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На обложке:

К 135-летию со дня рождения Н.И. Вавилова. Фотографии из альбомов «Абиссиния» 
и «Эритрея» (приведены в сетевом издании «Письма в Вавиловский журнал генетики 
и селекции». 2022. Т. 8, № 1–3, https://pismavavilov.ru/)

Онлайн-симпозиум «Клеточные технологии для решения актуальных задач 
биологии и медицины» 18 октября 2022 года Академгородок, Новосибирск, Россия

Глубокоуважаемые коллеги!

Приглашаем вас к участию в онлайн-симпозиуме «Клеточные технологии 
для решения актуальных задач биологии и медицины», который пройдет в 
рамках сотрудничества ИЦиГ СО РАН, Фонда научно-технологического развития  
ХМАО – Югры и Сургутского государственного университета 18 октября 2022 года.

В настоящее время успехи развития клеточных технологий выводят на новый уровень 
подходы для решения актуальных задач биологии и медицины. Современные 
работы в области моделирования и исследования молекулярно-генетических 
основ заболеваний, совершенствование клеточных моделей, разработка методов 
их безопасного использования требуют внимательного осмысления, анализа и 
обсуждения.

Предстоящий симпозиум станет площадкой для консолидированного взаимодействия 
ведущих исследователей, врачей, а также молодых ученых, аспирантов, студентов 
биологических и медицинских специальностей.

Будем рады видеть вас на симпозиуме!

Информационный сайт симпозиума: https://conf.icgbio.ru/crispr2022/
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Зависимость содержания крахмала и редуцирующих сахаров  
от уровня экспрессии генов β-амилаз StBAM1 и StBAM9  
и ингибитора амилаз StAI при длительном 
низкотемпературном хранении клубней картофеля
А.В. Кулакова, Г.И. Ефремов  , А.В. Щенникова, Е.З. Кочиева

Институт биоинженерии, Федеральный исследовательский центр «Фундаментальные основы биотехнологии» Российской академии наук,  
Москва, Россия 

  gleb_efremov@mail.ru

Аннотация. Картофель (Solanum tuberosum L.) – первая по важности незерновая крахмалоносная культура 
с уровнем потенциальной урожайности 38–48 т/га и содержанием крахмала 13.2–18.7 %. Клубни картофеля 
хранятся при низкой температуре (2–4 °С), что обеспечивает состояние физиологического покоя. Недостатком 
такого хранения являются распад крахмала и, как следствие, накопление редуцирующих сахаров (холодовое 
осахаривание), в том числе за счет роста активности β-амилаз, гидролизующих крахмал до мальтозы. В настоя
щем исследовании проведен сравнительный анализ динамики экспрессии генов β-амилаз (StBAM1, StBAM9) 
и ингибитора амилаз (StAI), а также содержания крахмала и редуцирующих сахаров в процессе длительного 
низкотемпературного хранения (сентябрь, февраль, апрель) клубней пяти сортов картофеля (Надежда, Барин, 
Красавчик, Утро и Северное сияние). Гены β-амилаз – StBAM9 и один из двух гомологов StBAM1 (с наибольшей 
степенью гомологии с AtBAM1) – выбраны на основе данных филогенетического анализа. Оценка экспрессии 
этих генов, а также гена ингибитора амилаз показала тенденцию к снижению уровня транскрипции для всех 
анализируемых сортов. Обнаружено, что содержание крахмала в процессе хранения клубней также существен-
но падает. В то же время количество редуцирующих сахаров увеличивается в период сентябрь–апрель, тогда 
как в период февраль–апрель их содержание не меняется (Красавчик), снижается (Барин, Северное сияние) 
или продолжает расти (Утро, Надежда). Можно предположить, что активность генов StBAM1 и StBAM9 корре-
лирует с количеством крахмала (положительно) и моносахаридов (отрицательно). А уровень экспрессии StAI, 
в свою очередь, находится в прямой зависимости от уровня экспрессии StBAM1. При этом зависимость между 
степенью предрасположенности сорта к холодовому осахариванию и профилем экспрессии генов StBAM1, 
StBAM9 и StAI отсутствует. 
Ключевые слова: Solanum tuberosum; сорта картофеля; хранение клубней; катаболизм крахмала; экспрессия 
гена; β-амилаза. 
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Abstract. Solanum tuberosum L. is the most important non-grain starch crop with a potential yield of 38–48 t/ha 
and a starch content of 13.2–18.7 %. Potato tubers are stored at a low temperature (2–4 °C) in a state of physiologi-
cal dormancy. A disadvantage of this type of storage is the degradation of starch and the accumulation of reducing 
sugars (cold-induced sweetening), including due to an increase in the activity of β-amylases that hydrolyze starch to 
maltose. In this study, a comparative analysis of the β-amylase (StBAM1, StBAM9) and amylase inhibitor (StAI ) gene 
expression, as well as starch and reducing sugar content in tubers during long-term low-temperature storage (Sep-
tember, February, April) was performed using potato cultivars Nadezhda, Barin, Krasavchik, Severnoe siyanie and 
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Введение
Крахмал представляет собой гомополисахарид глюкозы и 
входит в число трех основных природных полисахаридов. 
В отличие от структурных биополимеров целлюлозы и 
хитина, крахмал является основным запасным углеводом 
и содержится в больших количествах в пластидах гетеро-
трофных органов растений: клубней и корней (клубне- и 
корнеплодные), зерен (злаковые и бобовые), зрелых и/ или 
незрелых плодов (Benkeblia et al., 2008; Bello-Perez et al., 
2020).

Наличие крахмала в клубнях картофеля (Solanum tu­
berosum L.) – четвертой (после зерновых) по значимости 
культуры в мире, определяет ее универсальное использо-
вание как продовольственной, кормовой и технической 
культуры. Несмотря на то что возделываемые злаки также 
имеют высокое содержание этого полисахарида в зернах, 
преимущество использования картофельного крахмала 
обеспечивается его физико-химическими свойствами 
(структура гранул, физико-химические свойства, соотно-
шение полисахаридов амилозы и амилопектина, степень 
полимеризации молекул и др.). Сорта картофеля разли-
чаются количеством крахмала в клубнях, однако в пищу 
употребляются сорта практически с любым содержанием 
крахмала и характеристиками, от которых зависят выбор 
способа приготовления, а также усвояемость и гликеми-
ческий ответ (Bello-Perez et al., 2020). 

Содержание крахмала в клубнях определяется в первую 
очередь генетической составляющей, а именно активно-
стью более 70 генов, включая гены ключевых ферментов 
биосинтеза (крахмалсинтаза и др.) и распада (крахмалфос-
форилаза, аденилаткиназа, амилаза и др.) (Van Harsselaar 
et al., 2017). На количество полисахарида также влияет 
послеуборочное хранение клубней в картофелехранилище 
при пониженных положительных температурах (2–4 °С). 
Таким образом, поддерживается состояние физиологиче-
ского покоя, замедляется прорастание, высыхание и раз-
витие инфекций. При этом к концу срока хранения (ближе 
к сезону посадки) происходит распад части крахмала с 
образованием глюкозы, необходимой для стимулирования 
роста побегов (Benkeblia et al., 2008). Однако для ряда сор
тов характерно так называемое холодовое осахаривание 
(CIS) – значительное увеличение содержания редуцирую
щих сахаров в ответ на низкие температуры (Fischer et 
al., 2013), что приводит к ухудшению питательных и дие- 
тических качеств, в частности за счет образования акрил

Utro. The β-amylase genes, StBAM9 and one of the two StBAM1 homologs (with the highest degree of homology with 
AtBAM1), were selected based on phylogenetic analysis data. Evaluation of the expression of these genes and the 
amylase inhibitor gene showed a tendency to decrease in transcription for all analyzed cultivars. The starch content 
also significantly decreased during tuber storage. The amount of reducing sugars increased in the September–April 
period, while in February–April, their content did not change (Krasavchik), decreased (Barin, Severnoe siyanie) or 
continued to grow (Utro, Nadezhda). It can be assumed that the gene activity of StBAM1 and StBAM9 correlates with 
the amount of starch (positively) and monosaccharides (negatively). The level of StAI expression, in turn, may be di-
rectly dependent on the level of StBAM1 expression. At the same time, there is no relationship between the degree of 
cultivar predisposition to cold-induced sweetening and the expression profile of the StBAM1, StBAM9, and StAI genes. 
Key words: Solanum tuberosum; potato cultivars; tuber storage; starch catabolism; gene expression; β-amylase.
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амида при жарке (Sonnewald S., Sonnewald U., 2014; Hou 
et al., 2019; Tai et al., 2020). Вместе с тем существуют 
CIS-устойчивые сорта, которые используются для произ
водства картофеля «фри». 

Катаболизм крахмала важен как для роста растения, 
так и с точки зрения потребительских свойств. Степень 
подверженности крахмала к деградации зависит от со-
става и структуры гранул, обуславливает усвояемость 
крахмала и гликемический ответ (Bello-Perez et al., 2020). 
Под действием α-глюканов водной дикиназы (GWD; 
EC 2.7.9.4) и фосфоглюканов водной дикиназы (PWD; 
EC 2.7.9.5) крахмал разлагается на разветвленные и ли-
нейные глюканы (Fettke et al., 2007; Shoaib et al., 2021). 
Разложение до олигосахаридов и молекул мальтозы ка
тализируется фосфоролитическими (фосфорилазы крах
мала, EC 2.4.1.1) и гидролитическими (α-амилазы, или 
1,4-α-D-глюкан-глюканогидролазы, AMY, EC 3.2.1.1; 
β-амилазы, или 1,4-α-D-глюкан-мальтогидролазы, BAM 
или Bmy, EC 3.2.1.2) ферментами (Solomos, Mattoo, 2005; 
Zeeman et al., 2007; Shoaib et al., 2021). AMY гидролизует 
эндо-α-1,4-гликозидные связи, образуя олигосахариды 
различной длины, тогда как BAM отщепляет вторую с 
конца α-1,4-гликозидную связь, высвобождая дисахариды 
(Zeeman et al., 2007; Shoaib et al., 2021). Выход молекул 
глюкозы происходит под экзодействием α-глюкозидаз 
(1,4-α-d-гликан-глюкогидролаза, EC 3.2.1.20), которые раз-
рывают крайние α-1,4- и α-1,6-гликозидные связи (Taylor 
et al., 2000). Пониженная активность как α-амилаз, так и 
α-глюкозидаз существенно снижает скорость гидролиза 
крахмала, что является позитивным эффектом как для 
предотвращения холодового осахаривания клубней при 
хранении, так и для повышения диетической ценности 
картофеля (Riyaphan et al., 2018). 

Согласно исследованиям β-амилаз у различных видов 
растений, данные гидролазы также высоко значимы для 
гидролиза крахмала. У модельного вида Arabidopsis tha­
liana L. охарактеризовано семейство β-амилаз, состоящее 
из девяти ферментов с разной локализацией и функцио-
нальной нагрузкой (Monroe, Storm, 2018). Филогенети-
ческий анализ аминокислотных последовательностей 
β-амилаз 136 различных видов водорослей и наземных 
растений показал, что современные покрытосеменные 
содержат восемь клад β-амилаз, а также кладу неактивных 
ферментов BAM10, отсутствующую у Arabidopsis (Thal
mann et al., 2019). При этом гомологи BAM4 Arabidopsis 
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отсутствуют у многих крахмалистых сельскохозяйствен-
ных культур, что предполагает видоспецифичное регу-
лирование расщепления крахмала (Thalmann et al., 2019). 

Функциональная активность отдельных ферментов се-
мейства BAM выясняли с помощью различных подходов 
и методов. Так, продемонстрирована важность уровня 
экспрессии генов специфичной для эндосперма β-амилазы 
(Bmy1) и конститутивной Bmy2 во время развития зерна 
ячменя для определения качества соложения (Vinje et 
al., 2019). Показана значимая роль гена PbrBAM3 (груша 
березоволистная Pyrus betulaefolia Bunge) в устойчивости 
растения к холоду за счет повышения уровня растворимых 
сахаров (Zhao et al., 2019). Больше всего работ (в основ-
ном 1990-х годов) опубликовано по β-амилазам батата 
(Ipomoea batatas (L.) Lam.), результаты которых свиде-
тельствуют о важности этого фермента для модуляции 
свойств крахмала сладкого картофеля с целью повышения 
потребительских качеств (Guo et al., 2019). 

Несмотря на показанное на примере других растений 
участие β-амилаз в распаде крахмала, в случае картофе
ля работы по их изучению немногочисленны. Показано, 
что данные ферменты способны без остатка гидролизо-
вать до мальтозы амилозу клубней картофеля (Hopkins et 
al., 1948). Активность β-амилаз значительно растет при 
снижении температуры хранения клубней с 20 до 3–5 °C 
(Nielsen et al., 1997), а также при прорастании клубней, 
вышедших из состояния физиологического покоя (Vajra
vijayan et al., 2018). Транскриптомный и протеомный 
анализы клубней картофеля, хранящихся при 15, 4 и 0 °С, 
подтвердили, что регуляция накопления редуцирующих 
сахаров положительно связана с экспрессией β-амилаз 
(Lin et al., 2019). 

С накоплением редуцирующих сахаров в клубнях, 
хранящихся при низких температурах, положительно 
коррелирует уровень генной экспрессии StBAM1 и StBAM9 
(Zhang et al., 2014a). Фермент StBAM1 может быть инакти-
вирован при взаимодействии с ингибитором амилаз SbAI 
(Zhang et al., 2014b), а также путем убиквитинирования 
и деградации StBAM1, запускаемых транскрипционным 
фактором SbRFP1 (Zhang et al., 2019).

В связи с этим целью настоящей работы были изучение 
динамики экспрессии генов β-амилаз StBAM1, StBAM9 и 
ингибитора амилаз StAI и оценка изменения содержания 
крахмала и редуцирующих сахаров в клубнях пяти сортов 
картофеля (Надежда, Барин, Красавчик, Утро, Северное 
сияние) в условиях длительного низкотемпературного 
хранения. Выбор сортов был обусловлен различиями по 
количеству крахмала в клубнях. 

Материалы и методы
В работе задействовали клубни пяти сортов картофеля 
(Надежда, Барин, Красавчик, Утро, Северное сияние), 
различающихся, по данным оригинаторов (https://reestr.
gossortrf.ru/), содержанием крахмала в клубнях и назначе-
нием (табл. 1). Растения выращивали в 2021 г. в полевых 
условиях Всероссийского научно-исследовательского 
института картофельного хозяйства им. А.Г. Лорха (Мос
ковская область, Россия). В конце августа по два растения 
каждого сорта переносили в условия экспериментальной 
установки искусственного климата (Институт биоинжене-

рии, Федеральный исследовательский центр «Фундамен-
тальные основы биотехнологии» Российской академии 
наук). В сентябре отделяли клубни, гомогенизировали и 
использовали (вместе кожура и мякоть) для последующего 
анализа экспрессии генов β-амилаз (StBAM1 и StBAM9) 
и ингибитора амилаз (StAI), а также для определения со-
держания крахмала и редуцирующих сахаров (глюкоза 
и фруктоза).

Суммарную РНК выделяли из 50–100 мг ткани клубней 
(RNeasy Plant Mini Kit, QIAGEN, Германия), дополни-
тельно очищали от примесей ДНК (RNase free DNasy 
set, QIAGEN, Германия) и применяли для синтеза кДНК 
(GoScript™ Reverse Transcription System, Promega, США), 
согласно протоколам производителей. Качество РНК про-
веряли методом электрофореза в 1.5 % агарозном геле. 
Концентрацию РНК и кДНК определяли на флуориметре 
Qubit 4 (Thermo Fisher Scientific, США) с помощью соот-
ветствующих реактивов (Qubit RNA HS Assay Kit и Qubit 
DS DNA HS Assay Kit (Invitrogen, США). 

Анализ экспрессии генов StBAM1, StBAM9 и StAI в клуб-
нях картофеля осуществляли методом ПЦР в реальном 
времени (РВ-ПЦР) с нормализацией данных по референс-
ным генам elongation factor 1-alpha (elf1; LOC102600998) 
и SEC3A (LOC102599118) (Lopez-Pardo et al., 2013; Tang et 
al., 2017) (табл. 2). Для РВ-ПЦР использовали 3 нг кДНК-
матрицы, кДНК-специфичные праймеры (см. табл.  2), 

Таблица 1. Сорта картофеля, использованные в работе

Сорт Код сорта* Содержание 
крахмала*, %

Назначение*

Надежда 9463920 13.9–17.9 Картофель «фри»

Красавчик 9553926 12.4–17.8

Северное 
сияние

8558886 14.7–15.7

Барин 8854151 13.4–14.6 Столовый 

Утро 9253216 15.0–18.0

* Согласно https://reestr.gossortrf.ru/.

Таблица 2. Праймеры, использованные для РВ-ПЦР

Ген Праймер Последовательность (5′→3′)

StBAM13 Forw/Rev CCGGGAGAGTATAATTGGGG
ACAACCCACCTTGGAAGAGG

StBAM93 Forw/Rev GATGGAAAGACTCCGGTTCAAG
ATGGATTGTGATGAGAAGGATAGC

StAI1 Forw/Rev TTGTAACATGGCTCGCGTTC
TGTTGGTGAAGCACTTGGAG

ef12 Forw/Rev ATTGGAAACGGATATGCTCCA
TCCTTACCTGAACGCCTGTCA

SEC3A2 Forw/Rev GCTTGCACACGCCATATCAAT
TGGATTTTACCACCTTC-CGCA

1 Dyachenko et al., 2021; 2 Lopez-Pardo et al., 2013; Tang et al., 2017;  
3 праймеры для анализа экспрессии разработаны в настоящем иссле
довании.
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набор «Реакционная смесь для проведения РВ-ПЦР в при-
сутствии SYBR GreenI и ROX» (ООО «Синтол», Россия) 
и термоциклер CFX96 Real-Time PCR Detection System 
(Bio-Rad Laboratories, США). Реакции проводили в двух 
биологических и трех технических повторах в следующих 
условиях: 5 мин при 95 °С, 40 циклов (15 с при 95 °С; 
50 с при 62 °С).

Последовательности генов β-амилаз S. tuberosum (BAM1, 
gene ID 102598794; BAM1, 102584887; BAM8, 102598339; 
PCT-BMY1, 102577806; BAM3, 102594291; BAM-like, 
102584563; BAM7, 102593066; BAM9, 102590483) и модель-
ного вида A. thaliana (BAM1, 821975; BAM2, At2g45880, 
827959; BMY2 (BAM8), 834566; CT-BMY (BAM3), 
827419; BAM4, AT5G55700, 835664; BAM5, 827185;  
BAM6, 817789; BAM7, AT2G45880, 819196; BAM9 (BMY3), 
At5g18670, 831985) извлекали из базы данных NCBI 
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov). Филогению последователь-
ностей кодируемых ими белков оценивали для определе-
ния гомологов β-амилаз Arabidopsis, наиболее значимых 
в процессе деградации крахмала, у S. tuberosum. Анализ 
проводили с помощью MEGA7 (https://www.megasoft 
ware.net/) методом максимального правдоподобия (maxi-
mum likelihood), основанным на модели JTT; бутстрэп – 
1000 реплик. Используя последовательности транскрип-
тов генов β-амилаз S. tuberosum, разрабатывали праймеры 
для анализа экспрессии StBAM1 (gene ID 102584887) и 
StBAM9 (gene ID 102590483) (см. табл. 2) таким образом, 
чтобы прямой и обратный праймеры были разделены как 
минимум одним интроном. Специфичность праймеров к 
соответствующему гену проверяли посредством сравни-
тельного выравнивания их последовательностей с транс-
криптами S. tuberosum в программе NCBI-primer-blast 
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/). 

Содержание крахмала (мг/г свежей ткани) определяли с 
помощью спектрофотометра Eppendorf  BioSpectrometer® 
basic (Eppendorf, Германия; λ = 340 нм) и ферментного 
теста Starch (Boehringer Mannheim/R-Biopharm AG, Швей
цария) с некоторыми модификациями протокола произ-
водителя. 

Материал клубней (вместе мякоть и кожура, ~ 0.02 г; 
количество определяли, основываясь на известных дан-
ных о среднем содержании крахмала в клубнях картофеля 
(13–20 %) и требованиях теста по количеству крахмала в 
пробе) гомогенизировали, суспендировали в 1 мл диме-
тилсульфоксида, добавляли 0.25 мл концентрированной 
соляной кислоты и инкубировали при 60 °С в течение 
60 мин при постоянном встряхивании. Затем охлаждали 
до 25 °С, добавляли 2.5 мл воды (milliQ), перемешивали 
и доводили pH до 4.5 с использованием 2Н гидроксида 
натрия. Суспензию отстаивали или фильтровали через 
Miracloth (Merck, США). Аликвоту надосадочной жидко-
сти разводили в 5, 10, 20 и 100 раз; 0.05 мл получившегося 
раствора применяли для ферментного теста и последую
щей спектрофотометрии. В расчет брали значения, соот-
ветствующие ΔA = 0.115 ± 0.035 (по рекомендациям произ-
водителя теста). Анализ выполняли в двух биологических 
и трех технических повторах.

Содержание редуцирующих сахаров (глюкозы и фрук
тозы) (мг/г свежей ткани) измеряли с помощью высоко
эффективной жидкостной хроматографии (ВЭЖХ)  по

средством хроматографа Varian ProStar (Varian Inc., США), 
дифференциального рефрактометрического детектора 
102  M для хроматографа (модель Стайер, ЗАО СКБ 
«Хроматэк», Россия) и колонки Agilent Pursuit 200Å PFP 
(4.6 × 150 mm, 5 µm HPLC Column, A3050150X046, Agilent, 
США). Для этого 1 г материала клубней (вместе мякоть 
и кожура) растирали в жидком азоте, суспендировали в 
10 мл 80 % этанола и центрифугировали при 16 000 g в 
течение 15 мин. Супернатант использовали для ВЭЖХ 
анализа. Изократическое элюирование выполняли со 
смесью ацетонитрил : вода (75 : 25 v/v) в качестве подвиж-
ной фазы; скорость потока – 1.5 мл/мин, температура – 
30  °С. Анализ проводили в двух биологических и трех 
технических повторах.

Для статистической обработки результатов РВ-ПЦР и 
анализа содержания крахмала и сахаров применяли про-
грамму GraphPad Prism v. 8 (GraphPad Software Inc., США; 
https://www.graphpad.com/scientific-software/prism/). Дан-
ные выражали как среднее значение (M) со стандартным 
отклонением (± SD) на основе двух биологических и трех 
технических повторов для каждого варианта измерения. 
Для оценки различий в экспрессии генов и содержании 
углеводов использовали t-критерий Уэлча (unequal vari-
ance, Welch’s t-test) ( р < 0.05 указывает на статистическую 
значимость различий).

Результаты
Исследование сфокусировано на характеристике экспрес-
сии трех генов, StBAM1, StBAM9 и StAI. Ген ингибитора 
амилаз (StAI, gene ID 102591697) присутствует в геноме 
картофеля в одной копии (Zhang et al., 2014b; Dyachenko 
et al., 2021), тогда как семейство β-амилаз состоит из не-
скольких членов (Van Harsselaar et al., 2017). С помощью 
анализа базы данных NCBI и сопутствующих литера-
турных данных были экстрагированы доступные после-
довательности генов β-амилаз S. tuberosum и A. thaliana. 
Аминокислотные последовательности кодируемых ими 
ферментов были использованы для сравнительного струк-
турно-филогенетического анализа, в результате которого 
последовательности β-амилаз S. tuberosum классифици-
ровали по гомологии с белками A. thaliana, образующими 
девять клад (AtBAM1–AtBAM9) (рис. 1). 

Для семи клад β-амилаз A. thaliana (исключение 
AtBAM2 и AtBAM4) были обнаружены гомологи из S. tu­
berosum. В том числе в геноме картофеля идентифици-
рованы два гомолога StBAM1 и один гомолог StBAM9 
(gene ID 102590483). На основе полученной дендрограм
мы из двух β-амилаз клады BAM1 для работы была выбра-
на StBAM1 (gene ID 102584887) с наибольшей степенью 
гомологии с AtBAM1 (см. рис. 1). Для отобранных генов  
StBAM1 (gene ID 102584887) и StBAM9 (gene ID 102590483) 
были разработаны праймеры, которые использовали для 
изучения их экспрессии.

Клубни пяти сортов картофеля, Надежда, Красавчик, 
Северное сияние, Барин, Утро (см. табл. 1), собраны в 
сентябре и заложены на хранение в картофелехранилище 
при температуре 3 °С. Ткани клубней отобраны на анализ 
(экспрессионный и биохимический) в сентябре (свежий 
урожай), феврале (5–6 мес. хранения) и апреле (8 мес. 
хранения). 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov
https://www.megasoftware.net/
https://www.megasoftware.net/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/
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С целью прояснить профиль активности StBAM1 и 
StBAM9, а также ингибитора амилаз StAI, которые коди-
руют ключевые ферменты деградации крахмала (Zhang 
et al., 2014a, b), проведен анализ экспрессии этих генов 
в клубнях в динамике низкотемпературного хранения 
(3 °С; сентябрь, февраль, апрель) (рис. 2). Показано, что 
экспрессия гена StBAM1 значительно снижается в апреле 
по сравнению с сентябрем (наиболее выраженно у сортов 
Красавчик и Утро). При этом различия между февраль-
ским и апрельским значениями не столь существенны: 
уровень экспрессии гена продолжает незначительно сни
жаться или не меняется (см. рис. 2).

Экспрессия гена StBAM9 также значительно снижается 
в феврале по сравнению с сентябрем, но не так резко, как 
экспрессия StBAM1. Исключение составляет сорт Красав-
чик, где уровень транскрипции не меняется. В апреле, по 
сравнению с февралем, экспрессия StBAM9 немного вы-
растает (Надежда), не меняется (Утро, Барин, Северное 
сияние) или падает (Красавчик) (см. рис. 2).

Сходная динамика наблюдается и для гена ингибитора 
амилаз StAI. Его экспрессия резко падает в апреле, по срав-
нению с сентябрем, в клубнях сортов Северное сияние, 
Барин и Утро. В клубнях сортов Надежда и Красавчик 
уровень транскрипции StAI снижается плавно. В апреле, 
по сравнению с февралем, экспрессия StAI слегка вырас-

тает (Утро), не меняется (Надежда, Красавчик и Барин) 
или резко падает (Северное сияние) (см. рис. 2). 

Таким образом, прослеживается похожая тенденция 
к снижению уровня экспрессии для всех трех анализи-
руемых генов по мере хранения клубней картофеля при 
низких температурах.

Для определения возможных корреляций уровней 
экспрессии генов β-амилаз и ингибитора амилаз с содер
жанием крахмала и редуцирующих сахаров в тех же тка
нях клубней проведен биохимический анализ профиля 
содержания крахмала, глюкозы и фруктозы в динамике 
холодового хранения (сентябрь, февраль, апрель) (рис. 3).

Как и ожидалось, в сравнении с сентябрем, в апреле 
содержание крахмала существенно снижается в клубнях 
всех сортов (см. рис. 3). В то же время содержание ре-
дуцирующих сахаров в феврале и апреле существенно 
больше, чем в сентябре, для всех сортов. В сравнении 
с февралем в апреле в клубнях сортов Утро, Надежда и 
Красавчик содержание глюкозы и фруктозы продолжает 
расти, тогда как у сортов Барин и Северное сияние – резко 
падает (см. рис. 3). При этом в феврале клубни сорта Барин 
отличаются самым высоким содержанием фруктозы и 
глюкозы – в 1.5–3.0 и 1.5–4.0 раза выше, чем у остальных 
сортов. Самые низкие показатели – в клубнях сорта На-
дежда. В апреле существенных межсортовых различий не 

LOC102577806 PCT-BMYI

LOC102594291 beta-amylase3

AtCT-BMI 827419

LOC102598794 beta-amylase1

LOC102584887 beta-amylase1

AtBAM1 821975

LOC102590483 beta-amylase9

AtBAM9 831985

AtBAM4.2 835664

AtBAM4.1 835664

AtBAM2 827959

LOC102593066 beta-amylase7.2

LOC102593066 beta-amylase7.3

LOC102593066 beta-amylase7.1

AtBAM7 819196

LOC102598339 beta-amylase8

AtBAM2.1 834566

AtBAM2.2 834566

AtBAM2.3 834566

LOC102584563 beta-amylase-like

AtBAM6 817789

AtBAM5.4 827185

AtBAM5.1 827185

AtBAM5.2 827185

AtBAM5.3 827185

93
97

99

88
82

82

75

77

81

61

100

BAM3

BAM1

BAM9

BAM4

BAM2

BAM7

BAM8

BAM6

BAM5

100

100

100

100
100

100

100

100

Рис. 1. Неукорененная консенсусная дендрограмма на основе выравнивания 25 аминокислотных последовательно
стей β-амилаз S. tuberosum (BAM1, gene ID 102598794; BAM1, 102584887; BAM8, 102598339; PCT-BMY1, 102577806; BAM3, 
102594291; BAM-like, 102584563; BAM7, 102593066; BAM9, 102590483, включая изоформы) и модельного вида A. thaliana 
(BAM1, 821975; At2g45880 BAM2, 827959; BMY2 (BAM8), 834566; CT-BMY (BAM3), 827419; AT5G55700 BAM4, 835664; BAM5, 
827185; BAM6, 817789; AT2G45880 BAM7, 819196; At5g18670 BAM9 (BMY3), включая изоформы). 
Анализ проведен в программе MEGA 7.0 методом максимального правдоподобия, основанным на модели JTT. Ветви, соответствую
щие кластерам, воспроизведенным менее чем в 50 % реплик начальной загрузки, свернуты. Процент повторяющихся деревьев, 
в которых связанные таксоны сгруппированы вместе в тесте начальной загрузки (1000 повторов), показан рядом с ветвями. 
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Dependence of the starch and sugar content on the StBAM1,  
StBAM9 and StAI expression during storage of potato tubers

отмечено, за исключением пониженного (в сравнении с 
другими сортами) содержания глюкозы в клубнях сорта 
Северное сияние.

Таким образом, при низкотемпературном хранении 
с сентября по апрель содержание крахмала снижается 
в разной степени в клубнях всех сортов, в то время как 
содержание редуцирующих сахаров растет в клубнях 
сортов Надежда и Утро. Для сортов Красавчик, Барин 
и Северное сияние характерно повышение содержания 
редуцирующих сахаров с сентября по февраль, тогда как 
в апреле их содержание не меняется в сравнении с фев-
ралем (Красавчик) или значительно снижается (Барин, 
Северное сияние).

Обсуждение
Клубни картофеля, хранящиеся при низкой температуре 
(3 °С), были охарактеризованы в динамике (сбор урожая, 
5–6 и 8 мес. хранения) по профилю экспрессии генов 
β-амилаз (StBAM1, StBAM9) и ингибитора амилаз (StAI ), 
а также по содержанию крахмала и редуцирующих саха-
ров. Выбранные для анализа пять сортов делятся на две 
группы, в зависимости от назначения: столовое (Барин и 
Утро) и картофель «фри» (Надежда, Красавчик, Северное 
сияние) (см. табл. 1). Такое деление связано со степенью 
чувствительности каждого сорта к холодовому осахарива-
нию клубней – чем выше устойчивость, тем больше сорт 
подходит для производства картофеля «фри», поскольку 
у CIS-неустойчивых сортов жарка сопровождается повы-
шенным образованием редуцирующих сахаров, приводя-
щих к синтезу акриламида (Sonnewald S., Sonnewald U., 
2014; Hou et al., 2019; Tai et al., 2020).

Известно, что накопление редуцирующих сахаров, 
свойственное как для холодового осахаривания, так и 
для выхода клубней из состояния покоя, положительно 
коррелирует с экспрессией генов β-амилаз (Zhang et al., 

Рис. 2. Профиль экспрессии генов StBAM1 (а), StBAM9 (б ) и StAI (в) 
в  клубнях пяти сортов картофеля (Надежда, Красавчик, Северное 
сияние, Барин, Утро) в динамике низкотемпературного (3 °С) хране-
ния (сентябрь, февраль, апрель). 
Буквами s, f и a над столбцами обозначено достоверное отличие ( p < 0.05) 
конкретного значения экспрессии гена от значений для двух других меся-
цев внутри каждого образца (s – сентябрь, f – февраль, a – апрель). 
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Рис. 3. Содержание крахмала и редуцирующих сахаров (глюкоза, 
фруктоза, мг/г свежей ткани) в клубнях картофеля пяти сортов –  
Надежда, Красавчик, Северное сияние, Барин, Утро, в динамике низ-
котемпературного, 3 °С, хранения (сентябрь, февраль, апрель). 
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2014a; Lin et al., 2019). Выбранные для анализа StBAM1 
и StBAM9 являются гомологами генов A. thaliana BAM1 
и BAM9 (см. рис. 1), для которых была показана пластид-
ная локализация, а также наличие (BAM1) и отсутствие 
(BAM9) каталитической активности (Monroe, Storm, 
2018). Предполагаемое функциональное сходство StBAM1 
и StBAM9 с соответствующими ферментами у A. thaliana 
подкреплено и детализировано данными других иссле-
дований. Так, показано, что StBAM1 и StBAM9 вносят 
разный вклад в холодовое осахаривание клубней: StBAM1 
локализуется в строме амилопласта и гидролизует раство-
римый крахмал (Hou et al., 2017), StBAM9 – неактивный 
фермент (Zhang et al., 2014b), однако играет доминантную 
роль в осахаривании (Hou et al., 2017). Локализуясь на 
поверхности гранулы крахмала, StBAM9 образует бел-
ковый комплекс с StBAM1, привлекая, таким образом, 
активную амилазу StBAM1 к высвобождению молекул 
растворимого глюкана с поверхности гранул (Hou et al., 
2017). Фермент StBAM1 может быть инактивирован при 
взаимодействии с ингибитором амилаз SbAI (Zhang et al., 
2014b), а также путем убиквитинирования и деградации 
StBAM1, запускаемых транскрипционным фактором 
SbRFP1 (Zhang et al., 2019).

С учетом подобных функциональных данных ожида-
лись рост уровня экспрессии генов StBAM1 и StBAM9 и 
снижение транскрипции гена StAI при долговременном 
воздействии (5–6 и 8 мес.) низких температур на клубни. 
Однако было определено, что экспрессия всех трех генов 
существенно снижается по мере хранения (см. рис. 2). Тем 
не менее при этом падает и содержание крахмала, а коли-
чество редуцирующих сахаров растет (см. рис. 3). Можно 
предположить, что генная активность StBAM1 и StBAM9 
коррелирует с количеством крахмала (положительно) и 
моносахаридов (отрицательно). А уровень экспрессии 
StAI, в свою очередь, находится в прямой зависимости от 
уровня экспрессии StBAM1 и генов α-амилаз. 

Кроме того, показанный ранее рост экспрессии StBAM1 
и StBAM9 наблюдался после 30 дней воздействия низких 
температур (Zhang et al., 2014a), тогда как в данном ис-
следовании анализ проводился спустя 7 и 9 мес. после 
закладки на хранение. Вероятно, в случае хранения клуб-
ней, находящихся в состоянии физиологического покоя, 
30 дней можно рассматривать как кратковременное воз-
действие низких температур, в процессе которого клуб
ни накапливают достаточное для устойчивости к холоду 
количество редуцирующих сахаров, после чего устанав
ливается равновесие между содержанием крахмала/ди
сахаридов и активностью деградирующих крахмал фер-
ментов. Необходимо также учитывать активное участие 
в деградации запасаемого крахмала α-амилаз (гидролиз) 
(Zhang et al., 2014a) и пластидной фосфорилазы крахмала 
(фосфоролиз) (Slugina et al., 2020).

Заключение
На основании полученных данных можно сделать вывод 
об отсутствии какой-либо зависимости между степенью 
предрасположенности сорта к холодовому осахариванию 
и профилем экспрессии генов β-амилаз (StBAM1, StBAM9) 
и ингибитора амилаз (StAI ).
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Abstract. The present study was to determine the nature of gene action and combining ability of six quantitative 
traits related to productivity of five varieties and ten hybrid combinations of durum wheat. Five modern durum 
wheat varieties were used in diallel crosses as parents. The study includes three F1 and two F2 generations. The 
experiments were done in a randomized block design in three replications during three years. Significant dif­
ferences between the genotypes in both generations was found for all the traits. The general combining ability 
and specific combining ability showed reliability in both generations. Obtained results suggests that breeding 
schemes should include both types of genetic effects in order to improve productivity components. The ratio of 
variances showed that general combining ability has a greater influence on the inheritance of plant height, spike 
length and thousand kernels weight. For productivity tillering capacity, number of spikelets per spike and kernels 
weight per spike, specific combining ability has a great impact in inheritance. For thousand kernels weight a re­
determination of the genetic formula was established in both generations. Durum wheat varieties Deni, Superdur 
and Progres were found to be the best general combinators for studied productivity elements. The most valuable 
cross combinations were Deni × Superdur, Superdur × Predel and Progres × Predel. Parental wheat varieties and 
progenies from these crosses can be used for improving productivity components and for increasing yields in 
durum wheat breeding programs. 
Key words: gene action; combining ability; quantitative traits; durum wheat; diallel cross.
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Комбинационная способность количественных признаков, 
связанных с продуктивностью твердой пшеницы
Р.Г. Драгов 

Сельскохозяйственная aкадемия, Институт полевых культур, Чирпан, Болгария
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Аннотация. Настоящее исследование направлено на определение характера действия генов и комбина­
ционной способности твердой пшеницы по шести количественным признакам для пяти сортов и десяти 
гибридных комбинаций. В исследование были включены пять современных сортов твердой пшеницы в 
качестве родителей при диаллельном скрещивании. Изучены три поколения F1 и два поколения F2. Экс­
перименты выполнены в рандомизированном блочном дизайне в трех повторeниях в течение трех лет. 
Выявлены достоверные различия между генотипами по всем изучаемым признакам в обоих поколениях. 
Общая комбинационная способность и специфическая комбинационная способность показали досто­
верные отличия в обоих поколениях. Полученные результаты позволяют предположить, что селекцион­
ная схема должна учитывать оба типа генетических эффектов для улучшения элементов продуктивности. 
Соотношение дисперсий демонстрирует, что общая комбинационная способность больше влияет на на­
следуемость признаков «высота растения», «длина колоса» и «масса 1000 зерен». Для признаков «продук­
тивная кустистость», «число колосков в колосе» и «масса зерен в колосе» большее влияние на наследова­
ние оказывает специфическая комбинационная способность. Для массы 1000 зерен в обоих поколениях 
установлено переопределение генетических формул. Лучшими общими комбинаторами по элементам 
продуктивности одновременно по нескольким признакам являются сорта Дени, Супердур и Прогрес. Са­
мые ценные комбинации скрещиваний по нескольким признакам – Дени × Супердур, Супердур × Предел и 
Прогрес × Предел. Эти сорта и комбинации можно использовать для улучшения признаков продуктивно­
сти и повышения урожайности в программах селекции твердой пшеницы. 
Ключевые слова: действие генов; комбинационная способность; количественные признаки; твердая пше­
ница; диаллельное скрещивание.
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Combining ability for quantitative traits  
related to productivity in durum wheat

Introduction
Breeding strategy of durum wheat is based on genetic informa­
tion on the inheritance of the main quantitative traits related 
to productivity. To obtain such information, it is necessary to 
apply a genetic model corresponding to the source material 
to be used. In a regular breeding program, it is important 
to identify the best parents for hybridization and crosses to 
select valuable genotypes (Inamullah et al., 2006). Diallel 
crosses have been used for a long time in genetic research 
to determine the inheritance of a trait among a set of geno­
types and to identify superior parents for hybrid or varieties  
development.

Information on additive gene effects i. e. general combining 
ability effects (GCA) is of great importance, because it suc­
cessfully predicts the genetic potential of parents who give 
desired results in segregating generations. In determining 
the specific combining ability effects (SCA), a relationship 
is established with the non-additive gene effects (dominance 
and epistasis components). The identification of a good hybrid 
combination with high SCA on a given trait makes it possible 
to expect a more probable transgressive form for the trait. 
Combining ability describes the breeding value of parental 
varieties to produce better hybrids as well as their crosses 
(Griffing, 1956). 

The importance of combining ability is related to the eva­
luation of parental lines and their hybrids by their respective 
additive and non-additive genetic effects in relation to a certain 
trait. Diallel crosses give a more general view of combining 
ability, where general and specific combining ability are in
dicators for nature of gene action (Farooq et al., 2010). Asses­
ment of GCA effects show that it is not possible to choose a 
good general combiner for all traits of the productivity. This 
is due to the inability to combine in one genotype high GCA 
on all traits (Kashif et al., 2008). However, some parents show 
desired GCA effects for several traits. It is obvious that high-
yielding varieties included in crosses are mainly responsible 
for increasing productivity (Adel, Ali, 2013). 

A number of authors, using schemes of full and half diallel 
crosses, have established the breeding value of a large number 
of varieties and the gene action for traits related to productivity. 
In the publications cited below, the authors found that both 
additive and non-additive gene effects played a role in the in­
heritance of tested traits. According to J. Yao et al. (2011) and 
M. Singht et al. (2018) plant height and spike length mainly 
controlled by additive gene effects. It was reported that in 
the inheritance of thousand kernels weight the non-additive 
gene effects play an essential role (Akinci, 2009; Pansuriya 
et al., 2014), while A. Hannachi et al. (2017) and A. Hassan 
et al. (2018) establish inverse. Plant height, tillering capacity 
and number of spikelets per spike were mainly controlled by 
non-additive gene effects (Adel, Ali, 2013; Pansuriya et al., 
2014; Kandil et al., 2016), when A. Hannachi et al. (2017) 
reported that plant height and productivity tillering capacity 
were additive. The inheritance of the spike length, number of 
spikelets per spike, and kernel weight per spike are controlled 
by non-additive gene effects and they have a major role (Patel 
et al., 2016; Tiwari et al., 2017), also A. Pansuriya et al. (2014) 
for these traits and for spike length. Productivity tillering 
capacity and number of spikelets per spike are controled by 
non-additive gene effects, on the other hand, for spike length 

and thousand kernel weight additive gene effects dominate in 
inheritance (Farooq et al., 2019). 

It can be concluded from the published data that parental 
varieties have a great influence on both types of combining 
ability. On the other hand, they are carried out in different 
growing conditions, which gives additional confirms to this 
statement of diverstity. 

The present investigation was undertaken to determine the 
nature and magnitude of gene action and general and specific 
combining ability for five modern durum wheat varieties and 
for six quantitative traits related to productivity in diallel cross 
of durum wheat.

Materials and methods
Parents and crosses. Five modern durum wheat varieties were 
included in the study as the parental varieties in the half diallel 
crosses. The varieties are selected among the new Bulgarian 
varieties of durum wheats, including the old and the new 
variety-standard and the Austrian variety Superdur, which has 
recently become widespread in Bulgaria. Victoria – Bulgaria, 
Deni – Bulgaria, Superdur – Austria, old variety-standard Pro­
gres – Bulgaria and new variety-standard Predel – Bulgaria. 
The choice of varieties is based on their previous observation. 
They are created in Field Crops Institute, Chirpan and are ge­
netically distant. Progres and Deni are created by experimental 
mutagenesis combined with hybridization and Victoria and 
Predel are created by hybridization. A diallel cross was per­
formed in which all the described varieties were crossed with 
each other without reciprocal combinations. The crosses was 
carried out handmade at the beginning of heading time in field 
condition. The following ten combinations were performed: 
Victoria × Deni, Victoria × Superdur, Victoria × Progres, Vic­
toria × Predel, Deni × Superdur, Deni × Progres, Deni × Predel, 
Superdur × Progres, Superdur × Predel, Progres × Predel. From 
each combination, 30 spikes were castrated and pollinated. 
From the harvested F1 plants, the seeds necessary for sowing 
of F2 generation were randomly selected.

Management. The parents are sown in each replication 
in two rows, the F1 hybrids in two rows, and the F2 hybrids 
in five rows. Genotypes are sown handmade in the field in 
beds. Row length – two meters, row spacing – twenty cm 
and inside the row – five cm in a randomized block design 
with three replications. After the full maturity phenophase, 
the necessary plants from each replication are harvested and 
collected for biometric research. Twenty plants were selected 
from the parents and F1 generation and thirty plants from F2 
generation at random. The diallel cross was performed in three 
consecutive years. Thus, generation F1 for three years and F2 
for two years are provided. The experiments was conducted 
in three harvest years 2014, 2015 and 2016. The experiments 
was carried out in the breeding field of the Field Crops In­
stitute  – Chirpan according to the adopted technology for 
growing durum wheat. The predecessor is spring peas. The 
soil type is Chernozems compact Eutric Vertisols (by FAO). 
The three years meteorological condition are characterized 
by higher temperatures compared to the multi-year period 
(Fig. 1). The first year have 18.5 % and the second 58.2 % 
precipitation over the multi-year period during the growing 
season, while in the third year precipitation are 17.5 % less 
than in the multi-year period (Fig. 2).
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The following traits were observed. Plant height (cm) – it 
is measured from the ground surface to the end of the spike 
without the awns on the main stem in centimeters. Produc­
tivity tillering capacity (pcs.) – the fertile spikes of one plant 
are counted. Spike length (cm) – measured on the main stem 
from the base of the spike to the top of the uppermost spikelet. 
Number of spikelets per spike (pcs.) – the spikelets in the main 
spike are counted. Number of kernels per spike (pcs.) – all 
kernels of the main spike are counted after handmade thresh­
ing. Thousand kernels weight (g) – five hundred kernels are 
weighed and multiplied by two. All traits are determined by 
methodology by Y. Enchev et al. (1976).

Statistical analysis. The data from the three years F1 and 
the two years F2 are averaged and on them are conducted 
statistical processing. In the processing of the experimental 
data, mathematical and statistical methods were used on the 
results according to the set goal of the research. To perform 
diallel analysis was used combining ability analysis in dial­
lel crosses – by method II model I (Griffing, 1956) with the 
program software of M. Burow and J. Coors (1994). Analysis 
of variance (ANOVA) by traits is derived through the same 
program on M. Burow and J. Coors (1994). 

Results
The results of analysis of variance showed statistically signifi­
cant differences between the genotypes for all studied traits 
in both generations. The values of the variances for GCA and 
SCA were significant in both generations (Table 1). Therefore, 

both additive and non-additive gene effects (dominance and 
epistasis) were of significant importance in the inheritance 
of the traits. The studied traits related to durum wheat pro­
ductivity show that they are controlled by both additive and 
non-additive gene effects. 

