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Аннотация. Агробактериальная трансформация – наиболее распространенный метод получения трансгенных 
растений. Метод основан на способности определенных почвенных бактерий родов Agrobacterium и Rhizobium 
переносить и интегрировать в хромосому растения-реципиента фрагмент своей плазмиды. Этот фрагмент 
получил название Т-ДНК (transferred DNA – переносимая ДНК). В лабораторных условиях было показано, что 
из трансгенных клеток можно регенерировать целые растения. Вскоре стало ясно, что подобные процессы 
происходят и в природе, приводя к появлению природно-трансгенных растений или природных генно-инже-
нерно-модифицированных организмов (ГМО). Таким образом, природно-трансгенными называются растения, 
у которых в геномах присутствуют гомологи генов Т-ДНК агробактерий (клеточные Т-ДНК, клТ-ДНК). Эти по-
следовательности наследуются в ряду половых поколений и сохраняют свою функциональность. Кроме того, 
продемонстрирована возможность использования новоприобретенных растениями последовательностей в 
филогенетических исследованиях, поскольку клT-ДНК являются четко определенными, высокоспецифичными 
и узнаваемыми фрагментами ДНК, не похожими на последовательности ДНК растений. Они не встречаются у 
нетрансформированных предков, и их интеграция в определенном хромосомном сайте маркирует монофи-
летическую группу видов. В представленном обзоре освещены вопросы разнообразия клТ-ДНК, возможности 
их применения как филогенетических маркеров, в том числе описаны основные методические подходы таких 
работ, на конкретных примерах рассмотрены возможности уточнения спорных моментов в филогении родов 
Nicotiana, Camellia, Vaccinium и Arachis. Важным моментом филогенетического анализа на основе клТ-ДНК явля-
ется реконструкция отдельных аллелей. Это дает возможность отслеживать факты межвидовой гибридизации. 
Именно этот подход позволил продемонстрировать незавершенный процесс видообразования в пределах 
секции Thea рода Camellia, а также подтвердил использование межвидовой гибридизации в ходе селекции 
североамериканских голубик. В обзоре рассмотрены вопросы датировки событий трансформации на основе 
клТ-ДНК, организованных в виде несовершенных повторов, а также использования филогенетических иссле-
дований при изучении вопросов биоразнообразия генов Т-ДНК агробактериального происхождения.
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Abstract. One of the main methods for obtaining transgenic plants is Agrobacterium-mediated transformation. This 
process relies on the ability of certain soil bacteria, specifically from the genera Agrobacterium and Rhizobium, to 
transfer and integrate a fragment of their plasmid into the chromosome of the recipient plant. This transferred DNA 
is referred to as T-DNA. Laboratory studies have demonstrated that whole plants can be regenerated from transgenic 
cells. It soon became evident that similar processes occur in nature, leading to the emergence of naturally transgenic 
plants, or natural GMOs. Thus, naturally transgenic plants possess homologues of the T-DNA genes from agrobacteria 
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in their genomes (cellular T-DNA, or cT-DNA). These sequences are inherited through multiple sexual generations 
and retain their functionality. Furthermore, the potential for using newly acquired plant sequences in phylogenetic 
studies has been established, as cT-DNAs are clearly defined, highly specific, and recognizable DNA fragments that 
differ from typical plant DNA sequences. They are not found in untransformed ancestors, and their integration at 
specific chromosomal sites marks a monophyletic group of species. This review highlights the diversity of cellular 
T-DNAs and their potential use as phylogenetic markers. It includes a description of the main methodological ap-
proaches to such studies and discusses specific examples that clarify controversial points in the phylogeny of the 
genera Nicotiana, Camellia, Vaccinium, and Arachis. An important aspect of phylogenetic analysis based on cT-DNA 
is the assembly of individual alleles, which enables the tracking of interspecific hybridization events. This approach 
demonstrated the incomplete process of speciation within the Thea section of the genus Camellia and confirmed the 
role of interspecific hybridization in the breeding of North American blueberries. The review also addresses the dat-
ing of transformation events based on cT-DNA, which are organized in the form of imperfect repeats, as well as the 
application of phylogenetic studies to investigate the biodiversity of agrobacterial T-DNA genes.
Key words: agrobacterium-mediated transformation; cellular T-DNA; phylogenetics; Nicotiana; Camellia; Vaccinium; 
Arachis
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Введение
Агробактериальная трансформация  – наиболее распро­
страненный на сегодняшний день метод получения транс­
генных растений для нужд сельского хозяйства, медици­
ны, ветеринарии и других отраслей народного хозяйства. 
Метод основан на способности почвенных бактерий Agro­
bacterium tumefaciens (Smith and Townsend 1907) Conn 
1942 (Approved Lists 1980) и Rhizobium rhizogenes (Riker 
et al. 1930) Young et al. 2001 переносить фрагмент своей 
плазмиды и интегрировать его в ДНК растения (Schell, Van 
Montagu, 1977; Bahramnejad et al., 2019). Эти последова­
тельности получили название Т-ДНК (T-DNA, transferred 
DNA – переносимая ДНК). 

В природных условиях процесс переноса и интеграции 
Т-ДНК в хромосому растения-хозяина обычно вызывает 
разрастание трансгенной ткани на нормальном растении 
по причине экспрессии генов Т-ДНК, ответственных за ре­
гуляцию морфогенеза (Nester, 2015). Однако описана воз­
можность регенерации полностью трансгенных растений 
из таких тканей (Tepfer, 1990; Christey, 2001). Множество 
фактов указывает на то, что этот процесс происходит и в 
природе, без участия человека, в результате чего появля­
ются формы, содержащие в геномах последовательности 
бактериального происхождения и передающие их в ряду 
половых поколений (Матвеева, 2021). Первые природно-
трансгенные растения были обнаружены среди представи­
телей рода Nicotiana в 1983 г. (White et al., 1982, 1983), а к 
настоящему времени известны десятки родов двудольных, 
в пределах которых описаны природно-трансгенные виды 
(Matveeva, Otten, 2019; Matveeva, 2021). Т-ДНК в составе 
геномов природных ГМО (пГМО) получила название кле­
точной Т-ДНК (клТ-ДНК) (Матвеева, 2021). Сопоставляя 
количество видов с секвенированными геномами и коли­
чество пГМО среди них, можно сказать, что следы агро­
бактериальной трансформации сохранились у семи про­
центов видов двудольных растений (Matveeva, Otten, 2019). 
Таким образом, в руки ученых попал обширный материал 
для изучения функций бактериальных генов в растениях, 
их эволюционной судьбы. 

