ных клеток эндокринной системы, позволяющих
использовать их как контролируемые биореакто-
ры гормонов in vivo. В первую очередь в связи с
тем, что в организме существует как гландуляр-
ная, так и диффузная эндокринная система, экс-
креция гормонов в зрелых эндокринных клетках
в основном не зависит от их местоположения в
организме. Кроме того, для функционирования
трансплантата из эндокринных клеток не требу-
ется его иннервация. По этим причинам эндо-
кринные клетки могут быть трансплантированы
гетеротопически в легко доступные в организме
человека места, например подкожно или в мыш-
цу, независимо от расположения самой железы.
Такой подход успешно используется уже не-
сколько десятилетий для изучения эндокринных

заболеваний у мышей, когда гормон-продуциру-
ющие клетки трансплантируют животным под
капсулу почки. В случае других типов клеток
(кардиомиоцитов, гепатоцитов, нейронов и др.)
гетеротопическая трансплантация затруднена
или невозможна.

В настоящее время большой интерес представ-
ляет разработка способов in vitro дифференцировки
плюрипотентных стволовых клеток (ПСК) челове-
ка, таких как эмбриональные стволовые клетки
(ЭСК) и индуцированные плюрипотентные стволо-
вые клетки (ИПСК), в гормон-продуцирующие
клетки эндокринного ряда для заместительной кле-
точной терапии различных эндокринных патоло-
гий и длительной коррекции гормонального дисба-
ланса у пациентов с эндокринными нарушениями.
Применение аутологичных эндокринных клеток,
полученных из ПСК пациентов in vitro, является
перспективным подходом, поскольку трансплан-
тация таких клеток, во-первых, освобождает па-
циентов от постоянных инъекций дорогостоящих
лекарственных препаратов, особенно с учетом
длительности течения эндокринных заболеваний
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и значительного снижения общего качества жизни,
и, во-вторых, безопасна ввиду отсутствия реакции
хозяина против трансплантата и отторжения ткани.
Однако до сих пор не существует эффективных и
хорошо воспроизводимых протоколов диффе-
ренцировки ПСК человека в эндокринном на-
правлении, в частности в зрелые островковые
клетки поджелудочной железы и клетки паращи-
товидных желез. Во многом это обусловлено
ограничениями эмпирического подбора условий
дифференцировки с помощью ростовых факто-
ров и/или химических молекул, активирующих
и/или ингибирующих требуемые сигнальные пути в
соответствии с данными о формировании эндо-
кринных желез in vivo. Действие подобранных фак-
торов in vitro в большинстве случаев плейотропно, а
использование реагентов от различных производи-
телей или животного происхождения приводит к
слабой воспроизводимости результатов. Поскольку
основной задачей дифференцировки клеток in vitro
является повторение и реализация генетической
программы эмбрионального развития, возможен
и альтернативный подход к дифференцировке
путем прямого генетического программирования
ПСК на основе имеющихся знаний по эмбриоло-
гии эндокринных желез. Генетическое програм-
мирование ПСК позволяет специфически акти-
вировать работу конкретных генов, а не целых
регуляторных сетей. Целевые гены могут быть
индуцированы с помощью таких методов, как
оверэкспрессия или CRISPR/Cas9 Synergistic Activa-
tion Mediator (SAM). Технология CRISPR/Cas9
SAM позволяет целенаправленно активировать
промотор интересующего гена, инициируя таким
образом его транскрипцию [1]. В 2018 г. с помощью
повышенной экспрессии транскрипционных фак-
торов поджелудочной железы удалось трансдиффе-
ренцировать α-клетки в β-клетки in vivo [2]. Разра-
ботка подхода, который позволит программировать
дифференцировку ПСК в требуемом направлении,
предполагает использование знаний о транскрип-
ционных факторах, регулирующих эмбриональное
развитие каждой из тканей. В связи с этим пони-
мание генетических аспектов организации и ре-
гуляции раннего развития эндокринных тканей
необходимо для разработки протоколов генети-
чески программируемой дифференцировки ПСК
в эндокринном направлении.

МОРФОГЕНЕЗ ЭНДОКРИННЫХ ЖЕЛЕЗ 
ЭНТОДЕРМАЛЬНОГО ПРОИСХОЖДЕНИЯ

Эндокринные железы закладываются в первые
месяцы эмбрионального развития из клеток де-
финитивной (зародышевой) энтодермы (ДЭ). Де-
финитивная энтодерма формируется из клеток эпи-
бласта на 3-й нед. развития и дает начало кишечной
трубке зародыша, от которой отпочковываются все
органы энтодермального происхождения [3]. В на-

чале 3-й нед. развития в заднем отделе зародыша на
поверхности эпибласта появляется так называе-
мая первичная полоска, или борозда, вдоль кото-
рой начинают мигрировать клетки эпибласта.
Двигаясь вперед, клетки претерпевают эпители-
ально-мезенхимальный переход, теряют плюри-
потентность, приобретают вытянутую форму и
проскальзывают под первичную полоску. Такие
клеточные движения называют ингрессией, а ми-
грацию клеток в подлежащие слои – инвагинацией.
Часть инвагинирующих клеток замещает клетки
подлежащего слоя (гипобласта) и дает начало ДЭ
зародыша. Клетки, мигрирующие в область меж-
ду эпибластом и сформированной ДЭ, образуют
мезодерму. Клетки, остающиеся в эпибласте,
формируют эктодерму. К концу 3-й нед. развития
в трехслойном зародышевом диске одновременно
начинаются процессы формирования нервной
трубки из эктодермы и кишечной трубки из ДЭ
путем сворачивания клеточных пластов по перед-
не-задней оси зародыша. К концу 4-й нед. ки-
шечная трубка представляет собой замкнутую
первичную кишку, разделенную градиентами
морфогенов на четыре части вдоль антерио-по-
стериорной (передне-задней) оси: 1) переднюю
(антериорную) часть передней кишки, 2) заднюю
(постериорную) часть передней кишки, 3) сред-
нюю кишку и 4) заднюю кишку. Энтодерма пер-
вичной кишки образует эпителиальную выстилку
кишечного тракта и дает начало секреторным
клеткам различных желез. Клетки среднего и задне-
го отделов первичной кишки формируют клетки-
предшественники всех отделов кишечного тракта.
Клетки заднего отдела передней кишки дают начало
поджелудочной железе и печени. Клетки переднего
отдела передней кишки формируют глоточный ап-
парат, состоящий из четырех пар глоточных меш-
ков, разделенных четырьмя парами глоточных дуг.
В результате сегментации и дальнейшего разви-
тия глоточного аппарата формируются структуры
головы и шеи, в частности щитовидная, паращи-
товидные железы и тимус [4]. В область глоточных
дуг активно мигрируют эктодермальные клетки
нервного гребня, которые участвуют в формиро-
вании мезенхимы и сегментации энтодермы гло-
точных мешков, а также в развитии тимуса, пара-
щитовидных желез и дифференцировке парафол-
ликулярных клеток (С-клеток) щитовидной
железы [5].

Раньше всех среди эндокринных желез челове-
ка начинает формироваться щитовидная железа.
Она закладывается примерно на 24-й день эмбри-
онального развития в виде выпячивания из энтодер-
мальных и мезодермальных клеток на дне глотки [6].
Клетки начинают мигрировать в заднем направле-
нии, и к концу 7-й нед. зачаток щитовидной железы
достигает своего окончательного положения в глот-
ке. Клетки нижней части четвертой пары глоточных
мешков дают начало предшественникам С-клеток
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щитовидной железы, секретирующих кальцито-
нин. К концу 3-го мес. в щитовидной железе обна-
руживаются первые фолликулы, содержащие кол-
лоид – источник тироксина и трийодтиронина,
синтезируемый фолликулярными клетками [7].
Паращитовидные железы формируются в период с
5-й по 15-ю нед. эмбрионального развития из эпи-
телия третьей и четвертой пары глоточных мешков.
Нижняя пара паращитовидных желез формируется
из общего зачатка с тимусом, верхняя пара – из
общего зачатка с щитовидной железой. На 7-й
нед. развития оба зачатка теряют связь со стенкой
глотки и мигрируют вниз в заднем направлении,
при этом зачатки паращитовидных желез занима-
ют свое окончательное положение на дорсальной
поверхности щитовидной железы [8]. Поджелу-
дочная железа закладывается в конце 1-го мес.
развития примерно на 26-й день в виде двух от-
ростков зачатка двенадцатиперстной кишки,
сформированных клетками заднего отдела перед-
ней кишки [9]. Эндокринная часть поджелудоч-
ной железы формируется на 3-м мес. развития из
паренхиматозной панкреатической ткани, рассе-
янной по железе. Секреция инсулина начинается
примерно на 5-м мес. развития [10].

МОЛЕКУЛЯРНО-ГЕНЕТИЧЕСКИЕ 
МЕХАНИЗМЫ ФОРМИРОВАНИЯ 

ДЕФИНИТИВНОЙ ЭНТОДЕРМЫ in vivo

Формирование и дифференцировка клеток ДЭ
обеспечиваются взаимодействием компонентов
регуляторной сети, контролирующей простран-
ственно-временную регуляцию экспрессии клю-
чевых энтодермальных генов в развивающемся
зародыше. С началом гаструляции в клетках эпи-
бласта детектируется экспрессия эволюционно
консервативных транскрипционных факторов
BRACHYURY, SOX17 и FOXA2. Среди них
BRACHYURY играет важную роль в специфика-
ции клеток мезодермы, SOX17 и FOXA2 – в спе-
цификации клеток ДЭ [11, 12]. Эволюционно
формирование энтодермы и мезодермы взаимосвя-
зано, тем не менее вопрос о существовании бипо-
тентных “мезендодермальных” предшественников
в эмбриональном развитии млекопитающих до сих
пор остается спорным [13, 14]. Экспрессия факторов
BRACHYURY, SOX17 и FOXA2 регулируется кон-
центрацией цитокина NODAL, который является
ключевым участником TGFβ/Activin/Nodal-опо-
средованного сигнального пути, определяющего
судьбу энтодермальных и мезодермальных предше-
ственников [15, 16]. Фактор NODAL секретируется
клетками наружной внезародышевой энтодермы и
обеспечивает индукцию “мезендодермальных”
генов через фосфорилирование цитоплазматиче-
ских белков семейства SMAD (SMAD2, SMAD3,
SMAD4), которые активируют работу различных
транскрипционных факторов, в частности фак-

тор FOXH1 [17, 18]. Судьба “мезендодермальных”
предшественников определяется градиентом
концентрации NODAL, формируемым взаимным
антагонизмом регуляторных сетей NODAL и
FGF/BMP [19, 20]. Высокий уровень NODAL вы-
зывает индукцию фактора SOX17 и дифференци-
ровку клеток в энтодермальном направлении, а ин-
гибирование NODAL факторами семейств FGF и
BMP приводит к индукции мезодермальной диф-
ференцировки [21]. Спецификацию и дифферен-
цировку энтодермальных предшественников
поддерживает также ауторегуляторная петля экс-
прессии фактора NODAL [22, 23]. В настоящее
время считается, что преобладающая роль в ин-
дукции клеток ДЭ принадлежит фактору SOX17.
На моделях нокаутных мышей было показано,
что при нарушении гена Sox17 у эмбрионов не
формируется ДЭ, поскольку клетки эпибласта те-
ряют способность к миграции во время гаструля-
ции. Возникающие дефекты приводят к останов-
ке развития и внутриутробной гибели на стадии
Е10.5 [24]. Нарушения Foxa2 не приводят к эм-
бриональной летали, однако наблюдаются де-
фекты передней части первичной кишки, общая
задержка роста и неспособность формировать
срединные структуры [25, 26].

Вслед за гаструляцией из плоского клеточного
пласта ДЭ формируется объемная, слепо замкну-
тая кишечная трубка, в которой происходит уста-
новление передне-задней и спинно-брюшной
полярностей. На данном этапе клетки ДЭ еще не
коммитированы и обладают высокой степенью
пластичности [27]. Ключевую роль в специализации
энтодермы играют реципрокные эпителиально-
мезенхимальные взаимодействия между клеткам
ДЭ и мезодермы по всей длине кишечной трубки.
Спецификация ДЭ вдоль передне-задней оси за-
родыша обеспечивается градиентом концентрации
морфогенов семейств WNT, BMP, FGF, а также их
антагонистов: SFRP-1, -2, -3, -5, CRESCENT,
DKK1 (антагонисты WNT) и CHORDIN, NOGGIN
(антагонисты BMP). В области высоких концен-
траций WNT, BMP и FGF формируется задний
отдел кишки зародыша, в области низких кон-
центраций – передний [28, 29]. Основным марке-
ром передней кишки является экспрессия тран-
скрипционного фактора SOX2, задней кишки –
экспрессия транскрипционного фактора CDX2
[30]. В регионализации экспрессии различных
транскрипционных факторов по длине первич-
ной кишки важную роль играет ретиноевая кис-
лота (РК) – производное витамина А, синтезиру-
емое клетками мезодермы [31]. Градиент концен-
траций РК распределяется вдоль передне-задней
оси всего зародыша, от будущей глотки, в кото-
рой практически или полностью отсутствует РК,
до области средней и задней кишки, в которой де-
тектируется высокая концентрация РК [32]. У
мышей с нарушением синтеза РК не происходит
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компартментализации передней кишки [33]. На
более поздних стадиях развития при закладке за-
чатков органов в области глоточного аппарата
концентрация РК контролирует положение гра-
ниц формирующихся органов. Так, повышение
концентрации РК в передней части глоточных дуг
индуцирует закладку более отдаленных структур
[34]. Значительную роль в реципрокных эпители-
ально-мезенхимальных взаимодействиях играет
высококонсервативный морфоген SHH, секрети-
руемый клетками энтодермы по всей длине ки-
шечной трубки [35]. SHH активирует в мезенхи-
мальных клетках экспрессию фактора BMP-4 и
гомеобокс-содержащих транскрипционных фак-
торов, кодируемых консервативными Hox-генами,
которые контролируют регионализацию первич-
ной кишки. В частности, Hoxa3 и Hoxb4 специфи-
чески экспрессируются в передней кишке, Hoxc5
и Hoxa13 – в области средней и задней кишки
[36].

Установление дорсо-вентральной (спинно-
брюшной) полярности передней кишки пред-
шествует формированию глоточного аппарата
и сегрегации легочных почек, пищевода и тра-
хеи из клеток вентральной ДЭ первичной кишки.
Дорсо-вентральная полярность передней кишки
устанавливается в ответ на действие сигналов
WNT, BMP и FGF от клеток подлежащей мезо-
дермы. Факторы WNT2, WNT2B активируют экс-
прессию транскрипционных факторов NKX2.1,
NKX2.5 и PAX1 в вентральной части передней
кишки [37]. Экспрессия Nkx2.1 в вентральной об-
ласти поддерживается в результате BMP4-опо-
средованного ингибирования экспрессии тран-
скрипционного фактора Sox2, маркирующего дор-
сальные структуры передней кишки. Также клетки
мезодермы экспрессируют фактор NOGGIN, яв-
ляющийся антагонистом BMP4, в результате чего
в подлежащих энтодермальных клетках не блоки-
руется экспрессия Sox2 и происходит дальнейшее
разделение структур на спинные и брюшные отде-
лы. Кроме того, секреция WNT клетками дорсаль-
ной мезодермы ингибирует экспрессию транскрип-
ционного фактора Nkx2.1 в спинной части передней
кишки. Дифференциальная экспрессия и взаим-
ное ингибирование NKX2.1 и SOX2 также участву-
ют в формировании спинно-брюшной полярно-
сти кишки [38–40].

МОЛЕКУЛЯРНО-ГЕНЕТИЧЕСКИЕ 
МЕХАНИЗМЫ ФОРМИРОВАНИЯ 

ПАРАЩИТОВИДНЫХ ЖЕЛЕЗ in vivo

Паращитовидные железы формируются из эн-
тодермы глоточных мешков зародыша. Наиболее
важным фактором в формировании всего глоточно-
го аппарата является консервативный транскрип-
ционный фактор TBX1. Нарушения гена Tbx1 могут
приводить к развитию синдрома делеции 22-й

хромосомы (синдром Ди Джорджи) [41]. Нокаут-
ные по Tbx1 мыши не имеют тимуса и паращито-
видных желез и погибают после рождения в ре-
зультате дефектов развития сердца, скелета и му-
скулатуры лица [42, 43]. Показано, что
экспрессия Tbx1 в глоточном аппарате регулиру-
ется фактором SHH, однако механизм такой ре-
гуляции остается неизвестным [44]. Экспрессия
Tbx1 в энтодерме активирует экспрессию факторов
WNT11R и FGF8A в подлежащих клетках мезодер-
мы, которые, в свою очередь, способствуют морфо-
генезу энтодермы глоточных мешков [45]. Заклад-
ка зачатков паращитовидных желез контролиру-
ется факторами семейства FGF (FGF8, FRS2α),
BMP (BMP4), SHH, а также Hox-генами [46, 47].
Клетки переднего дорсального эпителия 3-го гло-
точного мешка, экспрессирующие факторы FGF8
и PAX1, дают начало общему зачатку тимуса и ниж-
ней пары паращитовидных желез, который подраз-
деляется на паратиреоидный и тимусный домены.
Такое разделение обеспечивается реципрокным
взаимодействием сигнальных путей SHH, BMP2/4 и
FGF8/10, индуцирующих формирование паращи-
товидных желез и тимуса [48]. Основным марке-
ром тимусного домена является транскрипцион-
ный фактор FOXN1. В паратиреоидном домене
экспрессируется транскрипционный фактор
GCM2, который является исключительным мар-
кером как предшественников, так и зрелых пара-
тиреоидных клеток и необходим для их диффе-
ренцировки и выживания [49, 50]. Потеря GCM2
приводит к апоптозу паратиреоидных предше-
ственников [51]. Мутации Gcm2 являются одной
из причин развития семейных форм изолирован-
ного гипопаратиреоза и гиперпаратиреоза [52,
53]. В некоторых работах продемонстрировано
изменение уровня экспрессии Gcm2 в аденомах
паращитовидных желез [54].

Раннюю дифференцировку паратиреоидных
клеток направляет SHH. У Shh–/Shh– мышей не
формируется зачаток паращитовидных желез и
полностью отсутствует экспрессия Gcm2 [55].
Кандидатным фактором, опосредующим влияние
SHH на органогенез третьего и четвертого глоточ-
ных мешков, является TBX1 [56, 57]. Предполагает-
ся, что регуляторный путь Shh-Tbx1-Gcm2 отвечает
за первичную детерминацию паратиреоидной
судьбы клеток. Кроме того, TBX1 взаимодейству-
ет с транскрипционным фактором FOXI3, участ-
вующим в развитии глоточного аппарата и форми-
ровании тимуса и паращитовидных желез из энто-
дермы третьей пары глоточных мешков. Foxi3
экспрессируется в энтодерме глоточных мешков
и эктодерме глоточного аппарата мыши пример-
но в то же время, что и Tbx1 [58]. Инактивация
Foxi3 в TBX1-домене глоточных мешков приво-
дит к аплазии тимуса и паращитовидных желез
[59]. Foxi3–/Foxi3– мыши нежизнеспособны и по-
гибают внутриутробно или вскоре после рождения в
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результате нарушения формирования и сегмента-
ции глоточного аппарата и, как следствие, разви-
тия тяжелых дефектов строения черепа и лица [60].
Формирование общего зачатка тимуса и нижней па-
ры паращитовидных желез контролируется регуля-
торной сетью консервативных транскрипционных
факторов HOXA3, PBX1, EYA1, SIX1/SIX4,
PAX1/PAX9, нарушение которых приводит к ги-
поплазии или аплазии тимуса и паращитовидных
желез. У Hoxa3–/Hoxa3– мышей полностью отсут-
ствует зачаток паращитовидных желез и тимуса
[61]. У Pbx1–/Pbx1– мышей наблюдается гипопла-
зия паращитовидных желез и тимуса и снижение
экспрессии Tbx1 и Gcm2 [62]. У Eya1–/Eya1– мы-
шей нет тимуса и паращитовидных желез. У гомо-
зиготных мышей с нокаутом гена Six1 отсутствует
только тимус, поскольку экспрессия Gcm2 ини-
циируется, но при этом не поддерживается далее
в ходе развития [63]. Экспрессия транскрипцион-
ного фактора PAX1 в третьем глоточном мешке
зависит от экспрессии Eya1 и Six1. У Pax1–/Pax1–

мышей снижен уровень экспрессии Gcm2 и на-
блюдается гипоплазия паращитовидных желез
[61]. Отделение общего зачатка паращитовидных
желез и тимуса от стенок глоточного мешка про-
исходит в результате апоптоза клеток под дей-
ствием FGF, BMP4 и других сигналов, поступаю-
щих из подлежащей мезенхимы [64–66].

Важную роль в сегрегации и миграции парати-
реоидных предшественников играет транскрип-
ционный фактор MAFB. У гетерозиготных по
MafB мышей паращитовидные железы ошибочно
располагаются между тимусом и щитовидной желе-
зой, а у гомозигот по MafB паратиреоидные клетки
не мигрируют и остаются связанными с тимусом
[67]. Экспрессия MafB и дальнейшая дифферен-
цировка и созревание паратиреоидных клеток ре-
гулируются взаимосвязанным каскадом факто-
ров GATA3 и GCM2 [68]. Наиболее ранним фак-
тором является GATA3, за ним следует GCM2 и
после MAFB. Нокаут Gata3 у мышей приводит к
нарушению формирования паращитовидных же-
лез и значительным дефектам развития; у гетеро-
зиготных по Gata3 мышей паращитовидные же-
лезы формируются, но наблюдается их частичная
дисфункция [69]. GCM2 инициирует экспрессию
основных маркеров зрелых паратиреоидных кле-
ток, таких как паратиреоидный гормон (ПТГ,
PTH) PTH и кальций-чувствительный рецептор
(CАSR) [70]. Показано, что мутации генов Gcm2,
Gata3 и Tbx1 у мыши и человека приводят к разви-
тию гипопаратиреоидизма [71, 72]. Экспрессия
Gata3, Gcm2 и MafB в паратиреоидных клетках на-
блюдается и после завершения морфогенеза [67,
73]. В постнатальном периоде данные факторы
физически взаимодействуют друг с другом, вызы-
вая синергичную активацию промотора гена Pth в
зрелых паратиреоидных клетках [74].

ДИФФЕРЕНЦИРОВКА ПСК
В ПАРАТИРЕОИДНОМ
НАПРАВЛЕНИИ in vitro

Дифференцировка ПСК в паратиреоидном
направлении in vitro,  в соответствии с развитием
in vivo, предполагает поэтапное получение клеток
ДЭ, их дифференцировку в клетки антериорной
части передней кишки, далее в клетки вентраль-
ного отдела и затем в предшественники парати-
реоидных клеток (пре-ПТК) с последующим раз-
множением и созреванием.

Протоколы получения клеток ДЭ в настоящее
время хорошо отработаны. Большинство из них
основаны на активации сигнальных путей WNT и
TGFβ c помощью Activin A, выполняющего роль
эмбрионального фактора NODAL, и ингибиторов
GSK3β (CHIR99021 и др.) соответственно [75]. Уже
доступны коммерческие наборы для эффектив-
ной дифференцировки ПСК в клетки ДЭ, такие
как STEMdiff Definitive Endoderm Kit (StemCell
Technologies), PSC Definitive Endoderm Induction
Kit (Thermo Fisher Scientific), StemXVivo Endo-
derm Kit (R&D Systems) и др. В качестве основных
маркеров дифференцировки в полученных клет-
ках ДЭ оценивают экспрессию генов Sox17,
Foxa2, Cxcr4, c-Kit, EpCAM, Mixl1 (рис. 1). В насто-
ящее время существуют стратегии по отбору
ИПСК с наибольшим энтодермальным диффе-
ренцировочным потенциалом в связи с клональ-
ными различиями ИПСК человека в предраспо-
ложенности к дифференцировке in vitro [76, 77].
Кроме того, недавно с помощью полногеномного
CRISPR-скрининга было обнаружено, что инги-
бирование сигнального пути JNK-JUN, опосре-
дованно влияющего на выход ПСК из плюрипо-
тентного состояния, значительно повышает эф-
фективность получения ДЭ и ее производных
[78]. На сегодняшний день также разработан ряд
протоколов по получению клеток вентрального
отдела энтодермы передней кишки [79–81]. Тем
не менее эффективность такой дифференциров-
ки варьирует среди линий ИПСК в зависимости
от генетических и эпигенетических особенно-
стей, а также способа репрограммирования [82].

Что касается дальнейшей дифференцировки
коммитированных энтодермальных клеток в пара-
тиреоидном направлении, в настоящее время отсут-
ствуют эффективные и воспроизводимые способы
получения паратгормон-продуцирующих клеток из
ПСК человека. Опубликовано несколько прото-
колов получения паратиреоидных клеток, осно-
ванных на индукции экспрессии генов Gcm2, Casr
и Pth в коммитированных энтодермальных клет-
ках с помощью факторов Activin A, FGF8 и SHH.
Первый опубликованный протокол паратиреоид-
ной дифференцировки основан на получении
ПТГ-секретирующих клеток через стадию ДЭ из
ЭСК человека c помощью одного фактора Activin A
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в присутствии низких концентраций эмбрио-
нальной телячьей сыворотки [83]. В дальнейшем
протокол был модифицирован той же группой ав-
торов путем добавления фактора SHH, и оценена
индукция экспрессии Pth в дифференцированных
клетках [84]. Основными недостатками предложен-
ного подхода являются плохая воспроизводимость
протокола и использование ЭСК, культивируемых
на фидере. В 2011 г. другая группа показала, что ин-
гибирование BMP и TGF-β-сигнальных путей при
дифференцировке ПСК в энтодермальном направ-
лении увеличивает эффективность дифференци-
ровки в клетки антериорной энтодермы передней
кишки, которые могут служить источником клеток
паратиреоидного ряда. Однако предложенная схема
с использованием дополнительных факторов SHH
и/или FGF8 для индукции паратиреоидной диффе-
ренцировки обеспечивала лишь незначительное
повышение экспрессии Gcm2 по сравнению с
контролем [85].

Таким образом, на сегодняшний день актуаль-
ной задачей является разработка воспроизводимых
и эффективных методов получения ПТГ-секретиру-

ющих клеток из ПСК in vitro. Для получения клеток
паратиреоидного ряда может быть применен под-
ход с использованием технологии CRISPR/Cas9
SAM, предполагающий специфическую контроли-
руемую активацию ключевых регуляторных генов
паратиреоидной дифференцировки в коммитиро-
ванных энтодермальных клетках-предшественни-
ках (рис. 2). Поскольку получение клеток ДЭ и бо-
лее поздних стадий развития переднего отдела
первичной кишки в настоящее время не представ-
ляет значительных трудностей, основными мише-
нями генетически программируемой паратиреоид-
ной дифференцировки могут стать гены Gata3, Shh,
Tbx1 и Gcm2, являющиеся ключевыми индукто-
рами паратиреоидной дифференцировки in vivo.

Работа выполнена в рамках научного проекта
РФФИ № 19-015-00209-A.

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.

Рис. 1. Пример успешной дифференцировки ИПСК человека в клетки ДЭ. Иммуноцитохимическое окрашивание
клеток ДЭ на энтодермальные маркеры CXCR4 (зеленый канал) и FOXA2 (красный канал). Визуализация ядер с по-
мощью красителя DAPI (синий канал). Масштабная линейка – 100 мкм.

CXCR4
CXCR4DAPI

FOXA2 FOXA2
DAPI

Рис. 2. Основные этапы дифференцировки ПСК человека в паратиреоидном направлении путем индукции экспрес-
сии генов Gata3, Tbx1, Shh и Gcm2 в коммитированных энтодермальных клетках. Внизу указаны основные гены-мар-
керы соответствующих стадий дифференцировки. ПСК – плюрипотентные стволовые клетки, пре-ПТК – предше-
ственники паратиреоидных клеток, ПТК – паратиреоидные клетки.
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Endocrine cells can be fully functional after heterotopic transplantation into mammals that makes them a
powerful tool for regenerative medicine. However, the shortage of reliable and efficient approaches to obtain
endocrine cells in vitro limits the possibility of cell-based therapy of endocrine disorders. Here, we discuss
current data on genetic and molecular mechanisms of mouse and human endocrine tissues embryonic devel-
opment, as well as key genetic factors which regulate differentiation of pluripotent stem cells (PSC) in endo-
dermal lineage in vitro into endocrine parathyroid cells. Data presented allow us to suggest an alternative ap-
proach for parathyroid differentiation of PSC based on genetic programming by induction of key endogenic
differentiation factors expression.
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В настоящем исследовании у пяти образцов трех видов перца (Capsicum annuum, C. chinense и C. frute-
scens), различающихся паттерном пигментации плода, идентифицированы гомологи генов PSY1 и
PSY2, кодирующих ключевой фермент каротиногенеза – фитоинсинтазу. Внутри исследуемой
группы перцев определена вариабельность геномных последовательностей PSY1 и PSY2 и кДНК.
Последовательности белков PSY1 и PSY2 были сходны (82%) и различались N- и C-концевыми ин-
делями NAGLRYSD и KLTSSSL, а также консервативными мотивами, характерными для групп го-
мологов PSY2 и PSY1. Экспрессия генов PSY1 и PSY2 проанализирована в листьях, чашелистиках, ле-
пестках, завязи, а также в кожице и мякоти плодов в процессе созревания у анализируемых образцов
перца. Показан максимальный уровень экспрессии PSY1 в лепестках, а также в перикарпе зрелых пло-
дов образцов C. annuum и C. frutescens. У образца C. chinense Pimenta da Neyde ген PSY1 экспрессиро-
вался только в листьях. Транскрипты PSY2 обнаружены во всех анализируемых органах образцов
перца, максимальный уровень – в листьях, минимальный – в перикарпе плодов. Полученные дан-
ные предполагают сохранение у видов перца гомологами PSY1 и PSY2 консервативных ключевых
функций в синтезе каротиноидов в плодах (PSY1) и фотосинтезирующих тканях (PSY2).

Ключевые слова: фитоинсинтаза, PSY1, PSY2, Capsicum, виды перца, окраска плода.
DOI: 10.31857/S0016675821020041

Растения, за редким исключением, являются
фотосинтезирующими организмами и для погло-
щения и преобразования световой энергии исполь-
зуют пигменты – хлорофиллы и каротиноиды, при
этом каротиноиды задействованы также для за-
щиты молекул хлорофилла от фотоокисления [1].
Более того, каротиноиды являются предшествен-
никами фитогормонов (абсцизовой кислоты и
стриголактонов), а их производные могут дей-
ствовать как сигнальные молекулы в процессах
развития растений и в ответ на воздействия окру-
жающей среды [2–4]. Также растения используют
каротиноиды как оптические сигналы при взаимо-
действии с насекомыми и другими животными, пиг-
ментируя цветковые органы и/или плоды [4].

Механизм биосинтеза каротиноидов консерва-
тивен, однако по мере эволюции растений к общей
специализации данных пигментов добавлялись но-
вые функции. Так, увеличение фотосинтезирую-
щей поверхности при образовании плоского листа
из радиально-симметричного стебля повысило
необходимость фотозащиты [1]. Появление ре-
продуктивных органов добавило необходимость
окраски лепестков и тычинок для привлечения

опылителей [5]. Преобразование сухого плода в
сочный и окрашенный сделало его привлекатель-
ным для животных, что дало растениям большие
возможности в распространении семян [6]. Такая
многофункциональность продуктов каротиноге-
неза является следствием эволюционной дупли-
кациии последующей диверсификации генов
биосинтеза каротиноидов. Прежде всего это ка-
сается гена-предшественника фитоинсинтаз PSY
(phytoene synthase), чьи продукты играют ключе-
вую роль в инициации синтеза каротиноидов в
различных органах растения [7, 8].

Фитоинсинтаза PSY локализуется в строме
пластид и катализирует образование 15-цис-изо-
мера фитоина, предшественника всех каротинои-
дов [7, 9]. Несколько последующих стадий приво-
дят к синтезу ликопина, который в дальнейшем
используется для синтеза α-каротина и β-кароти-
на (оранжевый пигмент). В свою очередь, α-каро-
тин и β-каротин могут превращаться в желтые
пигменты лютеин и ксантофиллы [9, 10].

У растений описано от одного до трех парало-
гов PSY. Геном злаковых (Poaceae) и некоторых
других видов однодольных содержит три гена PSY

УДК 577.21:575.113.12
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[11]. Двудольные виды в этом плане более разно-
образны. К примеру, в геноме Arabidopsis thaliana
(L.) Heynh. присутствует только один ген PSY
[12]. Для других двудольных описано, как мини-
мум, два гена фитоинсинтазы. В то же время геном
люцерны и томата содержит три гена PSY [3, 13].

Первый идентифицированный ген фитоин-
синтазы растений, PSY1, специфичен в основном
для хромопластов и задействован в пигментации
сочного плода при его созревании [14]. При от-
сутствии транскрипции PSY1 не происходит син-
теза каротиноидов в плодах, а суперэкспрессия
PSY1 значительно увеличивает каротиногенез в
запасающих органах (клубнях картофеля, плодах
томата и т.д.) [15, 16]. Второй ген PSY2 специфи-
чен, прежде всего, для хлоропластов и его экс-
прессия максимальна в фотосинтезирующей тка-
ни [17]. Третий паралог, PSY3, идентифицирован
не у всех видов. У томата, люцерны и зерновых
PSY3 активен в корнях в ответ на стресс, индуци-
рует синтез апокаротиноидов (окисленных про-
изводных каротиноидов), участвующих в форми-
ровании симбиотических и паразитарных отно-
шений, а также в адаптации к дефициту
некоторых пищевых элементов [3, 18].

Белки PSY1 и PSY2 высоко гомологичны, од-
нако различаются по биохимическим свойствам [7,
19]. Тем не менее нельзя говорить об их строгой тка-
неспецифичности: оба гена транскрибируются в
одинаковых тканях, но значительно различаются
(до 100 раз) уровнями транскрипции [3]. Это обу-
словлено тем, что эффективность PSY1 в кароти-
ногенезе ниже, чем PSY2, поэтому для синтеза
большого количества каротиноидов в плодах не-
обходим более высокий уровень транскрипции
PSY1 [20].

Наиболее удобной и изученной моделью для
исследования созревания сочных плодов, вклю-
чая синтез вторичных метаболитов и вероятную
эволюцию соответствующих генетических меха-
низмов, считаются виды и сорта томата (секция
Lycopersicon рода Solanum) [21]. Виды томата
формируют цветки с желтыми лепестками, но
различаются окраской зрелых плодов [22]. У то-
мата овощного S. lycopersicum L. оба гена, PSY1 и
PSY2, задействованы в определении окраски ле-
пестков [7]. Это свидетельствует об изначально
общей роли PSY1 и PSY2 в окраске лепестков и о
более раннем происхождении PSY2 по отноше-
нию к PSY1, с приобретением PSY1 позднее новой
функции – пигментация плодов [23]. Теоретиче-
ски полученные знания могут быть применены к
другим формирующим сочные плоды культурам.

Род Capsicum (Solanaceae) включает более 35
видов, объединенных по морфофизиологическим
признакам в несколько филогенетических клад.
Виды C. annuum L., C. chinense Jacq., C. frutescens L.
(клада Annuum) и C. baccatum L. (клада Baccatum)

были доместицированы [24, 25]. Перец формиру-
ет сочный плод, окраска которого различается у
видов и сортов [26]. Как и у томата, перикарп пло-
дов перца по мере созревания проходит стадию за-
мещения хлоропластов хромопластами, в которых и
накапливаются синтезируемые каротиноиды [27].
На сегодняшний день у C. annuum L. обнаружено два
паралога гена фитоинсинтазы – PSY1 и PSY2 [28]. В
отличие от томата, формирующего цветки с жел-
тыми лепестками, цветки видов Capsicum имеют
белую или антоциановую пигментацию, акароти-
ноидный путь в плодах Capsicum идет дальше син-
теза ликопина и каротинов (обычных для плодов
томата) и доходит до ксантофиллов β-каротино-
вого пути, из которых под действием специфич-
ного для видов Capsicum фермента капсантинка-
псорубинсинтазы (CCS) образуются красные
пигменты капсантин и капсорубин [26]. Состав
каротиноидов в плодах перца значительно отлича-
ется от такового у томата и представлен в основном
капсантином и капсорубином, а также β-кароти-
ном, β-криптоксантином, лютеином, зеаксанти-
ном, антраксантином и виолаксантином, различ-
ное сочетание и соотношение которых определяет
многообразие оттенков окраски плодов [29]. Сум-
марное содержание каротиноидов в плодах перца
значительно превышает их количество в плодах
томата [26, 30]. Учитывая вышесказанное, можно
предположить, что прямой перенос данных по
каротиногенезу у видов томата на другие виды с
сочными плодами, в частности перец, не совсем
корректен и необходимы дополнительные уточ-
няющие исследования.

