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Abstract. mRNA vaccine technologies have been actively developing since the beginning of the 21st century and 
have received a major boost from new findings about the functioning of the immune system and the development 
of efficient vehicles for nucleic acid delivery. The mRNA vaccine demonstrates superior properties compared to the 
DNA vaccine, primarily due to accelerated mRNA vaccine development, enhanced flexibility, and the absence of in-
tegration into the genome. Artificial mRNAs have biotechnological and medical applications, including the develop
ment of antiviral and anticancer mRNA therapeutics. The effective expression of therapeutic mRNA depends upon 
the appropriate selection of structural elements. Along with the addition of the 5’-cap, appropriate polyadenylation, 
and sequence codon optimization, 5’- and 3’-untranslated regions (UTRs) play an important role in the translation 
efficiency of therapeutic mRNAs. In this study, new plasmids containing a novel combination of UTR pairs, namely 
5’-UTR-4 and 3’-UTR AES-mtRNR1, were constructed to obtain artificial mRNAs encoding green fluorescent protein 
(GFP) and firefly luciferase (FLuc) with new structural elements and properties. The novel combination of the UTRs, 
which is described in this article for the first time, in addition to sufficient polyadenylation and pseudouridinilation of 
mRNA, was demonstrated to strongly increase the translation of codon-optimized sequences of reporter mRNAs. We 
generated lipoplexes containing the aforementioned reporter mRNAs and liposomes composed of cationic lipid 2X3 
(1,26-bis(cholest-5-en-3beta-yloxycarbonylamino)-7,11,16,20-tetraazahexacosane tetrahydrochloride) and helper 
lipid DOPE (1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine). For in vivo experiments, the liposomes were decorated 
with 2 % of 1,2-distearoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine-N-[amino(polyethylene glycol)-2000] (DSPE- PEG2000). 
The translation efficiency of mRNAs was found to be superior for the novel UTR combination compared with HBB 
gene UTRs, both in vitro and in vivo. When mRNA is administered intramuscularly, the proposed combination of UTRs 
provides lasting expression for more than 4 days. The results demonstrated that the novel UTR pair combination 
could be useful in the development of artificial mRNAs with enhanced translation efficiency, potentially reducing the 
dose for mRNA-based therapeutics.
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Новая комбинация 5’- и 3’-нетранслируемых областей 
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Аннотация. Технология мРНК-вакцин начала активно развиваться в начале XXI в. и получила хороший сти-
мул за счет расширения знаний о функционировании иммунной системы человека и успехов в синтезе ва-
риантов молекул-доставщиков. Иммунизация с помощью мРНК-вакцин является более эффективной, чем 
иммунизация с помощью ДНК, благодаря более быстрой разработке, гибкости технологии и отсутствию ин
теграции в геном. В наши дни искусственные мРНК используют в различных биотехнологических и медицин-
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ских целях, включая разработку противовирусных и противораковых мРНК-вакцин. Для их эффективной экс-
прессии необходимо правильно подобрать структурные элементы мРНК. Помимо добавления в структуру 
мРНК 5’-кэпа, достаточного уровня полиаденилирования и оптимизации последовательности кодонов, 5’- и 
3’-нетранслируемые области (НТО) играют важную роль в трансляционной эффективности терапевтических 
мРНК. В настоящем исследовании для получения искусственных мРНК были сконструированы плазмидные 
конструкции, содержащие в своем составе новую комбинацию нетранслируемых областей – 5’-UTR-4 и 3’-UTR 
AES-mtRNR1. Для новой комбинации НТО, впервые описанной в данной работе, было показано значитель-
ное увеличение уровня трансляции кодон-оптимизированных последовательностей репортерных мРНК, 
кодирующих GFP (зеленый флюоресцентный белок) и FLuc (люцифераза светлячка), содержащих в своем 
составе псевдоуридин и поли(А)-последовательность. В ходе работы были сформированы комплексы вы-
шеупомянутых репортерных мРНК с липосомами, состоящими из катионного липида 2Х3 (1,26-бис(холест-
5-ен-3β-илоксикарбониламино)-7,11,16,20-тетраазогексакозан тетрагидрохлорид) и липида-хелпера DOPE 
(1,2-диолеил-sn-глицеро-3-фосфоэтаноламин). Для экспериментов in  vivo в состав липосомальной компо-
зиции добавляли 2  % 1,2-дистеароил-sn-глицеро-3-фосфоэтаноламин-N-[амино(полиэтиленгликоль)-2000] 
(DSPE-PEG2000). Новая комбинация НТО продемонстрировала более высокую эффективность трансляции мРНК 
в сравнении с β-глобиновыми НТО как in vitro, так и in vivo. При внутримышечном введении мРНК предложен-
ная комбинация НТО обеспечивает длительную экспрессию более четырех суток. Результаты исследования 
показали высокую эффективность новой комбинации НТО для повышения уровня трансляции искусственных 
мРНК, что может быть использовано для снижения терапевтической дозы мРНК в составе вакцин.
Ключевые слова: синтетическая мРНК; доставка РНК; модификации нуклеотидов; нетранслируемая область 
мРНК; липидные наночастицы

Introduction
mRNA vaccine technologies are emerging every year to 
defend humans from viral pathogens and even cancers. 
The COVID-19 pandemic proved the necessity of the fast 
development of vaccines targeted against a certain species 
of viruses. The release of different mRNA vaccines, such as 
BNT162b2, mRNA-1273, and others, has enabled effective 
vaccination of the population. It is clear that for effective 
and prolonged expression of antibodies, specific structure of 
mRNA is crucial (Fig. 1).

The necessity of UTRs in mRNA for various mRNA models 
is widely recognized (Chatterjee, Pal, 2009; Morais et al., 
2021; Chen et al., 2022; Kirshina et al., 2023), along with 
such components as the Kozak sequence, which is required 
for translation (Kozak, 1989). The incorporation of 5′-UTR 
sequences enhances translation not only by protecting the cod-
ing sequences from nucleases but also by recruiting ribosomal 
machinery to a translation start site (Chatterjee, Pal, 2009). 
The most common method for enhancing translation is the 
addition of IRES (internal ribosome entry site) elements with 
complex secondary structure to the 5′ end of mRNA, which 
promotes the recruitment of translational complexes at vari-
ous stages of translation (Andreev et al., 2009). Sample et 
al. (2019) have successfully identified a high-ribosome-load 
sequence of a 5′-UTR (designated as “5′-UTR-4”) using ma-
chine learning methods. The application of computationally 
selected sequences enabled the researchers to enhance transla-
tion intensity more than 100-fold, thus proving the efficacy of 
machine learning techniques.

3′-UTRs provide the mRNA molecule with a defense against 
nucleases, including the prevention of poly(A) tail degrada-
tion, which can influence the half-life of mRNA and the yield 
of the encoded protein. Derived from the human HBB gene, 
β-globin UTRs have been commonly used and demonstrated 
remarkable efficacy in both reporter and viral mRNA applica-
tions (Zhuang et al., 2020). The incorporation of a chimeric 
3′-UTR called AES-mtRNR1, which comprises a part of 16S 
ribosomal rRNA of archaea (AES: amino-terminal enhancer of 
split) and a part of a mitochondrial rRNA (mtRNR1), allowed 
for 3-fold higher translation intensity in vitro in comparison 
to the standard β-globin 3′-UTR (Orlandini von Niessen et 
al., 2019). Their result was confirmed by in vivo application 
to a luciferase model (Orlandini von Niessen et al., 2019), 
indicating the universality of such a tandem UTR sequence. 
Thus, the previous investigations directed at the selection of 
the most effective UTR structures allow to design combina-
tions and test their translational effectiveness. 

In this study, we introduced a novel combination of 5′-
UTR-4 and 3′-UTR AES-mtRNR1 (hereafter, “synthetic 
UTRs”) into a single mRNA for the first time. We constructed 
reporter mRNAs, encoding GFP or FLuc, containing the 
novel combination of UTRs for delivery into human cells 
in vitro and live animal tissues in vivo. Cationic liposomes 
composed of the cationic lipid 2X3, the helper lipid DOPE, 
and DSPE-PEG2000 (for in vivo experiments) were used to 
deliver mRNAs. The expression of the reporter mRNAs with 
synthetic UTRs was demonstrated to be 5–6-times higher than 
that of β-globin UTRs in vitro and in vivo.

Fig. 1. The mRNA design optimal for effective translation. Inserted pseudouridines are indicated by the “Ψ” sign.
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Materials and methods
Plasmid design, construction, and synthesis. Sequence of 
the hyperactive T7 promoter was taken from (Conrad et al., 
2020). Sequences of β-globin 5′- and 3′-UTRs and those of 
UTRs 5′-UTR-4 and AES-mtRNR1 (3′-UTR) (see Supplemen-
tary Table S1)1 were obtained from NCBI and (Andreev et 
al., 2009; Leppek et al., 2022), respectively. A multiple clon-
ing site (MCS) between 5′- and 3′-UTRs was designed using 
several most popular unique restriction sites. Downstream of 
3′-UTRs, an XbaI restriction site was inserted to generate a 
linearized DNA template for in vitro transcription.

Fragments containing MCS and UTRs were synthesized by 
the Laboratory of Synthetic Biology at the Institute of Chemi-
cal Biology and Fundamental Medicine (ICBFM) SB RAS 
and cloned into the pCMV6-Entry vector (OriGene, USA; see 
Supplementary Fig. S1) by means of restriction sites Psp124BI 
and XmaI (SibEnzyme, Russia). Two parallel cloning reactions 
resulted in plasmid vectors: pCMV6_T7_bglob_AGG (con-
taining 5′- and 3′-UTRs of the human HBB gene; see Supple-
mentary Fig. S2) and pCMV6_T7_synth_AGG (containing 
5′-UTR-4 and AES-mtRNR1; see Supplementary Fig. S3).

ORFs of GFP and FLuc were PCR-amplified from plasmids 
phMGFP (Promega, USA) and pCDH-EF1a-Luc2-IRES-
mKate2 (Yuzhakova et al., 2022), respectively, with primers 
containing restriction sites, the Kozak sequence, and start 
and stop codons and were cloned by the restriction–ligation 
method into plasmids pCMV6_T7_bglobUTR_AGG and 
pCMV6_T7_synthUTR_AGG.

In vitro transcription and mRNA purification. GFP and 
FLuc with β-globin UTRs and the synthetic UTRs were 
obtained by in vitro transcription using T7 polymerase (Bio
labmix, Russia). The Anti-Reverse Cap Analog  (ARCA) 
(Biolabmix, Russia) and pseudouridine triphosphate (Biolab
mix, Russia) were added during the transcription to modify 
mRNA structure. After the RNA synthesis, the DNA template 
was removed with DNase I (Thermo Fisher Scientific, USA). 
Poly(A) polymerase (New England Biolabs, USA) was used to 
polyadenylate 3′ termini of the synthesized mRNA by the stan-
dard protocol. The RNA products were purified via precipita-
tion with 2.5 M LiCl followed by storage of the precipitate at 
−20 °C for 30 min and subsequent centrifugation at 16,000 × g 
for 15 min at 4 °C. The pellet was washed with 70 % ethanol 
and dried for 10 min at room temperature with subsequent 
dilution in diethylpyrocarbonate (DEPC)-treated H2O.

Preparation of cationic liposomes. А solution of 1,26- 
bis(cholest-5-en-3β-yloxycarbonylamino)-7,11,16,20-tetra
azahexacosane tetrahydrochloride (2X3; see Supplementary 
Fig. S4) in a CHCl3–CH3OH mixture (1:1, v/v) was added to 
a solution of 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine 
(DOPE) in CHCl3 at a molar ratio of 1:3 and gently stirred. 
To obtain PEG-containing cationic liposomes, a  solution 
of DSPE-PEG2000 (Lipoid, Germany) (2 % mol.) in CHCl3 
was added to the 2X3-DOPE solution at a molar ratio of 1:3. 
Organic solvents were removed in vacuo, and the obtained 
lipid film was dried for 4 h at 0.1 Torr to remove residual 
organic solvents. Then, it was hydrated using deionized water 
at 4 °C overnight. The liposomal dispersion was sonicated 
1 Supplementary Table S1 and Figs S1–S7 are available at: 
https://vavilovj-icg.ru/download/pict-2025-29/appx24.pdf

for 15 min at 70–75 °C in a bath-type sonicator (Bandelin 
Sonorex Digitec DT 52H, Berlin, Germany), filtered (0.45 μm 
Chromafil® CA-45/25; Macherey–Nagel, Düren, Germany), 
flushed with argon, and stored at 4 °C.

Size and zeta-potential measurement. Lipoplexes were 
pre-formed via mixing of equal (25 μL) volumes of the RNA 
and liposome solutions at appropriate concentrations in saline 
(154 mM sodium chloride). Lipoplex formation was carried 
out for 20 min at 25 °C. Next, 10-μL aliquots of lipoplexes 
were diluted in 1  mL of DEPC-treated water. To measure 
physicochemical parameters, 1 mL of a lipoplex or liposome 
suspension was placed into a DTS1070 folded capillary 
cuvette (Malvern Instruments, Malvern, UK). The size and 
polydispersity index (PDI) of lipoplexes were measured in 
three biological replicates by dynamic light scattering (DLS) 
on a Malvern Zetasizer Nano instrument (Malvern Instru-
ments, Malvern, UK) at a 173° scattering angle and 25 °C. The 
measurements were performed in Malvern’s Zetasizer v7.11 
software (Malvern Instruments). A viscosity of 0.8872 centi-
poses (cP), a refractive index (RI) of 1.330 for the dispersant, 
and an RI of 1.020 and absorption of 1.335 for the material 
in suspension were chosen as settings in the software. An 
equilibration duration of 30 s was selected before the total 
measurement. ζ-Potential was measured at 25  °C in three 
biological replicates. Before the measurement, the equilibra-
tion duration was set to 120 s. Each measurement was paused 
for 30 s before the next one.

Atomic force microscopy (AFM) imaging. AFM images 
were captured in ambient air. Sample preparation for AFM was 
as follows: (1) dilution of samples to desired concentration, 
(2) deposition of 6 μL of a sample onto a freshly prepared 
mica slide (1 × 1 cm) for adsorption for 60 s, (3) rinsing with 
100–1,000 μL of MilliQ water, and (4) drying the specimen 
with a gentle argon stream. Images were acquired on a Mul-
timode 8 (Bruker) atomic force microscope in “ScanAsyst in 
Air” mode using ScanAsyst-Air probes (Bruker) or in tapping 
mode with a diamondlike carbon NSG-10 series AFM canti-
lever (NT-MDT, Zelenograd, Russia) having a tip curvature 
radius of 1–3  nm. Images were processed, prepared, and 
analyzed in the Gwyddion software.

Cell lines. The HEK293T/17 cell line was purchased from 
ATCC (cat. # CRL-11268). Cells were cultured at 37 °C in 
the DMEM/F12 (1:1) medium supplemented with 10 % of 
fetal bovine serum (FBS), 1× sodium pyruvate, 1× GlutaMax, 
1× antibiotic/antimycotic, and 1× non-essential amino acids 
(all solutions from Gibco, USA) in a humidified atmosphere 
with 5 % of CO2.