Не менее интересные данные были получены с ис­
пользованием Т-ДНК как филогенетического маркера, 

поскольку новоприобретенные последовательности име­
ют несколько преимуществ для изучения происхождения 
и эволюции видов пГМО (Матвеева и др., 2011; Chen 
et al., 2022; Zhidkin et al., 2023; Bogomaz et al., 2024). 
Так, клT-ДНК являются четко определенными, высоко­
специфичными и узнаваемыми фрагментами ДНК, не 
похожими на последовательности ДНК растений. Они не 
встречаются у нетрансформированных предков, и их ин­
теграция в определенном хромосомном сайте маркирует 
монофилетическую группу видов. Как правило, клТ-ДНК 
представлены единичными вставками, что служит значи­
тельным преимуществом по сравнению с классическими 
ядерными маркерами. Наконец, клT-ДНК могут быть до­
статочно протяженными и древними, накапливающими 
однонуклеотидные замены (ОНЗ), что позволяет строить 
филогенетические деревья. Вероятность того, что в двух 
независимых филогенетических ветвях одна и та же по­
следовательность Т-ДНК встроится в геном в одну и ту же 
мишень, с идентичными границами, кажется нам событи­
ем не исключенным, но маловероятным. Это делает инсер­
ции Т-ДНК, так же как инcерции в геном транспозонов, 
чрезвычайно важными синапоморфиями (Shedlock, Oka- 
da, 2000; Doronina et al., 2022) и, следовательно, мощными 
инструментами для систематики. Их анализ в масштабах 
генома также может помочь выявить причины конфликта 
филогенетического сигнала в случае его возникновения 
(Kuritzin et al., 2016). Наконец, повторяющиеся последо­
вательности в клТ-ДНК могут использоваться для оценки 
времени с момента трансформации или в качестве отно­
сительных временных маркеров (Chen et al., 2022). 

Структуры Т-ДНК
Физическая структура T-ДНК различается между плаз­
мидами из разных штаммов агробактерий и может быть 
классифицирована в зависимости от количества перено­
симых в геном растения фрагментов, закодированных в 
одной плазмиде. Т-ДНК может быть непрерывной, как, 
например, у маннопиновых, микимопиновых и кукумопи­
новых штаммов (Jouanin, 1984; Hansen et al., 1991). Она 
представляет собой непрерывный участок ДНК, фланки­
рованный пограничными последовательностями на обоих 
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концах (как в плазмиде pRi8196). В плазмидах другого 
типа, например в pRiA4, T-ДНК разделена на два сегмен­
та – TL-ДНК и TR-ДНК (White et al., 1985), между кото­
рыми находится в качестве спейсера не переносимый в 
растения участок ДНК размером около 15 kb. Независимо 
от различий их структуры, во всех упомянутых выше 
Т-ДНК содержатся гены синтеза опинов, используемых 
агробактериями как источник питания, и так называемые 
онкогены, продукты которых заставляют растительные 
клетки делиться. 

Структуры клТ-ДНК пГМО более разнообразны. Среди 
них преобладают те, что содержат только гены синтеза 
опинов. Этот феномен можно объяснить, по крайней мере, 
тремя способами. Во-первых, в известных к настоящему 
времени Т-ДНК гены синтеза опинов находятся ближе к 
правой границе. При вырезании одноцепочечной Т-ДНК 
из плазмиды в ходе трансформации белок VirD2 ковалент­
но связывается с 5ʹ-концом T-ДНК у ее правой границы, 
а затем направляет T-цепь через систему секреции белка 
типа IV в растительную клетку (Gelvin, 2021). Поскольку 
делеции происходят при интеграции Т-ДНК в хромосому 
растения, то они более обширны на 3ʹ-, чем на 5ʹ-конце, 
который пространственно защищен белком VirD2 (Gelvin, 
2021). Во-вторых, можно ожидать наличие штаммов агро­
бактерий, в Т-ДНК которых присутствуют только гены 
опин-синтаз. В-третьих, нельзя исключать возможность 
потери большей части Т-ДНК уже после ее интеграции 
в хромосому в процессе эволюции потомков природного 
трансформанта с сохранением только генов синтеза опи- 
нов, поскольку они не влияют на морфогенез в той степе­
ни, как онкогены, иными словами, не приводят к анома­
лиям роста и развития (Matveeva, Otten, 2021).

На втором месте по распространенности находятся про­
тяженные фрагменты Т-ДНК с онкогенами и генами син­
теза опинов. Эти клТ-ДНК, как правило, представлены 
инвертированными несовершенными повторами. Данную 
особенность можно использовать при датировке актов 
трансформации. Наименее распространенными являются 
клТ-ДНК, содержащие только онкогены (Matveeva, Otten, 
2019; Matveeva, 2021).

Рассмотрим подробнее вопрос датировки актов воз­
никновения пГМО в ходе эволюции.

Подходы к определению времени  
событий трансформаций у пГМО
Датировка событий трансформации у пГМО может быть 
проведена на основе метода молекулярных часов. Осо­
бенности механизма интеграции Т-ДНК в геном инфици­
рованного растения приводят к образованию повторяю­
щихся последовательностей Т-ДНК или ее участков (Tzfira 
et al., 2004, Singer, 2018). Эти повторы являются длинными 
клТ-ДНК, которые представлены несовершенными инвер­
тированными повторами или их частями, образовавшими­
ся в ходе делеции участка или его встраивания (Matveeva, 
Otten, 2019; Matveeva, 2021). Используя различия после­
довательности нуклеотидов таких повторов, можно опре­
делить с помощью коэффициента нуклеотидных замен 
приблизительное время расхождения данных повторов и, 
как следствие, время интеграции Т-ДНК в геном будущего 
пГМО (Gaut et al., 1996).

Расчет времени трансформации можно провести по 
формуле

T = d
2r,

где T – приблизительное время интеграции клТ-ДНК; d – 
отношение нуклеотидных различий двух повторов; r  – 
средний коэффициент нуклеотидных замен, 6.5 × 10–9 за­
мены на сайт в год (Gaut et al., 1996; Lynch, Conery, 2000). 
На основе этого подхода была проведена датировка ин­
теграции Т-ДНК у представителей рода Camellia, которые 
содержат различные структурные типы клТ-ДНК (Chen 
et al., 2022, 2023). Согласно этой датировке, наиболее 
древняя из вставок была интегрирована в геном около 
7.5 млн лет назад, тогда как наиболее молодая была инте­
грирована 0.04 млн лет назад (Chen et al., 2023)1.

Однако этот подход имеет ряд ограничений, которые 
не позволяют использовать его для определения времени 
интеграции многих клТ-ДНК. Первое из ограничений – 
невозможность обнаружения инвертированных повторов 
у всех клТ-ДНК, так как большая часть видов пГМО не 
содержит протяженных клТ-ДНК, где можно найти по­
вторяющиеся прямые и инвертированные последователь­
ности (Matveeva, 2021). Вторым является то, что даже не 
все протяженные клТ-ДНК имеют повторы. Так, только 6 
из 12 типов клТ-ДНК у представителей рода Camellia со­
держат повторы, которые позволяют определить время 
интеграции (Chen et al., 2023). Еще одно важное условие 
при выборе последовательностей для датировки – необ­
ходимость исключить, что эти повторы могли образовать­
ся в процессе других геномных перестроек, например в 
результате активности мобильных элементов генома.