Целью настоящей работы стала оценка вариа-
бельности паралогов фитоинсинтазы у видов
Capsicum клады Annuum. Для этого гены, гомоло-
гичные PSY1 и PSY2, были идентифицированы у
видов перца Capsicum annuum L. (сорта Сибиряк,
Сиреневый куб и Отелло), C. frutescens L. (сорт Са-
моцвет) и C. chinense Jacq. (сорт Pimenta da Neyde).
Была охарактеризована структура и филогения
идентифицированных генов и определен профиль
их экспрессии в листьях, чашелистиках, лепестках,
завязи, а также в кожице и мякоти плодав процессе
созревания, а также возможные корреляции уровня
экспрессии PSY1 и PSY2 с содержанием кароти-
ноидов в плоде в процессе созревания.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Растительный материал. В работе были ис-

пользованы образцы трех родственных видов перца,
формирующих кладу Annuum: C. annuum (сорта Си-
биряк, Сиреневый куб и Отелло), C. frutescens (сорт
Самоцвет) и C. chinense (сорт Pimenta da Neyde)
(рис. 1). Растения были выращены в пленочной
теплице в Федеральном научном центре овоще-
водства (Московская область). Набор тканевых
препаратов для каждого анализируемого образца
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включал молодые листья, чашелистики, лепест-
ки, завязь, а также кожицу и мякоть плода на трех
стадиях созревания: незрелый плод финального
размера (MF, mature fruit); бланжевый плод (IR,
intermediate ripe; соответствует переходу к зрело-
сти с постепенной сменой окраски); плод биоло-
гической спелости (RF, ripe fruit). Выбранные для
работы сорта представляют два основных паттер-
на изменения окраски плода в процессе созрева-
ния у видов перца комплекса Annuum. Для сорта
Сибиряк (C. annuum) последовательность изме-
нения окраски следующая: зеленая (стадия MF),
мозаичная зелено-красная (стадия IR), глубокая
красная (стадия RF). Для сортов Отелло и Сире-
невый куб (C. annuum) – это фиолетовая (стадия
MF), красная/фиолетово-красная (стадия IR),
глубокая красная (стадия RF). Для вида C. frute-
scens (Самоцвет): фиолетовая (стадия MF), блед-
но-желтая (стадия IR) и красная (стадия RF). Об-
разец C. chinense (Pimenta da Neyde) формировал
плоды фиолетовые на всех стадиях развития, при
этом стадия биологической спелости (RF) у дан-
ного сорта не выражена, поэтому были взяты
только плоды стадий MF и IR (рис. 1). Индивиду-
альные ткани растений каждого образца собира-
ли одновременно, измельчали в жидком азоте и
хранили при –80°С.

Таким образом, для характеристики межвидо-
вой вариабельности генов фитоинсинтазы были

взяты образцы перца с типичными для перцев
паттернами пигментации плода и один сорт (Pi-
menta da Neyde) с аномальной каротиноидной
пигментацией.

Биохимический анализ тканей анализируемых
образцов перца. Содержание суммы каротиноидов
в плодах исследуемых образцов перца определяли
методом спектрофотометрии в хлороформ-мета-
нольных экстрактах, согласно [31, 32], в двух био-
логических и трех технических повторах.

Идентификация гомологов генов PSY1 и PSY2.
Из ткани листа каждого из пяти анализируемых
образцов перца выделяли геномную ДНК мето-
дом СТАВ [33] и использовали (100 нг) в качестве
матрицы для амплификации ДНК-последова-
тельностей, гомологичных PSY1 и PSY2. Прайме-
ры для амплификации и секвенирования фраг-
ментов полноразмерных генов разрабатывали на
основе доступных в базе данных NCBI полноге-
номных последовательностей C. annuum PSY1
(LOC107868281 bifunctional 15-cis-phytoene syn-
thase, chromoplastic, Gene ID: 107868281) и PSY2
(LOC107859651 phytoene synthase 2, chloroplastic,
Gene ID: 107859651) (табл. 1). Использовали прайме-
ры CaPSYF/R и следующие условия ПЦР: исходная
денатурация (94°C 10 мин); 36 циклов денатурации
(94°C 40 с), отжига (56°C 40 с) и синтеза (65°C
4 мин); финальное достраивание фрагментов
(65°C 7 мин). Гены амплифицировали с исполь-

Рис. 1. Плоды анализируемых сортов перца: а – Сибиряк (C. annuum), б – Сиреневый куб (C. annuum), в – Отелло
(C. annuum), г – Самоцвет (C. frutescens), д – Pimenta da Neyde (C. chinense). Цифрами обозначены стадии созревания
плодов: 1 – незрелый плод финального размера (MF, mature fruit); 2 – бланжевый плод (IR, intermediate ripe; соответ-
ствует переходу к зрелости с постепенной сменой окраски); 3 – плод биологической спелости (RF, ripe fruit). Мас-
штабная линия равна 1 см.
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зованием полимеразы LongAmp® Hot Start Taq
DNA Polymerase (New England Biolabs, Ipswich,
MA, США) и термоциклера C1000 Touch Thermal
Cycler (Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, Cali-
fornia, США). ПЦР-продукты ожидаемой длины
очищали с помощью QIAEX® II Gel Extractionkit
(QIAGEN, Hilden, Германия), клонировали в
вектор pGEM®-T Easy (Promega, Madison, WI,
США) и секвенировали (2–4 клона для каждого
образца) на ABI Prism 3700 DNA Analyzer (Applied
Biosystems, Waltham, MA, США).

Структурный анализ гомологов генов PSY1 и
PSY2 и кодируемых ими белков. Анализ и выравни-
вание полученных нуклеотидных и аминокислот-
ных последовательностей проводили с помощью
программы MEGA 7.0 (https://www.megasoft-
ware.net/) в сравнении с известными последова-
тельностями C. annuum PSY1 (Gene ID: 107868281)
и PSY2 (Gene ID: 107859651), а также с S. lycopersi-
cum PSY1 (Gene ID: 543988) и PSY2 (Gene ID:
543964). Кроме того, был проведен биоинформа-
ционный поиск гомологичных генов в секвени-
рованных геномах видов перца C. baccatum и
C. chinense, обнаруженные последовательности
были использованы в сравнительном структур-
ном анализе. Положение нуклеотидных и амино-
кислотных замен определяли внутри группы Cap-
sicum и относительно S. lycopersicum PSY1 и PSY2.
Консервативные домены и мотивы в кодируемых

белках определяли с помощью программ NCBI-
CDD (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Struc-
ture/cdd/wrpsb.cgi) и MEME 5.1.1 (http://meme-
suite.org/tools/meme). Влияние аминокислотных
замен на структуру и функции белков предсказы-
вали с помощью программы PROVEAN
(http://provean.jcvi.org/index.php). Структуру бел-
ков анализировали с использованием программы
Phyre2 (http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/~phyre2/ht-
ml/page.cgi?id=index). Молекулярную массу и
значение изоэлектрической точки (pI) определя-
ли с помощью программы Isoelectric Point Calcu-
lator (http://isoelectric.org/).

Филогения генов PSY1 и PSY2. Для филогенети-
ческого анализа эволюционных отношений, как
идентифицированных генов, так и видов перца,
использовали известные последовательности ге-
нов, кДНК и белков PSY томата S. lycopersicum
(PSY1, Gene ID: 543988; CDS ID: EU021055.1
(cv. Red Setter) и EF157835.1; PSY2, Gene ID:
107859651; CDS ID: EU021055.1 (cv. Red Setter))
и видов перца C. annuum cv. Zunla-1 (PSY1,
NC_029980.1:c205334820–205328571; PSY2,
NC_029978.1:142877052–142881261), C. annuum
cv. Valencia (PSY1, GU085273.1), C. baccatum isolate
PBC81 (PSY1, CM008446.1:19444825–19449400;
PSY2, CM008444.1:141318038–141337266) и C. chinense
isolate PI159236 (PSY1, CM008434.1:12099868–
12105776; PSY2, CM008432.1:150147614–150156089).

Таблица 1. Список использованных в работе праймеров

Ген Праймер Последовательность (5' → 3') Назначение

PSY1

CaPSY1F TCAGAATGTCTGTTGCCTTG Амплификация, 
секвенированиеCaPSY1ex3F ATGGTGCAGGAGAACAGAC

CaPSY1ex3R AACTGTGTCGGACAAAGCAG
CaPSY1ex5R CATCTACTAGCTGCGCTCAA
CaPSY1ex5F TTAGCACAGGCAGGTCTATC
CaPSY1R TCCTGATTTCATGTTCTTGTAGA
CaPSY1ex1R ACATCATATACCATCYGTTC

PSY2

CaPSY2F AGCATGTCTGTTGCTTTGTTG
CaPSY2ex3F CTGATGAGCTTGTTGATGGC
CaPSY2ex3R AATCTGGAAACGGTATCGG
CaPSY2ex4F CTCTATTGTTACTATGTCGCTG
CaPSY2ex5R AATCCTCCACTTATCAGTCAC
CaPSY2R CTTCATTCATGTCTTTGYTAGTG
CaPSY2ex1R CAACACCACATCATACACC

PSY1
PSY1-F
PSY1-R

GTGAAGAGACAGCTGAGATCG
TCTCCGGAGTCATTAGCATCG

РВ-ПЦР

PSY2
PSY2-F
PSY2-R

AAGGAGTCGCAGAACTGAGC
GTCGTTCGCTTCAATCTCATCTAA

Actin7
Actin7-F
Actin7-R

CATTGTGCTCAGTGGTGGTTC
TCTGCTGGAAGGTGCTAAGTG
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Анализ проводили с помощью метода ближайших
соседей (NJ; модель подбирали в программе
Modeltest) пакета программ MEGA 7.0.

Профиль ко-экспрессии гомологов генов PSY1 и
PSY2. Препараты суммарной РНК выделяли из
отобранного растительного материала, очищали
от примесей ДНК и использовали для синтеза
первой цепи кДНК (наборы RNeasy Plant Mini Kit
и RNase free DNasy set; QIAGEN, Германия;
GoScriptтм Reverse Transcription System (Promega,
США).

Профиль экспрессии PSY1 и PSY2 определяли
методом количественной ПЦР в реальном времени
(РВ-ПЦР) c использованием набора “Реакционная
смесь для проведения РВ-ПЦР в присутствии SYBR
GreenI и ROX” (ООО “Синтол”, Россия) и термо-
циклера CFX96 Real-Time PCR Detection System
(Bio-Rad Laboratories, США). Праймеры для
РВ-ПЦР были разработаны ранее, на основе до-
ступных в базе данных NCBI последовательно-
стей мРНК C. annuum PSY1 (X68017) и PSY2
(XM_016704726.1) [34] (табл. 1). Для нормализа-
ции уровня транскрипции генов использовали
экспрессию референсного гена Actin7 [35]. Реак-
ции проводили в трех технических повторах в
следующих условиях: 95°C – 5 мин; 40 циклов
(95°C – 15 с, 62°C – 50 с). Статистическую обработку
результатов проводили с помощью программы
Graph Pad Prism v. 7.02 (https://www.graphpad.com).

РЕЗУЛЬТАТЫ
Идентификация и анализ структуры гомологов 

PSY1 и PSY2 у образцов трех видов перца
У образцов видов перца C. annuum (сорта Си-

биряк, Сиреневый куб и Отелло), C. frutescens
(сорт Самоцвет) и C. chinense (сорт Pimenta da
Neyde) были определены геномные последователь-

ности генов PSY1 и PSY2, гомологичные известным
генам PSY1 и PSY2 C. annuum (NC_029980.1;
NC_029978.1). Последовательности были иденти-
фицированы, начиная с ATG-кодона, без не-
транслируемых областей 5'- и 3'-UTR, где у PSY1
и PSY2 S. lycopersicum находятся нетранслируемые
экзоны. Основные характеристики полученных
генов приведены в табл. 2.

Длина генов PSY1, содержащих шесть экзонов,
составила 2844 пн (C. annuum cv. Сибиряк и Отел-
ло; C. frutescens cv. Самоцвет) и 2885 пн (C. chinense
cv. Pimenta da Neyde; C. annuum cv. Сиреневый
куб) (табл. 2). Разница в размере генов была обу-
словлена присутствием вставки 41 пн в интроне IV.
Интересно, что в отличие от Pimenta da Neyde в
известной последовательности PSY1 образца
C. chinense (CM008434.1:12099868–12105776) та-
кой вставки нет. Последовательность PSY1 у C. bac-
catum (CM008446.1:19444825–19449400) имела дли-
ну 2846 пн, а у S. lycopersicum (EF157835.1) – 3302 пн
(от ATG до стоп-кодона).

Длина гомологов PSY2 у исследуемых ви-
дов/сортов перца составила 2985 пн, за исключе-
нием C. chinense cv. Pimenta da Neyde (2998 пн, за
счет двух вставок – 9 и 4 пн в интронах II и V). У
вида C. baccatum длина гена PSY2 составляла 2994 пн
(CM008444.1:141318038–141337266), а у S. lycoper-
sicum – 3032 пн (EU021055.1). Аналогично PSY1
ген PSY2 содержит шесть экзонов, размеры кото-
рых идентичны у анализируемых образцов перца.

В сравнении с PSY1 и PSY2 S. lycopersicum в по-
следовательностях PSY1 и PSY2 исследуемых об-
разцов Capsicum было обнаружено 955 и 847 моно-
нуклеотидных вариабельных сайтов SNPs (28.24 и
27.09% от выровненных длин), из которых только
128 (13.40%) и 97 (11.45%) были локализованы в
кодирующей последовательности. Между собой
геномные последовательности PSY1/PSY2 образцов

Таблица 2. Характеристики гомологов генов PSY1 и PSY2 у видов и сортов Capsicum в сравнении с S. lycopersicum

Примечение. MW – молекулярная масса белков, кДа; pI – изоэлектрическая точка. * Последовательности из базы NCBI.

Образец перца Ген NCBI ID
Длина экзона/интрона, пн

Ген, пн кДНК, 
пн

Белок, 
а.о. MW/pI

I II III IV V VI

C. annuum сорт 
Сибиряк

PSY1 MT313932 448/96 51/261 173/328 236/250 193/649 159 2844 1260 419 47.140/8.25
PSY2 MT313937 466/101 51/744 173/193 236/219 193/429 180 2985 1299 432 48.535/8.53

C. annuum сорт 
Сиреневый куб

PSY1 MT313933 448/96 51/261 173/328 236/291 193/649 159 2885 1260 419 47.066/8.14
PSY2 MT313938 466/101 51/744 173/193 236/219 193/429 180 2985 1299 432 48.430/8.60

C. annuum сорт 
Отелло

PSY1 MT313934 448/96 51/261 173/328 236/250 193/649 159 2844 1260 419 47.094/8.25
PSY2 MT313939 466/101 51/744 173/193 236/219 193/429 180 2985 1299 432 48.405/8.43

C. frutescens сорт 
Самоцвет

PSY1 MT313935 448/96 51/261 173/328 236/250 193/649 159 2844 1260 419 47.126/8.25
PSY2 MT313940 466/101 51/744 173/193 236/219 193/429 180 2985 1299 432 48.434/8.60

C. chinense сорт 
Pimenta da Neyde

PSY1 MT313936 448/96 51/261 173/328 236/291 193/649 159 2885 1260 419 47.052/8.14
PSY2 MT313941 466/101 51/753 173/193 236/219 193/433 180 2998 1299 432 48.362/8.43

S. lycopersicum 
сорт Red Setter*

PSY1 EF534740.1 412/120 51/423 173/313 236/518 193/689 174 3302 1239 413 46.615/8.10
PSY2 EU021055.1 484/107 51/710 173/267 242/227 193/398 180 3032 1317 438 49.326/8.05
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перца различались числом SNPs: 75 (2.60%)/51
(1.70%), больше трети которых находились в кДНК
(24 (32.00%)/19 (37.25%)). При этом большая
часть SNPs была локализована в экзоне I: 16
(66.70% всех экзонных замен) у PSY1 и 14 (73.70%)
у PSY2.

Размер кДНК PSY1 и PSY2 у всех исследуемых
образцов перца составил 1260 и 1299 пн соответ-
ственно (табл. 2). Различие в размере кДНК двух
паралогов PSY обусловлено большей длиной эк-
зонов I и VI гена PSY2.

Длина белков PSY1 и PSY2 была инвариантна
у всех исследуемых образцов клады Annuum и со-
ставила 419 и 432 а.о. соответственно (табл. 2; рис. 1
и 2 в Приложении) и отличалась от последова-
тельностей генов фитоинсинтазы C. baccatum
(клада Baccatum) четырьмя (D194G, R91Q,
C/Y59W, G/A40V – PSY1) и одним (V15F – PSY2)
замещениями а.о. (рис. 2), которые, тем не ме-
нее, имели нейтральный характер (согласно
PROVEAN). В последовательности PSY1 сорта
Отелло обнаружено всего одно замещение а.о.,
которое внутри группы анализируемых образцов
может иметь радикальный характер (согласно
PROVEAN) – M207V. В последовательности PSY2
сортов Сиреневый куб и Pimenta da Neyde также
было обнаружено по одному предположительно
радикальному замещению а.о. – S136I и N186T
соответственно.

В сравнении с PSY1 томата все идентифициро-
ванные гомологи PSY1 Capsicum имели вставку
R53InsQ64 (RWSFGSCLGGAQ) и делецию на
С-конце A408_R412del (ASLQR). В последова-
тельности PSY2 Capsicum, в сравнении с гомоло-
гичным белком S. lycopersicum, выявлена делеция
L32_F37del (LESSRF) (рис. 2). Анализ инделей в
программе PROVEAN показал, что они носят
нейтральный характер и не должны существенно
изменить конформацию и функцию белка.

Несколько радикальных замещений а.о. было
обнаружены при сравнении PSY1 и PSY2 перца с
соответствующими белками S. lycopersicum (S. ly-
copersicum vs. Capsicum spp.): Q79R, P106K, G125S,
M195V и W357L – для PSY1 и G71D/G, S142I,
N192T и D335G – для PSY2 (рис. 2).

В целом идентифицированные последователь-
ности перца PSY1 и PSY2 были высоко гомологич-
ны (идентичность 82%). Главным отличием PSY2
от PSY1 стало присутствие вставок на N- и C-кон-
це белка: NAGLRYSD (в положении 58–65 а.о.) и
KLTSSSL (в положении 423–429 а.о.).

Дополнительно с использованием МЕМЕ 5.1.1
был проведен анализ возможных консервативных
мотивов, специфичных для белков PSY1 и PSY2
(рис. 3). Всего было выявлено 14 достоверных мо-
тивов, 11 из которых были общими для всех по-
следовательностей. Были выявлены мотивы 10 и
13, характерные для клады PSY2, и мотив 11, ха-

рактерный для клады PSY1. Отсутствие мотива 11
в последовательности PSY1 S. lycopersicum было
обусловлено отсутствием специфичной для Cap-
sicum вставки R53InsQ64, о которой упоминалось
выше.

Согласно результатам анализа в программе
NCBI-CDD все анализируемые белки перца PSY1
(c 75 по 405 а.о.) и PSY2 (с 92 по 430 а.о.) содержат
консервативный домен фитоинсинтазы. Это под-
тверждает принадлежность идентифицированных
гомологов PSY1 и PSY2 к ферментам биосинтеза
изопреноидов (Isoprenoid Biosynthesis enzymes,
Class 1), входящим в суперсемейство синтаз и тер-
пеновых циклаз (trans-isoprenyl diphosphate syn-
thases IPPS and class I terpene cyclases).

Проведенный анализ структуры гомологов
PSY1 и PSY2 в программе Phyre2 позволил пред-
сказать возможную трехмерную структуру дан-
ных белков. С достоверностью >90% моделирова-
ны 68% (PSY1) и 67% (PSY2) аминокислотных
остатков с использованием четырех структурных
матриц: c4hd1A_ (129–390/135–396 а.о., 62/60%-
ное покрытие; squalene synthase HpnC, Alicyclobacil-
lus acidocaldarius); c5iysA_ (126–412/132–419 а.о.,
68/66%; phytoene synthase, Enterococcus hirae dehy-
drosqualene synthase); c3we9A_ (126–405/131–411 а.о.,
66/64%; YisP, Bacillus subtilis); c2zcpA_ (3W7F; 126–
411/132–418 а.о., 68/66%; c(30) carotenoid dehydro-
squalene synthase CrtM, Staphylococcus aureus) [36].
Оставшиеся 143 а.о. (в основном на N-конце) были
моделированы ab initio. Было выявлено, что фол-
динг PSY-белков имеет преимущественно спираль-
ный характер (60–63%), 2% последовательности
приходится на β-складки, а структура 26% неупо-
рядочена. Гомологи обоих фитоинсинтаз имели
большую центральную полость, наблюдаемую и
в других изопреноидных синтазах, использую-
щих данную полость для пристраивания туда
продукта [36]. Единичные случаи обнаруженных
нами радикальных миссенс-мутаций (PSY1,
Отелло; PSY2, Сиреневый куб и Pimenta da Ney-
de) никак не влияли на фолдинг и активные цен-
тры белков.

Филогенетический анализ

Для оценки филогении исследуемых сортов и
видов перца был проведен кластерный анализ и
построены дендрограммы на основе полногеном-
ных, кодирующих и белковых последовательно-
стей идентифицированных гомологов PSY1 и
PSY2. Для сравнения в анализе были использова-
ны известные последовательности гомологов
PSY1 и PSY2 томата S. lycopersicum, а также гомо-
логичные последовательности видов перца C. an-
nuum, C. chinense и C. baccatum из базы данных
NCBI.
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Все три полученные дендрограммы были кон-
груэнтны и группировали образцы в два больших
кластера, объединяющих последовательности го-
мологов PSY1 и PSY2 (рис. 4). Внутри каждого
кластера последовательности S. lycopersicum фор-
мировали сестринскую ветвь кладе Capsicum.
Клады PSY1 и PSY2 Capsicum организовывались
сходным образом: последовательности C. annu-
um, C. chinense и C. frutescens формировали группу,
сестринскую ветвь к которой образовывал обра-
зец C. baccatum (рис. 4).

Профиль ко-экспрессии генов PSY1 и PSY2
Экспрессия генов PSY1 и PSY2 была впервые

проанализирована в листьях, чашелистиках, ле-
пестках, завязи, а также в кожице и мякоти пло-
дов на трех стадиях (MF, IR, RF) созревания у об-
разцов трех видов перца (рис. 5).

У сортов Сибиряк, Отелло, Сиреневый куб
(C. annuum) и Самоцвет (C. frutescens) транскрип-
ты PSY1 были обнаружены во всех анализируе-
мых органах, при этом уровни транскрипции зна-

чительно варьировали между разными органами
одного образца и однотипными тканями разных
образцов. Максимальные уровни экспрессии
PSY1 были выявлены в лепестках (на сходном
уровне), а также в перикарпе зрелых плодов (ста-
дия 3, RF). И кожица, и мякоть плода данных сор-
тов содержали лишь следовые количества тран-
скриптов PSY1 на стадии 1 незрелого плода (MF)
и характеризовались их резким ростом в зреющих
плодах (стадии 2 и 3, IR и RF). Мякоть зрелого
плода сорта Отелло имела самый высокий уро-
вень транскрипции PSY1 (в 10 раз выше, чем у
остальных образцов), однако в кожице уровень
экспрессии PSY1 был сопоставим с таковой у дру-
гих образцов перца (рис. 5).

В листьях анализируемых образцов перца экс-
прессия PSY1 была на уровне либо следовых ко-
личеств (у сортов Отелло и Сиреневый куб), либо
достигала 0.06–0.08 (у сортов Самоцвет, Сибиряк
и Pimenta da Neyde). В отличие от остальных об-
разцов перца у сорта Pimenta da Neyde (C. chin-

Рис. 4. Филогенетический анализ полногеномных последовательностей гомологов PSY1 и PSY2 томата S. lycopersicum
и видов перца C. baccatum, C. annuum, C. frutescens и C. chinense (MEGA7.0, метод NJ, Tajima-Nei model, bootstrap 1000).
Значения bootstrap для 1000 выборок показаны в основании ветви.
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Рис. 5. Относительная экспрессия гена PSY1 (a) и PSY2 (б) в листьях (Л), чашелистиках (Ч), лепестках (ЛЕ), завязи (З),
кожице (К) и мякоти (М) плодов на трех стадиях созревания (1 – незрелый плод финального размера (MF), 2 – блан-
жевый плод (IR), 3 – плод биологической спелости (RF)) образцов перца C. annuum (Сибиряк, Сиреневый куб, Отел-
ло), C. frutescens (Самоцвет) и C. chinense (Pimenta da Neyde). Значения, не имеющие достоверного отличия (Pvalue >
> 0.05): PSY1 – ЛЕ vs. М3 (Сибиряк, Сиреневый куб), К1 vs. М1 (Отелло); PSY2 – К2 vs. М2 и К2 vs. М3 (Сибиряк), М1
vs. К3, М1 vs. М3 и К3 vs. М3 (Сиреневый куб), М1 vs. М3 (Отелло), Л vs. З (Самоцвет).
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ense) экспрессия PSY1 выявлена исключительно в
листьях (рис. 5).

Экспрессия гена PSY2 была выявлена во всех
анализируемых органах всех пяти сортов перца
(рис. 5). Как ожидалось, максимальный уровень
транскрипции был выявлен в листьях и несколь-
ко ниже – в чашелистиках и завязи, а в кожице и
мякоти плодов уровень экспрессии PSY2 был ми-
нимален. У сортов Сиреневый куб, Самоцвет и
Pimenta da Neyde значительные количества тран-
скриптов PSY2 были детектированы в лепестках,
при этом у первых двух сортов уровни транскрип-
ции были сопоставимы (0.017 и 0.019), а у сорта
Pimenta da Neyde – ниже в 2 раза (0.009).

Следует отметить, что анализируемые образцы
значительно различались по уровню экспрессии
PSY2 в листьях. Так, самый высокий уровень
транскрипции PSY2 в листьях был показан для
сорта Сибиряк, тогда как остальные сорта имели
в 2–4 раза меньшее количество транскриптов
PSY2. В целом экспрессия PSY2 в листьях сортов
C. annuum была выше, чем у C. chinense и C. frute-
scens (рис. 5). Интересно, что в чашелистиках
(другой фотосинтезирующий орган) и завязи
уровни экспрессии PSY2 также различались, но
при этом не коррелировали с уровнями экспрес-
сии в листьях (рис. 5).

Содержание пигментов в перикарпе плодов 
анализируемых образцов видов Capsicum; 

взаимосвязь содержания суммы каротиноидов
и уровня экспрессии PSY

Содержание суммы каротиноидов было опре-
делено в перикарпе (кожице и мякоти) плодов в
процессе созревания (три стадии: незрелый плод;
бланжевая спелость; биологическая спелость) пя-
ти образцов исследуемых видов перца (рис. 6).

Спелый плод образцов перца, за исключением
сорта Pimenta da Neyde, характеризовался высо-
ким содержанием каротиноидов в кожице (236–
514 мкг/г сырой массы) и мякоти (121–723 мкг/г)
(рис. 6). В спелых плодах Pimenta da Neyde были об-
наружены только следовые количества каротинои-
дов (менее 2 мкг/г). Можно предположить, что
красный спелый плод четырех анализируемых сор-
тов содержит типичные для перцев красные пиг-
менты – каротиноиды капсантин и капсорубин [8,
26], при этом принадлежность к определенному ви-
ду Capsicum (C. annuum или C. frutescence) никак не
связана с количеством накапливаемых каротинои-
дов. В зрелом плоде сорта Pimenta da Neyde (C. chin-
ense) пигментация исключает каротиноиды и
формируется за счет антоцианов [37].

Полученные результаты сравнивали с профи-
лем экспрессии гомологов гена PSY1, экспрессия
которого характерна преимущественно для со-
зревающих плодов. Было показано, что увеличе-

Рис. 6. Содержание суммы каротиноидов (мкг/г сырой массы) в кожице (К) и мякоти (М) плодов анализируемых сор-
тов перца на трех стадиях созревания (1 – незрелый плод финального размера (MF), 2 – бланжевый плод (IR), 3 – плод
биологической спелости (RF)).
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ние уровней транскрипции PSY1 в перикарпе
плодов перца сопровождается увеличением со-
держания каротиноидов.

ОБСУЖДЕНИЕ
Образцы перца, исследуемые в настоящей ра-

боте, представляют три близкородственных вида –
C. annuum, C. chinense и C. frutescens, которые вме-
сте составляют кладу Annuum [24, 25]. Самыми
близкими к Annuum являются виды клады Bacca-
tum, объединяющей C. baccatum, C. baccatum var.
praetermissum (Heiser & P.G. Sm.) Hunz. и C. chacoense
Hunz. [24]. Геном C. baccatum секвенирован, что да-
ло нам возможность использовать в сравнительном
структурном анализе последовательности PSY1 и
PSY2 C. baccatum в качестве представителя другой
клады перцев.

Для видов комплекса Annuum, кроме красной
финальной окраски плода, характерны два пат-
терна изменения окраски плода в процессе созре-
вания: от зеленого к красному (основной пат-
терн); от фиолетового к красному [24, 25]. Из взя-
тых в анализ сортов первый паттерн характерен
для сорта Сибиряк (C. annuum). Второй паттерн
наблюдается у сортов Отелло и Сиреневый куб
(C. annuum), Самоцвет (C. frutescens). У сорта Pi-
menta da Neyde окраска зрелого плода не меняет-
ся и остается фиолетовой (рис. 1), так как в кожи-
це и мякоти не происходит накопления окрашен-
ных каротиноидов. В результате в анализ были
взяты четыре сорта с типичным для видов перца
комплекса Annuum каротиноидным паттерном
пигментации плода и один сорт с аномальной ка-
ротиноидной пигментацией.

Нами были идентифицированы гены PSY1 и
PSY2 у пяти сортов перца видов клады Annuum.
Сравнительный анализ выявил низкий уровень
нуклеотидной вариабельности для гомологов
каждого гена. Необычным оказалось то, что боль-
шая часть (>30%) выявленных SNPs была скон-
центрирована в экзонах. Однако при этом какие-
либо критичные структурные различия гомоло-
гов как между видами Annuum, так и в сравнении
с C. baccatum отсутствовали. Последовательности
генов не содержали никаких нонсенс-мутаций.
При этом единичные случаи радикальных мис-
сенс-мутаций (PSY1, Отелло; PSY2, Сиреневый
куб и Pimente da Neyde) не влияли на фолдинг и
активные центры белков (согласно Phyre2) и не
входили в список мутаций, выявленных ранее
при анализе 94 образцов перца и присутствие ко-
торых могло бы изменить активность фитоин-
синтаз [38].

В целом идентифицированные последователь-
ности перца PSY1 и PSY2 были высоко гомологичны
(идентичность 82%), и основным отличием PSY1 от
PSY2 стало отсутствие на его N- и С14-конце
вставок 8 и 7 а.о. соответственно. Подобные раз-
личия характерны и для PSY-белков других видов
растений. Так, ранее для фитоинсинтаз злаковых

было предположено, что отсутствие/наличие таких
вставок может коррелировать с локализацией бел-
ков в пластидах конкретного типа [18]. С другой сто-
роны, данное мнение частично опровергается тем
фактом, что PSY2 может компенсировать отсут-
ствие PSY1 в плоде перца и, следовательно, PSY2
может работать не только в хлоропластах, но и в
хромопластах [38, 39].

Выявленное высокое структурное сходство
белков PSY1 и PSY2 у видов перца, в том числе у
видов разных клад, предполагает, что и функции
гомологов данных белков высоко консервативны
среди сортов/видов перца. С достаточной степе-
нью уверенности можно сказать, что по аналогии
с тканеспецифичным каротиногенезом у томата
S. lycopersicum идентифицированные нами гены
перца могут определять биосинтез каротиноидов
в созревающих плодах (гомологи PSY1), фото-
синтезирующих тканях (гомологи PSY2) и ле-
пестках (PSY1 и PSY2 совместно).

Различные сорта Capsicum классифицируются
в основном по морфологическим характеристикам
плода, в частности по его окраске, определяемой
пигментами, главным образом присутствием и со-
отношением различных каротиноидов [29]. Дина-
мика изменения окраски меняется по мере созре-
вания плода, при этом синтез каротиноидов идет
постоянно. До стадии MF окраска плода либо зе-
леная (хлоропласты преобладают и хлорофиллы
маскируют присутствие каротиноидов), либо фи-
олетовая (помимо хлоропластов с хлорофиллом и
каротиноидами в вакуолях накапливаются антоциа-
ны). По мере созревания (стадии IR, RF) в образую-
щихся хромопластах накапливается сложная смесь
каротиноидов, от состава которой зависит оконча-
тельная окраска зрелого плода – зелено-коричне-
вая, желтая, оранжевая, красная и/или темно-крас-
ная [29, 40].

Среди сортов, взятых в настоящее исследование,
Сибиряк (C. annuum) формирует зеленый MF плод,
а четыре остальных сорта – фиолетовый. По мере
созревания плод сорта Сибиряк меняет окраску с
зелено-красной (IR-плод) на темно-красную
(RF-плод). Исходно фиолетовые плоды сортов
Отелло, Сиреневый куб (оба – C. annuum) и Са-
моцвет (C. frutescens) меняют окраску с красно-
го/оранжевого оттенка (IR) на красный (RF).
Окраска плода у сорта Pimenta da Neyde (C. chin-
ense) – фиолетовая на всех стадиях созревания.

Изменение окраски плода по мере его созрева-
ния может определяться различной активностью
фитоинсинтазы PSY1. Однако у всех пяти анали-
зируемых образцов, вне зависимости от паттерна
пигментации плода и видовой принадлежности,
какие-либо радикальные структурные различия
между идентифицированными PSY1 отсутствуют.
Это предполагает, что разный уровень биосинте-
за каротиноидов в плодах данных образцов зави-
сит не от активности фермента PSY1, а от уровня
транскрипции кодирующего его гена. И действи-
тельно, уровень экспрессии гомологов гена PSY1
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в плодах анализируемых сортов перца прямо корре-
лировал с содержанием каротиноидов и приобрета-
емой ими по мере созревания окраской. Так, отсут-
ствие транскриптов PSY1 и крайне низкая экспрес-
сия PSY2 в плодах Pimenta da Neyde (C. chinense)
коррелирует с зеленой окраской мякоти плода и
следовыми количествами каротиноидов. В то же
время наиболее высокий уровень экспрессии
PSY1 в перикарпе плода сорта Отелло (C. annuum)
соответствует темно-красной окраске зрелого
плода, по-видимому, за счет более активного
синтеза и накопления красных каротиноидов.

Считается, что PSY1 является хромопласт-спе-
цифичной фитоинсинтазой [14]. Однако в нашем
случае существенная экспрессия PSY1 наблюда-
лась в листьях и чашелистиках у ряда образцов
(Сибиряк, Самоцвет и Pimenta da Neyde). При
этом образцы различались по уровню экспрессии
гена (рис. 5). Полученные результаты на перцах
совпадают с данными по томату и люцерне, где
также была показана транскрипция PSY1 в фото-
синтезирующих органах [3]. С учетом сказанного,
а также принимая во внимание способность PSY2
компенсировать PSY1 [39], можно предположить
аналогичные возможности PSY1 по отношению к
PSY2 и говорить о влиянии совокупного уровня
экспрессии PSY2 и PSY1.

Интересно, что полученные нами паттерны
экспрессии PSY1 в тканях перца в целом повторя-
ют профиль транскрипции PSY1 S. lycopersicum
[7], чего нельзя сказать о PSY2 (рис. 5). Макси-
мальное число транскриптов PSY2 присутствует в
лепестках томата, при этом в листьях, чашелисти-
ках и завязи данный ген экспрессируется заметно
слабее [7]. У перца же наибольший уровень тран-
скрипции PSY2 был обнаружен нами в листьях
(рис. 5). Мы полагаем, что подобные различия ле-
жат в основе разной пигментации лепестков
цветка томата (желтые) и перца клады Annuum
(белые/фиолетовые) [23, 29]. Дополнительным
тому подтверждением является то, что подавле-
ние экспрессии генов PSY1 и PSY2 приводит к по-
чти белой окраске лепестков цветка томата [41].

