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Использование подходов Н.И. Вавилова  
к филогении и эволюции культурных видов рода Avena L.
И.Г. Лоскутов1, 2  , А.А. Гнутиков1, Е.В. Блинова1, А.В. Родионов2, 3 

1 Федеральный исследовательский центр Всероссийский институт генетических ресурсов растений им. Н.И. Вавилова (ВИР), Санкт-Петербург, Россия
2 Санкт-Петербургский государственный университет, Санкт-Петербург, Россия
3 Ботанический институт им. В.Л. Комарова Российской академии наук, Санкт-Петербург, Россия

  i.loskutov@vir.nw.ru

Аннотация. Центральной проблемой, которую исследовал Н.И. Вавилов, было учение о мировом генофонде куль-
турных растений. Теоретическую основу этого учения составили: закон гомологических рядов в наследственной 
изменчивости, разработка проблемы вида как системы, ботанико-географические основы селекции и теория цен-
тров происхождения культурных растений. Собранная Н.И. Вавиловым и его соратниками со всех уголков мира 
коллекция генетических ресурсов растений ВИР, представляющая всю полноту ботанического, морфологического и 
генетического разнообразия, позволяет проводить исторические, эволюционные, филогенетические и прикладные 
селекционные исследования, направленные на раскрытие потенциала всего коллекционного материала. Положе-
ния Н.И. Вавилова по комплексному анализу всего видового и внутривидового разнообразия культурных и диких 
видов дают возможность сделать верные выводы при изучении сложных экологически дифференцированных ви-
довых систем, связанных в своем формировании с определенной средой и воздействием отбора. Все разнообразие 
видов культурного овса, как было доказано Н.И. Вавиловым, имеет сорно-полевое происхождение. Этот процесс 
можно наглядно проследить в Испании – на примере культурного диплоидного вида Avena strigosa, в Эфиопии – 
A. abyssinica, в Турции и Иране – A. byzantina и на сорно-полевых формах A. sativa. Изучение комплекса морфологиче-
ских признаков не дает полного представления об эволюционном и систематическом положении некоторых видов 
и форм овса. Для исследования полиморфизма, филогении и эволюции овса перспективны активно разрабатывае
мые в настоящее время методы и подходы с использованием ДНК-маркеров и геномных технологий. Появился ряд 
работ, затрагивающих молекулярные аспекты эволюции и филогении рода Avena. В исследованиях используют раз-
личные маркеры генов, участков генов, межгенных спейсеров (внутренних и внешних), как ядерных, так и хлоро-
пластных и митохондриальных, геномные подходы и другие современные методы. На основе комплексного изу
чения полного внутривидового разнообразия из разных зон ареала культурных видов овса и анализа данных по 
географическому распределению ареалов форм и видов установлено, что процесс формирования гексаплоидных 
видов шел также в западной части Средиземноморья, и затем при продвижении на восток эти формы стали за-
нимать значительные пространства в районе Юго-Западного Азиатского центра, образуя большое внутривидовое 
разнообразие диких и переходных сорных форм к культурным видам гексаплоидного овса. В результате анализа 
внутривидового разнообразия староместных сортов были уточнены центры формообразования всех культурных 
видов овса. Осуществленный с помощью метода секвенирования следующего поколения (NGS) филогенетический 
анализ представительного внутривидового разнообразия культурных и диких видов рода Avena показал, что ди-
плоидные виды с вариантами генома А в действительности являются не первичными диплоидами, а своеобразным 
средиземноморским интрогрессивно-гибридизационным комплексом видов, спорадически вступающих в межви-
довые скрещивания. Установлено, что тетраплоидный культурный вид A. abyssinica, вероятнее всего, происходит 
от дикого вида A. vaviloviana. Анализ путей одомашнивания культурных видов овса A. sativa и A. byzantina показал, 
что наиболее массовый риботип гексаплоида A. sativa унаследован от A. ludoviciana, а второй по массовости – от 
A. magna, в то же время A. byzantina обладает двумя уникальными семействами риботипов, скорее всего, унаследо-
ванными от вымершего вида овса или криптовида, до сегодняшнего дня не обнаруженного.
Ключевые слова: виды овса; центры происхождения; внутривидовое разнообразие; закон гомологических рядов; 
NGS секвенирование; мировая коллекция ВИР.
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The application of Vavilov’s approaches to the phylogeny 
and evolution of cultivated species of the genus Avena L. 

Abstract. The central problem that Vavilov was investigating was the overall concept of global plant genetic re-
sources. The theoretical basis of this concept consisted of the law of homologous series in variation, research on 
the problem of species as a system, botanical and geographical bases of plant breeding, and the key theory of the 
centers of origin of cultivated plants. The VIR global collection of plant genetic resources collected by Vavilov and his 
associates from all over the world reflects the fullness of botanical, morphological and genetic diversity, and can be 
used for historical, evolutionary, phylogenetic and applied breeding research aimed at unlocking the potential of all 
the collection material. The whole diversity of cultivated oats, as was proved by Vavilov, had originated from segetal 
weeds. This process can be clearly traced in Spain on the example of the cultivated diploid species A. strigosa, A. abys-
sinica in Ethiopia, A. byzantina in Turkey and Iran, and on segetal forms of A. sativa. The studies of the morphological 
features as a whole do not yield a complete picture of the evolutionary and systematic status of some oat species 
and forms. The methods and approaches that use DNA markers and genomic technologies, and are promising for 
the study of oat polymorphism and phylogeny have been actively researched recently. A number of works devoted 
to the molecular aspects of the evolution and phylogeny of the genus Avena have recently appeared. The research 
uses various markers of genes, gene regions, intergenic spacers (internal and external), both nuclear and chloroplast 
and mitochondrial, genomic approaches and other modern methods. On the basis of a comprehensive study of the 
complete intraspecific diversity from different zones of the distribution range of cultivated oat species as well as on 
the basis of an analysis of data on the geography of forms and species distribution ranges, it was established that the 
process of hexaploid species formation also took place in the western part of the Mediterranean, and subsequently, 
when moving eastward, these forms started occupying all the vast spaces in the region of the Southwest Asian center, 
forming a large intraspecific diversity of wild forms and weedy ones in transit to cultivated hexaploid oat species. An 
analysis of the intraspecific diversity of landraces has specified the centers of morphogenesis of all cultivated oat spe-
cies. The phylogenetic analysis of the representative intraspecific diversity of cultivated and wild Avena species car-
ried out using next generation sequencing (NGS) showed that diploid species with A-genome variants are in fact not 
primary diploids, but a peculiar Mediterranean introgressive hybridization complex of species that sporadically enter 
into interspecific hybridization. It was established that the tetraploid cultivated species A. abyssinica had most likely 
originated from the wild A. vaviloviana. An analysis of the ways of A. sativa and A. byzantina domestication showed 
that the most widespread ribotype of the A. sativa hexaploid was inherited from A. ludoviciana, and the second most 
widespread one, from A. magna, while A. byzantina has two unique ribotype families, most likely inherited from an 
extinct oat species or a still undiscovered cryptospecies.
Key words: Avena species; сenter of origin; itraspecific diversity; law of homologous series; NGS methods; sequences; 
VIR global collection.
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Введение
При рассмотрении научного наследия Николая Ивановича 
Вавилова отмечается то, как переплетены и дополняют 
друг друга его исследования как растениевода, селекцио­
нера, ботаника и этнографа. Невозможно провести грани­
цы между его трудами селекционного, растениеводческого 
и генетического характера. Эта особенность имеет боль­
шое научное значение, она знаменует собой комплексный 
поворот в теории и методах исследования. Он всегда шел 
новыми путями и пытался взглянуть на исследуемый им 
мир растений с еще неизвестной точки зрения. 

Центральной проблемой, которую Н.И. Вавилов раз­
рабатывал всю жизнь, было учение о мировом генофонде 
культурных растений. Оно включает в себя ряд крупных 
теоретических обобщений, определивших новые пути в 
теории интродукции и прикладной ботанике, принесших 
Н.И. Вавилову мировую славу и сыгравших видную роль 
в развитии генетики и селекции сельскохозяйственных 
культур во всем мире. Теоретическую основу этого учения 
составили: закон гомологических рядов в наследственной 
изменчивости, разработка проблемы вида как системы, бо­
танико-географические основы селекции и теория цент- 
ров происхождения культурных растений (Loskutov, 1999; 
Лоскутов, 2009).

Главные идеи в работах Н.И. Вавилова ‒ эволюция рас­
тительного мира, основанная на ботанической географии, 
и последовательность этапов изменчивости в простран­

стве и во времени, свойственная культурным и диким ви­
дам растений (Vavilov, 1997). 

Истоки особого подхода Н.И. Вавилова к изучению об­
ширного растительного материала лежат в творчестве та­
ких великих предшественников, как Альфонс Декандоль 
(Alphonse De Candolle) и Чарльз Дарвин (Charles Darwin). 
Примечательно, что книгу «Центры происхождения рас­
тений» (1926) Н.И Вавилов начинает словами: «Посвяща­
ется памяти Альфонса Декандоля, автора “Géographie bo­
tanique raisonnée”, 1855, “La phytographie ou l’art de décrire 
les végétaux considérés sous différents points de vue”, 1880, 
“Origine des plantes cultivées”, 1882». 

В статье «Учение о происхождении культурных расте­
ний после Дарвина» (1940) Н.И. Вавилов отмечал, что, 
подходя к изменчивости и эволюции культурных рас­
тений, Ч. Дарвин опирался прежде всего на труды А. Де­
кандоля, но Дарвина интересовали эволюция видов, на­
следственные изменения, которым подвергся вид, взятый в 
культуру, а Декандоля – установление родины культурных 
растений. В отличие от А. Декандоля, Н.И. Вавилов, как 
и Ч. Дарвин, уделил большое внимание как основным об­
ластям возникновения видов, так и эволюционным этапам, 
пройденным видами при их расселении под действием 
культуры, условий среды и под влиянием естественного 
и искусственного отбора. Исходя из основных положений 
теорий Ч. Дарвина и А. Декандоля, Н.И. Вавилов сфор­
мулировал задачи исследований, рассчитанные на боль­
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шой отрезок времени. Он задумал планомерное иссле­
дование генетического разнообразия и происхождения 
важнейших культур с охватом всех эволюционных этапов, 
от первичных областей, где можно еще проследить связи 
их с дикими формами и могут быть установлены фило­
генетические взаимоотношения различных диких видов 
с культурными формами, с прослеживанием дальнейшего 
исторического расселения видов, до конечных звеньев со­
временной селекции (Vavilov, 1992). 

Н.И. Вавилов подчеркивал, что эволюция шла в про­
странстве и во времени, а значит, только подойдя вплот­
ную к географическим центрам формообразования, уста­
новив все звенья, связующие виды, можно искать пути 
овладения синтезом линнеевских видов, понимая послед- 
ние как системы форм, обладающие огромным внутриви­
довым разнообразием аллелей. Сама проблема видообра­
зования рассматривалась им не как проблема образования 
отдельных рас, которые, по представлению Дарвина, обо­
соблялись в особые виды, а как процесс происхождения 
сложных генетически и фенотипически разнообразных 
популяций, каковыми являлись настоящие линнеевские 
виды, для каждого из которых и для каждой родственной 
группы характерен свой спектр морфологической и физио­
логической изменчивости (Vavilov, 1992). 

Значение открытия центров происхождения культур­
ных растений Н.И. Вавиловым в 1926 г. состоит в возмож­
ности нахождения в этих областях ценного генофонда 
форм растений, наиболее адаптивных к разнообразным 
условиям среды, представленных гетерогенными популя­
циями (Vavilov, 1992).

В первичных центрах параллельно и независимо друг 
от друга могут проходить разнообразные, а иногда раз­
нонаправленные генетические процессы, приводящие к 
несовпадению центров происхождения растений и наи­
большему внутреннему генетическому разнообразию. 
В этих центрах сосредоточено большинство доминант­
ных аллелей генов. Зоны сосредоточения рецессивных 
форм – это районы интенсивного мутационного формо­
образования, находящиеся на периферии центров проис­
хождения. На основе анализа соотношения доминантных 
и рецессивных форм в пределах видов в определенной гео­
графической зоне могут быть установлены уровень фор­
мообразовательных процессов, темп и стадия эволюции 
видов (Vavilov, 1992).

Подводя итог своей плодотворной работы по видооб­
разованию, Н.И. Вавилов опубликовал работу «Линне­
евский вид как система», основные положения которой 
были доложены в 1930 г. на V Международном ботаниче­
ском конгрессе в Кембридже (Великобритания) (Vavilov, 
1931). Здесь концепция линнеевского вида как закономер­
ной системы в определенных пределах фенотипически, 
физиологически, генетически вариабельных форм пред­
ставляется весьма существенной как для практических 
целей изучения культурных растений, так и для изучения 
основных вопросов эволюционного процесса. Подойти 
вплотную к исследованию этого процесса можно было, 
только понимая линнеевский вид в его разнообразии, а не 
как монотипный вид, описанный по немногим экземпля­
рам. Поэтому решение основных вопросов эволюции не 

могло быть принято без учета вида как сложной системы 
форм (генотипов). Генетика отдельных видов дает пред­
ставление о наследственной природе вида только тогда, 
когда она базируется не на случайных нескольких об­
разцах или сортах, а на определенном, тщательно подо­
бранном, хотя бы выборочно, материале (Vavilov, 1992).

Собранная Н.И. Вавиловым и его соратниками со всех 
уголков мира коллекция генетических ресурсов растений, 
отражающая всю полноту ботанического, морфологиче­
ского и генетического разнообразия и сохраненная сотруд­
никами ВИР в тяжелейшие периоды истории, позволяет 
проводить исторические, эволюционные, филогенетиче­
ские и прикладные селекционные исследования, направ­
ленные на раскрытие потенциала всего коллекционного 
материала (Лоскутов, 2009).

По Н.И. Вавилову, вид – это сложная, подвижная, обо­
собленная морфофизиологическая система, связанная в 
своем генезисе с определенной средой и ареалом, под­
чиняющаяся действию закона гомологических рядов в 
наследственной изменчивости (Vavilov, 1992). Для опре­
деления системы вида необходимы проведение исследова­
ния полного внутривидового разнообразия из разных зон 
ареала и установление размаха изменчивости признаков в 
разных условиях среды. Эти положения являются теоре­
тической основой, которая дает возможность строить про­
гноз нахождения различных форм растений и объясняет, 
как система наследственных форм вида эволюционирует 
соответственно условиям произрастания. Закон гомологи­
ческих рядов помогает установить твердые основы систе­
матики культурных растений, дает представление о месте 
каждой систематической единицы в огромном богатстве 
растительного мира. И поэтому реальная внутривидовая 
классификация должна базироваться на комплексном под­
ходе к понятию ранга разновидности как объективной еди­
ницы сложных полиморфных видовых систем. Н.И. Ва- 
вилов особо подчеркивал сложность системы вида как це­
лого, состоящего из связанных и взаимно проникающих 
друг в друга частей, форм и генотипов, указывая на факты, 
связанные с родом Avena L. (Vavilov, 1951).

Н.И. Вавилов об эволюции  
и филогении рода Avena
В своих работах Н.И. Вавилов большое внимание уделял 
эволюции и филогении всего рода Avena L. В 1927 г. он 
говорил о четырех связанных происхождением основных 
генетических группах культурного овса: A.  sativa L. ‒  
A. fatua L.; A. byzantina K. Koch ‒ A. sterilis L.; A. strigosa 
Schreb. ‒ A. barbata Pott ex Link; A. abyssinica Hochst. Осо­
бенно сложной была первая, чрезвычайно полиморфная 
группа A. sativa, происхождение которой связано с Азией 
(Vavilov, 1992). Эта точка зрения стала доминировать во 
всех исследованиях, в противоположность мнению о ев­
ропейском происхождении культурного овса (Ladizinsky, 
1989).

Овес (Avena L.) с генетической точки зрения по срав­
нению с другими зерновыми культурами и до настоящего 
времени изучен недостаточно. Планомерное исследование 
сортового разнообразия и отдельных видов рода в целом 
дает информацию о локализации центров их формооб­
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разования, эволюции и доместикации (Loskutov, 2007). 
Виды рода Avena отличаются большим морфологическим 
и эколого-географическим разнообразием, а местные сор­
та – высокой адаптивностью. В мировой литературе с 
начала ХХ в. накоплено значительное число данных о 
многочисленных формах и видах всего рода, центрах их 
наибольшего разнообразия и происхождения (Мальцев, 
1930; Baum, 1977; Vavilov, 1992; Родионова и др., 1994; 
Loskutov, Rines, 2011; Ladizinsky, 2012). 

Староместные сорта, в том числе средиземноморские, 
собранные экспедициями Н.И. Вавилова и его соратников, 
изучались в 1930–1950-е гг. и в настоящее время детально 
не исследованы (Moрдвинкинa, 1960). До сих пор многие 
проблемы остаются до конца нерешенными: нет единого 
мнения о происхождении, систематическом положении, 
родственных связях и путях вхождения в культуру видов 
овса. Сравнительное изучение (староместных и сорно-по­
левых) сортов и диких видов овса в эволюционном (про­
цесс одомашнивания), таксономическом и селекционном 
отношении вызвано большим интересом селекционеров 
к их практическому использованию.

Для определения областей происхождения и формо­
образования видов овса используется дифференциальный 
ботанико-географический метод, разработанный и широко 
использованный Н.И. Вавиловым. Сущность этого ме­
тода состоит в определении большого внутривидового 
разнообразия в анализе дифференциации какого-либо 
вида растений на разновидности и генетические группы, 
в выяснении характера распределения наследственного 
разнообразия форм вида в пределах ареала с установлени­
ем географических центров скопления этого разнообразия 
и географической локализации формообразовательного 
процесса (Vavilov, 1992). Анализ коллекционных образцов 
показал, что все рассматриваемые формы овса, принад­
лежащие к отдельным видам, характеризовались морфо­
логическими особенностями и определенными ареалами.

По мнению Н.И. Вавилова, свести происхождение ви­
дов культурного овса к одному географическому центру 
не представляется возможным. Виды культурного овса 
(диплоидные и полиплоидные), бесспорно, полифилети­
ческого происхождения. Отдельные виды, по всей веро­
ятности, самостоятельно входили в культуру. Во всяком 
случае, было бы ошибочно считать культурный овес свя­
занным только с Европой. Наличие в Китае эндемичных 
пленчатых и голозерных групп A.  sativa, широкое рас­
пространение в диком виде и в качестве сорных растений 
A. fatua и A. ludoviciana Durieu в Туркестане, Бухаре, Аф­
ганистане, Персии, в Закавказье, Армении, присутствие 
здесь многих оригинальных групп сорного культурного 
овса и овсюгов свидетельствуют об участии Азии в фор­
мообразовании группы A. fatua ‒ A. ludoviciana ‒ A. sativa 
пленчатых и голозерных форм (Vavilov, 1992).

Все разнообразие видов культурного овса, как было 
показано Н.И. Вавиловым (Vavilov, 1992), имеет сорно-
полевое происхождение. С распространением видов на 
север или в высокогорья, в более суровые и влажные ус­
ловия произрастания, овес со временем замещал основные 
культуры (среди которых первоначально он был только 
одним из сортных растений) и сам становился самостоя­

тельно возделываемым растением. Этот процесс можно 
наглядно проследить в Испании на примере культурного 
диплоидного вида A. strigosa, в Эфиопии ‒ A. abyssinica, в 
Турции и Иране ‒ A. byzantina и на сорно-полевых формах 
A. sativa convar. asiatica (Vavilov) Rodionova et Soldatov и 
A. sativa convar. volgensis (Vavilov) Rodionova et Soldatov 
(Лоскутов, 2007). 

Внутривидовое разнообразие  
культурных видов овса
Культурный диплоидный вид A. strigosa, по классифи­
кации Н.А. Родионовой с коллегами (1994), делится на 
три подвида: A. strigosa (Schreb.) subsp. strigosa, A. strigo­
sa subsp. brevis (Roth) Husn. и A. strigosa subsp. nudibre­
vis (Vavilov) Kobyl. et Rodionova, которые имеют четкую 
географическую дифференциацию. Из 15 определенных 
разновидностей всего вида A. strigosa 8 было обнаруже­
но у местных образцов из Испании и 11 – у образцов из 
Португалии. Всего на Пиренейском п-ове встречается 
13 разновидностей, большинство из которых являются 
эндемичными для этого региона. Наибольшая часть раз­
нообразных форм этого вида имела распространение в 
Испании, Португалии, Германии и Великобритании, кроме 
этого, единичные формы происходили из ряда других ев­
ропейских стран. Таким образом, центр происхождения и 
разнообразия диплоидного культурного вида A. strigosa ‒ 
Пиренейский п-ов, где широко распространены и его ди­
кие родичи, и вероятные прародители – диплоидные виды 
A. hirtula Lag. и A. wiestii Steud. (Loskutov, Rines, 2011). По 
археологическим данным, собранным А.И. Мальцевым 
(1930), A. strigosa был первым культурным видом овса, 
который возделывался в Европе уже в эпоху неолита, т. е. 
около 1500 лет до н. э.

Тетраплоидный культурный вид A. abyssinica, засо­
ряющий поля ячменя и пшеницы, в настоящее время 
ограниченно возделывается в культуре, хотя имеет куль­
турный тип сочленения зерновок, не осыпающихся при 
созревании. Кроме этого эндемичного вида, на территории 
Эфиопии из диких видов произрастают только тетра­
плоидные – A. vaviloviana (Malzew) Mordv. и A. barbata. 
Вид A. abyssinica имеет очень много общих черт с A. va­
viloviana и считается его культурным аналогом. 

Все небольшое внутривидовое разнообразие из шести 
форм в ранге разновидностей A. abyssinica встречается 
только на территории современной Эфиопии (Родионовa 
и др., 1994). По свидетельству А.И. Мальцева (1930), 
Эфиопский центр разнообразия тетраплоидных видов 
овса является вторичным, и формы, распространенные 
в нем, в ранней исторической эпохе имели связи со Сре­
диземноморским центром происхождения. Вторичность 
происхождения этого центра доказывает и то, что два 
родственных вида, A. vaviloviana и A. abyssinica, харак­
теризуются сугубо яровым типом развития, являющимся 
вторичным относительно озимого типа развития. По всей 
видимости, два вида, A. vaviloviana и A. abyssinica, найдя 
в Эфиопии наиболее благоприятные климатические и 
почвенные условия для произрастания южнее от Среди­
земноморского центра и распространившись здесь,  не 
смогли продвинуться дальше из-за более жестких засуш­
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ливых климатических условий в сопредельных с Эфио­
пией странах (Loskutov, Rines, 2011). 

Гексаплоидный культурный вид A. byzantina, по мнению 
Н.А. Родионовой с коллегами (1994), насчитывает 15 раз­
новидностей, из которых 9 обнаружено у местных образ­
цов из Алжира, по 8 ‒ из Марокко и Турции, 7 ‒ из Греции, 
6 ‒ из Израиля и по 5 ‒ из Испании и Италии; остальные 
страны, где был распространен этот вид, имели от трех 
до одной разновидности. Как отмечает Н.И. Вавилов, ос­
новной район многообразия этого вида концентрируется 
на Средиземноморском побережье Северной Африки (Va­
vilov, 1992). Таким образом, первичным центром формо­
образования A. byzantina являются территории Алжира 
и Марокко, где сосредоточено его наибольшее местное 
ботаническое разнообразие, а наличие значительного чис­
ла промежуточных форм на территории Турции говорит 
о том, что этот регион – вторичный центр разнообразия 
данного вида (Лоскутов, 2007).

Изучение внутривидового разнообразия коллекции 
пленчатых форм гексаплоидного культурного вида A. sa­
tiva L. показало, что сорно-полевые группы разновид­
ностей, насчитывающие около 130 местных образцов 
в коллекции ВИР, локализуются на территории Ирана, 
Грузии и Российской Федерации (Дагестан, Татарстан, 
Башкортостан и Чувашия). Одна группа форм, засоряю­
щая посевы, характеризовалась примитивными или пере­
ходными признаками и имела четкую приуроченность к 
определенным ареалам. Анализ данных по разновидност­
ному составу местных образцов коллекции показал, что 
формы A. sativa subsp. sativa convar. asiatica (Родионова 
и др., 1994) имели наибольшее разнообразие только на 
территории Ирана и Грузии, где были выделены все три 
разновидности, характеризующие данную группу, в Рос­
сийской Федерации (Дагестан) обнаружена только одна 
разновидность этой группы. 

Кроме того, здесь была найдена форма, принадлежащая 
разновидности из группы A. sativa subsp. sativa convar. 
volgensis (Родионова и др., 1994), что является связующим 
звеном двух групп разновидностей между собой. Сама 
группа, A. sativa subsp. sativa convar. volgensis,  имеет 
четыре разновидности, наибольшее разнообразие кото­
рых приурочено к Российской Федерации, все четыре 
относятся к территории Татарстана, три разновидности 
были найдены в Башкортостане, Чувашии и Ульяновской 
области, две − в Удмуртии и лишь по одной − в Кировской, 
Саратовской областях и Мордовии. В других регионах рас­
пространения пленчатого овса эти формы не встречаются. 
По всей видимости, из Юго-Западного Азиатского центра 
через Иран и далее в Грузию, Российскую Федерацию 
(Дагестан, Саратовская область, Ульяновская область, 
Татарстан, Чувашия, Башкортостан) пленчатые формы 
A. sativa subsp. sativa, засоряя посевы, начали входить 
в культуру и распространяться по всем направлениям 
(Лоскутов, 2007).

Другой подвид, A. sativa subsp. nudisativa (Husn.) Ro­
dionova et Soldatov, ‒ или голозерные формы гексапло­
идного овса (Родионова и др., 1994), по свидетельству 
Н.И. Вавилова (Vavilov, 1992), произошли из Китая. По 
литературным данным известно, что голозерный овес 

имел распространение в Китае уже в V в. н. э. (Zukovskij, 
1962). С удалением от основного центра разнообразия на 
восток изменились условия произрастания, в результате 
чего появились голозерные мутации A. sativa, которые 
закрепились на новых местообитаниях. Таким образом, 
у A. sativa, как и у A. strigosa, наблюдается цикл перехода 
форм дикого, культурного пленчатого и голозерного типа. 
И последний тип, будучи рецессивной мутацией, возни­
кает на удалении от территории основного разнообразия 
близкородственных пленчатых форм.

Анализ данных по внутривидовому разнообразию го­
лозерных староместных сортов гексаплоидного культур­
ного вида A. sativa, насчитывающих свыше 40 образцов, 
показал, что из четырех разновидностей, определенных в 
коллекции ВИР (Родионова и др., 1994), все четыре были 
идентифицированы у образцов из Монголии, три ‒ из 
Китая и две из сопредельной территории России (Крас­
ноярский край) (Loskutov, 1999). Для образцов из других 
регионов характерны две наиболее распространенные раз­
новидности: A. sativa subsp. nudisativa var. inermis Koern. и 
A. sativa subsp. nudisativa var. chinensis Doell. Следователь­
но, центр разнообразия форм голозерного гексаплоидного 
овса – район Монголии и северо-западного Китая.

Использование ДНК-маркеров  
и геномных технологий  
в исследованиях эволюции видов Avena
Изучение комплекса морфологических признаков не дает 
полного представления об эволюционном и систематиче­
ском положении некоторых видов и форм овса. Для иссле­
дования полиморфизма и филогении овса перспективны 
активно разрабатываемые в настоящее время методы и 
подходы с использованием ДНК-маркеров и геномных 
технологий.

Недавно появился ряд работ, затрагивающих молеку­
лярные аспекты эволюции и филогении рода Avena (Fu, 
2018; Peng et al., 2018, 2022; Latta et al., 2019; Ahmad et 
al., 2020; Liu et al., 2020; Fominaya et al., 2021; Jiang et al., 
2021; Yan et al., 2021). В многочисленных исследованиях 
используют различные маркеры, такие как последователь­
ности ITS1-гена 5.8S рРНК-ITS2 (Rodionov et al., 2005; 
Nikoloudakis et al., 2008; Nikoloudakis, Katsiotis,  2008; 
Tюпa и др., 2009), внешние транскрибируемые спейсе­
ры (Rodrigues et al., 2017). Эти работы прояснили ряд 
родственных взаимоотношений между видами Avena с 
разными геномами (см. таблицу).

При изучении родства гексаплоидных A. sativa, A. ste­
rilis и диплоида A. strigosa были использованы ретро­
транспозоны и ITS-последовательности. Анализ ITS-по­
следовательностей показал очень высокую гомологию 
у всех трех видов, но при проведении FISH (fluorescent 
in situ hybridization) обнаружены различия в расположе­
нии ядрышковых организаторов (содержащих рДНК). По 
картине полиморфизма ретротранспозонов гексаплоид 
A. sativa оказался ближе к A. sterilis, чем к диплоиду A. stri­
gosa (Tomas et al., 2016). Диплоидные дикие виды, обладая 
наибольшим разнообразием форм в западной части Среди­
земноморья, предположительно, дали начало культурному 
виду A. strigosa, который шире всего распространен на 
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Пиренейском п-ове. Дикие виды A. hirtula и A. wiestii, по 
всей видимости, дали начало автотетраплоидному виду 
A. barbata (Holden, 1979; Thomas, 1995).

Исследование происхождения полиплоидных видов 
овса путем сравнительного изучения характеристик гено­
ма и ДНК-маркеров пока не позволяет сделать однознач­
ных выводов. Так, С. Li с коллегами (2000) изучили встре­
чаемость видоспецифичной сателлитной ДНК ASS49 у 
40 микросателлитов и 4 минисателлитов среди диплоидов 
и полиплоидов для того, чтобы определить вид, который 
был диплоидным и тетраплоидным предком гексаплоид­
ного овса. Это сравнение показало, что геном Ac диплои­
да A. canariensis B.R. Baum, Rajhathy & D.R. Sampson 
является вероятным предковым геномом для субгено- 
мов А гексаплоидов скорее, чем A. strigosa, обычно рас­
сматриваемая в этом качестве.

Однако изучение других полиморфных маркеров дает 
иные результаты. Так, паттерны AFLP ди-, тетра- и гекса­
плоидных видов овса показывают, что не A. canariensis, 
а A. wiestii представляется более вероятным донором ге­
номов А гексаплоидов с геномной конституцией ACD (Fu, 
Williams, 2008).

С помощью проб ДНК изучали порядок последователь­
ностей нуклеотидов у видов с различными хромосомными 
наборами. Проба pAs102, выделенная из A. strigosa (As), 
при in situ гибридизации показала, что последователь­
ности, комплементарные этой пробе, проходят через ди­
плоиды с геномами A и C, тетраплоиды – с геномом AC и 

гексаплоиды – с геномом ACD. С другой стороны, гомо­
логичные последовательности пробы pAs102 найдены у 
A. strigosa, A. longiglumis Durieu и A. sativa, не очень точ­
ная последовательность присутствует у A. murphyi Ladiz. 
и полностью отсутствует в остальных диплоидных видах 
с вариантами геномов A и C (Linares et al., 1996, 1998).

Предполагается, что тетраплодный дикий вид A. vavi­
loviana (культурный аналог A. abyssinica) по некоторым 
морфологическим признакам близок к гексаплоидному 
дикому виду A. occidentalis Durieu, первоначально найден­
ному в Алжире. Установлено, что по некоторым морфоло­
гическим признакам A. vaviloviana и A. abyssinica могут 
быть реликтами древней флоры Африки (Baum, 1971). 
Кроме того, B. Baum (1972) отмечает, что было найдено 
морфологическое сходство между тремя видами – A. va­
viloviana, A. occidentalis и сомнительным, с нашей точки 
зрения, видом A. septentrionalis, который А.И. Мальцев 
(1930) относил к подвиду A. fatua, произрастающему в 
Сибири. Эти виды в настоящее время размещаются на 
территории в виде разорванных (дизъюнктивных) ареалов 
реликтового характера и, таким образом, подтверждают 
точку зрения, согласно которой виды рода Avena в недав­
нем геологическом прошлом занимали сплошные (а не 
разобщенные) и разнообразные ареалы по сравнению с 
ареалами современных видов (Baum, 1971; Rajhathy, 1971). 

Генетическое единство и интерфертильность A. bar­
bata и A. vaviloviana с A. abyssinica были подтверждены 
генетическим изучением гибридов. Предполагается, что 

Система подрода Avena рода Avena L. (Лоскутов, 2007)

Cекция Виды Геном 2n

Дикорастущие Культурные

осыпающиеся цветками осыпающиеся колосками

Aristulatae (Malzew)
Losk. comb. nova

A. clauda Durieu A. pilosa M. B. Cp 14

A. longiglumis Durieu Al

A. damascena Rajhathy & B.R. Baum Ad

A. prostrata Ladiz. Ap

A. wiestii Steud. A. atlantica B.R. Baum & Fedak As

A. hirtula Lag. A. strigosa Schreb.

A. barbata Pott ex Link AB 28

A. vaviloviana (Malzew) Mordv. A. abyssinica Hochst.

Avenae A. ventricosa Balansa Cv 14

A. bruhnsiana Gruner 

A. canariensis B.R. Baum,  
Rajhathy & D.R. Sampson 

Ac

A. agadiriana B.R. Baum & Fedak AB 28

A. magna H.C. Murphy & Terrell AC

A. murphyi Ladiz.

A. insularis Ladiz. AC?

A. fatua L. A. sterilis L. A. byzantina K. Koch ACD 42

A. occidentalis Durieu A. ludoviciana Durieu A. sativa L.
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сорный вид A. barbata, занесенный в Эфиопию с зерном 
ячменя, дал начало культурному виду A. abyssinica, ко­
торый до настоящего времени засоряет посевы ячменя 
(Thomas, 1995). На основе материала по изучению и ана­
лизу межвидовых скрещиваний, структуры хромосом, 
морфологических, биохимических признаков и географи­
ческого распространения видов было сделано заключение, 
что диплоидные виды с геномом As (hirtula-wiestii) были 
родоначальниками группы тетраплоидных видов с гено­
мом AB (barbata-vaviloviana-abyssinica) или AA′. В свою 
очередь, последняя группа, эволюционно не связанная ни 
с какой другой группой видов овса, и является боковой 
ветвью рода Avena (Rajhathy, Thomas, 1974).

В соответствии с данными F.A. Coffman (1977), родона­
чальник разнообразия культурных гексаплоидных форм – 
вид A. sterilis, происходящий с Азиатского континента. От 
этого вида, по всей видимости, произошел культурный 
вид A. byzantina, а затем появился злостный сорняк, засо­
ряющий культурные посевы, – вид A. fatua. Дальнейшее 
рассмотрение вопросов эволюции гексаплоидных видов 
показало, что при изучении транслокаций в хромосомах 
овса и соотношении географического распределения раз­
личных форм c использованием кластерного анализа дан­
ных отмечена большая степень генетического родства меж- 
ду образцами вида A. byzantina и формами A. sterilis из 
северной Месопотамии, с одной стороны, и образцами 
A. sativa и формами A. sterilis из восточной Анатолии, с 
другой (Zhou et al., 1999). 

Изучение всех гексаплоидных видов показало, что для 
вида A. sativa характерно наличие транслокаций (97 %), в 
отличие от вида A. byzantina (11 %). В результате было вы­
сказано предположение, что два культурных вида, A. sativa 
и A. byzantina, независимо друг от друга вошли в культуру. 
Исследование видов A. fatua и A. occidentalis выявило, 
что большинство форм этих видов имеют такие же транс­
локации, как и A. sativa, и, вследствие этого, считаются 
боковыми ветвями эволюции овса (Jellen, Beard, 2000).

Различия в размере генома между видами с разными 
уровнями плоидности были существенными и зависели 
от геномной дупликации, в то время как такие измене­
ния в геномных размерах внутри определенного уровня 
плоидности были связаны в основном с разной геномной 
композицией. Метод поточной цитометрии позволил диаг­
ностировать отдельные виды и в ряде случаев установить 
межгеномное родство между ними (Yan et al., 2016).

С использованием 12 пар праймеров микросателитных 
маркеров хлоропластного генома было проанализирова­
но 70 образцов 25 видов рода Avena из коллекции ВИР. 
Обнаружено от 2 до 9 аллелей, среднее значение генети­
ческого разнообразия (Н) составило 0.479. По различиям 
длины аллелей выделено 45 гаплотипов. Наиболее по­
лиморфными были диплоидные виды A. eriantha Durieu 
(A. pilosa M. B.) и A. ventricosa Balansa с геномом C, один 
из диплоидных видов с геномом As (A. atlantica B.R. Baum 
& Fedak) и тетраплоидные виды A. insularis Ladiz. (геном 
AC) и A. agadiriana B.R. Baum & Fedak (геном AaBa). Вид 
A. insularis, который часто рассматривается как наибо­
лее близкий к гексаплоидным видам, вероятно, является 
наиболее примитивным среди тетраплоидных видов с 
геномом AC и не может быть прямым предком гексапло­

идных видов. Это исследование позволило найти новые 
информативные маркеры для анализа хлоропластного 
генома рода Avena и уточнить данные о филогенетических 
взаимоотношениях видов овса (Yan et al., 2016).

На основе секвенированного и аннотированного эта­
лонного генома овса выявлены и охарактеризованы ло­
кусы количественных признаков (QTL), представляющие 
хозяйственно ценные признаки и признаки, связанные с 
качеством зерна у популяций культурного овса A. sativa. 
Обнаружены сильные и значимые связи между позициями 
генов-кандидатов и QTL, которые влияют на дату коло­
шения, а также на концентрацию масла и β-глюканов в 
зерновке (Tinker et al., 2022).

В 2022 г. были полностью секвенированы геномы трех 
видов рода Avena L. – аллогексаплоидного культурного 
вида посевного овса (Avena sativa, AACCDD, 2n = 6x = 42) 
и двух его близких родственников, диплоидного (A. longi­
glumis, AA, 2n = 14) и тетраплоидного (A. insularis, CCDD, 
2n = 4x = 28) диких видов. 

Работа N. Kamal с коллегами (2022) по результатам пол­
ногеномного секвенирования показала, что эталонный 
геном культурного овса A. sativa имеет мозаичную струк­
туру, резко отличающуюся от геномов других предста­
вителей семейства Poaceae. Это исследование выявило, 
что при образовании гексаплоидного вида овса в субге- 
номы А и D были перераспределены не менее 226 Мб 
богатых генами областей из субгенома С, что связано не 
с потерей отдельных генов, а с большим числом транс­
локаций в последнем. В отличие от гексаплоидной мягкой 
пшеницы, скрещивания видов с различной плоидностью 
и чужеродные интрогрессии были чрезвычайно слож­
ны у рода Avena, что позволяет предположить наличие 
несовместимой архитектуры генома, которая является 
дополнительным барьером, препятствующим генетиче­
скому улучшению посевного овса. При транскриптомном 
анализе средние значения экспрессии в шести тканях 
показали, что гены субгенома С были менее экспресси­
рованы (32.32 %), чем гены в субгеномах D (33.53 %) и 
А (33.76 %). Сетевой подход продемонстрировал, что экс­
прессия генов из субгенома C обнаруживалась в дивер­
гентных модулях экспрессии чаще, чем у их гомеологов 
из субгеномов A и D (Kamal et al., 2022).

На основе секвенированного и аннотированного эта­
лонного генома овса исследованы полногеномные про­
фили рекомбинации для подтверждения наличия крупной 
несбалансированной транслокации с хромосомы 1C на 
хромосому 1A и возможной инверсии на хромосоме 7D, 
которые типичны для овса (Tinker et al., 2022).

В дальнейшем было рассчитано время расхождения 
трех субгеномов овса. Время дивергенции составило: 
субгенома А – ~47.3 тыс. лет назад, субгенома C − ~47.0, 
субгенома D − ~53.3 тыс. лет назад (Nan et al., 2023).

Комплексное изучение разнообразия  
видов рода Avena с использованием методов 
секвенирования следующего поколения (NGS)
Комплексное изучение репрезентативного набора образ­
цов с широким эколого-географическим разнообразием 
всех четырех культурных видов и 21 дикого вида рода 
Avena L., имеющих разный уровень плоидности, из кол­
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лекции Всероссийского института генетических ресурсов 
растений им. Н.И. Вавилова (ВИР) показало, что диплоид­
ный вид A. bruhnsiana Gruner имеет гибридное происхож­
дение (нотовид), одним из его предков был A. ventricosa, 
а вторым, по-видимому, – A. clauda. Поскольку кариотип 
A. bruhnsiana диплоидный (2n = 14) (Лоскутов, Абрамовa, 
2006), можно предположить, что это гомоплоидный ги­
брид. Судя по разнообразию последовательностей рДНК, 
вероятно, и сам A. clauda также гомоплоидный гибрид: 
один из его основных риботипов идентичен A. pilosa, а 
другой обособлен (Gnutikov et al., 2022b).

Таким образом, из четырех исследованных диплоидных 
видов овса с геномом С два являются гомоплоидными 
гибридами. Установлено также, что виды с двумя ядрыш­
ковыми организаторами в геноме на разных хромосомах 
зачастую имеют как минимум два риботипа, тогда как 
A. ventricosa, обладающий одним ядрышковым органи­
затором (NOR), имеет только один риботип. Это может 
указывать на то, что гомогенизация рДНК происходит в 
пределах одного NOR более эффективно, чем гомогениза­
ция рДНК по локусам, лежащим на разных хромосомах. 
Возможно, это объясняется тем, что один из механизмов 
гомогенизации рДНК связан с конъюгацией гомологичных 
хромосом и, следовательно, более эффективно происходит 
внутри одного NOR, чем между NOR, располагающими­
ся на разных хромосомах (Eickbush T.H., Eickbush D.G.,  
2007; Sochorová et al., 2018).

Среди изученных С-геномных видов овса имеется один 
автотетраплоид (2n = 28) − многолетний, перекрестно­
опыляемый узкоэндемичный вид из Алжира A. macrosta­
chya Balansa & Durieu. Этот вид считается самым древним 
видом рода Avena (Nikoloudakis, Katsiotis, 2008; Peng et 
al., 2008, 2010). По своим морфологическим признакам 
этот многолетник – примитивный представитель рода 
Avena (Maльцев, 1930). Некоторые исследователи даже 
относили его к роду Helictotrichon Besser (Holub, 1958). 
Avena macrostachya отличается от диплоидных видов 
овса с геномом С симметричным кариотипом с преобла­
данием равноплечих хромосом, отсутствием диффузного 
гетерохроматина, преимущественно прицентромерным 
расположением С-позитивных полос, а также размерами 
и морфологией сателлитных хромосом (Badaeva et al., 
2010). Как оказалось, симметричный кариотип не харак­
терен для диплоидных видов с геномом С. В то же время 
крупные блоки С-гетерохроматина в прицентромерных 
районах хромосом этого вида указывают на его родство 
с видами с геномом С. Это подтверждает наличие у 
A. macrostachya особого типа генома С, обозначенного 
как CmCm (Rodionov et al., 2005). Считалось также, 
что A. macrostachya могла иметь неописанный ранее ге- 
ном ЕЕ (Лоскутов, 2007). Наш анализ данных NGS по 
последовательностям 18S-ITS1-5.8S рДНК показал, что 
риботипы A. macrostachya сравнительно далеки от других 
существующих С-геномных овсов. 

Анализ внутригеномного полиморфизма рДНК ди­
плоидных видов овса с разными вариантами генома А 
выявил существенные различия в числе риботипов, га­
плотипов, индексах нуклеотидного разнообразия, генети­
ческой дистанции и генетической дифференциации (Ro­
dionov et al., 2005). 

В изучении были использованы образцы с большим эко­
лого-географическим разнообразием, которые представ­
ляли все варианты генома А − As (A. atlantica, A. hirtula, 
А. wiestii), Ac (A. canariensis), Ad (A. damascena Rajhathy 
& B.R. Baum), Al (A. longiglumis), Ар (A. prostrata Ladiz.). 
В анализ также был взят один вид с геномом С – A. clauda. 
Последовательности 169 образцов выделили 156 гапло­
типов, из которых семь являются общими для двух-пяти 
видов. Обнаружено 16 риботипов, состоящих из уникаль­
ной последовательности с характерным набором однону­
клеотидных полиморфизмов и делеций. Количество ри- 
ботипов на вид варьировало от одного у A. longiglumis до 
четырех у A. wiestii. Хотя большинство риботипов были 
видоспецифичными, найдены два риботипа, общие для 
трех видов (один – для A. damascena, A. hirtula и A. wiestii, 
а второй – для A. longiglumis, A.  atlantica и A. wiestii), 
и третий риботип – общий для A. atlantica и A. wiestii. 
Характерная особенность риботипа A. clauda, вида с ди­
плоидным геномом С, – то, что у этого вида обнаружено 
два разных семейства риботипов. Некоторые из этих ри­
ботипов присущи видам с геномом Cp, тогда как другие 
тесно связаны с риботипами с геном As. Это означает, что 
A. clauda может быть гибридом овса с геномами As и C. 

Несмотря на то что изученные виды рода Avena были 
диплоидами, оказалось, что большинство из них содер­
жало несколько различных семейств рДНК. Сравни­
тельное изучение паттернов рДНК у отдельных видов 
показало, что паттерн рДНК, как правило, мозаичен и 
во всех случаях видоспецифичен. В то же время виды 
овса с геномом А могут отражать события гибридизации, 
имевшие место в их эволюционном прошлом, как способ 
их видообразования (Loskutov et al., 2021; Gnutikov et al., 
2022a).

В изучение был взят большой набор местных сортов с 
уникальными так называемыми сорно-полевыми разно­
видностями культурного овса, – это специализированные 
сорняки полбы и ячменя, которые распространяются с зер­
ном культурных растений, засоряя посевы. Все разновид­
ности сформировали отдельную кладу с хорошим уровнем 
поддержки, при этом различия их между собой невелики 
(p-расстояние от 0.003 до 0.02). Все они – гексаплоиды 
с геномом ACD (Loskutov, Rines, 2011), однако следует 
помнить, что секвенирование по Сэнгеру выявляет лишь 
наиболее массовый вариант субгенома в полиплоидном 
геномном наборе.

Результаты NGS показали два наиболее представленных 
по количеству последовательностей семейства риботи­
пов в полиплоидном геномном наборе, общих почти для 
всех исследованных разновидностей из родства A. fatua 
и A. sativa. Эти два семейства риботипов соответствуют 
последовательностям генома А и D (A′)-генома, кото­
рый, как предполагалось ранее, является вариантом гено- 
ма A (Лоскутов, 2007). Причем большинство риботипов 
в этих геномах были общими для всех исследованных  
образцов. 

Вызывает большой интерес и то, что последовательно­
сти генома С в общем пуле последовательностей гекса­
плоидов не обнаружены, они располагаются отдельно, 
образуя очень небольшую фракцию, вероятно, сильно 
измененную процессами постгибридизационной транс­
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формации. Подобные данные подтверждаются и цитоге­
нетическими исследованиями. Метод FISH показал, что 
субгеномы С полиплоидных видов овса потеряли боль­
шую часть рДНК, и на них удается выявить только очень 
слабые  35S рДНК-позитивные сигналы (Badaeva et al., 
2010).

С помощью локус-специфичного ДНК-секвенирования 
на платформе Roche 454 изучили внутригеномный поли­
морфизм одного из районов гена 35S рРНК (фрагмент 18S 
рДНК–ITS1–фрагмент 5.8S рДНК) у трех гексаплоидных 
видов Avena c кариотипом AACCDD и у тетраплоида 
A.  insularis (AAСС или CCDD) (Rodionov et al., 2020). 
В геномах этих полиплоидов найдены рДНК, получен­
ные от предков-диплоидов как с А-, так и С-геномами. 
У A.  insularis вместо ожидаемых 50 % ITS1 С-типа было 
только 3.3 %, а у гексаплоидов рДНК, полученной от 
предков с геномами С, – только 1.4–2.4 %. Последователь­
ности 18S рДНК, ITS1 и 5.8S рДНК субгеномов С были 
в 10 раз более вариабельны, чем те же последователь­
ности субгеномов A. Некоторые из последовательностей 
субгеномов С содержали делеции, в том числе делеции в 
районе, кодирующем 18S рРНК. 

Результаты FISH с зондами pTa71 и pTa794 подтверж­
дают факт утраты полиплоидами значительной части 35S 
рДНК и 5S рДНК субгенома, полученного от диплоида с 
кариотипом СС. Последовательности ITS1 субгеномов С 
полиплоидных видов разнообразны, но среди них можно 
выделить основной (core) вариант, примерно равноуда­
ленный от ITS диплоидов, несущих геномы Сv и Cp. 
Результаты показывают, что утрата 35S рДНК субгено­
мов С происходит на фоне накопления в этих последова­
тельностях множества однонуклеотидных замен (SNP) и 
делеций. В «репрессируемых» локусах 35S рРНК субгено- 
мов  С множественное мутирование, по-видимому, не 
сопровождается гомогенизацией рДНК, есть основания 
думать, что процессы изогенизации рДНК и процессы 
транскрипции/сайленсинга – связанные явления (Rodio­
nov et al., 2020).

Получение результатов с помощью метода локус-спе­
цифичного секвенирования следующего поколения на 
платформе Illumina позволило провести филогенетиче­
ский анализ представительного внутривидового разнооб­
разия культурных и диких видов рода Avena. Установлено, 
что диплоидные виды с геномом А (варианты геномов 
Al, Ap и As) в действительности являются не первич­
ными диплоидами, а своеобразным средиземноморским 
интрогрессивно-гибридизационным комплексом видов, 
спорадически вступающих в межвидовые гибридизации. 
Определено, что вклад A. canariensis (считается донором 
генома А для гексаплоидов) в геномную конституцию 
гексаплоидов (ACD) незначителен, а сам он, по нашим 
данным, гибридного происхождения: в его формировании 
принимали участие два предковых вида с близкими, но 
не идентичными риботипами. Установлено, что тетра­
плоидный культурный вид A. abyssinica, вероятнее всего, 
происходит от дикорастущего A. vaviloviana. При этом 
вид A. agadiriana, считавшийся ранее предковым для 
A.  abyssinica и его группы родства, формирует отдель­
ные уникальные субгеномы (семейства риботипов). 

Анализ путей одомашнивания трех культурных видов 
овса, A. abyssinica, A. sativa, A. byzantina, показал, что 
наиболее массовый риботип гексаплоида A. sativa уна­
следован от A. ludoviciana, а второй по массовости – от 
A. magna H.C. Murphy & Terrell. Культурный вид A. byzan­
tina обладает двумя уникальными семействами риботипов, 
скорее всего, унаследованными от вымершего вида овса 
или криптовида, до сегодняшнего дня не обнаруженного 
(Гнутиков и др., 2021, 2022).

На представительном наборе видов овса (Avena L.) про­
анализировано происхождение диких полиплоидных ви­
дов. Для анализа NGS использовали участок 18S– ITS1–  
5.8S рДНК. У полиплоидных овсов обнаружено 15 ос­
новных риботипов (более 1000 прочтений на пул рДНК). 
Сравнивали пулы маркерных последовательностей по­
липлоидных видов овса с последовательностями пред­
полагаемых диплоидных предков: A. atlantica (геном As), 
A. hirtula (As), A. canariensis (Ac), A. ventricosa (Cv) и 
A.  clauda (палеополиплоид с геномом Cp и последова­
тельностями рДНК, родственными геному А). Результаты 
подтвердили некоторые более ранние гипотезы о проис­
хождении полиплоидных видов рода Avena. Тетраплоид­
ные овсы, которые ранее были определены как виды с 
геномом AC, действительно имеют эту геномную консти­
туцию. Полученные данные не подтверждают гипотезу 
о наборе генома CD у тетраплоидных видов A. magna, 
A. murphyi и A. insularis. При этом последовательности 
генома D не обнаружены у тетраплоидных овсов с гено­
мом AC, родственных овсам с геномом ACD. 

Последовательности, связанные с геномом А, возмож­
но, были унаследованы от As-геномного вида A. atlantica, в 
то же время последовательности, связанные с геномом D, 
образовались уже у гексаплоидного овса или были взяты 
от неизвестного предка, родственного A. clauda. Обнару­
жено, что AB-тетраплоидный овес, возможно, унаследо­
вал свои риботипы генома А от A. atlantica (As1-риботип), 
тогда как их риботип B генома специфичен и может быть 
производным от семейства геномов A. Последовательно­
сти генома А у видов генома ACD рода Avena, вероятно, 
были унаследованы от A. murphyi (AC). Последователь­
ности, связанные с геномом C, могли быть получены 
от диплоидного вида A. ventricosa. Все гексаплоидные 
виды демонстрируют другой рисунок риботипов, чем 
тетраплоиды; основные риботипы, A. fatua, A. ludoviciana 
и A. sterilis, вероятно, принадлежат к D-группе и также 
являются общими с одним из основных риботипов дипло­
идного вида A. clauda (Gnutikov et al., 2023).

Заключение
Таким образом, на основании комплексного изучения 
полного внутривидового разнообразия из разных зон 
ареала культурных видов овса и анализа данных по 
географическому распределению ареалов форм и видов 
подтверждено, что место наибольшего распространения 
и формообразования видов рода Avena находится в за­
падной части Средиземноморского центра происхождения 
культурных растений, а именно: на территории северо-
западной части Африканского континента и частично 
на юго-западной оконечности Европы. Установлено, что 
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процесс формирования гексаплоидных видов шел также 
в западной части Средиземноморья, и затем при продви­
жении на восток эти формы стали занимать все большие 
пространства в районе Юго-Западного Азиатского центра, 
образуя большое внутривидовое разнообразие диких и 
переходных сорных форм к культурным видам гекса­
плоидного овса. Благодаря анализу внутривидового раз­
нообразия староместных сортов были уточнены центры 
формообразования всех культурных видов овса.

Проведенный с помощью методов NGS филогенети­
ческий анализ представительного внутривидового разно­
образия культурных и диких видов рода Avena показал, 
что диплоидные виды с вариантами генома А в дей­
ствительности являются не первичными диплоидами, а 
своеобразным средиземноморским интрогрессивно-ги­
бридизационным комплексом видов, спорадически всту­
пающих в межвидовые гибридизации. Установлено, что 
тетраплоидный культурный вид A. abyssinica, вероятнее 
всего, происходит от дикого вида A. vaviloviana. Анализ 
путей одомашнивания культурных видов овса A. sativa и 
A. byzantina показал, что наиболее массовый риботип гек­
саплоида A. sativa унаследован от A. ludoviciana, а второй 
по массовости – от A. magna, в то же время A. byzantina 
обладает двумя уникальными семействами риботипов, 
скорее всего, унаследованными от вымершего вида овса 
или криптовида, до настоящего времени не обнаружен­
ного. Гексаплоидные дикие виды демонстрируют другой, 
чем тетраплоиды, рисунок риботипов. Основные риботи­
пы A. fatua, A. ludoviciana и A. sterilis, вероятно, принад­
лежат к D-группе и также являются общими с одним из 
основных риботипов диплоидного вида A. clauda.
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Аннотация. Пшеница, являясь одной из трех основных продовольственных культур мира, занимает самый ши-
рокий ареал за счет адаптивности к разнообразным условиям возделывания. В обзоре рассматриваются поли-
морфизм и аллельная изменчивость генов Vrn (от англ. response to vernalization), контролирующих важнейшие 
адаптационные признаки пшениц – тип (яровость vs. озимость) и скорость развития у диких и возделываемых 
видов пшениц (род Triticum L.). Суммируется информация об аллельном разнообразии генов Vrn и обсуждается 
связь полиморфизмов этих генов на молекулярном уровне с их влиянием не только на признак «тип развития 
(яровость vs. озимость)», но и на признак «скороспелость (длина вегетационного периода яровых растений, 
ДВП)» у ди-, тетра- и гексаплоидных видов. Предпринята попытка связать полученную информацию о мута-
циях (полиморфизмах) доминантных аллелей генов Vrn с выраженностью наиболее важного с хозяйственной 
точки зрения признака «продолжительность ДВП (скороспелость)», которая ранее в обзорах не предприни-
малась. Рассматривается влияние мутаций (полиморфизмов) в последовательностях рецессивных генов vrn 
на признак «потребность в яровизации» у озимых форм растений пшениц и выполнена его формализация. 
Обсуждается эволюция озимости/яровости в роде Triticum. На основе выявленных полиморфизмов построена 
схема филогенетических взаимодействий аллелей генов Vrn и рассматриваются возможности расширения по-
лиморфизма по доминантным генам Vrn и их аллелям за счет видов-сородичей и редко используемых алелей и 
перспективы селекции на изменение ДВП (скороспелости) для конкретных зон возделывания.
Ключевые слова: пшеница; гены Vrn; яровость; озимость; длина вегетационного периода; скороспелость.
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Abstract. Wheat is one of three main food crops around the world, which has the largest distribution area due to its 
adaptation to the different environments. This review considers polymorphisms and allelic variation of the vernaliza-
tion response genes Vrn controlling the major adaptation traits in wheats (the genus Triticum L.): growth habit (spring 
vs. winter) and length of vegetative period (earliness). The review summarizes available information on the allelic 
diversity of the Vrn genes and discusses molecular-level relationships between Vrn polymorphisms and their effect 
on growth habit (spring vs. winter) and earliness (length vegetative period in spring plants) in di-, tetra- and hexa-
ploid wheat species. A unique attempt has been made to relate information on mutations (polymorphisms) in domi-
nant Vrn alleles to the values of the commercially most important trait “length of plant vegetative period (earliness)”. 
The effects of mutations (polymorphisms) in the recessive vrn genes on vernalization requirement in winter wheats 
are considered, and this trait was formalized. The evolution of the winter/spring growth habit in the genus Triticum 
species is discussed. A scheme of phylogenetic interactions between Vrn alleles was constructed on the basis of these 
polymorphisms; the paper considers the possibilities to enhance the diversity of polymorphisms for the dominant 
Vrn genes and their alleles using wheat related species and rarely used alleles and discusses the prospects of breeding 
for improved earliness for concrete agroecological zones.
Key words: wheat; Vrn genes; winter/spring growth habit; length of plant vegetative period; earliness.
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Введение
У многих видов культурных и дикорастущих травянистых 
растений умеренного климатического пояса имеются яро- 
вые (криофобные) и озимые (криофильные) формы, воз
никшие как результат их адаптации к условиям произрас-
тания (Гупало, Скрипчинский, 1971). Яровые растения 
проходят весь цикл развития в течение одного вегетацион
ного сезона, в то время как озимые не переходят к генера
тивному развитию без предварительного воздействия низ
кой температурой.

У диких и возделываемых видов пшениц задержка 
перехода от вегетативного развития к генеративному опре-
деляется генами Vrn (от англ. response to vernalization), 
регулирующими тип (яровость vs. озимость) и скорость 
развития, генами Vrd (от англ. response to duration vernali­
zation requirement), контролирующими продолжитель-
ность яровизации у озимых форм, и генами Ppd (от англ. 
response to photoperiod ), отвечающими за реакцию на 
длину дня (чувствительность к фотопериоду). Любой из 
доминантных генов Vrn, а именно Vrn-1 (Yan et al., 2003), 
Vrn-3 (Yan et al., 2006) и Vrn-D4 (Kippes et al., 2016), обу
словливает яровой тип развития и эпистатичен аллелям 
озимого типа развития. Исключение – доминантный ген 
Vrn2, описанный у Triticum monococcum L. (Yan et  al., 
2004a), контролирующий озимый тип развития и не функ
циональный у полиплоидных пшениц.

Одной дозы любого доминантного аллеля гена Vrn, кро
ме Vrn2, достаточно, чтобы растение развивалось по яро-
вому типу (Pugsley, 1971; Yan et al., 2004b; Fu et al., 2005; 
Knippes et al., 2018). Озимые сорта гексаплоидных пшениц 
гомозиготны по рецессивным аллелям одновременно во 
всех трех генах Vrn-1 (Стельмах, 1987), тетраплоидных 
пшениц – по двум генам, Vrn-A1 и Vrn-B1, так как до-
минантные гены Vrn-3 и Vrn-D4 не имеют рецессивных 
аллелей, поэтому все озимые сорта несут их нуль-аллели. 
Взаимодействие генов Vrd и Vrn не определено. В ряде 
работ предложены схемы взаимодействия генов Vrn с ге
нами Ppd (Chen A. et al., 2014). Однако механизмы, ле-
жащие в основе взаимодействий этих генов, до конца не 
изучены (Гончаров, 2012; Киселёва, Салина, 2018). По 
экспертным оценкам, на систему генов Vrn приходится 
до 75 %, а генов Ppd – около 20 % контроля изменчиво-
сти по признаку «длина вегетационного периода» (ДВП) 
(Стельмах, 1981). Третья группа локусов EPS (от англ. 
earliness per se), контролирующих собственно скороспе-
лость, характеризуется полигенным контролем (van Beem 
et al., 2005; Royo et al., 2020) и обусловливает не более 5 % 
изменчивости по ДВП (Стельмах, 1981). 

Гены Vrn-1, контролирующие адаптивность растений 
пшеницы к условиям произрастания (признаки «яровость-
озимость» и «скороспелость»), относятся к транскрип
ционным факторам (Trevaskis et al., 2003; Yan et al., 2003), 
детермирующим экспрессию многих генов, участвующих 
в контроле онтогенеза. Наличие мутаций в таких генах 
приводит не только к нарушению их функции, но и к зна
чительным изменениям фенотипа растения. У  пшениц 
ДВП (скороспелость) – важнейшая характеристика, поз
воляющая как диким, так и возделываемым видам мак-
симально полно использовать всю продолжительность 
благоприятного для развития растений весенне-летнего 

сезона. При этом гены Vrn опосредованно влияют на 
продуктивность растений, а также на их устойчивость к 
стресс-факторам, таким как засуха, низкие температуры, 
вредители, болезни и пр. (Zotova et al., 2019).

В настоящей статье рассмотрены результаты современ-
ных молекулярно-генетических исследований контроля 
типа (яровость/озимость) и влияние аллельного разнооб
разия генов Vrn на ДВП у яровых форм.

Число локусов Vrn у пшениц
К настоящему времени описано шесть доминантных ге
нов Vrn, а именно: три Vrn-1 (Yan et al., 2003), два Vrn-3 
(Nishimura et al., 2018), один Vrn-D4 (Kippes et al., 2016), 
и один рецессивный vrn-2 (Yan et al., 2004a), обусловли-
вающих яровой тип развития. Рассмотрим их основные 
характеристики.

Локус VRN-1. У ди-, тетра- и гексаплоидных пшениц 
наиболее часто яровой тип развития контролируется гена-
ми Vrn-1 (Генотипы…, 1985; Каталог…, 1987; Goncharov, 
1998; Лысенко и др., 2014; и др.). Они локализованы на 
дистальных участках длинных плеч хромосом 5-й го
меологической группы: Vrn-A1 – на 5АL (Law et al., 1976; 
Galiba et al., 1995; Dubcovsky et al., 1998), Vrn-B1 – на 
5BL (Barrett et al., 2002; Iwaki et al., 2002) и Vrn-D1 – на 
5DL (Law et al.,1976). Показано, что гены Vrn-1 являются 
ортологами генов идентичности меристемы Arabidopsis 
thaliana (L.) Heynh. CAULIFLOWER (CAL), APETALA1 
(AP1) и FURITFULL (FUL), контролирующих переход 
генеративной меристемы в цветочную (Ferrándiz et al., 
2000; Yan et al., 2003; Preston, Kellogg, 2006; Dhillon et al., 
2010). Обнаружено, что в дополнение к роли в развитии 
плодолистиков и плодов у арабидопсиса, ген FUL также 
контролирует у него сроки зацветания  (Ferrándiz et al., 
2000). Позже был выявлен и охарактеризован еще один 
ген, WAP1 (Wheat APETALA1), как AP1-подобный ген 
MADS-box у мягкой пшеницы, являющийся активато
ром перехода от вегетативного развития к генеративно- 
му  (Yan  et al., 2003). Его экспрессия начинается перед 
переходом растений к генеративному развитию и сохра-
няется до их созревания (Murai et al., 2003). Показано, 
что WAP1 у пшеницы соответствует гену Vrn-1 (Trevaskis 
et al., 2003). 

Для доминантных аллелей Vrn-A1 характерны инсерции 
и/или делеции в промоторной области гена, инсерции 
и/ или делеции и SNP в последовательности 1-го интрона 
по сравнению с нативным рецессивным геном vrn-A1 
(Приложение)1. Большинство доминантных аллелей гена 
Vrn-B1 отличается от рецессивного аллеля vrn-B1 наличи-
ем делеций в первом интроне. Делеции или инсерции в 
1-м интроне характерны также для доминантных аллелей 
гена Vrn-D1. 

Несмотря на то что с использованием молекулярно-
биологических методов было описано множество аллелей 
доминантных генов Vrn (Yan et al., 2004a, b; Fu et al., 2005; 
Liu et al., 2012; Milec et al., 2023), их влияние на признаки 
«продолжительность яровизации» и «время цветения» не 
всегда определялось (фиксировалось) исследователями 
(см. Приложение). 
1 Приложение см. по адресу: 
https://vavilovj-icg.ru/download/pict-2023-27/appx29.pdf
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Локус VRN-2. Ген Vrn2 (Vrn-Am2) выявлен только у 
диплоидной пшеницы T. monococcum (Dubcovsky et al., 
1998). Он был картирован в дистальной части длинного 
плеча хромосомы 5Аm внутри сегмента, перемещенного 
из 4АmS (Dubcovsky et al., 2006). Показано, что локус 
VRN-2 включает два тесно сцепленных гена, CCT ZCCT1 
(zinc finger and CCT domain 1) и ZCCT2 (zinc finger and 
CCT domain 2). Предполагалось, что экспрессия Vrn-2 
подавляется яровизацией (Yan et al., 2004a). Однако было 
установлено, что главным детерминантом экспрессии 
Vrn- 2 у диплоидных пшениц T. monococcum и T. boeoti­
cum Boiss. и ячменя Hordeum vulgare L. является длина 
светового дня (Dubcovsky et al., 2006; Trevaskis et al., 2006).

Последовательность гена Vrn-2 обнаружена у образцов 
озимой мягкой пшеницы Jagger и 2174. Ни в последова-
тельности гена Vrn-A2 в геноме A, ни в последовательно-
сти гена Vrn-D2 не выявлены аллельные варианты (Chen Y. 
et al., 2009). Две дуплицированные копии Vrn-B2 были 
найдены в образце 2174. Аллель Vrn-B2 не был выделен из 
Jagger, что указывает на наличие у него нуль-аллеля этого 
гена. Нулевой аллель не оказывал влияния на время цве-
тения в сегрегированной популяции. Картирование гена 
Vrn-B2 показало, что обе его копии у образца 2174 были 
тесно связаны с SNP в хромосоме 4BL, что указывает на 
то, что дуплицированные гены Vrn-B2 были расположены 
тандемным образом в одном и том же локусе. Идентичные 
последовательности Vrn-B2 обнаружены в последователь-
ностях контигов из 4BS, 2BS и 5DL Chinese Spring (CS) 
(International Wheat Genome Sequencing Consortium..., 
2018). У Aegilops squarrosa L. (Ae. tauschii Coss.) последо-
вательность гена Vrn-D2 не обнаружена (Chepurnov et al., 
2023). Таким образом, ген Vrn-2 у тетра- и гексаплоидных 
видов пшениц не функционален (Tan, Yan, 2016).

Локус VRN-3. Доминантный ген Vrn-B3 (ранее обозна-
чался как Vrn 5 или Vrn-B4) картирован на коротком плече 
хромосомы 7B с использованием 82 рекомбинантов от 
скрещивания сорта CS с замещенной линией CS/Hope 7B 
(Yan et al., 2006). Ген активируется яровизацией и длин-
ным днем и идентифицирован как ортолог FLOWERING 
LOCUS T (гена FT) Arabidopsis (Yan et al., 2006; Cockram 
et al., 2007). Понимание роли TaFT в регуляции цветения 
осложняется существованием аналогичной (на 78 % иден-
тичной) паралогичной копии FT2 как у мягкой пшеницы 
(TaFT2), так и у ячменя (HvFT2) (Yan et al., 2006; Faure  
et al., 2007). Поскольку дупликация TaFT/TaFT2 произо
шла после расхождения между этими злаками и Arabi­
dopsis, она не зависит от дупликации FT/TSF – сестры-
близнеца FT, обнаруженной у резуховидки (Li, Dubcov
sky, 2008). 

Доминантный ген Vrn-A3 (гомолог гена Vrn-B3) обнару-
жен только у тетраплоидных пшениц и картирован в ко
ротком плече хромосомы 7A (Nishimura et al., 2018). У мяг- 
ких пшениц он, вероятно, не имеет гомологов и, как ген 
vrn-2, выявленный у T. monococcum, нефункционален. 

Локус VRN-4. Доминантный ген Vrn-D4 первона-
чально обнаружен у линии Gabo-2 (Knott, 1959; Pugsley, 
1972; Goncharov, 2003), выделенной из австралийского 
коммерческого сорта мягкой пшеницы Gabo. Он локали-
зован в хромосоме 5D (Kato, 1993), а позже картирован в 

центромерной области этой же хромосомы (Kippes et al., 
2015). В настоящее время предполагают, что доминантный 
ген Vrn-D4 мог возникнуть у полиплоидных пшениц в 
результате транслокации фрагмента размером ~290 т. п. н. 
из длинного плеча хромосомы 5A в проксимальную об-
ласть короткого плеча хромосомы 5D (Kippes et al., 2015). 
Транслоцированный участок включает копию гена Vrn-A1, 
в которой произошел ряд мутаций в кодирующих и регу-
ляторных областях (Kippes et al., 2015). 

Ген экспрессируется на ранних стадиях развития яро
вых растений2, при этом в его последовательности отсут-
ствуют ранее описанные для доминантного гена Vrn-A1 
мутации, обусловливающие яровой тип развития у мягкой 
пшеницы (Yan et al., 2003, 2004b). Вместо них доминант-
ный ген Vrn-D4 имеет три близкорасположенных SNP в 
области первого интрона, где находится сайт связывания 
белка TaGRP2, описанного как отрицательный регулятор 
для Vrn-А1 (Fu et al., 2005). 

Генов-гомологов Vrn-4 в геноме B к настоящему вре-
мени не описано. У Ae. tauschii, донора генома D гекса-
плоидных пшениц, доминантный ген Vrn-D4 не выявлен 
(Chepurnov et al., 2023), следовательно, мутация возникла 
уже у полиплоидов.