Метод датировки клТ-ДНК, несомненно, следует ис­
пользовать вместе с другими подходами, которые позволят 
точно оценить скорость нуклеотидных замен именно в 
этом виде, сравнить время дивергенции с другими близ­
кородственными таксонами для валидации полученных 
данных. Хотя данный метод датировки времени транс­
формации пГМО еще требует дальнейшей доработки и 
верификации, он может позволить лучше понять эволю­
ционный процесс, который претерпевали пГМО после 
агробактериальной трансформации.

Множественные акты трансформации  
в эволюции рода Nicotiana
Изучение феномена генетической трансформации рас­
тений в природе без участия человека началось с вида 
Nicotiana glauca Graham, в ядерном геноме которого были 
обнаружены последовательности, гомологичные агробак­
териальным Т-ДНК (White et al., 1983). Первая найденная 
клТ-ДНК была названа gT. Она была организована как 
несовершенный инвертированный повтор и состояла из 
одной копии гомолога rolB и двух копий гомологов rolC, 
ORF13, ORF1 и mis (Suzuki et al., 2002). Последователь­
ность gT послужила отправной точкой для проведения 
поиска клТ-ДНК в геномах других видов рода Nicotiana L. 
(Furner et al., 1986; Intrieri, Buiatti, 2001). На сегодняшний 

1 В результате общения с авторами статьи было уточнено, что приведен-
ные в статье данные о времени вставок рассчитаны по ошибочной фор-
муле, а именно завышены в два раза. В нашем обзоре приводятся кор-
ректные значения.
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день известно о 16 природно-трансгенных видах данного 
рода (Otten, 2020). Род Nicotiana включает двенадцать 
секций (Knapp et al., 2004), в шести из которых описаны 
природно-трансгенные представители. 

Поиск и анализ клТ-ДНК в растительных геномах дол­
гое время осуществлялся на уровне отдельных генов (Fur­
ner et al., 1986; Meyer et al., 1995; Intrieri, Buiatti, 2001). 
В тот же период были предприняты попытки реконструк­
ции филогенетических связей между клТ-ДНК разных 
видов табака и Т-ДНК агробактерий. Однако дальнейшие 
исследования поставили под сомнение некоторые более 
ранние эволюционные построения. Переход к полноге­
номным данным позволил не только искать клТ-ДНК и 
изучать их состав, но также оценивать их количество и 
сайты локализации в растительном геноме. Первый такой 
анализ был проведен для N. tomentosiformis Goodsp. (Chen 
et al., 2014), в геноме которого были найдены четыре раз­
ные по составу клТ-ДНК (ТА, ТВ, ТС и ТD) (см. таблицу), 
отличные от ранее исследованной gT в N. glauca (Suzuki et 
al., 2002). Таким образом, стало ясно, что использование 
участков клТ-ДНК в качестве филогенетического маркера 
необходимо начинать с оценки количества клТ-ДНК в 
геноме и их сайтов локализации, маркирующих потомков 
конкретных событий трансформации.

Множественные протяженные клТ-ДНК у видов табака 
были использованы для датировки событий трансформа­
ции в эволюции. Было показано, что у N. tomentosiformis 
все четыре клТ-ДНК являются результатами независимых 
актов агробактериальной трансформации, произошедших 
в разное время. Клеточная Т-ДНК ТС была определена 
как самая древняя. По приблизительной оценке ее возраст 
составил 1 млн лет (Chen et al., 2014). Позже в геноме 
вида N.  otophora Griseb., филогенетически близкого к 
N. tomentosiformis, были найдены две копии ТС, разли­
чающиеся между собой на 4 % и расположенные в том 
же сайте, что и ТС N. tomentosiformis. Общий сайт лока­
лизации указывает на то, что клТ-ДНК ТС, скорее всего, 
была получена неким общим для N.  tomentosiformis и 
N. otophora предковым видом (рис. 1).

В ходе эволюции данного вида, вероятно, случилась ду­
пликация ТС, после чего образовались вид N. otophora, 
несущий в геноме две копии  ТС, и N.  tomentosiformis, 
утративший одну копию ТС в ходе видообразования 
(Chen et al., 2018). Попытки восстановить ход эволюци­
онных событий, в том числе видообразования, в роду 
Nicotiana осложняет свойственный ему ретикулярный, 
или сетчатый, тип эволюции, для которого характерно 
частичное слияние предковых ветвей с образованием 
гибридных форм (Knapp et al., 2004). Так, например, 
известный представитель рода Nicotiana, N.  tabacum L. 
(культурный табак), является межвидовым гибридом 
N. tomentosiformis и N. sylvestris Speg. (Yukawa et al., 2006). 
Геном N. tabacum содержит три из четырех клТ-ДНК, най­
денных у N. tomentosiformis (ТА, ТВ, ТD), на основании 
чего можно предположить, что события агробактериаль­
ной трансформации N.  tomentosiformis предшествовали 
видообразованию N. tabacum (Chen et al., 2014). В пользу 
данного предположения свидетельствует оценка времени 
видообразования N. tabacum, проведенная методами про­

точной цитометрии и геномной гибридизации, согласно 
которой возраст вида составляет менее 600 лет (Leitch et 
al., 2008). КлТ-ДНК ТС, копия которой содержится в ге­
номе предкового вида N. tomentosiformis, вероятно, была 
утрачена в ходе видообразования N. tabacum (Chen et al., 
2014) (см. рис. 1). Используя данные датировок клТ-ДНК и 
результаты оценки времени видообразования, можно про­
следить путь ТС от первого переноса ее в растительный 
геном до утраты либо закрепления в различных видах, 
произошедших от предковой формы на разных этапах 
эволюции рода. 

Все вышеописанные представители относятся к сек­
циям Tomentosae и Nicotiana. Для представителей секции 
Noctiflorae (N. glauca, N. noctiflora Hook.) тоже описано 
присутствие трех различающихся клТ-ДНК, полученных 
в ходе независимых актов трансформации (одна вставка в 
геноме N. glauca, две другие – в N. noctiflora) (Khafizova 
et  al., 2023), однако для восстановления филогенетиче­
ских отношений в данной ветви необходимо больше при­
родно-трансгенных представителей с секвенированными 
геномами. 

Таким образом, степень изученности таксона напрямую 
связана с доступностью материала и его хозяйственной 
значимостью. Внутривидовое разнообразие культурного 
табака также представляет интерес, поэтому в следующем 
разделе мы остановимся на использовании клТ-ДНК в 
исследовании этого вопроса.