Таким образом, в настоящем исследовании у
пяти образцов трех видов перца клады Annuum
идентифицированы и охарактеризованы гомоло-
ги генов фитоинсинтаз PSY1 и PSY2, определен
профиль ко-экспрессии этих генов в вегетатив-
ных и репродуктивных органах и проведена оцен-
ка его корреляции с содержанием каротиноидов в
плодах. Высокое структурное сходство гомологов
между собой свидетельствует о сохранении ими
консервативных ключевых функций фитоинсин-
таз в синтезе каротиноидов. Отсутствие замеще-
ний в функционально значимых участках анали-
зируемых гомологов PSY свидетельствует о кор-
ректном транспорте, фолдинге и активности этих
ферментов. Показана экспрессия PSY1 не только
в плодах, но также и в фотосинтезирующих орга-
нах. Предполагается, что изменения в экспрессии
PSY1 и PSY2 связаны с полиморфизмом регуля-

торных областей. Сделано предположение о суще-
ствовании взаимной функциональной компенса-
ции ферментами PSY1 и PSY2 функций друг друга.
Подтверждена прямая корреляция между уровнем
экспрессии гена PSY1 и содержанием каротиноидов
и, как следствие, с каротиноидной пигментацией
плода в процессе созревания.
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Рис. S2. Аминокислотные последовательности PSY2 анализируемых сортов перца и сорта Zunla-1 (C. annuum;
XP_016560212.1).
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Рис. S1. Аминокислотные последовательности PSY1 анализируемых сортов перца и сорта Zunla-1 (C. annuum;
NP_013111896.1).
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Variability and Expression Pattern of Phytoene Synthase
(PSY) Paralogs in Pepper Species

M. A. Filyushina, *, E. A. Dyachenkoa, G. I. Efremova, E. Z. Kochievaa, and A. V. Shchennikovaa

aInstitute of Bioengineering, Research Centre of Biotechnology of the Russian Academy of Sciences, Moscow, 119071 Russia
*e-mail: michel7753@mail.ru

In this study, the PSY1 and PSY2 homologous genes were identified in five accessions of three pepper species
Capsicum annuum, Capsicum chinense and Capsicum frutescens, differing in fruit pigmentation pattern. Within
the studied pepper accessions, in the PSY1/PSY2 genomic sequence variability was determined. The PSY1
and PSY2 sequences were 82% similar and differed in the N- and C-terminal NAGLRYSD and KLTSSSL
indels, as well as in the conserved motifs characteristic of the PSY2 and PSY1 homologs. The PSY1 and PSY2
expression was analyzed in leaves, sepals, petals, ovaries, as well as in the peel and pulp of the fruits at the
three stages of ripening in all five analyzed accessions. The maximum level of PSY1 expression was shown in
the petals, and in the pericarp of mature fruits of C. annuum and C. frutescens accessions. In the C. chinense
accession, PSY1 was expressed only in leaves. PSY2 transcripts were found in all analyzed organs of all pepper
accessions; the maximum level was in the leaves, and the minimum level was in the fruit pericarp. The ob-
tained data suggest that the PSY1 and PSY2 homologs of pepper species retained conserved key functions in
the carotenoid synthesis in fruits (PSY1) and photosynthetic tissues (PSY2).

Keywords: phytoene synthase, PSY1, PSY2, Capsicum, pepper species, fruit colour.
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ГЕНЕТИЧЕСКАЯ ИЗМЕНЧИВОСТЬ В ПОПУЛЯЦИЯХ
Pinus sylvestris, Picea obovata, Abies sibirica И НА ВЫРУБКАХ
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Исследована изменчивость полиморфных ферментных локусов у 1180 особей подроста в четырех
популяциях Pinus sylvestris L., Picea obovata Ledeb. и Abies sibirica Ledeb., произрастающих в условиях
южной тайги Средней Сибири, на участках, пройденных рубками разной интенсивности, и в кон-
троле (в том числе, в 15 выборках сосны обыкновенной, 13 выборках ели сибирской и 16 выборках
пихты сибирской). Результаты сравнительного анализа данных подтверждают существенное сокра-
щение генетического разнообразия у молодого поколения деревьев трех хвойных видов на месте
сплошных широколесосечных и выборочных вырубок высокой интенсивности (на 8–30% – по чис-
лу аллелей и уровню полиморфности, на 14–75% – по числу редких аллелей). Отмечено, что гено-
фонды популяций темнохвойных видов более чувствительны к антропогенным воздействиям по
сравнению со светлохвойным (сосной обыкновенной). Особенности генетической изменчивости
изоферментов в популяциях пихты сибирской свидетельствуют о значительной утрате видом внут-
ривидового аллельного разнообразия ферментных локусов, что требует особого подхода к анализу
влияния лесопользования на популяции данного вида и сохранению его генетического разнообра-
зия. Из использованных показателей генетической изменчивости наиболее информативны для це-
лей генетического мониторинга хвойных лесов редкие аллели полиморфных локусов в целом и осо-
бенно аллели низкополиморфных локусов.

Ключевые слова: генетическое разнообразие, хвойные виды, сплошные и выборочные рубки, южная
тайга.
DOI: 10.31857/S0016675821030139

В России за последние 200 лет вследствие не-
рационального лесопользования произошло значи-
тельное сокращение площади хвойных лесов – ос-
новного средо- и лесообразующего компонента бо-
реальной зоны Евразии [1]. В настоящее время
наиболее интенсивной эксплуатации подвержены
леса Сибири и Европейского севера, после выруб-
ки и пожаров хвойные леса там нередко сменяются
менее ценными мелколиственными лесами и без-
лесыми пространствами [2, 3]. Поэтому обеспе-
чение естественного возобновления нарушенных
хвойных лесов и сохранение оставшихся (23% об-
щей площади) является первостепенной задачей
лесного хозяйства страны, прежде всего для со-
хранения популяционных генофондов хвойных
видов. Средняя и южная тайга во многих районах
Сибири пройдена рубками на 50–80%, оставшие-
ся насаждения пока составляют экологическую и

генетическую основу для восстановления попу-
ляционной структуры видов.

Следует отметить, что при таких быстрых тем-
пах сокращения ресурсного и экологического по-
тенциала лесов России многие фундаментальные
научные проблемы лесопользования остаются
нерешенными и мало изученными. Совершенно
недостаточно знаний о влиянии разных способов
рубки на генетическое разнообразие популяций
хвойных видов. Не исследованы пределы допусти-
мого сокращения и темпы восстановления генети-
ческого разнообразия популяций, достаточные для
полноценного воспроизводства и адаптации хвой-
ных видов к меняющимся условиям среды. Эти зна-
ния должны послужить основой для рационального
неистощимого лесопользования [4] и разработки
правил рубок, при которых первостепенной задачей
ставится необходимость сохранения внутрипопу-
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ляционного генетического разнообразия видов.
Недостаточно изучено влияние других антропо-
генных и природных факторов на показатели ге-
нетического разнообразия популяций видов. Бо-
лее того, до сих пор нет методики мониторинга
генетического разнообразия лесных древесных
видов [5], которая, по мнению многих россий-
ских исследователей [6–15], должна учитывать
видовую (родовую, по обоснованной аргумента-
ции Ф.Д. Аврова [16]) специфику их популяцион-
но-генетической структуры.

Из используемых современной генетикой ме-
тодов изучения генетического разнообразия наи-
более востребованы молекулярные методы ана-
лиза фрагментов ядерной и цитоплазматической
ДНК. Однако за прошедшие три десятилетия бы-
ла накоплена большая база данных по генетиче-
ской изменчивости изоферментов хвойных видов
Евразии (кодируемых одиночными белок-коди-
рующими генами, кодоминантно проявляемых
[17], мало зависящих от онтогенеза и коррелируе-
мых с адаптивными физиолого-биохимическими
характеристиками деревьев [18]), которая могла
бы быть использована для решения прикладных
задач. Цель данного исследования – оценить ге-
нетическую изменчивость и аллельное разнооб-
разие полиморфных ферментных локусов у под-
роста на вырубках разной интенсивности и пло-
щади в популяциях трех хвойных видов (сосны
обыкновенной (Pinus sylvestris L.), ели сибирской
(Picea obovata Ledeb.) и пихты сибирской (Abies si-
birica Ledeb.)) южной тайги Средней Сибири, от-
личающейся наибольшим ростом и продуктивно-
стью древесного яруса.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Всего было отобрано 44 выборки подроста

(1180 особей), имевшегося до рубки или появивше-
гося после нее, и рядом на нетронутых рубками кон-
трольных участках: 15 выборок сосны (Pinus syl-
vestris L.), 13 – ели (Picea obovata Ledeb.) и 16 –
пихты (Abies sibirica Ledeb.).

Образцы отбирали на участках сплошной уз-
колесосечной (СУР) “Сухая” и широколесосеч-
ной вырубок “М. Кемчуг” (СШР-1), “Зеледеево”
(СШР-2), “Погорелка” (СШР-3Ку), “Ачинск”
(СШР-4), “Кедровый” (СШР-6), “Тарутино”
(СШР-7), “Старая Козулька” (СШР-8), а также
выборочной рубки интенсивностью 45, 55, 65 и
75% по густоте – “Погорелка” (ВР45-3, ВР55-3),
“Усть-Тунгуска” (ВР65-9), “Большая Мурта”
ВР75-5) соответственно (табл. 1). Год проведения
рубки уточнялся с использованием базы данных
космических снимков Landsat 1984–2018 гг.
“Google Earth Engine” [21]. Подробнее опишем
несколько участков: на сплошных вырубках
“М. Кемчуг” 1990 г. и “Зеледеево” 1981 г. – наи-
больших по площади (352 и 142 га, наименьшая

ширина участков 1 км), расположенных вблизи
г. Красноярска, не было оставлено семенных де-
ревьев для возобновления; кроме того, в 1998 г. с
80–90% этих площадей был полностью удален и
вывезен верхний слой почвы и напочвенный по-
кров вместе с подростом (он остался только по
краям участков – подрост пихты и ели отбирали
именно там). Спустя, соответственно, 28 и 37 лет на
момент сбора материала на обоих участках наблю-
далась глубокая эрозия глинистого подстилающего
слоя на большей части площади, остальная часть
заросла вейником, появился единичный подрост
сосны – не более 50 шт./га (для полноценного вос-
становления необходимо не менее 3.0 тыс. шт./га)
[2]. Еще один участок после сплошной вырубки
“Погорелка” (СШР-3Ку) 1975 г. был искусственно
восстановлен посадкой культур сосны, их возраст
около 40 лет. На участке “Тарутино” (СШР-7) по-
сле вырубки проведено выжигание и высажены
культуры сосны, их возраст 25 лет. На участках
выборочной рубки “Погорелка” ВР45-3 и ВР55-3
за десять лет до рубки 2009 г. прошел низовой по-
жар, который активизировал процесс естествен-
ного возобновления сосны – в среднем там по-
явилось 28 тыс. шт. подроста на 1 га.

Так как все исследованные популяции в раз-
ное время подвергались антропогенному воз-
действию, для сравнительного анализа мы ис-
пользовали два контроля: местный (МК) – в не-
тронутой недавней рубкой или пожаром части
популяции и региональный (РК) – в малонару-
шенной популяции с самыми высокими показа-
телями генетического разнообразия. Рядом с
СШР-1 не было ненарушенных насаждений с
участием пихты сибирской, поэтому местным
контролем для нее послужила примыкающая к
вырубке старая 80–100-летняя вырубка площа-
дью около 6 га, первоначально заросшая березой
и осиной, под ее пологом выросла пихта (возраст
деревьев 50–70 лет).

Для исследования использовали вегетативные
почки. Экстракцию ферментов, электрофорети-
ческий анализ и гистохимическое окрашивание
проводили в соответствии с общепринятыми ме-
тодиками, подробно описанными нами ранее [19,
20]. В образцах сосны обыкновенной проанали-
зировано 20 локусов (табл. 2), включая 16 поли-
морфных. В выборках ели сибирской проанали-
зировано 20 локусов, из них 17 полиморфных. В
выборках пихты сибирской, отличающейся низ-
ким уровнем генетического полиморфизма, было
проанализировано также 20 локусов, шесть из ко-
торых полиморфны.

Основные показатели генетической изменчи-
вости, оценку соответствия распределения гено-
типов уравнению Харди–Вайнберга с использо-
ванием критерия χ2, дистанции Неи [22], индек-
сы фиксации Райта FIT, FIS, FST вычисляли в
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Таблица 1. Краткая характеристика и географические координаты популяций

Популяция: площадь, давность 
рубки

Возрастная 
группа n

Состав
древостоя

Возраст,
лет

Густота 
подроста,

тыс. шт./га

Географические 
координаты

с.ш. в.д.

Сосна обыкновенная

М. Кемчуг: МК-1 В 35 7С2Б1Л 70–120 1.0 56°00′ 92°45′
СУР, 1 га, 22 л. П 30 6Б4Сед.Е 10–13 48.0 56°13′ 92°58′
СШР-1.350 га, 28 л. П 25 6Ос3Б1СедЕП 5–8 0.1 56°12′ 92°27′
Погорелка: МК-3 (РК) В 28 10С 50–120 1.0 56°22′ 92°58′

П 30 10С 5–18 2.5
СШР-3Ку, 41 га, 40 л. В 29 10С 35 1.8 56°23′ 92°59′
ВР45-3, 1 га, 9 л. П 30 10С 5–10 28.0 56°22′ 92°59′
ВР55-3, 1 га, 9 л. П 29 10С 5–8 7.2

Ачинск: МК-4 В 29 10С 80–150 0.7 56°18′ 90°30′
П 30 7С2Б1Е 7–14 2.0 56°14′ 90°33′

СШР-4, 9 га, 5 л. В 30 6С4Б 50–60 0.1 56°16′ 90°33′
П 30 6Б3С1Ос 5–10 0.5

Б. Мурта: МК-5 В 30 8С2Б 40–100 0.8 56°53′ 93°12′
П 30 10С 6–15 3.0

ВР75-5, 32 га, 8 л. П 30 8С2Е 5–7 1.0 56°53′ 93°05′
Ель сибирская

М. Кемчуг: МК-1 В 30 7Е2С1П 80–120 0.8 56°08′ 92°32′
СШР-1, 352 га, 18 л. П 15 6Ос3Б1СедЕП 6–10 0.02 56°13′ 91°58′
Б. Мурта: МК-5 (РК) В 26 6С3Е1П 90–110 0.7 56°53′ 93°06′

П 30 7Е2П1С 15–20 1.5
ВР75-5, 32 га, 8 л. П 16 5С4Е1БедП 8–15 2.0 56°53′ 93°05′
Козулька: МК-6 В 30 7П3ЕедОс 90–130 1.0 56°10′ 91°30′

П 22 6П3Е1К 5–20 2.7
СШР-6, 20 га, 6 л. П 20 8П2Е 7–15 0.3 56°16′ 91°31′
СШР-7, 25 л. П 25 7С3Е ед. П 5–25 1.0 56°19′ 90°53′
У-Тунгуска: МК-9 В 30 5Е3П2С 70–90 1.3 58°02′ 92°56′

П 27 6П2Е2К ед. С 10–25 5.0 58°06′ 92°56′
ВР65-9, 77 га, 10 л. В 25 7П2С1Е 120–160 0.15 58°03′ 92°56′

П 22 8П1К1Е 10–15 7.0

Пихта сибирская

М. Кемчуг: МК-1 В 26 6П2Е1Ос1Б 70–90 1.3 56°15′ 92°50′
П 28 4П2К2Е1С 5–16 9.0

СШР-1, 350 га, 18 л. В 11 6Ос3Б1СедЕП 25–30 0.01 56°13′ 91°58′
П 29 7П2Е1С 5–12 0.02

СШР-2, 142 га, 5 л. В 26 5О3Б2Пед Е 70–100 0.05 56°07′ 91°54′
П 29 4П3Е3С 13–20 0.04

Козулька: МК-6/8 В 30 7П1Л1Б1К 70–90 0.8 56°08′ 91°28′
СШР-6, 20 га, 6 л. П 30 8П2Е 10–20 0.2 56°16′ 91°31′
СШР-8, 48 га, 13 л. В 40 6Б2П2Ос 120–200 0.1 56°13′ 91°18′

П 7 7Ос2П1Кед Е 8–23 2.7
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программах GenAlex 6 [23] и Genepop [24]. Допол-
нительно вычисляли долю редких аллелей в вы-
борках hμ [18], достоверность различий по редким
аллелям оценивали с использованием точного
критерия Фишера F [18, 25].

РЕЗУЛЬТАТЫ

На исследуемой территории протяженностью
200 км с запада на восток и 250 км с юга на север
основные показатели генетической изменчиво-
сти популяций хвойных видов, не нарушенных
рубками за предшествующие 80–100 лет, варьи-
ровали в пределах: Р = 70–85%, NА = 2.46 (2.25–
2.65), NЕ = 1.39 (1.36–1.43), HО = 0.23 (0.20–0.25);
HЕ = 0.22 (0.21–0.24), FIS =–0.002 (–0.069–0.072)
в четырех популяциях Pinus sylvestris; Р = 65–80%,
NА = 2.15 (1.90–2.35), NЕ = 1.26 (1.23–1.28), HО =
= 0.17 (0.15–0.18); HЕ = 0.17 (0.16–0.18), FIS = 0.034
(–0.053–0.103) в четырех популяциях Picea obova-
ta; Р = 30%, NА = 1.41 (1.40–1.45), NЕ = 1.20 (1.20–
1.22), HО = 0.10 (0.10–0.11); HЕ = 0.10 (0.10–0.11),
FIS = –0.009 (–0.027–0.025) в четырех популяциях
Abies sibirica. Межпопуляционные различия (FST)
составили 1.7% генотипической изменчивости в
наборе популяций сосны обыкновенной, 1.0% –
ели сибирской и 2.0% – пихты сибирской. После
включения в них выборок с вырубок уровень
межпопуляционных различий увеличился до
2.3% для сосны обыкновенной и до 3.0% для пих-
ты сибирской и ели сибирской. В более широких
географических пределах всей сибирской части
ареала различия между популяциями по анало-
гичному набору локусов составляют 4.5% для сос-
ны обыкновенной [20], 2.5% для ели сибирской и
5.2% для пихты сибирской [19, 26]. В границах,
охватывающих еще большие части ареалов видов,
частично по другим наборам локусов, дифферен-
циация популяций составляет 2.9–4.7% у сосны
обыкновенной [9, 27], 4.9–5.0% у ели сибирской
[27, 28], 9.3% у пихты сибирской [29]. К сожалению,

в наиболее объемной по широте и детальности охва-
та ареала Pinus sylvestris работе [30] приведены толь-
ко генетические дистанции между популяциями
и нет стандартных характеристик генетической
изменчивости всего объема выборок, что не поз-
воляет оценить уровень межпопуляционной диф-
ференциации вида по всему его ареалу.

Как видно из табл. 3, наибольшие различия
между участками, пройденными рубками, и кон-
тролем наблюдаются по среднему числу аллелей
на локус (NA), информационному индексу гено-
типического разнообразия Шеннона (I) и доле
редких аллелей (hμ). Значения этих показателей
уменьшаются на всех вырубках интенсивностью
выше 45% для Pinus sylvestris и Picea obovatа. Для
популяций Abies sibirica они оказались мало ин-
формативными, кроме hμ. Почти не отличался от
контроля (МК-3/РК) подрост после выборочной
рубки ВР45-3 “Погорелка”, на втором месте по-
сле него был подрост после сплошной узколесо-
сечной рубки СУР. Общей для популяций трех
видов тенденцией на вырубках является более
низкое генетическое разнообразие у взрослых де-
ревьев по сравнению с подростом: на нетронутых
участках большинства популяций взрослые дере-
вья отличаются более высоким средним числом
аллелей на локус и числом генотипов, особенно в
мало нарушенных популяциях; наоборот, на вы-
рубках соотношение меняется в пользу подроста.
Такое соотношение наблюдалось в пяти из девяти
сравнений подроста со взрослыми деревьями в
контроле (в четырех случаях различия не выявле-
ны), а также в трех из шести сравнений подроста
и взрослых деревьев на вырубках (в одном случае
обратная пропорция и в двух нет различий). Это
непосредственно отражается и на величинах воз-
растной и пространственной генетической диф-
ференциации внутри популяций: генетические
дистанции Неи [22] между выборками внутри по-
пуляций варьировали в пределах 0.001–0.006 в
контроле и от 0.002 до 0.017 на вырубках (рис. 1);

Примечание. n – объем выборки, П – подрост, В – взрослые деревья, Ку – культуры, л. – лет, С – сосна, Л – лиственница,
Е – ель, П – пихта, К – кедр сибирский, Б – береза, Ос – осина, ед – единичные деревья.

У-Тунгуска: МК-9 В 25 7П2С1Е 120–160 1.2 58°06′ 92°56′
П 29 8П1К1Е 10–15 6.0

ВР65-9, 77 га, 10 л. В 28 7П1Е1Б1Ос 80–120 0.25 58°03′ 92°56′
П 28 8П2Е ед. К 6–15 7.0

Нарым: МК-10 (РК) В 29 5П2С2ЕедЛц 50–70 0.6 55°56′ 92°44′
П 23 7–15 2.8

Популяция: площадь, давность 
рубки

Возрастная 
группа n

Состав
древостоя

Возраст,
лет

Густота 
подроста,

тыс. шт./га

Географические 
координаты

с.ш. в.д.

Таблица 1. Окончание
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Таблица 2. Список используемых ферментных локусов для исследования генетической изменчивости внутри по-
пуляций хвойных видов

Примечание. p – полиморфные локусы, m – мономорфные.

Ферментная система Локус
Вид

Pinus sylvestris Picea obovata Abies sibirica

Малатдегидрогеназа
(MDH, EC 1.1.1.37)

Mdh-1
Mdh-2
Mdh-3
Mdh-4

m
p
p
p

m
p
p
–

m
m
p
–

Глутаматоксалоацетаттрансаминаза
(GOT, EC 2.6.1.1)

Got-1
Got-2
Got-3

p
p
p

p
p
p

m
m
m

Шикиматдегидрогеназа
(SkDH, EC 1.1.1.25)

Skdh-1
Skdh-2

p
p

p
p

p
m

Алкогольдегидрогеназа 
(ADH, EC 1.1.1.1)

Adh-1
Adh-2

p
p

–
–

–
–

Лейцинаминопептидаза
(LAP, EC 3.4.11.1)

Lap-1
Lap-2

m
p

p
p

m
m

6-Фосфоглюконатдегидрогеназа 
(6-PGD, EC 1.1.1.44)

6-Pgd-1
6-Pgd-2
6-Pgd-3

–
p
–

–
p
m

p
m
–

Глутаматдегидрогеназа
(GDH, EC 1.4.2.3)

Gdh P p m

Фосфоглюкомутаза
(PGM, EC 2.7.5.1)

Pgm-1
Pgm-2

p
m

p
p

m
p

Формиатдегидрогеназа
(FDH, EC 1.2.1.2)

Fdh P P m

Флуоресцентная эстераза
(FEST, EC 3.1.1.2)

Fe-2 p – m

Супероксиддисмутаза
(SOD, 1.15.1.1)

Sod-1
Sod-2

–
–

m
p

m
–

Изоцитратдегидрогеназа
(IDH, 1.1.1.42)

Idh-2 m P –

Фосфоглюкоизомераза
(PGI, 5.3.1.9)

Pgi-2 – P –

Гексокиназа (HK 2.7.1.1) Hk – – р

Аконитаза или аконитатгидратаза 
(ACO, 4.2.1.3)

Aco – – р
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между выборками двух поколений деревьев на
всех СШР они увеличились по сравнению с кон-
тролем в 1.2–3 раза. При этом различия между
вырубками и контролем в отдельных популяциях
сосны обыкновенной были сопоставимы с разли-
чиями между популяциями из разных регионов
[20, 31]. Существенные различия по другим гене-
тическим характеристикам выявлены только на
отдельных участках, например, снижение уровня
наблюдаемой гетерозиготности (НО) и повыше-
ние индекса фиксации Райта (FIS) отмечено у
подроста сосны обыкновенной на участках
СШР-1 и СШР-4, ели сибирской (СШР-7) и у

взрослых деревьев пихты сибирской на участках
СШР-1, СШР-2.

Сравнительный анализ числа выявленных ал-
лелей показал, что у сосны обыкновенной в Си-
бири за все время исследований, включая данную
работу, для аналогичного набора 20-ти локусов
было обнаружено 74 аллеля, в исследуемых попу-
ляциях всего определено 63 аллеля, число аллелей
в популяциях варьировало в пределах 48–60, во
внутрипопуляционных выборках 44–50 (рис. 2).
Число редких из них (с частотой ≤5%) в популя-
циях варьировало от 7 до 17, очень редких (к ним
мы относили аллели, встречающиеся в 1–2 вы-
борках с частотой ≤1–2%, для обнаружения кото-
рых требуются достаточно большие выборки) от 0
до 7; внутри популяций, соответственно 0–6 и 0–3.
Каждое дерево было носителем 21–28 аллелей
(редких – 0–2). У ели сибирской из 57 аллелей в
отдельных популяциях их число составило 40–49,
а внутри популяций 35–42. Из 23 редких (в их
числе 15 встречались только в 1–2 выборках), в
популяциях обнаруживалось от 6 до 14 аллелей,
внутри популяций от 3 до 8 соответственно очень
редких – 3–7 и 1–4. У пихты сибирской различия
по аллельному разнообразию ферментов на трех
уровнях обобщения данных были небольшими (в
популяциях по 28–29, в выборках по 25–29 алле-
лей, редких 0–3).

Наиболее заметные различия при сравнении
выборок обнаруживаются по числу и доле редких
аллелей hμ. Был проведен сравнительный анализ
аллелей, присутствующих с частотой менее 5%
(жирным шрифтом выделены наиболее редкие
аллели). У сосны обыкновенной это Mdh-283, Mdh-490,
Got-1107, Got-332, 42, 310, Skdh-185, 90, 103, 107, Skdh-286,

Рис. 1. Дистанции М. Неи [Nei, 1972] между выборка-
ми взрослых деревьев и подроста в популяциях, нару-
шенных вырубками и в контроле (столбцы – средние
популяционные значения, интервалы – максималь-
ные и минимальные значения между выборками
внутри популяций).

0.016
0.014
0.012
0.010
0.008
0.006
0.004
0.002

0
Pinus sylvestris

D

Picea obovata Abies sibirica

Контроль
Вырубка

Рис. 2. Суммарное число аллелей в 20 локусах (N), число редких аллелей (Np) и число очень редких аллелей (Nop), вы-
явленных в Сибири по результатам предыдущих наших исследований (1), в районе исследования (2), в отдельных по-
пуляциях (3), в выборках внутри популяций (4) трех хвойных видов. Светлыми линиями показаны пределы между ми-
нимальными и максимальными значениями.
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Таблица 3. Основные характеристики генетической изменчивости внутри популяций сосны обыкновенной, ели
сибирской и пихты сибирской в контроле (МК, РК) и на вырубках (СШР, СУР, ВР)

Популяция: выборка,
возрастная группа

Р NA NE I hμ HO HE F

Сосна обыкновенная

М. Кемчуг: 80 2.650 1.365 0.389 0.330 0.214 0.220 0.015

±0.284 ±0.081 ±0.070 ±0.035 ±0.041 ±0.042 ±0.017

МК-1 В 80 2.400 1.364 0.384 0.275 0.229 0.220 –0.035

СУР П 75 2.350 1.376 0.384 0.254 0.204 0.220 0.027

СШР-1 П 75 2.250 1.352 0.364 0.241 0.203 0.208 0.041

Погорелка (РК): 85 3.000 1.388 0.406 0.381 0.219 0.228 0.021

±0.363 ±0.086 ±0.075 ±0.028 ±0.042 ±0.044 ±0.013

МК-3 (РК) В 80 2.500 1.418 0.416 0.268 0.231 0.239 0.028

МК-3 (РК) П 75 2.300 1.359 0.381 0.253 0.205 0.212 0.011

СШР-3 Ку В 80 2.350 1.361 0.383 0.260 0.216 0.217 –0.020

ВР45-3 П 80 2.450 1.378 0.396 0.271 0.215 0.226 0.031

ВР55-3 П 70 2.200 1.406 0.385 0.213 0.231 0.228 –0.024

Ачинск: 80 2.750 1.363 0.393 0.344 0.205 0.219 0.035

±0.354 ±0.081 ±0.070 ±0.031 ±0.038 ±0.042 ±0.020

МК-4 В 75 2.450 1.390 0.391 0.272 0.215 0.223 0.012

МК-4 П 70 2.300 1.396 0.390 0.257 0.217 0.223 0.017

СШР-4 В 75 2.200 1.288 0.334 0.231 0.197 0.191 –0.020

СШР-4 П 75 2.250 1.357 0.370 0.246 0.195 0.216 0.064

Б. Мурта: 70 2.400 1.398 0.391 0.257 0.233 0.225 –0.029

±0.320 ±0.095 ±0.080 ±0.033 ±0.050 ±0.047 ±0.018

МК-5 В 70 2.300 1.382 0.408 0.227 0.233 0.214 –0.075

МК-5 П 70 2.350 1.434 0.419 0.223 0.235 0.243 0.030

ВР75-5 П 70 2.100 1.373 0.365 0.223 0.229 0.213 –0.064

Ель сибирская

М. Кемчуг: 70 2.000
±0.192

1.263
±0.060

0.298
±0.057

0.212
±0.043

0.174
±0.040

0.176
±0.037

0.040
±0.041

МК-1 В 65 1.900 1.278 0.304 0.224 0.175 0.182 0.069

СШР-1 П 65 1.800 1.239 0.267 0.215 0.171 0.158 –0.074

Б. Мурта (РК): 80 2.450
±0.246

1.268
±0.061

0.315
±0.059

0.354
±0.039

0.181
±0.039

0.178
±0.037

0.000
±0.026

МК-5 В 68 2.050 1.286 0.317 0.253 0.183 0.184 0.058

МК-5 П 79 2.100 1.262 0.302 0.291 0.173 0.175 –0.010

ВР75-5 П 68 1.850 1.250 0.285 0.217 0.194 0.169 –0.116

Козулька: В 75 2.350 1.244 0.294 0.346 0.165 0.166 –0.012

±0.274 ±0.059 ±0.055 ±0.034 ±0.033 ±0.035 ±0.013

МК-6 84 2.000 1.253 0.291 0.250 0.166 0.167 –0.016

МК-6 П 63 1.950 1.258 0.291 0.259 0.187 0.171 –0.085
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Lap-1103, Lap-298, 102, 105, Fdh45, 206, Pgm-193, 95, 103, Adh-259,
Fe-285, 113. В данных популяциях не обнаружено
следующих десяти аллелей, редко встречаемых в
сибирской части ареала: Got-188, Got-2148, Got-3505,
Skdh-193, 98, 6-Pgd-267, 91, Adh-1112, 116, Idh74. У ели
сибирской: Got-1106, Got-200, 106, Got-3109, Lap-100, 98, 103,
Lap-2107, Skdh-100, 79, Skdh-294, Mdh-272, 104, Mdh-362, 147,

Idh-259, 81, 115, Gdh109, Pgm-194, Pgm-297, 102, 6-Pgd-258. В
выборках ели отсутствовали следующие редкие
аллели: Got-186, Got-293, Skdh-1112, Mdh-384, Fdh300,
Pgi-284, 128. У пихты сибирской всего выявлено
пять редких аллелей, в том числе три в исследуемых
популяциях Mdh-378, 131, Aco95, аллели Got-193,
Got-200 в них не обнаружены.

Примечание. * – старая вырубка, В – взрослые деревья, П – подрост; P – доля полиморфных локусов (%), NA – среднее число
аллелей на локус, NE – эффективное число аллелей, I – индекс информации (энтропии) Шеннона, hμ – доля редких аллелей,
HO, HE – наблюдаемая и ожидаемая гетерозиготность, F – индекс фиксации Райта.

СШР-6 П 70 1.950 1.270 0.307 0.234 0.185 0.179 –0.034

СШР-7 П 70 1.750 1.201 0.230 0.211 0.122 0.136 0.065

У-Тунгуска: 80 2.350 1.236 0.290 0.335 0.157 0.162 0.021

±0.233 ±0.056 ±0.054 ±0.033 ±0.033 ±0.034 ±0.022

МК-9 В 84 2.150 1.246 0.290 0.316 0.146 0.167 0.066

МК-9 П 68 1.950 1.249 0.285 0.250 0.181 0.165 –0.093

ВР65-9 В 63 1.850 1.229 0.265 0.230 0.145 0.154 0.029

ВР65-9 П 63 1.800 1.213 0.256 0.223 0.159 0.148 –0.058

Пихта сибирская

М. Кемчуг: 30 1.400 1.201 0.166 0.148 0.098 0.102 0.055

±0.152 ±0.097 ±0.070 ±0.021 ±0.043 ±0.043 ±0.025

МК-1*
МК-1
СШР-1
СШР-1
СШР-2
СШР-2

В
П
В
П
В
П

30
25
20
30
25
25

1.400
1.350
1.300
1.400
1.350
1.350

1.204
1.194
1.194
1.182
1.208
1.184

0.162
0.159
0.145
0.158
0.170
0.164

0.154
0.102
0.077
0.149
0.098
0.104

0.099
0.102
0.089
0.094
0.095
0.104

0.098
0.096
0.091
0.095
0.111
0.103

0.008
–0.041

0.012
0.023
0.175

–0.006

Козулька: 30 1.400 1.202 0.164 0.156 0.098 0.102 0.028

±0.152 ±0.097 ±0.069 ±0.029 ±0.042 ±0.044 ±0.015

МК-6
СШР-6
СШР-8
СШР-8

В
П
В
П

30
25
30
20

1.400
1.350
1.400
1.250

1.203
1.206
1.189
1.182

0.166
0.164
0.161
0.140

0.159
0.102
0.146
0.040

0.103
0.096
0.093
0.105

0.101
0.104
0.099
0.092

–0.027
0.084
0.025

–0.458

У-Тунгуска: 30 1.400 1.202 0.167 0.146 0.102 0.103 0.000

30 ±0.152 ±0.096 ±0.070 ±0.024 ±0.044 ±0.044 ±0.022

МК-9
МК-9
ВР65-9
ВР65-9

В
П
В
П

30
30
25
30

1.400
1.400
1.350
1.400

1.197
1.196
1.201
1.196

0.168
0.160
0.158
0.168

0.146
0.162
0.117
0.141

0.106
0.102
0.106
0.095

0.104
0.099
0.100
0.103

–0.034
–0.033
–0.047

0.054

Нарым (РК): 30 1.450 1.224 0.180 0.174 0.112 0.113 –0.019

±0.170 ±0.102 ±0.072 ±0.037 ±0.044 ±0.046 ±0.019

РК-10
РК-10

В
П

30
30

1.450
1.400

1.237
1.200

0.186
0.168

0.212
0.157

0.118
0.101

0.117
0.105

–0.031
–0.008

Популяция: выборка,
возрастная группа

Р NA NE I hμ HO HE F

Таблица 3. Окончание
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Предварительный анализ всех 15 выборок сос-
ны обыкновенной показал достоверные различия
между ними по частотам аллелей всех локусов
(р < 0.0000), а при полокусном анализе – по вось-
ми локусам: Mdh-3, Got-2, Skdh-1, Lap-2, 6Pgd-2,
Pgm-1, Adh-1, Adh-2 (при сравнении ненарушен-
ных рубкой участков – только по трем). Наиболее
дифференцированы по частотам аллелей выборки
со сплошных вырубок и контрольных участков в
популяциях “Ачинск” (χ2 = 57.26, d.f. 22, р < 0.00006)
и “М. Кемчуг” (χ2 = 98.45, d.f. 22, р < 0.00000), в
меньшей степени и недостоверно в популяциях
“Погорелка” (χ2 = 34.91, d.f. 24, р < 0.069) и
“Б. Мурта” (χ2 = 17.25, d.f. 22, р < 0.750). Наиболее
обедненная по аллельному разнообразию фермен-
тов популяция “Б. Мурта” существенно отлича-
лась от всех популяций при попарном сравнении
по 2–8 в общем наборе локусов (χ2 = 58.71–112.34,
d.f. 32–34, р < 0.0027–0.00000). Достоверное со-
кращение частоты встречаемости редких аллелей
у подроста на вырубках по сравнению с местным
контролем выявлено для вариантов ВР55-3 “По-
горелка”, ВР75-5 “Б. Мурта”, СШР-1 “М. Кем-
чуг” и СШР-4 “Ачинск”, т.е. на вырубках интен-
сивностью выше, чем “умеренно высокая” 30–
40%, больше всего на сплошной вырубке
“М. Кемчуг”, где был полностью уничтожен поч-
венный покров с подростом (рис. 3). Достоверно
также различались между собой два варианта вы-
борочной рубки интенсивностью 45 и 55% (“По-
горелка”). Отметим, что оба этих участка после
рубки были пройдены низовым пожаром, но на
втором был сильнее нарушен почвенный и на-
почвенный покров и оставлено недостаточное
число семенных деревьев, неравномерно распре-
деленных на площади. Наибольшие достоверные
различия по частотам редких аллелей получены
для всех выборок подроста с вырубок и для части
с МК по сравнению с РК. Эти различия в целом
характеризуют степень нарушенности популяций,
подверженных разным видам антропогенной на-
грузки в течение длительного периода времени (вы-
рубкам, пожарам, рекреации). Достоверное сокра-
щение генетического разнообразия выявлено также
в культурах после СШР (рис. 3,а).