Таким образом, яровые формы пшениц несут мутации 
в промоторе или первом интроне генов Vrn (Yan et al., 
2004b; Fu et al., 2005). При этом большинство описан-
ных к настоящему времени доминантных аллелей генов 
Vrn-1, а именно: Vrn-A1a, Vrn-Am1a, Vrn-A1b, Vrn-A1d, 
Vrn-A1e, Vrn-Am1g, Vrn-A1h и Vrn-A1i, несут мутации в 
промоторной области в VRN-боксе, включая SNP, индели 
или его полную элиминацию (Shcherban, Salina, 2017). 
Выявленные мутации в генах Vrn представлены в При-
ложении. Данные о локализации генов Vrn в хромосомах 
суммированы в табл. 1. Они подтверждены в молекулярно-
генетических исследованиях (Киселева, Салина, 2018). 

Факт, что доминантные аллели генов Vrn-1 несут встав-
ки и делеции по сравнению с рецессивными (интактными) 
аллелями, может указывать на то, что они эволюционно 
моложе (Milec et al., 2023). Это позволяет построить их 
филогенетические взаимоотношения (см. рисунок).

Яровизация озимых и яровых пшениц  
и ее молекулярно-генетическая сеть
Яровизация – это потребность в воздействии низкими тем-
пературами, определяющими переход озимых растений от 
вегетативного развития к генеративному у видов, адапти-
рованных к умеренному климату. Она является механиз-
мом, обеспечивающим растениям успешную перезимовку 
вследствие задержки их в состоянии укороченных побе
гов до начала зимы и последующего развития растений 
при наступлении благоприятного весенне-летнего сезона. 
Считается, что озимые растения несут рецессивные (на-
тивные) аллели генов vrn, мутации в любом из которых 
могут приводить к частичному или полному подавлению 
потребности в яровизации (Fu et al., 2005; Milec et al., 
2023) и смене озимого типа развития на яровой. Яровые 
растения выколашиваются без яровизации, хотя поздне-
2 См. шкалы роста и развития в работе Т.Т. Ефремовой и Е.В. Чумановой 
(2023).
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спелые яровые формы, в том числе и двуручки3, могут 
отзываться на яровизацию ускорением своего развития и 
сокращением длины вегетационного периода. Феномен 
яровизации поздних яровых изучен слабо. Считается, что 
она предохраняет их при озимом посеве в южных широтах 
от поврежения ранними осенними заморозками.

Существенным препятствием для исследования пере-
хода к генеративному развитию является некорректное 
определение функции аллелей генов Vrn. Это обусловлено 
путаницей в терминах, которую внесли австралийские 
ученые A.T. Pugsley (1968) и R.A. McIntosh (1973), не
удачно заменившие ранее используемое название при
знака «яровость» (англ. spring growth) (Tsunewaki, 1962) на 
«реакция на яровизацию» (англ. response to vernalization) 
(Pugsley, 1971) (см. табл. 1). Для этой замены терминов 
были определенные причины (Pugsley, 1968), правда, 

3 Двуручки – это агротехнологическая характеристика. Их можно выра-
щивать как при озимом, так и при яровом посеве в виде страховой культу-
ры. В настоящее время в Госреестр включены три сорта двуручек, создан-
ных в Центре зерна им. П.П. Лукьяненко (г. Краснодар) (Государственный 
реестр…, 2023).

они больше умозрительного характера. Однако и позже 
молекулярный биолог J. Dubcovsky также не смог сориен-
тироваться в проблеме и закрепил эту терминологическую 
путаницу в последующих редакциях «Каталога генных 
символов пшеницы» (McIntosh et al., 2013). Полагаем, 
что обозначение генов Sg (spring growth) более адекват
но (Goncharov, 2004) и позволяет формализовать признак 
«яровость vs. озимость». Его классификация основана на 
генотипе, а не на фенотипе растения (Steinfort et al., 2017). 

Отметим, что данные по генотипированию и фенотипи-
рованию сортов могут не всегда совпадать (см. Makhoul, 
2022, табл. 2). Это касается возделывания яровых форм 
в южных районах восточного полушария при посеве под 
зиму (Makhoul et al., 2022). К сожалению, работ, в которых 
фенотип «определятся» (постулируется) в зависимости от 
сроков (сезона) сева, становится все больше (Steinfort et 
al., 2017). A.T. Pugsley (1983) начинает рассмотрение во-
проса о терминологии с «озимости», т. е. физиологическо-
го состояния растения пшеницы, требующего для коло-
шения воздействия низкими температурами (яровизации), 
а следовательно, имеющего «реакцию на яровизацию».

Таблица 1. Локализация генов в хромосомах и возможные генотипы яровых и озимых форм  
(из: Гончаров, 2012, с изменениями)

Тип  
развития

Генотипы (гаплоидные)  
яровых и озимых сортов

Аллелизм и локализация  
генов в хромосомах

Литературный источник

Для тетра- и гексаплоидных пшениц
по гипотезе и данным K. Tsunewaki, B.S. Jenkins (1961) и K. Tsunewaki (1962)

Яровой Sg1Sg2Sg3*
sg1sg2sg3
Sg1sg2Sg3*

Sg1–Sg1c–sg1 (5D) Tsunewaki, Jenkins, 1961;  
Tsunewaki, 1962

Sg1cSg2cSg3* Sg2–Sg2c–sg2 (5A)

Sg1cSg2Sg3* 
Sg1cSg2Sg3*

Sg3–sg3 (2B)

sg1sg2sg3Sg5* Sg5–sg5 (5B) Singh, 1967

Озимый sg1sg2Sg3 Tsunewaki, 1962

По гипотезе A.T. Pugsley (1972) и данным ряда авторов

Яровой Vrn-A1vrn-B12vrn-D1 Vrn-A1–vrn-A1 (5AL) Law et al., 1976

vrn-A1Vrn-B12vrn-D1 Vrn-B1–vrn-B1 (5BL) Barrett et al., 2002

vrn-A1vrn-B12Vrn-D1 Vrn-D1–vrn-D1 (5DL) Law et al., 1976

vrn-A1vrn-B12vrn-D1Vrn-B3 Vrn-B3 (7BS)** Yan et al., 2006 

vrn-A1vrn-B12vrn-D1Vrn-A3 Vrn-A3 (7AS)** Nishimura et al., 2018

vrn-A1vrn-B12vrn-D1Vrn-D4 Vrn-D4 (5DS)** Kippes et al., 2014

и любые сочетания доминантных генов

Озимый vrn-A1vrn-B1vrn-D1 Pugsley, 1972

Для диплоидных пшениц T. boeoticum, T. monococcum 
по гипотезе J. Dubcovsky et al. (1998) и данным ряда авторов

Яровой Vrn-A1vrn-A2 Vrn-A1-vrn-A1 (5AL) Dubcovsky et al., 1998

vrn-A1vrn-A2 Vrn-A2–vrn-A2 (4AL) Yan et al., 2004b

Озимый vrn-A1Vrn-A2 Dubcovsky et al., 1998

  * Яровой тип развития наблюдается при любом аллельном состоянии гена Sg3.
** Не имеют рецессивных аллелей.
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Следующий вопрос – условие фенотипирования об-
разцов пшеницы по признаку «тип развития (яровость vs. 
озимость)». Признак фенотипируется как качественный 
морфологический признак (Goncharov, 2004). Фенотипы 
(растения) различаются по наличию/отсутствию перехода 
к генеративному развитию в течение одного сезона. Сорта 
пшеницы по данному признаку фенотипируются летом, 
при высоких положительных температурах (провокацион-
ный фон), непосредственно в процессе вегетации, после 
высадки в поле или теплице. 

Признак «реакция на яровизацию» – количественный, 
поэтому фенотипирование образцов необходимо прово-
дить с использованием низких положительных темпера
тур (яровизации). Решающим в таком случае окажется во-
прос о продолжительности яровизации (Долгушин, 1935). 
Яровым растениям (даже позднеспелым) яровизация для 
перехода к генеративному развитию не требуется. Вы-
работка единого подхода для фенотипирования «яровой/ 
озимость» даст возможность корректно сравнивать все 
имеющиеся результаты исследований.

В базе данных Wheat Trait Ontology признаки «яровиза-
ция (тип развития)» и «скороспелость» лежат в категории 
Trait подкатегории Development и связаны с фенотипом 
растений (Nédellec et al., 2020). Признак «реакция на яро
визацию» в ней отсутствует и принадлежит другой кате-
гории – Response to environmental conditions, т. е. является 
реакцией растений на воздействие внешней среды (на 
стрессирующий фактор). 

Важной частью единого подхода в определении и 
фенотипировании признака является не только термино-
логия, но и символика генов пшениц. Переход контроля 
над символикой генов пшениц от одной группы исследо-

вателей (Ausemus et al., 1946) к другой (McIntosh et al., 
1973) административно закрепил эту терминологическую 
путаницу. Поэтому, несмотря на аббревиатуру Vrn и на-
личие реакции на яровизацию у позднеспелых яровых 
сортов и сортов-двуручек, более адекватен термин «тип 
развития (яровость vs. озимость)». Термин же «реакция 
на яровизацию» оставим для озимых форм (Файт и др., 
2018). Контролируют ли рецессивные гены vrn собственно 
реакцию на яровизацию у озимых сортов – вопрос до сих 
пор открытый. Рассмотрим его подробнее.

Полиморфизм рецессивных аллелей vrn  
у озимых пшениц
Все известные на сегодняшний день доминантные гены 
Vrn, контролирующие качественное отличие между яро-
выми и озимыми формами пшениц, клонированы. Пред-
ложены две взаимоисключающие гипотезы о том, что 
продолжительность яровизации у озимых форм может 
быть обусловлена изменчивостью рецессивных аллелей 
vrn-A1, определяющих озимый тип развития (Pugsley, 
1971; Chen Y. et al., 2009, 2010), либо независимой от них 
системой генов (Gotoh, 1979; Булавка, 1984; Файт, 2003, 
2006а, б; Stelmakh et al., 2005), не связанных с экспрессией 
рецессивных генов vrn. 

Данный процесс очень плохо изучен генетически  и 
совсем не изучен молекулярно-биологически. В настоя
щее время очевидно, что выявленные у озимых сортов 
пшеницы полиморфизмы по рецессивным генам vrn не 
могут объяснить количественные различия у них в про-
должительности яровизации (табл. 2). Не сообщалось ни 
об одном исключении, которое сделало бы эту генетиче-
скую модель недействительной, когда многочисленные 

Common ancestor

×

Ancestor of genus Triticum

T. urartu:
recessive vrn1, vrn-A1u

T. araraticum:
Vrn-Ab, Vrn-A1f

T. timopheevii:
Vrn-A1f

Ae. speltoides

Tetraploid wheat

T. aestivum:  
Vrn-Aa, Vrn-A1b,  
Vrn-A1f, vrn-A1u

T. carthlicum: Vrn-A1e
T. durum: Vrn-A1b, Vrn-A1e, vrn-A1u
T. polonicum: Vrn-A1b
T. turanicum: Vrn-A1b, Vrn-A1f, vrn-A1u
T. turgidum: Vrn-Ab, Vrn-A1d, vrn-A1u
T. aethiopicum: vrn-Au

Ae. tauschii
T. boeoticum:
recessive vrn1,  

Vrn-A1h, Vrn-A1g

T. monococcum:
recessive vrn1,  

Vrn1f, Vrn1g, Vrn-A1g

T. sinskajae:
recessive vrn1

T. dicoccoides:
Vrn-Ab, Vrn-A1d,  

Vrn-A1dic, Vrn-Af, vrn-Au

T. dicoccum:
Vrn-A1a, Vrn-A1b,  

Vrn-A1e, vrn-Au

Ancestor of genus Aegilops

Схема эволюции родов Triticum и Aegilops (по: Goncharov, 2011, с дополнениями). 
Аллели гена Vrn-A1 у видов пшеницы представлены под названиями видов (из: Konopatskaia et al., 2016, с дополнениями).
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Таблица 2. Полиморфизм рецессивных аллелей генов Vrn у пшениц

Локус/ген Аллель Мутация Образец Литературный  
источник

Диплоидные пшеницы (2n = 2x = 14)

Vrn-A1 vrn-A1u Идентична аллелю Vrn-А1u  
полиплоидных пшениц

T. urartu Thum. ex Gandil.  IG 44829 Golovnina et al., 2010

VRN-2 (ZCCT1) vrn2 Точечная мутация в положении 35  
в кодирующей области домена CCT

T. monococcum DV92 Yan et al., 2004а

vrn2 Полная делеция ZCCT1 T. monococcum

vrn2 Данные не приводятся T. monococcum TRI 17025  Shcherban et al., 
2015b

Тетраплоидные пшеницы (2n = 4x = 28)

Vrn-A1 vrn-A1b.3 Делеция одного нуклеотида  
и делеция 20 п. н. ниже VRN-бокса

T. turgidum PI 223173,  
T. durum PI 655432

Muterko et al., 2016

vrn-A1b.4 » T. dicoccoides PI 466941

Гексаплоидные пшеницы (2n = 6x = 42)

Vrn-A1 vrn-1a / vrn-A1b C/T SNP в экзоне 4 Jagger (PI 593688) /2174 (PI 602595) Chen Y. et al., 2009

vrn-A1b.3 Делеция одного нуклеотида выше  
и делеция 20 п. н. ниже VRN-бокса

T. spelta L. PI 168680
T. vavilovii Jakubz. PI 428342

Muterko et al., 2016

Vrn-B1 vrn-B1 Делеция 1 п. н. в 5’ UTR + 8 п. н. в начале 
второй делеции 

i: Triple Dirk C Yan et al., 2004b

Vrn-D1 vrn-D1 Делеция 1 п. н. в 5’ UTR + 15 п. н. в начале 
второй делеции

i: Triple Dirk C

Vrn-D1 vrn-D1r SNP в CArG-бокса промотора vrn-A1 Strejčková et al., 2021; 
Makhoul et al., 2022

Vrn-B3 Нуль-аллель cv. Yanzhan 4110 Chen F. et al., 2013

Примечание. Мутации в рецессивных аллелях гена vrn-A1 у гексаплоидой пшеницы (Chen Y. et al., 2009) и гена Vrn-2 у диплоидной пшеницы (Yan et al., 
2004b) находятся в кодирующих областях.

сорта/зародышевая плазма из разных видов пшеницы, 
различающихся по уровню плоидности, подвергались 
скринингу с использованием молекулярных маркеров 
для рецессивных аллелей каждого из трех генов Vrn-1 
(Yan et al., 2003, 2004a, b; Fu et al., 2005; Bonnin et al., 
2008; Zhang X.K. et al., 2008; Santra et al., 2009; Chen Y. et 
al., 2010). Исключение – полиморфизм по генам Vrn-3B 
и Vrn-4D, у которых рецессивный аллель представлен 
только нуль-аллелем. 

Аллели, имеющие однонуклеотидные полиморфизмы 
(SNP) в экзоне 4 рецессивного гена vrn-A1, связаны с ре-
гуляцией развития озимых растений и обозначены vrn- A1a 
у сорта Jagger (PI 593688) и vrn-A1b у образца  2174 
(PI  602595). При полевой оценке популяции из 96 RIL 
от скрещивания Jagger c 2174 Y. Chen с коллегами (2009) 
продемонстрировали, что генотип с аллелем vrn-A1a ха-
рактеризовался более ранним выходом в трубку. В то же 
время влияние алелей на продолжительность яровизации 
экспериментально не проверялось.

Растения с гаплотипом 3_SNP показали более высокие 
уровни транскрипции гена Vrn-A1, чем растения с гапло
типом 1_SNP (Kippes et al., 2018). Сделано предположе
ние, что однонуклеотидный полиморфизм в регуляторном 
сайте первого интрона, возможно, связан с различиями в 
продолжительности яровизации у озимой пшеницы. От-
метим, что попытка N. Kippes с коллегами (2018) показать 

связь однонуклеотидных замен в рецессивном гене vrn-А1 
с продолжительностью яровизации неубедительна, так как 
использовалась озимая изогенная линия Triple Dirk C яро-
вого сорта Triple Dirk, растения которой в поле за четыре 
месяца без яровизации выходили в трубку и часть из них 
колосилась (Гончаров, 2012).

Можно сделать вывод, что все выявленные на сегодняш-
ний день изменения (точечные мутации) в последователь-
ностях рецессивных генов vrn достоверно не влияют на 
продолжительность яровизации озимых образцов пшениц 
(см. табл. 2).

Отметим, что уже довольно давно созданы изогенные 
линии по генам Vrd, контролирующим полиморфизм в 
продолжительности яровизации у озимых сортов мягкой 
пшеницы (Файт, 2006б), которые могут быть использо
ваны в молекулярно-биологических экспериментах. Эти 
гены локализованы на хромосомах у озимой мягкой пше-
ницы: ген Vrd1 – в хромосоме 4А, ген Vrd2 – в 5D (Файт 
и др., 2007). 

Аллельная изменчивость в локусе VRN-2 и ози-
мость. Мутации в регуляторных областях гена Vrn- 1 обу
словливают доминирование яровости, равно как точечные 
мутации гена(-ов) в локусе VRN-2 (аллель vrn-2a) или 
делеция всего гена (аллель vrn-2b) связаны с яровостью 
как рецессивным признаком у диплоидной пшеницы 
T. monococcum и ячменя H. vulgare (Yan et al., 2004b; Dub
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covsky et al., 2005). Множественный аллелизм доминант-
ного гена Vrn-2, контролирующего озимый тип развития, 
не выявлен. Это косвенно говорит об отсутствии связи 
данного гена с контролем продолжительности яровиза-
ции у диплоидных пшениц T. monococcum и T. boeoticum. 
Неизвестно также, какими генами она контролируется у 
ячменя.

Изменчивость доминантных аллелей генов Vrn 
у яровых образцов ди-, тетра- и гексаплоидных 
пшениц и их влияние на длину вегетационного 
периода яровых растений
Значительное число работ посвящено анализу распро
странения доминантных генов Vrn и их аллелей в основ
ных регионах возделывания пшеницы (Каталог…, 1987; 
Goncharov, 1998; Fu et al., 2005; Zhang X.K. et al., 2008; Лы-
сенко и др., 2014; Смоленская и др., 2022; и др.). Показана 
дифференциация регионов по аллелям (Генотипы…, 1985; 
Stelmakh, 1990; Goncharov, 1998). Среди современных сор
тов яровой мягкой пшеницы аллель Vrn-A1a преобладает 
в регионах с холодными зимами, где яровые пшеницы 
высевают только весной. Напротив, доминантные аллели 
генов-гомологов Vrn-B1a и Vrn-D1a присутствуют с вы-
сокой частотой у сортов, возделываемых в средиземно-
морском климате, где яровую пшеницу сеют осенью (под 
зиму) (Stelmakh, 1990; Zhang X.K. et al., 2008; Shcherban et 
al., 2015a). При этом аллель Vrn-D1a появился в Южной 
Европе в 1930-е гг. вместе с генами нечувствительности к 
фотопериоду и короткостебельностью от японских сортов 
мягкой пшеницы (Гончаров, 2012). Возможно ли широкое 
использование, кроме Китая, в селекции (Bonnin et al., 
2008) доминантного гена Vrn-B3 – вопрос открытый и тре-
бует детального изучения. В отечественном сортименте 
этот ген не обнаружен (Лысенко и др., 2014), так же как 
и у потомков сорта Hope (Гончаров, Гайдаленок, 2005), 
донора гена Vrn-B3 для изогенной линии CS/Hope 7B.

Двуручки. В англоязычной литературе двуручки из-
вестны под названием “intermediate” (Flood, Halloran, 
1986). Б.В. Ригин с коллегами считают возможной детер-
минацию ярового типа развития у сортов-двуручек до-
минантным геном Vrn-А1 (Генотипы…, 1985), в то время 
как А.Ф. Стельмах (1981) приписывал сортам-двуручкам 
контроль ярового типа развития исключительно доминат-
ным геном Vrn-В1. В Китае двуручки имеют доминантный 
аллель Vrn-D1b (Zhang X.K. et al., 2008).

Поскольку сорта-двуручки (в англоязычной литературе 
их иногда называют полуяровые – semispring) играют 
важную роль в производстве пшеницы в некоторых ре-
гионах (Файт и др., 2018), было изучено 689 образцов 
Китая для определения частоты и распределения у них 
Vrn-D1b аллеля. Результаты показали, что аллели Vrn-D1a, 
Vrn-D1b и vrn-D1 присутствовали в 27.3, 20.6 и 52.1 %  
изученных образцов соответственно. Анализ родословных 
показывает, что аллель Vrn-D1b произошел от китайских 
местных сортов (Guo et al., 2015). 

Исследование популяции гибридов F2, расщепляющих-
ся по аллелям Vrn-D1b и Vrn-D1a в теплице в условиях 
длинного дня без яровизации, показало, что растения, 
гомозиготные по аллелю Vrn-D1b, выколашивались на 
32 дня позже, чем растения, гомозиготные по аллелю 

Vrn-D1a. Поскольку аллель Vrn-D1b имеет ту же делецию 
в интроне 1, что и Vrn-D1a, и, кроме того, одиночную ну-
клеотидную мутацию в промоторной области и связан с 
факультативным типом развития, авторы предположили, 
что мутация в промоторе может изменять базовый уровень 
активности аллеля Vrn-D1, который уже активен (из-за 
делеции в интроне 1) (Zhang J. et al., 2012). 

Копийность генов Vrn. Изменение числа копий (CNV) 
генов Vrn-1 является одним из источников генетической 
изменчивости у сортов гексаплоидной пшеницы (Díaz 
et al., 2012; Würschum et al., 2015). В большинстве слу-
чаев CNV связаны с изменениями экспрессии генов Vrn 
(Muterko, 2023), тем не менее данные об их влиянии на 
ДВП неочевидны.

Гексаплоидные (2n = 6x = 42) пшеницы
Наиболее важным с хозяйственной точки зрения аспектом 
исследования аллелизма доминантных генов Vrn является 
поиск их функциональной связи с длиной вегетационного 
периода яровых растений. Сведения о продолжительно-
сти ДВП (скороспелости) у яровой пшеницы достаточно 
разнообразны. По мнению К.А. Фляксбергера (1938), у 
мягкой пшеницы она варьирует от 76 до 140 и более дней. 
Другие авторы приводят пределы варьирования от 70–80 
до 120–130 дней (Кумаков, 1980). Нет единого мнения и 
по вопросу классификации коммерческих сортов мягкой 
пшеницы по группам спелости (Гончаров Н.П., Гонча- 
ров П.Л., 2018), которая имеет четко выраженную регио-
нальную компоненту. При этом скороспелость может быть 
связана с различным сочетанием доминантных аллелей 
генов Vrn (см. Приложение). 

Аллели локуса VRN-A1. Распределение яровых сортов 
мягкой пшеницы по группам спелости выявило влияние на 
нее сочетания определенных доминантных генов Vrn и их 
аллелей (Stelmakh, 1993; Лихенко и др., 2014; Смоленская 
и др., 2022). Яровые сорта с доминантным геном Vrn-A1 
обычно более скороспелые, чем сорта с доминантными 
генами Vrn-B1 и Vrn-D1 (Stelmakh, 1993). Показано, что 
основной вклад в сокращение периода «всходы–коло-
шение» определяется доминантным аллелем Vrn-A1a, а 
аллель Vrn-A1b, напротив, обусловливает более позднее 
колошение растений (Ефремова и др., 2016). При этом 
сорта, в генотипе которых имеется доминантный аллель 
Vrn-A1b, встречаются Сибири с пониженной частотой, 8 % 
(Смоленская и др., 2022). Отметим, что аллель Vrn-A1a 
несет инсерцию в промоторной области, а Vrn-A1b – де-
лецию (Yan et al., 2004b). 

В исследовании Б.В. Ригина с коллегами (2021) ультра-
скороспелые линии Рико (к-65588) и Римакс (к-67257) 
имели самую высокую скорость развития от всходов до 
колошения среди образцов яровой мягкой пшеницы из 
всей коллекции ВИР. В их генотипах определено наличие 
доминантных аллелей сразу трех генов Vrn: Vrn-A1, Vrn-B1 
(Vrn-B1a и Vrn-B1c соответственно), Vrn-D1. 

Наличие любого из доминантных аллелей, Vrn-A1a или 
Vrn-A1b, приводит к отсутствию отзывчивости на ярови-
зацию, тогда как наличие любого из доминантных алле
лей генов Vrn-B1 или Vrn-D1 обусловливает «остаточную» 
реакцию и приводит к более позднему цветению растений 
(Stelmakh, 1993). Эти данные подтверждаются исследо-
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ваниями, в которых показано, что доминантные аллели 
Vrn-A1a и Vrn-A1b в сочетании с доминантным геном 
Vrn-B1 могут обеспечить оптимальное время цветения и 
потенциальную высокую урожайность также и в условиях 
Тихоокеанского Северо-Западного региона США (Santra et 
al., 2009), в то время как сорта яровой пшеницы, несущие 
доминантный ген Vrn-D1, могут иметь преимущество в 
условиях штатов Айдахо и Орегона, где вегетационный 
период более продолжительный (Santra et al., 2009). 

Аллели локуса VRN-B1. С использованием изогенных 
линий с разными аллелями гена Vrn-B1, был выявлен 
новый аллель, Vrn-B1c, который, вероятно, связан с де-
терминацией более раннего колошения у позднеспелых 
сортов (Shcherban et al., 2012a). Показано его преоблада-
ние у сортов яровой мягкой пшеницы Западной Сибири и 
Северного Казахстана с моногенным контролем ярового 
типа развития (Shcherban et al., 2012b). В отсутствие эпи
статических эффектов доминантного гена Vrn-A1 этот ал
лель вызывает более раннее колошение по сравнению с 
аллелем Vrn-B1a (Shcherban et al., 2013). Влияние на вре- 
мя колошения аллеля Vrn-B1f аналогично таковому ал-
леля Vrn-B1c, но механизм его регуляции, скорее всего, 
отличается (Strejčková et al., 2021).

Аллели локуса VRN-D1. Доминантный ген Vrn-D1 
встречается только в сортименте гексаплоидных пшениц 
азиатского региона и у ряда итальянских сортов (Stelmakh, 
1993; Goncharov, 1998). K. Iwaki с коллегами (2000, 2001) 
обнаружили доминантный аллель Vrn-D4 у многих сор
тов яровой мягкой пшеницы из различных регионов мира 
(55 из 272 изученных сортов). Наиболее высокая частота 
его встречаемости была у образцов из Индии и соседних 
с ней стран (Iwaki et al., 2000, 2001). Ранее этот доминант-
ный ген был обнаружен у большинства образцов индий-
ского гексаплоидного вида-эндемика T. sphaerococcum 
Perciv. (Гончаров, Шитова, 1999).

При анализе яровых образцов Ae. tauschii, собранных на 
Ближнем Востоке, выявлен доминантный аллель Vrn-D t1 с 
делецией 5.4 т. п. н. в первом интроне (Takumi et al., 2011). 
Позже был описан еще один доминантный аллель (Che
purnov et al., 2023). Наличие данного аллеля не влияло на 
время колошения.

Все идентифицированные вариации в трех гомеологах 
Vrn-1 пшеницы были обозначены как отдельные аллели, 
но не для всех из них было экспериментально подтверж-
дено влияние на ДВП (скороспелость) (см. Приложение).

Аллели локуса VRN-B3. Нуклеотидные замены или 
инсерции/делеции в копиях в геномах A и D гена FT 
(Vrn-B3) у 239 местных, стародавних и современных ком
мерческих сортов различного географического проис-
хождения пшеницы можно связать с различиями по ДВП 
(Bonnin et al., 2008). Но, в отличие от Vrn-1, эпистатиче-
ского взаимодействия между гомеологическими копия
ми FT не обнаружено (Bonnin et al., 2008). Сверхэкспрес- 
сия гена TaFT в трансгенных растениях T. aestivum зна-
чительно ускоряла их цветение по сравнению с нетранс-
генным контролем (Yan et al., 2006).

Отсутствие изогенных линий не позволяет сравнить его 
различные аллели по силе фенотипического проявления. 
Заметим, что в старших беккроссах линия 620 с Vrn-B3 
колосилась значительно позже (Гончаров, 2012). Более 

позднее колошение также отмечено у сортов, несущих 
различные аллели Vrn-B3, Vrn-B3a и Vrn-B3b (Chen F. 
et al., 2013), Vrn-B3d и Vrn-B3e (Berezhnaya et al., 2021).

С использованием молекулярных маркеров для генов 
Vrn-A1, Vrn-B1, Vrn-D1 и Vrn-B3 охарактеризовано 278 ки
тайских сортов яровой мягкой пшеницы. Самыми ранни-
ми были сорта, имеющие в генотипе от трех до четырех 
доминантных генов Vrn, включая редкий доминантный 
ген Vrn-B3 (в среднем 30–31 день до колошения), за 
которым следовали одно-, двух- или трехгенные комби-
нации, включая доминантный ген Vrn-A1, но не Vrn-B3 
(в среднем 38 дней до колошения). На основании этих 
данных доминантные гены Vrn-1 были ранжированы по 
их влиянию на сокращение ДВП у китайских сортов: 
Vrn-A1 > Vrn-B1 > Vrn-D1 (Zhang X.K. et al., 2008). Она 
отличается от ранжировок других исследователей (Gotoh, 
1979; Goncharov, 2003).

Аллели локуса VRN-D4. Доминантный ген Vrn-D4 
оказывает более слабое влияние на ДВП, чем гены Vrn-A1, 
Vrn-D1 или Vrn-B3 (Kippes et al., 2014), но более сильное, 
чем Vrn-B1 (Gotoh, 1979; Goncharov, 1998). 

Тетраплоидные (2n = 4x = 28) пшеницы
В соответствии с результатами анализа экспрессии гена 
Vrn-A3 с использованием сестринских линий показано, 
что признак «раннее цветение» у образца TN26 полбы 
T. dicoccum Schrank ex Schuebl. при сравнении с образ-
цом TN28 T. pyramidale Perciv. обусловлен вставкой в 
промоторной области гена 7 п. н., которая включала по-
следовательность цис-элемента GATA-бокса (Nishimura et 
al., 2018). Анализ показал наличие раннецветущих алле-
лей Vrn-A3 у полбы из Эфиопии и Индии, их отсутствие 
у образцов твердой (T. durum Desf.) и мягкой пшениц. 
Результаты позволили авторам сделать заключение, что 
аллели Vrn-A3a-h1 и Vrn-A3a-h2 могут быть полезны для 
селекции на скороспелость твердой и мягкой пшениц 
(Nishimura et al., 2021).

Растения T. carthlicum Nevski и T. dicoccum с аллелем 
Vrn-B1c, содержащим встроенный в ген ретротранспозон, 
цвели без яровизации. У озимых DH-линий, несущих ре-
цессивный аллель vrn-B1, транскрипты обнаруживались 
только после яровизации растений (Chu et al., 2011).

Два яровых образца, PI 208912 (Ирак) T. turgidum 
и PI  74830 (Китай) T. durum, и один озимый образец, 
PI 221422 (Сербия) T. turgidum, зацветали без яровиза
ции. Однако цветение было значительно позже, чем у 
образцов с доминантными генами Vrn-A1 или Vrn-B1. При 
этом озимый образец PI 221422 зацвел на 25 дней позже 
яровых (PI 208912, PI 74830). Все они имеют рецессивные 
аллели vrn-B1 и нуль-аллели vrn-B3. Предполагается, что 
их позднее цветение обусловлено аллелем Vrn-A1i (Mu
terko et al., 2016). 

Сочетание доминантных аллелей Vrn-A1 и Vrn-B1s было 
связано с ранним цветением образцов тетраплоидных ви-
дов T. dicoccum и T. dicoccoides (Körn. ex Asch. et Graebn.) 
Schweinf. (Muterko et al., 2016). Возможен аллелизм по 
доминантному гену Vrn-A1 (Ригин и др., 1994).

Аллельный вариант гена, происходящий от вида 
T. militinae Zhir. et Migusch., был обозначен как Vrn-A1f-
подобный. Анализ QTL показал, что у сортов Tähti и 
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Mooni он вызывал задержку цветения на 1.9–18.6 дня в 
зависимости от условий выращивания (Ivaničová et al.,  
2016).

У всех исследованных образцов T. timopheevii (Zhuk.) 
Zhuk. яровость была ассоциирована с доминантными 
аллелями Vrn-A1f-ins и Vrn-A1f-del/ins (Golovnina et al., 
2010; Shсherban et al., 2016). У образца дикого вида T. ara­
raticum Jakubz. выявлен тот же аллель (Golovnina et al., 
2010). При этом число яровых форм у последнего вида 
крайне ограниченно (Goncharov, 1998).

Диплоидные (2n = 2x = 14) пшеницы 
Возможно, у диплоидных пшениц картина наследования 
выглядит сложнее, чем предполагали ранее, так как недав-
но для дикого вида T. boeoticum показан дигенный конт
роль признака «яровость» (Fu Hao, Boguslavskyi, 2023). 
Для возделываемого вида T. monococcum подобные ре
зультаты L. Smith (1939) остались незамеченными. В ге- 
номе яровых образцов T. urartu, донора генома Au по-
липлоидных видов пшениц, обнаружена типичная для 
видов секции Triticum мутация гена Vrn-A1 (Головнина и 
др., 2009). Однако из 400 изученных образцов только че
тыре образца T. urartu были яровыми (Goncharov, 1998), 
два из них были «нетипичными» (имеющими фенотип 
T. urartu – бархатистое опушение листьев, но кариотип 
T. boeoticum) (Adonina et al., 2015), поэтому полиморфизм 
по гену Vrn-A1 мог возникнуть, вероятнее всего, только 
уже у полиплоидных пшениц.

В полевых опытах образцы T. monococcum с различ-
ными делециями в области промотора (аллели Vrn-A1f 
и Vrn-А1g) выколашивались в среднем за 59–60 дней и 
достоверно не отличались друг от друга по срокам коло-
шения ( p = 0.842) (Чепурнов, Блинов, 2022).

Расширение полиморфизма генов Vrn  
и перспективы селекции на изменение ДВП 
(скороспелость)
Полиморфизм по доминантным генам Vrn, контроли
рующим яровость у селекционных сортов Сибири и РФ, 
минимален (Лысенко и др., 2014; Смоленская и др., 2022). 
У 75 % сортов Сибири он контролируется дигенно доми-
нантными Vrn-A1 и Vrn-B1; у 25 % – моногенно доминант-
ными генами (у 24 сортов, из них у 19 и 5 соответственно – 
только одним доминантным геном – Vrn-A1 или Vrn-B1). 
У одного сорта, Тулун 15, описан тригенный контроль 
(Лихенко и др., 2014). Подтвержден вывод Е.А. Моисее-
вой и Н.П. Гончарова (2007) об оптимальности для агро-
климатических условий как Западной, так и Восточной 
Сибири контроля яровости двумя доминантными генами 
Vrn. Выявлена повышенная частота встречаемости аллеля 
Vrn-B1с у сортов Западной Сибири и аллеля Vrn-B1а у 
сортов Восточной Сибири, что позволяет говорить об их 
селективности (Смоленская и др., 2022). Другие регио- 
ны РФ так подробно не изучены (Лысенко и др., 2014). 

Полагаем, что для увеличения разнообразия (поли-
морфизма) по ДВП в сортимент яровой мягкой пшеницы 
Сибири и РФ в целом целесообразно интрогрессировать 
доминантные аллели генов Vrn от ее диких сородичей 
(Гончаров, Чикида, 1995; Goncharov, 1998) либо исполь-
зовать редкие аллели уже имеющихся в ее генпуле (Stel

makh, Avsenin, 1996; Koval, Goncharov, 1998), но до настоя
щего времени молекулярно-генетически неизученных и 
крайне редко используемых в селекции. Отметим, что до-
нор генома Au T. urartu Thum. ex Gandil. не несет каких-ли-
бо новых для яровой мягкой пшеницы мутаций (Golovnina 
et al., 2010). Вероятно, неперспективно и использование 
диплоидного вида с геномом Ab T. monococcum (Гончаров 
и др., 2007; Nishiura et al., 2018) в силу его эволюционной 
отдаленности от возделываемых видов пшениц. Поэтому 
вид T. monococcum как модель неудачен, так как он – ту-
пиковая ветвь современного растениеводства.

Цель будущих исследований – разработать простую 
модель прогнозирования фенологии пшеницы, учитываю
щую эффекты яровизации и фотопериода. Новые факты 
об экспрессии генов Vrn, их аллельном составе, взаимо-
действии с другими генами постепенно расширяют пред-
ставление о первоначально выявленных связях (Distel- 
feld et al., 2009; Jin, Wei, 2016; Krasileva et al., 2017; Кисе-
лева, Салина, 2018; Milec et al., 2023). Они будут способ-
ствовать повышению эффективности селекции будущего.
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Сравнительная оценка копийности  
сателлитных повторов в геноме видов Triticeae 
П.Ю. Крупин , А.И. Юркина, А.А. Кочешкова, Д.С. Ульянов, Г.И. Карлов, М.Г. Дивашук
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Аннотация. Сателлитные повторы составляют значительную часть генома Пшеницевых, играя важную роль 
в видообразовании, что делает их ценным инструментом для изучения этих процессов. Особое место среди 
злаков занимают виды Pseudoroegneria – наиболее вероятные доноры St-генома у многих полиплоидов. Цель 
настоящего исследования состояла в сравнительной оценке копийности сателлитных повторов в геномах 
Triticeae. С помощью количественной полимеразной цепной реакции в реальном времени была установлена 
копийность 22 сателлитных повторов, выявленных в полногеномных нуклеотидных последовательностях ви-
дов Pseudoroegneria, и одного ранее опубликованного повтора, обнаруженного в геноме Aegilops crassa. Объ-
ектами анализа стали семь видов Pseudoroegneria, три вида Thinopyrum, Elymus pendulinus, Ae. tauschii, Secale 
cereale и Triticum aestivum. По уровню копийности и коэффициентам вариации нами выделено три группы по-
второв: с низким уровнем вариативности между видами (среднекопийный CL82), средним уровнем вариатив-
ности (низко- и среднекопийные CL67, CL3, CL185, CL119, CL192, CL89, CL115, CL95, CL168) и с высокими зна-
чениями коэффициента вариации (CL190, CL184, CL300, CL128, CL207, CL69, CL220, CL101, CL262, CL186, CL134, 
CL251, CL244). Повтор CL69 показал специфическую высокую копийность для всех видов Pseudoroegneria, 
CL101 – у Pseudoroegneria и Th. junceum, CL244 – у Th. bessarabicum, CL184 – у P. cognata и S. cereale. У P. cognata 
более высокую копийность, по сравнению с остальными видами, проявили повторы CL95, CL128, CL168, 
CL186, CL207, CL300; у P. kosaninii – CL3, CL95, CL115, CL119, CL190, CL220, CL207 и CL300; у P. libanotica – CL89; 
у P. geniculata – CL134. Проведенные нами оценка копийности сателлитных повторов, найденных в St-геноме, и 
анализ специфичности их амплификации между видами могут пополнить арсенал молекулярно-генетических 
и цитогенетических маркеров, используемых для эволюционных, филогенетических и популяционных иссле-
дований представителей трибы Пшеницевых.
Ключевые слова: Triticeae; сателлитные повторы; qPCR; полногеномное секвенирование.

Для цитирования: Крупин П.Ю., Юркина А.И., Кочешкова А.А., Ульянов Д.С., Карлов Г.И., Дивашук М.Г. Сравни-
тельная оценка копийности сателлитных повторов в геноме видов Triticeae. Вавиловский журнал генетики и 
селекции. 2023;27(8):947-957. DOI 10.18699/VJGB-23-109

Comparative assessment of the copy number  
of satellite repeats in the genome of Triticeae species
P.Yu. Kroupin , A.I. Yurkina, A.A. Kocheshkova, D.S. Ulyanov, G.I. Karlov, M.G. Divashuk 

All-Russia Research Institute of Agricultural Biotechnology, Moscow, Russia
  pavel-krupin@yandex.ru

Abstract. Satellite repeats are a significant component of the genome of Triticeae and play a crucial role in the spe-
ciation. They are a valuable tool for studying these processes. Pseudoroegneria species play a special role among 
grasses, as they are considered putative donors of the St-genome in many polyploid species. The aim of this study 
was to compare the copy number of satellite repeats in the genomes of Triticeae species. Quantitative real-time PCR 
was applied to determine the copy numbers of 22 newly discovered satellite repeats revealed in the whole-genome 
sequences of Pseudoroegneria species and one additional repeat previously identified in the genome of Aegilops 
crassa. The study focused on seven species of Pseudoroegneria, three species of Thinopyrum, Elymus pendulinus, 
Ae. tauschii, Secale cereale, and Triticum aestivum. Based on the copy number level and coefficients of variation, we 
identified three groups of repeats: those with low variability between species (medium-copy CL82), those with me-
dium variability (low- and medium-copy CL67, CL3, CL185, CL119, CL192, CL89, CL115, CL95, CL168), and those with 
high coefficients of variation (CL190, CL184, CL300, CL128, CL207, CL69, CL220, CL101, CL262, CL186, CL134, CL251, 
CL244). CL69 exhibited a specific high copy number in all Pseudoroegneria species, while CL101 was found in both 
Pseudoroegneria and Th. junceum, CL244 in Th. bessarabicum, CL184 in P. cognata and S. cereale. CL95, CL128, CL168, 
CL186, CL207, and CL300 exhibited higher copy numbers in P. cognata compared to other species; CL3, CL95, CL115, 
CL119, CL190, CL220, CL207, and CL300 in P. kosaninii; CL89 in P. libanotica; CL134 in P. geniculata. Our assessment of 
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Comparative assessment of the copy number  
of satellite repeats in the genome of Triticeae species

the copy number of new satellite repeats in the St-genome and the analysis of their amplification specificity between 
species can contribute to the molecular-genetic and chromosome markers used for evolutionary, phylogenetic, and 
population studies of Triticeae species.
Key words: Triticeae; satellite repeats; qPCR; whole-genome sequencing.

For citation: Kroupin P.Yu. , Yurkina A.I., Kocheshkova A.A., Ulyanov D.S., Karlov G.I., Divashuk M.G. Comparative 
assessment of the copy number of satellite repeats in the genome of Triticeae species. Vavilovskii Zhurnal Genetiki i 
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Введение
Triticeae – экономически важная триба семейства Poaceae, 
включает около 500 видов однолетних и многолетних тра­
вянистых растений (база NCBI: https://www.ncbi.nlm.nih.
gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi), среди которых пше­
ница, рожь, ячмень и кормовые травы играют значимую 
продовольственную роль для человечества, а также стали 
неотъемлемой частью рациона животных (Hodkinson, 
2018).

Интерес к изучению филогенетических отношений вну­
три трибы Triticeae в значительной степени объясняется 
возможностью диких видов, относящихся к Пшеницевым, 
быть потенциальными источниками хозяйственно ценных 
генов для улучшения культурных злаков. К примеру, пы­
рей (Thinopyrum) и дазипирум (Dasypyrum) служат доно­
рами генов устойчивости к различным болезням (Yang et 
al., 2005; Luo P.G. et al., 2009; Salina et al., 2015; Wang S. et 
al., 2019; Li L.F. et al., 2022; Guo et al., 2023), в результате 
скрещивания пшеницы и житняка (Agropyron) можно по- 
высить продуктивность колоса (Zhang J. et al., 2016); пред­
ставители псевдорогнерии (Pseudoroegneria) отличаются 
засухоустойчивостью и используются в качестве паст­
бищных трав (Wu et al., 2023b). 

Триба Triticeae насчитывает около 100 однолетних и 
400 многолетних видов, несущих один (у диплоидов) или 
несколько (у полиплоидов) из 13 геномов (Wang, Lu, 2014). 
Представители Pseudoroegneria несут St-геном, и считает­
ся, что именно этот род был донором St-генома для эли­
мусов (Elymus) и некоторых видов Thinopyrum (Mahelka et 
al., 2011; Добрякова, 2017; Linc et al., 2017; Lei et al., 2018; 
Chen N. et al., 2020; Agafonov et al., 2021). Растения рода 
Agropyron всех уровней плоидности (2n = 2х/4х/6х) отли­
чаются наличием P-генома (Zhang Y. et al., 2015). Геном 
J (=Е) в качестве основного несут диплоиды Thinopyrum 
bessarabicum (геном J = Jb) и Th. elongatum (геном E = Je). 
Геном J эволюционно близок D-субгеному мягкой пше­
ницы, наиболее вероятным донором которого служит 
Aegilops tauschii (Baker et al., 2020). Этим можно объяс­
нить, почему в интрогрессивных линиях мягкой пшеницы, 
созданных с целью ее улучшения путем гибридизации с 
Thinopyrum, наибольшая частота интрогрессий со стороны 
J-генома наблюдается именно в хромосомы D-субгенома 
(Chen Q. et al., 2001; Liu Z. et al., 2007; Cui et al., 2018). 

На сегодняшний день происхождение, взаимосвязи и 
близость геномов внутри трибы Triticeae остаются дис­
куссионными темами и несут в себе много неопределен­
ностей. Трудности исследования геномов злаков связа­
ны с тем, что субгеном полиплоида может значительно 
отличаться от предкового генома диплоидного родитель­
ского организма из-за его модификаций, через которые 
он проходит в ходе эволюции, а сам диплоидный предок 

донора к настоящему времени мог вымереть или еще не 
найден (Jakob, Blattner, 2010; Liu Q.-L. et al., 2020; Sha et 
al., 2022). У многолетних полиплоидных видов, например 
Th. intermedium и Th. ponticum, могут наблюдаться несба­
лансированный геном или хромосомные транслокации 
(Kruppa, Molnar-Lang, 2016; Liu Y. et al., 2023), что может 
быть связано с переходом к вегетативному размножению 
без полового процесса для образования семян, требую­
щего стабильности мейоза (Comai, 2005; Husband et al., 
2013). Для этих же видов характерны рекомбинантные 
субгеномы, происхождение которых до сих пор остается 
загадкой (Wang R.R.C. et al., 2015; Liu Y. et al., 2023). Про­
должаются дискуссии о возможных донорах субгеномов Y 
у Elymus и Roegneria (Yan et al., 2011; Liu Q.-L. et al., 2020; 
Wu et al., 2021) и материнской форме при возникновении 
полиплоидов Thinopyrum, Roegneria, Elymus, Kengyilia 
и др. (Mahelka et al., 2011; Luo X. et al., 2012; Zeng et al., 
2012; Lei et al., 2018; Chen N. et al., 2020). 

Кроме того, существует проблема соотнесенности меж­
ду видовой идентификацией конкретного образца на ос­
нове ботанических признаков (часто подверженных влия- 
нию среды) и таковой на основе молекулярно-генетиче­
ской и цитогенетической характеристики (Wang, Lu, 2014; 
Al-Saghir, 2016; Родионов, 2022), как, например, у Elymus 
(Lucia et al., 2019; Rodionov et al., 2019; Tan et al., 2021). 
Другим примером могут служить отношения между пы­
реем удлиненным Th. elongatum и пыреем бессарабским 
Th. bessarabicum, несущим довольно близкие, но разли­
чающиеся по ботаническим характеристикам геномы 
(Grewal et al., 2018; Dai et al., 2021; Chen C. et al., 2023). 
Проблема усугубляется тем, что нередко встречаются 
естественные спонтанные гибриды (Chen C. et al., 2022; 
Luo Y.C. et al., 2022; Wu et al., 2023a). Изучение филоге­
нетических взаимоотношений углубляет наше понимание 
филогенетических процессов у растений и процессов ви- 
дообразования, помогает совершенствовать биосистема­
тику. Полученные знания позволят повысить эффектив­
ность использования генетических ресурсов дикорасту­
щих видов благодаря пониманию их близости к геномам 
возделываемых культур и возможности получения ценных 
интрогрессий. 

Геном злаков отличается большим размером, что услож­
няет его полноразмерное глубокое секвенирование и за­
трудняет сборку (Rabanus-Wallace, Stein, 2019). Значитель­
ную часть генома Triticeae составляет повторяющаяся 
ДНК, или репитом, включающий в себя мобильные эле­
менты, кластеры генов (в частности, гены 5S и 45S рРНК) 
и сателлитные повторы (Dvořák, 2009; Shcherban, 2015; 
Gao et al., 2023; Vershinin et al., 2023). 

Сателлитные повторы – тандемно повторяющиеся 
некодирующие последовательности, присутствующие в 
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виде массивов различной длины в генетически молчащих 
гетерохроматиновых областях (Бадаева, Салина, 2013). 
Сателлитные повторы считаются наиболее вариативными 
и быстро эволюционирующими компонентами, они могут 
быть видоспецифичными или общими для близкород­
ственных видов (Belyayev et al., 2019; Garrido-Ramos, 
2021; Thakur et al., 2021). Сравнительный анализ их копий­
ности, нуклеотидных последовательностей и локализации 
на хромосомах служит инструментом для проведения 
фундаментальных филогенетических и эволюционных 
исследований растений, в том числе злаков (Anamthawat-
Jónsson, Heslop-Harrison, 1993; Vershinin et al., 1994; Kishii 
et al., 1999; Anamthawat-Jónsson et al., 2009; Han et al., 
2017; Linc et al., 2017; Ruban, Badaeva, 2018; Said et al., 
2018; Salina, Adonina, 2019; Dai et al., 2021; Wu et al., 2021; 
Chen C. et al., 2022; Kroupin et al., 2023; Shi et al., 2023). 
Сателлитные повторы нашли практическое использование 
в качестве ПЦР-маркеров и хромосомных маркеров для 
идентификации интрогрессий чужеродного генетического 
материала, содержащего ценные хозяйственные признаки, 
в геном возделываемых злаков (Li G. et al., 2016; Han et 
al., 2017; Liu L. et al., 2018; Chen J. et al., 2019). 

Ощутимый прогресс в изучении геномов злаков был 
достигнут благодаря изобретению методов полногеном­
ного секвенирования и биоинформатических алгоритмов 
для анализа получаемых данных (Rabanus-Wallace, Stein, 
2019; Gao et al., 2023). Стремительный рост объема ин­
формации о полногеномных последовательностях злаков 
существенно ускорил и упростил поиск повторяющейся 
ДНК, пригодной для использования в качестве хромосом­
ных маркеров (Du et al., 2017; Said et al., 2018; Tang et al., 
2018; Chen J. et al., 2019; Kroupin et al., 2019a, 2022; Lang 
et al., 2019a; Liu Q.-L. et al., 2020; Wu et al., 2021, 2022). 
Благодаря тому что повторяющаяся ДНК составляет зна­
чительную часть генома злаков, данные о сателлитных 
повторах могут быть получены даже в результате секве- 
нирования с небольшим покрытием, что во многом об­
легчает поиск повторяющихся последовательностей (Na­
vajas-Perez, Paterson, 2009; Kroupin et al., 2019b; Šatović-
Vukšić, Plohl, 2023).

Хорошо зарекомендовавшим себя методом установле­
ния копийности повторяющейся ДНК, в том числе сател­
литных повторов, является количественная полимеразная 
цепная реакция в реальном времени (qPCR) (Harpke, 
Peterson, 2007; Navajas-Pérez et al., 2009; Baruch, Kashkush, 
2012; Feliciello et al., 2015; Divashuk et al., 2016, 2019, 2022; 
Pereira et al., 2018; Shams, Raskina, 2018). По сравнению с 
Саузерн-блот- или дот-блот-гибридизацией на мембране 
или флуоресцентной гибридизацией in situ на хромосомах, 
qPCR является более простым в применении, точным и 
эффективным методом оценки копийности целевой по­
следовательности, что позволяет обнаружить количество 
копий сателлитных повторов в геноме и его вариативность 
между геномами (Kalendar et al., 2020; Pös et al., 2021). 

В настоящей работе в результате полногеномного сек­
венирования Pseudoroegneria spicata, P. libanotica, P. tauri, 
P. geniculata, P. cognata и P. kosaninii нами обнаружено 
22 сателлитных повтора. Для понимания потенциала их 
применения в качестве инструмента эволюционно-фило­
генетических исследований дикорастущих представите­

лей трибы Triticeae и изучения отдаленных гибридов ме­
тодами молекулярной биологии и цитогенетики необходи­
мо предварительно определить копийность сателлитных 
повторов в геномах носителей St-генома, в связи с чем 
в качестве объекта нами выбраны виды Pseudoroegneria 
различной плоидности. 

Для оценки специфичности сателлитных повторов для 
St-генома нами включены в эксперимент виды Thinopy­
rum, содержащие распространенный среди злаков J-геном. 
Также нами выбран Th. intermedium с геномной формулой 
JrJvsSt как носитель St-субгенома и St-специфичных по­
второв в рекомбинантном геноме Jvs. Для установления 
возможности использования выявленных сателлитных 
повторов для характеристики отдаленных гибридов пше­
ницы и ржи в исследование были добавлены образцы 
Triticum aestivum и Secale cereale, кроме того, ввиду эво­
люционной близости J- и D-геномов нами включен об­
разец Ae. tauschii. Был также использован E. pendulinus, 
несущий как St-субгеном, целевой для нашей работы, 
так и Y-субгеном с неизвестным происхождением, рас­
пространенный среди видов Elymus sensu lato. В экспери­
мент был взят и сателлитный повтор CL244, полученный 
нами в результате анализа полногеномной нуклеотидной 
последовательности носителя разновидности D-генома 
Ae. crassa (D1Xcr) (Kroupin et al., 2022). Несмотря на это, 
CL244 не был найден у Ae. tauschii, показал небольшое 
число сайтов гибридизации на хромосомах мягкой пше­
ницы и Ae. crassa, при этом на хромосомах Jb-генома 
Th. bessarabicum наблюдались яркие сигналы, свидетель­
ствующие о высоком уровне его копийности. 

Материалы и методы
Материалом для исследования послужили виды Triticeae 
различного геномного состава (см. таблицу).

Молодые листья растений были заморожены в жидком 
азоте. Затем геномная ДНК была выделена по протоколу 
CTAB (Rogers, Bendich, 1985). Эта ДНК использовали для 
последующего секвенирования и количественной поли­
меразной цепной реакции. Концентрацию и чистоту вы­
деленной ДНК проверяли с применением Qubit 4 (Thermo 
Fisher Scientific, США) и электрофореза в 0.8 % агарозном 
геле. 

Библиотеки shotgun-секвенирования были синтезиро­
ваны с использованием набора Swift 2S Turbo DNA Lib­
rary Kit (Swift Bioscience, США) в соответствии с прото­
колом производителя. Для проверки качества библиотек 
был выполнен тестовый прогон на приборе MiSeq (Illumi­
na,  Inc., США). Затем библиотеки были преобразованы 
и секвенированы на DNBSEQ-G400 на одной дорожке. 
Исходное количество ДНК составляло 25 нг, фрагменты 
имели длину около 350 п. н. и были проиндексированы по 
обоим концам с помощью набора Swift 2S Turbo Unique 
Dual Indexing Kit (Swift Bioscience). Секвенирование вы­
полняли на Illumina NextSeq (Illumina, Inc.) с применением 
набора NextSeq 500/550 Mid Output Kit v.2.5 (Illumina, Inc.).

Биоинформатический анализ по обработке и сборке 
прочтенных нуклеотидных последовательностей, поиску 
последовательностей сателлитных тандемных повторов и 
оценке их на уникальность по сравнению с ранее опубли­
кованными осуществляли согласно методике, описанной 
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в работе (Kroupin et al., 2022). Последовательности прай­
меров на выявленные мономеры сателлитных повторов 
приведены в Приложении 11.

Количественную ПЦР в реальном времени осущест­
вляли с использованием в качестве матриц ДНК видов, 
представленных в таблице, в трехкратной повторности. 
Амплификацию выполняли с помощью системы ампли­
фикатора в реальном времени CFX (Bio-Rad Laborato­
ries,  Inc., США) и реакционной смеси Real-Time PCR 
Mix с флюорофором Eva Green (ООО «Синтол», Россия) 
в соответствии с протоколом производителя. В качестве 
эталонного гена был выбран однокопийный ген VRN1. 
Концентрация праймера в смеси составляла 10 нг/мкл, 
концентрация ДНК – 0.4 нг/мкл. Амплификацию осущест­
вляли согласно следующей программе: преинкубация – 
10 мин при 95 °С; далее 40 циклов: денатурация – 10 с 
при 95 °С; отжиг праймера – 30 с при 60 °С.

Статистический анализ, включая расчет средних зна­
чений Cq, стандартного отклонения и соответствующего 
количества копий относительно эталонного гена VRN1, 
выполнен с применением Bio-Rad CFX и программного 
обеспечения Manager 3.1. Для определения сходства ко­
пийности между повторами нами введено понятие «пат­
терн копийности повтора» – набор значений копийности 
конкретного повтора среди изучаемого набора видов. 
Для определения сходства копийности между изучаемы­
ми видами нами введено понятие «паттерн копийности 
вида» – набор значений копийности изучаемых сателлит­
ных повторов для конкретного вида. 
1 Приложения 1 и 2 см. адресу: 
https://vavilovj-icg.ru/download/pict-2023-27/appx30.xlsx

Коэффициенты корреляции r Пирсона ( p < 0.05) между 
паттернами копийности повтора и паттернами копийно­
сти вида рассчитывали на основе полученных значений 
копийности посредством программного обеспечения Sta­
tistica 12 (StatSoft, США). Диаграммы методом анализа 
главных компонент строили для сателлитных повторов 
и для изучаемых видов на основе полученных данных о 
копийности сателлитных повторов с использованием про­
граммного обеспечения Statistica 12. Коэффициент вариа­
ции значений копийности сателлитных повторов между 
видами рассчитывали с помощью Microsoft Excel (США). 

Результаты

Характеристика выявленных сателлитных повторов
В рамках данного исследования  найдено 22 сателлит­
ных повтора в отдельных сборках. В результате анализа 
нуклеотидной последовательности генома диплоидного 
образца P. spicata (2n = 14) идентифицировано 10 повто­
ров (CL69, CL82, CL101, CL119, CL128, CL168, CL184, 
CL207, CL251 и CL262); по четыре – в нуклеотидной 
последовательности геномов P. tauri (CL67, CL89, CL185 
и CL192) и P. kosaninii (CL3, CL115, CL220 и CL300); 
по одному – в геномах P. libanotica (CL95); P. geniculata 
(CL134), P. cognata (CL186) и тетраплоидного образца 
P. spicata (CL190).

Характеристика выявленных сателлитных повторов, а 
именно: длина и наиболее сходные последовательности 
в базе NCBI, представлены в Приложении 1. В результате 
сравнения нуклеотидных последовательностей обнару­
женных нами 22 повторов с опубликованным ранее в 

Растительный материал

Вид Образец Источник образца 
(генбанк)

Число  
хромосом (2n)

Геномная  
формула

Цель  
(секвенирование /qPCR)

P. spicata PI 578855 GRIN1 14 StSt Секвенирование, qPCR

P. spicata PI 236671 GRIN 28 StStStSt Секвенирование, qPCR

P. libanotica PI 228389 GRIN 14 StSt qPCR

P. libanotica PI 330690 GRIN 14 StSt Секвенирование

P. tauri PI 380652 GRIN 14 StSt Секвенирование, qPCR

P. geniculata PI 670437 GRIN 28 StStStSt Секвенирование, qPCR

P. cognata PI 670361 GRIN 28 StStStSt Секвенирование, qPCR

P. kosaninii PI 237636 GRIN 56 StStStSt StStStSt Секвенирование, qPCR

Th. intermedium PI 401200 GRIN 42 JvsJvsJrJrStSt qPCR

Th. bessarabicum PI 531711 GRIN 14 JbJb qPCR

Th. junceum PI 119604 GRIN 42 JbJbJbJbJeJe qPCR

E. pendulinus PI 639804 GRIN 28 StStYY qPCR

Ae. tauschii K-608 ВИР2 14 DD qPCR

S. cereale Сорт Берегиня НЦЗ3 14 RR qPCR

T. aestivum Сорт Chinese Spring – 42 BBAADD qPCR
1 GRIN – информационная сеть по ресурсам зародышевой плазмы Службы сельскохозяйственных исследований Министерства сельского хозяйства 

США (USDA-ARS Germplasm Resources Information Network).
2 ВИР – Всероссийский институт генетических ресурсов растений им. Н.И. Вавилова.
3 НЦЗ – Национальный центр зерна им. П.П. Лукьяненко.

https://vavilovj-icg.ru/download/pict-2023-27/appx30.xlsx
https://vavilovj-icg.ru/download/pict-2023-27/appx30.xlsx
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базе данных NCBI для девяти из них (CL69, CL89, CL95, 
CL168, CL185, CL207, CL251, CL262, CL300) не найде­
но каких-либо гомологов. Для остальных 13 повторов 
уровень идентичности среди сходных опубликованных 
последовательностей находился в пределах 70–98 %, что 
позволяет говорить о них как об отличающихся от ранее 
опубликованных (см. Приложение 1). 

Два сателлитных повтора показали сходство с повто­
рами мягкой пшеницы: CL119 оказался сходен с клоном 
pTa- 465 (77 % идентичности), а CL101 – со Spelt1-по­
добным субтеломерным повтором (80 % идентичности). 
У трех повторов обнаружено сходство со следующими из­
вестными сателлитами: у CL220 – с CL219, выявленным 
в геноме Ae. crassa (82 %), у CL134 – с CL97 из генома 
Th. bessarabicum (71 %) и у CL186 – с ACRI_TR_CL80 из 
генома A. cristatum (70 %). У других трех повторов по­
казано сходство с микросателлитами: у CL128 – с L15, 
идентифицированным в геноме P. stipifolia (84 %), у 
CL190 – с P523 из генома Ae. tauschii (81 %) и у CL82 – 
с pTa-451 из генома мягкой пшеницы (88 %). Четыре най­
денных нами повтора проявили сходство со следующими 
мобильными элементами: CL184 – с ретротранспозоном 
Cassandra из генома ржи (98 %), CL67 и CL115 – с ретро­
транспозонами из генома ячменя Cereba (91 %) и Sand­
ra5 (78 %) соответственно, CL 192 – с транспозоном XJ 
из генома Ae. tauschii (70 %). Повтор CL3 более всего 
был сходен с E-геном-специфичным маркером Th. elon­
gatum 51-6 (79 %). 

Оценка копийности сателлитных повторов  
с помощью qPCR
Полученные данные относительной копийности 23 сател­
литных повторов у 14 видов, рассчитанные относительно 
референсного однокопийного гена VRN1, отображены в 
Приложении 2.1. Все исследуемые нами повторы разли­

чались по уровню копийности и коэффициентам вариации 
между видами. Так как порядок полученных значений ко­
пийности значительно варьировался, для удобства срав­
нения количества копий повторов результаты были пред­
ставлены в виде десятичного логарифма (см. рисунок и 
Приложение 2.2). В дальнейшем десятичный логарифм 
относительной копийности мы будем обозначать прос­
то как «копийность». Так как копийность изменялась 
от 0 до 5, то повторы были условно классифицированы 
на следующие группы: с низкой (≤ 2), средней (> 2, < 4) 
и высокой копийностью (≥ 4). Поскольку коэффициент 
вариации изменялся в пределах от 0 до 0.6, мы приняли, 
что вариативность низкая – при его значении меньше 0.1, 
средняя – от 0.1 до 0.25, высокая – больше 0.25. 

Наименее вариативным повтором оказался CL82: уро­
вень его копийности был средним, ближе к высокому, и 
находился в пределах 2.9–3.8. 

Средний уровень вариативности копийности сателлит­
ных повторов у всех изучаемых образцов (коэффициент 
вариации принимал значения в пределах 0.16–0.25) был 
характерен для следующих девяти повторов: CL67, CL3, 
CL185, CL119, CL192, CL89, CL115, CL95, CL168 (ука­
заны по возрастанию коэффициента вариации). Средние 
значения их копийности у видов Pseudoroegneria по 
сравнению с таковыми у всей изучаемой коллекции были 
выше на 2–11 %, кроме CL67, показавшего максималь­
ную копийность в геноме ржи (3.2): повтор CL89 про­
демонстрировал максимальное значение у P. libanotica 
(2.8), CL3, CL119 и CL115 – у P. kosaninii (2.7, 3.1 и 2.7 
соответственно), CL95 – у P. cognata и P. kosaninii (2.1), а 
CL168 – у P. cognata (2.9). Остальные повторы этой груп­
пы в целом характеризовались низким и средним уровнем 
копийности между всеми образцами: минимальная на­
блюдалась у CL192, а максимальная – у CL185, находясь 
в пределах 1.2–2.5 и 1.8–3.2 соответственно. 

Относительная копийность изучаемых сателлитных повторов у анализируемых видов трибы Triticeae, выраженная через десятичный  
логарифм.
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Высокий уровень вариативности отмечен у следующих 
13 повторов: CL190, CL184, CL300, CL128, CL207, CL69, 
CL220, CL101, CL262, CL186, CL134, CL251, CL244: 
коэффициент вариации находился в пределах 0.27–0.43. 
В этой группе можно выделить повторы: CL69 – высокая 
копийность у видов Pseudoroegneria (4.0–5.3), средняя – у 
Thinopyrum и E. pendulinus (2.8–3.0), низкая – у остальных; 
CL101 – средняя копийность у Pseudoroegneria (2.0–3.9) и 
Th. junceum (2.8), низкая – у остальных; CL244 – близкая к 
высокой у Th. bessarabicum (3.9), значительно варьирую­
щаяся у видов Pseudoroegneria (0–2.4), средняя и низ­
кая – у остальных; CL184 – самая высокая у P. cognata (2.9) 
и S. cereale (3.0) по сравнению с остальными (0.5–2.3). 
Отдельные повторы показали наибольшую копийность 
у некоторых видов Pseudoroegneria: CL128 и CL186 – 
у P. cognata (2.5 и 2.6 соответственно), CL190 и CL220 –  
у P. kosaninii (2.5 и 3.0 соответственно), CL134 – у P. geni­
culata (3.1), CL207 и CL300 – у P. cognata и P. kosaninii 
(в пределах 3.1–3.2). Повторы CL251 и CL262 характери­
зовались общей низкой копийностью, варьирующейся в 
пределах 0.3–1.7 и 0–1.4 соответственно. 

Корреляционный анализ (см. Приложение 2.3) и анализ 
методом главных компонент (см. Приложение 2.4) между 
паттернами копийности повторов позволили выделить 
следующие группы с близкими паттернами копийности у 
изучаемых видов: 1) CL3, CL115, CL119, CL190 и CL220 
(r ≥ 0.77); 2) CL95, CL207 и CL300 (r ≥ 0.87); 3) CL128, 
CL168 и CL186 (r ≥ 0.72). Корреляционный анализ (см. 
Приложение 2.5) и анализ методом главных компонент 
(см. Приложение 2.6) между паттернами копийности ви­
дов показали высокий уровень сходства копийности изу­
чаемых повторов в следующих группах: 1) между образ­
цами Pseudoroegneria (r > 0.9); 2) между E. pendulinus, 
Th. intermedium и Th. junceum (r > 0.8); 3), между рожью, 
мягкой пшеницей, E. pendulinus, Th. junceum и Ae. tauschii 
(r ≥ 0.89). Средний уровень сходства паттернов копийно­
сти наблюдался между Th. intermedium и Pseudoroegneria 
(r > 0.6). Паттерн копийности Th. bessarabicum в среднем 
показал наименьшее сходство с другими видами. 

Обсуждение
Сателлитные повторы составляют значительную часть ге­
нома Пшеницевых, играя важную роль в образовании и 
эволюции новых видов, что делает их ценным инстру­
ментом для анализа этих процессов (Shcherban, 2015; 
Salina, Adonina, 2019; Vershinin et al., 2023). Поиск новых 
сателлитных повторов необходим для понимания фило­
генетических отношений и эволюции такой значимой для 
человека трибы, как Пшеницевые. Одним из первых шагов 
для определения пригодности найденных сателлитных 
повторов в качестве инструментов для таких исследова­
ний является сравнительная оценка их копийности у род­
ственных видов. 

Часть обнаруженных нами в St-геноме сателлитных по­
второв показала сходную копийность между изучаемы­
ми видами. Для них были найдены гомологи в геноме 
пшеницы и ячменя, которые, возможно, имеют общее с 
ними происхождение: CL82 и CL119 характеризуются 
сходством с pTa-451 и pTa-465 соответственно, иденти­
фицированными у T. aestivum (Komuro et al., 2013); CL67 

имел сходство с прицентромерным ретротранспозоном 
Cereba (Hudakova et al., 2001) и консервативным для 
Пшеницевых (Dvořák, 2009). Хотя CL3 на 79 % идентичен 
E-специфичному повтору 51-6, какой-либо специфично­
сти для видов Thinopyrum в нашем исследовании он не 
проявил, в связи с чем можно предположить, что нами 
найдена его более древняя и менее геном-специфичная 
форма. 

Специфической высокой копийностью у образцов Pseu­
doroegneria и средней копийностью у видов Thinopyrum 
и E. pendulinus отличался CL69, что может говорить о его 
возникновении до расхождения St- и J-геномов. Повтор 
CL101 со средней копийностью у видов Pseudoroegneria 
и Th. junceum также мог возникнуть у общего предка St- 
и J-геномов. Так как CL101 идентичен на 80 % субтело­
мерному Spelt1-подобному повтору, вероятно, он может 
иметь общее происхождение со Spelt-1, распространен­
ным у Triticum и Aegilops и отличающимся значительной 
вариативностью по копийности между видами (Pestsova 
et al., 1998; Ruban, Badaeva, 2018). Копийность повторов 
CL69 и CL101 у отдельных образцов принимает довольно 
высокие значения (до 3.9 и 5.3 соответственно), что делает 
их подходящими кандидатами на роль хромосомных мар­
керов для процедуры FISH. Дальнейшие эксперименты с 
использованием метода FISH покажут, могут ли эти по­
вторы стать хромосомных маркерами для идентифика­
ции St-субгенома в полиплоидных видах, в том числе у 
E.  pendulinus, изучения рекомбинантных геномов Jvs у 
пырея среднего и определения хромосомных перестроек 
в отдаленных гибридах пшеницы. 