Структуры клТ-ДНК у N. tomentosiformis

Название Перечень генов (в скобках отмечены плечи  
несовершенных инвертированных повторов)

TA (orf8, orf3, rolA, rolB, rolC, orf13, orf14, mis)  
(mis, orf14, orf13, rolC, rolB, rolA, orf8)

TB (mis, orf14) (orf14, mis, ags-like, mas1’ , mas2’)

TC (ocl, orf2, orf3, orf8, rolA, rolB) (rolB, rolA, orf8, orf3, orf2, c)

TD (orf14), orf55, orf 15, orf511, (orf1)

Рис. 1. Модель эволюции клТ-ДНК ТС в геномах Nicotiana.
Толщина линий отражает присутствие в геноме вида одной или двух ко-
пий ТС либо ее отсутствие, по (Chen et al., 2018).
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Внутривидовая изменчивость клТ-ДНК у табака
Nicotiana tabacum, или культурный табак,  – аллотетра­
плоид, образовавшийся в ходе межвидовой гибридизации 
видов N. tomentosiformis и N. sylvestris (Yukawa et al., 2006). 
Количество существующих сортов и разновидностей 
N. tabacum насчитывает десятки тысяч, при этом родствен­
ные отношения между ними установлены далеко не во 
всех случаях (Moon et al., 2009; Fricano et al., 2012; Sierro 
et al., 2014). В основе самой широко используемой сегодня 
внутривидовой классификации культурного табака лежат 
различия в морфологии растений, а также в количествен­
ном и качественном составе их вторичных метаболитов. 
Данные показатели определяют ключевые характеристи­
ки табачного сырья, а саму классификацию называют ры­
ночной (Lewis, Nicholson, 2007). Всего выделяют восемь 
рыночных классов: Берли, наполнитель для сигар, табак 
для закручивания сигар, темный табак воздушной суш­
ки, темный табак паровой сушки, табак дымовой сушки, 
Мэриленд и восточный табак (Moon et al., 2009). При том, 
что среди сортов культурного табака наблюдается высо­
кий уровень фенотипической изменчивости (Lewis, Ni- 
cholson 2007), уровень нуклеотидной изменчивости, вы­
явленный методами полиморфизма длины рестрикцион­
ного фрагмента  (RFLP), случайно амплифицированной 
полиморфной ДНК  (RAPD), маркерами полиморфизма 
длины амплифицированного фрагмента (AFLP) и полно­
геномным поиском ассоциаций  (GWAS), сравнительно 
невысок (Brandle, Bai, 1999; Ren, Timko, 2001; Rossi et al., 
2001; Tong et al., 2020). 

Для проведения филогенетического анализа и построе­
ния карты, отражающей истинные родственные отношения 
внутри вида, необходимо использовать дополнительные 
молекулярные маркеры. Одним из таких маркеров может 
служить клТ-ДНК. Изучение клТ-ДНК в полногеномных 
данных трех сортов N. tabacum позволило выявить про­
тяженную делецию в центральной части клТ-ДНК ТА у 
сорта Basma/Xanti. При этом в сортах K326 и TN90 была 
обнаружена последовательность ТА без делеции (Chen et 
al., 2014). Различия в структуре ТА уже были показаны 
ранее методом ПЦР для сортов N. tabacum Basma Drama 2, 
Samsoun и Xanthi, клТ-ДНК которых содержат неполные 
последовательности гомолога гена orf13, в отличие от 
клТ-ДНК в сортах Wisconsin 38 и Havana 425, а также в 

виде N. tomentosiformis (Mohajjel-Shoja et al., 2011). Позже 
с помощью метода ПЦР были проанализированы еще во­
семь сортов культурного табака: Vuelta abajo, Suifu, Black 
Indian, Havana 307, Турецкий, Ориенталь, Брянский 91 и 
Virginia × Berley 38 (рис. 2). В результате проведенного 
анализа описанная ранее делеция была обнаружена в 
сортах Брянский 91 и Virginia × Berley 38, при этом сайт 
локализации делеции совпал с сайтами делеции в геномах 
сортов Basma Drama 2, Samsoun, Xanthi и Basma/Xanti с 
точностью до нуклеотида (Хафизова, Матвеева, 2020). 

Таким образом, использование структурного варианта 
клТ-ДНК в качестве молекулярного маркера позволило 
отделить сорта, принадлежащие к рыночному классу вос­
точных табаков, в отдельную группу по признаку делеции 
в ТА. Можно предположить, что центральная часть ТА 
была утрачена предковой формой N. tabacum, которая дала 
начало данному классу. К настоящему времени делеция 
в ТА описана только у пяти сортов культурного табака. 
На основании анализа подобной выборки рано делать 
вывод о том, является ли наличие данной делеции марке­
ром, по которому сорт может быть отнесен к восточным 
табакам. При этом результаты исследований указывают 
на то, что структурный полиморфизм клТ-ДНК в сортах 
N. tabacum может быть использован в качестве одного из 
молекулярных маркеров для изучения внутривидовых 
родственных отношений сортов. С расширением списка 
секвенированных клТ-ДНК различных сортов культурно­
го табака в перспективе, возможно, будут найдены новые 
структурные различия в последовательностях клТ-ДНК, 
на основании которых могут быть разработаны новые 
маркеры для решения поставленной задачи.

Тонкий полиморфизм клТ-ДНК  
в филогенетических исследованиях
Тонкий полиморфизм клТ-ДНК общего происхождения 
в геноме (с общим сайтом локализации) может быть ис­
пользован для изучения межвидовой изменчивости и ре­
конструкции филогенетических связей внутри монофиле- 
тической группы видов-потомков древнего трансформан­
та. Важно понимать, что для корректной оценки завершен­
ности процесса видообразования у растений имеет смысл 
оценить и сопоставить как внутри-, так и межвидовую 
изменчивость по изучаемым маркерам. С  этой целью 
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Рис. 2. КлТ-ДНК ТА в геномах N. tabacum.
а – схема ТА; центральная часть не показана, черными прямоугольниками отмечен ген orf13, штриховыми линиями – границы делеции. Отмечены прай-
меры, подобранные в работе (Хафизова, Матвеева, 2020); 1 – клТ-ДНК ТА без делеции; 2 – клТ-ДНК ТА с делецией, белым прямоугольником показана 
последовательность неизвестного происхождения длиной 42 п. н.; б – фрагменты, полученные с использованием праймеров F и innR (1), F и R (2) при 
ПЦР-анализе восьми сортов N. tabacum, по (Хафизова, Матвеева, 2020).
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было предложено реконструировать отдельные аллели 
изучаемых маркеров, особенно для перекрестно-опыляе­
мых видов (Chen et al., 2022). Для начала остановимся на 
методологии разделения аллелей.

Методы исследования
В научной литературе разделением аллелей или гаплоти­
пов (анг. allele phasing/haplotype phasing) называют по­
лучение последовательностей фрагментов ДНК, находя­
щихся на одной хромосоме среди пары гомологичных 
или, в случае полиплоидов, еще и среди гомеологичных 
хромосом. При этом об аллелях чаще говорят, имея в виду 
короткие фрагменты, тогда как про гаплотипы – если речь 
идет о более протяженных участках.

Разделение гаплотипов дает дополнительную инфор­
мацию по сравнению с информацией, полученной только 
на основании консенсусной последовательности генома. 
Точные последовательности гаплотипов используются 
в самых различных исследованиях, включая филогене­
тическую реконструкцию (Tiley et al., 2024) и изучение 
гибридов (Sun et al., 2020).