Cell transfection in vitro. The transfection was performed 
on HEK293T/17 cells. For the assay, cells were seeded in 
24-well plates at 1.4 × 105 cells/well and cultured to 60–70 % 
confluence in the medium described above. To avoid the de
gradation of RNA in the lipoplexes, the FBS-containing cul-
ture medium was replaced with the 450 µL/well of FBS-free 
culture medium (the cells were washed with PBS in-between). 
For the formation of lipoplexes, both RNA (500 ng per well) 
and liposomes 2X3-DOPE (1:3) were diluted with PBS to a 
volume of 25 μL per sample with their subsequent mixing. The 
mixture was incubated for 20 min for lipoplex formation. The 
lipoplexes were added to the FBS-free cell medium, and the 
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transfection lasted for 5 h. To stop the transfection, the FBS-
free medium was replaced with the FBS-containing medium 
(with intermediate washing with PBS).

Flow cytometry. The transfection of GFP mRNA was 
carried out as described above in 24-well plates. At 24 h post-
transfection, the cells were detached with TrypLE (Gibco, 
USA), centrifuged for 5  min at 500 × g, washed with PBS 
once, and resuspended in 1 mL of PBS containing 0.5 % of 
FBS. To assess the level of GFP expression, 10,000 events per 
sample were acquired on a BD FACSCanto II flow cytometer 
(BD Biosciences, USA). Transfection efficiency was measured 
by flow cytometry with the help of two parameters: transfec-
tion percentage and mean fluorescence intensity (MFI). The 
transfection percentage was calculated as the percentage of 
GFP-positive singlets. The MFI was computed as the mean 
for a gated cell population. The results were analyzed in the 
FlowJo software and are presented as the mean and standard 
deviation (SD) from three replicates.

The time course of luminescence detection in vitro. The 
transfection of Fluc2 mRNA was carried out as described 
above in 24-well plates. 24h post-transfection medium was 
removed and 200 μL of cold Luciferase Assay Buffer (25 mM 
Tris-HCl pH 7.8, 1 % Triton-X100, 5 mM EDTA, 15 mM 
MgCl2, 75 mM NaCl, 2 mM DTT, 2 mM ATP) was added. 
The plates were incubated at +4 °C for 20 min. After lysis, 
the suspension from each well was centrifuged in a separate 
1.5 mL tubes at +4 °C, 12,000 g, 5 min, then 190 μL of each 
supernatant was transferred into a new 24-well plate. The lu-
minescence level (represented in relative luminescence units, 
RLU) was measured with ClarioStar Plus (BMG Labtech, 
Germany) after injecting 10 μL of 3 mg/mL D-luciferin sub-
strate solution (D-luciferin Potassium Salt, GoldBio, USA) per 
well. The data were analyzed in BMG Labtech CLARIOstar 
MARS Software.

The time course of luminescence detection in vivo. For 
in vivo experiments, female 4–6-week-old BALB/c mice were 
obtained from the vivarium of the ICBFM SB RAS (Novo-
sibirsk, Russia). The animal experiments were conducted in 
accordance with the recommendations for the proper use and 
care of laboratory mice (ECC Directive 2010/63/EU). All 
experimental protocols were approved by the Animal Research 
Ethics Committee at the Institute of Cytology and Genetics SB 
RAS (Novosibirsk, Russia) (protocol No. 173 of  7 May 2024).

The experiments with mice were conducted in three bio-
logical repeats. BALB/c mice were intramuscularly  (i. m.) 
injected with lipoplexes of FLuc mRNA with liposomes in 
PBS (N/P = 6/1, 10 µg of mRNA, 150 µL per animal). Lu-
ciferase expression in vivo was assessed 4, 8, 24, 48, 72, and 
96 h after administration of lipoplexes to mice. The animals 
were injected intraperitoneally (i. p.) with 150 µL (3.6 mg per 
mouse) of freshly prepared D-luciferin potassium salt (Gold 
Biotechnology, CA, USA) in PBS. After 15 min, the animals 
were anesthetized with isoflurane, and bioluminescence was 
visualized using IVIS Lumina X5 (Perkin Elmer, Waltham, 
MA, USA) with an exposure time of 3 min. The intensity of 
the luminescent signals was estimated by densitometry using 
Living Image software v.4.7.4 (Perkin Elmer, Waltham, MA, 
USA).

Statistical analysis. All data plotted with error bars are 
expressed as the mean with standard deviation, unless other

wise indicated. GFP signal data were analyzed using one way 
ANOVA, FLuc signal – using a two-tailed unpaired t-test. 
Significance was evaluated at p < 0.05.

Results and discussion

Construction and synthesis  
of the reporter mRNAs (GFP and FLuc mRNAs)  
with different types of UTRs
To correctly evaluate the effectiveness of the mRNA deliv-
ery in different conditions, the mRNA structure containing 
5′-cap, UTRs and poly(A)-tail was suggested. The artificial 
pseudouridinilated and capped mRNAs were synthesized 
from linearized plasmids coding for a respective RNA with 
subsequent T7-mediated transcription and purification (Fedo
rovskiy et al., 2024).

The abundance of the nucleotide modifications and the com-
bination of modifications in mRNAs with different UTRs were 
typical (100 % substitution of uridine by pseudouridine); there-
fore, they did not affect the expression level when comparing 
mRNAs with different UTRs. For all mRNAs, polyadenylation 
was carried out under identical conditions, which also could 
not alter the expression level. Thus, the mRNA synthesis was 
varied only in terms of the UTR combination.

The purity and integrity of the synthesized in vitro poly-
adenylated mRNAs for the subsequent assays were tested 
by electrophoresis in a 1.5  % agarose gel (Supplementary 
Fig. S5).

The physicochemical characterization  
of the liposomes and their complexes  
with reporter mRNAs
Upon mRNA characterization, we tested the characteristics of 
their complexes with the lipid carriers (lipoplexes). The 2X3-
DOPE composition at a 1:3 ratio (Fedorovskiy et al., 2024) 
was used as the carrier in this work as one of the most efficient 
liposomes tested in previous studies (Markov et al., 2015; 
Gladkikh et al., 2021), particularly due to the positive impact 
of the high content of helper lipid DOPE on efficient lipoplex 
formation and delivery (Vysochinskaya et al., 2022). For the 
subsequent in  vivo assays, the polyethyleneglycol (PEG)-
decorated lipoconjugate was added to the liposome composi-
tion for more prolonged circulation in the blood stream and 
better clearance. The N/P ratios of 4/1 for the in vitro and 6/1 
for the in vivo delivery were used. Physicochemical proper-
ties of the lipoplexes containing FLuc mRNA were examined, 
including hydrodynamic diameters and ζ-potentials of the 
liposomes and lipoplexes as described in (Fedorovskiy et al., 
2024) (see the Table).

It was shown that the formed lipoplexes were characterized 
by a small diameter of <200 nm and a positive surface charge 
of +25…+45  mV, which facilitates their permeabilization 
through the cell membrane. Additionally, the diameters of 
the lipoplexes were evaluated by AFM (see Supplementary 
Fig. S6). The lipoplexes were shown to form homogenous 
nanoparticles sized 100–200 nm, which confirms the dynamic 
light scattering measurements. The results demonstrated that 
the characteristics of the formed lipoplexes were appropriate 
for in vitro and in vivo delivery (Vysochinskaya et al., 2022; 
Fedorovskiy et al., 2024).
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The in vitro comparison  
of reporter mRNA expression levels
To identify the most effective mRNA structure upon lipo-
plex delivery, two mRNA models, namely, GFP and FLuc, 
were used to test the reporter protein expression in vitro on 
HEK293T/17 cells. Initially, we examined expression ef-
ficiency of GFP mRNAs constructed with either β-globin or 
synthetic UTRs. To confirm the necessity of 5′- and 3′-UTRs 
in mRNA structure, we estimated the expression level for 
mRNAs without UTRs in the same experiment (Fig. 2).

The crucial role of UTRs for the prominent expression 
of synthetic mRNA was confirmed by the increase by 3.9–
4.7 times in the number of GFP-positive cells and a 1.5–2.0-
fold increase in the mean fluorescence intensity after the 
addition of UTRs to the mRNA structures. The fluorescence 
assay revealed a 1.5-fold increase in the fluorescence level of 
the cells transfected with mRNAs containing the novel UTR 
combination as compared to mRNAs carrying the commonly 
used β-globin UTRs. Moreover, this finding supports the idea 
of more effective expression due to the higher ribosome load 
at the 5′ end of mRNA (Orlandini von Niessen et al., 2019) 
and shows effective interaction of nucleotide motifs from 
these UTRs.

Diameters and ζ-potentials of 2X3-DOPE 1:3 and 2X3-DOPE 1:3 + 2 % DSPE-PEG2000 liposomes  
and their lipoplexes with FLuc mRNA (synthetic UTRs)

Lipid nanoparticles Diameter, nm ζ-potential, mV

2X3-DOPE 1:3    84.2 ± 1.1 28.5 ± 1.9

2X3-DOPE 1:3 + FLuc mRNA    82.6 ± 4.3 43.8 ± 3.8

2X3-DOPE 1:3 + 2 % DSPE-PEG2000 104.7 ± 0.9 58.7 ± 0.6

2X3-DOPE 1:3 + 2 % DSPE-PEG2000 + FLuc mRNA 193.4 ± 3.0 25.6 ± 0.5

Note. The data are presented as the mean ± SD of three replicates.

Fig.  2.  The comparative analysis of fluorescent signal intensity in GFP 
mRNA transfected HEK293T/17 cells.
a, The mean fluorescence intensity (RFU) in transfected cells; b, the proportion 
of GFP-positive cells in transfected cells. The data are shown as the mean ± SD 
of three biological replicates. Data were statistically analyzed using ordinary 
one-way ANOVA. * p = 0.0191; 0.0474 for comparison of cells transfected with 
GFP with β-globin UTRs or GFP mRNA without UTRs; cells transfected with GFP 
with β-globin UTRs or GFP with synthetic UTRs respectively (mean GFP+ RFU); 
***  p = 0.0009; 0.0005; 0.0001 for comparison of cells transfected with GFP 
with synthetic UTRs or GFP mRNA without UTRs (mean GFP+ RFU); GFP with 
β-globin UTRs and GFP without UTRs; GFP with synthetic UTRs and GFP with-
out UTRs respectively (GFP-positive cells, %), respectively; ns – for comparison 
of cells transfected with GFP with β-globin UTRs or GFP with synthetic UTRs 
(GFP-positive cells, %). 

Fig. 3. The luciferase assay and luminescence analysis of FLuc mRNA 
containing β-globin or synthetic UTRs.
a, The schematic illustration of the luciferase assay in vitro. b, The average 
luminescent signals of the transfected cells. The data are presented as the 
mean ± SD of three biological replicates. Data were statistically analyzed using 
two-tailed Student’s t-test. * p = 0.00009 as compared with FLuc mRNA con-
taining β-globin UTRs.
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To further confirm the efficacy of the novel UTR com-
bination in the translation of reporter mRNAs within cells, 
an alternative mRNA encoding FLuc was used. The results 
demonstrated that mRNA flanked by the synthetic UTRs 
exhibited a luminescent signal intensity that was 6–7 times 
greater than that observed in mRNA containing β-globin 
UTRs (Fig. 3b). The more sufficient growth of the specific 
signal in the luminescent assay could be explained by the 
more significant sensitivity of the luminescence detection 
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(Troy et al., 2004). Indeed, the luminescence detection tends 
to be 100-fold more sensitive than the commonly investigated 
fluorescent detection; thus, the result allows a more precise 
evaluation of the comparative effectiveness of the investigated 
combination of UTRs. On the other hand, the higher signal for 
the luminescence assay upon the substitution of the β-globin 
UTRs with synthetic UTRs could be caused by the higher 
expression level of the FLuc gene rather than GFP. Mrksich 
et al. showed that the longer hydrophobic tail of the cationic 
lipid facilitates the higher translation level of the more pro-
longed mRNA. As 2X3 used in our assays is quite compact 
and less branched even compared with C12-200 (Mrksich et 
al., 2024), it promotes the higher expression of FLuc mRNA 
with more prolonged UTRs.

The in vivo comparison  
of reporter mRNA expression levels
To evaluate the influence of different UTRs on the efficiency 
of mRNA translation in vivo, lipoplexes of PEGylated lipo
somes with FLuc mRNAs containing either β-globin or syn-
thetic UTRs were intramuscularly injected into BALB/c mice 
(Fig. 4).

The in vivo results demonstrated that mRNA containing a 
novel combination of 5′-UTR-4 and 3′-UTR AES-mtRNR1 
exhibited dramatically elevated luminescence signal at late 
time points (≥72 h post injection) that was six times higher 
compared to β-globin-UTR-containing mRNA. In vivo find-
ings revealed a dramatic increase in the luminescent signal 
observed at 72 h post injection, whereas for the β-globin UTRs, 
the specific signal tended to decay at 48 h post injection. It is 
worth noting that in our study, the signal peak shifted from se
veral hours post injection (as shown e. g. (Panova et al., 2023)) 

to 48 h post injection and later. This shift could be caused 
not only by the carrier molecules used in this work and their 
properties but also by the specific translation pattern resulting 
from the novel UTR combination. According to (Ruis de los 
Mozos et al., 2013), 5′ and 3′ components of mRNA tend to 
interact with each other, providing stabilization of the mRNA. 
Moreover, the extension of 3′-UTR length could have a posi-
tive effect on the half-life of the mRNAs through interactions 
with RNA-binding proteins. The specific luciferase signal was 
detected even 174 h post injection of artificial mRNA with 
the novel UTR combination (Supplementary Fig. S7), which 
may indicate a longer half-life of the mRNA. These results 
really merge with the in vitro assays, indicating the advan-
tages of the novel UTR combination. Long-term presence of 
mRNA in mammalian tissues and long-term expression of 
the target gene have been previously described, but for other 
delivery systems, which explains the difference between our 
data and other studies (Hassett et al., 2024). The expression 
enhancement accomplished in our research may facilitate the 
development of antiviral or anticancer mRNA vaccines pos-
sessing higher immunogenicity than the existing analogues.