Наибольшее значение копийности у P. cognata и S. ce­
reale продемонстрировал повтор CL184, обладающий 
сходством с ретротранспозоном Cassandra из генома ржи. 
Cassandra встречается в геноме многих видов растений 
и характеризуется существенными различиями по копий­
ности между ними (Kalendar et al., 2020). Так как одним 
из способов распространения сателлитных повторов по 
геному является перемещение по нему ретроэлементов 
(Garrido-Ramos, 2021; Šatović-Vukšić, Plohl, 2023), воз­
можно, нами найден повтор, оставшийся в результате рас­
пространения Cassandra по общему для St- и R-геномов 
предку. 

Ранее идентифицированный нами в геноме Ae. crassa 
повтор CL244 характеризовался более высокой копийно­
стью у Th. bessarabicum, чем у мягкой пшеницы, Ae. crassa 
и Ae. tauschii (Kroupin et al., 2022). В настоящем исследова­
нии эти результаты подтвердились. Но при этом показана 
значительная вариативность копийности между видами 
Pseudoreogneria, что может быть связано с элиминацией 
или накоплением CL244 в ходе видообразования и после­
дующей эволюции. Повтор CL244 имеет терминальную 
локализацию на хромосомах Th. bessarabicum (Kroupin 
et al., 2022), и, предположительно, может накапливаться 
или элиминировать в различных видах, подобно терми­
нальным повторам Spelt-1 и Spelt-52 у Aegilops и Triticum 
(Raskina et al., 2011; Ruban, Badaeva, 2018) или pSc200 и 
pSc250 у ржи (Evtushenko et al., 2016). 

Повтор CL220, специфичный для P. kosaninii, пока­
зал сходство с CL219, найденным нами ранее в геноме 
Ae. crassa (Kroupin et al., 2022), а CL186, специфичный для 
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P. cognata, сходен с ACRI_CL80, идентифицированным у 
A. cristatum (P-геном) (Said et al., 2018). Вероятно, оба по­
втора возникли еще до расхождения геномов Пшеницевых 
от общего предка и в определенные периоды накаплива­
ются в отдельных видах. Так как CL219 и ACRI_CL80 
были локализованы на единичных хромосомах, можно 
предположить, что CL220 и CL186 также покажут хро­
мосом-специфичную локализацию на хромосомах P. ko­
saninii и P. cognata соответственно. 

Нами обнаружены повторы, отличающиеся по копий­
ности между видами Pseudoreogneria с различным уров­
нем плоидности. Например, октаплоид P. kosaninii  от­
личается более высокой копийностью CL115, CL190 и 
CL220, тетраплоид P. geniculata – CL134. Возможно, 
наблюдаемые различия в копийности обусловлены про­
цессами полиплоидизации, так как тандемные повторы 
в прицентромерных и терминальных участках играют 
важную роль в узнавании и расхождении хромосом при 
клеточном делении, что особенно актуально для гомеоло­
гичных геномов у полиплоидных растений (Mach, 2019; 
Aguilar, Prieto, 2021). Такие субгеном- и даже хромосом-
специфичные повторяющиеся элементы выявлены у 
полиплоидных злаков – пшеницы, овса и пырея средне­
го – и, по-видимому, необходимы для дифференциации 
субгеномов при делении клетки (Shrama, Raina, 2005; 
Liu Z. et al., 2008; Divashuk et al., 2016; Lang et al., 2019b; 
Su et al., 2019). 

Сравнение паттернов копийности повторов помогло 
определить, какие из них обладают сходной копийностью 
среди изучаемых образцов (см. Приложения 2.3 и 2.4). 
Повторы CL3, CL115, CL119, CL190 и CL220 были объ­
единены в одну группу, потому что отличались макси­
мальным уровнем копийности у P. kosaninii; CL95, CL207 
и CL300 более специфичны для P. cognata и P. kosaninii; 
у CL128, CL168 и CL186 максимальная копийность на­
блюдалась у P. cognata. Сравнение паттернов копийности 
видов дало возможность понять в целом, какие образцы 
характеризуются сходной копийностью повторов. 

Общая кластеризация видов Pseudoroegneria (см. При­
ложения 2.5 и 2.6) демонстрирует, что в целом они харак­
теризуются сходной и отличной от других видов копий­
ностью выявленных нами повторов. Паттерн копийности 
E. pendulinus (2n = 28, StStYY) отличался от таковой у 
Pseudoroegneria, это позволяет надеяться, что найденные 
нами St-специфичные повторы могут быть полезны для 
анализа St-субгенома E. pendulinus и других образцов 
Elymus sensu lato. Thinopyrum и мягкая пшеница имели 
различные паттерны копийности: CL244 и CL69 можно 
использовать для характеристики пшенично-пырейных 
гибридов и поиска интрогрессий в геном пшеницы со 
стороны всех трех изучаемых видов пырея, а CL134 и 
CL251 – со стороны Th. junceum.

L. Wang с коллегами (2017) в геноме P. libanotica обна­
ружил повтор St2-80, гибридизующийся вдоль всей дли­
ны хромосом St-(суб)генома и только в терминальных 
участках E-, H-, P- и Y-(суб)геномов. Q.-L. Liu с колле­
гами (2020) на основе мобильных элементов в геноме 
P. stipifolia нашел диспергированные повторы S13, S158 
и S21, по степени интенсивности различающиеся между 
хромосомами St- и Y-субгеномов, и S5 с точечной локали­

зацией, различной у хромосом St- и Y-субгеномов. D. Wu 
et al. (2022) на основе сателлитных повторов P. libanotica 
создали хромосомные маркеры STlib_96, STlib_98 и 
STlib_117, однако о возможности их использования для 
анализа аллополиплоидов с St-геномом не сообщается. 

Проведенная нами оценка копийности сателлитных по­
второв, найденных в St-геноме, и определение специфич­
ности их амплификации между видами могут пополнить 
арсенал молекулярно-генетических и цитогенетических 
маркеров, используемых для изучения трибы Пшени­
цевых. Копийность сателлитных повторов может суще­
ственно различаться между видами, между популяциями 
и внутри них (Wang Q. et al., 2010; Belyayev, Raskina, 2013; 
Pollak et al., 2018; Tao et al., 2021). Идентифицированные 
нами сателлитные повторы могут быть полезны в том 
числе для популяционных исследований Pseudoroegneria 
и родственных ей злаков. 

Заключение
В результате анализа данных полногеномного секвени­
рования образцов Pseudoroegneria нами найдено 22 са­
теллитных повтора. В геномах 14 представителей трибы 
Triticeae нами установлен уровень их копийности, а также 
повтора CL244, ранее обнаруженного в Ae. crassa. В ре- 
зультате оценки изучаемые повторы были классифици­
рованы по уровню копийности и вариативности между 
видами. Выявленные сателлитные повторы могут быть 
использованы для проведения эволюционных, филогене­
тических и популяционных исследований злаков в ка­
честве молекулярно-генетических маркеров, а также по­
тенциально могут быть основой для цитогенетических 
маркеров при in situ гибридизации. 
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Аннотация. Линии хлопчатника Gossypium hirsutum L. с чужеродным замещением хромосом тетраплоидных ви-
дов G. barbadense L., G. tomentosum Nutt. ex Seem., G. mustelinum Miers ex Watt. являются ценным источником для 
селекции, увеличивающим генетическое разнообразие G. hirsutum. Замещение определенных хромосом хлоп-
чатника вида G. hirsutum L. хромосомами вида G. barbadense оказывает влияние на удлинение, выход и прочность 
волокна, микронейр. Для повышения эффективности процесса создания линий необходимо изучение характера 
интрогрессии чужеродных хромосом в геном G. hirsutum L. В результате молекулярно-генетического анализа 
гибридов BC2F1, полученных от скрещиваний моносомных линий хлопчатника G. hirsutum цитогенетической 
коллекции Узбекистана с моносомными беккроссными гибридами BC1F1 G. hirsutum × G. barbadense по одинако-
вым хромосомам, обнаружены генетические различия по профилю хромосом-специфичных микросателлитных 
SSR-маркеров между гибридами. Выявлена преимущественная интрогрессия хромосом 4, 6, 12 At-субгенома и 
22 Dt-субгенома G. barbadense, тогда как хромосомы 2, 7 At-субгенома и 18 Dt-субгенома G. barbadense характе-
ризовались элиминацией, среди них хромосомы 7 At-субгенома и 18 Dt-субгенома G. barbadense элиминировали 
уже в первом беккроссном поколении. В настоящей работе проанализированы две линии, CS-B06 и CS-B07, аме-
риканской цитогенетической коллекции с предполагаемым замещением по хромосомам 6 и 7 Аt-субгенома. Об-
наружены присутствие только полиморфных аллелей вида G. hirsutum и отсутствие полиморфных аллелей вида 
G. barbadense, что показало отсутствие замещения по этим хромосомам. Гибриды BC2F1 с моносомией как по 
хромосомам G. barbadense, так и по хромосомам G. hirsutum характеризовались регулярной конъюгацией хромо-
сом и высоким мейотическим индексом. Однако многие гибриды отличались снижением фертильности пыльцы. 
Два гибрида с моносомией по хромосоме 7 At-субгенома G. hirsutum и хромосоме 6 At-субгенома G. barbadense 
имели наибольшую редукцию в жизнеспособности пыльцы (70.09 ± 1.57 и 75.00 ± 1.66 % соответственно). Таким 
образом, в этой работе показана особенность в интрогрессии индивидуальных хромосом хлопчатника вида 
G. barbadense в геном хлопчатника G. hirsutum.
Ключевые слова: хлопчатник; Gossypium hirsutum; G. barbadense; моносомные линии; хромосомно-замещенные 
гибриды; молекулярно-генетический анализ.
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Abstract. Substitution lines of the cotton G. hirsutum L. involving chromosomes of the tetraploid species G. barba­
dense L., G. tomentosum Nutt. ex Seem., and G. mustelinum Miers ex Watt. are a valuable source for breeding, increasing 
the genetic diversity of G. hirsutum. The substitution of certain G. hirsutum L. chromosomes with G. barbadense chro-
mosomes affect fibre elongation, fibre yield, fibre strength, and micronaire. To increase the efficiency of creating lines, 
it is necessary to study the nature of the introgression of alien chromosomes into the G. hirsutum L. genome. As a result 
of molecular genetic analysis of BC2F1 hybrids obtained from crossing monosomic lines of the cotton G. hirsutum from 
the cytogenetic collection of Uzbekistan with monosomic backcross hybrids BC1F1 G. hirsutum × G. barbadense on the 

© Санамьян М.Ф., Бобохужаев Ш.У., Абдукаримов Ш.С., Силкова О.Г., 2023

Контент доступен под лицензией Creative Commons Attribution 4.0

ГЕНЕТИКА РАСТЕНИЙ
Оригинальное исследование

Вавиловский журнал генетики и селекции. 2023;27(8):958-970
DOI 10.18699/VJGB-23-110

Перевод на английский язык  https://vavilov.elpub.ru/jour

http://vavilov.elpub.ru/jour


Интрогрессия хромосом хлопчатника G. barbadense L. 
в геном G. hirsutum L. у гибридов BC2F1

М.Ф. Санамьян, Ш.У. Бобохужаев 
Ш.С. Абдукаримов, О.Г. Силкова

2023
27 • 8

959ГЕНЕТИКА РАСТЕНИЙ / PLANT GENETICS

same chromosomes, genetic differences between the hybrids in the profile of chromosome-specific microsatellite SSR 
markers were found. The predominant introgression of chromosomes 4, 6 and 12 of the At-subgenome and 22 of the 
Dt-subgenome of G. barbadense was revealed, while chromosomes 2 and 7 of the At-subgenome and 18 of the Dt- sub-
genome of G. barbadense were characterized by elimination. Among them, chromosomes 7 of the At-subgenome and 
18 of the Dt-subgenome of G. barbadense were eliminated in the first backcross generation. In this work, two lines, 
CS- B06 and CS-B07, from the American cytogenetic collection with a putative substitution involving chromosomes 6 
and 7 of the At-subgenome were analysed. The presence of only polymorphic alleles from the species G. hirsutum and 
the absence of polymorphic alleles from the species G. barbadense were revealed, which showed the absence of sub-
stitution involving these chromosomes. BC2F1 hybrids with monosomy for both G. barbadense and G. hirsutum chromo-
somes were characterized by regular pairing of chromosomes and high meiotic indexes. However, many hybrids were 
characterized by a decrease in pollen fertility. Two hybrids with monosomy for chromosome 7 of the At-subgenome 
of G. hirsutum and chromosome 6 of the At-subgenome of G. barbadense had the greatest reduction in pollen viability 
(70.09 ± 1.57 and 75.00 ± 1.66 %, respectively). Thus, this work shows a specific feature in the introgression of individual 
chromosomes of the cotton species G. barbadense into the cotton G. hirsutum genome.
Key words: cotton; Gossypium hirsutum; G. barbadense; monosomic lines; chromosome-substituted hybrids; molecular 
genetic analysis.
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Введение
В настоящее время в мире в коммерческих целях выра­
щивают четыре вида хлопчатника, из них два вида, Gos­
sypium herbaceum L. (A1-геном) и G. arboretum L. (A2-ге­
ном), – диплоиды, а другие два, G. hirsutum L. (AD1-геном) 
и G. barbadense L. (AD2-геном), – тетраплоиды (Wendel 
et al., 2009). Хлопчатник G. hirsutum является основной 
культурой, которая составляет более чем 90 % мирового 
урожая хлопка (International Cotton Advisory Committee – 
ICAC, 2019). 

Мировое потребление хлопка демонстрирует устой­
чивое увеличение на 80 % в период с 1980/1981 по 2020/ 
2021 г. (International Cotton Advisory Committee – ICAC, 
2021), что требует повышения урожайности хлопка и ка­
чества его волокна. Увеличение урожайности хлопка было 
достигнуто путем создания трансгенных сортов, тради­
ционной селекции, межсортового скрещивания. Однако 
большинство этих сортов получено при отборе из узкой 
генотипической среды и адаптировано к определенным 
почвенно-климатическим условиям (International Cotton 
Advisory Committee – ICAC, 2021). Таким образом, на 
сегодняшний день у культивируемого хлопчатника от­
мечается сокращение генетического разнообразия, что 
является причиной снижения качества волокна и повы­
шения уязвимости к стрессовым факторам из-за близкой 
родственности высокоурожайных сортов. 

Обогащение генома G. hirsutum аллелями хозяйствен­
но ценных генов от других видов хлопчатника очень 
актуально (Grover et al., 2022). Например, G. tomentosum 
характеризуется жароустойчивостью, а G. mustelinum и 
G. stocksii – устойчивостью к вредителям и заболевани­
ям. Известно, что тонковолокнистый хлопчатник вида 
G.  barbadense менее продуктивен и обладает меньшей 
адаптивностью к условиям выращивания, но имеет свой­
ства волокна, значительно превышающие по качеству 
(длина, крепость и тонина волокна) культивируемые сор- 
та G. hirsutum, хотя последний более урожайный. С уче­
том взаимодополняющих хозяйственно ценных признаков 
этих двух видов предприняты многочисленные попытки 
гибридизации в рамках традиционной селекции (Anwar 

et al., 2022). Однако у межвидовых гибридов были плохие 
агрономически ценные признаки, гибриды характеризова­
лись ограниченной рекомбинацией по причине несовме­
стимости геномов из-за крупных инверсий на различных 
хромосомах двух субгеномов тетраплоидных видов. Как 
правило, гибриды F1 G. hirsutum × G. barbadense плодови­
ты, но фенотипы F2 и последующие поколения смещены в 
сторону одного из их родителей из-за стерильности пыль­
цы, подавления кроссинговера, селективной элиминации 
генов и нарушения расщепления (Zhang et al., 2014; Si et 
al., 2017; Fang et al., 2023).

Получение форм с замещением хромосом (CS – chro­
mosome substitition) у различных видов растений позво­
ляет осуществлять направленную интрогрессию конкрет­
ных хромосом или плеч отдельных хромосом, которые 
представляют собой ценный источник новых аллелей 
полезных генов. Ранее такие формы были созданы у мно­
гих сельскохозяйственных культур, что позволило улуч­
шить некоторые агрономические признаки (Shchapova, 
Kravtsova, 1982; Силкова и др., 2006, 2007; Schneider et 
al., 2008; Tiwari et al., 2010; Rawat et al., 2011).

На протяжении ряда лет в США у хлопчатника прово­
дятся исследования по созданию линий с чужеродным 
замещением хромосом с участием трех тетраплоидных 
видов (G. barbadense, G. tomentosum, G. mustelinum), при­
чем с участием вида G. barbadense уже получено 20 ли­
ний с замещениями отдельных хромосом (Saha et al., 2006, 
2013, 2015). Эти линии позволили выяснить, что замеще­
ния определенных хромосом хлопчатника вида G.  hir­
sutum  L.  хромосомами вида G. barbadense L. (CS- B02, 
CS-B04, CS-B16, CS-B17, CS-B22Lo, CS-B22sh, CS-B25) 
оказывают влияние на удлинение, выход, прочность во­
локна, микронейр и др. в сравнении с исходными линиями 
ТМ-1 и Pima 3-79 (Saha et al., 2004). Показано, что такие 
линии являются важным источником для селекции, уве­
личивающим генетическое разнообразие G. hirsutum L. 
(Jenkins et al., 2006, 2007).

Ранее моносомные линии Цитогенетической коллекции 
хлопчатника Узбекистана (ЦКХУ), созданные в генотипи­
ческой среде высокоинбредной линии Л-458 вида G. hir­
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sutum L. (Sanamyan et al., 2014), с идентифицированной 
моносомией по хромосомам 2, 4, 6, 7, 12 Аt-субгенома и 17, 
18, 21, 22 Dt-субгенома, а также две линии с моносомией 
по телоцентрикам 6 и 11 Аt-субгенома (Санамьян и др., 
2016; Sanamyan et al., 2016; Санамьян, Бобохужаев, 2019) 
были использованы в скрещиваниях с линией Pima 3-79 
вида G. barbadense, а также в скрещиваниях с гибрида­
ми F1, для получения анеуплоидных гибридов BC1F1 и в 
последующем для создания линий хлопчатника с заме­
щением хромосом. В работе был задействован двойной 
скрининг гибридов на всех этапах беккроссирования с 
помощью молекулярно-генетических маркеров и цитоге­
нетического анализа (Sanamyan et al., 2022). Первый этап 
исследования заключался в молекулярно-генетическом 
анализе гибридных растений на стадии проростков с 
целью ускоренного выявления анеуплоидных форм с при­
сутствием или отсутствием замещений хромосом или их 
плеч. На втором этапе выполнен цитогенетический анализ 
мейоза у гибридов на стадиях метафазы I и телофазы II, а 
также изучена фертильность пыльцы при окраске ацето­
кармином с целью подтверждения моносомного статуса 
беккроссных гибридных растений и нахождения у них 
особенностей в поведении хромосом.

Целью этой работы были молекулярно-генетическое и 
цитогенетическое изучение гибридов BC2F1 от скрещи­
ваний моносомных линий хлопчатника ЦКХУ c моно­
сомными беккроссными гибридами BC1F1 и выяснение 
особенностей интрогрессии индивидуальных хромосом 
хлопчатника вида G. barbadense в геном хлопчатника 
вида G. hirsutum. В ходе работы на стадии проростков 
с помощью молекулярно-генетических маркеров (SSR) 
среди гибридов BC2F1 обнаружены анеуплоидные фор­
мы, у которых подтверждены замещение хромосом 4, 6, 
12 Аt-субгенома и хромосомы 22 Dt-субгенома и элими­
нация хромосом 2, 7 Аt-субгенома и 18 Dt-субгенома с 
G. barbadense. У анеуплоидов BC2F1 изучено поведение 
индивидуальных хромосом G. hirsutum и G. barbadense в 
мейозе, а также проведена оценка мейотического индекса 
и фертильности пыльцы. Продемонстрирована перспек­
тивность использования молекулярно-генетических мар­
керов на стадии проростков для ускоренного отбора рас­
тений с чужеродным замещением отдельных хромосом 
G. hirsutum/G. barbadense в поколении BC2F1.

Материалы и методы
Растительный материал. Моносомные и монотелосом­
ные линии ЦКХУ были созданы в единой генотипической 
среде высокоинбредной линии Л-458 G. hirsutum, полу­
ченной М.Ф. Абзаловым и Г.Н. Фатхуллаевой, в результате 
многолетнего самоопыления (F20) на основе сорта 108-Ф. 
Для создания коллекции применялись различные методы 
облучения семян и пыльцы, а также потомство растений 
с транслокациями и десинапсисом (табл. 1) (Санамьян, 
2020). Линия Pima 3-79 вида G. barbadense не чувстви­
тельна к фотопериоду и высокогомозиготна, так как про­
исходит от удвоенного гаплоида (Endrizzi et al., 1985). Эта 
линия является генетическим стандартом для вида G. bar­
badense L. в США (Hulse-Kemp et al., 2015), поэтому она 
использована в качестве родителя-донора замещенной 

хромосомы (CS) или сегментов хромосом от G. barbadense 
как в США, так и в Узбекистане. 

Для получения беккроссных гибридов ВC2F1 моно­
сомные линии по хромосомам 2, 4, 6, 7, 12 Аt-субгенома 
и 18, 22 Dt-субгенома беккроссировали моносомными 
гибридами BC1F1(Mo × F1(Mo × Pima 3-79)), а также мо­
нотелосомную линию с нехваткой одного из плеч хромо­
сомы 11 беккроссировали с монотелосомным гибридом 
BC1F1(Telo × F1(Telo × Pima 3-79)), у которых моносомия 
и монотелосомия были по тем же хромосомам, что и у 
исходных анеуплоидов G. hirsutum. Все растения исход­
ных линий и гибридов разных поколений круглогодично 
содержались в теплице Национального университета 
Узбекистана.

Цитологические анализы. Поведение хромосом изу­
чали в материнских клетках пыльцы (МКП) на стадии 
метафазы I (МI) и тетрад мейоза. Для этого проводили 
фиксацию 2–3 мм бутонов в этилово-уксусной смеси 
(7:3). Затем МКП окрашивали железо-ацетокармином. На 
временных давленых препаратах на стадии МI учитывали 
характер конъюгации хромосом. Для анализа стадии тет­
рад анализировали по три бутона от каждого растения и 
подсчитывали процент нормальных тетрад от их общего 
количества. Для анализа фертильности пыльцы утром в 
день цветения собирали раскрывшиеся цветки, готовили 
временные ацетокарминовые препараты, которые уклады­
вали в чашки Петри и оставляли в холодильнике на сутки 
с целью лучшего прокрашивания пыльцевых зерен. Затем 
анализировали по 10 полей зрения с каждого цветка.

Все цитологические наблюдения проводили с исполь­
зованием микроскопов AxioScopeA1, Laboval (Carl Zeiss, 
Германия) и Biomed (Leica, Швейцария) при увеличении 
объективов 10х, 100х, бинокулярной насадки 1.6х и  
GF  12.5 × 120 и окуляра 10х. Микрофотографирование 
выполняли с помощью цифровой фотокамеры Mikro­
skopkamera AxioCamERc5s. При экспонировании исполь­
зовали зеленый светофильтр 3C-11-3. Статистическую 
обработку полученных данных осуществляли согласно 
Б.А. Доспехову (1985). 

Экстракция ДНК и генотипирование. Геномную ДНК 
выделяли из образцов молодых листьев цитогенетически 
идентифицированных беккроссных анеуплоидных гибри­
дов BC2F1 и молодых проростков гибридных растений 
(BC2F1) методом CTAB (Saha et al., 2015). Геномную ДНК 
проверяли с помощью электрофореза в 0.9 % агарозе, и 
разводили ДНК в 15 мкл до рабочей концентрации с при­
менением контрольного раствора HindIII-расщепленной 
ДНК λ-фага (25 нг/мкл). Полимеразную цепную реакцию 
(ПЦР) проводили в 10 мкл реакционной смеси, содержа­
щей 1.0 мкл 10-кратного ПЦР-буфера (с 25 мМ MgCl2), 
0.2 мкл БСА, 0.08 мкл НТФ (25 мМ), 0.2 мкл праймеров, 
0.1 мкл Taq-полимеразы и 2 мкл ДНК-матрицы. Поли­
меразную цепную реакцию осуществляли с начальной 
денатурированной ДНК при 94 °С в течение 2 мин, затем 
следовали 35 циклов при 94 °С (шаг 1) в течение 20 с, 
55 °С (этап 2) в течение 30 с и 72 °С (шаг 2, шаг 3) в тече­
ние 50 с. После 35 циклов температура растяжения 72 °С 
поддерживалась в течение 7 мин. Продукты ПЦР визуа­
лизировали в 3.5 % агарозном геле высокого разрешения, 
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окрашивали бромистым этидием и фотодокументировали 
с помощью системы документирования геля Alpha Imager 
(Innotech Inc., США).

Пары праймеров к кодоминантным хромосом-специ­
фичным SSR-маркерам были синтезированы в соответ­
ствии с работами по генетическому картированию (Del­
laporta et al., 1983; Gutiérrez et al., 2009; Saha et al., 2015; 
Reddy et al., 2020), которые перечислены в Приложении 11. 
Для каждой хромосомы выбрано в среднем по четыре ло­
куса, полиморфных между Л-458 (G. hirsutum) и Pima 3-79 
(G. barbadense). Результаты электрофореграммы для SSR 
были оценены как a/b/h, где локус a соответствовал реци­
пиентному L-458, локус b – донорской линии Pima 3-79, 
а генотип h – дисомному гибриду BC1F1 и BC2F1. Эли­
минацию хромосом G. hirsutum у моносомного гибрида 
хлопчатника BC1F1 и BC2F1 определяли по отсутствию 
амплификации маркера по хромосомам G. hirsutum (мате- 
1 Приложения 1–13 см. по адресу: 
https://vavilovj-icg.ru/download/pict-2023-27/appx31.pdf

ринский) и присутствию только аллель-специфичных про­
дуктов ПЦР G. barbadense (отцовский) (Liu et al., 2000). 
Для всех типов замещений отдельных хромосом в каче­
стве контроля использовали ДНК хромосом-замещенных 
линий американской цитогенетической коллекции, за ис­
ключением хромосомы 2.

Результаты

Идентификация замещений хромосом  
G. barbadense/G. hirsutum у гибридов BC2F1 
с использованием хромосом-специфичных 
молекулярно-генетических маркеров
Согласно ранее разработанной нами схеме (Sanamyan et 
al., 2022), молекулярно-генетический анализ растений 
BC2F1 проводили на стадии проростков до того, как они 
были пересажены в грунт теплицы для ускоренного вы­
деления моносомиков по хромосомам донорного вида, 
чтобы с помощью молекулярных маркеров отделить их 

Таблица 1. Моносомные и монотелосомные линии хлопчатника G. hirsutum L. цитогенетической коллекции Узбекистана

№
п/п

Номер 
каталога

Условное 
обозначение 
моносомика 

Происхождение Название 
линии

Моносомия  
по хромосоме

Размер  
унивалента

   1 233 Mo16 Получен в М1 после опыления гамма-облученной 
пыльцой линии Л-458 (доза 25 Гр)

Моносомная 
линия Мо16

2 At-субгеном Крупный

   2 255 Mo38 Получен в М2 после опыления гамма-облученной 
пыльцой линии Л-458 (доза 25 Гр)

Моносомная 
линия Мо38

4 At-субгеном Средний

   3 275 Мо58 Получен из потомства десинаптика в М2 после  
облучения семян линии Л-458 тепловыми нейтро-
нами (доза 15 Гр)

Моносомная 
линия Мо58

Средний

   4 276 Мо59 Получен из потомства десинаптика в М2 после  
облучения семян линии Л-458 тепловыми нейтро-
нами (доза 15 Гр)

Моносомная 
линия Мо59

Средний

   5 277 Мо60 Получен из потомства десинаптика в М2 после  
облучения семян линии Л-458 тепловыми нейтро-
нами (доза 15 Гр)

Моносомная 
линия Мо60

Средний

   6 292 Mo75 Получен в М2 после опыления гамма-облученной 
пыльцой линии Л-458 (доза 20 Гр)

Моносомная 
линия Мо75

Средний

   7 251 Мо34 Получен в М2 после опыления гамма-облученной 
пыльцой линии Л-458 (доза 20 Гр)

Моносомная 
линия Мо34

6 At-субгеном Крупный

   8 309 Mо92 Получен в М3 после облучения семян линии Л-458 
тепловыми нейтронами (доза 27 Гр)

Моносомная 
линия Мо92

Крупный

   9 244 Мо27 Получен в М2 после опыления гамма-облученной 
пыльцой линии Л-458 (доза 20 Гр)

Моносомная 
линия Мо27

7 At-субгеном Средний

10 311 Mo94 Получен в М3 после опыления гамма-облученной 
пыльцой линии Л-458 (доза 20 Гр)

Моносомная 
линия Мо94

12 At-субгеном Крупный

11 265 Mo48 Получен в М1 после опыления гамма-облученной 
пыльцой линии Л-458 (доза 25 Гр)

Моносомная 
линия Мо48

18 Dt-субгеном Среднемелкий

12 234 Mo17 Получен в М1 после опыления гамма-облученной 
пыльцой линии Л-458 (доза 25 Гр)

Моносомная 
линия Мо17

22 Dt-субгеном Средний

13 238 Telo21 Выделен в потомстве моносомика, полученного  
в М1 после опыления гамма-облученной пыльцой 
линии Л-458 (доза 15 Гр)

Телосомная 
линия Telo21

Telo11  
At-субгеном

Гетероморфный 
бивалент

https://vavilovj-icg.ru/download/pict-2023-27/appx31.pdf
https://vavilovj-icg.ru/download/pict-2023-27/appx31.pdf
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от растений с хромосомами вида-реципиента. Поскольку 
большинство моносомиков были идентифицированы 
ранее, только два варианта скрещиваний, BC2F1(Mo16 × 
BC1F1(9237)) и BC2F1(Мо38 × BC1F1(92510)) были про­
анализированы на стадии проростков.

Результаты анализа показали пять моносомиков (211, 
212, 214, 217 и 221, где цифры указывают на посевные 
номера растений) в двух семьях (21n и 22n, где цифры 
обозначают посевные номера семей, а буква «n» – на 
разное число растений в семье) в варианте BC2F1(Mo16 × 
BC1F1(9237)), где предполагалось замещение хромосо­
мы  2 At-субгенома. Эти растения характеризовались 
присутствием хромосом-специфичных аллелей только 
от линии Л-458 вида G. hirsutum, тогда как аллели вида 
G. barbadense отсутствовали. Поскольку прежде хро­
мосом-специфичные SSR-маркеры, BNL834, BNL3971, 
TMB0471, JESPR179, были локализованы на хромосоме 2 
Аt-субгенома хлопчатника (Gutiérrez et al., 2009; Lacape 
et al., 2009) (см. Приложения 1–3), полученные данные 
указали на отсутствие замещения хромосомы 2 у всех 
пяти беккроссных проростков в варианте BC2F1(Mo16 × 
BC1F19237), что стало негативным результатом этого ис­
следования, поскольку потребовало получения в дальней­
шем новых гибридных беккроссных семян и изучения 
нового BC2F1 гибридного потомства. 

Один проросток (232) с замещением хромосомы 4 был 
обнаружен в варианте BC2F1(Мо38 × BC1F192510). Этот 
гибрид характеризовался присутствием аллелей только 
от G. barbadense, что было выявлено при получении 
ПЦР-продуктов в результате амплификации с четырьмя 
хромосом-специфичными SSR-маркерами – BNL2572, 
Gh107, Gh117, TMB0809 (Hoffman et al., 2007; Gutiérrez 
et al., 2009) (см. Приложения 1, 2, рис. 1). 

Замещение хромосом в других 10 вариантах прове­
дено у ранее цитогенетически изученных моносомиков 
BC2F1. Анализ моносомиков с предполагаемым замеще­

нием хромосомы 4 показал амплификацию пяти аллель-
специфичных продуктов ПЦР SSR- маркеров, TMB0809,  
Gh107, Gh117, CIR249, JESPR234, только для G. barba­
dense у моносомика (5301) из варианта BC2F1(Мо58 × 
BC1F11151), у двух моносомиков, 2841 и 28411, в варианте 
BC2F1(Mo59 × BC1F110414), у моносомика (4943) из ва­
рианта BC2F1(Mo60 × BC1F11175) и у моносомика (4961) 
в варианте BC2F1(Мо75 × BC1F12982 (см. Приложения 1, 
4, 5), что подтвердило замещение хромосом у них.

Анализ моносомика (4974) в варианте BC2F1(Mo34 × 
BC1F1(2933)) и моносомика (4992) в варианте BC2F1(Mo92 × 
BC1F1(10402)) с предполагаемым замещением хромосо­
мы 6 выявил аллели только от G. barbadense, тогда как 
аллели вида G. hirsutum отсутствовали, на что указала 
локализация 11 хромосом-специфичных SSR-маркеров – 
BNL1440, BNL3650, BNL2884, BNL1064, BNL3359, 
TMB1277, TMB0154, TMB0853, TMB1538, Gh039, Gh082 
(Gutiérrez et al., 2009) (см. Приложения 1, 5, рис. 2), что 
подтвердило присутствие замещения этих хромосом.

Молекулярно-генетический анализ двух моносомиков, 
50011 и 50012, из варианта BC2F1(Мо27 × BC1F1(1112)) 
определил только аллели хромосомы 7 от линии Л-458 
G. hirsutum, тогда как аллели вида G. barbadense отсут­
ствовали. Поскольку прежде четыре хромосом-специфич­
ных SSR-маркера, BNL1694, Gh146, TMB0180, TMB0561, 
были локализованы на хромосоме 7 Аt-субгенома хлопчат­
ника (Hoffman et al., 2007; Guo et al., 2008; Gutiérrez et al., 
2009; Saha et al., 2015) (см. Приложения 5, 6), полученные 
данные указали на отсутствие замещения хромосомы 7 у 
этих двух моносомиков.

Необходимо подчеркнуть, что замещенные линии 
CS- B06 и CS-B07 американской цитогенетической кол­
лекции, служившие контролем в нашем исследовании, 
характеризовались отсутствием замещения хромосом 
6 и 7 Аt- субгенома хлопчатника, поскольку у них при­
сутствовали аллели только от вида G. hirsutum, тогда как 
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Рис. 1. Электрофореграмма ДНК-ампликонов SSR-маркеров у гибридных проростков BC2F1(Mo38 × BC1F192510) по хромо-
соме 4 A t-субгенома хлопчатника: a – Gh107; б – Gh117; в – TMB0809.



Интрогрессия хромосом хлопчатника G. barbadense L. 
в геном G. hirsutum L. у гибридов BC2F1

М.Ф. Санамьян, Ш.У. Бобохужаев 
Ш.С. Абдукаримов, О.Г. Силкова

2023
27 • 8

963ГЕНЕТИКА РАСТЕНИЙ / PLANT GENETICS

от вида G. barbadense отсутствовали, как отчетливо видно 
на рис. 2 и в Приложении 6 соответственно. Однако все 
другие контроли соответствовали замещениям тех хромо­
сом, по которым проводилось исследование.

У двух моносомиков, 5054 и 5062, из варианта BC2F1 
(Mo94 × BC1F12991) идентифицирована только хромосо­
ма 12 Аt-субгенома хлопчатника G. barbadense согласно 
ПЦР-амплификации хромосом-специфичных SSR-мар­
керов – BNL3261, BNL3835 (Gutiérrez et al., 2009) (см. 
Приложения 5, 7).

Анализ моносомика (28614) из комбинации BC2F1 
(Mo48 × F1BC111420) показал только аллели хромосомы 18 
от G. hirsutum, тогда как аллели вида G. barbadense от­
сутствовали. Поскольку прежде восемь хромосом-спе­
цифичных SSR-маркеров, BNL193, BNL2544, BNL3280, 
BNL3479, CIR216, Gh142, TMB0114, TMB1603, были ло­
кализованы на хромосоме 18 Dt-субгенома хлопчатника 
(Reddy et al., 2020) (см. Приложения 5, 8), полученные дан­
ные указали на отсутствие замещения этой хромосомы.

Молекулярно-генетический SSR-анализ моносомика 
(2881) из варианта BC2F1(Mo17 × F1BC11101) выявил при­
сутствие только аллеля от G. barbadense, тогда как аллель 
вида G. hirsutum не был обнаружен на основе локализации 
хромосом-специфичного SSR-маркера BNL673. Так как 
прежде этот маркер был локализован на хромосоме 22 
Dt-субгенома хлопчатника (Gutiérrez et al., 2009), то за­
мещение хромосомы 22 было подтверждено у изученного 
моносомика (см. Приложения 5, 9).

Молекулярно-генетический анализ двух телоцентриков, 
7902 и 7911, из варианта BC2F1(Теlо21 × BC1F1(2921)) по­
казал противоречивые данные, возможно, из-за локализа­
ции маркеров на разных плечах хромосомы 11. Поэтому 
изучение этих монотелосомиков будет продолжено с по­
мощью меченых праймеров, поскольку они показывают 
более точную их локализацию.

Изучение мейоза у гибридов BC2F1  
с идентифицированными унивалентами
Анализ конъюгации хромосом на стадии МI мейоза вы­
явил анеуплоидные растения в 12 вариантах гибридного 
потомства, полученного от скрещиваний моносомных 
линий вида G. hirsutum ЦКХУ с моносомиками BC1F1. 
Так, по два моносомика было изолировано в каждом из 
трех беккроссов (с участием линий Мо59, Мо27 и Мо94), и 
по одному моносомику выделено в каждом из оставшихся 
девяти беккроссных вариантов (с участием Мо16, Мо38, 
Мо58, Мо60, Мо75, Мо34, Мо92, Мо48 и Мо17) (При­
ложение 10). К сожалению, мы не смогли продолжить 
исследования с четырьмя линиями (Мо31, Мо56, Мо42 и 
Telo12), которые изучали в первом поколении беккроссов, 
из-за отсутствия завязываемости гибридных коробочек.

Анализ метафазы I мейоза у 15 моносомиков ВС2F1, 
где четыре моносомика, 211, 50011 и 50012, 28614, трех 
вариантов скрещиваний с унивалентными хромосомами 
G. hirsutum (2, 7 и 18) и 11 других моносомиков восьми 
других вариантов скрещиваний с унивалентными хро­
мосомами G. barbadense (4, 6 и 12) показал, что растения 
характеризовались модальной для моносомиков хлопчат­
ника конъюгацией хромосом с 25 бивалентами и одним 
унивалентом (табл. 2). Один моносомик (2881) из варианта 
F1BC2(Mo17 × F1ВС11101) с замещением хромосомы 22 
Dt-субгенома выделялся присутствием дополнительных 
унивалентов (1.94 ± 0.19 в среднем на клетку), которые 
могли привести к появлению нуллисомных гамет. 

У монотелосомиков (7902 и 7911) в варианте ВС2F1 
(Telo21 × BC1F1(2921)) в отдельных МКП обнаружены 
парные униваленты (0.75 ± 0.37 и 1.00 ± 0.41 в среднем 
на клетку соответственно) наряду с гетероморфными би­
валентами. У одного монотелосомика (7911) также фор­
мировался один квадривалент (0.25 ± 0.25 в среднем на 
клетку) (см. табл. 2).

Рис. 2. Электрофореграмма ДНК-ампликонов SSR-маркеров у гибридных моносомных растений (BC2F1(Mo34 × BC1F1(2933)) 
и BC2F1(Mo92 × F1BC1(10402)) по хромосоме 6 A t-субгенома хлопчатника: a – TMB0853; б – TMB1538; в – Gh082.
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Chromosome introgression of cotton from G. barbadense L. 
into the genome of G. hirsutum L. in BC2F1 hybrids

Анализы размера унивалентов у моносомиков ВС2F1 
обнаружили большой размер хромосомы 2 G. hirsutum 
в одной семье ВС2F1(Мо16 × BC1F1(9237)), хромосомы 6 
G. barbadense в двух семьях ВС2F1(Мо34 × BC1F1(2933)) 
и ВС2F1(Мо92 × BC1F1(10402)) (см. рис. 3, г), а также хро­
мосомы 12 G. barbadense в одной семье ВС2F1(Мо94 × 
BC1F1(2991)) (см. рис. 4, б ). Моносомики ВС2F1 у пяти 
семей с хромосомой 4 G. barbadense ВС2F1(Мо38 × 
BC1F1(92511)), ВС2F1(Мо58 × BC1F1(1151)), ВС2F1(Мо59 × 
BC1F1(10414)), ВС2F1(Мо60 × BC1F1(1174)) и ВС2F1(Мо75 × 
BC1F1(2982)) (см. рис. 3, a–в) так же, как и с хромосомой 7 
G. hirsutum ВС2F1(Мо27 × BC1F1(1112)) (рис. 4, a), имели 
средний размер унивалентов, что подтвердило их принад­
лежность к Аt-субгеному.

Изучение размера унивалента у растения (2881) ва­
рианта скрещиваний ВС2F1(Мо17 × BC1F1(1101)) с хро­
мосомой  22 G. barbadense обнаружило среднемелкий 
размер унивалента (см. рис. 4, г), а у растения другого 
варианта – ВС2F1(Мо48 × BC1F1(1141)) с хромосомой 18 
G. hirsutum  – мелкий размер, который дополнительно 
подтвердил принадлежность хромосом к Dt-субгеному 
(см. рис. 4, в).

Большинство моносомиков ВС2F1 проявило высокий 
мейотический индекс, который свидетельствует, что их 
унивалентные хромосомы претерпевали регулярное рас­
хождение (Приложение 11). Однако один моносомик в 

варианте ВС2F1(Мо34 × BC1F1(2933)) c замещением хро­
мосомы 6 продемонстрировал снижение мейотического 
индекса (до 83.66 ± 0.62) и увеличение числа тетрад с 
микроядрами (до 9.23 ± 0.77 %) (рис. 5). Это указало на 
нарушения в расхождении хромосом и формировании 
несбалансированных гамет, которые могли привести к 
смене унивалента в потомстве. Еще пять моносомиков 
в вариантах ВС2F1(Мо60 × BC1F1(1174)), ВС2F1(Мо92 ×  
BC1F1(10402)), ВС2F1(Мо94 × BC1F1(2991)) и ВС2F1(Мо17 × 
BC1F1(1101)) тоже продемонстрировали небольшое уве­
личение числа тетрад с микроядрами (от 1.22 ± 0.43 до 
1.84 ± 0.37 %), что также могло привести к таким же по­
следствиям (Приложение 12, рис. 5). Сходно с конъюга­
цией хромосом, мейотический индекс не показал суще­
ственных различий между беккроссными моносомиками 
с присутствием замещений отдельных хромосом или их 
отсутствием. 

Два монотелосомика из семьи ВС2F1(Telo21 × BC1F1 
(2921)) показали увеличение процента тетрад с микро­
ядрами от 2.17 ± 0.30 % (7911) до 2.32 ± 0.30 % (7902), 
которое могло быть следствием нарушения в расхожде­
нии телоцентрика и формировании несбалансированных 
гамет у этих гибридов (см. Приложение 12).

Жизнеспособность пыльцы была оценена у моносо­
миков BC2F1 с помощью окраски ацетокармином. Боль­
шинство из них продемонстрировало высокую жизне­

Табл. 2. Конъюгация хромосом на стадии метафазы I мейоза у анеуплоидных гибридов BC2F1,  
полученных от скрещиваний рекуррентных родителей с межвидовыми анеуплоидными гибридами  
BC1F1(Mo × F1Mo × Pima 3-79) или BC1F1(Telo × F1Telo × Pima 3-79)

Хромосома Вариант скрещивания Номер 
гибрида

Число  
изученных МКП

Размер  
унивалента

В среднем на клетку

унивалентов бивалентов

Л-458 – 11 – 0 26.00 ± 0.00

Pima 3-79 – 12 – 0 26.00 ± 0.00

F1(Л-458 × Pima 3-79) 680 10 – 0 26.00 ± 0.00

   2 ВС2F1(Мо16 × BC1F1(9237)) 211    5 Крупный 1.00 ± 0.00 25.00 ± 0.00

   4 ВС2F1(Мо38 × BC1F1(92511)) 232 30 Средний 1.00 ± 0.00 25.00 ± 0.00

ВС2F1(Мо58 × BC1F1(1151)) 5301 30 Средний 1.00 ± 0.00 25.00 ± 0.00

ВС2F1(Мо59 × BC1F1(10414)) 2841 26 Средний 1.00 ± 0.00 25.00 ± 0.00

28411 11 Средний 1.00 ± 0.00 25.00 ± 0.00

ВС2F1(Мо60 × BC1F1(1174)) 4943 15 Средний 1.00 ± 0.00 25.00 ± 0.00

ВС2F1(Мо75 × BC1F1(2982)) 4961 15 Средний 1.00 ± 0.00 25.00 ± 0.00

   6 ВС2F1(Мо34 × BC1F1(2933)) 4974 25 Крупный 1.00 ± 0.00 25.00 ± 0.00

ВС2F1(Мо92 × BC1F1(10402)) 4992 18 Крупный 1.00 ± 0.00 25.00 ± 0.00

   7 ВС2F1(Мо27 × BC1F1(1112)) 50011 15 Средний 1.00 ± 0.00 25.00 ± 0.00

50012 13 Средний 1.00 ± 0.00 25.00 ± 0.00

12 ВС2F1(Мо94 × BC1F1(2991)) 5054    9 Крупный 1.00 ± 0.00 25.00 ± 0.00

5062    6 Крупный 1.00 ± 0.00 25.00 ± 0.00

18 ВС2F1(Мо48 × BC1F1(1141)) 28614 14 Мелкий 1.00 ± 0.00 25.00 ± 0.00

22 ВС2F1(Мо17 × BC1F1(1101)) 2881 16 Среднемелкий 1.94 ± 0.19 24.75 ± 0.11

Telo11 ВС2F1(Telo21 × BC1F1(2921)) 7902    8 – 0.75 ± 0.37 25.63 ± 0.18

7911* 15 – 1.00 ± 0.41 24.75 ± 0.63

* 0.25 ± 0.25 квадривалентов в среднем на клетку у монотелосомного растения 7911.
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способность пыльцы (от 90.22 ± 1.31 до 96.15 ± 0.69 %), 
сходную с линией Л-458 (90.92 ± 1.15 %) (Приложение 13). 
Специфически два моносомика (50012 и 4992) в двух 
вариантах скрещиваний, ВС2F1(Мо27 × BC1F1(1112)) и 
ВС2F1(Мо92 × BC1F1(10402)) с хромосомой 7 G. hirsu­
tum и с хромосомой 6 G. barbadense имели наибольшую 
редукцию в жизнеспособности пыльцы (70.09 ± 1.57 и 
75.00 ± 1.66 % соответственно) (рис. 6), но четыре моносо­
мика показали небольшую редукцию жизнеспособности 
пыльцы (от 83.20 ± 2.39 до 87.50 ± 1.95 %). Однако в одном 
варианте ВС2F1(Мо59 × BC1F1(10414)) два моносомика ха­
рактеризовались различиями в жизнеспособности пыль­
цы более 17 %, а в другом, ВС2F1(Мо27 × BC1F1(1112)), 
эти различия составили более 20 %. 

Обсуждение
В последние годы хорошо зарекомендовал себя комплекс­
ный анализ чужеродно-дополненных и чужеродно-за­
мещенных линий, включающий морфо-биологический, 
генетический, цитогенетический и молекулярно-генети­
ческий методы (Schneider et al., 2010; Tiwari et al., 2010; 
Rawat et al., 2011; Garg et al., 2016). 

Комплексный подход с использованием дифференци­
альной С-окраски, флуоресцентной in situ гибридизации 
(FISH) и анализа глиадинов в анализах интрогрессивных 
линий T. aestivum × Аe. сolumnaris позволил выявить за­
мещения, дополненные хромосомы или фрагменты от­
дельных хромосом у 15 линий, тогда как у пяти линий 

присутствие чужеродного генетического материала не об­
наружено (Шишкина и др., 2017). В исследовании интро­
грессивных линий, полученных от беккроссов с сортами 
мягкой пшеницы синтетической формы RS7 (BBAAUS), 
с помощью C-окраски, FISH, а также ДНК-маркеров вы- 
явлены линии с замещением хромосом пшеницы, с пере­
стройками хромосом, однако две линии характеризова­
лись отсутствием чужеродных интрогрессий (Давоян и 
др., 2019). Стало очевидным, что в исследованиях геном­
ного состава чужеродно замещенных форм крайне необ­
ходимо применение комплекса цитологических и молеку­
лярно-генетических методов.

У хлопчатника также были начаты исследования с 
использованием SSR-маркеров и in situ геномной гибри­
дизации (GISH), которые позволили изолировать пять 
моносомных чужеродных дополненных линий (MAALs) 
в беккроссном потомстве пентаплоида, полученного от 
скрещиваний вида G. hirsutum с австралийским дипло­
идным видом G. australe F. Muell. (Sarr et al., 2011). При­
менение у пяти диплоидных видов хлопчатника BAC-
FISH зондов позволило успешно идентифицировать от­
дельные хромосомы и картировать 45S и 5S рДНК 
на  специфических хромосомах пяти видов (Gan et al., 
2012). Сравнение цитогенетической карты хромосомы 1 
вида G. herbaceum L., построенной с помощью BAC-FISH, 
с генетическими картами хромосомы 1 у видов G. hirsu­
tum, G. arboreum, G. raimondii показало, что большинство 
идентифицированных клонов ВАС располагаются в оди­

Рис. 3. Конфигурации хромосом в метафазе I мейоза у гибридных растений BC2F1, полученных от скрещиваний моносомных линий с межвидо-
выми моносомными гибридами BC1F1(25II+1I).
а – BC2F1(Мо58 × BC1F1(1151)) (5301); б – BC2F1(Mo59 × BC1F1(10414)) (2841); в – BC2F1(Мо60 × BC1F1(1175)) (4943) (25II+1I) с хромосомой 4 G. barbadense;  
г – BC2F1(Mo34 × BC1F1(2933)) (4974) с хромосомой 6 G. barbadense. Здесь и на рис. 4: стрелкой указаны униваленты. Масштабная линейка = 10 мкм.

Рис. 4. Конфигурации хромосом в метафазе I мейоза у гибридных растений BC2F1, полученных от скрещиваний моносомных линий с межвидо-
выми моносомными гибридами BC1F1(25II+1I).
а – BC2F1(Mo27 × BC1F1(1112)) (50012) с хромосомой 7 G. hirsutum; б – BC2F1(Mo94 × BC1F1(2991)) (5054) с хромосомой 12 G. barbadense; в – BC2F1(Mo48 × 
BC1F1(11420)) (28614) с хромосомой 18 G. hirsutum; г – BC2F1(Mo17 × BC1F1(1101)) (2881) с хромосомой 22 G. barbadense. 
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наковом порядке на разных картах, за исключением трех 
маркеров, указывающих на перестройки хромосом (Cui et 
al., 2015). К сожалению, подобные методы комплексного 
анализа пока не использованы для изучения хромосом-
замещенных линий.

Современные генотипы культивируемого хлопчатника 
характеризуются ограничением аллелей полезных при­
знаков из-за монофилетического происхождения и обра­
зования «генетически узкого горлышка», возникшего во 
время одомашнивания от общего предка и скрещиваний 
между однотипными генотипами элитных форм (Saha et 
al., 2018). Это стимулировало поиск генетического раз­
нообразия среди различных видов хлопчатника.

Создание 17 замещенных линий хлопчатника (CS-B), 
где каждая гомологичная пара хромосом или хромосом­
ное плечо вида G. hirsutum (ТМ-1) были замещены гомо­
логичной хромосомой или плечом вида G. barbadense 
(Pima 3-79) (Stelly et al., 2005), позволило связать важней­
шие признаки качества волокна с отдельной хромосомой 

или ее плечом (Saha et al., 2004; Jenkins et al., 2006), на­
чать интрогрессию благоприятных генов для улучшения 
культивируемого хлопчатника (Jenkins et al., 2006, 2007), 
а также изучать хромосомные эффекты агрономических 
признаков (выход волокна, масса одной коробочки, уро­
жай хлопка-сырца, урожай волокна) и обработку данных с 
помощью генетической модели (ADAA) (Saha et al., 2010).

Позже некоторые из этих линий хлопчатника не получи­
ли молекулярно-генетического подтверждения (Gutiérrez 
et al., 2009; Saha et al., 2015; Ulloa et al., 2016). В недав­
ней работе в популяции MAGIC, созданной в результате 
скрещиваний 18 CS-B линий с тремя сортами хлопчат­
ника Upland были использованы хромосом-специфичные 
маркеры (SSR). В итоге выяснилось, что те же пять линий 
(CS- B05sh, CS-B06, CS-B07, CS-B12sh и CS- B15sh), ко­
торые были перечислены в предыдущих статьях, содержа­
ли «небольшую интрогрессию» или вообще не содержали 
соответствующей интрогрессии целой хромосомы или 
участка хромосомы (Fang et al., 2023). Только 13 CS-B ли- 

Рис. 5. Спорады у моносомного гибридного растения BC2F1(Mo34 × BC1F1(2933)) (4974): а – монада с микроядрами; б – триады и тетрады;  
в – монада с микроядрами и тетрады; г–е – тетрады с микроядрами; ж – пентада с микроядрами; з – пентада.

Рис. 6. Фертильная (окрашенная) и стерильная (неокрашенная) пыльца у моносомных гибридов BC2F1, полученных от скрещиваний моносом-
ных линий с моносомными гибридами BC1F1(Mo × F1Mo × Pima 3-79): а, б – ВС2F1(Мо75 × BC1F12982) (4961); в, г – F1BC2(Mo34 × F1BC12933) (4974).
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ний имели «значительную интрогрессию» от вида G. bar­
badense, причем причины отсутствия молекулярно-гене­
тического подтверждения у некоторых хромосом-заме­
щенных линий хлопчатника остаются невыясненными. 

При создании линий хлопчатника с замещением хро­
мосом G. barbadense/G. hirsutum отбор растений с необ­
ходимым генотипом ускорялся благодаря молекулярно-
генетическому тестированию беккроссных растений на 
стадии проростка (Sanamyan et al., 2022). Это способство­
вало также продолжению беккроссирования только тех ги­
бридных форм, которые имели нужный генотип. Быстрый 
отбор растений с необходимым генотипом подчеркивал 
преимущества использования молекулярных  маркеров 
(SSR) в таких исследованиях. 

В настоящей работе с помощью хромосом-специфичных 
SSR-маркеров в варианте BC2F1(Mo16 × BC1F1(9237)) у 
шести проростков с моносомией обнаружены элиминация 
хромосомы 2 А t-субгенома G. barbadense и присутствие 
хромосомы 2 А t-субгенома G. hirsutum, тогда как у одного 
проростка другой семьи BC2F1(Мо38 × BC1F1(92510)) вы­
явлено присутствие только хромосомы 4 А t-субгенома 
G. barbadense, что свидетельствует о замещении хромосом 
у данного растения. Подтверждение замещений хромо­
сом, проведенное методом молекулярно-генетического 
анализа у ранее цитогенетически идентифицированных 
моносомных гибридов BC2F1, установлено только по хро­
мосомам 4, 6, 12 А t-субгенома и хромосоме 22 D t-субге­
нома хлопчатника в восьми вариантах, тогда как в двух 
вариантах, BC2F1(Мо27 × BC1F1(1112)) и BC2F1(Mo48 × 
BC1F1(11420)), выявлено отсутствие замещения хромо­
сом 7 А t-субгенома и 18 D t-субгенома. Следовательно, от- 
сутствие элиминации хромосомы 4 А t-субгенома G. bar­
badense в пяти изученных беккроссных вариантах (с учас­
тием линий Мо38, Мо58, Мо59, Мо60 и Мо75) косвенно 
указывает на ее преимущественную передачу через гаме­
ты, в то время как элиминация хромосом 7 А t-субгенома и 
18 D t-субгенома G. barbadense уже в первом беккроссном 
поколении указывает на их неконкурентоспособность в 
сравнении с гомеологами G. hirsutum. 

Необходимо подчеркнуть, что наличие ПЦР-продуктов, 
полученных в результате амплификации только с хромо­
сом-специфичными SSR-маркерами для хромосом 6 и 7 
А t-субгенома G. hirsutum у двух линий, CS-B06 и CS-B07, 
американской цитогенетической коллекции, служивших 
контролем в нашем исследовании, стало новым подтверж­
дением некорректного определения замещения  хромо­
сом 6 и 7 А t-субгенома, что прежде подчеркивалось дру­
гими исследователями (Gutiérrez et al., 2009; Ulloa et al., 
2016). В связи с этим выяснение причин отсутствия ин- 
трогрессии донорной хромосомы 2 А t-субгенома вида 
G. barbadense при беккроссировании гибридов представ­
ляет большой интерес для будущих исследований.

До настоящего времени причины элиминации донор­
ных хромосом у беккроссных гибридов остаются невыяс­
ненными, однако известно, что у пшенично-ржаных линий 
частота интрогрессии чужеродной хромосомы зависит как 
от генотипа линии, так и от генотипа сорта, используемого 
в скрещивании (Красилова и др., 2011). Анализ интрогрес­
сивных линий гибридной пшеницы с Аеgilops columnaris 
Zhuk. показал, что процессы интрогрессии зависят от 

родительского генотипа пшеницы и уровня дивергенции 
гомеологичных хромосом родительских видов (Badaeva et 
al., 2018). Низкой компенсационной способностью отли­
чаются хромосомы тех видов, которые в большей степени 
таксономически отошли от мягкой пшеницы, что могло 
быть вызвано структурными перестройками. Поскольку 
у хлопчатника пока не проводились исследования по 
выяснению причин, влияющих на частоту интрогрессии 
чужеродной хромосомы, изучение интрогрессивных ли­
ний пшеницы может способствовать пониманию сходных 
процессов у других видов растений.

Это исследование может прояснить в дальнейшем про­
цессы, из-за которых происходит элиминация донорной 
хромосомы G. barbadense при беккроссировании в некото­
рых вариантах скрещиваний, но уже сегодня известно, что 
у хромосом D t-субгенома хлопчатника мелких инверсий 
меньше, чем у хромосом А t-субгенома (Chen et al., 2020). 
Кроме того, у тетраплоидного хлопчатника имеются две 
реципрокные транслокации, Chr.4/Chr.5 и Chr.2/Chr.3, 
возникшие после полиплоидизации, которые были под­
тверждены наличием гомологичных локусов (Wang et 
al., 2016). На многих хромосомах, исключая хромосомы 
Chr.1, Chr.6, Chr.10, Chr.11, Chr.14, Chr.16, Chr.21, Chr.22 
и Chr.24, обнаружены инверсии. Все вышеперечисленные 
структурные изменения хромосом тетраплоидного хлоп­
чатника могли способствовать тем затруднениям, которые 
возникли при интрогрессии гомеологичных хромосом. 

Сравнительный анализ конъюгации хромосом у бек­
кроссных моносомиков разных вариантов скрещиваний 
выявил лишь единичные моносомики с дополнительными 
унивалентами ВС2F1(Мо17 × BC1F1(1101)), что теоретиче­
ски могло привести к «смене унивалента» в потомстве. 
Однако, как показало проведенное исследование, элими­
нация хромосомы G. barbadense в процессе беккросси­
рования наблюдалась в потомствах других беккроссных 
гибридов с модальной конъюгацией хромосом, что указа­
ло на существование механизма элиминации чужеродной 
хромосомы, не зависимого от конъюгации хромосом и 
последующего их расхождения.

Тем не менее ожидалось, что в одном варианте скре­
щиваний, ВС2F1(Мо34 × BC1F1)) (2933) у гибридного мо­
носомика (4974) с модальной конъюгацией хромосом 
могли произойти какие-либо нарушения в генотипе по­
томков из-за формирования частично несбалансирован­
ных гамет вследствие сниженного мейотического индекса 
(83.66 ± 0.62) и увеличенного процента тетрад с микрояд­
рами (до 9.23 ± 0.77). Поэтому обнаружение в следующем 
беккроссном поколении, ВС3F1(Мо34 × BC2F14974), пяти 
проростков без замещения хромосомы 6 А t-субгенома 
хлопчатника было предсказуемо и указало на исключи­
тельность предсказанного события (Санамьян, неопубл.).

Оценка фертильности пыльцы после окраски ацето­
кармином у анеуплоидных беккроссных растений хлоп­
чатника выявила ее снижение в разных вариантах, что 
указало на абортацию нуллисомных гамет. Нередко в 
одних и тех же вариантах скрещиваний моносомные ги­
бриды характеризовались различиями в числе жизнеспо­
собной пыльцы. С другой стороны, объяснить различия 
в генотипах моносомных гибридов только отличиями в 
фертильности пыльцы не представляется возможным. 
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Ранее было показано, что оценка фертильности пыльцы 
после окраски ацетокармином в потомстве моносомиков 
хлопчатника является не вполне убедительной в качестве 
способа разделения моносомных и дисомных растений 
вследствие абортации несбалансированных микроспор 
в раннем развитии (Brown, Endrizzi, 1964). Такая оценка 
указывает на структурную изменчивость геномов меж­
видовых моносомных гибридов с чужеродным замеще­
нием хромосом и без него. Эта изменчивость на уров­
не поведения хромосом в первом делении мейоза с по- 
мощью рутинных методов окраски не обнаруживается, 
но на уровне жизнеспособности пыльцы четко просле­
живается.

Заключение
В настоящей работе показана особенность в интрогрессии 
индивидуальных хромосом хлопчатника вида G. barba­
dense в геном хлопчатника G. hirsutum. Хромосомы 4, 6, 
12 А t-субгенома и 22 Dt-субгенома G. barbadense показали 
преимущественную интрогрессию, по этим хромосомам 
получены гибриды ВС2F1 с моносомным замещением 
G. barbadense/G. hirsutum. Хромосомы 2, 7 А t-субгено­
ма и 18 Dt-субгенома G. barbadense  характеризовались 
элиминацией, среди них хромосомы 7 A t-субгенома и 
18 D t-субгенома G. barbadense L. элиминировали уже в 
первом беккроссном поколении. 
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Инактивация компонентов комплекса TIM приводит  
к снижению уровня импорта ДНК в митохондрии арабидопсиса
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Аннотация. Феномен импорта ДНК в митохондрии показан для всех основных групп эукариот. В растениях и 
животных импорт ДНК, по-видимому, происходит различными путями. Известно, что в растительные органеллы 
нуклеиновые кислоты попадают по альтернативным каналам в зависимости от размера импортируемых моле-
кул. Импорт ДНК небольшого размера (до 300 п. н.) частично перекрывается с механизмом импорта тРНК, по 
крайней мере, на уровне внешней мембраны. Примечательно, что у растений в импорт тРНК вовлечены компо-
ненты аппарата импорта белков, чья роль в транспорте ДНК до настоящего времени оставалась неизученной. 
В настоящей работе мы провели исследование роли отдельных компонентов транслоказы внутренней мембра-
ны TIM в процессе импорта ДНК в изолированные митохондрии арабидопсиса и их возможной связи с пори-
ном VDAC1. С использованием нокаут-мутантов по генам, кодирующим изоформы белков Tim17 или Tim23, мы 
впервые показали участие этих белков в импорте фрагментов ДНК разной длины. Кроме того, ингибирование 
транспортных каналов специфическими антителами к VDAC1 приводило к снижению уровня импорта ДНК в ми-
тохондрии дикого типа, что позволило установить специфическое участие этой изоформы порина в импорте 
ДНК. В нокаут-мутанте tim17-1 происходило дополнительное снижение эффективности импорта ДНК в присут-
ствии антител к VDAC1 в сравнении с линией дикого типа. Полученные результаты указывают на участие белков 
Tim17-1 и Tim23-2 в аппарате импорта ДНК в растительные митохондрии. При этом Tim23-2 может быть частью 
канала, формируемого при участии VDAC1, в то время как Tim17-1, по-видимому, вовлечен в альтернативный, 
независимый от VDAC1, путь импорта ДНК. Выявление мембранных белков-переносчиков, участвующих в раз-
личных путях импорта ДНК, позволит использовать природную способность митохондрий к поглощению ДНК в 
качестве удобного биотехнологического инструмента для трансформации митохондриального генома.
Ключевые слова: митохондрии; импорт ДНК; Tim17; Tim23; VDAC1; транспортный канал; нокаут-мутант; Arabidop
sis thaliana.
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Inactivation of the TIM complex components leads to a decrease 
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Abstract. The phenomenon of DNA import into mitochondria has been shown for all major groups of eukaryotes. 
In plants and animals, DNA import seems to occur in different ways. It has been known that nucleic acids enter plant 
organelles through alternative channels, depending on the size of the imported molecules. Mitochondrial import of 
small DNA (up to 300 bp) partially overlaps with the mechanism of tRNA import, at least at the level of the outer mem-
brane. It is noteworthy that, in plants, tRNA import involves components of the protein import apparatus, whose role 
in DNA transport has not yet been studied. In this work, we studied the role of individual components of the TIM inner 
membrane translocase in the process of DNA import into isolated Arabidopsis mitochondria and their possible asso-
ciation with the porin VDAC1. Using knockout mutants for the genes encoding Tim17 or Tim23 protein isoforms, we 
demonstrated for the first time the involvement of these proteins in the import of DNA fragments of different lengths. 
In addition, inhibition of transport channels with specific antibodies to VDAC1 led to a decrease in the level of DNA 
import into wild-type mitochondria, which made it possible to establish the specific involvement of this porin isoform 
in DNA import. In the tim17-1 knockout mutant, there was an additional decrease in the efficiency of DNA import in 
the presence of antibodies to VDAC1 compared to the wild type line. The results obtained indicate the involvement of 
the Tim17-1 and Tim23-2 proteins in the mechanism of DNA import into plant mitochondria. At the same time, Tim23-2 
may be part of the channel formed with the participation of VDAC1, while Tim17-1, apparently, is involved in an alterna-
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tive DNA import pathway independent of VDAC1. The identification of membrane carrier proteins involved in various 
DNA import pathways will make it possible to use the natural ability of mitochondria to import DNA as a convenient 
biotechnological tool for transforming the mitochondrial genome.
Key words: mitochondria; DNA import; Tim17; Tim23; VDAC1; transport channel; knock-out mutant; Arabidopsis thaliana.
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Введение
Митохондрии – двумембранные органеллы аэробных 
эукариот, которые отвечают за энергетическое обеспече-
ние клетки и обладают собственной генетической систе-
мой. Митохондриальная ДНК (мтДНК), представляющая 
собой наследие эндосимбиотического события (Martin et 
al., 2015), кодирует рРНК, тРНК, рибосомальные белки и 
белки окислительного фосфорилирования (Morley, Niel­
sen, 2017). Способность модифицировать митохондриаль­
ный геном может стать удобным инструментом для внесе-
ния направленных изменений в мтДНК с целью получения 
растений с ценными сельскохозяйственными характе­
ристиками и решения вопросов генно-терапевтического 
лечения митохондриальных заболеваний человека. 

Методология трансформации митохондрий экзогенной 
ДНК находится на начальных стадиях развития (Larosa, 
Remacle, 2013), поскольку пока не найдено эффективных 
способов манипуляции митохондриальным геномом с 
помощью направленной доставки молекул нуклеиновых 
кислот. Одним из перспективных подходов к трансформа-
ции митохондриального генома может стать манипуляция 
процессом импорта ДНК – природной способностью ми­
тохондрий поглощать ДНК из внешней среды. 

Феномен импорта ДНК первоначально был продемон­
стрирован для растений (Koulintchenko et al., 2003; Kon­
stantinov et al., 2016), но в дальнейшем описан для мито­
хондрий млекопитающих (Koulintchenko et al., 2006) и 
дрожжей (Weber-Lotfi et al., 2009). Следует отметить, что 
до настоящего момента нет полного понимания того, как 
осуществляется трансмембранный перенос ДНК в мито­
хондриальный матрикс. По-видимому, в растениях и у 
млекопитающих импорт ДНК происходит различными 
путями (Koulintchenko et al., 2006). Более того, в расти-
тельных митохондриях перенос ДНК может совершаться 
посредством нескольких альтернативных механизмов при 
участии разнообразных белковых комплексов (Weber-Lotfi 
et al., 2015; Tarasenko et al., 2021). 

На уровне внешней мембраны импорт ДНК в митохон-
дрии растений происходит с участием порина (VDAC, от 
англ. voltage-dependent anion channel) (Koulintchenko et 
al., 2003). Роль VDAC показана также и в импорте тРНК 
(Salinas-Giegé et al., 2015) – клеточном процессе, обеспе­
чивающем функционирование генетической системы этих 
органелл (Morley, Nielsen, 2017). В клетках растений при-
сутствует несколько изоформ VDAC (Tateda et al., 2011), в 
частности у Arabidopsis thaliana существует четыре функ- 
циональные изоформы (Tateda et al., 2011), выполняю­
щие различные роли. Так, белок VDAC1 более важен для 
роста растений и их устойчивости к болезням (Tateda et 
al., 2011), в то время как VDAC3, по-видимому, вовлечен в 
ответную реакцию на стресс (Hemono et al., 2020). На ос-

новании данных об интенсивности связывания отдельных 
изоформ VDAC с тРНК предполагают, что из четырех изо-
форм арабидопсиса именно VDAC4 вовлечена в импорт 
тРНК в митохондрии (Hemono et al., 2020). 

Дифференциальное взаимодействие поринов митохон-
дрий с тРНК свойственно и другим растениям. Так, у кар-
тофеля из двух мажорных изоформ, по-видимому, только 
VDAC34 участвует в импорте тРНК, поскольку именно 
для этой изоформы показано образование прочной связи 
с молекулой тРНК (Salinas et al., 2014). Изоформы VDAC 
арабидопсиса потенциально могут иметь специализацию 
также и в транспорте ДНК в зависимости от длины им-
портируемых молекул (Tarasenko et al., 2021). В линиях 
арабидопсиса, лишенных VDAC1, VDAC2 или VDAC4, 
происходило усиление импорта ДНК на фоне активации 
экспрессии VDAC3, что могло быть частью клеточного 
механизма, направленного на компенсацию отсутствия 
транспортного белка митохондриальной мембраны. 

На уровне внутренней мембраны митохондрий импорт 
ДНК небольшого размера (до 300 п. н.) может происхо-
дить с участием переносчиков адениновых нуклеотидов 
(ADNT1), АТФ-Mg/Pi (APC) (Tarasenko et al., 2021) и/ или 
переносчика фосфата MPT (Weber-Lotfi et al., 2015). В им­
порте ДНК среднего размера (400–7000 п. н.) участвует 
переносчик аденин-нуклеотидов AAC (англ. ADP/ATP 
carrier) (Koulintchenko et al., 2003). Участие CuBP, субъ-
единицы дыхательного комплекса I, в переносе ДНК 
среднего и большого размера (Weber-Lotfi et al., 2015), по 
всей видимости, связано со стабилизацией канала, через 
который транспортируются более крупные молекулы. 