The ratio of GCA and SCA variances (σ 2   g/σ 2   s ) for F1 and 
F2 are presented in Table 1. For plant height, spike length, 
number of spikelets per spike and thousand kernel weight, 
the sum of squares indicates that additive gene effects have a 
greater influence in inheritance. For the other two traits, the 
sum of the squares indicates that non-additive gene effects 
have a greater impact. This is proved by the ratio of the vari­
ances of GCA and SCA, respectively. The preponderance of 
additive gene effects (σ 2   g/σ 2   s  > 1) was found in the inheritance 
of plant height, spike length and thousand kernel weight. The 
spike length in F2 generation showed a significant increase, 
which indicates that the additivity increases. Domination of 
additive gene effects allow application of classical breeding 
methods. For these traits selection can start in early segregat­
ing generations (F2–F3).

Domination of non-additive gene effects (σ 2   g /σ 2   s  < 1) is 
observed for the productivity tillering capacity, number of 
spikelets per spike and kernels weight per spike. Non-additive 
gene effects (dominance and epistasis) prevalence in their 
expression.

This analysis does not allow to determine or dominance 
or epistasis are responsible for the inheritance of the traits. It 
is well known that when inheritance is determined by non-
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additive genetic effects, selection in early segregating genera­
tions will be difficult. In this case effective selection must start 
in the later segregating generations F4–F5.

Although the preponderance of additive genetic effects 
for the thousand kernel weight in the individual years and 
generations has been established, there is a change in the 
genetic effects controlling the trait. This is due to the genotype-
environment interaction and is explained by the phenomenon 
of redetermination of the genetic formula. In F1 in 2014 the 
non-additive genetic effects preponderance, and in 2015 and 
2016 the additive ones. In F2 in 2015 the non-additive genetic 

effects preponderance and in 2016 the additive ones (data not 
shown). In the individual years in both generations, all other 
traits show a one-way ratio of variances that determine the 
influence of genetic effects.

The analysis for GCA of parents and SCA of hybrids for the 
studied traits in F1 and F2 is presented in the next two tables 
(Tables 2 and 3). From a breeding point of view, genotypes 
with a negative value for plant height due to the connection 
with lodging are more valuable. For all other traits, positive 
values are preferable, as their increase will lead to an increase 
in productivity.

Table 1. ANOVA for general combining ability (GCA), specific combining ability (SCA) and relation to variance of GCA and SCA (σ 2   g/σ 2   s ) 
for six traits related to productivity

Traits Source  
of variance

F1 F2

Sum  
of squares 

Mean  
squares 

Significant
(*, **, ***)

Sum  
of squares

Mean  
squares

Significant
(*, **, ***)

Plant height Genotype 1965.8 140.4 *** 2032.0 145.1 ***

GCA 1695.3 423.8 *** 1515.8 378.9 ***

SCA 270.4 27.0 *** 516.3 51.6 ***

Error 78.9 2.8 92.7 3.3

σ 2   g/σ 2   s        2.32         1.08

Productivity  
tillering capacity

Genotype 30.299 2.164 *** 12.83 0.91 ***

GCA 9.987 2.497 *** 2.22 0.55 ***

SCA 20.311 2.031 *** 10.6 1.06 ***

Error 2.75 0.098 2.89 0.10

σ 2   g/σ 2   s      0.03      0.06

Spike length Genotype 20.97 1.49 *** 19.19 1.37 ***

GCA 17.26 4.31 *** 18.22 4.55 ***

SCA 3.71 0.37 *** 0.97 0.09 *

Error 1.29 0.04 2.2 0.08

σ 2   g/σ 2   s      1.8      42

Number  
of spikelets  
per spike 

Genotype 27.78 1.98 *** 16.15 1.15 **

GCA 15.12 3.78 *** 10.95 2.73 ***

SCA 12.67 1.26 *** 5.2 0.52 *

Error 5.68 0.20 *** 7.42 0.26

σ 2   g/σ 2   s      0.31      0.12

Kernels weight  
per spike

Genotype 2.64 0.189 *** 1.80 0.12 ***

GCA 0.08 0.20 * 0.66 0.17 ***

SCA 2.55 0.25 *** 1.13 0.11 ***

Error 0.47 0.01 0.33 0.01

σ 2   g/σ 2   s      0.14      0.06

Thousand  
kernels weight

Genotype 445.8 31.8 *** 626.6 44.7 ***

GCA 334.6 83.6 *** 456.3 114.1 ***

SCA 111.2 11.1 *** 169.3 16.9 ***

Error 82.5 2.94 56.8 2.03

σ 2   g/σ 2   s        1.26        1.02

* p ≤ 0.05; ** p ≤ 0.01; *** p ≤ 0.001;  σ 2   g – GCA variance; σ 2   s  – SCA variance.
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Table 2. General combining ability of parents and specific combining ability of crosses for three traits related to productivity

Genotype Plant height Productivity tillering capacity Spike lenght

F1 F2 F1 F2 F1 F2

Parents/еrror of parents ± 0.51 ± 0.56 ± 0.096 ± 0.099 ± 0.06 ± 0.08

Victoria 6.69* 5.82* –0.58* –0.06 n. s. –0.79* –0.79*

Deni –0.26 n. s. –1.46* 0.23* 0.19* 0.32* 0.35*

Superdur –4.8* –3.55* 0.16* –0.10* 0.11* 0.15*

Progres 1.58* 2.99* –0.04 n. s. 0.15* 0.25* 0.29*

Predel –3.2* –3.79* 0.23* –0.17* 0.09* –0.004 n. s.

Hybrid combinations F1 F2 F1 F2 F1 F2

Crosses/error of crosses ± 1.15 ± 1.25 ± 0.216 ± 0.22 ± 0.14 ± 0.19

Victoria × Deni 0.12 n. s. 2.59* –0.60* 0.23* 0.04 n. s. 0.14 n. s.

Victoria × Superdur 3.30* 5.51* 0.36* –0.01 n. s. 0.25* –0.01 n. s.

Victoria × Progres 1.37* –1.07 n. s. –0.42* 0.13 n. s. 0.31* –0.15 n. s.

Victoria × Predel 0.37 n. s. 2.29* 0.03 n. s. –0.17 n. s. 0.26* 0.07 n. s.

Deni × Superdur 5.42* 3.58* 0.01 n. s. –0.20 n. s. 0.30* 0.26*

Deni × Progres –1.40* 0.45 n. s. 1.12* 0.10 n. s. 0.29* –0.003 n. s.

Deni × Predel –0.10 n. s. 0.05 n. s. 0.41* –0.77* 0.31* –0.27*

Superdur × Progres –1.59* 4.11* 0.09 n. s. –0.13 n. s. –0.15* 0.13 n. s.

Superdur × Predel 0.26 n. s. 1.8* 1.41* –1.10* –0.03 n. s. –0.13 n. s.

Progres × Predel –3.28* –1.88* 0.22* 0.33* 0.15* 0.22*

* p ≤ 0.05; n. s. – no significant.

Table 3. Values for general combining ability of parents and specific combining ability of crosses  
for three quantitative traits related to productivity

Genotype Number of spikelets per spike Kernels weight per spike Thousand kernels weight

F1 F2 F1 F2 F1 F2

Parents/еrror of parents ± 0.13 ± 0.15 ± 0.04 ± 0.03 ± 0.52 ± 0.43

Victoria 0.15* 0.23* 0.03 n. s. 0.01 n. s. 1.00* –0.15 n. s.

Deni 0.64* 0.49* –0.02 n. s. –0.01 n. s. 0.86* –0.49*

Superdur –0.29* –0.13 n. s. –0.03 n. s. –0.05* –2.06* –2.00*

Progres –0.43* –0.40* 0.02 n. s. 0.12* 2.32* 3.96*

Predel –0.06 n. s. –0.18* 0.01 n. s. 0.04* –2.12* –1.3*

Hybrid combinations F1 F2 F1 F2 F1 F2

Crosses/error of crosses ± 0.31 ± 0.35 ± 0.08 ± 0.07 ± 1.18 ± 0.98

Victoria × Deni 0.67* 0.62* 0.18* 0.04 n. s. –0.79 n. s. 0.24 n. s.

Victoria × Superdur 0.44* 0.54* 0.12* –0.08* 1.87* –0.47 n. s.

Victoria × Progres 0.89* 0.12 n. s. 0.07 n. s. 0.04 n. s. –0.28 n. s. –0.24 n. s.

Victoria × Predel 0.32* –0.12 n. s. 0.16* –0.06 n. s. 1.46* 0.79 n. s.

Deni × Superdur 0.42* 0.12 n. s. 0.32* 0.15* 2.61* –0.70 n. s.

Deni × Progres –0.16 n. s. –0.01 n. s. 0.10* 0.01 n. s. 1.22* 0.85 n. s.

Deni × Predel 0.09 n. s. –0.58* 0.19* 0.16* 0.7 n. s. 2.36*

Superdur × Progres –0.76* –0.14 n. s. 0.21* 0.28* 0.29 n. s. 3.83*

Superdur × Predel –0.36* –0.22 n. s. 0.16* 0.17* 1.5* 2.71*

Progres × Predel –0.25 n. s. 0.01 n. s. 0.01 n. s. 0.09* 0.34 n. s. 0.61 n. s.

* p ≤ 0.05; n. s. – no significant.
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Plant height. Table 2 presents the values for plant height. 
The varieties Victoria and Progres has a significant and 
positive values for GCA in F1 and F2. They increase the plant 
height in the hybrids in which he participated as parents. 
The varieties Superdur and Predel have negative significant 
values of GCA in both generations. These varieties reduc­
ing the plant height in the hybrids in which they participate. 
They can be used successfully in the breeding program for 
obtaining dwarf durum wheats. In terms of SCA, valuable 
are the hybrid combination Progres × Predel, with significant 
negative values in both generations. The other crosses have 
different values for SCA, and in different generations they are 
differently significant and change their signs according to the  
generation. 

Productivity tillering capacity. Table 2 presents the va­
lues for GCA and SCA for the productivity tillering capacity. 
Significant values of GCA to increase the trait of productivity 
tillering capacity have Deni variety in both generations. The 
varieties Superdur and Predel have positive and significant 
values in F1 generation, while in F2 generation the values 
are significant but negative. Variety Victoria has a significant 
and negative GCA in F1 and a negative and nonsignificant 
in F2 and reduces the values of the trait. Of greater interest 
are hybrid combinations and their SCA values (see Table 2), 
as non-additive effects have been found to preponderance. 
The results show that one of the crosses Progres × Predel has 
significant and positive values in both generations for SCA. 
The other crosses occupy an intermediate position.

Spike length. Table 2 presents the values for the general 
and specific combining ability of parents and hybrids for spike 
length. We define the varieties Deni, Superdur and Progres 
as good general combinators to increase spike length, as they 
have positive and significant values for GCA in both genera­
tions. Victoria variety has significant and negative values in 
both generations and it decreases the spike length in the hy­
brids in which it participates. The SCА values of the hybrids 
show that two crosses showed significant and positive values 
in F1 and F2 are Deni × Superdur and Progres × Predel. 

Number of spikelets per spike. The values for GCA and 
SCA for the trait number of spikelets per spike are presented 
in Table 3. The Victoria and Deni varieties in both generations 
have significant values to increasing number of spikelets per 
spike and they are good general combinators for this trait. 
Variety Progres has negative GCA and reducing the values of 
the trait. The other varieties have nonsignificant values, which 
shows their insignificant role. The greate interest is in hybrid 
combinations, as non-additive gene effects have been shown 
to play a major role in inheritance. The hybrid combinations 
Victoria × Deni and Victoria × Superdur show significant and 
positive SCA effects in both generations. With the highest 
SCA value is the cross Victoria × Deni.

Kernels weight per spike. Table 3 represents the values 
for parental GCA and hybrid SCA. In F1 there are no varieties 
with significant GCA effects. No good general combinators 
have been reported to increase kernels weight per spike in 
both generations. In the F2 generation, the Progres and Predel 
varieties increase the values of the kernels weight per spike, 
and the Superdur variety decreases it.

These results are very contradictory and it is difficult to 
define any of the varieties as a good general combiner on this 

trait. We can consider that the varieties Progres and Predel are 
good general combinators on the basis of showing significant 
and positive GCA effects in F2 generation. Greater atten­
tion should be paid to hybrid combinations, as SCA effects 
preponderance. Four significant good hybrid combinations 
are observed in terms of SCA effects. They are positive and 
significant in both generations. The most promising hybrid 
combinations are Deni × Superdur, Deni × Predel, Super­
dur × Progres and Superdur × Predel.

Thousand kernels weight. The variety Progres (see Table 3)  
is good general combiners for increasing the values of the 
trait thousand kernels weight. Variety Progres has positive 
and significant values in both generations. On the other hand, 
general combiners that have been significant to reduce grain 
size are the Predel and Superdur varieties in both generations. 
In Table 3 can be seen that the cross Superdur × Predel, which 
in both generations shows positive and significant values 
for the SCA effects, is interesting in terms of breeding. The 
remaining crosses in most cases have a significant value in 
only one of the generations. For all traits the values for GCA 
and SCA in most cases are in one-way direction and can be 
relied on their reliability.

For the possibilities of heterosis in the breeding of durum 
wheat and obtaining transgressive forms, it is necessary to 
consider the crosses with significant SCA effects on several 
traits. Of the studied hybrid combinations (see Tables 2 and 3) 
as the most promising with significant SCA effects are Pro­
gres × Predel for plant height; Progres × Predel for productivity 
tillering capacity; Deni × Superdur and Progres × Predel for 
spike length; Victoria × Deni and Victoria × Superdur for the 
number of spikelets per spike; Deni × Superdur, Deni × Predel, 
Superdur × Progres and Superdur × Predel for grains weight 
per spike; Superdur × Predel for the thousand kernels weight. 

Discussion
Development of wheat varieties possessing improved yield 
related characters had been the major objective of durum 
wheat breeders. Thus availability of genetically based varia­
tion for traits like plant height, productivity tillering capacity, 
spike length, number of spikelets per spike, kernels weight 
per spike and thousand grain weight breeding population 
is essential. Present genetic material used here to generate 
information on genetic nature of these traits. A number of 
studies by other investigations are in line with the results 
obtained by us for GCA and SCA. Many researchers have 
also found significant GCA and SCA effects for the plant 
height (Topal et al., 2004; Pansuriya et al., 2014; Ali et al., 
2018; Singh et al., 2018; Sharma et al., 2019; Ayoob, 2020); 
for productivity tillering ability (Topal et al., 2004; Akinci, 
2009; Adel, Ali, 2013; Parveen et al., 2018; Talha et al., 2018; 
Bajaniya et al., 2019; Farooq et al., 2019; Hammam et al., 
2020); for spike length (Topal et al., 2004; Yao et al., 2011; 
Pansuriya et al., 2014; Patel et al., 2016; Rajput, Kandalkar, 
2018; Sadeghzadeh-Ahari et al., 2018; Khaled et al., 2020; 
Shamsabadi et al., 2020); for number of spikelets per spike 
(Adel, Ali, 2013; Pansuriya et al., 2014; Kandil et al., 2016; 
Patel et al., 2016; Saeed, Khalil, 2017; Parveen et al., 2018; 
Khaled et al., 2020); for kernels weight per spike (Topal et 
al., 2004; Adel, Ali, 2013; Mandal, Madhuri, 2016; Patel et 
al., 2016; Talha et al., 2018; Amin, Towfiq, 2019; Shamsabadi 
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et al., 2020); for thousand kernels weight (Topal et al., 2004; 
Akinci, 2009; Desale, Mehta, 2013; Brahim, Mohamed, 2014; 
Motawea, 2017; Ali et al., 2018; Hassan et al., 2018; Ali, 2019; 
Khokhar et al., 2019; Sharma et al., 2019). 

The obtained results for the GCA and SCA give a very clear 
idea of the control in the inheritance of the traits elements of 
the yield. The impact of additive and non-additive gene ac­
tion in the inheritance of the structural elements of the yield 
shows that in order to maximize the productivity of durum 
wheat, a system should be used that includes both variances 
in simultaneously.

Plant height and spike length are used for an individual 
selection by the classical methods. In both generations they 
are controlled by additive gene effects. In most cases thousand 
kernels weight is also controlled by additive genetic effects. 
This shows that it is possible for breeders to obtain better 
results in improving these traits. It should be noted that in 
the case of plant height, spike length and in most cases for 
thousand kernels weight, the selection may start in the earlier 
segregating generations F2–F3. Because they are controlled 
by additive genetic effects. It should be noted that the main 
structural elements of yield – spike length and in most cases 
thousand kernels weight are controlled by additive gene ef­
fects. Preponderance of additive gene effects in inheritance of 
plant height has been reported by a number of other researchers 
(Yao et al., 2011; Motawea, 2017; Ali et al., 2018; Hassan et 
al., 2018; Rajput, Kandalkar, 2018; Singh et al., 2018; Talha et 
al., 2018; Sharma et al., 2019; Ayoob, 2020); for spike length 
(Kandil et al., 2016; Motawea, 2017; Parveen et al., 2018; 
Rajput, Kandalkar, 2018; Sadeghzadeh-Ahari et al., 2018; 
Singh et al., 2018; Farooq et al., 2019; Sharma et al., 2019; 
Khaled et al., 2020; Shamsabadi et al., 2020); for thousand 
kernels weight (Hannachi et al., 2017; Motawea, 2017; Ali 
et al., 2018; Hassan et al., 2018; Ali, 2019; Amin, Towfiq, 
2019; Farooq et al., 2019; Khokhar et al., 2019; Sharma et al.,  
2019).

For other three traits preponderance non-additive gene ef­
fect in this investigation was observed. Therefore, selection 
in early segregating generations will be difficult. In this case, 
it is recommended that an effective selection must start in the 
later segregating generations F4–F5 when the influence of the 
non-additive effects (dominance) decreases and the additivity 
increases. The results from this study for productivity tiller­
ing capacity are in line with those obtained by other authors 
(Desale, Mehta, 2013; Mostafa et al., 2014; Kandil et al., 
2016; Ahmad et al., 2017; Saeed, Khalil, 2017; El-Gammaal, 
Morad, 2018; Parveen et al., 2018; Talha et al., 2018; Amin, 
Towfiq, 2019; Bajaniya et al., 2019; Farooq et al., 2019; 
Ayoob, 2020; Hammam et al., 2020); for number of spikelets 
per spike (Mostafa et al., 2014; Kandil et al., 2016; Ahmad et 
al., 2017; Saeed, Khalil, 2017; Tiwari et al., 2017; Parveen et 
al., 2018; Talha et al., 2018; Farooq et al., 2019; Ayoob, 2020; 
Khaled et al., 2020); for kernels weight per spike (Padhar et 
al., 2013; Mostafa et al., 2014; Kandil et al., 2016; Mandal, 
Madhuri, 2016; Tiwari et al., 2017; Talha et al., 2018; Amin, 
Towfiq, 2019, Shamsabadi et al., 2020). 

For thousand kernel weight, a redermination of the genetic 
formula of the trait was found. This is due to the genotype-en­
vironment interaction. Redetermination of the genetic formula 

is especially evident in the case of quantitative traits that are 
controlled by a large number of small polygens significantly 
influenced by environmental conditions (Dragavtsev, Ave
ryyanova, 1983). The presence of this phenomenon makes it 
difficult to lead an effective selection on the thousand kernel 
weight in different years and generations and the selection 
must be conducted longer (Dragavtsev, Averyyanova, 1983; 
Dragavtsev et al., 1984). When the phenomenon of redeter­
mination of the genetic formula is observed in the individual 
years, different forms are selected, controlling the trait in the 
breeding process. This means that in different years valuable 
forms are selected in which the trait is controlled by both ad­
ditive and non-additive genetic effects.

The deepening of the research allows to specify the methods 
of the applied breeding strategy and to optimize and increase 
the efficiency of the selection. The possibility of evaluating 
genotypes and their breeding value as a starting material for 
increasing productivity is also important. With the conducted 
research it is possible to get information about two of the 
most important moments in a successful breeding program – 
choosing parents for hybridization and leading a purposeful 
selection. The selection on a separate trait can increase the 
yield, but a more significant increase would be obtained by 
simultaneously comprehensively improving its elements.

Varieties that have significant GCA effects for more than 
one trait are of grait interest for breeding. The results for the 
respective traits are presented in Tables 2 and 3. Tables show 
which varieties are good combiners on the studied traits. Va­
riety Victoria is a good general combiner on the trait number 
of spikelets per spike and a bad combiner for the traits plant 
height and spike length. The Deni variety is a good general 
combiner in terms of productivity tillering capacity, spike 
length and number of spikelets per spike. The Superdur vari­
ety is defined as a good combiner for plant height and spike 
length and a bad combiner for thousand kernels weight. Variety 
Progres shows significant and positive values for GCA for the 
traits spike length and thousand kernels weight, and is a bad 
combiner for number of spikelets per spike and plant height. 
Variety Predel is a good combiner for the trait plant height and 
a bad combiner for thousand kernels weight. A good general 
combiner at the same time on three traits is the Deni variety. 
Good general combinators on two traits at the same time are 
the varieties Superdur and Progres. Good general combina­
tors on one trait are the varieties Victoria and Predel. Varieties 
Victoria and Progres are bad combiners on two traits. Varieties 
Superdur and Predel are bad combiners on one trait. The only 
exception is the Deni variety, which has no traits like a bad 
combiner. The varieties Deni, Superdur and Progres emerge as 
the best general combinators for the elements of the producti­
vity on several traits at the same time. To increase the yield, it 
is necessary to simultaneously improve several valuable traits. 
The certain general combining abilities are a prerequisite for 
the correct selection of parental forms and their crossing for 
the purposes of the durum wheat breeding program.

As can be seen, the varieties bearing high GCA most often 
enter the crosses with high SCA. According to the various 
traits, there are good crosses, such as combined parents with 
high X high GCA and those who have combined parents 
with low X low GCA. Some with high SCA values are also 



R.G. Dragov

522 Вавиловский журнал генетики и селекции / Vavilov Journal of Genetics and Breeding • 2022 • 26 • 6

Combining ability for quantitative traits  
related to productivity in durum wheat

a combinations of high X low GCA. As the most valuable 
hybrid combination with significant SCA effects on several 
traits its define Deni × Superdur, Superdur × Predel and Pro­
gres× Predel. 

Determining the combining ability shows that it is not pos­
sible to have one variety can good combinator for all traits. 
Not all crosses with high SCA effects were obtained from 
the crosses of a good X good GCA parent (Kumar, Maloo, 
2012). Rather, crosses with high SCA effects are obtained 
from crosses between bad X bad and bad X good combiner. 
They argue that such manifestations are due to the involve­
ment of dominant or epistatis gene effects. Crosses with 
high SCA may be more likely to be sources of transgression 
(Gami et al., 2011; Tiwari et al., 2015). Transgressive lines 
on a certain traits can be a source for creating highly efficient 
durum wheat varieties. Evaluations of gene action explain the 
genetic potential of breeding materials and contribute to the 
targeted management of breeding progress in durum wheat 
productivity.

Conclusion
The study found that both additive and non-additive gene 
effects are of significant importance in the nature of gene ac­
tion of the productivity traits. This implies a breeding system 
that includes both gene effects for improving the elements 
of productivity. Inheritance of plant height, spike length and 
thousand kernels weight is mainly controlled by additive gene 
effects and it is possible to start selection of genotypes in the 
early segregating generations F2–F3. Inheritance of produc­
tivity tillering capacity, number of spikelets per spike and 
kernels weight per spike is controlled by non-additive gene 
effects. Therefore, the selection on these traits should start in 
the later segregating generations F4–F5. There is obtained a 
change in the genetic effects affecting the expression of the 
trait thousand kernels weight, which indicates the presence 
of the redetermination of the genetic formula. 
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Голозерный ячмень: систематика, селекция  
и перспективы использования
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Аннотация. В обзоре освещены вопросы современного состояния систематики, происхождения и перспектив ис-
пользования голозерного ячменя. Представлены положения систематики культурного ячменя Hordeum vulgare L., 
в которой выделяются группы многорядного (сonvar. coeleste (L.) A. Trof.) и двурядного (сonvar. nudum (L.) A. Trof.) 
голозерного ячменя. Группы включают разновидности согласно особенностям строения колоса, остей, цветко-
вых и колосковых чешуй и цвету зерновок. Отражены вопросы очагов формообразования голозерного ячменя, 
по данным археологии, палеоэтноботаники, разнообразию форм и сортов, а также рассмотрены вопросы про-
исхождения голозерного ячменя по результатам ДНК-маркирования. Приведены основные зоны возделывания 
и возможные причины такого преимущественного или исключительного распространения голозерных ячменей в 
районах высокогорья. Обсуждается вопрос наследования признака голозерности ячменя и механизмов его прояв-
ления в соответствии с новыми данными в области генетики. Представлены характеристики биохимического состава 
зерна по белку, некоторым заменимым и незаменимым аминокислотам, β-глюканам, витаминам, антиоксидантам. 
Показано, что голозерный ячмень – ценный источник уникальных комбинаций растворимых и нерастворимых пи-
щевых волокон и полисахаридов. Подчеркнуто значение параметров голозерного ячменя, которые ограничивают 
широкое распространение этой культуры в мире, и выделены направления селекционной работы для устранения 
этих недостатков. Приведены примеры образцов голозерного ячменя, устойчивых к вредным организмам, которые 
являются перспективными источниками для повышения урожайности и качества зерна, а также сохранения эколо-
гической чистоты и безопасности продукции. Отражены этапы и направления селекционных работ с голозерным 
ячменем, показано значение мировой коллекции ВИР как основного источника генетического материала для раз-
вития селекции.
Ключевые слова: голозерный ячмень; систематика; происхождение; генетика; качество зерна; устойчивость к 
болезням; урожайность; селекция.
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Naked barley: taxonomy, breeding, and prospects of utilization
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Federal Research Center the N.I. Vavilov All-Russian Institute of Plant Genetic Resources (VIR), St. Petersburg, Russia 
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Abstract. This review surveys the current state of taxonomy, origin, and utilization prospects for naked barley. The culti-
vated barley Hordeum vulgare L. incorporates the covered and naked barley groups. Naked barleys are divided into six-
row naked barley (convar. сoeleste (L.) A. Trof.) and two-row naked barley (convar. nudum (L.) A. Trof.). The groups include 
botanical varieties differing in the structural features of spikes, awns, floret and spikelet glumes, and the color of kernels. 
The centers of morphogenesis for naked barley are scrutinized employing archeological and paleoethnobotanical data, 
and the diversity of its forms. Hypotheses on the centers of its origin are discussed using DNA marker data. The main 
areas of its cultivation are shown, along with possible reasons for such a predominating or exclusive distribution of naked 
barley in highland areas. Inheritance of nakedness and mechanisms of its manifestation are considered in the context 
of new data in genetics. The biochemical composition of barley grain in protein, some essential and nonessential amino 
acids, β-glucans, vitamins, and antioxidants is described. Naked barley is shown to be a valuable source of unique combi-
nations of soluble and insoluble dietary fibers and polysaccharides. The parameters limiting wider distribution of naked 
barley over the world are emphasized, and breeding efforts that could mitigate them are proposed. Pathogen-resistant 
naked barley accessions are identified to serve as promising sources for increasing grain yield and quality. Main stages 
and trends of naked barley breeding are considered and the importance of the VIR global germplasm collection as the 
richest repository of genetic material for the development of breeding is shown.
Key words: naked barley; taxonomy; origin; genetics; grain quality; disease resistance; yield; breeding.
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Введение
С древнейших времен ячмень – одна из важнейших зер­
новых культур, которая возделывается во всех земледель­
ческих областях земного шара. Ячмень принадлежит к 
роду Hordeum семейства Triticaceae, является облигат­
ным самоопылителем с диплоидным набором хромосом 
(2n = 14). Его по праву считают универсальной культурой 
как по широте распространения, так и по использованию. 
Это четвертая по значимости зерновая культура в мире 
после пшеницы, кукурузы и риса.

Широкий ареал распространения и длительная история 
возделывания ячменя определили большое внутривидовое 
разнообразие культурного вида H. vulgare L., который 
делится на два подвида: многорядный (H. vulgare L. subsp. 
vulgare) и двурядный (H. vulgare L. subsp. distichon (L.) 
Koern.). Они включают группы пленчатых и голозерных 
разновидностей. Среди голозерного ячменя выделены 
группа многорядного (сonvar. coeleste (L.) A. Trof.) и груп­
па двурядного (сonvar. nudum (L.) A. Trof.) голозерного 
ячменя (Лукьянова и др., 1990).

Особенность групп голозерного ячменя – зерновки 
у них голые и не соединяются с цветковыми чешуями, 
вследствие чего при обмолоте зерновки легко отделяются 
от них. Голозерный ячмень – ценный источник для се­
лекции на качество зерна. Различные формы голозерного 
ячменя отличаются повышенным содержанием белка и 
незаменимых аминокислот, в первую очередь лизина, 
фенилаланина, метионина, треонина и жиров, богаты 
β-глюканами, стеролами, токотринолами, флавонолами и 
фитофенолами, обладающими антиоксидантной активно­
стью (Аниськов и др., 2015; Meints et al., 2021).

Голозерный ячмень имеет свои недостатки. Основным 
из них является выпячивание центрального зародышево­
го корешка за пределы сферы поверхности зерновки, что 
приводит к повреждению зародыша при обмолоте. Он от- 
личается слабой адаптивной способностью к меняющимся 
условиям среды, низкой засухоустойчивостью, устойчи­
востью к полеганию и к различным болезням. Из этого 
следует, что селекционные работы с голозерным ячменем 
должны быть направлены не только на увеличение его 
положительных свойств, но и на устранение главных 
недостатков. В настоящее время активно ведется анализ 
генетических ресурсов с целью выделения источников и 
доноров по основным направлениям селекции. 

Систематика
История классификации ячменя берет начало со времен 
глубокой древности. В 1747 г. К. Линней разработал прин­
ципы научной систематики растений с охватом огромного 
ботанического разнообразия, в том числе и ячменя. В ос­
нову классификации пошли число плодущих колосков в 
каждом сочленении колоса и плотность самого колоса. По 
этой классификации в роде Hordeum L. было четыре вида 
культурного ячменя, а в составе видов выделены ботани­
ческие разновидности голозерного ячменя var. nudum L. 
(двурядный) и var. coeleste L. (шестирядный), т. е. уже в 
то время существовало разделение ячменя на пленчатый 
и голозерный (Бахтеев, 1955; Трофимовская, 1972).

Большой вклад в развитие и создание внутривидовой 
классификации ячменя внесли такие ученые, как К.Б. Три­

ниус, Д.К. Долль, К. Кох, Р.Э. Регель, С.А. Невский, 
Н.И.  Вавилов, А.А. Орлов, Ф.Х. Бахтеев. Голозерный 
ячмень выделен как отдельный подвид у Д.К.  Долля. 
В классификациях А.А. Орлова и Ф.Х. Бахтеева голозер­
ный ячмень отмечен наряду с пленчатым в виде разно­
видностей в различных видах и подвидах (Орлов, 1936; 
Бахтеев, 1955). 

Современная классификация, которой пользуются во 
Всероссийском институте генетических ресурсов расте­
ний им. Н.И. Вавилова (ВИР), основанная на работах 
Н.И. Вавилова, Р. Мансфельда, С.А. Невского, Ф.Х. Бах­
теева, А.А. Орлова, представлена А.Я. Трофимовской 
(1972). Культурный вид H. vulgare L. в ней делится на 
два подвида: многорядный (H. vulgare L. subsp. vulgare) 
и двурядный (H. vulgare L. subsp. distichon (L.) Koern.). 
Они включают группы пленчатых и голозерных разно­
видностей. Среди голозерного ячменя описаны группа 
многорядного (сonvar. coeleste (L.) A. Trof.) и группа дву­
рядного (сonvar. nudum (L.) A. Trof.) голозерного ячменя 
(Трофимовская, 1972; Лукьянова и др., 1990). Группы 
голозерных ячменей характеризуются большим числом 
эндемичных разновидностей с различных предгорных и 
высокогорных территорий. Эта классификация отражает 
огромный полиморфизм видов и ботанических разновид­
ностей данного рода, в том числе и голозерного ячменя.

Группа многорядного голозерного ячменя H. vulga­
re L. subsp. vulgare сonvar. coeleste (L.) A. Trof. включает 
58 разновидностей (Лукьянова и др., 1990). Характери- 
зуется тем, что все три колоска, сидящие в выемках ко­
лосового стержня, в большей части колоса плодовиты и 
имеют нормально развитые зерновки, при этом сами 
зерновки голые, т. е. свободно отделяются от цветковых 
чешуй. Внутри группы выделяются разновидности по 
ширине колосковых чешуй, наличию, длине и гладкости 
остей, цвету колоса, плотности колоса, а также по цвету 
зерновок. 

По плотности колоса выделяются разновидности с 
плотным и рыхлым колосом. При этом плотный колос 
еще подразделяется на плотный и очень плотный. К очень 
плотному колосу относятся разновидности: var. nudipy­
ramidatum Koern., var. uljassutaicum Vav. et Orl., var. sub­
nudipyramidatum Orl., var. micrurum Vav. et Orl., var. lati- 
nudipyramidatum Vav. et Orl. Данные разновидности 
относятся к японской, китайской и монголо-тибетской 
агроэкологическим группам. Их характерная особен­
ность, кроме плотного колоса, – низкорослость. С плот­
ным колосом отмечаются разновидности: var. revelatum 
Koern., var. ancoberense Vav. et Orl., var. brevisetum Regel, 
var. nanum Vav. et Orl., var. latirevelatum Vav. et Orl. Раз­
новидности распространены в Японии, Китае, Эфиопии, 
относятся к японской, китайской и абиссинской агроэко­
логическим группам.

Внутри группы многорядного голозерного ячменя опи­
саны разновидности, имеющие вместо остей трехлопаст­
ные придатки – фурки: var. trifurcatum (Schlecht.) Wender., 
var. pseudotrifurcatum Langsd., var. aethiops Koern. Они 
получены из Китая, Монголии и Эфиопии, но некоторые 
разновидности с такой особенностью отобраны в ги­
бридных питомниках. В этой группе также представлены 
разновидности с остями, или фурками, только на средних 
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колосках, боковые – безостые или только с небольшими 
зачатками остей: var. cornutum Schrad., var. cornutiforme 
Aoberg., var. subaethiops Koern., var. nuditransiens Koern., 
var. nudijaponicum Vav. et Orl. – из Японии, Южной Аф­
рики, Тибета, а также гибриды, полученные в гибридных 
питомниках. 

Цветовые особенности зерновки служат характеристи­
кой для разделения многих разновидностей между собой. 
Зерновки бывают различных цветов: желтые (var.  coe­
leste L., var. brevisetum Regel), зеленые (var. himalayense 
(Ritt.) Koern., var. urgaicum Vav. et Orl., var. kobdicum Vav. 
et Orl.), фиолетовые (var. violaceum Koern., var. gobicum 
Vav. et Orl., var. uhangaicum Vav. et Orl.), черные (var. du­
plinigrum Koern., var. aethiops Koern.), коричневые (var. 
tibetanum Vav. et Orl.), и их различных оттенков, получен­
ных в ходе расщепления при скрещивании. Разновидности 
с желтым цветом зерновки встречаются повсеместно, с 
зеленой  зерновкой также широко распространены,  но 
преимущественно относятся к агроэкологическим груп­
пам Азии. Фиолетовый цвет зерновки наблюдается у раз­
новидностей монголо-тибетской и китайской агроэколо­
гических групп. Разновидности с черным цветом зернов­
ки относятся к абиссинской агроэкологической группе, с 
коричневым цветом зерновки – к тибетской. 

Группа двурядного голозерного ячменя H. vulgare L. 
subsp. distichon (L.) Koern. сonvar. nudum (L.) A. Trof. 
характеризуется тем, что из трех колосков, сидящих в 
выемках колосового стержня, только один средний коло­
сок всегда является плодовитым, с нормально развитым 
зерном; зерновки голые, т. е. не соединены прочно с цветко­
выми чешуями и при обмолоте свободно от них отделяют­
ся. Группа включает 38 разновидностей. Как и для группы 
многорядного голозерного ячменя, выделение разновид­
ностей внутри группы происходит по морфологическим 
особенностям колоса и цвету зерновок. Все разновид­
ности преимущественно относятся к абиссинской, да­
гестанской, японской и индийской агроэкологическим 
группам, а также большая часть разновидностей получена 
в процессе скрещивания в гибридных питомниках. Раз­
новидности с плотным колосом, var. gymnocrithum Koern., 
var. neogenes Koern., var. nudimelanocrithum Giess. et al., 
относятся к абиссинской агроэкологической группе.

Внутри группы выделяют разновидности по наличию/
отсутствию остей, их длине и наличию остевых при­
датков – фурок. Разновидности, имеющие вместо остей 
трехлопастные придатки (фурки): var. nudifurcatum Regel, 
var. zhukovskii Chodk., var. sublaxum Koern., var. gymno­
spermum Koern. Разновидности без остей: var. dupliatrum 
Koern., var. duplialbum Koern., var. subduplialbum Koern., 
var. subdupliatrum Koern., относятся к агроэкологическим 
группам Азии или получены в результате скрещивания в 
гибридных питомниках. 

У двурядной группы голозерного ячменя описаны 
образцы, у которых боковые колоски полностью редуци­
рованы и представлены одними колосковыми чешуями: 
var. nudideficiens Koern., var. daghestanicum Vav. et Orl. Они 
встречаются в дагестанской агроэкологической группе. 

Цвет также является отличительной особенностью мно­
гих разновидностей. Зерновки, как и у многорядного голо­
зерного ячменя, бывают желтые (var. nudum L., var. coloni­

cum Orl.), зеленые (var. viride Vav. et Orl., var. virideinerme 
Giess. et al., var. daghestanicum Vav. et Orl.), фиолетовые 
(var. nudidubium Koern., var. janthinum Koern.), черные 
(var. nigrinudum Vav., var. nudimelanocrithum Giess. et al.) 
и других различных оттенков. Распределение разновидно­
стей с разным цветом зерновки аналогично многорядной 
голозерной группе. 

В коллекции ВИР представлено более 1230 образцов 
голозерного ячменя, собранного со всего мира. Oбразцы 
являются ценным генетическим материалом для селекции 
ячменя и могут послужить источником для создания высо­
коурожайных сортов голозерного ячменя с адаптивными 
свойствами для различных регионов РФ.

Происхождение и распространение 
голозерного ячменя
О происхождении голозерного ячменя известно еще 
очень мало, так как отдельные исследования не прово­
дились, а данная тема рассматривалась только в контексте 
возникновения ячменя в целом. Впервые заговорили о 
временных рамках происхождения голозерного ячменя 
в результате обнаруженных в раскопках Али-Коша (Ali 
Kosh) многорядного голозерного и пленчатого ячменя. 
По результатам проведенного анализа радиоизотопным 
методом установлено, что голозерный ячмень появился 
примерно в период 7900 лет до н. э., значительно позднее 
пленчатого ячменя, который произрастал в докерамиче­
ский неолит (9700–9300 лет до н. э.) (Helback, 1959). Сам 
процесс возникновения голозерного ячменя также еще 
не совсем понятен. Наиболее распространенная гипотеза 
заключается в появлении мутации гена, контролирующе­
го процесс образования пленчатого покрытия зерновки. 

Благодаря работам ученых ВИР, установлено, что голо­
зерный ячмень имеет три основных очага формообразова­
ния (Вавилов, 1965; Лукьянова и др., 1990). Н.И. Вавилов 
воспринимал эти очаги как «локусы формообразования», 
«чрезвычайно малые пространства», в которых человек 
окультуривал дикие виды. Такие очаги выделяют на осно­
ве данных по археологии, палеоэтноботанике, но главным 
образом – по современному сортовому разнообразию 
культивируемых видов и форм. Важно понимать, что 
древние очаги могут возникать в разных частях конти­
нентов (т. е. политопно), разновременно (гетерохронно). 
Позднее стал известен и другой феномен – повторная 
доместикация (редоместикация) видов растений на фоне 
вполне сложившегося древнего сортимента. 

Первый очаг – Юго-Восточная Азия, горный Централь­
ный и Западный Китай с прилегающими к нему низмен­
ными районами. Здесь голозерный ячмень возделывается 
преимущественно в горных районах на высоте не ниже 
2000 м. Второй очаг – Северо-Восточная Африка (горные 
районы Эфиопии), где голозерные разновидности ячменя 
представлены эндемичными формами. К третьему очагу 
относят Переднюю Азию: Турцию, Закавказье, Иран и 
Таджикистан (Вавилов, 1957).

В последнее время усиленно идет работа с ДНК-марке­
рами. Результаты могут вывести рассмотрение доместика­
ции голозерного ячменя на более высокий уровень, а так­
же подтвердить или опровергнуть имеющиеся гипотезы 
происхождения и распространения голозерного ячменя.
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Одна из гипотез возникновения голозерного ячменя – 
монофилитическое происхождение на территории Юго-
Западного Ирана, откуда произошла миграция в другие 
регионы. Предположение основано на анализе доминант­
ного маркера SCARsKT7, тесно связанного с локусом 
nud (Taketa et al., 2004). Горные районы Гималаев могут 
рассматриваться как возможный центр доместикации 
голозерного ячменя (Badr et al., 2000) из-за ряда отличи­
тельных признаков (Xifeng et al., 2013). Однако последние 
работы показывают противоположную точку зрения. На 
основе данных полного генома и опубликованных ре­
зультатов ресеквенирования с захватом экзона для 437 об- 
разцов показано, что современный тибетский ячмень 
(Hordeum vulgare L., qingke) получен из одомашненного 
восточного ячменя и завезен в Южный Тибет, предпо­
ложительно, через Северный Пакистан, Индию и Непал 
около 3500–4500 лет назад. Низкое генетическое разно­
образие qingke позволяет предположить, что Тибет можно 
исключить как центр происхождения или одомашнивания 
ячменя. Быстрое уменьшение генетического разнообразия 
от одомашненного восточного ячменя до qingke можно 
объяснить эффектом изоляции в районе Тибета от 2000 
до 4500 лет назад (Zeng et al., 2018). 

Кроме гипотезы монофилетического происхождения 
голозерного ячменя из Юго-Западного Ирана, есть также 
гипотеза множественного независимого происхождения 
голозерного ячменя. Она основана на сравнительном 
морфологическом анализе разновидностей из разных 
очагов формообразования и заключается в независимом 
появлении голозерных ячменей в нескольких центрах раз­
нообразия культурных растений (Helbaсk, 1959).

Группы многорядного и двурядного голозерного ячменя 
встречаются во всех зонах возделывания ячменя. Наибо­
лее распространены в Юго-Восточной Азии (Китай, Япо­
ния, Южная Корея), Северо-Восточной Африке (Эфиопия, 
Эритрея) и Средней Азии – в горных районах (Памир, 
Тибет, Таджикистан, Монголия и Индия) (Лукьянова и 
др., 1990). Самые распространенные разновидности этих 
групп – var. coeleste L., var. himalayense (Ritt.) Koern. и 
var.  nudum L. Равномерность посевов в пределах этих 
стран различная, в одних странах посевы голозерного 
ячменя достигают 95 % площадей от общих посевов яч­
меня, а в других – только 50 % или меньше. В направле­
нии с востока на запад площади с голозерным ячменем 
резко сокращаются. В России посевы голозерного ячменя 
незначительны из-за факторов, ограничивающих его рас­
пространение (Тетянников, Боме, 2020).

Существует два мнения о причинах распространения 
голозерного ячменя преимущественно на горных тер­
риториях. Одни исследователи связывают это явление с 
активным использованием голозерного ячменя на пище­
вые нужды (Helbaek, 1966; Nevo, 1992), другие же вы­
сказывают гипотезу о том, что голозерный ячмень лучше 
приспособлен к таким условиям (Harlan, 1979). Вторую 
точку зрения доказывают исследования А.А. Поморцева 
с коллегами (1996), в которых была изучена динамика 
генотипического состава популяций ячменя, полученных 
от скрещивания сортов Московский 121 (двурядный, 
пленчатый) и Джау Кабутак (шестирядный, голозерный, 
var. himalayense). Гибриды выращивали параллельно с 

F2 до F9 на Памире (высота 2600 м над уровнем моря) и 
с F2 до F10 в Москве. Показано, что под действием есте­
ственного отбора динамика популяций по маркерным 
локусам при репродуцировании на Памире и в Москве 
различна и приводит к дивергенции популяций. В усло­
виях высокогорья Памира отбор был направлен против 
растений с пленчатым зерном и двурядным колосом, а на 
территории Москвы – против голозерных растений, что 
подтверждает вторую точку зрения – голозерный ячмень 
более приспособлен к произрастанию в условиях высоко­
горья в сравнении с пленчатым (Поморцев и др., 1996).

Ген голозерности и механизм его действия
В настоящее время считается, что различие между плен­
чатым и голозерным ячменем контролируется одним 
локусом. Пленчатость зерновки относят к доминантному 
признаку, а голозерность – к рецессивному. Генетический 
локус отнесен к длинному плечу хромосомы 7H ячменя и 
получил название nud (от nudum) (Gerasimova et al., 2020). 
Ген nud находится на расстоянии 0.3 сМ от проксимально­
го и 1.2 сМ от дистального концов в районе (SCAR) KT 2 
и KT 4 (Kikuchi et al., 2003). Структурная часть гена nud 
состоит из двух экзонов и одного интрона. 

У пленчатого ячменя присутствует ген Nud, который 
кодирует транскрипцию семейства этиленового фактора 
(ERF – ethylene response factor), принадлежащий к груп­
пе Wax Inducer 1/Shine 1 (WIN1/SHN1)-подобных факто­
ров транскрипции. Этот фактор контролирует биосинтез 
липидов и кодирует белок из 227 аминокислот (Taketa et 
al., 2008). В локусе nud есть три вариации аллеля, обо­
значенные как nud 1.a, nud 1.b и nud 1.c. Аллель nud 1.a 
является результатом делеции Nud. Аллель nud 1.b имеет 
нуклеотидную замену тимина на аденин во втором экзо­
не, который приводит к замене валина на аспарагиновую 
кислоту в положении 134. Аллель nud 1.c имеет делецию 
1 п. н. второго экзона, который вызывает сдвиг рамки 
считывания и генерирует преждевременный стоп-кодон, 
приводящий к усеченной последовательности белка из 
199 аминокислот. 