Conclusion
Overall, the results of this study indicate that the novel combi-
nation of synthetic 5′-UTR-4 and 3′-UTR AES-mtRNR1 UTRs 
introduced into reporter mRNAs demonstrated enhanced 
mRNA translation in comparison with mRNA containing 
β-globin UTRs in both in vitro and in vivo experiments. The 
optimization of the mRNA structure should improve the 
development of effective antiviral and anticancer mRNA 
modalities, which can compete with other types of vaccines 
and therapeutics.
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Интерактом белка HOXB13 в клетках рака простаты: 
биохимические и функциональные взаимодействия  
между транскрипционными факторами HOXB13 и TBX3 
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Аннотация. Транскрипционные факторы относятся к одной из главных групп белков, подавление активности ко-
торых приводит к остановке роста опухолей. В различных типах рака экспрессируется определенный набор транс-
крипционных факторов, которые создают и поддерживают специфические паттерны экспрессии генов. В клетках 
рака простаты ключевым транскрипционным регулятором является белок HOXB13 (Homeobox B13). Известно, что 
HOXB13 – важный регулятор эмбрионального развития и терминальной клеточной дифференцировки. Он регу-
лирует транскрипцию многих генов в нормальных и трансформированных клетках простаты, а также способен 
действовать как пионерный фактор, который открывает хроматин в регуляторных областях генов. Однако данных 
о белковых партнерах и функциях HOXB13 в клетках рака простаты очень мало. В настоящей работе мы провели 
поиск белковых партнеров HOXB13 методом иммуноаффинной очистки с последующим высокопроизводитель-
ным масс-спектрометрическим анализом (IP/LC-MS), используя в качестве модели клеточную линию рака проста-
ты PC-3. Было обнаружено, что основными партнерами HOXB13 являются транскрипционные факторы с разными 
типами ДНК-связывающих доменов, в том числе белки TBX3, TBX2, ZFHX4, ZFHX3, RUNX1, NFAT5. С помощью ресур-
са DepMap мы показали, что один из установленных партнеров, белок TBX3, как и HOXB13, критически важен для 
роста и пролиферации клеточных линий рака простаты in vitro. Анализ отдельных клеточных линий рака простаты 
выявил, что нокаут обоих генов, HOXB13 и TBX3, приводит к гибели одних и тех же линий: VCaP, LNCaP (clone FGC), 
PC-3 и 22Rv1. Таким образом, HOXB13 и TBX3 могут совместно рассматриваться как потенциальные мишени для 
создания специфических ингибиторов, подавляющих рост клеток рака простаты.
Ключевые слова: рак простаты; транскрипционные факторы; регуляция транскрипции; HOXB13; TBX3; TBX2; 
ZFHX4; ZFHX3; RUNX1; NFAT5 
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Abstract. Transcription factors represent one of the major groups of proteins, whose suppression leads to tumor growth 
arrest. Different types of cancer express a specific set of transcription factors that create and maintain unique patterns 
of gene expression. In prostate cancer cells, one of the key transcriptional regulators is the HOXB13 (Homeobox B13) 
protein. HOXB13 is known to be an important regulator of embryonic development and terminal cell differentiation. 
HOXB13 regulates the transcription of many genes in normal and transformed prostate cells and is also capable of acting 
as a pioneer factor that opens chromatin in the regulatory regions of genes. However, little is known about the protein 
partners and functions of HOXB13 in prostate cells. In the present study, we searched for protein partners of HOXB13 by 
immunoaffinity purification followed by high-throughput mass spectrometric analysis (IP/LC-MS) using the PC-3 pros-
tate cancer cell line as a model. The main partners of HOXB13 were found to be transcription factors with different types 
of DNA-binding domains, including the TBX3, TBX2, ZFHX4, ZFHX3, RUNX1, NFAT5 proteins. Using the DepMap resource, 
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we have shown that one of the identified partners, the TBX3 protein is as critical for the growth and proliferation of pros-
tate cancer cell lines in vitro as HOXB13. Analysis of individual prostate cancer cell lines revealed that knockout of both 
genes, HOXB13 and TBX3, leads to the death of the same lines: VCaP, LNCaP (clone FGC), PC-3 and 22Rv1. Thus, HOXB13 
and TBX3 can be considered together as potential targets for the development of specific inhibitors that suppress pros-
tate cancer cell growth.
Key words: prostate cancer; transcription factors; regulation of transcription; HOXB13; TBX3; TBX2; ZFHX4; ZFHX3; 
RUNX1; NFAT5
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Введение
Рак простаты занимает важное место в причинах мужской 
смертности от онкологических заболеваний. Это один из 
наиболее часто встречающихся типов онкопатологий у 
мужчин (Siegel et al., 2023). В настоящее время самым 
распространенным способом химического воздействия на 
клетки рака простаты является блокирование андрогенно­
го рецептора, AR. Однако в большинстве случаев опухо­
левые клетки через некоторое время приобретают устой­
чивость к данному типу терапии, что характеризуется 
образованием «кастрационно-резистентного рака пред­
стательной железы» (КРРПЖ – castration-resistant prostate 
cancer, CRPC) (Crona, Whang, 2017). В связи с этим ак­
туален поиск мишеней для создания новых ингибиторов 
опухолевой прогрессии при раке простаты.

Транскрипционный фактор HOXB13 охарактеризован 
как потенциальная мишень при терапии рака простаты. 
Данный белок кодируется одним из 39 генов семейства 
гомеозисных факторов (содержат ДНК-связывающий 
HOX-домен, называемый также гомеобоксом), которые 
контролируют транскрипционные каскады в различных 
тканях в норме и при патологиях (Feng et al., 2021; Hubert, 
Wellik, 2023). HOXB13 – это пионерный фактор; его сай­
ты связывания часто перекрываются с сайтами FOXA1, 
GATA2 и других ДНК-связывающих белков в клеточных 
линиях, происходящими из тканей простаты (Hankey et 
al., 2020; Pomerantz et al., 2020). Повышение уровня экс­
прессии HOXB13 наблюдается примерно в 85 % случаев 
аденокарциномы простаты и коррелирует с резистентно­
стью к AR-таргетной терапии, метастазированием и ре­
цидивами в лечении опухоли (Zabalza et al., 2015; Yao et 
al., 2019; Weiner et al., 2021). Также было показано, что му- 
тации HOXB13 в геноме опухолевых клеток связаны с не­
гативным прогнозом выживаемости пациентов при раке 
простаты (Ewing et al., 2012; Cai et al., 2015; Adashek et 
al., 2020).

Несмотря на важную роль HOXB13 в пролиферации 
раковых клеток простаты, его биохимические и функцио­
нальные свойства изучены недостаточно. В настоящем ис­
следовании проведен анализ интерактома белка HOXB13 
в клеточной линии рака простаты PC-3. Установлено, что 
одним из партнеров HOXB13 является белок TBX3. Оба 
белка, HOXB13 и TBX3, необходимы для роста и проли­
ферации одних и тех же клеточных линий рака простаты. 
Таким образом, HOXB13 и его партнер TBX3 могут рас­
сматриваться как потенциальные мишени при создании 
ингибиторов для онкотерапии рака простаты.

Материалы и методы
Иммунопреципитация. Эксперименты по иммуноаффин­
ной очистке были проведены как описано ранее (Chetve­
rina et al., 2022). Ядерный экстракт получен из клеток 
линии PC-3. 109 клеток были дважды промыты в охлаж­
денном во льду буфере PBS и суспендированы в 10 мл 
ледяного сахарозного буфера (10 мМ Tris, рН 7.5, 10 мМ 
NaCl, 10 мМ MgCl2, 1 мМ ЭДТА, 1 мМ ЭГТА, 1 мМ ДТТ, 
250  мМ сахарозы, коктейль ингибиторов протеаз без 
ЭДТА). Клетки гомогенизировали с помощью пестика 
Dounce и инкубировали на льду 10 мин. Затем ядра осаж­
дали центрифугированием при 3000g, +4  °C в течение 
10  мин. Осадок суспендировали в 1  мл буфера  IP-500 
(10 мМ Tris, pH 7.5, 500 мМ NaCl, 10 мМ MgCl2, 1 мМ 
ЭДТА, 1 мМ ЭГТА, 1 мМ ДТТ, 0.1 % NP-40, 10 % глице­
рин, коктейль ингибиторов протеаз без ЭДТА), гомогени­
зировали с помощью пестика Dounce и инкубировали 1 ч 
при +4 °C на ротаторе. Лизаты осветляли центрифугирова­
нием при 18 000g, +4 °C в течение 10 мин. Далее ядерный 
экстракт был разбавлен до концентрации NaCl 150 мМ с 
использованием буфера IP-0 (10 мМ Tris, pH 7.5, 10 мМ 
MgCl2, 1 мМ ЭДТА, 1 мМ ЭГТА, 1 мМ ДТТ, 0.1 % NP-40, 
10 % глицерин, коктейль ингибиторов протеаз без ЭДТА).

Моноклональные антитела против HOXB13 (EPR17371, 
ab201682, Abcam) либо иммуноглобулины неиммунизиро­
ванных кроликов (Jackson ImmunoResearch #011-000-002), 
используемые в качестве отрицательного контроля, были 
ковалентно пришиты к сефарозе А (Pierce) с помощью 
DMP (Sigma). Ядерный экстракт, содержащий 150  мМ 
NaCl, инкубировали с антителами и сефарозой 14 ч при 
+4  °C. После процедур отмывок полученные иммуно­
преципитаты были элюированы с помощью буфера, со­
держащего 2 % SDS, 100 мМ Tris, pH 8.0, 0.5 мМ ЭДТА. 
Элюированные иммунопреципитаты осаждали с помо­
щью ТХУ и далее анализировали методом жидкостной 
хроматографии/тандемной масс-спектрометрии (liquid 
chromatography/tandem mass spectrometry, LC-MS).

Масс-спектрометрический анализ проб. Анализ по­
лученных образцов проводили, как описано ранее в (Chet­
verina et al., 2022). Буфер для восстановления и алкилиро­
вания с дезоксихолатом натрия (SDC), pH 8.5, содержал 
100 мМ Tris, 1 % (w/v) SDC, 10 мМ TCEP и 20 мМ 2-хлор­
ацетамида. По 20 мкл такого буфера добавляли к 20 мкг 
каждого образца белка. Каждый образец обрабатывали в 
ультразвуковой водяной бане в течение 1 мин, нагревали 
10 мин при 95 °C, охлаждали до комнатной температуры и 
добавляли равный объем раствора трипсина в 100 мМ Tris, 
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pH 8.5, в соотношении 1:50 (w/w). Реакцию оставляли на 
ночь при 37 °C, затем к пептидам добавляли 40 мкл 2 % 
трифторуксусной кислоты (TFA), смешивали с 80  мкл 
этилацетата и очищали на SDB-RPS StageTip. После дву­
кратной промывки смесью 1 % TFA/этилацетат (1:1) и од­
нократной промывки 0.2 % TFA пептиды элюировали в 
чистую пробирку с помощью буфера, содержащего 50 % 
ацетонитрила/5 % аммиака. Собранный материал высуши­
вали в вакууме и хранили при температуре –80 °C. Перед 
дальнейшим анализом пептиды растворяли в буфере, 
содержащем 2 % ацетонитрил и 0.1 % TFA. 

Необработанные данные и подробный протокол  экс­
периментов по жидкостной хроматографии и масс-спек­
трометрии находятся в открытом доступе в депозито­
рии PRIDE (http://www.ebi.ac.uk/pride), номер проекта 
PXD059115. Топ-20 ядерных белков были отобраны по 
следующему параметру: HOXB13 Spectral count/IgG Spec­
tral count>=2. Для проведения GO-анализа использовался 
ресурс TNMplot (Bartha, Győrffy, 2021). 

Анализ чувствительности раковых клеточных ли
ний и уровня экспрессии генов в клинических образ-
цах проводился на основе базы данных DepMap (https://
depmap.org/portal/). Для анализа данных, полученных 
методом CRISPR, использовали версию CRISPR (DepMap 
Public 24Q4+Score, Chronos), для полученных мето­
дом RNAi  – версию RNAi (Achilles+DRIVE+Marcotte, 
DEMETER2). 

Экспрессию генов в образцах опухоли и соответствую­
щих нормальных тканях оценивали с помощью теста 
Манна–Уитни, база данных TNMplot (https://tnmplot.com), 
сведения из Cancer Genome Atlas (TCGA) и репозитория 
Genotype-Tissue Expression (GTEx) (Bartha, Győrffy, 2021).

Выживаемость пациентов анализировали с использо­
ванием базы данных UCSC Xena (https://xena.ucsc.edu/) 
(Goldman et al., 2020), когорта TCGA Prostate Cancer 
(PRAD), Illumina HiSeq 2000 RNA (dataset  ID – TCGA.
PRAD.sampleMap/HiSeqV2) и фильтр “Primary tumor”.

Результаты

Интерактом фактора HOXB13  
в клетках рака простаты линии PC-3
Поиск белковых партнеров фактора HOXB13 был осу­
ществлен с помощью иммуноаффинной очистки  (IP) с 
последующим анализом образцов методом высокопроиз­
водительной масс-спектрометрии (IP/LC-MS). В качестве 
модели мы использовали линию рака простаты PC-3, в 
которой детектируется высокий уровень экспрессии гена 
HOXB13. Из клеток данной линии выделили ядерный экс­
тракт, который был проинкубирован с антителами против 
HOXB13 или с IgG неиммунизированного животного (от­
рицательный контроль), ковалентно связанными с сефа­
розой A. После иммунопреципитации и серии отмывок 
белки были элюированы с сефарозных бусин с помощью 
SDS-содержащего буфера и проанализированы методом 
масс-спектрометрического анализа LC-MS. На рис. 1, А, Б 
представлены 20 белков с наибольшим обогащением со­
гласно результатам IP/LC-MC-анализа. 

GO-анализ 20 ядерных белков с наибольшими обога­
щениями сигналов в масс-спектрометрическом анализе 

показал, что многие из них (11 из 20) представлены ДНК-
связывающими факторами транскрипции (см. рис. 1, В). 

Два белка-гомолога, ZFHX4 и ZFHX3 (zinc finger ho­
meobox 3 и 4), имеют в своей структуре по 17 некласте­
ризованных мотивов «цинковые пальцы» C2H2-типа, а 
также по 4  ДНК-связывающих домена типа гомеобокс 
(HOX-домены) (см. рис.  1, А). Несколько некластери­
зованных мотивов «цинковые пальцы» C2H2-типа со­
держит также белок TRPS1. Белок HMG20A содержит 
ДНК-связывающий домен типа “High mobility group”. Три 
фактора, MGA (MAX gene-associated protein) и два белка-
гомолога TBX3 и TBX2 (T-box transcription factors), вклю­
чают ДНК-связывающий домен типа T-box. Белок TCF20 
имеет A.T.hook домен, RUNX1 – Runt домен, NFAT5 – 
RHD домен, а MRE11 – Mre11 домен (см. рис. 1, А).

Таким образом, многие топовые белковые партнеры 
HOXB13 являются транскрипционными факторами с 
разными типами ДНК-связывающих доменов. 

Анализ базы данных DepMap:  
продукты генов HOXB13 и TBX3 наиболее значимы  
для пролиферации клеточных линий рака простаты
Для определения функциональной значимости выявлен­
ных партнеров HOXB13 на следующем этапе мы прове­
ли поиск типов рака, наиболее чувствительных к нокау­
ту (CRISPR) или нокдауну генов (RNAi), кодирующих 
HOXB13 и его белковые партнеры, используя базу данных 
DepMap (см. таблицу). В проекте DepMap суммированы 
данные скрининга зависимости уровня пролиферации 
опухолевых клеток различной этиологии от подавления 
активности индивидуальных генов методами CRISPR 
или RNAi (Tsherniak et al., 2017; Vazquez, Sellers, 2021). 
Вероятность зависимости (Dependency) каждой клеточ­
ной линии от определенного гена выражена в виде коли­
чественного показателя «эффект гена» (Gene effect): чем 
ниже этот параметр, тем выше уровень гибели клеток 
рассматриваемой клеточной линии при инактивации со­
ответствующего гена.