Существуют разные подходы для разделения гаплоти­
пов (Snyder et al., 2015). Так, можно провести физическое 
разделение фрагментов гомологичных хромосом с по­
мощью методов молекулярной биологии с дальнейшим 
секвенированием фрагментов по отдельности. Для этого 
можно использовать, например, бактериальное клониро­
вание. Другим подходом является разделение гаплотипов 
на основании данных генотипирования о частотах ну­
клеотидов в полиморфных позициях в популяции. В этом 
случае используют различные статистические методы 
(Browning S.R., Browning B.L., 2011). Однако наиболее 
активно развивается подход, использующий данные вы­
сокопроизводительного секвенирования. Внутри этого 
подхода можно выделить методы, основанные на сборке 
коротких прочтений или на картировании коротких про­
чтений на референсный геном (Zhang et al., 2020). Рас­
смотрим подробнее последний случай.

Если две полиморфные позиции находятся на одном 
секвенированном фрагменте ДНК (прочитанном с одно­
го или обоих коротких прочтений), то они принадлежат 
одному гаплотипу. Последовательность гаплотипа можно 
продолжать реконструировать, пока находятся фрагменты, 
соединяющие соседние полиморфные позиции. Соответ­
ственно, чем больше плотность полиморфных позиций, 
длиннее перекрытия между короткими прочтениями  и 
больше глубина прочтения, тем надежнее и длиннее по- 
следовательность гаплотипов, которую можно реконструи­
ровать. Эти параметры особенно важны при анализе по­
липлоидных геномов, где необходимо разделить более 
двух гаплотипов, некоторые из которых могут мало раз­
личаться на достаточно протяженных участках (Schrinner 
et al., 2020). 

Перечисленные выше показатели будут зависеть и от 
технологии секвенирования. Лучших результатов можно 
достичь с технологией Hi-Fi, которая позволяет получать 
длинные прочтения протяженностью несколько десятков 
тысяч пар нуклеотидов высокого качества с точностью 
прочтения более 99 % (Wenger et al., 2019). С помощью 
секвенирования Hi-Fi можно получать сборки протяжен­

ных участков гаплотипов, вплоть до длины всего генома 
(Tanaka et al., 2023). С использованием технологии Oxford 
Nanopore можно получать очень длинные прочтения, 
длиной до нескольких миллионов пар нуклеотидов, но с 
более низким качеством прочтения – точность около 90 % 
(Wang Y. et al., 2021). С помощью этих длинных прочтений 
при достаточной глубине секвенирования можно также 
успешно разделять на гаплотипы протяженные участки 
генома. Помимо длинных прочтений, для разделения 
гаплотипов можно использовать и короткие, получаемые 
с применением технологии Illumina. Однако такие фраг­
менты будут ограничены консервативными регионами, 
где перекрытия прочтений недостаточно для соединения 
соседних полиморфных позиций.

Одной из популярных программ для разделения гапло­
типов является WhatsHap (Martin et al., 2016). Она умеет 
работать с прочтениями от всех перечисленных методов 
секвенирования как для диплоидных, так и для полипло­
идных организмов. На вход программа требует последо­
вательность референсного генома, файл в формате bam с 
картированием прочтений на референсный геном и файл 
в формате vcf, содержащий информацию о полиморфных 
позициях, отличающих картированные прочтения от рефе­
ренса. Результатом разделения будет модифицированный 
vcf файл, содержащий информацию о принадлежности 
полиморфных позиций к гаплотипам. На основании этого  
файла можно получить информацию о длинах и коор­
динатах разделенных фрагментов (haplotype blocks), по­
следовательности гаплотипов в формате fasta, добавить в 
визуализацию картирования прочтений информацию об 
их принадлежности к гаплотипам и многое другое.

Разделять аллели можно и путем анализа результатов 
секвенирования по Сэнгеру. При секвенировании фраг­
ментов ДНК гетерозигот на хроматограммах в одной и 
той же позиции появляются два «пика», соответствующих 
определенным нуклеотидам (Carr et al., 2009; Dehairs et al., 
2016; Xie et al., 2019). Чтобы определить по этим данным 
последовательности аллелей изучаемого гена, полученные 
сиквенсы от каждого образца можно представить в виде 
вектора, каждая ячейка которого соответствует полиморф­
ной позиции в гене для изучаемого вида. Затем каждую 
ячейку заполняют по правилу: «11»  – если у данного 
образца в данной позиции наиболее распространенный 
нуклеотид; «00»  – если наименее распространенный 
нуклеотид; «10» – если в этой позиции в геноме объекта 
встречаются два разных нуклеотида (предполагаемая ге­
терозигота). Полученные таким образом вектора впослед­
ствии можно расписать по всевозможным комбинациям 
гетерозиготных позиций «10», оставив нетронутыми одно- 
значные позиции «11» и «00». Поскольку среди образцов 
имеются гомозиготы и образцы с одной ОНЗ, то их по­
следовательности формируют первичный пул аллелей, 
которые в дальнейшем могут быть обнаружены в осталь­
ных образцах. Каждая из этих аллелей в диплоиде должна 
соответствовать аллели с альтернативными значениями 
в полиморфных позициях, поэтому гомологичную пару 
можно найти для первичной аллели (Zhidkin et al., 2023). 
Перебирая таким образом возможные комбинации алле­
лей и выбирая те, чья частота встречаемости выше, можно 
определить генотипы образцов.
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Описанные выше подходы были использованы для изу­
чения внутри- и межвидовой изменчивости растений ро­
дов Camellia, Vaccinium, Arachis. Остановимся подробнее 
на этих примерах.

Полиморфизм клТ-ДНК у видов рода Camellia
Род Camellia L. принадлежит к семейству Theaceae и со­
держит несколько экономически и культурно значимых 
видов. Camellia sinensis (L.) Kuntze состоит из двух основ­
ных разновидностей: var. sinensis (обычно используется 
для производства зеленого чая) и var. assamica (в основном 
используется для производства черного чая). В работе 
(Chen et al., 2023) проанализировано 72 вида, относящихся 
к 12 из 14 секций рода Camellia, где описано не менее 
12 различных вставок клT-ДНК. Суммарно эти последо­
вательности занимают 374 kb и содержат 47 открытых 
рамок считываний. Обнаруженные гены можно разделить 
на четыре типа: к первому относятся 19 Plast генов, ко 
второму – 6 генов синтеза опинов, к третьему – 4 гена, 
кодирующих триптофан монооксигеназы, к четвертому – 
все остальные гены с неизвестными функциями. Белковые 
последовательности генов клT-ДНК обладают различным 
уровнем сходства с известными агробактериальными 
последовательностями. Средний уровень сходства равен 
73.8 % (стандартное отклонение 12.8 %), тогда как мини­
мальное и максимальное значения составляют 46 и 92 % 
соответственно. 