Методом конкурентного ингибирования было показа-
но вероятное пересечение путей импорта тРНК и ДНК 
небольшого размера (Weber-Lotfi et al., 2015), что неуди-
вительно, учитывая участие VDAC в импорте как тРНК 
(Salinas et al., 2006), так и ДНК (Koulintchenko et al., 2003; 
Tarasenko et al., 2021). Примечательно, что у растений в 
процесс импорта тРНК вовлечены также и компоненты 
аппарата импорта белков (Verechshagina et al., 2018). 
Этот факт указывает на наличие мультифункциональных 
свойств у некоторых мембранных транспортеров расти-
тельных митохондрий. Исходя из этих данных, логично 
предположить, что компоненты белковых комплексов, 
участвующих в протекающих в митохондриях растений 
процессах транслокации тРНК и/или белков, могут быть 
вовлечены и в механизм импорта ДНК. 

Наиболее очевидным кандидатом на роль мультифунк-
ционального транспортера представляется комплекс TIM, 
известный также как TIM17:23, отвечающий за перенос 
белков в митохондриальный матрикс. Этот мембранный 
комплекс непосредственно связан в единый канал с транс-
локазой белков внешней митохондриальной мембраны 
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TOM (от англ. translocase of the outer membrane), отдель-
ные компоненты которой принимают участие в импорте 
тРНК у растений (Salinas et al., 2006).

Транслоказа внутренней мембраны TIM17:23, один из 
наиболее крупных белковых комплексов митохондрий, 
состоит из двух главных субъединиц – Tim17 и Tim23. 
Эти белки закреплены во внутренней мембране четырьмя 
трансмембранными спиралями, формирующими транс-
локационный канал (Ryan et al., 1998; Truscott at al., 2001). 
Известно, что субъединица Tim23 ответственна за обра­
зование поры, а Tim17 – за стабилизацию и регуляцию 
этой поры (Verechshagina et al., 2018). В растениях ара-
бидопсиса для каждого из этих компонентов характерно 
наличие трех изоформ (Murcha et al., 2007), однако степень 
участия их в импорте белка, по-видимому, различна, что 
указывает на их потенциальную роль в других клеточных 
процессах.

Известно, что в комплексе TIM17:23 преобладает субъ­
единица Tim23-2, для которой характерен наиболее вы-
сокий уровень экспрессии во всех тканях (Murcha et al., 
2003). Учитывая высокую степень гомологии изоформ 
Tim23, указывающую на их потенциально взаимозаме-
няемые свойства, нельзя исключать наличие у преоб-
ладающей изоформы Tim23-2 мультифункциональной 
роли в клеточных процессах, подобно тому, как это было 
установлено для главных компонентов комплекса TOM 
(Salinas-Giegé et al., 2015). Субъединица Tim23-2 приме-
чательна еще и тем, что присутствует, помимо TIM17:23, в 
дыхательном комплексе I (Murcha et al., 2005; Wang et al., 
2012). Субъединица Tim23-3, напротив, обладает низким 
уровнем экспрессии, при этом в наибольшей степени от-
личаясь по последовательности от двух других изоформ 
(Murcha et al., 2007), что может указывать на выполнение 
этим белком дополнительных функций.

Наиболее распространенной изоформой белка Tim17 
арабидопсиса является Tim17-2, для которой характерен 
стабильно высокий уровень экспрессии на протяжении 
всего развития. Довольно высокой (75 %) степенью сход-
ства с Tim17-2 обладает изоформа Tim17-1 (Wang et al., 
2014). Следует отметить, что к настоящему моменту не 
существует однозначного ответа на вопрос о роли Tim17- 1 
в растениях (Wang et al., 2014). В отличие от Tim17-2, 
изоформе Tim17-1 свойственны изменения уровня экс-
прессии в зависимости от стадии развития, с наиболее 
выраженным повышением на этапе развития семян, но 
постепенным снижением по мере развития (Wang et al., 
2014). Очевидно, что во взрослом растении импорт белков 
обеспечивают преобладающие изоформы, в то время как 
минорный Tim17-1 потенциально может специализиро-
ваться на выполнении функций, не связанных с биогене-
зом митохондрий.

В нашей работе показано, что белки Tim23-2 и Tim17-1 
принимают участие в трансмембранном переносе ДНК 
в митохондриальный матрикс, при этом Tim23-2, по-
видимому, отвечает за импорт исключительно фрагментов 
малой длины. Кроме того, как оказалось, изоформа порина 
VDAC1 непосредственно вовлечена в процесс импорта 
ДНК и, вероятно, является частью канала, формируемого 
при участии белка Tim23-2. Полученные данные откры-
вают перспективы для дальнейших исследований роли 

компонентов транслоказы внутренней мембраны белков 
в импорте нуклеиновых кислот в митохондрии.

Материалы и методы
Растительный материал и условия выращивания. 
В работе использованы растения арабидопсиса дикого 
типа A. thaliana (L.) Heynh. экотип Columbia (Col-0) и 
линии инсерционных мутантов GABI_689C11 (tim23-2, 
ген At1g72750), SALK_129386 (tim23-3, ген At3g04800) и 
SALK_092885 (tim17-1, ген At1g20350), семена которых 
были предоставлены M. Murcha (ARC Centre of Excellen­
ce in Plant Energy Biology, Perth, Australia). Семена под-
вергали стратификации в течение трех суток при 4 °С и 
затем выращивали при 22 °С в ростовой камере KBW720 
(Binder, Германия) в горшках, наполненных смесью ком­
пост/вермикулит в соотношении 2:1 при плотности по-
тока фотосинтетических фотонов 150 мкмоль · м–2 · с–1 и 
16-часовом фотопериоде.

Получение субстратов импорта ДНК. Для амплифи-
кации ДНК использовали Taq-полимеразу (Thermo Scien­
tific, США) в соответствии с рекомендациями изготови­
теля. В качестве ПЦР-матрицы взяли генетическую кон­
струкцию pCK/GFP/PRmt (Koulintchenko et al., 2003), 
содержащую последовательность гена GFP. 

Амплификацию фрагментов ДНК длиной 2732 п. н. 
(Forward: 5′-CCAACCACCACATACCGAAA-3′; Reverse: 
5′-ACGCTCTGTAGGATTTGAACC-3′ ) и 265 п. н. (For­
ward: 5′-ATGAGTAAAGGAGAAGAACTTTTCACT-3′; 
Reverse: 5′-CGGGGCATGGCACTCTTGA-3′ ) проводили 
с применением специфических пар праймеров, захваты-
вающих последовательность гена GFP, при температуре 
отжига 60 °С. ДНК очищали на колонках GeneJET™PCR 
Purification Kit (Thermo Scientific) согласно инструкции 
производителя. Качество ПЦР-продуктов оценивали элек­
трофоретически с использованием Gel Doc XR System 
(Bio-Rad, США), количество ДНК определяли с помощью 
спектрофотометра NanoPhotometer NP80 (IMPLEN, Гер-
мания).

Выделение митохондрий. Грубый митохондриальный 
экстракт получали из трехнедельных растений A. thaliana 
согласно описанному ранее протоколу (Sweetlove et al., 
2007) методом дифференциального центрифугирования. 
Очищенную митохондриальную фракцию получали путем 
разделения грубой фракции митохондрий в ступенчатом 
градиенте плотности перколла (50–28–20 %) в течение 
40 мин при 40 000 g. Суспензию митохондрий отбирали 
на границе слоев с 50 и 28 % концентрацией перколла. 

Импорт субстратов ДНК в митохондрии арабидоп-
сиса in organello. Импорт ДНК проводили как описано 
ранее (Tarasenko et al., 2019). К 200 мкл буфера импорта 
(0.4 М сахарозы, 40 мМ фосфата калия, рН 7.0), содер­
жащего 500 нг ДНК, добавляли 200 мкг очищенных ми­
тохондрий, затем инкубировали при 25 °С в течение 
30 мин. Обработку митохондрий ДНКазой I (1 ед/мкл) 
(Thermo Scientific) выполняли в 100 мкл буфера импорта 
в присутствии 10 мM MgCl2 в течение 20 мин при 25 °С. 
Затем пробы подвергали отмывке в среде промывания, 
содержащей дополнительно 10 мМ ЭДТА и 10 мМ ЭГТА, 
и осуществляли экстракцию мтДНК для дальнейшего ана-
лиза эффективности импорта ДНК. В качестве контроля 
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эффективности работы ДНКазы использовали пробу без 
добавления митохондрий. Уровень фонового сигнала, по­
лученного с такой пробы, всегда был как минимум на два 
порядка ниже уровня сигнала с проб импорта.

Получение протопластов, трансфекция их ДНК и 
выделение митохондрий. Протопласты получали из 
листьев A. thaliana согласно описанному ранее протоколу 
(Wu et al., 2009) с модификациями (Tarasenko et al., 2019). 
В суспензию выделенных и очищенных протопластов 
вносили раствор ДНК-субстрата (5 мкг), после чего к 
пробам добавляли 300 мкл раствора, содержащего 20 % 
PEG-2000, 0.2 M маннитол, 100 мМ CaCl2. Протопласты 
инкубировали в течение 5 мин, затем суспензию про-
топластов подвергали трем циклам центрифугирования 
в 1.5 мл среды промывания в течение 1 мин при 100 g и 
20 °С. Дальнейшую инкубацию протопластов проводили 
в среде W5 (154 мМ NaCl, 125 мМ CaCl2, 5 мМ KCl, 5 мМ 
глюкозы, 2 мМ MES, pH 5.7) при 22 °С и слабом освеще-
нии в течение 20 ч. Суспензию протопластов центрифу-
гировали в течение 1 мин при 100 g и 20 °С и выделяли 
митохондрии, как описано ранее (Tarasenko et al., 2019). 

Анализ импорта ДНК. Количество импортированной 
в митохондрии ДНК определяли методом ПЦР в реальном 
времени (ПЦР-РВ) с применением набора qPCRmix-HS 
SYBR («Евроген», Россия) согласно инструкции произ­
водителя. Данные анализировали при помощи програм- 
много обеспечения CFX Manager (Bio-Rad). Были ис-
пользованы пары праймеров, специфичные для после-
довательности гена GFP (Forward: 5′-GATGTGGAAAA 
CAAGACAGGGGTTT-3′; Reverse: 5′-TGGTGAACCG 
GGCGTACTATTT-3′ ) и последовательности гена NAD4 
из митохондриального генома арабидопсиса (Forward: 
5′-GCATTTCAGTGGGTTGGTCTGGT-3′; Reverse: 5′-AG 
GGATTGGCACGCTTTCGG-3′ ). Соотношение содержа­
ния импортированной ДНК к мтДНК рассчитывали, ос-
новываясь на отношении абсолютных значений сигнала 
от импортированной ДНК и от гена NAD4 с учетом раз-
ницы между размерами импортированных фрагментов  
(265 п. н. и 2.7 т. п. н.) и мт-генома (367 т. п. н.) с допуще-

нием, что мт- геном представлен исключительно мастер-
хромосомой.

Статистическая обработка результатов. Экспери-
менты проводили не менее чем в трех биологических по-
вторностях. Построение диаграмм выполняли с помощью 
пакета программ Microsoft Excel. Степень достоверности 
различий оценивали по критерию Стьюдента.

Результаты
Известно, что импорт ДНК в митохондрии осуществля­
ется посредством различных транспортных путей, эф-
фективность которых зависит от размера импортируемых 
молекул (Weber-Lotfi et al., 2015; Tarasenko et al., 2021). 
Исходя из этого, для исследования роли отдельных бел­
ковых компонентов митохондриальной мембраны в им­
порте ДНК использовали фрагменты ДНК двух размерных 
классов – малой (265 п. н.) и средней (2732 п. н.) длин 
(рис. 1).

Полученные с помощью ПЦР (см. рис. 1, б ) фрагменты 
ДНК размером 265 п. н. и 2.7 т. п. н. были импортированы 
в митохондрии, изолированные из растений арабидопсиса 
(in organello) дикого типа (Col-0) и нокаут-мутантов по 
белкам Tim23-2 (tim23-2), Tim23-3 (tim23-3) и Tim17-1 
(tim17-1), представляющим собой изоформы ключевых 
белков комплекса TIM17:23. Для митохондрий мутанта 
tim23-2 было показано значительное снижение уровня 
импорта фрагмента малой длины в сравнении с линией 
дикого типа (рис. 2, а), тогда как уровень импорта фраг-
мента среднего размера достоверно не отличался. В ми-
тохондриях мутанта tim23-3 зависимости эффективности 
импорта ДНК этих двух размерных классов от отсутствия 
в мембране функционального Tim23-3 не обнаружено (см. 
рис. 2, б ). Таким образом, очевидно, что изоформа белка 
Tim23-2 является частью аппарата импорта ДНК, выпол-
няя при этом специфическую роль в переносе молекул 
ДНК преимущественно малой длины.

При исследовании импорта в митохондрии мутанта 
tim17-1 наблюдалось снижение эффективности транспорта 
ДНК, приблизительно сходное для фрагментов как малой, 

Рис. 1. ДНК-субстраты, использованные для импорта в митохондрии арабидопсиса. 
а – схема генетической конструкции pCK/GFP/PRmt (Koulintchenko et al., 2003), которая служила матрицей для синте-
за субстратов импорта ДНК. 2.3 kb – последовательность плазмиды 2.3 т. п. н. из митохондриального генома Zea mays; 
КИП – концевые инвертированные повторы плазмиды 11.6 т. п. н. из мт-генома Brassica rapa; б – электрофоретический 
анализ ДНК-субстратов импорта (200 нг каждого), полученных на основе pCK/GFP/PRmt. 1 – 2732 п. н.; 2 – 265 п. н., 
3 – маркер молекулярного веса ДНК.
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так и средней длины (см. рис. 2, в). Эти результаты позволяют предполо-
жить, что белок Tim17-1 также может быть важным участником аппарата 
транслокации ДНК в митохондрии. 

С целью верификации данных по импорту фрагмента ДНК средней длины 
(2.7 т. п. н.) в митохондрии, изолированные из линий, мутантных по белкам 
Tim17 и Tim23 (cм. рис. 2, а, в), мы провели эксперименты с использованием 
протопластов арабидопсиса, полученных из этих линий (in vivo) (рис. 3, а). 
Протопласты сохраняли свою структурную целостность на протяжении 
20 ч (см. рис. 3, б ). Обнаружено, что уровень импорта чужеродной ДНК из 
цитоплазмы протопластов в митохондрии нокаут-мутанта tim17-1 действи-
тельно снижен, но в меньшей степени, чем это отмечено in organello. Из 
этих наблюдений следует, что недостаток митохондриального Tim17-1, по-
видимому, частично компенсируется in vivo теми или иными клеточными 
факторами. В сравнении с tim17-1 уровень импорта в митохондрии tim23-2 
не отличался от линии дикого типа аналогично тому, как это было показано в 
системе изолированных органелл (см. рис. 3, а). В совокупности результаты 
импорта ДНК, полученные in organello с использованием мутантных линий, 
лишенных транспортных белков Tim23-2 либо Tim17-1, отражают законо-
мерности переноса ДНК in vivo в митохондрии протопластов этих линий.

Далее нами была поставлена задача – исследовать возможную взаимо­
связь белка наружной мембраны митохондрий VDAC с Tim17-1 и Tim23-2 
в импорте молекул ДНК малой длины. Использование антител к VDAC1 
потенциально позволяет исключить изоформу этого белка из участия в 
формировании канала для переноса ДНК. Показано (Koulintchenko et al., 
2003), что связывание антител, специфичных к определенному белку-пере-
носчику внешней митохондриальной мембраны, должно ингибировать его 
транспортную активность. Мы применили этот методический подход для 
анализа эффективности импорта фрагментов ДНК размером 265 п. н. в 
изолированные митохондрии дикого типа и мутантных линий tim17-1 или 
tim23-2 (рис. 4). 

На начальном этапе с целью исключения неспецифического ингибиро­
вания мы провели оценку влияния антител, специфично связывающих ми­
тохондриальный апоцитохром b (Cob). Этот белок внутренней мембраны 
представляет собой центральную каталитическую субъединицу убихи-
нол-цитохром c оксидоредуктазы (Islas-Osuna et al., 2006). Внешняя мем-
брана митохондрий непроницаема для антител, поэтому ингибирование 
транспортных процессов при использовании антител к Cob происходить 
не должно. Уровень импорта фрагмента 265 п. н. в митохондрии дикого 
типа после их обработки антителами к Cob не отличался от контрольной 
пробы (см. рис. 4, а). Исходя из этого, были проведены эксперименты, в 
которых фрагменты ДНК размером 265 п. н. импортировали в изолирован-
ные митохондрии мутантных линий tim17-1 или tim23-2, предварительно 
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Рис. 2. Анализ импорта чужеродной ДНК в изолированные митохондрии арабидопсиса. 
Фрагменты ДНК размером 265 п. н. и 2.7 т. п. н. были импортированы в митохондрии дикого типа и мутантных линий арабидопсиса: tim23-2 (а), tim23- 3 (б) 
и tim17-1 (в). Митохондриальная ДНК, экстрагированная из митохондрий после импорта (г), была использована для анализа при помощи ПЦР-РВ. 
Показано количество фрагмента гена GFP (импортированная ДНК), нормированное к содержанию фрагмента гена NAD4 (мтДНК). Уровень импорта в 
Col-0 принят за относительную единицу. Допуски на диаграммах обозначают стандартное отклонение. * и ** – статистически значимые различия при 
р ≤ 0.05 и р ≤ 0.01 соответственно. (г) – препарат нуклеиновых кислот митохондрий, использованный для анализа: 1 – маркер молекулярного веса ДНК, 
2, 3 – мтДНК из tim23-2; 4, 5 – мтДНК из tim23-3; 6, 7 – мтДНК из tim17-1.

Рис. 3. Определение уровня импорта ДНК в ми
тохондрии протопластов, полученных из листь
ев арабидопсиса, при помощи ПЦР-РВ.
а – фрагмент ДНК размером 2.7 т. п. н. импортиро-
ван в митохондрии протопластов дикого типа и 
мутантных линий арабидопсиса tim17-1 и tim23-2. 
После трансфекции интактных протопластов про-
ведено выделение митохондрий с последующей 
экстракцией мтДНК. Показано количество детек-
тированного фрагмента гена GFP, нормированное 
к содержанию фрагмента гена NAD4. Уровень им-
порта в Col- 0 принят за относительную единицу. 
Допуски на диаграммах обозначают стандартное 
отклонение. *  Статистически значимые различия 
при р ≤ 0.05; б – световая микроскопия целостно-
сти протопластов после трансформации фрагмен-
том ДНК и инкубации в течение 20 ч.
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обработанные антителами к белку внешней мембраны 
VDAC1 (см. рис. 4, б ).

Согласно полученным данным, уровень импорта ДНК 
малой длины в митохондрии дикого типа в присутствии 
антител к VDAC1 был достоверно снижен (см. рис. 4, б ). 
Очевидно, что эта изоформа порина непосредственно во­
влечена в транспорт ДНК данной длины в митохондрии 
арабидопсиса. Анализ импорта в митохондрии, в мем-
бране которых отсутствует функциональный Tim23-2, 
показал, что в присутствии антител к VDAC1 эффектив-
ность этого процесса не отличалась от таковой в линии 
дикого типа в тех же условиях (см. рис. 4, б ). Учитывая, 
что отсутствие Tim23-2 в мембране митохондрий при-
водит к снижению уровня импорта ДНК малой длины 
приблизительно в той же степени (см. рис. 2, а), что и 
при ингибировании VDAC1 в Col-0 или в нокаут-мутанте 
tim23-2, полученные результаты позволяют предположить, 
что VDAC1 образует с Tim23-2 один транспортный канал. 
Кроме того, степень снижения практически не меняется 
при одновременной инактивации этих двух белков-пере-
носчиков, находящихся в разных митохондриальных мем-
бранах (см. рис. 4, б). При этом в митохондриях линии 
tim17-1, обработанных антителами к VDAC1, мы отмети-
ли дополнительное снижение уровня импорта фрагмента 
265 п. н. (см. рис. 4, б ), что указывает на участие Tim17-1 
в формировании канала импорта ДНК, не зависимого от 
VDAC1.

Из полученных данных следует, что VDAC1 является 
компаньоном Tim23-2, но не Tim17-1, в процессе транс-
локации фрагментов малой длины через двойную мем-
брану митохондрий. При этом белок Tim17-1, в отличие 
от Tim23-2, участвует в процессе импорта фрагментов как 
малой, так и средней длины, что служит дополнительным 
аргументом в пользу независимости Tim17-1 от канала, 
образуемого Tim23-2 и VDAC1.

С целью получения информации о фактической эф-
фективности процесса импорта двух использованных 
фрагментов ДНК в митохондрии различных линий нами 
был произведен расчет содержания импортированной 
ДНК в митохондриях по отношению к содержанию 
митохондриальной ДНК (см. таблицу). В результате по-
казано, что эффективность проникновения фрагмента 
малой длины чрезвычайно высока, составляя до 5 % от 
количества мтДНК. Импорт фрагмента 2.7 т. п. н. гораздо 
менее эффективен – количество проникшей в органеллы 
ДНК меньше количества импортированного фрагмента 
265 п. н. примерно в 30 раз. Полученные результаты хоро-
шо соотносятся с известными данными об эффективности 
импорта (Koulintchenko et al., 2003), а также являются 
дополнительным аргументом в пользу существования от-
дельных путей импорта для фрагментов малой и средней 
длины, отличающихся по интенсивности транспорта ДНК 
через мембрану.

Обсуждение
Роль субъединиц Tim23 и Tim17 в импорте белка в ми-
тохондрии хорошо изучена (Murcha et al., 2003, 2014; 
Lister et al., 2004), однако исследования потенциального 
вовлечения комплекса TIM17:23 или его отдельных субъ­
единиц в процесс импорта ДНК в митохондрии до настоя­
щего времени не проводили. Ранее показано, что разные 
изоформы белков Tim17 и Tim23 (Murcha et al., 2007) 
различаются своей способностью комплементировать но­
каутные мутанты по ортологичным субъединицам у дрож- 
жей, что предполагает некоторую функциональную спе­
циализацию разных изоформ (Murcha et al., 2003). Это ис­
следование было сфокусировано на мажорной изоформе 
Tim23-2 и минорной Tim17-1, роль которой в митохон-
дриях растений остается малоизученной. Для импорта 
фрагментов чужеродной ДНК разной длины мы исполь-
зовали митохондрии, выделенные из линий арабидопсиса, 
мутантных по белкам Tim23-2 и Tim17-1. 

В системе in organello нами показано, что оба белка при-
нимают участие в импорте ДНК, при этом Tim23-2 более 
специфичен в отношении размера переносимой молекулы 
(см. рис. 2, а). Эти данные были подтверждены в системе 
импорта ДНК в митохондрии протопластов, полученных 
из линий арабидопсиса, мутантных по данным белкам 

Рис. 4. Анализ эффективности импорта ДНК малой длины в изоли-
рованные митохондрии арабидопсиса в присутствии антител к мем-
бранным белкам. 
а – определение степени неспецифического ингибирования транспорт-
ных каналов, предположительно, вовлеченных в импорт ДНК, антитела-
ми к Cob; б – оценка эффективности импорта ДНК в митохондрии Col-0 и 
мутантных линий tim17-1 и tim23-2 в присутствии специфических антител 
к VDAC1 (antiVDAC1). Показано количество фрагмента гена GFP, нормиро-
ванное к содержанию фрагмента гена NAD4. Уровень импорта фрагмента 
265 п. н. в митохондрии арабидопсиса без предварительной обработки 
антителами (контроль) принят за относительную единицу. Допуски на 
диаграммах обозначают стандартные отклонения. ** (♦ ♦) и *** – статисти-
чески значимые различия при р ≤ 0.01 и р ≤ 0.001 соответственно; * – от-
личия от контроля; ♦ – отличия от уровня импорта в митохондрии Col-0, 
предварительно обработанные antiVDAC1 (б ).

Содержание импортированных фрагментов ДНК в митохондриях относительно содержания мтДНК

Линия  
арабидопсиса

265 п. н., % от содержания мтДНК 2.7 т. п. н., % от содержания мтДНК

–antiVDAC1 +antiVDAC1

Col-0 5.76 ± 1.68 3.53 ± 0.75 0.176 ± 0.011

tim17-1 2.84 ± 0.56 1.44 ± 0.47 0.119 ± 0.044

tim23-2 2.31 ± 1.02 1.47 ± 0.64 0.173 ± 0.021
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(Wu et al., 2009). Ранее нами разработан эффективный 
способ изучения импорта фрагментов ДНК в митохондрии 
после трансформации этими молекулами протопластов 
арабидопсиса, т. е. в условиях сохранения нативного кле-
точного окружения митохондрий (Tarasenko et al., 2019). 
В этой работе установлен ряд закономерностей, главная 
из которых – соответствие результатов, полученных на  
протопластах, данным исследований механизма импорта 
ДНК в митохондрии, изолированные из растений араби-
допсиса. 

Полученные c использованием протопластов результа­
ты позволяют сделать вывод о том, что наблюдаемое сни­
жение импорта ДНК в митохондрии, в мембране которых 
отсутствует Tim17-1, происходит in vivo. Таким же обра-
зом с использованием протопластов подтверждено, что 
Tim23-2 не играет роли в импорте ДНК средней длины. 
Этот белок, тем не менее, по данным экспериментов in or
ganello, проявляет активность, специфичную в отношении 
переноса фрагментов ДНК малой длины. Это свойство 
Tim23-2 – еще один аргумент в пользу существования 
нескольких путей переноса ДНК через внутреннюю мем-
брану специфичных в определенной степени в отношении 
размера импортируемых молекул.

Другой исследованный в работе белок, представляю-
щий минорную изоформу Tim17-1, напротив, оказался 
способен к импорту фрагментов ДНК как малой, так и 
средней длины. Для изоформы Tim17-1 характерен вы-
сокий уровень экспрессии во время прорастания семян, 
поэтому предполагается, что Tim17-1 может принимать 
участие в митохондриальном биогенезе на этой стадии 
развития (Wang et al., 2014). Неочевидна роль этой изофор-
мы в импорте белка во взрослом растении арабидопсиса 
ввиду ее низкого уровня экспрессии, особенно на фоне по-
степенного повышения экспрессии двух других изоформ 
по мере роста и развития растения. Постепенное снижение 
уровня экспрессии субъединицы Tim17-1 после прораста-
ния (Wang et al., 2014) может указывать на потенциальную 
специализацию этой изоформы в альтернативных и менее 
важных для биогенеза митохондрий процессах. 

Помимо использования нокаут-мутантов, другой подход 
для изучения роли белков митохондриальной мембраны 
в транспортных процессах митохондрий – применение 
специфических антител к белкам митохондриальной мем­
браны (Koulintchenko et al., 2003; Murcha et al., 2005). Ис­
следования роли VDAC в импорте ДНК в изолирован­
ные митохондрии картофеля и крысы ранее проводили 
с использованием антител, распознающих консерватив­
ный домен белков VDAC (Koulintchenko et al., 2003, 2006). 
Однако ни для одной из групп организмов до настоящего 
времени нет данных о роли в этом процессе конкретной 
изоформы митохондриального порина. Ранее нами была 
предпринята попытка изучения участия в импорте ДНК 
той или иной изоформы VDAC с помощью инсерцион-
ных мутантов по этим белкам, однако снижение уровня 
импорта не выявлено ни в одной из этих линий, очевидно, 
вследствие компенсации отсутствия белка другими изо-
формами/транспортными механизмами на протяжении 
развития растения (Tarasenko et al., 2021).

Известно, что четыре функциональные изоформы VDAC 
арабидопсиса, несмотря на высокую степень гомологии 

(от 68 до 50 %), очевидно, обладают функциональной спе­
циализацией (Tateda et al., 2011; Hemono et al., 2020). При 
оценке уровня белка в митохондриях арабидопсиса обна­
ружено, что наиболее распространенная изоформа мито-
хондриального порина – это VDAC1, у которой насчиты­
вается примерно 44 400 копий на митохондрию (Fuchs et al., 
2020). В нашей работе мы использовали изоформо-специ­
фичные антитела к VDAC1 арабидопсиса (AT3G01280), 
взаимодействующие с N-концом этого белка. Обнаружено, 
что ингибирование активности VDAC1 антителами при-
водит к снижению интенсивности импорта ДНК. Данный 
факт свидетельствует о том, что использование специфи-
ческих антител для подавления работы порина оказалось 
более продуктивным подходом к изучению роли изоформ  
VDAC в импорте, чем применение нокаут-мутантов. Таким 
образом, нами впервые показано вовлечение конкретной 
изоформы порина, VDAC1, в перенос ДНК в митохондрии 
(рис. 5, а, б). В то время как в механизме импорта тРНК 
в митохондрии арабидопсиса предполагается специфи-
ческая функция изоформы VDAC4 (Hemono et al., 2020), 
в данной работе продемонстрировано участие изофор- 
мы VDAC1 в импорте ДНК. Исходя из этого, не исклю-
чена функциональная специализация различных изоформ 
VDAC в отношении типа нуклеиновых кислот (ДНК/РНК) 
и их размера.

Нами исследована также возможность взаимодействия 
VDAC1 с Tim17-1 или Tim23-2 в процессе транслокации 
ДНК. Ввиду того, что в импорт фрагмента малой длины 
265 п. н. вовлечены, как оказалось, как Tim17-1, так и 
Tim23-2, мы использовали ДНК-субстрат именно этого 
размерного класса. В результате впервые установлено, что 
изоформа митохондриального порина 1, по-видимому, об-
разует с Tim23-2 один транспортный канал: мы наблюдали 
равное снижение уровня импорта ДНК малой длины при 
ингибировании одного из этих компонентов и отсутствие 
дополнительного снижения при одновременной инакти-
вации двух белков, локализующихся в разных мембранах 
(см. рис. 5, в, г). 

Дополнительное снижение импорта ДНК, отмеченное 
в митохондриях мутантной линии tim17-1 при ингиби-
ровании VDAC1 антителами, позволяет сделать вывод о 
том, что белки Tim17-1 и VDAC1, по-видимому, принад-
лежат к двум независимым транспортным каналам (см. 
рис. 5, д, е). Мы предполагаем, что белком-компаньоном 
внешней мембраны для Tim17-1 может быть одна из дру-
гих изоформ порина (см. рис. 5, а, д). Отсутствие полного 
ингибирования импорта ДНК в митохондрии арабидоп-
сиса в любом из исследованных случаев инактивации 
мембранных белков согласуется с гипотезой о наличии у 
этих органелл множественных путей, обеспечивающих 
механизм этого процесса (Weber-Lotfi et al., 2015; Tara­
senko et al., 2021).

В какой степени участвуют в импорте ДНК другие изо-
формы VDAC и компоненты транслоказы белков внутрен-
ней мембраны Tim17:23 митохондрий арабидопсиса, су-
ществует ли для них специфичность в отношении размера 
переносимой молекулы, а также какие взаимоотношения 
между изоформами VDAC и белками Tim17-2, Tim17-3, 
Tim23-1, Tim23-3 – предстоит установить в дальнейших 
исследованиях.
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Inactivation of the TIM complex components leads to a decrease 
in the level of DNA import into Arabidopsis mitochondria

Рис. 5. Гипотетическая схема влияния инактивации белков митохондриальной мембраны на уровень импорта ДНК в митохондрии. 
Инактивацию транспортного процесса обеспечивали (а, в, д) применением нокаут-мутантов арабидопсиса, в мембране митохондрий кото-
рых отсутствует функциональный белок Tim17-1 или Tim23-2, и/или (б, г, е) ингибированием белка VDAC1 внешней митохондриальной мем-
браны специфическими антителами. В случае одновременного исключения из транспортного процесса VDAC1 и Tim23-2 (г) происходило 
снижение уровня импорта, сопоставимое по интенсивности наблюдаемому в условиях инактивации только одного транспортера (б или в). 
При одновременном исключении из транспортного процесса VDAC1 и Tim17-1 (е) наблюдалось дополнительное снижение эффективности 
в сравнении с инактивацией одного белка (б или д), указывающее на принадлежность этих белков к двум разным каналам. 
1–6 – пути переноса молекул ДНК в матрикс; стрелки – направление переноса ДНК; прерывистые стрелки, перечеркнутые красным кре-
стом, – блокирование транспортного пути; перечеркнутый круг – отсутствие в мембране митохондрий функционального белка в результате 
инсерционного мутагенеза. МТ – комплекс, формируемый с участием митохондриальных транспортеров.

Заключение
Исследование роли в механизме импорта ДНК отдельных 
белков комплекса TIM17:23 внутренней митохондриаль-
ной мембраны позволило установить их участие в этом 
процессе, а также определить потенциал их совместного 
функционирования c VDAC1. Учитывая, что специфич-

ность импорта ДНК в отношении размера переносимой 
молекулы, вероятно, определяется на уровне внутренней 
мембраны, полученные нами данные углубили понима-
ние механизма импорта и расширили возможности для 
разработки системы трансформации митохондриального 
генома.
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Фотохимическая активность формирующихся семядолей 
гороха (Pisum sativum L.) зависит от светопропускания 
покровных тканей и спектрального состава света
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Аннотация. У многих сельскохозяйственных растений для формирования семян необходимы не только фотосин-
тез листьев, но также фотохимические реакции, происходящие в семенах. Цель нашей работы заключалась в срав-
нительном анализе светопропускания и фотохимической активности листьев, перикарпия, кожуры и семядолей 
Pisum sativum L. на ранней, средней и поздней стадиях созревания семян. Спектральный состав света измеряли 
при помощи спектрорадиометра в области 390–760 нм. Светопропускание растительных тканей оценивали, раз-
местив растительную ткань между источником освещения и датчиком спектрорадиометра. Фотохимическую ак-
тивность растительных тканей определяли методом РАМ-флуориметрии, позволяющим оценить эффективность 
преобразования световой энергии в химическую путем анализа кинетики возбуждения и гашения флуоресцен-
ции хлорофиллов. Фотохимически активный зеленый лист гороха пропускал в среднем 15 % солнечной радиации 
в диапазоне 390–760 нм; при этом синий свет задерживался полностью, а количество проходящего красного света 
составляло не более 5 %. Фотохимически активная радиация, проходящая сквозь перикарпий и кожуру и дости-
гающая семядолей на ранней и средней стадиях созревания семян, характеризовалась высокой долей зеленого 
и дальнего красного света, при этом синий свет отсутствовал, а количество красного света составляло около 2 %. 
Однако, несмотря на низкую энергетическую освещенность и спектральные диапазоны, не характерные для фото-
синтеза листа, семядоли были фотохимически активными. На ранней и средней стадиях созревания максималь-
ный квантовый выход фотосистемы II (Fv/Fm) в среднем составлял 0.5 на периферии семядолей и 0.3 в центре 
семядолей. Поскольку интенсивность эмбриональных фотохимических реакций в значительной степени влияет 
на эффективность накопления запасных питательных веществ, этот параметр является перспективным маркером 
для селекции семян гороха с улучшенными пищевыми качествами.
Ключевые слова: Pisum sativum L.; созревание семян; светопропускание тканей; интенсивность освещения; фото-
химически активная радиация; фотохимическая активность; РАМ-флуориметрия.
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Photochemical activity in developing pea (Pisum sativum L.) 
cotyledons depends on the light transmittance of covering tissues 
and the spectral composition of light
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Abstract. Many crops require not only leaf photosynthesis for their seed development but also the photochemical re-
actions that occur in the seeds. The purpose of this work was a comparative analysis of light transmittance and pho-
tochemical activity in the leaves of Pisum sativum L. and its pericarp, seed coat, and cotyledons at the early, middle, 
and late maturation stages. The spectral composition of light was measured using a spectroradiometer in the range of 
390–760 nm. We assessed the light transmittance of plant tissues by placing the plant tissue between the light source 
and the spectroradiometer’s sensor. PAM fluorometry was used to quantify the photochemical activity in plant tissues: 
this technique is handy for evaluating the efficiency of converting light energy into chemical energy through the analysis 
of the kinetics of chlorophyll fluorescence excitation and quenching. On average, a photochemically active green leaf 
of pea transmitted 15 % of solar radiation in the 390–760 nm, blue light was delayed entirely, and the transmitted red 
light never exceeded 5 %. Photochemically active radiation passing through the pericarp and coat and reaching the 
cotyledons at the early and middle seed maturation stages manifested a high proportion of green and far-red light; there 
was no blue light, and the percentage of red light was about 2 %. However, the cotyledons were photochemically active 
regardless of low irradiance and spectral ranges untypical of leaf photosynthesis. At the early and middle maturation 
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stages, the maximum quantum yield of photosystem II (Fv/Fm) averaged 0.5 at the periphery of cotyledons and 0.3 at 
their center. Since the intensity of embryonic photochemical reactions significantly affects the efficiency of reserve nutri-
ent accumulation, this parameter is a promising marker in pea breeding for seeds with improved nutritional qualities.
Key words: Pisum sativum L.; seed maturation; light transmittance of tissues; illumination intensity; photochemically 
active radiation; photochemical activity; PAM fluorometry.
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Введение
Почти три четверти продуктов питания мы получаем из 
семян, поэтому производство семян высокого качества – 
основа пищевой безопасности страны (Mattana et al., 2022). 
Важным фактором семенной продуктивности растений 
является фотосинтез, который происходит в листьях и 
обеспечивает формирующиеся семена необходимыми ас­
симилятами (Simkin et al., 2019, 2020; Walter, Kromdijk, 
2021). Поэтому большинство исследований, посвященных 
разработке подходов, связанных с повышением продук­
тивности и урожайности культурных растений, сосредото­
чено на анализе процессов фотосинтеза на уровне листа. 
Однако в других органах растений (черешках листьев, 
стеблях, внутренней коре, плодах) также могут синтезиро­
ваться хлорофиллы и формироваться активно работающие 
хлоропласты, в которых происходит так называемый не­
листовой фотосинтез (non-foliar photosynthesis) (Aschan, 
Pfanz, 2003; Тихонов и др., 2017; Hu L. et al., 2019; Henry 
et al., 2020; Simkin et al., 2020; Yanykin et al., 2020).

О наличии зеленых пигментов в зародышах, а также в 
перикарпии и семенной кожуре у покрытосеменных рас­
тений, известно уже с середины XIX в. (Hofmeister, 1859; 
Flahault, 1879; Монтеверде, Любименко, 1909). Анализ 
пигментов созревающих семян рапса показал, что в них 
содержатся хлорофилл a, хлорофилл b, феофитин a и фео- 
фитин b, а также в более низком количестве феофорбид a, 
метилфеофорбид a и пирофеофорбид (Ward et al., 1994). 
При этом общее содержание хлорофиллов в расчете на 
единицу сырой массы, а также соотношение хлорофил­
лов a/b в зеленых зародышах ниже, чем в листьях (Булда 
и др., 2008; Смоликова и др., 2011; Smolikova et al., 2018, 
2020). Интересно, что при сравнении содержания хлоро­
филлов и каротиноидов в листьях растений, адаптирован­
ных к условиям затенения, и в зеленых зародышах мас­
личных семян оказалось, что их уровни приблизительно 
равны (Ruuska et al., 2004). 

Показано, что у С3-растений зеленые нелистовые тка­
ни способны реассимилировать СО2, который выделяет­
ся при дыхании, при этом его уровень может составлять 
15–48 % от всего ассимилированного при фотосинтезе 
углекислого газа (Hu L. et al., 2019). Однако их вклад в 
общее количество синтезированных на свету ассимилятов 
часто игнорируется. Нелистовой фотосинтез осуществля­
ют также формирующиеся семена многих видов растений 
(Borisjuk et al., 2003; Allorent et al., 2015; Смоликова, 
Медведев, 2016; Smolikova et al., 2017, 2018, 2020; Brazel, 
Ó’Maoiléidigh, 2019; Hu L. et al., 2019; Grulichova et al., 
2022; Shackira et al., 2022). 

Впервые в мире генезис и структура пластид зароды­
шей более 1000 видов растений были изучены эмбриоло­

гами Ботанического института им. В.Ф. Комарова РАН 
(Яковлев, Жукова, 1973; Yakovlev, Zhukova, 1980). Выяв­
лено 428 видов растений, у которых формирующиеся за­
родыши содержат хлорофиллы и пластиды с развитыми 
тилакоидными мембранами. Эти виды было предложено 
называть хлороэмбриофитами. Позднее было установле­
но, что функционирование фотосинтетического аппарата 
семян направлено не на синтез моносахаридов, как в ли­
стьях, а на синтез запасных соединений (в первую очередь, 
жирных кислот) (Neuhaus, Emes, 2000; Ruuska et al., 2004; 
Weber et al., 2005; Allen et al., 2009; Hu Y. et al., 2018). 

Установлено, что начиная с глобулярной стадии разви­
тия в зародышах арабидопсиса и рапса наблюдалась экс­
прессия ядерных генов, отвечающих за процессы фото­
синтеза (Spencer et al., 2007; Le et al., 2010; Belmonte et 
al., 2013; Kremnev et al., 2014). Приоритетная функция 
хлоропластов семян – быстрый синтез НАДФН и АТФ, 
которые расходуются на превращение поступающей из 
материнского растения сахарозы в ацетил-СоА, жирные 
кислоты и далее в триглицериды (Ruuska et al., 2004; Al­
len et al., 2009; Puthur et al., 2013; Wu et al., 2014; Allorent 
et al., 2015; Shackira et al., 2022). То есть эффективность 
накопления запасных питательных веществ в семенах на­
прямую зависит от эффективности эмбриональных фо­
тохимических реакций. Так, например, у растений рапса 
(Brassica napus L.), формирующиеся стручки которых были 
экранированы от света, значительно снижались масса се­
мян, а также содержание белков и жирных кислот (Wang 
et al., 2023). 

Как правило, зародыши семян покрыты семенной и пло­
довой оболочками, которые экранируют их от солнечного 
света и затрудняют обмен углекислого газа и кислорода. 
В связи с этим существенной особенностью эмбриональ­
ных фотозависимых синтетических реакций у семян явля­
ется то, что источником углерода служат не CO2 воздуха, а 
сахароза, поступающая из материнского растения, а также 
CO2, выделяющийся при дыхании (Ruuska et al., 2004). 
При этом O2, образующийся при фотоокислении воды, 
предотвращает гипоксию и поддерживает митохондриаль­
ное дыхание развивающихся семян (Borisjuk et al., 2003; 
Weber et al., 2005; Borisjuk, Rolletschek, 2009; Tschiersch 
et al., 2011; Shackira et al., 2022). Недавно на растениях 
сои (Glycine max) показано, что нелистовой фотосинтез, 
происходящий в перикарпе и семенах, обеспечивает до 
9 % от общего суточного усвоения углерода и может ком- 
пенсировать до 81 % углерода, который эти же ткани теря­
ют в процессе дыхания (Cho et al., 2023). Однако механиз­
мы протекания фотозависимых синтетических реакций, 
связанные с накоплением запасных питательных веществ, 
требуют более глубокого изучения.
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Photochemical activity in cotyledons of developing pea seeds 
depends on light transmittance of covering tissues

Необходим также ответ на вопрос, как, несмотря на 
условия низкой освещенности, формирующиеся семена 
получают достаточное количество света для обеспечения 
энергией фотохимических реакций. Детальные исследо­
вания, посвященные выяснению спектральных характе­
ристик света, при которых происходят фотохимические 
процессы в зародышах, ранее не проводили. 

Целью настоящей работы был сравнительный анализ 
светопроницаемости и фотохимической активности ли­
стьев, перикарпа, кожуры и семядолей формирующихся 
семян гороха (Pisum sativum L.).

Материалы и методы
Объектом исследования был горох посевной (Pisum 
sativum L.) овощного сорта Прима. Сорт включен в Гос­
реестр по Центральному и Северо-Кавказскому регио­
нам в 2015 г. Семена морщинистые, крупные, семядоли 
зеленые (Беседин, 2015). Растения гороха выращивали в 
течение летнего сезона 2022 г. в открытом грунте в усло­
виях естественного освещения на делянках Санкт- Пе­
тербургского государственного университета. Изучали се­
мена на ранней, средней и поздней стадиях созревания 
(рис. 1). Ранняя стадия характеризуется окончанием эм­
бриогенеза и началом накопления запасных питательных 
веществ в семядолях формирующихся семян (Smolikova et 
al., 2018, 2020). На средней стадии активно синтезируют- 
ся запасные питательные вещества, семядоли занимают 
весь внутренний объем семени. На поздней стадии на­
чинаются процесс обезвоживания и переход семени в 
состояние покоя. 

Спектральный состав света измеряли при помощи 
спектрорадиометра ТКА «Спектр» (г. Санкт-Петербург). 
Принцип действия спектрорадиометра основан на из­
мерении спектральной плотности энергетической ярко­
сти источника непрерывного оптического излучения в 
видимой области спектра 390–760 нм. Регистрировали 
спектральную плотность энергетической освещенности, 
которая выражается в единицах энергии на м2 (мВт/м2). 

Светопропускание растительных тканей оценивали, 
разместив растительную ткань между источником света и 
датчиком спектрорадиометра. При этом источником света 
служила естественная солнечная радиация.

Фотохимическую активность растительных тканей 
оценивали методом флуориметрии, основанной на им­
пульсной амплитудной модуляции (РАМ, Pulse Amplitude 
Modulation), с использованием импульсного флуориметра 
Walz MINI-PAM-II/B (Heinz Walz Gmbh, Германия) со­
гласно протоколу производителя (MINI-PAM-II: Manual 
for Standalone Use, 2018). Прибор оснащен источниками 
измерительного и актиничного (действующего света) с 
максимумом эмиссии 470 нм и детекцией флуоресценции 
при длинах волн > 630 нм. Интенсивность измерительно­
го и действующего света составляла 0.05 и 190 мкМ фото­
нов/(м2 · с) соответственно. Интенсивность вспышки на­
сыщающего света составляла 5000 мкМ фотонов/(м2 · с) с 
длительностью 0.6 с. Растительные ткани (листья, пери­
карп, кожура и семядоли) изолировали от материнского 
растения, помещали на влажную фильтровальную бумагу 
(для предотвращения подсыхания) и выдерживали в свето­
непроницаемых боксах для темновой адаптации в течение 

20 мин. Для фиксации тканей использовали зажим 2060-В. 
Оценивали следующие показатели: 

Fv/Fm – максимальный фотохимический квантовый вы­
ход фотосистемы II (ФС II) в момент, когда переносчики 
электронов в электронно-транспортной цепи хлоропла­
стов окислены. Измеряется сразу после темновой адапта­
ции тканей. Рассчитывается как соотношение количества 
квантов, используемых в разделении зарядов, к общему 
количеству квантов, поглощенных светособирающими 
комплексами (ССК): 

Fv / Fm = (Fm – Fo) / Fm, 
где Fо – базовый уровень флуоресценции при освещении 
измерительным светом, который не приводит к инициации 
потока электронов по электрон-транспортной цепи хло­
ропластов; Fm – максимальный уровень флуоресценции, 
вызванный сильным световым импульсом, при котором 
все реакционные центры (РЦ) фотосистем заполняются 
электронами; Fv – вариабельность флуоресценции, кото­
рая рассчитывается путем вычитания Fo из Fm. 
Y (II ) – эффективный квантовый выход фотохимиче­

ского тушения, который измеряется на адаптированных 
к свету образцах: Y (II ) = (Fm′ – Fo) / Fm′.

NPQ – нефотохимическое тушение флуоресценции. 
Рассчитывается по уравнению Штерна–Фолмера, соглас­
но которому тушение флуоресценции пропорционально 
количеству центров тушения в ССК: NPQ = Fm / Fm′ – 1.

Статистическая обработка данных и программное 
обеспечение. Все измерения выполняли в трех биологи­
ческих повторностях. Количественные параметры флуо­
ресценции хлорофиллов и соответствующие расчетные 
коэффициенты были получены с помощью программы 
WinControl-3 (Heinz Walz Gmbh, Германия). Статисти­
ческую обработку проводили в Microsoft Excel 2023 с 
использованием стандартного пакета анализа данных. 
На графиках и в таблицах представлены средние ариф­
метические значения величин и стандартные отклонения. 
Все данные выражены как среднее арифметическое ± 
стандартное отклонение и обработаны при помощи Excel 
для Microsoft 365 с использованием встроенных инстру­
ментов статистического анализа данных. Осуществлен 
двухфакторный дисперсионный анализ с повторениями 
(ANOVA). Различия считались значимыми при довери­
тельном уровне р ≤ 0.05.

Результаты
Мы изучили динамику светопропускания тканей перикар­
пия, кожуры и семядолей при формировании семян горо­
ха сорта Прима. Внешний вид плодов, семян и зародышей 
показан на рис. 1. 

Светопропускание оценивали, разместив растительную 
ткань между солнечным светом и датчиком спектрорадио­
метра. При этом солнечная радиация была контролем и 
принималась за 100 %. Для сравнения использовали фо­
тосинтетически активные зеленые листья гороха, ста­
реющие желтые листья гороха, перикарпий, кожуру, а так­
же перикарпий и кожуру, сложенные вместе. Спектр сол- 
нечной радиации, достигающий ткани плодов, показан в 
Приложении (а)1. Фотосинтетически активные зеленые 
1 Приложение см. по адресу: 
https://vavilovj-icg.ru/download/pict-2023-27/appx32.pdf

https://vavilovj-icg.ru/download/pict-2023-27/appx32.pdf
https://vavilovj-icg.ru/download/pict-2023-27/appx32.pdf
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листья гороха полностью задерживали синий и красный 
свет в диапазонах, соответствующих максимумам по­
глощения хлорофиллов и каротиноидов, частично про­
пускали зеленый и желтый свет и полностью пропускали 
дальний красный свет (см. Приложение, б ). При старении 
хлорофиллы разрушались и количество проходящего 
сквозь желтые листья синего и красного света увеличи­
валось (см. Приложение, в).

Зеленые ткани перикарпия и кожуры на средней стадии 
созревания по отдельности пропускали синий и красный 
свет (cм. Приложение, г, д). Однако вместе они его за­
держивали, и в результате до семядолей в основном дохо­
дил свет в диапазоне 500–650 и 700–770 нм и небольшое 
количество света в диапазоне – 600–700 нм (cм. Прило­
жение, е). Высокое светопропускание («прозрачность») 
перикарпия можно визуально оценить на рис. 1, а.

Далее мы оценивали динамику светопропускания 
(рис.  2) и сопряженную с ней фотохимическую актив­

ность (рис. 3) при созревании семян гороха на ранней, 
средней и начале поздней стадиях созревания. Спектраль­
ная плотность энергетической освещенности солнечной 
радиации, которая достигала поверхности листьев и пе­
рикарпия плодов, составляла в среднем 136 мВт/м2 (см. 
рис. 2). При этом количество синего и красного света 
(фотосинтетически активного спектрального диапазона) 
было равно 32 и 39 мВт/м2 (1:1). Эти значения принимали 
за 100 % и далее рассчитывали в процентах количество 
«проходящего» света.

Листья. Фотохимическая активность зеленого листа 
была высокой (Fv / Fm = 0.71 ± 0.01, Y (II ) = 0.65 ± 0.01) (см. 
рис. 3). Сквозь зеленый лист проходило 20 мВт/м2 (15 %) 
(см. рис. 2). При этом синий свет не проходил совсем, а 
интенсивность проходящего красного света составляла 
2 мВт/м2 (5 %). При старении листа хлорофиллы разруша­
лись и фотохимическая активность снижалась (Fv / Fm = 
= 0.33 ± 0.03, Y (II ) = 0.18 ± 0.03). В результате сквозь ста­
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Рис. 1. Внешний видов плодов и семян гороха на ранней, средней и поздней стадиях созревания (РС, СС и ПС соответст
венно). 
а – рисунок демонстрирует высокое светопропускание перикарпия; б – плоды с семенами; в – семена в продольном разрезе. 
П – перикарп; К – кожура; С – семядоли; зар. ось – зародышевая ось, включающая корень, гипокотиль, эпикотиль и почечку.

Рис. 2. Динамика светопропускания растительных тканей гороха на ранней (РС), средней (СС) и начале поздней ста-
диях (ПС) созревания семян.
Синие, зеленые, красные и коричневые столбики показывают спектральную плотность энергетической освещенности 
(мВт/ м2) в диапазоне 390–500, 500–600, 600–700 и 700–760 нм соответственно. СР – солнечная радиация. Данные представле-
ны как среднее арифметическое и его стандартное отклонение, полученные в трех биологических повторностях. 

 390–500 нм       500–600 нм       600–700 нм       700–760 нм

З Ж РС РС РС РССС СС СС ССПС ПС ПС ПС

мВт/м2

140

120

100

80

60

40

20

0

СР Лист Перикарпий (П) Кожура (К) П + К Семядоля



G.N. Smolikova, N.V. Stepanova  
A.M. Kamionskaya, S.S. Medvedev

984 Вавиловский журнал генетики и селекции / Vavilov Journal of Genetics and Breeding • 2023 • 27 • 8

Photochemical activity in cotyledons of developing pea seeds 
depends on light transmittance of covering tissues

реющий желтый лист проходило уже 69 мВт/ м2 (51 %) с 
повышением доли синего и красного света до 1.7 мВт/ м2 
(5 %) и 12.7 мВт/м2 (32 %). Старение листа сопровожда­
лось повышением показателя NPQ, характеризующего 
нефотохимическое тушение флуоресценции, с 0.07 ± 0.01 
до 0.12 ± 0.01.

Перикарпий. На ранней стадии созревания семян пе­
рикарпий пропускал 18 мВт/м2 (13 %), что близко к пока­
зателям зеленого фотосинтезирующего листа (см. рис. 2). 
Но доля синего и красного света, которые проходили 
сквозь перикарпий, была выше и составляла 0.5 мВт/м2 
(1.5 %) и 3.5 мВт/м2 (8.9 %). Фотохимическая активность 
была высокой (на уровне зеленого листа) и была равна для 
Fv / Fm = 0.69 ± 0.02 и для Y (II ) = 0.68 ± 0.01 (см. рис. 3). 
На средней стадии созревания семян количество света, 
проходящего через перикарпий, повышалось до 26 мВт/ м2 
(19 %), а синего и красного света – до 1.8 мВт/м2 (5.6 %) 
и 6.4 мВт/м2 (16.4 %). Фотохимическая активность при 
этом снижалась незначительно (Fv / Fm  = 0.65 ± 0.01, 
Y (II ) = 0.64 ± 0.01). Более существенное снижение Fv / Fm 
происходило при переходе к поздней стадии созревания 
(Fv / Fm = 0.61 ± 0.04, Y (II ) = 0.60 ± 0.04). При этом ткань 
перикарпия становилась еще более светопроницаемой: 
количество проходящего света повышалось до 81 мВт/ м2 
(60 %), а синего и красного света – до 12.6 мВт/м2 (39 %) 
и 23.1 мВт/м2 (59 %).

Кожура. У кожуры от ранней к поздней стадии со­
зревания семян показатели Fv/Fm и Y(II) существенно не 
менялись, но были немного ниже, чем у перикарпия (см. 
рис. 3). Общее количество проходящего света при этом 
увеличивалось от 24 до 83 мВт/м2 (от 18 до 61 %), сине­
го света – от 1.5 до 9.4 мВт/м2 (от 4.6 до 24.1 %), красно-
го света – от 5.7 до 21.4 мВт/м2 (от 17.8 до 54.8 %) (см. 
рис. 2).

Семядоли. Вариант перикарпий + кожура (П + К) ха­
рактеризует количество и спектральный состав света, ко­
торый проходит через перикарпий, кожуру и достигает 
семядолей. На фотохимически активных ранней и сред­
ней стадиях созревания семян количество проходящего 
света составляло не более 8 мВт/м2 (6 %), синий свет не 

поступал совсем, а красный был менее 1 мВт/м2 (менее 
2 %) (см. рис. 2). Удивительно, но даже при таких малых 
количествах световой энергии в семядолях, пусть и с 
низкой эффективностью, осуществлялись фотохимиче­
ские процессы. Фотохимическую активность семядолей 
оценивали снаружи (на периферии) и внутри (для этого их 
разрезали продольно). На ранней стадии Fv / Fm был равен 
0.55 ± 0.03 на периферии семядолей и 0.33 ± 0.05 внутри 
семядолей (см. рис. 3). На поздней стадии Fv / Fm сни­
жался до 0.43 ± 0.03 на периферии семядолей и 0.13 ± 0.04 
в центре семядолей, Y (II ) показывал сходную динамику, 
но был ниже, чем Fv / Fm. На этой стадии также наблю­
далось повышение показателя NPQ, характеризующего 
нефотохимическое тушение флуоресценции, с 0.02 ± 0.01 
до 0.08 ± 0.01.

Интересно, что семядоли также были проницаемы для 
солнечного света. На ранней стадии созревания они про­
пускали 25 мВт/м2 (18 %), примерно столько же, сколько 
перикарпий и кожура (см. рис. 2). Но через них прохо­
дило больше синего (2.2 мВт/м2, 6.9 %) и красного света 
(6.4 мВт/м2, 16.4 %). Однако далее, по мере накопления 
запасных питательных веществ, количество проходяще­
го света снижалось до 10–15 мВт/м2 (8–10 %). 

Обсуждение
Семена производят большое количество разнообразных 
запасных соединений, обеспечивая до 70 % необходимого 
человеку количества калорий прямо (в виде пищи) или 
косвенно (в форме кормов для животных) (Sreenivasulu, 
Wobus, 2013; Ingram et al., 2018; Mattana et al., 2022). 
Синтез запасных соединений, ограниченный низкой ско­
ростью диффузии кислорода в плотных тканях семени, 
требует значительного количества энергии и ассимиля­
тов, которые обеспечиваются за счет фотосинтеза (Walter, 
Kromdijk, 2021). При этом у многих видов растений, так 
называемых хлороэмбриофитов, для формирования семян 
необходимы не только фотосинтез листьев материнского 
растения, но и фотохимические процессы, обеспечиваю­
щие синтез АТФ и восстановление НАДФН+ (Borisjuk et 
al., 2005; Weber et al., 2005; Puthur et al., 2013; Смоликова, 

Рис. 3. Фотохимическая активность растительных тканей гороха на ранней (РС), средней (СС) и начале поздней стадиях (ПС) созревания семян.
Fv/Fm и Y(II ) – максимальный и эффективный квантовый выход ФС II соответственно. NPQ – нефотохимическое тушение флуоресценции хлорофиллов. 
Данные представлены как среднее арифметическое и его стандартное отклонение, полученные в трех биологических повторностях. Двухфакторный 
дисперсионный анализ с повторениями (ANOVA) показал достоверные изменения по главному фактору «фотохимическая активность» (F(2) = 1282, 
p < 0.001), по главному фактору «растительные ткани» (F(13) = 63, p < 0.001) и по взаимодействию двух факторов (F(26.84) = 19, p < 0.001).
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Медведев, 2016; Smolikova et al., 2018, 2020; Sela et al., 
2020; Shackira et al., 2022; Cho et al., 2023).

Ранее мы показали, что синтез хлорофиллов и появле­
ние хлоропластов c хорошо развитой гранальной струк­
турой в зародышах семян P. sativum происходят на самых 
ранних этапах эмбриогенеза (Smolikova et al., 2018, 2020). 
То есть, несмотря на то что формирующиеся семена по­
крыты семенной и плодовой оболочками, которые экрани­
руют их от солнечного света, они получают достаточное 
количество света для синтеза хлорофиллов и формиро­
вания хлоропластов с развитой гранальной структурой. 
Однако оставался открытым вопрос о спектральном диа­
пазоне светового потока, достигающего зеленого зароды­
ша, и интенсивности освещения, при котором происходит 
их фотохимическая активность. 

Объектом нашего исследования являлись семена горо­
ха на ранней, средней и поздней стадиях созревания (см. 
рис. 1). С использованием спектрорадиометра и РАМ-
флуориметра мы провели сравнительный анализ свето­
пропускания (см. рис. 2) и фотохимической активности 
(см. рис. 3) листьев, перикарпия, кожуры и семядолей 
формирующихся семян. 

Известно, что в диапазоне от 400 до 700 нм зеленые 
листья растений в среднем поглощают около 85 % света, 
отражают около 10 % и пропускают около 5 % (Atwell et 
al., 1999). Однако эти показатели могут сильно варьи­
ровать в зависимости от вида растений и условий их 
произрастания. В наших экспериментах фотохимически 
активный зеленый лист гороха пропускал в среднем 15 % 
солнечной радиации (в диапазоне 390–760 нм); при этом 
синий свет задерживался листом полностью, а количество 
проходящего красного света составляло не более 5 %. 

Фотохимически активная ткань перикарпия на ранней 
и средней стадиях созревания семян гороха пропускала 
к семенной кожуре от 13 до 19 % солнечной радиации; 
доля синего света составляла от 1.5 до 6 %, а доля красного 
света – от 9 до 16 %. К периферии формирующихся семя­
долей поступал свет в диапазоне 500–650 и 700–770 нм 
(6 % от солнечной радиации), при этом синий свет отсут­
ствовал совсем, а количество красного света (620–700 нм) 
составляло около 2 %. При старении покровных тканей 
на поздней стадии созревания семян хлорофиллы в по­
кровных тканях разрушались и количество проходящего 
красного света, достигающего семядолей, возрастало. 

Интересно, что несмотря на низкую энергетическую 
освещенность, фотохимические процессы протекают даже 
в центре семядолей, хотя их эффективность невысока. При 
этом фотохимическая активность семядолей регистриру­
ется при практически полном отсутствии синего света, 
низком уровне красного света и сравнительно высоком 
уровне желтого и зеленого света. На ранней стадии со­
зревания семян показатель Fv / Fm был равен 0.55 ± 0.03 
на периферии семядолей и 0.33 ± 0.05 внутри семядолей 
(см. рис. 3). 

Чем можно объяснить фотохимическую активность 
семядолей при низких плотностях светового потока и 
спектральных диапазонах, которые не характерны для 
фотосинтеза листа? Мы предполагаем, что в семядолях 
формирующихся семян зеленый свет может частично 
компенсировать отсутствие синего света и тем самым 

повышать количество световой энергии. Эта компенсация 
может происходить в диапазоне 500–550 нм, световую 
энергию которого могут поглощать присутствующие в 
зародышах каротиноиды (Смоликова, Медведев, 2015).

Долгое время считалось, что свет в диапазоне 500–
600 нм имеет второстепенное значение в биологии рас­
тения. Действительно, листья растений не поглощают 
фотоны равномерно по всему диапазону фотосинтети­
чески активной радиации (ФАР), а спектральное по­
глощение зеленого света фотосистемами хлоропластов 
намного ниже по сравнению с синим и красным светом 
(Kume, 2017). Однако в последние годы появились до­
казательства того, что зеленый свет не только поглоща­
ется тканями растений, но и участвует в регуляции ряда 
физиологических реакций (Головацкая, Карначук, 2015; 
Smith et al., 2017). Предполагается, что синий и красный 
спектры преимущественно поглощаются поверхност­
ными клетками столбчатого мезофилла листа, в то время 
как зеленый свет может проникать в более глубокие слои 
тканей листа, способствуя возбуждению фотосистем в 
клетках губчатого мезофилла (Nishio, 2000; Terashima et 
al., 2009; Brodersen, Vogelmann, 2010). 

В работе (Liu, van Iersel, 2021) проведена оценка кванто­
вого выхода ассимилированного СО2 (QY ) в листьях сала­
та, выращиваемого при разных спектральных диапазонах 
освещения (синий, зеленый, красный) и разной плотности 
фотосинтетического фотонного потока (PPFD, photosyn­
thetic photon flux density) (30–1300 ммоль фотонов/м2/c). 
Оказалось, что при высоком PPFD и освещении зеленым 
светом показатель QY был выше, чем при освещении 
синим и красным светом. Авторы предполагают, что это 
связано с тем, что при сильном освещении зеленый свет 
более равномерно распределяется внутри листа. В опытах 
на листьях подсолнечника также было показано, что при 
умеренном или сильном белом свете добавление зеленого 
света более эффективно стимулирует фотосинтез, чем до­
бавление красного света (Terashima et al., 2009). 

В недавно опубликованной работе X. Lv с коллегами 
(2022), выполненной на растениях Zingiber officinale Ros­
coe, показано, что добавление к белому спектру зеленого 
света не только способствовало увеличению фотохи­
мических показателей Fv / Fm и Y (II ), но и приводило к 
увеличению количества крахмальных зерен и толщины 
листа. Интенсивный зеленый свет, с одной стороны, спо­
собствовал увеличению скорости потока электронов по 
электрон-транспортной цепи ФС II, а с другой стороны, 
не вызывал накопления АФК (что обычно происходит при 
световом стрессе, вызываемом красным светом). Авторы 
связывают это с более эффективным тепловым рассеива­
нием излишков энергии зеленого света.

В наших опытах установлено, что к периферии форми­
рующихся семядолей поступает ФАР, который включает 
практически всю зеленую часть спектра, а также не­
большое количество красного света. Не исключено, что 
проникающий сквозь толщу тканей зародышей зеленый 
свет может влиять на эффективность усвоения углерода 
и служить хорошим аргументом в пользу использования 
зеленых длин волн при выращивании сельскохозяйствен­
ных культур. Однако это гипотеза требует проведения до­
полнительных исследований.
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Photochemical activity in cotyledons of developing pea seeds 
depends on light transmittance of covering tissues

Заключение
Полученные данные позволяют глубже понять механиз­
мы протекания фотохимических процессов в зародышах 
семян в условиях низкой интенсивности света. Мы счита­
ем, что интенсивность эмбриональных фотохимических 
реакций в значительной степени влияет на эффективность 
накопления запасных питательных веществ и поэтому 
может рассматриваться как маркер для селекции семян с 
улучшенными пищевыми качествами. Перспективными 
также являются исследования по оптимизации получения 
семян высокого качества путем усиления фотохимической 
активности их зародышей за счет варьирования парамет­
ров освещения.
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Аннотация. К основным факторам, влияющим на формирование высокого урожая, относятся связь генотипа 
сорта с условиями произрастания и фитопатогенная нагрузка, что необходимо учитывать в селекции для поиска 
доноров устойчивости и высокой выраженности ценных признаков. Изучение устойчивости 49 образцов мягкой 
пшеницы к поражению бурой ржавчиной проведено в полевых условиях естественного инфекционного фона и 
в лабораторных условиях к монопустульным изолятам с вирулентностью к генам Lr9 и Lr24. Показано, что сорта, 
несущие чужеродные гены Lr6Agi2 (Тулайковская 10) и Lr6Agi1 (Воевода), устойчивы к поражению бурой ржав-
чиной как в полевых условиях, так и при заражении в лаборатории. Сорта KWS Buran, KWS Akvilon, KW 240-3-13 
и Этюд, которые формировали урожайность от 417 до 514 г/м2 – на уровне лучшего стандарта Сибирской 17, 
целесообразно использовать в условиях Западной Сибири в качестве доноров гена устойчивости Lr24. Доно-
ром генов устойчивости Lr19 и частично эффективного Lr26 может служить сорт Омская 44, характеризующийся 
урожайностью 440 г/м2. Сорта Тулеевская и Алтайская 110, в геноме которых содержится ген Lr9, рекомендуется 
использовать при создании генотипов с пирамидой генов устойчивости. Наиболее высокие показатели содер-
жания белка и клейковины выявлены у образца CS2A/2M, наименьшие – у сортообразцов KWS Buran, Алтай-
ская 110, Волгоуральская и KWS Akvilon. Сравнение коллекции образцов мягкой пшеницы по микро- (Cu, Mn, 
Zn, Fe) и макроэлементам (Ca, Mg, K) продемонстрировало наиболее высокие показатели у группы, состоящей 
из образцов CS2A/2M, Тулайковская 10, Pavon и Тулеевская. Наименьшие показатели большинства элементов 
определены у сортов KWS Buran, Новосибирская 15 и Волгоуральская. Озимые сорта, характеризующиеся устой-
чивостью к поражению бурой ржавчиной в условиях инфекционного фона, как правило, несут возрастные гены 
устойчивости (Lr34, Lr12 и Lr13), в том числе в сочетании с ювенильным геном Lr26. У линии с озимым типом 
развития (KS 93 U 62) выявлен ген Lr41, благодаря чему линия сохраняла устойчивость к поражению клоном 
патогена бурой ржавчины кLr24, несмотря на наличие в ее генотипе гена Lr24. Сорта Дока и Чешская 17 могут 
быть донорами генов устойчивости Lr26 + Lr34 и Lr9 + Lr12 + Lr13 + Lr34 и источниками короткостебельности без 
снижения зимостойкости и урожайности в условиях Западной Сибири.
Ключевые слова: пшеница мягкая; бурая ржавчина; популяция; изолят; вирулентность; ген устойчивости; уро-
жайность; микроэлемент; макроэлемент; белок; клейковина.
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Устойчивость к бурой ржавчине, урожайность и качество зерна 
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Abstract. The relationship between a variety’s genotype, environmental conditions and phytopathogenic load are 
the key factors contributing to high yields that should be taken into account in selecting donors for resistance and 
high manifestation of valuable traits. The study of leaf rust resistance in 49 common wheat varieties was carried out 
in the field against the natural pathogen background and under laboratory conditions using single-pustule isolates 
with virulence to Lr9 and Lr24. It has been shown that the varieties carrying alien genes Lr6Agi2 (Tulaikovskaya 10) and 
Lr6Agi1 (Voevoda) were resistant to leaf rust infection both in the field and in the laboratory. Varieties KWS Buran, KWS 
Akvilon, KW 240-3-13, and Etyud producing crop yields from 417 to 514 g/m2 comparable to the best standard variety 
Sibirskaya 17 can be reasonably used as Lr24 resistance gene donors under West Siberian conditions. Omskaya 44 va-
riety showing crop yield of 440g/m2 can be used as a donor for Lr19 and partially effective Lr26. Varieties Tuleevskaya 
and Altayskaya 110 with Lr9 in their genomes are recommended for the development of resistance gene-pyramided 
genotypes. The highest protein and gluten contents were observed in the CS2A/2M sample, while KWS Buran, Altay-
skaya 110, Volgouralskaya, and KWS Akvilon showed the lowest values. Varieties CS2A/2M, Tulaikovskaya 10, Pavon, 
and Tuleevskaya were ranked the highest in micro- (Cu, Mn, Zn, Fe) and macronutrient (Ca, Mg, K) contents among 
the common wheat samples from the collection, while the lowest values for most elements were observed in KWS 
Buran, Novosibirskaya 15, and Volgouralskaya. Winter varieties demonstrating leaf rust resistance against the infec-
tious background typically carry adult plant resistance genes (Lr34, Lr12, and Lr13), particularly combined with the 
juvenile Lr26 gene. The presence of Lr41 in a winter type line (KS 93 U 62) allowed it to maintain resistance against a 
leaf rust pathogen clone kLr24, despite the presence of Lr24 in the genotype. Varieties Doka and Cheshskaya 17 may 
act as donors of resistance genes Lr26 + Lr34 and Lr9 + Lr12 + Lr13 + Lr34, as well as sources of dwarfing without losses 
in winter hardiness and yield under West Siberian conditions.
Key words: common wheat; leaf rust; population; isolate; virulence; resistance gene; yield; microelement; macroele-
ment; protein; gluten.
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Введение
Пшеница мягкая (Triticum aestivum L.) – основная продо-
вольственная культура во всем мире. Культура характери-
зуется сбалансированным составом белка, крахмала, клет-
чатки, жира, минеральных элементов, содержит витамины 
группы С, В, А, бета-каротин, Е, Д, K (Roshan et al., 2016), 
а также отличается приспособленностью к условиям про-
израстания (Прянишников, 2018). По данным Росстата за 
2022 г., яровые сорта пшеницы в Новосибирской облас
ти занимают 222,808 га посевных площадей с урожайно
стью  21 ц/га. Озимые сорта выращивают на площади 
около 34,000 га с урожайностью 28 ц/га. К основными 
факторам, влияющим на формирование высокого урожая, 
относятся связь генотипа сорта с условиями произрас-
тания (Мальчиков, Мясникова, 2012) и фитопатогенная 
нагрузка на сорт. Для создания высокоурожайного сорта 
необходимо учитывать эти факторы и вести поиск доно-
ров устойчивости и высокой выраженности хозяйственно 
ценных признаков (Волкова и др., 2016). 