Анализ данных DepMap выявил, что клеточные линии 
разных типов опухолей по-разному реагируют на депле­
цию тестируемых генов. Наиболее важно, что нарушение 
активности одного из факторов, гена TBX3, как и гена 
HOXB13, приводит к преимущественной гибели клеточ­
ных линий рака простаты. При этом нарушение роста и 
пролиферации опухолевых клеток простаты наблюдается 
как при нокауте (CRISPR), так и при нокдауне (RNAi) 
генов HOXB13 и TBX3 (рис. 2, А, Б, см. таблицу).

Для того чтобы понять, какие именно клеточные линии 
наиболее чувствительны к делециям генов HOXB13 и 
TBX3, они были проанализированы по отдельности (см. 
рис. 2, В). В ресурсе DepMap имеются данные о влиянии 
CRISPR-опосредованного нокаута в 10 линиях, происхо­
дящих из тканей простаты. Пять из них, VCaP, LNCaP 
(clone FGC), PC-3, 22Rv1 и DU145, получены из агрессив­
ных аденокарцином. Линии P4E6, Shmac 4, Shmac 5 вы- 
делены из клеток высокодифференцированных немета­
статических карцином простаты, дополнительно иммор­
тализованных с помощью экспрессии гена E6 HPV (Lang 
et al., 2006). WPE1-NA22 была получена из нормальных 
клеток простаты линии RWPE-1 путем трансформации 

http://www.ebi.ac.uk/pride
https://xena.ucsc.edu/
https://xenabrowser.net/datapages/?cohort=TCGA Prostate Cancer (PRAD)&removeHub=https%3A%2F%2Fxena.treehouse.gi.ucsc.edu%3A443
https://xenabrowser.net/datapages/?cohort=TCGA Prostate Cancer (PRAD)&removeHub=https%3A%2F%2Fxena.treehouse.gi.ucsc.edu%3A443
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 DNA-binding protein

Protein
IP/LC-MS spectral count

HOXB13–IgG Structural domain/functionHOXB13 IgG
HOXB13 14 2 12 HOX-domain
Top 20 proteins purified by HOXB13 antibody

1 KCTD18 108 3 105 BTB/POZ domain
2 XRN2 100 33 67 5’→3’ exoribonuclease activity
3 TCF20 87 36 51 DNA binding, A.T.hook domain, PHD domain
4 ZFHX4 40 1 39 DNA binding, Zinc Fingers C2H2-type, HOX-domains
5 PHF14 36 11 25 PHD domain, Histone-binding protein
6 RAD50 24 3 21 Double-strand break (DSB) repair
7 ZFHX3 21 1 20 DNA binding, Zinc Fingers C2H2-type, HOX-domains
8 POLR3A 18 1 17 DNA-directed RNA polymerase III subunit
9 MGA 26 10 16 DNA binding, T-box domain
10 RPAP3 15 0 15 RNA polymerase II-associated protein
11 TRPS1 23 8 15 DNA binding, Zinc Fingers C2H2-type
12 TBX3 14 1 13 DNA binding, T-box domain
13 HMG20A 18 5 13 DNA binding, HMG domain
14 ANKRD17 17 5 12 Cell cycle and DNA regulation
15 TBX2 10 0 10 DNA binding, T-box domain
16 URI1 11 1 10 Chromatin binding
17 RUNX1 9 0 9 DNA binding, Runt-domain
18 NFAT5 8 0 8 DNA binding, Rel homology domain (RHD)
19 MRE11 10 2 8 Mre11-DNA-binding, Double-strand break (DSB) repair
20 PHC3 12 5 7 Polycomb Group protein

Рис. 1. Транскрипционные факторы в интерактоме HOXB13 в клетках рака простаты PC-3.
А – спектральные сигналы (spectral count) 20 ядерных белков с наибольшим обогащением в результатах IP/LC-MC-анализа (Top 20). 
Столбцы HOXB13 и IgG – результаты анализа ядерного экстракта, проинкубированного с антителами против HOXB13 или с неспе
цифическими IgG неиммунизированного животного соответственно. В отдельном столбце указана разница между сигналами в 
пробах HOXB13 и IgG (HOXB13–IgG). Справа приведен тип ДНК-связывающего домена. Б – схема интерактома HOXB13; В – GO-ана
лиз 20 ядерных белков с наибольшими обогащениями сигналов в масс-спектрометрических экспериментах.
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Рис. 2. Клеточные линии рака простаты наиболее чувствительны к нокауту и нокдауну генов HOXB13 и TBX3. Анализ 
выполнен с использованием базы данных DepMap.
A – нокаут (CRISPR) генов HOXB13 и TBX3 специфично влияет на рост и жизнеспособность клеток, происходящих из про-
статы. Эффекты удаления тестируемого гена для всех линий клеток окрашены в серый цвет (всего 1178 линий клеток), эф-
фекты удаления тестируемого гена для клеточных линий, происходящих из простаты, – в синий. По оси абсцисс представ-
лены значения генетических эффектов (Gene Effect), отражающие уровень пролиферации раковых клеток при делеции 
тестируемого гена: чем меньше значение данного показателя, тем большее негативное влияние на рост клеток оказывает 
ингибирование активности гена. Белый пробел означает медианное значение показателя Gene Effect. Анализ DepMap вы-
являет две наиболее специфично чувствительные к нокауту группы линий: 1 – средний эффект 5 линий, соответствующих 
аденокарциноме простаты; 2 – средний эффект 10 клеточных линий, происходящих из простаты, включая линии адено-
карциномы. Б – нокдаун (RNAi, фиолетовый цвет) влияет на рост и жизнеспособность клеток, происходящих из простаты. 
Две наиболее специфично чувствительные к нокауту группы линий: 1 – средний эффект 6 линий аденокарциномы про-
статы; 2 – средний эффект 8 клеточных линий, происходящих из простаты, включая линии аденокарциномы. В – влияние 
нокаута (CRISPR) генов HOXB13 и TBX3 на ингибирование пролиферации 10 клеточных линий, происходящих из простаты, 
проанализированных по отдельности. По оси ординат указаны значения параметра Gene Effect при делеции генов мето-
дом CRISPR. Г – уровень транскрипции (выражен в значениях log2(TPM+1)) в 10 клеточных линиях, происходящих из тканей 
простаты. Анализ выполнен без нокаута генов.
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химическим канцерогеном (MNU) (Webber et al., 2001), 
BPH-1 – из нетрансформированных эпителиальных кле­
ток простаты путем иммортализации большим антигеном 
вируса SV40 (Hayward et al., 1995).

Высокой чувствительностью к делеции генов как 
HOXB13, так и TBX3 обладали четыре из пяти клеточных 
линий аденокарциномы простаты: VCaP, LNCaP (clone 
FGC), PC-3 и 22Rv1. В то же время делеция HOXB13 и 
TBX3 не являлась значимой для роста и пролиферации 
клеточных линий DU145, WPE1-NA22, P4E6, Shmac 4, 
Shmac 5. Клетки линии BPH-1 обладали чувствительно­
стью к делеции TBX3, но не HOXB13. Анализ экспрессии 
генов HOXB13 и TBX3 в исследуемых линиях (данные 
ресурса DepMap) показал, что наиболее высокий уровень 
транскрипции этих факторов детектируется в линиях 
VCaP, LNCaP (clone FGC), PC-3 и 22Rv1 (см. рис. 2, Г), 
чувствительных к нокауту обоих генов. Таким образом, 
продукты генов HOXB13 и TBX3 преимущественно не­
обходимы для пролиферации клеточных линий, проис­
ходящих из образцов аденокарцином простаты.

На следующем этапе мы проанализировали уровень 
транскрипции генов HOXB13 и TBX3 в клинических об­
разцах с помощью ресурса TNMplot. Транскрипция гена 
HOXB13 в норме ограничена тканями простаты (рис. 3, А). 
При патологии высокий уровень транскриптов гена 
HOXB13 наблюдается в опухолевых тканях простаты и 
прямой кишки. Ген TBX3 транскрибируется в большем 
числе тканей, при этом наиболее высокий уровень экс­
прессии данного фактора характерен для надпочечников, 
простаты и щитовидной железы (см. рис. 3, Б). В опухо­
левых тканях часто происходит снижение уровня транс­
крипции TBX3 по сравнению с нетрансформированными 
образцами, что наблюдается и в случае рака простаты. 
Подробные данные изменений уровней экспрессии генов 
HOXB13 и TBX3 в здоровых и трансформированных тка­
нях простаты представлены на рис. 3, В. Экспрессия гена 
HOXB13 значительно и достоверно повышена (FC = 3.8, 
p-value = 2.28e–69), тогда как уровень транскрипции TBX3 
достоверно снижается (FC = 0.84, p-value = 2.47e–04). 

В то же время достоверных корреляций уровней транс­
крипции генов HOXB13 и TBX3 с продолжительностью 
жизни пациентов c аденокарциномой простаты выявлено 
не было (см. рис. 3, Г).

Обсуждение
В проведенном исследовании с помощью метода IP/
LC-MS были определены белковые партнеры фактора 
HOXB13 в клеточной линии рака простаты PC-3, многие 
из которых относятся к ДНК-связывающим белкам. 

Одним из установленных партнеров HOXB13 является 
белок TBX3, имеющий в своей структуре ДНК-связываю­
щий домен T-box типа. Анализ данных портала DepMap 
показал, что нокаут (CRISPR) и нокдаун (RNAi) как гена 
HOXB13, так и гена TBX3 наиболее значимо блокирует 
рост и пролиферацию клеточных линий, происходящих 
из аденокарцином простаты. Уровень транскрипции гена 
HOXB13, но не TBX3, достоверно выше в клинических 
образцах, полученных от пациентов с аденокарциномой 
простаты, по сравнению с образцами здоровых тканей 
простаты. Вместе с тем корреляции между повышенным 
уровнем транскрипции гена HOXB13 или TBX3 и не­
гативным прогнозом общей выживаемости пациентов с 
аденокарциномой простаты не выявлено.

Можно предположить, что белки HOXB13 и TBX3 тес­
но связаны функционально и участвуют в одинаковых ка­
скадах регуляции транскрипции. Потенциально, совмест­
ное ингибирование активностей HOXB13 и TBX3 может 
оказывать более сильное ингибирующее влияние на про­
лиферацию клеток рака простаты, чем инактивация белков 
по отдельности. Для фактора TBX3 ранее было показано, 
что он может подавлять транскрипцию генов-супрессоров 
опухолей, таких как p14ARF (Lingbeek et al., 2002; Yarosh et 
al., 2008). Возможно, кооперация между HOXB13 и TBX3 
способна усиливать репрессию транскрипции отдельных 
онкосупрессоров. Роль TBX3 достаточно подробно ис­
следована в опухолях печени и молочной железы (Khan 
et al., 2020), однако данные о функциях этого фактора в 
клетках рака простаты на сегодня ограничены одним ис­

Наиболее чувствительные к нокауту (CRISPR) или нокдауну (RNAi) типы опухолей  
при деплеции HOXB13 и его партнеров согласно базе данных DepMap 

№ п/п Ген CRISPR knockout RNAi knockdown № п/п Ген CRISPR knockout RNAi knockdown

Контроль HOXB13 Prostate Prostate 11 TRPS1 Breast Breast

1 KCTD18 Ovary Kidney  12 TBX3 Prostate Prostate

2 XRN2 No No 13 HMG20A No No

3 TCF20 No No 14 ANKRD17 Rhabdomyosarcoma Breast

4 ZFHX4 No No 15 TBX2 Neuroblastoma Rhabdoid Cancer

5 PHF14 No Mesothelioma 16 URI1 No Head and Neck

6 RAD50 Lymphoma  No 17 RUNX1 Lymphoma  Lymphoma 

7 ZFHX3 Rhabdoid Cancer No 18 NFAT5 Stomach Melanoma

8 POLR3A No No 19 MRE11 No No

9 MGA Head and Neck  Solid 20 PHC3 Ovary No

10 RPAP3 Head and Neck No

Примечание. Обозначение “No” указывает, что тип опухоли, клетки которого были бы наиболее чувствительны к инактивации данного гена,  
не выявлен. 
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Рис. 3. Уровень транскрипции генов HOXB13 и TBX3 в клинических образцах.
A, Б – дифференциальная экспрессия генов в нормальных (слева) и опухолевых (справа) образцах разных тканей, анализ проведен 
с помощью ресурса TNMplot. Красным цветом отмечены случаи с p-value < 0.05 (тест Манна–Уитни) и экспрессией >10 в опухоле-
вых или нормальных образцах. В – изменения уровня транскрипции генов HOXB13 и TBX3 представлены в виде скрипичных диа-
грамм. p-value, тест Манна–Уитни; FC (fold change median) – медиана изменения экспрессии, анализ проведен с помощью ресурса 
TNMplot. Г – корреляции между уровнем транскрипции генов HOXB13 и TBX3 и прогнозом общей продолжительности (OS) жизни 
пациентов в клинических образцах; анализ проведен с помощью ресурса UCSC Xena. Красным цветом выделены когорты с высо-
кой экспрессией генов, синим – с низкой.
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следованием (Hwang et al., 2022). Используя клеточную 
линию LNCaP, J.H. Hwang с коллегами показали, что в 
интерактоме транскрипционного кофактора CREB5 де­
тектируются различные ДНК-связывающие белки, в том 
числе TBX3, HOXB13, FOXA1 и AR. Нокаут TBX3, как и 
FOXA1, приводил к гибели клеток линии LNCaP.

Два белковых партнера фактора HOXB13, белки- гомо­
логи ZFHX4 и ZFHX3, содержат в своей структуре четыре 
гомеобоксных домена. Известно, что гомеобоксные до­
мены могут образовывать друг с другом белковые кон­
такты (Ortiz-Lombardia et al., 2017). Возможно, гомеодо­
мен HOXB13 и гомеодомены ZFHX4/ZFHX3 способны 
взаимодействовать напрямую, что необходимо проверить 
в будущем. 

Ранее с использованием клеточной линии VCaP, про­
исходящей из рака простаты, было установлено, что 
HOXB13 преципитируется c белком EED, компонентом 
репрессорного комплекса PRC2 (Cao et al., 2014). Авторы 
также показали, что EED эффективно взаимодействует и 
с другим Polycomb-комплексом, PRC1. В нашей работе 
мы не обнаружили компоненты комплекса PRC2 в имму- 
нопреципитате HOXB13, однако детектировались два 
других Polycomb-фактора: белки PHC3 и RUNX1. PHC3, 
как и его гомологи PHC 1 и 2, является коровым компо­
нентом подкомплекса PRC1, называемым сPRC1 (Schuet­
tengruber et al., 2017), тогда как для транскрипционного 
фактора RUNX1 была ранее показана возможность взаи­
модействия с Polycomb-фактором BMI1 (Yu et al., 2012). 
Возможно, HOXB13 участвует в регуляции транскрипции 
вместе с репрессорами группы Polycomb, но для изучения 
данного вопроса необходимо провести дополнительные 
исследования.