Еще не до конца понятен механизм образования плен­
чатости и голозерности зерновок ячменя. Наиболее часто 
встречаемая в литературе версия заключается в том, что 
рецессивный ген nud находится в интактном состоянии и 
не образует склеивающий липидный слой между эпидер­
мисом околоплодника зерновки и цветковыми чешуями, 
что позволяет им свободно разъединяться при обмолоте. 
А доминантный аллель Nud контролирует биосинтез липи­
дов, которые способствуют склеиванию цветковых чешуй 
с зерновкой и образованию пленчатых сортов (Taketa et 
al., 2008; Hoad et al., 2016). 

Последние работы по секвенированию локуса nud по­
казали, что во всех голозерных образцах данный ген ха­
рактеризуется делецией 17-kb (т. п. н.) или содержанием 
несинонимичного SNP T643A по сравнению с функ­
циональным геном Nud (Yu et al., 2016). Анализ инду­
цированных рентгеновскими лучами мутантов голого 
зерна подтвердил, что ген Nud несет несинонимичные 
однонуклеотидные полиморфизмы во всех случаях. Про­
демонстрировано, что направленный мутагенез гена Nud 
вызывает появление голых зерен на первичных трансген­
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ных растениях (Gasparis et al., 2018). Помимо нормальной 
делеционной мутации Nud, способствующей голозер­
ности, обнаружен новый аллель nud, обозначенный как 
nud 1.g, выделенный у трех сортов голозерного ячменя, 
собранных в Тибете. Аллель nud 1.g содержит несино­
нимичный SNP T643A по сравнению с функциональным 
геном Nud. Генетический анализ показал, что SNP T643A 
nud 1.g косегрегирует с голозерным фенотипом. Кроме 
того, предсказание in silico функционально консерватив­
ных сайтов и трехмерных структур выявило, что амино­
кислотная замена (валин на аспартат), вызванная SNP 
T643A, может привести к резкому структурному измене­
нию Nud, которое может повлечь потерю функции. Это 
исследование предоставляет доказательства о возможном 
новом механизме происхождения голозерного фенотипа 
одомашненного ячменя в Тибете (Yu et al., 2016).

Все больше исследований направлено на работу с го­
лозерным ячменем. В 2020 г. вышла статья, в которой ав­
торы продемонстрировали целенаправленное изменение 
первого экзона гена Nud с помощью РНК-управляемой 
эндонуклеазы Cas9, что приводило к появлению голозер­
ности зерновки. В качестве объекта исследования брали 
пленчатый ячмень сорта Golden Promise, изменения осу­
ществляли путем опосредованного переноса ДНК агро­
бактериями (Gerasimova et al., 2020).

Однако незначительное число исследований по этой 
тематике и большая вариабельность исходного материала, 
который еще не был до конца изучен, не позволяют вы­
яснить молекулярные механизмы формирования голозер­
ности и пленчатости в зерновках ячменя. Возможно, с 
использованием более широкого разнообразия голозер­
ного ячменя со всего мира и современных методов бу­
дут обнаружены новые локусы, отвечающие за признак 
голозерности.

Химический состав зерна  
голозерного ячменя
Основная особенность голозерного ячменя в сравнении с 
пленчатым – биохимический состав зерна. Зерно ячменя 
содержит уникальные комбинации растворимых и нерас­
творимых пищевых волокон и полисахаридов вместе с 
низкомолекулярными биоактивными компонентами (Ma­
dakemohekar et al., 2018). Голозерный ячмень превосходит 
пленчатый по содержанию питательных веществ, таких 
как белок, некоторых заменимых и незаменимых амино­
кислот, β-глюканов, витаминов, макро- и микроэлементов, 
фенольных и флавоноидных соединений. Установлено, 
что при переработке зерна ячменя сохраняются все его 
полезные компоненты, в том числе проантоцианидины – 
активные антиоксиданты (Железнов и др., 2013; Полон­
ский и др., 2021).

Физиологически важным диетическим компонентом 
в зерне голозерного ячменя являются (1,3;1,4)-β-D-глю­
каны. Они способствуют снижению риска сердечно-со­
судистых заболеваний, поддержанию или понижению 
количества холестерина в крови и сокращают риск ги­
пергликемического синдрома, улучшают функции печени 
и снижают избыточную массу тела (Wirkijowska et al., 
2012; Bozbulut, Sanlier, 2019). В сухом веществе зернов­
ки пленчатого ячменя содержится 4–8 % β-глюкана, а в 

зерновке голозерного ячменя этот показатель может до­
стигать 16 %. Его содержание в зерне ячменя определяется 
сортовыми особенностями и факторами окружающей 
среды (Huth et al., 2002). Голозерный ячмень характери­
зуется большим содержанием витамина Е (Moreau et al., 
2007),  считается хорошим источником фенольных со­
единений, таких как производные коричной и бензойной 
кислот,  проантоцианидинов, флавонолов, флаванонов, 
флавонов (Shen et al., 2016; Ge et al., 2021), которые имеют 
антиоксидантное, противовоспалительное и антипроли­
феративное действие. 

Параметры голозерного ячменя, 
ограничивающие его широкое распространение
К одним из основных факторов, ограничивающих широ­
кое распространение голозерного ячменя, относится его 
низкая урожайность по сравнению с пленчатым. Это в 
основном происходит из-за низкой полевой всхожести, 
вызванной выпячиванием зародышего корешка за пределы 
зерновки, что влияет на устойчивость зародыша к механи­
ческому воздействию молотильного оборудования, ведет к 
его травмированию и снижению полевой всхожести семян. 

С целью преодоления данного недостатка голозерного 
ячменя в селекционных работах необходим контроль по 
морфологии формы зерновки и характера размещения 
зародыша (Тетянников, Боме, 2020). Уже создано доста­
точно много линий с овальной формой зерновки и даже 
округлым зерном, полученных от скрещиваний голозер­
ных канадских сортов McGwire, BRL-6, с пленчатыми 
сортами Гетман, Вакула, Linus и др. (Кирдогло и др., 
2013). В коллекции ВИР выделен очень перспективный 
образец голозерного ячменя 95683/73 (к-27730) из Гер­
мании. Он имеет укороченную (7.2 мм), но достаточно 
широкую (3.8  мм) и максимальной толщины (2.8 мм) 
зерновку. По этим показателям образец имеет уникальное 
значение для практического использования в селекции 
голозерного ячменя. Кроме того, выделены образцы с 
оптимальной формой зерновки: Алар-Эрд-Эне из Мон­
голии, Hora из Нидерландов, 1218-524 из Чехии, S-257 
из Мексики (Малашкина, 2008). 

Уже давно установлено, что сорта пленчатого ячменя 
более продуктивны, чем голозерные. Однако многие ис­
следователи, изучающие голозерные ячмени, отмечают, 
что на цветковые чешуи, которые плотно соединены с 
зерновкой, в общей массе собранного урожая пленчатого 
ячменя приходится не менее 12–14 %. Причем сами по 
себе цветковые чешуи – та же солома, поэтому при из­
мерении реальной урожайности пленчатого ячменя надо 
учитывать этот факт (Грязнов, 2014).

Показана большая вариабельность урожайности от 
условий окружающий среды, особенно в засушливых 
зонах (Грязнов, 2014). Голозерный ячмень существен­
но различается по урожайности, в зависимости от сорто­
вых особенностей. Изучение продуктивности голозерных 
форм ячменя проводили во многих регионах России: в Си­
бири – в Тюменской области (Тетянников, Боме, 2020), 
Омской (Аниськов и др., 2015) и Кемеровской областях 
(Заушинцена и др., 2007), Северном Кавказе (Дорошенко 
и др., 2019) и др. В этих регионах выделены образцы с 
наибольшей урожайностью и адаптивными свойствами.
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Один из наиболее значимых хозяйственно ценных при­
знаков – устойчивость к полеганию голозерного ячменя 
для различных зон. Т.М. Богданова с коллегами (2001) 
в условиях Северо-Западного региона выявили единич­
ные образцы, устойчивые к полеганию: KM 280 (к-29419, 
var. nudum, Чехия), Nacta (к-20928, var. nudum, Германия), 
сложные гибриды из Мексики (к-28019, var. nudum и 
к-28083, var. neogenes). Позже в этих же условиях были 
найдены устойчивые к полеганию образцы из двурядных: 
к-29863 (var. neogenes, Чехословакия) и к-28083 (var. neo­
genes, Мексика), а из многорядных – к-28961 (var. coeleste, 
Индия), к-4365 (var. coeleste, Беларусь), к-21319 (var. sub­
nudupyramidatum, Япония) (Тяглый, 2007). В условиях 
Тюменской области устойчивость к полеганию в 9 баллов 
за период изучения продемонстрировали двурядные об­
разцы: к-22308 (H 2198 Ubamer Baco), к-23450 (H 2866 
Coll. Halle EP 80), к-25008 (Местный), к-25855 (Ra 6), из 
многорядных: к-30663 (C.I.11073) и к-30624 (C.I.10975) 
(Тетянников, Боме, 2020).

Немаловажный критерий для повышения урожайно­
сти  голозерного ячменя в зонах возделывания с риско­
ванным земледелием – его скороспелость. Например, при 
изучении скороспелости ячменя из стран Юго-Восточной 
Азии обнаружены две ультраскороспелые формы из Ки­
тая: к-15881 (var. coeleste L.) и к-15882 (var. nudipyramida­
tum Koern.) с межфазным периодом «всходы–колошение» 
по годам исследований 30–33 дня (Звейнек, Ковалева, 
2017), что делает эти образцы перспективными для вы­
ращивания в зонах с неблагоприятными абиотическими 
факторами. По итогам изучения обширного материала 
из коллекции ВИР также выделено 16 скороспелых об­
разцов, например из двурядных: к-25090 (Мексика, var. 
nudum), к-29820 (Эфиопия, var. nigrinudum), многорядных: 
к-5489 (Украина, var. glabriduplinigrum), к-24817 (Эфио­
пия, var. tibetanum) (Богданова и др., 2001).

Практика возделывания голозерных сортов, в том числе 
сорта Нудум 95, свидетельствует о необходимости разра­
ботки мер адаптации таких сортов к местным условиям, 
что позволит поднять их урожайность до уровня пленча­
тых ячменей. Такие технологии уже начали появляться, 
но только для определенных регионов (Грязнов, 2016; 
Гладких и др., 2019).

Устойчивость к различным заболеваниям
Устойчивость сортов – один из важных резервов повы­
шения урожайности и качества зерна, а также сохранения 
экологической чистоты и безопасности продукции.

Грибные, бактериальные и вирусные заболевания и 
вредители ячменя обнаруживаются ежегодно в различных 
зонах страны, что вызывает резкое снижение урожайности 
и качества зерна. Они воздействуют на нормальный ритм 
развития растений, отрицательно влияют на налив зерна, 
тем самым снижают его крупность и выполненность, 
кроме того, повреждают стеблестой. Поэтому селекция на 
качество тесно связана с селекцией на устойчивость к 
болезням и вредителям. Самый выгодный и безопасный 
способ уменьшить заражение зерна – это создание сортов, 
обладающих генетической устойчивостью. Для решения 
селекционных задач необходим постоянный поиск новых 
источников и доноров устойчивости, поскольку в резуль­

тате возникновения и накопления мутаций вирулентности 
в популяциях патогена гены резистентности растений 
теряют свою эффективность (Лукьянова и др., 1990).

Известно, что ячмень может быть заражен широким 
спектром патогенных для растений грибов, многие из 
которых могут сохраняться в зерне. Роды Bipolaris, Py­
renophora, Phaeosphaeria, Alternaria, Ustilago, Puccinia, 
Blumeria и Fusarium считаются наиболее часто поражаю­
щими грибами для зерна ячменя во всем мире (Chen et 
al., 2016). С целью уменьшения потери урожая и ценных 
качеств зерна необходимо тщательно подбирать исходный 
материал, использовать наиболее устойчивые источники 
для создания новых селекционных сортов. 

Фузариоз – распространенное заболевание зерновых, 
таких как пшеница, кукуруза и ячмень, может привести 
к резкому снижению урожайности и качества продукции 
(Polisenska et al., 2020) за счет образования микотоксинов. 
Они вызывают в организме человека отсутствие аппетита, 
рвоту, диарею и в высоких дозах – кровотечение кишечни­
ка, а иногда приводят к дополнительным эффектам, таким 
как нарушение иммунной функции. В растениях микоток­
сины ингибируют синтез белков, а ферменты грибов обу­
славливают разрушение белка и тем самым вызывают ме­
ханизмы защитной реакции растений (Martin et al., 2018).

Устойчивость растений к фузариозу и накопление мико­
токсинов – сложный механизм. Определено пять основных 
классов устойчивости для пшеницы, ячменя и кукурузы: 
устойчивость I типа действует против первоначального 
проникновения и заражения растений, II  типа  – огра­
ничивает распространение инфекции внутри растения, 
III  типа  – устойчивость к заражению зерна,  IV  типа  – 
устойчивость и способность поддерживать урожай и, на­
конец, V типа – объединяет все механизмы устойчивости 
к накоплению микотоксинов (Martin et al., 2018). Устой­
чивость V типа предлагают разделить на две составляю- 
щие. Первый, называемый типом V-1, представляет со­
бой устойчивость к накоплению токсина, управляемую 
метаболической трансформацией, включающей биохими­
ческую модификацию, катализируемую ферментами. Вто­
рой (V-2) тип соответствует устойчивости через ингиби­
рование биосинтеза микотоксинов под действием эндо­
генных соединений самого растения (Martin et al., 2017).

Доказано, что решающую роль в устойчивости к фуза­
риозу играет большое число разнообразных метаболитов 
растений: фенолкислоты, флавоноиды, каротиноиды, то­
коферолы, бензоксазиноиды, жирные кислоты, аминокис­
лоты и их производные, углеводы, амины и полиамины, 
терпеноиды и др. (Gauthier et al., 2015; Atanasova-Penichon 
et al., 2016), которые подавляют активные формы кисло­
рода, улавливают свободные радикалы в ходе перекисно­
го окисления липидов и способствуют созданию физиче­
ского барьера против патогенной инфекции, а некоторые 
из метаболитов могут мешать биосинтезу микотоксинов 
(Siranidou et al., 2002). Установлено, что высокое содержа­
ние β-глюкана в зерне также способствует устойчивости 
V типа (Martin et al., 2018). 

При изучении пленчатых и голозерных форм ячменя 
одни исследователи показали, что пленчатый ячмень 
оказался более устойчивым (Warzecha et al., 2010), а дру­
гие обнаружили очень низкое содержание токсинов в 
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голозерных сортах ячменя, обосновывая это тем, что в 
цветковых чешуях остается значительное количество 
токсинов (Buerstmayr et al., 2004). По последним данным, 
необходимо отметить преимущество голозерных форм, по 
сравнению с пленчатыми, в отношении содержания групп 
метаболитов, способствующих усилению устойчивости 
V типа ячменя к фузариозу колоса. 

При изучении устойчивости сортов к фузариозу, про­
веденном отечественными исследователями, выделено 
14 высокоустойчивых образцов, 5 из которых (к-2946, 
к-11070, к-11073, к-11076, к-11082) относятся к голозер­
ным формам, имеющим крупное зерно, но склонным к 
полеганию и восприимчивым к мучнистой росе (Гагкаева, 
Гаврилова, 2009).

Мучнистая роса (возбудитель – Blumeria graminis 
(DC.) Golovinex Speerf. sp. hordei Marchal), карликовая 
ржавчина (Pucciniahordei G.H. Otth.) и гельминтоспо­
риоз − одни из наиболее распространенных и вредонос­
ных заболеваний ячменя в России (Kusch, Panstruga, 2017). 
Длительную устойчивость к патогену мучнистой росы 
сортов ячменя практически во всем мире обеспечивают 
гены mlo11 и отчасти mlo9 (Радченко и др., 2020). Най­
дены образцы голозерного ячменя, которые проявляют 
устойчивость или слабую восприимчивость к мучнистой 
росе:  Дублет (Беларусь), Омский голозерный  1 (РФ), 
К-26648 (Пакистан), Buck CDC, CDC VC Gwire, CDC 
Dawn (Канада), К-3038 (Дай-Май), Orgeniepetite (Фран­
ция), NB-OWA (Непал) и др. К гельминтоспориозным 
пятнистостям устойчивы образцы: Buck CDC, Bowman 
(Канада), 84469/70, К-3038 (Дай-Май), Дублет (Беларусь), 
Brunее (Эфиопия), Orgeniepetite (Франция) и  др. Ком­
плексную устойчивость к обоим патогенам имеют образ­
цы: Дублет, Омский голозерный 1, Омский голозерный 2, 
Юдинский 1, К- 26648, 84469/70, Orgeniepetite, CDC Dawn, 
NB-OWA, К-3038, CDC VC Gwire, E.E.B.N.46, они реко­
мендуются для участия в селекционных программах на 
устойчивость к грибным заболеваниям (Дорошенко Е.С., 
Дорошенко Э.С., 2018). 

На базе Пушкинских лабораторий ВИР при изучении 
образцов из Эфиопии выделены устойчивые к мучнистой 
росе образцы к-5448, к-8682, к-17554, которые могут быть 
источниками аллеля гена mlo11 для создания устойчи­
вых к мучнистой росе сортов. Образец к-5448 (Abyn 8, 
var. duplinigrum, Эфиопия) также устойчив к сетчатой 
пятнистости, поражение растений не превышало 1 балла 
(Алпатьева и др., 2016). Во время изучения сортимента 
голозерного ячменя коллекции ВИР был выявлен фонд 
устойчивых образцов к грибным заболеваниям. Устой­
чивостью к мучнистой росе в течение 30 лет обладают 
местные формы: к-2930 (var. violaceum, Китай), к-5983 
(var. coeleste, Афганистан) и к-3282 (var. nigrinudum, 
Эфиопия) (Богданова и др., 2001).

Кроме того, широкому распространению голозерного 
ячменя препятствует восприимчивость к головневым 
грибам. Эти грибы среди многочисленных возбудителей 
заболеваний зерновых культур имеют одно из наиболь­
ших значений, так как они повсеместно распространены, 
вызывают очень значительное снижение урожая и ухуд­
шают качество зерна, также возможны снижение уровня 
накопления сухого вещества в зерне, уменьшение длины 

колоса, снижение кустистости и числа зерен в колосе (Бех­
тольд, Орлова, 2018). При фитопатологическом анализе  
40 коллекционных образцов голозерного ячменя на твер­
дую головню обнаружено, что только три сорта имели аб­
солютную устойчивость (0.0 %) к патогену – Chugokuha­
daka N2 (Япония), Buck CDC (Канада), к-30313 (Эфиопия). 

Отмечено, что бόльшему поражению головневыми 
грибами подвержены среднеспелые образцы голозерного 
ячменя в сравнении со среднепоздними и раннеспелыми 
сортами. При заражении пыльной головней семена име­
ют меньшую абсолютную массу (на 10–20 %) и ухудшает­
ся их полевая всхожесть (Жичкина, Столпивская, 2015). 
В результате проведенных исследований (2005–2007 гг.) 
выявлено 8 пленчатых и 4 голозерных сорта, не поразив­
шихся черной и каменной головней, включая стандарты 
Омский 85 и Омский голозерный 2. Обнаружены об­
разцы, сочетающие устойчивость к черной, каменной и 
пыльной головне. Они рекомендованы селекционерам 
для включения в скрещивания с целью получения им­
мунных сортов (Мешкова, Сабаева, 2009). Образцы из 
коллекции ВИР к-23851 (var. himalayense, Горный Бадах­
шан) и к-21544 (var. trifurcatum, Боливия) устойчивы к 
пыльной головне в течение 12 лет (Богданова и др., 2001) 
и представляют интерес как перспективные источники. 

Селекционная работа с голозерным ячменем
Начало изучения голозерного ячменя положено такими 
учеными, как Н.И. Вавилов, А.А. Орлов и Ф.Х. Бахтеев. 
Они обратили внимание селекционеров, генетиков и агро­
номов на разнообразие голозерных форм, имеющихся 
в мировой коллекции, определили отличительные осо­
бенности и места распространения этих форм, дали их 
агроэкологическую характеристику и описали область их 
применения, а также положили начало сбору голозерных 
форм ячменя со всего мира (Ходьков, 1985). 

В России голозерный ячмень выращивали на очень 
ограниченных территориях, первые сведения о посевах 
голозерного ячменя в Восточной Сибири относятся к на­
чалу ХIХ в. Преимущественно в те годы среди посевов 
ячменя появился так называемый гималайский ячмень, 
который был заимствован в 1826 г. вице-президентом 
Императорского Московского сельскохозяйственного об­
щества С.И. Гагариным у австрийского герцога Иоанна 
(Сурин, 2011). По данным Л.Е. Ходькова (1985), в ранний 
период отечественной селекции лишь некоторые сельско­
хозяйственные учреждения интересовались голозерным 
ячменем. Например, на Запольской опытной станции в 
конце XIX в. изучали в течение ряда лет гималайский 
голый ячмень. В 1914 г. на Днепропетровской опытной 
станции был получен первый селекционный сорт голо­
зерного ячменя в России, Нудум 155, выведенный путем 
индивидуального отбора из голозерного ячменя. 

Однако это не первые сведения возделывания голозер­
ного ячменя на территории России. Например, анализ 
ископаемых растительных остатков, обнаруженных экс­
педицией Дагестанского филиала АН СССР во время рас­
копок древних поселений в районе селения Гильяр в юж­
ном Дагестане, показал, что 4.5–5 тыс. лет назад (в эпоху 
древней бронзы) местные жители возделывали пшеницу 
и ячмень. Примечательно, что наиболее распространен 
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был именно голозерный ячмень (Омаров, 1981). Местные 
горцы даже выделяли голозерный ячмень как самостоя­
тельную культуру, отличную от обычного культурного 
ячменя. Голозерный ячмень возделывали исключительно в 
горных и высокогорных районах Дагестана, где его зерно 
использовали на продовольственные цели. 

В мировой коллекции ВИР голозерный ячмень появился 
с самого основания и сбора коллекции. Интересно то, 
что первым зарегистрированным номером (к-1) в катало­
ге ВИР был образец голозерного ячменя var. himalayense 
из Узбекистана, полученный в 1897 г. Первые образцы 
голозерного ячменя в коллекцию ВИР были предостав­
лены из совершенно разных мест со всего мира: из Узбе­
кистана, Китая, Украины, Армении, Грузии, Германии, 
Румынии, Казахстана, Латвии, Франции, Киргизии и др., 
и со всей России: Саратовской, Ярославской, Тобольской, 
Вятской губерний, Дагестанской, Кубанской областей, 
Курской губернии, Донской, Черноморской областей, Ени­
сейской губернии, Терской области и др., что показывает 
повсеместное произрастание голозерного ячменя в стране. 

С 1927 г. Госсортсеть испытывает голозерные ячмени 
почти регулярно, а исследования в этой области становят­
ся систематическими. В 1920–1930-е гг. были выведе­
ны голозерные сорта ячменя Нудум Ростовский 0289 и 
3001, Целесте 086, Нудум 021, Целесте 08, Былое, Кол­
хозный 7, Нудум 92. По разным причинам почти все они 
не были районированы. Послевоенная селекция также не 
добилась выдающихся результатов в выведении новых 
голозерных форм ячменя. Таким образом, уже с конца 
прошлого века внимание как отдельных селекционеров, 
так и многих отечественных селекционных учреждений 
было обращено к проблеме выведения голозерных сортов 
ячменя и внедрения их в сельскохозяйственное производ­
ство, но почти все они не были успешны. Л.Е. Ходьков 
в своей работе «Голозерные и безостые ячмени» (1985) 
проанализировал опыт создания голозерных ячменей в 
стране и показал ряд перспективных селекционных форм 
собственной селекции. 

Целенаправленные исследования по созданию сортов 
голозерного ячменя в настоящее время проводятся в Ка­
наде, Японии, США, Швеции и Чехии, а также этой те­
матикой заинтересованы Россия, Украина и Белоруссия. 
В Канаде еще в конце 20-го века были созданы такие сорта, 
как Scout и Tupper (1980 г.), Condor (1988 г.), Buck и Ri­
chard (1990 г.), которые в настоящее время высеваются на 
площади более 350 тыс. га (Аниськов и др., 2015). В 1997 г. 
в Канаде впервые был создан ячмень вакси (waxy), со­
держащий на 32–41 % больше β-глюканов по сравнению 
с обычным ячменем. В Белоруссии первые исследования 
над созданием голозерных сортов ячменя относят к 70-м 
годам XX столетия. Получены такие сорта, как Голозер­
ный 76, Белорусский 76, Голозерный 94 и Дублет (Трофи­
мовская, 1972). Значительные успехи достигнуты также 
в Швейцарии, где в конце 1980-х гг. в официальный ка- 
талог внесено несколько сортов голозерного ячменя.

В РФ работы по селекции голозерного ячменя актив­
но проводятся в Сибирском НИИ сельского хозяйства, 
Красноярском НИИ сельского хозяйства, Cибирском НИИ 
растениеводства и селекции, Кемеровском НИИ сель­
ского хозяйства. В настоящее время в «Государственном 

реестре селекционных достижений…» РФ находится уже 
шесть сортов голозерного ячменя: Омский голозерный 1 
(2004), Омский голозерный 2 (2008) и Омский голозер­
ный 4 (2020), Оскар (2007), Нудум 95 (2010), Ергенинский 
голозерный (2020) (Государственный реестр…, 2021). 
Однако эти сорта адаптированы для определенных регио­
нов, в других местах их количественные и качественные 
характеристики не проявляются. Например, сорт Ергенин­
ский голозерный адаптирован для засушливых регионов 
черноземной зоны, что делает его востребованным на 
юге РФ и других засушливых регионах (Характеристики 
сортов…, 2020).

Современная селекция растений значительно изме­
нилась. Эти изменения связаны с развитием технологии 
молекулярных маркеров и возможностями секвенирова­
ния (Хлесткина, 2013). Они позволяют проводить отбор 
по генотипу, что значительно ускоряет селекционный 
процесс (Jaganathan et al., 2020). В настоящее время для 
генотипирования широко используются SNP-маркеры 
(Agarwal et al., 2008; Jaganathan et al., 2020), которые при­
меняются как для пленчатого, так и голозерного ячменя.

Применение NGS-технологий (next generation sequen­
cing) для изучения голозерного ячменя распространено 
не так широко, как для пленчатого. J. Hernandez с колле­
гами связывают это с проблемой отсутствия модельного 
голозерного ячменя (Hernandez et al., 2020). X. Chen с кол­
легами изучили с помощью секвенирования РНК с пар­
ными концами на платформе Illumina HiSeq 2000 два 
местных сорта голозерного ячменя, XQ754 и Nimubai, 
из Тибета и получили их транскриптомы. Всего 13.1 и 
12.9 млн парных прочтений длиной 90 п. н. были созда­
ны из двух сортов. На основе баз данных описаны гены и 
консервативные белковые домены развивающегося зерна 
голозерного ячменя. Более того, проанализированы по­
следовательности и уровни экспрессии генов, связанных 
с кодированием запасных белков и ферментов синтеза 
крахмала и β-глюканов. Их временные и пространствен­
ные закономерности выведены из данных транскрипто­
ма сорта пленчатого ячменя Morex (Chen et al., 2014). 
Эти результаты обеспечивают генетический потенциал, 
улучшение качественных признаков голозерного ячменя 
в будущих исследованиях. 

В настоящее время результаты секвенирования в со­
вокупности с технологиями высокопроизводительного 
генотипирования можно использовать для эффективного 
направленного отбора нужных генотипов среди селек­
ционных линий, что существенно ускорит создание но­
вых сортов ячменя с определенными характеристиками 
(Розанова, Хлесткина, 2020).

В мировой коллекции ячменя ВИР собран обширный 
генофонд голозерного ячменя. Группа многорядных го­
лозерных составляет небольшую часть коллекции, по 
сравнению с пленчатыми, и насчитывает 827 образцов, 
включает 34 разновидности. Голозерная группа двуряд­
ного ячменя состоит из 303 образцов и включает 21 раз­
новидность. Многие разновидности голозерного ячменя в 
коллекции ВИР являются эндемиками, встречаются очень 
редко и представлены в коллекции единичными образца­
ми, что делает коллекцию ВИР уникальным источником 
ценного генетического материала.
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Хозяйственное значение ячменя
В настоящее время активно развивается направление по 
производству продуктов питания из различных зерновых 
культур, которые удовлетворяют диетические нужды че­
ловека. Диетическое, профилактическое и лечебное 
действие таких продуктов питания на организм основано 
на биохимическом составе зерна. Селекционные работы 
последних лет направлены на создание высокоурожай­
ных сортов в сочетании с максимальным содержанием 
биохимических компонентов и их оптимальным соотно­
шением с другими качественными показателями зерна и 
устойчивостью к различным абиотическим и биотическим 
стрессорам (Loskutov, Khlestkina, 2021). К таким куль­
турам относят ячмень, который является важной продо­
вольственной, кормовой и технической культурой и имеет 
большое значение во многих странах мира. Ежегодно 
ячмень показывает стабильные сборы зерна: в 2020  г., 
по данным Продовольственной и сельскохозяйственной 
Организации Объединенных Наций (ФАО), сбор зерна 
составил более 151 млн т (http://www.fao.org/faostat/en/ 
#data/QC, дата обращения: 25.07.2021). Около 75 % ми­
рового производства ячменя используется на фуражные 
цели, 20 % идет на производство солода для пивоваренной 
промышленности и всего 5 % – для производства пищевых 
продуктов (Blake et al., 2011).

Продовольственное использование ячменя
Ячмень обладает высокими адаптивными свойствами к 
климатическим условиям высокогорья, засухи и засоле­
нию почвы, что делает его важной и основной продоволь­
ственной культурой в Северной Африке и на Тибетском 
плато в Китае, где другие культуры, такие как пшеница и 
рис, не могут дать стабильных и высоких урожаев (Moza, 
Gujral, 2016).

Список пищевых продуктов из зерна голозерного яч­
меня в настоящее время все больше расширяется. Зерно 
ячменя идет на изготовление круп, таких как ячневая и 
перловая. Так как зерно голозерного ячменя свободно 
отделяется от цветковой чешуи, то выход крупы из голо­
зерного ячменя больше, чем из пленчатого. Голозерные 
сорта обладают всеми ценными свойствами для полу­
чения крупы высокого качества. Поэтому целесообразно 
заменить часть пленчатых сортов ячменя на голозерные 
для изготовления круп (Борисоник, 1971).

Из голозерного ячменя изготавливают муку. В высоко­
горье мука голозерного ячменя в основном употребляется 
в виде сату (мука, приготовленная из жареных зерен ячме­
ня), а также смешивается с мукой других культур, таких 
как пшеница, гречка, просо и горох, для приготовления 
лепешек, пельменей и тхукпа (тибетский суп с лапшой). 
Кроме муки, из зерен готовят специальный традицион­
ный ферментированный напиток «Чанг» (“Chhyang”) и 
дистиллированный ликер для различных культурных и 
религиозных мероприятий. 

В Канаде распространены продукты, изготовленные 
из смесей муки пшеницы и ячменя в различных про­
порциях. Для сохранения биологической ценности зерна 
используется мука из цельномолотого зерна без отсева и 
технологических отходов (Трофимовская, 1972). В Италии 

голозерный ячмень активно применяют для переработки 
в диетическую ячменную муку или таких продуктов, как 
быстрые завтраки и заменители кофе. Для изготовления 
ячменного кофе зерно обжаривают до темно-коричневого 
цвета, затем мелко перемалывают, а полученную порош­
кообразную массу употребляют как суррогат кофе. 

Ведется работа по применению цельнозернового овса 
и ячменя для приготовления функциональных напитков, 
в том числе растительного молока. Такие напитки богаты 
витаминами группы В, сложными углеводами и раз­
личными минеральными компонентами. Цельное зерно, 
используемое в напитках, также содержит большое коли­
чество различных фенольных соединений, обладающих 
антиоксидантной активностью (Fernandes et al., 2018/19). 

В нашей стране активно разрабатывается применение 
муки голозерного ячменя в смеси с мукой из мягкой пше­
ницы для хлебопечения с целью обогащения продуктов 
полезными для организма человека веществами и суще­
ственного повышения питательной и потребительской 
ценности хлебобулочных изделий. 

На основе значительного числа экспериментов выяв­
лено оптимальное соотношение пшеничной/ячменной 
муки (90/10 %) для хлеба. При таких соотношениях 
характеристики хлеба (органолептическая оценка по­
верхности и цвета корки, пористость и эластичность) не 
уступают продукции, изготовленной из муки пшеницы 
в чистом виде, однако нужно отметить, что увеличение 
доли ячменной муки для хлебопечения до 25 % и более 
ухудшает качество продукции (Летяго, Белкина, 2019). 
Ведутся исследования для получения хлебной продукции 
с повышенной антиоксидантной активностью. Установле­
ны аналогичные оптимальные соотношения добавления 
муки из зерна голозерного пигментированного ячменя 
сорта Гранал 32, обладающего повышенной антиокси­
дантной активностью, а именно 10 % (Грязнов и др., 2019; 
Martínez-Subirà et al., 2020).

Включение голозерного ячменя, богатого β-глюканом и 
антоцианами, в сбалансированную диету дает множество 
преимуществ для здоровья, а такие диетические продукты 
с низким гликемическим индексом и богатые пищевыми 
волокнами могут помочь в регулировании уровня глюкозы 
в крови у здоровых людей и пациентов с диабетом (Shakib, 
Gabrial, 2010; Martínez-Subirà et al., 2020).

Кормовое использование ячменя
Большая часть мирового производства ячменя (> 70 %) 
направлена на удовлетворение нужд животноводства. Как 
кормовая культура, ячмень активно используется в России, 
странах СНГ, Восточной Европе и Канаде, где кукуруза, 
одна из самых популярных кормовых культур, не очень 
распространена (Авдейчик и др., 2009).

Зерно голозерного ячменя является ценным высоко­
энергетическим кормом, богатым белком и целым рядом 
незаменимых аминокислот, с низким содержанием клет­
чатки. Многочисленные исследования с голозерным яч­
менем направлены на включение его с различными фер- 
ментными добавками в рацион для улучшения качест­
венных показателей животных и уменьшения затрат на 
выращивание. Активное внедрение зерна голозерного 

http://www.fao.org/faostat/en/#data/QC
http://www.fao.org/faostat/en/#data/QC
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0023643820305715#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0023643820305715#!
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ячменя оказало положительное влияние в основном на 
куриц-несушек (Дадашко и др., 2010), свиней (Татаркина, 
2019), бройлерных цыплят (Teimouri et al., 2018) и гусей 
(Торопова, Суханова, 2013).

Другие направления использования ячменя
Активно развивается направление, где не только плен­
чатый, но и голозерный ячмень идет на производство 
солода, используется в пивоваренной промышленности 
и производстве других алкогольных напитков. Водные 
вытяжки из ячменного солода также применяют в меди­
цине, текстильной и кожевенной промышленности. Уже 
очень давно обсуждается возможность использования 
голозерного ячменя в качестве культуры для пивоварения, 
но необходимо внести корректировки в технологический 
процесс, например, заменив естественную фильтрацию 
через пленки искусственными фильтрами (Борисоник, 
1971). 

Голозерный ячмень используется также для приготов­
ления диастатического солода, имеющего состав и фер­
ментативную активность, сравнимые с составом пивова­
ренного и дистилляционного солода, но превосходящие 
состав пшеничного солода, приготовленного в идентич­
ных условиях. Первое преимущество такого солода – 
более короткое время выдержки, чем в пивоваренном 
ячмене или пшенице, и второе – его можно использовать 
непосредственно в пищевых целях без необходимости 
приготовления солодовых экстрактов и сиропов, как это 
имеет место в пивоваренной и винокуренной промыш­
ленности (Bhatty, 1996). Кроме того, голозерный ячмень 
может выступать в качестве основного материала для 
производства топливного спирта (Ingledew et al., 1995).

Последние исследования голозерного ячменя пока­
зывают его многогранность при использовании как для 
производства кормов и пищевых продуктов, так и для 
различных производственных нужд. Многие авторы отме­
чают целесообразность замены хотя бы части пленчатого 
ячменя на голозерный для повышения качества продукции 
и возможного уменьшения затрат на производство.

Заключение
Таким образом, голозерный ячмень, несомненно, имеет 
ряд преимуществ перед традиционным пленчатым ячме­
нем, а именно: легкое отделение цветковых чешуй при об­
молоте, более сбалансированный биохимический состав, 
повышенное содержание белка, различных аминокислот, 
β-глюканов и веществ, обладающих антиоксидантной 
активностью, меньшим содержанием клетчатки, что по­
вышает его ценность как кормовой культуры. 

В коллекции ВИР сохраняется и поддерживается более 
1230 образцов голозерного ячменя, собранных со всего 
мира. Она может послужить источником для создания 
высокоурожайных сортов голозерного ячменя с адаптив­
ными свойствами. Это дало бы преимущество в получении 
урожая наивысшего качества, а легкое отделение зерновки 
от цветковой чешуи способствовало уменьшению затрат 
на переработку зерна ячменя.

Настоящее исследование представляет интерес для се­
лекционеров, генетиков и специалистов по переработке 
ячменя.
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Аннотация. Транслокация 7DL-7Ae#1L·7Ae#1S с геном Lr29 от хромосомы 7Ae#1 пырея удлиненного (2n = 70) при-
влекает внимание селекционеров мягкой пшеницы эффективностью против возбудителя листовой ржавчины. Одна-
ко ее влияние на хозяйственно полезные показатели изучено недостаточно. В представленной статье исследована 
агрономическая ценность транслокации 7DL-7Ae#1L·7Ae#1S у аналогов яровой мягкой пшеницы сортов Саратов-
ская 68 и Саратовская 70 в течение 2019–2021 гг. Наличие гена Lr29 у исследуемого материала было подтверждено с 
помощью ПЦР-анализа с маркером Lr29F24. Линии с геном Lr29 характеризовались высокой устойчивостью к Puccinia 
triticina как на фоне естественной эпифитотии, так и в лабораторных условиях. Транслокация 7DL-7Ae#1L·7Ae#1S у 
аналогов сорта Саратовская 68 снижала продуктивность зерна во все годы исследований. В среднем понижение 
составило 35 и 42 %, или в абсолютных цифрах 1163 и 1039 против 1802 кг/ га у сорта-реципиента. В то же время у 
линий-аналогов сорта Саратовская 70 отмечено понижение урожайности зерна в 2019 и 2020 гг. и не было отличий в 
2021 г. В среднем понижение урожайности было 18 и 32 %, или в абсолютных цифрах 1101 и 912 против 1342 кг/ га у 
сорта-реципиента. У аналогов обоих сортов выявлено значимое понижение массы 1000 зерен, которое колебалось 
от 14 до 20 % на сорте Саратовская 68 и 17–18 % – на сорте Саратовская 70. Увеличение периода «всходы–колоше-
ние» обнаружено только у линий-аналогов сорта Саратовская 68, которое составило в среднем 1.3 суток. У аналога  
сорта Саратовская 70 различий по этому показателю не было. Транслокация 7DL-7Ae#1L·7Ae#1S не влияла на вы-
соту растений и устойчивость к полеганию у всего набора линий. Исследования качества муки и хлеба у линий с 
транслокацией 7DL-7Ae#1L·7Ae#1S выявили значимое увеличение содержания зернового белка и клейковины. Од-
нако наблюдались различия между линиями сортов Саратовская 68 и Саратовская 70 по влиянию на показатели 
альвеографа. Если у линий сорта Саратовская 68 отмечалось понижение упругости, отношения упругости теста к 
растяжимости, то у линий сорта Саратовская 70 эти показатели повышались. Все линии увеличивали силу муки и 
объем хлебцев, но если у линий сорта Саратовская 68 была повышенная хлебопекарная оценка, то линии сорта 
Саратовская 70 не отличались от реципиента.
Ключевые слова: мягкая пшеница; транслокация 7DL-7Ae#1L·7Ae#1S; линии-аналоги; эффективность гена Lr29; влия-
ние на продуктивность и качество зерна.
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Abstract. The 7DL-7Ae#1L·7Ae#1S translocation with the Lr29 gene attracts the attention of bread wheat breeders by 
its effectiveness against Puccinia triticina. However, its impact on useful agronomic traits has been little studied. In this 
report, the prebreeding value of 7DL-7Ae#1L·7Ae#1S was studied in analogue lines (ALs) of spring bread wheat cultivars 
Saratovskaya 68 and Saratovskaya 70 during 2019–2021. The presence of the Lr29 gene was conf irmed by using molecu-
lar marker Lr29F24. The ALs with the Lr29 gene were highly resistant to P. triticina against a natural epiphytotics back-
ground and in laboratory conditions. 7DL-7Ae#1L·7Ae#1S in Saratovskaya 68 ALs reduced grain productivity in all years 
of research. On average, the decrease was 35 and 42 %, or in absolute f igures 1163 and 1039 against 1802 kg/ha in the 
cultivar-recipient. In Saratovskaya 70 ALs, there was a decrease in grain yield in 2019 and 2020, and there were no diffe
rences in 2021. On average, the decrease was 18 and 32 %, or in absolute f igures 1101 and 912 against 1342 kg/ha in the 
cultivar-recipient. The analogues of both cultivars showed a signif icant decrease in the weight of 1000 grains, which ranged 
from 14 to 20 % for Saratovskaya 68 and 17–18 % for Saratovskaya 70. An increase in the period of germination-earing 
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was noted only in Saratovskaya 68 lines, which averaged 1.3 days. ALs of Saratovskaya 70 had no differences in this trait. 
7DL-7Ae#1L·7Ae#1S did not affect plant height and lodging resistance in all ALs. Studies of the bread-making quality in 
lines with 7DL-7Ae#1L·7Ae#1S revealed a signif icant increase in grain protein and gluten content. As for the effect on the 
alveograph indicators, there were differences between ALs of both cultivars. While Saratovskaya 68 ALs had a decrease in 
elasticity and in the ratio of dough tenacity to the extensibility, Saratovskaya 70 lines had an increase in these indicators. All 
lines increased the f lour strength and the loaves volume, but while Saratovskaya 68 ALs had an increased porosity rating, 
Saratovskaya 70 ALs had the same rating as the recipient.
Key words: bread wheat; translocation 7DL-7Ae#1L·7Ae#1S; analogue lines; eff iciency of the Lr29 gene; effect on grain 
productivity and bread-making quality.
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Введение
Нижнее Поволжье Российской Федерации является одним 
из основных регионов, выращивающих мягкую пшеницу. 
Большинство посевов сконцентрировано в Саратовской 
и Волгоградской областях. В 2020 г. общая площадь 
посевов под мягкой пшеницей (озимой и яровой) в Сара-
товской области составила 1 380 524 га, (http://srtv.gks.ru/
storage/mediabank/f2raAGzs), в Волгоградской области – 
1 528 000  га (https://volgastat.gks.ru/storage/mediabank/
posev_21.pdf). По данным «Государственного реестра 
селекционных достижений, допущенных к использова-
нию на 2021 г.», в Нижнем Поволжье зарегистрировано 
90 сортов озимой и 27 сортов яровой мягкой пшеницы 
(gossortrf.ru/wp-content/uploads/2021/04/Итоговый-реестр- 
2021.pdf). 

В этом регионе одним из основных грибных заболе-
ваний пшеницы является листовая ржавчина (возбуди-
тель Puccinia triticina f. sp. tritici Erikss.). Хотя для ряда 
зерносеющих регионов России в последнее десятилетие 
отмечается снижение значения этой болезни, потери от 
нее достаточно велики (Gultyaeva et al., 2021). В Нижнем 
Поволжье болезнь встречается ежегодно, а сильные эпи-
фитотии наблюдаются раз в три-четыре года (Гультяева и 
др., 2020). Последняя сильная эпифитотия была в вегета-
ционный сезон 2017 г. (Сибикеев и др., 2020). Несмотря на 
большое количество зарегистрированных в этом регионе 
сортов озимой и яровой мягкой пшеницы, значительная 
часть из них восприимчива к P. triticina (Gultyaeva et al., 
2021). Так, в левобережной части Саратовской области 
преобладают сорта яровой мягкой пшеницы Саратов-
ская 42, Саратовская 55 и Альбидум 32, которые не защи-
щены никакими генами устойчивости или неэффективным 
геном Lr10 (Гультяева и др., 2020; Gultyaeva et al., 2021). 

В целом для каждого региона России имеется свой 
набор сортов мягкой пшеницы, имеющих гены устойчи-
вости к листовой ржавчине (Lr-гены). Однако он не велик 
и ограничивается генами: Lr1, Lr3, Lr9, Lr10, Lr19, Lr20, 
Lr24, Lr26, Lr34, Lr37 и Lr6Agi1, Lr6Agi2, LrSp. Эти гены 
используются в практической селекции в различных ком-
бинациях, но в основном непреодоленные гены лишь LrSp, 
Lr6Agi1, Lr6Agi2 (Gultyaeva et al., 2021). Причем можно 
предполагать, что два последних гена аллельны (Sibikeev 
et al., 2017). В связи с этим в большинстве селекцентров 
России происходят поиск и перенос в перспективный ма-
териал новых неидентифицированных Lr-генов от диких 
сородичей (Давоян и др., 2017; Davoyan et al., 2019, 2021; 
Гультяева и др., 2020) или привлечение эффективных ра-

нее не использованных Lr-генов (Cибикеев и др., 2019). 
К последним относится ген Lr29, высокоэффективный 
как в России (Gultyaeva et al., 2021), так и за рубежом 
(Labuschagne et al., 2002; Li et al., 2018; Atia et al., 2021). 

Как известно, ген Lr29 интрогрессирован в мягкую пше-
ницу сорта Chinese Spring из короткого плеча 7Ae#1 хро-
мосомы Agropyrum elongatum (Host) Beauvois =Thinopyrum 
ponticum (Podp.) Backworth and Dewey гомеологичной 
рекомбинацией (Sears, 1973). E.R. Sears (1973) выделил 
7D/ Ag#11-перенос, который отличался от других устой-
чивым типом реакции к возбудителю листовой ржавчины. 
В сравнении с другими генами устойчивости к листовой 
ржавчине (Lr24, Lr19), интродуцированными от Ag. elon
gatum, ген Lr29 не имеет сцепления с генами устойчивости 
к возбудителю стеблевой ржавчины и желтого цвета муки 
(McIntosh et al., 1995). В каталоге генных символов пше-
ницы не указано ни одного коммерческого сорта с этим 
геном (McIntosh et al., 2013). Однако имеется информация 
о наличии Lr29 в египетских сортах (Atia et al., 2021). Ис-
ходя из исследований Е.И. Гультяевой, в наборе россий-
ских сортов мягкой пшеницы, как озимой, так и яровой, 
его нет (Gultyaeva et al., 2021). Почему такое ограничен-
ное использование в практической селекции гена Lr29,  
точнее 7DL-7Ae#1L·7Ae#1S-транслокации, неизвестно. 