В трех популяциях ели сибирской выборки на
вырубках также достоверно отличались от кон-
трольных (МК, РК) по частоте всех нередких ал-
лелей (χ2 = 51.24–138.92, d.f. 30, р < 0.0092–
0.00000), в популяции “Б. Мурта” различия были не-
достоверными (χ2 = 28.11–32.0, d.f. 30, р < 0.37–0.56).
Различия по числу редких аллелей (по критерию
Фишера F) были достоверны во всех популяциях
как относительно местного (р < 0.035–0.0023), так и
регионального контроля (р < 0.0097–0.00002)
(рис. 3,б), также и по доле редких аллелей hμ (р <
< 0.0026–0.0003). Не отличалась от местного кон-
троля только выборка подроста, оставшегося от

предварительного возобновления на узком участ-
ке сплошной рубки СШР-1, примыкающем к сте-
не леса (так как на остальной площади вырубки с
удаленным почвенным покровом подроста не об-
наружено).

В популяциях пихты сибирской различия
между вырубками и контролем достоверны в от-
носительных показателях, но невелики в числен-
ном выражении в виду низкого полиморфизма
локусов и числа редких аллелей в выборках в це-
лом (3 аллеля) (рис. 3,в), что отмечалось всеми ис-
следователями вида ранее [26, 29, 45, 46].

ОБСУЖДЕНИЕ
Как видно из приведенного фактического ма-

териала, следствием интенсивных рубок является
существенное сокращение доли редких аллелей в
выборках подроста хвойных видов. В результате
сравнения выборок из нарушенных наиболее ин-
тенсивными сплошными и выборочными (выше
45%) рубками популяций с мало нарушенными
популяциями получены более низкие значения до-
ли полиморфных локусов и аллельного разнообра-
зия (доли редких аллелей): у сосны обыкновенной
соответственно, на 9–12% (33–75% редких аллелей);
у ели сибирской – на 12–30% (14–58% редких); у
пихты сибирской – на 8–29% (50–100% редких). Не
выявлено сокращения разнообразия изофермен-
тов у сосны обыкновенной после выборочной
рубки интенсивностью 45%, проведенной через
десять лет после слабого низового пожара, стиму-
лировавшего активное возобновление. Таким об-
разом проведенное нами исследование в южной
тайге Средней Сибири в целом подтверждает су-
щественное влияние лесохозяйственной деятель-
ности человека на генетическое разнообразие по-
пуляций хвойных видов, даже после однократно-
го приема рубок, не рассматривая проблему
лесопользования и обеднения генофондов дре-
весных видов в историческом аспекте (в литера-
туре отмечается неуклонное сокращение площа-
ди лесов России за последние 200–500 лет). Оно
согласуется с выводами других авторов, устано-
вивших неполное воспроизводство генетическо-
го разнообразия в лесах после рубок вследствие
фрагментации ареалов, сокращения численности
популяций, искусственного восстановления и се-
лекции [12–14, 32–40]. Причем даже проведение
постепенной выборочной рубки и рубок ухода не
гарантирует сохранения редких аллелей [35, 41,
42]. В то же время, не во всех случаях обнаружива-
ется влияние хозяйственной деятельности чело-
века на генетическое разнообразие древесных
растений [11, 43, 44], так как согласно перечис-
ленным исследованиям оценки лесохозяйствен-
ной практики зависят от различий между объек-
тами исследования (био-экологическими осо-
бенностями видов и истории генофондов разных
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видов и их популяций, от выбора генетических
маркеров); а также, согласно полученных нами
данных, – от различий в размерах популяций,

площади вырубок, геометрической форме этой пло-
щади (квадрат – узкий прямоугольник), размерах
окружающей рубку малонарушенной территории;

Рис. 3. Уменьшение числа редких аллелей (в %) на вырубках по сравнению с местным (МК) и региональным (РК) кон-
тролем; *, **, *** соответствует Р < 0.05, 0.01, 0.001 уровням достоверности различий по критерию Фишера относитель-
но МК (в скобках – относительно РК), н/д – недостоверно; в популяциях сосны обыкновенной – а, ели сибирской –
б, пихты сибирской – в.
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возможного воздействия пожаров до и после рубки,
наличия факторов, препятствующих восстановле-
нию лесов, либо способствующих ему (например
уничтожение напочвенного покрова после рубки
или проведение рубки в годы с высоким урожаем
семян). В частности, меньшее сокращение числа
редких аллелей наблюдалось на сплошных вы-
рубках небольшой площади в популяциях сосны
обыкновенной (СУР) и ели сибирской (СШР-6).

Поскольку на вырубках оставшиеся взрослые
деревья характеризуются меньшим аллельным
разнообразием по сравнению с подростом, то
уменьшается число носителей редких аллелей ре-
продуктивного возраста в целом и увеличивается
время, необходимое для полноценного его вос-
производства до достижения подростом возраста,
как минимум, 60–80 лет. Это повышает риски
дальнейшего снижения разнообразия в связи с
участившимися пожарами (часто антропогенного
происхождения) в сосновых лесах, от которых в
первую очередь гибнет подрост и сокращением
времени возраста рубки со 120 до 100, а теперь в
ряде случаев до 80 лет. На вырубках увеличивают-
ся различия между поколениями взрослых дере-
вьев и подроста, а также между ценопопуляциями
(или субпопуляциями) в пространстве по частоте
встречаемости одноименных редких аллелей. Одна-
ко, как было показано выше, на вырубках могут со-
храняться носители очень редких для популяции ал-
лелей, поэтому после включения в анализ подроста
сосны с вырубок их число в популяционных выбор-
ках увеличилось в популяциях “Погорелка” с 11 до
19, “М. Кемчуг” – с 9 до 12, “Ачинск” – с 12 до 15,
в том числе, возможно за счет увеличения выбор-
ки с 30–60 до 90–150 особей. Поэтому для более
надежного сохранения генетического разнообра-
зия популяций хвойных видов желательно увели-
чить возраст рубки до 120–150 лет на участках,
уже пройденных рубками.

Примечательно, что популяции пихты сибир-
ской отличаются значительно меньшим поли-
морфизмом локусов, меньшей долей редких алле-
лей (7–10% от их общего числа), у сосны обыкно-
венной и ели сибирской их, соответственно, 32–
40 и 16–26% от общего числа. У пихты сибирской
ниже число эффективных мигрантов на поколе-
ние (Nm = 2.4) по сравнению с сосной и елью
(Nm = 4.8–5.3). Если при этом сравнить одно-
именные ферментные системы у трех хвойных
видов, можно также заметить в несколько раз
большее число мономорфных локусов и целых
ферментных систем у пихты сибирской (табл. 2).
Например, у сосны обыкновенной мономорфны
локусы Mdh-1, Idh, Pgm-2, Sod-2; у ели сибирской
мономорфны Mdh-1, 6-Pgd-3, Sod-1; у пихты си-
бирской мономорфны или мало изменчивы локу-
сы Pgm-1, 6-Pgd-2, Skdh-2 и локусы ферментных
систем Got, Mdh, Adh, Fe, Lap, Fdh, ldh, Pgi, Sod [29,
45, 46]. Такие низкие показатели генетической

изменчивости в целом не характерны для видов с
широкими ареалами (как у пихты сибирской), но
часто наблюдаются у видов с очень ограничен-
ным распространением, эндемиков [17, 47]. Пе-
речисленные особенности генетической измен-
чивости аллозимов в популяциях пихты сибирской
подтверждают, что история вида может иметь не
меньшее значение, чем его географическое распро-
странение. Результаты исследования свидетель-
ствуют о значительной утрате видом внутривидово-
го аллельного разнообразия ферментных локусов
относительно других видов пихты, особенно близ-
кородственных видов пихты Abies sachalinensis
(F. Schmidt) Mast и Abies nephrolepis (Trautv.) Max-
im. (наиболее близких пихте сибирской, с генети-
ческими дистанциями, соответствующими уров-
ню подвидов [29]), а также относительно других
хвойных видов, произрастающих в Северной
Евразии. Это указывает на необходимость более
подробного изучения генетической изменчиво-
сти вида на всем его ареале, особого подхода к
анализу влияния лесопользования на популяции
данного вида, использования других более из-
менчивых маркеров, а также разработки методов
сохранения его генетического разнообразия и,
возможно, восстановления утраченного разнооб-
разия c использованием семян из неисследован-
ных малонарушенных лесов северной тайги и
горных территорий. Необходимы исследования
по интродукции пихт сахалинской и белокорой и
гибридизации с пихтой сибирской в ботсадах.
Как отмечает С.А. Семерикова [29], с запада на
восток – от южного и среднего Урала и Западной
Сибири к Восточному Саяну и северному Уралу
наблюдается увеличение генетической изменчиво-
сти в популяциях пихты сибирской, что объясняется
контактами между популяциями с Северного Урала
и юга Восточной Сибири в историческом прошлом.
Отмеченная закономерность, на наш взгляд, также
может быть следствием меньшей нарушенности
лесов в районах Уральского севера и гор Восточ-
ной Сибири. Причем эта особенность зафикси-
рована не только для евразийских видов пихты,
но и для видов пихты, произрастающих в Север-
ной Америке [47]. Актуальность данной пробле-
мы особенно высока в связи с фактами наиболь-
шего среди других темнохвойных видов усыхания
пихтовых лесов в России (10%) [48] и их большей
чувствительности к изменениям условий среды
[15], а также участием вида на заключительных
стадиях восстановительно-возрастных сукцессий
(более редких в условиях эксплуатации лесов).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Исходя из полученных нами данных на основе
изоферментных маркеров, можно сделать следу-
ющие выводы относительно влияния рубок на ге-
нетическую изменчивость молодого поколения
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деревьев в популяциях хвойных видов в южной
тайге Средней Сибири. Установлено достоверное
сокращение показателей генетической изменчи-
вости у подроста хвойных видов после рубок уме-
ренно высокой и высокой интенсивности (выше
30–40%), в первую очередь снижение частоты
встречаемости редких аллелей в выборках. Наи-
больший негативный эффект, в этой связи, на-
блюдался после сплошных широколесосечных
рубок на большой площади и особенно на участ-
ках с полностью удаленным (вывезенным) напоч-
венным и почвенным покровом.

Результаты исследования позволяют сделать вы-
вод о большей устойчивости генофондов популяций
светлохвойной сосны обыкновенной к повреждаю-
щим воздействиям (вырубкам невысокой интенсив-
ности и низовым пожарам) по сравнению с темно-
хвойными видами. О существенной нарушенно-
сти еловых лесов южной тайги в Средней Сибири
могут свидетельствовать достоверно более низкие
оценки генетического разнообразия в выборках
местных контролей по сравнению с региональ-
ным. Отмечено очень низкое аллельное разнооб-
разие изоферментных локусов у пихты сибир-
ской, на что обращали внимание и другие иссле-
дователи. Наиболее вероятной причиной этого
феномена на наш взгляд является не естественная
(изначальная) особенность вида, а утрата им зна-
чительной части внутривидового аллельного раз-
нообразия ферментных локусов относительно
других видов пихты в прошлом, особенно близко-
родственных видов (возможно, подвидов пихты
сибирской) пихты сахалинской и пихты белоко-
рой, а также относительно других хвойных видов,
произрастающих в Сибири. Чтобы разобраться в
этом вопросе необходимо более подробное изуче-
ние генетической изменчивости вида на всем его
ареале для разработки способов сохранения (или
восстановления) генетического разнообразия вида.

Высокие показатели разнообразия у подроста
сосны обыкновенной после выборочной рубки
“умеренно высокой” интенсивности (30–40%)
позволяют предварительно рекомендовать при-
держиваться этой предельной величины вырубки
(и ниже). Та же величина приводится по резуль-
татам исследования влияния прореживающих ру-
бок интенсивностью менее 30% в сосняках на по-
казатели генетического разнообразия сосны [49].
Из сплошных рубок, на наш взгляд, наиболее
предпочтительны узколесосечные рубки полоса-
ми шириной 25–50 м (около 30 м при использова-
нии харвестера) и рубки на небольшой площади.
Необходимо отказаться от сплошных вырубок
площадью свыше 20 га и желательно – от посте-
пенных “равномерно-выборочных” рубок, при
которых лесозаготовители несколько раз нарушают
почвенно-травяной покров с подростом, хотя этот
способ в настоящее время считается щадящим. На
наш взгляд более предпочтительны однократные

выборочные рубки, комбинированные со сплош-
ными узколесосечными. Мы предлагаем на опре-
деленной площади спелых насаждений выделять
небольшие участки под сплошную рубку, сум-
марная площадь которых будет соответствовать
величине выборочной рубки (20–30%), либо не-
много большей интенсивности (30–40%), но с
условием оставления достаточного числа групп
семенных деревьев [50]. Следующую рубку в по-
ловине оставшихся нетронутыми спелых насаж-
дений можно проводить не ранее формирования
взрослого древостоя на участках, пройденных
первой рубкой. Следствием такого лесопользова-
ния будет формирование характерной для во-
сточносибирских популяций сосны обыкновен-
ной группово-разновозрастной структуры древо-
стоев (в данном случае трех преобладающих
возрастов).

После установления пространственной попу-
ляционной структуры хвойных и в условиях вы-
сокой интенсивности эксплуатации естествен-
ных лесов для сохранения их генетического раз-
нообразия желательно, на наш взгляд, выделять
генетические резерваты во всех популяциях, осо-
бенно на границах ареалов видов. Однако по мне-
нию Ф.Д. Аврова [16] они не только не решат про-
блему сохранения генофондов, но и усугубят ее, т.к.
границы популяций нестабильны и для сохране-
ния единства генофонда нужна непрерывная из-
менчивость через множество переходных форм, с
чем мы согласны. Такого же мнения придержива-
ются и другие исследователи [52, 53]. Имеются
также определенные проблемы поддержания ге-
нетических резерватов в нормальном состоянии
[54], поэтому ввиду нерешенности данной про-
блемы предварительно можно рекомендовать со-
здание системы временных (динамичных в про-
странстве) генетических резерватов (ГР), особен-
но в окрестностях крупных населенных пунктов,
на расстоянии не более 100–150 км друг от друга
на основе существующих естественных популя-
ций хвойных видов. При такой широкой их си-
стеме достаточно будет установить запрет на руб-
ки внутри ГР, своевременного проведения рубок
обновления и переформирования на площади по
периметру вокруг ГР (в три приема узкими лесо-
секами), а после формирования полноценных
взрослых насаждений в буферной зоне провести
аналогичную рубку внутри ГР.

Работа выполнена в рамках бюджетного про-
екта ФГБНУ ЗСО ИЛ СО РАН, ФИЦ КНЦ СО
РАН (проект № 0356-2019-0024) и при финансо-
вой поддержке Российского фонда фундамен-
тальных исследований Правительства Краснояр-
ского края, Красноярского краевого фонда науки
в рамках научного проекта № 18-44-240002 “Изу-
чение генетического разнообразия популяций
основных лесообразующих хвойных видов в при-
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городных лесах крупных промышленных центров
Сибири”.

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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We studied the variability of polymorphic isozyme loci in 1180 individuals of undergrowth in 4 populations of
Scots pine (Pinus sylvestris L.), Siberian spruce (Picea obovata Ledeb.) and Siberian fir (Abies sibirica
Ledeb.), growing in the southern taiga of Central Siberia, on the sites passed by logging of different intensities
and in the control. In total, 15 samples of Scots pine, 13 samples of Siberian spruce, and 16 samples of Sibe-
rian fir were studied within the populations. A comparative analysis of the data confirms a significant reduc-
tion in genetic diversity of young generation of trees of three coniferous species (by 8-30% in the number of
alleles and the level of polymorphism of loci, by 14-75% in the number of rare alleles) in the place of clear
large-scale cuttings and selective cuttings of high intensity. It was noted that the gene pools of populations of
dark coniferous species are more sensitive to anthropogenic impacts compared with light coniferous (Scots
pine). Features of the genetic variation of allozymes in Siberian fir populations indicate a significant loss by
the species of the intraspecific allelic diversity of the enzyme loci, therefore it is necessary to use another
markers and approach to the analysis of the impact of forest management on the population of this species as
well as greater care for the conservation of its genetic diversity. Of the used indicators of genetic variation the
most informative for the genetic monitoring of coniferous forests are rare alleles of polymorphic loci in gen-
eral, and especially rare alleles of loci characterized by a low level of polymorphism. Of the used indicators of
genetic variability, the most informative for the purposes of genetic monitoring of coniferous forests are rare
alleles of polymorphic loci in general, and especially alleles of low polymorphic loci.

Keywords: genetic diversity, coniferous species, clear and selective felling, southern taiga.
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ИДЕНТИФИКАЦИЯ И ПОЛИМОРФИЗМ ГЕНА
ГДФ-L-ГАЛАКТОЗОФОСФОРИЛАЗЫ (ApGGP1) У СОРТОВ ЛУКА-ПОРЕЯ
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У широкой выборки сортов лука-порея Allium porrum L., различающихся содержанием витамина С,
идентифицированы и охарактеризованы кодирующие последовательности гена ApGGP1, продукт
которого – ГДФ-L-галактозофосфорилаза – является ключевым ферментом L-галактозного пути
биосинтеза витамина С. Определен аллельный полиморфизм кДНК гена ApGGP1 у 35 сортов лука-
порея, выявлено 29 аллельных вариантов, соответствующих 11 вариантам белка ApGGP1. В после-
довательностях ApGGP1 у лука-порея и других видов Allium выявлен родоспецифичный С-конце-
вой мотив (50 а. о.). Определен профиль экспрессии гена ApGGP1 в различных органах и тканях (ко-
рень, донце, отбеленная часть ложного стебля и зеленый лист (молодой и зрелый)) лука-порея.
Транскрипты ApGGP1 присутствуют во всех анализируемых тканях. Максимальный уровень экс-
прессии гена наблюдается в листьях, минимальный – в донце. При этом в корнях (нефотосинтези-
рующая ткань) уровень экспрессии гена достаточно высок и сопоставим с таковым в молодых ли-
стьях.

Ключевые слова: лук-порей, Allium porrum, ГДФ-L-галактозофосфорилаза, полиморфизм гена, про-
филь экспрессии.

DOI: 10.31857/S0016675821030036

L-аскорбиновая кислота (АК, аскорбат, вита-
мин С) является важным элементом нефермента-
тивной антиоксидантной системы эукариот –
растений и животных [1, 2]. Также АК вовлечена
в процессы клеточного роста и деления и являет-
ся субстратом для синтеза других соединений и
кофактором некоторых ферментов [1, 3]. При
этом ряд животных, включая приматов, не спо-
собны синтезировать АК, так как потеряли функ-
циональный ген, кодирующий последний фер-
мент в пути биосинтеза АК, и получают необхо-
димые количества витамина С с пищей [1].

В растениях витамин С был обнаружен во всех
клеточных структурах, включая митохондрии, где
происходит последняя стадия биосинтеза АК [1].
Содержание АК значительно варьируется в разных
тканях и наибольшее количество характерно для
фотосинтезирующих листьев, меристем, цветков
и незрелых плодов, а наименьшее – для стеблей и
корней [1, 4].

К настоящему времени описаны четыре ос-
новных пути биосинтеза АК – L-галактозный,
L-гулозный, галактуроновый и мио-инозитоловый
[1, 5]. Основным в растениях считается L-галак-
тозный путь Смирнова–Уилера (Smirnoff-Wheeler),
который начинается с образования ГДФ-D-ман-
нозы, поэтапно преобразуемой в производные
L-галактозы вплоть до синтеза конечного продукта –
L-аскорбиновой кислоты [1, 6]. Ключевым
ферментом L-галактозного пути является ГДФ-
L-галактозофосфорилаза (GDP-L-galactose
phosphorylase, GGP; EC 2.7.7.69), катализирую-
щая второй этап биосинтеза – превращение
ГДФ-L-галактозы в L-галактозу-1-P [1, 7].

ГДФ-L-галактозофосфорилаза кодируется ге-
ном GGP, последовательности которого иденти-
фицированы у многих видов растений [5, 6, 8, 9].
При этом геном растений может содержать не-
сколько паралогичных генов, кодирующих изо-
формы данного фермента. Например, у Arabidopsis
thaliana идентифицировано два гена ГДФ-L-га-
лактозофосфорилазы – VITAMIN C (VTC) 2 и
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VTC5, однако вклад этих генов в процесс биосин-
теза АК значительно различается: VTC2 играет
преобладающую роль, а VTC5 – дополняющую [8,
9]. У Triticum aestivum в каждом из трех субгеномов
найдено по два гена ГДФ-L-галактозофосфори-
лазы (TaGGP1-A/B/D и TaGGP2-A/B/D), профи-
ли экспрессии которых сильно различаются, что
может означать участие отдельных изоформ (с
преобладающим влиянием TaGGP1) в биосинте-
зе АК в конкретных тканях и органах мягкой
пшеницы [6].

Лук-порей (Allium porrum L.) является попу-
лярной овощной культурой в Западной Европе и
Азии, а в последнее время и в РФ. В пищу пригод-
но практически все растение – отбеленный лож-
ный стебель и зеленые листья. Аскорбиновая
кислота вносит значительный вклад в антиокси-
дантную активность лука-порея, причем в зеленых
листьях содержание АК значительно больше, чем в
отбеленной части, и может достигать 8.5 мг/г сухой
массы [10]. На видах и сортах Allium регулярно
проводятся сравнительные исследования, касаю-
щиеся анализа антиоксидантной активности и
содержания АК [10]. Несмотря на это, ни генные
сети, ни отдельные гены пути биосинтеза АК до
сих пор не охарактеризованы ни у лука-порея, ни
у других представителей рода Allium.

Целью данной работы стала идентификация у
лука-порея кодирующей последовательности, го-
мологичной гену GGP1, исследование ее межсор-
товой вариабельности и аллельного полиморфиз-
ма и определение профиля экспрессии.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Для работы были отобраны 35 сортов лука-по-
рея зарубежной и отечественной селекции из кол-
лекции Федерального научного центра овощевод-
ства (ФНЦО) (табл. в Приложении). Из зеленых
листьев этих сортов была выделена суммарная РНК
с очисткой от примесей ДНК (наборы RNeasy Plant
Mini Kit и RNase free DNasy set; QIAGEN), синтези-
рованы препараты кДНК (набор GoScriptтм Reverse
Transcription System, Promega).

С целью амплификации GGP1-последователь-
ностей у анализируемых образцов лука-порея
были разработаны специфичные праймеры. В
базе транскриптомных данных (NCBI TSA) у
представителей рода Allium был проведен поиск
последовательностей, гомологичных кДНК гена
GGP1 Asparagus officinalis (XM_020388507.1). Бы-
ли найдены гомологичные транскрипты у A. am-
peloprasum (GFAR01020967.1), A. cepa
(GBGJ01076064.1) и A. sativum (GFAP01091649.1),

на основе которых разработаны праймеры
(ApVTC2F 5'-GTTCTCCTTCCGATTTGCT-3' и
ApVTC2R 5'-ATTCCATARATACTGACTTCAG-
3') для амплификации полноразмерной кодирую-
щей последовательности (включая 70–100 пн 5'- и
3'-UTR) гомолога гена GGP1 у образцов A. porrum.

С помощью разработанных праймеров на препа-
ратах кДНК амплифицировали последовательности
гомолога гена GGP1. ПЦР-продукты ожидаемой
длины были очищены с помощью QIAEX® II Gel
Extraction kit (QIAGEN, Германия) и секвениро-
ваны с использованием тех же праймеров на ABI
Prism 3700 DNA Analyzer (ЦКП Биоинженерия,
ФИЦ Биотехнологии РАН). Выравнивание и
анализ нуклеотидных и аминокислотных после-
довательностей был проведен с помощью програм-
мы MEGA 7.0 (https://www.megasoftware.net/). Кон-
сервативные домены и мотивы в белках были
определены с помощью NCBI-CDD (http://
www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi) и
MEME 5.1.1 (http://meme-suite.org/tools/meme).
Влияние аминокислотных замен на структуру и
функции белков было предсказано с помощью
программы PROVEAN (http://provean.jcvi.org/in-
dex.php).

Профиль экспрессии гена GGP1 был опреде-
лен методом ПЦР в реальном времени (РВ-ПЦР)
в корнях, донце, зеленых листьях (молодой и зре-
лый) и отбеленной части ложного стебля (попе-
речный срез шириной 0.5 см в 2 см от донца) рас-
тений лука-порея сорта Премьер (собраны в авгу-
сте 2019 г. на стадии активного формирования
отбеленного ложного стебля). Для РВ-ПЦР были
разработаны специфичные праймеры rtVTC2F 5'-
GGTGTCAAGCGTGTGTATCTG-3' и rtVTC2R
5'-TTCCCAAACAGCGGGATTGAC-3'. Относи-
тельный уровень экспрессии GGP1 был опреде-
лен по референсным генам GAPDH [11] и UBQ
[12]. Для РВ-ПЦР был использован набор “Реакци-
онная смесь для проведения РВ-ПЦР в присутствии
SYBR GreenI и ROX” (ООО “Синтол”, Россия) и
термоциклер CFX96 Real-Time PCR Detection Sys-
tem (Bio-Rad Laboratories, США). Реакции прово-
дили в двух биологических и трех технических по-
вторах в следующих условиях: 95°C – 5 мин;
40 циклов (95°C – 15 с, 62°C – 50 с). Для статисти-
ческой обработки результатов использовали про-
грамму GraphPad Prism v. 8 (https://www.graph-
pad.com).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Кодирующие последовательности гомолога

гена GGP1 были амплифицированы и секвениро-
ваны у 35 сортов лука-порея. Полученные после-
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довательности были депонированы в NCBI
(MT479049–MT479083).

Размер кДНК ApGGP1 у всех образцов A. por-
rum был инвариантен и составил 1275 пн, как и у
других видов Allium (A. ampeloprasum, A. sativum и
A. cepa). В сравнении с GGP1 A. sativum и A. cepa в
последовательностях ApGGP1 образцов лука-по-
рея было выявлено 23 и 57 SNPs соответственно.
Последовательности GGP1 A. ampeloprasum и об-
разцов A. porrum различались всего одной нуклео-
тидной заменой (А675Т), что было ожидаемо, так
как A. porrum согласно ряду таксономических
классификаций считается подвидом A. ampelopra-
sum [13].

Размер кДНК GGP1 аспарагуса A. officinalis
(1320 пн) оказался больше размера кодирующей
последовательности GGP1 A. porrum, а гомология
составила 79.8%. Поскольку структурное сход-

ство высоко, то вероятно, что подобно GGP1 A. of-
ficinalis полногеномная последовательность GGP1
A. porrum также содержит шесть экзонов.

В идентифицированных последовательностях
кДНК GGP1 сортов лука-порея было выявлено 25
вариабельных сайтов (1.96% от общей длины
кДНК). Почти половина SNPs (12) находятся на
3'-конце кДНК (предположительно экзон VI).
Для анализируемой выборки 11 SNPs – образец-
специфичны: С109G, C213T и T597C (сорт Otina),
C234A (Musselburgh), C648A и A807G (Itation
gent), C774T (Olifant-Exelsior), C858A (Премьер),
C1077T (Добрый молодец), C1110T (XXL), G1243T
(Porree dicker). Остальные нуклеотидные замены
встречаются у двух и более сортов лука-порея
(табл. 1).

Проведенный анализ позволил выявить 29 ал-
лельных вариантов GGP1, различающихся комбина-

Таблица 1. Аллельный полиморфизм кодирующих последовательностей гена GGP1 у анализируемых сортов лу-
ка-порея. Положение SNP на кДНК определено от старт-кодона

Сорт 64 10
9

16
7

17
1

21
3

23
4

35
1

39
0

59
7

64
8

77
4

80
7

85
8

98
2

98
7

10
23

10
26

10
59

10
77

10
93

11
10

11
91

12
16

12
43

12
49 Аллель

Lyon G C C G C C T G T C C A C T C T C T C G C T C G G

A1American flag G C C G C C T G T C C A C T C T C T C G C T C G G
Praza1 G C C G C C T G T C C A C T C T C T C G C T C G G
Praza 2 G C C G C C T G T C C A C T C T C T C G C T C G G
Agria G C G G C C T G T C C A C T C T C T C G C T C G G A2
Monstruoso-2

Monstruoso-1

G C G G C C T G T C C A C T C T C T C G C T C G G
Элефант G C G G C C T G T C C A C C C T C T C G C T C G G A3

G C G G C C T G T C C A C C C T C T C G C T C G G
Herfstreuzen G C C A C C T G T C C A C T C T C T C G C T C G G A4
Amarillo G C C A C C T G T C C A C T C T C T C G C T C G G

G C G G C C T A T C C A C C C T C A C G C C C G G A5
Olifant-Exelsior G C C G C C T G T C T A C C C T C T C G C T C G G A6
Long d’hiver G C C G C C T G T C C A C T C T C A C G C C C G G A7
Poireau G C C G C C T G T C C A C T C T C T C G C C C G G A8
Giant anelioro G C C A C C T A T C C A C T C T C T C G C T C G G A9
Musselburgh G C G G C A T G T C C A C T C T C A C G C C C G G A10
Empire A C C A C C T G T C C A C T C T C T C G C T C G G A11
Itation gent G C G G C C T A T A C G C T C C T A C G C T C G G A12
Blauwgroene Winter G C C A C C C A T C C A C T C T C A C G C T C G G A13
Коламбус 

Летний бриз

G C G G C C C G T C C A C C C T C A C C C T A G T A14
Голиаф G C G G C C T G T C C A C T C T C A C G C T C G G A15
Жираф G C G G C C T G T C C A C T A T C A C G C C A G G A16
Казимир G C C G C C T G T C C A C C C T C A C G C T C G G A17
Слон A C G G C C T G T C C A C C C T C T C G C T C G T A18
Хобот слона G C C G C C T G T C C A C C C T C A C G C C C G G A19
Добрый молодец G C C A C C T G T C C A C C A T C A T G C C C G T A20
Карантанский G C C G C C T G T C C A C C C T C T C G C T C G G A21
Porree dicker G C C G C C C G T C C A C T C T C T C G C T C T T A22
Прас G C C G C C T G T C C A C T C T C A C G C T C G G A23
Otina G G C A T C C A C C C A C T C T C A C G C T C G G A24
Pandora G C C A C C T G T C C A C C C T C A C G C C C G G A25
Веста G C C G C C T G T C C A C C C T C T C G C T C G T A26
Аллигатор G C G G C C T G T C C A C T C C T A C G C T C G T A27
Премьер G C C A C C T G T C C A A T C T C A C C C T C G G A28
XXL G C C G C C T G T C C A C C C T C T C G T C C G G A29
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циями SNPs у анализируемых сортов лука-порея
(табл. 1). Аллельный вариант А1 идентифицирован у
четырех сортов лука-порея, аллели A2, A3 и A4
встречаются у пар сортов – Agria/Monstruoso-2,
Элефант/Летний бриз и Herfstreuzen/Amarillo соот-
ветственно (табл. 1). Остальные аллельные вариан-
ты сортоспецифичны для данной выборки. Наи-
большее количество нуклеотидных замен по срав-
нению с аллелем А1 обнаружено у вариантов А12
(сорт Itation gent), A20 (Добрый молодец) и А24
(Otina).

Так как взятые в анализ сорта лука-порея раз-
личались содержанием витамина С (табл. в При-
ложении), была проведена оценка возможных ас-
социаций между содержанием АК и выявленными
нуклеотидными заменами. Для этого сравнива-
ли SNPs, общие для групп сортов с высоким
(>35 мг/100 г) или низким (<30 мг/100 г) содер-
жанием витамина С. Однако каких-либо корре-
ляций выявлено не было.

Полученные нуклеотидные последовательно-
сти были транслированы. Размер белка GGP1
был инвариантным (424 а. о.) у всех исследуемых
сортов лука-порея. Идентифицированные в
кДНК несинонимичные замены приводят к семи
замещениям а. о. (E22K, P37А, S56C, A365P,
R406S, A415S и A417S), анализ которых в про-
грамме PROVEAN предсказал их нейтральный
характер. Замещение S56C присутствует у 12 сор-
тов выборки, а замещения E22K, A365P, R406S и
A417S характерны для меньшего числа сортов
(табл. 2). Два замещения были сортоспецифич-
ными: P37A (сорт Otina) и A415S (Porree dicker).
Всего у анализируемых сортов лука-порея было
выявлено 11 вариантов белка ApGGP1, характе-
ризующихся различными комбинациями заме-
щений а. о. (табл. 2). Вариант белка P1 присут-
ствует у 17 сортов лука-порея (48.5%), P2 – у вось-
ми (22.8%), P3 – у двух (5.7%), а P4–P11 – у
отдельных сортов.

Анализ последовательностей с помощью
NCBI-CDD показал, что все они содержат кон-
сервативный домен ГДФ-L-галактозогексозо-1-
фосфат-гуанилтрансферазы (PLN03103) в поло-
жении 1–393 а. о. Последовательности домена у
GGP1 лука-порея оказались высоко гомологич-
ны таковым у других видов растений, например
аспарагуса A. officinalis (идентичность 80%) или
томата Solanum lycopersicum (73%). В домене
PLN03103 GGP1 анализируемых образцов A. por-
rum было выявлено четыре нейтральных замеще-
ния а. о. (E22K, P37A, S56C и A365P) (табл. 2).

ГДФ-L-галактозофосфорилаза относится к
суперсемейству белков HINT (histidine triad nu-

cleotide protein), которые характеризуются схожей
структурой и наличием гистидиновой триады
His-X-His-X-His-X-X, являющейся каталитиче-
ским центром фермента [14]. Как было показано
ранее, у растений в белках ГДФ-L-галактозофос-
форилазы отсутствует третий остаток гистидина
[8, 15]. В анализируемых последовательностях
белков ApGGP1 был выявлен мотив HLHFQ
(233–237 а. о.). Такой же мотив содержат белки
GGPs A. thaliana, томата S. lycopersicum, пшеницы
T. aestivum и других видов растений [6, 15, 16]. Ра-
нее было показано, что у A. thaliana и томата S. ly-
copersicum белки GGP локализуются в цитоплазме
и ядре и предположительно имеют двойную
функцию, ферментативную и регуляторную [17,
18]. Сигнал ядерной локализации KKRP, найден-
ный в белках GGP других видов растений [6], так-
же был обнаружен и в последовательностях бел-
ков GGP1 анализируемых образцов лука-порея.
Это позволяет предположить, что GGP1 у лука-
порея также может иметь двойную функцию.

Идентифицированные варианты аминокис-
лотных последовательностей ApGGP1 анализи-
руемых сортов лука-порея были использованы
для кластерного анализа. На построенной денд-
рограмме все выявленные варианты белка P1–
P11 формируют единую группу с A. ampeloprasum
(бутстреп-поддержка 89%). Базальные ветви об-
разуют другие виды Allium (A. cepa и A. sativum) и
спаржа A. officinalis. Таким образом, все взятые в
анализ виды порядка Asparagales формируют об-
щий субкластер (бутстреп-поддержка 99%). Дру-
гие виды однодольных растений, рис Oryza sativa
и ананас Ananas comosus (порядок Poales) форми-
руют ветви к субкластеру видов Asparagales. Виды
двудольных растений ожидаемо образуют субкла-
стеры, генетически отдаленные (p-distance 0.30–
0.35) от группы видов Asparagales (рис. 1,а).

C помощью программы MEME 5.1.1 в после-
довательностях ApGGP1 были достоверно иден-
тифицированы 14 консервативных мотивов, де-
сять из которых присутствовали в белках GGP1
всех взятых в анализ видов растений (рис. 1,б).
Мотив 11 был выявлен в последовательностях
белков GGP1 только у представителей порядка
Asparagales: лука-порея A. porrum (55–69 а. о.),
других видов Allium (55–69 а. о.) и аспарагуса A. of-
ficinalis (62–76 а. о.). С-концевой мотив 7 (375–424 а. о.)
был специфичным только для GGP1 видов Allium
(рис. 1,б). Интересно, что все три С-концевых заме-
щения а. о., обнаруженных в ApGGP1 анализируе-
мых сортов лука-порея, локализованы именно в
мотиве 7. Другие замещения а. о., находящиеся в
функциональном домене PLN03103, локализова-
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Таблица 2. Вариабельность аминокислотных последовательностей GGP1 у анализируемых 35 сортов лука-порея

Сорт

Замещения аминокислотных остатков

Вариант 
белка

E22K P37A S56C A365P R406S A415S A417S

Домен PLN03103 

Lyon E P S A R A A

P1

American flag E P S A R A A
Olifant-Exelsior E P S A R A A
Long d’hiver E P S A R A A
Poireau E P S A R A A
Giant anelioro E P S A R A A
Praza1 E P S A R A A
Plaza 2 E P S A R A A
Herfstreuzen E P S A R A A
Amarillo E P S A R A A
Blauwgroene Winter E P S A R A A
Казимир E P S A R A A
Хобот слона E P S A R A A
Добрый молодец E P S A R A A
Прас E P S A R A A
Pandora E P S A R A A
XXL E P S A R A A
Monstruoso-1 E P C A R A A

P2

Monstruoso-2 E P C A R A A
Musselburgh E P C A R A A
Itation gent E P C A R A A
Agria E P C A R A A
Голиаф E P C A R A A
Летний бриз E P C A R A A
Элефант E P C A R A A
Карантанский E P S A R A S

P3
Веста E P S A R A S
Жираф E P C A S A A P4
Коламбус E P C P S A S P5
Аллигатор E P C A R A S P6
Премьер E P S P R A A P7
Porree dicker E P S A R S S P8
Otina E A S A R A A P9
Empire K P S A R A A P10
Слон K P C A R A S P11
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ны в мотивах 2 (A365P), 6 (P37A) и 11 (S56C), а за-
мещение E22K – между мотивами 9 и 6.