На сегодняшний день большое внимание уделяется 
поиску новых мишеней для направленной (таргетной) те­
рапии онкологических заболеваний, при этом одними из 
перспективных типов мишеней являются транскрипцион­
ные факторы (Bouhlel et al., 2015; Hagenbuchner, Ausser­
lechner, 2016; Lambert et al., 2018). В последнее время по­
является все больше данных, свидетельствующих о клю­
чевой роли ДНК-связывающих транскрипционных фак­
торов в процессах развития злокачественных опухолей 
(Vishnoi et al., 2020; Zhang et al., 2020). К примеру, анализ 
базы DepMap выявляет транскрипционные факторы как 
класс генов, инактивация которых критически важна для 
пролиферации опухолевых клеток (Chetverina et al., 2023). 
Описан ряд агентов, позволяющих ингибировать ДНК-
связывающую активность транскрипционных факторов, 
что делает актуальным их изучение в качестве потенци­
альных мишеней для лечения онкопатологий (Bushweller, 
2019; Li et al., 2022; Zhuang et al., 2022; Xie et al., 2023). 

Полученные в настоящем исследовании результаты по­
казывают, что большая часть топовых белков интерактома 
HOXB13 представлена ДНК-связывающими факторами. 
Свойство транскрипционных факторов взаимодейство­
вать с другими ДНК-связывающими белками, вероятно, 
является одним из общих механизмов регуляции транс­
крипции генов как у млекопитающих (Jolma et al., 2013, 
2015), так и у других многоклеточных (Erokhin et al., 2018). 
По всей видимости, множественные взаимодействия меж­
ду транскрипционными факторами позволяют им образо­

вывать упорядоченные макрокомплексы, которые узнают 
не только единичные, часто вырожденные сайты связы­
вания для отдельного фактора, но и более протяженные 
области ДНК, состоящие из набора мотивов нескольких 
белков. Способность ДНК-связывающих белков к взаимо­
действию может быть ключевой для специфичного выбора 
мест посадки регуляторных комплексов на хроматин. Мо­
дулирование возможности отдельных ДНК-связывающих 
белков рекрутироваться на хроматин является способом 
более локального воздействия на систему регуляции экс­
прессии генов, что делает транскрипционные факторы 
перспективной мишенью для подбора различных противо­
раковых компонентов. 

Заключение
Полученные данные позволяют сделать следующие ос­
новные выводы. 1. Главные партнеры фактора HOXB13 
представлены транскрипционными факторами с разными 
типами ДНК-связывающих доменов. 2. Клеточные линии, 
происходящие из образцов аденокарциномы простаты, наи- 
более чувствительны к делеции генов HOXB13 и TBX3. 
3. Подавление активностей генов HOXB13 и TBX3 при­
водит к остановке роста и пролиферации одних и тех же 
клеточных линий аденокарциномы простаты. Дальней­
шие исследования необходимы для понимания эффектов 
совместного ингибирования HOXB13 и TBX3 in vitro и 
in vivo.
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Кариологическая дифференциация  
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Аннотация. На протяжении многих лет оценка внутривидовой изменчивости пшеницы не теряет своей актуаль
ности. Хотя большинство современных сортов пшеницы относят к чистолинейным, гетерогенность сортовых 
популяций выступает одним из механизмов поддержания популяционного гомеостаза. Возможно, высокая 
эволюционная стабильность конститутивного гетерохроматина и его устойчивое распределение на хромосо-
мах позволят эффективно использовать кариологический анализ не только для исследования генезиса и так-
сономии рода Triticum L., но и для изучения внутривидового разнообразия пшеницы. В этой связи проведена 
классификация 87 российских сортов мягкой пшеницы различного селекционного статуса (староместные и со-
временные сорта) и типа развития (яровые и озимые) на основании оценки кариограмм, выполненной с исполь-
зованием двух подходов. Первый подход основан на качественной оценке кариограмм по распределению ге-
терохроматиновых С-блоков на хромосомах. Мы также предположили, что количественная оценка кариограмм 
по размеру индивидуальных С-блоков (второй подход) сделает классификацию сортов более адекватной. Ис-
следовались вариабельность, информативность и разрешающая способность диагностических признаков, тен-
денции в группировании сортов, а также их ассоциации с селекционным статусом и типом развития. Результаты 
выявили высокий потенциал С-окраски в дискриминации современных сортов мягкой пшеницы по типу раз-
вития и обособлении их озимых форм от местных культур. Гомогенность современных сортов по тестируемым 
кариологическим признакам была выше, чем староместных, а озимых – чем яровых. Полученная классификация 
отражает сохранение высокой общности в кариограммах современных яровых культур и сортовых популяций 
местного возделывания, а также слабую различимость кариограмм староместных сортов, контрастных по типу 
развития. Сравнительный анализ классификаций 20 выборочных сортов по данным С-окрашивания и ОНП-гено
типирования (3126 полиморфных маркеров) предполагает, что изучение кариотипической изменчивости по-
могает составить более верное представление о дифференциации сортовых совокупностей пшеницы по селек-
ционному статусу, чем при использовании ОНП-маркеров, детектирующих генную изменчивость, особенно при 
ограниченном количестве диагностических признаков.
Ключевые слова: мягкая яровая и озимая пшеница; староместные и современные сорта; селекция; кариологи-
ческий анализ; кариосистематика; С-окраска хромосом
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Abstract. The assessment of intraspecific variability of wheat has been relevant for years. Although most modern wheat 
cultivars are considered to be pure lines, the heterogeneity of varietal populations is one of the mechanisms for main-
taining population homeostasis. It is possible that the high evolutionary stability of constitutive heterochromatin and 
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its stable distribution within chromosomes will allow us to use karyological analysis not only for studying the genesis 
and taxonomy of Triticum L., but also for studying the intraspecific diversity of wheat. In this regard, a classification of 
87 Russian cultivars of common wheat differing in breeding status (landraces and modern cultivars) and growth habit 
(spring and winter) was carried out using two alternative approaches for assessing karyograms. The first approach 
uses the qualitative assessment of karyograms based on the distribution of C-bands on chromosomes. We also pro-
posed that quantification of karyograms based on the size of C-bands would make the classification of cultivars more 
adequate. The variability, informative value and resolution of diagnostic features, trends in grouping cultivars, and their 
associations with the breeding status and growth habit were studied. A high potential of karyotyping with C-banding 
in discriminating modern cultivars by growth habit, as well as in separating winter cultivars from landraces has been 
revealed. In terms of the tested karyological features, the homogeneity of modern cultivars was higher than that of 
local cultivars, and the homogeneity of winter wheat was higher than that of spring wheat. The obtained classification 
reflects the preservation of high similarity in the karyograms of modern spring cultivars and landraces, as well as the 
low distinguishability between the karyograms of landraces differing in growth habit. A comparative analysis of the 
classifications of 20 cultivars using C-banding and SNP genotyping (3,126 polymorphic markers) suggests that study-
ing the karyotypic variability allows us to infer a more accurate differentiation of wheat varietal populations based on 
the breeding status than using SNP markers that detect genetic variability, especially when the number of diagnostic 
features is limited.
Key words: common winter and spring wheat; modern and local cultivars; landrace; breeding; karyological analysis; 
karyosystematics; C-banding
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Введение
Возделывание мягкой пшеницы Triticum aestivum  L. 
(2n = 6x = 42, BBAADD) в различных эколого-географи-
ческих регионах при ее исключительно широком распро-
странении привело к накоплению структурных, генети-
ческих и физиологических изменений и возникновению 
огромного разнообразия внутривидовых форм (Zohary 
et al., 2012; Zhao et al., 2023). В этой связи актуальным 
представляется исследование изменчивости пшеницы в 
пределах вида. Хотя большинство современных сортов 
пшеницы относят к чистолинейным, неотъемлемая гете
рогенность сортовых популяций выступает одним из ме-
ханизмов поддержания популяционного гомеостаза (Фа-
деева, Нарбут, 1969; Kudriavtsev, 2006; Serpolay-Besson 
et al., 2011), что приводит к плохо воспроизводимым ре
зультатам при их дифференциации (Kudriavtsev, 2006; 
Metakovsky et al., 2024). Высокая эволюционная стабиль-
ность гетерохроматиновых блоков, а также их устойчивое 
распределение на хромосомах создают предпосылки для 
успешного применения хромосомных маркеров при ре-
шении подобных задач.

Ранее кариологический анализ успешно зарекомендо-
вал себя в изучении генезиса и таксономии пшеницы в 
пределах рода (Iordansky et al., 1978a, b; Zurabishvili et 
al., 1978; Badaeva et al., 1986, 1994, 2007, 2015a, 2022; Gill 
et al., 1991; Jiang J. et al., 1993, 1994; Friebe, Gill, 1996; 
Dedkova et al., 2004, 2007, 2009), однако правомочность и 
перспективность его применения в оценке популяцион
ной изменчивости этой культуры остаются предметом 
обсуждений. Во многом это обусловлено как достаточно 
высокой трудоемкостью кариологического анализа, так и 
сложностью описания кариотипа сорта в форме, доступ
ной для статистической обработки. Так, кариограмма хро- 
мосом модельного сорта Chinese Spring служит стандар-
том при описании делеционных линий (Endo, Gill, 1996) 
и составлении физических карт хромосом (Delaney et al., 
1995; Mickelson-Young et al., 1995), но в связи с отсутст

вием ряда С-блоков, присутствующих у других видов или 
сортов пшеницы, она не может быть напрямую использо-
вана для характеристики внутривидового полиморфизма. 
В то же время, хотя многие авторы отмечают широкое 
разнообразие рисунков дифференциального окрашива-
ния хромосом мягкой пшеницы (Iordansky et al., 1978a; 
Zurabishvili et al., 1978; Seal, 1982; Friebe, Gill, 1994), 
приводимые ими кариограммы непригодны для стати-
стической обработки и анализа структуры популяций.

Совершенствование метода флуоресцентной гибриди
зации in situ, разработка системы олигозондов существен
но упростили и удешевили проведение анализа и сдела- 
ли возможным исследование больших выборок (Jiang M. 
et al., 2017; Huang et al., 2018; Guo et al., 2019; Hu et al., 
2022). При этом оценка частоты и распределения поли-
морфных вариантов служила для выделения групп род-
ственных сортов (Huang et al., 2018; Guo et al., 2019; Hu et 
al., 2022). Иной подход – «хромосомная паспортизация», 
основанная на сравнении кариотипа конкретного образца 
с обобщенной видовой идиограммой (Badaeva et al., 1990). 
В отличие от рассмотренного ранее подхода, диагности-
ческим признаком здесь выступает индивидуальный блок 
конститутивного гетерохроматина (С-блок). Впервые этот 
подход был использован для оценки разнообразия пшени-
цы-спельты (Dedkova et al., 2004) и европейской группы 
полбы (Dedkova et al., 2009), а полученная с его помощью 
структура популяций T. dicoccum хорошо соответствова- 
ла существующей таксономической группировке видов 
(Гончаров, 2012; Badaeva et al., 2015b). Структура попу
ляции T. araraticum, выявленная с помощью хромосом
ного анализа (Badaeva et al., 2022), полностью соответ-
ствовала данным молекулярно-генетического исследова
ния тех же образцов, выполненного с использованием 
SSAP- маркеров.

В зависимости от селекционного статуса различают 
староместные (местные) и современные сорта пшеницы. 
Местные сорта-популяции локально адаптированы, они 
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традиционно возделываются на изолированных террито
риях, а их семеноводство осуществляется без преднаме-
ренной гибридизации и целенаправленного изменения 
генотипа (Zeven, 1998). Тем не менее генетическое разно-
образие местных пшениц поддерживалось возделыванием 
смеси из разных генотипов или часто даже смеси разных 
культур, что создавало возможность обмена генетиче-
ским материалом между растениями (Zeven, 1980, 1998; 
Feldman, 2001). Переход к научно обоснованной селекции 
мягкой пшеницы с целенаправленным подбором роди-
тельских генотипов, интрогрессией чужеродных генов, 
использованием мутагенеза произошел в конце ХIХ–на-
чале ХХ в. (Feldman, 2001). Поскольку при создании сор- 
тов часто привлекались образцы из географически разоб-
щенных популяций, а также представители родственных 
таксонов (Mujeeb-Kazi et al., 2013; Sharma M. et al., 2020; 
Sharma S. et al., 2021; Boehm, Cai, 2024), не исключена 
возможность образования качественно новых, специфи
ческих кариотипов, изолированно поддерживаемых в 
пуле селекционных сортов. Данное обстоятельство актуа
лизирует оценку потенциала кариологического анализа в 
дифференциации и классификации сортовых совокупно
стей пшеницы.

Взаимосвязь между кариотипом сорта и его происхож
дением имеет естественные основания, поэтому принци
пиально важно тестировать ассоциации кариотипа и с 
другими, менее очевидными, но существенными в его 
формировании факторами. Одним из таких факторов яв-
ляется климатический режим региона возделывания, ока-
зывающий непосредственное влияние на формирование 
типа развития пшеницы. Так, озимые сорта высевают до 
наступления зимних холодов, поддерживающих процесс 
яровизации в условиях низкой температуры и сокращен-
ного фотопериода. Их вегетация продолжается с наступле-
нием теплого периода года, и выколашиваются они раньше 
яровых культур, которые весной только высевают. Таким 
образом, разница в сроках колошения озимых и яровых 
культур может быть одним из механизмов репродуктив-
ной изоляции при формировании специфических при-
знаков кариотипов у сортов с альтернативным посевным 
сезоном. Исследования подобного рода, однако, нам не- 
известны.

В настоящей работе определяется потенциал карио
типирования по конституционному гетерохроматину 
(С-окраска) в дискриминации сортовых популяций мягкой 
пшеницы российской селекции. Исследуется соотношение 
полученной классификации с селекционным статусом 
(староместные и современные) и типом развития сортов 
(озимые и яровые). Тестируются два подхода в извлече-
нии диагностических признаков. Первый подход основан 
на качественной оценке кариограмм по распределению 
гетерохроматиновых С-блоков на хромосомах. Мы также 
предположили, что количественная оценка кариограмм 
по размеру индивидуальных С-блоков (второй подход) 
сделает классификацию сортов более адекватной. Обсуж-
даются преимущества и недостатки кариосистематики 
сортовых популяций в сравнении с генотипированием, 
основанным на однонуклеотидном полиморфизме (ОНП-
генотипирование).

Материалы и методы
Растительный материал. Кариологический анализ про-
веден на 87 сортах мягкой пшеницы из разных регионов 
России. Образцы представлены произвольными выбор-
ками из 44 староместных (выведенные путем отбора из 
местных популяций и поступившие в коллекцию ВИР или 
районированные на территории СССР до 1940 г.) и 43 со-
временных сортов (созданные после 1940 г. с участием 
гибридизации, в том числе отдаленной), содержащими 
равные фракции яровых и озимых форм (Приложение, 
табл. S1)1.