Вопрос, связано ли это с тем, что она не компенсирует 
отсутствия пшеничного хроматина либо содержит неже-
лательные сцепления, открыт, так как мало информации 
о влиянии этой транслокации на хозяйственно полезные 
признаки. Из доступных источников к настоящему вре-
мени известно лишь о двух исследованиях транслокации 
7DL- 7Ae#1L·7Ae#1S – в Канаде и ЮАР (Dyck, Lukow, 
1988; Labuschagne et al., 2002), сконцентрированных 
в основном на изучении качества муки и хлеба и осу-
ществленных в мелкоделяночных посевах в один-два 
вегетационных сезона. В России такие исследования 
не проводили. Для определения влияния транслокации 
7DL- 7Ae#1L·7Ae#1S с геном Lr29 на продуктивность 
зерна и качество муки хлеба в лаборатории генетики 
и цитологии Федерального аграрного научного центра 
Юго-Востока были созданы линии-аналоги яровой мягкой 
пшеницы на сортах Саратовская 68 и Саратовская 70. 

Цель наших исследований – по результатам изучения 
линий-аналогов яровой мягкой пшеницы выявить пер-
спективность транслокации 7DL-7Ae#1L·7Ae#1S с геном 
Lr29 для практической селекции как по эффективности 
против P. triticina, так и по влиянию на продуктивность 
зерна и качество муки и хлеба.
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Материалы и методы
Исследованы следующие генотипы: 1) сорта-реципиенты 
яровой мягкой пшеницы Саратовская 68 (С68) и  Сара
товская 70 (С70); 2) линии-аналоги яровой мягкой пше
ницы Саратовская 68*4//Tc Lr29; 3) линии-аналоги яровой 
мягкой пшеницы Саратовская 70*4//Tc Lr29. Линии-анало-
ги получены скрещиванием сортов С68 и С70 с почти изо-
генной линией сорта Thatcher (TcLr29, RL-6080), содер
жащей транслокацию 7DL-7Ae#1L·7Ae#1S с геном Lr29, 
с последующим четырехкратным беккроссированием с 
сортами-реципиентами. Всего получено 20 линий-ана-
логов от сорта С68 и 11 – от сорта С70. В дальнейшие 
исследования были взяты по две линии-аналоги от каж-
дого сорта. Так как оба сорта-реципиента восприимчивы 
к возбудителю листовой ржавчины, то основным кри-
терием при отборах в беккроссах была устойчивость к  
P. triticina. 

Два различных сорта-реципиента были взяты в иссле-
дование для выявления возможного влияния генотипа 
реципиента на изучаемые признаки. Сорта С68 и С70 
различаются между собой. Первый сорт – остистый, 
краснозерный, белоколосый, высокорослый, среднеспе-
лый, восприимчив к возбудителю листовой ржавчины, 
содержит неэффективный ген Lr10 (Гультяева и др., 
2020), по качеству муки и хлеба относится к категории 
ценных пшениц. Второй сорт – безостый, белозерный, 
белоколосый, высокорослый, скороспелый, восприимчив 
к возбудителю листовой ржавчины, не содержит никаких 
Lr-генов (Гультяева и др., 2020), по качеству муки и хлеба 
относится к категории ценных пшениц. 

Исследования включали три этапа. Первый этап – под-
тверждение наличия чужеродного материала у исследуе-
мых линий-аналогов С68*4//TcLr29 (С68Lr29) и С70*4//
TcLr29 (С70Lr29). Для этого была проведена идентифи-
кация Lr-генов с использованием молекулярного маркера 
Lr29 (Lr29F24) (Procunier et al., 1995). ДНК выделяли из 
листьев 5-дневных проростков микрометодом по мето-
дике D.V. Dorokhov и E. Clocke (1997). Из каждой линии 
брали по три растения. Концентрация ДНК в рабочем 
растворе составляла 50–100 нг/мкл. Полимеразную цеп-
ную реакцию осуществляли в амплификаторе MyCycler 
Thermal Cycler (Bio-Rad, США) при следующих условиях: 
94 °С – 3 мин, 35 циклов (94 °С – 30 с, 60 °С – 30 с, 72 °С – 
1 мин). Амплифицированные фрагменты разделяли 
электрофорезом в 1.5 % агарозном геле в 1×ТВЕ-буфере, 
гели окрашивали бромистым этидием и фотографировали 
в ультрафиолетовом свете. В качестве положительного 
контроля была линия TcLr29. 

Второй этап – оценка восприимчивости линий к возбу-
дителю листовой ржавчины на ювенильной стадии и ста-
дии взрослых растений. Восприимчивость растительного 
материала на стадии взрослых растений (фаза молочно-
восковой спелости) – в полевых условиях Федерального 
аграрного научного центра Юго-Востока при сильной 
эпифитотии патогена в 2017 г. (Сибикеев и др., 2020). 

В полевых условиях тип инфекции оценивали по шка-
ле A.P. Roelfs с коллегами (1992), где R – устойчивость, 
MR – умеренная устойчивость, MS – умеренная восприим-
чивость и S – восприимчивость. Степень поражения ржав-
чиной (%) была определена согласно шкале R.F. Peterson 

с коллегами (1948). Оценку линий на ювенильной стадии 
проводили в лабораторных условиях в фазе первого листа 
во Всероссийском институте защиты растений в 2018 г. 
Для лабораторной оценки использовали клоны P.  triti
cina, маркированные вирулентностью к генам Lr9 (К9),  
Lr19 (К19), Lr26 (К26) и сборную саратовскую популя-
цию патогена. Тест-клон К9 был выделен из уральской 
популяции, тест-клон К19 – из тамбовской, К26 – из крас
нодарской популяции. Саратовская популяция собрана 
на Лысогорском фитопитомнике Саратовской области 
в 2018  г. Используемые тест-клоны и популяция были 
авирулентными к линиям Thatcher (TcLr) с генами Lr24, 
Lr23, Lr28, Lr29, Lr39(= 41), Lr45, Lr47, Lr51, Lr53 и ви-
рулентными – с генами Lr1, Lr2a, Lr2b, Lr2c, Lr3a, Lr3bg, 
Lr3ka, Lr10, Lr14a, Lr15, Lr16, Lr17, Lr18, Lr20, Lr30. 

Клон К9 был вирулентным по отношению к линии 
ТсLr9 и авирулентным – к ТсLr19, ТсLr26; клон К19 виру
лентен к ТсLr19 и авирулентен – к ТсLr9, ТсLr26; клон К26 
вирулентен к ТсLr26, авирулентен – к ТсLr9, ТсLr19. Эти 
тест-клоны P. triticina были выбраны для анализа, так как 
вирулентность к Lr9 распространена в Уральском регио
не, к Lr19 – в Среднем и Нижнем Поволжье и к Lr26 – во 
всех регионах Российской Федерации, где выращивается 
мягкая пшеница. 

Саратовская популяция патогена была представлена 
смесью двух рас: вирулентные – к линии ТсLr19, авиру-
лентные – к ТсLr9, ТсLr26 и вирулентные – к линии ТсLr26, 
авирулентные – к ТсLr9, ТсLr19. Для инфицирования ис-
пользовали 10–12-дневные проростки (фаза первого лис
та) исследуемых линий-аналогов и сортов- реципиентов, 
выращенные в сосудах с почвой, их опрыскивали водной 
суспензией спор каждого тест-клона и популяцией с до-
бавлением детергента Твин 80. После заражения растения 
помещали в светоустановку с контролируемыми условия
ми (температура 20 °С, фотопериод 16 ч день/8 ч ночь). 
Тип реакции пшеницы определяли по шкале E.B. Mains 
и H.S. Jackson (1926), где: 0 – отсутствие симптомов; 0; – 
некрозы без пустул; 1 – очень мелкие пустулы, окружен-
ные некрозом и хлорозом; 2 – пустулы среднего размера, 
окруженные некрозом; 3 – пустулы среднего размера без 
некроза; 4 – крупные пустулы без некроза; Х – пустулы 
на одном и том же листе разных типов; присутствуют 
хлорозы и некрозы. Растения,  поражение которых со-
ставляло 0–2 балла, относили к устойчивым (R), а 3, 4 и 
Х (S) – к восприимчивым (Mains, Jackson, 1926). 

Третий этап – оценка показателей продуктивности зер-
на, физических и хлебопекарных свойств теста и хлеба у 
линий-аналогов С68Lr29 и С70Lr29 в сравнении с сорта-
ми-реципиентами С68 и С70. Исследования проводили в 
2019–2021 гг. Гидротермический коэффициент за период 
вегетации мягкой пшеницы в 2019 г. составил 0.6 (очень 
засушливые условия), в 2020 г. – 0.8 (засушливые условия) 
и 2021 г. – 0.9 (засушливые условия). Основными отличия-
ми погодных условий 2019 и 2021 гг. были высокие темпе-
ратуры в период цветения (выше средней многолетней на 
4.2 и 8.0 °C соответственно) при пониженном количестве 
осадков (ниже среднего многолетнего на 13 мм), что резко 
снизило продуктивность зерна. В то же время в 2020 г. в 
период цветения наблюдалась пониженная температура 
(ниже средней многолетней на 1  °C) при повышенном 
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количестве осадков (выше средней многолетней на 48 мм), 
что повысило урожайность зерна.

Экспериментальный материал рендомизированно вы
севали в 7 м2 делянки в 3-кратной повторности. Норма 
высева – 400 зерен на 1 м2. Качество муки и хлеба оцени-
вали по содержанию сырой клейковины, крепость которой 
определяли на приборе ИДК-3, а также по показателям 
альвеографа Шопена с выпечкой опытных образцов 
хлебцев. Содержание белка в зерне урожая 2020 и 2021 гг. 
выявляли на анализаторе зерна Infratec™ 1241. Полу-
ченные данные по каждому набору линий-аналогов и 
соответствующему сорту-реципиенту подвергали одно-
факторному дисперсионному анализу со множественными 
сравнениями по Дункану с помощью пакета селекционно-
генетических программ Agros-2.10. 

Результаты

Идентификация генов устойчивости
Для подтверждения наличия транслокации 7DL-7Ae#1L· 
7Ae#1S и, соответственно, гена Lr29 у линий-аналогов 
С68Lr29 и С70Lr29 осущестлен ПЦР-анализ c маркером 
Lr29F24 (Procunier et al., 1995).

Всего проанализирован 31 образец, продукт амплифи-
кации размером 900 п. н. определен у линий № 6, 8, 11, 
14, 19, 20 (С68Lr29), № 21 и 31 (С70Lr29) (см. рисунок). 
На основании проведенного молекулярного анализа с 
использованием маркера, разработанного для выявления 
транслокации 7DL-7Ae#1L·7Ae#1S с геном Lr29, сделано 
предположение, что данные линии-аналоги несут трансло-
кацию, а следовательно, ген Lr29. Для определения влия
ния транслокации 7DL-7Ae#1L·7Ae#1S на хозяйственно 
ценные признаки были взяты линии № 6 и 8 С68Lr29 и 
№ 21, 31 – С70Lr29. 

Фитопатологический анализ устойчивости  
к возбудителю листовой ржавчины 
В условиях инфекционного фона 2017 г. все линии с геном 
Lr29 показали устойчивый тип реакции (R) (пораженность 
0 %, тип реакции – IT = 1), в то время как сорта-реципиен
ты С68 и С70 проявили восприимчивость к патогену (S) 
(пораженность 40 и 60 %, тип реакции IT = 3). Сходные 
результаты получены при инокуляции линий в фазе про-
ростков (табл. 1). 

Таким образом, фитопатологический анализ устойчиво-
сти к возбудителю листовой ржавчины у линий-аналогов 
С68Lr29 и С70Lr29 в полевых и лабораторных условиях 
показал высокий уровень их устойчивости и эффектив-
ность гена Lr29 по сравнению с исходными сортами-ре
ципиентами. 

Влияние транслокации 7DL-7Ae#1L·7Ae#1S  
на продуктивность зерна и качество муки и хлеба
Результаты изучения продуктивности зерна у линий с 
транслокацией 7Ae#1L·7Ae#1S (ген Lr29) продемон-
стрировали, что в среднем за период с 2019 по 2021 г. нет 
значимых различий по урожайности у линий по сравне-
нию с сортами-реципиентами С68 и С70 (табл. 2), что 
ожидаемо, так как показатели по продуктивности в 2020 г. 
в три-пять раз превышают урожайность 2019 и 2021 гг. 
Схожие результаты были получены при определении 
влияния Sr22+Sr25 и Sr22+Sr35-комбинаций генов на 
линиях яровой мягкой пшеницы по сравнению с сортами 
Л503 и Фаворит. Урожайность зерна у этих сортов и линий 
была в 2.3–2.7 раза выше в 2020 г. по сравнению с 2019 г. 
(Sibikeev et al., 2021). Тем не менее анализ продуктивности 
зерна отдельно по годам выявил, что у линий-аналогов 
С68Lr29 по всем трем годам изучения урожайность была 
существенно ниже, чем у сорта-реципиента С68. Схожие 
выводы были при сравнении продуктивности зерна у 
линий С70Lr29 по двум годам изучения (2019 и 2020) и 
лишь в вегетационный сезон 2021 г. урожайность зерна 
линий была на уровне сорта-реципиента С70. 

Как упоминалось выше, сезоны 2019–2021 гг. характе-
ризовались засухой, но при этом сезон 2020 г. выделялся 
распределением осадков в течение вегетационного пе-
риода. В этот год наблюдался избыток влаги от всходов 
до цветения, а затем отмечалась засуха с высокими тем-
пературами до полного созревания. Основным положи-
тельным моментом вегетационного периода 2020 г. было 
повышенное количество осадков в третьей декаде июня 
(фаза «цветение яровой мягкой пшеницы»). При этом 
превышение многолетних показателей составило 80 % 
при пониженной температуре воздуха, что в дальнейшем 
способствовало более высокой урожайности зерна.

Электрофореграмма, иллюстрирующая амплификацию фрагментов в присутствии маркера Lr29F24/Lr29R24.
М – маркер длины 1000/100–500 (Диаэм). Стрелкой указан диагностический фрагмент длиной 900 п. н. Дорожки: 1–20 – линии-аналоги С68Lr29;  
21–31 – С70Lr29.

Таблица 1. Характеристика восприимчивости линий 
с транслокацией 7DL-7Ae#1L·7Ae#1S и родительских сортов 
к патогену P. triticina в фазе проростков 

Сорт, линия Тип реакции (IT), балл

Тест-клоны Саратовская  
популяция 
P. triticina

К9 К19 К26

С68 3 3 3 3

С68Lr29-6 0 0 0 0

С68Lr29-8 0 0 0 0

С70 3 3 3 3

С70Lr29-21 0 0 0 0

С70Lr29-31 0 0 0 0

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 19 2118 20 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 TcLr29

900 п. н.
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В среднем за 2019–2021 гг. анализ массы 1000 зерен 
как одного из важных элементов продуктивности зерна 
показал значимое понижение у обеих линий С68Lr29 – 
26.6 и 24.6 г, по сравнению с сортом-реципиентом – 30.9 г. 
Схожие результаты получили у линий-аналогов С70Lr29 – 
29.4 и 29.7 г против 36.0 г у С70 (см. табл. 2). 

Влияние транслокации 7DL-7Ae#1L·7Ae#1S на про-
должительность периода «всходы–колошение» в среднем 
за 2019–2021 гг. было неоднозначным. Если наблюдались 
значимые различия между обеими линиями С68Lr29 
(42.3 сут) и сортом-реципиентом С68 (41 сут), то у линий 
С70Lr29 (40.7 и 40.0 сут) и сорта С70 (40.0 сут) досто-
верных различий не было. Таким образом, установлено 
неодинаковое влияние транслокации 7DL-7Ae#1L·7Ae#1S 
в разных генотипах сортов-реципиентов: у линий, создан-
ных на среднеспелом сорте С68, период «всходы–коло-
шение» удлинился, а на скороспелом С70 он остался на 
уровне реципиента. По высоте растений и устойчивости к 
полеганию различий между исследуемыми линиями и сор
тами-реципиентами не было (данные не представлены). 

К сожалению, для большого числа интрогрессивных 
линий мягкой пшеницы вовлечение чужеродной генети-
ческой изменчивости ухудшает ряд показателей качества 
муки и хлеба. Поэтому при изучении влияния интро-
грессии фрагментов хромосом от родственных видов в 
мягкую пшеницу важным этапом является определение 
качества конечной продукции – муки и хлеба. В среднем 
за 2020–2021 гг. было обнаружено, что линии с трансло
кацией 7DL-7Ae#1L·7Ae#1S значимо превысили по со-
держанию белка в зерне сорта-реципиенты (см. табл. 2). 
Причем на линиях-аналогах С68Lr29 это превышение 
достигало 2 %, а на С70Lr29 – 0.8 %.

По показателям клейковины получены следующие ре
зультаты: линии С68Lr29 существенно превысили по со
держанию клейковины сорт-реципиент С68, а именно: 
41.7 и 41.4 против 31.4 % у реципиента, при НСР05 = 2.5. 
По крепости клейковины у линий С68Lr29 значимых 
различий с сортом-реципиентом не было. Но следует от-
метить, что по показателям ИДК-3 у линий С68Lr29 клей-
ковина была более слабая – 76 и 80 е. п., против 72 у сорта 
С68. У линий С70Lr29 отмечалось значительное превы-
шение по содержанию клейковины сорта-реципиента С70, 
а именно: 37.0 и 38.5 против 35.0 % у реципиента, при 
НСР05 = 1.5. По крепости клейковины у линий больших 

различий с сортом-реципиентом не было. Кроме того, по 
показателям ИДК-3 у линий С70Lr29 клейковина первой 
группы – 71 и 75 е. п., как и у С70 – 69 е. п. 

При изучении показателей альвеографа выявлено, что 
линии С68Lr29 отличались не только от сорта-реципиента, 
но и между собой. По упругости теста и отношению упру-
гости теста к растяжимости (P/L) отмечено понижение, но 
у одной из линий С68Lr29 понижение упругости (Р) было 
незначимое. Линии С68Lr29 продемонстрировали не-
однозначное влияние транслокации 7DL-7Ae#1L·7Ae#1S 
на силу муки – одна линия незначимо снизила, а вторая 
значимо повысила этот показатель. По пористости мякиша 
и объему хлеба у линий С68Lr29 по отношению к сорту-
реципиенту С68 наблюдалось повышение, но у одной из 
линий повышение объема хлеба было несущественным. 
В то же время у линий С70Lr29 влияние транслокации 
7DL- 7Ae#1L·7Ae#1S на показатели альвеографа было 
однозначным: повышение упругости теста, равное отно
шение P/L, повышение силы муки, объема хлеба, по по
ристости хлеба высокая оценка на уровне сорта-реци
пиента С70 (табл. 3). 

Обсуждение
Как уже отмечалось выше, ген Lr29 в составе трансло-
кации 7DL-7Ae#1L·7Ae#1S высокоэффективен против 
популяций возбудителя листовой ржавчины во многих 
странах мира. Известно только о двух патотипах P. triticina 
из Турции и одном из Пакистана, вирулентных к этому 
гену (Huerta-Espino, 1992, по McIntosh et al., 1995). В на-
ших исследованиях эффективность гена Lr29 была под-
тверждена как во время сильной эпифитотии листовой 
ржавчины в Саратовской области (R-тип устойчивости 
и тип реакции на патоген IT = 1), так и в лабораторных 
исследованиях. Линии с геном Lr29 характеризовались 
устойчивостью при инокуляции изолятами P. triticina, 
вирулентными к Lr9, Lr19, Lr26 (IT = 0;). Так как в полевых 
условиях оценивали взрослые растения в стадии начала 
налива зерна, а при лабораторных исследованиях – про-
ростки в фазе одного листа, то можно утверждать об экс- 
прессии защитного действия Lr29 в течение всего веге-
тационного сезона. 

При анализе влияния транслокации 7DL-7Ae#1L·7Ae#1S 
(ген Lr29) необходимо отметить размер самой транслока-
ции. Как видно из ее обозначения, она включает в себя 

Таблица 2. Показатели продуктивности зерна у линий яровой мягкой пшеницы с транслокацией 7DL-7Ae#1L·7Ae#1S  
(ген Lr29) в 2019–2021 гг.

Сорт, линия Всходы–колошение, сут, 
среднее за 2019–2021 гг. 

Урожайность зерна, кг/га Масса 1000 зерен, г, 
среднее за 2019–2021 гг.

Белок, %,
среднее за 2020–2021 гг.2019 г. 2020 г. 2021 г. Среднее

С68 41.0 684 3650 1073 1802 30.9 16.6

С68Lr29-6 42.3 562 2578    348 1163 26.6 18.9

С68Lr29-8 42.3 462 2344    340 1049 24.6 18.5

НСР05 1.0 110    238    121 NS    2.7    0.5

С70 40.0 562 3164    299 1342 36.0 16.7

С70Lr29-21 40.7 352 2574    378 1101 29.4 17.5

С70Lr29-31 40.0 307 2112    318    912 29.7 17.5

НСР05 NS 152    250    115 NS    5.2    0.5
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часть длинного плеча и все короткое плечо хромосомы 
7Ae#1 пырея удлиненного и часть длинного плеча хромо-
сомы 7D мягкой пшеницы. Точка разрыва указывается в 
дистальной части 7DL-7Ae#1L плеч (Friebe et al., 1996). 
Таким образом, есть основания ожидать большого влия-
ния на агрономические показатели, в первую очередь на 
продуктивность зерна и качество муки и хлеба. 

К сожалению, мало исследований по изучению влия
ния транслокации 7DL-7Ae#1L·7Ae#1S (ген Lr29) на 
хозяйственно ценные признаки (пребридинговое изуче-
ние) (Dyck, Lukow, 1988; Labuschagne et al., 2002). Эти 
исследования проводили на почти изогенных линиях 
сорта Thatcher (Dyck, Lukow, 1988) и сортов Thatcher и 
Karee (Labuschagne et al., 2002). В основном они были 
сконцентрированы на определении влияния транслока
ции 7DL-7Ae#1L·7Ae#1S на показатели качества муки и 
хлеба. Осуществлено одногодичное исследование на про-
дуктивность зерна, которое показало нейтральное влияние 
на урожайность зерна (Dyck, Lukow, 1988). 

В нашей работе, по результатам трехлетних полевых 
испытаний в условиях дефицита влаги (засухи разной 
степени), на линиях С68Lr29 установлено значимое сни
жение продуктивности зерна все три сезона. Схожее влия
ние обнаружено на линиях С70Lr29, у которых два сезона 
из трех было существенное снижение урожайности зер
на. P.L. Dyck и O.M. Lukow (1988) и M.T. Labuschagne 
с коллегами (2002) выявили положительное влияние на 
содержание белка в зерне. Наши результаты согласуются 
с этим выводом. Повышение содержания белка в зерне 
линий-аналогов, по сравнению с сортами-реципиентами, 
составило от 0.8 до 2.0 %. Наблюдалось также совпадение 
выводов о положительном влиянии на объем эксперимен-
тальных хлебцев. По результатам наших исследований, 
превышение составило от 40 до 110 см3. По отношению 
упругости теста к растяжимости (P/L) так же, как и в ра
боте M.T. Labuschagne с коллегами (2002), нами был опре- 
делен эффект сорта-реципиента. Так, на линиях С68Lr29 
отмечалось понижение на показатель P/L, а на линиях 
С70Lr29 – нейтральный эффект. В работе P.L.  Dyck и 
O.M. Lukow (1988) установлено положительное или ней
тральное влияние на массу 1000 зерен. По нашим данным, 
присутствие транслокации 7DL-7Ae#1L·7Ae#1S пони

жает этот показатель, причем у двух наборов линий-ана-
логов – по трем годам изучения. Понижение составило 
от 4.3 до 6.6 г. 

По остальному набору изучаемых признаков наши 
данные дополняют результаты P.L. Dyck и O.M. Lukow 
(1988) и M.T. Labuschagne с коллегами (2002). Так, в ис-
следованиях (Dyck, Lukow, 1988) и (Labuschagne et al., 
2002) показаны положительное или нейтральное влияние 
на водопоглотительную способность и выход муки и от-
рицательный эффект на время образования теста. Нами 
установлено положительное влияние на содержание клей
ковины и незначимое снижение ее крепости. Выявлен эф
фект сорта-реципиента на упругость теста. Так, у линий 
С68Lr29 транслокация 7DL-7Ae#1L·7Ae#1S понижает 
этот показатель, а у С70Lr29 значительно повышает. По 
влиянию на силу муки у линий С70Lr29 отмечено зна-
чимое повышение, в то время как у линий С68Lr29 одна 
линия незначимо понизила, а вторая значимо повысила 
этот показатель. Возможно, что у набора линий С68Lr29, 
кроме эффекта транслокации 7DL-7Ae#1L·7Ae#1S, оказал 
влияние отбор при создании линий. M.T. Labuschagne 
с коллегами (2002) также наблюдали эффекты отборов 
внутри набора почти изогенных линий сорта Karee c ге
ном Lr29, которые имели неоднозначные показатели ка
чества муки. 

В наших исследованиях все линии-аналоги либо по-
вышали оценку пористости хлеба (линии С68Lr29), либо 
имели высокую оценку на уровне сорта-реципиента (ли-
нии С70Lr29). Кроме того, выявлено различное влияние 
(в зависимости от сорта-реципиента) на длительность 
периода «всходы–колошение». Установлены значимые 
различия между линиями С68Lr29 (42.3 сут) и сортом-
реципиентом С68 (41 сут), а у линий С70Lr29 (40.7 и 
40.0 сут) и сортом С70 (40.0 сут) различий не было. Не 
обнаружено влияния транслокации 7DL-7Ae#1L·7Ae#1S 
на высоту растений и устойчивость к полеганию. 

Заключение
Подтверждена высокая эффективность гена Lr29 к сара-
товской популяции возбудителя листовой ржавчины, а 
также патотипам, вирулентным к Lr9, Lr19, Lr26. По всему 
изучаемому комплексу хозяйственно ценных признаков 

Таблица 3. Показатели качества муки и хлеба у линий яровой мягкой пшеницы с транслокацией 7DL-7Ae#1L·7Ae#1S  
(ген Lr29) в среднем за 2020 г.

Сорт, линия  Альвеограф* Хлеб**

 P, мм P/L W,  ед. а. V, см3 Пористость, балл Цвет мякиша

С68    97 1.5 281 710 4.2 Белый

С68Lr29-6    79 1.0 268 820 4.9 Белый

С68Lr29-8    88 1.0 314 750 5.0 Белый

НСР05       9 0.3    20    40 0.3

С70    91 1.5 222 820 4.9 Белый

С70Lr29-21 103 1.6 327 875 4.8 Белый

С70Lr29-31 110 1.8 280 870 5.0 Белый

НСР05       9 NS    30    40 NS

  * Показатели альвеографа: P – упругость теста; P/L – отношение упругости теста к растяжимости; W – сила муки.
** Показатели оценки хлеба: V – объем хлеба, пористость. 
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линии-аналоги с транслокацией 7DL-7Ae#1L·7Ae#1S (ген 
Lr29) были более перспективны по показателям качества 
муки и хлеба, чем сорта-реципиенты, но уступали им по 
продуктивности зерна. Снижение урожайности зерна, по 
всей видимости, связано с понижением засухоустойчи-
вости по сравнению с сортами-реципиентами Саратов-
ская 68 и Саратовская 70. Для дальнейшего использования 
транслокации 7DL-7Ae#1L·7Ae#1S (ген Lr29) в селекци-
онных программах необходимо проведение дополнитель-
ных исследований по снижению отрицательного влияния 
на ряд агрономически важных признаков. 
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Аннотация. Бактерии рода Xanthomonas Dowson, 1939 поражают около 400 видов растений, в том числе важ-
ные сельскохозяйственные культуры. Бактериальная полосатость риса – одно из самых разрушительных забо-
леваний, вызвано бактериями вида Xanthomonas oryzae pv. oryzicola (Fang et al., 1957) Swings et al., 1990. Сильное 
сходство симптомов поражения с другим карантинным близкородственным патовариантом  – Xanthomonas 
oryzae pv. oryzae (Ishiyama, 1922) Swings et al., 1990, а также возможность совместного заражения делают ви-
зуальную идентификацию невозможной. Карантинный статус и высокая вредоносность патогена требуют 
высокоэффективного, быстрого и точного метода его диагностики. Целью исследования были разработка и 
апробация наборов реагентов для выявления бактерии Xanthomonas oryzae pv. oryzicola, вызывающей бакте-
риальную полосатость листьев риса, методом полимеразной цепной реакции в реальном времени (ПЦР- РВ), 
а также ПЦР с последующим секвенированием ампликонов. В работе изучены образцы ДНК X. o. pv. oryzae и 
X. o. pv. oryzicola, полученные из коллекции CIRM-CFBR (Франция). Для проверки аналитической чувствитель-
ности была создана конструкция на основе вектора pAl2-T с целевой вставкой 290 п. н. Были подобраны и 
апробированы праймеры и зонд для специфической амплификации фрагмента гена hpa1 методом ПЦР-РВ, 
позволяющие обнаруживать ДНК X. o. pv. oryzicola. Показана способность с помощью разработанных прай-
меров обнаруживать все штаммы X. o. pv. oryzicola, последовательности которых находились в базе данных 
GenBank NCBI на 11.11.2021. Аналитическая специфичность набора реагентов протестирована на выборке 
из ДНК, выделенных из 53 близкородственных и сопутствующих организмов, и составила на исследованной 
выборке 100 %. Ложноположительных и ложноотрицательных результатов не обнаружено. Проверка анали-
тической чувствительности показала, что стабильный специфичный сигнал ПЦР-РВ наблюдался при разведе-
нии контрольной плазмиды до 25 копий на реакцию. Работоспособность полученного набора реагентов была 
подтверждена тестированием на пяти приборах для ПЦР-РВ разных производителей, что дает возможность 
рекомендовать его для проведения диагностических и скрининговых исследований. Праймеры для секвени-
рования seqX.o.all были подобраны на последовательность кластера генов hrp, а именно на нуклеотидную 
последовательность, кодирующую белок Hpa1. Секвенирование выбранного участка позволяет эффективно 
дифференцировать бактерии вида X. oryzae.
Ключевые слова: Xanthomonas oryzae pv. oryzicola; Xanthomonas; полимеразная цепная реакция; ПЦР-РВ; бак
териальная полосатость риса; специфичность; чувствительность; видовая диагностика.
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Abstract. The genus Xanthomonas comprises phytopathogenic bacteria which infect about 400 host species, includ-
ing a wide variety of economically important plants. Xanthomonas oryzae pv. oryzicola (Fang et al., 1957) Swings et 
al., 1990 is the causal agent of bacterial leaf streak (BLS) being one of the most destructive bacterial diseases of rice. 
BLS symptoms are very similar to those of bacterial blight caused by closely related Xanthomonas oryzae pv. oryzae. 
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X.  o.  pv. oryzae and X.  o. pv. oryzicola and often occur in rice f ields simultaneously, so separate leaves may show 
symptoms of both diseases. The quarantine status and high severity of the pathogen require a highly eff icient, fast 
and precise diagnostic method. We have developed an assay for Xanthomonas oryzae pv. oryzicola detection using 
real-time polymerase chain reaction (qPCR) and PCR amplicon sequencing. The DNA samples of X. o. pv. oryzae and 
X. o. pv. oryzicola were obtained from the collection of CIRM-CFBR (France). To evaluate the analytical sensitivity of the 
assay, a vector construct based on the pAL2T plasmid was created through the insertion of X. o. pv. oryzicola target 
fragment (290 bp). Primers and a probe for qPCR were selected for the hpa1 gene site. They allowed identifying all 
the strains the sequences of which had been loaded in the GenBank NCBI Nucleotide database before November 11, 
2021. The SeqX.o.all sequencing primers were selected for the hrp gene cluster sequence, namely for the nucleotide 
sequence encoding the Hpa1 protein, the sequencing of which allows for eff icient differentiation of X. oryzae species. 
The analytical specif icity of the system was tested using the DNAs of 53 closely related and accompanying micro-
organisms and comprised 100 % with no false-positive or false-negative results registered. The system’s analytical 
sensitivity was not less than 25 copies per PCR reaction. Its eff icacy has been conf irmed using f ive different qPCR 
detection systems from different manufacturers, so it can be recommended for diagnostic and screening studies.
Key words: Xanthomonas oryzae pv. oryzicola; Xanthomonas; polymerase chain reaction; qPCR; bacterial leaf streak; 
specif icity; sensitivity; species diagnostics.
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Введение
Бактерии рода Xanthomonas Dowson, 1939 широко рас-
пространены во всем мире и могут поражать не менее 
400 видов растений, в том числе большой спектр эконо-
мически важных сельскохозяйственных культур (Bog-
danove et al., 2011; Ryan et al., 2011; Fang et al., 2019). 
На сегодняшний день подробно описано 27 видов рода 
Xanthomonas, многие из которых отличаются высокой сте-
пенью вирулентности и специфичности к определенным 
видам растений (Leyns et al., 1984; Ryan et al., 2011; An et 
al., 2020). Одно из самых разрушительных заболеваний 
риса – бактериальная полосатость листьев (bacterial leaf 
streak, BLS), вызываемая бактериями вида Xanthomonas 
oryzae pv. oryzicola (Fang et al., 1957), Swings et al., 1990 
(Soto-Suárez et al., 2010). 

Заражение бактериальной полосатостью листьев приво-
дит к потере урожая от 8 до 32 %, что является серьезной 
проблемой, особенно для стран, возделывающих рис (Liu 
et al., 2014; Jiang et al., 2020). Убытки, вызванные этим за-
болеванием, могут поставить под угрозу глобальную про-
довольственную безопасность (Tang et al., 2000; Lang et al., 
2014). Патоген Xanthomonas oryzae pv. oryzicola включен 
в список I карантинных вредных организмов, отсутствую-
щих на территории Евразийского экономического союза, а 
также в перечень А1 Европейской и Средиземноморской 
организации по карантину и защите растений (ЕОКЗР) 
вредных организмов, которые ЕОКЗР рекомендует ре-
гулировать в качестве карантинных1. Принято считать, 
что бактериальная полосатость листьев риса впервые об
наружена на Филиппинах в 1918 г., однако бактерия, вызы- 
вающая  данное заболевание, была идентифицирована 
только в 1957 г. в Китае (Nino-Liu et al., 2006). В настоящее 
время область распространения заболевания ограничи-
вается тропической и субтропической Азией, северной 
частью Австралии, а также частью западной Африки 
(EPPO, 2007; Xie et al., 2014; Jiang et al., 2020). На се-
годняшний день на территории Российской Федерации 
1 EPPO for the EU under Contract 90/399003. Data Sheets on Quarantine 
Pests. https://gd.eppo.int/download/doc/530_ds_XANTOR_en [Дата обраще
ния: 23.11.2021].

X. o. pv. oryzicola отсутствует, однако ранее были зафик-
сированы2 случаи заражения на Юге и Дальнем Bостоке 
(EPPO, 2007, 2018). Согласно данным службы отчетности 
ЕОКЗР (EPPO Reporting Service), уже к 1994 г. в России 
не было случаев заражения данной бактерией3. 

Основным растением-хозяином X. o. pv. oryzicola яв
ляется рис (Oryza sativa L., 1753), кроме того, бактерии 
поражают некоторые злаковые сорные растения и незна-
чительное число других культивируемых злаков Poaceae: 
Leersia spp., Leptochloa spp., Oryza spp., Paspalum scrobi­
culatum, Zizania, Zoysia spp. (Ou, 1985; Saddler, Bradbury, 
2005; EPPO, 2007). Основные пути распространения 
возбудителя заболевания – зараженный семенной мате-
риал, а также через механические повреждения. Помимо 
этого, перенос на небольшие расстояния происходит с 
ветром, дождем или водой для орошения, а также за счет 
контакта c зараженным растительным материалом (Mew 
et al., 1993). 

Бактерии вида X. o. pv. oryzicola размножаются в суб
стоматальной полости, проникая в лист в основном че
рез устьица, и поражают межклеточное пространство 
паренхимы, однако они не попадают в ксилему, их рас-
пространение ограничено апопластом ткани мезофилла 
(Nino-Liu et al., 2006; Triplett et al., 2011; Jacques et al., 
2016). Ранний этап заражения характеризуется наличием 
небольших водянистых межжилковых штрихов, по мере 
развития симптомов на поверхности листьев может по-
явиться бактериальный экссудат (Mew et al., 1993). Жилки 
действуют как барьеры для прохождения патогена, по-
раженные участки удлиняются, распространяясь по всей 
длине листа, и со временем могут сливаться. При сильном 
заражении симптомы бактериальной полосатости риса 
трудно отличимы от бактериального ожога, вызываемо
го близкородственным карантинным видом Xanthomonas 
oryzae pv. oryzae; также визуальную идентификацию за
трудняют благоприятные условия внешней среды, способ-

2 Cabi Invasive Species Compendium. Datasheet Xanthomonas oryzae pv. ory­
zicola (bacterial leaf streak of rice). https://www.cabi.org/isc/ [Дата обраще-
ния: 23.11.2021].
3 EPPO Global Database. https://gd.eppo.int [Дата обращения: 23.11.2021].
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ствующие развитию симптомов, и степень устойчивости 
сортов растений (Swings et al., 1990; Poulin et al., 2014). 
Оба варианта могут встречаться на рисовых полях одно-
временно, а на некоторых растениях обнаруживаются 
симптомы обоих заболеваний (Mew et al., 1993; Nino-Liu 
et al., 2006).

Цель настоящего исследования – разработка и апроба-
ция системы диагностики для специфического выявления 
фитопатогена Xanthomonas oryzae pv. oryzicola, вызываю
щего заболевание бактериальной полосатости листьев 
риса, методом полимеразной цепной реакции в реальном 
времени (ПЦР-РВ), а также ПЦР с последующим секве-
нированием ампликонов.

Материалы и методы
Исследование проведено на базе центра коллективного 
пользования «Биотехнология» Всероссийского научно-
исследовательского института сельскохозяйственной био-
технологии и ООО «Синтол». В качестве положительных 
контролей прохождения специфичной реакции использо-
вали образцы ДНК X. o. pv. oryzae (2532 – типовой штамм 
из Индии) и X. o. pv. oryzicola (2286 – малазийский пато-
тип, на него получена черновая сборка полного генома) 
(Wilkins et al., 2015) из коллекции CIRM-CFBP (Франция). 
Географическое распространение X. o. pv. oryzae приуро-
чено к странам Азии, Африки и Северной Америки, в то 
время как X. o. pv. oryzicola распространен только в Азии 
и Африке. При выборе целевых штаммов опирались на 
статистику импорта риса в Россию, по данным базы та-
моженной статистики, ключевой поставщик риса – Индия 
(31.7 % от общего импорта на 2018 г.), также лидирующие 
позиции занимают Таиланд, Пакистан и Казахстан4.

При дизайне олигонуклеотидов для качественного 
определения наличия ДНК X. o. pv. oryzicola использовали 
участок гена hpa1 (Universal Protein Resource (UniProt) 
https://www.uniprot.org/ [Дата обращения: 23.11.2021]). 
Как и многие другие грамотрицательные патогенные 
бактерии, X. o. pv. oryzicola обладает системой секреции 
III типа (type three secretion system, T3SS), отвечающей за 
инфицирование и доставку эффекторных белков в клетки 
растения-хозяина (Zhu et al., 2000; Furutani et al., 2003; Li 
et al., 2011). Система T3SS и секретируемые ею компо-
ненты связаны с запуском гиперчувствительного ответа 
(hypersensitive response, HR) у резистентных растений и 
растений, не являющихся основными хозяевами данного 
патогена. Она кодируется локусом гена гиперчувствитель-
ности и патогенности – hrp (Cho et al., 2008; Fan et al., 
2017). Основной оперон состоит из более чем 20 генов 
на нескольких транскрипционных единицах, которые 
содержат гены hrp, hrc и hpa (Zou et al., 2006; Cho et al., 
2008). Синтез олигонуклеотидов проведен и расходные 
материалы предоставлены компанией ООО  «Синтол» 
(Москва, Россия).

При постановке классической ПЦР и ПЦР в режиме 
реального времени использовали реакционный буфер 
B-009 (ООО «Синтол») со следующими концентрациями 
компонентов: 3 мМ MgCl2, 0.25 мM dNTP и 2.5 е. а. по-
4 Экспертно-аналитический центр агробизнеса. https://ab-centre.ru/articles/ 
analiz-importa-risa-v-rossiyu-v-2001-2019-gg-

лимеразы с ингибирующими активность фермента анти-
телами (ООО «Синтол»). При дизайне олигонуклеоти
дов учитывали параметры: средняя температура отжига: 
60–62 °С для праймеров и 64–67 °С – для зонда, наличие 
на 3′-GC-clamp. 

Многопараметрический анализ свойств подобранных 
праймеров проверяли при помощи онлайн-приложе-
ний Thermofisher Multiple Primer Analyzer (https://www.
thermofisher.com), Promega Biomath Calculator – Tm for 
Oligos Calculator (https://worldwide.promega.com), Oli-
gonucleotide Properties Calculator (http://biotools.nubic.
northwestern.edu). В флуоресцентно-меченом зонде для 
ПЦР-РВ использовали краситель FAM, присоединенный 
к 5′-концу зонда. Гасителем флуоресценции послужил 
краситель RTQ-1, присоединенный к 3′-концу зонда. 
Концентрация праймеров в реакционной смеси составляла 
800 нМ, зонда – 400 нМ. Повторяемость и воспроизводи-
мость результатов ПЦР-РВ оценивали при проведении 
реакций на следующих приборах: АНК-М (ИАП РАН, 
Россия), QuantStudio 5 (Thermo Fisher Scientific, США), 
CFX-96 (Bio-Rad, США), DTprime 5 («ДНК-Технология», 
Россия), Rotor-Gene 6000 (Qiagen, США). За положи-
тельный результат принимали образцы, уровень сигнала 
флюоресценции которых превышал пороговую линию 
(10 % от разницы модулей самого низкого и самого вы-
сокого сигнала). 

Для установления аналитической чувствительности 
набора реагентов была создана конструкция на основе 
вектора pAL2-T («Евроген», Россия) с целевой вставкой 
X.  oryzae pv. oryzicola размером 290 п. н. Лигирование 
проводили после очистки продукта ПЦР набором для вы-
деления ДНК из реакционных смесей ColGen (ООО «Син-
тол»). При создании векторной конструкции использовали 
T4 ДНК-лигазный буфер (Thermo Fisher Scientific), фер-
мент – T4 ДНК-лигаза (Thermo Fisher Scientific). Встраи
вание плазмидной ДНК в клетки бактерии Escherihia 
coli (Migula 1895) осуществляли химическим методом 
(тепловой шок). Наличие вектора проверяли методом 
ПЦР-колонии с использованием стандартных праймеров 
М13, с последующей визуализацией в 1.5 % агарозном 
геле. Выделение плазмидной ДНК осуществляли при 
помощи набора реагентов PlasGen (ООО «Синтол»). Полу-
ченная кольцевая плазмида была обработана рестриктазой 
NotI (Thermo Fisher Scientific). Концентрацию плазмиды 
измеряли на флуориметре Quantus (Promega Corporation, 
США). Для определения аналитической чувствительности 
разрабатываемого набора реагентов проводили ПЦР-РВ 
с серией разведений плазмиды с известной концентрацией 
в дву- и четырехкратной повторности. Аналитическую 
специфичность разработанной системы праймеров и зон
дов проверяли на ДНК 53 близкородственных и сопутст
вующих организмов (Аляпкина и др., 2018). 

Биоинформатический анализ и обработку данных осу
ществляли с помощью программного обеспечения UGENE 
(«Унипро», Россия) и AliView (Швеция).

Для секвенирования ДНК X. o. pv. oryzicola была 
сконструирована пара праймеров seqX.o.all_F 5′-TCTTT 
GAACACACAATTCGGCGG-3′ и seqX.o.all_R 5′-TGG 
AGAATCTCTCCGACGATA-3′. Температурный режим 

https://www.thermofisher.com
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http://biotools.nubic.northwestern.edu
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программы амплификации для проведения классической 
ПЦР: первичная денатурация – 5 мин при 95 °С; цикли-
ческая – 15 с при 95 °С; отжиг – 40 с при 60 °С; цикличе-
ская элонгация – 30 с при 72 °С; количество циклов – 36; 
финальная элонгация – 5 мин при 72 °С. Секвенирование 
ДНК выполняли на генетическом анализаторе Нанофор 05 
(ИАП РАН). 

Результаты и обсуждение 
Поиск последовательностей в GenBank NCBI выявил 
208 нуклеотидных последовательностей рода Xanthomo­
nas, из них 20 штаммов X. o. pv. oryzicola. При анализе 
выравнивания последовательностей в AliView были подо-
браны олигонуклеотиды для ПЦР-РВ на консервативные 
для X. o. pv. oryzicola участки целевого гена hpa1 таким 
образом, чтобы места посадки праймеров были строго 
специфичны и позволяли обнаруживать все штаммы це-
левого объекта, последовательности ДНК которых были 
загружены в базу данных GenBank NCBI 5 на 11.11.2021. 
В табл. 1 представлены последовательности праймеров 
и зондов для диагностики бактерии X. o. pv. oryzicola. 

Аналитическую специфичность набора реагентов про
веряли на 53 образцах ДНК близкородственных и сопут
ствующих объектов, полученных из различных коллек-
ций, в том числе 9 образцов ДНК бактерий видов рода 
Xanthomonas.