С учетом того, что гены изоформ GGP могут
обладать органо- и тканеспецифичной тран-
скрипцией [5, 6], был проведен анализ профиля
экспрессии гена ApGGP1 в различных органах
(корень, донце, зеленый лист (молодой и зрелый)
и отбеленная часть ложного стебля) лука-порея
отечественного сорта Премьер (рис. 1,в). Тран-
скрипты ApGGP1 присутствовали во всех анали-
зируемых тканях. Максимальный уровень экс-
прессии ApGGP1 наблюдается в зрелых зеленых
листьях лука-порея, тогда как в молодых листьях
уровень транскрипции данного гена ниже в 1.5
раза (рис. 1,в). Полученные данные согласуются с
результатами других исследований, где наиболее
высокая экспрессия GGP1 также детектируется в
фотосинтезирующих тканях [17, 19]. Считается,
что это может быть связано с наличием в промо-
торе гена GGP1, как и в промоторах некоторых
других генов L-галактозного пути биосинтеза АК,
светочувствительных cis-элементов [20, 21].

Что касается нефотосинтезирующих тканей
лука-порея, то в донце (уплощенный стебель ви-
доизмененного побега) был выявлен минималь-
ный уровень транскрипции ApGGP1, в 14.6 раз ни-
же, чем в зрелых зеленых листьях, а в отбеленной
части ложного стебля – в 1.5 и 2 раза ниже, чем в
молодых и зрелых листьях соответственно. Мож-
но предположить, что транскрипция гена GGP1 в
нефотосинтезирующих тканях связана с необхо-
димостью синтеза в них витамина С для инакти-
вации возникающих в процессе метаболизма ак-
тивных форм кислорода [2]. Ранее считалось, что
транскрипция гена GGP1 активируется наличием
света, поэтому максимальные уровни экспрессии
наблюдаются в активно фотосинтезирующих ор-
ганах [20]. Полученные данные соответствуют ре-
зультатам других исследований, где, как и в случае
анализируемых нами сортов лука-порея, нефото-
синтезирующим тканям соответствуют минималь-
ные уровни экспрессии GGP1 [6, 17]. Например, в
корнях A. thaliana уровень экспрессии гена VTC2
(гомолог GGP1) в 18 раз ниже, чем в листьях [17].
У баклажана (Solanum melongena) в корнях уровень
транскрипции GGP1 также минимальный [22].

Интересно, однако, что в нашем исследовании
в корнях лука-порея уровень транскрипции
ApGGP1 сопоставим с таковым в молодом зеленом
листе (рис. 1,в). Это подтверждает возможность уча-
стия АК в ответе корней растений на различные
абиотические стрессы. Так, ранее было показано,
что в ответ на солевой стресс в корнях O. sativa инду-
цируется биосинтез АК, что сопровождается ростом

экспрессии одного из ключевых генов биосинте-
за АК (OsVTC1-3), а подавление экспрессии этого
гена значительно нарушает устойчивость риса к
солевому стрессу [23].

Выявленный у сортов лука-порея высокий
нуклеотидный полиморфизм гена ApGGP1 может
быть следствием высокого уровня внутривидово-
го геномного полиморфизма, характерного для
A. porrum [24, 25]. Однако значительное структур-
ное сходство белковых последовательностей
ApGGP1 у сортов лука-порея и отсутствие ради-
кальных замен, в особенности в домене PLN03103
и каталитическом центре, позволяют предполо-
жить, что гомологи GGP1 сохраняют функцию и
уровень ферментативной активности в биосинте-
зе АК у анализируемых образцов A. porrum, кос-
венно подтверждая значимость витамина С для
развития растения и реакции на стрессы [7]. 

Поскольку исследуемый ген GGP1 кодирует
ключевой фермент L-галактозного пути биосин-
теза АК, мы предполагали возможность суще-
ствования корреляций между вариабельностью
ApGGP1 и содержанием витамина С в тканях лу-
ка-порея. Однако таких корреляций обнаружено
не было. По всей видимости, при оценке подобных
зависимостей, кроме скорости катаболизма АК,
растущей под влиянием окислительного стресса,
следует учитывать также возможность транспорти-
ровки АК по флоэме из фотосинтезирующих тка-
ней в запасающие [1], в нашем случае в отбеленную
часть ложного стебля. Таким образом, регуляция
метаболизма аскорбиновой кислоты у вида A. por-
rum зависит не только от уровня экспрессии счита-
ющегося ключевым гена ГДФ-L-галактозофосфо-
рилазы, но является более сложным процессом и
требует дальнейших исследований.

Работа выполнена при финансовой поддержке
гранта РФФИ (№ 19-016-00054) и частично Ми-
нистерства науки и высшего образования РФ
(А.В. Щенникова, Е.З. Кочиева), с использова-
нием экспериментальной установки искусствен-
ного климата (ЭУИК, ФИЦ Биотехнологии
РАН). 

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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ПРИЛОЖЕНИЕ

Использованные в работе сорта лука-порея A. porrum

Примечание. * – по данным ФНЦО; н/а – не анализировалось.

Сорт
Номер по кат. 

ФНЦО/ВИР/Госсортреестр 
(при наличии)

Происхождение
Содержание витамина С
в белой части, мг/100 г 

сырой массы*

Monstruoso-1 К-1/2114 Аргентина 40
Lyon К-2/2159 Великобритания 33
American flag К-3/2191 Дания 36
Olifant-Exelsior К-4/2196 Нидерланды 26
Long d’hiver К-5/2212 Франция 37
Poireau К-6/2231 Франция 25
Giant anelioro К-7/2238 Нидерланды 27
Praza1 К-8/2244 Турция 33
Praza 2 К-9/2245 Италия 40
Monstruoso-2 К-10/2248 Великобритания 27
Musselburgh К-11/2253 Нидерланды 24
Herfstreuzen К-12/2270 Нидерланды 36
Amarillo К-13/2307 Франция 29
Empire К-14/2350 Дания 35
Itation gent К-15/2353 Дания 34
Agria К-16/2398 Нидерланды 35
Blauwgroene Winter К-17/2403 Германия 44
Коламбус К-26 Нидерланды 24
Голиаф K-28 Россия 26
Жираф К-29 Россия н/а
Казимир К-31 Германия 35
Летний бриз К-33 Россия 26
Слон К-36 Россия 30
Хобот слона К-37 Россия 32
Добрый молодец К-39 Россия 32
Карантанский К-40/2001 Россия 26
Porree dicker К-41/2017 Германия 26
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Otina К-89 Нидерланды н/а
Pandora К-101 Нидерланды н/а
Веста 9102094 Россия 36
Аллигатор 9154083 Россия н/а
Премьер 9705521 Россия н/а
Элефант МС 9550224 Чехия 33
XXL Россия н/а
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Identification and Variability of the GDP-L-Galactose
Phosphosphorylase Gene ApGGP1 in Leek Cultivars

O. K. Anisimovaa, A. V. Shchennikovaa, E. Z. Kochievaa, and M. A. Filyushina, *
aFederal Research Centre “Fundamentals of Biotechnology” of the Russian Academy of Sciences, Moscow, 119071 Russia

*e-mail: michel7753@mail.ru

The ApGGP1 coding sequences, encoding GDP-L-galactose phosphorylase, the key enzyme of the L-galac-
tose pathway of vitamin C biosynthesis, have been identified and characterized in a wide range of leek (Allium
porrum L.) cultivars, differing in vitamin C content. Analysis of ApGGP1 polymorphism in 35 leeks cultivars
revealed 29 allelic variants, corresponding to 11 variants of the ApGGP1 protein. It was found that leek and
other Allium species ApGGP1 sequences contain specific C-terminal motif (50 aa). The ApGGP1 expression
pattern was determined in various leek organs and tissues (roots, white shaft bottoms, light-green shafts, and
green leaves (young and mature)). ApGGP1 transcripts were detected in all analyzed tissues. The maximum
expression level was observed in leaves, and the minimum – in white shaft bottoms. The level of gene expres-
sion in roots (non-photosynthetic tissue) was quite high and comparable with that in young green leaves.

Keywords: leek, Allium porrum, GDP-L-galactose phosphorylase, gene polymorphism, expression pattern.
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Исследованы особенности мозаичного характера экспрессии селективного гена nptII, обеспечива-
ющего устойчивость растений к антибиотику канамицину, и целевого гена секреторной эндонукле-
азы Serratia marcescens под управлением двунаправленного MAS промотора гена маннопинсинтазы
Ti-плазмиды Agrobacterium tumefaciens в эпиаллельных линиях трансгенных растений табака (Nu5 и
Nu6). Оба гена входят в состав сложноорганизованной инсерции, представленной двумя полнораз-
мерными копиями Т-ДНК и одной усеченной, расположенной между ними в обратной ориента-
ции. Трансгенные линии табака контрастно различаются по фенотипическому проявлению гена
nptII (низкая частота мозаиков в линии Nu5 и высокая – в Nu6). Установлено, что при переходе
трансгенных растений из геми- в гомозиготное состояние происходит снижение уровня экспрессии
селективного гена и оно наиболее выражено для эпиаллеля Nu6. Показано, что в трансгенных ли-
ниях происходит синтез аберрантных смысловых и антисмысловых транскриптов в области усечен-
ной копии Т-ДНК. Именно эти транскрипты могут выступать в роли триггеров и запускать инакти-
вацию экспрессии селективного гена nptII.

Ключевые слова: трансгенные растения Nicotiana tabacum L., ген nptII, инактивация гена, аберрант-
ная РНК, мозаичный характер экспрессии гена.
DOI: 10.31857/S0016675821030103

Современные технологии генетической моди-
фикации растительных геномов позволяют успеш-
но переносить гены различного гетерологичного
происхождения с целью улучшения хозяйственно
ценных признаков у важных сельскохозяйственных
культур. Традиционные подходы генетической мо-
дификации (агробактериальная трансформация,
биобаллистика, электропорация и др.) связаны со
случайным распределением по геному последо-
вательностей экзогенной ДНК, тогда как новые
технологии геномного редактирования с исполь-
зованием системы CRISPR/Cas9 позволяют ис-
следователям интегрировать чужеродные гены в
заранее выбранные районы-мишени генома.
Успешность генетической модификации генома
растения во многом определяется высоким и ста-
бильным уровнем экспрессии перенесенных це-
левых генов.

На основании обширного экспериментально-
го материала по созданию генетически модифи-
цированных растений, накопленного в течение

последних двух десятилетий, становится очевид-
ным, что уровень экспрессии трансгенов значи-
тельно варьирует между независимо полученны-
ми исходными трансформантами и их потомками
[1–3] и определяется многими факторами, среди
которых наиболее важными являются число ко-
пий и место встраивания в геном чужеродной ин-
серции [3, 4]. Так, например, дальнейшая “судьба”
трансгена, интегрированного в гиперметилиро-
ванный район растительного генома, с большой
долей вероятности будет связана с его инактива-
цией при передаче потомкам [3–5]. Встраивание
нескольких копий экзогенной ДНК в один район
генома с образованием сложноорганизованных
инсерций, включающих перестройки в виде ин-
вертированных последовательностей, сопровож-
дается снижением либо полной потерей экспрес-
сии целевых генов [5–7].

Образование спонтанных сложноорганизо-
ванных инсерций при генетической трансфор-
мации растительного генома несомненно пред-
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ставляет большой интерес для исследователей,
поскольку большая часть генома растений эво-
люционно сформировалась в виде кластеров ге-
нов и генных семейств. При улучшении хозяй-
ственно ценных признаков у растений события
интеграции в растительный геном в виде тандем-
ных инсерций элиминируются исследователями
из-за нестабильности экспрессии и замолкания
целевого гена. Однако такие растения представ-
ляют большой интерес в качестве моделей для
выявления причин и механизмов, запускающих
процессы инактивации чужеродных генов.

Известны два основных механизма, приводя-
щих к замолканию трансгена в геноме генетиче-
ски модифицированного растения: нарушение
считывания целевого транскрипта и деградация
уже синтезированной мРНК в ядре/цитоплазме
[8, 9]. Ключевым фактором и триггером в данном
процессе выступают малые интерферирующие
РНК, которые образуются при разрезании ком-
плексом ферментов двухцепочечных аберрант-
ных РНК-транскриптов, считываемых с последо-
вательностей генетической конструкции [10–13].
Нарушения в стабильности экспрессии трансге-
нов в растениях ведет к снижению уровня их экс-
прессии и полной потере, а также к мозаичному
характеру экспрессии на уровне клеток соматиче-
ской ткани [14].

Созданные нами ранее две эпиаллельные ли-
нии (Nu5 и Nu6) трансгенных растений табака
N. tabacum L., различающиеся между собой по
частоте образования потомков с мозаичным прояв-
лением селективного гена неомицинфосфотранс-
феразы II (nptII) E. coli, являются удобной моделью
для выявления причин и механизмов мозаичного
характера экспрессии на уровне соматических
тканей. Обе линии были получены в результате
направленного отбора в течение трех последова-
тельных поколений среди потомков от самоопыле-
ния исходного трансформанта табака Nu21, в геном
которого случайным образом была интегрирована
сложноорганизованная Т-ДНК-инсерция, включа-
ющая две полноразмерные копии Т-ДНК и одну
усеченную, расположенную в обратной ориента-
ции. При создании линии Nu5 отбор проводился
на снижение частоты мозаицизма по гену nptII на
уровне фенотипа, тогда как при создании линии
Nu6, напротив, на ее повышение [7, 15]. По ре-
зультатам гибридологического анализа установ-
лены статистически значимые различия в ста-
бильности экспрессии и проявления гена nptII
между эпиаллелями, несмотря на встройку в один
и тот же район растительного генома и соответ-
ственно одинаковый состав нуклеотидной после-
довательности, прилежащей к области Т-ДНК.
Гибриды и потомки от самоопыления линии Nu5
были относительно стабильны по экспрессии се-
лективного гена на фоне невысоких частот выяв-
ления мозаиков среди потомков, тогда как в линии

Nu6 наблюдались усиление инактивации гена и
высокая частота появления мозаичных растений
(до 100%) [16]. Различия по проявлению мозаично-
го характера экспрессии nptII-гена коррелировали с
разным уровнем его метилирования в области про-
мотора и транскрибируемой части селективного
гена [17]. Различия между линиями сохранялись и
при переводе их на тетраплоидный уровень [18].

Цель данной работы – выявление особенно-
стей экспрессии целевого и селективного генов,
входящих в состав сложноорганизованной инсер-
ции двух линий трансгенных растений табака (Nu5 и
Nu6), контрастно различающихся между собой по
мозаичному проявлению гена nptII, и установление
триггеров (аберрантных РНК), участвующих в его
инактивации.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Исходный материал

В качестве модели для выявления особенно-
стей экспрессии трансгенов в составе сложноор-
ганизованной инсерции послужили Т3-потомки
двух линий трансгенных растений табака Nu5 и
Nu6, контрастно различающихся по проявлению
селективного гена nptII, полученных в результате
последовательного отбора по мозаицизму среди
самоопыленных потомков исходного трансгенного
растения Nu21 [15]. Схема сложноорганизованной
инсерции, включающей три копии Т-ДНК, одна из
которых инвертирована по отношению к двум
другим с делецией большей части гена nptII (усе-
ченная копия Т-ДНК), представлена на рис. 1.
Трансгенное растение Nicotiana tabacum L. Nu21
было получено методом агробактериальной транс-
формации генетической конструкцией pC27-nuclS
с геном nptII, обеспечивающим устойчивость рас-
тений табака к антибиотику канамицину, и геном
секреторной эндонуклеазы Serratia marcescens под
управлением двунаправленного MAS промотора ге-
на маннопинсинтазы Ti-плазмиды A. tumefaciens
[15]. Отличительной особенностью потомков расте-
ния Nu21 являлось фенотипически нестабильное
проявление гена nptII, выражающееся как чередова-
ние по поверхности листа зеленых (канамицин-
устойчивых) и белых (канамицин-неустойчивых)
участков. Для сравнительного анализа экспрес-
сии гена nptII у двух контрастно различающихся
по проявлению мозаицизма линий, а также выяв-
лению считывания аберрантных транскриптов в
области генетической конструкции использовали
геми- и гомозиготные по встройке Т-ДНК расте-
ния третьего поколения от самоопыления. Гомо-
зиготность потомков определяли по отсутствию
расщепления в следующем поколении при само-
опылении (все потомки канамицин-устойчи-
вые), гемизиготность – по наличию расщепления



ГЕНЕТИКА  том 57  № 3  2021

ОСОБЕННОСТИ ЭКСПРЕССИИ ЧУЖЕРОДНЫХ ГЕНОВ 323

3 : 1 (канамицин-устойчивые : канамицин-не-
устойчивые).

Анализ экспрессии трансгенов (nptII и nuclS)
Для анализа экспрессии трансгенов использо-

вали листья пяти месячных растений табака.
Суммарную РНК выделяли с помощью набора
реактивов RNАeasy® Plant Mini Kit (Quiagen),
РНК обрабатывали DNase I и 4 мкг РНК брали
для синтеза кДНК (Thermo Scientific RevertAid
First Strand cDNA Synthesis Kit).

Анализ экспрессии гена nptII проводили при по-
мощи ПЦР в реальном времени на амплификаторе
CFX96 (Bio-Rad, США). Праймеры подобраны на
центральную область гена nptII в полноразмерных
копиях Т-ДНК (табл. 1). Программа амплифика-
ции: 95°С – 3 мин; далее пять циклов без детек-
ции: 95°С – 10 с, 61°С – 20 с, 72°С – 5 с; затем 40
циклов с детекцией на стадии отжига (канал
FAM): 95°С – 10 с, 61°С – 20 с, 72°С – 5 с. Уровень
экспрессии оценивали при помощи ПО “Bio-Rad
CFX Manager 2.1”. Каждый образец анализировали
в трех повторах, нормирование данных проводили
по хозяйскому гену GSP (glutaminesynthetase) [19],
который анализировался в той же пробирке.

Анализ экспрессии гена секреторной эндо-
нуклеазы Serratia marcescens выполняли методом
полуколичественной ОТ-ПЦР. Праймеры указа-
ны в табл. 1. Программа амплификации кДНК:
1 цикл 94°С – 3 мин, 58°С – 30 с, 72°С – 1 мин;
далее 34 цикла: 94°С – 1 мин, 60°С – 30 с, 72°С –
1 мин. В качестве контроля использовали прай-
меры на ген актина.

Эксперименты повторяли 2 раза в двух повтор-
ностях.

Выявление аберрантных РНК

Расположение праймеров, использованных
для выявления смысловых аберрантных РНК,
считываемых с MAS промотора усеченной копии
гена nptII, и антисмысловых аберрантных РНК,
считываемых с предполагаемых промоторов в об-
ласти спейсерной последовательности усеченной
копии гена nptII приведено на рис. 1, последова-
тельности праймеров представлены в табл. 1.
Программа амплификации кДНК: 1 цикл 94°С –
3 мин, 58°С – 30 с, 72°С – 1 мин; далее 34 цикла:
94°С – 1 мин, 60°С – 30 с, 72°С – 1 мин. В каче-
стве контроля использовали праймеры на ген ак-
тина.

Анализ встраивания векторных ДНК

ДНК выделяли с помощью набора реактивов
GenElute© Plant Genomic kit (Sigma). Анализ на
наличие встройки векторной ДНК в раститель-
ный геном проводился ПЦР с праймерами TiL_U
и pTi_p2_L для анализа левого, прилежащего к
встройке района из плазмиды pC27-nuclS, и с
праймерами npt_p3_R и TiR_L для анализа пра-
вого прилежащего района (табл. 1). Режим ам-
плификации: 1 цикл: 95° – 3 мин, 58° – 30 с, 72° –
1 мин; 32 цикла: 95° – 30 с, 60° – 30 с, 72° – 1 мин.

Рис. 1. Схема Т-ДНК инсерции в геноме растения Nu21. nuclS – ген секреторной эндонуклеазы S. marcescens; nptII –
ген неомицинфосфотрансферазы II E. coli; РMAS – двунаправленный промотор гена маннопинсинтазы Ti-плазмиды
A. tumefaciens; LB, RB – повторы, ограничивающие Т-область Ti-плазмиды A. tumefaciens; фигурные стрелки показы-
вают ориентацию копий в Т-ДНК инсерции, стрелками обозначены праймеры и их направление; 1RT, 2RT, nuclS-RT –
праймеры для проведения обратной транскрипции; 1-1, 1-2, 2-1, 2-2, nuclS-1, nuclS-2 – праймеры для проведения
ОТ-ПЦР на кДНК.
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Статистический анализ

Для сравнения уровня экспрессии у гомо- и ге-
мизиготных групп трансгенных растений использо-
вали непараметрический дисперсионный анализ
Краскела–Уоллиса (программный пакет Statistica
5.5) с учетом множественного попарного сравне-
ния критерием Данна (Qкр (k = 4, α = 0.05) = 2.639),
где k – число сравниваемых выборок (гемизиготы
и гомозиготы линий Nu5 и Nu6), α – уровень зна-
чимости [20].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Экспрессия гена nptII и гена секреторной 
эндонуклеазы S. marcescens у геми- и гомозиготных 

растений табака Nu5 и Nu6

Результаты сравнительного анализа по экс-
прессии гена nptII двух линий табака (Nu5 и Nu6),
контрастно различающихся по частоте выявле-
ния мозаицизма, представлены на рис. 2. Наблю-
дается широкая вариабельность по количеству
транскриптов мРНК, синтезируемых как с одной
(у гемизигот), так и с двух (у гомозигот) ДНК-
матриц. Анализируя относительные значения
представленности транскриптов гена nptII у ге-
мизиготных трансгенных растений табака линий
Nu5 и Nu6 (рис. 2,а) следует отметить отсутствие

статистически достоверных различий в уровне
экспрессии селективного гена (Q = 1.715).

Также у гомозиготных растений линии Nu5
отмечается уровень экспрессии, не отличающий-
ся от уровня экспрессии гемизиготных растений
(рис. 2,б) (Q = 0.857), что позволяет предполо-
жить снижение уровня экспрессии селективного
гена при переходе из геми- в гомозиготное состо-
яние. При этом у гомозиготных растений линии
Nu6 наблюдается значительное достоверное сни-
жение экспрессии гена nptII (Q = 2.939). Только у
двух растений из шести проанализированных был
детектирован низкий уровень экспрессии трансге-
на, у остальных потомков экспрессия гена не опре-
делялась, что указывает на инактивацию экспрессии
селективного гена.

Ранее нами было установлено, что у линии
Nu5 отмечается статистически значимо более
низкая частота появления потомков с мозаичным
характером экспрессии гена nptII, по сравнению с
линией Nu6. В то время как для гомозиготных
растений Nu6 характерна высокая частота мозаи-
ков (до 100%), резко угнетенный рост и гибель на
селективной среде [16].

Результаты количественной оценки тран-
скрипционной активности гена nptII у двух раз-
личающихся по мозаицизму линий трансгенных
растений табака подтвердили установленные ра-

Таблица 1. Структура праймеров

Вид
эксперимента

Обозначения 
праймеров Последовательность

Размер
ПЦР-продукта,

пн

ПЦР в реальном
времени, анализ
экспрессии гена nptII

Прямой 5'-CTCGACGTTGTCCCTGAAG-3'
Обратный 5'-TCAGCCATGATGGATACTTTC-3'
Зонд 5'-FAM-CTGTCATCTCACCTTGCTCCTGCCG-BHQ1-3'

Проведение
обратной
транскрипции

1RT 5'-GCACAACAGACAAATCGGCTG-3'
2RT 5'-CACCTTCACCTACGATGGGG-3'
nuclS RT 5'-CACGCTCGAATCCATCGACA-3'

Проведение
ОТ-ПЦР

1-1 5'-TCCGCTCTACCGAAAGTTACG-3' 366
1-2 5'-CCCAGTCAGCATCATCACACCA-3'
2-1 5'-ACGGCTAAGAGCGAATTTGG-3' 311
2-2 5'-GACGGCCACAAGAAAAAACC-3'
actin-1 5'-СТАТТСТССGCTTTGGACTTGGCA-3' 261
actin-2 5'-AGGACCTCAGGACAACGGAAACG-3'
nuclS-1 5-'ATCGAACAGGAAAGCGGCATAG-3' 488
nuclS-2 5'-CATTGAACAACAACAGCACCAC-3'

Анализ встраивания 
векторных ДНК

TiL_U 5'-AAGTCCCATGTGGATCACTC-3' 573
pTi_p2_L 5'-GATCCATGTAGATTTCCCGG-3'
npt_p3_R 5'-TGCCCCGAGAATTATGC-3' 541
TiR_L 5'-CCTGATGAATGCTCATCCG-3'
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нее существенные различия, свидетельствующие
о том, что более высокие значения транскрипци-
онной активности гена nptII коррелируют с низ-
кой частотой его инактивации на уровне сомати-
ческой ткани (линия Nu5) и, наоборот, снижение
уровня экспрессии nptII-гена связано с высокой
частотой инактивации и появлением мозаичных
потомков (линия Nu6).

Таким образом, между исследуемыми линиями
трансгенных растений табака Nu5 и Nu6 отмеча-
ются статистически значимые различия в уровне
экспрессии селективного гена между гомозигот-
ными растениями. Наблюдается общая тенденция
снижения транскрипционной активности гена nptII
при его переходе из геми- в гомозиготное состо-
яние, что соответствует частотным характери-
стикам инактивирования анализируемого гена,
установленным ранее по его фенотипическому
проявлению. Для растений линии Nu6 снижение
активности гена nptII более выражено, поскольку
именно в этой линии среди потомков для получе-
ния следующего поколения отбирали генотипы с
максимальным проявлением мозаичности. В свя-
зи с этим представляло интерес оценить уровень
экспрессии другого гена, входящего в состав кас-
сеты экспрессии в качестве целевого, – гена сек-
реторной эндонуклеазы S. marcescens (рис. 1). По-
лучение таких данных позволит судить о том,

происходит ли координированная инактивация
другого гена, входящего в состав сложнооргани-
зованной инсерции.

На рис. 3 представлены результаты ОТ-ПЦР
на геми- и гомозиготных растениях линий Nu5 и
Nu6. У растений линии Nu5 транскрипты эндо-
нуклеазы регистрируются у всех проанализиро-
ванных растений (геми- и гомозиготных) на уров-
не экспрессии гена актина. Для линии Nu6 тран-
скрипт выявляется только для ряда гемизиготных
растений (рис. 3,а, номера 6/3, 6/10, 6/21) и их
уровень экспрессии ниже, чем уровень экспрес-
сии гена актина, и полностью отсутствует у всех
проанализированных гомозиготных потомков
(данные не представлены). Следовательно, инакти-
вация экспрессии трансгенов в линии Nu6 у гомо-
зиготных потомков может происходить по всей ин-
серции Т-ДНК, т.е. захватывать все копии гена nptII
и гена секреторной эндонуклеазы S. marcescens. Как
правило, в растения переносят генетические кон-
струкции, несущие в своем составе несколько ге-
нов (маркерный/селективный ген, целевой ген).
В работах ряда исследователей показано, что на-
рушение экспрессии одного из генов может кор-
релировать с инактивацией рядом расположен-
ных генов [21, 22] либо не влиять на стабильность
их экспрессии [23, 24].

Рис. 2. Уровень экспрессии гена nptII у гемизиготных (а) и гомозиготных (б) трансгенных растений табака с низким
(Nu5) и высоким (Nu6) уровнем появления мозаичных потомков. Растения линии Nu5 – столбцы черного цвета, ли-
ния Nu6 – серого цвета. По оси ординат указан уровень экспрессии, нормализованный по хозяйскому гену GSP; по
оси абсцисс указаны номера трансгенных растений табака. Показана стандартная ошибка среднего.
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Снижение уровня экспрессии генов, входя-
щих в состав многокопийной инсерции, при пе-
реходе из гемизиготного в гомозиготное состояние
отмечается во многих работах. Данное явление на-
зывают эффектом дозы генов, при этом подавление
экспрессии гена происходит при нахождении гомо-
логичных последовательностей как в аллельной (у
гомозиготных потомков), так и неаллельной по-
зиции (при скрещивании трансформантов) [25,
26]. Одним из наиболее изученных триггеров при
запуске замолкания генов на транскрипционном

или посттранскрипционном уровнях является
считывание антисмысловых и аберрантных РНК
[12, 13].

Антисмысловые и аберрантные РНК,
считываемые в области усеченной 
инвертированной копии гена nptII

Встройка Т-ДНК в трансгенных линиях Nu5 и
Nu6 имеет сложную тандемную структуру, поэто-
му велика вероятность для считывания аберрант-
ных транскриптов с MAS промотора усеченной

Рис. 3. Электрофореграмма ПЦР-продуктов после обратной транскрипции суммарной РНК трансгенных растений
линий Nu5 и Nu6 с праймерами на ген секреторной эндонуклеазы S. marcescens и актин. а – гемизиготные растения,
б – гомозиготные растения. М – маркер молекулярного веса ДНК.
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инвертированной копии гена, где произошла де-
леция большей части гена nptII (95 пн вместо 794 пн
в полной копии), и с потенциальных промотор-
ных областей в области спейсерной последова-
тельности, прилежащей к делетированному гену.
Поскольку в данной копии Т-ДНК отсутствует тер-
минатор транскрипции, возможна транскрипция
смысловых и антисмысловых РНК, включающих в
свой состав неполную кодирующую последователь-
ность гена nptII, а также последовательности неко-
дирующей прилежащей ДНК. На рис. 4 представ-
лены данные ОТ-ПЦР после реакции обратной
транскрипции суммарной РНК гомозиготных
трансгенных растений линий Nu5 и Nu6 с прайме-
рами, захватывающими кодирующую последова-
тельность усеченной копии гена nptII и рядом рас-
положенную спейсерную последовательность,
уникальную для всей трансгенной инсерции, что
позволяет регистрировать РНК, считываемую толь-
ко с усеченной копии (рис. 1, табл. 1, праймер 1RT
использован для проведения обратной тран-
скрипции, праймеры 1-1 и 1-2 – для ОТ-ПЦР).
Наличие ПЦР-продукта размером 366 пн указы-
вает на синтез антисмысловой аберрантной РНК,
которая регистрируется у растений Nu5 только у
потомков с высоким уровнем экспрессии транс-
гена (5-10, 5-16, 5-21, рис. 2), у растений с более
низким уровнем экспрессии антисмысловая
аберрантная РНК не регистрируется данным ме-
тодом. У гомозиготных растений линии Nu6 пол-
ностью отсутствует ПЦР-продукт антисмысло-
вой аберрантной РНК.

На рис. 5,а показана электрофореграмма
ПЦР-продуктов после обратной транскрипции

суммарной РНК гемизиготных трансгенных рас-
тений линий Nu5 и Nu6 с праймерами на смысло-
вую аберрантную РНК, считываемую в области
уникальной спейсерной последовательности,
усеченной копии гена nptII и спейсерной после-
довательности между геном nptII и промотором
MAS (рис. 1, праймеры 2RT для проведения об-
ратной транскрипции, 2-1 и 2-2 для ОТ-ПЦР).
Целевой продукт амплификации 311 пн выявля-
ется у всех проанализированных растений линии
Nu5, для линии Nu6 транскрипт выявляется толь-
ко для отдельных потомков (6-19, 6-21, 6-67) в ви-
де слабого сигнала, по сравнению с контролем
(геном актина).

В случае гомозиготных трансгенных растений
линий Nu5 и Nu6 смысловая аберрантная РНК не
была обнаружена при проведении стандартной
процедуры полуколичественной ПЦР (данные не
представлены), но при увеличении времени реак-
ции обратной транскрипции в 2 раза или реампли-
фикации ОТ-ПЦР для линии Nu5 было выявлено
наличие транскрипции (рис. 5,б). Следовательно, у
гомозиготных трансгенных растений линий Nu5
аберрантная РНК синтезируется в небольших ко-
личествах. Для гомозиготной линии Nu6 даже после
реамплификации транскрипт не был обнаружен,
что свидетельствует об его отсутствии (данные не
представлены). Таким образом, прослеживается
корреляция координированного снижения или
инактивации экспрессии гена nptII во всех копи-
ях Т-ДНК, как полноразмерных, так и усеченной
у гомозиготных потомков линий Nu5 и Nu6.

Рис. 4. Электрофореграмма ПЦР-продуктов после обратной транскрипции суммарной РНК гомозиготных трансген-
ных растений линий Nu5 и Nu6 с праймерами на антисмысловую аберрантную РНК и актин. М – маркер молекуляр-
ного веса ДНК.
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Поскольку в области инвертированной усечен-
ной копии гена nptII происходит синтез смысловых
и антисмысловых аберрантных РНК, они могут
образовывать двуцепочечные, частично компле-
ментарные РНК как между собой, так и с тран-
скриптами, считываемыми с полных копий гена
nptII в Т-ДНК 1 и Т-ДНК 2. Образовавшаяся дву-
цепочечная РНК с большой вероятностью может
быть ответственна за активацию механизмов
РНК-опосредованного сайленсинга генов на
транскрипционном уровне.

Связь между синтезом аберрантной РНК и
инактивацией трансгена Lpt2-gus показана для
трансгенных растений риса. Исследователями
были получены линии с мозаичной экспрессией
гена gus в алейроновом слое семян риса. Мозаич-
ный характер экспрессии репортерного гена насле-

довался в ряду поколений. Исследование одной из
этих линий показало, что из двух копий Т-ДНК в
этих растениях одна является усеченной и обрат-
но ориентированной, что приводит к образова-
нию антисмысловых аберрантных РНК [10].

В работах на трансгенных растениях Arabidop-
sis thaliana показано, что генетические конструк-
ции без терминатора транскрипции или непол-
ные копии генов также эффективно запускают
процесс инактивации экспрессии гомологичных
генов в хозяйском геноме [12, 27]. Высокую часто-
ту инактивации обеспечивают генетические кон-
струкции, которые включают ген/фрагмент гена
между противоположно направленными промо-
торами. При этом образуются короткие неполи-
аденилированные РНК разного размера [11]. У
65% трансформированных клеточных линий та-

Рис. 5. Электрофореграмма ПЦР-продуктов после обратной транскрипции суммарной РНК трансгенных растений
линий Nu5 и Nu6 с праймерами на смысловую аберрантную РНК и актин. а – гемизиготные растения, б – гомозигот-
ные растения, реамплификация. М – маркер молекулярного веса ДНК.
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бака BY-2 исследователи обнаружили, что внут-
ренние, лишенные промоторов районы Т-ДНК
часто транскрибируются. Такая спонтанная
транскрипция запускает инактивацию генов при
наличии инвертированных повторов в составе
инсерции. Авторы объясняют данный феномен
встраиванием Т-ДНК в транскрипционно актив-
ные районы растительного генома и особенно-
стями структуры хроматина [13].

Геномное окружение, в котором оказались пе-
ренесенные гетерологичные гены, безусловно
оказывает влияние на стабильность их экспрессии.
Так, моделирование ситуации, когда трансгены по-
падают в район высокоповторяющихся последова-
тельностей путем внесения в состав генетической
конструкции повторенных последовательностей из
генома Petunia hybrida, привело к инактивации и мо-
заичной экспрессии маркерного гена [28]. В ряде ра-
бот показано, что аберрантные транскрипты могут
иметь место инициации синтеза с промоторов в по-
следовательностях, прилежащих к Т-ДНК, и на-
правлять сайленсинг трансгенов [13, 29].

Известно, что вместе с Т-ДНК при агробакте-
риальной трансформации в геном растения воз-
можно встраивание участков плазмидной ДНК,
прилежащих к области Т-ДНК. Наличие таких
участков, имеющих большое количество повторов,
может служить дополнительным фактором для
проявления РНК-интерференции. Вероятность
интеграции фрагментов векторных ДНК при аг-
робактериальной трансформации в значительной
степени зависит от типа плазмиды и условий
трансформации, для Nicotiana tabacum эта вероят-
ность составляет порядка 1.3%, но в отдельных
случаях доходит и до 70% [30]. Для линии Nu21
мы проверили эту гипотезу и показали отсутствие
последовательностей из плазмиды pC27-nuclS,
прилежащих к правой/левой границам Т-ДНК
(данные не представлены).