Одним из главных заболеваний, поражающих посевы 
мягкой пшеницы в Западной Сибири, является возбуди-
тель бурой ржавчины пшеницы, поражающий как озимые, 
так и яровые формы, что снижает урожайность в годы 
эпифитотий до 15–40 % (Kolmer et al., 2015). При создании 
и использовании доноров генов устойчивости предъявля-
ются определенные требования, поскольку применение 
идентичных генов у яровых и озимых сортов для защиты 
от поражения может привести к сильным эпифитотиям 
в случае преодоления патогеном защитных механизмов, 
определяемых наличием гена (Волкова и др., 2016; По-
жерукова и др., 2019). В связи с этим для защиты от по-
ражения патогеном озимых и яровых сортов необходимо 
использовать различные эффективные гены устойчивости 

или их сочетания, что подразумевает постоянный поиск 
новых генов устойчивости.

В мире идентифицировано более 80 Lr-генов, и около 
50 % из них относятся к чужеродным1. В коммерческих 
сортах мягкой пшеницы используют гены Lr9, Lr19, 
Lr21, Lr23, Lr24, Lr26, Lr28, Lr37, Lr39 (Aktar-Uz-Zaman 
et al., 2017; Леонова, 2018), Lr6Agi1, Lr6Agi2 (Sibikeev et 
al., 2017) и LrSp2 (Adonina et al., 2018). В России пред-
ставляют практический интерес для селекции образцы, 
несущие частично эффективные (Lr9, Lr19, Lr24, Lr25, 
Lr26, Lr6Agi1, Lr6Agi2) и высокоэффективные (Lr28, 
Lr29, Lr39, Lr42, Lr45, Lr47, Lr50, Lr51, Lr66, LrSp2) для 
защиты от поражения гены (Гультяева, Шайдаюк, 2021; 
Сочалова и др., 2022).

Используя в гибридизации сорта пшеницы, несущие 
гены устойчивости от родственных видов (Aegilops, Agro­
pyron, Secale cereale и др.), можно расширить разнообра
зие генов устойчивости, при этом такие гены часто свя- 
заны с факторами, снижающими урожайность или ухуд-
шающими ее качество (Маркелова, 2007; Крупин и др., 
2019). Выявлено, что наличие фрагмента, несущего ген 
Lr9 (перенесен от Aegilops umbellulata), снижает урожай-
ность в условиях США (Friebe et al., 1996), при этом в 
России имеются коммерческие сорта с этим геном (Гуль-
тяева, Шайдаюк, 2021). Наличие чужеродного материала 
(ген Y, детерминирующий увеличение синтеза желтого 
пигмента в эндосперме), сцепленного с геном Lr19 (пере-
несен от Agropyron elongatum), снижало ценность первых 
доноров с этим геном (Knott, 1968). Позже локус, несущий 
Lr19/Sr25 и ген Y, удалось разделить при использовании 
1 Komugi – wheat genetic resources database. Доступно: https://shigen.nig.ac. 
jp/wheat/komugi/genes/symbolClassListAction.do?geneClassificationId=89 
(дата обращения 09.03.2023).
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делеционных по локусу ph1b линий (Marais, 1992; Zhang 
et al., 2005). При этом сегмент хромосомы, несущий ген 
Lr19, положительно влияет на урожайность (Singh et al., 
1998), и в России ряд сортов с ним (Гультяева, Шайдаюк, 
2021) выращивается в производстве. Наличие в геноме 
пшеницы фрагмента генома, несущего ген Lr38 (от Thi­
nopyrum intermedium), приводит к значительному сниже-
нию урожайности (Mebrate et al., 2008), как и наличие 
сегмента хромосомы, содержащего ген Lr47 (от Aegilops 
speltoides), который дополнительно негативно сказывает- 
ся на качестве (Brevis et al., 2008). Введение в сорта пше
нично-ржаной транслокации 1В.1R, несущей гены Lr26, 
Pm8, Sr31, приводит к ухудшению качества муки и хлеба 
(Kumlay et al., 2003). Значительно упрощает работу се-
лекционера использование уже существующих линий или 
сортов мягкой пшеницы с чужеродными транслокациями 
без получения нового селекционного материала с первич-
ным переносом от родственных видов (Тимонова и др., 
2012). Это можно объяснить тем, что не все первичные 
переносы оказываются успешными, часть транслокаций 
теряется у потомства при последующей репродукции 
(Давоян и др., 2015). 

Один из принципов подбора пар для скрещивания ос
нован на эколого-географических различиях, что объяс
няется большим разнообразием генотипов, получаемых в 
результате трансгрессий в расщепляющихся поколениях 
при скрещивании двух сортообразцов, созданных и адап-
тированных к различным условиям (Вьюшков, 2004). При 
этом необходимо выявлять адаптивность инорайонных об-
разцов к местным условиям (Давыдова, Казаченко, 2013), 
так как привлечение экологически отдаленных образцов с 
низкой адаптивностью приводит к появлению в потомстве 
значительного количества генотипов с низкой продуктив-
ностью, что затрудняет создание коммерческих сортов 
(Souza, Sorrells, 1991). Использование в качестве доноров 
стародавних сортов осложняется их малой изученностью, 
а также полиморфностью, так как они создавались как 
популяции и являются многолинейными. Поэтому в каче-
стве исходного материала лучше применять современные 
сорта инорайонной и иностранной селекции после пред-
варительного всестороннего изучения в той местности, 
для которой планируется вести селекцию.

В связи с вышеизложенным считаем, что поиск доноров 
генов устойчивости к бурой ржавчине пшеницы остается 
актуальным в тесной связи с почвенно-климатическими 
условиями, для которых будут создаваться сорта, и типом 
развития. Цель исследования заключалась в комплексном 
изучении коллекционных образцов мягкой пшеницы 
в Новосибирской области для выявления доноров эф-
фективных генов устойчивости к поражению Puccinia 
triticina Erikss.

Материалы и методы
Материалом исследования служили коллекционные об-
разцы мягкой пшеницы – 24 яровой и 25 озимой, из них 
41 образец из мировой коллекции ВИР и 8 новых яровых 
сортов, в последние годы испытываемых на госсорто
участках Новосибирской области.

Полевая устойчивость образцов к поражению распро
страненными в регионе листовыми патогенами была изу

чена в условиях естественного распространения инфекции 
по методике ВИР (Мережко и др., 1999) и искусственно 
усиленного инфекционного фона (посев восприимчивых 
сортов озимой пшеницы, опрыскивание посевов в ран-
ние утренние часы водой и смесью урединиоспор при 
появлении заболевания). Оценку урожайности образцов 
и ее составляющих (масса 1000  зерен, масса зерна ко-
лоса, число зерен колоса) проводили в течение 2–4 лет 
(в годы изучения образцов в коллекционных питомниках 
в 2015–2020 гг.) по методике ВИР, разработанной для 
изучения новых поступлений (Мережко и др., 1999). 
Устойчивость образцов к поражению бурой ржавчиной 
пшеницы в ювенильной стадии (фаза 1-го листа) изучали 
в лабораторных условиях СибНИИРС (р.п. Краснообск) на 
отсеченных отрезках листьев (Михайлова, Квитко, 1979). 
Инокуляцию проводили водной суспензией урединиоспор 
местной (Новосибирская область) популяции P. triticina, 
собранных в 2020 г. с сортов пшеницы, выращиваемых в 
естественных условиях на полях СибНИИРС (вирулент-
ность для сортов и линий с генами Lr1, Lr2a, Lr2c, Lr3a, 
Lr9, Lr16, Lr3ka, Lr11, Lr17, Lr30, Lr2b, Lr3bg, Lr14a, 
Lr14b, Lr15, Lr18, Lr20; авирулентность – Lr24, Lr19, 
Lr41, Lr45, Lr47, Lr28, Lr6Agi1, Lr6Agi2, LrSp2 и Lr26) и 
двумя тест-клонами: кLr24 (вирулентность – Lr1, Lr2a, 
Lr2c, Lr3, Lr3ka, Lr11, Lr24, Lr17, Lr30, Lr2b, Lr3bg, 
Lr14a, Lr14b, Lr15, Lr18, Lr20; авирулентность – Lr9, 
Lr16, Lr26, Lr19) и кLr9 (вирулентность – Lr1, Lr2a, 
Lr2c, Lr3, Lr9, Lr16, Lr3ka, Lr11, Lr17, Lr30, Lr2b, Lr3bg, 
Lr14a, Lr14b, Lr15, Lr18, Lr20; авирулентность – Lr24, 
Lr26, Lr19). Клон с вирулентностью p24 был выделен с 
сорта Новосибирская 15 при изучении расового состава 
популяции Куйбышевского района Новосибирской об-
ласти. Клон с вирулентностью p9 выделен с сорта Челя-
ба 2 (Lr9), выращиваемого в коллекционном питомнике 
в р.п. Краснообск. Тест-сортами на заражение являлись 
Agent (с Lr24) и Удача (с Lr9). Тип реакции на заражение 
патогеном определяли на 8–10-й день после инокуляции 
по шкале E.B. Mains и H.S. Jackson (1926). Реакции 0, 1, 
2 – устойчивые, 3, 4 – восприимчивые, Х – гетерогенные 
(Mains, Jackson, 1926). Вирулентность популяции и клонов 
установлена на изогенных линиях Thatcher и сортах, не-
сущих известные гены. Поражение образцов в условиях 
усиленного инфекционного фона определяли в процентах 
по количественной шкале R.F. Peterson и коллег (1948). 
В качестве контроля реакции восприимчивости в поле и 
лаборатории использовали сорт Новосибирская 15. 

Суммарную ДНК выделяли из 5–7-дневных проростков 
по методу J. Plaschke и коллег (1995). Генотипирование 
сортов пшеницы проводили с применением ДНК-мар
керов, разработанных для генов устойчивости к бурой 
ржавчине пшеницы (Приложение 12). Содержание белка 
и клейковины определяли на инфракрасном экспресс-ана-
лизаторе OmegAnalyzer G (Bruins Instruments, Германия). 
Содержание макро- и микроэлементов оценивали мето-
дом атомно-абсорбционной спектрометрии на приборе 
ContrAA 800 D (Analytik Jena, Германия).

Статистическая обработка результатов выполнена с ис-
пользованием пакета программ Statistica 10.0 и MS Excel.
2 Приложения 1 и 2 см. по адресу:  
https://vavilovj-icg.ru/download/pict-2023-27/appx33.pdf

https://vavilovj-icg.ru/download/pict-2023-27/appx33.pdf
https://vavilovj-icg.ru/download/pict-2023-27/appx33.pdf
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Результаты
В результате оценки поражения сортообразцов пшеницы 
бурой ржавчиной на инфекционном фоне в 2020 г. были 
выделены 20 яровых и 21 озимый образец, поражение 
которых не превышало 10 % (табл. 1). Сорта Зауралочка, 
Удача, Алтайская 110 и Тулеевская, несущие ген Lr9, в 
условиях инфекционного участка поражались до 100 % 
на уровне стандарта восприимчивости (сорт Новосибир
ская 15). При этом в условиях естественного распростра- 
нения инфекции почти все характеризовались как сред
неустойчивые (5 баллов) в годы с максимальным рас-
пространением патогена (табл. 2). В ювенильной фазе 
устойчивость к поражению популяцией P. triticina сохра-
няли 20 яровых и лишь 10 озимых сортообразцов пше-
ницы (Amigo, KS 93 U 50, KS 90 WGRC 10, KS 93 U 40, 
KS 93 U 62, Поэма, Айвина, Коллега, Первица, Восторг), 
что предполагает наличие генов возрастной устойчиво-
сти у остальных 11 озимых форм (Княгиня Ольга, Дока, 
Лебедь, Кума, Батько, Гром, Лидия, CO 07 W 245, Ritter, 
Чешская 16 и Чешская 17 (см. табл. 1).

По результатам молекулярного тестирования сортов 
с использованием маркеров, разработанных для генов 
устойчивости Lr1, Lr9, Lr10, Lr12, Lr13, Lr16, Lr19, Lr24, 
Lr26, Lr28, Lr34, Lr41 и Lr47, подтверждено наличие по-
стулированных по литературным данным генов у большей 
части изученных сортов. Кроме того, нами установлено, 
что сорта KWS Buran и KW 240-3-13, изучаемые в кол-
лекционных питомниках, как и другие современные сорта 
из Евросоюза (KWS Akvilon и KWS Torridon), несут ген 
Lr24. Стоит отметить, что сорт KW 240-3-13 был пора-
жен клоном кLr9, но не заразился клоном кLr24 (2 бал
ла, тип реакции – умеренно устойчивый), тогда как сорт 
KWS Buran характеризовался гетерогенным поражением 
при заражении клоном кLr24 и был устойчив к поражению 
клоном кLr9. 

Сорта саратовской селекции Тулайковская 10 и Воевода, 
несущие чужеродные гены Lr6Agi2 и Lr6Agi1, сохраняли 
устойчивость к поражению в полевых условиях (в том 
числе на инфекционном фоне) и при заражении клоном 
с вирулентностью к гену Lr24. В открытых литературных 
источниках нами не найдена информация о генах устой-
чивости к бурой ржавчине пшеницы, которые несет сорт 
H 15-3, при этом он характеризовался иммунностью как 
на инфекционном фоне, так и при лабораторном тестиро
вании. По результатам генотипирования этого сорта с ис
пользованием молекулярных ДНК-маркеров выявлены 
гены устойчивости Lr12 + Lr16 + Lr26 + Lr34.

В геномах озимых линий Канзасского университета 
(США) (KS 90 WGRC 10 и KS 93 U 62) обнаружен ген 
Lr41. Его наличие позволяет сохранять устойчивость ли-
нии KS 93 U 62 к поражению клоном кLr24, несмотря на 
то что линия кроме данного гена несет ген Lr24. Линия  
KS 93 U 40, характеризующаяся наличием двух Lr-генов 
(Lr19 + Lr24), также сохраняла устойчивость к пора
жению клоном кLr24, как и яровые сорта, несущие ген 
Lr19 (Юлия, Волгоуральская, Добрыня). При этом линия 
KS 93 U 50, у которой, по литературным данным, выявле-
ны гены Lr26 и Lr24, была восприимчива к клону кLr24, 
но сохраняла устойчивость к поражению в условиях ин
фекционного фона при заражении как естественной по-

пуляцией, так и клоном кLr9. Гены Lr19 и Lr26 в генотипе 
ярового сорта Омская 44 также эффективно защищали 
растения от поражения бурой ржавчиной как клонами, 
так и природной популяцией.

Любопытные результаты получены для сортообразцов 
с озимым типом развития, характеризующимся различ-
ными сочетаниями генов устойчивости. Так, сочетание 
гена возрастной устойчивости Lr34 с геном ювенильной 
устойчивости Lr26 у сортов Коллега, Поэма, Айвина и 
Дока позволяет им сохранять устойчивость как в условиях 
инфекционного фона, так и при заражении клонами (см. 
табл. 1). При этом сорт Лебедь, дополнительно несущий 
к генам Lr26 и Lr24 ген Lr13 (возрастной устойчивости), 
поражался клонами и популяцией в ювенильной стадии и 
был устойчив к поражению патогеном в условиях инфек-
ционного фона в поле. Схожая реакция наблюдалась у сор
тов Лидия, Чешская 16 и CO 07 W 245, в геноме которых 
выявлены два гена возрастной устойчивости (Lr13 + Lr34).

Эффективное использование доноров устойчивости 
предполагает их приспособленность к условиям региона. 
Поэтому нами проведен анализ урожайности и выражен-
ности количественных признаков ряда сортов, которые 
испытывались в различных опытах в разные годы. Для 
анализа взяты сорта и линии, которые были изучены не 
менее двух лет. По результатам полевой оценки хозяй-
ственно ценных признаков выделялись образцы яровой 
пшеницы с высокой урожайностью: Воевода (509.8 г/м2), 
KW 240-3-13 (514.1 г/м2) и Алтайская 110 (580.0 г/м2) 
(см. табл. 2). Сорта Воевода и Алтайская 110, кроме того, 
формировали высокопродуктивный колос (1.69 и 2.00 г) 
и большое количество зерен в колосе (41.4 и 48.5 шт. со-
ответственно). Сорт KW 240-3-13 формировал крупное 
зерно с высокой массой 1000 зерен (45.1 г). Также вы-
делялись сорта Волгоуральская (высокая озерненность 
колоса – 39.1 шт.) и Челяба 75 (масса 1000 зерен – 45.3 г). 
При высокой интенсификации земледелия особое вни
мание уделяют низкостебельным сортам. Для использова
ния в селекции при создании сортов интенсивного типа в 
сочетании с устойчивостью к бурой ржавчине пшеницы  
можно рекомендовать сорта Этюд, KWS Akvilon, KWS Tor
ridon и Тулайковская 10, которые кроме устойчивости к 
патогену характеризовались низкостебельностью (62.1– 
83.8 см) и формировали урожайность на уровне лучшего 
стандарта – Сибирской 17 (517.1 г/м2). У сортов Этюд, 
KWS Akvilon, KW 240-3-13, Омская 44 и Тулайковская 10 
определена высокая устойчивость (7–99 баллов) к пора-
жению мучнистой росой и септориозом в годы сильного 
развития патогена, высокая устойчивость к поражению 
только септориозом отмечена у сортообразцов Н 15-3 
(9 баллов), Cunningham и Pavon (7 баллов), сорта Вое
вода, Тулеевская и KWS Torridon были устойчивыми к 
поражению мучнистой росой (7 баллов), что служит до-
полнительным важным признаком при подборе пар для 
скрещивания.

Среди озимых сортов, устойчивых к поражению пато-
геном, высокую урожайность формировали сорта Дока 
(589.2 г/м2) и Чешская 17 (547.7 г/м2), которые также ха
рактеризовались низкорослостью (66.5 и 80.0 см соответ-
ственно) и зимостойкостью на уровне стандарта – сорта 
Новосибирская 40 (4.1 балла) (табл. 3). Кроме того, сорт 
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Таблица 1. Оценка поражения сортообразцов мягкой пшеницы с установленными Lr-генами устойчивости

Сорт Ген по данным литературы /  
установлен методом ПЦР

Оценка  
на инфекционном  
фоне, %

Заражение в лаборатории Литературный
источниккLr24 кLr9 Популяция

Яровые сорта

Agent Lr24 / Lr24 0 3 0 1–2 GRIS, 2022

KWS Akvilon Lr24 / Lr24 0 3 1 1–2 Гультяева, 2018

Квинтус Lr24, Lr1 / Lr24 0 3 2 1

KWS Torridon Lr24 / Lr24 0 1–2 0 1

KWS Buran LrU / Lr24 0 Х 1 1–2

KW 240-3-13 LrU / Lr24 0 2 3 1

Cunningham Lr24 / Lr24 0 3 0 0 GRIS, 2022

Этюд Lr24 + Lr26 / Lr24 0 3 0 1–2 Гриб, 2019

Удача Lr9 / Lr9 80–100 0 3 3 Гультяева, 2016

Зауралочка Lr9 / Lr9 80–100 0 3 3

Алтайская 110 Lr9 + Lr10 + Lr1 / Lr9 + Lr10 + Lr1 70–100 0 3 3

Тулеевская Lr9 / Lr9 70–100 0 3 3 GRIS, 2022

Юлия Lr19 / Lr19 0 1 1 0

Волгоуральская Lr19 / Lr19 0 1 1 0

Добрыня Lr19 / Lr19 0 0 1 0

Тулайковская 10 Lr6Agi2 / – 0 0 0 0

Воевода Lr6Agi1 / – 0 0 0 0

Челяба 75 LrSp2 / – 0 0 0 0 Adonina et al., 2018

Одинцовская LrU / –* 0 0 0 0

Омская 44 Lr19 + Lr26 / Lr1 + Lr19 + Lr26 0 0 0 0 Мешкова и др., 2021

Н 15-3 LrU / Lr12 + Lr16 + Lr26 + Lr34 0 0 0 0

CS2A/2M Lr28 / Lr28 0 0 0 0 Гультяева, 2012

Pavon Lr47 / Lr47 0 0 0 0 Гультяева, 2016

Новосибирская 15 Lr10 + Lr1 / Lr10 100 3 3 3

Озимые сорта

Amigo Lr24 + Lr26 / Lr24 0 3 1 1 GRIS, 2022

KS 93 U 50 Lr42 или Lr24 + Lr26 / Lr24 0 3 0 0 Germplasm 
releases…, 2022KS 90 WGRC 10 Lr41 + Lr26 / Lr41 0 0 0 0

KS 93 U 40 LrU / Lr19 + Lr24 0 0 0 0

KS 93 U 62 Lr41 / Lr24 + Lr41 0 0 0 0 Germplasm 
releases…, 2022

Поэма LrU / Lr26 + Lr34 0 0 0 0

Айвина Lr10, Lr26, Lr34 / Lr10, Lr26, Lr34 0 1 1 1–2 GRIS, 2022

Коллега Lr10, Lr26 / Lr10, Lr26, Lr34 0 1 0 1

Княгиня Ольга Lr24 + Lr1 + Lr34 / Lr1 + Lr34, нет Lr24 1 3 1 3

Первица Lr26 / Lr26 + Lr1 0 3 1 1–2

Дока Lr26 + Lr34 / Lr26 + Lr34 5 2 2 Х

Восторг Lr26 + Lr34 / Lr26 + Lr34 5 1–2 Х 1

Лебедь LrU / Lr1 + Lr13 + Lr26 + Lr34 0 3 3 3

Кума Lr34 / Lr34 10 3 3 3 GRIS, 2022

Батько Lr10 + LrU / Lr10 + Lr1 0 3 Х 3

Гром Lr10 + Lr1 + LrU / Lr1 + Lr34 0 3 Х 3

Лидия Lr34 + Lr3 + LrU / Lr34 + Lr13 0 3 3 3 Шишкин и др., 2018

CO 07 W 245 (Antero) LrU / Lr13 + Lr34 0 3 3 3

Ritter LrU / нет Lr24 5 3 0 3

Чешская 16 LrU / Lr13 + Lr34 5 3 Х 3

Чешская 17 LrU / Lr9 + Lr12 + Lr13 + Lr34 10 0 Х 3

Примечание. Красным цветом выделены гены устойчивости, представленные по данным литературы.
* По родословной предполагается наличие гена LrSp2, прочерк означает, что идентификацию наличия гена с использованием метода ПЦР не проводили.
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Таблица 2. Результаты полевого изучения сортов мягкой яровой пшеницы

Сортообразец Происхождение Средние значения за годы изучения Устойчивость в условиях естествен-
ного распространения инфекции  
(минимальное значение  
за годы изучения), баллы

Вегета-
ционный 
период, 
дни

Урожай-
ность, 
г/м2

Высота  
растения, 
см

Масса  
зерна  
колоса, 
г

Число  
зерен  
колоса

Масса  
1000 
зерен, 
г

Мучнистая  
роса

Бурая  
ржавчина

Септориоз

Новосибирская 15 Россия 70.0 408.7 86.8 0.91 25.9 34.8 3 1 3

Новосибирская 31 Россия 73.4 444.8 94.2 1.02 29.1 35.0 3 3 3

Сибирская 17 Россия 80.2 517.1 103.4 1.22 32.4 37.7 5 7 5

Этюд Украина 75.0 428.0 60.0 0.95 25.8 36.8 7 99 5

CS2A/2M Австралия 79.0 125.0 70.0 0.29 15.6 19.0 9 99 –

KWS Akvilon Германия 77.5 417.2 62.1 1.16 32.1 35.2 99 99 7

KW 240-3-13 Германия 83.1 514.1 92.0 1.48 32.5 45.1 7 99 7

KWS Buran Германия 78.8 473.3 86.0 1.33 32.3 41.5 5 99 3

KWS Torridon Великобритания 82.3 366.5 83.8 1.33 34.0 38.9 7 9 5

Cunningham Австралия 85.0 242.4 69.0 1.23 33.1 37.2 5 99 7

Зауралочка Россия 76.8 356.9 93.4 1.02 29.9 33.9 1 5 3

Удача Россия 83.0 377.0 67.3 0.75 25.5 29.2 5 5 –

Тулеевская Россия 83.0 424.8 66.7 0.83 28.6 28.6 7 5 –

Алтайская 110 Россия 84.0 580.0 100.0 2.00 48.5 41.2 1 3 –

Юлия Россия 86.5 391.6 86.0 1.14 28.2 39.2 5 9 3

Волгоуральская Россия 83.0 380.0 98.0 1.51 39.1 38.6 5 9 3

Воевода Россия 87.0 509.8 103.0 1.69 41.4 40.8 99 99 5

Челяба 75 Россия 81.0 404.4 103.0 1.34 29.6 45.3 3 99 3

Омская 44 Россия 81.3 440.8 87.5 1.41 37.9 37.6 7 99 7

Н 15-3 Германия 92.0 251.0 65.0 1.10 35.7 30.8 5 99 9

Тулайковская 10 Россия 92.5 405.3 79.9 1.14 31.9 34.6 9 99 7

Pavon Мексика 96.0 130.0 60.0 0.59 15.9 30.0 3 99 7

Среднее   82.3 390.4 82.6 1.16 31.1 36.0 – – –

Стандартное  
отклонение

     6.2 115.4 15.1 0.37    7.4    6.0 – – –

* В годы изучения образца устойчивость к септориозу не оценивали.

Таблица 3. Результаты полевого изучения сортов мягкой озимой пшеницы

Сорт Происхож
дение

Средние значения за годы изучения

Вегета
ционный 
период, дни

Зимо- 
стойкость, 
балл

Урожай-
ность, г/м2

Высота  
растения,  
см

Масса 
зерна 
колоса, г

Число 
зерен 
колоса

Масса  
1000 зерен, г

Новосибирская 40, ст. Россия 319.5 4.1 396.5 107.0 1.66 86.5 27.3

Коллега Россия 320.5 3.3 274.1    67.5 2.12 85.9 26.5

Дока Россия 316.8 4.5 589.2    66.5 1.58 100.6 31.9

Чешская 17 Чехия 321.5 3.8 547.7    80.0 1.61 72.4 24.8

Чешская 16 Чехия 321.5 4.5 348.3    71.8 1.46 75.8 24.9

Стандартное отклонение      1.7 0.7    80.5    13.7 0.21 10.2    4.7



L.P. Sochalova, V.A. Aparina, N.I. Boyko … 
N.A. Vinichenko, I.N. Leonova, V.V. Piskarev

994 Вавиловский журнал генетики и селекции / Vavilov Journal of Genetics and Breeding • 2023 • 27 • 8

Studying a collection of common-wheat varieties for leaf rust resistance, 
crop yield and grain quality in the conditions of Novosibirsk region

Дока формировал высокое количество зерен в колосе 
(100.6 шт.).

Содержание белка варьировало от 13.4 до 22.95 %, клей-
ковины – от 25.94 до 46.33 %, при этом наиболее высо
кие показатели выявлены у образца CS2A/2M ( p < 0.001)  
(рисунок, Приложение 2). Сорта KWS Buran, Алтай
ская  110, Волгоуральская и KWS Akvilon характеризо
вались наименьшим содержанием белка, которое со-
ставило менее 14 %, и наиболее низкими показателями 
содержания клейковины.

Анализ содержания нутриентов в зерне изученной кол
лекции представлен в Приложении 2. Сравнение содер-
жания в сортообразцах как микро- (Cu, Mn, Zn, Fe), так 
и макроэлементов (Ca, Mg, K) продемонстрировало наи-
более высокие показатели у группы, состоящей из образ
цов CS2A/2M, Тулайковская 10, Pavon, Тулеевская. Наи-
меньшие показатели большинства элементов отмечены у 
сортов KWS Buran, Новосибирская 15 и Волгоуральская. 

Обсуждение 
Основным способом создания новых сортов пшеницы, 
несмотря на значительные достижения в области биотех
нологии, до сих пор остается гибридизация исходных ро

дительских форм с последующим отбором интересующих 
селекционера морфотипов (Гультяева и др., 2020; Мар-
ченко и др., 2020), в том числе с использованием методов 
маркер-вспомогательной селекции (Стасюк и др., 2017; 
Gultyaeva et al., 2018). Одним из широко распространен-
ных заболеваний у мягкой пшеницы в Западной Сибири 
является бурая ржавчина, которая может поражать как 
озимые сорта, так и яровые, что обязует селекционеров 
для предотвращения эпифитотий с резким снижением уро- 
жайности яровых сортов использовать для защиты от по
ражения заболеванием озимых и яровых сортов различ-
ные эффективные гены устойчивости или их сочетания 
(Крупин и др., 2019). Также важно в подборе доноров 
устойчивости учитывать их адаптивность к условиям, 
в которых планируется выращивать сорта, так как за-
частую донорами генов устойчивости выступают сорта 
иностранной селекции (Грязнов, Пигорев, 2019; Конькова 
и др., 2022) или изогенные линии, также полученные на 
основе иностранных сортов (Койшыбаев, 2019), генотипы 
которых могут резко снижать урожайность в наших усло-
виях из-за низкой адаптивности к неблагоприятным абио
тическим факторам среды. В данном исследовании мы 
провели комплексную оценку сортов, характеризующихся 

Содержание белка (а) и клейковины (б) в зерне яровых сортообразцов мягкой пшеницы.
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устойчивостью к бурой ржавчине пшеницы. Так, из набора 
яровых сортов, несущих ген Lr24, в условиях Западной 
Сибири целесообразно использовать в качестве доноров 
сорта немецкой селекции (KWS Buran, KWS Akvilon) ан-
глийский сорт KWS Torridon или украинский сорт Этюд, 
нежели австралийский сорт Cunningham, так как данный 
сорт формирует значительно меньшую (242.4 г/ м2), чем у 
сортов-стандартов, урожайность (минимальная урожай- 
ность у стандарта Новосибирская 15 – 408.7 г/м2). Дан-
ное снижение урожайности никак не связано с наличи
ем чужеродной транслокации от Thinopyrum elongatum 
(Lr24/Sr24), а скорее обусловлено низкой адаптивностью 
генотипа в целом, что может повлиять на эффективность 
отбора высокопродуктивных форм при использовании 
сорта Cunningham в качестве донора гена Lr24. 

Эффективность гена Lr19, распространенного в сортах 
российской селекции (Гультяева, Шайдаюк, 2021), в за-
щите сортов пшеницы от поражения бурой ржавчиной  все 
еще высокая на территории Западной и Восточной Сибири 
(Gultyaeva et al., 2018; Мешкова и др., 2019), несмотря на 
преодоление устойчивости в европейской части России 
(Гультяева и др., 2020). В качестве доноров для перено
са данного гена устойчивости можно использовать сорт 
Омская 44 (440.8 г/м2), так как сорт характеризовался 
урожайностью на уровне лучшего стандарта Сибирская 17 
(517.1 г/м2), кроме того, сорт также может быть донором 
гена Lr26, частично эффективного в защите пшеницы от 
поражения бурой ржавчиной в Западной (Gultyaeva et al., 
2018) и Восточной (Мешкова и др., 2019) Сибири.

Сорта, несущие ген Lr9, несмотря на поражение в 
условиях инфекционного фона, также представляют ин
терес для селекции, так как на естественном фоне рас-
пространения инфекции данный ген защищает растения 
от сильного поражения. Сорта с этим геном (кроме сорта 
Алтайская 110) характеризуются как умеренно устойчи-
вые в годы с максимальным поражением. Доноры гена Lr9 
могут быть использованы в создании сортов с пирамидой 
генов устойчивости, что позволит «продлить срок жизни» 
данного гена.

Селекционная ценность доноров генов устойчивости, 
перенесенных от Aegilops speltoides Lr28 (CS2A/2M) и 
Lr47 (Pavon), в Западной Сибири вызывает сомнения, 
так как их адаптивность к нашим условиям крайне низ-
кая, что сказывается на урожайности (125.0 и 130.0 г/ м2 
соответственно). Кроме того, по результатам оценки се
лекционного материала, отобранного из гибридных попу
ляций F3 и BC1F3, полученных нами ранее на основе двух 
коммерческих сортов и доноров генов Lr28, Lr47 (Пи-
скарев и др., 2021), выявлено значительное увеличение 
продолжительности вегетационного периода (+ 6.3 дня) в 
сравнении с сортом-реципиентом Сибирская 17 (44.2 дня) 
и высоты растения (+ 11.4 см). Также отмечены негатив-
ные эффекты урожайности, числа зерен колоса и длины 
стебля у рекомбинантов, несущих ген Lr47, полученных 
на основе обоих коммерческих сортов.

Несмотря на относительно высокую урожайность сор
та Челяба 75 (404.4 г/м2), несущего ген LrSp2 от Aegilops 
speltoides Tausch, сцепленный с гаметоцидным геном 
(Adonina et al., 2018), что, несомненно, селекционно зна
чимо в условиях Западной Сибири, нам не удалось по

лучить сорт, превосходящий стандарты и несущий данный 
ген, даже с учетом большого объема исходного материала 
(более 4000 линий от скрещивания сортов Новосибир
ская 15, Новосибирская 31, Удача и Сибирская 17), изу
ченного с 2015 г.

Устойчивость сорта Одинцовская (отбор из популяции 
Челяба 75 × АНК-17В) к поражению бурой ржавчиной 
пшеницы может контролироваться геном LrSp2, перене-
сенным от сорта Челяба 75, который сцеплен с гаметоцид-
ным геном (Adonina et al., 2018), так как поражение отсут-
ствует и продукты амплификации маркеров, сцепленных 
с другими генами устойчивости, не обнаружены. У сорта 
Омская 44, кроме выявленных Л.В. Мешковой с коллега
ми (2021) генов Lr19 и Lr26, в результате генотипирова
ния нами выявлен ген Lr1.

Сорта Воевода и Тулайковская 10 представляют инте-
рес для создания сортов с комплексной устойчивостью к 
поражению листовыми патогенами в условиях Западной 
Сибири. Данные сорта (509.8 г/м2 у Воеводы и 405.3 г/ м2 
у Тулайковской 10) формируют урожайность не ниже 
лучшего стандарта, кроме того, сорт Тулайковская 10 ха- 
рактеризуется укороченным стеблем (79.9 см), а Воево
да – высокой массой и числом зерен в колосе. С исполь-
зованием сорта Тулайковская 10 уже был создан и пере-
дан с 2017 г. на госсортоиспытание сорт яровой мягкой 
пшеницы Новосибирская 61, который снят с испытания 
в связи с отсутствием преимущества перед стандартами 
на госсортоучастках Западной Сибири. Также при вклю-
чении сорта Тулайковская 10 в гибридизацию мы полу-
чали уменьшение продолжительности вегетации линий, 
отобранных из комбинаций со среднепоздним сортом 
Сибирская 17 (Leonova et al., 2019). Сорт Воевода не при-
влекался к гибридизации.

При рассмотрении результатов генотипирования об-
разцов обращает на себя внимание, что озимые сорта 
пшеницы, характеризующиеся устойчивостью к пораже-
нию бурой ржавчиной в условиях инфекционного фона, 
как правило, несут гены возрастной устойчивости (Lr34, 
Lr12 и Lr13), в том числе в сочетании с геном ювенильной 
устойчивости Lr26, тогда как яровые формы в основном 
представлены донорами генов ювенильной устойчивости, 
как и в исследовании Е.И. Гультяевой и Е.Л. Шайдаюк 
(2021). Мы считаем, что данные механизмы защиты сор
тов с различным типом развития наиболее приемлемы 
для региона, так как до фазы колошения озимых сортов в 
Западной Сибири поражение бурой ржавчиной пшеницы 
не отмечено и это затрудняет переход патогена с озимых 
сортов на яровые.

Результаты изучения выраженности количественных 
признаков и урожайности озимых сортообразцов в нашем 
исследовании более скромные, так как коллекционные 
образцы часто характеризуются низкой зимостойкостью 
в наших условиях, что позволяет дать оценку лишь устой-
чивости к поражению заболеваниями в условиях инфек
ционного фона. При этом только в озимых линиях выявлен 
ген Lr41 (KS 90 WGRC 10, KS 93 U 62), который позволяет 
сохранять устойчивость линии KS 93 U 62 к поражению 
клоном кLr24, несмотря на наличие в ее генотипе гена 
Lr24. Кроме того, сорта Дока (высота растения 66.5 см, 
урожайность 589.2 г/м2) и Чешская 17 (80.0 см, 547.7 г/м2) 
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могут быть не только донорами комплекса эффективных 
генов устойчивости (Lr26 + Lr34 и Lr9 + Lr12 + Lr13 + 
Lr34), но и источником генов короткостебельности, кото-
рые не снижают зимостойкость и урожайность в условиях 
Западной Сибири.

Заключение
Сорта пшеницы, несущие чужеродные гены Lr6Agi2 (Ту
лайковская 10) и Lr6Agi1 (Воевода), устойчивы к пораже-
нию бурой ржавчиной как в полевых условиях, так и при 
заражении в лаборатории. Из всего изученного набора 
яровых сортов, несущих ген Lr24, в условиях Западной 
Сибири целесообразно использовать в качестве доноров 
сорта KWS Buran, KWS Akvilon, KW 240-3-13 и Этюд, 
которые формировали урожайность (417.2–514.1 г/м2) на 
уровне лучшего стандарта – Сибирской 17 (517.1 г/ м2). 
Донором гена устойчивости Lr19 может служить сорт Ом-
ская 44 (440.8 г/м2), характеризующийся урожайностью 
на уровне лучшего стандарта, при этом сорт также несет 
ген Lr26 (частично эффективный в Западной и Восточной 
Сибири). Доноры гена Lr9 (Тулеевская и Алтайская 110) 
рекомендуется использовать в создании сортов с пирами-
дой генов устойчивости. Селекционная ценность доноров 
генов устойчивости, перенесенных от Aegilops speltoides 
Lr28 (CS2A/2M) и Lr47 (Pavon), в Западной Сибири низкая 
в связи с отсутствием адаптивности образцов к нашим 
условиям. Озимые сорта пшеницы, характеризующиеся 
устойчивостью к поражению бурой ржавчиной в условиях 
инфекционного фона, как правило, несут возрастные гены 
устойчивости (Lr34, Lr12 и Lr13), в том числе в сочетании 
с ювенильным геном Lr26. В линии с озимым типом раз-
вития (KS 93 U 62) выявленный ген Lr41 позволял сохра-
нять устойчивость к поражению клоном кLr24, несмотря 
на наличие в ее генотипе гена Lr24. Сорта Дока (высота 
растения 66.5 см, урожайность 589.2 г/м2) и Чешская 17  
(80.0 см, 547.7 г/м2) могут быть донорами генов устойчи-
вости (Lr26 + Lr34 и Lr9 + Lr12 + Lr13 + Lr34) и источни-
ками короткостебельности, не снижающей зимостойкость 
и урожайность в условиях Западной Сибири.
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Л.П. Сочалова, В.А. Апарина, Н.И. Бойко … 
Н.А. Виниченко, И.Н. Леонова, В.В. Пискарев

2023
27 • 8

997ИММУНИТЕТ РАСТЕНИЙ К БОЛЕЗНЯМ / PLANT IMMUNITY

	 [Davoyan R.O., Bebyakina I.V., Davoyan E.R., Zinchenko A.S., 
Zubanova Yu.S., Mikov D.S. Introgressive lines of common wheat 
with the genetic material of Agropyron glaucum. Vavilovskii Zhur­
nal Genetiki i Selektsii = Vavilov Journal of Genetics and Breeding. 
2015;19(1):83-90. DOI 10.18699/VJ15.010 (in Russian)]

Койшыбаев М. Реакция изогенных линий пшеницы Thatcher на се-
вероказахстанскую популяцию Puccinia triticina и устойчивость 
сортов к патогену. Микология и фитопатология. 2019;53(3): 
162-169. DOI 10.1134/S0026364819030073

	 [Koyshybaev M. Reaction of isogenes thathcher wheat lines on the 
North-Kazakhstan population of Puccinia triticina and resistance of 
wheat cultivars. Mikologiya i Fitopatologiya = Mycology and Phyto­
pathology. 2019;53(3):162-169. DOI 10.1134/S0026364819030073 
(in Russian)]

Конькова Э.А., Лящева С.В., Сергеева А.И. Скрининг мировой 
коллекции озимой мягкой пшеницы по устойчивости к листо-
стебельным болезням в условиях Нижнего Поволжья. Зерновое 
хозяйство России. 2022;14(2):36-40. DOI 10.31367/2079-8725-
2022-80-2-36-40

	 [Kon’kova E.A., Lyashcheva S.V., Sergeeva A.I. Screening of the 
world winter bread wheat collection for leaf-stem disease resistance 
in the Lower Volga region. Zernovoe Hozyaystvo Rossii = Grain 
Economy of Russia. 2022;14(2):36-40. DOI 10.31367/2079-8725-
2022-80-2-36-40 (in Russian)]

Крупин П.Ю., Дивашук М.Г., Карлов Г.И. Использование генети-
ческого потенциала многолетних дикорастущих злаков в селек-
ционном улучшении пшеницы. Сельскохозяйственная биоло­
гия. 2019;54(3):409-425. DOI 10.15389/agrobiology.2019.3.409rus

	 [Krupin P.Yu., Divashuk M.G., Karlov G.I. Gene resources of pe-
rennial wild cereals involved in breeding to improve wheat crop. 
Sel’skokhozyaistvennaya Biologiya = Agricultural Biology. 2019; 
54(3):409-425. DOI 10.15389/agrobiology.2019.3.409rus (in Rus-
sian)]

Леонова И.Н. Влияние чужеродного генетического материала на 
проявление хозяйственно важных признаков мягкой пшеницы 
(T. aestivum L.). Вавиловский журнал генетики и селекции. 2018; 
22(3):321-328. DOI 10.18699/VJ18.367

	 [Leonova I.N. Influence of alien genetic material on the manifesta-
tion of agronomically important traits of common wheat (T. aesti­
vum L.). Vavilovskii Zhurnal Genetiki i Selektsii = Vavilov Journal 
of Genetics and Breeding. 2018;22(3):321-328. DOI 10.18699/
VJ18.367 (in Russian)]

Мальчиков П.Н., Мясникова М.Г. Относительное развитие при-
знаков продуктивности твердой пшеницы в процессе селек-
ции. Вавиловский журнал генетики и селекции. 2012;16(4/2): 
987-997

	 [Mal’chikov P.N., Myasnikova M.G. Relative development of du-
rum wheat productivity traits in the breeding process. Vavilovskii 
Zhurnal Genetiki i Selektsii = Vavilov Journal of Genetics and 
Breeding. 2012;16(4/2):987-997 (in Russian)]

Маркелова Т.С. Использование диких видов и сородичей пшеницы 
для интрогрессии генов устойчивости к болезням. АГРО XXI. 
2007;4-6:16-18

	 [Markelova T.S. Use of wild wheat species and relatives for intro-
gression of disease resistance genes. AGRO XXI. 2007;4-6:16-18 (in 
Russian)] 

Марченко Д.М., Иванисов М.М., Рыбась И.А., Некрасов Е.И., Ро-
манюкина И.В., Чухненко Ю.Ю. Итоги селекционной работы 
по озимой мягкой пшенице для непаровых предшественников в 
аграрном научном центре «Донской». Зерновое хозяйство Рос­
сии. 2020;72(6):3-9. DOI 10.31367/2079-8725-2020-72-6-3-9

	 [Marchenko D.M., Ivanisov M.M., Rybas’ I.A., Nekrasov E.I., Ro-
manyukina I.V., Chuhnenko Yu.Yu. The results of breeding work 
with the winter bread wheat for non-fallow forecrops in the Agricul-
tural Research Center “Donskoy”. Zernovoe Khozyaystvo Rossii = 
Grain Economy of Russia. 2020;72(6):3-9. DOI 10.31367/2079-
8725-2020-72-6-3-9 (in Russian)]

Мережко А.Ф., Удачин Р.А., Зуев В.Е., Филатенко А.А., Сер-
бин А.А., Ляпунова О.А., Косов В.Ю., Куркиев У.К., Охотнико-
ва Т.В., Наврузбеков Н.А., Богуславский Р.Л., Абдулаева А.К., 
Чикида Н.Н., Митрофанова О.П., Потокина С.А. Пополнение, 
сохранение в живом виде и изучение мировой коллекции пше-
ницы, эгилопса и тритикале. Санкт-Петербург: ВИР, 1999 

	 [Merezhko A.F., Udachin R.A., Zuev V.E., Filatenko A.A., Ser
bin A.A., Lyapunova O.A., Kosov V.Yu., Kurkiev U.K., Okhotniko-
va  T.V., Navruzbekov N.A., Boguslavskiy R.L., Abdulaeva A.K., 
Chikida N.N., Mitrofanova O.P., Potokina S.A. Replenishment, pre
servation in live form and study the world collection of wheat, triti-
cale and Aegilops. St.Peterburg: VIR Publ., 1999 (in Russian)]

Мешкова Л.В., Россеева Л.П., Сидоров А.В., Сабаева О.Б., Зверов-
ская Т.С., Белан И.А. Физиологическая специализация возбуди-
теля бурой ржавчины пшеницы в Красноярском крае. Вестник 
КрасГАУ. 2019;142(1):29-36

	 [Meshkova L.V., Rosseeva L.P., Sidorov A.V., Sabaeva O.B., Zve
rovskaya T.S., Belan I.A. Physiological specialization of  brown rust 
pathogen on the wheat in Krasnoyarsk region. Vestnik KrasGAU = 
Bulletin of the Krasnoyarsk State Agrarian University. 2019;142(1): 
29-36 (in Russian)]

Мешкова Л.В., Россеева Л.П., Шмакова О.А., Белан И.А. Влияние 
сортов мягкой яровой пшеницы с геном Lr26 на вирулентность 
возбудителя бурой ржавчины в Омской области. Успехи совре­
менного естествознания. 2021;10:20-25. DOI 10.17513/use.37693

	 [Meshkova L.V., Rosseeva L.P., Shmakova O.A., Belan I.A. Influ-
ence of varieties of soft spring wheat with gene Lr26 on the viru-
lence of the agent of brown rust in the Omsk region. Uspekhi Sovre­
mennogo Estestvoznaniya = Successes of Modern Natural Science. 
2021;10:20-25. DOI 10.17513/use.37693 (in Russian)]

Михайлова Л.А., Квитко К.В. Лабораторные методы культивиро-
вания возбудителя бурой ржавчины Puccinia recondita Rob. ex. 
Desm. f. tritici. Микология и фитопатология. 1979;4(3):269-273

	 [Mihaylova L.A., Kvitko K.V. Laboratory methods for cultivation of 
the leaf rust pathogen Puccinia recondita Rob. ex. Desm. f. tritici. 
Mikologiya i Fitopatologiya = Mycology and Phytopathology. 1979; 
4(3):269-273 (in Russian)]

Пискарев В.В., Апарина В.А., Бойко Н.И., Морозова Е.В., Тимо-
феев А.А. Влияние транслокаций от Secale cereale и Aegilops 
speltoides на проявление хозяйственно-ценных признаков пше-
ницы мягкой яровой. В: АГРОБИОТЕХНОЛОГИЯ-2021. Сбор-
ник статей международной научной конференции. М.: Россий-
ский государственный аграрный университет, 2021;778-782

	 [Piskarev V.V., Aparina V.A., Boyko N.I., Morozova E.V., Timo
feev A.A. Influence translocation from Secale cereale and Aegilops 
speltoides to agronomic traits of spring wheat breeding lines. In: 
AGROBIOTECHNOLOGY-2021. Collection of articles of the in-
ternational scientific conference. Moscow: Russian State Agrarian 
University Publ., 2021;778-782 (in Russian)]

Пожерукова В.Е., Шаманин В.П., Гладких М.С., Чурсин А.С., 
Гультяева Е.И. Оценка коллекции сортов сети КАСИБ в услови-
ях южной лесостепи Западной Сибири. Вестник Омского ГАУ. 
2019;33(1):30-37

	 [Pozherukova V.E., Shamanin V.P., Gladkih M.S., Chursin A.S., 
Gul’tyaeva E.I. Evaluation of the collection of varieties of the 
KASIB network in the conditions of the southern forest-steppe of 
Western Siberia. Vestnik Omskogo GAU = Bulletin of the Omsk State 
Agrarian University. 2019;33(1):30-37 (in Russian)]

Прянишников А.И. Научные основы адаптивной селекции в По-
волжье. М.: РАН, 2018

	 [Pryanishnikov A.I. Scientific foundations of adaptive breeding in 
the Volga region. Moscow: RAS Publ., 2018 (in Russian)]

Сколотнева Е.С., Леонова И.Н., Букатич Е.Ю., Салина Е.А. Мето-
дические подходы к идентификации эффективных генов, опре-
деляющих устойчивость пшеницы к комплексу грибных забо-
леваний. Вавиловский журнал генетики и селекции. 2017;21(7): 
862-869. DOI 10.18699/VJ17.307



L.P. Sochalova, V.A. Aparina, N.I. Boyko … 
N.A. Vinichenko, I.N. Leonova, V.V. Piskarev

998 Вавиловский журнал генетики и селекции / Vavilov Journal of Genetics and Breeding • 2023 • 27 • 8

Studying a collection of common-wheat varieties for leaf rust resistance, 
crop yield and grain quality in the conditions of Novosibirsk region

	 [Skolotneva E.S., Leonova I.N., Bukatich E.Yu., Salina E.A. Me-
thodical approaches to identification of effective wheat genes pro-
viding broad-spectrum resistance against fungal diseases. Vavilov­
skii Zhurnal Genetiki i Selektsii = Vavilov Journal of Genetics and 
Breeding. 2017;21(7):862-869. DOI 10.18699/VJ17.307 (in Rus-
sian)]

Сочалова Л.П., Мусинов К.К., Пискарев В.В. Генофонд источни-
ков устойчивости яровой и озимой мягкой пшеницы к грибным 
фитопатогенам. В: Генофонд и селекция растений. Сборник 
материалов 6-й Международной конференции. Новосибирск, 
2022;187-191

	 [Sochalova L.P., Musinov K.K., Piskarev V.V. Gene pool of spring 
and winter soft wheat resistance sources to fungal phytopathogens. 
In: Gene pool and plant breeding. Materials of the 6th International 
Conference. Novosibirsk, 2022;187-191 (in Russian)]

Стасюк А.И., Леонова И.Н., Салина Е.А. Проявление хозяйствен-
но важных признаков у яровых гибридов мягкой пшеницы, 
отобранных с помощью MAS-технологии при скрещивании 
озимых сортов с яровыми донорами устойчивости к бурой 
ржавчине. Сельскохозяйственная биология. 2017;52(3):526-534. 
DOI 10.15389/agrobiology.2017.3.526rus

	 [Stasyuk A.I., Leonova I.N., Salina E.A. Variability of agronomically 
important traits in spring wheat hybrids obtained by marker-assisted 
selection from crosses of winter wheat with spring wheat donors of 
resistance genes. Sel’skokhozyaistvennaya Biologiya = Agricultural 
Biology. 2017;52(3):526-534. DOI 10.15389/agrobiology.2017.3. 
526rus (in Russian)]

Тимонова Е.М., Леонова И.Н., Белан И.А., Россеева Л.П., Сали-
на  Е.А. Влияние отдельных участков хромосом Triticum timo­
pheevii на формирование устойчивости к болезням и количе-
ственные признаки мягкой пшеницы. Вавиловский журнал 
генетики и селекции. 2012;16(1):142-159

	 [Timonova E.M., Leonova I.N., Belan I.A., Rosseeva L.P., Sali-
na E.A. Influence of individual regions of Triticum timopheevii chro-
mosomes on the formation of resistance to diseases and quantitative 
traits of common wheat. Vavilovskii Zhurnal Genetiki i Selektsii = 
Vavilov Journal of Genetics and Breeding. 2012;16(1):142-159 (in 
Russian)]

Шишкин Н.В., Дерова Т.Г., Гультяева Е.И., Шайдаюк Е.Л. Опре-
деление генов устойчивости к бурой ржавчине у сортов озимой 
мягкой пшеницы с использованием традиционных и современ-
ных методов исследований. Зерновое хозяйство России. 2018; 
59(5):63-67

	 [Shishkin N.V., Derova T.G., Gultyaeva E.I., Shaydayuk E.L. Deter-
mination of leaf rust resistance genes in winter soft wheat varieties 
using traditional and modern research methods. Zernovoe Khozyay­
stvo Rossii = Grain Economy of Russia. 2018;59(5):63-67 (in Rus-
sian)]

Aktar-Uz-Zaman M., Tuhina-Khatun М., Hanafi M.M., Sahebi M. Ge-
netic analysis of rust resistance genes in global wheat cultivars: an 
overview. Biotechnol. Biotechnol. Equip. 2017;31(3):431-445. DOI 
10.1080/13102818.2017.1304180

Adonina I.G., Bukatich E.Y., Salina E.A., Piskarev V.V., Tyunin V.A., 
Shreyder E.R. Inheritance of the translocation in chromosome 2D 
of common wheat from Aegilops speltoides Tausch with leaf rust 
resistance gene. Russ. J. Genet. 2018;54(8):989-993. DOI 10.1134/
S1022795418080021

Brevis J.C., Chicaiza O., Khan I.A., Jackson L., Morris C.F., Dub-
covsky J. Agronomic and quality evaluation of common wheat near-
isogenic lines carrying the leaf rust resistance gene Lr47. Crop Sci. 
2008;48(4):1441-1451. DOI 10.2135/cropsci2007.09.0537

Chełkowski J., Golka L., Stepień Ł. Application of STS markers for 
leaf rust resistance genes in near-isogenic lines of spring wheat 
cv. Thatcher. J. Appl. Genet. 2003;44(3):323-338

Friebe B., Jiang J., Raupp W.J., McIntosh R.A., Gill B.S. Characteri
zation of wheat-alien translocations conferring resistance to diseases 
and pests: current status. Euphytica. 1996;91:59-87. DOI 10.1007/
BF00035277

Germplasm releases from the wheat genetics resource center. Avail-
able: https://www.k-state.edu/wgrc/genetic_resources/germ_plasm_ 
releases_from_the_wgrc.html (Accessed 07.10.2022).

GRIS. Genetic Resources Information System for Wheat and Triticale. 
Available: http://www.wheatpedigree.net/ (Accessed 07.10.2022). 

Gultyaeva E.I., Shaydayuk E.L., Shamanin V.P., Аkhmetova А.К., 
Tyunin V.A., Shreyder E.R., Kashina I.V., Eroshenko L.A., Sere-
da G.A., Morgunov A.I. Genetic structure of Russian and Kazakh-
stani leaf rust causative agent Puccinia triticina Erikss. populations 
as assessed by virulence profiles and SSR markers. Agric. Biol. 
2018;53(1):85-95. DOI 10.15389/agrobiology.2018.1.85eng

Imbaby I.A., Mahmoud M.A., Hassan M.E.M., Abd-El-Aziz A.R.M. 
Identification of leaf rust resistance genes in selected egyptian wheat 
cultivars by molecular markers hindawi publishing corporation. Sci. 
World J. 2014;2014:574285. DOI 10.1155/2014/574285

Knott D.R. Translocations involving Triticum chromosomes and Ag­
ropyron chromosomes carrying leaf rust resistance. Can. J. Genet. 
Cytol. 1968;10(3):695-696. DOI 10.1139/g68-087

Kolmer J.A., Kabdulova M.G., Mustafina M.A., Zhemchuzhina N.S., 
Dubovoy V. Russian populations of Puccinia triticina in distant re-
gions are not differentiated for virulence and molecular genotype. 
Plant Pathol. 2015;64(2):328-336. DOI 10.1111/ppa.12248

Kumlay A.M., Baenziger P.S., Gill K.S., Shelton D.R., Graybosch R.A., 
Lukaszewski A.J., Wesenberg D.M. Understanding the effect of rye 
chromatin in bread wheat. Crop Sci. 2003;43(5):1643-1651. DOI 
10.2135/cropsci2003.1643

Leonova I.N., Piskarev V.V., Boiko N.I., Stasyuk A.I., Adonina I.G., Sa-
lina E.A. Development and study of new spring wheat lines contain-
ing aliengenetic material from Th. intermedium and Ae. Speltoides. 
In: Current Challenges in Plant Genetics, Genomics, Bioinformatics, 
and Biotechnology. Proceedings of the Fifth International Scien
tific Conference PlantGen2019. Novosibirsk: ICG SB RAS, 2019; 
61-63

Mains E.B., Jackson H.S. Physiologic specialization in leaf of wheat 
Puccinia triticina Erikss. Phytopathology. 1926;1(16):89-120

Marais G.F. The modification of a common wheat-Thinopyrum disti­
chum translocated chromosome with a locus homeoallelic to Lr19. 
Theor. Appl. Genet. 1992;85(1):73-78. DOI 10.1007/BF00223847

Mebrate S.A., Oerke E.C., Dehne H.W., Pillen K. Mapping of the leaf 
rust resistance gene Lr38 on wheat chromosome arm 6DL using SSR 
markers. Euphytica. 2008;162:457-466. DOI 10.1007/s10681-007-
9615-z

Peterson R.F., Cambell A.B., Hannah A.E. A diagrammatic scale for 
estimating rust intensity on leaves and stems of cereals. Can. J. Res. 
1948;26(5):496-500. DOI 10.1139/cjr48c-033

Plaschke J., Ganal M.W., Röder M.S. Detection of genetic diver-
sity in closely related bread wheat using microsatellite markers. 
Theor. Appl. Genet. 1995;91(6-7):1001-1007. DOI 10.1007/BF00 
223912

Qiu J.W., Schürch A.C., Yahiaoui N., Dong L.L., Fan H.J., Zhang Z.J., 
Keller B., Ling H.Q. Physical mapping and identification of a can-
didate for the leaf rust resistance gene Lr1 of wheat. Theor. Appl. 
Genet. 2007;115(2):159-168. DOI 10.1007/s00122-007-0551-z

Roshan K., Rathore K.S., Bharkatiya M., Goel P.K., Naruka P.S., Sau-
rabh S.S. Therapeutic potential of Triticumaestivum Linn. (Wheat 
Grass or Green Blood Therapy) in the treatment and prevention of 
Chronic and Acute Diseases: an overview. PharmaTutor. 2016;4(2): 
19-27

Schachermayr G., Siedler H., Gale M.D., Winzeler H., Winzeler M., 
Keller B. Identification and localization of molecular markers linked 
to the Lr9 leaf rust resistance gene of wheat. Theor. Appl. Genet. 
1994;88(1):110-115. DOI 10.1007/BF00222402

Sibikeev S.N., Druzhin A.E., Badaeva E.D., Shishkina A.A., Drago
vich A.Y., Gultyaeva E.I., Kroupin P.Y., Karlov G.I., Khuat T.M., 
Divashuk M.G. Comparative analysis of Agropyron intermedium 
(host) beauv 6Agi and 6Agi2 chromosomes in bread wheat cultivars 
and lines with wheat–wheatgrass substitutions. Russ. J. Genet. 2017; 
53(3):314-324. DOI 10.1134/S1022795417030115

https://doi.org/10.1134/S1022795417030115


Устойчивость к бурой ржавчине, урожайность и качество зерна 
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Аннотация. РНК-интерференция представляет собой механизм подавления генов, играющий важную роль в 
генетической регуляции у эукариот. Белки Argonaute (AGO) занимают центральное место в сложной системе 
явления РНК-интерференции. Однако их роль в этом механизме, как в организме растения-хозяина, так и у 
патогена, до сих пор полностью не исследована. Мы провели идентификацию и филогенетический анализ ге-
нов SnAGO1, SnAGO2, SnAGO3 и SnAGO18 патогенного гриба Stagonospora nodorum Berk., возбудителя септори-
оза пшеницы, и проанализировали их экспрессию в условиях инфицирования растений с различной степе-
нью устойчивости к патогену. Уровень экспрессии оценивали на фоне иммунизации растений индукторами 
устойчивости: салициловой и жасмоновой кислотами. Также изучена активность указанных генов в культуре 
гриба при непосредственном воздействии индукторов устойчивости на мицелий гриба. Выявленная более 
ранняя активация генов SnAGO в культуре под влиянием салициловой и жасмоновой кислот указывает на их 
чувствительность к ним. В системе in vivo обнаружено, что иммунизация растений индуцирует накопление 
транскриптов SnAGO патогена. При этом гены SnAGO гриба S. nodorum при взаимодействии с растительными 
клетками реагировали в зависимости от степени устойчивости хозяина: наиболее высокий уровень транс-
криптов наблюдался в устойчивом сорте. Таким образом, полученные данные доказывают, что гены SnAGO 
гриба S. nodorum эффективно взаимодействуют с системой защиты хозяина в прямой зависимости от сте-
пени устойчивости последнего к патогену. Предложено использовать отношение транскрипционной актив-
ности грибного референсного гена SnTub к хозяйскому гену TaRLI в качестве маркера развития болезни в 
начальный период инфекционного процесса.
Ключевые слова: РНК-интерференция; гены SnAGO; гриб Stagonospora nodorum; мягкая пшеница; патогенез; 
салициловая кислота; жасмоновая кислота.
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The effect of salicylic and jasmonic acids on the activity  
of SnAGO genes in the fungus Stagonospora nodorum Berk.  
in in vitro culture and during infection of wheat plants
M.Yu. Shein, G.F. Burkhanova, I.V. Maksimov 
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Abstract. RNA interference is a gene silencing mechanism that plays an important role in genetic regulation in a 
number of eukaryotes. Argonaute (AGO) proteins are central to the complex RNA interference system. However, 
their role in this mechanism, both in the host plant organism and in the pathogen, has not yet been fully elucidated. 
In this work, we identified and phylogenetically analyzed the SnAGO1, SnAGO2, SnAGO3, and SnAGO18 genes of 
the pathogenic fungus Stagonospora nodorum Berk., and analyzed their expression under conditions of infection 
of plants with varying degrees of resistance to the pathogen. The expression level against the background of plant 
immunization with the resistance inducers salicylic and jasmonic acids was assessed. In addition, the activity of 
these genes in the culture of the fungus in vitro was studied under the direct influence of resistance inducers on the 
mycelium of the fungus. Earlier activation of the SnAGO genes in in vitro culture under the influence of salicylic and 
jasmonic acids suggests their sensitivity to it. In an in vivo system, plant immunization to induce the accumulation 
of pathogen SnAGO transcripts was found. At the same time, the SnAGO genes of the fungus S. nodorum, when 
interacting with plant cells, reacted depending on the degree of host resistance: the highest level of transcripts in 
the resistant variety was observed. Thus, our data prove that the SnAGO genes of the fungus S. nodorum effectively 
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interact with the host defense system in direct proportion to the degree of resistance of the latter to the pathogen. 
It was proposed to use the ratio of the transcriptional activity of the fungal reference gene SnTub to the host TaRLI 
gene as a marker of disease development in the initial period of the infectious process.
Key words: RNA interference; SnAGO genes; fungus Stagonospora nodorum; common wheat; pathogenesis, salicylic 
acid; jasmonic acid.
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Введение
Фитопатогенные грибы представляют огромную угрозу 
продовольственной безопасности, ограничивая биоло-
гический потенциал сельскохозяйственных растений и 
снижая качество получаемой продукции. На современном 
этапе разрабатываются методы защиты растений, осно-
ванные на естественном системном и клеточном фитоим-
мунитете, при котором особое место занимает уникальный 
механизм отключения экспрессии генов, описываемый 
термином «РНК-интерференция» (РНК-и) – эволюционно 
консервативный и в то же время высокоспецифичный им
мунный компонент практически всех эукариот.

При создании современных подходов к защите 
растений необходимо учитывать, что при взаимодей-
ствии  растений с патогенами, в особенности грибной 
природы,  активируются компоненты РНК-и не только 
хозяина, но и патогена. Индукция активности ряда генов, 
ответственных за функционирование РНК-и у патогенных 
грибов, предполагает возможность их участия в супрессии 
генов фитоиммунной системы хозяина (Weiberg et al., 
2013). Стоит отметить, что роль механизма РНК-и в эво- 
люции и жизнедеятельности грибов важна и может значи
тельно различаться в зависимости от стратегии выжива
ния, способа инфицирования и распространения, а также 
от патогенов, поражающих сам гриб (Neupane et al., 2019). 
Например, при искусственном отключении одного или 
двух генов, кодирующих белки РНК-и, у фитопатогенных 
грибов нарушается вирулентность (Raman et al., 2017; 
Wang et al., 2018). 

Белки Argonaute (AGO) связывают короткие микроРНК 
и считаются ключевыми в комплексе явления РНК-и 
(Feng et al., 2017; Neupane et al., 2019). Наиболее важная 
функция белков AGO, активно обсуждаемая в научной ли
тературе, это участие в фитоиммунитете. Например, ранее 
мы наблюдали, что предварительная обработка семян 
салициловой кислотой (СК) формировала устойчивость 
пшеницы к септориозу, при этом в тканях растений, ин
фицированных возбудителем этой болезни, отмечено ак
тивное накопление транскриптов гена TaAGO1 (Шеин и 
др., 2021). У растений табака Nicotiana attenuata Torr. ex 
S.Watson накопление белка NaAGO4 оказалось критич-
ным при формировании устойчивости к грибу Fusarium 
brachygibbosum Padwick (1945) по жасмонатному сигналь-
ному пути (Pradhan et al., 2020). Нарушение этого процесса 
отключало синтез жасмоновой кислоты (ЖК) в растениях 
и приводило к их инфицированию, но устойчивость  к 
грибу восстанавливалась после обработки растений ЖК. 
Можно полагать, что функционирование защитной сис
темы растений, регулируемое ЖК, опосредует работу ме- 

ханизма явления РНК-и. Обнаружена важность раститель-
ных белков AGO18 в процессе формирования противо-
вирусной защиты риса (Yang et al., 2020). 

Также известно, что белки AGO активно задействованы 
в физиологических процессах, происходящих в мицелии 
различных видов грибов. Так, гены, кодирующие белки 
AGO, были идентифицированы в геноме грибов  Fusa­
rium graminearum (FgAGO1) (Chen et al., 2015) и Meta­
rhizium robertsii (MrAGO1) (Meng et al., 2017). На приме
ре грибов Verticillium dahliae и V. longisporum показано 
участие грибных белков семейства AGO в формировании 
совместимости между хозяином и патогеном (Shen et 
al., 2014). Аналогичный эффект наблюдался у гриба 
Scletotinia sclerotiorum: мутанты по гену AGO2 этого гриба 
имели замедленный рост и пониженную вирулентность 
(Neupane et al., 2019). Подавление экспрессии гена AGO2 
(QDE-2) также снижало вирулентность у грибов Valsa mali 
(Feng et al., 2017) и Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici 
(Jo et al., 2018).

Таким образом, белки семейства AGO являются клю-
чевыми компонентами в работе не только растительной, 
но и грибной защитной системы, опосредованной меха
низмами РНК-и. Вместе с тем следует отметить, что до 
сих пор мало работ посвящено анализу экспрессии генов,  
кодирующих белки механизма РНК-и у различных пато
генов, в условиях инфицирования растений и предвари
тельной иммунизации фитогормонами СК и ЖК. В данной 
работе такой анализ проведен на модели фитопатогенного 
гриба Stagonospora nodorum Berk. (син. Septoria, Para­
stagonospora, Phaeosphaeria), вызывающего септориоз 
у мягкой пшеницы Triticum aestivum L. Основная задача 
заключалась в том, чтобы оценить изменения в транскрип-
ционной активности генов SNAGO, кодирующих белки 
AGO, в культуре гриба in vitro и в условиях инфицирова-
ния этим грибом растений, контрастных по устойчивости 
к септориозу на фоне обработки СК и ЖК. 

Материалы и методы
Объект исследования. В эксперименте использовали вы
соковирулентный в отношении мягкой пшеницы T. aes- 
tivum (сорт Жница) штамм фитопатогенного гриба S. no­
dorum SnB из коллекции лаборатории биохимии иммуни-
тета растений ИБГ УФИЦ РАН. В качестве растительного 
материала применяли контрастные по устойчивости сорта 
T. aestivum (BAD, 2n = 42): Жница (восприимчивый) и 
Омская 35 (устойчивый).