Образцы получены из коллекций:
–  ФГБУ «Всероссийский центр карантина растений» 

(ФГБУ «ВНИИКР») и подразделений Россельхознад-
зора: Ralstonia solanacearum 0023, 0027, 0029, 0030, 
Erwinia amylovora, Clavibacter michiganensis subsp. 
sepedonicus 0140, 0028, 0244, C. m. subsp. michiganensis 
0240, 0241, 0242, 0243, X. o. pv. oryzae 0227, X. phaseoli, 
Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum 0141, 
0168, P. atrosepticum 0142, Dickeya solani, Xylophilus 
ampelinus 0124, Pantoea stewarti, P. st. subsp. indologe­
nes, P. aglomerance, Candidatus Liberibacter, Acidovo­
rax citrulli;

–  CIRM-CFBP (Франция): P. st. subsp. indologenes CFBP 
3614, C. m. subsp. nebraskensis CFBP 2405, CFBP 3491, 
Curtobacterium f laccumfaciens pv. f laccumfaciens CFBP 
3418, C. f l. pv. poinsettiae CFBP 2403, C. f l. pv. oortii 
CFBP 1384, X. axonopodis pv. phaseoli CFBP 2534;

–  Института Лейбница DSMZ – Немецкой коллекции 
микроорганизмов и клеточных культур GmbH (Герма-
ния): X. gardneri DSM 19127, X. perforans DSM 18975, 
P. wasabiae DSM 18074, X. euvesicatoria DSM 19128, 

5 National Center for Biotechnology Information. http://www.ncbi.nlm.nih.
gov [Дата обращения: 23.11.2021].

X.  vesicatoria DSM 22252, X. translucens pv. translu­
cens DSM 18974, P. cacticida DSM 21821, P. betavas­
culorum DSM 18076, D. dadantii subsp. dieffenbachiae 
DSM 18013, D. d. subs. dadantii DSM 18020, D. paradi­
siaca DSM 18069, D. chrysanthemi DSM 4610, D. zeae 
DSM 18068, P. c. subsp. odoriferum DSM 22556; 

–  внутренней коллекции ООО «Сингента» (Россия): 
C. m. subsp. michiganensis, Agrobacteria spp., X. campes­
tris pv. campestris, X. translucens pv. translucens;

–  Всероссийской коллекции микроорганизмов (Институт 
биохимии и физиологии микроорганизмов им. Г.К. Скря- 
бина РАН г. Пущино, Московская область): C. m. subsp. 
insidiosus ВКМ Ас-1402Т, C. m. subsp. nebraskensis 
ВКМ Ac-1404Т, Pseudomonas savastanoi ВКМ В-1546; 

–  Всероссийской коллекции промышленных микроор-
ганизмов, (НИЦ «Курчатовский институт» – ГосНИИ 
генетика, Москва): C. albidum ВКПМ В-1834. 
Аналитическая специфичность праймеров и зонда 

в этой выборке близкородственных и сопутствующих 
организмов составила 100 %. Все образцы, содержащие 
ДНК X. o. pv. oryzicola, дали положительный результат, 
что было подтверждено секвенированием. Ложноположи-
тельных результатов не выявлено, в том числе при внесе-
нии ДНК бактерии X. o. pv. oryzae – близкородственного 
патоварианта целевого объекта. 

При проверке аналитической чувствительности исход-
ная концентрация плазмиды с целевой вставкой X. o. pv. 
oryzicola была 13 нг/мкл, что составило 3 × 109 копий/ мкл. 
Для оценки аналитической чувствительности разраба-
тываемого набора проведена ПЦР-РВ с серией из семи 
разведений по следующей схеме: четыре 10-кратных раз-
ведения с соблюдением двойной повторности, начиная с 

Таблица 1. Последовательности праймеров и зонда, участок гена hpa1 бактерии X. o. pv. oryzicola  
и соответствующая им программа амплификации 

Название Последовательность Программа амплификации

Sva3X.o.cola_F F 5’-ATTCGAGCCAGGGCRGCAATG-3’ 5 мин при 95 °С
15 с при 95 °С
40 с при 60 °С
50 циклов

Sva3X.o.cola_R R 5’-ACCAAAGTCGCCGCCGCTGCT-3’

Sva3X.o.cola_FAM Pb 5’-(FAM) AATCAGCAGGCCGGGAAGGAGAA (RTQ1)-3’

Примечание. F – прямой праймер; R – обратный праймер; Pb – зонд.

Рис. 1. Результаты ПЦР-РВ, серия разведений плазмиды с целевой 
вставкой ДНК X. o. pv. oryzicola (0376), канал детекции FAM. 
Интерфейс – CFX-96 (Bio-Rad); ОКО – отрицательный контрольный образец.
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5-й серии разведений – в 4-кратной повторности (рис. 1). 
Концентрация плазмиды после первого разведения была 
3 × 105 копий/мкл. Начиная с 150 копий плазмиды в реак-
цию все последующие серии разведений дополнительно 
титровали по схеме: 2 × 10n, 5 × 10n, 7 × 10n в 4-кратной 
повторности. Для серии из семи 10-кратных разведений 
наклон кинетической кривой составил A = –2.671, коэффи-
циент корреляции R2 = 0.989. Стабильный специфичный 
сигнал ПЦР-РВ наблюдался при разведении до 25 копий 
плазмиды в реакции. Анализ чувствительности системы 
по 10-кратному разведению ДНК бактерии X. o. pv. oryzi­
cola показал более низкую чувствительность – до 43 копий 
ДНК на реакцию.

Разработанный набор реагентов был апробирован на 
пяти приборах для ПЦР-РВ зарубежного и российского 
производства (рис. 2, табл. 2). При проведении ПЦР-РВ 

в качестве матрицы использовали серию 10-кратных 
разведений ДНК патогена. Наклон кинетической кри-
вой составил А = 3.00–3.67, коэффициент корреляции 
R2 = 0.997–1.000, эффективность ПЦР-РВ Е = 87–116 %. 
Разница в пороговых значениях составила ± 1 цикл, что 
обусловлено конструктивными особенностями каждого 
прибора и алгоритмами расчета порогового цикла.

Для проверки пары праймеров seqX.o.all_F и 
seqX.o.all_R, позволяющих провести видовую диагно-
стику методом секвенирования по Сенгеру, проведена 
классическая ПЦР, где в качестве матрицы использова
лись ДНК X. o. pv. oryzae (2532) и X. o. pv. oryzicola (2286), 
а также смесь ДНК бактерий в соотношении 1:1 в качест
ве имитации совместного заражения. 

Показательным участком, характеризующимся боль-
шим количеством нуклеотидных замен, при дифферен-

Рис. 2. Результаты ПЦР-РВ, серия разведений ДНК X. o. pv. oryzicola (0376), канал детекции FAM. 
Интерфейс – АНК-М (ИАП РАН); ОКО – отрицательный контрольный образец. 

Таблица 2. Результаты ПЦР-РВ на приборах пяти производителей при использовании набора реагентов  
для обнаружения участка гена hpa1 бактерии X. o. pv. oryzicola

Образцы,
10-кратное разведение

Пороговый цикл, Ct

АНК-М 
(ИАП РАН)

QuantStudio 5  
(Thermo Fisher Scientif ic)

CFX-96  
(Bio-Rad)

DTprime 5  
(«ДНК-Технология») 

Rotor-Gene 6000 
(Qiagen)

10–3 25.84 25.52 26.43 25.40 25.54

10–3 25.99 25.37 26.43 25.40 25.45

10–4 29.36 29.32 29.48 29.10 29.02

10–4 29.53 29.33 29.43 29.00 28.95

10–5 32.27 32.68 32.56 32.20 32.46

10–5 32.35 32.88 32.29 31.80 32.26

Отрицательный контроль Отсутствует Неопределенный Отсутствует Отсутствует Отсутствует

Отрицательный контроль Отсутствует Неопределенный Отсутствует Отсутствует Отсутствует

Наклон кинетической кривой, A 3.20 3.67 3.00 3.30 3.43

Коэффициент корреляции, R2 0.998 0.999 0.998 0.997 1.000

Значение эффективности, E % 105 87 116 101 96
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циации двух близкородственных видов, является участок 
2 288 483–2 288 778 п. н. относительно референсной после-
довательности CP050113.1 из баз данных NCBI GenBank. 
Сравнение нуклеотидных последовательностей X. o. pv. 
oryzae, X. o. pv. oryzicola и их смеси представлено на 
рис. 3, где наблюдается наложение пиков C/G, в отличие 
от результатов секвенирования каждого возбудителя от-
дельно: X. o. pv. oryzae (нуклеотид G), X. o. pv. oryzicola 
(нуклеотид C). Биоинформатический анализ полученных 
последовательностей подтверждает наличие ДНК как 
X. o. pv. oryzae и X. o. pv. oryzicola, так и сразу двух на-
званных ранее организмов. 

Выравнивание полученных нуклеотидных последо-
вательностей при анализе сиквенсов смеси ДНК X. o. 
pv. oryzae и X. o. pv. oryzicola показало 19 нуклеотидных 
замен относительно референсного генома CP050113.1 
Xanthomonas oryzae pv. oryzae strain K2 chromosome, 
complete genome (см. табл. 3).

Помимо указанных в табл. 3 нуклеотидных замен, 
обнаружены трехнуклеотидная инсерция TGC у X. o. 
pv. oryzicola в положении 2 288 667 п. н. и трехнуклеотид-
ная делеция X. o. pv. oryzicola относительно референсного 
генома X. o. pv. oryzae, положение 2 288 702 п. н. (рис. 4).

Специфичная посадка на X. oryzae разработанных прай-
меров для секвенирования позволяет выполнять анализ 
последовательностей патовариантов, определять совмест-
ное заражение двумя близкородственными бактериями, а 
также проводить их видовую идентификацию.

На основе полученных нуклеотидных последователь-
ностей удалось подтвердить принадлежность культур к 
коллекционным штаммам относительно результатов из ге-
номной базы данных. Выравнивание последовательностей 
базы данных позволяет выявить некоторое внутривидовое 
генетическое разнообразие штаммов X. o. pv. оryzae, место 
сбора которых – страны Африки. Генетическое разнооб

Рис. 3. Фрагменты последовательностей ДНК X. oryzae pv. oryzicola (1), X. oryzae pv. oryzae (2), смесь ДНК двух пато
вариантов (3), полученные в результате секвенирования с помощью пары праймеров seqX.o.all. 
Рамкой отмечено наложение пиков. Программное обеспечение – UGENE («Унипро»), версия 38.1.

Таблица 3. Выявляемые нуклеотидные замены  
в амплифицированном фрагменте при использовании 
праймеров для секвенирования seqX.o.all

№ 
п/п

Положение замены 
относительно  
референсного генома 
CP050113.1, п. н.

Тип замены

X. o. pv. oryzae X. o. pv. oryzicola

1 2288729 G C

2 2288720 G C

3 2288717 T G

4 2288677 A C

5 2288656 C T

6 2288640 C T

7 2288636 A G

8 2288622 G T

9 2288621 A G

10 2288578 G A

11 2288571 T C

12 2288566 G A

13 2288565 C T

14 2288564 C T

15 2288563 C G

16 2288562 T C

17 2288561 G T

18 2288559 T C

19 2288558 T C

A

A

A

A

A

T

T

T

T

T

T

T

T
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разие штаммов X. o. pv. oryzicola невелико, одна SNP на 
исследуемый участок кластера генов hpa1. Несмотря на 
генетический полиморфизм популяций бактериальных 
возбудителей болезней риса, сконструированные прай-
меры как для проведения секвенирования, так и для 
системы ПЦР-РВ позволяют определить все изоляты, вне 
зависимости от точки сбора материала, депонированные 
в базу данных Nucleotide NCBI. 

Большинство процедур, описанных для обнаружения 
X. o. pv. oryzae, также применимо для X. o. pv. oryzicola. 
Идентификация бактерий группы X. oryzae начинается 
с отбора образцов с выраженными симптомами зараже
ния и последующего высева на питательную среду. Этот 
метод не лишен недостатков: колонии обеих бактерий 
медленно растут на изолирующих средах; проблемой 
является и наличие доминирующих видов бактерий и 
микроорганизмов-антагонистов, что мешает наблюде-
нию за колониями целевых бактерий. Разделение двух 
патовариантов X. oryzae возможно по фенотипическим 
признакам, симптомам индуцирования, серологическим 
тестам, электрофорезу белков в полиакриламидном геле 
(фингерпринтинг), фаготипированию (Vera Cruz et al., 
1984; Benedict et al., 1989; EPPO, 2007).

Исследования на основе метода полиморфизма длин 
рестрикционных фрагментов позволяют получить более 
полное представление о генетическом разнообразии изо-
лятов и их происхождении (Gonzalez et al., 2007). Однако 
эти методы имеют ряд существенных недостатков, вклю-
чая чувствительность, специфичность и трудоемкость, 
неприменимую в диагностических, поточных лаборато-
риях, поэтому для идентификации бактерий рода X. ory­
zae широкое применение нашел метод ПЦР (Sakthivel et 
al., 2001). 

В настоящее время все разнообразие диагностических 
систем предназначено для выявления вида X. oryzae в 
целом, и дальнейшее разделение на патоварианты проис-
ходит при помощи классической ПЦР с видоспецифич-
ными праймерами на X. o. pv. oryzae, рекомендованными 
ЕОКЗР  и ФГБУ «Всероссийский центр карантина рас-
тений» (ФГБУ «ВНИИКР»), и с последующим секвени-
рованием. Протоколом ЕОКЗР для идентификации X. o. 
pv. oryzae и X. o. pv. oryzicola рекомендуется применение 
праймеров TXT/TXT-4R (Sakthivel et al., 2001; EPPO, 

2007; Lang et al., 2010). Для обнаружения ДНК X. oryzae 
методом ПЦР-РВ предложены праймеры, разработанные 
в ФГБУ «ВНИИКР» X.o.F/X.o.R, и зонд X.or.Р (Егорова и 
др., 2014). Для разделения двух патовариантов возможно 
проведение ПЦР-РВ с использованием праймеров PF/ PR 
и TaqMan-зонда, они предназначены исключительно для 
выявления X. o. pv. oryzae (Zhao et al., 2007). 

В 2021 г. ФГБУ «ВНИИКР» проведены межлаборатор
ные сличительные испытания в области карантина рас-
тений по обнаружению бактериальной полосатости риса 
(21XOO). В этом раунде участвовали 16 референтных 
центров и межобластных ветеринарных лабораторий, ко
торые успешно прошли испытание по выявлению данного 
возбудителя с помощью разработанного нами набора реа-
гентов для ПЦР-РВ “Xanthomonas oryzae pv. oryzicola-РВ”.

Заключение
Система диагностики дает возможность выявлять возбу-
дителя бактериальной полосатости листьев риса. Система 
представляет собой набор реагентов для полимеразной 
цепной реакции в реальном времени “Xanthomonas oryzae 
pv. oryzicola-РВ”, а также праймеры seqX.o.all_F/R для 
классической ПЦР с последующим секвенированием, 
выявляющие оба патоварианта X. oryzae как при одиноч-
ном, так и при совместном заражении. Система диагности-
ки дает возможность проводить полноценный скрининг 
подкарантинной продукции подтверждая полученный 
методом ПЦР-РВ результат секвенированием ДНК. Набор 
реагентов для ПЦР-РВ успешно апробирован на пяти при-
борах для ПЦР-РВ разных производителей, что позволяет 
рекомендовать данную тест-систему для диагностических 
и скрининговых анализов в исследовательских и диагно-
стических лабораториях.
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Аннотация. Симбиотические бактерии рода Wolbachia широко распространены в популяциях Drosophila me­
lanogaster. На основе полиморфизма перестроек генома разнообразие Wolbachia у D. melanogaster подраз-
деляется на две клады: MEL (генотипы wMel, wMel2, wMel3 и wMel4) и CS (wMelCS и wMelCS2). Генотип wMel 
доминирует в природных популяциях D. melanogaster и распространен по всему миру. Генотипы CS-клады 
представляют особый интерес, поскольку неизвестно, как они поддерживаются в популяциях D. melanogaster. 
При низкой частоте встречаемости они должны элиминироваться вследствие генетического дрейфа или вы-
тесняться генотипом wMel, чего в действительности не происходит. Следовательно, эти генотипы поддержи-
ваются отбором. Например, штамм wMelPlus (генотип wMelCS) способен увеличивать продолжительность 
жизни мух при повышенных температурах. Генотип wMelCS также увеличивает интенсивность дофаминового 
метаболизма у дрозофил по сравнению с генотипами MEL-клады. В настоящей работе проведен поиск редких 
генотипов Wolbachia wMelCS и wMelCS2, а также новых генотипов в линиях D. melanogaster дикого типа и в от-
дельных мутантных линиях лабораторного фонда. Симбионт был выявлен во всех популяционных выборках у 
200 из 385 линий дикого типа и у 83 из 170 мутантных. Разнообразие Wolbachia в линиях D. melanogaster дикого 
типа представлено генотипами wMel, wMelCS и wMelCS2. Более 90 % инфицированных линий несут Wolbachia 
wMel генотипа, 9 % – wMelCS2, и только в двух линиях обнаружен wMelCS. Новых генотипов Wolbachia не за-
фиксировано. Для генотипа wMelCS2 отмечена наиболее северная точка распространения – Ижевск (Удмур-
тия). Впервые показано присутствие генотипа wMelCS2 в линии D. melanogaster из популяции о. Сахалин, а в 
линии из популяции г. Нальчик – генотипа wMelCS. Сравнение генетического разнообразия Wolbachia между 
лабораторными линиями дикого типа и ранее полученными данными для мутантных лабораторных линий 
показало различие в частотах редких генотипов CS-группы, у мутантных линий их больше, что может быть 
связано с историей поддержания линий Drosophila.
Ключевые слова: Drosophila melanogaster; Wolbachia; генотипы; лабораторный фонд.

Для цитирования: Рябинин А.С., Шишкина О.Д., Илинский Ю.Ю., Быков Р.А. Редкие генотипы Wolbachia  
в лабораторных линиях Drosophila melanogaster. Вавиловский журнал генетики и селекции. 2022;26(6):553-559. 
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Abstract. Symbiotic bacteria of the genus Wolbachia are widespread in Drosophila melanogaster populations. Based 
on the polymorphism of the Wolbachia genome, the symbionts’ diversity in D. melanogaster is presented by two 
groups: MEL (wMel, wMel2, wMel3 and wMel4) and CS (wMelCS and wMelCS2). The wMel genotype is predominant 
in natural D. melanogaster populations and is distributed all over the world. The CS genotypes, on the other hand, are 
of particular interest because it is unclear how they are maintained in the fruit f ly populations since they should have 
been eliminated from them due to their low frequency and genetic drift or been replaced by the wMel genotype. 
However, this is not what is really observed, which means these genotypes are supported by selection. It is known 
that the wMelPlus strain of the wMelCS genotype can increase the lifespan of infected f lies at high temperatures. 
The same genotype also increases the intensity of dopamine metabolism in Drosophila compared to the MEL-group 
genotypes. In the present study, we searched for the rare Wolbachia wMelCS and wMelCS2 genotypes, as well as 
for new genotypes in wild-type D. melanogaster strains and in several mutant laboratory strains. The symbiont was 
found in all populations, in 200 out of 385 wild-type strains and in 83 out of 170 mutant strains. Wolbachia diversity 
in D. melanogaster wild-type strains was represented by the wMel, wMelCS and wMelCS2 genotypes. More than 90 % 
of the infected strains carried wMel; 9 %, wMelCS2; and only two strains were found to carry wMelCS. No new Wolba­
chia genotypes were found. The northernmost point reported for the wMelCS2 genotype was Izhevsk city (Udmur-
tia, Russia). For the f irst time the wMelCS2 genotype was detected in D. melanogaster from the Sakhalin Island, and 
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wMelCS, in the f lies from Nalchik (the North Caucasus). A comparison of Wolbachia genetic diversity between the 
wild-type laboratory strains and previously obtained data on mutant laboratory strains demonstrated differences in 
the frequencies of rare CS genotypes, which were more prevalent in mutant strains, apparently due to the breeding 
history of these Drosophila strains.
Key words: Drosophila melanogaster; Wolbachia; genotypes; laboratory stock.
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Введение
Симбиотические бактерии рода Wolbachia широко распро-
странены в популяциях Drosophila melanogaster (Riegler et 
al., 2005; Richardson et al., 2012; Ilinsky, 2013; Bykov et al., 
2019). Геномы Wolbachia у линий D. melanogaster, кроме 
небольшого количества точечных мутаций, различаются 
по ряду перестроек, которые легко могут быть иденти­
фицированы методом полимеразной цепной реакции 
(ПЦР) с последующим электрофоретическим анализом по 
протоколу  M. Reigler с коллегами (2005). На основе этого 
полиморфизма выделяют две группы генотипов: MEL, 
включающую генотипы wMel, wMel2, wMel3 и wMel4, и 
CS – генотипы wMelCS и wMelCS2 (Riegler et al., 2005; 
Ilinsky, 2013). Одноименный со штаммом генотип wMel 
преобладает в популяциях D. melanogaster, остальные 
генотипы встречаются редко и/или локально (Riegler et 
al., 2005; Илинский, Захаров, 2007а, б; Ilinsky, 2013; Bykov 
et al., 2019). 

Генотип wMelCS широко распространен, однако ча-
стоты его встречаемости в популяциях D. melanogaster 
обычно не превышают 10 % (Riegler et al., 2005; Илинский, 
Захаров, 2007а, б; Serga et al., 2014; Bykov et al., 2019). 
В популяциях D. melanogaster Восточной Европы, Цен-
тральной и Северной Азии и Западной Сибири обнаружи-
вается генотип wMelCS2, частоты в отдельных выборках 
достигали 40 % (Riegler et al., 2005; Илинский, Захаров, 
2007а, б; Ilinsky, 2013; Bykov et al., 2019). В популяциях 
Южной и Юго-Восточной Азии описаны единичные 
случаи инфицированности мух Wolbachia генотипа wMel2 
(Riegler et al., 2005; Bykov et al., 2019). Генотип wMel4 
впервые выявлен на территории п-ва Синай, и данных по 
его распространенности в популяциях нет (Ilinsky, 2013), 
а wMel3 обнаружен только у одной лабораторной линии 
и, вероятно, в природе не встречается (Riegler et al., 2005). 

Детальный геномный анализ Wolbachia у D. melano-
gaster подтвердил справедливость выделения групп MEL 
и CS, а также позволил разбить их на несколько клад 
(Richardson et al., 2012; Chrostek et al., 2013; Early, Clark, 
2013; Ilinsky, 2013). Для наиболее распространенного 
генотипа wMel было описано четыре клады, I, II, III и V, 
для wMel2 – две, IV и VIII. Для CS-группы генотипов 
выделяют одну кладу (Richardson et al., 2012; Chrostek et 
al., 2013; Ilinsky, 2013). Анализ нуклеотидного полимор-
физма полных геномов Wolbachia wMelCS и wMelCS2 
позволил выявить четыре гаплотипа (Bykov et al., 2019). 
Один гаплотип распространен у линий D. melanogaster 
из природных популяций и у мутантных линий фонда, а 
остальные варианты были обнаружены только у неболь­
шого числа мутантных линий, что свидетельствует о низ­
ком генетическом разнообразии генотипов CS-группы.

Для некоторых генотипов Wolbachia описано влияние 
на биологию D. melanogaster. Так, генотипы wMel кла­
ды V, преобладающий в популяциях D. melanogaster Па­
леарктики (Bykov et al., 2019), и wMelCS клады VI спо­
собны индуцировать слабую цитоплазматическую несов­
местимость (Илинский, Захаров, 2009; Ilinsky, 2013). 
Сравнение времени содержания мух при разных тем-
пературных режимах (Versace et al., 2014; Mazzucco et 
al., 2020) показало, что в «холодных» условиях лучше 
выживают D. melanogaster, несущие Wolbachia клады V 
(wMel-генотип), по сравнению с кладами VI (wMelCS) и I, 
II, III (wMel). Определено различие температурных пред-
почтений мух, в зависимости от статуса инфицированно-
сти и генотипа Wolbachia (Arnold et al., 2019; Truitt et al., 
2019). Показано, что wMelCS увеличивает интенсивность 
дофаминового метаболизма, в отличие от wMel, wMel2 
и wMel4 (Gruntenko et al., 2017). Самки D. melanogaster, 
инфицированные Wolbachia генотипа wMel, более пло-
довиты, по сравнению с неинфицированными, а также с 
инфицированными бактерией генотипа wMelCS (Serga et 
al., 2014). Эти авторы также отмечают, что wMelCS может 
снижать плодовитость.

Данных по распространенности и разнообразию Wolba-
chia в природных популяциях D. melanogaster достаточно 
много (Hoffmann et al., 1994, 1998; Riegler et al., 2005; 
Илинский, Захаров, 2007а, б; Verspoor, Haddrill, 2011; 
Bykov et al., 2019), в то время как исследования лабора-
торных фондов включают всего две работы (Clark et al., 
2005; Илинский и др., 2014). Исследование мух фонда 
Bloomington Drosophila Stock Center проводилось только 
на уровне оценки инфицированности линий с разными 
группами мутаций, а также линий, содержащих P-элемент, 
и линий дикого типа (Clark et al., 2005). Показаны разли-
чия по числу инфицированных линий в разных группах 
мух, что, вероятно, связано с историей их создания и 
поддержания. 

Исследование мутантных линий D. melanogaster фон­
да лаборатории генетики популяций ИЦиГ СО РАН было 
направлено не только на анализ частот инфицирован-
ности, но и на определение генетического разнообразия 
Wolbachia в линиях фонда, несущих различные мутации 
(Илинский и др., 2014). В результате были выявлены отли-
чия как по частотам инфицированности, так и по составу 
генотипов между группами линий с разными мутациями. 
При этом в отдельных случаях явно прослеживалась связь 
с историей ведения культуры, в частности использование 
конкретных инфицированных балансерных линий для 
поддержания отдельных мутаций.

В отношении генетического разнообразия Wolbachia 
генотипы CS-группы представляют особый интерес, по- 
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скольку неизвестно, как они поддерживаются в популя­
циях D. melanogaster. С учетом низкой частоты встречае­
мости они должны элиминироваться из популяций вслед-
ствие генетического дрейфа или вытесняться генотипом 
wMel, однако в действительности этого не происходит 
(Riegler et al., 2005; Ilinsky, 2013; Bykov et al., 2019). Ве­
роятно, эти варианты Wolbachia поддерживаются отбо- 
ром. Сейчас появляются данные по некоторым фенотипи-
ческим эффектам представителей этой группы генотипов. 
Например, штамм wMelPlus (генотип wMelCS) увели-
чивает выживаемость мух при тепловом стрессе, но ме­
ханизмы этого явления неизвестны (Burdina et al., 2021). 
Еще один штамм бактерии, wMelPop (генотип wMelCS), 
был выделен на основе эффекта гибели мух вследствие 
безудержной пролиферации бактерий в клетках хозяина 
(Min, Benzer, 1997; Woolfit et al., 2013). 

Сравнительное исследование изолятов Wolbachia на 
основе их генетической дифференциации, возможно, по-
зволит обнаружить новые явления и понять механизмы 
взаимодействия симбионта и хозяина, что в перспективе 
может быть использовано в прикладных целях. Так, на­
пример, для генотипов wMel и wMelCS установлена спо­
собность блокировать передающиеся комарами вирус­
ные заболевания, такие как лихорадка Денге, вирус Зика 
и др., при переносе их от дрозофилы комарам (Schultz et 
al., 2017; Xue et al., 2018; Flores et al., 2020).

Цель настоящей работы – поиск в линиях D. melanogas-
ter, содержащихся в лабораторном фонде Института ци-
тологии и генетики СО РАН, редких генотипов Wolbachia, 
таких как wMelCS и wMelCS2, а также новых генотипов. 
Эти линии в дальнейшем могут быть использованы для 
изучения воздействия Wolbachia на биологию D. melano-
gaster, в частности для анализа ее влияния на метаболизм 
инфицированных линий мух, их плодовитость и устой-
чивость к тепловому стрессу. Результаты проведенного 
исследования дополнят данные предыдущих работ о рас-
пространенности и разнообразии Wolbachia в природных 
популяциях и лабораторных фондах D. melanogaster.

Материалы и методы
В работе было использовано 555 линий D. melanogaster из 
фонда отдела генетики насекомых ИЦиГ СО РАН. Линии 
были созданы на основе сборов из природных популяций 
разных регионов России, Украины и Киргизии за период 
с 1985 по 2016 г., а также из Кении – 2019 г. (табл. 1, 2). 
Для выделения ДНК задействовали пулы из пяти самок. 
Мух гомогенизировали в буфере STE (0.1 M NaCl, 10 мМ 
Трис-HCl (pH 8.0), 1 M ЭДТА (pH 8.0)) и инкубировали в 
течение часа при 56 °C. После инкубации образцы цен-
трифугировали 10 мин при 13 000 об/мин для осаждения 
дебриса, после чего супернатант использовали для поста-
новки ПЦР. Образцы были проанализированы на: 1) при-
сутствие Wolbachia (вся коллекция); 2) частоту инфици-
рованности и присутствие редких генотипов Wolbachia 
(370 линий дикого типа (см. табл. 1)), а для популяций, 
представленных более чем 10 линиями, определяли ча-
стоту инфицированности Wolbachia и рассчитывали 95 % 
доверительные интервалы методом Клоппера–Пирсона; 
3) разнообразие CS-генотипов (170 линий, содержащих 
выделенные из природы мутации (см. табл. 2)); 4) возмож­

ную потерю инфекции (15 линий D. melanogaster дикого 
типа из популяции г. Томска (см. табл. 1), ранее охарак-
теризованных на статус инфицированности и генотип 
Wolbachia (Bykov et al., 2019)). 

Определение статуса инфицированности и генотипов 
Wolbachia осуществляли по методике M. Riegler с колле-
гами (2005) с использованием четырех маркеров: встройка 
в локусы WD_1310 и WD_0516, количество повторов 
минисателлитных мотивов vntr 105 и vntr 141. Для 170 
мутантных линий D. melanogaster анализ присутствия 
Wolbachia был проведен только по локусам 1310 и 0516/7, 
позволяющим отнести бактерию к MEL- или CS-группе 
генотипов. Для выявленных вариантов CS-группы вы-
полнили дополнительный анализ по локусам vntr  105 
и vntr 141, дающим возможность разделить wMelCS- и 
wMelCS2-генотипы. Эти 170 линий не учитывали при 
анализе частот инфицированности и частот генотипов 
Wolbachia, поскольку они не дают представления о 
встречаемости симбионта в популяции. Статистический 
анализ выполняли с помощью Minitab 17.1.0 (Minitab Inc., 
Стейт-Колледж, Пенсильвания, США).

Результаты
Из 555 линий D. melanogaster, использованных в анали-
зе, Wolbachia выявлена у 51.9 % линий дикого типа (см. 
табл. 1) и 48.8 % мутантных (см. табл. 2). Для коллекции 
линий дикого типа уровень инфицированности варьиро-
вал от 15.8 до 100 % (см. табл. 1) и в среднем составил 
52 % (95 % ДИ 46.8–57.0 %). Симбионт обнаружен во всех 
популяционных выборках. Для 15 линий из популяции 
Томска был подтвержден статус инфицированности и 
ожидаемый генотип Wolbachia, т. е. потери бактерии за 
10 лет содержания линий в лаборатории не зафиксировано.

Разнообразие Wolbachia в исследованных линиях D. me-
lanogaster дикого типа представлено тремя генотипами: 
wMel, wMelCS и wMelCS2. Более 90 % инфицированных 
линий несут генотип wMel, что согласуется с его преоб-
ладанием в природных популяциях мира (Riegler et al., 
2005; Илинский, Захаров, 2007а, б; Bykov et al., 2019). На 
долю wMelCS2 приходится около 9 % инфицированных 
линий, полученных из популяций Алтая (Горно-Алтайск, 
Бийск), Киргизии (Бишкек) и Удмуртии (Ижевск). Един-
ственный случай бактерии генотипа wMelCS обнаружен 
нами в линии из популяции Украины. Редкие варианты 
Wolbachia CS-клады также были выявлены у мутантных 
мух из популяций о. Сахалина и г. Нальчика (см. табл. 2). 
При этом wMelCS2 на территории Сахалина ранее не 
обнаруживался, а для популяций Нальчика сообщений о 
генотипе wMelCS прежде не было.

Обсуждение
Мы провели поиск бактерий Wolbachia генотипов wMelCS 
и wMelCS2 в линиях D. melanogaster, собранных из при-
родных популяций и поддерживающихся в лабораторном 
фонде в течение 3–36 лет. Эти генетические варианты 
симбионта редко встречаются в популяциях мух, но при 
этом могут быть географически широко распространены 
в мире (Riegler et al., 2005; Илинский, Захаров, 2007а, б; 
Bykov et al., 2019). В большинстве случаев они выявлены 
в линиях мух из регионов, где их уже находили ранее.
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Таблица 2. Распространенность Wolbachia в коллекции мутантных линий D. melanogaster,  
выделенных из природных популяций

Место сбора, год N/Nw+ NMEL NCS (генотип)

Россия, Сахалин, 2014–2016 128/53 52 1 (wMelCS2)

Россия, Нальчик, 2000 42/30 25 4 (wMelCS2), 1 (wMelCS)

Всего 170/83 77 5 (wMelCS2), 1 (wMelCS)

Примечание. N – количество проанализированных линий; Nw+ – количество инфицированных линий; NMEL, NCS – количество линий, несущих 
Wolbachia MEL- и CS-клады соответственно.

Таблица 1. Частота встречаемости и генетический состав Wolbachia в линиях D. melanogaster дикого типа  
из фонда отдела генетики насекомых ИЦиГ СО РАН

Место сбора, год N/Nw+ (%w+; 95 % ДИ)* Генотип (количество)**

Украина, Киев, 1985 1/1 wMelCS2

Крым, Магарач, 1990 7/4 wMel

Украина, Запорожье, 1990 9/1 wMel

Россия, Горно-Алтайск, 1992 8/5 wMel (1), wMelCS2 (4)

Россия, Бийск, 1993 49/20 (40.8 %; 27.0–55.8 %) wMel (14), wMelCS2 (6)

Украина, Никополь, 1997 10/6 (60 %; 26–88 %) wMel

Россия, Ижевск, 2000 10/5 (50 %; 19–81 %) wMel

Россия, Карамбай, 2000 19/3 (15.8 %; 33.8–39.6 %) wMel

Россия, Пычас, 2000 11/7 (63.6 %; 30.8–89.1 %) wMel

Украина, Черкассы, 2000 30/12 (40 %; 22.7–59.4 %) wMel

Киргизия, Бишкек, 2001 25/6 (24 %; 9–45 %) wMel (4), wMelCS2 (2)

Россия, Пычас, 2001 28/19 (67.9 %; 47.6–84.1 %) wMel

Украина, Черкассы, 2001 46/10 (22 %; 11–36 %) wMel (9), wMelCS (1)

Россия, Адлер, 2002 2/1 wMel

Россия, Ижевск, 2002 22/15 (68.2 %; 45.1–86.1 %) wMel (14), wMelCS2 (1)

Киргизия, Бишкек, 2006 3/3 wMel (2), wMelCS2 (1)

Россия, Краснодар, 2006 11/8 (73 %; 39–94 %) wMel

Россия, Томск, 2006 3/2 wMel

Украина, Никополь, 2006 17/7 (41.2 %; 18.4–67.1 %) wMel

Крым, Магарач, 2008 4/2 wMel

Украина, Киев, 2008 2/2 wMel

Украина, Полесское, 2008 14/10 (71.4 %; 42–92 %) wMel

Украина, Чернобыль, 2008 10/7 (70 %; 35–93 %) wMel

Россия, Томск, 2011*** 15/15 (100 %; 78.2–100 %) wMel

Кения, Найроби, 2019 1/1 wMel

Кения, Китале, 2019 10/10 (100 %; 69–100 %) wMel

Кения, Кибоко, 2019 8/8 wMel

Кения, 2019 10/10 (100 %; 69–100 %) wMel

Всего 385/200 wMel (184), wMelCS (1), wMelCS2 (15)

* N – количество проанализированных линий; Nw+ – количество инфицированных линий; %w+ – доля инфицированных образцов; 95 % доверитель-
ные интервалы (ДИ) рассчитаны методом Клоппера–Пирсона для выборок N ≥ 10; ** количество указано в случае обнаружения нескольких генотипов; 
*** линии были ранее охарактеризованы (Bykov et al., 2019).
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На территории Удмуртии (Ижевск) Wolbachia генотипа 
wMelCS2 у D. melanogaster ранее не обнаружено, что, 
вероятно, связано с малым количеством проверенных 
линий (Илинский, Захаров, 2007a). На сегодняшний день 
это самая северная точка в мире, где мы смогли найти 
данный генотип (Bykov et al., 2019), хотя сведений о ге­
нетическом разнообразии Wolbachia в северных популя-
циях D. melanogaster крайне мало. Вероятно, границы 
распространенности Wolbachia wMelCS2 значительно 
шире, чем известно сейчас. Вероятен также и случайный 
завоз D. melanogaster c этим вариантом бактерии в данный 
регион вместе с продуктами. При этом в дальнейшем он 
может не закрепиться в популяциях мух, например вслед-
ствие гибели локальной популяции в зимний период. По-
хожий случай завоза, возможно, произошел с мутантной 
линией D. melanogaster с о. Сахалин, у которой выявлена 
Wolbachia wMelCS-генотипа, ранее не наблюдавшегося 
на этой территории.

Ранее мы подробно охарактеризовали инфицирован-
ность и генетическое разнообразие Wolbachia в популя-
циях D. melanogaster г. Нальчик 2010–2013 гг., в которых 
обнаружили единичные случаи генотипа wMelCS2 (Быков 
и др., 2014; Bykov et al., 2019). Проведенный нами анализ 
мутантных линий D. melanogaster, выделенных из популя-
ции г. Нальчик 2000 г., показал присутствие как генотипа 
wMelCS2, так и wMelCS. На основании полученных 
данных можно сделать вывод о стабильном поддержании 
Wolbachia wMelCS2 в популяциях дрозофил этого регио-
на. Выявленный случай wMelCS-генотипа подтверждает 
более раннее предположение о возможном присутствии 
этого варианта бактерии в популяциях г. Нальчика (Быков 
и др., 2014). Поддержание редких генотипов Wolbachia в 
популяциях D. melanogaster на протяжении многих лет 
может быть обусловлено несколькими причинами. Особи 
D. melanogaster, несущие бактерии генотипов wMelCS и 
wMelCS2, могут перезимовывать и давать новые поко-
ления инфицированных мух (Kriesner et al., 2016; Bykov 
et al., 2019). Сам симбионт может давать преимущества 

инфицированным особям (Hedges et al., 2008; Teixeira 
et al., 2008; Gruntenko et al., 2017) или индуцировать ре-
продуктивные аномалии, направленные на поддержание 
инфекции в популяции (Илинский, Захаров, 2009; Ilinsky, 
2013).

У мутантных лабораторных линий D. melanogaster 
генотипы Wolbachia wMelCS и wMelCS2 встречаются 
значительно чаще, что объясняется историей создания 
линий, а именно использованием балансерных линий с 
бактериями этих генотипов (Илинский и др., 2014). Срав­
нение данных по генетическому разнообразию Wolbachia 
у D. melanogaster из природных популяций, фонда му-
тантных линий и фонда линий дикого типа показывает 
наличие достоверных различий по соотношению гено-
типов между линиями дикого типа из фонда и природ-
ными популяциями (точный тест Фишера, p = 7 × 10–5). 
Коллекция мутантных линий значительно отличается по 
генетическому составу Wolbachia от линий дикого типа 
и от природных линий, точный тест Фишера, p < 1 × 10–8 
в обоих случаях (табл. 3).

В целом результаты по распространенности Wolbachia 
в лабораторных культурах D. melanogaster, полученные 
в ходе данной работы, согласуются с ранее опубликован-
ными данными для природных популяций, свидетельст­
вующими, что симбионт присутствует повсеместно с 
преимущественно высокими частотами (Илинский, За­
харов, 2007а; Verspoor, Haddrill, 2011; Serga et al., 2014; 
Bykov et al., 2019). При детальном сравнении наших 
данных для линий дикого типа с мутантными линиями и 
природными популяциями выявлены различия в частотах 
встречаемости Wolbachia. Как мутантные линии, так и 
линии дикого типа отличаются от природных популя-
ций (точный тест Фишера, p = 0.043 для дикого типа и 
p < 1 × 10–8 – для мутантных линий) и различаются между 
собой ( p = 0.0005) (табл. 4).

Возможным объяснением разницы в частотах встре-
чаемости симбионта между природными популяциями 
и линиями дикого типа из фонда может быть потеря ин­

Таблица 3. Сравнение данных по генотипическому составу Wolbachia в линиях D. melanogaster  
из фондов дикого типа, мутантных линий и природных популяций

Тип линий NwMel/%wMel 95 % ДИ Редкие генотипы  
(wMelCS, wMelCS2, wMel2, wMel4)

Редкие, % 95 % ДИ

Дикий тип 184/92 87–95 16 8 5–13

Мутантные (Илинский и др., 2014) 60/43 35–52 78 57 48–65

Природные (Bykov et al., 2019) 852/98 96–99 17 2 1–3

Примечание. NwMel – количество линий с Wolbachia генотипа wMel; %wMel – процент линий с Wolbachia генотипа wMel.

Таблица 4. Сравнение данных по распространенности Wolbachia в линиях D. melanogaster  
из фондов дикого типа, мутантных линий и природных популяций

Тип линий N Nw+ Nw– Частота, % 95 % ДИ

Дикий тип 385 200 185 52 47–57

Мутантные (Илинский и др., 2014) 353 138 215 39 34–44

Природные (Bykov et al., 2019) 1505 869 636 57 55–60

Примечание. N – количество линий; Nw+, Nw– – количество инфицированных и неинфицированных линий соответственно. 
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фекции в ряде линий в течение многих поколений. Из-
вестно, что Wolbachia способна со временем утрачиваться 
в материнской родословной за счет неполной материнской 
передачи, а в отсутствие какого-либо положительного 
влияния на хозяина может вовсе элиминироваться из по-
пуляции (Hoffmann et al., 1998; Илинский и др., 2014). По 
результатам нашего анализа, мы не зафиксировали утра­
ты Wolbachia в 15 линиях D. melanogaster из популяции 
Томска, содержащихся в фонде на протяжении 10 лет. Од-
нако для мутантных линий D. melanogaster ранее были вы-
явлены случаи возможной утраты симбионта (Илинский 
и др., 2014). Для использованной в работе (Ilinsky, 2013) 
линии S400, несущей Wolbachia генотипа wMel клады III, 
также отмечена утрата Wolbachia (данные не приведены).

Заключение
Выявлены две линии D. melanogaster, несущие Wolbachia 
генотипа wMelCS, и 20 линий с бактерией wMelCS2-ге­
нотипа. Эти линии будут использованы в дальнейших 
исследованиях влияния симбионта на биологию D. mela-
nogaster. Наши данные расширяют представления о грани-
цах распространенности редкого генотипа wMelCS2, для 
которого определена наиболее северная точка. Результаты 
проведенного исследования показывают возможность ста-
бильного поддержания Wolbachia в лабораторных линиях, 
однако не исключают возможности утраты симбионта при 
более длительном содержании. Частоты встречаемости 
симбионта и его генотипический состав в целом согла-
суются с полученными ранее данными для природных 
популяций и дополняют их. В сравнении с фондом му-
тантных линий D. melanogaster частоты встречаемости и 
генотипический состав Wolbachia у фонда линий дикого 
типа более приближены к наблюдающимся в природных 
популяциях. 
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Аннотация. Бактерии Bacillus anthracis являются возбудителем сибирской язвы. Для эпидемиологии этой инфек-
ции имеет значение не только идентификация этиологического агента, но и выяснение закономерности его эво-
люции и распространения. Современные методы молекулярной биологии позволяют определить ряд генетиче-
ских маркеров, пригодных для индикации и дифференциации штаммов B. anthracis. К таким маркерам относят 
VNTR-локусы – последовательности, организованные в геноме в виде тандемных повторов, а также SNP – отличия 
в последовательности ДНК в сравниваемых локусах размером в один нуклеотид. Целью настоящей работы была 
оценка эффективности совместного применения SNP-анализа и ПЦР-амплификации VNTR-локусов с анализом 
температуры плавления ампликонов высокого разрешения для идентификации и дифференциации штаммов 
возбудителя сибирской язвы. Исследовали семь штаммов B. anthracis, полученных из образцов почвы и трупов 
животных, в качестве референс-микроорганизма был вакцинный штамм B. anthracis СТИ-1. Для молекулярно-ге-
нетической характеристики данных бактерий проведен анализ 12 однонуклеотидных полиморфизмов, а также 
вариабельности восьми VNTR-локусов, для определения различий в которых был впервые использован метод 
определения температур плавления ПЦР-продуктов в присутствии интеркалирующего красителя EvaGreen 
(ЗАО «Синтол», Россия). Для детекции SNP применен метод полимеразной цепной реакции (ПЦР) с использова-
нием двойных TaqMan-зондов. Обнаружено, что все изучаемые вирулентные штаммы, кроме B. anthracis № 1 и 3, 
по SNP-профилю не могут быть отнесены к какой-либо филогенетической подгруппе возбудителя сибирской 
язвы. Методический подход, включающий в себя анализ SNP- и VNTR-последовательностей, позволил диффе-
ренцировать между собой штаммы B. anthracis № 1–4, в то время как бактерии B. anthracis № 5–7 демонстрируют 
одинаковые SNP- и HRM-профили и, как следствие, формируют один кластер. Таким образом, показана принци-
пиальная возможность использования рассмотренной в этой работе методики для предварительного анализа 
эпизоотической ситуации при вспышках сибирской язвы. 
Ключевые слова: Bacillus anthracis; генотипирование; VNTR; SNP; HRM-анализ; эпидемиология сибирской язвы.
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Bacillus anthracis strain differentiation  
based on SNP and VNTR loci
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Abstract. Bacillus anthracis is the anthrax causative agent. For its epidemiology, it is important not only to identify the 
etiological agent but also to determine the patterns of its evolution and spread. Modern methods of molecular bio
logy make it possible to detect a number of genetic markers suitable for indicating and differentiating the strains of 
B. anthracis, including the loci arranged as variable number tandem repeats (VNTRs) and SNPs, one nucleotide-sized 
differences in the DNA sequence of the loci being compared. The objective of the present study was to examine the 
effectiveness of SNP analysis and PCR amplif ication of VNTR loci combined with the high-resolution amplicon melting 
analysis for identif ication and differentiation of the anthrax agent strains. In the study, seven strains of B. anthracis ob-
tained from soil samples and animal carcasses were investigated using vaccine strain STI-1 as a reference. For molecular 
genetic characterization of these bacteria, analysis of 12 SNPs and variability analysis of eight VNTR loci were carried 
out. To detect the differences between the strains, their PCR product melting points were measured in the presence of 
the EvaGreen (Sintol, Russia) intercalating dye. For SNP detection, a PCR assay with double TaqMan probes was applied. 
It was found that the studied virulent strains, except for B. anthracis No. 1 and 3, could not be attributed to any phylo-
genetic subgroup of the anthrax agents. The proposed method made it possible to differentiate four out of the seven 
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investigated strains. Strains No. 5–7 had identical SNP and HRM prof iles and, as a result, formed a single cluster. Our 
investigation has conf irmed that the proposed method can be successfully used for preliminary analysis of an epizootic 
situation in the case of anthrax. 
Key words: Bacillus anthracis; genotyping; VNTR; SNP; HRM-analysis; epidemiology of anthrax.
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Введение 
Бактерии Bacillus anthracis являются возбудителем особо 
опасной зоонозной инфекции – сибирской язвы. Несмотря 
на то что на сегодняшний день разработаны и достаточ­
но широко внедрены эффективные меры по предупреж- 
дению возникновения и распространения этого заболе­
вания, ежегодно во всем мире регистрируется от 2000 
до 20 000 случаев сибирской язвы (Pisarenko et al., 2019). 
Наибольшее количество случаев заражения в мире от­
мечено в странах Африки, Средней Азии и Южной Аме­
рики (Hugh-Jones, Blackburn, 2009; Kenefic et al., 2009), 
в России – на территории Сибири и Северного Кавказа 
(Логвин и др., 2017).