Интересно отметить, что даже встраивание од-
ной копии гена uidA в один и тот же район хозяйско-
го генома системой Cre/lox рекомбинации, привело
к существенным различиям в уровне экспрессии
между трансформантами и появлению растений с
наследуемым мозаичным характером экспрессии
трансгена [31]. Мозаицизм возникает и в межвидо-
вых гибридах или при хромосомных перестройках,
приводящих к нестабильному состоянию генов. У
кукурузы встройки в энхансере и наличие уникаль-
ных копий в повторах аллеля P1-mm по сравнению
с аллелем P1-wr ассоциировались с мозаично окра-
шенным перикарпом. Все это может служить
предпосылками для образования аберрантных РНК
и активации механизмов сайленсинга [32]. Моза-
ичная окраска венчика у Petunia hybrida связана с
наличием в геноме двух тандемно расположен-
ных копий гена CHS-A [33]. Следовательно, как
геномное окружение, так и внутренние особен-

ности в структуре чужеродной инсерции могут
оказывать существенное влияние на стабиль-
ность проявления чужеродных генов.

Таким образом, у трансгенных растений табака
линий Nu5 и Nu6, контрастно различающихся по
мозаичному характеру экспрессии селективного
гена nptII, наиболее вероятным триггером, запус-
кающим инактивирование генов в составе сложно-
организованной инсерции, является образование
смысловых и антисмысловых аберрантных непол-
ных транскриптов РНК, считываемых с усеченной
инвертированной копии гена nptII. Различия между
линиями в эффективности запускания данного
механизма скорее всего лежат за пределами сложно-
организованной инсерции и связаны с особенно-
стями геномного окружения района интеграции ис-
следуемой Т-ДНК инсерции, что подтверждается
эффективностью отбора на снижение/повышение
мозаичности среди потомков последующих поколе-
ний. Данные линии трансгенных растений табака
представляют несомненный интерес для дальней-
шего изучения причин и механизмов нестабиль-
ности экспрессии и наследования чужеродных ге-
нов, связанных с действием эпигенетических ме-
ханизмов.

Работа поддержана бюджетным проектом
0259-2021-0010 “Изучение систем контроля мета-
болизма живых систем в условиях взаимодей-
ствия с окружающей средой, в том числе после ге-
нетической модификации”.

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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Features of Expression of Foreign Genes in Complex Insertions
in Transgenic Tobacco Plants with a Mosaic Pattern of the nptII gene

T. V. Marenkovaa, *, V. V. Kusnetsova, and E. V. Deinekoa

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

*e-mail: marenkova@bionet.nsc.ru

Features of the mosaic pattern of the expression of the nptII marker gene, which provides plant resistance to
the antibiotic kanamycin, and the target gene of the secretory endonuclease Serratia marcescens under the bi-
directional MAS promoter of the gene of mannopinsyntase of the Ti plasmid Agrobacterium tumefaciens in the
epiallelic lines of transgenic tobacco plants Nu6 and Nu5, were studied. Both genes are part of a complexly
organized insertion, represented by two full-size copies of T-DNA and one truncated, located between them
in reverse orientation. Transgenic lines of tobacco contrast in the phenotypic manifestation of the marker
gene nptII (low frequency of mosaics in the Nu5 line and high in Nu6). It has been established that, when the
transgenic plants transition from the hemi to the homozygous state, the expression level of the marker gene
decreases and it is most pronounced for the Nu6 epiallele. It was shown that transgenic lines synthesize ab-
errant sense and antisense transcripts in the region of a truncated copy of T-DNA. Exactly these transcripts
can act as triggers and trigger the inactivation of marker gene expression, which is coordinated spreads to the
target gene as part of a tandem organized insertion.

Keywords: transgenic plants of Nicotiana tabacum L., nptII gene, gene silencing, aberrant RNA, mosaic char-
acter of gene expression.
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У злаковых растений система генов VRN (vernalization response) и PPD (photoperiod response) опре-
деляет их переход от вегетативной к генеративной стадии развития. Использование диагностиче-
ских ДНК-маркеров позволило проанализировать распределение аллельных комбинаций генов
VRN-А1, VRN-В1, VRN-D1 и PPD-D1 в староместных сортах семи гексаплоидных видов пшеницы в
различных районах Евразии. Выявлена вариабельность механизмов детерминации ярового образа
жизни: у 55.3% образцов яровость контролировалась моногенно (одним из генов VRN), у 30.3% об-
разцов – комбинацией двух доминантных генов VRN, у 2.6% образцов – тригенно. Показано почти
полное отсутствие доминантного аллеля Ppd-D1а у староместных сортов (только 2.6%), позволяю-
щее предположить вторичность этого аллеля по отношению к рецессивному аллелю ppd-D1b и уве-
личение его частоты в недавний период “зеленой революции”. Для видов T. aestivum, Т. сompactum,
T. petropavlovskyi, T. tibetanum показано увеличение частоты встречаемости аллеля Vrn-D1а по на-
правлению на восток ареала и его максимальная концентрация в районах Афганистана, Индии и
Китая. У видов с компактным колосом (T. antiquorum, T. sphaerococcum, азиатские формы Т. сompac-
tum) яровой тип развития определяется единственным аллелем Vrn-В1а, что предполагает возмож-
ность их первоначального распространения в составе единого генетического пула. Европейский и
азиатский подвиды T. spelta, несмотря на чрезвычайно разорванный ареал, характеризуются одина-
ковыми аллелями Vrn-A1b и Vrn-В1с, что генетически объединяет оба подвида. Фактически единый
набор аллелей генов VRN у староместных и современных сортов обеспечивает достаточную адап-
тивность пшеницы к разнообразным условиям внешней среды на протяжении длительного време-
ни ее культивирования. Выявленные неизвестные ранее ДНК-фрагменты по локусам VRN-D1 и
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Пшеница – одна из наиболее широко распро-
страненных в мире сельскохозяйственных культур.
Ее производственные посевы занимают различные
природно-климатические зоны от 40° ю.ш. до
60° с.ш. Разнообразие экологических условий, в
которых выращивается пшеница, предполагает
наличие широкого спектра генетического разно-
образия, в том числе генетических механизмов,
определяющих скорость роста и развития. Пере-
ход к цветению у злаков определяется сложным
взаимодействием генетических факторов, важ-
нейшими из которых являются гены яровизации
(VRN – vernalization response) и фотопериода
(PPD – photoperiod response) [1, 2].

Система генов яровизации детерминирует от-
зывчивость растений на низкие температуры, воз-
действие которых необходимо для индукции про-
цесса цветения. Показано, что белки, контроли-
руемые генами VRN-1, играют центральную роль
в контроле активности и детерминированности
цветочных меристем и специализации колоско-
вых меристем [3, 4]. Потребность в яровизации и
ее продолжительность – важнейшая характери-
стика, влияющая на адаптивность растений к
определенным природно-климатическим усло-
виям и определяющая деление пшеницы на яро-
вую и озимую [5].

Необходимость в яровизации контролируется
аллелями трех гомеологичных локусов VRN-1 –
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VRN-A1, VRN-B1 и VRN-D1, которые локализованы
на хромосомах 5А, 5В, 5D соответственно [6, 7].
Известно еще два независимо наследуемых локуса:
VRN-D4, имеющий ограниченное локальное рас-
пространение и представляющий собой копию гена
VRN-A1, перемещенную на хромосому 5D [8], и
локус VRN-3, расположенный на коротком плече
хромосомы 7В [9], характеризующийся низкой
генетической изменчивостью.

Для озимой пшеницы, которую высевают осе-
нью, необходимо длительное воздействие низких
температур для перехода к цветению. Такой тип
развития контролируется рецессивными аллеля-
ми по всем трем локусам VRN-1 – vrn-A1, vrn-B1 и
vrn-D1. Наличие хотя бы одного доминантного
аллеля гена VRN-1 приводит к яровому типу раз-
вития. Доминантными являются аллели, которые
связаны с мутациями в основных регуляторных об-
ластях генов VRN-1 – промоторе и первом интроне.
Изменчивость этих регионов VRN-1 ассоциируется
с уменьшением или полным отсутствием необходи-
мости в яровизации и относительно быстрой поло-
жительной регуляцией уровня транскрипции VRN-1
как в апексе, так и в листьях растений, не про-
шедших яровизацию [7, 10]. Доминантный VRN-А1
обеспечивает полную нечувствительность к яро-
визирующим температурам, кроме того, он явля-
ется эпистатичным по отношению к локусам
VRN-В1 и VRN-D1. Доминантные аллели локусов
VRN-В1 и VRN-D1 также детерминируют яровой
тип развития, однако в комбинации с рецессив-
ными аллелями по локусу VRN-А1 требуют неко-
торого периода воздействия пониженных темпе-
ратур для быстрого перехода к цветению [11–13].

Широко распространенные виды гексаплоид-
ной пшеницы, а именно мягкая Triticum aestivum L.,
компактная T. compactum Host. и спельта T. spelta L.,
представлены как яровыми, так и озимыми фор-
мами. Локальные виды T. sphaerococcum Perciv. и
T. petropavlovskyi Udacz. et Migusch. состоят только
из яровых, а T. macha Dekapr. et Men. и T. vavilovii
(Thaum.) Jakubz. – только из озимых сортов [14].

По реакции на продолжительность и интен-
сивность освещения в течение суток пшеница
подразделяется на фотопериодически чувстви-
тельную, когда растениям для перехода к цвете-
нию требуется длинный световой день – признак
контролируется рецессивными аллелями PPD-ге-
нов, и фотопериодически нейтральную (нечув-
ствительную) – переход к цветению происходит
независимо от длины дня, для чего хотя бы один
из PPD-генов должен находиться в доминантном
состоянии. Реакция на продолжительность пери-
ода освещенности контролируется тремя гомео-
логичными генами: PPD-А1, PPD-В1 и PPD-D1,
локализованными на хромосомах 2-й группы [2,
15]. Эти гены также оказывают существенное
влияние на сроки колошения. Основным геном,

определяющим фотопериодическую реакцию,
является PPD-D1. Аллельные эффекты двух дру-
гих генов, PPD-В1 и PPD-А1, слабее и имеют не-
значительное распространение [2, 16, 17].

Сочетание в генотипе различных комбинаций
генов VRN и PPD позволяет растениям пшеницы
хорошо адаптироваться к разнообразным при-
родно-климатическим условиям. Исследования,
проведенные преимущественно с использованием
коммерческих сортов, показывают, что в результате
селекционного процесса в каждом регионе склады-
вается свой, специфичный для комплекса опреде-
ленных агроэкологических условий набор генов
VRN и PPD [18–22]. Однако исследование только
коммерческих сортов не позволяет в полной мере
оценить селекционную ценность тех или иных
аллелей генов яровизации и фотопериода. Во-
первых, из-за того, что коммерческими сортами
представлен только один вид гексаплоидной
пшеницы – пшеница мягкая (T. aestivum), другие
виды в производстве практически отсутствуют;
во-вторых, современные сорта мягкой пшеницы
в значительной степени характеризуются суще-
ственным уменьшением генетического разнооб-
разия [23, 24].

В то же время староместные сорта, которые
были продолжительное время подвержены дей-
ствию естественного отбора, лучше приспособле-
ны к локальным условиям произрастания и обла-
дают оптимальной для данной местности длиной
вегетационного периода. Их вытеснение из про-
изводственных посевов обедняет местный гено-
фонд и меняет генетическую структуру популя-
ции, в том числе по наличию и частоте встречае-
мости генов VRN [25]. Изучение аборигенных
(староместных) сортов, таким образом, необходимо
для решения вопроса об экотипе сорта пшеницы,
наиболее адаптированном к определенным природ-
но-климатическим условиям местности и с опти-
мальной для этих условий комбинацией генов яро-
вости и фотопериода.

Цель работы – определение аллельного разно-
образия генов VRN и PPD у староместных (абори-
генных) сортов семи видов гексаплоидной пше-
ницы из разных географических регионов и опре-
деление экотипов, наиболее адаптированных к
местным условиям регионов.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В работе изучено 76 образцов яровой пшени-
цы, относящихся к семи видам: T. aestivum L.,
T. compactum Host, T. spelta L., T. tibetanum Shao,
T. sphaerococcum Perciv., T. petropavlovskyi Udacz. et
Migusch. и T. antiquorum Heer ex Udacz. Изучаемые
образцы охватывают основные центры разнооб-
разия культурных растений на территории Евра-
зии, значительная часть происходит с территории
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“Плодородного полумесяца” – древнейшего оча-
га земледелия и предполагаемой “прародины”
гексаплоидных пшениц. Семена исследуемых
сортов преимущественно предоставлены Отде-
лом генетических ресурсов пшениц Всероссий-
ского института генетических ресурсов растений
им. Н.И. Вавилова (ВИР). Отдельные образцы бы-
ли также любезно предоставлены Е.Д. Бадаевой
(ИОГен им. Н.И. Вавилова): TRI-21459, TRI-24113,
TRI-24144, TRI-26019 (сборы Leibniz Institute of
Plant Genetics and Crop Plant Research, Германия);
Н.П. Гончаровым (Институт цитологии и генети-
ки СО РАН, Новосибирск): k-56398 T. antiquorum;
Л.А. Житеневым (НОУ “Колос”, Телеханы, Бела-
русь): № 72, № 701 (сборы Института генетики и
селекции АН Азербайджана), T. tibetanum. Образ-
цы предварительно изучались на предмет соот-
ветствия описанному морфотипу при весеннем
посеве (посевы проводились в 2015–2018 гг. на
полях Отдела отдаленной гибридизации Главного
ботанического сада им. Н.В. Цицина в Истрин-
ском районе Московской области).

Идентификация аллельного состава генов
VRN и PPD проводилась в Институте общей гене-
тики им. Н.И. Вавилова РАН. В качестве стандар-
тов для идентификации генов VRN и PPD исполь-
зовались сорта мягкой пшеницы с известными
аллелями – Афина: vrn-A1 vrn-B1 Рpd-D1а [26];
Полюшко: Vrn-A1а Vrn-B1с ppd-D1b; Алтайская 70:
Vrn-A1а vrn-B1 ppd-D1b; Омская 36: Vrn-A1а Vrn-B1а
ppd-D1b [19]; Gabo: Vrn-A1b Vrn-B1а ppd-D1b [27].

Геномную ДНК выделяли из 3-дневных этиоли-
рованных проростков модифицированным CTAB
методом [28]. Для установления аллельного состава
использовали аллель-специфичные праймеры к
локусам: VRN-A1 – AF//Int1R; VRN-B1 – Intr1//
BR3/BR4; Vrn-D1а – Intr1D/F//R3/R4; PPD-D1 –
F//R1/R2 (табл. 1). Амплификацию проводили в
реакционной смеси объемом 20 мкл. Реакционная
смесь содержала 2 мкл ПЦР-буфера, 1.5 мМ MgCl2,
2 мМ смеси dNTP, 1 нг каждого праймера, 1 ед.

Taq-полимеразы и 100 нг геномной ДНК. Состав
реакционной смеси и условия проведения ПЦР
стандартные [26]. ПЦР осуществляли на термо-
циклере BioRad T-100 Termal Cycler (BioRad, США).
ПЦР-продукт анализировали в 2%-ном агароз-
ном геле с добавлением бромистого этидия в
1× TBE буфере. Фиксацию результатов осуществля-
ли фотокамерой в ультрафиолетовом свете.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Исследование образцов староместных пшениц

при полевом посеве показало, что некоторые из
них являются сортами-популяциями, состоящи-
ми из двух ботанических разновидностей, напри-
мер сорта k-12390 и k-12596 (из Афганистана);
k-14335 (из Ирана); k-52546, k-55569 (из Таджи-
кистана). Семена с колосьев, относящихся к раз-
ным разновидностям, изучались раздельно как
отдельные образцы. Кроме того, в составе ряда
сортов присутствовали как яровые, так и озимые
растения, совсем не выколосившиеся при весен-
нем посеве. Это может быть связано с широким
распространением еще в XIX в. сортов-двуручек
[30], а также с отмечавшейся для некоторых стран
Ближнего Востока практикой посева биологиче-
ски яровых сортов с осени, в результате чего мог
происходить как отбор генотипов с озимым ти-
пом развития, так и засорение семенами других
сортов пшеницы.

Результаты по исследованию аллельного со-
става генов VRN-1 и PPD-D1 показаны в табл. 2.

Triticum aestivum L. Мягкая пшеница
При анализе распространения изучаемых ге-

нов у вида T. aestivum была обнаружена приуро-
ченность определенных аллелей к тем или иным
регионам.

Афганистан. Среди семи изученных образцов
мягкой пшеницы не обнаружено доминантных

Таблица 1. Идентифицируемые аллели, последовательности праймеров и ожидаемый размер ПЦР-продукта

Идентифицируемый 
аллель

Аллель-специфичные 
праймеры

Ожидаемый размер
ДНК-фрагмента

Литературный
источник

Vrn-A1a
Vrn-A1b
vrn-A1

VRNA1F//VRN-INT1R 965 + 876
714
734

 [7]

Vrn-B1a
Vrn-B1c
vrn-B1

INTR1//INTR1/B/R3
INTR1//INTR1/B/R3
INTR1/B/F//INTR1/B/R4

1124
737

1149

 [13]
 [10]
 [10]

Vrn-D1а
vrn-D1

INTR1/D/F//INTR1/D/R3
INTR1/D/F//INTR1/D/R4

1671
997

 [10]
 [10]

Ppd-D1a
ppd-D1b

Ppd1_F//Ppd1_R1/R2
Ppd1_F//Ppd1_R1/R2

288
414

 [29]
 [29]
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Таблица 2. Аллельный состав Vrn-1 и Ppd-D1 генов у исследованных образцов

№
п/п Вид Образец Страна 

происхождения
Аллели исследуемых генов

Vrn-A1 Vrn-B1 Vrn-D1 Ppd-D1

1 T. aestivum k-12390 (hostianum) Афганистан vrn-A1 vrn-B1 а b
2 T. aestivum k-12390 (iranicum) Афганистан vrn-A1 vrn-B1 а b
3 T. aestivum k-12596 (erythrosp.) Афганистан vrn-A1 c а b
4 T. aestivum k-12596 (ferrug.) Афганистан vrn-A1 vrn-B1 vrn-D1 b
5 T. aestivum k-12597 Афганистан vrn-A1 vrn-B1 а b
6 T. aestivum k-12599 Афганистан vrn-A1 vrn-B1 vrn-D1 b
7 T. aestivum k-12646 Афганистан vrn-A1 vrn-B1 а b
8 T. aestivum № 701 Азербайджан vrn-A1 vrn-B1 vrn-D1 b
9 T. aestivum k-17417 Иордания a vrn-B1 vrn-D1 a + b

10 T. aestivum k-10678 Иран a a а b
11 T. aestivum k-13493 Иран b a vrn-D1 b
12 T. aestivum k-14333 Иран vrn-A1 a а b
13 T. aestivum k-22497 Иран vrn-A1 vrn-B1 а Новый

фрагмент
14 T. aestivum k-23111 Иран a a vrn-D1 b
15 T. aestivum k-14335 (grаеc.) Иран a а vrn-D1 b
16 T. aestivum k-14335 (ferrug.) Иран vrn-A1 vrn-B1 а b
17 T. aestivum k-14317 Иран a vrn-B1 vrn-D1 b
18 T. aestivum k-20646 Испания vrn-A1 а vrn-D1 b
19 T. aestivum TRI-21459 Йемен a + vrn-A1 vrn-B1 а + vrn-D1 b
20 T. aestivum TRI-24113 Йемен a а vrn-D1 b
21 T. aestivum TRI-24144 Йемен b а vrn-D1 b
22 T. aestivum TRI-26019 Йемен vrn-A1 vrn-B1 а b
23 T. aestivum k-39273 Киргизия a vrn-B1 а b
24 T. aestivum k-28677 Китай vrn-A1 vrn-B1 а b
25 T. aestivum k-28752 Китай vrn-A1 vrn-B1 а b
26 T. aestivum k-28775 Китай vrn-A1 vrn-B1 а b
27 T. aestivum k-44129 Китай vrn-A1 vrn-B1 а b
28 T. aestivum k-7985 Монголия vrn-A1 а а b
29 T. aestivum k-33380 Непал a + vrn-A1 vrn-B1 а b
30 T. aestivum k-30614 Пакистан vrn-A1 vrn-B1 а b
31 T. aestivum k-30620 Пакистан vrn-A1 vrn-B1 vrn-D1 b
32 T. aestivum k-15810 Палестина b a vrn-D1 b
33 T. aestivum k-17298 Палестина vrn-A1 a а Новый

фрагмент
34 T. aestivum k-17299 Палестина b a vrn-D1 b
35 T. aestivum k-17379 Палестина b vrn-B1 vrn-D1 b
36 T. aestivum k-17382 Палестина b a vrn-D1 b
37 T. aestivum k-17383 Палестина vrn-A1 a vrn-D1 b
38 T. aestivum k-17365 Палестина b a vrn-D1 b
39 T. aestivum k-35798 Таджикистан vrn-A1 vrn-B1 а b
40 T. aestivum k-52519 Таджикистан vrn-A1 a vrn-D1 b
41 T. aestivum k-52546 (ferrug.) Таджикистан a а vrn-D1 b
42 T. aestivum k-52546 (subafghan.) Таджикистан a а vrn-D1 b
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Примечание. vrn-А1, vrn-В1, vrn-D1 – рецессивные аллели, детерминирующие озимый тип развития; a, b (кроме последней
графы), c – различные доминантные аллели, детерминирующие яровой тип развития по соответствующим генам Vrn; Рpd-
D1b – рецессивный аллель локуса Рpd-D1, определяющий чувствительность к фотопериоду; Рpd-D1а – доминантный аллель
локуса Рpd-D1, определяющий фотонейтральность.

43 T. aestivum k-55569 (murgabic.) Таджикистан a + vrn-
A1

vrn-B1 а + vrn-D1 b

44 T. aestivum k-55569 (pamiricum) Таджикистан vrn-A1 vrn-B1 а b
45 T. aestivum k-55581 Таджикистан vrn-A1 vrn-B1 а b
46 T. aestivum k-29635 Таджикистан vrn-A1 a vrn-D1 b
47 T. aestivum k-35445 Узбекистан a а а a
48 T. aestivum k-10442 РФ, Якутия a а vrn-D1 b
49 Т. compactum k-30055 Армения vrn-A1 а vrn-D1 b
50 Т. compactum k-30058 Армения vrn-A1 а vrn-D1 b
51 Т. compactum k-12790 Афганистан b vrn-B1 vrn-D1 b
52 Т. compactum k-13524 Израиль vrn-A1 а vrn-D1 b
53 Т. compactum k-17385 Израиль vrn-A1 а vrn-D1 ?
54 Т. compactum k-43683 Китай vrn-A1 а а b
55 Т. compactum k-44063 Китай vrn-A1 a а b
56 Т. compactum k-56557 Таджикистан vrn-A1 a vrn-D1 b
57 Т. compactum k-14426 Турция vrn-A1 а vrn-D1 b
58 Т. compactum k-20901 Турция vrn-A1 а vrn-D1 b
59 Т. compactum k-30048 Турция vrn-A1 а vrn-D1 b
60 Т. compactum k-6027 Франция a vrn-B1 vrn-D1 b
61 T. petropav-

lovskyi
k-51764 Китай vrn-A1 vrn-B1 а ?

62 T. spelta k-45364 Азербайджан a vrn-B1 vrn-D1 b
63 T. spelta k-45366 Азербайджан vrn-A1 а vrn-D1 ?
64 T. spelta k-45368 Азербайджан b а vrn-D1 b
65 T. spelta № 72 Азербайджан a vrn-B1 vrn-D1 b
66 T. spelta k-1727 Германия vrn-A1 с vrn-D1 b
67 T. spelta k-39760 Германия b с vrn-D1 b
68 T. spelta k-45750 Иран a vrn-B1 vrn-D1 b
69 T. spelta k-45818 Иран a vrn-B1 а b
70 T. spelta k-20538 Испания vrn-A1 vrn-B1 Новый

фрагмент
b

71 T. spelta k-20539 Испания vrn-A1 vrn-B1 Новый
фрагмент

b

72 T. spelta k-53660 Таджикистан b vrn-B1 а b
73 T. tibetanum – Китай vrn-A1 vrn-B1 а b
74 T. antiquorum k-56398 Таджикистан vrn-A1 a vrn-D1 b
75 T. sphaerococcum k-23890 Пакистан vrn-A1 vrn-B1 vrn-D1 b
76 T. sphaerococcum k-13177 Индия vrn-A1 vrn-B1 vrn-D1 b

№
п/п Вид Образец Страна 

происхождения
Аллели исследуемых генов

Vrn-A1 Vrn-B1 Vrn-D1 Ppd-D1

Таблица 2. Окончание
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генов VRN-A1. Только у морфологически гетеро-
генного сорта k-12596, среди разновидности
erythrospermum, присутствует доминантный ал-
лель Vrn-B1с. Яровой образ жизни у афганских
образцов детерминирует, как правило, доминант-
ный аллель Vrn-D1а – он присутствует у пяти изу-
ченных образцов из семи, что составляет 71.4%.
Интересно, что у двух образцов (k-12599 и
k-12596, разновидность ferrugineum) вообще не
обнаружено доминантных аллелей по изученным
генам яровости, хотя при весеннем посеве они
нормально выколашиваются. Наличие ярового
типа развития при отсутствии доминантных алле-
лей Vrn-1 позволяет предположить у них наличие
других генетических систем, определяющих пе-
реход к яровизации. Все изученные образцы име-
ли рецессивные аллели по гену реакции на фото-
период – Ppd-D1b. Преобладание Vrn-D1а среди
мягких пшениц региона в целом соответствует
литературным данным о широком распростране-
нии этого гена в сортах Юго-Восточной и Сред-
ней Азии [31].

Иран. Восемь образцов мягкой пшеницы из
Ирана характеризуются значительным разнооб-
разием. По локусу VRN-A1 у четырех сортов обна-

ружен аллель Vrn-A1а (50%), у одного сорта – Vrn-
A1b (12.5%), у трех – рецессивная форма vrn-A1
(37.5%). Доминантный аллель Vrn-B1а обнаружен
у пяти исследованных сортов (62.5%). Доминант-
ный ген Vrn-D1а присутствует у четырех образцов
(50%). Характерной особенностью иранских сор-
тов по сравнению с афганскими является детер-
минация ярового образа жизни преимуществен-
но доминантным геном Vrn-A1 или комбинацией
Vrn-A1 Vrn-В1 (у четырех образцов, 50%), реже ге-
ном Vrn-D1 или комбинацией Vrn-В1 Vrn-D1 (три
образца, 37.5%), у одного образца (k-10678) при-
сутствуют все три гена яровости в доминантной
форме. Почти все образцы имеют рецессивные ал-
лели по гену реакции на фотопериод – Ppd-D1b,
кроме k-22497, у которого выявлен ДНК-фраг-
мент, контролируемый не идентифицированным
ранее аллелем. ДНК-фрагмент у этого образца
имеет размер около 330 пн, т.е. занимает проме-
жуточное положение между ДНК-фрагментами
218 и 414 пн, соответствующими аллелям Ppd-D1а
и Ppd-D1b (рис. 1). Можно предположить, что об-
разец k-22497 несет новый аллель, механизм воз-
действия которого на фотопериод пока остается
под вопросом.

Палестина, Иордания. Среди семи образцов
мягкой пшеницы выявлено пять образцов с доми-
нантным геном Vrn-A1b (71.4%), шесть – с геном
Vrn-В1а (85.7%) и один образец k-17298 с геном
Vrn-D1а (табл. 2). Почти у всех образцов яровой
образ жизни детерминируется комбинацией двух
доминантных генов Vrn-A1b Vrn-В1а и в одном
случае – комбинацией Vrn-В1а Vrn-D1а (k-17298).
Такой результат не вполне соответствует ранее
опубликованным данным, что у большинства ста-
родавних сортов яровой тип развития контролиру-
ется только одним доминантным геном VRN-1 [25],
однако может указывать на специфику природ-
но-климатических и хозяйственных условий ре-
гиона, в которых дигенное наследование ярово-
сти определяет высокую адаптивность местных
генотипов. По генам реакции на фотопериод
большинство генотипов имеют стандартный ре-
цессивный аллель Ppd-D1b. Из этого ряда вновь
выделяется образец из Иордании (k-17417) – он
имеет гетерогенную природу Ppd-D1а + b. Кроме
того, палестинский образец мягкой пшеницы
k-17298 имеет “нетипичный” ДНК-фрагмент по
локусу PPD-D1 с длиной около 330 пн, аналогич-
ный образцу k-22497 из Ирана (рис. 1), что под-
тверждает вывод о возможности существования
нового аллельного варианта по гену PPD-D1.

Азербайджан. Яровой образец мягкой пшеницы
№ 701 из Азербайджана характеризуется отсут-
ствием доминантных аллелей по изучаемым генам.
Как и в случае с образцами k-12599 и k-12596 из
Афганистана, несущими только рецессивные ал-
лели, здесь можно предположить наличие другого
механизма, отвечающего за невосприимчивость к

Рис. 1. Аллели Pрd-D1a (288 пн), ррd-D1b (414 пн) и
новый аллель по локусу PPD-D1 (указан стрелкой) у
староместных сортов T. aestivum: 93 – k-17383, Пале-
стина; 94 – k-17298, Палестина; 95 – k-23111, Иран;
96 – Лютесценс 62, Россия; 97 – k-20646, Испания;
98 – k-22497, Иран; 99 – k-14317, Иран; 100 – k-17417,
Иордания.

93 94 95 96 97 98 99 100M

1000 пн

500 пн

414 пн 414 пн

250 пн

288 пн
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яровизирующим температурам. Например, показа-
но, что мутантные аллели генов VRN-2 – важных
компонентов времени колошения [32] определяют
отсутствие потребности в яровизации. Из-за их ре-
цессивности необходимо, чтобы все три гена были
представлены мутантными формами. Такие гено-
типы у мягкой пшеницы не выявлены, однако ис-
кусственно полученные линии с тремя рецессив-
ными мутантными генами VRN-2 переходили к
колошению на 100 дней раньше, чем линии хотя
бы с одним интактным геном VRN-2, обеспечи-
вая, таким образом, развитие по яровому типу
[33]. На экспрессию VRN-2 может влиять также
продолжительность фотопериода – для некото-
рых сортов яровизация может быть замещена вре-
менным (до шести недель) перемещением в
условия короткого светового дня [34]. Это явле-
ние связано с подавлением активности репрес-
сора цветения, гена VRN-2. Анализ последова-
тельностей промоторов VRN-1 генов пшеницы
позволил выявить сайт Vrn-box, мутации в котором
связаны с изменениями потребности в яровизаци-
ии и времени колошения [35], сайт связывания бел-
ка MyoD-like [36], а также сайт распознавания
HMG1, возможного модулятора структуры хрома-
тина [37]. Это позволяет предположить, что эпи-
генетические изменения в промоторе генов также
могут влиять на чувствительность пшеницы к
яровизации.

Таджикистан, Киргизия, Узбекистан. Среди
исследованных сортов мягкой пшеницы из Сред-
ней Азии (в выборке преимущественно представ-
лены образцы из Таджикистана – восемь, Кирги-
зия и Узбекистан – по одному сорту) выявлены до-
минантные гены Vrn-А1а (у пяти образцов, 50%),
Vrn-В1а (также у пяти образцов, 50%), Vrn-D1а (у
шести образцов, 50%). Яровой тип развития
определяется разнообразными комбинациями
этих генов: присутствием всех трех генов в доми-
нантной форме (k-35445 из Узбекистана); диген-
ным наследованием Vrn-А1а Vrn-В1а (оба морфо-
типа сорта k-52546, Афганистан) или Vrn-А1а Vrn-
D1а (k-39273, Киргизия); моногенно за счет до-
минантного гена Vrn-В1а (k-29635, k-52519) или
Vrn-D1а (k-35798, k-55569, k-55581). Образец
k-55569 (разновидность murgabicum) оказался ге-
терогенным сразу по двум генам яровости: Vrn-
А1а + vrn-А1 Vrn-D1а + vrn-D1 (табл. 2). Столь
большое число вариантов взаимодействия генов
можно связать с разнообразием природных и аг-
роэкологических условий региона: наличием как
богарных, так и поливных посевов пшеницы, раз-
мещенных в широком диапазоне высотной зональ-
ности – от речных долин бассейнов Амударьи и
Сырдарьи до высокогорий Горного Бадахшана [14].

Китай, Монголия. Все четыре образца яровой
мягкой пшеницы из Китая имеют один доми-
нантный ген – Vrn-D1а, что соответствует литера-
турным данным о преимущественном распростра-

нении этого гена среди китайских староместных
сортов [25]. Образец из Монголии k-7985 имеет
комбинацию аллелей Vrn-B1а Vrn-D1а. Подобная
комбинация аллелей, с одной стороны, сближает
его с образцами из Китая и Средней Азии (за счет
доминантного гена Vrn-D1а), с другой, свидетель-
ствует о влиянии на местный генофонд сортов из
Сибири и Алтая, где доминантный ген Vrn-B1
имеет широкое распространение [19, 25]. Изучен-
ные образцы имеют рецессивные аллели по гену
фотопериодической реакции – рpd-D1b.

Йемен. Староместные сорта мягкой пшеницы
с юга Аравийского полуострова, как правило,
очень скороспелые и отличаются исключитель-
ным разнообразием по составу генов VRN. По ло-
кусу VRN-A1 обнаружены аллели: Vrn-A1а у двух
образцов (50%), Vrn-A1b у одного образца (25%) и
рецессивная форма vrn-A1 у двух образцов, причем
образец TRI-21459 оказался гетерогенным сразу по
двум генам отзывчивости на яровизацию: Vrn-A1а +
+ vrn-A1 Vrn-D1а + vrn-D1 (табл. 2). Доминантный
(Vrn-B1а) и рецессивный (vrn-B1) аллели встреча-
лись у йеменских сортов в равном соотношении.
По локусу Vrn-D1 также отмечена дифференциа-
ция: два образца несли рецессивный, один – доми-
нантный аллели, один образец был гетерогенным.
Детерминация ярового образа жизни определяет-
ся различными комбинациями аллелей всех трех
локусов VRN-1. Все образцы имеют рецессивные
аллели по гену реакции на фотопериод – рpd-D1b.
Столь большое разнообразие йеменских сортов
по генам VRN-1, возможно, обусловлено тем, что
в формировании местного генофонда могли при-
нимать участие как пшеницы Месопотамии и
Средиземноморья при контактах племен Южной
Аравии в III–II тыс. до н. э. с Египтом и Шумером
[38], так и пшеницы Индии и Афганистана по пу-
ти миграции в Эфиопию [39].

Т. compactum Host. Пшеница карликовая

Исследование карликовой пшеницы показа-
ло, что внутривидовое разнообразие этого вида
по генам VRN-1 и PPD-D1 меньше, чем у мягкой
пшеницы – генетическая гетерогенность по Нею
только 0.212 (у мягкой пшеницы соответственно
0.432) (табл. 3). Восемь образцов из 12 (66.7%)
имели одинаковый генотип: vrn-A1 Vrn-В1а vrn-
D1 рpd-D1b (табл. 2), и яровой образ жизни у них
детерминировался одним геном VRN-В1. Данный
генотип объединял образцы из Армении, Израи-
ля, Таджикистана и Турции, т.е. преимуществен-
но страны Кавказа, Передней и Средней Азии.
Сравнение Т. compactum и T. aestivum по генам
VRN-1 показывает, что аналогичный генотип
встречается и у мягкой пшеницы, однако не име-
ет большого распространения: среди палестино-
иорданских сортов генотип vrn-A1 Vrn-В1а vrn-D1
рpd-D1b имеет один сорт из восьми изученных
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(k-17383), среди среднеазиатских – два сорта из
десяти (k-29635 и k-52519 из Таджикистана), в
Иране и Афганистане этот генотип не обнаружен.
Таким образом, данный генотип можно считать
скорее видоспецифичным, чем региональным, и
характеризующим аллельный состав генов VRN-1
именно у азиатских карликовых пшениц. Два ки-
тайских образца Т. compactum (k-43683, k-44063)
имеют дигенный тип детерминации яровости:
Vrn-В1а Vrn-D1а, занимая по составу аллелей
промежуточное положение между азиатскими
карликовыми пшеницами (за счет наличия гена
Vrn-В1а) и китайскими мягкими (за счет наличия
гена Vrn-D1а). По-видимому, в Китае происходи-
ли гибридизация привнесенных из Средней Азии
карликовых пшениц и местных мягких и форми-
рование местного генофонда Т. compactum, более
приспособленного к агроклиматическим условиям
Восточной Азии. Образец Т. compactum из Франции
(k-6027) несет доминантный ген Vrn-A1а, что сбли-
жает его с некоторыми староместными сортами
мягкой пшеницы из Европы [40].