Любопытно, что некоторые гены, гомологичные най­
денным у камелий, были обнаружены также в нескольких 
видах грибов, причем как у аско-, так и у базидиомицетов. 
В 7 из 12 вставок присутствуют внутренние инвертиро­
ванные повторы, возникшие, вероятно, из-за встраивания 
одновременно нескольких копий Т-ДНК. Различия между 
повторами варьировали для разных фрагментов от 0.05 
до 10 %. Учитывая, что на момент встраивания повторы 
были идентичны, и используя универсальное значение 
частоты замен на позицию в год 6.5 × 10–9 (Gaut et al., 1996) 
и количество замен между повторами, можно рассчитать 
примерное время вставки фрагментов (Haubold, Wiehe, 
2001). Оно составляет от 0.04 до 7.5 млн лет назад (м. л. н.) 
(Chen et al., 2023).

Поскольку на разных этапах эволюции рода фрагменты 
встраивались в разные филогенетические линии, то они 
оказываются специфичными для современных таксонов 
различного уровня. Показано, что часть фрагментов была 
утеряна в определенных линиях и что самые молодые 
фрагменты еще не успели окончательно зафиксироваться 
в популяциях своих видов, присутствуя только в ряде 
особей. 

При известных последовательностях клT-ДНК их на­
личие/отсутствие в разных филогенетических линиях ис­
следуемого таксона тоже является удобным признаком, 
состояние которого можно легко оценить. Так, последо­
вательность дивергенции секций внутри рода, полученная 
на основании данных о наличии различных клT-ДНК, 
согласуется с филогенетическим деревом, построенным 
по результатам полноэкзомного секвенирования (Wu et al., 
2022). Различия между повторами также могут быть ис­
пользованы для уточнения относительного и абсолютного 
времени дивергенции.

У представителей секции Thea описана только одна 
разновидность клТ-ДНК, которая была использована для 
уточнения филогенетических отношений видов этой сек­
ции. Данная секция содержит одиннадцать видов (Min, 
Bartholomew, 2007), включая чайный куст C. sinensis (L.) 
O. Kuntze и дикие виды чая. C. sinensis далее подразде­
ляется на разновидности sinensis, assamica, pubilimba и 
dehungensis. Для девяти видов секции Thea рода Camellia 
была построена филогения на основании одной из вста­
вок, описанных выше (Chen et al., 2022). Вставка имеет 
длину 5.5 kb, включает три гена, acs-like, sus-like и фраг­
мент rolB-like, и имеет на концах инвертированные по­
вторы длиной 1 kb каждый. Анализ последовательностей 
показал, что гены acs-like и sus-like содержат стоп-кодоны, 
однако было отмечено, что у части видов они возникли 
независимо в разных позициях. Примерное время вставки 
фрагмента составляет 7.5 м. л. н., что примерно совпадает 
со временем возникновения секции Thea – 6.7 м. л. н. (Wu 
et al., 2022). Таким образом, данная вставка, от которой мы 
ожидаем, что она лишена возможных искажений, связан­
ных с неполной сортировкой аллелей (incomplete lineage 
sorting), является подходящим маркером для этой группы.

В процессе сборки фрагментов из коротких прочтений 
обнаружено, что многие образцы содержат два аллеля, 
при этом от 2 до 7 % позиций являются полиморфными. 
В результате разделения 142  образцов было получено 
225 аллелей, на основании которых построено филоге­
нетическое дерево (рис. 3). В большинстве случаев полу­
ченные клады не совпадали с границами видов, а у мно­
гих гетерозиготных образцов присутствовали аллели из 
разных отдаленных клад. Особенно заметно присутствие 
в части образцов аллелей из клад, удаленных на значитель­
ное эволюционное расстояние. Максимальное количество 
замен между аллелями из разных клад, встречающихся в 
одном образце, составило около 4 %. Скорее всего, такая 
дивергенция аллелей была бы невозможна в популяции 
одного вида, поэтому выдвинуто предположение, что 
эволюция аллелей из основных клад происходила в грани­
цах отдельных предковых видов секции Thea, после чего 
современные виды, с высоким разнообразием аллелей в 
популяциях, образовались в результате интрогрессивных 
скрещиваний. Если предположить, что количество ос­
новных клад совпадает с количеством предковых видов, 
то по топологии дерева можно оценить степень родства 
этих видов, по количеству замен между аллелями – время 
дивергенции, а по частоте аллелей – вклад в современные 
популяции. Так, например, можно выделить две основные 
пары филогенетически отдаленных клад, между которы­
ми происходила гибридизация. Соответственно, в резуль­
тате одних скрещиваний сформировался вид C. sinensis, 
причем от одного из предполагаемых предковых видов 
присутствует в два раза больше аллелей, чем от второго. 
Расстояние между аллелями в 2.5 % позволяет предпо­
ложить, что эти виды дивергировали 1.9 м. л. н. Тогда как 
в результате скрещиваний с равным участием внутри 
второй пары, дивергировавшей 2.9  м. л. н., возник вид 
C. tachangensis. 

Наша работа позволила поставить вопрос о пересмотре 
границ видов, интенсивности межвидовых скрещиваний 
и других особенностях эволюции видов секции.
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Полиморфизм клТ-ДНК у видов рода Vaccinium
Первым описанным в литературе природно-трансгенным 
видом из рода Vaccinium L. была клюква крупноплодная, 
V. macrocarpon Aiton (Matveeva, Otten, 2019). При помощи 
BLAST-алгоритма в полном геноме клюквы была найдена 
последовательность клТ-ДНК, представленная единич­
ной, интактной копией rolB/C-подобного гена. Данный ген 
относится к plast-генам, и кодируемая им аминокислот­
ная последовательность более схожа с Plast-белками та­
ких организмов, как Laccaria bicolor (Matre) Orton, Nyssa 
sinensis Oliver и Ensifer sp., чем с аналогичными после­
довательностями из геномов известных видов агробак­
терий. Это может говорить о происхождении указанных 
последовательностей в ходе различных актов трансфор­
мации одним и тем же неизвестным видом агробактерий 
(Matveeva, Otten, 2019). Вторым после клюквы крупно­
плодной видом Vaccinium, содержащим гомолог изучае­
мого гена, была голубика высокорослая, V. corymbosum 
(Matveeva, 2021). Позже нам удалось показать наличие 
rolB/C-подобного гена еще у 26 видов Vaccinium, а также 
у вида Agapetes serpens (Wight) Sleumer, относящегося к 
тому же семейству Вересковые – Ericaceae (Zhidkin et al., 
2023). Характерным является и общий сайт локализации 
обнаруженных последовательностей у видов Vaccinium и 
A. serpens. Такое широкое распространение трансгена по 
роду и общий сайт локализации указывают на трансфор­
мацию общего предка изучаемых видов. А значит, после­
довательность rolB/C-подобного гена можно использовать 
в качестве маркера для реконструкции филогенетических 
взаимоотношений между ними. Данная задача  весьма 
актуальна, поскольку филогения рода Vaccinium остается 
противоречивой (Becker et al., 2024).