Все известные популяции B. anthracis крайне моно­
морфны и обладают клональной структурой (Achtman, 
2008; Keim et al., 2009). Такое высокое генетическое сход­
ство значительно затрудняет дифференциацию штаммов 
возбудителя сибирской язвы бактериологическими и се­
рологическими методами. Решение этой задачи возможно 
при помощи молекулярно-генетических подходов. Для 
индикации и дифференциации штаммов B. anthracis наи­
более перспективны методы, основанные на детекции 
областей с вариабельным числом тандемных повторов 
(VNTR-локусы) и единичных нуклеотидных замен (SNP-
локусы) в геноме возбудителя (Тимофеев и др., 2018; Wang 
et al., 2020).

Локусы SNP, по сравнению с VNTR-локусами, эволю­
ционно наиболее стабильны, характеризуются низкой 
частотой мутаций, однако обладают меньшей разрешаю­
щей способностью. Поэтому детекция полиморфизмов в 
SNP-локусах возбудителя сибирской язвы часто служит 
начальным этапом в системе генотипирования, основан­
ной на алгоритме совместного использования SNP- и 
VNTR-маркеров (Тимофеев и др., 2018). Широкое при­
менение находит набор из 14 диагностически значимых 
«канонических» SNP (canSNP). Система дает возможность 
определить принадлежность исследуемого микроорга­
низма к той или иной филогенетической линии и, как 
следствие, сделать предположение о его географическом 
происхождении (Van Ert et al., 2007). Всего на сегодняш­
ний день выделяют три филогенетические линии (A, B 
и C), которые в свою очередь образуют 14 филогенети­
ческих групп: A.Br.Ames, A.Br.Australia 94, A.Br.003/004, 
A.Br.Vollum, A.Br.005/006, A.Br.001/002, A.Br.Western, 
A.Br.WNA, A.Br.008/009, A.Br.011/009, B.Br.001/002, 
B.Br.KrugerB, B.Br.CNEVA и C.Br.A1055 (Тимофеев и 
др., 2018). Согласно данным литературы, штаммы, выде­
ленные на территории Российской Федерации, принад­
лежат преимущественно к группе B.Br.001/002 линии B 
и группам A.Br.001/002 и A.Br.008/009 линии A, реже – 
к A. BrAust94 (Еременко и др., 2018; Котенева и др., 2019).

Для дальнейшей дифференциации штаммов в преде­
лах каждого SNP-кластера используют мультилокусный 
анализ числа тандемных повторов (MLVA) (Тимофеев и 
др., 2018). Наиболее распространенная стратегия MLVA – 
проведение ПЦР-анализа с последующим разделением 
продуктов амплификации в агарозном или полиакрил­
амидном геле, а также с применением капиллярного 
электрофореза (Бондарева и др., 2014). Наиболее точные 
результаты могут быть получены при проведении секве­
нирования ампликонов, однако существенным недостат­
ком этого подхода является длительность его исполнения 
(от нескольких дней). 

В настоящем исследовании для определения различий 
в VNTR-локусах, а именно количества тандемных повто­
ров, применяли метод под названием HRM (high resolu­
tion melting), основанный на анализе температур плавле­
ния ампликонов в реальном времени. Используемый для 
HRM-анализа интеркалирующий краситель EvaGreen 
(ЗАО «Синтол», Россия) встраивается между двумя ком­
плементарными нуклеотидами в двуспиральной моле­
куле ДНК. При возбуждении красителя светом длиной 
волны 490 нм он флуоресцирует по каналу детекции 
Fam. При денатурации ДНК и разрыве водородных свя­
зей флуоресценция отсутствует. Таким образом, при по­
степенном повышении температуры в амплификаторе и 
постоянной детекции возможно определить количество 
повторов по температуре плавления ампликонов. Послед­
ний подход имеет преимущество перед классическими 
MLVA-методами, поскольку не требует секвенирования 
или использования флуоресцентно-меченых зондов и, 
как следствие, позволяет провести детекцию различий в 
VNTR-локусах штаммов B. anthracis с меньшими финан­
совыми и временными затратами. Метод HRM-анализа 
продуктов ПЦР-амплификации ранее был предложен для 
SNP-генотипирования (Derzelle et al., 2011), однако для 
анализа VNTR-локусов не описан.

Целью работы стала оценка эффективности совмест­
ного применения SNP-анализа и ПЦР-амплификации 
VNTR-локусов с анализом температуры плавления ам­
пликонов высокого разрешения для идентификации и 
дифференциации штаммов возбудителя сибирской язвы. 

Материалы и методы
В работе использовали семь штаммов B. anthracis, полу­
ченных из образцов почвы и трупов животных (табл. 1). 
В качестве референс-микроорганизма задействовали вак­
цинный штамм B. anthracis СТИ-1 из коллекции штам­
мов  микроорганизмов (Федеральный центр токсиколо­
гической, радиационной и биологической безопасности 
(ФЦТРБ-ВНИВИ), Казань). Подготовку проб штаммов 
B. anthracis для дальнейших молекулярно-генетических 
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исследований проводили согласно методическим указа­
ниям (МУК 4.2.2941-11, 2011). 

Геномную ДНК исследуемых микроорганизмов вы­
деляли с помощью набора «ДНК-сорб В» (Центральный 
научно-исследовательский институт эпидемиологии Рос­
потребнадзора, Москва) в соответствии с инструкцией 
производителя. 

Для проведения SNP-анализа применяли метод поли­
меразной цепной реакции в реальном времени (ПЦР-РВ) 
с помощью двойных TaqMan-зондов и праймеров, пред­
ставленных ранее в работе (Van Ert et al., 2007). Реакци­
онная смесь объемом 15 мкл содержала 125 мкМ каждого 
дезоксирибонуклеозидтрифосфата, 2.5 мМ MgCl2, 5 пM 
каждого праймера и зонда, 10 нг ДНК-матрицы, 1.0 еди­
ницу Taq-полимеразы («Евроген», Россия), ddH2O (до 
15 мкл). ПЦР-РВ проводили с использованием прибора 
Real-Time С1000 с оптическим блоком CFX96 (Bio-Rad, 
США) по следующей программе: первичная денатурация 
ДНК при 95 °C в течение 3 мин; далее 39 циклов: денату­
рация 95 °C – 10 с, отжиг олигонуклеотидов 50 °C – 30 с 
(детекция по каналу R6G/ROX), элонгация 72° C – 5 с. 
Определение точечной нуклеотидной замены в каждом 

локусе выполняли, анализируя интенсивность флуорес­
ценции по каждому каналу. Для численной оценки вариа­
бельности SNP-локусов брали индекс аллельного поли­
морфизма (h) (Selander et al., 1986). 

Для проведения MLVA применяли метод определения 
температур плавления ампликонов с помощью интерка­
лирующего красителя EvaGreen. Набор праймеров, ис­
пользованных для амплификации VNTR-локусов, пред­
ставлен в табл. 2. 

Реакционная смесь для ПЦР-РВ объемом 15 мкл со­
держала 1.5 мкл 10×ПЦР-буфера c красителем EvaGreen 
(«Синтол»), 2.5 мМ раствора MgCl2 («Синтол»), 1.0 еди­
ницу Taq-полимеразы («Синтол»), 125 мкМ каждого дез­
оксирибонуклеозидтрифосфата, 5 пM прямого и обрат­
ного праймера, 10 нг ДНК-матрицы, ddH2O (до 15 мкл). 
Амплификацию ДНК с последующим HRM-анализом 
осуществляли с помощью прибора Real-Time С1000 с 
оптическим блоком CFX96 (Bio-Rad) по следующей про­
грамме: начальная денатурация ДНК при 95 °C в течение 
3 мин; далее 39 циклов: денатурация 95 °C – 10 с, отжиг 
олигонуклеотидов: 60 °C – 30 с (детекция по каналу FAM), 
элонгация: 72 °C – 10 с. Параметры плавления: диапазон 
температур от 65 до 95 °C, шаг 0.2 °C – 5 с. Графический 
анализ кривых плавления продуктов амплификации 
выполняли в программе CFX ManangerTM (Bio-Rad). 
Разделение ампликонов проводили в нативном 8 % по­
лиакриламидном геле (ПААГ) (Sambrook et al., 1989). 

Биоинформационный анализ геномов B. anthracis осу­
ществляли с помощью программ Vector NTI 9.1 и баз дан­
ных ресурсов NCBI (https://www.ncbi.gov). 

Результаты

Разработка и апробация
Для молекулярного типирования штаммов Bacillus anth­
racis использовали расширенный протокол, включаю­
щий детекцию 12 SNP-локусов, условно обозначенных 
как A.Br.001, A.Br.003, A.Br.004, A.Br.006, A.Br.007, 
A.Br.008, A.Br.009, B.Br.001, B.Br.002, B.Br.003, B.Br.004 
и A/B. Br.001 (Van Ert et al., 2007), и анализ восьми VNTR-
локусов (VrrA, VrrB1, VrrB2, VrrC1, VrrC2, CG3, pX01 и 

Таблица 1. Использованные в работе штаммы B. anthracis

Номер 
штамма

Место и год выделения Источник  
выделения

1 Чечено-Ингушская АССР, 1971 Труп овцы

2 Таджикская ССР, 1971 Труп крупного  
рогатого скота

3 Курганская область, 1971

4 г. Ульяновск, 2004 Почва (место  
падежа животного)

5 Труп свиньи

6 Республика Татарстан, 2004 Труп крупного  
рогатого скота

7 Республика Татарстан, 2008

СТИ-1 Всероссийский государственный 
центр качества и стандартизации 
лекарственных средств  
для животных и кормов, 1980

Вакцинный штамм

Таблица 2. Синтетические олигонуклеотиды, использованные в работе для амплификации VNTR-локусов

Локус ID: Локализация в геноме, 
п. о.

Нуклеотидная последовательность праймера, 5’→3’ Ожидаемая  
длина ампликона  
(без повторов),  
п. о.

Прямой Обратный

VrrA CP076222.1: 4103374–4103699 CACAACTACCACCGATGGCAC GCGCGTTTCGTTTGATTCATAC 266

VrrB1 CP054800.1: 3380187–3380415 ATAGGTGGTTTTCCGCAAGTTATTC GATGAGTTTGATAAAGAATAGCCTGTG 211

VrrB2 CP054800.1: 3380389–3380541 CACAGGCTATTCTTTATCAAACTCATC CCCAAGGTGAAGATTGTTGTTGA 135

VrrC1 CP054816.1: 1937943–1938522 GAAGCAAGAAAGTGATGTAGTGGAC CATTTCCTCAAGTGCTACAGGTTC 544

VrrC2 CP054816.1: 1937447–1937978 CCAGAAGAAGTGGAACCTGTAGCAC GTCTTTCCATTAATCGCGCTCTATC 460

CG3 CP054816.1: 4931009–4931169 CСATGTCGTTTTACTTCTCTCTCCAATAC AGTCATTGTTCTGTATAAAGGGCAT 151

pXO1 FR872876 CAATTTATTAACGATCAGATTAAGTTCA TCTAGAATTAGTTGCTTCATAATGGC 108

pXO2 FR872886 TCATCCTCTTTTAAGTCTTGGGT GTGTGATGAACTCCGACGACA 123

https://www.ncbi.gov
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рХ02) (Keim et al., 2000). Апробацию разработанного под­
хода к генотипированию штаммов возбудителя сибирской 
язвы провели на вакцинном штамме B. anthracis СТИ-1. 

По результатам SNP-анализа, приведенным в табл. 3, 
можно сделать вывод о конфигурации точечных нуклео­
тидных замен в исследуемых 12 локусах штамма B. anth­
racis СТИ-1. Обнаружено, что за исключением двух ло­
кусов (ABr003 и ABr008), полученный в этом исследова­
нии SNP-профиль для бактерий B. anthracis СТИ-1 со- 
относится с представленными в литературе данными об 
однонуклеотидных полиморфизмах для того же штамма 
(Афанасьев и др., 2014; Еременко и др., 2018). Отметим, 
что canSNP достаточно консервативны и, как известно, 
имеют низкую скорость мутаций (Тимофеев и др., 2018). 
Достоверность обнаруженных для B. anthracis СТИ-1 
нетипичных однонуклеотидных замен в локусах ABr003 
и ABr008 требует дальнейшего подтверждения, в част­
ности секвенированием. Поэтому на данном этапе работы 
локусы ABr003 и ABr008 были исключены из диагности­
ческой canSNP-панели, пригодной для дифференциации 
изучаемых штаммов.

Для проведения MLVA применяли метод классической 
ПЦР с последующим разделением ампликонов в ПААГ. 
Этот метод позволил определить только примерные раз­
меры семи анализируемых VNTR-локусов штамма B. an­
thracis СТИ-1: VrrA – 300 п. о., VrrB1 – 250 п. о., VrrB2 – 

190 п. о., VrrC1 – 700 п. о., VrrC2 – 600 п. о., CG3 – 160 п. о.,  
pX01 – 160 п. о. Продукт амплификации локуса, локали­
зованного на плазмиде капсулообразования pX02, не де­
тектирован. Отсутствие плазмиды pXO2 является харак­
терным признаком штамма B. anthracis СТИ-1 (Афанасьев 
и др., 2014). 

Точный размер амплифицируемых VNTR-участков 
ДНК B. anthracis СТИ-1, а также размер нуклеотидных 
повторов в них определили in silico. С помощью про­
граммы Vector NTI 9.1 нуклеотидную последовательность 
хромосомной ДНК бактерий B. anthracis СТИ-1 (GenBank 
CP066168) ограничили соответствующими праймерами 
(см. табл. 2). Результаты, полученные после биоинфор­
мационного анализа генома B. anthracis СТИ-1, приведе­
ны в табл. 4. Полная нуклеотидная последовательность 
плазмиды pX01 этого штамма отсутствует в базе данных 
GenBank. Поэтому количество тандемных повторов в 
данном локусе определили как разницу между молеку­
лярной массой ампликона и размером амплифицируемого 
фрагмента «без повторов», которую делили на количе­
ство нуклеотидов в вариабельной области. С помощью 
электрофореза обнаружено, что размеры локусов CG3 
и pX01 бактерий B. anthracis СТИ-1 идентичны между 
собой. Исходя из этого факта, при расчете количества по­
второв, локализованных на плазмиде pX01, использовали 
молекулярную массу локуса CG3. 

Таблица 3. Результаты SNP-анализа исследуемых штаммов B. anthracis 

Номер 
штамма

Локус Филогенетиче-
ская группа

A.Br.001 A.Br.003 A.Br.004 A.Br.006 A.Br.007 A.Br.008 A.Br.009 B.Br.001 B.Br.002 B.Br.003 B.Br.004 A/B.Br.001

СТИ-1 T G T A T T A T G G T A A.Br.008/009

1 T – C A T – A T G G T A A.Br.003/004

2 T – C A C – A T G G T A –

3 T – T A T – A T G G T A A.Br.008/009

4 T – C A C – A T G G T A –

5 T – C C T – A T T A T A –

6 T – C C T – A T T A T A –

7 T – C C T – A T T A T A –

Таблица 4. Характеристика VNTR-локусов бактерий B. anthracis СТИ-1

Локус Размер 
локуса, 
п. о.

Длина 
повтора, 
п. о.

Нуклеотидная последовательность повтора Количество 
повторов

Температура 
плавления  
ампликона, °С

VrrA 314 12 tatcaacaacaa    4 84.5

VrrB1 229    9 caaggtcac    2 86.2

VrrB2 162    9 caatatcaa    3 85.7

VrrC1 616 36 cttcttctgactcttctgtttccgcaattacttcta    2 82

VrrC2 604 72 сtacgaccggtgcttcttctgcaactggttgttcttctacaatcggtgtttcttctacaactgattgttcct    2 85

CG3 156    5 tatta    1 75.2

pX01 156    3 aat 16 74.2

pX02 –    2 at – –
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Определены пики плавления ПЦР-РВ-продуктов ам­
плифицируемых VNTR-локусов штамма B. anthracis 
СТИ-1 (см. табл. 4). ПЦР-РВ проводили с использованием 
красителя EvaGreen в восьми репликах. Обнаружено, что 
разница между репликами для большинства анализируе­
мых локусов составляет 0.2 °С. Поэтому для дальнейшей 
дифференцировки штаммов сибирской язвы на основе 
разниц температур плавления VNTR-локусов допустимым 
отличием в показаниях приняли значения от 0.2 °С. 

Анализ однонуклеотидных полиморфизмов
Результаты молекулярно-генетического анализа SNP-
локусов, исследованных в данной работе, вирулентных 
штаммов B. anthracis представлены в табл. 2. Обнаруже­
но, что SNP-анализ не выявил различий в пяти локусах: 
A.Br001, A.Br005, A.Br009, B.Br001 и A/B.Br001. Значения 
индекса вариабельности (h) для других семи SNP-локусов 
находились в диапазоне от 0.12 до 0.4. 

По полученным результатам изученные штаммы рас­
пределены в четыре кластера. Самый большой кластер 
формируют три штамма, выделенные на территории Рес­
публики Татарстан (B. anthracis № 6, 7) в 2008 и 2014 гг., 
и г. Ульяновска (B. anthracis № 5) – в 2004 г. Во второй 
кластер входят штаммы № 2 и 4, полученные в Таджик­
ской ССР в 1972 г. и Ульяновске в 2004 г. соответственно. 
Штаммы B. anthracis № 1 и 3, обнаруженные на терри­
тории Чечено-Ингушской АССР в 1971 г. и Курганской 
области – в 1972 г. соответственно, формируют еще два 
кластера. 

По данным SNP-типирования установили принад­
лежность штамма B. anthracis № 1 к филогенетической 
подгруппе A.Br.003/004. Обнаружено, что бактерии 
B. anthracis № 3, как и референсный штамм B. anthra­
cis СТИ- 1, могут быть отнесены к филогенетической ли­
нии A.Br.011/009. У остальных исследуемых микроор­
ганизмов полученные SNP-профили не характерны для 
какой-либо из выделенных ранее филогенетических под­
групп штаммов B. anthracis. 

Мультилокусный анализ числа тандемных повторов
Для дифференцировки различий в VNTR-локусах ис­
пользовали температуры плавления ампликонов (табл. 5). 
Температура плавления полученных ПЦР-фрагментов 
после амплификации вариабельных локусов зависит от 

их нуклеотидного состава, а именно от количества тан­
демных повторов: чем их больше, тем выше температура 
плавления. 

Установлено, что полученные после амплификации ло­
куса VrrA1 кривые плавления штаммов B. anthracis № 1 
и 2 идентичны кривой плавления того же локуса рефе­
ренсного штамма B. anthracis СТИ-1 и, вероятно,  со­
держат в локусе VrrA1 четыре тандемных повтора. Четыре 
штамма B. anthracis (№ 4–7) демонстрируют более вы­
сокую температуру плавления ампликонов в сравнении 
с B. anthracis СТИ-1, что говорит о большем количестве 
тандемных повторов в локусе VrrA1. В свою очередь, 
среди исследованных штаммов B. anthracis № 3 имеет 
самую низкую температуру плавления ампликона VrrA1 
и, как следствие, отличается наименьшим количеством 
повторов в локусе VrrA1. 

Бактерии B. anthracis (№ 5–7) и СТИ-1 обладают иден­
тичными кривыми плавления ампликонов VrrB2 и содер­
жат в локусе VrrB2 характерные для B. anthracis СТИ-1 
три тандемных повтора. В соответствии с данными, пред­
ставленными в табл. 5, следует, что остальные исследо­
ванные штаммы имеют в этом локусе меньшее количе­
ство повторов – B. anthracis (№ 1, 3, 4, 6), вероятно, два, 
а B. anthracis № 2 – один тандемный повтор.

Полученные результаты о кривых плавления аплико­
нов CG3 свидетельствуют о том, что все штаммы, кроме 
B. anthracis № 1, содержат в локусе CG3 один тандемный 
повтор, характерный для B. anthracis СТИ-1. Бактерии 
B. anthracis № 1, вероятно, несут в этом локусе несколько 
повторов. 

Детектировано, что бактерии B. anthracis № 2 и 3 ха­
рактеризуются идентичными с референсным штаммом 
температурами ампликона pX01. Исходя из данного 
факта следует, что эти бактерии содержат на плазмиде 
pX01 16 тандемных повторов, а остальные исследованные 
штаммы B. anthracis – более 16.

Температуры плавления ПЦР-продуктов, полученные 
после амплификации локусов VrrB1, VrrC1 и VrrC2, не раз­
личались у изучаемых штамммов B. anthracis, таким обра­
зом, число повторов на данных участках ДНК идентично. 
Бактерии B. anthracis СТИ-1 содержат в этих локусах по 
два тандемных повтора. Исследуемые микроорганизмы 
демонстрируют более низкую температуру плавления 
ампликонов VrrB1 и VrrC2 в сравнении с референсным 

Таблица 5. Температуры плавления ПЦР-продуктов, полученных после амплификации VNTR-локусов  
исследуемых штаммов B. anthracis

Номер 
штамма

Локус

VrrA1 VrrB1 VrrB2 VrrC1 VrrC2 CG3 pXO1 pXO2

1 84.6 86.0 85.4 84.2 83.6 75.6 74.6 78.2

2 84.6 86.0 83.0 84.0 83.4 75.0 74.2 77.8

3 84.2 85.8 85.4 84.2 83.4 75.0 74.2 78.2

4 85.2 86.0 85.4 84.2 83.6 75.2 74.6 78.4

5 85.0 85.8 85.8 84.0 83.4 75.2 74.6 78.2

6 85.0 86.0 85.8 84.0 83.6 75.2 74.6 78.4

7 85.0 86.0 86.0 84.0 83.6 75.2 74.8 78.4
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штаммом и, вероятно, несут в этих локусах один повтор. 
Что касается локуса VrrC1, у всех изученных штаммов 
B. anthracis температура плавления ПЦР-продуктов, полу­
ченная после амплификации данного локуса, превышала 
значение, отмеченное для B. anthracis СТИ-1. Следова­
тельно, эти штаммы несут в локусе VrrC1 три или более 
тандемных повтора. Количество повторов в локусе pX02 
для исследованных штаммов B. anthracis установить 
невозможно ввиду отсутствия этого маркера у бактерий 
B. anthracis СТИ-1.

Таким образом, по результатам анализа температур 
плавления ампликонов установлено, что штамм B. anth­
racis № 1 отличается от остальных бактерий по количест­
ву тандемных повторов в локусе CG3, штамм № 2 – в ло­
кусах VrrB2 и pXO2, а штамм № 3 – в локусе VrrA1. Для 
бактерий B. anthracis № 1–3 выявлен уникальный профиль 
температур плавления ПЦР-продуктов амплификации 
VNTR-локусов, позволяющий различить их между собой. 
Три штамма B. anthracis (№ 5–7) демонстрируют один и 
тот же профиль температур плавления продуктов ампли­
фикации VNTR-локусов, поэтому их можно объединить в 
один кластер. Схожий с данным кластером профиль тем­
ператур плавления детектирован для бактерий B. anthra­
cis № 4, которые отличались от штаммов № 5–7 только по 
числу тандемных повторов в локусе VrrB2. 

Обсуждение
За последние годы отечественными и зарубежными ис­
следователями опубликовано значительное количество 
работ, посвященных разработке приемлемых подходов 
к генотипированию штаммов возбудителя сибирской 
язвы (Le Flèche et al., 2001; Keim et al., 2004; Van Ert et 
al., 2007; Gierczynski et al., 2009; Еременко и др., 2012; 
Афанасьев и др., 2014). Большинство доступных мето­
дов генотипирования B. anthracis основано на полимор­
физме тандемных повторов или точечных мутаций их 
генома. Ряд исследователей считают, что тест-системы, 
построенные на сочетании генетических маркеров, от­
личающихся своей дискриминационной способностью 
и стабильностью, наиболее эффективны для дифферен­
циации штаммов B. anthracis (Keim et al., 2004; Chang et 
al., 2007; Афанасьев и др., 2014). SNP-локусы являются 
более стабильными, но имеют в сравнении с VNTR не­
высокий индекс разнообразия. Поэтому при совместном 
использовании данных локусов рекомендуется сначала с 
помощью canSNP установить принадлежность изучаемых 
штаммов B. anthracis к той или иной филогенетической 
группе, после чего дифференцировать штаммы внутри 
каждого canSNP-кластера посредством MLVA-анализа 
(Тимофеев и др., 2018). 

Универсальным подходом к анализу VNTR-локусов 
остается их ПЦР-амплификация с последующей визуа­
лизацией полученных апликонов в агарозном или поли­
акриламидном геле (Jackson et al., 1997, 1999; Keim et 
al., 2000). Этот метод может быть эффективен для диф­
ференциации нуклеотидных повторов размером более 
10 п. о. (VrrA1 – 12 п. о., VrrC1 – 36 п. о., VrrC2 – 72 п. о.), 
но не подходит для разделения повторов в 2–3 нуклео­
тида (VrrB1 и VrrB2 – 9 п. о., CG3 – 5 п. н., pX01 – 3 п. о., 
рХ02 – 2 п. о.). Размер большинства используемых в на­

шей работе повторов не превышает 10 п. о., следователь­
но, применение электрофореза для разделения изучаемых 
штаммов не представляется возможным. В настоящем 
исследовании для дифференциации аллельных вариан­
тов VNTR-локусов, а именно количества тандемных по­
второв, применяли альтернативный метод – HRM-ана­
лиз. Он широко используется при генотипировании, в 
частности для обнаружения мутаций, полиморфизмов 
и эпигенетических различий в образцах двуцепочечной 
ДНК (Graham et al., 2005; Margraf et al., 2006). Применение 
HRM-анализа также позволяет проводить индикацию и 
дифференциацию штаммов бруцелл (Winchell et al., 2010).

Согласно данным литературы, штаммы B. anthracis, 
циркулирующие на неблагополучных по сибирской язве 
территориях Российской Федерации, преимущественно 
относятся к A.Br.001/002, A.Br.008/009, B.Br.001/002 и 
A.BrAust94 генотипам (Еременко и др., 2018; Кравец и 
др., 2018; Котенева и др., 2019). В частности, штаммы, вы­
деленные на административных территориях Северного 
Кавказа, как правило, распределяются по canSNP-клас­
терам A.Br.008/009 и A.BrAust94. В Республике Дагестан 
также встречается генотип B.Br.001/002 (Котенева и др., 
2019). На территориях Сибири и Дальнего Востока чаще 
других выявляются штаммы, относящиеся к филогенети­
ческим группам A.Br.001/002, A.Br.008/009 и B.Br.001/002 
(Еременко и др., 2018; Кравец и др., 2018).

Отметим, что, по мнению ряда исследователей, canSNP-
генотипы, вероятно, не ограничиваются описанными на 
сегодняшний день 14 генотипами (Афанасьев и др., 2014; 
Тимофеев и др., 2018). Так, в работе М.В. Афанасьева с 
коллегами (2014) обнаружено три дополнительные фи­
логенетические подгруппы. Действительно, по резуль­
татам проведенного нами генетического типирования 
семи культур B. anthracis методами SNP- и MLVA-анализа 
установлено, что все изучаемые микроорганизмы, кроме 
B. anthracis № 1 и 3, по SNP-профилю не входили в состав 
основных филогенетических canSNP-подгрупп. Филоге­
нетическая линия A.Br.003/004, к которой отнесли штамм 
B. anthracis № 1, включает преимущественно штаммы c 
американских континентов (Еременко и др., 2018). Среди 
всех исследуемых штаммов наиболее характерный для 
российских изолятов профиль однонуклеотидных поли­
морфизмов был у штамма B. anthracis № 3, выделенного 
на территории Курганской области. 

Исследованные в этой работе штаммы возбудителя 
сибирской язвы, как правило, организованы в SNP-клас­
теры по своему географическому происхождению.  Ис­
ключением считаются имеющие общий SNP-профиль 
микроорганизмы B. anthracis № 2 и B. anthracis №  4, 
изолированные на территории бывшей Таджикской ССР 
в 1972 г. и г. Ульяновска – в 2004 г. соответственно. С по­
мощью  HRM-анализа ПЦР-продуктов амплификации 
VNTR- локусов установлено, что данные бактерии отли­
чаются по числу повторов в локусах VrrA1, VrrA2, pXO1 
и pXO2 и, как следствие, могут быть дифференцирова­
ны между собой. Можно предположить, что эти микро­
организмы имеют общее географическое происхождение, 
однако с течением времени произошла их дивергенция, в 
частности под действием миграционных и торговых по­
токов. Действительно, согласно литературным данным, 
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VNTR-локусы характеризуются высокой скоростью му­
таций (от 10–5 до 10–4 на поколение) (Keim et al., 2004; 
Birdsell et al., 2012; Thierry et al., 2014) и, в сравнении с 
SNP-локусами, являются маркерами более поздней эво­
люции штаммов B. anthracis.

Полученные для остальных исследованных штаммов 
HRM-профили формируют паттерны, полностью соотно­
сящиеся с SNP-профилями. Таким образом, расширенный 
протокол, включающий в себя анализ SNP и VNTR, по­
зволяет дифференцировать четыре штамма B. anthracis. 
Штаммы B. anthracis № 5–7 демонстрируют одинаковые 
SNP- и HRM-профили, и, как следствие, формируют один 
кластер.

Таким образом, применение HR-анализа в нашей ра­
боте позволило дифференцировать исследованные штам­
мы между собой и определить их в кластеры. Установ­
лен размер повторов в локусах, температура плавления 
ПЦР-продуктов которых была идентична температурам 
плавления ампликонов тех же VNTR-локусов референс­
ного штамма B. anthracis СТИ-1. Однако на сегодняшний 
день точный размер тандемных повторов может быть 
определен только с помощью секвенирования. Поэтому 
в дальнейшем необходимо осуществить секвенирование 
VNTR-локусов исследованных в данной работе штаммов. 
Совместное использование HRM- и секвенс-анализа, на 
наш взгляд, в перспективе может привести к созданию 
базы данных кривых плавления VNTR-локусов, соотно­
сящихся с их размером. 

Заключение
Проведенные исследования показали, что использование 
метода HRM для анализа ПЦР-продуктов VNTR-локусов 
имеет большое практическое значение. В частности, этот 
метод можно применять для быстрой предварительной 
дифференциации штаммов B. anthracis, принадлежащих 
к одной вспышке инфекционного заболевания. Для наи­
более результативной и информативной индикации и диф­
ференциации штаммов возбудителя сибирской язвы нами 
предлагается следующий алгоритм анализа: 1)  распре­
деление исследуемых штаммов по филогенетическим 
подгруппам с помощью SNP-типирования; 2) дифферен­
циация штаммов внутри каждого SNP-кластера методом 
MLVA с применением HRM-анализа; 3) MLVA-типи­
рование с использованием классической ПЦР, электро­
фореза  и секвенирования дифференцированных таким 
образом штаммов. Однако для более детальных ответов 
на вопросы о применении данной стратегии генотипи­
рования необходимо проведение более масштабных ис­
следований.
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Влияние колхицина на физиолого-биохимические свойства 
Rhodococcus qingshengii
Ю.А. Маркова1  , Л.А. Беловежец2, В.Н. Нурминский1, И.С. Капустина1, Н.В. Озолина1, В.В. Гурина1,  
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Аннотация. Род Rhodococcus объединяет полиморфные неспорообразующие грамположительные бактерии, 
относящиеся к классу Actinobacteria. Rhodococcus вместе с Mycobacterium и Corynebacterium входят в группу 
Mycolata. Благодаря относительно высокой скорости роста и способности к образованию биопленок, Rhodo-
coccus являются удобной моделью для изучения действия биологически активных соединений на патогенные 
Mycolata. Ранее было показано, что колхицин угнетал образование биопленок у P. carotovorum ВКМ В-1247 и 
R. quingshengii ВКМ Ac-2784D. Целью настоящей работы было изучение действия колхицина на жирнокислот-
ный состав и микровязкость мембран Rhodococcus qingshengii ВКМ Ac-2784D для понимания механизма дей-
ствия этого алкалоида на бактериальную клетку. В качестве положительного контроля использовали нистатин, 
снижающий микровязкость мембран. Установлено, что колхицин в концентрациях 0.01 и 0.03 г/л и нистатин 
(0.03 г/л) не оказали существенного влияния на выживаемость R. qingshengii ВКМ Ac-2784D, культивируемого 
в забуференном физиологическом растворе глюкозы (ЗФРГ). Однако колхицин (0.03 г/л) значительно угнетал 
образование биопленки. Клетки Rhodococcus, культивируемые в течение суток в ЗФРГ с колхицином, приоб-
ретали округлую форму. Колхицин в концентрации 0.01 г/л вызывал увеличение жирных кислот C16:1(n-7), 
С17:0, C20:1(n-9) и C21:0. Микровязкость мембраны отдельных клеток распределялась от максимально низких 
до максимально высоких значений показателя обобщенной поляризации флуоресценции лаурдана (GP), что 
свидетельствует о разнообразии адаптационных ответов на этот алкалоид. При более высокой концентрации 
колхицина (0.03  г/л) в мембранах клеток R. qingshengii ВКМ Ac-2784D увеличивалось содержание насыщен-
ных жирных кислот и падало – разветвленных. Это способствовало увеличению микровязкости мембраны, 
что подтверждается данными по GP. Таким образом, колхицин индуцирует перестройку клеточной мембраны 
Rhodococcus, вероятно, в сторону увеличения ее микровязкости, что может быть одной из причин негативного 
действия колхицина на образование биопленок R. qingshengii ВКМ Ac-2784D.
Ключевые слова: Rhodococcus qingshengii; колхицин; биопленки; жирные кислоты; микровязкость мембран.
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Effect of colchicine on physiological and biochemical properties 
of Rhodococcus qingshengii
Yu.A. Markova1  , L.A. Belovezhets2, V.N. Nurminsky1, I.S. Kapustina1, N.V. Ozolina1, V.V. Gurina1,  
A.L. Rakevich3, A.V. Sidorov1
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Abstract. The genus Rhodococcus includes polymorphic non-spore-forming gram-positive bacteria belonging to 
the class Actinobacteria. Together with Mycobacterium and Corynebacterium, Rhodococcus belongs to the Mycolata 
group. Due to their relatively high growth rate and ability to form biof ilms, Rhodococcus are a convenient model 
for studying the effect of biologically active compounds on pathogenic Mycolata. Colchicine was previously found 
to reduce biof ilm formation by P. carotovorum VKM B-1247 and R. qingshengii  VKM Ac-2784D. To understand the 
mechanism of action of this alkaloid on the bacterial cell, we have studied the change in the fatty acid composition 
and microviscosity of the R. qingshengii VKM Ac-2784D membrane. Nystatin, which is known to reduce membrane 
microviscosity, is used as a positive control. It has been found that colchicine at concentrations of 0.01 and 0.03 g/l and 
nystatin (0.03 g/l) have no signif icant effect on the survival of R. qingshengii VKM Ac-2784D cultivated in a buffered 
saline solution with 0.5 % glucose (GBSS). However, colchicine (0.03 g/l) signif icantly inhibits biof ilm formation. Rho-
dococcus cells cultivated for 24 hours in GBSS with colchicine acquire a rounded shape. Colchicine at 0.01 g/l concen-
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tration increases C16:1(n-7), C17:0, C20:1(n-9) and C21:0 fatty acids. The microviscosity of the membrane of individual 
cells was distributed from the lowest to the highest values of the generalized laurdan f luorescence polarization index 
(GP), which indicates a variety of adaptive responses to this alkaloid. At a higher concentration of colchicine (0.03 g/l) 
in the membranes of R. qingshengii VKM Ac-2784D cells, the content of saturated fatty acids increases and the content 
of branched fatty acids decreases. This contributes to an increase in membrane microviscosity, which is conf irmed by 
the data on the GP f luorescence of laurdan. All of the above indicates that colchicine induces a rearrangement of the 
Rhodococcus cell membrane, probably in the direction of increasing its microviscosity. This may be one of the reasons 
for the negative effect of colchicine on the formation of R. qingshengii VKM Ac-2784D biof ilms.
Key words: Rhodococcus qingshengii; colchicine; biof ilms; fatty acids; membrane microviscosity.
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Введение
Род Rhodococcus объединяет полиморфные неспорооб­
разующие грамположительные бактерии, относящиеся к 
классу Actinobacteria. Rhodococcus широко распростра­
нены в окружающей среде, включая живые организмы. 
Одна из важных особенностей этих микроорганизмов – 
способность разлагать органические соединения с разной 
химической структурой, в том числе поллютанты (поли­
циклические ароматические углеводороды, ПАУ, бифе­
нилы, алканы и др.) (Szőköl et al., 2014; Li et al., 2016). 
На этом основан растущий интерес к Rhodococcus как к 
ценным биотехнологическим видам.

Rhodococcus вместе с Mycobacterium и Corynebacterium 
относятся к группе Mycolata, которая характеризуется на­
личием миколовых кислот на клеточной стенке (Sutcliffe, 
1998). Эта особенность делает их более устойчивыми к 
токсичным соединениям, таким как дезинфектанты, анти­
биотики или ПАУ. В отличие от мико- и коринебактерий, 
большинство видов Rhodococcus непатогенные. Поэтому 
благодаря относительно высокой скорости роста и способ­
ности к образованию биопленок Rhodococcus являются 
удобной моделью для изучения действия биологически 
активных соединений на патогенные Mycolata.

Целостность микробиологической клетки обеспечивает 
цитоплазматическая мембрана. Чтобы выжить в постоян­
но изменяющихся условиях окружающей среды и под­
держивать оптимальную текучесть мембраны, бактерии 
изменяют жирнокислотный состав мембранных липидов 
(Dubois-Brissonnet et al., 2016). Клеточная мембрана – ос­
новная мишень токсичности неполярных органических 
растворителей (de Carvalho et al., 2005). Растительные 
метаболиты тоже влияют на мембрану, ингибируя актив­
ность эффлюкс-каналов (Tegos et al., 2002), содержание 
белков-поринов (Abreu et al., 2012) и т. д.

Ранее мы выявили, что алкалоид колхицин в концен­
трации 0.25 г/л супрессировал образование биопленки 
видами Pectobacterium carotovorum ВКМ В-1247 и Rho­
dococcus qingshengii ВКМ Ac-2784D (Быбин и др., 2018). 
При этом негативное влияние на жизнеспособность этих 
бактерий не обнаружено. Колхицин широко известен 
как алкалоид, нарушающий полимеризацию тубулина у 
эукариотических клеток (Zhang et al., 2018). Возможно, по 
отношению к микроорганизмам он выполняет аналогич­
ную функцию, воздействуя на цитоскелет и препятствуя 
адгезии микробных клеток (Dubey et al., 2011). Однако его 
влияние на микробные клетки практически не изучено. 
Это обусловило наш интерес к данному соединению. 

Цель настоящей работы состояла в изучении действия 
колхицина на жирнокислотный состав и микровязкость 
мембран R. qingshengii ВКМ Ac-2784D. 

Материалы и методы
В исследовании использовали штамм R. qingshengii 
ВКМ Ac-2784D, выделенный нами из ризосферы пырея 
ползучего (Elytrigia repens (L.) Nevski), произрастающего 
на нефтезагрязненной территории Иркутской области 
(Россия) (Petrushin et al., 2021). Этот штамм Rhodococ­
cus характеризуется стабильно высоким формированием 
биопленок, поэтому считается хорошей моделью для их 
изучения. 

Бактерии культивировали на БТН-агаре (ООО «Биотех­
новация», Россия) в течение 48 ч при 26 °С. Затем пе­
реносили на забуференный физиологический раствор с 
0.5 % глюкозы (ЗФРГ) и доводили плотность суспензии 
до ОП595 0.26–0.33. 

Минимальную ингибирующую концентрацию (МИК) 
колхицина для R. qingshengii ВКМ Ac-2784D определяли 
методом предельных разведений (Руководство..., 2000).

Для оценки влияния нистатина и колхицина на кине­
тику роста и образование биопленки 150 мкл бактериаль­
ной суспензии вносили в лунки стерильных плоскодон­
ных 96-луночных планшетов и измеряли оптическую 
плотность (ОП) в первые, третьи и восьмые сутки куль­
тивирования с помощью планшетного ридера iMark 
(Bio-Rad, США), λ = 595 нм. Планшет отмывали от слабо 
прикрепившихся клеток. Осадок окрашивали 1 % рас­
твором кристаллического фиолетового в течение 45 мин. 
Затем после трехкратного промывания для экстрагирова­
ния краски в лунки добавляли по 200 мкл 96 % этанола. 
Уровень экстракции (абсорбции) кристаллического фио­
летового этанолом измеряли с помощью планшетного ри­
дера iMark (Bio-Rad) при длине волны 595 нм в единицах 
оптической плотности (ед. ОП595). Степень образования 
биопленки соответствовала интенсивности окрашивания 
красителем содержимого лунок (Шагинян и др., 2007).

В работе использовали два контроля. Одним из них 
были бактерии, культивируемые в ЗФРГ без добавления 
колхицина. Вторым контролем служили бактерии, вы­
росшие в среде с добавлением 0.03 г/л нистатина (ОАО 
«Биосинтез», Пенза, Россия), так как нистатин обладает 
способностью снижать микровязкость клеточных мем­
бран. Колхицин (Sigma-Aldrich, США) был в концентра­
циях 0.01 и 0.03 г/л. При построении графиков применяли 
показатель относительной оптической плотности в про­
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центах к контролю. Размеры клеток оценивали с помощью 
программы AxioVision Rel. 4.8.

Для определения жирнокислотного состава бактери­
альной мембраны и упорядоченности (микровязкости, 
текучести) ее липидной фазы бактерии культивировали в 
вышеуказанных средах в течение суток. Упорядоченность 
липидов мембран оценивали по обобщенной поляриза­
ции (GP) флуоресценции липофильного зонда лаурдан в 
каждом пикселе, соответствующем светящейся области 
изображения. Для окрашивания препаратов в каждую 
пробирку вносили 10 мкМ метанольного раствора лаур­
дана (2-(диметиламино)-6-додеканоилнафталин) (Sigma-
Aldrich). Живые окрашенные бактерии наблюдали под 
микроскопом (лазерный сканирующий конфокальный 
флуоресцентный микроскоп MicroTime 200; PicoQuant 
GmbH, Германия). 

При анализе данных распределения величин GP визуа­
лизировали в виде гистограмм. Для каждой гистограммы 
строили теоретическое многомодальное распределение 
как суперпозицию (наложение) нескольких нормальных 
распределений (Нурминский и др., 2017). Далее делали 
оценку формы (подгонку параметров) экспериментальных 
распределений значений GP бактериальных мембран. 
Модельное распределение представляло собой нормаль­
ное распределение или смесь распределений и, таким 
образом, состояло из одной или нескольких компонент 
(составляющих). В результате анализа осуществляли под­
бор оптимальных параметров компонент, наиболее близко 
подходящих к экспериментальному распределению. 

Для определения состава жирных кислот (ЖК) бакте­
рии культивировали аналогичным образом без добавле­
ния лаурдана. Экстракцию липидов осуществляли по ме­
тоду (Bligh, Dyer, 1959). К экстракту липидов после удале­
ния растворителя добавляли 1 % метанольный раствор 
Н2SO4 и нагревали на водяной бане при 60 °C в течение  
30 мин. После охлаждения трижды экстрагировали гекса­
ном (Christie, 1993). Метиловые эфиры ЖК анализировали 
с помощью хроматомасс-спектрометрa Agilent Technolo­
gy 5973N/6890N MSD/DS (США). Детектор – масс-спек­
трометр – квадруполь, способ ионизации – электронный 
удар (EI), энергия ионизации 70 эВ, для анализа приме­
няли режим регистрации полного ионного тока. Для раз­
деления экстракта использовали капиллярную колонку 
HP-INNOWAX (30 м × 250 мкм × 0.50 мкм). Неподвижная 
фаза – полиэтиленгликоль; подвижная фаза – гелий; ско­
рость потока газа – 1 мл/мин. Температура испарителя – 
250 °C, источника ионов – 230 °C, детектора – 150 °C, 
температура линии, соединяющей хроматограф с масс-
спектрометром, – 280 °C. Диапазон сканирования – 41– 
450 а. е. м. Объем вводимой пробы – 1 мкл, разделение 
потоков – 5:1. Хроматографию выполняли в изотермиче­
ском режиме при 200 °C. Для идентификации пиков ме­
тиловых эфиров ЖК использовали стандарты метиловых 
эфиров (Sigma-Aldrich) и метод масс-спектрометрии с 
помощью библиотеки масс-спектров NIST 05 (Озолина и 
др., 2017). Содержание отдельных ЖК рассчитывали как 
процент к общему количеству ЖК и разделяли на груп­
пы: насыщенные (НЖК), мононенасыщенные (МНЖК), 
полиненасыщенные (ПНЖК), насыщенные iso- и anteiso-

метил разветвленные жирные кислоты (РЖК) (Rodrigues, 
de Carvalho, 2015).