T. sphaerococcum Perciv. – пшеница шарозерная
и T. antiquorum Heer ex Udacz. – пшеница 

свайных построек

Узколокализованные виды с округлым зерном
и иным генетическим контролем компактоидно-
сти колоса, чем у карликовой пшеницы T. compac-
tum [25]. T. sphaerococcum распространена в северных
штатах Индии и Пакистана [14], T. antiquorum – в
ископаемом виде описана по находкам в свайных
постройках Швейцарии, а в живом виде обнару-
жена на Памире в Таджикистане [41]. У T. antiquorum
(k-56398) обнаружен доминантный аллель Vrn-В1а,
что соответствует опубликованным данным [25].
Исследованные образцы T. sphaerococcum (k-13177 и
k-23890) имеют только рецессивные аллели генов
яровости VRN-1, однако известно, что у шарозер-
ной пшеницы яровой тип развития детерминиру-
ется, как правило, геном VRN-D4 или, в редких
случаях, VRN-В1 [25]. Идентификация гена VRN-D4
в нашем исследовании не проводилась. Однако по-
скольку при весеннем посеве растения T. sphaerococ-
cum нормально выколашивались, можно предполо-
жить, что изученные образцы несут доминантный

ген VRN-D4. Ряд исследователей считают, что
T. antiquorum – один из первых культивируемых
человеком видов гексаплоидных пшениц [41].
Учитывая одинаковый характер наследования
яровости (аллель Vrn-В1а) у видов с компактным
колосом: T. antiquorum, азиатские формы Т. сom-
pactum и ряд образцов T. sphaerococcum, можно
предположить, что эти виды первоначально рас-
пространялись по территории Евразии в составе
единого генетического пула. Такому типу распро-
странения мог способствовать похожий габитус
растений этих видов (относительно невысокая
соломина, устойчивость к полеганию, короткий
плотный колос), подходящий под определенную
агротехнику, применяемую древним земледель-
цем. Ген VRN-D4, выявляемый исключительно у
вида T. sphaerococcum, географически связан с
районом Пенджаба и появился, по-видимому, в
результате мутации у вида T. sphaerococcum имен-
но в районе Южной Азии. Отсутствие или крайне
редкая частота его встречаемости в других регио-
нах позволяет предположить, что ген VRN-D4
вносит вклад в местную адаптацию и поддержан
естественным отбором.

T. petropavlovskyi Udacz. et Migusch., 
пшеница Петропавловского и T. tibetanum Shao, 

тибетская пшеница

Единственный исследованный образец T. pet-
ropavlovskyi (k-51764) из Синьцзян-Уйгурского авто-
номного округа (Китай) несет только аллель Vrn-D1а,
что сближает его с китайскими мягкими пшени-
цами, имеющими, как правило, такой же гено-
тип, но не вполне согласуется с ранее опублико-
ванными данными по другим образцам
T. petropavlovskyi, в соответствии с которыми у
этого вида яровой образ жизни детерминируется
либо геном VRN-А1, либо комбинацией VRN-А1
VRN-D1 [25]. Тем не менее наличие внутривидо-
вой гетерогенности по типу развития допускает и
существование генотипов, обнаруженных в на-
шем исследовании. Еще один вид пшеницы T. ti-
betanum из Тибета (Китай), характеризующийся
трудным обмолотом и осыпающимися при созре-
вании колосками, также несет один доминант-
ный ген яровости Vrn-D1а.

Таблица 3. Частоты встречаемости (%) аллелей генов VRN-1 и PPD-D1 у видов T. аestivum L., T. сompactum Host и
T. spelta L.

Вид
Генетическая 

гетерогенность, 
Н

Vrn-A1 Vrn-B1 Vrn-D1 Ppd-D1

a b vrn-A1 a c vrn-B1 a
vrn-
D1

new a b new

T. aestivum 0.432 25.5 15.3 59.2 42.9 2.0 55.1 49.0 51.0 0 4.1 91.8 4.1
T. compactum 0.212 8.3 8.3 83.3 16.7 0 83.3 16.7 83.3 0 0 100 0
T. spelta 0.431 36.4 27.3 36.4 18.2 18.2 63.6 18.2 63.2 18.2 0 100 0
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T. spelta L. Спельта

Исследование пленчатой пшеницы спельты по
генам VRN-1 и Ppd-D1 показало ее большое раз-
нообразие, Н = 0.431 (табл. 3), сопоставимое с та-
ковым у мягкой пшеницы. При этом не обнару-
жено какой-либо видоспецифичной комбинации
генов. У образцов из разных регионов и даже из
одного региона детерминация ярового образа
жизни осуществлялась комбинацией разных ал-
лелей. Так, у образцов спельты из Азербайджана
k-45364 и № 72 яровой тип развития определяется
аллелем Vrn-А1а, у образца k-45366 – Vrn-В1а, у
образца k-45368 – дигенно Vrn-А1b Vrn-В1а. У об-
разцов спельты из Ирана присутствовал либо ген
Vrn-A1а (k-45750), либо комбинация генов Vrn-
A1а Vrn-D1а (k-45818). У образца k-53660 (Таджи-
кистан) – Vrn-А1b Vrn-D1а. Похожий набор аллелей
характерен и для мягкой пшеницы из соответ-
ствующих стран Азии. Что касается образцов
спельты из Европы, представленных в исследова-
нии, то они несколько выделяются из общего ряда.
Так, у двух образцов из Испании (k-20538 и k-20539)
по локусу Vrn-D1 обнаружен ДНК-фрагмент, отли-
чающийся от фрагментов, характерных для других
сортов (рис. 2).

Размер этого ДНК-фрагмента больше фраг-
ментов 997 и 1671 пн, маркирующих рецессивный
и доминантный аллели гена VRN-D1 соответ-
ственно. Так как оба образца по локусам VRN-А1
и VRN-В1 рецессивны, можно предположить, что
новый ДНК-фрагмент по локусу VRN-D1 у них
маркирует новый доминантный аллель, детерми-
нирующий яровой тип развития. В других сортах
пшеницы этот ДНК-фрагмент не обнаружен, та-
ким образом он может быть видоспецифичным
для испанской спельты. Оба образца спельты из
Германии (k-1727 и k-39760) несут довольно ред-
кий аллель Vrn-В1с. Этот аллель, кроме немецкой
спельты, обнаружен только у одного образца мяг-
кой пшеницы k-12596 из Афганистана, однако в
более ранних исследованиях также показано на-
личие данного аллеля среди яровых сортов Ниж-
неволжского региона в Российской Федерации
[21]. Несмотря на небольшую частоту встречае-
мости аллеля Vrn-В1с, диффузный характер его
распространения в широком ареале (от Германии
до Афганистана) и у разных видов (T. aestivum,
T. spelta) может свидетельствовать о “древности”
данного аллеля, попавшего в основные миграци-
онные потоки и распространившегося по терри-
тории Евразии из некоего единого пула генов.

Распределение генов VRN-1 и РPD-D1
по территории Евразии

Анализ частот встречаемости аллельных вари-
антов генов VRN-1 выявляет существенные раз-
личия в характере распределения ряда аллелей.

Так, аллель Vrn-A1b широко представлен в сортах
T. aestivum из Палестины – 71.4%, в других странах
Ближнего Востока (Иран, Йемен) он встречается
у единичных образцов, а в странах Средней и
Юго-Восточной Азии не встречается совсем. По
литературным данным, Vrn-A1b обнаружен у двух
из семи исследованных староместных сортов
T. aestivum из Турции [18]. Изучение яровых сор-
тов мягкой пшеницы, возделываемых в России,
не выявило наличия данного аллеля [19, 21], од-
нако Vrn-A1b встречается в коммерческих сортах
Южной Европы [40]. Если у мягкой пшеницы этот
аллель оказывается географически привязанным к
Палестине и Средиземноморью, то по другим видам
пшеницы ситуация несколько иная: Vrn-A1b несут
также отдельные генотипы Т. compactum из Афгани-
стана и T. spelta из Таджикистана, Азербайджана и
Германии. Наличие Vrn-A1b у спельты столь разно-
го географического происхождения, в том числе в
регионах, где мягкая пшеница не имеет этого ал-
леля, может свидетельствовать в пользу наличия
определенного центра распространения группы гек-
саплоидных пшениц с Vrn-A1b, причем в этом цен-
тре должны были происходить спонтанная гибри-
дизация и обмен генетическим материалом меж-
ду несколькими видами: T. aestivum, Т. сompactum,
T. spelta. Возможная локализация этого центра –
Передняя Азия (Палестина), регион с максимальной
частотой встречаемости аллеля Vrn-A1b. Палести-
на также входит в состав западной части “Дуги
плодородия”, где, как предполагается, впервые

Рис. 2. Аллели Vrn-D1a (1671 пн), vrn-D1 (997 пн) и но-
вый аллель по локусу VRN-D1 (указан стрелкой) у ста-
роместных гексаплоидных пшениц: 140 – T. petropav-
lovskyi k-51764; 141 – T. sphaerococcum k-13177; 142 –
T. sphaerococcum k-23890; 143 – T. antiquorum k-56398;
144 – T. spelta k-1727; 145 – T. spelta k-20538; 146 –
T. spelta k-20539.

M

1000 пн

1671 пн

997 пн

140 141 142 143 144 145 146
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произошло одомашнивание пшеницы и получе-
ны древнейшие находки зерен T. spelta и T. aes-
tivum [42]. В некоторых работах высказывалось
предположение о независимом происхождении
азиатского и европейского подвидов спельты
[42–44]. С одной стороны, обнаружение новых
аллельных вариантов по гену VRN-D1 у европей-
ской спельты может свидетельствовать в пользу
этого предположения, с другой стороны, встреча-
емость ряда одинаковых аллелей (Vrn-A1b, Vrn-В1с)
у европейской и азиатской спельты, причем в
условиях сильно разорванного ареала, скорее
свидетельствует о едином центре происхождения
этого вида. Такой вариант совсем не исключает
участия в генезисе европейской спельты других
видов пшеницы (T. dicoccum), как это предполага-
ется в ряде работ [44].

Неравномерность распределения характерна и
для аллеля Vrn-D1а. У T. spelta он присутствует
только у двух образцов из 11, причем это образцы
из самых восточных частей ареала вида: Таджи-
кистана и Ирана. Такая же картина характерна и
для T. aestivum: в Палестине с Иорданией частота
встречаемости Vrn-D1а составляет 12.5%, в Турции
среди староместных сортов (по литературным дан-
ным) – 0% [18], в расположенном восточнее Ира-
не – 50%, в республиках Средней Азии – 55.6%, в
Афганистане – 71.4%, в Китае (восток ареала) –
100%. Ранее высказывалось предположение, что
наличие доминантного гена VRN-D1 определяет
адаптивность к высоким температурам в период
налива зерна [31], однако довольно четко выявля-
емая клинальная изменчивость в широтном на-
правлении и концентрация генотипов, несущих
Vrn-D1а в районах Афганистана, Индии и Китая,
могут указывать на эти области как центр возник-
новения и первичного распространения аллеля
Vrn-D1а.

По гену PPD-D1 староместные сорта всех изу-
ченных видов гексаплоидной пшеницы демон-
стрируют исключительное однообразие. Почти
все образцы несут рецессивный аллель рpd-D1b.
Только два сорта мягкой пшеницы (k-35445 из
Узбекистана и k-17417 из Иордании) имеют доми-
нантный аллель Рpd-D1а, причем k-17417 являет-
ся гетерогенным по этому признаку. Кроме того,
еще у двух сортов (k-17298 и k-22497) выявлен
ДНК-фрагмент размером около 330 пн, маркиру-
ющий, вероятно, новый аллель гена PPD-D1, од-
нако механизм его действия пока остается неизу-
ченным. Сравнение стародавних и современных
коммерческих сортов показывает, что среди со-
временных сортов аллель Рpd-D1а распространен
довольно широко, особенно в южной зоне произ-
водства зерна [18, 26, 40, 45]. Ранее было отмече-
но, что различие яровых сортов по присутствию
Ppd-D1а/ppd-D1b всегда сопровождается более
коротким сроком колошения у сортов с аллелем
Ppd-D1а [26], что действительно актуально в некото-

рых южных регионах с коротким днем и недостаточ-
ным увлажнением (или экстремально высокими
температурами) в летний период. Практическое от-
сутствие доминантного аллеля Ppd-D1а у старо-
местных сортов может иметь несколько объясне-
ний. Во-первых, отсутствие гена Ppd-D1а может
компенсироваться наличием доминантных аллелей
других генов реакции на фотопериод – PPD-A1 и
PPD-В1. Во-вторых, распространенная с давних
пор практика использования некоторых биологи-
чески яровых сортов в качестве двуручек и посева их
осенью [30] нивелирует преимущество в скороспе-
лости у сортов, нечувствительных к длине дня.

Весьма вероятным представляется предполо-
жение, что рецессивный ген PPD был характерен
для начального периода доместикации и культи-
вирования пшеницы и являлся изначальным
“старым” геном, обеспечивающим пластичность
староместных сортов при разных сроках сева
(осень или весна) за счет реакции растений на изме-
нение длины дня. Увеличение частоты доминант-
ных аллелей в современных сортах произошло, по-
видимому, уже в результате “зеленой революции”,
во время которой широко распространились ско-
роспелые и ультраскороспелые сорта интенсив-
ного типа с жесткой детерминацией длины веге-
тационного периода.

Таким образом, нами установлено, что старо-
местные сорта гексаплоидных пшениц отличают-
ся большой вариабельностью механизмов детер-
минации ярового образа жизни. У 42 образцов
(55.3%) яровость контролировалась моногенно, у
23 образцов (30.3%) – дигенно, у двух образцов
(2.6%) – тремя генами, три образца были гетеро-
генными по составу генов VRN-1. По аллельному
составу генов VRN-1 и PPD-D1 бóльшим разнооб-
разием отличаются виды T. aestivum (Н = 0.432) и
T. spelta (Н = 0.431), меньшим – Т. сompactum (Н =
= 0.212). Ряд аллелей и генотипов отличаются гео-
графической и ботанической приуроченностью к
определенным регионам и видам (группам видов)
пшеницы. Распространение аллеля Vrn-D1а ха-
рактеризуется клинальной изменчивостью в ши-
ротном направлении и максимальной концентра-
цией в районах Афганистана, Индии и Китая (у
разных видов пшеницы из этого региона: T. aes-
tivum, Т. сompactum, T. petropavlovskyi, T. tibetanum),
что может указывать на эти области как центр
возникновения и распространения аллеля Vrn-D1а.
Группа “компактоидных” видов T. antiquorum,
T. sphaerococcum, азиатские формы Т. сompactum
имеют моногенный контроль яровости, опосре-
дованный аллелем Vrn-В1а, что предполагает воз-
можность их первоначального распространения в
составе единого генетического пула. Наличие оди-
наковых аллелей (Vrn-A1b, Vrn-В1с) у европейских и
азиатских форм T. spelta в условиях сильно разо-
рванного ареала свидетельствует скорее о едином
центре происхождения этого вида, нежели о неза-
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висимом возникновении разных подвидов. Прак-
тическое отсутствие доминантного аллеля Ppd-D1а у
староместных сортов (только 2.6%), возможно,
объясняется тем фактом, что фоточувствитель-
ный рецессивный аллель ppd-D1b является изна-
чальным “старым” геном, частота которого под-
держивалась в условиях вариативной по срокам
посева агротехники, а увеличение частоты доми-
нантных аллелей в современных сортах произо-
шло уже в результате “зеленой революции”. На-
личие у современных сортов такого же набора ал-
лелей Vrn, как и у староместных образцов разных
видов гексаплоидных пшениц, может свидетель-
ствовать о том, что изученные аллели в полной
мере обеспечивают адаптивность пшеницы к ши-
рокому спектру условий внешней среды. Вместе с
тем выявленные новые типы ДНК-фрагментов
по локусам VRN-D1 (k-20538 и k-20539, Испания,
T. spelta) и PPD-D1 (k-17298, Палестина и k-22497,
Иран, T. aestivum), по-видимому, маркирующие
неизвестные ранее аллели, представляют интерес
для дальнейшего изученияих эффективности для
селекции, в целях создания высокоадаптивных ге-
нотипов в конкретных условиях местообитания.

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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Vernalization (VRN) and Photoperiod (PPD) Genes
in Spring Hexaploid Wheat Landraces

A. Yu. Dragovicha, *, A. V. Fisenkob, and A. A. Yankovskayaa

aVavilov Institute of General Genetics, Russian Academy of Sciences, Moscow, 119991 Russia
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The heading time in wheatand some other cereals is mainly determined bythe genetic system of VRN (vernal
ization requirement) and PPD (photoperiod response) genes. Using diagnostic DNA markers, we examined
VRN-А1, VRN-В1, VRN-D1 and PPD-D1 allelic diversity in a set of landraces representing seven hexaploid
spring wheat species from several regions of Eurasia. The determination of the spring growth habit was found
to be variable: in 55.3% accessions, it was controlled monogenically by a VRN gene; in 30.3% accessions, by
a combination of two VRN genes; and in 2.6% accessions, trigenically. The dominant allele Ppd-D1а was
nearly completely absent (only 2.6%) in the landraces, which suggests its being secondary to recessive allele
ppd-D1b and an increase in its frequency during the recent “green revolution.” In species T. aestivum, Т. сom-
pactum, T. petropavlovskyi, and T. tibetanum, the Vrn-D1а frequency was shown to increase eastwards with
maximum concentration in regions of Afghanistan, India and China. In species with compact spike (T. anti-
quorum, T. sphaerococcum, Asian forms of Т. сompactum), the spring growth habit is controlled by a single
Vrn-В1а allele, which indicates their possible initial distribution in the same genetic pool. The Europe an and
Asian T. spelta subspecies, in spite of their very fragmented distribution area, have the same alleles Vrn-A1b
and Vrn-В1с, which genetically unites these subspecies. Practically the same set of alleles of genes VRN in
landraces and modern cultivars have provided adaptivity of wheat to diverse environmental conditions during
the long period of its cultivation. The newly detected DNA fragments in the first intron of loci VRN-D1 and
РPD-D1 may mark new alleles and be of interest for further examination and use in breeding programs.

Keywords: hexaploid wheat, vernalization, photoperiod, landraces, spring growth habit, geographic distribu-
tion.
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На основе неполной нуклеотидной последовательности 16S рРНК, полных последовательностей
Co-1 и Cyt-b исследована систематика и филогения камбал. Проанализированы 62 образца у 14 ви-
дов собственных сборов и из коллекций GenBank/BOLD. Реконструировано четыре типа генных дере-
вьев: байесовское (BA), максимального правдоподобия (ML), минимальной эволюции (ME) и ближай-
шего соседства (NJ). Эти деревья показали сходную топологию. Две отдельных ветви на деревьях поддер-
живают выделенные ранее подсемейства Hippoglossoidinae и Pleuronectinae с монофилетическим
статусом этих таксонов. Подсемейство Pleuronectinae можно считать монофилетическим, при исключе-
нии из него трибы Microstomini, с переносом рода Lepidopsetta в трибу Pleuronectini. Были сформированы
и независимо исследованы три набора нуклеотидных последовательностей. Один набор включал
все полученные последовательности гена 16S рРНК (291 пн), второй набор включал выборку более
длинных последовательностей 16S рРНК (617 пн), третий набор состоял из последовательностей
трех генов: 16S рРНК, Co-1 и Cyt-b (2926 пн). Все три набора данных дают схожий филогенетиче-
ский сигнал, который согласуется с традиционными представлениями о таксономии отряда Pleu-
ronectiformes; однако второй и третий наборы дают лучшую топологию.

Ключевые слова: Co-1, Cyt-b, 16S рРНК, камбалы, молекулярная филогенетика.
DOI: 10.31857/S0016675821030115

Семейство настоящих камбаловых рыб Pleu-
ronectidae, которому в статье уделяется основное
внимание, является одним из крупнейших в отря-
де Pleuronectiformes, включая 59 номинальных ви-
дов правосторонних камбаловых рыб, распростра-
ненных в морских водах Северного полушария [1,
2]. В своем анализе Дж. Купер и Ф. Чаплау [1] рас-
сматривали семейство Pleuronectidae как моно-
филетический таксон, основываясь на десяти си-
напоморфиях по морфологическим признакам.
Важный итог, полученный вышеупомянутыми ав-
торами, в целом согласуется с топологией ветвей се-
мейства, установленной в нескольких исследовани-
ях молекулярной филогенетики [3–10]. Согласно [1]
это семейство включает подсемейства Hippoglos-
sinae, Eopsettinae, Lyopsettinae, Hippoglossoidinae
и Pleuronectinae, которые представлены родами,
обычно состоящими из видов с высокой промыс-
ловой ценностью (например, виды рода палтусо-
видных камбал, Hippoglossoides). В связи с рыбохо-
зяйственной значимостью этих и других камбал и
необходимостью управлять такими ценными воз-

обновляемыми ресурсами весьма важными явля-
ются как точная классификация образцов особей
видов в пределах родов, так и вся система взаимо-
отношений между таксонами в этом семействе.

Таксономические исследования Pleuronectidae
традиционно основывались на морфологических
признаках, как следует из приведенного выше аб-
заца. Однако частое отсутствие четких доказа-
тельств гомологии признаков у видов даже на
низких таксономических уровнях (внутри рода)
делает не всегда убедительными постулируемые
таксономическо-филогенетические взаимосвязи
многих групп камбаловых рыб, если они обосно-
ваны лишь с помощью морфологии. Существует
несколько версий классификации камбал, которые
были предложены разными авторами [1, 11–13].
Определенные разногласия также отмечаются в
отношении филогенетических взаимоотношений
камбал, полученных на основе морфологических
и молекулярно-генетических данных [1, 4, 14, 15].
Разработка новых ядерных и митохондриальных
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маркеров на основе ДНК позволяет лучше иден-
тифицировать морфологически сходные виды
рыб [16], включая многие виды камбаловых. По-
этому актуальным является поиск новых или уже
известных, но недостаточно разработанных мо-
лекулярных маркеров для реконструкции генных
деревьев, а также комбинированных или видовых
филогенетических деревьев для камбал семейства
Pleuronectidae.

В настоящем исследовании, учитывая выше-
изложенное, представлен сравнительный анализ
неполных нуклеотидных последовательностей
(далее – последовательности) гена 16S рРНК для
14 видов, относящихся к Pleuronectidae, ранее не
использованных в таком объеме для камбал, с це-
лью оценки успешности таксономической иден-
тификации образцов и установления филогене-
тических и таксономических взаимосвязей в этом
семействе камбал. Новизна представленного ис-
следования заключается в том, что систематику
данной группы в цитированных выше работах ав-
торов не рассматривали на основе 16S рРНК. Со-
ответственно, в представленной статье рассмот-
рели потенциал данного маркера на достаточной
выборке образцов для таксономических и эволю-
ционно-генетических исследований камбал Рос-
сийской Федерации.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В общей сложности проанализировали 62 по-

следовательности 16S рРНК и дополнительно по
24 последовательности генов 16S рРНК, Co-1 и
Cyt-b для 14 видов, относящихся к семи родам се-
мейства Pleuronectidae. Латинские имена даны в
соответствии с классификацией [1]. Пробы (2–5
образцов мышечной ткани, подвергнутой фикса-
ции этанолом, 95%) взяты из имеющейся коллек-
ции Лаборатории молекулярной систематики, а ва-
учерные экземпляры самих рыб находятся на ответ-
ственном хранении в музее ННЦМБ ДВО РАН.
Выделение ДНК проводили с помощью коммер-
ческих наборов (“ДНК Экстран-2”, Синтол,
Россия).

Фрагмент последовательности гена 16S рРНК
амплифицировали посредством полимеразной
цепной реакции (ПЦР) с помощью праймеров
16Sbr-H и 16Sar-L. Реакцию ПЦР проводили в
объеме 25 мкл раствора, содержащего: дистилли-
рованную деионизированную воду – 17.8 мкл;
dNTP (ЗАО “Евроген”, Москва, Россия) – 0.5 мкл;
5× Buffer (Evrogen) – 5 мкл; праймеры в концен-
трации 10 мкМ/мкл – по 0.3 мкл для каждого;
Taq-полимераза – 0.1 мкл. Использовали следую-
щую тепловую программу: денатурирование при
93°С в течение 1 мин, отжиг при 55°С в течение
1 мин и элонгация при 72°С в течение 1 мин для

33 циклов. Для определения локализации и по-
рядка расположения нуклеотидов в последователь-
ностях продукты ПЦР (ДНК-образцы) подвергали
циклическому секвенированию с помощью набора
для секвенирования циклов BrightDye Terminator по
следующей программе: денатурирование при
96°С – 10 с, отжиг при 45°С – 10 с, элонгация при
60°С – 2 мин.

Двунаправленные последовательности цепей
ДНК генов 16S рРНК были получены для каждо-
го ДНК-образца. Эти последовательности затем
объединяли вместе для получиния консенсусных
последовательностей каждого образца. Данная
процедура выполнена с использованием про-
граммного пакета Geneious, Free Trial [17].

Так как длина полученных последовательно-
стей варьировала довольно значительно, в диапа-
зоне от 355 пар нуклеотидов (пн) до 642 пн, то для
более точного дальнейшего анализа составили
два набора последовательностей. Один набор
представлял собой все полученные последова-
тельности, а другой включал только наиболее
длинные последовательности. Соответственно
преобразованию данных набор 1 содержал 62, а
набор 2 – 27 последовательностей. После прове-
дения процедуры выравнивания и удаления гэпов
(инделов) длина последовательностей двух набо-
ров составила 291 и 617 пн соответственно.

Выравнивание последовательностей для всех
таксонов было выполнено с использованием про-
граммного пакета (ПП) MEGA-X (http://megas-
oftware.net/) [18] на основе модуля ClustalW [19],
как интегрированного продукта MEGA. Штрафы
за открытие пропусков и за удлинение пропусков
были установлены размером 15.0 и 5.0 соответствен-
но (для других настроек программы выравнивания
использовали параметры по умолчанию). После
первого этапа выравнивания большие пробелы бы-
ли удалены вручную, и окончательное выравни-
вание на втором этапе выполнено с уменьшенны-
ми уровнями штрафов (5.0 и 0.5 для двух опций
соответственно). Все пробелы были затем снова
удалены вручную.

Для увеличения информационной емкости
кроме гена 16S рРНК в анализ включены после-
довательности генов Co-1 и Cyt-b, ранее исполь-
зованные в анализе [10]; в совокупности эти данные
составили третий набор последовательностей,
включающий всего 24 образца длиной 2926 пн.

Для дальнейшего анализа последовательно-
стей и построения генных деревьев подобрали
оптимальную модель замены нуклеотидов для
полученного набора последовательностей. Луч-
шая модель эволюции, которая соответствовала
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полученным данным, оценена посредством спе-
циального модуля программы MEGA. Для набора
гена 16S рРНК с короткими последовательностями
(291 пн) наилучшей моделью оказалась K2P + G
(двухпараметрическая модель М. Кимуры с гам-
ма-распределением замен) [20], для набора этого
гена с длинными последовательностями (617 пн)
лучшей была модель JC + G (модель Джукса–
Кантора с гамма-распределением замен) [21], для
набора последовательностей трех генов наилучшей
моделью оказалась HKY + G (модель Хасегава–Ки-
шино–Яно с гамма-распределением замен) [22].

Генные деревья были построены посредством
четырех методов реконструкции: на основе байе-
совского анализа (BA), максимального правдопо-
добия (ML), ближайшего соседства (NJ) и мини-
мальной эволюции (ME). Они были выполнены в
MrBayes 3.2.7 (http://nbisweden.github.io/Mr-
Bayes/download.html)  [23, 24] и MEGA-X [18].
Моделирование процесса реконструкции дере-
вьев в BA проводили в течение одного миллиона
поколений n (n = 106). Три другие реконструкции
ML, NJ, ME проводили с повторностями равными
k = 1000 копий бутстрепа (бутстреп-поддержки).

В качестве внешней группы при укоренении
деревьев выбрали ветвь Platichthys stellatus, пред-
ставитель которой по данным для полного мито-
генома (мтДНК) ранее был отнесен к внешней
ветви в семействе Pleuronectidae [10]. Филогене-
тические деревья визуализировали и редактиро-
вали при необходимости с помощью программ-
ного обеспечения FigTree [25] и MEGA-X [18].

Все полученные последовательности по гену
16S рРНК были зарегистрированы в GenBank
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/); часть не опубли-
кованных ранее последовательностей Co-1 и Cyt-b
также включена в статью (табл. 1).

Статистический анализ нуклеотидного соста-
ва выполнен с использованием ПП MEGA-X. До-
полнительно с помощью программного пакета
Statistica 6 [29] провели однофакторный диспер-
сионный анализ (ANOVA) нуклеотидного состава
отдельно по каждому гену.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Анализ строили, базируясь на последовательно-

стях трех представленных ранее наборов данных.
Полная длина участка гена 16S рРНК (полнораз-
мерные последовательности “от праймера до
праймера”) составляет 596–631 пн. Номера полно-
размерных участков гена 16S рРНК следующие:
MN888911, MN888895, MN888908, MN888877,
MN888901, MN888894, MN888893, MN888892,
MN888917, MN888916, MN888915, MN888903,

MN888924, MN888918, MN888912, MN888904,
MN888905, MN888868, MN888873, MN888898,
MN888899, MN888902, MN888927, MN888909,
MN888907, MN888884, MN888883, MN888876.

Однако не все полученные последовательно-
сти достигли полного размера. Разница в длине
последовательностей обусловлена некачествен-
ным секвенированием некоторых образцов, что
привело к большему “обрезанию” участков рядом
с праймерами при формировании консенсусных
последовательностей. Эти погрешности секвени-
рования возможны в связи с тем, что часть образ-
цов тканей хранились до анализа несколько лет.
Однако короткие фрагменты не обязательно пло-
хие для оценки изменчивости в близких таксонах
и сопоставления степени их сходства-различия
для реконструкции генного дерева. В связи с этим
для анализа материал разбили на две группы,
включающие длинные (1) и короткие (2) последо-
вательности гена. В соответствии с изложенными
подходами (в разделе “Материалы и методы”) по-
строено четыре типа деревьев: BA, ML, NJ и ME.

Анализ всех последовательностей 16S рРНК

На рис. 1 показано укорененное ML-дерево,
полученное на основе набора последовательно-
стей гена 16S рРНК длиной 291 пн. Поддержки на
деревьях указаны в следующем порядке: BA/ME/
NJ/ML.

Ветвь с образцами Limanda sakhalinensis вошла
в состав подсемейства Hippoglossoidinae, образуя
отдельную, топологически неразрешенную ветвь
(узел) вместе с Cleisthenes pinetorum подсемейства
Hippoglossoidinae. Отдельная, также неразрешен-
ная ветвь сформирована представителями трех
номинальных видов палтусовидных камбал рода
Hippoglossoides. Lepidopsetta mochigarei, представи-
тель трибы Microstomini, имеет для всех пяти со-
ответствующих ветвей на дереве неразрешенную
топологию. Отдельный узел на древе формируют
представители тихоокеанского белокорого палту-
са Hippoglossus stenolepis из подсемейства Hippo-
glossinae.

Анализ более длинных 
последовательностей 16S рРНК

На рис. 2 представлено укорененное NJ-дерево,
полученное на основе набора последовательно-
стей гена 16S рРНК длиной 617 пн. Ветвь Limanda
sakhalinensis включена в подсемейство Hippoglossoi-
dinae, располагаясь в одном кластере с Cleisthenes pin-
etorum. Последовательности, представляющие под-
семейство Hippoglossinae, образуют отдельный узел.
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Таблица 1. Список видов и присвоенные им номера в генном банке

Видовое название с лабораторным 
номером

Номер доступа в NCBI

16S Co-I Cyt-b

Pseudopleuronectes herzensteini 7k MN888867 KF386364 KF445172
Pseudopleuronectes herzensteini 05-07 MN888868 KF386361 KF445169
Pseudopleuronectes herzensteini 6k MN888869 KF386363 KF445171
Pseudopleuronectes schrenki 119-07 MN888870
Liopsetta pinnifasciata 90-07 MN888871
Liopsetta pinnifasciata 40-07 MN888872
Liopsetta pinnifasciata 39-07(2) MN888873
Liopsetta pinnifasciata 39-07 MN888874
Liopsetta pinnifasciata 21-07 MN888875
Liopsetta pinnifasciata 20-07 MN888876 KF386379 KF445186
Liopsetta pinnifasciata 2 MN888877
Liopsetta pinnifasciata 19-07 MN888878 KF386378 KF445185
Liopsetta pinnifasciata 13 MN888879 KF386377 KF445184
Pseudopleuronectes yokohamae 46 MN888880 KF386355 KF445163
Pseudopleuronectes yokohamae 45 MN888881 KF386354 KF445162
Pseudopleuronectes obscurus 42-07 MN888882
Pseudopleuronectes obscurus 36 MN888883
Pseudopleuronectes yokohamae 09-07 MN888884 KF386353 KF445161
Pseudopleuronectes obscurus 08-08(08-07) MN888885
Limanda punctatissima 89-07 MN888886
Limanda punctatissima 86-07 MN888887 KF386388 KF445195
Limanda punctatissima 58-07 MN888888
Limanda punctatissima 50-07 MN888889
Limanda punctatissima 37 MN888890 KF386386 KF445193
Lepidopsetta mochigarei LMO12-5 MN888891
Lepidopsetta mochigarei LMO12-4 MN888892
Lepidopsetta mochigarei LMO12-3 MN888893
Lepidopsetta mochigarei LMO12-2 MN888894
Lepidopsetta mochigarei LMO12-1 MN888895
Platichthys stellatus 11-07 MN888896
Platichthys stellatus4k MN888897 KF386371 KF445178
Platichthys stellatus PS6-011 MN888898
Platichthys stellatus PS5-011 MN888899
Platichthys stellatus PS4-011 MN888900
Platichthys stellatus Ps3-011 MN888901
Platichthys stellatus Ps2-011 MN888902
Platichthys stellatus 18-07 MN888903 KF386375 KF445182
Platichthys stellatus 16-07 MN888904
Platichthys stellatus 15-07 MN888905
Liopsetta pinnifasciata PG1-011 MN888906
Liopsetta pinnifasciata Pc2-011 MN888907
Liopsetta pinnifasciata Pc1-011 MN888908
Liopsetta pinnifasciata 2k MN888909 KF386376 KF445183
Limanda sakhalinensis 72(2012) MN888910 KF386382 KF445189
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Limanda sakhalinensis 71(2012) MN888911 KF386381 KF445188
Limanda sakhalinensis 69(2012) MN888912
Limanda sakhalinensis 68(2012) MN888913
Hippoglossus stenolepis HST12-4 MN888914
Hippoglossus stenolepis HST12-3 MN888915
Hippoglossus stenolepis HST12-2 MN888916
Hippoglossus stenolepis HST12-1 MN888917
Hippoglossoides robustus 289 MN888918 KF386414 KF445220
Hippoglossoides robustus 288 MN888919 KF386413 KF445219
Hippoglossoides robustus 286 MN888920 KF386411 KF445217
Hippoglossoides elassodon 35 MN888921
Hippoglossoides elassodon 34 MN888922 KF386418 KF445223
Hippoglossoides elassodon 33 MN888923 KF386417 KF445222
Hippoglossoides robustus 31 MN888924 KF386410 KF445216
Hippoglossoides dubius 5k MN888925
Cleisthenes pinetorum 79-07 MN888926 KF386409 KF445215
Cleisthenes pinetorum 78-07 MN888927 KF386408 KF445214

Видовое название с лабораторным 
номером

Номер доступа в NCBI

16S Co-I Cyt-b

Таблица 1. Окончание

Lepidopsetta mochigarei, как и ранее по короткому
фрагменту, формирует неразрешенный узел, но
топологически входит в трибу Microstomini.

Анализ реконструкции генных деревьев по 
объединенным последовательностям трех генов
Для данного анализа были сопоставлены вы-

ровненные последовательности участка гена 16S
рРНК, а также генов Co-1 и Cyt-b. Последователь-
ности были конкатенированы в MEGA-X и затем
подвергнуты дальнейшему анализу. Согласно по-
лученным данным ветвь Limanda sakhalinensis
включена в подсемейство Hippoglossoidinae (рис. 3).
Ветвь Cleisthenes pinetorum также включена в под-
семейство Hippoglossoidinae (рис. 3).

Нуклеотидный состав
Соотношение пиримидинов (T, C) и пуринов

(A, G) в генах 16S рРНК, Co-1 и Cyt-b отклонялись
от соотношения 50 : 50 (Приложение, рис. 4). В по-
следовательностях 16S рРНК нет больших разли-
чий в соотношении пиримидинов (T, C) и пуринов
(A, G), но можно наблюдать общую гетерогенность
состава нуклеотидов с преобладанием С- и А-нук-
леотидов (рис. 4,а). В случае Co-1 и Cyt-b наблюда-
ется статистически значимое отклонение в соотно-
шении пиримидинов к пуринам с преобладанием
пиримидинов (рис. 4,б, в).

ANOVA по каждому гену обнаружил, что раз-
личия для четырех нуклеотидов статистически
значимые: для 16S рРНК – F = 2147.9, d.f. = 3; 92,
P < 0.0001; для Co-1 – F = 3673.3, d.f. = 3; 92, P <
< 0.0001; для Cyt-b – F = 4320.7, d.f. = 3; 92, P <
< 0.0001. Доля (T + C) : (A + G) для 16S рРНК, Co-1
и Cyt-b составила 45.4 : 54.6, 56.5 : 43.5 и 61.1 :
: 38.9% соответственно.