Кариологический анализ. Для получения и окраши-
вания хромосомных препаратов применялась стандартная 
методика C-бэндинга (Badaeva et al., 1994). Хромосомы 
классифицировали в соответствии с генетической но-
менклатурой (Gill et al., 1991). Оценка кариограмм была 
выполнена с использованием двух подходов. Качественная 
оценка основана на дискриминации типов хромосом по 
наличию С-блоков, обозначенных на референсной карио-
грамме. Количественная оценка предполагала визуальное 
определение размера С-блоков по шестибалльной шкале 
(от 0 до 5) в соответствии с предложенными ранее реко-
мендациями (Badaeva et al., 1990). Для этого хромосомы 
конкретного сорта сравнивали с обобщенной видовой 
идиограммой и каждому выявленному блоку присваивали 
номер от 0 до 5 в зависимости от размера: 1 – мелкий, 
2 – небольшой, но четко видный, 3 – средний, 4 – круп-
ный, 5 – очень крупный. Если в какой-либо позиции блок 
отсутствовал или был едва различим, ему присваивали 
значение «0». Константные блоки, не варьирующие по 
размеру, из анализа исключались.

Анализ данных. Кластерный анализ проведен метода
ми иерархической кластеризации и K-средних на евкли-
довых дистанциях, рассчитанных по исходным бинарным 
данным. Анализ методом K-средних выполнен на стан-
дартизированной (центрированной и шкалированной) 
матрице дистанций. В определении оптимального количе-
ства кластеров для инициализации алгоритма K-средних 
использована статистика разрыва (функция fviz_nbclust, 
пакет R factoextra). Визуализация кластеров на плоскости 
проведена методом многомерного шкалирования исход-
ной бинарной матрицы (функция cmdscale, пакет R stats) 
(Becker et al., 1988).

Выбор метода агломеративной иерархической класте
ризации осуществлялся среди восьми алгоритмов, импле-
ментированных в функции hclust (пакет R stats) с исполь-
зованием следующих подходов. 1. Эмпирическая оценка 
метода основывалась на его способности разделять сорта 
по рассматриваемым признакам (селекционный статус, 
тип развития и их комбинация). Поскольку наибольшее 
количество состояний признака равно четырем (четыре 
варианта комбинаций селекционного статуса с типом 
развития), проводился срез тестируемой топологии на че
тыре кластера объемом не менее трех сортов. В каждом 
кластере подсчитывалось количество сортов с одинаковым 
состоянием признака и отбиралось наибольшее, затем эти 
значения суммировались по всем кластерам. 2. Для оцен
1 Табл. S1–S6 и рис. S1–S11 Приложения см. по адресу: 
https://vavilovj-icg.ru/download/pict-2025-29/appx25.pdf

https://vavilovj-icg.ru/download/pict-2025-29/appx25.pdf
https://vavilovj-icg.ru/download/pict-2025-29/appx25.pdf
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ки бережливости кладограммы, выраженной наименьшим 
количеством изменений, объясняющих ее топологию, при- 
менялся алгоритм Фитча, имплементированный в функ-
ции parsimony из пакета R phangorn (Schliep, 2011).

Кладограммы рассчитаны функцией hclust и визуали-
зированы с использованием R пакета dendextend (Galili, 
2015). Оценка сохранения клад на дендрограмме, под-
держка их монофилии проведены методом бутстрэп (Fel
senstein, 1985) с 1000  итераций, имплементированным 
в функции boot.phylo из R  пакета ape (Paradis, Schliep, 
2019). Запутанность топологий рассчитана с помощью 
функции untangle (R пакет dendextend ) в три раунда мето-
дом random, и дополнительный раунд методом step2side. 
Топологическая дистанция между дендрограммами (сим-
метричная разница) (Robinson, Foulds, 1987) вычислена 
функцией dist.dendlist (R пакет dendextend ).

Выделение групп сортов из кладограммы осуществляли 
путем среза ее топологии под заданное число кластеров, 
используя функцию cutree из пакета R stats (Becker et al., 
1988), центры которых рассчитывали для каждого сорта 
из матрицы дистанций как среднее значение расстояний 
между данным сортом и сортами из текущего кластера. 
Стандартизированные координаты центров кластеров ис
пользованы в факторном анализе.

Факторный анализ проведен методом главных компо-
нент, утилизируя тестируемые признаки в качестве доба-
вочных качественных (функция PCA, пакет R FactoMineR) 
(Husson et al., 2010). Коэффициенты корреляции Пирсо-
на  (r) между добавочными переменными (признаками) 
и измерениями рассчитывались как квадратные корни 
из показателей eta2, а корреляции между измерениями и 
значениями этих переменных – как квадратные корни из 
показателей cos2. Предполагая нормальное распределе-
ние коэффициентов корреляции (согласно центральной 
предельной теореме), асимптотические p-значения для 
r > 0.40 при 87 наблюдениях были <0.01 (мощность = 0.9).

Для множественного корреспондентного анализа была 
использована функция MCA (R пакет FactoMineR) на ис-
ходных бинарных данных, преобразованных в логические 
уровни. Тестируемые признаки утилизированы в качестве 
добавочных переменных.

Статистическая значимость предположений о сверх-
представленности оценивалась с помощью точного теста 
Фишера (функция fisher.test из R пакета stats), с после-
дующей фильтрацией результатов по p-значению ≥ 0.05.

Логистическая регрессия рассчитана с помощью функ-
ции glm (R пакет stats), утилизирующей квазибиномиаль-
ную модель с функцией связи logit.

Первичные данные ОНП-генотипирования 20 сортов 
из тестируемой выборки получены из работы (Afonnikova 
et al., 2024).

Результаты
Результаты кариологической дифференциации 87  рос-
сийских сортов, а также анализ сопряженности их селек
ционного статуса и типа развития с полученной класси-
фикацией последовательно представлены по двум типам 
диагностических признаков: тип хромосом и размер 
С-блоков.

Качественная оценка кариограмм.  
Тип хромосом как дифференцирующий признак

Ассоциация типа хромосом с селекционным статусом  
и типом развития сортов
При использовании типа хромосом в качестве диагно-
стического признака суммарно детектировано 205 уни-
кальных кариограмм для хромосом из геномов A, B и D 
(рис. S1). Хромосомы 4D и 5D были исключены из ана-
лиза, поскольку использованный вариант С-окраски не 
позволял надежно разделять их полиморфные варианты. 
Хотя частота встречаемости отдельных типов хромосом 
сильно варьировала в зависимости от селекционного ста
туса сортов, их типа развития, а также комбинации этих 
признаков (рис. S2), между геномами и группами гомео
логичных хромосом различий в их распределении по те
стируемым признакам не выявлено. В группах сортов с 
альтернативными проявлениями признаков представлено 
почти равное количество типов хромосом из каждого гено
ма или гомеологической группы, что указывает на отсут-
ствие смещения в исходных данных. Обнаружено 12 групп 
ассоциированных типов хромосом, характеризующихся 
идентичными наборами во всех сортах (табл. S2). В боль-
шинстве случаев группы представлены парами, три груп-
пы содержали три ассоциированных типа, а одна – четыре.

Для оценки статистической значимости ассоциации ти-
пов хромосом с признаками применен точный тест Фише-
ра на сверхпредставленность в выборке сортов, гомоген-
ных по тестируемому признаку (табл. S3). Большинство 
типов хромосом (144, или 70 %) были неинформативны, 
поскольку тест на их сверхпредставленность  результи- 
ровал с уровнем значимости альтернативной гипотезы 
p ≥ 0.05. Количество сверхпредставленных типов хромо-
сом в современных сортах было больше, чем в старомест-
ных сортах идентичного типа развития, при отсутствии 
разницы между контрастными по тестируемым признакам 
выборками (рис. 1, a, в).

Аналогичные результаты получены при оценке сверх-
представленности типов хромосом среди озимых и яровых 
сортов с идентичным селекционным статусом, и наоборот, 
среди староместных и современных сортов идентичного 
типа развития (см. рис. 1, б, г). Отсюда следует, что го-
могенность современных сортов выше, чем местных, а 
озимых – чем яровых.

Кластерный анализ сортов по типу хромосом
Кластерный анализ проведен методами иерархической 
кластеризации и K-средних с целью выбора подхода, 
дающего наиболее адекватно интерпретируемое представ
ление о дифференциации сортов по тестируемым при-
знакам.

Согласно статистике разрыва, оптимальное количе-
ство кластеров, на которые разбивается выборка сортов 
алгоритмом K-средних, соответствует трем. Хотя визуа-
лизация кластеров на плоскости главных координат под-
тверждает хорошее разрешение между ними (рис. 2, a), 
высокой гомогенностью по рассматриваемым признакам 
отличался только третий кластер (см. рис. 2, б). В него 
вошел 21 исключительно современный сорт преимуще-
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ственно озимого типа развития (20 сортов). Первый кла-
стер содержал 30 сортов с преобладанием староместных 
(27 сортов), одинаково представленных по типу развития 
(16 озимых и 14 яровых). Второй кластер, состоящий из 
36 сортов, был наиболее гетерогенным (см. рис. 2, б).

Важно отметить, что по итогам проведенного анализа 
выборка сортов оптимально разделилась на три кластера, 
а не на ожидаемые четыре, как это предполагалось по 
числу рассматриваемых контрастных проявлений при-
знаков (староместные/современные, озимые/яровые или 
их комбинации), и что современные сорта разделились по 
типу развития с отделением большей части озимых (87 %), 
тогда как местные культуры не различимы по данному 
признаку. При этом CS группируются со староместными 

сортами и большей частью сосредоточены во втором кла-
стере, с преобладанием местных яровых культур.

Выбор метода агломеративной иерархической класте
ризации осуществлялся эмпирически, согласно наилуч-
шему разделению сортов по рассматриваемым признакам, 
а также по наименьшему количеству изменений, объяс
няющих тестируемую топологию (табл. S4). Оба подхода 
предсказывают наилучший результат для топологии кла- 
дограммы, рассчитанной методом Варда, с учетом крите-
рия кластеризации (метод “ward.D2”).

На дендрограмме сортов две мажорные клады, харак-
теризующиеся наибольшим удалением друг от друга, 
разделяют озимые сорта современной селекции (22 из 23) 
и остальные группы (см. рис. 2, в). Более 70 % диспер-
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Рис. 1. Ассоциация типа хромосом с селекционным статусом и типом развития сортов.
Количество типов хромосом, ассоциированных с селекционным статусом (VT), типом развития (GH) и комбинацией этих признаков (VTGH) в общей вы-
борке (a) и среди озимых (W) и яровых (S) староместных (W⊆L, S⊆L) и современных (W⊆C, S⊆C) сортов, и наоборот, среди местных (L) и современных (C) 
культур яровой (L⊆S, C⊆S) и озимой (L⊆W, C⊆W) пшеницы (б). Значения p < 0.05 теста на сверхпредставленность в выборке сортов, гомогенных по 
тестируемому признаку, из генеральной совокупности (в) и подвыборок (г).
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сии в средних дистанциях между сортами и мажорными 
кладами объясняется данным разделением, а именно 
выделением CW в отдельный кластер. При дальнейшей 
обрезке топологии выделяются небольшая группа из семи 
CS и крупный кластер, объединяющий почти все старо-
местные образцы (42 из 44). Совершенно гомогенный 
кластер CS (кластер 1), хотя и характеризуется намного 
большим удалением как от староместных (кластер 3), так и 
от современных озимых сортов (кластер 2) по сравнению с 
удалением последних двух друг от друга,  сильнее тяготеет 

к группе сортов преимущественно местного возделывания 
(суммарная длина ветвей между кластерами 1 и 3 в 2.4 раза 
короче, чем между кластерами 1 и 2), среди которых уже 
насчитывается 40 % от CS (см. рис. 2, д). Эта тенденция 
более наглядно отражена на плоскости главных факторов 
тяготения сортов к кластерам (см. рис. 2, г). Здесь первый 
фактор положительно коррелирует с вхождением сорта в 
кластер 2 (r = 0.85), а второй фактор отрицательно кор
релирует с вхождением сорта в кластер 1 (r = –0.94). На 
графике главных компонент большая часть CS (75  %) 
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Рис. 2. Кластерный анализ сортов по типу хромосом.
a – визуализация кластеров, рассчитанных методом K-средних на плоскости главных координат; б – фракции сортов (W – озимые, S – яровые, L – старо-
местные, C – современные) с альтернативными проявлениями тестируемых признаков в этих кластерах; в – дендрограмма иерархической кластериза-
ции сортов, вычисленная методом Варда. Для наглядности цветом выделены первые пять клад с их представлением на плоскости главных факторов (г) 
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локализована в отрицательных координатах первого из-
мерения. CS высоко коррелируют со вторым измерением 
(r = 0.98), корреляция с которым также более выражена у 
LW (r = 0.63) и LS (r = 0.31), чем у CW (r = 0.13). Таким 
образом, мажорная клада из кластеров 1 и 3 объединяет 
большинство CS со староместными сортами. Примеча-
тельно, что в кластере 3 CS группируются с местными 
культурами преимущественно ярового типа. Можно пред-
полагать, что современные яровые сорта подверглись ме-
нее интенсивной селекции, сохранив большую общность 
кариограмм со староместными сортами. Несмотря на по-
добие результатов альтернативных подходов кластерного 
анализа, иерархическая кластеризация дает более адекват-
но интерпретируемое представление о дифференциации 
сортов. Поддержка монофилии большинства клад была 
низкой, однако статистически достоверной (9.3–99.3 %) 
для всех клад высшего ранга (рис. S3).

Оптимизация длины ветвей (кофенетических дистан-
ций между сортами) текущей топологии дендрограммы 
методом максимизации правдоподобия привела к сжа-

тию кластеров и лучшему их разрешению на плоскости 
главных координат (рис. S4). Логарифм правдоподобия 
(logLik) при этом возрастает от –12 355 до –4115. В этой 
системе более убедительным, но по-прежнему несовер-
шенным становится разделение сортов по селекционному 
статусу, тогда как по типу развития староместные сорта 
полностью сливаются, но расщепление современных сор
тов по данному признаку усиливается.

Корреспондентный анализ сортов по типу хромосом
Распределение сортов на плоскости первых двух изме-
рений представлено на рис.  3,  а. Фракция объяснимой 
дисперсии равномерно распределена между главными 
измерениями (3.7 и 3.6 % соответственно). Однако целью 
настоящего корреспондентного анализа является не оцен-
ка вклада отдельных типов хромосом в распределение 
сортов, а исследование взаимосвязи между этим распре-
делением и тестируемыми признаками, представленными 
здесь добавочными качественными переменными, исходя 
из их корреляций с измерениями.
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Первое измерение высоко коррелирует с признаком, 
объединяющим селекционный статус и тип развития сортов 
(r = 0.66), при этом в большей степени с их типом развития 
(r = 0.47), чем с селекционным статусом (r = 0.29, p > 0.14). 
Со вторым измерением тоже наилучшим образом корре-
лирует признак, объединяющий селекционный статус и 
тип развития сортов (r = 0.80), но, в отличие от первого из-
мерения, преимущественно за счет селекционного статуса 
(r = 0.64), а не типа развития (r = 0.43). Таким образом, тип 
развития в равной степени коррелирует с обоими изме-
рениями, тогда как корреляции признака «селекционный 
статус сортов» с главными измерениями различаются бо
лее чем в два раза. Кроме того, признак, объединяющий 
селекционный статус и тип развития, сильнее тяготеет к 
разделению сортов по селекционному статусу (корреляция 
со вторым измерением на 21 % больше, чем с первым), т. е. 
разделение сортов скорее обусловлено их селекционным 
статусом, чем типом развития. Характерно, что тенденция 
к группированию по селекционному статусу наиболее 
выражена для CW (r = 0.75 со вторым измерением) и LS 
(r = 0.47 со вторым измерением), но не для CS (r = 0.03 
[p > 0.89] со вторым измерением). Корреляции CW и LS с 
типом развития настолько малы (r = 0.28 и r = 0.08 с пер-
вым измерением), что статистически незначимы ( p > 0.17 
и 0.87), в отличие от CS (r = 0.64 [ p < 1e–4] с первым 
измерением). Староместные озимые культуры (LW) оди-
наково слабо и статистически незначимо коррелировали с 
обоими измерениями (r = 0.27 и 0.25 [ p > 0.20] со вторым 
и первым измерением соответственно). Таким образом, 
расщепление выборки детектируется только среди совре-
менных сортов, но не староместных. При этом выделение 
CW обусловлено главным образом их селекционным ста- 
тусом, фактором селекции (искусственным отбором), ко
торый не сказывается, однако, на распределении CS.