Достоверность различий биопленкообразования и ко­
личественного содержания жирных кислот оценивали 
по непараметрическому критерию Крускала–Уоллиса с 
поправкой Даннета (Гланц, 1998). Все расчеты проводили 
с помощью программы RStudio.

Результаты и обсуждение
Обнаружено, что МИК колхицина для R. qingshengii 
ВКМ Ac-2784D равна 0.02 г/л, поэтому в дальнейших 
экспериментах мы использовали концентрации ниже и 
выше этого значения, 0.01 и 0.03 г/л соответственно. Вы­
бранные концентрации колхицина и нистатина не оказали 
значимого влияния на рост Rhodococcus (рис. 1). В то же 
время было установлено, что колхицин в концентрации 
0.03 г/л существенно угнетал образование биопленки 
на всех этапах эксперимента, а в концентрации 0.01 г/л 
оказал разнонаправленное действие. Нистатин в первые 
сутки стимулировал формирование биопленки, на третьи 
и восьмые сутки культивирования его влияние было со­
поставимо с контролем (рис. 2). 

Культивирование R. qingshengii ВКМ Ac-2784D в при­
сутствии колхицина в течение суток привело к значимому 
изменению морфологии клетки в сторону более округлой 
формы (табл. 1). При этом мы наблюдали неоднород­
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Рис. 1. Оптическая плотность суспензии клеток R. qingshengii ВКМ 
Ac- 2784D относительно контроля, %, в первые, третьи и восьмые 
сутки культивирования. 
Здесь и на рис. 2: 1 – ЗФРГ; 2 – ЗФРГ с 0.03 г/л колхицина; 3 – ЗФРГ с 0.01 г/л 
колхицина; 4 – ЗФРГ с 0.03 г/л нистатина.

Рис. 2. Оптическая плотность биопленки R. qingshengii ВКМ Ac-2784D 
в первые, третьи и восьмые сутки культивирования.
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ность внутриклеточного содержимого (рис. 3), что согла­
суется с результатами, полученными для Bacillus mega­
terium (Dubey et al., 2011). Форма клеток Rhodococcus под 
действием нистатина не изменялась. 

Изменение морфологии клетки, как правило, сопровож­
дается структурно-функциональной перестройкой их кле­
точных мембран (de Carvalho et al., 2014). При этом про­
исходит изменение степени насыщенности ЖК, их длины, 
а также количества разветвленных жирных кислот. 

Мембраны клеток  Rhodococcus в контрольных услови­
ях содержали преимущественно пальмитиновую, стеари­
новую и олеиновую кислоты (табл. 2). Отношение насы­
щенных кислот к мононенасыщенным жирным кислотам 

Таблица 1. Размеры клеток R. qingshengii ВКМ Ac-2784D 
через сутки культивирования в контрольных условиях  
и в присутствии исследуемых соединений

Вариант Длина, нм Ширина, нм Длина/ширина

Контроль 1.35 ± 0.29 0.56 ± 0.08 2.42

Колхицин, 0.01 г/л 1.04 ± 0.23* 0.58 ± 0.1 1.78*

Нистатин, 0.03 г/л 1.46 ± 0.36 0.68 ± 0.14 2.12

* p < 0.05.

К

2

1

3

Рис. 3. Морфология клеток R. qingshengii ВКМ Ac-2784D при культиви-
ровании в течение  суток в забуференном физиологическом раство-
ре с глюкозой (5 г/л) (К) и при внесении 0.03 г/л нистатина (1), 0.01 г/л 
колхицина (2), 0.03 г/л колхицина (3). 
Окрашивание лаурданом. Увеличение × 600.

Таблица 2. Состав жирных кислот мембран клеток R. qingshengii ВКМ Ac-2784D,  
культивируемых в течение суток в ЗФРГ, в присутствии колхицина (0.03 и 0.01 г/л) и нистатина (0.03 г/л) 

Жирная кислота  Контроль  Концентрация алкалоидов, г/л

 Колхицин  Нистатин
 0.03  0.03  0.01

Лауриновая С12:0    –    –    –    0.76 ± 0.04

Миристиновая С14:0    4.76 ± 0.38    6.09 ± 0.02    5.45 ± 0.26    4.89 ± 0.02

Пентадекановая  С15:0    1.99 ± 0.22    2.36 ± 0.32    2.25 ± 0.01    1.60 ± 0.06

Антеизо-пентадекановая C15:0-a    –    –    –    1.08 ± 0.03

Пальмитиновая С16:0 36.76 ± 3.52 34.58 ± 0.33 32.27 ± 2.10 27.98 ± 0.48*

Изопальмитиновая C16:0-i    –    –    –    1.63 ± 0.04

Пальмитолеиновая C16:1(n-9)    5.16 ± 1.05    3.78 ± 0.35    4.50 ± 0.14    3.53 ± 0.21

C16:1(n-7)    1.31 ± 0.14    2.33 ± 0.35    3.11 ± 0.36*    2.21 ± 0.28

C16:1(n-9)    –    –    –    4.78 ± 0.17

C16:1(n-5)    2.30 ± 0.26    2.06 ± 0.09    3.79 ± 1.04    –

Гептадекановая С17:0    1.26 ± 0.14    1.35 ± 0.03    1.60 ± 0.11*    1.28 ± 0.05

Антеизо-гептадекановая C17:0-a    0.84 ± 0.23    1.23 ± 0.03*    0.72 ± 0.16    0.83 ± 0.09

Стеариновая C18:0 12.09 ± 0.19 14.80 ± 0.25 10.15 ± 0.21 13.91 ± 0.29

Олеиновая C18:1(n-9) 25.79 ± 2.42 24.24 ± 0.24 28.46 ± 1.10 30.29 ± 0.09*

C18:1(n-7)    1.36 ± 0.11    0.89 ± 0.02    2.33 ± 0.13    0.59 ± 0.13

Линолевая C18:2(n-6)    4.41 ± 0.61    1.54 ± 0.01    2.01 ± 0.49    2.33 ± 0.05

Арахиновая C20:0    0.99 ± 0.08    1.55 ± 0.01*    1.16 ± 0.01    0.86 ± 0.00

C20:1(n-9) –    0.46 ± 0.04    0.36 ± 0.01    0.27 ± 0.00

Генэйкозановая C21:0 –    0.48 ± 0.09    0.44 ± 0.09    0.26 ± 0.03

Бегеновая C22:0 1.10 ± 0.13    2.28 ± 0.19    1.40 ± 0.03    0.92 ± 0.17

* p < 0.05.



Yu.A. Markova, L.A. Belovezhets, V.N. Nurminsky …  
V.V. Gurina, A.L. Rakevich, A.V. Sidorov

572 Вавиловский журнал генетики и селекции / Vavilov Journal of Genetics and Breeding • 2022 • 26 • 6

Effect of colchicine on physiological and biochemical 
properties of Rhodococcus qingshengii 

составляло 1.64. Доля полиненасыщенных и разветвлен­
ных кислот была невелика (4.41 и 0.84 % соответствен­
но). Колхицин в концентрации 0.01 г/л способствовал 
изменению соотношения насыщенных и мононенасыщен- 
ных ЖК (1.29) в сторону последних, параллельно сни­
жая количество полиненасыщенных ЖК. В то же время 
количество длинноцепочечных ЖК C20:1(n-9), C21:0 и 
C22:0 увеличивалось. В присутствии 0.03 г/л колхици­
на возрастало относительное содержание насыщенных и 
разветвленных ЖК (рис. 4), при этом отношение НЖК к 
МНЖК достигало 1.89. Все это свидетельствует о пере­
стройке мембраны R. qingshengii ВКМ Ac-2784D в ответ 
на присутствие колхицина в среде культивирования. Инте­
ресно, что различные концентрации колхицина оказывали 
прямо противоположное влияние на состав ЖК клеточной 

мембраны. Вероятно, это связано с разной степенью нару­
шения систем регуляции. Внесение нистатина как соеди­
нения, достоверно увеличивающего текучесть мембран, 
сопровождалось возрастанием количества ненасыщенных 
и разветвленных ЖК при значительном снижении со­
держания пальмитиновой и увеличении олеиновой ЖК. 

Текучесть (микровязкость) мембран – интегральный 
показатель, зависящий от насыщенности липидов, содер­
жания стеринов и белков. Поэтому на следующем этапе 
исследования было определено влияние колхицина и 
нистатина на упорядоченность липидной фазы мембраны 
R. qingshengii ВКМ Ac-2784D. Для этого использовали 
показатель GP флуоресценции лаурдана, который может 
принимать значения в диапазоне от –1 до +1. Его отрица­
тельные значения соответствуют меньшей микровязкости 
(большей текучести) клеточной мембраны (Нурминский 
и др., 2015) (см. Материалы и методы). 

Подгонка экспериментальных распределений значе­
ний GP бактериальных мембран позволила выявить от 
одной до четырех компонент при влиянии нистатина и 
колхицина (рис. 5). Наиболее весомая компонента во всех 
вариантах – компонента, характеризующая жидко-неупо­
рядоченные области мембраны (α: (средние значения GP): 
–0.16–0.04, вклад: 73.9–100 %), что соответствует извест­
ному механизму действия данного антибиотика на мем­
браны эу- и прокариот (Ефимова и др., 2014). Колхицин, 
наоборот, способствовал повышению упорядоченности 
мембран, α самых весомых компонент хоть и незначитель­
но, но сместились в сторону положительных значений, по 
сравнению с контролем, в обоих вариантах концентраций 
(α: 0.04, вклад: 73.9–89.4 %), что согласуется с наблюдае­
мым нами увеличением количества насыщенных ЖК. 
Однако при этом существенно усилился разброс данных 
и количество компонент увеличилось до 2 (в варианте с 
0.01 мг/мл) и до 4 (в варианте с 0.03 мг/мл). Минорные 
компоненты соответствовали более плотноупакованным 
участкам мембран (α: 0.29, вклад: 1.8 %) или, наоборот, 
менее плотноупакованным (α: –0.29, вклад: 6.7 %).

Контроль

Нистатин

Колхицин, 10 мкг/мл

Колхицин, 30 мкг/мл

–0.4 –0.2 0.2 0.4 GP

б

0

а
Вариант Компо-

нента
Среднее GP,  
α

Стандартное 
отклонение,  
σ

Вклад,  
%

Контроль 1    0.01 0.16 100

Нистатин 1 –0.16 0.17 100

Колхицин, 
10 мкг/мл

1 –0.08 0.24 26.1

2    0.04 0.16 73.9

Колхицин, 
30 мкг/мл

1 –0.19 0.03    2.1

2    0.04 0.18 89.4

3    0.29 0.02    1.8

4 –0.29 0.11    6.7

Рис. 4. Относительное содержание основных групп жирных кислот 
при культивировании в течение суток в забуференном физиологиче-
ском растворе с глюкозой (5 г/л) (К) и при внесении 0.03 г/л нистати-
на (1), 0.01 г/л колхицина (2), 0.03 г/л колхицина (3). 
НЖК – насыщенные жирные кислоты; ПНЖК – полиненасыщенные жир-
ные кислоты; РЖК – разветвленные жирные кислоты; МНЖК – моно
ненасыщенные жирные кислоты.

Рис. 5. Влияние нистатина и колхицина на параметры компонентов распределений значений GP мембран R. qingshengii ВКМ Ac-2784D (а)  
и сопоставление компонентов на пузырьковой диаграмме (б ). Площадь круга отражает величину вклада каждой компоненты, n = 10–26.
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Заключение
Таким образом, колхицин в составе ЗФРГ в концентрациях 
0.01 и 0.03 г/л не оказал существенного влияния на вы­
живаемость R. qingshengii ВКМ Ac-2784D, но при этом 
значительно угнетал образование биопленки. Клетки  Rho­
dococcus, культивируемые в течение суток в ЗФРГ с кол­
хицином, приобретали округлую форму. В присутствии 
0.01 г/л колхицина увеличилось содержание C16:1(n-7), 
С17:0, C20:1(n-9) и C21:0 жирных кислот. 

Микровязкость мембраны отдельных клеток распре­
деляется от максимально низких до максимально высо­
ких показателей GP, что свидетельствует о разнообразии 
адаптационных ответов на данный алкалоид. При более 
высокой концентрации колхицина (0.03 г/л) в мембранах 
клеток R. qingshengii ВКМ Ac-2784D увеличивалось 
содержание насыщенных жирных кислот и падало со­
держание разветвленных жирных кислот. В результате 
микровязкость мембраны увеличивалась, что подтвержда­
лось данными по GP флуоресценции лаурдана. Результа­
ты свидетельствуют об адаптивной перестройке клеточ­
ной мембраны под действием исследуемого алкалоида, 
что согласуется с другими исследованиями (Wang et al., 
2020). Это может быть одной из причин негативного дей­
ствия колхицина на образование биопленок R. qingshengii  
ВКМ Ac-2784D. 
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Активность гена алканмонооксигеназы alkB  
у штаммов углеводородокисляющих бактерий,  
выделенных из нефтепродуктов
Т.Н. Шапиро1  , Н.А. Манучарова2, Е.С. Лобакова1

1 Московский государственный университет им. М.В. Ломоносова, биологический факультет, Москва, Россия
2 Московский государственный университет им. М.В. Ломоносова, факультет почвоведения, Москва, Россия

  floyd52@rambler.ru

Аннотация. Ферменты алканмонооксигеназы AlkB и Cyp153 ответственны за аэробную деградацию н-алканов 
нефти и нефтепродуктов. Для доказательства использования штаммами углеводородокисляющих бактерий, 
выделенных из авиационного керосина ТС-1 и автомобильного бензина АИ-95, н-алканов нефти и нефтепро-
дуктов, проведена детекция ключевых генов alkB, Alk1, Alk2, Alk3 и Cyp153, кодирующих алканмонооксигеназы 
AlkB и Cyp153, ответственных за окисление углеводородов с определенной длиной цепи. Установлено, что 
штаммы бактерий, изолированные из реактивного топлива ТС-1, за исключением Deinococcus sp. Bi7, имели 
как минимум один из исследованных генов деградации н-алканов. Штаммы Sphingobacterium multivorum Bi2, 
Alcaligenes faecalis Bi3, Rhodococcus sp. Bi4, Sphingobacterium sp. Bi5, Rhodococcus erythropolis Bi6 содержали 
ген alkB. У штаммов углеводородокисляющих бактерий, выделенных из бензина АИ-95, этот ген алканмоно
оксигеназы не был детектирован. С помощью метода ПЦР в реальном времени проанализирована активность 
гена alkB у всех полученных из нефтепродуктов штаммов бактерий и определено число его копий. Методом 
ПЦР в реальном времени с использованием праймера с другой последовательностью нуклеотидов для детек-
ции гена alkB установлена его активность у всех штаммов бактерий, выделенных из бензина АИ-95, причем 
штамм Paenibacillus agaridevorans Bi11 отнесен к группе с высоким уровнем его активности (1290 копий/мл). По 
оценке роста исследованных углеводородокисляющих бактерий на плотной минеральной среде Эванса с мо-
дельной смесью углеводородов штаммы были разделены на три группы. Отмечены совпадения результатов 
по распределению штаммов углеводородокисляющих бактерий в группах по активности гена alkB и группах, 
сформированных на основе способности роста и использования модельной смеси углеводородов и нефте-
продуктов. Полученные результаты свидетельствуют о необходимости применения комплекса молекулярно-
генетических и физиологических методов для всестороннего анализа распространения исследуемых генов у 
бактерий и оценки их активности в штаммах углеводородокисляющих бактерий, способных к биодеградации 
углеводородов нефтепродуктов.
Ключевые слова: биоповреждение; нефтепродукты; углеводородокисляющие бактерии; биодеградация; 
алканмонооксигеназы; ген alkB; ПЦР в реальном времени.
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Activity of alkanmonooxygenase alkB gene  
in strains of hydrocarbon-oxidizing bacteria  
isolated from petroleum products
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Abstract. Alkanmonooxygenase enzymes AlkB and Cyp153 are responsible for the aerobic degradation of n-alkanes 
of petroleum and petroleum products. To prove the usage of n-alkanes from oil and petroleum products by hydro
carbon-oxidizing bacteria isolated from aviation kerosene TC-1 and automobile gasoline AI-95, the detection of the 
key genes alkB, Alk1, Alk2, Alk3 and Cyp153 encoding alkanmonooxygenases AlkB and Cyp153 (responsible for the 
oxidation of hydrocarbons with a certain chain length) was carried out. It was found that еру bacterial strains iso-
lated from TS-1 jet fuel, except Deinococcus sp. Bi7, had at least one of the studied n-alkane degradation genes. 
The strains Sphingobacterium multivorum Bi2; Alcaligenes faecalis Bi3; Rhodococcus sp. Bi4; Sphingobacterium sp. Bi5; 
Rhodococcus erythropolis Bi6 contained the alkB gene. In the strains of hydrocarbon-oxidizing bacteria isolated from 
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gasoline AI-95, this alkanmonooxygenase gene was not detected. Using the real-time PCR method, the activity of 
the alkB gene in all bacterial strains isolated from petroleum products was analyzed and the number of its copies 
was determined. By real-time PCR using a primer with a different sequence of nucleotides to detect the alkB gene, 
its activity was established in all bacterial strains isolated from gasoline AI-95; besides, the strain Paenibacillus aga­
ridevorans Bi11 was assigned to the group with a high level of its activity (1290 copies/ml). According to the assess-
ment of the growth of isolated hydrocarbon-oxidizing bacteria on a solid Evans mineral medium with the addition 
of the model mixture of hydrocarbons, the strains were divided into three groups. The distributions of strains of 
hydrocarbon-oxidizing bacteria in the groups based on the activity of the alkB gene and groups formed based on 
the growth ability and use of the model mixture of hydrocarbons and petroleum products were found to be con-
sistent. The results obtained indicate that we need to use a complex of molecular and physiological methods for a 
comprehensive analysis of the distribution of the studied genes in bacteria and to assess their activity in the strains 
of hydrocarbon-oxidizing bacteria capable of biodegradation of petroleum hydrocarbons.
Key words: biodamage; petroleum products; hydrocarbon-oxidizing bacteria; biodegradation; alkanmonooxyge
nase; alkB gene; real-time PCR.
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Введение
Нефтепродукты представляют собой основной источник 
энергии в хозяйственной деятельности и жизни человека. 
Данные о биологическом загрязнении нефтепродуктов и в 
первую очередь различных видов топлива, особенно авиа-
ционного керосина, в последнее время в открытой печати 
существенно расширились (Martin-Sanchez et al., 2018). 
Прямые и косвенные потери от микробиологической кор-
розии нефтепродуктов в промышленно развитых странах 
составляют от 2 до 5 % годового валового внутреннего 
продукта (Каримова, 2007). Исследование способности 
штаммов углеводородокисляющих бактерий, выделенных 
из нефтепродуктов, к использованию н-алканов, имееет 
важное значение как для защиты нефтепродуктов от био
повреждения, так и для применения при утилизации ава-
рийных разливов нефти и нефтепродуктов в акваториях 
и на суше (Dedov et al., 2017). Кроме того, способность 
бактерий ассимилировать углеводороды нефтепродуктов 
может быть причиной потери их качества при транспор-
тировке, хранении и в процессе эксплуатации техники 
(Martin-Sanchez et al., 2018). 

Как правило, микроорганизмы способны к избиратель-
ному усвоению конкретных типов углеводородов, что 
определяется количеством углеродных атомов в молекуле 
и особенностью структуры углеводорода. В природных 
условиях микроорганизмы образуют сообщества, в кото-
рых формируется единая цепь окисления углеводородов 
нефти и нефтепродуктов по типу метабиоза. Каждый из 
микроорганизмов сообщества, обладая специфическими 
ферментными системами, направленными на использова-
ние определенного типа углеводородов, применяет этот 
субстрат в своем метаболизме. Поэтому при совместном 
воздействии микроорганизмов сообщества происходит 
биодеградация не только большего количества, но и более 
широкого спектра углеводородов нефти и нефтепродуктов 
(Тимергазина, Переходова, 2012).

Известно, что большинство бактериальных превраще-
ний углеводородов представляют собой окислительные ре
акции, протекающие наиболее активно в аэробных усло
виях. Имеются данные о молекулярных механизмах и 
путях аэробной биодеградации углеводородов, которые за
ключаются в следующем: 1) обнаружено множество много- 

целевых оксигеназных систем, образующих активные 
комплексы с углеводородными субстратами и молеку-
лярным кислородом; 2) охарактеризовано несколько фер
ментов, участвующих в начальной стадии аэробной био
деградации алканов (Coon, 2005; Funhoff et al., 2006; Van 
Beilen, Funhoff, 2007); 3) метагеномный подход позволил 
описать новые метаболические пути деградации углево-
дородов, отличные от тех, которые ранее были исследова
ны у культивируемых чистых штаммов бактерий (Sierra- 
García et al., 2014), и 4) обнаружены новые филотипы 
генов алканмонооксигеназы (alkB), кодирующие алкан-
монооксигеназы, встречающиеся в морских экосистемах 
(Wasmund et al., 2009; Smith et al., 2013). 

Аэробная деградация алканов может осуществляться 
двумя основными типами ферментов: алканмоноокси-
геназой AlkB (известной также как алкангидроксилаза) 
и некоторыми системами цитохрома Р450 (Van Beilen et 
al., 2006), обнаруженными у бактерий родов Pseudomonas 
(Johnson, Hyman, 2006), Rhodococcus (Sameshima et al., 
2008), Acinetobacter (Throne-Holst et al., 2007), Alcanivorax 
(Liu, Shao, 2005), Burkholderia (Mohanty, Mukherji, 2008), 
Geobacillus (Vomberg, Klinner, 2000) и Gordonia (Kato 
et al., 2009). Гены, кодирующие протеиновый комплекс 
алканмонооксигеназы CYP 153 P450, были исследованы 
несколькими учеными (Whyte et al., 1998; Smits et al., 1999; 
Kloos et al., 2006; Powell et al., 2006). Предложены моле-
кулярные методы их идентификации не только в чистых 
культурах, но также на уровне микробного сообщества 
(Wang et al., 2010). 

Однако регуляция экспрессии генов, кодирующих пути 
деградации алканов, до настоящего времени имеет много 
нерешенных вопросов в связи с тем, что во многих случаях 
в этих процессах также участвуют гены центрального кле-
точного метаболизма (Paisse et al., 2011). Кроме того, так 
как эти гены и их продукты являются адаптационными, 
многие из них зачастую находятся в плазмидах, что может 
способствовать их вариабельности и горизонтальному 
переносу (Коршунова и др., 2011).

Семейство цитохрома Р450 Cyp153 – это тип алкан
монооксигеназ, используемых для деградации коротко- и 
среднецепочечных н-алканов, обычно они встречаются у 
углеводородокисляющих бактерий, лишенных моноокси
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геназ AlkB (Van Beilen, Funhoff, 2007). Системы, активи-
руемые кислородом, не имеющие этого цитохрома, харак-
терны для прокариот и образованы другой интегральной 
мембраносвязанной монооксигеназой, кодируемой у боль-
шинства бактерий геном alkB, и электрон-транспортны- 
ми  белками, такими как рубредоксин и НАДН-зависи
мая  редуктаза, кодируемыми генами alkG и alkT соот-
ветственно (Van Beilen et al., 2006; Cappelletti et al., 2011). 
Монооксигеназа AlkB выявлена у бактерий различных 
систематических групп и используется ими для реакций 
окисления н-алканов с длиной цепи до С16 (Wasmund et al., 
2009). Так, Alk-подобные гены исследованы у грамполо-
жительных бактерий родов Rhodococcus, Mycobacterium, 
Nocardia и Praserella (Andreoni et al., 2000; Vomberg, 
Klinner, 2000; Van Beilen et al., 2002; Whyte et al., 2002). 

Для подтверждения наличия конкретной системы 
окисления н-алканов и степени гомологии ее последо-
вательности с ранее изученными последовательностями 
гена alkB в основном применялся метод амплификации 
фрагментов гена alkB с использованием специфичных 
праймеров к этому гену. Только для отдельных штаммов 
были проведены исследования на предмет генетической 
и структурной организации систем окисления н-алканов, 
регуляции их генов и спектра утилизируемых субстратов. 
Следует учитывать, что каждый микроорганизм имеет 
определенный набор индуцибельных оксигеназных си-
стем, и способность деградировать некоторые углеводо-
роды зависит от экспрессии соответствующих оксигеназ 
(Redmond et al., 2010). 

Детекция и определение активности ключевых генов, 
ответственных за окисление определенных видов угле-
водородов в нефти и нефтепродуктах, являются прямым 
доказательством использования углеводородокисляю
щими бактериями углеводородов, а также могут служить 
мерой оценки метаболической активности конкретного 
микроорганизма. 

Целью работы была детекция у штаммов углеводоро-
докисляющих бактерий, выделенных из образцов реак-
тивного топлива ТС-1 и автомобильного бензина АИ-95, 
генов alkB, Alk1, Alk2, Alk3 и Cyp153, кодирующих алкан-
монооксигеназы AlkB и Cyp153, и изучение активности 
гена alkB методом ПЦР в реальном времени.

Материалы и методы 
Объекты исследования. В работе использовали 13 штам- 
мов углеводородокисляющих бактерий, выделенных из 
реактивного топлива ТС-1 и автомобильного бензина 
АИ-95 (Shapiro et al., 2021). Нуклеотидные последова
тельности секвенированного фрагмента гена 16S рРНК 
выделенных штаммов углеводородокисляющих бактерий 
депонированы в международной базе данных Genbank 
(табл. 1). Штаммы бактерий хранятся в коллекции кафед
ры биоинженерии биологического факультета Московско-
го государственного университета им. М.В. Ломоносова. 
Поддержание культур проводили на плотной органиче-
ской среде Rich, содержащей пептон, дрожжевой экс-
тракт, гидролизат казеина и глюкозу (Лысак и др., 2003), 
проверку роста выделенных штаммов в присутствии 
нефтепродуктов выполняли на минеральной среде Эван

са (Evans et al., 1970) с добавлением углеводородов в ка
честве единственного источника углерода. 

Выделение бактериальной ДНК. Выделение ДНК 
проводили после 7 сут культивирования штаммов угле-
водородокисляющих бактерий на среде Rich. Для выде-
ления бактериальной ДНК использовали набор Thermo 
Scientific™ MagJET™ Plant Genomic DNA Kit, как описа
но ранее (Shapiro et al., 2021). 

Оценка роста чистых культур углеводородокис­
ляющих бактерий на среде с модельными углеводо­
родами. Сравнение роста выделенных культур углеводо-
родокисляющих бактерий в присутствии углеводородов 
проводили по методу М.В. Журиной с коллегами (2008). 
В агаризованную среду ЭМ, содержащую 1.96 % об. сме
си углеводородов № 1 (С15Н32, С16Н34, С18Н38 и С9Н12-
псевдокумол), вносили 0.025 мкл суспензионной культу- 
ры штамма углеводородокисляющих бактерий с оптиче-
ской плотностью (OП) 0.2 и равномерно распределяли 
по поверхности чашки шпателем. Через 7 сут выросшие 
колонии микроорганизмов смывали раствором 1 % NaCl 
двумя порциями по 5 мл. В объединенной пробе измеряли 
оптическую плотность полученной суспензии клеток с 
помощью ФЭК КФК-2-УХЛ 4.2 при λ = 540 нм и толщине 
оптического слоя l = 10 мм.

Детекция генов алканмонооксигеназ alkB, Alk1, Alk2, 
Alk3 и Cyp153. Для получения целевых продуктов генов, 
кодирующих различные алканмонооксигеназы (Kohno 
et  al., 2002; Иванова и др., 2014) (последовательности 
использованных праймеров указаны в табл. 2), с геном
ной ДНК выделенных штаммов проводили полимераз
ную  цепную реакцию (ПЦР) со следующими темпера-
турно-временными параметрами: начальная инициация –  
94 °С × 3 мин, последующие 35 циклов – 94 °С × 30 с, 55 °С 
(Cyp153) или 60 °С (alkB) × 40 с, 72 °С – 1 мин; конечная 
полимеризация – 72 °С × 7 мин (Иванова и др., 2014). 
Для генов Alk 1-3 ПЦР выполняли в следующем режи
ме: начальная инициация – 94 °С × 3 мин; последующие 
30 циклов – 94 °С × 60 с, 40 °С × 30 с, 72 °С – 30 с; конечная 
полимеризация – 72 °С × 7 мин (Kohno et al., 2002).

ПЦР проводили на амплификаторе Mastercycler  Gra
dient  DNA amplifier (Eppendorf, Германия). Объем ам

Таблица 1. Штаммы углеводородокисляющих бактерий, 
выделенные из образцов нефтепродуктов

Вид нефте-
продукта

Штамм бактерии Genbank ID

ТС-1 Sphingobacterium multivorum Bi2
Alcaligenes faecalis Bi3
Rhodococcus sp. Bi4
Sphingobacterium sp. Bi5
R. erythropolis Bi6
Deinococcus sp. Bi7
Rhodococcus sp. Bi10
Sphingobacterium sp. Bi8
S. mizutaii Bi9

MG812313.1
MG812316.1
MK951703
MK968142
MG871403.1
MG812379.1
MG871414.1
MK968144
MK968143

АИ-95 Paenibacillus agaridevorans Bi11 
Bacillus pumilus Bi12
B. safensis Bi13
Bacillus sp. Bi14

MK951751
MK951709
MK951740
MK951752
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плификационной смеси составлял 50 мкл и имел следую
щий состав: 10 мкл 1× Taq-полимеразного буфера («Евро-
ген», Россия), по 1 мкл прямого и обратного праймеров, 
1 мкл ДНК соответствующего образца и 37 мкл воды. 
Результаты амплификации регистрировали с помощью 
электрофореза. Очистку ПЦР-продукта проводили еди-
ным способом и для бактериальной, и для микромицетной 
ДНК с помощью набора Cleanup Standard («Евроген»).

ПЦР в реальном времени. Для количественного ана
лиза числа копий ДНК, содержащих функциональный ген 
alkB, отвечающий за деградацию н-алканов, применяли 
метод ПЦР в реальном времени. Измерение проводили 
на детектирующем амплификаторе DТLite4 («ДНК-Тех- 
нология», Россия) после 7 сут культивирования штам
мов  углеводородокисляющих бактерий на среде Rich 
(Лысак и др., 2003) по методике, описанной в работе 
(Manucharova et al., 2021). Последовательности прайме-
ров, используемых для выявления штаммов углеводоро-
докисляющих бактерий, обладающих функциональным  
геном alkB, – F(TGGCCGGCTACTCCGATGATCGGAATC 
TGG), R(CGCGTGGTGATCCGAGTGCCGCTGAAGGTG) 
(Whyte et al., 2002). 

Количество исследуемой ДНК выражали в абсолют
ных или относительных единицах, и определение матри
цы ДНК проводили при наличии трех стандартов и отри
цательного контроля (образца без матрицы ДНК).

Результаты и обсуждение
Ранее в загрязненных образцах нефтепродуктов (реак-
тивного топлива ТС-1 и автомобильного бензина АИ-95) 
были выделены, идентифицированы и охарактеризова
ны штаммы углеводородокисляющих бактерий (Shapiro et 
al., 2021). В данном исследовании использовали 9 штам
мов углеводородокисляющих бактерий, изолированных 
из топлива ТС-1, и 4 штамма – из бензина АИ-95. 

Все указанные штаммы углеводородокисляющих бакте-
рий были изучены на наличие генов, кодирующих алкан-
монооксигеназы: alkB, Cyp153, Alk1, Alk2 и Alk3 (табл. 3). 
Ген Alk1 кодирует алканмонооксигеназу AlkB, катализи-
рующую реакции терминального окисления  н-алканов 
с длиной цепи С6–С12 у бактерий, относящихся к роду 
Pseudomonas. Ген Alk2 кодирует у представителей рода 
Acinetobacter алканмонооксигеназу AlkB, катализирую
щую реакции терминального окисления н-алканов с дли

ной цепи > С12 с помощью монооксигеназ или диоксиге-
наз. Ген Alk3 кодирует алканмонооксигеназу AlkB, обла
дающую субстратной специфичностью по отношению к 
н-алканам и оксидазным системам (Kohno et al., 2002). 

Установлено, что ген алканмонооксигеназы Alk2, ха
рактерный преимущественно для бактерий рода Acineto-
bacter (Kohno et al., 2002), отсутствует у всех исследован-
ных штаммов бактерий. Среди штаммов, выделенных из 
реактивного топлива ТС-1, штамм Deinococcus sp. Bi7 
не содержал исследованных генов алканмонооксигеназ 
деградации н-алканов. Все остальные штаммы,  изоли-
рованные из топлива ТС-1, имели как минимум один из 
исследованных генов деградации н-алканов. Пять из де
вяти штаммов (Sphingobacterium multivorum Bi2, Alca
ligenes  faecalis Bi3, Rhodococcus sp. Bi4, Sphingobacte
rium  sp.  Bi5, Rhodococcus erythropolis Bi6) содержали 
ген alkB. У штаммов углеводородокисляющих бактерий, 
полученных из бензина АИ-95, данный ген алканмоно
оксигеназы не был детектирован (рис. 1, см. табл. 3). 

У штаммов углеводородокисляющих бактерий A. fae-
calis Bi3, Rhodococcus sp. Bi4 и R. erythropolis Bi6 были 
установлены все изученные гены алканмонооксигеназ: 
alkB, Cyp153, Alk1 и Alk3. Интересен факт наличия одно-
временно различных изоформ гена alkB и гена Cyp153 
у этих бактерий, а у штаммов Sphingobacterium multivo-
rum Bi2 и S. mizutaii Bi9 – генов alkB, Cyp153. Согласно 
литературным данным, фермент Cyp153 является типом 
алканмонооксигеназы, участвующей в деградации корот-
ко- и среднецепочечных н-алканов у углеводородокис
ляющих бактерий, лишенных алканмонооксигеназ AlkB 
(Van Beilen, Funhoff, 2007). 

В природной нефти и нефтепродуктах н-алканы со-
ставляют до 88 % объема и могут служить источником 
энергии для микроорганизмов, способных их разлагать 
(Van Beilen et al., 2003; Dedov et al., 2017). Ранее была 
проведена детекция генов группы алканмонооксигеназ 
для бактериальных сообществ, выделенных из нефте-
продуктов, и показана активность штаммов в отношении 
деградации различных углеводородов, включая н-алканы 
(Likhoshvay et al., 2014; Lomakina et al., 2014). 

Гены семейства alkB, как правило, присутствуют в ге-
номах как грамположительных, так и грамотрицательных 
бактерий в нескольких вариантах (Van Beilen et al., 2003). 
Это согласуется с полученными нами данными о наличии 

Таблица 2. Последовательности праймеров, использованных  
для детекции генов alkB, Alk1, Alk2, Alk3 и Cyp153, кодирующих алканмонооксигеназы 

Детектируемый ген Последовательность, 5’→3’ Длина ПЦР-фрагмента, п. н. Литературный источник

Cyp153 F-GATCCGCTCGCGTGTC
R-GGGAGTGAGGCGAACCA

870 Иванова и др., 2014

alkB F-AGAACSCRCCSGAYGAGG
R-ATRTCRCCGYCRTAGTGC

960

Alk1 F-CATAATAAAGGGCATCACCGT
R-GATTTCATTCTCGAAACTCCAAAC

185 Kohno et al., 2002

Alk2 F-GAGACAAATCGTCTAAAACGTAA
R-TTGTTATTATTCCAACTATGCTC

271

Alk3 F-TCGAGCACATCCGCGGCCACCA
R-CCGTAGTGCTGACGTAGTT

330
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нескольких генов семейства alkB у выделенных штаммов 
грамотрицательных бактерий рода Sphingobacterium и 
грамположительных – рода Rhodococcus. 

Способность к эффективной деградации н-алканов у 
штаммов, для которых это не было описано в литературе 
ранее, может быть доказательством нахождения гена в 
плазмиде и его горизонтального переноса между членами 
сообщества, что показано в работе (Turova et al., 2008), где 
бактерии рода Geobacillus могли приобретать гены alkB 
от бактерий рода Rhodococcus.

Среди штаммов углеводородокисляющих бактерий, 
выделенных из автомобильного бензина АИ-95, только 
у штамма P. agaridevorans Bi11 был детектирован ген 
Cyp153.

Данные о наличии у изученных штаммов бактерий ге
нов семейства alkB только частично согласовались с дан
ными по способности их к росту на жидких и твердых 
средах в присутствии 1 % н-алканов с разной длиной 
углеродной цепи (Shapiro et al., 2021). Так, штаммы Sphin-
gobacterium mizutaii Bi9, Bacillus pumilus Bi12, Bacillus 
safensis Bi13, Bacillus sp. Bi14, Paenibacillus agaridevo
rans Bi11 росли на модельной смеси углеводородов, со
держащих в своем составе алканы с разной длиной цепи, 
топливе ТС-1 и нефти (рис. 2 и 3). Также были установле
ны способность к росту и высокая активность выделенных 
штаммов в отношении деградации н-алканов модельной 
смеси углеводородов при отсутствии данного гена (см. 
рис. 3). 

Оценка роста чистых культур углеводородокисляющих 
бактерий на плотной среде ЭМ с модельной смесью угле-

водородов (см. рис. 3) позволила разделить штаммы по 
скорости роста на три группы. Такое деление предложено 
нами и основано на следующем: первая группа (активные 
культуры) – значение оптической плотности суспензии 
клеток после культивирования в течение 7 сут от 3 ед. и 
выше; вторая группа (средняя активность) – от 2 до 3 ед.; 
третья группа (низкая активность) – значение оптической 
плотности суспензии клеток менее 2 ед.  

Установлено, что в наиболее активную группу штам-
мов, способных к использованию модельной смеси угле
водородов, входили штаммы R. erythropolis Bi6, Rhodo-

Таблица 3. Наличие исследованных генов алканмонооксигеназ окисления углеводородов  
alkB, Cyp153, Alk1, Alk2 и Alk3 у штаммов углеводородокисляющих бактерий, выделенных из нефтепродуктов

Штамм/ген Bi2* Bi3 Bi4 Bi5 Bi6 Bi7 Bi8 Bi9 Bi10 Bi11 Bi12 Bi13 Bi14

alkB + + + – + – – + – – – – –

Cyp153 + + + + + – + + + + – – –

Alk1 – + + – + – – – – – – – –

Alk3 – + + – + – – – – – – – –

* Полное название штаммов приведено в табл. 1.

Рис. 1. Электрофорез в агарозном геле ПЦР-продукта гена alkB. 
1 – Sphingobacterium multivorum Bi2; 2 – Alcaligenes faecalis Bi3; 3 – Rhodococcus sp. Bi4; 4 – Sphingobacterium sp. Bi5; 5 – Rhodococ­
cus erythropolis Bi6; 6 – Deinococcus sp. Bi7; 7 – Sphingobacterium sp. Bi8; 8 – Sphingobacterium mizutaii; 9 – Rhodococcus sp. Bi10;  
10 – Bacillus pumilus Bi12; 11 – Bacillus safensis Bi13; 12 – Bacillus sp. Bi14; 13 – Paenibacillus agaridevorans Bi11. Маркер длин ДНК 
(100 + bp DNA Ladder). * Ожидаемая длина целевого ПЦР-продукта. 

Рис. 2. Рост некоторых исследуемых культур на минеральной среде 
Эванса в присутствии реактивного топлива ТС-1 (а) и нефти (б ). 
Фрагмент а: 1 – Sphingobacterium multivorum Bi2; 2 – Sphingobacterium 
sp.  Bi5; 3 – Rhodococcus sp. Bi4; 4 – Alcaligenes faecalis Bi3. Фрагмент б:  
1 – Rhodococcus sp. Bi4; 2 – Sphingobacterium mizutaii Bi9; 3 – Sphingobac­
terium sp. Bi8; 4 – Deinococcus sp. Bi7; 5 – Rhodococcus erythropolis Bi6.

Маркер

961 п. н. *
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coccus sp. Bi10. Средняя скорость роста характерна для 
штаммов Deinococcus sp. Bi7, Sphingobacterium sp. Bi5, 
S. multivorum Bi2 и Sphingobacterium sp. Bi8. При этом у 
штамма Deinococcus sp. Bi7 тестируемые гены алканмоно-
оксигеназ не обнаружены. Медленнее всего в присутствии 
модельной смеси углеводородов росли штаммы Rhodococ-
cus sp. Bi4, S. mizutaii Bi9, Ochrobactrum sp. Bi1 и A. fae-
calis Bi3 и все штаммы бактерий, выделенные из бензи- 
на. При этом штаммы бактерий, выделенные из бензина 
АИ- 95, – Bacillus safensis Bi13; Bacillus sp. Bi14, у которых 
ген alkB не был детектирован, больше чем на 80 % ис-
пользовали пентадекан, октодекан и гексадекан модельной 
смеси углеводородов (Shapiro et al., 2021). В связи с этим 
был проведен количественный анализ числа копий ДНК, 
содержащих функциональный ген алканмонооксигеназы 
у всех выделенных штаммов углеводородокисляющих 
бактерий. По результатам проведенного ПЦР в реаль-
ном времени установлено, что ген alkB присутствует и 
активен у всех выделенных из нефтепродуктов штаммов  
бактерий. 

По числу копий гена все штаммы бактерий были раз-
делены на две группы. Первая группа – с наибольшей 
активностью гена alkB, для которой значения концентра-
ции достигали от 1290 до 8060 ДНК копий/мл, и вторая 
группа – значения концентрации были на порядок ниже 
и колебались в пределах от 10.4 до 786 ДНК копий/мл:

Первая группа 
Alcaligenes faecalis Bi3
Sphingobacterium multivorum Bi2
Sphingobacterium mizutaii Bi9
Sphingobacterium sp. Bi5
Paenibacillus agaridevorans Bi11

Вторая группа
Rhodococcus sp. Bi4 
Rhodococcus erythropolis Bi6 
Rhodococcus sp. Bi10
Sphingobacterium sp. Bi8
Deinococcus sp. Bi7
Bacillus pumilus Bi12
Bacillus safensis Bi13
Bacillus sp. Bi14

Установлено, что все штаммы углеводородокисляющих 
бактерий, выделенные из бензина АИ-95, показали актив-
ность гена alkB, а штамм Paenibacillus agaridevorans Bi11 

был отнесен к первой группе штаммов с высоким уров-
нем его активности (1290 ДНК копий/мл). Полученные 
результаты согласовались с данными по способности вы-
деленных из нефтепродуктов штаммов расти (см. рис. 3) 
и использовать углеводороды модельной смеси углеводо-
родов (Shapiro et al., 2021). Отмечены также совпадения 
результатов по распределению штаммов углеводородо-
кисляющих бактерий в группах по активности гена alkB 
(см. табл. 2) и группах, сформированных на основании 
их способности роста и использования модельной смеси 
углеводородов и нефтепродуктов (Shapiro et al., 2021).