ОБСУЖДЕНИЕ

Как отмечено во введении, крупнейшим под-
семейством в семействе является Pleuronectinae.
Это подсемейство представлено двумя трибами –
Microstomini и Pleuronectini. Согласно полученным
данным по 16S рРНК они не образуют монофилети-
ческие ветви (см. рис. 1, 2). Таким образом, систе-
матика на уровне подсемейств нуждается в даль-
нейшем уточнении. Например для большего ин-
формационного сигнала необходимо увеличить
число как ядерных, так и митохондриальных мар-
керов при исследовании. Это поможет умень-
шить число неразрешенных топологически узлов
полученных деревьев.

Как отмечалось, Дж. Купер и Ф. Чаплау [1] в
своей ревизии этого семейства на основе тради-
ционных признаков морфологии обосновали, что
Pleuronectidae представляет монофилетическую
группу. Монофилия камбаловых, установленная
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Рис. 1. Укорененное генное дерево, показывающее филогенетические взаимосвязи на основе 62 коротких нуклеотид-
ных последовательностей участка 16S рРНК. Топология представлена на основе ML-реконструкции. В узлах даны
значения поддержки для четырех способов реконструкции деревьев в порядке: BA/ME/NJ/ML. Для BA-дерева пока-
заны апостериорные вероятности (%, n = 106 поколений), а для трех других реконструкций даны бутстреп-поддержки
(k = 1000 реплик).
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на основе классического подхода, соответствует во
многих случаях молекулярно-филогенетическим
реконструкциям в исследованиях этого семейства
по таким маркерам как 12S рРНК, 16S рРНК, а
также по генам Cо-1 и Cyt-b [4–6, 8, 9] и полному
митогеному [10].

В подсемейство Hippoglossoidinae в наиболее
представительном в работе материале вошли два
из трех родов Cleisthenes (C. pinetorum) и Hippoglos-

soides (H. dubius Schmidt, 1904, H. elassodon Jordan
& Gilbert, 1180, H. robustus Gill & Townsend, 1897)
(рис. 3). Виды рода Hippoglossoides образуют сме-

шанный кластер на BA-дереве (рис. 3). На осно-
вании чего можно предположить, что два таксона
H. elassodon и H. robustus являются синонимами
одного вида. Синонимия H. elassodon и H. robustus

уже предлагалась ранее на основании морфоло-
гических и молекулярно-филогенетических дан-
ных [4, 27–31]. По принципу старшинства можно
принять валидным таксон видового ранга H. elas-

sodon Jordan & Gilbert, 1180, а H. robustus Gill &
Townsend, 1897 считать младшим синонимом это-
го вида. Предложение о сведении в синонимию
H. elassodon и H. robustus уже сделано ранее, как

Рис. 2. Топология укорененного NJ-дерева, показывающая филогенетические взаимоотношения на основании дан-
ных для 27 последовательностей участка гена 16S рРНК. В узлах даны значения поддержек для BA-древа (n = 106 по-
колений) и трех других реконструкций в общем порядке: BA/ME/ML/NJ (k = 1000 реплик бутстрепа для трех послед-
них методов реконструкции).
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отмечено выше. Однако К.А. Винников с соавт.
[31] в своем двустороннем анализе (морфология +
+ генетика) предлагают вновь ввести синонимию.
Но синонимия так и не введена. В базах данных эти
два таксона до сих пор фигурируют как самостоя-
тельные виды. Одна из задач представленной ста-
тьи – заострить этот вопрос, с тем чтобы в специ-
альной публикации наконец разрешить этот казус.

Отдельного обсуждения заслуживают данные
для рода Limanda. Последовательности вида Li-

manda sakhalinensis оказались, как отмечено в ре-
зультатах и представлено на рис. 1–3, включены в
ветвь подсемейства Hippoglossoidinae. В сравни-
тельном анатомическом исследовании Дж. Купе-
ра и Ф. Чаплау [1] монофилия этого рода не была
подтверждена. В нашем же исследовании, как и в

Рис. 3. Укорененное ML-дерево, показывающее филогенетические взаимоотношения на основании данных для 24
конкатенированных последовательностей участка гена 16S рРНК, Co-1 и Cyt-b. В узлах даны значения поддержек для
BA-древа (n = 106 поколений) и для трех других реконструкций в общем порядке: BA/NJ/ME/ML (k = 1000 реплик бут-
стрепа для трех последних методов реконструкции).
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предыдущих молекулярно-филогенетических ис-
следованиях [4, 5, 10], Limanda sakhalinensis Hubbs,
1915 оказалась включена в подсемейство Hippo-
glossoidinae. Учитывая все эти данные, вполне
уместно рекомендовать пересмотреть позицию
Limanda sakhalinensis Hubbs, 1915, переместив ее в
род Hippoglossoides с именем Hippoglossoides (Liman-
da) sakhalinensis в составе подсемейства Hippoglos-
soidinae. Соответственно, необходима ревизия
морфологии и видовых признаков, а также диа-
гностических ключей, что предполагается выпол-
нить в самостоятельной работе.

Род Lepidopsetta (L. mochigarei) оказался включен-
ным в трибу Pleuronectini, подсемейства Pleuronecti-
nae, тогда как в работе [1] этот род рассматривался
исключительно в составе трибы Microstomini подсе-
мейства Pleuronectinae. В молекулярно-филоге-
нетических исследованиях на основе Co-1 и Cyt-b

[4, 5, 10] род Lepidopsetta рассматривался в трибе
Pleuronectini. Таким образом, род Lepidopsetta

предпочтительнее рассматривать в составе трибы
Pleuronectini. Однако этот вопрос, учитывая слабый
топологический сигнал для данной ветви по марке-
ру 16S рРНК в работе, требует дальнейшего уточ-
нения с использованием большего числа генов.

Смещение в соотношении (T + C) : (A + T) хо-
рошо описано в литературе для многих белок-ко-
дирующих генов [4, 32]. Представленный анализ
(рис. 4, Приложение) показывает, что смещение
для генов Co-1 и Cyt-b в соотношении пуринов к
пиримидинам значительно отличается от смеще-
ния для гена 16S рРНК. Очевидно, что обнару-
женное смещение нуклеотидного состава для
изученных в работе структурных генов отражает
гидрофобные свойства кодируемых ими белков
[33]. Выяснение причины неоднородности нуклео-
тидного состава в последовательностях 16S рРНК
требует дальнейшего исследования.

Исследование финансово поддержано грантом
РФФИ 15-29-02456-офи по направлению исследо-
вания генетических основ биоразнообразия, а также
Дальневосточным отделением РАН – грант ДВ
№ 18-4-040 по тематике “Комплексное исследо-
вание биоразнообразия рыб и беспозвоночных
животных на основе ДНК-штрих кодирования,
разработки и поддержки баз данных и биобан-
кинга”.

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

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

Рис. 4. Средние значения состава (%) четырех нук-
леотидов в 24 исследованных последовательностях
генов 16S рРНК (а), Co-1 (б) и Cyt-b (в). По результатам
однофакторного дисперсионного анализа (ANOVA).
Вертикальные линии отмечают 95%-ный доверитель-
ный интервал.
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ПРИЛОЖЕНИЕ
Нуклеотидный состав для генов 16S рРНК, Co-1 и Cyt-b в 24 последовательностях камбалообразных рыб

Вид/Средние значения
Нуклеотиды, все позиции (% от общего числа)

T C A G суммарно (пн)

16S рРНК
Cleisthenes pinetorum 78-07 16.8 28.9 29.9 24.4 291
Cleisthenes pinetorum 79-07 16.8 28.9 29.9 24.4 291
Hippoglossoides elassodon 33 16.8 28.9 30.2 24.1 291
Hippoglossoides elassodon 34 16.8 28.9 29.9 24.4 291
Hippoglossoides robustus 286 16.8 28.9 30.2 24.1 291
Hippoglossoides robustus 288 17.2 28.5 30.2 24.1 291
Hippoglossoides robustus 289 16.8 28.9 30.2 24.1 291
Hippoglossoides robustus 31 16.8 28.9 30.2 24.1 291
Limanda sakhalinensis 71 16.8 28.9 29.9 24.4 291
Limanda sakhalinensis 72 16.8 28.9 29.9 24.4 291
Liopsetta pinnifasciata 13 17.5 27.8 31.6 23.0 291
Liopsetta pinnifasciata 19-07 17.5 27.8 31.6 23.0 291
Liopsetta pinnifasciata 20-07 17.5 27.8 31.6 23.0 291
Liopsetta pinnifasciata 2k 17.5 27.8 31.6 23.0 291
Myzopsetta punctatissima 37 17.2 27.5 32.3 23.0 291
Myzopsetta punctatissima 86-07 17.2 27.5 32.3 23.0 291
Platichthys stellatus 18-07 17.2 27.8 31.3 23.7 291
Platichthys stellatus 4k 17.2 27.8 31.6 23.4 291
Pseudopleuronectes herzensteini 05-07 17.5 27.8 32.0 22.7 291
Pseudopleuronectes herzensteini 6k 17.5 27.8 32.0 22.7 291
Pseudopleuronectes herzensteini 7k 17.5 27.8 32.0 22.7 291
Pseudopleuronectes obscurus 09-07 17.2 28.2 32.0 22.7 291
Pseudopleuronectes obscurus 45 16.8 28.2 32.0 23.0 291
Pseudopleuronectes obscurus 46 17.2 28.2 32.0 22.7 291
Среднее значение 17.14 ± 0.13 28.26 ± 0.13 31.1 ± 0.13 23.5 ± 0.13 –

Co-1
Cleisthenes pinetorum 78-07 29.4 27.5 23.6 19.5 1540
Cleisthenes pinetorum 79-07 29.4 27.3 23.7 19.5 1540
Hippoglossoides elassodon 33 29.3 27.6 24.0 19.2 1540
Hippoglossoides elassodon 34 29.1 27.6 24.0 19.4 1540
Hippoglossoides robustus 286 29.0 27.8 24.0 19.2 1540
Hippoglossoides robustus 288 29.2 27.5 24.0 19.3 1540
Hippoglossoides robustus 289 29.2 27.4 24.1 19.3 1540
Hippoglossoides robustus 31 29.0 27.8 24.0 19.2 1540
Limanda sakhalinensis 71 28.8 27.1 24.4 19.7 1540
Limanda sakhalinensis 72 28.6 27.3 24.4 19.7 1540
Liopsetta pinnifasciata 13 29.4 27.0 24.8 18.8 1540
Liopsetta pinnifasciata 19-07 29.4 27.0 24.8 18.8 1540
Liopsetta pinnifasciata 20-07 29.4 27.0 24.8 18.8 1540
Liopsetta pinnifasciata 2K 29.4 27.0 24.8 18.8 1540
Myzopsetta punctatissima 37 28.8 27.2 24.7 19.2 1540
Myzopsetta punctatissima 86-07 28.8 27.2 24.7 19.2 1540
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Phylogenetic Relationships of Flounders from the Family Pleuronectidae
(Ostichties: Pleuronectiformes) Based on 16S rRNA Gene

A. D. Redina, * and Yu. Ph. Kartavtseva, **
aZhirmunsky National Scientific Center of Marine Biology Far East Branch

of the Russian Academy of Sciences, Vladivostok, 690041 Russia

*e-mail: shurko92@yandex.ru

**e-mail: yuri.kartavtsev48@hotmail.com

The systematics and phylogeny of f latfish is investigated on the incomplete nucleotide sequence of 16S rRNA
and the complete Co-1 and Cyt-b sequences. In total 62 specimens of 14 species of our own collections were
submitted to the GenBank/BOLD repositories and studied. Four types of gene trees were reconstructed:
Bayesian (BA), maximum likelihood (ML), minimum evolution (ME), and neighbor joining (NJ). These
trees showed basically similar topology. Two separate branches on the trees support the previously identified
subfamilies Hippoglossoidinae and Pleuronectinae with the monophyletic status of these taxa. The subfamily
Pleuronectinae can be considered monophyletic, if the tribe Microstomini is excluded from it and genus Lepidop-
setta is moved into the tribe Pleuronectini. Three sets of nucleotide sequences were formed and independently
studied. One set included all the obtained 16S rRNA gene sequences (291 bp), the second set included a sam-
ple of longer 16S rRNA sequences (617 bp), the third set consisted of three gene sequences: 16S rRNA, Co-1
and Cyt-b (2926 bp). All three data sets gave similar phylogenetic signal, which consistent with the traditional
concept of the taxonomy of the Pleuronectiformes order; however, the second and third sets provided better
resolution of topology.

Keywords: Co-1, Cyt-b, 16S rRNA, flatfish, molecular phylogenetics.
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Использована модель изоляции расстоянием Малеко для описания популяционной структуры на-
селения Северной Осетии – Алании по 12308 брачным записям для популяции ранга “республика”.
Получен ряд положительных корреляций с результатами предыдущих исследований. Подтвержде-
но отличие Моздокского р-на от остальных р-нов Республики.
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Комплексное генетико-эпидемиологическое
обследование населения Северной Осетии (Алании)
(РСО) проводится с 2017 г. Исследования идут в
соответствии с разработанным Протоколом [1],
предусматривающим изучение генетической струк-
туры как с использованием методов клинической
и молекулярной генетики, так и описание мето-
дами популяционной статистики. Обследование
популяций русского Нечерноземья, Поволжья,
южных российских популяций и народов Север-
ного Кавказа проходило в соответствии с этим
Протоколом. Результаты исследований полно-
стью представлены в открытой печати как отече-
ственной, так и зарубежной. Модель изоляции
расстоянием Малеко [2] наряду с другими (плане-
тарная, островная, лестничная и др.) неплохо от-
ражает популяционно-генетические особенности
изучаемого региона. Модель предполагает равно-
мерное распределение населения по территории,
изотропность миграций, отсутствие явных изоля-
ционных барьеров и, как мы выяснили в наших
исследованиях, однородный этнический состав
населения. Население Кавказа не вполне соот-
ветствует указанным ограничениям, однако для
популяции ранга “район” мы получили вполне
приемлемый результат [3], в данной работе мы
рассмотрели использование модели изоляции
расстоянием для популяции ранга “республика”,
отобрав лишь осетинские внутриэтнические бра-
ки. Модель успешно использована для популя-
ции ранга “республика” при изучении Казахста-
на [4].

Из тотальной выборки брачных записей за
1990–2000 гг. по всей РСО отобраны те, в которых

оба супруга осетины. Измерения и расчеты вы-
полнены стандартным образом [5, 6]. Часть брач-
ных записей не содержала полной информации о
местах рождения супругов (например, указано
только “Ставропольский край”), что сделало не-
возможным точное измерение расстояния брач-
ной миграции. Кроме этого, многие мелкие насе-
ленные пункты, еще существовавшие полвека на-
зад, когда в основном родились брачующиеся в
90-е годы, исчезли к настоящему времени; в этом
случае измерение проводилось с точностью до
райцентра. Тем не менее, в анализ вошли 13935
брачных записей, из которых 12308 по дальности
не превышали 500 км, что оптимально при ис-
пользовании модели изоляции расстоянием.

В табл. 1 представлены значения параметров
изоляции расстоянием Малеко для осетин. Коэф-
фициент линейной корреляции средней квадратич-
ной миграции σ и индекса эндогамии осетин [7]
ожидаемо отрицателен и значим – r = –0.81 ± 0.22.
Локальный инбридинг а не коррелирует со значе-
нием случайного инбридинга Fst (r = –0.30 ± 0.36),
оба вектора значений определены для популяции
ранга “район”. Учитываем, что случайный ин-
бридинг подсчитан по всему списку фамилий, а в
Моздокском р-не осетины составляют лишь 10%
населения. Исключив из корреляционного анализа
этих показателей значения по Моздокскому р-ну,
получаем ожидаемо положительное и значимое
значение коэффициента корреляции (r = 0.72 ±
± 0.28). Не обнаружено корреляции локального
инбридинга и индекса эндогамии (r = 0.09 ± 0.37);
при исключении Моздокского р-на коэффициент
корреляции возрастает до r = 0.92 ± 0.16.

УДК 575.17

КРАТКИЕ
СООБЩЕНИЯ
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По оригинальной метрике рассчитана и со-
ставлена дистанционная матрица с использова-
нием параметров изоляции расстоянием Малеко
[8]. Коэффициент корреляции этой матрицы с
матрицей фамильных дистанций составил 0.74 ±
± 0.12, то есть ожидаемо положителен и значим.

Влияние полиэтничного Моздокского р-на ниве-
лировано тем, что фамильные дистанционные
матрицы рассчитываются не по всему списку фа-
милий, а лишь по частым (частота более 0.1%).
Схема инбредного ландшафта представлена на
рис. 1. Реальные значения инбредных дистанций

Таблица 1. Параметры изоляции расстоянием Малеко для осетин (популяция ранга “район”), длина миграции
не превышает 500 км

Осетины Ne σ a b

Моздокский район 2810 102.6 0.001603 0.003572
Дигорский район 5693 55.1 0.000531 0.013578
Кировский район 8469 73.4 0.000334 0.006798
Правобережный район 16672 65.8 0.000172 0.007717
Ардонский район 8532 69.2 0.000380 0.006628
Алагирский район 11914 65.1 0.000240 0.008495
Ирафский район 4964 43.6 0.000725 0.012476
Пригородный район 24307 73.3 0.000149 0.005612
Владикавказ город 65482 78.2 0.000048 0.006401

Рис. 1. Схема инбредного ландшафта Северной Осетии – Алании.
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увеличены в 1000 раз. Концентричные эквиди-
стантные фигуры без самопересечений, ориенти-
рованы вдоль основных путей сообщения. Центром
кластеризации является Владикавказ. Единствен-
ным недостатком схемы можно считать отсутствие
явного разделения субэтнических групп осетин
(иронцев и дигорцев) на два кластера, но тем не ме-
нее, центральный кластер с уровнем 0.10 является
“иронским”, а “дигорские” районы присоединяют-
ся к нему значительно позже, что не противоречит
логике. Кроме того, при использовании разнооб-
разных математических моделей может акценти-
роваться внимание на различных элементах по-
пуляционной структуры, что неизбежно приведет
как к неполным корреляциям, так и к несовпада-
ющим графическим образам. Моздокский р-н,
отличающийся от остальных районов РСО по
многим параметрам [7, 9], на этой схеме также от-
дален. До 1944 г. Моздок входил в состав Ставро-
польского края [10].

Таким образом, модель изоляции расстоянием
Малеко можно принять для описания инбредной
структуры североосетинских популяций. Прове-
денный анализ параметров изоляции расстояни-
ем опять выявил отличие Моздокского р-на от
остальных районов Северной Осетии – Алании.

Исследование выполнено при поддержке гранта
РНФ № 17-15-01051 и государственного задания
Министерства науки и высшего образования РФ.

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.

Настоящее генетико-эпидемиологическое ис-
следование одобрено этическим комитетом ФГБНУ
“МГНЦ” (протокол № 7 от 20.12.2017).

Авторы заявляют об отсутствии конфликта
интересов.

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ
1. Зинченко Р.А., Куцев С.И., Александрова О.Ю., Гин-

тер Е.К. Основные методологические подходы к
выявлению и диагностике моногенных наслед-
ственных заболеваний и проблемы в организации
медицинской помощи и единых профилактиче-
ских программ // Пробл. соц. гигиены, здраво-
охранения и истории медицины. 2019. Т. 27. № 5.
С. 865–877. 
https://doi.org/10.32687/0869-866X-2019-27-5-865-877

2. Malécot G. Isolation by distance // Genetic Structure of
Population / Ed. Morton N.E. Honolulu: Univ. of Ha-
waii Press, 1973. P. 72–75.

3. Ельчинова Г.И., Джаджиева М.Ю., Гетоева З.К. и др.
Осетинские фамилии как генетический маркер //
Генетика. 2019. Т. 55. № 7. С. 849–853. 
https://doi.org/10.1134/S001667581906002X

4. Березина Г.М., Ельчинова Г.И., Святова Г.С., Абдул-
лаева А.М. Параметры изоляции расстоянием Ма-
леко и индекс эндогамии в сельских популяциях
Казахстана // Мед. генетика. 2005. Т. 4. № 3.
С. 103–107.

5. Morton N.E. Isolation by distance in human popula-
tions // Ann. Hum. Genet. 1977. V. 40. P. 361–365.

6. Ельчинова Г.И. Методы обработки популяционно-
генетических данных: структура брачных мигра-
ций // Мед. генетика. 2004. Т. 3. № 4. С. 185–192.

7. Ельчинова Г.И., Кадышев В.В., Гетоева З.К. и др.
Эндогамность населения Северной Осетии (конец
ХХ века) // Генетика. 2020. Т. 56. № 7. С. 855–860.

8. Ельчинова Г.И. Метрика, построенная через пара-
метры изоляции расстоянием Малеко, как харак-
теристика генетического сходства популяций //
Генетика. 2000. Т. 36. № 6. С. 856–858.

9. Ельчинова Г.И., Кадышев В.В., Гетоева З.К. и др.
Картографический анализ случайного инбридинга
и фамильной структуры населения Северной Осе-
тии // Генетика. 2020. Т. 56. № 8. С. 969–973.

10. https://ru.wikipedia.org/wiki/Моздок (18 марта 2020 г.).

Isolation by Distance in North Ossetians
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The model of Malékot of isolation by distance was used to describe the population structure of the population
of North Ossetia- Alania based on 12308 marriage records for a population of the rank “Republic.” A number
of positive correlations were obtained with the results of previous studies. The difference between Mozdok
district and other districts of the Republic is confirmed.
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Изучен генофонд популяций дуба черешчатого (Quercus robur L.) из севера российской части ареала
вида с использованием набора из 94-х SNP-локусов, разработанных по технологии секвенирования
ДНК нового поколения ddRAD. Обнаружен близкий уровень генетического разнообразия в изоли-
рованных насаждениях с малой численностью деревьев (наблюдаемая гетерозиготность HО = 0.334 ±
± 0.004, ожидаемая гетерозиготность HE = 0.313 ± 0.011, аллельное разнообразие υа = 1.540 ± 0.021,
коэффициент инбридинга FIS = –0.067) и в сравнительно больших по объему популяциях (HО =
= 0.318 ± 0.012, HE = 0.306 ± 0.010, υа = 1.53 ± 0.021, FIS = –0.039). Выявлен статистически достовер-
ный уровень генетической дифференциации и фиксации популяций (delta_T = 0.0993, генетиче-
ские расстояния Грегориуса d0 = 0.104–0.144, FST = 0.0725). Байесовский кластерный анализ позво-
лил идентифицировать генетически своеобразные популяции. Полученные результаты обсуждены
с учетом истории распространения дуба черешчатого на севере ареала.

Ключевые слова: дуб черешчатый, SNP, генофонд, популяция.
DOI: 10.31857/S001667582103005X

Глобальное изменение климата вызывает из-
менение ареалов многих видов, что обусловли-
вает интерес к изучению генетической основы
этого явления [1, 2]. Формирование генофондов
географически краевых популяций происходит в
условиях ограничения генетического потока,
уменьшения популяционной плотности и чис-
ленности, вследствие чего на границах ареалов
смещается баланс векторов естественного отбора,
более выраженной становится роль дрейфа генов
[3]. Эти процессы являются мощным драйвером
динамики генетического разнообразия популя-
ций – важного ресурса, необходимого для выжи-
вания видов в экологически неблагоприятной среде
[4]. Применение молекулярно-генетических марке-
ров позволило выявить, что на границах ареалов ге-
нетическое разнообразие чаще понижается на фоне
повышения межпопуляционной подразделенно-
сти. Это в свою очередь подтверждает так называ-
емую “центрально-маргинальную” гипотезу [5].
Данный феномен в целом подтверждается и для
дуба черешчатого [3, 6] – экологически и эконо-

мически важного вида с широким континенталь-
ным ареалом. Появление технологий секвениро-
вания ДНК нового поколения [7] позволяет раз-
рабатывать большие наборы локусов SNP (Single
Nucleotide Polymorphism). Это дает возможность
возвращения к изучению генофондов краевых
популяций на границах ареалов на новом уровне
[8, 9]. В обширной российской части ареала гене-
тические ресурсы дуба черешчатого изучены в це-
лом фрагментарно [10]. Необходимость воспол-
нения этого пробела диктуется также массовой
деградацией дубрав – лишь за последние полвека
площадь дубрав в России уменьшилась почти на
четверть [11]. Этот негативный процесс серьезно
затронул насаждения на границах ареала, особен-
но на севере.

Цель работы – исследование генетического
разнообразия и дифференциации северных попу-
ляций дуба черешчатого в российской части ареа-
ла вида на основе анализа разработанных нами
94-х локусов SNP.

УДК 575.17:582.632.2

КРАТКИЕ 
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Для разработки SNP-маркеров использована
технология секвенирования ДНК нового поколения
ddRAD (Double Digest Restriction Site Associated
DNA) [7]. В целях поиска маркеров с наибольшим
“географическим сигналом” компанией Floragenex
(Портланд, США) по нашему заказу секвенированы
образцы ДНК 95 деревьев Q. robur и Q. petraea Liebl.
из Австрии, Белоруссии, Бельгии, Венгрии, Велико-
британии, Германии, Дании, Польши, Словакии,
Турции, Украины и России. Обнаруженные 26074
локусов SNP прошли процедуру оптимизации
[12]. В этой работе использован набор из наибо-
лее информативных 94-х локусов.

Информация по площадям широколиствен-
ных лесов и дубрав в северной части ареала дуба
черешчатого получена из базы данных “Леса
России” ФГБУ “РОСЛЕСИНФОРГ” (http://
178.176.30.40:8282/#/). Исследования проведены
на базе двух групп насаждений дуба черешчатого
лесной зоны (рис. 1, табл. 1). Первая из них (груп-
па 1) представлена сравнительно большими по
площадям дубравами из Владимирской и Киров-
ской обл., Республики Марий Эл (пробные пло-

щади Vld_2, Kir_1 и Mar). Вторая группа (2) проб-
ных площадей (Kst_2, Tvr_2, Vlg_1) заложена в
географически изолированных фрагментах ши-
роколиственных лесов в Костромской, Тверской
и Вологодской обл. на крайнем северном пределе
распространения этой формации. На этой терри-
тории дуб черешчатый встречается в составе на-
саждений в основном в виде небольших изолиро-
ванных древостоев и групп деревьев. В отличие от
насаждений группы 1 здесь сравнительно мало
широколиственных лесов (табл. 1, показатель
S2), в составе которых обычно встречается дуб че-
решчатый. На всех пробных площадях случай-
ным образом отобраны по десять деревьев репро-
дуктивного возраста. Показано, что применение
сравнительно большого числа локусов SNP дает
возможность корректного определения показате-
лей генетического разнообразия популяций и
уровня их генетической подразделенности в вы-
борках даже меньшего объема. Деревья распола-
гались друг от друга на расстоянии не менее 50 м
для минимизации возможной семейной генети-
ческой кластеризации [13].

Рис. 1. Карта расположения (а) и кластеризация выборок (б) дуба черешчатого.
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ДНК для лабораторных анализов выделялась
из камбия модельных деревьев согласно модифи-
цированного протокола [14]. Генотипирование
проведено на платформе MassARRAY®iPLEX™
(Agena BioscienceTM) с использованием технологии
iPLEXTMGOLD chemistry. Интерпретация спек-
тров осуществлялась на устройстве Typer Viewer
v. 4.0.24.71 (Agena BioscienceTM). Результаты обра-
батывались с применением программ PAST [15] и
GDA_NT (Б. Деген, неопубл.). Вычислялись ал-
лельное разнообразие υа [16], наблюдаемая гете-
розиготность HО, ожидаемая гетерозиготность
HE, параметры F-статистики Райта FIS и FST [17],
показатели дифференциации популяций delta_T
и δT, генетическое расстояние d0 [16, 18]. Визуали-
зация генетических различий популяций обеспе-
чивалась построением дендрограммы на основе
генетических расстояний d0 с применением про-
граммы PAST [15] и метода UPGMA. Для опреде-
ления числа генетических групп в изученных ше-
сти локальностях использованы байесовский ме-
тод кластеризации и программа STRUCTURE
v. 2.3.4 [19]. Оптимальное число генетических
кластеров оценивалось методом ΔK [20]. Полу-
ченные результаты проанализированы и графи-

чески представлены с помощью программы
CLUMPAK [21].

Изученные выборки представляют две группы
популяций, контрастно отличающиеся объемами
и по эффективной численности особей (табл. 1).
Но их генетические параметры не подтверждают
однозначно “центрально-маргинальную” гипо-
тезу [5]. В относительно больших популяциях (в
среднем HO = 0.318 ± 0.012, HE = 0.306 ± 0.010, υа =
= 1.530 ± 0.021, FIS = –0.067) и в изолированных
малых насаждениях (группа 2: HO = 0.334 ± 0.004,
HE = 0.313 ± 0.011, υа = 1.540 ± 0.021, FIS = –0.039)
выявлены близкие величины генетического раз-
нообразия. Похожий феномен выявлен нами [22]
при использовании предположительно селективно
нейтральных микросателлитных локусов в геогра-
фически изолированной зауральской популяции
дуба черешчатого. Гетерозиготность в имеющихся
27 деревьях репродуктивного возраста была даже
выше, чем в популяциях из центра ареала в Герма-
нии. Реконструкция возможных родительских
пар аллелей в зародышах показала, что в популя-
ции по крайней мере 35% опыления осуществля-
лось за счет “чужеродной” пыльцы (восточная
граница ареала расположена западнее, в десятках
километров). По этой причине ведущим факто-

Таблица 1. Площади насаждений, уровни генетической изменчивости и дифференциации популяций дуба че-
решчатого

Примечание. Xср – среднее значение, S1 – лесопокрытая площадь лесничеств, в которых отобраны выборки, S2 – площадь
широколиственных лесов, S3 – площадь насаждений с преобладанием дуба черешчатого (в скобках для S2 и S3 приведены
доли от S1 в %); P – доля полиморфных локусов в %, HO – наблюдаемая гетерозиготность, HE – ожидаемая гетерозиготность,
υа – аллельное разнообразие (в скобках приведены ошибки средних HO, HE и υа), FIS – коэффициент инбридинга.

Параметр
Группа 1 Группа 2

Xср
Vld_2 Kir_1 Mar Kst_2 Tvr_2 Vlg_1

S1 104601 93359 131171 157434 187064 225126 149792

S2 6069
(5.80)

1865
(2.00)

6729
(5.13)

333
(0.22)

79
(0.04)

72
(0.03) 1730

S3 2772
(2.65)

567
(0.61)

1262
(0.96)

150
(0.10)

14
(0.01) – 794

P 91.5 83.0 91.5 85.1 90.4 92.6 89.0

HO
0.339

(0.026)
0.298

(0.025)
0.318

(0.025)
0.336

(0.027)
0.326

(0.023)
0.339

(0.025)
0.326

(0.007)

HE
0.322

(0.017)
0.310

(0.019)
0.287

(0.018)
0.290

(0.019)
0.321

(0.017)
0.327

(0.017)
0.310

(0.007)

υа
1.56

(0.04)
1.54

(0.04)
1.49

(0.04)
1.50

(0.04)
1.55

(0.0344)
1.57

(0.04)
1.53

(0.01)

FIS –0.035 0.060 –0.096 –0.122 –0.010 –0.034 –0.052
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ром поддержания сравнительно высокой генети-
ческой изменчивости в зауральской популяции
признан генетически эффективно реализован-
ный поток пыльцы на дальние расстояния. Воз-
можно этот же сценарий реализован и в краевых
популяциях дуба черешчатого на северной грани-
це ареала дуба черешчатого в Костромской, Твер-
ской и Вологодской обл. Еще одной причиной
сравнительно высокого генетического разнооб-
разия в северных дубравах может быть то, что
снижение эффективной численности популяций
могло произойти здесь лишь в исторически не-
давнее время. По данным палеографических ис-
следований граница широколиственных лесов
ранее располагалась севернее и сместилась из-за
климатических изменений на юг на 300–700 км
до современного предела только в позднем голо-
цене [23]. Сокращение площадей дубовых насаж-
дений стало существенным лишь в прошлом ты-
сячелетии из-за все возрастающего хозяйствен-
ного освоения территорий [24], а в XX в. из-за
комплекса факторов – аномально холодных зим,
сопровождающихся вспышками энтомовредите-
лей и фитопатогенов [11]. Возможно поэтому, с
учетом долголетия дуба черешчатого, феномен
снижения генетического разнообразия в малых
изолированных краевых популяциях [5] в север-
ных дубравах еще не наблюдается.

В исследованных популяциях выявлен срав-
нительно небольшой, но статистически достовер-
ный уровень межпопуляционной дифференциа-
ции (delta_T = 0.0993, FST = 0.0725). Генетические
расстояния d0 между популяциями варьируют в
пределах 0.104–0.144 (в среднем d0 = 0.125 ± 0.003).
Они были статистически недостоверными лишь
для пар выборок Kir_1/Vlg_1 (d0 = 0.104),
Tvr_2/Vlg_1 (d0 = 0.112) и Vld_2/Vlg_1 (d0 = 0.104).
Наибольший вклад в общую межпопуляционную
дифференциацию вносят дубравы из Республики
Марий Эл и Костромской обл. Генетические рас-
стояния в парах с участием выборок Mar и Kst_2
составили значения d0 = 0.134 ± 0.004 и d0 = 0.131 ±
± 0.005 соответственно. Между остальными пара-
ми популяций величина показателя снижается до
d0 = 0.120 ± 0.003. Показатель дифференциации
популяций (в среднем δT = 0.099 ± 0.005) в выбор-
ках Vld_2, Kir_1, Tvr_2 и Vlg_1 составляет значе-
ния 0.094 ± 0.009, 0.094 ± 0.008, 0.096 ± 0.010 и
0.084 ± 0.007 соответственно. У выборок Mar (δT =
= 0.116 ± 0.010) и Kst_2 (δT = 0.111 ± 0.010) они выше
на 26.1 и 20.7%. Сравнительная высокая генети-
ческая подразделенность некоторых соседствую-
щих популяций (выборки Vlg_1 и Kst_2, Mar и
Kir_1) и относительная близость генофондов в
географически удаленных насаждениях (Vld_2,

Vlg_1, Kir_1) противоречат модели “изоляции
расстоянием”, связь географических и генетиче-
ских расстояний отсутствуют. Наглядно этот фе-
номен демонстрирует кластеризация выборок
(рис. 1,б). Анализ в программе STRUCTURE 2.3.4
показывает выраженные различия популяций,
особенно Mar и Kst_2.

В работе [24] проведен анализ информации о
содержания пыльцы древесных растений в Во-
сточной Европе за последние 12500 лет. На терри-
тории от Приволжской возвышенности до запада
Украины выявлены семь основных рефугиумов,
где дуб черешчатый присутствовал за весь анали-
зируемый период и в зависимости от состояния
климата периодически осуществлял экспансию
на север. Динамика популяционных волн не про-
исходила исключительно фронтально, распро-
странение вида часто осуществлялось по поймам
разветвленной сети рек из-за большей экологиче-
ской благоприятности речных экосистем для се-
менного размножения и сохранности вида [25].

В настоящей работе по локусам SNP на иссле-
дованной территории выявлено отсутствие зако-
номерной популяционно-генетической структу-
ры дуба черешчатого на северной части ареала,
существование генетически своеобразных попу-
ляций. Возможно этот феномен вызван множе-
ственностью и разновозрастностью рефугиумов
[24, 26], сложностью путей миграции дуба череш-
чатого из ледниковых убежищ на север [27]. Наше
исследование доказывает необходимость анало-
гичных исследований в других частях ареала, что
позволит сложить “пазл” генофондов локальных
популяций дуба черешчатого в России в единую
геногеографическую картину. Кроме несомнен-
ной научной значимости таких работ, они актуаль-
ны в интересах лесного хозяйства – для научно
обоснованного ведения лесосеменного и лесо-
культурного дела, создания и эксплуатации объ-
ектов Единого генетико-селекционного ком-
плекса и др.

Исследование проведено за счет гранта Рос-
сийского научного фонда № 19-16-00084.

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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Genetic Diversity and Differentiation of Northern Populations
of Pedunculate OAK Based on Analysis of New SNP Markers
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The gene pool of populations of pedunculate oak (Quercus robur L.) from the North of the Russian part of
the species’ range was studied using a set of 94 SNP loci. They were developed using the new generation DNA
sequencing technology (ddRAD). Similar levels of genetic diversity was found in isolated stands with a small
number of trees (expected heterozygosity HE = 0.313 ± 0.011, observed heterozygosity HO = 0.334 ± 0.004,
allelic diversity υа = 1.540 ± 0.021, coefficient of inbreeding FIS = –0.067) and in relatively large populations
(HE = 0.306 ± 0.010, HO = 0.318 ± 0.012, υа = 1.530 ± 0.021, FIS = –0.039). Statistically significant levels of
inter-population differentiation and population fixation (delta_T = 0.099; FST = 0.0725) were detected.
Bayesian cluster analysis allowed identifying genetically distinct genetic groups. The results obtained are dis-
cussed taking into account the history of the distribution of pedunculate oak in the North of its range.

Keywords: pedunculate oak, SNP, gene pool, population.