У всех изученных видов rolB/C-подобный ген пред­
ставлен полноразмерной последовательностью. Исклю­
чение составила клюква обыкновенная V. oxycoccos L., у 

большинства образцов которой имелись крупные делеции 
различной длины в центральной части гена, но в то же 
время существовали и образцы с полноразмерной по­
следовательностью rolB/C-подобного гена. У остальных 
видов полиморфизм rolB/C-подобного гена представлен 
однонуклеотидными заменами и инделами, кратными 
трем, т. е. не нарушающими открытую рамку считывания. 
Паттерн таких нуклеотидных различий был видоспеци­
фичен.

Несмотря на то что такие представители рода, как 
клюква, голубика, черника и брусника, издавна использо­
вались человеком в пищу и в медицинских целях, селекция 
данных культур отсчитывается с начала XX в. (Wang H. et 
al., 2017; Vorsa, Zalapa, 2019; Sultana et al., 2020). Именно 
с началом селекционной работы связана разработка си­
стемы рода, первая из которых была предложена в 1945 г. 
(Camp, 1945). Представленная классическая система рода 
опиралась на различные морфологические признаки и 
делила род на секции. В дальнейшем система регуляр­
но дополнялась и изменялась, поскольку в роду распро­
странены межвидовая гибридизация и полиплоидизация 
(Camp, Gilly, 1943; Hancock et al., 2008). Эти особенности 
не позволяли однозначно определить филогенетические 
отношения между видами, что побудило с развитием мо­
лекулярной филогенетики применить для решения проб­
лем методы ДНК-штрихкодирования (Kron et al., 2002; 
Powell, Kron, 2003). Полученная по последовательностям 
ITS (internal transcribed spacer – внутренний транскриби­
руемый спейсер) и matK (maturase K – пластидный ген 
матуразы K) дендрограмма шла вразрез с традиционными 
представлениями о разделении рода на секции, а также 
указывала на полифилетичность рода Vaccinium. Однако 
использование классических филогенетических маркеров 
в кладистическом анализе для видов, в эволюции которых 
существенную роль играли процессы гибридизации и 

Рис. 3. Филогенетический анализ секции Thea с использованием клТ-ДНК: а – филогенетическое дерево 225 аллелей клТ-ДНК девяти видов 
рода Camellia секции Thea; б – линиями соединены аллели, находящиеся в одном образце C. sinensis.
Две основные клады на обоих рисунках обозначены латинскими буквами A и B. Цветовые обозначения видов: C. sinensis (включает C. sinensis var. sinensis, 
C. pubilimba, C. angustifolia) – голубой, C. sinensis var. assamica – фиолетовый, C. tachangensis – темно-желтый, C. crassicolumna – зеленый, C. gymnogyna – 
желтый, C. taliensis – розовый, C. leptophylla – темно-зеленый, C. kwangsiensis – оранжевый, C. ptilophylla – красный, C. fangchengensis – без цвета. Инделы 
обозначены цветными точками. Значения бутстрепа показаны цветом: зеленый – 85–100 %, желтый – 50–85 %, красный – менее 20 %. Рисунок создан на 
основе иллюстраций из (Chen et al., 2022), опубликованных под лицензией CC BY 4.0.
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полиплоидизации, может приводить к ошибкам (Soltis et 
al., 2008). В то же время данные, полученные с помощью 
SSR-маркеров (simple sequence repeats – микросателлит­
ная ДНК) (Zalapa et al., 2015; Schlautman et al., 2017), 
филогеномики (Diaz-Garcia et al., 2019; Kawash et al., 2022) 
и хемотаксономии (Leisner et al., 2017), имели меньше 
противоречий с классическими представлениями. Секве­
нирование геномов весьма трудоемко и дорогостояще, 
поэтому проводилось только на экономически значимых 
видах. rolB/C-подобный ген в качестве филогенетического 
маркера позволил вовлечь в работу больше видов.

У анализируемых видов внутривидовая изменчивость 
трансгена (в отличие от видов камелий секции Thea) 
оказалась ниже, чем межвидовая, а мозаичность неко­
торых клад могла быть объяснена актами гибридизации 
между видами, входящими в эти клады. Данные филоге­
нетического анализа демонстрировали объединение в от­
дельные клады представителей секций Oxycoccus, Vacci- 
nium, Myrtillus и Conchophyllum, тогда как виды из секции 
Cyanococcus не образовывали монофилетической груп­
пы, что может быть связано с ее полифилетичностью или 
событиями гибридизации в ходе создания сортов северо­
американских голубик. Остальные исследованные в ра­
боте виды являются единичными представителями сек­
ций Bracteata, Hemimyrtillus, Vitis-idaea, Oxycoccoides и 
Praestantia, поэтому для изучения этих секций требуется 
дополнительный материал. Учитывая простоту и дешевиз­
ну разработанного молекулярного маркера, новые виды 
могут быть легко включены в дополнительный анализ. 
Иными словами, филогения рода Vaccinium, определенная 
по последовательностям rolB/C-подобного гена, имеет 
большее сходство с классической системой рода, чем с 
построенной на основе маркеров ITS и matK. Результаты, 
схожие с полученными при использовании маркера на 
основе rolB/C-подобного гена, были получены и други­
ми авторами на основе NGS-подходов (next generation 
sequencing  – cеквенирование следующего поколения) 
(Diaz-Garcia et al., 2019; Kawash et al., 2022).

Полиморфизм клТ-ДНК у видов рода Arachis
Род Arachis L. насчитывает 80 видов и подразделяется на 
девять таксономических секций: Arachis (с геномами A, 
B, K), Erectoides (геном  E), Extranervosae (геном  EX), 
Procumbentes (геном PR), Caulorrhizae (геном C), Hete­
ranthae (геном H), Rhizomatosae (геном R), Trierectoides 
(геном TE) и Triseminatae (геном T) (Stalker, 2017). Совре­
менное понимание эволюционных связей представителей 
рода Arachis основано на морфологических, географиче­
ских, молекулярно-генетических и цитогенетических дан- 
ных, но до сих пор существует много дискуссионных во­
просов относительно структуры рода (Krapovickas, Gre­
gory, 2007; Koppolu et al., 2010; Stalker, 2017; Tian et al., 
2021). 

Изначально пГМО были обнаружены в пределах сек­
ции Arachis у тетраплоидного культурного арахиса (Ara­
chis hypogaea L.) и его предков: A. duranensis Krapov. & 
W.C. Greg. и A. ipaensis Krapov. & W.C. Greg., близкого к 
культурному арахису тетраплоидного вида A. monticola 
Krapov. & Rigoni (Matveeva, Otten, 2019) и диплоида A. ste­
nosperma Krapov. & W.C. Greg. (Matveeva, Otten, 2021). 

Арахис культурный и A. monticola содержат предковые 
геномы, известные как A и B. Геном A присутствует так­
же в A. duranensis и A. stenosperma, тогда как A. ipaensis 
содержит геном B (Matveeva, Otten, 2019, 2021). В даль­
нейшем список пГМО был расширен представителями 
секций Erectoides, Extranervosae, Procumbentes, Caulor­
rhizae и Heteranthae (Bogomaz et al., 2024). 