Культивирование гриба in vitro. Гриб культивировали 
на жидкой картофельно-глюкозной питательной среде в 
чашках Петри. Для этого в питательную среду вносили 
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суспензию спор гриба из расчета 105 спор/мл и культи
вировали в климатокамере KBW E6 (Binder GmbH, Гер
мания) при температуре 18 °C в течение 14 сут при перио
дическом 16-часовом освещении. В экспериментальные 
варианты питательных сред предварительно добавляли 
растворы СК с концентрациями 10–4, 10–5 и 10–6 М, а 
также ЖК – 10–5, 10–6 и 10–7 М. Эти концентрации были 
выбраны как оптимальные в связи с полученными ранее в 
нашей лаборатории данными о влиянии СК и ЖК на сте-
пень развития септориоза у различных сортов пшеницы 
в патосистеме (Яруллина и др., 2011).

Постановка эксперимента. Семена пшеницы пред-
варительно вымачивали в течение 24 ч в растворах, со-
держащих 10–5 М СК и 10–7 М ЖК или их композицию. 
Контрольные варианты в течение этого же времени вы-
держивали в дистиллированной воде. Затем проростки в 
изолированных сосудах на питательной среде Хогланда–
Арнона помещали в климатостат KBW E6 (Binder GmbH, 
Германия) с 16-часовым световым периодом при темпе-
ратуре 20/24 °C (ночь/день). Отмеченные концентрации 
фитогормонов выбраны в результате предварительных 
экспериментов как наиболее эффективные в индуцирова-
нии устойчивости растений пшеницы против S. nodorum  
(Яруллина и др., 2011). Затем отрезки листьев 7-суточных 
контрольных и экспериментальных проростков пшени
цы помещали в чашки Петри на влажную вату с добавле
нием бензимидазола (40 мг/л). Часть листьев инфициро-
вали спорами гриба путем нанесения 4 мкл суспензии 
(105 спор/мл), согласно методике (Veselova et al., 2021). 
Инокулированные спорами гриба листья в чашках Петри 
помещали на 24 ч в термостат, затем переносили в клима-
тостат KBW E6 (Binder GmbH, Германия). 

Визуальная оценка степени развития гриба на лис­
тьях пшеницы. За развитием гриба S. nodorum на листьях 
наблюдали ежедневно. Площадь под кривой развития 
болезни в вариантах определяли согласно методике, пред-

ложенной А.А. Марченковой с коллегами (1991). Площадь 
зоны поражения листьев измеряли с помощью програм
мы ImageJ (https://imagej.nih.gov/ij/download.html).

Выделение РНК, анализ транскрипции генов SnAGO. 
Выделение тотальной РНК из листьев пшеницы, зафик-
сированных в жидком азоте, а также выращенного in vitro 
мицелия гриба S. nodorum SnB проводили с использова-
нием реагента «Лира» согласно протоколу «Биолабмикс» 
(Россия, https://biolabmix.ru). Концентрацию нуклеиновых 
кислот измеряли на спектрофотометре (ND1000WOC) 
Thermo Scientific™ NanoDrop™ 1000 при А260/A280. Для 
синтеза кДНК выполняли реакцию обратной транс-
крипции с использованием M-MuLV обратной транс-
криптазы («Синтол», Россия). Нуклеотидные последова-
тельности исследуемых генов SnAGO гриба S. nodorum 
были отобраны из базы данных FunRNA (http://funrna. 
riceblast.snu.ac.kr/, 12.04.2023). Праймеры к этим генам 
сконструированы с использованием онлайн-программ 
Primer-Blast (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-
blast, 12.04.2023) и PrimerQuest Tool (https://eu.idtdna.com/
Primerquest, 12.04.2023) (таблица). Для оценки уровня 
транскрипции генов использовали метод количественной 
ПЦР в режиме реального времени на приборе CFX Con
nect Real-Time System (Bio-Rad, США). В качестве интер-
калирующего красителя применяли реактив SYBR Blue 
(«Синтол», Россия). Активность транскрипции грибного 
патогена оценивали относительно референсного гена 
SnTUB, кодирующего белок тубулина гриба (Fraaije et al., 
2002). Для оценки развития гриба на уровне РНК исполь-
зовали анализ соотношения транскриптов референсных 
генов: патогена SnTub (Fraaije et al., 2002) и хозяина TaRLI, 
кодирующего белок, подобный ингибитору РНКазы  L 
пшеницы (RNase L inhibitor-like protein) (Giménez et al., 
2011) в экспериментальных растениях. Согласно рабо-
там приведенных авторов, экспрессия отмеченных генов 
гриба S. nodorum и пшеницы не подвержена воздействию 
средовых факторов.

Биоинформационный и статистический анализы. 
Эксперименты проводили в трехкратной повторности. 
Средние значения со стандартными ошибками (± SE) при-
ведены на рисунках. Статистический анализ полученных 
данных выполнен в программе Bio-Rad CFX Maestro 1.1 
Version: 4.1.2433.1219 (Bio-Rad, США). Различия в ис-
следуемых параметрах между отдельными обработками 
анализировали с использованием дисперсионного анали-
за. Выравнивание нуклеотидных последовательностей и 
построение филогенетического дерева проведены в про-
грамме MEGA11: Molecular Evolutionary Genetics Analysis 
version 11.0.13 (Tamura et al., 2021). Для выравнивания 
применяли алгоритм MUSCLE, филогенетические дре
ва были построены при помощи метода максимального 
правдоподобия (maximum likelihood estimation) (Tamura 
et al., 2021).

Результаты
На основе ранее проведенных исследований нами подо-
браны сорта мягкой пшеницы, контрастные по устойчиво-
сти к грибу S. nodorum (Veselova et al., 2021). Ранее также 
проведена оценка влияния обработки семян пшеницы 
СК и ЖК на последующее формирование у проростков 

Праймеры к генам SnAGO гриба S. nodorum

Обозначение гена Нуклеотидная последовательность

Гомолог SnAGO1 
QDE-2

F GCAAGTTCGCCATGAACAATAA

R CAAACCTTCTGGACCATCTCTC

SnAGO2 F GGAGACTCACAGTTCGAAGAAG

R TAGGAGAGGCAGAGGTTGTAA

SnAGO3 F CGTTTCCTGGGTTGACATAGAT

R GCCAGACGTTCACTCTGATATT

SnAGO18 F GTCAGTCGATCAAGGTGGATTTA

R CGTATAGTGCTGACGTCTCTTG

SnTub(β) F TGGTATGGGTACGCTTTTGATCTC

R GTAGCGACCGTTGCGGAAGTCAGA

TaRLI(а) F TTGAGCAACTCATGGACCAG

R GCTTTCCAAGGCACAAACAT

http://funrna.riceblast.snu.ac.kr/
http://funrna.riceblast.snu.ac.kr/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast
https://eu.idtdna.com/Primerquest
https://eu.idtdna.com/Primerquest
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устойчивости к грибу S. nodorum (Яруллина и др., 2011). 
Результаты этих работ показали, что СК и ЖК позволя-
ют значительно снизить тяжесть развития септориоза у 
пшеницы. 

В данной работе на первом этапе проанализирована 
степень развития гриба в тканях листа растений в норме 
и в условиях индуцирования защитной системы растений 
с использованием СК и ЖК. Интенсивность формирова-
ния инфекционного пятна и быстрое развитие некрозов 
в листьях восприимчивого сорта Жница показали высо-
кую степень поражаемости этого сорта использованным 
нами штаммом патогена (рис. 1, а). У восприимчивого 
сорта симптомы болезни стали проявляться в виде бу-
рых пятен уже на 4-е сут после инокуляции листьев, а на 
7-е сут после инфицирования листья были поражены в 
значительной степени. В тех же условиях на устойчивом 
сорте Омская 35 септориоз развивался менее интенсивно 
(см. рис. 1, б, г). Соответственно, в ходе эксперимента 
подтверждены характерные для исследуемых сортов осо-
бенности по признаку устойчивости к грибу S. nodorum. 
В варианте предобработки семян СК и ЖК, как ранее и 
было обнаружено (Яруллина и др., 2011), наблюдалось 
торможение развития септориоза на инфицированных 
грибом листьях, что предполагает системный иммуни-
зирующий эффект этих соединений. Наибольший защит
ный эффект выявлен в варианте предпосевной обработки 
семян пшеницы композицией СК и ЖК.

Очевидно, что успешное развитие гриба S. nodorum в 
тканях растений сопровождается накоплением его биомас-
сы и, соответственно, изменением в соотношении белков и 

нуклеиновых кислот между хозяином и патогеном. Исходя 
из этого мы провели анализ соотношения уровня транс-
криптов референсных генов – патогена SnTub и хозяина 
TaRLI – в экспериментальных растениях. Как видно из 
полученных данных (см. рис. 1, в, г), соотношение кДНК 
гена SnTub к гену TaRLI у восприимчивого сорта Жница в 
течение наблюдаемого периода было намного выше, чем 
у устойчивого. Это соотношение резко снижалось у рас-
тений, предварительно обработанных СК и ЖК, а также 
их композицией (наиболее заметно после обработки се
мян СК + ЖК). 

У устойчивого сорта наиболее выраженное снижение 
соотношения SnTub/TaRLI наблюдалось после обработ
ки  СК. Эти данные свидетельствуют о важном вкладе 
салицилат-индуцируемого пути формирования устой-
чивости растений пшеницы к возбудителю септориоза. 
Соответственно, можно говорить о том, что показатель 
SnTub/TaRLI является удобным маркером для ранней 
экспресс-диагностики устойчивости растений пшеницы 
к патогенному грибу S. nodorum, а также для оценки 
изменений этой устойчивости на разных этапах форми-
рования взаимоотношений между растением-хозяином и 
указанным патогеном. 

Для идентификации генов SnAGO, кодирующих в 
геноме S. nodorum белки семейства AGO, проведен ана
лиз базы данных FunRNA (Choi et al., 2014) по анноти-
рованной последовательности генома S. nodorum (Hane 
et al., 2007). Этот подход позволил определить локус 
SNOG_12157. Филогенетическое древо генов AGO пред-
ставлено на рисунке 2. Структура одних и тех же генов 

Рис. 1. Изменение площади поражения листа (а, б) и уровня транскриптов грибного референсного гена SnTub в сравнении 
с пшеничным геном TaRLI (в, г) в листьях восприимчивого (а, в) и устойчивого (б, г) сортов мягкой пшеницы в норме (1) и 
после предварительной обработки салициловой (2), жасмоновой (3) кислотами и их композицией (4). 
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AGO у различных организмов имеет большую гомологию, 
чем структура различных генов данного семейства у 
представителей одного и того же рода/таксона. Так, ото
бранный для анализа ген AGO1 у возбудителя септорио
за S. nodorum оказался на одной ветви с генами AGO1 
грибов из других родов или даже отделов, а не с генами 
AGO2, AGO3 и AGO18 того же вида. Примечательно, что 
гены Qde2, будучи гомологами AGO1 (Jo et al., 2018), 
расположены на совсем другой филогенетической ветви 
грибных генов. Подобное выделение AGO1 в отдельную 
от AGO2 и AGO3 группу соотносится с аналогичными 
результатами, полученными в других работах (Zhang et 
al., 2015; Ahmed et al., 2021). 

Последующий BlastP-анализ последовательности по-
зволил выявить множество генов, предположительно 
кодирующих SnAGO грибов, на основании совпадений 
с известными мотивами, характерными для генов AGO. 
С учетом этого гены SnAGO были названы SnАGO1, 
SnАGO2, SnАGO3 и SnАGO18 соответственно и выбраны 

для дальнейшего анализа транскрипционной активности. 
Праймеры для оценки экспрессии генов SnАGO1, SnАGO2, 
SnАGO3 и SnАGO18 представлены в таблице.

Ранее не было известно, как меняется транскрипцион
ная активность генов гриба, ответственных за формиро-
вание явления РНК-и, в условиях инфицирования вос-
приимчивых и устойчивых сортов пшеницы. Для этого 
мы провели анализ уровня транскриптов генов SnAGO, 
идентифицированных у гриба S. nodorum, в условиях ин
фекции у контрастных по устойчивости к данному пато-
гену сортов мягкой пшеницы, предобработанных СК и 
ЖК, а также композитом (рис. 3). Так, при инфицировании 
листьев пшеницы спорами гриба в течение эксперимента 
происходило накопление транскриптов генов SnАGO1, 
SnАGO2 и SnАGO3. Обращает на себя внимание, что на 
устойчивом сорте Омская 35 уровень транскриптов генов 
становился выше в течение эксперимента. 

Обработка семян СК и ЖК, а также их композицией 
сопровождалась локус-специфичным изменением уровня 

Рис. 2. Филогенетическое древо генов AGO и QDE у различных организмов. Жирным шрифтом выделены последователь-
ности гриба, изученного в данной работе.
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транскриптов грибных генов SnAGO в патогенной системе 
как с устойчивым, так и восприимчивым сортами пшени-
цы (см. рис. 3). Большинство локусов демонстрировали 
накопление транскриптов, однако его степень различалась 
в зависимости от локуса и вида обработки. Например, 
гены SnAGO1, SnAGO2 и SnAGO18 на устойчивом сорте 
Омская 35 экспрессировались в большей степени в ре-
зультате обработки семян ЖК, нежели под влиянием СК. 
Композиция СК и ЖК снижала активность генов SnAGO2 
и SnAGO3 более выраженно в сравнении с необработан-
ными и инфицированными образцами.

В инфицированных грибом тканях листа устойчивого 
сорта, предобработанных как СК, ЖК, так и их компо
зицией, уровень транскрипции всех изученных генов че
рез 24 ч эксперимента (в большей степени SnAGO1) был 
выше по сравнению с необработанными растениями по-

сле такого же времени инфицирования, но спустя 72 ч он 
был ниже соответствующих уровней у необработанных 
растений (исключение – SnАGO3 после обработки ЖК). 
В восприимчивых растениях на протяжении всего экспе-
римента примерно в равной степени повышалась экспрес-
сия генов SnAGO1 и SnAGO3 под влиянием как СК, так 
и ЖК, в наибольшей степени увеличивалась экспрессия 
генов SnAGO2 под влиянием СК и SnAGO18 под влиянием 
ЖК по сравнению с контрольными инфицированными 
растениями. При совместной обработке СК и ЖК семян 
пшеницы уровень экспрессии всех генов SnAGO у вос-
приимчивого сорта повышался через 6 ч инфицирования 
(в 3 раза в случае с SnAGO18). 

Таким образом, полученные результаты показывают, 
что гены SnAGO, кодирующие один из ключевых фермен-
тов механизма РНК-и, в грибных клетках при взаимодей-

Рис. 3. Изменение уровня транскриптов генов семейства AGO гриба S. nodorum в листьях восприимчивого (Жница) (a, в, 
д, ж) и устойчивого (Омская 35) (б, г, е, з) сортов пшеницы, выросших из обработанных салициловой (СК) и жасмоновой (ЖК) 
кислотами семян, через 6 (1), 24 (2) и 72 (3) ч после инфицирования. 
a, б – SnАGO1 (Snog_12157); в, г – SnАGO2 (Snog_10544); д, е – SnАGO3 (Snog_10546); ж, з – SnАGO18 (Snog_12309).
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ствии с растительными клетками реагируют на степень 
устойчивости хозяина и повышают в устойчивых сортах 
транскрипционную активность. Соответственно, более 
высокий уровень транскриптов SnAGO в инфицирован-
ных патогеном листьях пшеницы подтверждает ранее 
выдвинутые предположения о важной роли этой группы 
белков в формировании совместимых взаимоотношений 
между пшеницей и грибом S. nodorum (Shen et al., 2014). 

Интерес, на наш взгляд, представляет оценка непосред
ственного ответа генома гриба на воздействие СК и ЖК в 
культуре. Так, с использованием выращенного в жидкой 
культуре мицелия гриба S. nodorum оценен экспрессион-
ный статус генов SnAGO при добавлении растворов СК 
и ЖК различной концентрации на 5, 7 и 14-е сут после 
посадки на среду (рис. 4). Установлено, что при культи-
вировании гриба на питательной среде активность гена 

SnAGO1 у контрольных образцов возрастала на 7-е сут 
после начала культивирования. Активность гена SnAGO2 
в контрольных колониях гриба возрастала в течение экс-
перимента, но менее выраженно. При добавлении в пита-
тельную среду СК наблюдалось значительное повышение 
уровня транскриптов всех исследуемых генов SnAGO 
уже на 5-е сут, причем степень накопления транскриптов 
этих генов была прямо пропорциональна концентрации 
добавляемого вещества. Аналогичные данные получены 
при добавлении в среду ЖК. При этом добавление сиг-
нальных молекул при всех концентрациях ЖК и относи-
тельно высоких концентрациях СК сдвигает накопление 
транскриптов на самый ранний срок – 5 сут. Особо следует 
обратить внимание на то, что наиболее чувствительными 
к добавлению в питательную среду ЖК оказались гены 
SnAGO1 и SnAGO18. 

Рис. 4. Изменение уровня транскриптов генов SnАGO гриба S. nodorum, выращенного на жидкой питательной среде с до-
бавлением салициловой (а, в, д, ж) и жасмоновой (б, г, е, з) кислот различной концентрации (М), через 5 (1), 7 (2) и 14 (3) сут 
после посадки.
a, б – SnАGO1 (Snog_12157); в, г – SnАGO2 (Snog_10544); д, е – SnАGO3 (Snog_10546); ж, з – SnАGO18 (Snog_12309).
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Обсуждение 
Оценка механизмов формирования устойчивости расте-
ний, в особенности против патогенов, представляет собой 
актуальную задачу, решение которой позволит эффектив-
но регулировать устойчивость и добиться более высоких 
продуктивных свойств. Разнообразие способов питания 
фитопатогенных грибов способствовало эволюционному 
формированию различных способов защиты растений от 
них (McCombe et al., 2022). Например, против биотроф-
ных патогенов, питающихся на живых тканях растений, 
запускаются механизмы защиты, при которых активную 
роль выполняет СК-зависимый сигнальный путь, форми-
рующий системную приобретенную устойчивость. ЖК 
запускает иной сигнальный путь, названный системной 
индуцированной устойчивостью и защищающий расте-
ния от некротрофных патогенов и насекомых. В много-
численных исследованиях показано, что возбудитель 
септориоза S. nodorum характеризуется гемибиотрофным 
способом питания на растениях пшеницы, сочетающим 
в себе биотрофную фазу развития в начале патогенеза 
и некротрофную впоследствии, однако он способен и к 
сапротрофному росту на питательных средах (Oliver et al., 
2012). Соответственно, в зависимости от сроков развития 
патогена в тканях растений хозяйские защитные системы 
должны четко распознавать эти переходные этапы.

Ранее нами показано, что высоковирулентный штамм 
патогенного гриба S. nodorum SnB может преодолеть за-
щиту пшеницы, связанную с про- и антиоксидантной си-
стемой, включающей активацию каталаз (Трошина и др., 
2010) и хитиндезацетилаз (Maksimov et al., 2011), а также 
накопление различных эффекторных молекул (Veselova 
et al., 2021). В этой работе мы провели анализ ряда генов 
S. nodorum, кодирующих белки-нуклеазы SnAGO, вовле
ченные в механизм РНК-и, с использованием его в каче-
стве модельного объекта.

Явление РНК-и представляет уникальный и древний 
механизм защиты генома эукариот, в том числе грибов, от 
чужеродной генетической информации, а также служащий 
для регуляции физиологических процессов. Ключевые 
компоненты этого сложного механизма иммунитета – 
РНК-нуклеазы AGO, функционально охарактеризованные 
на модельных организмах (Choi et al., 2014). Показано, 
что механизм РНК-и в системе иммунитета эукариот при 
взаимодействии хозяев со своими паразитами является 
«обоюдоострым инструментом», с одной стороны, защи-
щающим хозяина от патогена, с другой, способствующим 
отключению патогеном накопления наиболее существен-
ных защитных белков хозяина в целях использования его 
ресурсов для своего функционирования. Вместе с тем на 
сегодняшний день механизмы работы РНК-и в грибных 
системах, особенно при развитии болезней, изучены 
недостаточно, что ограничивает наше понимание этого 
явления. 

Например, показано формирование совместимости 
между хозяином и патогеном с участием растительных 
белков AGO1 Brassica napus в условиях инфицирования 
растений грибами V. dahliae и V. longisporum (Shen et al., 
2014). В растениях томата и арабидопсиса микроРНК, се-
кретируемые грибом Botrytis cinerea, использовали хозяй-
ские белки AGO1 для избирательного подавления транс-

ляции хозяйских митоген-активируемых протеинкиназ 
(MAPKs), пероксиредоксина, а также ассоциированной с 
клеточной стенкой киназы, а подавление накопления этого 
белка в мутантных растениях арабидопсиса приводило к 
снижению их восприимчивости к грибу (Weiberg et al., 
2013). F. Dunker с коллегами (2020) на растениях араби-
допсиса показали, что подобное привлечение хозяйского 
белкового комплекса AGO1 характерно и для оомицета 
Hyaloperonospora arabidopsidis, филогенетически да-
лекого от грибов патогена, что предполагает общее для 
патогенов свойство. 

Выявлена важная роль механизма РНК-и в росте и раз-
витии грибов, естественно отражающаяся впоследствии 
на их способности инфицировать растения. Так, мутан
ты Δago1 гриба Colletotrichum higginsianum демонстриро-
вали серьезные дефекты в морфологии конидий (Campo 
et al., 2016). Делеция гена FgAGO2 гриба Fusarium gra­
minearum не влияла на фенотип гриба во время бесполой 
фазы (Chen et al., 2015), но этот ген оказался важным при 
прохождении грибом стадии споруляции и созревания 
аскоспор (Zeng et al., 2018). У другого вида гриба Fusa­
rium oxysporum f. sp. lycopersici штамма 4287 мутанты с 
подавленной экспрессией гена FoQDE-2 (AGO1) (Jo et al., 
2018) проявляли пониженную вирулентность в отношении 
растений томатов. 

В настоящий момент практически отсутствуют рабо
ты, в которых бы обсуждалось поведение генов грибных 
патогенов, кодирующих белки, ответственные за РНК-и, 
в условиях непосредственного воздействия на них био-
стимуляторов и индукторов устойчивости, например СК 
и ЖК, или косвенного воздействия через инфицирование 
растений. Имеется ряд противоречивой информации 
о роли индукторов устойчивости растений в процессе 
работы механизма РНК-и в тканях растений под непо-
средственным воздействием СК и ЖК и в ответ на ин-
фицирование патогенами. Например, некоторые авторы 
показывают, что СК-индуцированная устойчивость к 
патогенам затрагивает механизмы растительной РНК-и 
только через хозяйскую РНК-зависимую РНК-полимеразу 
(RDR1) и координируется этим белком (Lee et al., 2016). 
В то же время есть данные, согласно которым в растени- 
ях, например у риса, уровни экспрессии генов OsAGO1a, 
OsAGO2 и OsAGO18 оказались связаны с ЖК и в мутант-
ных растениях риса coi1-13, не способных передавать 
сигналы ЖК, были ниже, чем у диких растений (Yang 
et al., 2020). Особенно это интересно в связи с тем, что 
у патогенного гриба пшеницы S. nodorum роль РНК-и в 
патогенности все еще остается нерешенной. Вместе с тем 
недавно проведен анализ участия РНК-и в развитии пато-
генности Zymoseptoria tritici – другого гриба, вызывающе-
го септориоз листьев на пшенице после нокаутирования 
в его геноме генов AGO1 и AGO2 (Kettles et al., 2019; Ma 
et al., 2020). Анализ не показал качественных фенотипи-
ческих изменений в развитии симптомов септориоза на 
восприимчивом сорте пшеницы Bobwhite. Мутантные 
по генам AGO штаммы грибов свойств вирулентности в 
отношении растений пшеницы не теряли. Из полученных 
результатов авторы делают вывод, что данные белки не 
играют значительной роли в процессах развития септори-
оза. Вместе с тем анализ экспрессионного статуса генов, 
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ответственных за работу механизма РНК-и у патогенного 
гриба V. nonalfalfae, вызывающего вертициллезное увя-
дание у хмеля (Humulus lupulus L.), продемонстрировал, 
что более вирулентные штаммы патогена обладают бо-
лее высоким уровнем накопления транскриптов VnAGO 
(Jeseničnik et al., 2019). 

У устойчивого к патогену S. nodorum сорта пшеницы 
Омская 35 накопление транскриптов изученных генов 
SnAGO при грибном патогенезе в тканях листа было более 
активно, чем у восприимчивого сорта, что предполагает 
вовлечение изученных генов в процесс преодоления за-
щитной системы хозяина и возможность регуляции актив-
ности этих генов в зависимости от степени устойчивости 
хозяина. Эти предположения дополнительно подтвержде-
ны в вариантах эксперимента, при которых растения были 
иммунизированы путем предварительной предпосевной 
обработки семян СК и ЖК, а также их композицией. Как 
можно заметить, уровень транскриптов патогенных генов 
SnAGO в этих вариантах также оказался выше, чем в кон-
трольных, хотя с учетом соотношения домашних генов 
SnTub/TaRLI содержание гена SnTub в иммунизированных 
СК и ЖК растениях значительно ниже. 

Интересные результаты получены нами при оценке 
активности транскрипции генов SnAGO после непосред-
ственного воздействия СК и ЖК на мицелий гриба в куль-
туре. Высокие концентрации СК усиливали накопление 
транскриптов изученных генов SnAGO в более ранние сро-
ки культивирования, в то время как низкие концентрации 
не давали такого эффекта. ЖК стимулировала накопление 
транскриптов SnAGO1, SnAGO3, SnAGO18 на ранних сро-
ках культивирования и в более низких концентрациях по 
сравнению с СК. Можно предполагать, что грибные гены 
SnAGO чувствительны к непосредственному воздействию 
на мицелий гриба этих сигнальных молекул, позициони-
руемых в качестве индукторов защитных систем растений 
против патогенов. Таким образом, грибная система РНК-и 
активно реагирует на добавление в среду культивирования 
СК и ЖК, а также участвует в процессе инфицирования 
растений. При этом искусственное стимулирование за-
щитных свойств растения запускает и накопление транс-
криптов SnAGO патогена. Полученные данные указывают 
на то, что гены AGO, участвующие в системе РНК-и гриба 
S. nodorum штамма SnB, эффективно взаимодействуют 
с инфицирующим растением, и, по всей видимости, это 
взаимодействие зависит от степени устойчивости хозяина. 

Особый интерес представляет возможность оценки сте
пени развития патогенов в тканях растений с использова-
нием молекулярно-биологических методов, позволяющих 
определить уровень накопления в тканях нуклеиновых 
кислот патогена, так как визуальная оценка симптомов 
болезни зачастую субъективна и подвержена воздействию 
различных факторов. В данной работе оценка накопления 
генетического материала патогена в тканях растений про-
ведена путем сравнения соотношения уровня транскрип-
тов генов домашнего хозяйства гриба и пшеницы SnTub/
TaRLI. Оценка соотношения транскриптов SnTub/TaRLI 
коррелировала с результатами визуального наблюдения 
развития болезни на листьях. Полученные результаты 
также показали, что наиболее эффективной в индуциро-
вании защитных свойств растений пшеницы к септорио- 

зу оказалась предпосевная обработка семян ЖК, а также 
композицией ЖК и СК (см. рис. 1). С использованием 
уровня соотношения SnTub/TaRLI подтверждена дина-
мика накопления биологического материала патогенного 
гриба, но в более ранние сроки наблюдений. Кроме того, 
нами продемонстрирована возможность применения по-
лученных данных транскрипционной активности генов 
AGO гриба S. nodorum штамма SnB как объективного 
показателя активации системы его РНК-и.
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Аннотация. В современных условиях прирост урожайности сельскохозяйственных культур обеспечивается не за 
счет расширения площадей их возделывания, а главным образом благодаря внедрению передовых технологий. 
Наиболее эффективная стратегия включает создание генетически устойчивых к неблагоприятным факторам и 
продуктивных сортов в сочетании с использованием разнообразных средств защиты растений. Однако традици-
онные, химические, средства защиты, несмотря на эффективность, имеют существенные недостатки: загрязнение 
окружающей среды, нарушение экологии, токсичность для человека. В последнее время все больше внимания 
привлекают биологические (на основе природных соединений) средства защиты растений – они лишены этих не-
достатков, при этом могут быть не менее эффективными. К таким средствам относится хитозан – продукт деаце-
тилирования хитина, одного из наиболее распространенных в природе полисахаридов. Высокая биологическая 
активность, биосовместимость и безопасность хитозана определяют широту и эффективность его применения 
в медицине, промышленности и агробиологии. В обзоре рассмотрены механизмы действия хитозана в качестве 
биопестицида, включающие как прямое подавляющее воздействие на патогены, так и индукцию внутренних за-
щитных систем растения в результате связывания хитозана поверхностными рецепторами клеток. На множестве 
растительных объектов показано влияние хитозана на формирование устойчивости к основным классам пато-
генов: грибам, бактериям и вирусам. Кроме того, в работе оценены способы применения хитозана, включающие 
обработку семян, листьев, плодов, почвы, а также соответствующие этим методам специфические биологические 
эффекты. Отдельный раздел посвящен средствам защиты на основе хитозана, полученным как путем его химиче-
ской модификации, так и с помощью комбинирования тех или иных молекулярных форм с различными вещества-
ми, усиливающими его антипатогенное действие. Представленные в обзоре данные дают представление о хито-
зане и его производных как об эффективных и перспективных средствах защиты растений и биостимуляторах.
Ключевые слова: средства защиты растений; пестицид; хитозан; новохизоль; патоген; устойчивость; урожайность.
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Abstract. In modern conditions, the increase in the yield of agricultural crops is provided not by expanding the areas 
of their cultivation, but mainly by introducing advanced technologies. The most effective strategy for this purpose is 
the development of genetically resistant and productive cultivars in combination with the use of a variety of plant 
protection products (PPPs). However, traditional, chemical PPPs, despite their effectiveness, have significant drawbacks, 
namely, pollution of environment, ecological damage, toxicity to humans. Recently, biological PPPs based on natural 
compounds have attracted more attention, since they do not have these disadvantages, but at the same time they 
can be no less effective. One of such agents is chitosan, a deacetylation product of chitin, one of the most common 
polysaccharides in nature. The high biological activity, biocompatibility, and safety of chitosan determine the breadth 
and effectiveness of its use in medicine, industry, and agrobiology. The review considers various mechanisms of action 
of chitosan as a biopesticide, including both a direct inhibitory effect on pathogens and the induction of plant internal 
defense systems as a result of chitosan binding to cell surface receptors. The effect of chitosan on the formation of re-
sistance to the main classes of pathogens: fungi, bacteria, and viruses has been shown on a variety of plant objects. The 
review also discusses various ways of using chitosan: for the treatment of seeds, leaves, fruits, soil, as well as its specific 
biological effects corresponding to these ways. A separate chapter is devoted to protection products based on chitosan, 
obtained by its chemical modifications, or by means of combining of a certain molecular forms of chitosan with various 
substances that enhance its antipathogenic effect. The data presented in the review generally give an idea of chitosan 
and its derivatives as very effective and promising plant protection products and biostimulants. 
Key words: plant protection products; pesticide; chitosan; novohizol; pathogen; resistance; yield.
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Введение
Интенсивный рост народонаселения планеты ставит перед 
сельским хозяйством глобальную проблему повышения 
урожайности основных возделываемых культур растений. 
Однако потери урожая в результате воздействия много-
численных био- и абиотических факторов могут быть зна-
чительными. Особую актуальность представляет контроль 
над различными патогенами – бактериями, вирусами, 
грибами, которые не только снижают урожайность, но и 
ухудшают качество растительной продукции в результате 
накопления токсинов и других метаболитов в ходе ин-
фекционного процесса. Длительное время этот контроль 
осуществлялся через использование химических пестици-
дов, которые охватывают широкий диапазон вредителей, 
удобны в применении и имеют низкую стоимость. Однако 
наряду с этим они сильно загрязняют окружающую сре-
ду и негативно влияют на здоровье человека (Igbedioh, 
1991). Кроме того, их накопление в окружающей среде и 
живых организмах может приводить к необратимым по-
следствиям в экосистемах и снижению биоразнообразия 
(Yasmin, D’Souza, 2010). Действие химических средств 
защиты растений может быть значительно ослаблено из- за 
появления резистентных к ним форм патогенов, что вызы-
вает необходимость увеличения нормы применения этих 
средств или создания новых (Kumaraswamy et al., 2018).

Другое направление включает создание новых сортов 
растений, генетически устойчивых к стрессовым факто-
рам и имеющих повышенную урожайность в различных 
условиях внешней среды. Хотя этот способ защиты яв-
ляется наиболее надежным и эффективным, эффект его 
применения может быть временным в связи с появлением 
новых агрессивных форм патогенов. Характерный при-
мер  – возникновение новой расы стеблевой ржавчины 
Uganda 99, опасного грибного патогена злаковых культур 
(Singh et al., 2011). К тому же существует риск переноса 
из других районов таких форм вредителей, к которым те 
или иные сорта оказываются восприимчивыми.

По-видимому, наиболее эффективной стратегией защи-
ты растений следует считать сочетание методов форми-
рования генетической устойчивости с применением био-
стимуляторов, или биопестицидов, которые в отличие от 
химических пестицидов не вызывают загрязнения среды, 
изменений экосистем и негативного влияния на здоровье 
человека, при этом не менее эффективны (Тютерев, 2014). 
За последние десятилетия разработан целый ряд биости-
муляторов, используемых для контроля процессов роста 
и развития растений, увеличения их продуктивности, а 
также снижения чувствительности к патогенам (Rouphael, 

Colla, 2020). Среди них особое место занимает хитозан – 
продукт переработки хитина, второго по распространен-
ности после целлюлозы природного биополимера. 

Цель данного обзора заключается в анализе накоплен-
ных научных данных об эффективности использования 
хитозана и его производных для контроля заболеваний 
растений и увеличения их продуктивности. Обсужда-
ются механизмы индукции резистентности растений к 
стрессовым факторам под влиянием этих средств защиты 
растений.

Хитозан 
Предшественником хитозана является хитин – биополи-
мер группы азотсодержащих полисахаридов, состоящий 
из N-ацетил-D-глюкозамина и D-глюкозамина (рис. 1). 
Хитин образует наружный скелет большинства беспозво-
ночных, а также входит в состав клеточных стенок грибов, 
дрожжей и водорослей, составляя в качестве структурно
го полисахарида до 16 % сухого веса организма (Muzza
relli, 2010).

Использование хитозана началось с 80-х гг. прошлого 
века – с тех пор появилось множество работ, посвящен-
ных его применению в химии, медицине и агробиологии 
(Rinaudo, 2006; Malerba, Cerana, 2016) благодаря уникаль-
ным физико-химическим свойствам: биосовместимости, 
нетоксичности и биодеградации. Некоторые организмы, 
как например зигомицеты, способны к синтезу хитозана 
в значительных количествах, что позволяет их использо-
вать для получения этого ценного производного хитина в 
различных сферах биотехнологии (Karimi, Zamani, 2013). 

В промышленности хитозан, как правило, получают 
из хитина путем деацетилирования в ходе химического 
процесса с использованием NaOH (Скрябин и др., 2002). 
Продукты этого процесса гетерогенны по степени деаце-
тилирования, молекулярной массе и другим химическим 
показателям, что определяет различия их физических 
свойств (вязкость, растворимость), от которых в свою 
очередь зависят возможности применения хитозана и его 
биологические эффекты (Orzali et al., 2017). В медицине 
его успешно применяют для регенерации тканей благо-
даря способности образовывать эластичные биопленки 
на раневой поверхности; также его используют при соз-
дании лекарственных препаратов антикоагулянтного и 
антисклеротического действия (Скрябин и др., 2002; Chen 
et al., 2021). Другие сферы применения: косметология, 
пищевая промышленность, очистка сточных вод, защита 
окружающей среды (Morin-Crini et al., 2019). Во многих 
странах хитозан и его производные длительное время 
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Рис. 1. Структура хитина и его производного – хитозана.
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используют в качестве биостимуляторов, повышающих 
продуктивность растений и их резистентность к патоге-
нам (Тютерев, 2015). Все эти эффекты хитозана наряду 
с его доступностью и сравнительно невысокой стоимо-
стью делают его применение в качестве биологического 
средства защиты растений экономически выгодным и 
обоснованным (Xing et al., 2015).

Хитозан как индуктор иммунитета растений
Индукция внутреннего механизма защиты растений от 
патогенов представляет собой эффективную и безопасную 
альтернативу химическим методам защиты. Известно, 
что ряд веществ могут в качестве элиситоров усиливать 
резистентность к патогенам (Gaffney et al., 1993; Malerba, 
Cerana, 2016). Полисахарид хитозан – один из наиболее 
эффективных стимуляторов резистентности (Falcón-Rod
ríguez et al., 2012). Механизм его действия пока недо-
статочно изучен. Предполагается связывание хитозана с 
трансмембранными клеточными рецепторами, которые в 
настоящий момент не идентифицированы. Также не вы-
явлены протеинкиназные каскады, передающие сигнал 
от рецепторов транскрипционным факторам или генам 
защиты. Были предложены различные модели для объяс-
нения роли хитозана в иммунитете растений (Orzali et al., 
2017). Наиболее распространенная модель предполагает 
индукцию хитозаном неспецифической PAMP (pathogen-
associated molecular pattern) – системы иммунитета, кото-
рая включает ряд взаимосвязанных сигнальных каскадов 
(Тютерев, 2002; Tang et al., 2012).

Центральную роль в этой системе играют гормональ-
ные пути, ассоциированные с синтезом салициловой и 
жасмоновой кислот (СК и ЖК). В частности, активирует
ся октадеканоидный путь, приводящий к накоплению в 
тканях ЖК (Ishiguro et al., 2001). Данный гормон наряду с 
СК активирует гены защиты, кодирующие разнообразные 
PR-белки (pathogenesis related) (Reinbothe et al., 2009). 
Другой путь инициируется накоплением свободных ра-
дикалов кислорода (ROS, reactive oxygen species), кото
рые образуются в тканях на самом раннем этапе стресса. 
Помимо прямого токсического воздействия на патогены 
ROS функционируют как клеточные сигнальные моле-
кулы, запускающие защитные реакции растений, такие 
как укрепление клеточной стенки, синтез гормонов и за-
программированная гибель клеток (Grant, Loake, 2000). 
В развитии системной устойчивости также задействован 
сигнальный путь оксида азота (NO), который активирует 
ранний защитный ответ, включая реакцию гиперчувстви-
тельности, формирование каллозного слоя и экспрессию 
ряда белков: PR-1 и PR-5, хитиназы (CHI), полифенолок-
сидазы (PPO), пероксидазы (POX), супероксиддисмутазы 
(SOD), каталазы (CAT) и фенилаланин-аммоний-лиазы 
(PAL) (Manjunatha et al., 2008, 2009). PPO, POX, SOD и 
CAT являются основными ферментами, нейтрализующи-
ми избыток радикалов кислорода (Elsharkawy et al., 2022). 
PAL участвует в биосинтезе фенольных соединений, 
имеющих защитную функцию, таких как флавоноиды, 
фенилпропаноиды и лигнин (Appert et al., 1994).

В результате обработки хитозаном в тканях растений 
накапливаются фитоалексины – низкомолекулярные анти
биотические вещества (Hadwiger, 2013). Также индуци

руется синтез каллозы – полисахарида, который отклады
вается в клеточной стенке и служит барьером для про
никновения патогенных организмов (Köhle et al., 1985; 
Conrath et al., 1989). Этой же цели служит процесс лиг
нификации, усиливающийся под воздействием хитозана 
(Hirano et al., 1999). В частности, показано, что форми-
рование структурных барьеров на пути патогена служит 
основной реакцией растения на хитозан у томата Sola­
num lycopersicum L. (Benhamou et al., 2001). Под влияни-
ем хитозана усиливается подавление протеолитических 
ферментов, выделяемых патогенами для проникновения в 
ткани растения (Peña-Cortes et al., 1988). Эффект воздей-
ствия хитозана проявляется и в редукции размера устьиц в 
результате снижения их чувствительности к свету (Lee et 
al., 1999). Возможно, этот эффект связан с гормональной 
активностью ЖК, сходной с таковой у абсцизовой кисло-
ты, которая выступает ключевым регулятором процесса 
транспирации (Sembdner, Parthier, 1993). Другие авторы 
выявили роль хитозана в биосинтезе куркумина – мощно-
го природного антиоксиданта, депонируемого в корневой 
ткани у куркумы Curcuma longa L. (Sathiyabama et al., 
2016). Таким образом, был установлен широкий спектр 
регуляторных эффектов, усиливающих иммунитет рас-
тений при обработке хитозаном (рис. 2, а). 

Помимо элиситорного действия на клетки растения 
хитозан способен оказывать прямое воздействие на па-
тогены. 

Механизмы антипатогенного действия хитозана
Хитозан проявляет разнообразие антипатогенной актив
ности, которая зависит, с одной стороны, от его химиче-
ских свойств и способа получения, а с другой, от особен-
ностей растения-хозяина и условий внешней среды. В не- 
которых работах олигомерные формы хитозана (пента- 
или гептамеры) проявляли более высокую фунгицидную 
активность по сравнению с более крупными молекулами 
(Rabea et al., 2003), тогда как в других, наоборот, повыше-
ние антипатогенного эффекта наблюдалось с увеличением 
молекулярного веса (Kulikov et al., 2006). 

В отличие от природного хитина, молекулы которого не 
заряжены и не имеют антимикробного действия, хитозан 
имеет положительный заряд. Согласно одной из моделей, 
в результате электростатического взаимодействия моле
кул хитозана с отрицательно заряженными поверхностя
ми клеток патогена происходят повышение проницаемо
сти плазматических мембран и деструкция клеточной 
стенки (Je, Kim, 2006). Другой механизм предполагает 
образование непроницаемого полимерного слоя хитоза
на на поверхности клеток, препятствующего поглощению 
нутриентов и одновременно экскреции метаболитов в 
межклеточное пространство (Xing et al., 2015). Хитозан 
также способен хелатировать ионы металлов и некоторые 
питательные вещества, необходимые для развития бакте-
рий или грибов, тем самым ингибируя размножение по-
следних и выработку ими токсинов (El Hadrami et al., 2010; 
Xing et al., 2015). В ряде работ отмечено ингибирующее 
воздействие хитозана на различные стадии развития па-
тогена (Rabea et al., 2005; Meng et al., 2010; Reglinski et al., 
2010; Badawy, Rabea, 2011). Механизмы антипатогенного 
действия хитозана представлены на рис. 2, б.
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Применение хитозана  
для защиты от различных патогенов 
В связи с изменением климата за последние 10–15 лет на
блюдается все более интенсивное развитие различных 
инфекционных заболеваний основных культур растений, 
что приводит к значительному падению их урожайности 
и снижению качества продукции. Самые широко распро-
страненные – грибные болезни, на долю которых прихо-
дится более 80 % всех заболеваний сельскохозяйственных 
растений (Гарибова, Сидорова, 1997). Так, например, 
мягкую пшеницу Triticum aestivum L. (2n = 42) могут 
поражать 25 грибных заболеваний, включая головневые, 
ржавчинные и корневые гнили. Потери урожая от этих 
заболеваний в отдельных очагах распространения могут 
достигать 70 % и более (Singh et al., 2011).

В условиях in vitro показано фунгицидное действие 
хитозана против целого ряда патогенных грибов, пред-
ставителей родов Botrytis, Alternaria, Colletotrichum, Rhi­
zoctonia и др. (Orzali et al., 2017). При этом продемонстри-
ровано супрессивное воздействие хитозана на различные 
стадии развития гриба: рост мицелия, стадию споруляции, 
жизнеспособность спор и эффективность их прорастания, 
способность гриба продуцировать факторы вирулентно-
сти (Badawy, Rabea, 2011). Например, хитозан полностью 
ингибировал прорастание спор и мицелиальный рост у 
Alternaria kikuchiana S. Tanaka и Physalospora piricola 
Nose (Meng et al., 2010). Кроме того, у винограда он эф-
фективно подавлял рост мицелия гриба Botrytis cinerea 
Pers. в культуре, а также на листьях и гроздьях плодов 
(Reglinski et al., 2010). E.I. Rabea и коллеги сообщали 
о повышенной фунгицидной активности 24 химически 
модифицированных производных хитозана по срав-
нению с обычным хитозаном на модели радиального 
роста гиф грибов B. cinerea и Pyricularia grisea (2005). 
Другие авторы показали, что хитозан способен прони-
кать через плазматическую мембрану Neurospora crassa 
Shear и вызывать гибель клеток в результате нарушения 
энергетического баланса (Palma-Guerrero et al., 2009). 
Продемонстрировано повышение устойчивости томата 

к альтернариозу под действием хитозана (Байрамбеков 
и др., 2012). Его эффективность в борьбе с возбудителем 
антракноза (Colletotrichum sp.) у огурцов сравнима с хи-
мическими фунгицидами (Dodgson J.L.A., Dodgson W., 
2017). Обработка хитозаном растений мягкой пшеницы 
до их инфицирования грибным патогеном Fusarium gra- 
minearum Schwabe, возбудителем фузариозной гнили, зна
чительно снижает количество пораженных колосьев (Kheiri 
et al., 2016). У этой же культуры определено влияние хи-
тозана на устойчивость к другому опасному грибному за-
болеванию – бурой листовой ржавчине, вызываемой Puc­
cinia triticina Erikss. (Elsharkawy et al., 2022). 

Хитозан и его производные ингибируют рост различ
ных бактерий (Fei Liu et al., 2001; Wiśniewska-Wrona et 
al., 2007; Rabea, Steurbaut, 2010; Badawy et al., 2014). Од
нако последние менее чувствительны к действию хито-
зана нежели грибы (Kong et al., 2010). Его минимальная 
ингибиторная концентрация варьирует от 0.05 до 0.1 % 
в зависимости от вида бактерий, молекулярного веса хи
тозана и pH раствора (Katiyar et al., 2014). Некоторые ис- 
следователи показали более сильное влияние хитозана 
на грамположительные бактерии по сравнению с грам
отрицательными (No et al., 2002; Tayel et al., 2010). Это 
можно объяснить тем, что последние формируют допол-
нительную наружную мембрану, которая непроницаема 
для высокомолекулярного хитозана (Xing et al., 2015). 
Однако, как показано в других работах, при определенных 
условиях (pH, содержание катионов Mg2+) хитозан спо
собен преодолевать этот барьер, делая грамотрицатель
ные бактерии более чувствительными к своему действию 
(Helander et al., 2001). Хитозан негативно влияет на рост 
целого ряда патогенных бактерий, включая Xanthomo­
nas (Li et al., 2008), Pseudomonas syringae van Hall (Man
silla et al., 2013), Agrobacterium tumefaciens (Smith et 
Townsend) Conn. и Erwinia carotovora (Jones) Waldee (Ba
dawy et al., 2014). Также показана антимикробная актив-
ность производных хитозана в отношении Escherichia 
coli Migula и Staphylococcus aureu Rosenbach (Su et al.,  
2009). 

Рис. 2. Воздействие хитозана на защитные механизмы растения (а) и его антипатогенные эффекты (б ).
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Chitosan and its derivatives  
as promising plant protection tools

Ряд работ посвящены антивирусным эффектам хито-
зана (Su et al., 2009). У растений хитозан индуцирует 
устойчивость к вирусным заболеваниям, препятствуя рас
пространению вирусов и вироидов, так что у большин-
ства обработанных растений не развивается системная 
вирусная инфекция (Chirkov, 2002). Установлено, что хи
тозан усиливает экспрессию РНКаз, которые связаны с 
развитием резистентности к вирусу X картофеля (PVX), 
подавляя его репликацию в клетках (Iriti, Varoni, 2015). 
Обработанные хитозаном растения томата не только про
являют устойчивость к вирусу мозаики томата, но и по-
вышенный вегетативный рост (Abd El-Gawad, Bondok, 
2015). Также хитозан эффективно подавляет развитие ви
руса мозаики люцерны (AIMV), табака (TMV) и кабач-
ков (SMV) (Nagorskaya et al., 2014). При этом уровень 
супрессии вирусной инфекции варьирует в зависимости 
от молекулярного веса хитозана. Низкомолекулярный хи
тозан подавляет формирование локальных некрозов, вы-
зываемых TMV, на 50–90 % (Davydova et al., 2011). 

Примеры действия хитозана против различных па-
тогенов растений приведены в таблице. Индуцируемая 
хитозаном реакция защиты зависит не только от вида 
растения или патогена, но также условий и способа его 
применения.

Способы применения хитозана

Обработка семян
Существует много примеров влияния обработки семян 
на устойчивость растений к инфекциям (Benhamou et 
al., 1994; Algam et al., 2010; Amini, 2015). В большинстве 
случаев наибольшую эффективность демонстрировал 
низкомолекулярный хитозан (Orzali et al., 2017). Механиз-
мы повышения резистентности при этом различаются в 
зависимости от возбудителя. Так, показано, что обработка 
семян жемчужного проса 4 % раствором хитозана на 48 % 
повышает устойчивость к ложной мучнистой росе, вызы-
ваемой оомицетом Sclerospora graminicola (Sacc.) J. Schröt 
(Sharathchandra et al., 2004). При этом установлено уси-
ление экспрессии ряда белков, связанных с сигнальным 
NO-путем (см. выше). Аналогичный эффект обработки 
семян обнаружен у подсолнечника по отношению к воз-
будителю ложной мучнистой росы Plasmopara halstedii 
(Farl.) Berl. et de Toni (Nandeeshkumar et al., 2008). Об-
работка хитозаном семян пшеницы T. aestivum увеличи-
вала устойчивость к облигатным фитопатогенам за счет 
накопления фенольных соединений и лигнификации кле-
точных стенок на следующих после прорастания стадиях 
развития растения (Bhaskara Reddy et al., 1999). Усиление 
процесса лигнификации установлено при обработке 
хитозаном семян чилийского перца, что увеличивало вы-
живаемость проростков, инфицированных возбудителем 
антракноза (Photchanachai et al., 2006). Обработка семян 
хитозаном индуцировала резистентность у тетраплоидной 
пшеницы Triticum durum Desf. к возбудителю фузариоза 
F. graminearum (Orzali et al., 2014). При этом анализ тканей 
растений показал увеличение активности ферментов: гвая
кол-зависимой пероксидазы (POD), аскорбат-зависимой 
пероксидазы (APX), а также PPO и PAL.

Кроме антипатогенного воздействия эффект обработки 
семян хитозаном основывается на усилении метаболи-
ческих процессов. Так, вымачивание семян пшеницы в 
растворе хитозана (в форме поли- или олигомера) увели-
чивало длину стебля и корней у проростков спустя 6 дней 
после обработки (Krivtsov et al., 1996). Впоследствии эти 
данные подтверждены китайскими учеными, которые 
обнаружили, что обработка низкомолекулярным хитоза-
ном увеличивает энергию прорастания семян пшеницы, 
а также жизнеспособность, биомассу и урожайность рас-
тений, что связано с ускоренным метаболизмом углерода 
и азота (Zhang et al., 2017). 

Обработка почвы
Предполагается, что добавление хитозана в почву улучша-
ет ее структуру, а также способствует увеличению объема 
полезных почвенных микроорганизмов. Есть данные о 
повышении популяции актиномицетов и псевдомонад, а 
также Bacillus subtilis в почвах, обработанных хитозаном 
(Mulawarman et al., 2001). Последний также благоприятно 
воздействует на развитие микоризных грибов (Park, Chang, 
2012). Кроме того, хитозан способен химически нейтрали-
зовать токсичные вещества, пестициды и удобрения (Xing 
et al., 2015). Положительное влияние хитозана в почве 
включает и индукцию в растениях механизмов защиты от 
почвенных патогенов. Например, у томата наблюдалось 
значительное ингибирование патогенного гриба Fusarium 
oxysporum f. sp. radicis-lycopersici и нематоды Meloido­
gyne javanica Treub в результате деполяризации мембран 
корневых клеток, продуцирующих гормоны, сигнальные 
липиды и различные защитные вещества, включая фе-
нольные соединения (Suarez-Fernandez et al., 2020). Од-
нако в другой работе показано, что обработка хитозаном 
корней не влияла на развитие фузариоза у чувствительных 
сортов сельдерея, но эффективно снижала проявления за-
болевания у толерантного сорта (Bell et al., 1998).

Хитозан, применяемый в качестве почвенного дренажа, 
контролировал у томата развитие бактериального патогена 
Ralstonia solanacearum Smith как в результате прямого 
воздействия на патоген, так и благодаря элиситорным эф-
фектам, таким как синтез CHI и B-2,3-глюканазы (GLU) – 
фермента, расцепляющего крупные полисахариды (Algam 
et al., 2010). Почвенная обработка хитозаном эффективно 
контролировала развитие фитофтороза у сладкого перца 
(Kim et al., 1997) и клубники (Eikemo et al., 2003). У фини-
ковой пальмы хитозан активировал в клетках корней такие 
ферменты, как POD и PPO, а также продукцию гидрок-
сикоричной кислоты, которая способствует резистент-
ности к F. oxysporum f. sp. albedinis (Hassni et al., 2004).  
В ряде работ отмечена высокая эффективность хитозана, 
внесенного в почву для борьбы с нематодами различных 
видов, при этом его действие снижало численность по-
пуляции нематоды, массу яиц и степень поражения корней 
(Khalil, Badawy, 2012; El-Sayed, Mahdy, 2015). 

Обработка листьев
Обработку вегетирующих растений хитозаном приме-
няли для многих видов в различных целях. Например, у 
ячменя Hordeum vulgare L. она вызывала окислительный 
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Защитные действия хитозана у растений

Растение-хозяин Патоген Эффекты Литературный источник

Грибные патогены

Твердая пшеница F. graminearum Активация генов защиты (PAL, POD)  
и накопление фенольных соединений

Orzali et al., 2014

Мягкая пшеница F. graminearum Накопление лигнина и фенолов Bhaskara Reddy et al., 1999

Просо A. kikuchiana Активация ферментов ROS Meng et al., 2010

Жемчужное просо S. graminicola Повышение уровня оксида азота (NO), активация  
ранних генов защиты (PR-1), синтез каллозы

Manjunatha et al., 2008, 2009

Подсолнечник P. halstedii Активация генов защиты  
(PR-1a, CHI, POX, β-1,3-глюканазы и др.)

Nandeeshkumar et al., 2008

Томат черри A. alternata Активация генов защиты (PPO, POD, PAL) Chen et al., 2014

Сладкий перец B. cinerea Ингибирование ростковой трубки гриба,  
супрессия полигалактуроназы 

Ghaouth et al., 1997

Морковь S. sclerotiorum Деструкция плазматической мембраны патогена,  
активация генов защиты (POX, PPO) 

Qing et al., 2015

Перец чили Colletotrichum sp. Накопление лигнина Photchanachai et al., 2006

Виноград B. cinerea Активация генов защиты (PAL и др.) Reglinski et al., 2010 

Огурец P. aphanidermatum Формирование структурных барьеров  
и активация генов защиты 

Ghauoth et al., 1994

Личи P. litchii Накопление лигнина, увеличение экспрессии  
генов CHI и APX

Jiang et al., 2018

Персик M. fructicola Увеличение экспрессии генов POX и GLU Ma et al., 2013

Финиковая пальма F. oxysporum f. sp.  
albedinis

Активация генов защиты (POX, PPO) и накопление 
фенольных соединений 

Hassni et al., 2004

Картофель V. dahlia Подавление роста гриба Amini, 2015

P. infestans Накопление СК, активация PAL и др. Zheng et al., 2021

A. solani Деградация клеточной стенки патогена  
(активация CHI)

Abd El-Kareem, Haggag, 2014

Томат F. oxysporum f. sp.  
radicis-lycopersici 

Индукция гормонов (СК, ЖК, абсцизовой кислоты),  
накопление фенольных соединений и других  
стресс-индуцируемых метаболитов

Suarez-Fernandez et al., 2020

B. cinerea Синтез каллозы, накопление ЖК,  
экспрессия Avr9/cf-9

De Vega et al., 2021

P. expansum Деструкция мембран спор, активация генов защиты Liu et al., 2007

Бактериальные патогены

Абрикос B. seminalis Деструкция мембраны патогена, лизис бактерий Lou et al., 2011

Томат R. solanacearum Активация генов защиты СHI и GLU Algam et al., 2010

Дыня A. citrulli Деструкция мембраны патогена, лизис бактерий Li et al., 2013b

Вирусы

Картофель PVX (вирус Х) Увеличение экспрессии РНКаз Iriti, Varoni, 2015

Табак ТMV (вирус мозаики) Увеличение активности гидролаз,  
морфологическая деструкция вируса

Nagorskaya et al., 2014

TNV (вирус некроза) Накопление каллозы, микроокислительные взрывы, 
реакция гиперчувствительности

Iriti et al., 2006

Томат ToMV (вирус мозаики) Усиление вегетативного роста растений,  
синтез антиоксидантов (аскорбиновой кислоты)

Abd El-Gawad, Bondok, 2015

Нематоды

Томат M. incognita Прямое воздействие на паразита Khalil, Badawy, 2012

M. javanica Усиление вегетативного роста растений,  
прямое воздействие на паразита

El-Sayed, Mahdy, 2015
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Chitosan and its derivatives  
as promising plant protection tools

взрыв и наработку фенольных соединений в листьях, что 
создавало неблагоприятную среду для распространения 
грибов (Faoro et al., 2008). Такие процессы, как нако-
пление каллозы, микроокислительные взрывы, реакция 
гиперчувствительности, развивались и при обработке 
листьев, что обеспечивало его устойчивость к TNV (Iriti et 
al., 2006). В другом исследовании были изучены эффекты 
препаративных форм хитозана в подавлении мучнистой 
росы у винограда (Iriti, Varoni, 2015). У томата обработка 
листьев раствором хитозана вызывала резистентность к 
патогенному грибу B. cinerea (De Vega et al., 2021). Эта 
резистентность коррелировала с отложением каллозы в 
местах инфицирования, аккумуляцией ЖК и экспрессией 
элиситорного белка Avr9/cf-9.

В листьях огурца хитозан активировал ряд защитных 
реакций против оомицета Pythium aphanidermatum (Edson) 
Fitzp., включающих индукцию защитных барьеров (см. 
выше), стимуляцию CHI, хитозаназы и GLU (Ghauoth et 
al., 1994). Эффект препаратов хитозана против гриба Phy­
tophthora infestans (Mont.) de Bary при листовой обра-
ботке картофеля проявлялся в увеличении содержания 
полифенолов в тканях растений и подавлении роста воз-
будителя (Zheng et al., 2021). У того же вида аналогичный 
эффект продемонстрирован против возбудителя раннего 
фитофтороза Alternaria solani Sorauer (Abd El-Kareem, 
Haggag, 2014). У риса выявлено несколько механизмов 
ингибирования бактериальных патогенов с помощью об
работки листьев растений хитозаном: с одной стороны, 
прямое воздействие, вызывающее лизис мембран клеток 
и деструкцию бактериальных биопленок, с другой, уве-
личение продукции защитных белков растения, включая 
белки окислительного стресса (пероксидазы и оксидазы), 
PAL и др. (Li et al., 2013a; Stanley-Raja et al., 2021). Все эти 
механизмы в совокупности обеспечивали устойчивость 
риса к таким патогенным бактериям, как Xanthomonas 
oryzae pv. oryzae и Xanthomonas oryzae pv. oryzicola, воз-
будителям бактериального фитофтороза и полосатости 
листьев соответственно. Положительное влияние обра-
ботки листьев на резистентность показано и на других 
растительных объектах (Reglinski et al., 2010; Lou et al., 
2011; Li et al., 2013b). 

Обработка плодов 
Обработка плодов биостимуляторами представляет боль-
шой интерес в связи с проблемой толерантности многих 
патогенов, развивающихся на плодах после сбора урожая, 
к обычным химическим пестицидам, а также из-за токсич-
ности последних для человека. Как продемонстрировано, 
хитозан уменьшает интенсивность дыхания, продукцию 
этилена – гормона старения, потерю влаги, тем самым 
способствуя длительному сохранению качества фруктов 
и овощей (Li, Yu, 2001). Так, у плодов сладкого перца под 
действием хитозана снижается продукция мацерирующих 
ферментов клеточных стенок, разрушающих пектины и 
целлюлозу (Ghaouth et al., 1997). В плодах томатов черри 
хитозан и его комплекс с метилжасмонатом усиливают ак-
тивность PPO, POD и PAL в присутствии гриба Alternaria 
alternata (Fr.) Keissl. (Chen et al., 2014). Плоды папайи, об-
работанные только хитозаном или хитозаном в комплексе 
с растительными экстрактами, сохраняют устойчивость 

к возбудителю антракноза (Bautista-Baños et al., 2003). 
Обработка плодов личи кадозаном (новой формуляцией 
хитозана) эффективно уменьшает их чувствительность к 
фитофторозу за счет увеличения активности CHI, GLU, 
APX, а также накопления лигнина в процессе хранения 
(Jiang et al., 2018). Хитозановая обработка подавляет гри
бы B. cinerea и Penicillium expansum Link (возбудители 
серой и голубой плесени соответственно) в ходе хране-
ния плодов томата посредством прямого фунгицидного 
механизма, включающего деструкцию оболочки спор, а 
также за счет высокой активности PPO и POD в тканях 
плодов (Liu et al., 2007).

Результаты другого исследования показали, что комби-
нация хитозана с пчелиным воском и эфирным маслом 
лайма оказывает фунгицидное действие на Rhizopus stolo­
nifer (Ehrenb.) Vuill., ингибируя рост мицелия, прораста-
ние спор и споруляцию этого гриба у картофеля (Ramos- 

García et al., 2012). W. Qing и коллеги оценили влияние 
хитозана на контроль Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary 
(склеротиниозная гниль) у моркови (2015). В результате 
были установлены различные антипатогенные эффекты, 
включающие повреждение плазматических мембран, 
перекисное окисление липидов и потерю белка наряду 
с повышением активности PPO и POD в тканях плодов. 
Другие авторы показали, что вымачивание собранных 
плодов сладкой вишни или их орошение до уборки рас-
твором хитозана эффективно подавляет целый спектр 
грибных патогенов: B. cinerea, P. expansum, R. stolonifera, 
A. alternata и Cladosporium spp. (Romanazzi et al., 2003). 
Редукция симптомов заражения коррелировала с защит-
ным ответом, связанным с накоплением PAL. Z. Ma с 
коллегами обнаружили, что индукция экспрессии GLU, 
POD, CAT, CHI и других ферментов под действием хи-
тозана контролирует бурую гниль (Monilinia fructicola), 
поражающую плоды персика (2013). Однако не во всех 
случаях действие хитозана per se имело положительный 
результат. Так, он не обеспечивал полную защиту плодов 
груши от голубой плесени (P. expansum), хотя в комби-
нации с Cryptococcus laurentii и хлоридом кальция был 
весьма эффективен (Meng et al., 2010). 

Средства защиты растений на основе хитозана
Несмотря на значительное число положительных эффек
тов хитозана в отношении контроля заболеваний расте
ний, в настоящее время его применение в чистом виде 
ограничено из-за недостаточной эффективности. Повы
шение биологической эффективности препаратов на ос
нове хитозана достигается за счет его химической моди-
фикации, влияющей на физические свойства, подбором 
оптимального для той или иной системы соотношения 
«патоген–хозяин» низко- и высокомолекулярных форм 
хитозана, а также путем создания комплексов с другими 
биологически активными веществами. К последним, в 
частности, относятся органические кислоты – салици-
ловая, арахидоновая, янтарная и глутаминовая, которые 
индуцируют механизмы локальной и системной устой-
чивости растений к патогенам и за счет этого повышают 
продуктивность растений в неблагоприятных условиях.

В настоящий момент в России разработан целый ряд 
комплексных препаратов, среди которых «Нарцисс» (ОАО 
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«Группа компаний «Агропром-МДТ»), «Хитозар» (разра-
ботчик – Всероссийский НИИ защиты растений, Санкт-
Петербург, Пушкин), «Экогель» (ООО «Биохимические 
технологии»). Особый интерес представляет «Нарцисс», 
включающий хитозан (50 %), янтарную (30 %) и глюта-
миновую (20 %) кислоты. Он повышает устойчивость 
пшеницы к бурой ржавчине и корневым гнилям, риса к 
пирикуляриозу, томатов к фитофторозу и фузариозу, огур-
цов к мучнистой росе и т. д. (Баданова и др., 2016). Кро
ме того, препарат разрушает хитиновую оболочку галло
вых нематод (Доброхотов, 2000; Гольдин, 2014). Другой 
препарат, «Экогель», получен путем магнитного обога-
щения лактата хитозана ионами серебра (http://ekogel.ru/
shop/poleznaya-informaciya/laktat-hitozana-dlya-rasteniy-
svoystva-primenenie). Данный препарат улучшает рост рас-
тений и корнеобразование, повышает устойчивость таких 
культур, как сахарная свекла, подсолнечник и картофель, 
к грибным, бактериальным и вирусным болезням при его 
применении методом обработки семян и опрыскивания 
растений (Тютерев, 2015). Во Всероссийском НИИ защи-
ты растений создан ряд препаратов под общим названи
ем «Хитозар» на основе хитозана и других биологически 
активных веществ. В их состав кроме хитозана входят СК 
и фосфористокислый калий («Хитозар М»), арахидоновая 
кислота («Хитозар Ф»). Эти комбинированные препараты 
защищали от таких вредителей, как мучнисторосяные и 
ложномучнисторосяные грибы, калифорнийский трипс 
(Кириллова, 2015; Баданова и др., 2016). В частности, на 
картофеле продемонстрирована активность препаратов 
с арахидоновой и салициловой кислотами против фито
фторы (Phytophthora infestans (Mont.) de Bary) и вируса Y 
соответственно. В случае фитофторы биологическая эф
фективность комплекса была на 15 % выше в сравнении 
с обработкой одним хитозаном, а в случае вируса Y рас
тения после обработки комплексом показали полную 
устойчивость (у предварительно обработанных только 
хитозаном – 6.7 % зараженных) (Тютерев, 2015). 

Как известно, по типу питания патогены классифи-
цируются на био-, некро- и гемибиотрофы, имеющие 
различную чувствительность к ROS, уровень которых 
контролируется антиоксидантной системой. Было изучено 
влияние иммуномодуляторов на основе хитозана, вани-
лина и СК на устойчивость пшеницы к различающимся 
по типу питания возбудителям бурой ржавчины и темно-
бурой пятнистости. Создан комбинированный препарат 
хитозана с определенным соотношением ванилина и СК, 
который обеспечивал высокий антипатогенный эффект 
по отношению к обоим возбудителям за счет модуляции 
активности ферментов антиоксидантной системы (Попова 
и др., 2018). 

Перспективное направление защиты растений вклю
чает использование комплекса хитозана с альгинатом – 
полисахаридом, входящим в состав клеточной стенки 
бурых водорослей. Этот комплекс обеспечивает инкап-
сулирование полезных микроорганизмов, которые могут 
использоваться в качестве пробиотиков и антагонистов 
патогенной флоры (Saberi Riseh et al., 2021). 

Как уже сказано выше, данные относительно антипа
тогенной активности низко- и высокомолекулярного хито-
зана противоречивые, что во многом обусловлено отсут-

ствием единой надежной методики определения его моле-
кулярной массы, а также тем, что в большинстве случаев 
препараты хитозана представляют собой смесь молекул 
разного размера. Наряду со сложностью и дороговизной 
анализа состава этих препаратов (уровня полимеризации 
молекул, степени их ацетилирования и т. д.) некоторые 
химические особенности хитозана также ограничивают 
его применение. Так, растворимость и, следовательно, 
эффективность хитозана в нейтральных или щелочных 
средах (почве или водном растворе) значительно уступают 
таковым в кислой среде (Katiyar et al., 2014). Раствори-
мость хитозана в широком диапазоне pH можно повысить 
путем химической модификации полимерной молекулы, 
например в результате взаимодействия с маннозой (Yu et 
al., 2023), присоединения метильных групп (Wang et al., 
2015), а также путем внутримолекулярного сшивания. 
Последним методом получено новейшее производное 
хитозана – новохизоль. В отличие от линейной молекулы 
хитозана молекула новохизоля имеет глобулярную, близ-
кую к сферической, форму (https://www.novochizol.ch). 
Такой молекулярный дизайн дает ему ряд преимуществ 
перед хитозаном: более высокую химическую стабиль-
ность, низкую степень биодеградации, растворимость в 
водных растворах с pH > 6, повышенную адгезию, способ-
ность удерживать в составе глобул различные вещества 
активного действия, например фунгициды, и медленно 
высвобождать их. Последнее свойство обеспечивает зна
чительное уменьшение эффективных концентраций актив-
ных веществ и, соответственно, снижение их негативного 
влияния на экосистемы и человека.

Уникальные возможности новохизоля позволяют ком-
бинировать с ним практически любые вещества (низко- 
и высокомолекулярные, гидрофильные, гидрофобные, 
даже нерастворимые), а также бактерии, грибы и их спо-
ры, вирусы. Различные способы комбинирования  (пу-
тем импрегнации или эмульгации) дают возможность 
регулировать дозу активного компонента и скорость его 
высвобождения, степень адгезии и другие параметры. 
Недавно показано, что обработка новохизолем стимули-
рует прорастание семян мягкой пшеницы в почвенном 
субстрате, а также способствует увеличению как корне-
вой биомассы, так и общей биомассы проростков (в 1.5 и  
1.8 раза соответственно) (Teplyakova et al., 2022). В отли-
чие от хитозана в настоящий момент пока слабо изучено 
воздействие новохизоля и его комплексов на устойчивость 
растений к патогенам. Предполагается, что такое влияние 
может иметь гораздо более выраженный эффект за счет 
синергического действия новохизоля per se и действия 
его активных компонентов, переносчиком которых он 
может служить. Уже есть подтверждающие это предпо
ложение предварительные данные, полученные на раз-
ных растительных объектах (https://www.novochizol.ch/
agrotechnology/). 