На плоскости главных измерений можно также видеть, 
как хорошо различаются по типу развития современные 
сорта (площади кластеров озимых и яровых образцов не 
перекрываются) и насколько плотно слиты по этому же 
признаку староместные культуры. За исключением CW03, 
сорта CW наиболее гомогенны (КВ = 0.42), они образуют 
компактную группу, в которой можно выделить плотное 
ядро из семи сортов (CW02, CW09, CW14, CW15, CW18, 
CW21, CW23). Староместные образцы тоже сгруппиро-
ваны относительно компактно (КВ = 0.89), тогда как CS 
формируют наиболее диффузный кластер (КВ = 1.02) и, 
следовательно, наиболее гетерогенны.

Ввиду обнаружения новых факторов, выявляющих 
скрытые тенденции в распределении сортов, выполнен 
сравнительный анализ их иерархической кластеризации. 
В этой связи координаты сортов на плоскости главных 
измерений утилизированы для расчета матрицы дистан-
ций и кластеризация сортов проведена с использованием 
аналогичного метода расчета топологии, что и на ориги-
нальных данных (метод Варда). В новом варианте кладо-
граммы (см. рис. 3, б), несмотря на полную перестройку 
топологии (запутанность топологий 97 %, топологическая 
дистанция 166 ветвей), значительно улучшилось разделе-
ние современных сортов. В частности, кластер CW стал 
более гомогенным. Из него полностью исключены старо-
местные сорта и все яровые, кроме CS11; выделился об-

разец CW03, несущий три хромосомные интрогрессии от 
T. miguschovae, а CW07 перешел в кластер староместных 
сортов. Кластер CS расщепился, но сорта по-прежнему 
группируются с местными культурами преимуществен
но  ярового типа. Изменились также дистанции между 
сортами, при этом их корреляция сохранилась на высоком 
уровне (r = 0.80, p < 1e–5).

Количественная оценка кариограмм.  
Размер С-блоков как дифференцирующий признак

Ассоциация С-блоков с селекционным статусом  
и типом развития сортов
В ходе количественной оценки кариограмм по размеру 
С-блоков было выделено 98 диагностических категорий 
(рис. S5). Оценка ассоциации С-блока с тестируемым при
знаком проведена с помощью логистической регрессии, в 
ходе которой рассчитывалась статистическая значимость 
повышения шансов обнаружения С-блока в сортах с кон
кретным состоянием тестируемого признака при увели-
чении его размера на единицу.

При оценке отношения шансов детекции С-блоков в 
сортах, различающихся по селекционному статусу, ста
тистически значимые результаты ( p < 0.05) получены 
по 22 С-блокам, при этом количество детектирующихся 
С-блоков более выражено в староместных сортах и было 
в 1.4 раза больше, чем в современных. Этот же анализ 
выявил 27 С-блоков, ассоциированных с типом развития 
пшеницы, большая их часть (60  %) отождествлялась с 
озимым типом (табл. S5). Аналогично среди как озимых, 
так и яровых сортов преобладало количество С-блоков, 
ассоциированных со староместными сортами, а количе-
ство С-блоков, ассоциированных с озимым типом разви-
тия, было больше по сравнению с яровым типом и среди 
современных, и среди староместных сортов (рис. 4, а). 
Однако в современных сортах идентифицировано вдвое 
больше С-блоков, ассоциированных с альтернативными 
типами развития, чем в староместных, а в озимых детек-
тировано большее количество С-блоков, ассоциированных 
с альтернативным селекционным статусом, чем в яровых. 
Это же было справедливо при тестировании ассоциации 
С-блоков с комбинациями признаков (см. рис. 4, а).

Полученные результаты полностью согласуются с ассо-
циацией тестируемых признаков с типом хромосом (см. 
рис. 1), подтверждая более высокую гомогенность совре-
менных сортов, чем староместных, а озимых, чем яровых, 
также и при количественной оценке кариограмм. Однако 
при сопоставлении староместных и современных сортов, 
безотносительно их типа развития или в подвыборках его 
альтернативных состояний, в местных культурах высо-
кая вероятность обнаружения существует для большего 
количества С-блоков. Отмеченная же выше гомогенность 
выборки современных сортов при тестировании комбина-
ции признаков достигается за счет увеличения фракции 
нуль-аллелей (вероятность отсутствия С-блока на хромо-
соме, oddFC < 1), а в случае тестирования подвыборок из 
современных и староместных культур – за счет лучшей 
дифференцированности кариограмм современных сортов, 
различающихся по типу развития. Таким образом, под-
тверждается не только бóльшая разобщенность яровых и 
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озимых форм в пуле современных сортов по сравнению 
со староместными, но и способность ее выявления в ходе 
ассоциативного анализа при количественной оценке ка-
риограмм, в отличие от качественной.

Надо отметить, что степень ассоциации (мультипли
кативный фактор отношения шансов) была выше для 
большей части С-блоков, ассоциированных с CW (см. 
рис. 4, б). Таким образом, большинство С-блоков (их при-
сутствие или отсутствие), ассоциированных с современ-
ными сортами или озимым типом развития, специфичны 
для CW. Следовательно, современные сорта озимой се-
лекции обладают вдвое большим набором специфических 
кариологических признаков (С-блоков), которые позволя-
ют выделить их в отдельную группу. Суммарно по всем 
вышеприведенным вариантам анализа на ассоциацию 
С-блоков с тестируемыми признаками менее половины 
(45 %) были неинформативны.

Кластерный анализ сортов по размеру С-блоков
Хотя алгоритм статистики разрыва предсказывает опти-
мальное разбиение выборки сортов на семь кластеров, 
лучшее разрешение получено при выделении трех. Но 
даже в этом случае почти полностью разделяются только 
два из них (рис. 5, a, б). В одном из этих кластеров пре-
обладают CW (74 %), в него вошли 17 из 23 современных 
озимых сортов. Другой, наиболее крупный кластер со-
держит преимущественно староместные сорта (68 %), ко
торые в равной степени представлены по типу развития. 
Сюда же вошла и большая часть CS (80 %), что подтверж-
дает их тяготение к староместным, а не к современным 

сортам. Высокая гетерогенность кластеров по тестируе
мым признакам делает данный метод кластеризации ма
лополезным для дифференциации рассматриваемой вы
борки сортов.

Результаты иерархической кластеризации, выполнен
ной методом Варда (предсказывающий наилучшее раз-
деление сортов по тестируемым признакам и оценку бе
режливости топологии, табл. S6), в целом (по разделению 
на мажорные клады) подобны вышеприведенной класси-
фикации сортов по типу хромосом, хотя топологии со
ответствующих дендрограмм совершенно запутаны (до 
90 %, топологическая дистанция 144 ветви, рис. S6, S7), 
и сохранилось только 13 общих клад, которые, впрочем, 
распутываются на 62 %, но сохраняют топологическую 
дистанцию в 14 ветвей (рис. S8). В новом варианте следует 
отметить большую гомогенность клады CW, а также ее 
разделение на два неравноценных по объему кластера (см. 
рис. 5, в). Правомерность этого разделения подтверждает-
ся высокой сопряженностью размеров ряда С-блоков на 
хромосомах 1BS и 3BS (рис. S9). Кроме того, CS и LW 
группируются плотнее и однороднее. Наконец, топология 
дендрограммы отличалась лучшей поддержкой монофи-
лии клад (Q3 = 43.5 %, рис. S10), что следует из лучшей 
сопряженности диагностических признаков, полученных 
при количественной оценке кариограмм.

Факторный анализ по размеру С-блоков
Факторный анализ проведен методом главных компонент, 
с использованием тестируемых признаков в качестве до-
бавочных переменных. На плоскости главных компонент 
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a – количество С-блоков, ассоциированных с селекционным статусом, типом развития и комбинацией этих признаков, в общей вы-
борке и в подвыборках озимых (W), яровых (S), староместных (L) и современных (C) сортов, а также среди озимых и яровых форм 
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(рис.  6,  a) хорошо отделяются только CW, с плотным 
ядром из восьми сортов. Яровые современные сорта по
чти полностью перекрываются с местными культурами, 
преимущественно тоже яровыми. Это существенно отли
чается от распределения данных кластеров, наблюдаемого 
в ходе анализа по типу хромосом, где кластеры яровых 
сортов альтернативного селекционного статуса перекры
вались в значительно меньшей степени. К другой отли-
чительной особенности результатов анализа относится 
наметившаяся тенденция в разделении староместных 
культур по типу развития. Наконец, в связи с переходом от 
бинарной шкалы к шестибалльной изменяется плотность 
кластеров – они становятся разреженнее, разрешение в 
разделении сортов возрастает. Доля объяснимой диспер-
сии, приходящаяся на каждый из факторов, составляет 
менее 10 %, что подтверждает слабую согласованность 
диагностических признаков, однако их суммарное значе-
ние (18.7 %) в 2.6 раза больше полученного по главным 
измерениям в ходе корреспондентного анализа сортов по 
типу хромосом.

Отметим, что в данном анализе интересно не влияние 
комбинаций признаков (размера С-блоков) на различение 
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Рис. 5. Кластерный анализ сортов по размеру С-блоков.
а – визуализация кластеров, рассчитанных методом K-средних, на плоскости главных координат; б – фракции сортов с альтерна-
тивными проявлениями тестируемых признаков в этих кластерах (W – озимые, S – яровые, L – староместные, C – современные 
сорта); в – дендрограмма иерархической кластеризации сортов, вычисленная методом Варда (первые пять клад выделены цветом 
для наглядности).

сортов, а выявление тенденций в группировании сортов 
по тестируемым признакам, которые, впрочем, слабо и 
статистически незначимо ( p > 0.24) коррелируют с первым 
фактором. В этой связи имеет смысл рассмотреть распре-
деление сортов в пространстве, образованном второй и 
третьей компонентами (см. рис. 6, б, в), высоко коррели-
рующими с тестируемыми признаками. Так, корреляция 
типа развития максимальна со вторым фактором (r = 0.71), 
в то время как селекционный статус сортов сильнее кор-
релирует с третьим (r = 0.57). Поскольку корреляция с 
типом развития выше, чем с селекционным статусом, то 
и разделение сортов по данному признаку значительно 
лучше (cos2 = 0.78 для озимого и ярового типа, cos2 = 0.52 
для староместного и современного статуса), в этом заклю-
чается очередное отличие от корреспондентного анализа 
по типу хромосом. Следовательно, кроме отчетливого вы
деления CW, существует тенденция к разделению сортов 
по типу развития (см. рис. 6, в), которая преобладает над 
их селекционным статусом (см. рис.  6,  б), и в особен-
ности это относится к современным сортам. CS сильнее 
тяготеют к LS, чем CW к LW, в результате староместные 
сорта группируются плотнее, чем современные. Движе
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ние кластера LW в направлении озимого типа развития 
(W, положительное направление второго измерения Dim2) 
смещает направленное перпендикулярно влияние их 
староместного статуса (L, положительное направление 
третьего измерения Dim3), в результате данный кластер 
движется по диагонали (см. рис.  6,  a). Интересно от-
метить влияние современной селекции на обособление 
озимой пшеницы. На кластер LW селекционный статус 
оказывает намного более сильное влияние, чем тип раз-
вития (cos2 = 0.32 с Dim3, cos2 = 0.008 с Dim2), тогда 
как в кластере CW влияние типа развития преобладает 
(cos2 = 0.08 с Dim3, cos2 = 0.74 с Dim2).

Сравнительный анализ кариологической 
классификации с ОНП-генотипированием
Для оценки преимуществ и недостатков кариологического 
подхода в классификации сортов пшеницы сравнительно 
с ОНП-генотипированием тестировалась их разрешающая 
способность в дифференциации выборки из 16 озимых 
культур, контрастных по селекционному статусу, и че-
тырех современных яровых сортов. Анализ проведен по 
120 признакам при оценке по типу хромосом, по 88 при-
знакам при количественной оценке кариограмм по размеру 
С-блоков и по 3126 признакам при ОНП-генотипировании. 
В последнем случае использованы только однозначно ин-
терпретируемые ОНП-маркеры, исключая гетерозиготы.

При сопоставлении качественного метода оценки ка
риограмм с ОНП-генотипированием корреляция дистан
ций между сортами очень низкая (r = 0.22, p > 0.07), запу
танность топологий дендрограмм, вычисленных методом 
Варда, составляет не менее 40 % при топологической ди
станции в 32 ветви. Даже минимальная оценка сохранения 
монофилии клад, рассчитанных по результатам ОНП-ге
нотипирования (48.7 %), превышала третий квартиль по 
данному показателю при использовании типа хромосом 
в качестве диагностических признаков (Q3 = 34.5  %) 
(рис. 7, a, в). На плоскости главных измерений по типу 
хромосом полностью разделяются все три группы сортов 
(см. рис. 7, г). По результатам ОНП-генотипирования сор
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Рис. 6. Факторный анализ по размеру С-блоков.
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группы сортов (W – озимые, S – яровые, L – староместные, C – современные) с идентичным селекционным статусом (б) и типом развития (в).

та хорошо разделились только по типу развития, тогда как 
группа озимой пшеницы не различима по селекционному 
статусу (см. рис. 7, б). В этой связи кажется очевидным 
преимущество кариологического анализа по типу хромо-
сом в классификации сортов по селекционному статусу, 
в силу его большей разрешающей способности при дан-
ных критериях дискриминации, несмотря на меньшее 
количество диагностических признаков и их низкую со
гласованность.

Применение размера С-блоков в качестве диагности-
ческого признака привело к еще большему снижению 
сходства между дендрограммами, повысив запутанность 
топологий до более чем 80 % и увеличив топологическую 
дистанцию до 36 ветвей, с полной утратой корреляции 
дистанций. В остальном различия между альтернатив-
ными подходами в оценке кариограмм по отношению 
к ОНП-генотипированию сходны с ранее отмеченными 
особенностями количественного метода: это и лучшая со-
гласованность исходных данных в поддержке монофилии 
клад (Q3 = 56.4 %, см. рис. 7, д), и выделение CW более 
разреженным кластером, и пересечение кластеров CS с 
LW (см. рис. 7, е). Таким образом, независимо от подхода 
в оценке кариограмм, к существенным отличиям карио
логической классификации от ОНП-генотипирования 
относятся отчетливое обособление современных сортов 
озимой селекции и тяготение CS к староместным сортам, 
которое сильнее выражено в классификации по размеру 
С-блоков.