У бактерий, растущих на нефтепродуктах, включаю-
щих как коротко-, так и длинноцепочечные н-алканы, 
система их окисления включает несколько изоферментов 
ключевого белка алканмонооксигеназы. Выделенные из 
реактивного топлива ТС-1 и бензина АИ-95 штаммы бак-
терий-биодеструкторов способны использовать широкий 
спектр субстратов, что предполагает наличие у них слож-
ной алканмонооксигеназной системы. Установлено, что у 
представителей разных групп микроорганизмов-деструк-
торов углеводородов могут присутствовать несколько эво-
люционных вариантов ферментов алканмонооксигеназ, 
что требует подбора для разных углеводородокисляющих 
бактерий наборов праймеров, позволяющих выявление 
всех вариантов генов оксигеназ углеводородов. В таких 
случаях предлагают применять несколько вариантов 
праймеров к различным группам изоферментов (Kohno 
et al., 2002; Heiss-Blanquet et al., 2005). В нашей работе 
задействовано два типа праймеров для детекции наличия 
и активности гена alkB. Детекция гена alkB с праймера-
ми, предложенными в статье А.Е. Ивановой с коллегами 
(2014), показала присутствие данного гена у пяти штам-
мов бактерий, а с праймерами по (Whyte et al., 2002) – у 
всех изученных штаммов-деструкторов нефтепродуктов. 
Это может свидетельствовать о большей универсальности 
праймеров, предложенных L.G. Whyte с коллегами (2002), 
с одной стороны, или о присутствии специфической изо-
формы фермента, с другой. 
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Рис. 3. Рост выделенных штаммов бактерий из автомобильного бензина АИ-95 (голубые столбцы) и реактивного топлива 
ТС-1 (розовые столбцы) на твердой среде со смесью углеводородов № 1 в течение семи суток.
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Заключение
Таким образом, методом ПЦР в реальном времени обна-
ружена активность гена alkB у всех штаммов углеводо-
родокисляющих бактерий, выделенных из реактивного 
топлива ТС-1 и автомобильного бензина АИ-95. Показано 
существенное количественное различие по активности 
этого гена у выделенных штаммов. Для штаммов, изоли
рованных из автомобильного бензина, значения  актив
ности соответствуют физиолого-биохимическим данным 
о росте бактерий в присутствии модельной смеси углево-
дородов и эффективности их деградации (Shapiro et al., 
2021). Полученные результаты свидетельствуют о необхо-
димости использования комплекса методов (полифазного 
подхода) для всесторонней оценки способности штаммов 
углеводородокисляющих бактерий к биодеградации угле-
водородов нефтепродуктов, в том числе с применением 
молекулярных (в частности, ПЦР) и физиологических 
методов для анализа распространения и гомологии ис-
следуемого гена у бактерий.
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Аннотация. Кукуруза относится к основным культурам современного мирового земледелия. Она стоит на пер-
вом месте по валовым сборам зерна и на втором – по посевным площадям, уступая лишь основной хлебной 
культуре земного шара – пшенице. Одна из актуальных задач аграрного производства – проблема увеличения 
валового сбора зерна и зеленой массы кукурузы. Высокая потенциальная урожайность очень часто остается 
нереализованной вследствие развития болезней, прямые потери от которых оцениваются в 20–50 %. Цель на-
стоящей работы – изучение видового состава микромицетов на растениях кукурузы, собранных в разные фазы 
вегетации в мае-июле 2020 г. в Воронежской области, идентификация фитопатогенных грибов из рода Fusarium, 
выявление патогенных и фитотоксичных штаммов грибов рода Fusarium для пополнения коллекции Всероссий-
ского научно-исследовательского института фитопатологии. Сохранение инфекционного материала грибов из 
рода Fusarium имеет немаловажное значение для фитопатологических, иммунологических, селекционных, ге-
нетических и токсикологических исследований. В результате проведенного микологического анализа обнару-
жено большое количество изолятов грибов из родов Fusarium, Aspergillus, Cladosporium, Curvularia, Penicillium, 
Rhizopus, Periconia, Pythium, Trichothecium и др., выделенных из пораженных корней, стеблей и початков кукурузы 
в Воронежской области в 2020 г. Изоляты грибов из семи таксономических групп: Fusarium fujikuroi Nirenberg 
(F. moniliforme, F.  verticillioides), Fusarium oxysporum Schltdl., Fusarium culmorum (Wm.G. Sm.) Sacc., Fusarium gra­
minearum Schwabe, Fusarium heterosporum Nees & T. Nees (F. lolii ), Fusarium roseum Link (F. sambucinum), Fusarium 
sporotrichioides Sherb., были проверены по патогенности и фитотоксичности на всходах растений-тестеров. По-
казано, что патогенная и фитотоксичная активность у грибов как между видами Fusarium, так и в пределах од-
ного вида существенно различается. Наибольшую опасность для кукурузы представляют виды F. sporotrichioides, 
F. graminearum, F. culmorum, F. fujikuroi, F. oxysporum, F. heterosporum, обладающие высокой интенсивностью про-
явления фитотоксической активности, связанной с тем, что они способствуют синтезу и накоплению опасных 
токсинов в тканях растений. В результате проведенных исследований отобрано 55 штаммов грибов из рода 
Fusarium, относящихся к семи видам. Стабильные по морфолого-культуральным признакам и изученные по па-
тогенности и фитотоксичности изоляты помещены на длительное хранение в Государственную коллекцию фи-
топатогенных микроорганизмов и сортов растений-идентификаторов патогенных штаммов микроорганизмов, 
созданную на базе Всероссийского научно-исследовательского института фитопатологии.
Ключевые слова: коллекции микроорганизмов; микромицеты; генетическое разнообразие; кукуруза; фитопато-
гены; Fusarium.
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A characteristic of the species composition of pathogenic fungi  
of the genus Fusarium in corn biocenoses of the Voronezh region
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Abstract. Corn is one of the main crops of modern world agriculture. It ranks f irst in terms of gross grain harvests and 
second in terms of acreage, ceding only to the main grain crop of the globe, wheat. The problem of increasing the 
production of grain and green mass of corn remains one of the urgent tasks of agricultural production. High potential 
yields very often remain untapped due to diseases, direct losses from which are estimated at 20–50 %. The purpose of 
this work was to study the species composition of micromycetes on corn collected in different phases of vegetation 
in May-July 2020 in the Voronezh region, to identify phytopathogenic genus Fusarium fungi, to study pathogenic and 
phytotoxic strains of the fungi to replenish the collection of the All-Russian Scientific Research Institute of a Phytopa-
thology. Preservation of infectious material of fungi from the genus Fusarium is of no small importance for phytopatho-
logical, immunological, breeding, genetic and toxicological studies. As a result of the mycological studies carried out, a 
lot of fungi isolates from the genera Fusarium, Aspergillus, Cladosporium, Curvularia, Penicillium, Rhizopus, Periconia, Py­
thium, Trichothecium, etc., isolated from the affected roots, stems and ears of corn in the Voronezh region in 2020 were 
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identif ied. Fungi isolates from seven taxonomic groups: Fusarium fujikuroi Nirenberg (F. moniliforme, F. verticillioides), 
Fusarium oxysporum Schltdl., Fusarium culmorum (Wm.G. Sm.) Sacc., Fusarium graminearum Schwabe, Fusarium hetero­
sporum Nees & T. Nees (F. lolii ), Fusarium roseum Link (F. sambucinum), Fusarium sporotrichioides Sherb. were tested 
for pathogenicity and phytotoxicity on seedlings of plant-testers. It has been shown that pathogenic and phytotoxic 
activity in fungi varies signif icantly between Fusarium species and within the same species. The greatest danger to corn 
is represented by the species F. sporotrichioides, F. graminearum, F. culmorum, F. fujikuroi, F. oxysporum, F. heterosporum, 
which have a high intensity of phytotoxic activity associated with the fact that they contribute to the synthesis and ac-
cumulation of dangerous toxins in plant tissues. As a result of the conducted studies, 55 strains of fungi from the genus 
Fusarium belonging to seven species were selected. The isolates, stable in morphological and cultural characteristics 
and studied for pathogenicity and toxicity, were placed for long-term storage in the Russian State Collection of Plant 
Pathogenic Microorganisms and Cultivars for Identif ication of Phytopathogenic Microbial Strains at the All-Russian 
Scientif ic Research Institute of a Phytopathology.
Key words: collections of microorganism; micromycetes; genetic diversity; corn; plant pathogens; Fusarium.
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Введение
Наряду с тем что кукуруза сахарная (лат. Zéa máys L. ssp. 
mays) является единственным культурным представи-
телем рода Кукуруза (Zea) семейства Злаки (Poaceae) и 
самым древним хлебным растением в мире, она остается 
одной из самых востребованных культур в реалиях со-
временного земледелия (Сотченко, 2005). Кукуруза стоит 
на первом месте по валовым сборам зерна и на втором по 
посевным площадям, уступая лишь основной хлебной 
культуре земного шара – пшенице. Крупнейшие произво- 
дители кукурузы – США (около половины мирового уро
жая), Китай, Бразилия, Мексика, Франция, Аргентина, 
Индия, Индонезия, Италия и Румыния (Бабич, 1986; Бе-
резкин, Малько, 1998; Elmore, Abendroth, 2008). В России 
кукурузу возделывают главным образом в южных районах 
страны (Супрунов, 2009).

Благодаря высокой урожайности и полезным качествам 
кукурузы значение ее для разностороннего использова-
ния трудно переоценить. На продовольственные цели 
в странах мира приходится более 20 % зерна кукурузы, 
технические – 15–20 % и примерно две трети – на корм 
скоту (Сотченко, 2009). 

Кукуруза как пищевая культура занимает третье место 
в мире по посевным площадям, уступая только пшенице 
и рису. По урожайности зерна у нее лидирующее по-
ложение: в нем содержится 65–70 % углеводов, 9–12 % 
белка, 4–8 % растительного масла (в зародыше до 40 %) 
и лишь около 2 % клетчатки. Кроме того, кукуруза богата 
витаминами А, В1, В2, В6, Е, С, D, F, незаменимыми ами-
нокислотами, минеральными солями, микроэлементами и 
используется на продовольственные и медицинские цели 
(Сотченко, 2002).

В современном мире кормовая кукуруза дает большие 
урожаи и высокопитательный корм, благодаря чему имеет 
решающее значение в развитии животноводства. В кор-
мовом балансе кукуруза стоит на первом месте из-за ее 
калорийных особенностей и возможности использования 
как зерна, так и зеленой массы – силоса (https//university 
agro.ru/растениеводство/кукуруза/; Иващенко и др., 2006; 
Сотченко, Горбачева, 2011).

Кукуруза имеет немаловажное значение и для промыш
ленности. Кукурузное масло служит сырьем для получе
ния дорогих красок, мыла и заменителей резины. Куку-

рузный крахмал применяют для аппретирования тканей 
и кожи, повышения плотности и гладкости бумаги; в 
производстве вискозного волокна, взрывчатых веществ, 
декстринового клея. Из стеблей и других вегетативных 
частей растений получают строительные и упаковочные 
материалы, бумагу, улучшающие добавки для почвы, 
взрывчатку. Из кочерыжек початков кукурузы выделяют 
фурфурол – сырье для производства пластмасс, нейлона 
и других синтетических веществ (https//university agro.ru/
растениеводство/кукуруза/). 

Одна из актуальных задач аграрного производства – 
проблема увеличения валового сбора зерна кукурузы (Сот-
ченко, 2005). В условиях России высокая потенциальная 
урожайность кукурузы часто остается нереализованной 
вследствие развития болезней, среди которых основная 
роль принадлежит микромицетам из родов Fusarium, Bi­
polaris, Alternaria и др. Прямые потери зерна от корневой 
гнили и фузариоза початков оцениваются в 20–50 % 
(Иващенко, 2007, 2012). 

Широко распространенными заболеваниями кукурузы, 
особенно в районах с повышенной влажностью, являют-
ся фузариоз початков и корневая гниль. В этих районах 
поражается до 50–60 % посевов кукурузы. Большую 
группу болезней кукурузы представляют грибы из рода 
Fusarium: Fusarium acuminatum Ellis & Everh, F. culmorum 
(W.G. Sm.) Sacc., F. equiseti (Corda) Sacc., F. gibbosum Ap-
pel. et Wollenw., F. graminearum Schwabe, F. heterosporum 
Nees & T. Nees, F. oxysporum f. conglutinans (Wollenw.) 
W.C. Snyder & H.N. Hansen, F. oxysporum f. cucumerinum 
Berk. & Broome, F. poae (Peck) Wollenw., F. roseum Link, 
F. solani (Mart.) Sacc., F. sporotrichioides Sherb. и др. (Ali 
et al., 2005; Eller et al., 2008). 

Фузариоз початков, вызываемый гемибиотрофным 
грибом Fusarium verticillioides (Sacc.) Nirenberg (syn. 
Fusarium moniliforme J. Sheld., сумчатая стадия – Gib­
berella fujikuroi), приводит к снижению урожая и ухуд-
шению его качества (Miller et al., 2007; Murillo-Williams, 
Munkvold, 2008; Mesterhasy et al., 2012). При хранении 
початков в условиях высокой влажности и недостаточной 
аэрации гриб продуцирует микотоксины, известные как 
фумонизины. Эти токсины канцерогенны для челове-
ка и животных (Clements, White, 2004; Robertson-Hoyt  
et al., 2007). 

https://www.pesticidy.ru/pathogens/Fusarium_acuminatum_Ellis
https://www.pesticidy.ru/pathogens/Fusarium_equiseti
https://www.pesticidy.ru/pathogens/Fusarium_gibbosum_Appel_et_Wollenw
https://www.pesticidy.ru/pathogens/Fusarium_gibbosum_Appel_et_Wollenw
https://www.pesticidy.ru/pathogens/Fusarium_oxysporum_Schl_f_conglutinans
https://www.pesticidy.ru/pathogens/Fusarium_oxysporum_fsp_cucumerinum
https://www.pesticidy.ru/pathogens/Fusarium_poae
http://www.speciesfungorum.org/Names/NamesRecord.asp?RecordID=190352
https://www.pesticidy.ru/pathogens/Fusarium_sporotrichioides
https://ru.wikipedia.org/w/index.php?title=Fusarium_verticillioides&action=edit&redlink=1
https://ru.wikipedia.org/wiki/Sacc.
https://ru.wikipedia.org/w/index.php?title=Nirenberg&action=edit&redlink=1
https://ru.wikipedia.org/w/index.php?title=Fusarium_moniliforme&action=edit&redlink=1
https://ru.wikipedia.org/w/index.php?title=J._Sheld.&action=edit&redlink=1
https://ru.wikipedia.org/w/index.php?title=Gibberella_fujikuroi&action=edit&redlink=1
https://ru.wikipedia.org/w/index.php?title=Gibberella_fujikuroi&action=edit&redlink=1
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%A4%D1%83%D0%BC%D0%BE%D0%BD%D0%B8%D0%B7%D0%B8%D0%BD%D1%8B
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%9A%D0%B0%D0%BD%D1%86%D0%B5%D1%80%D0%BE%D0%B3%D0%B5%D0%BD
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Что касается видов, вызывающих корневую гниль, то 
низкая температура в период прорастания семян, повы
шенная влажность и кислотность почвы усиливают раз
витие заболевания (Супрунов, 2009). При этом на поверх-
ности прорастающей зерновки образуется слабый налет 
гриба розового или белого цвета. Вскоре после выхода 
растений кукурузы на поверхность росток буреет и от-
мирает. Если росток выживает, то он имеет слабо разви-
тую корневую систему, растения задерживаются в росте, 
листья засыхают, часто полегают (Иващенко и др., 2006).

Поскольку возбудители корневой гнили и фузариоза 
початков обитают в почве на растительных остатках и 
зерне, вопрос изучения круга наиболее патогенных мик
ромицетов, в том числе из рода Fusarium, актуален для 
разработки экологически чистых методов борьбы с ними, 
включая и создание устойчивых к болезни сортов и гиб
ридов кукурузы (Hooker, 1967; Иващенко, 2009а; Иващен- 
ко, Матвеева, 2010). Особое внимание при этом уделяет
ся  созданию инфекционных фонов, на которых прово-
дятся мероприятия по оценке и отбору устойчивых форм 
(Иващенко, 2007, 2009б). Немаловажное значение имеет 
и подготовка составов инфекционных фонов, которая 
включает изучение видового состава микромицетов ку-
курузы, выявление наиболее патогенных изолятов грибов 
рода Fusarium и создание условий для длительного их 
хранения без потери патогенных свойств. 

Микологический анализ образцов кукурузы и анализ 
научной литературы, связанной с разрабатываемым во-
просом, свидетельствует о том, что мониторинг видового 
состава грибов на возделываемой культуре в настоящее 
время весьма актуален как для принятия срочных про-
филактических и оздоровительных мер, так и для разви-
тия стратегии предотвращения негативных последствий 
от развития болезней. Исследования, направленные на 
изучение видового состава микромицетов, вызывающих 
корневую гниль и фузариоз початков, в итоге обусловли
вают возможность получения экологически чистых и ста
бильных урожаев кукурузы.

Сохранение инфекционного материала грибов из рода 
Fusarium имеет немаловажное значение для фитопато
логических, иммунологических, селекционных, гене-
тических и токсикологических исследований (Дубовой 
и др., 2016; Коломиец и др., 2018; Kolomiets, Zhemchu
zhina,  2018). Для решения поставленных задач в соот-
ветствии с Федеральным законом от 10.01.02. № 7-Ф3 
(ред. от 24.11.2014, с изм. от 29.12.2014) «Об охране окру
жающей среды» Постановлением Правительства РФ от 
24.06.1996 № 725-47 «О мерах по сохранению и рацио
нальному использованию коллекций микроорганизмов, 
культивируемых клеток высших растений, перевиваемых 
соматических клеток позвоночных», а также с учетом 
положений Конвенции о биологическом разнообразии 
(1992 г.) и рекомендаций Европейской организации по 
экономическому и социальному развитию (GENERAL 
GUIDELINES FOR ALL BRCS, 2006; GUIDANCE FOR 
THE OPERATION OF BIOLOGICAL RESOURCE CEN-
TRES (Part 2: Micro-Organism Domain), 2006; OECD Best 
Practice Guidelines for BRCs 2007) была создана Государ-
ственная коллекция фитопатогенных микроорганизмов и 
сортов растений-идентификаторов патогенных штаммов 

микроорганизмов Федерального государственного бюд-
жетного научного учреждения «Всероссийский научно-
исследовательский институт фитопатологии» (ГКФМ 
ВНИИФ). Она является Государственным депозитарием 
фитопатогенных микроорганизмов.

Что касается создания коллекции грибов из рода Fu­
sarium, то основными ее задачами были не только сохра-
нение жизнеспособности и генетической стабильности 
штаммов этих грибов по морфолого-культуральным при-
знакам в течение длительного времени, но и пополнение 
фонда новыми видами с различным спектром свойств 
патогенности и фитотоксичности, а также увеличение 
круга географических территорий сбора пораженных об-
разцов кукурузы (Гагкаева, Левитин, 2005; Гагкаева и др., 
2008). Для выполнения этих задач образцы зараженных 
растений, ежегодно поступающие из различных районов 
страны, подвергаются микологическим исследованиям, 
на основании данных анализа материала проводится от-
бор наиболее патогенных и фитотоксичных образцов в 
коллекцию. 

Целью настоящей работы стали изучение видового со-
става микромицетов на растениях кукурузы, собранных 
в разные фазы вегетации в мае-июле 2020 г. в Воронеж-
ской области, идентификация фитопатогенных грибов из 
рода Fusarium, выявление патогенных и фитотоксичных 
штаммов грибов рода Fusarium для пополнения коллек
ции ФГБНУ ВНИИФ. 

Материалы и методы
Материалом для исследований были растения кукурузы 
с различными признаками поражения грибными ин-
фекциями на листьях, стеблях и корнях. Образцы райо
нированных сортов кукурузы (Аякс, Донская высокорос-
лая, Зерноградский) были собраны в разные фазы веге
тации, согласно классификации фенологического разви- 
тия по системе ВВСН: формирование 5–6-го листа – ф.2, 
трубкования или формирование 8–10-го листа – ф.32, на-
лива – молочной спелости – ф.75 (Large, 1954; Lancashire 
et al., 1991). Все работы были выполнены с использова-
нием оборудования ЦКП ГКФМ ФГБНУ ВНИИФ (http:// 
www.vniif.ru/vniif/page/ckp-gkmf/1373).

Фитосанитарное состояние образцов оценивали по 
общепринятым в фитопатологии методикам (Gerlach, Ni-
renberg, 1982; Leslie, Summerell, 2006; Dictionary..., 2008; 
Watanabe, 2010). Виды грибов определяли по морфоло
гии спор под микроскопом при увеличении ×400 (Билай, 
1977; Билай, Элланская, 1982; Гагкаева и др., 2008). 

Выделение гемибиотрофных и сапрофитных микро-
мицетов из пораженных растений проводили с исполь
зованием голодного, картофельно-глюкозного и карто
фельно-морковного агар-агаров. Грибы из образцов ку
курузы изолировали по стандартной методике (Билай, 
1977; Билай, Элланская, 1982). Отмытые водопроводной 
водой больные растения каждого образца разрезали на 
фрагменты размером 5–10 мм, стерилизовали в 50 % 
спирте в течение 20–30 с и в асептических условиях рас-
кладывали на поверхность 2 % картофельно-глюкозного 
агар-агара в чашки Петри (по 4–6 кусочков в каждую). 
Образец был представлен не менее чем 150–200  фраг-
ментами пораженной ткани. Чашки Петри помещали 
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в термостат с температурой 22–24 °С. Наблюдение за 
развитием грибов проводили ежедневно. По мере роста 
колоний грибов делали отсев кусочком мицелия на пита-
тельную среду в центр чашки Петри. Чистые культуры 
грибов просматривали под микроскопом. Виды грибов 
идентифицировали по основным морфологическим при-
знакам колоний и спор: скорости роста, окраске мицелия и 
его структуре, пигментации, форме, размерам апикальной 
и базальной клеток макроконидий, наличию микрокони-
дий. Для оценки размера макроконидий брали средний 
показатель микроскопирования, 300 конидий. 

В качестве справочной литературы при установлении 
видовой принадлежности гриба использовали определи-
тели (Gerlach, Nirenberg, 1982; Билай, Курбацкая, 1990; 
Leslie, Summerell, 2006; Dictionary..., 2008; Watanabe, 
2010). Современный таксономический статус выделен-
ных видов Fusarium уточняли по адресу http://www.index 
fungorum.org/. 

Частоту встречаемости отдельных видов Fusarium в 
образцах пораженных растений в процентах определяли 
по формуле 

Р = (100 × n) / N, 
где Р – частота встречаемости вида в популяции (в %); 
N – общее количество изолятов грибов рода Fusarium в 
выборке; n – количество изолятов определенного вида 
Fusarium в выборке.

Изоляты грибов, выделенные из пораженных образцов 
кукурузы, помещали на хранение в лабораторию ГКФМ 
ФГБНУ ВНИИФ. Изоляты содержались в холодильниках 
при температуре 7–10 °С в биологических пробирках на 
косяках питательной среды – картофельно-глюкозном 
агар-агаре (Билай, Элланская, 1982). 

Патогенные и токсичные свойства штаммов изучали, 
применяя метод биопробы на семенах. Патогенность 
споровых суспензий и фитотоксичность фильтратов куль
туральных жидкостей (ФКЖ) грибов тестировали на се
менах пшеницы (сорт Мироновская 808). О степени па
тогенности и токсичности штаммов судили по влиянию 
суспензий конидий и ФКЖ на всхожесть семян, развитие 
ростка и первичных корней пшеницы, однако основным 
показателем считали длину корней. 

Определение степени патогенности и токсичности про-
водили на 5-е сутки от начала проращивания семян. Если 
длина проростков и корней (в мм) в опытном варианте 
составляла 0–30 % от длины контроля, то это свидетель-
ствовало о сильной патогенной (П) и сильной токсичной 
(Т) активности гриба; 31–50 % – умеренной патогенности 
(УП) и умеренной токсичности (УТ); 51–70 % – слабой 
патогенности (СП) и слабой токсичности (СТ); 71–100 % – 
о непатогенных (НП) и нетоксичных (НТ) свойствах изо
лятов. Длину ростков и первичных корней семян, про- 
рощенных в воде, считали контролем и принимали за 
100 % (Парфенова, Алексеева, 1995). 

Результаты и обсуждение
Микологические исследования анализируемых растений 
кукурузы, собранных в разные фазы вегетации (форми-
рование 5–6-го листа, трубкование, молочная спелость), 
показали наличие на них микромицетов, относящихся как 
к фитопатогенам, так и к сапротрофам. Всего из образ

цов кукурузы былo выделено и идентифицированo более 
30 видов микромицетов. 

Сапротрофные виды грибов из родов Aspergillus, Clado­
sporium, Curvularia, Penicillium, Rhizopus, Periconia, Py­
thium, Trichothecium и др. превалировали на тканях корней 
и прикорневых участках стеблей кукурузы (табл. 1). На 
листьях образцов чаще обнаруживали гетеротрофные 
виды грибов. Практически половина (1600 ед.) иденти
фицированных из листьев и корней изолятов грибов 
принадлежала к родам Alternaria, Bipolaris, Exserohilum 
и Fusarium. Следует отметить, что частота встречаемости 
грибов Alternaria spp. зависела от фенологической фазы 
растений кукурузы. Так, в фазу формирования 5–6-го 
листа грибы этого рода значительно чаще выделяли из 
тканей корней кукурузы, в фазу молочной спелости – 
с листьев.

Симптоматический анализ образцов кукурузы выявил 
признаки инфицирования их возбудителем Exserohilum 
turcicum (Pass.) K.J. Leonard & E.G. Suggs (=Setosphaeria 
turcica). На листьях кукурузы нижнего яруса отмечали 
крупные пятна, серые – в центре и c более темными края
ми с сажистым налетом. Образцы с такими признаками 
встречались в фазу трубкования и молочной спелости, 
интенсивность поражения их была низкой и колебалась 
от 1 до 20 % площади листа нижнего яруса.

Изоляты Bipolaris sorokiniana Shoemaker (Cochliobo­
lus sativus) преимущественно находили на корнях и при-
корневой части стеблей кукурузы в фазу формирования 
5–6-го листа. На листьях в эту и более поздние фенофазы 
гриб не идентифицировался.

Проявление болезней, вызванных грибами из рода 
Fusarium, имело схожую симптоматику. Как правило, на 
листьях, стеблях, прикорневой шейке и корнях кукурузы 
отмечали бурые или желтые участки, часто с признаками 
мацерации или трухлявости. Изучение в культуре образ-
цов пораженных тканей растений кукурузы позволило 
выделить в чистую культуру более 900 изолятов рода 
Fusarium и идентифицировать их по морфологическим 
признакам (скорости роста колонии, окраске и структуре 
мицелия), наличию, форме и размерам макро- и микро-
конидий (при наличии); следующие 11 видов этого рода – 
F. culmorum, F. gibbosum, F. graminearum, F. heterosporum, 
F. fujikuroi, F. incarnatum, F. oxysporum, F. poae, F. roseum, 
F. sporotrichioides, F. solani (табл. 2). В ряде случаев из од-
ного образца пораженной ткани кукурузы выделяли более 
чем один-два микромицета из рода Fusarium. Особенно 
часто это отмечали при выделении в чистую культуру 
F. oxysporum, которому, как правило, сопутствовали виды 
F. roseum, F. poae, F. solani и др.

Частота встречаемости фузариевых грибов была не-
однозначной и заметно менялась в зависимости от фазы 
вегетации кукурузы и, возможно, складывающихся по-
годных условий сезона. В комплексе микромицетов из 
рода Fusarium на посевах кукурузы в Воронежской об-
ласти наиболее часто встречались виды F. heterosporum и 
F. oxysporum. Суммарная доля этих двух видов составляла 
половину от всех идентифицированных изолятов, принад-
лежащих другим видам Fusarium. Тем не менее колебания 
по частоте встречаемости этих видов грибов наблюдали 
во все фенологические фазы развития кукурузы. При 

http://www.indexfungorum.org/
http://www.indexfungorum.org/
http://www.speciesfungorum.org/Names/NamesRecord.asp?RecordID=293701
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оценке частоты встречаемости видов из рода Fusarium 
в фазу молочной спелости было замечено, что доля изо-
лятов F. heterosporum и F. oxysporum снижалась в 1.5–2 
раза (см. табл. 2). Следует указать также, что изоляты 
F. heterosporum чаще выделялись с пораженных корней 
кукурузы, а F. oxysporum – со стеблей. 

При микологических исследованиях тканей кукурузы 
изоляты F. fujikuroi находили во всех вариантах опыта. 

Частота встречаемости гриба постепенно менялась от низ-
кой (6.5 %) в фазу формирования 5–6-го листа до высокой 
(19.4 %) в фазу молочной спелости. Вероятно, с течением 
времени создавались условия, более благоприятные для 
накопления F. fujikuroi в почве и на растениях кукурузы. 
Аналогичную картину наблюдали и для видов F. poae и 
F. sporotrichioides, частота встречаемости которых зна
чительно менялась от фазы формирования 5–6-го листа 

Таблица 1. Виды микромицетов, обнаруженные на посевах кукурузы в Воронежской области в 2020 г.

Вид гриба Фенологические фазы развития

Формирование  
5–6-го листа

Трубкование Молочная  
спелость

Acremonium sp. ++ ++ +++

Alternaria alternata (Fr.) Keissl. +++ +++ +++

Alternaria tenuissima (Kunze) Wiltshire +++ +++ +++

Aspergillus ustus (Bainier) Thom & Church ++ +++ ++

Aspergillus flavus Link + +++ ++

Aspergillus niger Tiegh. +++ +++ ++

Bipolaris sorokiniana Shoemaker +++ + ++

Botrytis cinerea Pers. ++ ++ +++

Cladosporium herbarum (Pers.) Link ++ + ++

Cladosporium cladosporioides (Fresen.) G.A. de Vries +++ ++ +++

Cephalosporium sp. + + ++

Chaetomium murorum Corda +++ +++ +++

Curvularia sp. + + +

Gliocladium sp. + + ++

Exserohilum turcicum (Pass.) K.J. Leonard & E.G. Suggs – + ++

Fusarium culmorum (Wm.G. Sm.) Sacc. ++ ++ +++

Fusarium gibbosum Appel & Wollenw. + + ++

Fusarium graminearum Schwabe + ++ +

Fusarium heterosporum Nees & T. Nees +++ +++ +++

Fusarium fujikuroi Nirenberg ++ +++ +++

Fusarium incarnatum (Desm.) Sacc. – – +

Fusarium oxysporum Schltdl. +++ +++ +++

Fusarium poae (Peck) Wollenw. – + +++

Fusarium roseum Link + +++ ++

Fusarium solani (Mart.) Sacc. – ++ ++

Fusarium sporotrichioides Sherb. ++ ++ +++

Mucor mucedo Fresen. +++ +++ +++

Nigrospora sp. ++ ++ +++

Penicillium sp. +++ +++ +++

Periconia sp. ++ ++ ++

Pythium sp. ++ ++ +++

Rhizopus stolonifer (Ehrenb.) Vuill +++ +++ ++

Talaromyces luteus (Zukal) C.R. Benj. + + +

Trichoderma sp. ++ + +

Trichothecium roseum (Pers.) Link ++ +++ +++

Стерильные мицелии ++ +++ +++

Примечание. «+» – от 1 до 10 изолятов гриба; «++» – от 11 до 20 изолятов гриба; «+++» – выше 20 изолятов гриба.

http://www.speciesfungorum.org/Names/NamesRecord.asp?RecordID=293701
http://www.speciesfungorum.org/Names/NamesRecord.asp?RecordID=231142
http://www.speciesfungorum.org/Names/NamesRecord.asp?RecordID=190352
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до фазы молочной спелости, соответственно, от низкой 
(0 и 5.6 %) до высокой (11.7 и 15.1 %). 

Что касается F. culmorum, то значительных колебаний 
по частоте встречаемости гриба на образцах кукурузы в 
разные фенологические фазы не обнаружено. Это сви-
детельствует о достаточно высокой жизнеспособности 
микромицета, занимающего определенную нишу в па-
токомплексе Fusarium spp. Как правило, макроконидии 
гриба выявляли на пораженных образцах с корней и 
листьев нижнего яруса.

Виды F. roseum, F. solani, F. graminearum, F. gibbosum, 
F. incarnatum в патогенном комплексе фузариозных гри
бов на кукурузе встречались достаточно редко. В основ
ном изоляты этих микромицетов определяли на поражен-
ных корнях и прикорневой зоне стеблей. Возможно, либо 
эти виды грибов не играют существенной роли в патоге-
незе кукурузы, либо не было условий для их развития.

В результате микологических исследований получен 
биологический материал, представленный большим ко-
личеством изолятов грибов: 11 видов из рода Fusarium; 
55 изолятов грибов из 7 таксономических групп (F. fuji­
kuroi, F. oxysporum, F. culmorum, F. graminearum, F. hete­
rosporum, F. roseum, F. sporotrichioides) были провере
ны по патогенности и фитотоксичности на всходах рас
тений-тестеров.

В табл. 3 приведены результаты оценки влияния мета-
болитов споровых суспензий и фильтратов культуральных 
жидкостей изолятов грибов наиболее патогенных и фито-
токсичных видов из рода Fusarium на развитие проростков 
пшеницы сорта Мироновская 808 (всхожесть семян, длина 
ростка и корней). Показано, что изоляты грибов из рода 
Fusarium, представленные разными видами, обладали 
широким внутривидовым разнообразием по изучаемым 
признакам. В пределах одного вида встречались штаммы 
гриба, принадлежащие к разным категориям – от пато-
генных/токсичных до непатогенных/нетоксичных (см. 
рисунок).

Высокие фитотоксичные и патогенные свойства пока-
зали виды F. sporotrichioides и F. graminearum. Фильтраты 
культуральной жидкости и споровые суспензии изолятов 
этих видов практически полностью подавляли развитие 
проростков растений сорта-тестера.

Виды грибов F. culmorum, F. fujikuroi, F. oxysporum, 
F.  heterosporum обладали более сильными фитотоксич-
ными, чем патогенными, свойствами, проявляя умерен-
но-токсичную и токсичную реакцию к проросткам сорта- 
тестера. Вид F. roseum характеризовался слабыми пато
генностью и фитотоксичностью. 

Заключение 
В результате микологического анализа состава микроми
цетов на пораженных растениях кукурузы в разные фе-
нологические фазы развития растений выделено более 
30 видов микромицетов. На корнях и прикорневой зоне 
кукурузы превалировали сапротрофные виды грибов из 
родов Aspergillus, Cladosporium, Curvularia, Penicillium, 
Rhizopus, Periconia, Pythium, Trichothecium и др. На ли-
стьях чаще обнаруживали гетеротрофные виды грибов, 
принадлежащие к родам  Alternaria, Bipolaris, Exserohilum 
и Fusarium. Необходимо отметить, что частота встречае-
мости грибов Alternaria spp. зависела от фенологической 
фазы растений кукурузы. На листьях кукурузы нижнего 
яруса был идентифицирован возбудитель Exserohilum tur- 
cicum. Возбудитель Bipolaris sorokiniana преимуществен-
но инфицировал корни и прикорневую часть стебля куку-
рузы в фазу формирования 5–6-го листа. 

В течение онтогенеза на посевах кукурузы в Воронеж
ской области встречались 11 видов грибов из рода Fusa­
rium: F. culmorum, F. gibbosum, F. graminearum, F. hetero­
sporum, F. fujikuroi, F. incarnatum, F. oxysporum, F. poae, 
F. roseum, F. sporotrichioides, F. solani. Среди них с высокой 
частотой отмечены два вида – F. heterosporum и F. oxy­
sporum. Похожие виды патогенов на кукурузе иденти-
фицированы зарубежными учеными (Ali et al., 2005; 

Таблица 2. Частота встречаемости видов рода Fusarium, выявленных на пораженных образцах кукурузы  
из Воронежской области в 2020 г. 

Вид гриба Фенологические фазы развития Частота  
встречаемости видовФормирование 5–6-го листа Трубкование Молочная спелость

Ед. % Ед.  % Ед.  %  Ед.  %

F. culmorum 28 13.0 22    6.9 31    8.2    81    8.9

F. gibbosum    7    3.3    0    0 12    3.2    19    2.1

F. graminearum    5    2.3 12    3.8    5    1.3    22    2.4

F. heterosporum 66 30.7 108 33.7 68 18.6 242 26.5

F. fujikuroi 14    6.5 32 10.0 73 19.9 119 13.0

F. incarnatum    0    0    0    0    7    1.8       7    0.8

F. oxysporum 81 37.7 76 23.8 51 13.5 208 22.8

F. poae    0    0    7    2.2 44 11.7    51    5.6

F. roseum    2    0.9 25    7.8 12    3.2    39    4.3

F. solani    0    0 20    6.2 17    4.5    37    4.0

F. sporotrichioides 12    5.6 18    5.6 57 15.1    87    9.6

Количество изолятов 215 100 320 100 377 100 912 100
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Таблица 3. Характеристика штаммов грибов семи видов из рода Fusarium по патогенности споровых суспензий  
и фитотоксичности культуральной жидкости на проростках пшеницы сорта Мироновская 808 (в % к контролю)

Шифр штамма Патогенность (споровая суспензия) Токсичность (культуральная жидкость)

Всхожесть 
семян, %

Длина ростка, 
%

Длина корней, 
%

Степень 
влияния

Всхожесть 
семян, %

Длина ростка, 
%

Длина корней, 
%

Степень 
влияния

F. fujikuroi Nirenberg

ZM-FF-4з 100.0 109.9 ± 3.2 103.9 ± 4.0 НП 100.0    96.1 ± 3.5 61.0 ± 2.6 СТ

ZM-FF-2з 100.0 113.7 ± 5.2    99.5 ± 4.0 НП 100.0 117.6 ± 2.9 76.4 ± 2.4 НТ

ZM-FF-4з-1    96.7 113.0 ± 4.2 104.8 ± 3.1 НП 100.0    66.7 ± 4.3 58.2 ± 3.3 УТ

ZM-FF-2л-1 100.0    87.3 ± 4.6    65.6 ± 3.6 СП 100.0    92.1 ± 2.6 59.1 ± 2.6 СТ

ZM-FF-2кш 100.0    75.8 ± 5.3    45.2 ± 3.6 УП 100.0    87.7 ± 4.5 50.7 ± 3.3 УТ

ZM-FF-5з    96.7    80.1 ± 3.3    44.0 ± 2.7 УП 100.0    73.3 ± 2.6 86.1 ± 1.7 Т

ZM-FF-5к-1    83.3    52.4 ± 4.3    18.7 ± 2.2 П    95.1    68.4 ± 3.7 17.7 ± 4.1 Т

ZM-FF-1п    95.5    47.5 ± 2.7    27.5 ± 2.3 П 100.0    67.7 ± 4.4 22.2 ± 2.2 Т

ZM-FF-5п    90.0    64.4 ± 3.3    25.5 ± 3.4 П    96.7    65.7 ± 5.1 28.3 ± 4.6 Т

ZM-FF-6з    87.7    62.3 ± 4.7    21.1 ± 3.7 П 100.0    83.3 ± 3.3 25.1 ± 3.5 Т

F. oxysporum Schlecht.

ZM-FO-1л 100.0 114.1 ± 4.4 109.5 ± 2.2 НП 100.0 101.5 ± 3.2 77.6 ± 2.4 НТ

ZM-FO-1ст 100.0 111.1 ± 3.1 101.9 ± 1.5 НП 100.0    83.5 ± 5.2 39.5 ± 2.8 УТ

ZM-FO-2к 100.0 108.6 ± 2.3    85.4 ± 1.7 НП 100.0    91.1 ± 4.4 43.1 ± 4.3 УТ

ZM-FO-8л 100.0 106.5 ± 4.2    88.0 ± 2.5 НП    96.7    74.1 ± 2.8 26.6 ± 1.6 Т

ZM-FO-2л 100.0 101.2 ± 4.1    54.5 ± 2.0 СП    96.7    30.7 ± 1.9    6.6 ± 1.1 Т

ZM-FO-4з-2    96.7 105.5 ± 3.5    60.8 ± 2.2 СП 100.0 104.0 ± 3.7 80.3 ± 2.2 НТ

ZM-FO-4л-2 100.0    76.7 ± 5.2    42.2 ± 2.5 УП    96.7    96.5 ± 3.1 43.6 ± 2.5 УТ

ZM-FO-4ст    96.7    78.2 ± 5.8    46.2 ± 2.4 УП 100.0    86.7 ± 3.1 45.3 ± 4.5 УТ

ZM-FO-3з 100.0    84.1 ± 3.3    40.3 ± 3.7 УТ 100.0    51.8 ± 5.0 25.8 ± 2.4 Т

ZM-FO-8з    95.0    43.3 ± 4.8    21.7 ± 3.5 Т 100.0    55.8 ± 5.4 18.5 ± 3.7 Т

F. culmorum (Sm.) Sacc.

ZM-FC-1з 100.0    70.4 ± 5.7    40.8 ± 2.4 УП    96.7    96.5 ± 3.1 43.6 ± 2.5 УТ

ZM-FC-2к    96.7    78.2 ± 5.8    56.2 ± 4.4 СП 100.0    51.8 ± 5.0 25.8 ± 2.4 Т

ZM-FC-3ст 100.0    83.5 ± 5.8    75.7 ± 4.7 НП 100.0    86.7 ± 3.3 49.5 ± 3.5 УТ

ZM-FC-6л 100.0    83.1 ± 3.5    53.3 ± 5.5 СП 100.0    56.6 ± 3.5 21.1 ± 1.9 Т

ZM-FC-4к-1 100.0    75.5 ± 4.3    43.7 ± 4.9 УП    96.7    95.5 ± 3.7 45.5 ± 4.2 УТ

F. graminearum Schwabe.

ZM-FG-3п    83.3    49.4 ± 4.7    29.5 ± 3.2 П    96.7    86.7 ± 3.0 44.8 ± 3.3 УТ

ZM-FG-3кш    96.7    63.3 ± 5.1    56.7 ± 4.7 УП    90.0    23.3 ± 2.7 15.7 ± 2.5 Т

ZM-FG-2п    95.0    55.4 ± 4.3    17.5 ± 3.3 П    93.7    76.7 ± 3.5 46.7 ± 3.7 УТ

ZM-FG-1кш 100.0    33.3 ± 3.4    12.5 ± 3.7 П 100.0    64.3 ± 3.2 49.7 ± 3.3 УТ

ZM-FG-1л-2    83.3    66.7 ± 4.5    29.1 ± 3.7 П    91.1    65.7 ± 3.0 45.4 ± 3.5 УТ

ZM-FG-5п-1 100.0    67.3 ± 4.2    64.7 ± 3.5 УП 100.0    40.3 ± 3.8 15.3 ± 3.3 Т

ZM-FG-6кш    96.3    63.3 ± 4.2    44.7 ± 5.1 УП    90.0    33.3 ± 1.5    8.7 ± 2.5 Т

ZM-FG-4л 100.0    81.1 ± 4.4    58.9 ± 3.5 УП 100.0    27.3 ± 3.5 16.7 ± 2.7 Т

ZM-FG-1к-2    98.5    53.4 ± 4.7    22.5 ± 3.2 П 100.0    75.6 ± 4.3 44.4 ± 3.0 УТ

ZM-FG-3п-1 100.0    63.7 ± 4.3    27.7 ± 5.2 П    95.0    33.3 ± 2.4 19.1 ± 2.5 Т

F. heterosporum Nees & T. Nees

ZM-FL-1к 100.0 103.5 ± 1.8    77.0 ± 1.6 НП 100.0    84.4 ± 3.0 40.7 ± 1.9 УТ

ZM-FL-2л 100.0 109.3 ± 2.5    87.8 ± 2.3 НП 100.0    86.2 ± 2.2 42.3 ± 1.2 УТ

ZM-FL-1к-1 100.0 106.9 ± 2.1    81.3 ± 3.0 НТ    86.5    32.1 ± 2.7 15.7 ± 3.5 Т

ZM-FL-3л 100.0    97.2 ± 2.4    64.9 ± 1.6 СП    96.7    84.3 ± 3.8 52.8 ± 2.9 СТ

ZM-FL-3л-1    96.7    75.5 ± 4.3    66.7 ± 2.7 СП    96.7    76.3 ± 3.2 57.3 ± 4.2 СТ

ZM-FL-2кш    98.6    66.5 ± 5.4    50.7 ± 4.7 УП 100.0    88.7 ± 3.7 46.1 ± 3.5 УТ

ZM-FL-3к    96.7    86.7 ± 3.0    44.9 ± 3.3 УП    93.3    43.4 ± 2.5 19.7 ± 3.5 Т

ZM-FL-3л-2    83.3    47.7 ± 4.3    23.3 ± 3.2 П    90.0    36.7 ± 4.7 25.7 ± 1.5 Т
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Eller et al., 2008). В течение многолетних исследований 
В.Г. Иващенко с коллегами обнаружили 15 видов грибов 
фузариозной этиологии на посевах кукурузы в России 
(Иващенко, 2012). 

Показано, что патогенная и фитотоксичная активность 
у грибов как между видами Fusarium, так и в пределах 
одного вида существенно различается. Наибольшую 
опасность для кукурузы представляют фузариевые грибы 
следующих видов: F. sporotrichioides, F. graminearum, 
F. culmorum, F. fujikuroi, F. oxysporum, F. heterosporum, об-
ладающие высокой интенсивностью проявления фитоток-
сической активности, связанной со способностью к син-
тезу и накоплению опасных токсинов в тканях растений. 
Результаты исследований пшеницы, ранее полученные 

нами, во многом совпадают с данными, представленными 
в статье. Штаммы F. culmorum, F. graminearum, F. heteros­
porum, F. oxysporum, выделенные с пшеницы, обладали 
широким внутривидовым разнообразием по этим при-
знакам. Среди них так же, как и на кукурузе, встречались 
штаммы грибов с разным уровнем патогенной и фитоток-
сичной активности (Жемчужина и др., 2021).

Характер воздействия ФКЖ штаммов грибов F.  gra­
minearum, F. heterosporum, F. fujikuroi, F. solani и F. redolens 
на проростки ячменя определяется высокой, а F. avena­
ceum, F. poae – слабой фитотоксичностью. Из всех пере-
численных видов наиболее патогенными и фитотоксич-
ными на ячмене оказались изоляты F. sporotrichioides и 
F. sambucinum. У видов F. culmorum и F. oxysporum, в от

Окончание таблицы 3 

Шифр штамма Патогенность (споровая суспензия) Токсичность (культуральная жидкость)

Всхожесть 
семян, %

Длина ростка, 
%

Длина корней, 
%

Степень 
влияния

Всхожесть 
семян, %

Длина ростка, 
%

Длина корней, 
%

Степень 
влияния

F. roseum Link

ZM-FR-5к 100.0 101.3 ± 1.8 93.8 ± 3.2 НП 100.0 96.3 ± 1.7 93.9 ± 2.1 НТ

ZM-FR-1к-1 100.0    99.1 ± 2.8 95.3 ± 4.1 НП 100.0 87.3 ± 4.6 65.6 ± 3.6 СТ

ZM-FR-4п 100.0    90.9 ± 1.8 68.7 ± 3.8 СП 100.0 92.3 ± 2.5 65.4 ± 2.7 СТ

ZM-FR-4л-1 100.0    92.3 ± 1.5 65.5 ± 3.4 СП    96.7 84.3 ± 3.8 62.8 ± 3.9 СТ

ZM-FR-6к    96.7    88.8 ± 2.3 48.8 ± 2.5 УП 100.0 90.6 ± 4.0 61.4 ± 2.5 СТ

F. sporotrichioides Swerb.

ZM-FS-4к 100.0    34.5 ± 4.5 15.9 ± 1.7 П 100.0 29.8 ± 1.9    4.2 ± 0.8 Т

ZM-FS-8к    90.0    53.6 ± 7.1 21.5 ± 2.6 П    90.0 43.3 ± 2.3 15.7 ± 2.5 Т

ZM-FS-2ст    88.3    53.6 ± 3.3 10.5 ± 3.3 П    98.2 51.1 ± 4.3 25.1 ± 3.6 Т

ZM-FS-2л-2    85.7    44.7 ± 3.4    8.5 ± 3.5 П 100.0 44.1 ± 3.5 22.5 ± 3.3 Т

ZM-FS-6ст    90.0    47.7 ± 3.8 11.1 ± 3.5 П    95.0 43.3 ± 2.3 11.1 ± 2.5 Т

ZM-FS-1к-1    90.0    57.3 ± 3.6 22.3 ± 2.4 П    85.3 23.5 ± 2.3    4.7 ± 2.5 Т

ZM-FS-4к-2 100.0    55.7 ± 4.1 15.1 ± 3.5 П    83.7 23.7 ± 2.1    5.5 ± 2.5 Т

Примечание. НП/НТ – непатогенный/нетоксичный; СП/СТ – слабопатогенный/слаботоксичный; УП/УТ – умеренно-патогенный/умеренно-токсичный; 
П/Т – патогенный/токсичный.
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личие от выделенных с кукурузы, распределение частот 
встречаемости всех категорий патогенности и фитотоксич-
ности было примерно одинаковым (Коломиец и др., 2018).

Таким образом, в результате микологических исследо-
ваний, проведенных на пораженных образцах кукурузы 
из Воронежской области, Государственная коллекция 
фитопатогенных микроорганизмов ВНИИФ была попол
нена 55 штаммами грибов, относящимися к семи видам 
патогенов из рода Fusarium. Отобранные штаммы фито-
патогенов, стабильные по морфолого-культуральным при-
знакам, охарактеризованные по свойствам патогенности 
и фитотоксичности, заложены на длительное хранение  
с использованием методов лиофилизации и криоконсер-
вации.
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