Заключение
Среди подходов, направленных на повышение устойчи-
вости растений к тем или иным факторам, биологические 
средства защиты имеют большую перспективу, поскольку 
в отличие от большинства используемых химических 
пестицидов не загрязняют окружающую среду и неток-

http://ekogel.ru/shop/poleznaya-informaciya/laktat-hitozana-dlya-rasteniy-svoystva-primenenie
http://ekogel.ru/shop/poleznaya-informaciya/laktat-hitozana-dlya-rasteniy-svoystva-primenenie
http://ekogel.ru/shop/poleznaya-informaciya/laktat-hitozana-dlya-rasteniy-svoystva-primenenie
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сичны для человека. К таким средствам защиты растений 
относится хитозан – деацетилированное производное 
хитина. По данным многочисленных авторов, обработка 
хитозаном приводит к увеличению биомассы растений 
и повышению их устойчивости к био- и абиотическим 
факторам внешней среды. Антипатогенные эффекты хи
тозана связаны как с непосредственным влиянием на па
тогены, так и его элиситорным действием, обусловлен-
ным индукцией PAMP. Специфические биологические 
эффекты хитозана определяются видами патогена и рас
тения-хозяина, условиями внешней среды и способом 
применения в зависимости от органа растения, подверга-
емого обработке. Несмотря на успешное использование 
хитозана в агробиологии, его такие физико-химические 
свойства, как низкая растворимость и адгезия, химическая 
нестабильность, ограничивают данное применение. Не-
давно разработаны ряд препаратов хитозана в комплексе 
с биологически активными веществами, усиливающими 
его действие, а также улучшенное химическое производ
ное – новохизоль, имеющий большой потенциал для ис-
пользования в качестве биостимулятора и эффективного 
средства защиты растений. 
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Аннотация. Создание удвоенных гаплоидов – ценный биотехнологический подход в селекции растений, по-
зволяющий ускоренно создавать новые сорта за счет одноэтапного получения гомозиготных линий. Целью 
настоящего исследования было проведение оценки показателей андрогенеза in vitro в культуре пыльников 
исходного селекционного материала сортов и комбинаций F1 и F2 и выявление перспективных образцов с хо-
рошей отзывчивостью. В работе использован растительный материал, перспективный для селекционных про-
грамм Сибирского научно-исследовательского института растениеводства и селекции – филиала ИЦиГ СО РАН. 
Десять сортов мягкой пшеницы и гибриды F1 и F2 девяти комбинаций скрещивания оценивали по основным 
параметрам андрогенеза in vitro: числу новообразований, числу альбиносов и зеленых растений-регенерантов 
и всех регенерировавших растений. Индукцию андрогенеза in vitro проводили в культуре пыльников на пита-
тельной среде Chu (N6), в качестве регулятора роста использовали 1 мг/л 2.4-Д. У изучаемых образцов обна-
ружен различный ответ на индукцию андрогенеза in vitro. Отмечен максимальный выход новообразований у 
гибридов F2 Новосибирская 15 × Лютесценс ШТ-335. Наибольшее количество зеленых растений-регенерантов 
обнаружено у F1 Новосибирская 15 × Лютесценс ШТ-335. По результатам дисперсионного анализа установлено 
достоверное ( p < 0.01) влияние генотипа на изучаемые признаки. Выявлены сорта с хорошей отзывчивостью 
в культуре пыльников (Новосибирская 15) и с отсутствием отзывчивости к андрогенезу in vitro (Новосибир-
ская  31). Сорт Новосибирская 16 характеризовался низкой регенерационной способностью новообразова-
ний. Среди гибридов значительный гетерозисный эффект отмечен по признаку «число новообразований на 
100 пыльников» в комбинациях Новосибирская 15 × Лютесценс ШТ-335, Новосибирская 15 × Лютесценс 111/09, 
Загора Новосибирская × Обская 2. Сорт Новосибирская 15 рекомендован к включению в скрещивания как сорт, 
обеспечивающий высокую отзывчивость в андрогенезе in vitro гибридов. Применение технологии удвоенных 
гаплоидов позволило быстро создать DH-линии на основе изучаемого материала.
Ключевые слова: удвоенные гаплоиды; андрогенез in vitro; культура пыльников; Triticum aestivum L.; гетерозис-
ный эффект.
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Abstract. Doubled haploid technology is a valuable biotechnological approach in plant breeding that enables one 
to quickly create new varieties through the single-stage production of homozygous lines. The aim of this study was 
to assess the indicators of in vitro androgenesis in the anther culture of the initial breeding material of varieties and 
combinations of F1 and F2 and to identify promising accessions with good responsiveness. For that purpose, the plant 
material that proved promising for the breeding programs of Siberian Research Institute of Plant Production and 
Breeding (SibRIPP&B) was used. Ten cultivars of common wheat and the F1 and F2 hybrids of nine combinations were 
evaluated for the main parameters of in vitro androgenesis such as the number of new formations, albino, green and 
all regenerated plants. Induction of androgenesis in vitro was carried out in anther culture in growth medium Chu (N6) 
containing 1 mg/l of growth regulator 2,4-D. The studied samples showed different responses to induction. The maxi-
mum level of new formations was found in F2 hybrids Novosibirskaya 15 × Lutescens ShT-335. The largest number of 
green plants was found in F1 Novosibirskaya 15 × Lutescens ShT-335. According to the results of variance analysis, 
a significant ( p < 0.01) influence of genotype on the studied traits was established. Varieties with good responsive-
ness to anther culture (Novosibirskaya 15) and lack of responsiveness to in vitro androgenesis (Novosibirskaya 31) 
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were identified. Novosibirskaya 16 was characterized by a low regeneration capacity of new formations. A significant 
heterotic effect was revealed considering the number of new formations per 100 anthers among the hybrids of such 
combinations as Novosibirskaya 15 × Lutescens ShT-335, Novosibirskaya 15 × Lutescens 111/09, and Zagora Novosi-
birskaya × Obskaya 2. Novosibirskaya 15 was recommended for inclusion in crossings as a parental form that provides 
high hybrid responsiveness during in vitro androgenesis. The use of doubled haploid technology made it possible to 
quickly create DH-lines based on the breeding material.
Key words: doubled haploids; in vitro androgenesis; anther culture; Triticum aestivum L.; heterosis.
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Введение
Мягкая пшеница (Triticum aestivum L.) – важнейшая зла­
ковая культура и основной источник растительного бел­
ка для человечества. По данным Продовольственной и 
сельскохозяйственной организации Объединенных На­
ций (FAO), за период 2019–2021 гг. в мире ежегодно в 
среднем производится свыше 760 млн тонн пшеницы, из 
них в России – 78.8 млн тонн1. С увеличением населения 
Земли встает необходимость наращивания производства 
зерна. По прогнозам мировых рынков зерновых, на период 
2021–2030 гг. производство зерна должно увеличиться до 
840 млн тонн, в том числе за счет повышения урожайно­
сти пшеницы2.

Основная задача селекции – это создание новых сортов, 
сочетающих высокую продуктивность, экологическую 
пластичность, устойчивость к болезням и другим факто­
рам среды. Для решения этой задачи необходимо вовле­
чение нового селекционного материала и современных 
биотехнологических методов.

В процессе выведения нового сорта пшеницы наряду с 
традиционными методами, включающими гибридизацию, 
многоступенчатый отбор с последующей чередой само­
опылений для достижения однородности и константности, 
в последнее время широко применяются различные подхо­
ды, позволяющие оптимизировать селекционный процесс. 
Большое распространение получил метод создания линий 
удвоенных гаплоидов, DH (от англ. doubled haploids). Это 
полностью гомозиготные линии, полученные при удвое­
нии числа хромосом гаплоидного растения. Они являются 
уникальным генетическим материалом для ускорения 
процесса селекции и снижения его трудоемкости, а также 
для создания картирующих популяций, фенотипирования 
и генотипирования (Hao et al., 2013; Hale et al., 2022). 

Появляется возможность получать гомозиготные ли­
нии из гибридного материала всего за одну генерацию, в 
свою очередь, классические методы селекции позволяют 
достичь этого только через пять-шесть поколений само­
опыления. Таким образом, селекционеры могут выпустить 
новый сорт уже через пять-семь лет, что дает возможность 
быстро реагировать на потребности производителей.

В последние годы внимание исследователей было на­
правлено на усовершенствование методических протоко­
лов, что позволило DH-технологии стать быстрым и точ­
ным инструментом достижения гомозиготности исходного 
селекционного материала (Maluszynski et al., 2003; Węd­
zony et al., 2009; Seguí-Simarro et al., 2021b). Отправной 
1 Crops and livestock products. https://www.fao.org/faostat/en/#data/QCL 
2 OECD/FAO (2021), OECD-FAO Agricultural Outlook 2021–2030, OECD Pub
lishing, Paris, https://doi.org/10.1787/19428846-en 

точкой исследований в этой области послужило открытие 
индийских ученых способности культивируемых пыль­
ников Datura формировать гаплоидные зародыши и про- 
ростки (Guha, Maheshvari, 1964). В настоящее время до­
ступны протоколы получения DH-линий почти для 400 ви­
дов (Seguí-Simarro et al., 2021a). По некоторым данным, 
во всем мире выпущено более 300 сортов, полученных с 
использованием DH-технологий для 12 видов растений 
(Forster, Thomas, 2005).

Удвоенные гаплоиды могу быть получены in vivo и 
in vitro способами. Использование in vivo систем заклю­
чается в получении гаплоидного зародыша при партеноге­
незе, псевдогамии, отдаленной гибридизации с последую­
щей элиминацией хромосом чужеродного вида опылителя 
или при внутривидовых скрещиваниях (опыление об­
работанной пыльцой, скрещивание с линиями гаплоид­
ной индукции). Эти способы получения DH обязатель- 
но включают последующее удвоение хромосом. Методы 
in vitro основаны на развитии целых растений из клеток 
гаметофита, это может быть гиногенез (культивирование 
на питательных средах завязей и цветков) или андрогенез 
(культивирование пыльников и изолированных микро­
спор) (Forster, Thomas, 2005; Seguí-Simarro et al., 2021b).

Культура микроспор и пыльников широко используется 
для создания гаплоидных и DH-растений в селекционных 
программах пшеницы (Dunwell, 2010; Lantos et al., 2013; 
Seguí-Simarro et al., 2021a). Получение удвоенных гапло­
идов посредством андрогенеза в культуре пыльников in 
vitro (КП) – простой и эффективный метод создания чис­
тых линий (Уразалиев, 2015; Castillo et al., 2015; Lantos, 
Pauk, 2016; Колесникова и др., 2021). Суть этого процесса 
состоит в переключении программы развития микроспор с 
гаметофитного (образование пыльцевого зерна) на споро­
фитный путь развития, при котором формируются эмбрио­
подобные структуры и каллусы, дающие начало целым 
растениям-регенерантам (Эмбриологические основы…, 
2005). Ценность таких растений значительна, поскольку 
они возникают из клеток после мейотического деления 
и, таким образом, имеют уникальные комбинации генов. 
Гаплоидные клетки по мере роста на питательной среде 
могут подвергаться дублированию своего генома, форми­
руя спонтанные DH-растения со 100 % гомозиготностью. 
У гомозиготных организмов действие рецессивных генов 
проявляется наряду с доминантными, поэтому при работе 
с ними значительно сокращается время отбора нужных 
генотипов (Kasha, Maluszynski, 2003). 

На эффективность андрогенеза в КП влияют многие 
факторы, такие как условия выращивания доноров, ста­
дия развития микроспор, условия предобработок, состав 

https://www.fao.org/faostat/en/#data/QCL
https://doi.org/10.1787/19428846-en
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питательной среды, однако определяющим является влия­
ние генотипа (Tuvesson et al., 2000; Lantos, Pauk, 2020; 
Seguí-Simarro et al., 2021b; Hale et al., 2022). Альбинизм и 
значительная генотипическая зависимость ограничивают 
успешность получения андрогенных растений-регенеран­
тов (Li et al., 2013; Zhao L. et al., 2015). Реакция варьирует 
в зависимости от генотипа как среди видов, так и внутри 
них. Например, среди гексаплоидных пшениц озимые 
формы характеризуются в андрогенезе in vitro лучшим 
ответом, чем яровые (Sharma et al., 2005; Lazaridou et al., 
2016). Пшенично-ржаная транслокация 1RS.1BL поло­
жительно влияет на регенерацию растений в андрогенезе  
in vitro (Agache et al., 1989; Першина и др., 2013; Тимонова 
и др., 2022). 

Установлено аддитивное, доминантное и эпистатиче­
ские взаимодействие генов, отвечающих за наследование 
андрогенных признаков в КП (Chaudhary et al., 2003; Da­
güstü, 2008; Grauda et al., 2016). В то же время некоторые 
результаты показали, что андрогенный ответ в КП следу­
ет простой схеме наследования и контролируется доми­
нантными генами (El-Hennawy et al., 2011). В работе (Abd 
El-Fatah et al., 2020) показано, что аддитивные эффекты 
были более важными, чем эффекты доминирования в ге­
нетическом контроле признаков андрогенеза in vitro.

Одна из стратегий преодоления генотипической зави­
симости заключается в использовании в скрещиваниях 
отзывчивого в андрогенезе in vitro селекционного материа­
ла, т. е. один из родителей, участвующих в скрещивании, 
должен индуцировать развитие зеленых регенерантов у 
гибридов (Tuvesson et al., 2003; Kondic-Špika et al., 2011; 
Lantos, Pauk, 2020). Поэтому целесообразны проведение 
оценки исходных селекционных образцов и вовлечение 
в скрещивания наиболее подходящих, с хорошей отзыв­
чивостью к андрогенезу in vitro.

Настоящее исследование проведено с целью оценки 
показателей андрогенеза in vitro в культуре пыльников 
исходного селекционного материала сортов и комбинаций 
F1 и F2 яровой мягкой пшеницы и выявления перспектив­
ных образцов с хорошей отзывчивостью.

Материалы и методы
В качестве материала использовали перспективные для 
селекционной программы Сибирского научно-иссле­
довательского института растениеводства и селекции 
(СибНИИРС) – филиала ИЦиГ СО РАН образцы яровой 
мягкой пшеницы. Девять комбинаций F1  и F2 и десять 
родительских сортов были отобраны для оценки эффек­
тивности в андрогенезе in vitro (табл. 1).

Растения-доноры пыльников выращивали на опытном 
поле СибНИИРС в 2022 г. Сбор колосьев проводили с глав­
ных побегов, когда микроспоры в пыльниках находились в 
средней или поздней одноядерной стадии. Визуально это 
соответствует расположению середины колоса на уровне 
влагалища второго сверху листа. Оценку стадии развития 
микроспор осуществляли под микроскопом Leica CME, 
Leica Microsistems (Россия) на давленых цитологических 
препаратах, окрашенных ацетокармином.

Собранные в поле колосья помещали в термический 
контейнер с хладагентами, транспортировали в лабора­
торию, помещали в сосуды с дистиллированной водой и 
выдерживали в хладотермостате ТВЛ-К при температуре 
+4 °С в течение семи дней. После предобработки холодом 
колосья, находящиеся в колосовой трубке, поверхностно 
стерилизовали салфетками, смоченными поочередно в 70 
и 96 % спирте, и переносили в стерильные условия бокса 
микробиологической безопасности. Пыльники выделя­
ли из боковых цветков средней части каждого колоса, в 
среднем около 50 пыльников с каждого колоса. Минимум 
100 пыльников в трехкратном повторении выделяли для 
каждого образца. Одна чашка Петри считалась одним 
повторением. 

Пыльники с двух колосьев одного генотипа инокули­
ровали в 100 мм Ø чашки Петри, содержащие 15–20 мл 
индукционной среды N6 (Chu, 1978) с добавлением 
90 г/л сахаров (сахароза: мальтоза – 2:1); мио-инозитол – 
100 мг/л; 2.4-Д – 1 мг/л, кинетин – 0.5 мг/л и растительный 
агар – 6  г/л. Чашки Петри с пыльниками инкубирова­
ли в темноте при температуре 28 °С до появления пер­
вых новообразований, затем продолжали инкубировать 

Таблица 1. Комбинации F1–F2 пшеницы и их родительские сорта,  
оцениваемые по отзывчивости андрогенеза in vitro в культуре пыльников 

№ п/п Сорта № п/п Комбинации, поколения F1, F2 Номер  
комбинации

   1 Новосибирская 15 11 Новосибирская 15 × Лютесценс ШТ-335 № 3

   2 Новосибирская 16 12 Новосибирская 15 × Лютесценс 111/09 № 2

   3 Новосибирская 18 13 Новосибирская 16 × Лютесценс 111/09 № 7

   4 Новосибирская 31 14 Новосибирская 18 × Лютесценс 111/09 № 9

   5 Новосибирская 75 15 Новосибирская 18 × Сигма № 61

   6 Загора Новосибирская 16 Новосибирская 75 × Лютесценс 111/09 № 23

   7 Обская 2 17 Новосибирская 31 × Лютесценс 111/09 № 14

   8 Сигма 18 Загора Новосибирская × Лютесценс 111/09 № 26

   9 Лютесценс 111/09 19 Загора Новосибирская × Обская 2 № 24

10 Лютесценс ШТ-335
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при температуре 25 °С для дальнейшего роста структур. 
После 30–40 дней инкубации новообразования, достиг­
шие в диаметре 1.5–2 мм, переносили по 3–5 структур в Ø 
28 мм пробирки с регенерационной средой Гамборга, В5 
(Gamborg, Eveleigh, 1968), без фитогормонов с добавле­
нием сахарозы – 30 г/л и растительного агара – 5 г/л. 
Регенерация проростков происходила под светодиодными 
лампами с плотностью фотосинтетического потока фото­
нов (PPFD) 751.6 мкмоль/м2/с при 16-часовом световом 
периоде и температуре 18–20 °С в течение 20–30 дней.

Зеленые проростки с хорошо развитыми корнями и 
листьями вынимали из пробирок, тщательно отмывали 
корни от остатков питательной среды и пересаживали в 
отдельные горшочки (0.8 л) со смесью кокосового суб­
страта, универсального грунта и вермикулита в пропорции 
3:1:1. Укоренившиеся растения выращивали под теми 
же светодиодными лампами при температуре 19–21 °С 
и влажности около 50–60 %. Растения выращивали до 
полной спелости. Отбирали только фертильные растения 
(спонтанно удвоенные гаплоиды), частично фертильные 
или стерильные растения выбраковывали. 

Для оценки эффективности культуры пыльников про­
водили учет по показателям: число новообразований (эм­
бриоподобных структур и каллусов) на 100 выделенных 
пыльников (Ч Н/100П); число альбиносов на 100 выделен­
ных пыльников (Ч А/100П); число зеленых регенерантов 
на 100 выделенных пыльников (Ч ЗР/100П); число всех 
регенерантов на 100 новообразований (Ч ВР/100Н).

Статистическую обработку данных выполняли сред­
ствами программного пакета Microsoft Exсel 2010. Дис­
персионный анализ проводили с использованием паке­
та прикладных программ SNEDECOR (Сорокин, 2004). 
Гетерозис истинный (Гист , %) и гипотетический (Ггип , %) 
определяли по Д.С. Омарову (1975), согласно формулам 
(1) и (2):

	          Гист = F1 – Рлуч /Рлуч × 100 %, 	      (1) 
	           Ггип = F1 – Рср /Рср × 100 %, 		        (2)

где F1 – изучаемый показатель у гибрида; Рлуч – этот же 
показатель у лучшего родителя; Рср – средний показатель 
между родительскими формами (P1 + Р2)/2.

Степень фенотипического доминирования (показатель 
наследования признаков) в контролируемых скрещива­
ниях определяли по методу Гриффинга (Griffing, 1956). 
Степень доминирования (Нр) определяли по формуле (3):

		  Hp = F1 – MF/HF – MF,      	       (3) 
где Нр – показатель наследования; F1 – среднее значение 
признака в гибридной семье; MF – среднее значение при­

знака между обоими родителями; HF – значение признака 
у лучшего родителя. При условии: Hp > 1 классифициро­
вали положительный гетерозис; Hp = 0.5–1.0 – положи­
тельное доминирование; при Hp в диапазоне от +0.5 до 
–0.5 – промежуточное наследование; при Hp = –0.5 до 
–1.0 – отрицательное доминирование; при Hp < –1.0 – от­
рицательный гетерозис.

Инбридинговую депрессию (ID %) определяли согласно 
D.G. Pederson (1971) по формуле (4):

	             ID = (F2 – F1/F1) × 100 %, 		        (4) 
где ID – инбридинговая депрессия; F1 – среднее значе­
ние признака в гибридной семье первого поколения; 
F2 – среднее значение признака в гибридной популяции 
второго поколения.

Результаты и обсуждение
Успешность применения DH-технологии в селекционных 
программах зависит от способности генотипов к регене­
рации зеленых растений в андрогенезе in vitro.

В настоящей работе осуществлена оценка способности 
к андрогенезу in vitro 10 сортов и 9 комбинаций поколе­
ний F1 и F2. Всего в опыте выделено и помещено на ин­
дукционную среду 16 598 пыльников: не менее 100 пыль­
ников для каждого образца в трехкратной повторности. 
В однофакторном дисперсионном анализе показано до­
стоверное влияние генотипа на все изучаемые параметры 
андрогенеза in vitro (табл. 2).

Оцениваемые образцы проявляли различную реакцию 
в андрогенезе in vitro (табл. 3). Признак «число новооб­
разований к 100 выделенным пыльникам» (Н/100П) по­
казывает количество структур (эмбриоподобные струк­
туры и каллусы), сформированных из микроспор. Этот 
признак варьировал в пределах от 0 до 17.20 (Новоси­
бирская  15 × Лютесценс ШТ-335, F2) при среднем зна- 
чении 3.74. Число зеленых растений на 100 пыльников 
(ЗР/100П) в среднем достигло 1.45. Максимальным зна­
чением характеризовались гибриды F1 Новосибир­
ская 15 × Лютесценс ШТ-335 и Новосибирская 15 × Лю­
тесценс  111/09, – 12.15 и 12.50 соответственно. Число 
альбиносов к 100 пыльникам (А/100П) в среднем соста­
вило 0.63. Наибольшие значения были у сорта Новоси­
бирская  15 (2.67), F2 Новосибирская 15 × Лютесценс 
ШТ-335 (2.40) и F1 Загора Новосибирская × Обская 2 
(2.92). Среднее значение по признаку всего регенерантов 
на 100 пыльников было 2.08. В целом лучше регенериро­
вали образцы F1 Новосибирская 15 × Лютесценс ШТ-335 
и Новосибирская 15 × Лютесценс 111/09 с преобладанием 

Таблица 2. Однофакторный дисперсионный анализ признаков андрогенетического ответа  
в культуре пыльников in vitro сортов и гибридов F1–F2 пшеницы

Источник варьирования df Число Н/100П Число ЗР/100П Число А/100П

Доля влияния, % Fфакт Доля влияния, % Fфакт Доля влияния, % Fфакт

Фактор «генотип» 27 73.44 9.30* 78.57 12.00* 51.82 4.23*

Случайные факторы 56 26.56 – 21.43 – 48.18 –

* p < 0.01 (Fтабл. 0,99 = 2.18); df – число степеней свободы; Fфакт – расчетное значение критерия Фишера; Н/100П – новообразования на 100 пыльников; 
ЗР/100П – зеленые растения на 100 пыльников; А/100П – альбиносы на 100 пыльников.
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Таблица 3. Показатели андрогенной способности в культуре пыльников in vitro сортов и гибридов F1–F2 пшеницы

Генотип Число Н/100П Число ЗР/100П Число А/100П Число ВР/100П

Новосибирская 15 5.892 ± 1.26 1.67 ± 0.33 2.671 ± 0.33 4.331 ± 0.58

Новосибирская 16 12.401 ± 2.67 0.40 ± 0.40 1.401 ± 0.36 1.80 ± 0.73

Новосибирская 18 5.21 ± 0.70 0.21 ± 0.22 1.00 ± 0.55 1.21 ± 0.70

Новосибирская 31 0.00 0.00 0.00 0.00

Новосибирская 75 2.13 ± 0.46 0.27 ± 0.46 0.53 ± 0.32 0.80 ± 0.78

Загора Новосибирская 2.71 ± 0.66 0.12 ± 0.21 0.47 ± 0.41 0.59 ± 0.21

Обская 2 0.47 ± 0.31 0.20 ± 0.35 0.07 ± 0.12 0.27 ± 0.46

Сигма 0.40 ± 0.29 0.00 0.00 0.00

Лютесценс 111/09 1.43 ± 0.73 0.29 ± 0.08 0.57 ± 0.31 0.86 ± 0.37

Лютесценс ШТ-335 2.58 ± 0.25 0.75 ± 0.25 0.42 ± 0.52 1.17 ± 0.52

F1 (Новосиб. 15 × Лют. ШТ-335) 9.031 ± 1.35 12.151 ± 4.51 1.042 ± 0.00 13.191 ± 4.51

F2 (Новосиб. 15 × Лют. ШТ-335) 17.201 ± 2.95 3.871 ± 0.61 2.401 ± 1.06 6.271 ± 1.40

F1 (Новосиб. 15 × Лют. 111/09) 15.631 ± 2.76 12.501 ± 2.08 1.042 ± 0.00 13.541 ± 2.08

F2 (Новосиб. 15 × Лют. 111/09) 4.50 ± 0.81 1.30 ± 0.63 0.50 ± 0.17 1.80 ± 0.61

F1 (Новосиб. 16 × Лют. 111/09) 1.74 ± 1.54 1.39 ± 0.68 0.35 ± 0.60 1.74 ± 1.28

F2 (Новосиб. 16 × Лют. 111/09) 0.40 ± 0.23 0.00 0.00 0.00

F1 (Новосиб. 18 × Лют. 111/09) 3.27 ± 1.68 0.30 ± 0.26 0.00 0.30 ± 0.26

F2 (Новосиб. 18 × Лют. 111/09) 1.33 ± 1.04 0.56 ± 0.39 0.22 ± 0.20 0.78 ± 0.49

F1 (Новосиб. 18 × Сигма) 1.74 ± 0.31 1.39 ± 0.68 0.35 ± 0.30 1.74 ± 0.88

F2 (Новосиб. 18 × Сигма) 1.00 ± 0.2 0.40 ± 0.36 0.40 ± 0.40 0.80 ± 0.70

F1 (Новосиб. 75 × Лют. 111/09) 0.69 ± 0.60 0.00 0.00 0.00

F2 (Новосиб. 75 × Лют. 111/09) 1.17 ± 0.38 0.33 ± 0.29 0.17 ± 0.29 0.50 ± 0.00

F1 (Новосиб. 31 × Лют. 111/09) 0.00 0.00 0.00 0.00

F2 (Новосиб. 31 × Лют. 111/09) 0.00 0.00 0.00 0.00

F1 (Загора Новосиб. × Лют. 111/09) 0.35 ± 0.34 0.35 ± 0.34 0.00 0.35 ± 0.34

F2 (Загора Новосиб. × Лют. 111/09) 3.00 ± 1.05 1.80 ± 0.35 0.20 ± 0.35 2.00 ± 0.35

F1 (Загора Новосиб. × Обская 2) 7.081 ± 3.94 0.00 2.921 ± 1.13 2.92 ± 1.13

F2 (Загора Новосиб. × Обская 2) 3.80 ± 1.28 0.40 1.401 ± 1.08 1.80 ± 1.24

Среднее значение 3.74 1.45 0.63 2.08

НСР0.05 2.50 1.72 0.42 1.88

НСР0.10 2.11 1.45 0.36 1.58

Примечание. Н – новообразования; ЗР – зеленые растения; А – альбиносы; П – пыльники; ВР – всего регенерантов; Новосиб. – Новосибирская; Лют. – 
Лютесценс.
1 Отличия от среднего значения достоверны при p = 0.05; 2 отличия от среднего значения достоверны при p = 0.10.

зеленых регенерантов. Всего в опыте получено 150 зеле­
ных растений-регенерантов. 

Среди сортов обнаружено, что высокая продукция 
новообразований еще не гарантирует большой выход ре­
генерантов. Так, превышали среднее значение по числу 
новообразований сорта Новосибирская 15 ( p < 0.10) и 
Новосибирская 16 ( p < 0.05), а регенерировал лучше 
сорт Новосибирская 15 (число ВР/100П = 4.33, p < 0.05). 
У сорта Новосибирская 16 сформировалось 12.40 ново­
образований на 100 пыльников, из которых регенериро­
вало 1.80 проростков на 100 пыльников) (см. табл. 3). 
Этот факт подтверждает литературные данные о том, что 

признаки андрогенеза in vitro контролируются полиген­
но и являются независимо наследуемыми (Ekiz, Konzak, 
1994; Nielsen et al., 2015; Abd El-Fatah et al., 2020). Сорт 
Новосибирская 31 не формировал новообразований, при­
мечательно, что в комбинации с этим генотипом в первом 
и втором поколениях также не формировалось структур. 
Таким образом, можно предположить, что мы обнаружи­
ли неотзывчивый генотип и это станет материалом для 
дальнейших исследований.

Способность новообразований регенерировать в про­
ростки отражают признаки «число зеленых растений на 
100 новообразований» и «число альбиносов на 100 но­
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вообразований» (см. рисунок). В среднем по опыту из 
100 новообразований регенерировало больше зеленых 
растений, чем альбиносов, 26.41 и 18.74 соответственно. 
Лучшая регенерирующая способность, когда более по­
ловины новообразований формировали растения, отме­
чена у гибридов F1 № 3 (Новосибирская 15 × Лютесценс 
ШТ-335), № 2 (Новосибирская 15 × Лютесценс 111/09), 
№ 7 (Новосибирская 16 × Лютесценс 111/09), № 61 (Но­
восибирская 18 × Сигма), № 26 (Загора Новосибирская × 
Лютесценс 111/09) и F2 № 26 (Загора Новосибирская × 
Лютесценс 111/09) (см. рисунок). Отмечено, что у гибри- 
да F1 № 3 (Новосибирская 15 × Лютесценс ШТ-335) при­
знак «число зеленых растений на 100 новообразований» 
составил более 100. Это можно объяснить явлением вто­
ричного эмбриогенеза или способностью эмбриоподоб­
ных структур развиваться в полиэмбриоиды. Результат 
того и другого – формирование клоновых или сестринских 
растений. Полиэмбриоиды представляют собой структу­
ры с несколькими очагами роста побегов (Сельдимирова, 
2009; Pershina et al., 2020).

Явление альбинизма – ограничивающий фактор в по­
лучении DH-линий в андрогенезе in vitro. В нашем опы­
те доля зеленых растений в общем числе проростков 
преобладала у образцов Обская 2, Лютесценс ШТ-335; 
у гибридов F1 Новосибирская 15 × Лютесценс ШТ-335, Но­
восибирская 15 × Лютесценс 111/09, Новосибирская 16 × 
Лютесценс 111/09, Новосибирская 18 × Сигма, Загора Но­
восибирская × Лютесценс 111/09 и F2 Новосибирская 18 × 
Лютесценс 111/09, Новосибирская 75 × Лютесценс 111/09, 
Загора Новосибирская × Лютесценс 111/09 (см. рисунок). 

Из результатов дисперсионного анализа следует, что 
альбинизм обусловливается генотипом примерно на 50 % 
(см. табл. 2). Известно несколько причин, которые могут 
способствовать проявлению альбинизма: это генотип, 

условия выращивания растений-доноров, условия куль­
тивирования, состав сред, несовместимость ядерных и 
пластидных геномов, делеции или мутации в пластидной 
ДНК (Nielsen et al., 2015; Zhao P. et al., 2017). В литера­
турных данных показана высокая достоверность влияния 
генотипа на число альбиносных растений-регенерантов 
(Lantos, Pauk, 2016; Castillo et al., 2019; Abd El-Fatah et al., 
2020; Kanbar et al., 2020). 

Генотипическая зависимость в феномене альбинизма 
связана с активацией транскрипции специфических генов, 
участвующих в начальных этапах биогенеза хлоропластов 
(Мозгова и др., 2006; Canonge et al., 2021). У альбиносных 
растений обнаружены делеции в хлоропластной ДНК, 
одновременно была ингибирована транскрипция ядерных 
генов, кодирующих локализованные в хлоропластах бел­
ки, в то время как уровень транскриптов ядерных генов, 
кодирующих белок, не входящий в состав хлоропластов, 
был идентичен уровню в зеленых растениях (Dunford, 
Walden, 1991). 

Чтобы оценить перспективность использования изучае­
мых сортов в дальнейших скрещиваниях, была проведена 
оценка гетерозисного эффекта их гибридов. Гетерозисный 
эффект отзывчивости в андрогенезе in vitro описан ранее, 
и его степень варьирует от генотипа к генотипу (Ouyang 
et al., 1973; Ekiz, Konzak, 1994). 

Гетерозис истинный (Гист), гипотетический (Ггип), по­
казатель наследуемости (Нр) и инбридинговую депрессию 
(ID %) рассчитывали для признака «число новообразова­
ний на 100 пыльников», поскольку, согласно результатам 
дисперсионного анализа, этот признак в значительной 
степени обусловлен генотипом, доля влияния фактора ге­
нотип составила 73.44 % (см. табл. 2) и напрямую влияет 
на последующие показатели отзывчивости в андрогенезе 
in vitro. Максимальный гипотетический гетерозис опре­

Доля регенерации зеленых и альбиносных растений на 100 новообразований в андрогенезе in vitro сортов и гибридов поколений F1–F2  
пшеницы. 
№ 3 (Новосибирская 15 × Лютесценс ШТ-335), № 2 (Новосибирская 15 × Лютесценс 111/09), № 7 (Новосибирская 16 × Лютесценс 111/09), № 9 (Ново-
сибирская 18 × Лютесценс 111/09), № 61 (Новосибирская 18 × Сигма), № 23 (Новосибирская 75 × Лютесценс 111/09), № 14 (Новосибирская 31 × Лютес-
ценс 111/09), № 26 (Загора Новосибирская × Лютесценс 111/09), № 24 (Загора Новосибирская × Обская 2); НСР0.05 (число ЗР/100Н) = 19.51; НСР0.05 (число 
А/100Н) = 7.81.
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Study of wheat (Triticum aestivum L.) breeding 
material potential for in vitro androgenesis

делен для комбинации Загора Новосибирская × Обская 2, 
минимальный – для комбинации Новосибирская 31 × Лю­
тесценс 111/09 (табл. 4). Истинный гетерозис характеризу­
ет более сильное проявление признака в F1 по сравнению 
с лучшей родительской формой.

Наибольший истинный гетерозис отмечен в комбина­
ции Новосибирская 15 × Лютесценс 111/09; 100 % от­
рицательный гетерозис был у гибридов с сортом Ново­
сибирская 31, у которых не наблюдалось отзывчивости 
к андрогенезу, также значительный отрицательный Гист 
отмечен в комбинациях Новосибирская 16 × Лютес­
ценс 111/09 и Загора Новосибирская × Лютесценс 111/09.

Анализ показателя наследуемости выявил положитель­
ный гетерозис для комбинаций Новосибирская 15 × Лю­
тесценс ШТ-335, Новосибирская 15 × Лютесценс 111/09, 
Загора Новосибирская × Обская 2. Промежуточное на­
следование определено для комбинаций с сортом Ново­
сибирская 18. В комбинации Новосибирская 16 × Лютес­
ценс 111/09 обнаружено отрицательное доминирование, 
а в комбинациях Новосибирская 75 × Лютесценс 111/09 и 
Загора Новосибирская × Лютесценс 111/09 – отрицатель­
ный гетерозис.

Среди гибридов F1 и F2 наблюдается разная степень 
проявления признаков андрогенеза in vitro. По числу но­
вообразований на 100 пыльников первое поколение пре­
восходило второе в комбинациях Новосибирская 15 × Лю­
тесценс 111/09, Новосибирская 16 × Лютесценс 111/09, Но­
восибирская 18 × Лютесценс 111/09, Новосибирская 18 × 
Сигма, Загора Новосибирская × Обская 2. Инбридинговая 
депрессия отмечена в комбинациях Новосибирская 15 × 
Лютесценс ШТ-335, Новосибирская 75 × Лютесценс 111/09, 
Загора Новосибирская × Лютесценс 111/09 (см. табл. 4). 
Отрицательный показатель ID % говорит о превосходстве 
проявления признака у гибридов F1 над F2.

Подводя итог проведенного анализа наследования спо­
собности микроспор формировать новообразования для 

различных комбинаций, следует обратить внимание на 
положительные показатели для комбинаций с сортом 
Новосибирская 15. Эти результаты согласуются с ранее 
полученными данными по изучению отзывчивости ги­
бридов F1 и F2 Обская 2 × Новосибирская 15 в сравнении 
с родительскими сортами (Петраш и др., 2022). Изучение 
характера наследования на многих комбинациях позволяет 
оценивать формирование положительного ответа в андро­
генезе in vitro гибридов и в дальнейшем осуществлять 
эффективный подбор пар при скрещиваниях в рамках 
селекционных программ с использованием метода удво­
енных гаплоидов.

Заключение
Это исследование проведено для изучения потенциала 
исходного селекционного материала в андрогенезе in vitro 
на 10 различных сортах мягкой пшеницы и 9 комбина­
циях F1 и F2. Всего в опыте анализировали 28 генотипов. 
Оценивали такие показатели андрогенеза, как число но­
вообразований (эмбриоподобные структуры и каллусы), 
число зеленых регенерантов, число альбиносов и число 
всех регенерировавших растений. 

Выявлены сорта с отзывчивостью в культуре пыльни­
ков (Новосибирская 15) и с отсутствием отзывчивости к 
андрогенезу in vitro (Новосибирская 31). Сорт Новосибир­
ская 16 характеризуется низкой регенерационной способ­
ностью новообразований. Среди гибридов значительный 
гетерозисный эффект отмечен в комбинациях Новосибир­
ская 15 × Лютесценс ШТ-335, Новосибирская 15 × Лютес­
ценс 111/09, Загора Новосибирская × Обская 2. Положи­
тельный гетерозис признака «число новообразований на 
100 пыльников» выявлен в комбинациях сортов  Ново- 
сибирская 15, промежуточное наследование – в комби­
нациях сорта Новосибирская 18. Сорт Новосибирская 15 
рекомендован к включению в скрещивания как сорт, 
обеспечивающий высокую отзывчивость в андрогенезе 

Таблица 4. Гетерозисный эффект и показатель наследования признака «число новообразований/100 пыльников»  
девяти комбинаций мягкой пшеницы 

Комбинация Показатель

Ггип , % Гист , % Hp ID %

Новосибирская 15 × Лютесценс ШТ-335 113.22 53.31 2.901 90.48

Новосибирская 15 × Лютесценс 111/09 327.05 165.37 5.371 –71.21

Новосибирская 16 × Лютесценс 111/09 –74.84 –85.97 –0.943 –77.01

Новосибирская 18 × Лютесценс 111/09 –1.51 –37.24 –0.032 –59.33

Новосибирская 18 × Сигма –37.97 –66.60 –0.442 –42.53

Новосибирская 75 × Лютесценс 111/09 –61.24 –67.61 –3.114 69.57

Новосибирская 31 × Лютесценс 111/09 –100 –100 –* –*

Загора Новосибирская × Лютесценс 111/09 –83.09 –87.08 –2.694 757.14

Загора Новосибирская × Обская 2 345.28 161.25 4.901 –46.33

Примечание. Ггип , % – гетерозис гипотетический; Гист , % – гетерозис истинный; ID % – инбридинговая депрессия; Hp – степень доминирования; 1 по-
ложительный гетерозис; 2 промежуточное наследование; 3 отрицательное доминирование; 4 отрицательный гетерозис; * Показатель не рассчитывался, 
так как не было получено новообразований.
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in vitro гибридов, по сравнению со вторым родительским 
сортом. Благодаря использованию технологии удвоенных 
гаплоидов на данном гибридном материале созданы DH-
линии, которые в настоящее время проходят оценку в 
полевых условиях.
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Reconstruction and analysis of the gene regulatory network  
for cell wall function in Arabidopsis thaliana L. leaves  
in response to water deficit
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Abstract. The plant cell wall represents the outer compartment of the plant cell, which provides a physical barrier and 
triggers signaling cascades under the influence of biotic and abiotic stressors. Drought is a factor that negatively affects 
both plant growth and development. Cell wall proteins (CWP) play an important role in the plant response to water 
deficit. The adaptation mechanisms of the cell wall to water loss are of interest for identifying important genetic factors 
determining plant drought resistance and provide valuable information on biomarkers for further selection aimed at 
increasing the yield of crop plants. Using ANDSystem, a gene network describing the regulation of CWPs under water 
restriction conditions was reconstructed. The analysis of the gene network and the transcriptome data analysis allowed 
prioritizing transcription factors (TF) based on their enrichment of differentially expressed genes regulated by them. As 
a result, scores were calculated, acting as indicators of the association of TFs with water deficit. On the basis of the score 
values, eight most significant TFs were selected. The highest priority was given to the TF GBF3. CWPs were prioritized 
according to the criterion of summing up the scores of transcription factors regulating these genes. Among the most 
prioritized CWPs were the AT5G03350 gene encoding a lectin-like protein, AT4G20860 encoding BBE-like 22 required for 
the oxidation of cellulose degradation products, and AT4G37800 encoding xyloglucan endotransglucosylase/hydro
lase 7. Overall, the implemented algorithm could be used for prediction of regulatory interactions between transcrip-
tion factors and target genes encoding cell wall proteins in plants.
Key words: plant cell wall; drought; plants; differentially expressed genes; text mining; microarray; gene regulatory 
network.
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Реконструкция и анализ регуляторной генной сети 
функционирования клеточной стенки листьев  
Arabidopsis thaliana L. при ответе на водный дефицит
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Аннотация. Растительная клеточная стенка представляет собой внешний компартмент растительной клетки, 
который во многом обеспечивает физический барьер и запуск сигнальных каскадов при действии био- и абио
тических стрессоров. Засуха негативно влияет как на рост, так и развитие растений. Белки клеточной стенки 
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(БКС) играют существенную роль в ответе растений на водный дефицит. Механизмы адаптации клеточной стенки 
к потере воды могут быть использованы для выявления важных генетических факторов, определяющих устой-
чивость растений к засухе, и предоставляют ценные данные о биомаркерах для дальнейшей селекции, направ-
ленной на повышение урожайности культурных растений. С помощью ANDSystem реконструирована генная 
сеть, позволяющая описывать регуляцию БКС в условиях ограничения полива. Анализ генной сети совместно с 
анализом транскриптомных данных позволил провести приоритизацию транскрипционных факторов (ТФ) по их 
обогащенности регулируемыми дифференциально экспрессирующимися генами. В результате были рассчитаны 
веса, являющиеся индикаторами ассоциации ТФ с водным дефицитом. По значениям весов отобраны восемь 
наиболее значимых ТФ. Наибольшим приоритетом обладал ТФ GBF3. Приоритизация БКС проведена по крите-
рию суммирования весов транскрипционных факторов, регулирующих эти гены. К наиболее приоритетным БКС 
отнесены ген AT5G03350, кодирующий лектин-подобный белок; AT4G20860, кодирующий фермент бербериново-
го моста BBE-like 22 (berberine bridge enzyme-like 22), необходимый для окисления продуктов распада целлюло-
зы, и AT4G37800, кодирующий ксилоглюкан эндотрансгликозилазу/гидролазу 7.
Ключевые слова: клеточная стенка растений; засуха; растения; дифференциально экспрессирующиеся гены; 
интеллектуальный анализ текста; микрочип; регуляторная генная сеть.
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Introduction
The plant cell wall is a complex structure composed of nu-
merous biopolymers. The structure and composition of the 
cell wall change during plant development and are incredibly 
diverse not only between plant species but also between tissue 
types (Burton et al., 2010). Throughout their life cycle, plants 
are exposed to abiotic stresses such as drought, flooding, salin-
ity, heavy metal pollution, nutrient deficiencies, and more. The 
plant cell wall provides a structural basis for supporting plant 
growth, serves as a source of various signals, and contributes 
to plant resistance to stressors.

Drought is a significant environmental problem, severely 
affecting plant growth, development, and yield. Plants sub-
jected to water deficit exhibit morphological changes, in which 
proteins that are part of the cell wall play a critical role (Le 
Gall et al., 2015; Ezquer et al., 2020). However, the functions 
of these proteins, their regulation, and their interactions require 
further investigation.

Plant adaptation to drought has been demonstrated to be 
mediated by signaling pathways involving transcription fac-
tors (TFs) (Singh, Laxmi, 2015; Joshi et al., 2016). Therefore, 
studying the role of TFs as the primary regulators of water 
deficit-sensitive genes is particularly interesting. TFs regulate 
the expression of water deficit-sensitive genes in an abscisic 
acid (ABA)-dependent or ABA-independent manner (Yama-
guchi-Shinozaki, Shinozaki, 2006). ABA-dependent positive 
regulators include the ABF/AREB (ABA-responsive element 
(ABRE)-binding proteins/ABRE-binding factors) family of 
the bZIP (basic leucine zipper) type, which recognizes ABA-
sensitive elements (ABRE) in the promoters of ABA-induced 
genes (Choi et al., 2000). The ABA-dependent regulatory 
pathway also includes several other families of transcription 
factors, such as AP2/ERF, MYB, NAC, and bHLH. In contrast, 
key ABA-independent regulators are members of the DREB 
family (Fujita et al., 2011).

Reconstructing gene networks based on the analysis of 
transcriptomic data obtained under water deficit conditions can 
contribute to understanding the molecular-genetic mechanisms 
underlying the formation and functioning of the plant cell 

wall in drought resistance. Currently, approaches based on the 
automatic analysis of scientific publication texts are actively 
used for gene network reconstruction. Previously we have 
developed the cognitive ANDSystem tool based on artificial 
intelligence methods, which performs automatic extraction 
of knowledge from scientific publications and factographic 
databases (Ivanisenko et al., 2015, 2019, 2020, 2022a). AND-
System has been applied to a wide range of tasks, including 
the interpretation of metabolomic data in the analysis of blood 
plasma from COVID-19 patients (Ivanisenko et al., 2022b) 
and the prioritization of genes associated with human dis-
eases (Saik et al., 2016, 2018a, b, 2019; Yankina et al., 2018; 
Antropova et al., 2022). The ANDSystem technology has also 
been used to solve problems in the field of plant biology. For 
example, with the help of ANDSystem, the SOLANUM TU-
BEROSUM knowledge base (Saik et al., 2017; Ivanisenko et 
al., 2018), which contains associative gene networks of plants, 
was developed. The application of ANDSystem allowed the 
identification of important genes involved in the response to 
abiotic stresses caused by drought, soil salinity, and elevated 
cadmium concentration (Demenkov et al., 2021).

To date, several studies have been carried out on the re-
construction of gene networks describing the response of 
Betula platyphylla and barley to drought (Javadi et al., 2021; 
Jia et al., 2022). Gene networks have also been constructed 
that describe the biosynthesis of the secondary cell wall of 
A. thaliana and the interactions of TFs that regulate cell wall 
biosynthesis in rice (Taylor-Teeples et al., 2015; Zhao et al., 
2019). However, these gene networks have not been focused 
on the involvement of the cell wall in response mechanisms 
to water deficiency.      

Using the ANDSystem software package (Ivanisenko et al., 
2015, 2019, 2020, 2022a), we reconstructed a gene network 
based on the analysis of transcriptomic data for Arabidopsis 
thaliana leaves under water deficit conditions (Perera et al., 
2008; Ding et al., 2009; Kühn et al., 2014; Fang et al., 2016; 
Noman et al., 2019). The reconstructed gene network and 
transcriptomic analysis prioritized TFs and genes encoding 
cell wall proteins (CWP) based on their involvement in the 
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stress response during water deficit. The method of transcrip-
tion factor prioritization contributed to isolating key regulatory 
proteins that are sensitive to the effects of water deficiency. 
The identification of key TFs made it possible to identify a 
list of target genes involved in the mechanisms of cell wall 
resistance to water deficit conditions. The final gene network 
containing priority genes included 8 TFs and 59 protein genes 
present in the cell wall according to the WallProtDB database 
(San Clemente, Jamet, 2015). According to the prioritiza-
tion results, the GBF3 gene encoding the TF made the most 
significant contribution to the regulation of cell wall genes. 
Among the cell wall genes, the lectin-like protein was the 
most important. The results reveal potential molecular-genetic 
mechanisms of the plant cell wall response to water deficit.

Materials and methods
Identification of Arabidopsis thaliana cell wall proteins. 
The WallProtDB plant cell wall proteomics database (http://
www.polebio.lrsv.ups-tlse.fr/WallProtDB) (San Clemente, 
Jamet, 2015) was used for finding the A. thaliana cell wall 
proteins. WallProtDB contains proteins identified using 
mass spectrometry technology in the cell wall proteome. Ac-
cording to the WallProtDB data, all cell wall proteins were 
divided into nine functional classes: 1) proteins acting on 
cell wall carbohydrates, 2) oxidoreductases, 3) proteases, 4) 
proteins with protein or polysaccharide interaction domains, 
5) structural proteins, 6) lipid metabolism-related proteins, 7) 
proteins presumably involved in signal transduction, 8) vari-
ous proteins, and 9) proteins with unknown function (Jamet 
et al., 2008). Enzymes synthesizing cell wall components and 
forming necessary substrates are not included in the list, as 
they are localized in other compartments and are, therefore, 
not represented in the WallProtDB database.

Processing of transcriptomic data. Data on the differen-
tial expression of A. thaliana genes under limited watering 
conditions were taken from the DNA microarray experiments 
database from the NCBI Gene Expression Omnibus (GEO) 
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/) (Perera et al., 2008; No-
man et al., 2019; Fang et al., 2016; Ding et al., 2009; Kühn 
et al., 2014). Bioinformatics analysis of transcriptomic data 
was performed in the R programming environment using 
Bioconductor packages (Gentleman et al., 2004). Reading 
of the CEL files containing probe identifiers and intensities 
was done using the readAffy() function from the affy package 
(Gautier et al., 2004). Data normalization, background noise 
correction, and gene expression level calculations were done 
using the affy package’s rma() function. Differential gene 
expression analysis was performed using the limma package 
(Ritchie et al., 2015).

To identify differentially expressed genes (DEGs) across 
multiple experiments, consistently activated or consistently 
suppressed under water deficit conditions, binomial distribu-
tion (p-value = 0.05) was applied using the binomtest() func-
tion implemented in the scipy.stats library.

Reconstruction and analysis of the gene network. The gene 
network describing regulatory relationships of TFs with target 
genes associated with the cell wall response of A. thaliana 
leaves to water deficit was constructed using the ANDSystem 
software package (Ivanisenko et al., 2015, 2019, 2020, 2022a). 

Prioritization of transcription factors and their target 
genes.The prioritization of transcription factors was car-
ried out based on the score of the transcription factor (STF) 
values. The STF for a given transcription factor was equal 
to the number of DNA microarray experiments in which the 
list of cell wall genes regulated by this TF was enriched with 
DEGs. Enrichment was assessed using the hypergeometric 
distribution. 

The prioritization of cell wall genes was carried out using 
the score of cell wall protein (SCWP), equal to the number 
of connections between the cell wall gene and TFs in the 
gene network.

Results

General analysis scheme 
The overall workflow is shown in Figure 1. It consists of the 
stage of transcriptome data analysis for A. thaliana leaves 
under water deficit conditions (this analysis aims to determine 
stably DEGs), gene network reconstruction stage (at this stage, 
the cell wall gene regulatory network under water deficit 
conditions was reconstructed using automated text analysis 
methods for scientific publications, factographic databases, 
and differential gene expression data), and the stage of pri-
oritizing genes based on their involvement in the response to 
stress caused by water deficit.

Differentially expressed genes  
under water deficit conditions
To determine the DEGs of A. thaliana under limited watering 
conditions, an analysis of data from five DNA microarray 
experiments from the NCBI GEO (https://www.ncbi.nlm.nih.
gov/geo/) was carried out (Table 1). All data were obtained on 
the Affymetrix Arabidopsis ATH1 Genome Array platform. In 
all experiments, the subject of the study was leaves, and the 
duration of days without watering ranged from 4 to 14 days.

A p-value threshold and a log fold change threshold 
(logFC) were used to determine differentially expressed genes: 
p- value < 0.05 and logFC > 1. Table 2 shows the number 
of DEGs for each of the five experiments. Expression data 
analysis across five experiments, performed using the binomial 
distribution, showed that changes in gene expression in two 
or more experiments could indicate that the gene is a stable 
DEG with a significance level of p-value < 0.05. 

Gene network reconstruction
The input data for the gene network reconstruction consisted 
of 1073 A. thaliana gene identifiers TAIR, encoding CWP, 
obtained from the WallProtDB database (Supplementary 
Table 11). Using ANDSystem, a regulatory network was 
reconstructed, containing interactions of these genes with 
transcription factors. For 692 genes, 599 potential TFs were 
identified. 381 CWP genes without interactions with TFs were 
removed from the network.

In the next step, we selected TFs considering their in-
volvement in biological processes related to plant responses 
to drought. In ANDSystem, four biological processes were 
1 Supplementary Tables 1–5 and Supplementary Figure are available at:  
https://vavilovj-icg.ru/download/pict-2023-27/appx34.xlsx

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/
https://vavilovj-icg.ru/download/pict-2023-27/appx34.xlsx
https://vavilovj-icg.ru/download/pict-2023-27/appx34.xlsx
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in Arabidopsis thaliana leaves 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Fig. 1. A pipeline for reconstructing a regulatory gene network describing the regulation of expression of A. thaliana cell wall 
proteins in drought response. 
DEG, differentially expressed genes; CWP, cell wall protein; TF, transcription factors.

Table 1. Publicly available DNA microarray data for A. thaliana leaves used in this study

GEO ID Development stage Days without watering Cell source Ecotype  Reference

GSE10670 2 months 7 days Leaves Col-0 Perera et al., 2008

GSE56642 1 month 14 days Leaves Col-0 Noman et al., 2019

GSE15577 1 month 6 days Leaves Col-0 Fang et al., 2016

GSE72050 1 month 5 days Leaves Col-0 Ding et al., 2009

GSE60960 1 month 4 days Leaves Col-0 Kühn et al., 2014

represented, with their names containing the keywords 
“drought” and “water” in combination with “tolerance” and 
“deprivation.” These processes included the response to water 
deprivation, obsolete drought tolerance, drought recovery, and 
response to water. Fifty-six TFs were associated with these 
processes in ANDSystem (Fig. 2).

These 56 TFs were found to regulate 425 CWP genes 
(Suppl. Table 2). As a result of the analysis of A. thaliana 
leaves, it was shown that 23 TFs (Suppl. Figure) and 146 CWP 

genes demonstrated a stable unidirectional change in expres-
sion (Suppl. Table 3). However, not all CWP genes among 
the targets of the 23 TFs in the gene network were stably uni-
directional DEGs. Therefore, we assessed the importance of 
TFs for the plant response to drought based on the enrichment 
analysis of their targets in the CWP DEG gene network. We 
assumed that the more CWP DEGs are among the targets of 
a transcription factor, the more significantly the transcription 
factor is associated with the plant’s response to water deficit.

Table 2. Number of identified differentially expressed genes in the experiments

Study (GEO ID) Number of DEGs Number of TF genes among DEGs Number of CWP genes among DEGs

GSE10670 3158 21 113

GSE56642 6017 33 185

GSE15577 3753 12 140

GSE72050 1959 11 105

GSE60960 1603 13 51

Water deficit key words

Biological 
processes CWP TF

ANDSystem

Regulatory network 
TF → CWP

Transcriptomis data on Arabidopsis 
leaves obtained under conditions 
of limited watering

Enrichment analysis
Determination of DEG TF whose interactions  

in the regulatory network are enriched with DEG CWP. 
{TFe} – set of overrepresented DEG TF

GSE10670   GSE56642
GSE15577   GSE72050
GSE60960

Scoring for each CWP

Score (CWP)=Ni, where Ni is a numder of TF from {TFe} linked with CWP  
in the regulatory network

Regulatory network for CWP with score > 0

DEG TF DEG CWP
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Prioritization of transcription factors  
and their target genes and reconstruction  
of the resulting gene network
The prioritization of TFs and CWP genes for the response 
to drought was based on the STF and SCWP criteria, which 
characterized both their differential expression and their con-
nections with DEGs in the gene network (see methods). The 
values of these indicators were calculated for the participants 
of the gene network and are presented in Supplementary 
Tables 4 and 5. The highest STF and SCWP values corre-
sponded to the highest priority.

Priority TFs were selected based on the statistically sig-
nificant enrichment of their target genes encoding CWPs in 

DEGs in at least one of the transcriptomic experiments. Thus, 
according to this criterion, out of 23 TFs, 8 priority TFs were 
identified. The identified transcription factors belonged to 
the TF families HD-ZIP, bZIP, ERF, NAC, and MYB. All 
TFs were removed from the network to obtain the resulting 
gene network, except for those identified as priority TFs. Cell 
wall protein genes not connected to TFs were also removed. 
After filtering, the gene network contained 8 TFs and 59 CWP 
genes (see Suppl. Tables 4 and 5). We were also interested 
in analyzing the possible regulation of the identified TFs by 
active low-molecular-weight compounds (polyamines and 
hormones). For this purpose, the gene network was expanded 
with interactions of TFs with metabolites (Fig. 3).

Fig. 2. Associative network of transcription factors related to drought.

Fig. 3. Gene network regulating the cell wall of Arabidopsis thaliana L. in response to water deficit and connection with key hormones.
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Discussion
The scientific literature actively studies the genetic regulation 
of plant cell wall functioning under drought conditions. To 
date, a large amount of information has been accumulated 
on the molecular-genetic events of plant responses to water 
deficit, including data from differential gene expression ex-
periments. Applying an approach based on the reconstruction 
of gene networks allows for integrating disparate knowledge 
to describe the molecular-genetic mechanisms of complex 
cell processes. Here, we reconstructed a gene network using 
ANDSystem and prioritized its participants based on their im-
portance for the response of A. thaliana to drought conditions. 
The reconstructed gene network contains eight transcription 
factor genes and their protein products, six low-molecular-
weight compounds (hormones and polyamines), and 59 genes 
encoding cell wall components regulated by the identified TFs 
(see Fig. 3). These 59 genes belong to 8 of the nine functional 
groups according to the classification presented in Supplemen-
tary Table 5. One functional class (structural protein group) 
is not represented among the identified genes.

The most prioritized transcription factor
Interestingly, all eight identified genes encoding TFs showed 
expression activation (see Suppl. Table 4). Among them, 
GBF3 regulates the transcription of the most significant num-
ber of genes encoding CWP. At the same time, it was stably 
expressed in all analyzed A. thaliana transcriptomes in this 
study obtained under water restriction conditions. There is also 
evidence that overexpression of GBF3 in A. thaliana led to 
improved resistance to osmotic stress, salinity, and drought, 
in addition to conferring insensitivity to ABA (Ramegowda 
et al., 2017). 

Proteins acting on cell wall carbohydrates
In the reconstructed gene network, the largest group was 
represented by genes encoding proteins that act on cell wall 
carbohydrates (21 genes), 10 of which showed activation and 
11 showed suppression of expression. This functional class 
includes expansins, glycosidases, and esterases. The highest 
priority among this functional class was given to the gene 
XTH7 (AT4G37800), encoding xyloglucan endotransgluco-
sylase/hydrolase 7. XTHs can hydrolyze and reconnect the 
molecules of xyloglucan – the key hemicellulose of primary 
cell walls (Rose et al., 2002). These enzymes are involved in 
cell wall remodeling during plant cell growth and response to 
various stressors. XTHs are encoded by a large multigene fa
mily, members of which are differentially expressed in various 
physiological situations having peculiarities in activity mode 
and regulation nuances (Zhang et al., 2017; Nazipova et al., 
2022). According to the SCWP indicator, XTH7 is ranked 
third among the 59 considered cell wall genes (5 points, see 
Suppl. Table 5). As can be seen from Figure 3, this gene is 
regulated by TFs GTF3 and DREB1A (CBF3). The XTH7 
enzyme and its activity have not been fully characterized yet. 
According to gene expression data, XTH7 is involved in salt 
resistance and ethylene-dependent apple softening (Zhang et 
al., 2017; Cai et al., 2023). It also participates in processes 
such as cell enlargement and restructuring. According to our 
differential expression analysis, it showed stable suppression, 
as a result of which its influence on limiting cell growth under 

drought conditions can be assumed. The other members of 
this functional class had priority ratings ranging from one to 
three points. The second-highest ranking gene is AT2G43570, 
encoding the enzyme endochitinase CHI (3 points, see Suppl.  
Table 5).

Proteases
The next most represented functional group was proteases, 
with eight genes. Subtilases are the most represented fam-
ily of cell wall proteases (Jamet et al., 2008). Eight genes 
belonging to the protease functional group were identified 
in the regulatory gene network, with 4 showing activation 
of expression and 4 showing suppression. According to the 
SCWP indicator, three genes from this functional group scored 
three points: AT2G23000, encoding serine carboxypeptidase-
like 10 (SCPL10), which is necessary for the biosynthesis of 
sinapoylated anthocyanins; AT3G14067, encoding subtilisin-
like protease SBT1.4; and AT5G44530, encoding subtilisin-
like protease SBT2.3 (see Suppl. Table 5). SBT1.4 is also 
called senescence-associated subtilisin protease due to its 
role in leaf aging. It has been shown that SCPL10 slows 
down the elongation of the main shoot, branching, and size 
of inflorescences (Martinez et al., 2015). According to our 
analysis, the expression of this gene increases under water 
deficit conditions, suggesting that SCPL10 may play a direct 
role in inhibiting plant growth under drought conditions. Other 
representatives of this group scored 1 to 2 SCWP points.

Proteins with interaction domains  
(with proteins or polysaccharides)
In our study, the highest SCWP score was obtained by the 
AT5G03350 gene (7 points, see Suppl. Table 5), which belongs 
to the functional class of proteins having interaction domains 
with proteins or polysaccharides. This class includes lectins 
and enzyme inhibitors, such as polygalacturonase inhibiting 
protein, pectin methylesterase, and protease inhibitors. Among 
the six differentially expressed genes of this functional group 
identified under water deficit conditions, the expression of 
four genes was suppressed, while two genes demonstrated 
activation of expression. In a previous study conducted on 
220 microarray samples of A. thaliana available in the GEO, it 
was also shown that under drought conditions, the AT5G03350 
gene, encoding salicylic acid-induced legume lectin-like pro- 
tein 1, was suppressed 7.9 times (Shaik et al., 2013). It seems 
to be involved in A. thaliana responses to multiple environ
mental stresses (including cold, high light, oxidative, ozone, 
and wound) and SA-mediated processes occurring in the 
effector-induced immune response (Armijo et al., 2013; Bis
was et al., 2022). Due to the unusual structure of the legume 
lectin domain, proteins of this family may have a wide range 
of carbohydrate-binding specificity (Sharma et al., 1997), 
which possibly determines their diverse functions (including 
involvement in symbiosis, defense mechanisms against bacte-
rial infection, enhanced tolerance against insects, salinity, and 
stomatal closure) (Van Holle et al., 2017). According to our 
results, the AT5G03350 gene is most significantly associated 
with TFs differentially expressed under water deficit condi-
tions. These factors include HAT22, BH122, MYB44, ABF3, 
and ATHB7. Other representatives of this class scored between 
1 and 3 SCWP points.
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Oxidoreductases
In the reconstructed regulatory network, five oxidoreductase 
genes were identified; under water deficit conditions, the ex-
pression of two of these genes was activated, and three were 
suppressed. According to our study, the AT4G20860 gene 
ranks second in priority among the 59 investigated cell wall 
genes, with an SCWP of 5 (see Suppl. Table 5). AT4G20860 
encodes berberine bridge enzyme-like 22 (BBE-like 22), 
which is necessary to oxidize cellodextrins (cellulose degra-
dation products). Its role under limited irrigation conditions 
is unclear; however, it has been shown that A. thaliana with 
increased expression of the AT4G20860 gene product is more 
resistant to the Botrytis cinerea fungus, presumably because 
oxidized cellodextrins are a less valuable carbon source (Locci 
et al., 2019). In the reconstructed gene network, AT4G20860 
may be regulated by TFs such as HAT22, GBF3, and ABF3 
and is activated under water deficit conditions.

Other representatives of the oxidoreductase class – per-
oxidases – perform a dual function in plant cell walls: they 
contribute to the weakening of the cell wall by releasing 
hydroxyl radicals (OH-), which can cause polysaccharide 
scission (Schweikert et al., 2000) and increase wall rigidity 
by strengthening extensin cross-links and supporting ligni-
fication and suberization of the cell wall (Novaković et al.,  
2018).

Proteins related to lipid metabolism
In the reconstructed gene network, six genes encode proteins 
involved in the metabolism of cell wall lipids. According to 
the analysis we conducted, under water deficit conditions, the 
expression of two genes was enhanced, while the expression 
of four genes was suppressed. Various studies have shown 
that plants remodel lipid composition in response to drought 
(Gigon et al., 2004; Liu et al., 2021). In experiments on milk 
thistle, it was demonstrated that under drought conditions, 
PLA2-ALPHA (AT2G06925), which encodes a secretory 
phospholipase A2 enzyme, had reduced expression (Ghanbari 
Moheb Seraj et al., 2022), which is also evident in our results. 
Secreted PLA2s are low molecular weight calcium-dependent 
enzymes, which specifically hydrolyze the sn-2 position of 
phospholipids and can do that in an organized membrane 
(Mariani, Fidelio, 2019). They are involved in many cell wall-
related processes; for example, Arabidopsis PLA2-ALPHA 
is required for the trafficking of PIN-FORMED auxin efflux 
transporters to the plasma membrane (Lee et al., 2010). The 
PLA2-ALPHA gene scored 4 points on the SCWP indicator 
(4th place in Suppl. Table 5), meaning it is significantly as-
sociated with regulatory factors differentially expressed under 
water deficit conditions (HAT22 and GBF3).

Three other genes from this category, AT1G27950 for 
LTPG1 (SCWP 3), AT5G59310 for LTP4 (SCWP 2), and 
AT2G15050 for LTP7 (SCWP 1) (see Suppl. Table 5) encode 
lipid transfer proteins. AT1G27950 is a membrane-localized 
protein with a predicted GPI (glycosylphosphatidylinositol)-
anchor domain. It extensively exports intracellular lipids 
(e. g., C29 alkane) to the surface to build the cuticular wax 
layer (Lee et al., 2009). AT5G59310 and AT2G15050 belong 
to non-specific lipid transfer proteins encoded by a large mul-
tigene family and occur only in land plants (Salminen et al., 

2016). They are small proteins with a tunnel-like hydrophobic 
cavity that makes them suitable for binding and transport of 
phospholipids as well as galactolipids across membranes. 
LTPs are suggested to play a role in wax or cutin deposition 
in the cell walls (Salminen et al., 2016).

Signaling
Our study identified five genes encoding cell wall proteins in-
volved in signal transduction. The expression of all considered 
genes was suppressed under water deficit conditions. Based 
on the SCWP indicator, among the genes of this functional 
group, the gene AT2G45470 (see Suppl. Table 5) scored the 
highest number of points (3), encoding fasciclin-like arabino-
galactan protein 8 (FLA8). Numerous plant FLAs are chimeric 
proteins that contain moderately glycosylated arabinogalactan 
protein and one to two fasciclin domains with characteristic 
highly conserved sequence stretches of around 15 residues 
and a conserved central YH motif. FLAs are non-structural 
components of the cell wall, might be linked to cell wall poly-
saccharides, and interact with various cell surface receptors 
involved in various plant development processes, including 
cellulose biosynthesis (Seifert, 2018). FLA8 itself has been 
poorly characterized. The AT2G45470 gene is significantly 
associated with the transcription factor GBF3.

Another identified representative of the signal protein 
class is wall-associated kinase 2 (WAK2), encoded by the 
At1g21270 gene, scoring 2 points on the SCWP. Alongside 
WAK1, WAK2 is a cell wall receptor with an intracellular 
protein kinase domain, a transmembrane domain, and an 
extracellular N-terminal domain capable of binding poly- 
and oligogalacturonans (Wagner, Kohorn, 2001). By binding 
pectins, WAK initiates signal transmission through mitogen-
activated protein kinases (MAPK) for activation of vacuolar 
invertase and numerous other inducible proteins, regulating 
turgor pressure and, as a result, increasing cell size (Kohorn et 
al., 2006). Using antisense RNA, WAK2 is necessary for leaf 
cell expansion (but not for cell division) (Wagner, Kohorn, 
2001). By interacting with polygalacturonan fragments formed 
as components of DAMP and PAMP under the influence of 
biotic and abiotic events, WAK can also trigger (via MAPK 
activation) a stress response. WAK expression is induced by 
injury, pathogen infection, and exposure to other stress factors 
such as ozone and heavy metals (Kohorn B.D., Kohorn S.L., 
2012). A study conducted on sweet orange graft showed that 
WAK2 expression was suppressed under drought conditions 
in both sweet orange plants grafted on drought-tolerant and 
drought-sensitive rootstocks (Gonçalves et al., 2019). It can 
be assumed that under water deficit conditions, plants reduce 
WAK2 expression to lower turgor pressure, suspend leaf cell 
expansion, and induce other components of the stress response.

Miscellaneous
For this group, our study revealed seven genes – 5 with re-
duced and 2 with increased expression under water deficit con-
ditions. Among them, based on the SCWP indicator, two genes 
scored 4 points each (5–6th places in Suppl. Table 5) – the 
downregulated AT5G15230, encoding the poorly characterized 
gibberellin-regulated protein 4 (GASA4), and the upregulated 
AT5G42510, encoding dirigent protein 1 (DIR1). DIR family 
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proteins are involved in lignin and lignin biosynthesis and 
play a role in plant response to biotic and abiotic stresses 
(particularly drought) that cause physical damage to the cell 
wall (Paniagua et al., 2017). It has previously been shown 
that the expression of several genes encoding DIR proteins 
is sensitive to water and cold stress and treatment with ABA. 
Moreover, in Brassica plants under water stress, the increased 
expression of DIR genes was temporally coordinated with 
an increase in lignin content (Thamil Arasan et al., 2013). 
In Eucommia ulmoides Oliv seedlings, it was shown that 
the expression level of DIR1 increased almost 8-fold under 
osmotic stress within 6 hours and increased nearly three times 
under drought conditions within 12 hours (Li et al., 2021). 
The other representatives of this functional group each scored  
one point.

Hormones
Our reconstructed gene network also included hormones: 
ethylene, abscisic acid, auxin, jasmonate, gibberellin, and 
spermine – endogenous polyamine. These compounds affect 
transcription factors (altering the expression level or protein 
activity), subsequently leading to changes in the expression 
levels of target genes for transcription factors. Regulatory 
connections in the reconstructed network have been demon-
strated under various conditions. Additional experiments are 
needed to explore whether they function under water deficit 
conditions. 