Всего сейчас известно 23 природно-трансгенных вида 
из этого рода. Велика вероятность того, что в ближайшее 
время перечень будет пополнен, поскольку изученные 
пГМО образуют монофилетическую группу, общий пре­
док которой был трансформирован до того, как изучаемые 
секции дивергировали. Во всех исследованных видах 
был обнаружен гомолог гена кукумопинсинтазы (cus). 
В дополнение к cus-подобному гену виды с геномом B 
содержали остатки гена mas2′, виды с геномом PR – остат­
ки гена mas1′, A. macedoi содержал остатки гена ags, а 
A. pusilla – остатки как генов mas2′, так и ags (Bogomaz 
et al., 2024). Все эти гены кодируют ферменты, относя­
щиеся к одному и тому же биосинтетическому пути. Они 
катализируют цепочку реакций, приводящих к синтезу 
агропина, и обнаруживаются сгруппированными вместе 
в одной и той же агробактериальной T-ДНК (Ellis et al., 
1984). Общий предок видов Arachis, вероятно, был транс­
формирован штаммом, содержащим все три гена, но в ка- 
кой-то момент эти гены перестали обеспечивать селектив­
ные преимущества своим хозяевам, накопили мутации и 
были утрачены, оставшись в виде отдельных фрагментов 
у представителей разных клад. 

Совершенно иная картина характерна для гомолога 
гена кукумопинсинтазы. Он сохранился интактным у 
большинства изученных видов. У культурного арахиса, 
являющегося тетраплоидом с геномами A и B, cus-подоб­
ный ген присутствует в обоих геномах, но в геноме А он 
интактный, а в геноме B – мутантный (Matveeva, Otten, 
2019). Более детальные исследования показали, что среди 
29 описанных аллелей гена из генома А только три со­
держали мутации, несовместимые с функцией (Bogomaz 
et al., 2024). Культурный арахис делится на два подвида: 
hypogaea и fastigiata (Krapovickas, Gregory, 2007; Bertioli 
et al., 2011). Наиболее распространенная аллель A cus-по­
добного гена обнаружена у представителей обоих подви­
дов, а также у A. duranensis, что подтверждает их близкое 
родство. Однако у вида A. monticola эта аллель пока не 
выявлена, а его прочие аллели были равномерно распреде­
лены по отдельным субкладам внутри клады, содержащей 
аллели А генома культурного арахиса и родственных ему 
видов (Bogomaz et al., 2024), подтверждая тесное родство 
A. monticola и A. hypogaea, описанное и другими авторами 
(Tian et al., 2021). На основе данных, полученных с ис­
пользованием cus-подобного гена как филогенетического 
маркера, нельзя исключать, что генетический материал 
A.  paraguariensis Chodat & Hassl. был вовлечен в фор­
мирование по крайней мере некоторых разновидностей 
A. hypogaea. Данные других ученых подтверждают тес­
ную связь между A. paraguariensis и A. duranensis (пред­
ковый вид культурного арахиса) (Moretzsohn et al., 2013).

Вместе с тем филогенетические исследования арахи­
са на основе cus-подобного гена показали, что наиболее 
четкая клада на филогенетическом древе представлена 
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мутантными аллелями из генома B. Эти последователь­
ности быстрее дивергируют и являются более удобным 
материалом для изучения филогении, чем те, в отношении 
которых действует стабилизирующий отбор. 

Таким образом, на примере рода Arachis были проде­
монстрированы некоторые ограничения использования 
клТ-ДНК в филогенетических исследованиях.

Филогенетические связи  
генов Т-ДНК агробактерий и пГМО
В предыдущих разделах мы рассмотрели вопросы, свя­
занные с изучением филогении растений с применением 
Т-ДНК как молекулярного маркера. Однако подобный 
маркер может быть использован и для прослеживания 
родства между клТ-ДНК пГМО и Т-ДНК ныне известных 
штаммов агробактерий (Suzuki et al., 2002; Matveeva, 
Otten, 2021). В одной из работ нашей группы (Matveeva, 
Otten, 2021) были построены филогенетические деревья 
на основе отдельных генов синтеза опинов из всех извест­
ных к 2021 г. пГМО, а также охарактеризованных на тот 
момент штаммов ризобий. В результате было показано, 
что у параспонии Parasponia andersonii Planch. клТ-ДНК, 
содержащие гомологи гена susL, получены от различных 
штаммов агробактерий на разных этапах эволюции. Ана­
логичная картина была характерна для хурмы Diospyros 
lotus L. В то же время клТ-ДНК, содержащие гомологи 
микимопинсинтазы, скорее всего, были получены разны­
ми видами табака Nicotiana L. и льнянками Linaria Mill. от 
одного или очень близкородственных штаммов (Matveeva, 
Otten, 2021). Эти наблюдения позволяют лучше понять 
биоразнообразие агробактерий и подойти ближе к понима­
нию механизмов их хозяйской специфичности (Anderson, 
Moore, 1979), которая часто обусловлена особенностями 
структуры и функционирования vir-генов, наследуемых 
сцепленно с Т-ДНК в составе Ti(Ri)-плазмид. Изучение 
вопросов хозяйской специфичности важно для оптимиза­
ции протоколов генетической трансформации растений.

Заключение
Таким образом, клТ-ДНК помогают уточнить многие 
спорные моменты в филогенетических исследованиях. 
Вставки различных Т-ДНК маркируют эволюционные 
события, указывая нам на группы видов, имеющих общего 
предка. Инвертированные повторы могут дать информа­
цию о возрасте этого предка и выстроить порядок попа­
дания независимых Т-ДНК в геномы растений. Изучение 
тонкого полиморфизма клТ-ДНК с учетом аллельных 
состояний маркера позволяет отслеживать микроэволю­
ционные события, последствия актов гибридизации при 
незавершенном видообразовании. К настоящему времени 
молекулярные маркеры на основе клТ-ДНК были успешно 
использованы при изучении родов Nicotiana, Camellia, 
Vaccinium и Arachis. В случае рода Nicotiana с помощью 
клТ-ДНК удалось маркировать и датировать основные 
этапы эволюции в пределах секции Tomentisae. У Camellia 
главным итогом использования маркера была четкая де­
монстрация незавершенного видообразования в пределах 
секции Thea, у представителей рода Vaccinium маркер 
позволил подтвердить некоторые классические представ­
ления о системе рода, которые шли вразрез с данными 

на основе ITS, но согласовывались с данными NGS на 
небольшой выборке видов. У арахиса изучение клТ-ДНК 
позволило четко продемонстрировать различные эволю­
ционные судьбы трансгенов в случае стабилизирующего 
отбора и без него, а также наметить некоторые недостатки 
разрешающей способности маркера, находящегося под 
сильным давлением стабилизирующего отбора.
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