For example, it was shown that upon infection of A. thaliana 
with aphids, the concentration of ethylene increases, which in 
turn induces the expression of the transcription factor MYB44 
(Xia et al., 2014). Another transcription factor in our gene net-
work, ABF3, is one of the key factors that transmit the abscisic 
acid signal and regulate the expression of target genes during 
water deficit (Yoshida et al., 2010). Under drought conditions, 
abscisic acid also induces the expression of the transcription 
factor ATHB7, which was observed within 30 minutes after 
experimentally induced stress, and ATHB7 transcription con-
tinued to increase after 21 hours (Söderman et al., 1996). The 
expression of the transcription factor GBF3 is also activated 
by abscisic acid (Lu et al., 1996).

Polyamine spermine is essential for plants to respond to 
drought, as demonstrated in mutant A. thaliana plants knocked 
out for genes encoding spermine-synthesizing enzymes 
(Yamaguchi et al., 2007). Under water deficit conditions, the 
stomata of such plants remained open. Another low-molecular-
weight compound in the gene network is gibberellin. Various 
studies have shown that reducing its level improves plant 
drought resistance (Shohat et al., 2021). Under cold condi-
tions, the transcription factor DREB1A (CBF3) suppresses 
gibberellin accumulation (Zhou et al., 2017).

Based on the analysis of cell wall gene expression in dif-
ferent A. thaliana experiments under water deficit conditions, 
it can be noted that the plant’s response to this abiotic factor 
involves changes in the expression of genes encoding pro-
teins from almost all functional groups characteristic of the 
cell wall. The exception was the group of structural proteins, 
which may indicate that changes in the composition of cell 
wall structural components in response to water deficit do not 
occur or occur to a negligible extent. It can be observed that 

the expression of 23 examined genes is enhanced under these 
conditions, while that of 36 is weakened. In each functional 
group, there are both activated and deactivated genes, except 
for the group of genes encoding signaling proteins, in which 
the expression of all five examined genes was suppressed 
under water deficit conditions.

Conclusion
An analysis of five A. thaliana transcriptomes obtained under 
water deficit conditions was conducted. The implemented al-
gorithm allowed to perform the prediction of potential regula-
tory interactions between transcription factors and target genes 
encoding cell wall proteins, which may play an important role 
in the response of A. thaliana to water deficit. Among the iden-
tified eight transcription factors regulating A. thaliana cell wall 
genes, GBF3 had the highest priority. Out of the 59 cell wall 
genes examined, the AT5G03350 gene, encoding a lectin-like 
protein, was identified as the most prioritized for association 
with differentially expressed transcription factors under water 
deficit conditions. It is associated with transcription factors 
such as HAT22, BH122, MYB44, ABF3, and ATHB7. Also 
highly significantly associated with transcription factors 
are the AT4G20860 gene, encoding BBE-like 22, which is 
necessary for the oxidation of cellulose degradation products 
(associated transcription factors – HAT22, GBF3, and ABF3), 
and AT4G37800, encoding xyloglucan endotransglucosylase/
hydrolase 7 (transcription factors GTF3 and DREB1A), among 
others. Overall, the proposed algorithm that has been used to 
analyze the gene network of cell wall proteins can be applied 
to other model plant species.
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А.Р. Волянская, Е.А. Антропова, У.С. Зубаирова … 
Н.А. Колчанов, М. Чен, В.А. Иванисенко

2023
27 • 8

1039СИСТЕМНАЯ И КОМПЬЮТЕРНАЯ БИОЛОГИЯ / SYSTEMS AND COMPUTATIONAL BIOLOGY

the response of plants to adverse environmental factors. Vavilovskii 
Zhurnal Genetiki i Selektsii = Vavilov Journal of Genetics and 
Breeding. 2021;25(5):580-592. DOI 10.18699/VJ21.065 (in Rus-
sian)

Ding Y., Lapko H., Ndamukong I., Xia Y., Al-Abdallat A., Lalitham-
bika  S., Sadder M., Saleh A., Fromm M., Riethoven J.J., Lu G., 
Avramov Z. The Arabidopsis chromatin modifier ATX1, the myo-
tubularin-like AtMTM, and the response to drought; a view from 
the other end of the pathway. Plant Signal. Behav. 2009;4(11):1049-
1058. DOI 10.4161/psb.4.11.10103

Ezquer I., Salameh I., Colombo L., Kalaitzis P. Plant cell walls tackling 
climate change: biotechnological strategies to improve crop adap-
tations and photosynthesis in response to global warming. Plants. 
2020;9(2):212. DOI 10.3390/plants9020212

Fang L., Su L., Sun X., Li X., Sun M., Karungo S.K., Fang S., Chu J., 
Li S., Xin H. Expression of Vitis amurensis NAC26 in Arabidopsis 
enhances drought tolerance by modulating jasmonic acid synthesis. 
J. Exp. Bot. 2016;67(9):2829-2845. DOI 10.1093/jxb/erw122

Fujita Y., Fujita M., Shinozaki K., Yamaguchi-Shinozaki K. ABA-me
diated transcriptional regulation in response to osmotic stress in 
plants. J. Plant Res. 2011;124(4):509-525. DOI 10.1007/s10265-
011-0412-3

Gautier L., Cope L., Bolstad B.M., Irizarry R.A. affy–analysis of Af-
fymetrix GeneChip data at the probe level. Bioinformatics. 2004; 
20(3):307-315. DOI 10.1093/bioinformatics/btg405

Gentleman R.C., Carey V.J., Bates D.M., Bolstad B., Dettling M., Du-
doit S., Ellis B., Gautier L., Ge Y., Gentry J., Hornik K., Hothorn T., 
Huber W., Iacus S., Irizzary R., Leisch F., Li C., Maechler M., Ros-
sini A.J., Sawitzki G., Smith C., Tierney L., Yang J., Zhang J. Bio-
conductor: open software development for computational biology 
and bioinformatics. Genome Biol. 2004;5(10):R80. DOI 10.1186/
gb-2004-5-10-r80

Ghanbari Moheb Seraj R., Tohidfar M., Azimzadeh Irani M., Esmaeil-
zadeh-Salestani K., Moradian T., Ahmadikhah A., Behnamian M. 
Metabolomics analysis of milk thistle lipids to identify drought-
tolerant genes. Sci. Rep. 2022;12(1):12827. DOI 10.1038/s41598-
022-16887-9 

Gigon A., Matos A.R., Laffray D., Zuily-Fodil Y., Pham-Thi A.T. Effect 
of drought stress on lipid metabolism in the leaves of Arabidopsis 
thaliana (ecotype Columbia). Ann. Bot. 2004;94(3):345-351. DOI 
10.1093/aob/mch150 

Gonçalves L.P., Boscariol Camargo R.L., Takita M.A., Machado M.A., 
Dos Soares Filho W.S., Costa M.G.C. Rootstock-induced molecu-
lar responses associated with drought tolerance in sweet orange 
as revealed by RNA-Seq. BMC Genomics. 2019;20(1):110. DOI 
10.1186/s12864-019-5481-z

Ivanisenko V.A., Saik O.V., Ivanisenko N.V., Tiys E.S., Ivanisen-
ko  T.V., Demenkov P.S., Kolchanov N.A. ANDSystem: an Asso-
ciative Network Discovery System for automated literature mining 
in the field of biology. BMC Syst. Biol. 2015;9(Suppl. 2):S2. DOI 
10.1186/1752-0509-9-S2-S2

Ivanisenko T.V., Saik O.V., Demenkov P.S., Khlestkin V.K., Khlest-
kina E.K., Kolchanov N.A., Ivanisenko V.A. The SOLANUM 
TUBEROSUM knowledge base: the section on molecular-genetic 
regulation of metabolic pathways. Vavilovskii Zhurnal Genetiki i 
Selektsii = Vavilov Journal of Genetics and Breeding. 2018;22(1): 
8-17. DOI 10.18699/VJ18.325 (in Russian)

Ivanisenko V.A., Demenkov P.S., Ivanisenko T.V., Mishchenko E.L., 
Saik O.V. A new version of the ANDSystem tool for automatic ex-
traction of knowledge from scientific publications with expanded 
functionality for reconstruction of associative gene networks by con-
sidering tissue-specific gene expression. BMC Bioinformatics. 2019; 
20(Suppl. 1):34. DOI 10.1186/s12859-018-2567-6

Ivanisenko T.V., Saik O.V., Demenkov P.S., Ivanisenko N.V., Savostia
nov A.N., Ivanisenko V.A. ANDDigest: a new web-based module 
of ANDSystem for the search of knowledge in the scientific litera-
ture. BMC Bioinformatics. 2020;21(Suppl. 11):228. DOI 10.1186/
s12859-020-03557-8

Ivanisenko T.V., Demenkov P.S., Kolchanov N.A., Ivanisenko V.A. 
The new version of the ANDDigest tool with improved ai-based 
short names recognition. Int. J. Mol. Sci. 2022a;23(23):14934. DOI 
10.3390/ijms232314934

Ivanisenko V.A., Gaisler E.V., Basov N.V., Rogachev A.D., Chere-
siz S.V., Ivanisenko T.V., Demenkov P.S., Mishchenko E.L., Khrip-
ko O.P., Khripko Y.I., Voevoda S.M. Plasma metabolomics and gene 
regulatory networks analysis reveal the role of nonstructural SARS-
CoV-2 viral proteins in metabolic dysregulation in COVID-19 
patients. Sci. Rep. 2022b;12(1):19977. DOI 10.1038/s41598-022-
24170-0

Jamet E., Albenne C., Boudart G., Irshad M., Canut H., Pont-Lezica R. 
Recent advances in plant cell wall proteomics. Proteomics. 2008; 
8(4):893-908. DOI 10.1002/pmic.200700938

Javadi S.M., Shobbar Z.-S., Ebrahimi A., Shahbazi M. New insights 
on key genes involved in drought stress response of barley: gene 
networks reconstruction, hub, and promoter analysis. J. Genet. Eng. 
Biotechnol. 2021;19(1):2. DOI 10.1186/s43141-020-00104-z

Jia Y., Niu Y., Zhao H., Wang Z., Gao C., Wang C., Chen S., Wang Y. 
Hierarchical transcription factor and regulatory network for drought 
response in Betula platyphylla. Hortic. Res. 2022;9:uhac040. DOI 
10.1093/hr/uhac040

Joshi R., Wani S.H., Singh B., Bohra A., Dar Z.A., Lone A.A., Pa-
reek A., Singla-Pareek S.L. Transcription factors and plants response 
to drought stress: current understanding and future directions. Front. 
Plant Sci. 2016;7:1029. DOI 10.3389/fpls.2016.01029

Kohorn B.D., Kobayashi M., Johansen S., Riese J., Huang L.F., 
Koch K., Fu S., Dotson A., Byers N. An Arabidopsis cell wall-asso-
ciated kinase required for invertase activity and cell growth. Plant J. 
2006;46(2):307-316. DOI 10.1111/j.1365-313X.2006.02695.x

Kohorn B.D., Kohorn S.L. The cell wall-associated kinases, WAKs, 
as pectin receptors. Front. Plant Sci. 2012;3:88. DOI 10.3389/fpls. 
2012.00088

Kühn K., Yin G., Duncan O., Law S.R., Kubiszewski-Jakubiak  S., 
Kaur P., Meyer E., Wang Y., Colas C., Giraud E., Narsai R., Whe
lan J. Decreasing electron flux through the cytochrome and/or alter-
native respiratory pathways triggers common and distinct cellular 
responses dependent on growth conditions. Plant Physiol. 2014; 
167(1):228-2250. DOI 10.1104/pp.114.249946

Le Gall H., Philippe F., Domon J.M., Gillet F., Pelloux J., Rayon C. 
Cell wall metabolism in response to abiotic stress. Plants. 2015;4(1): 
112-166. DOI 10.3390/plants4010112

Lee O.R., Kim S.J., Kim H.J., Hong J.K., Ryu S.B., Lee S.H., Gan-
guly А., Сho H.-T. Phospholipase A2 is required for PIN-FORMED 
protein trafficking to the plasma membrane in the Arabidopsis root. 
Plant Cell. 2010;22(6):1812-1825. DOI 10.1105/tpc.110.074211 

Lee S.B., Go Y.S., Bae H.J., Park J.H., Cho S.H., Cho H.J., Lee D.S., 
Park O.K., Hwang I., Suh M.C. Disruption of glycosylphosphati-
dylinositol-anchored lipid transfer protein gene altered cuticular 
lipid composition, increased plastoglobules, and enhanced suscep-
tibility to infection by the fungal pathogen Alternaria brassicicola. 
Plant Physiol. 2009;150(1):42-54. DOI 10.1104/pp.109.137745

Li Z., Li B., Zhao Y., Zhao D. Cloning and characterization of the DIR1 
promoter from Eucommia ulmoides Oliv and its response to hor-
monal and abiotic stress. Plant Cell, Tissue Organ Cult. 2021;146: 
313-322. DOI 10.1007/s11240-021-02070-x

Liu B., Wang X., Li K., Cai Z. Spatially resolved metabolomics and lip-
idomics reveal salinity and drought-tolerant mechanisms of cotton-
seeds. J. Agric. Food Chem. 2021;69(28):8028-8037. DOI 10.1021/
acs.jafc.1c01598

Locci F., Benedetti M., Pontiggia D., Citterico M., Caprari C., Mat-
tei B., Cervone F., De Lorenzo G. An Arabidopsis berberine bridge 
enzyme-like protein specifically oxidizes cellulose oligomers and 
plays a role in immunity. Plant J. 2019;98(3):540-554. DOI 10.1111/
tpj.14237

Lu G., Paul A.L., McCarty D.R., Ferl R.J. Transcription factor veracity: 
is GBF3 responsible for ABA-regulated expression of Arabidopsis 
Adh? Plant Cell. 1996;8(5):847-857. DOI 10.1105/tpc.8.5.847

https://doi.org/10.18699/VJ21.065
https://doi.org/10.18699/VJ18.325
https://doi.org/10.18699/VJ21.065
https://doi.org/10.1093/hr/uhac040
https://doi.org/10.1093/hr/uhac040


A.R. Volyanskaya, E.A. Antropova, U.S. Zubairova … 
N.A. Kolchanov, M. Chen, V.A. Ivanisenko

1040 Вавиловский журнал генетики и селекции / Vavilov Journal of Genetics and Breeding • 2023 • 27 • 8

Analysis of the gene network for cell wall function  
in Arabidopsis thaliana leaves in response to water deficit

Mariani M.E., Fidelio G.D. Secretory phospholipases A2 in plants. 
Front. Plant Sci. 2019;10:861. DOI 10.3389/fpls.2019.00861

Martinez D.E., Borniego M.L., Battchikova N., Aro E.M., Tyystjär-
vi E., Guiamét J.J. SASP, a Senescence-Associated Subtilisin Pro-
tease, is involved in reproductive development and determination 
of silique number in Arabidopsis. J. Exp. Bot. 2015;66(1):161-174. 
DOI 10.1093/jxb/eru409

Nazipova A., Gorshkov O., Eneyskaya E., Petrova N., Kulminskaya A., 
Gorshkova T., Kozlova L. Forgotten actors: glycoside hydrolases 
during elongation growth of maize primary root. Front Plant Sci. 
2022;10(12):802424. DOI 10.3389/fpls.2021.802424

Noman M., Jameel A., Qiang W.D., Ahmad N., Liu W.C., Wang F.W., 
Li H.Y. Overexpression of GmCAMTA12 enhanced drought tole
rance in Arabidopsis and Soybean. Int. J. Mol. Sci. 2019;20(19): 
4849. DOI 10.3390/ijms20194849

Novaković L., Guo T., Bacic A., Sampathkumar A., Johnson K. Hitting 
the wall-sensing and signaling pathways involved in plant cell wall 
remodeling in response to abiotic stress. Plants. 2018;7(4):89. DOI 
10.3390/plants704008

Paniagua C., Bilkova A., Jackson P., Dabravolski S., Riber W., Didi V., 
Houser J., Gigli-Bisceglia N., Wimmerova M., Budínská E., Ha-
mann T., Hejatko J. Dirigent proteins in plants: modulating cell wall 
metabolism during abiotic and biotic stress exposure. J. Exp. Bot. 
2017;68(13):3287-3301. DOI 10.1093/jxb/erx141

Perera I.Y., Hung C.Y., Moore C.D., Stevenson-Paulik J., Boss W.F. 
Transgenic Arabidopsis plants expressing the type 1 inositol 5-phos-
phatase exhibit increased drought tolerance and altered abscisic 
acid signaling. Plant Cell. 2008;20(10):2876-2893. DOI 10.1105/
tpc.108.061374

Ramegowda V., Gill U.S., Sivalingam P.N., Gupta A., Gupta C., Go-
vind G., Nataraja K.N., Pereira A., Udayakumar M., Mysore K.S., 
Senthil-Kumar M. GBF3 transcription factor imparts drought to
lerance in Arabidopsis thaliana. Sci. Rep. 2017;7(1):9148. DOI 
10.1038/s41598-017-09542-1

Ritchie M.E., Phipson B., Wu D., Hu Y., Law C.W., Shi W., Smyth G.K. 
limma powers differential expression analyses for RNA-sequencing 
and microarray studies. Nucleic Acids Res. 2015;43(7):e47. DOI 
10.1093/nar/gkv007 

Rose J.K., Braam J., Fry S.C., Nishitani K. The XTH family of enzymes 
involved in xyloglucan endotransglucosylation and endohydrolysis: 
current perspectives and a new unifying nomenclature. Plant Cell 
Physiol. 2002;43(12):1421-1435. DOI 10.1093/pcp/pcf171 

Saik O.V., Ivanisenko T.V., Demenkov P.S., Ivanisenko V.A. Interac-
tome of the hepatitis C virus: Literature mining with ANDSystem. 
Virus Res. 2016;218:40-48. DOI 10.1016/j.virusres.2015.12.003

Saik O.V., Demenkov P.S., Ivanisenko T.V., Kolchanov N.A., Ivani
senko V.A. Development of methods for automatic extraction of 
knowledge from texts of scientific publications for the creation of 
a knowledge base Solanum Tuberosum. Agricultural Biol. 2017; 
52(1):63-74. DOI 10.15389/agrobiology.2017.1.63eng

Saik O.V., Demenkov P.S., Ivanisenko T.V., Bragina E.Y., Freidin M.B., 
Goncharova I.A., Dosenko V.E., Zolotareva O.I., Hofestaedt R., 
Lavrik I.N., Rogaev E.I. Novel candidate genes important for asth-
ma and hypertension comorbidity revealed from associative gene 
networks. BMC Med. Genomics. 2018a;11(1):61-76. DOI 10.1186/
s12920-018-0331-4

Saik O.V., Demenkov P.S., Ivanisenko T.V., Bragina E.Y., Freidin M.B., 
Dosenko V.E., Zolotareva O.I., Choynzonov E.L., Hofestaedt R., 
Ivanisenko V.A. Search for new candidate genes involved in the co-
morbidity of asthma and hypertension based on automatic analysis 
of scientific literature. J. Integr. Bioinform. 2018b;15(4):20180054. 
DOI 10.1515/jib-2018-0054

Saik O.V., Nimaev V.V., Usmonov D.B., Demenkov P.S., Ivanisen-
ko T.V., Lavrik I.N., Ivanisenko V.A. Prioritization of genes involved 
in endothelial cell apoptosis by their implication in lymphedema 
using an analysis of associative gene networks with ANDSystem. 
BMC Med. Genomics. 2019;12(Suppl. 2):117-131. DOI 10.1186/
s12920-019-0492-9

Salminen T.A., Blomqvist K., Edqvist J. Lipid transfer proteins: clas-
sification, nomenclature, structure, and function. Planta. 2016; 
244(5):971-997. DOI 10.1007/s00425-016-2585-4

San Clemente H., Jamet E. WallProtDB, a database resource for plant 
cell wall proteomics. Plant Methods. 2015;11(1):2. DOI 10.1186/
s13007-015-0045-y

Schweikert C., Liszkay A., Schopfer P. Scission of polysaccharides 
by peroxidase-generated hydroxyl radicals. Phytochemistry. 2000; 
53(5):565-570. DOI 10.1016/S0031-9422(99)00586-5 

Seifert G.J. Fascinating fasciclins: A surprisingly widespread family 
of proteins that mediate interactions between the cell exterior and 
the cell surface. Int. J. Mol. Sci. 2018;19(6):1628. DOI 10.3390/ijms 
19061628

Shaik R., Ramakrishna W. Genes and co-expression modules common 
to drought and bacterial stress responses in Arabidopsis and rice. 
PLoS One. 2013;8(10):e77261. DOI 10.1371/journal.pone.0077261

Sharma V., Surolia A. Analyses of carbohydrate recognition by legume 
lectins: size of the combining site loops and their primary specificity. 
J. Mol. Biol. 1997;267(2):433-445. DOI 10.1006/jmbi.1996.0863 

Shohat H., Eliaz N.I., Weiss D. Gibberellin in tomato: metabolism, sig-
naling and role in drought responses. Mol. Horticulture. 2021;1(1): 
15. DOI 10.1186/s43897-021-00019-4 

Singh D., Laxmi A. Transcriptional regulation of drought response: a 
tortuous network of transcriptional factors. Front. Plant Sci. 2015; 
6:895. DOI 10.3389/fpls.2015.00895

Söderman E., Mattsson J., Engström P. The Arabidopsis homeobox 
gene ATHB-7 is induced by water deficit and by abscisic acid. Plant 
J. 1996;10(2):375-381. DOI 10.1046/j.1365-313X.1996.10020375.x

Taylor-Teeples M., Lin L., de Lucas M., Turco G., Toal T.W., Gaudi-
nier  A., Young N.F., Trabucco G.M., Veling M.T., Lamothe R., 
Handakumbura P.P., Xiong G., Wang C., Corwin J., Tsoukalas A., 
Zhang L., Ware D., Pauly M., Kliebenstein D.J., Dehesh K., Tag-
kopoulos I., Breton G., Pruneda-Paz J.L., Ahnert S.E., Kay S.A., 
Hazen  S.P., Brady S.M. An Arabidopsis gene regulatory network 
for secondary cell wall synthesis. Nature. 2015;517(7536):571-575. 
DOI 10.1038/nature14099

Thamil Arasan S.K., Park J.I., Ahmed N.U., Jung H.J., Hur Y., 
Kang K.K., Lim Y.P., Nou I.S. Characterization and expression ana
lysis of dirigent family genes related to stresses in Brassica. Plant 
Physiol. Biochem. 2013;67:144-153. DOI 10.1016/j.plaphy.2013. 
02.030

Van Holle S., De Schutter K., Eggermont L., Tsaneva M., Dang L., 
Van Damme E.J.M. Comparative study of lectin domains in model 
species: new insights into evolutionary dynamics. Int. J. Mol. Sci. 
2017;18(6):1136. DOI 10.3390/ijms18061136

Wagner T.A., Kohorn B.D. Wall-associated kinases are expressed 
throughout plant development and are required for cell expansion. 
Plant Cell. 2001;13(2):303-318. DOI 10.1105/tpc.13.2.303

Xia X., Shao Y., Jiang J., Ren L., Chen F., Fang W., Guan Z., Chen S. 
Gene expression profiles responses to aphid feeding in chrysanthe-
mum (Chrysanthemum morifolium). BMC Genomics. 2014;15(1): 
1050. DOI 10.1186/1471-2164-15-1050

Yamaguchi K., Takahashi Y., Berberich T., Imai A., Takahashi T., Mi-
chael A.J., Kusano T. A protective role for the polyamine spermine 
against drought stress in Arabidopsis. Biochem. Biophys. Res. Com-
mun. 2007;352(2):486-490. DOI 10.1016/j.bbrc.2006.11.041

Yamaguchi-Shinozaki K., Shinozaki K. Transcriptional regulatory net-
works in cellular responses and tolerance to dehydration and cold 
stresses. Annu. Rev. Plant Biol. 2006;57(1):781-803. DOI 10.1146/
annurev.arplant.57.032905.105444

Yankina M.A., Saik O.V., Ivanisenko V.A., Demenkov P.S., Khusnutdi-
nova E.K. Evaluation of prioritization methods of extrinsic apoptotic 
signaling pathway genes for retrieval of the new candidates associ-
ated with major depressive disorder. Rus. J. Genet. 2018;54:1366-
1374. DOI 10.1134/S1022795418110170

Yoshida T., Fujita Y., Sayama H., Kidokoro S., Maruyama K., Mizoi J., 
Shinozaki K., Yamaguchi-Shinozaki K. AREB1, AREB2, and ABF3 
are master transcription factors that cooperatively regulate ABRE-

https://doi.org/10.1016/j.virusres.2015.12.003
https://doi.org/10.15389/agrobiology.2017.1.63eng
https://doi.org/10.1186/s12920-018-0331-4
https://doi.org/10.1186/s12920-018-0331-4
https://doi.org/10.1515/jib-2018-0054


Анализ генной сети функционирования клеточной стенки 
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Аннотация. В настоящее время в связи со стремительным ростом количества полногеномных экспериментов 
по изучению изменения экспрессии генов в различных условиях все более широкое распространение получа-
ют методы метаанализа транскриптомных данных из разных экспериментов, так как интеграция данных может 
обеспечить большую точность в выявлении генов-кандидатов и позволяет тестировать новые гипотезы, кото-
рые невозможно было проверить в отдельных исследованиях. Для повышения информативности такой инте-
грации необходимо оптимизировать подбор экспериментов. В настоящей работе мы предлагаем набор количе-
ственных показателей для всестороннего сравнительного описания транскриптомных данных. Эти показатели 
легко могут быть визуализированы и интерпретированы. Они включают в себя количество дифференциально 
экспрессирующихся генов (ДЭГ), долю специфических (уникальных) ДЭГ в каждом наборе данных, попарное 
сходство экспериментов по составу ДЭГ, оценку однородности профилей дифференциально экспрессирую-
щихся генов. Для автоматического вычисления и визуализации этих показателей мы разработали программу 
InterTransViewer. Мы применили InterTransViewer для сравнительного описания транскрипционных ответов на 
обработку фитогормонами у модельного растения Arabidopsis thaliana L., взяв в анализ 23 единообразно об-
работанных профиля дифференциальной экспрессии генов в ответ на ауксин и 16 профилей дифференциаль-
ной экспрессии, индуцированных этиленом или его предшественником – 1-аминоциклопропановой кислотой. 
Мы продемонстрировали, что комплексное рассмотрение характеристик отдельных профилей ДЭГ в контексте 
результатов попарных сравнений профилей по составу ДЭГ позволяет позиционировать эксперименты в кон-
тексте друг друга, оценивать тенденцию к их интеграции или сегрегации, генерировать гипотезы о влиянии 
весомых нецелевых факторов на исследуемый транскрипционный ответ. В результате это дает возможность 
выделять потенциально однородные группы экспериментов. Последующий анализ однородности этих групп 
профилей с помощью процедуры ресемплинга и установления порога уровня значимости помогает принять 
решение о целесообразности использования этих данных для метаанализа. В целом InterTransViewer позволяет 
эффективно формировать выборки экспериментов в зависимости от задачи и методов метаанализа.
Ключевые слова: транскриптом; интеграция данных; ауксин; этилен; Arabidopsis thaliana L.
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Abstract. Meta-analysis of transcriptomic data from different experiments has become increasingly prevalent due to 
a significantly increasing number of genome-wide experiments investigating gene expression changes under various 
conditions. Such data integration provides greater accuracy in identifying candidate genes and allows testing new hy-
potheses, which could not be validated in individual studies. To increase the relevance of experiment integration, it is 
necessary to optimize the selection of experiments. In this paper, we propose a set of quantitative indicators for a com-
prehensive comparative description of transcriptomic data. These indicators can be easily visualized and interpreted. 
They include the number of differentially expressed genes (DEGs), the proportion of experiment-specific (unique) 
DEGs in each data set, the pairwise similarity of experiments in DEG composition and the homogeneity of DEG profiles. 
For automatic calculation and visualization of these indicators, we have developed the program InterTransViewer. We 
have used InterTransViewer to comparatively describe 23 auxin- and 16 ethylene- or 1-aminocyclopropane-1-carboxy
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lic acid (ACC)-induced transcriptomes in Arabidopsis thaliana L. We have demonstrated that analysis of the characteris
tics of individual DEG profiles and their pairwise comparisons based on DEG composition allow the user to rank ex-
periments in the context of each other, assess the tendency towards their integration or segregation, and generate 
hypotheses about the influence of non-target factors on the transcriptional response. As a result, InterTransViewer 
identifies potentially homogeneous groups of experiments. Subsequent estimation of the profile homogeneity within 
these groups using resampling and setting a significance threshold helps to decide whether these data are appropri-
ate for meta-analysis. Overall, InterTransViewer makes it possible to efficiently select experiments for meta-analysis 
depending on its task and methods.
Key words: transcriptome; data integration; auxin; ethylene; Arabidopsis thaliana L.
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Введение
На сегодняшний день анализ дифференциальной экспрес-
сии генов в различных условиях – это один из важнейших 
подходов к исследованию генетической регуляции фор-
мирования признаков (Stelpflug et al., 2016; Tello-Ruiz et 
al., 2016). Стремительный рост количества экспериментов 
по полногеномному профилированию экспрессии генов 
в различных условиях и доступность их результатов в 
базах данных по функциональной геномике, таких как 
Gene Expression Omnibus (GEO) (Clough, Barrett, 2016) 
или BioStudies (Sarkans et al., 2021), открывают широкий 
простор для сравнительного анализа результатов экспери-
ментов из различных исследований с целью их обобщения 
с помощью методов метаанализа (Cahan et al., 2007; Rung, 
Brazma, 2013; Keel, Lindholm-Perry, 2022). Такой подход 
позволяет не только определять наиболее надежные диф-
ференциально экспрессирующиеся гены (ДЭГ), стабильно 
определяющиеся в независимых исследованиях (Freire-
Rios et al., 2020), но и увеличивать выборку образцов с 
целью выявления слабых закономерностей (Bairakdar et 
al., 2023) или тестирования гипотез, которые невозможно 
было исследовать в одиночных работах (Sudmant et al., 
2015; Winter et al., 2019). 

Для успешной интеграции данные должны удовлетво-
рять определенным критериям (Cahan et al., 2007; Rung, 
Brazma, 2013; Yu, Zeng, 2018). В первую очередь, они 
должны быть исчерпывающе описаны в соответствии с 
установленными минимальными требованиями к описа-
нию транскриптомных экспериментов (Brazma et al., 2001; 
Brazma, 2009). Кроме того, объединяемые эксперименты 
должны исследовать аналогичные гипотезы о влиянии 
одного и того же фактора. При этом следует избегать или 
корректировать так называемый пакетный эффект (batch 
effect), когда нецелевые факторы (биологические харак-
теристики объекта, условия проведения эксперимента, 
протокол пробоподготовки, выбор платформы для полу-
чения данных и пр.) влияют на результаты конкретного 
эксперимента.

Простая фильтрация данных по экспериментальным 
условиям не всегда обеспечивает оптимальный выбор 
данных для метаанализа. С одной стороны, весомый не-
целевой фактор может отсутствовать в описании данных, 
в результате формальное совпадение условий эксперимен-
тов не исключает пакетного эффекта. С другой стороны, 
результаты экспериментов, выполненных в неидентичных 
условиях, могут быть достаточно хорошо согласованы. 
Сравнительное описание транскриптомных данных из 

разных экспериментов позволяет оптимизировать выбор 
данных и методов для их предобработки. Однако до 
сих пор для этой процедуры не разработан стандарт, а 
также существенно ощущается нехватка программных 
средств, в особенности для графического представления 
результатов. Например, программа MetaQC, применяемая 
для оценки качества микрочипов, оценивает шесть коли-
чественных метрик: (1) воспроизводимость коэкспрес-
сирующихся групп генов в различных экспериментах; 
(2)  согласованность паттерна коэкспрессии известных 
генов с базами данных метаболических и сигнальных пу-
тей (т. е. участие генов в одном процессе); (3–4) точность 
выявления обогащения группы ДЭГ в терминах генной 
онтологии (т. е. участие генов в процессах, связь с клеточ-
ными компонентами или молекулярными функциями) и их 
согласованность в разных экспериментах; 5) правильность 
определения известных биомаркеров; 6) согласованность 
ранжирования ДЭГ между транскриптомами (Kang et 
al., 2012). Однако MetaQC не позволяет визуализировать 
эти метрики, и некоторые из метрик качества опираются 
на внешние базы данных и известные маркеры, а не на 
внутренние характеристики профилей экспрессии, что 
может затенять малоизученные процессы и усложнять 
анализ для немодельных видов. 

Другая программа, ViDGER, созданная для упрощения 
интерпретации данных экспериментов по секвенированию 
РНК, предоставляет широкий спектр визуализаций, но не 
предлагает удобных средств для сравнения профилей ДЭГ 
(McDermaid et al., 2019). В программе NetworkAnalyst 3.0 
акцент сделан на реконструкцию сетей межбелковых взаи
модействий, но она также предусматривает некоторую 
возможность визуального сравнения списков генов с по-
мощью интерактивных тепловых карт, сетей обогащения, 
диаграмм Венна и хордовых диаграмм (Zhou et al., 2019).

В настоящей работе мы предлагаем набор показателей 
для всестороннего сравнительного описания профилей 
ДЭГ, которые легко могут быть визуализированы и ин-
терпретированы. Они характеризуют отдельные профили 
дифференциальной экспрессии, их попарное сходство и 
тенденцию к интеграции или сегрегации. Для автомати-
ческого вычисления и визуализации этих показателей мы 
разработали программу InterTransViewer,  которую при-
менили для сравнительного описания транскрипционных 
ответов на обработку фитогормонами ауксином (23 про-
филя ДЭГ из 16 исследований) и этиленом (16 профилей 
ДЭГ из восьми исследований) у модельного вида растений 
Arabidopsis thaliana L.
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Материалы и методы
Характеристики отдельных профилей дифферен-
циальной экспрессии. Для каждого индивидуального 
списка ДЭГ мы оценивали: 1) количество ДЭГ, 2) долю 
ДЭГ, специфичных для данного списка, а также 3) от-
ношение доли специфических ДЭГ к доле ДЭГ данного 
списка среди генов, идентифицированных как ДЭГ хотя 
бы в одном из анализируемых списков:

Ri = δi · N
ni

,
где Ri – отношение долей для списка i; δi – доля ДЭГ, 
специфичных для списка i; ni – количество ДЭГ в списке i; 
N – количество ДЭГ в общем списке. Вычисленные по-
казатели графически представляются в виде зеркальных 
гистограмм. Они в совокупности с метаданными экспери
ментов позволяют в первом приближении оценить сход
ство списков и определить потенциальные выбросы. 
Например, слишком малое/большое количество ДЭГ или 
высокое значение R, которое не коррелирует со специфи-
ческими условиями эксперимента или биологическими 
свойствами объекта, может свидетельствовать о влиянии 
неизвестного весомого нецелевого фактора или о низком 
качестве данных.

Попарные сравнения профилей дифференциальной 
экспрессии по составу ДЭГ. Если список ДЭГ меньше
го размера вложен в другой список ДЭГ большего разме- 
ра, и отклонение размера каждого списка от среднего не-
значительно или коррелирует со специфическими усло-
виями эксперимента или биологическими свойствами 
объекта, мы считаем, что результаты двух экспериментов 
консистентны. Чтобы оценить сходство двух профилей с 
учетом этого условия, для каждой пары списков ДЭГ мы 
рассчитали индекс сходства I следующим образом:

I = c
min{a, b} + c,

где c – это количество общих ДЭГ между списками; 
a – количество ДЭГ, представленных в первом списке 
и отсутствующих во втором; b – количество ДЭГ, пред-
ставленных во втором списке и отсутствующих в первом. 
Таким образом, индекс сходства I отражает долю общих 
ДЭГ в меньшем списке. Индекс сходства может прини
мать значения от нуля до единицы, при этом ноль соот
ветствует отсутствию общих ДЭГ в двух списках, а еди- 
ница – полному вложению одного списка в другой. Ма-
трицы сходства списков ДЭГ визуализируются в виде 
тепловой карты, на основании которой можно не только 
сделать вывод о сходстве профилей экспрессии по составу 
ДЭГ, но и выделить отдельные группы наиболее сходных 
экспериментов.

Кластеризация профилей дифференциальной экс-
прессии. Матрица сходства, описанная выше, сопостав-
ляет списки ДЭГ, не учитывая величину изменения уров-
ней экспрессии генов. Чтобы выявлять группы сходных 
профилей дифференциальной экспрессии с учетом этой 
величины, мы использовали иерархическую кластериза-
цию на основании матрицы евклидовых расстояний в про-
странстве log2-трансформированных значений изменения 
уровней экспрессии генов, идентифицируемых как ДЭГ 
хотя бы в одном из анализируемых списков,  без учета 
значимости этих изменений. Предварительно эти значе-

ния были нормированы на диапазон разброса в каждом 
эксперименте и стандартизованы для каждого гена, что 
позволило сравнивать профили транскрипционного от
вета из разных экспериментов. Иерархическую кластери
зацию осуществляли с помощью функции Bclast из паке- 
та shipunov v.1.17.1 (https://CRAN.R-project.org/package= 
shipunov), применяя метод Ward.D2, основанный на мини-
мизации суммы квадратов евклидовых расстояний между 
каждым объектом кластера и центроидом кластера.

Количественная оценка однородности группы про-
филей по составу ДЭГ. Пусть A – множество генов, 
идентифицируемых как ДЭГ хотя бы в одном из m анали-
зируемых списков, а количество этих генов | A| = N. Мно- 
жество А включает в себя: 1) ДЭГ, изменение уровня экс-
прессии которых в заданной выборке из m списков опре-
деляется преимущественно действием целевого фактора,  
а также 2) гены, изменение уровня экспрессии которых 
существенно зависит от нецелевых факторов. Очевидно, 
что, если вычислить значение Nk для подвыборки из k 
списков (k < m) и далее вычислять значения Nk+i , добавляя 
к этой подвыборке по одному списку, то величина Nk+i 
должна не убывать с ростом i. При этом чем более неод
нороден исследуемый набор профилей ДЭГ (чем больше 
он содержит списков, сформированных под влиянием 
различающихся нецелевых факторов), тем сильнее будет 
рост величины Nk+i .

Используя ресемплинг, мы создали m – 1 наборов 
псевдовыборок списков ДЭГ: в одном наборе i (i ∈ ℕ, 
i = [1; m – 1]) каждая псевдовыборка состояла из ki < m 
списков ДЭГ (k1 = m – 1, ki+1 = ki – 1), чтобы оценить, при 
каком значении ki будет наблюдаться значимое снижение 
Nki по сравнению с Nm . Для формирования одной псевдо-
выборки из оригинального набора списков ДЭГ, состоя-
щего из m элементов, мы случайным образом выбирали 
с возвращением ki списков (рис. 1), для которых далее 
определяли количество генов Nkij , идентифицируемых как 
ДЭГ хотя бы в одном из ki списков (индекс j обозначает 
номер псевдовыборки в одном наборе). Одновременно мы 
создавали псевдовыборку из m списков и рассчитывали 
соответствующее значение Nmj , после чего вычисляли раз-
ность dj = Nmj – Nkij (см. рис. 1). В результате 5000 итераций  
(  j ∈ ℕ,  j = [1; 5000]) формировался вариационный ряд этих 
разностей. Доверительный интервал определяли методом 
процентилей (Rousselet et al., 2021). Если при каких-то 
значениях ki наблюдалась значимая разница между Nm 
и Nki , анализируемый набор профилей считали неодно-
родным. Распределение значений d визуализировали в 
виде гистограммы.

Программная реализация InterTransViewer. Про-
грамма InterTransViewer реализована в виде скрипта на 
языке R (v.4.1.2) и доступна по ссылке (https://github.com/
al-t1/InterTransViewer0/). InterTransViewer принимает на 
вход таблицу, в которой первый столбец содержит одну 
группирующую переменную (идентификаторы генов, ID), 
а каждая следующая пара столбцов содержит log2- транс-
формированные значения изменений уровней экспрессии 
генов (logFC) и соответствующие им скорректированные 
значения p (p-adjusted) для отдельного эксперимента. Если 
пользователь осуществляет предобработку сырых транс-
криптомных данных самостоятельно, такая таблица может 

https://github.com/al-t1/InterTransViewer0/
https://github.com/al-t1/InterTransViewer0/
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быть собрана с использованием функции InterTransViewer 
DEGweave для объединения результатов, сгенерирован
ных функцией topTable limma и/или функцией results па
кета DESeq2 в процессе предобработки сырых данных 
микрочипов и РНК-секвенирования соответственно. Же
лательно, чтобы предварительная обработка сырых дан
ных была выполнена максимально единообразно для каж
дой технологической платформы, а также чтобы дизайн 
каждого эксперимента предусматривал как минимум по 
две биологические реплики для контрольных и опытных 
образцов. 

На этапе контроля качества данных рекомендуется об-
ращать особое внимание на разброс данных для реплик: 
например, для микрочипов с использованием функции 
plotMDS пакета limma (Ritchie et al., 2015); с помощью 
программ fastQC и fastp для сырых данных секвениро-
вания РНК (http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/
projects/fastqc/; Chen et al., 2018) и с использованием функ- 
ции plotPCA пакета DESeq2 (Love et al., 2014) для ма-
трицы количества прочтений, соответствующих гену. 
Необходимо, чтобы все профили дифференциальной 
экспрессии отражали действие одного целевого фактора. 
Формально профиль дифференциальной экспрессии по-
дойдет для анализа с помощью InterTransViewer, если в 
нем есть хотя бы один ДЭГ для установленного уровня 
значимости, однако рекомендуется более жестко огра-
ничивать этот параметр, выбирая в качестве порогового 
значения не менее 10.

Вычисление показателей для сравнительного описа-
ния профилей ДЭГ и их визуализация реализованы в 

виде функций, описанных в документации программы 
InterTransViewer. Например, количество ДЭГ, долю экс-
перимент-специфичных ДЭГ и отношение Ri для всех 
экспериментов можно получить с помощью функции 
DEGsummary, после чего представить результаты в 
виде столбчатых диаграмм с использованием функций 
TotalSpecPlot и RmetricPlot. Функция GetSimMatrix позво-
ляет получить матрицу сходства I. Функция DE_bootstrap 
дает возможность проводить ресемплинг по описанной 
выше методике. Иерархическая кластеризация выполня-
ется с помощью функции DE_clustering.

В результате работы программа генерирует широкий 
спектр выходных данных. Для каждого эксперимента 
формируются две таблицы, содержащие список ДЭГ (для 
заданного порогового значения p-adj и, если необходимо, 
logFC) и список эксперимент-специфичных ДЭГ с ука-
занием logFC и p-adj. Также сохраняются общий список 
генов, которые являются ДЭГ хотя бы в одном экспери-
менте с указанием количества экспериментов, в которых 
ген определен как ДЭГ; сводная таблица, сгенерированная 
функцией DEGsummary, и соответствующие гистограм-
мы; матрица сходства I и тепловая карта; дендрограммы, 
полученные при кластеризации; таблицы и диаграммы с 
результатами ресемплинга для оценки однородности на-
боров профилей дифференциальной экспрессии.

Транскриптомные данные из открытых источников. 
Мы собрали все доступные в открытых базах транскрип-
томные данные по обработке A. thaliana фитогормонами 
ауксином, этиленом, их предшественниками или синте-
тическими аналогами. Из них мы отобрали транскрипто-
мы целых проростков или отдельных органов растений  
дикого типа, в которых обработки гормонами были до
полнены контрольными экспериментами (псевдообработ
ка или отсутствие обработки). Чтобы сделать возможным 
последующий сравнительный анализ, мы осуществили 
единообразную предобработку сырых данных. Данные 
микрочип-экспериментов были загружены из базы данных 
GEO (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/). Данные секвени-
рования РНК были взяты из базы данных NCBI Sequen
ce Read Archive (SRA) (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra/). 
Последовательность генома A. thaliana и его аннотация 
(TAIR 10) были загружены из Ensembl Plants (https://plants.
ensembl.org/index.html, release 52).

Все собранные микрочип-эксперименты выполнены на 
платформе ATH1. Нормировка сырых данных микрочипов 
и определение ДЭГ осуществлялись с помощью пакета 
limma v.3.52.4 (Ritchie et al., 2015). Для контроля качества 
данных секвенирования РНК использована программа 
FastQC v.0.11.9 (http://www.bioinformatics.babraham.ac. 
uk/projects/fastqc/). Прочтения, полученные на платфор
ме Illumina, подвергались триммингу и фильтрации по 
качеству с помощью программы fastp v.0.23.2 (Chen et 
al., 2018), запускаемой со следующими параметрами:  
-q 20 -u 30 -5 -3 -W 4 -M 20, после чего выполнялось вы
равнивание прочтений на геном A. thaliana с применени
ем HISAT2 v.2.2.1 (Kim et al., 2019). Прочтения SOLiD 
выравнивались на геном с помощью программы TopHat 
(Kim et al., 2013). Для подсчета числа уникально кар-
тированных прочтений использовали функцию sum
marizeOverlaps из пакета GenomicAlignments R v.1.30.0  

Исходный  
набор  

из m списков ДЭГ

Выборка m шт.  
с возвращением

Выборка ki шт. 
 с возвращением

Псевдовыборка mj 
из m списков ДЭГ

dj = Nmj – Nkij

Псевдовыборка kij 
из ki списков ДЭГ

№ 1
№ 2
№ 3

.

.

.
№ m

№ 2
№ 2
№ 4
.
.
.
№ m – 4
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№ 1
№ 8
.
.
.
№ m – 2
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Рис. 1. Процедура создания двух псевдовыборок, каждая из которых 
состоит из m и ki (ki < m) случайно выбранных списков ДЭГ с возвра-
щением, и определения разницы dj между количеством генов, иден-
тифицируемых как ДЭГ хотя бы в одном из m и ki списков (Nmj и Nkij 
соответственно). 
Индекс j обозначает номер псевдовыборки. Операцию повторяли 
5000  раз ( j ∈ ℕ, j = [1; 5000]), генерируя таким образом распределение 
значений d, что позволяло оценить значимость различия значений N в  
псевдовыборках. Такая процедура повторялась для каждого значения 
ki  (k1 = m – 1; ki+1 = ki – 1, где i ∈ ℕ, i = [1; m – 1]).

http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/
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InterTransViewer: a comparative description  
of differential gene expression profiles from different experiments

Данные микрочип-экспериментов и РНК-секвенирования, использованные в исследовании

№ экспе-
римента

Название
экспери-
мента

Тип Ткань, стадия развития Обработка (концентрация, 
время)

Число 
реплик

Литературный  
источник

Ауксин

1 ERP021928 Р Меристема и молодые цветы  
до и во время 10-й стадии 

10 мкM ИУК, 0.5 ч 3 Simonini et al., 2017

2, 4, 9 GSE18975 М 7-дневные проростки 1 мкM ИУК, 0.5 ч; 1 мкM ИУК, 1 ч;
1 мкM ИУК, 3 ч

3 Delker et al., 2010

3 SRP258689 Р Корни 3-дневных проростков 1 мкM ИУК, 1 ч 3 Freire-Rios et al., 2020

5, 15 GSE3350 М Корни без корневого апекса  
3-дневных проростков, выращенных  
на среде MS с 10 мкM НФК

10 мкM НУК, 2 ч; 10 мкM НУК, 6 ч 2 Vanneste et al., 2005

6 GSE35580 М Корни 7-дневных проростков 5 мкM ИУК, 2 ч 3 Bargmann et al., 2013

7, 16 GSE42896 М Корни без корневого апекса  
3-дневных проростков, выращенных 
на среде MS с 10 мкM НФК

10 мкM НУК, 2 ч; 10 мкM НУК, 6 ч 3 De Rybel et al., 2012

8 GSE627 М 7-дневные проростки 5 мкM ИУК, 2 ч 3 Okushima et al., 2005

10 GSE58028 М 7- и 8-дневные проростки 1 мкM ИУК, 3 ч 3

11 SRP033494 Р Корни 7-дневных проростков 5 мкM ИУК, 4 ч 2 Chaiwanon, Wang, 
2015

12, 18, 
19, 21

GSE42007 М Корни 6-дневных проростков 1 мкM ИУК, 4 ч; 1 мкM ИУК, 8 ч;
1 мкM ИУК, 12 ч; 1 мкM ИУК, 24 ч

3 Lewis et al., 2013

13 GSE7432 М Корни 3-дневных этиолированных 
проростков

1 мкM ИУК, 4 ч 2 Stepanova et al., 2007

14 SRP102803 Р Корни 3-дневных проростков 1 мкM ИУК, 6 ч 3 Omelyanchuk et al., 
2017

17 GSE59426 М Кончики корней 3-дневных  
проростков

10 мкM M ИМК, 6 ч 3 Xuan et al., 2015 

20 GSE59741 М Пазушные почки листьев  
21- и 28-дневных проростков

1 мкM НУК, 18 ч 3 Müller et al., 2015

22 SRP074436 Р Апексы побегов и пазушные  
меристемы 14-дневных проростков

5 мкM 2,4-Д, 55 ч 3 Mozgová et al., 2017

23 GSE179303 М Листья одинакового размера  
и стадии развития

23 мM 2,4-Д, 72 ч после  
обработки (опрыскивание)

3 Romero-Puertas et al., 
2022

Этилен

11, 12 SRP118634 Р 4-дневные проростки 10 мкM АЦК, 2 ч; 10 мкM АЦК, 4 ч 3 Fu et al., 2021

1, 2, 6, 7 SRA063695 Р 3-дневные этиолированные  
проростки

10 млн–1 этилен газ, 4 ч* 
10 млн–1 этилен газ, 12 ч
10 млн–1 этилен газ, 24 ч

3 Chang et al., 2013

3 SRP069072 Р 3-дневные этиолированные  
проростки

10 млн–1 этилен газ, 4 ч 2 Zhang et al., 2016a

4, 8 SRP076862 Р Корни и побеги 3-дневных этиолиро-
ванных проростков отдельно

10 млн–1 этилен газ, 4 ч 2 Zhang et al., 2016b

5 SRP168223 Р 3-дневные этиолированные  
проростки

Этилен газ, 4 ч 2 Zander et al., 2019

9 GSE7432 М Корни 3-дневных этиолированных 
проростков

10 млн–1 этилен газ, 4 ч 2 Stepanova et al., 2007

10 SRP126162 Р Корни 6-дневных проростков 10 млн–1 этилен газ, 4 ч 2 Feng et al., 2017

13, 14, 
15, 16

GSE84446 М Корни 6-дневных проростков 1 мкM АЦК, 4 ч; 1 мкM АЦК, 8 ч; 
1 мкM АЦК, 12 ч; 1 мкM АЦК, 24 ч

3 Harkey et al., 2018

* 1, 2 – эксперименты по обработке этиленом с одинаковыми условиями.
Количество биологических реплик, доступных для каждого образца и используемых для идентификации ДЭГ, указано в шестом столбце. Для обнаруже-
ния ДЭГ в экспериментах № 2, 4, 5, 7, 9, 16, 17, 22, 23 с ауксином и № 1, 2, 6, 7 с этиленом использовали необработанные контрольные образцы, собранные 
в начальный момент времени; в остальных случаях для каждого эксперимента были доступны отдельные ложно-обработанные контрольные образцы. 
Р – РНК-секвенирование; М – микрочип эксперимент; 2,4-Д – 2,4-дихлорфеноксиуксусная кислота; НФК – нафтил-фталаминовая кислота; ИУК – индол-3-
уксусная кислота; НУК – 1-нафталинуксусная кислота; ИМК – индол-3-масляная кислота.
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(Lawrence et al., 2013) и файл с аннота-
цией генома A. thaliana. Определение 
ДЭГ выполняли с помощью пакета 
DESeq2 v.1.34.0 (Love et al., 2014). Для 
каждого набора данных (как микрочи
пов, так и РНК-секвенирования) мы при- 
меняли поправку на множественное те
стирование гипотез по методу Бенджа-
мини–Хохберга (Benjamini, Hochberg, 
1995) для контроля доли ложно-поло-
жительных результатов (false discovery 
rate, FDR) при определении дифферен
циально экспрессирующихся генов. Что
бы детектировать ДЭГ, мы использовали 
порог FDR, равный 0.05. В результате 
мы получили 23 списка ДЭГ после об-
работки ауксином и 16 – после обработки 
этиленом, в каждом из которых было не 
менее 300 ДЭГ (cм. таблицу).

Результаты и обсуждение
В этой работе мы приводим пример ис-
пользования InterTransViewer для срав-
нительного описания профилей диффе
ренциальной экспрессии генов, отражаю
щих транскрипционный ответ на фито-
гормоны у A. thaliana. Для анализа мы 
отобрали 23 профиля ауксин-индуциро-
ванной дифференциальной экспрессии 
генов из 16 различных исследований и 
16  профилей дифференциальной экс-
прессии, индуцированной этиленом или 
его предшественником, 1-аминоцикло
пропановой кислотой (АЦК), из 8 иссле-
дований (см. таблицу и раздел «Мате
риалы и методы»).

Рисунок 2 схематично иллюстрирует 
метаданные для каждого профиля диф
ференциально экспрессирующихся ге-
нов. Видно, что несмотря на общность 
исследуемого фактора, эксперименталь-
ные условия, в которых профили были 
получены, неоднородны. В частности, 
различались химическая природа актив-
ного вещества, его концентрация, способ 
и длительность обработки, условия вы
ращивания растений, их возраст в момент 
сбора образцов, состав образцов, методы 
профилирования экспрессии. Только два 
ауксин-индуцированных профиля ДЭГ 
(№ 9 и 10) из двух исследований и три 
этилен-индуцированных профиля ДЭГ 
(№ 1, 2 и 3) также из двух исследований 
были получены в сходных условиях, 
согласно метаданным. Таким образом, 
целью дальнейшего сравнительного ана-
лиза стало исследование однородности 
фитогормон-индуцированных профилей 
ДЭГ в зависимости от условий, в кото-
рых они были получены.

Ауксин- и этилен-индуцированные профили ДЭГ  
вариабельны по количеству ДЭГ 
Прежде всего, мы охарактеризовали отдельные списки ДЭГ с помощью 
функции DEGsummary. Ауксин- и этилен-индуцированные профили ДЭГ 
оказались неоднородны по количеству ДЭГ: этот показатель варьировал 
от 410 до 11 966 в ауксин-индуцированных профилях (медианное значение 
3205) и от 379 до 5253 – в этилен-индуцированных профилях (медианное 
значение 1428) (рис. 3, а, б). Отклонение количества ДЭГ от значения 
медианы в большинстве случаев можно было объяснить специфиче-
скими условиями проведения экспериментов. Так, низкое количество 
ауксин-чувствительных ДЭГ наблюдалось в меристеме побега и моло-
дых цветах после кратковременной обработки ауксином (№ 1; 586 ДЭГ),  
а также в корне при длительной обработке (24 ч) ауксином низкой кон-
центрации (1  мкМ) в форме индол-3-уксусной кислоты (ИУК) (№ 21; 
686 ДЭГ). Низкое количество ДЭГ в последнем случае связано с тем, 
что при ответе на ауксин пик изменений транскрипционной активности 
наблюдается при длительности обработки от 2 до 8 ч, в то время как при 
увеличении времени обработки до 12–24 ч транскрипционная активность 
большинства генов возвращается к уровню, наблюдаемому в контрольных 
(без обработки ауксином) образцах, а число генов с измененным уровнем 
транскрипции становится близким к числу генов при кратковременных 
(1 ч) обработках ауксином (Lewis et al., 2013). Высокое количество ДЭГ 
(№ 22, 11 966 ДЭГ) было характерно для продолжительной обработки в 
течение 55 ч 5 мкМ 2,4-Д кончиков побегов и пазушных меристем с целью 
инициации каллусообразования, которое сопровождается значительным 
перепрограммированием транскрипционной активности генома (Xu et 
al., 2012). 

Рис. 2. Схематичное представление экспериментальных условий, в которых получены 
профили ДЭГ, выбранные для сравнительного анализа. 
Звездочкой обозначен сегмент корня между апикальной меристемой корня и корневой шей-
кой (соединением корень-гипокотиль). Этилен применяли либо в виде газа (концентрация в 
частях на миллион), либо в виде его биологического предшественника АЦК (мкМ). Ауксин ис-
пользован в форме ИУК, иначе указано. НУК – 1-нафталинуксусная кислота; ИМК – индолил-
3-масляная кислота; 2,4-Д – 2,4-дихлорфеноксиуксусная кислота. Длительность обработки 
приведена в часах. Числа, выделенные жирным шрифтом, обозначают номера экспериментов 
из таблицы. С – концентрация гормона; черные кружки – этиолированные проростки; желтые 
кружки – проростки, выращенные на свету; & – опрыскивание; $ – после обработки; ? – концен-
трация газообразного этилена в первоисточнике не указана.
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InterTransViewer: a comparative description  
of differential gene expression profiles from different experiments

Достаточно большое количество ДЭГ наблюдалось 
и при менее продолжительной обработке проростков 
5–10 мкМ ИУК в течение 4–6 ч, что соответствует пику 
изменений транскрипционной активности при ответе 
на ауксин (Lewis et al., 2013). Необходимо отметить, что 
большое количество ДЭГ наблюдалось в транскриптомах 
целых корней или корней без кончика корня с большим 
разнообразием тканей (№ 11, 15 и 16; 9461, 7692 и 11 905 
ДЭГ соответственно). Если исследовали, наоборот, толь-
ко кончик корня (№ 17), то число ДЭГ уменьшалось до 
4214, что можно объяснить достаточной биологической 
однородностью материала (колумелла, ниша стволовых 
клеток и первые потомки инициалей). 

Следует отметить высокое значение отношения R для 
профиля ДЭГ меристемы побега и молодых цветов (№ 1), 
что свидетельствует о специфическом по составу ДЭГ 
транскрипционном ответе на ауксин в этих органах по 
сравнению со всеми остальными представленными в 
исследовании. Причиной существенного отклонения 
количества ДЭГ от медианы в профиле № 10 (410 ДЭГ) 
мог быть стресс из-за резкой смены условий выращивания 
проростков, когда перед обработкой ауксином проростки, 
выращенные в течение 6–7 дней на агаризованной среде, 
помещали на сутки в жидкую среду с постоянным переме-
шиванием на шейкере. В такой ситуации гены ауксинового 
ответа, ассоциированные с ответом на стресс, изменили 
свою экспрессию и в опыте, и в контроле, в результате по-
сле обработки ауксином остались ДЭГами только гены, не 
связанные со стрессом. В то же время, учитывая несколько 

повышенное значение отношения R для профиля № 10 по 
сравнению с медианой, можно сделать предположение о 
невысоком качестве этих данных.

Низкое количество этилен-чувствительных ДЭГ наблю
далось в корнях выращенных на свету проростков после 
непродолжительной (4 ч) обработки биологическим пред
шественником этилена, АЦК, в низкой (1 мкМ) концен-
трации (№ 13; 522 ДЭГ), что может быть связано с малым 
временем обработки для реализации полного ответа на 
этилен. Увеличение времени обработки до 8, 12 и 24 ч 
(№ 14, 15, 16) во всех случаях увеличивало число ДЭГ 
примерно в 2 раза (Harkey et al., 2018). 

Таким образом, начиная примерно с 8 ч при такой об-
работке реализуется полный ответ на этилен, при котором 
количество ДЭГ близко к медианному. Низкое количество 
ДЭГ в профиле № 9 (379 ДЭГ) можно связать с техниче-
скими особенностями транскриптомных экспериментов в 
работе (Stepanova et al., 2007), учитывая низкое количество 
ДЭГ в ауксин-индуцированном профиле № 13 (657 ДЭГ) 
из этого же исследования. Тем не менее нет оснований 
говорить о низком качестве этих данных, так как наблю-
даемые отклонения не сопровождаются существенным 
повышением значения отношения R. Примечательно, что 
значения числа ДЭГ, близкие к медианному, дали РНК-
секвенирование на SOLiD (№ 1, 2, 6, 7) вне зависимости 
от времени обработки (Chang еt al., 2013), а также секве-
нирование с помощью Illumina побегов (№ 4) и растений 
другого экотипа (Ler, Landsberg erecta) (№ 5), а не экоти-
па Columbia, как во всех остальных случаях. При этом 

Рис. 3. Сравнительное описание транскрипционного ответа на ауксин и этилен в различных условиях у A. thaliana. 
а, б – количество ДЭГ и доля специфических (уникальных) ДЭГ в наборах данных по ауксину (а) и этилену (б), а также R метрика для каждого набора дан-
ных; в, г – попарное сравнение экспериментов с ауксином (в) и экспериментов с этиленом (г). Индекс сходства I, отражающий долю общих ДЭГ в меньшем 
списке, описан в разделе «Материалы и методы». Номера экспериментов соответствуют номерам в таблице.
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Illumina секвенирование этиолированных проростков и 
корней дало число ДЭГ, значительно выше медианных 
(№ 3, 8 и 10; 5253, 3715 и 4067 ДЭГ соответственно).

Профили дифференциальной экспрессии генов  
в ответ на фитогормоны в образцах, представленных 
разными частями растения, отличаются по составу ДЭГ
Далее мы более подробно исследовали сходство профилей 
экспрессии по составу дифференциально экспрессирую
щихся генов. Попарные сравнения с использованием 
функций GetSimMatrix подтвердили специфический ха-
рактер транскрипционного ответа на ауксин в меристеме 
побега и молодых цветах (профиль № 1) по сравнению со 
всеми остальными органами (см. рис. 3, в). Неудивитель-
но, что относительно высокое значение индекса сходства 
для этого профиля (I = 0.47) наблюдалось только в паре 
с профилем дифференциальной экспрессии генов в ме-
ристемах побегов (№ 22). Затем выделялись две группы 
сходных профилей, описывающих транскрипционный от-
вет на ауксин в целых проростках и в корнях. Разделение 
профилей, соответствующих целым проросткам и их кор-
ням, подтверждается также результатами кластеризации 
профилей по дифференциальной экспрессии с помощью 
функции DE_clustering и является очевидным, так как в 
проростках наряду с корнем присутствует также побег 
(рис. 4). Однако, несмотря на детектируемое внутригруп-
повое сходство, нужно отметить очевидную вариабель-
ность профилей внутри каждой из этих двух групп (см. 
рис. 2, в). Наконец, профили с большим количеством ДЭГ 
(№ 11, 15, 16, 22) демонстрировали достаточно высокий 
индекс сходства при попарном сравнении со всеми про-
филями (cм. рис. 3, в). 

Качественное сходство профилей с большим количе-
ством ДЭГ друг с другом, а также с более узкими списка-
ми ДЭГ свидетельствует об их корректности. Профили 
дифференциальной экспрессии генов на почках стеблевых 

листьев (№ 20) и в листьях (№ 23) демонстрировали уме-
ренное сходство (I ≥ 0.42) только с профилями с большим 
количеством ДЭГ. Можно предположить, что обработка 
высокими концентрациями ауксина (№ 11, 15, 16, 22) 
изменяет экспрессию разных групп генов, каждая из ко-
торых отвечает на низкие концентрации ауксина только 
в определенных условиях. Помимо этого, большое число 
ДЭГ в позднем ответе может объясняться широкой пред-
ставленностью в них генов вторичного ответа на ауксин.

Попарные сравнения этилен-индуцированных про-
филей дифференциальной экспрессии выявили обособ
ленную группу (№ 13–16) из исследования A.F. Harkey с 
коллегами (2018) (см. рис. 2, г). Они описывали изменение 
экспрессии генов в корнях обработанных АЦК (предше-
ственником этилена) проростков, растущих в условиях 
постоянной освещенности. Считается, что АЦК также 
имеет независимую от этилена биологическую активность 
(Vanderstraeten et al., 2019), а свет оказывает существенное 
влияние на формирование транскрипционного ответа на 
этилен у A. thaliana (Shi et al., 2016a, b; Luo, Shi, 2019). 
Мы предположили, что химическая природа активного 
вещества и условия освещенности при выращивании 
проростков могли выступать весомыми нецелевыми фак
торами в данном случае. Однако профили № 13–16 де-
монстрировали лишь умеренное сходство с профилем 
дифференциальной экспрессии в корнях обработанных 
этиленом проростков, выращенных при долгом (16 ч) дне 
(№ 10) (I = 0.59, 0.54, 0.52 и 0.49), и достаточно сильно 
отличались от профилей дифференциальной экспрессии 
генов в целых проростках, выращенных при 12-часовом 
дне и обработанных АЦК (№ 11 и 12) (0.22 < I < 0.42) (см. 
рис. 3, г). Таким образом, нельзя исключить, что обосо-
бленность профилей № 13–16 может быть следствием 
пакетного эффекта. 

Остальные профили распадались на две группы сход-
ных списков. Первые характеризовали транскрипцион-

Рис. 4. Иерархическая кластеризация профилей дифференциальной экспрессии в ответ на ауксин (а) и этилен (б ) с использованием метода 
Ward.D2. 
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ный ответ на этилен в корнях проростков независимо 
от режима освещенности, а также в целых проростках, 
выращенных в присутствии света. Вторые описывали от-
вет на этилен в этиолированных проростках или побегах. 
Таким образом, мы подтвердили известные факты, что 
свет играет существенную роль в формировании ответа 
на этилен (Shi et al., 2016a, b; Luo, Shi, 2019), но дополни-
тельно показали, что этот эффект наблюдается в побеге, 
но не в корне. Следут отметить, что при кластеризации с 
учетом величины изменения экспрессии временной ряд 
по обработке этиленом этиолированных проростков из 
исследования K.N. Chang с коллегами (2013) выделяется 
в отдельную группу (см. рис. 4), что также поднимает 
вопрос о возможном пакетном эффекте.

Набор из семи этилен-индуцированных профилей 
является однородным по составу ДЭГ
Количество генов, идентифицируемых как ДЭГ хотя бы 
в одном из анализируемых списков, в существенной мере 
определяется однородностью набора профилей. В нашем 
случае 20 552 и 10 988 генов были определены как ДЭГ 
по крайней мере в одном профиле дифференциальной 
экспрессии, индуцированной ауксином и этиленом/АЦК 
соответственно. С учетом размера генома A. thaliana, кото-
рый содержит немногим более 30 000 генов, это неожидан-
но большое количество ДЭГ, которое заметно превышает 
количество ДЭГ в отдельных экспериментах и, вероятно, 
обусловлено изменчивостью индукции транскриптомов 
в зависимости от условий проведения экспериментов. 
Количественная оценка однородности наборов профилей 

посредством ресемплинга (с использованием функции 
DE_bootstrap) ожидаемо показала их неоднородность по 
составу ДЭГ (рис. 5, а, б). 

В то же время на основании описанных в предыдущем 
разделе результатов попарного сравнения профилей (см. 
рис. 3, в, г) можно сделать предположение о потенциальной 
однородности ауксин-индуцированных профилей ДЭГ в 
корне (№ 5–7, 12–14, 18–21) и этилен-индуцированных 
профилей ДЭГ в проростках/побегах (№ 1–3, 5–8). Чтобы 
проверить это предположение, мы осуществили анализ 
соответствующих наборов профилей дифференциальной 
экспрессии с применением функции DE_bootstrap. В то 
время как группа профилей ответа на ауксин в корнях все 
еще демонстрировала неоднородность (вероятно, длитель-
ность обработки обуславливала различия по составу ДЭГ), 
значимых отличий количества этилен-индуцированных 
ДЭГ в этиолированных проростках не обнаруживалось. 
Таким образом, набор этилен-индуцированных профилей 
ДЭГ в этиолированных проростках/побегах (№ 1–3, 5–8) 
в силу их однородности целесообразно в дальнейшем 
использовать для метаанализа (например, с целью более 
эффективного выявления слабых закономерностей).

Заключение
Метаанализ транскриптомных данных открывает широкие 
возможности для увеличения мощности статистического 
анализа при условии их однородности. Однако осмыс-
ленный выбор экспериментов для метаанализа зачастую 
затруднен отсутствием стандартов в этой области и удоб-
ных программных средств для сравнительной характери-

Рис. 5. Оценка однородности профилей дифференциальной экспрессии ответа на ауксин (а, б ) и этилен (в, г) посредством 
ресемплинга. 
Столбцы отражают 95 % доверительный интервал значений d = Nm – Nk , где Nm – число генов, которые являются ДЭГ хотя бы в 
одном из списков в псевдовыборке размера m; Nk – число генов, которые определяются как ДЭГ хотя бы в одном из списков в 
псевдовыборке размера k, m > k. Детальное описание процедуры представлено в разделе «Материалы и методы». а – результаты 
расчетов для m = 23 (все ауксин-индуцированные профили ДЭГ); б – результаты расчетов для m = 9 (ауксин-индуцированные про-
фили ДЭГ № 5–7, 12–14, 18, 19, 21); в – результаты расчетов для m = 16 (все этилен-индуцированные профили ДЭГ); г – результаты 
расчетов для m = 7 (ауксин-индуцированные профили ДЭГ № 1–3, 5–8). Жирной линией отмечено значение d = 0.
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стики профилей дифференциальной экспрессии генов, в 
особенности для построения интуитивно понятных ви
зуализаций. В настоящей работе мы предложили набор 
количественных индикаторов для сравнительной харак-
теристики профилей ДЭГ (n – количество ДЭГ; δ – доля 
ДЭГ, специфичных для данного списка; R – отношение, 
характеризующее специфичность транскрипционного от
вета; I – индекс сходства пары списков по составу ДЭГ; 
оценка однородности профилей ДЭГ), а также реализо-
вали их вычисление и визуализацию в виде программы 
InterTransViewer. Продемонстрировано, что комплексное 
рассмотрение характеристик отдельных профилей ДЭГ 
(n, δ, R) с учетом результатов попарных сравнений про-
филей по составу ДЭГ (как с использованием индекса 
сходства I, так и посредством кластеризации с учетом 
величины изменения уровней экспрессии) позволяет 
позиционировать эксперименты в контексте друг друга, 
оценивать тенденцию к их интеграции или сегрегации, 
генерировать гипотезы о влиянии весомых нецелевых 
факторов на исследуемый транскрипционный ответ. В ре-
зультате это дает возможность выделять потенциально 
однородные группы экспериментов. 

Последующий анализ однородности этих групп про-
филей с применением процедуры ресемплинга и уста-
новления порога уровня значимости позволяет принять 
решение о целесообразности использования этих данных 
для метаанализа. В целом программа InterTransViewer дает 
возможность эффективно формировать выборки экспери-
ментов в зависимости от задачи и методов метаанализа.
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