Обсуждение
Настоящее исследование направлено на оценку потенци
ала кариологического анализа в дифференциации таких 
сложных объектов, как сортовые совокупности, на при-
мере отечественных сортов мягкой пшеницы местного 
возделывания и современных селекционных образцов. 
В этой связи: 1) протестированы два способа извлечения 
диагностических признаков из кариограмм на пригод-
ность к дискриминации исходя из пределов их вариа-
бельности (степени полиморфизма), информативности и 
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разрешающей способности; 2) проведена оценка преиму
ществ и недостатков данного подхода в сравнении с ОНП-
генотипированием; 3) выполнен анализ кариологических 
классификаций на предмет наличия тенденций в распре
делении сортов в соответствии с их селекционным стату-
сом и типом развития, а также оценены вклад последних 
в наблюдаемую кластеризацию и ее статистическая зна
чимость.

В основе используемых диагностических признаков 
лежит вариабельность блоков конститутивного гетерохро
матина. Два альтернативных подхода в ее оценке тестиро-
вались на разрешающую способность в дискриминации 
российских сортов мягкой пшеницы по их селекционному 
статусу и типу развития. Подход, базирующийся на ка-
чественной оценке кариограммы, использует бинарную 
шкалу, отражающую присутствие/отсутствие С-блока на 
хромосоме (распределение С-блоков по длине хромосо-
мы). Недостатком этого подхода является то, что хромо-
сомы, различающиеся только по одному С-блоку, будут 
отнесены к разным типам, при этом разница между ними 
будет оцениваться так же, как и между хромосомами с су-
щественно различающимися кариограммами. Так, в клас-
сификации, основанной на данном методе, образец CW03 
с тремя уникальными интрогрессиями от T. miguschovae 

выделяется отдельной ветвью на дендрограмме и высо-
ко обосабливается от остальных сортов в пространстве 
главных измерений в ходе корреспондентного анализа.

Предполагая сокращение количества выделяемых ка
тегорий за счет объединения сходных типов хромосом и, 
следовательно, более адекватную классификацию сортов, 
мы осуществили переход к шестибалльной шкале оцен
ки кариограмм по размеру индивидуальных С-блоков (ко
личественная оценка). Действительно, при таком подхо
де количество выделяемых категорий сократилось вдвое 
(с 205 до 98), но в среднем во столько же раз возросло 
разрешение сортов (рис.  S11). Последнее обусловлено 
троекратным расширением диапазона оценочной шка-
лы, что позволяет более углубленно исследовать генезис 
сортов, поскольку чем выше разрешение метода, тем боль- 
ше общих признаков среди классифицируемых образ-
цов он способен детектировать. В ходе анализа главных 
компонент это привело не только к увеличению доли 
объяснимой дисперсии в кариограммах, но и к вскрытию 
существенности менее очевидных факторов в система
тизации исследуемого материала. В частности, в класси
фикации сортов по типу хромосом (качественная оценка 
кариограмм) первостепенное значение имеет фактор се
лекции, тогда как в классификации, основанной на ко

а в д
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Рис. 7. Сравнительный анализ кариологической классификации с ОНП-генотипированием.
Дендрограммы и распределение сортов (W – озимые, S – яровые, L – староместные, C – современные) на плоскости главных координат представлены 
по результатам ОНП-генотипирования (а, б), анализу типа хромосом (в, г) и размеру С-блоков (д, е).
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личественной оценке кариограмм (размер С-блоков), об
наруживается более существенный вклад типа развития. 
В иерархической кластеризации преимущество перехода к 
шестибалльной шкале выражено в более плотной и одно-
родной группировке сортов по рассматриваемым призна-
кам, что оправдывает ожидаемое повышение адекватности 
их классификации. Поддержка монофилии клад была тоже 
выше, указывая на лучшую согласованность исходных 
данных (сопряженность диагностических признаков). 
Наконец, в исследовании ассоциации альтернативных 
дифференцирующих признаков с селекционным стату-
сом и типом развития сортов, несмотря на сокращение 
диагностических категорий, неинформативная фракция 
сократилась с 70 до 45 %. Тем не менее, несмотря на вы
шеперечисленные преимущества этого подхода, его раз
решающая способность в разграничении яровых совре
менных сортов и староместных культур значительно усту
пает качественному подходу в оценке кариограмм. Кроме 
того, в интерпретации результатов следует принять риски 
от влияния субъективного фактора при оценке размера 
С-блоков.

Поскольку С-блоки представляют сегменты неактив
ного хроматина, отличающегося высокой степенью эво
люционного консерватизма, их применение в качестве 
классификационных признаков более оправданно в иссле- 
довании генезиса сортов, чем специфичности их геноти-
пов. Кариологические признаки данного типа преиму-
щественно селекционно нейтральны и не подвержены 
адаптивному действию естественного отбора. В этой связи 
любая ассоциация кариограммы и сопряженного с фор-
мированием специфического для данного типа развития 
генотипа отражает только общность их происхождения. 
Ввиду особенностей интенсивной селекции, вероятно, 
что подобные ассоциации будут сильнее выражены сре-
ди современных сортов, чем среди местных популяций. 
Сортовые совокупности локально адаптированы к эко-
лого-географическим условиям региона возделывания, 
поэтому ожидается взаимосвязь между типом развития 
пшеницы и ее происхождением. Мы также предположи-
ли, что более гомогенные современные сорта, в создании 
которых нередко использовались сходные наборы элитных 
сортов-основателей, будут характеризоваться большей 
сопряженностью кариограммы с типом развития, чем 
гетерогенные и локально адаптированные староместные 
сорта. Это предположение основывается на том факте, 
что в процессе окультуривания имеют место события ге
нетического дрейфа, такие как «бутылочное горлышко» 
и «эффект основателя», причем современные сорта испы-
тывают воздействие этих эволюционных событий в оче-
редной раз, когда выщепляются из пула пшениц местного 
возделывания (Ladizinsky, 1985; Tanksley, McCouch, 1997; 
Feldman, Levy, 2023). Так, исследование выборки китай-
ских сортов мягкой пшеницы на основании FISH-анализа 
выявило существенную роль «эффекта основателя» в их 
кластеризации (Huang et al., 2018; Hu et al., 2022). В ка-
честве диагностирующего признака авторы упомянутых 
работ брали сходство рисунков распределения нескольких 
полиморфных ДНК зондов, что в нашем исследовании 
соответствует качественному признаку «тип хромосомы».

Кроме того, чем интенсивнее сорта задействованы в се
лекции, тем сильнее они дивергируют и обосабливаются, 
что приводит к сужению генетического разнообразия 
современных сортов (Reif et al., 2005; Haudry et al., 2007, 
Sindhu, 2022). Исходя из того, что количество сортов 
озимой мягкой пшеницы, допущенной к использованию 
на территории РФ, заметно превышает количество яро-
вых сортов (432 и 336 соответственно (Государственный 
реестр…, 2024)), можно предположить, что селекция 
отечественной озимой пшеницы проводится более интен-
сивно и должна быть более обособлена от староместных 
сортов. Действительно, в ходе факторного анализа по-
казана сильная ассоциация типа развития с классифика-
цией современных сортов по типу хромосом, тогда как 
кариограммы староместных сортов слабо различимы по 
данному признаку. При этом с повышением разрешаю-
щей способности метода сопряженность типа развития 
с хромосомной дифференциацией слабо усилилась, с 
обозначением тенденции к разделению по типу развития 
и местных культур. Ранее при анализе 20 российских сор
тов с использованием SSR- и ISBP-маркеров было также 
отмечено разделение по субкластерам озимых и яровых 
форм (Адонина и др., 2016).

В ходе исследования выявлено различное влияние со-
временной селекции на обособление озимой и яровой 
пшеницы. Так, современные озимые сорта, независимо 
от типа дифференцирующего признака (тип хромосомы 
или размер С-блока) и способа классификации, благодаря 
большей общности кариотипов выделяются строго раз-
граниченной группой, в которой обнаруживается плотное 
ядро из семи-восьми сортов со сходной кариограммой. 
Таким образом, тип развития этих сортов ассоциирован 
не просто с аллельным состоянием контролирующих его 
генов, а отражает обособленный от яровых и старомест-
ных культур кариотип, сложившийся в ходе многолетнего 
и целенаправленного отбора. Данное наблюдение под-
тверждает большую общность в генеалогии современных 
сортов озимой селекции (Novoselskaya-Dragovich et al., 
2015). Об этом свидетельствует и их высокая гомоген-
ность, согласно количеству ассоциированных кариологи-
ческих признаков обоих типов и межсортовым дистанци-
ям. Действительно, большинство CW сортов, вошедших 
в настоящее исследование, имели в своей родословной 
сорт Безостая 1, что, вероятно, тоже могло сказаться на 
обособлении этой группы.

Яровые современные сорта, в отличие от озимых, менее 
интенсивно задействованы в селекции. Они испытали 
меньшее влияние искусственного отбора и сохранили 
больше сродства со староместными культурами, причем 
преимущественно тоже ярового типа. Последнее особен
но отчетливо проявляется в классификации, основанной 
на количественной оценке кариограмм. В данной систе-
ме кластер современных сортов яровой селекции почти 
полностью перекрывается сортами местного возделыва-
ния, при этом ни один из них не входит в кластер совре-
менных сортов озимой селекции (см. рис. 3, a, рис. 6, a). 
Факторный анализ по этим данным также подчеркивает 
преобладание типа развития над селекционным статусом 
в распределении сортов. Следует отметить, что, несмотря 
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на близость современных яровых к сортам местного воз-
делывания, оба подхода кариологической классификации 
выявляют тенденцию в их обособлении от последних. 
Это выражается как в однородности кластеризации CS 
среди староместных культур, так и в выделении их части 
в самостоятельную кладу. Учитывая полное разделение 
CW и CS и тенденцию в разделении по данному призна-
ку у староместных сортов, тип развития представляется 
существенным фактором в дифференциации культурной 
пшеницы, репродуктивной изолированности сортовых 
популяций, их эколого-географическом распространении.

При сопоставлении кариологического метода с ОНП-
генотипированием были выявлены как его ключевые 
недостатки, так и преимущества в классификации сортов 
пшеницы. Среди недостатков выделяются главным об-
разом ограниченное количество диагностических при-
знаков и их низкая согласованность. Если количественное 
ограничение обусловлено природой признаков данного 
типа, то слабая поддержка монофилетичности клад на 
дендрограмме связана не только с их низкой сопряженно-
стью в выборке, но и вытекает из их первого недостатка 
(Rokas, Carroll, 2005). Низкую согласованность кариоло-
гических признаков можно объяснить высокой частотой 
рекомбинации С-блоков, обусловленной как их большой 
разобщенностью на хромосоме, так и комбинаторными 
событиями в распределении гомологичных хромосом 
в ходе мейоза (Blary, Jenczewski, 2019; Koo et al., 2020; 
Mason, Wendel, 2020; Fan et al., 2021), а также измене-
ниями в рисунках окрашивания хромосом в результате 
интрогрессий и хромосомных перестроек. Определенный 
вклад вносит технология приготовления и окрашивания 
препаратов метафазных пластинок, а также немалая доля 
субъективности при оценке размера С-блоков.

Соображения о монофилии клад исходят из система-
тики видов, основанной на их филогении. Однако пред-
положение о полной репродуктивной изоляции, обычно 
применяемое к видам, недопустимо для свободно скре-
щивающихся между собой сортов пшеницы, а в создание 
сортов, как отмечено во вступительной части статьи, часто 
привлекались образцы из географически разобщенных 
популяций и даже представители родственных таксонов. 
Оценка монофилии клад на дендрограммах, приведен
ных в настоящем исследовании, отражает преимуществен-
но степень сопряженности диагностических признаков. 
Действительно, поддержка монофилетичности клад была 
несколько выше при использовании количественного ме-
тода кариотипирования. И хотя статистическая достовер-
ность монофилии была значимой для всех клад высшего 
ранга, независимо от подхода в оценке кариограмм, она 
резко убывала до полного исчезновения при переходе к 
кладам более низких рангов. В то же время обоснование 
монофилии было несопоставимо сильнее и статистически 
значимым для всех клад дендрограммы, рассчитанной по 
данным ОНП-генотипирования, в котором количество 
диагностических признаков было на порядок больше, а 
их сопряженность выше, ввиду более высокой плотности 
картирования на хромосомах.

Тем не менее ценность дифференцирующих признаков 
в задачах классификации определяется их способностью 
к дискриминации выборки по требуемым качествам. В то 

время как ОНП-маркеры дают представление об аллель-
ной, генной изменчивости, полиморфизм по хромосом-
ным маркерам отражает изменчивость кариотипа в целом. 
Поскольку структура гетерохроматиновых С-блоков не 
подвержена генетической рекомбинации и конверсии, они 
эволюционно более стабильны. Хромосомные аберрации, 
также относящиеся к хромосомным маркерам, приводят 
к значительным нарушениям в мейозе гетерозигот, тем 
самым нивелируя гетерогенность популяции, и способ-
ствуют сохранению аутентичности исходных популяций 
в течение времени, как, например, отмечено для группы 
европейской полбы с маркерной 5В-7А транслокацией 
(Dedkova et al., 2009; Badaeva et al., 2015b). Таким образом, 
хромосомные маркеры представляются более надежными 
для систематизации сортовых совокупностей пшеницы с 
точки зрения достоверности и воспроизводимости клас-
сификации, особенно когда количество диагностических 
признаков ограничено. Комбинаторная изменчивость на 
уровне хромосом формирует новые кариотипы (класси-
фикационные категории в кариологической дифференциа-
ции), но не изменяет комбинации признаков в группах сце-
пления, которые часто отражены в сопряженных маркерах 
при ОНП-генотипировании. В результате из большего 
количества согласованных диагностических признаков 
еще не следует лучшая дискриминация их носителей, так 
как последняя зависит и от типа этих признаков. Действи-
тельно, сопоставление ОНП- и хромосомных маркеров, 
в частности при использовании типа хромосом, но не 
размера С-блоков в качестве диагностического признака, 
подтвердило превосходство последних в дискриминации 
выборочных 20 сортов пшеницы как по селекционному 
статусу, так и по типу развития, несмотря на их низкую 
согласованность.

Существенно, что применение хромосомных маркеров 
достоверно различает сорта озимой пшеницы в зависи-
мости от их селекционного статуса, тогда как при ОНП-
генотипировании эти же сорта группируются совместно. 
Данное обстоятельство, возможно, обусловлено, как отме
чено выше, различием в типе изменчивости, детектируе-
мой ОНП- и хромосомными маркерами. Другими словами, 
кариотипы разного происхождения могут не различаться 
по аллельному состоянию многих генов (отсюда высо-
кая согласованность ОНП-маркеров). Не исключено, что 
увеличение числа ОНП-маркеров повысит разрешающую 
способность этого метода в дискриминации тестируемой 
выборки сортов по селекционному статусу. Однако  ко
личество таких маркеров уже более чем на порядок пре-
вышает минимальный набор кариологических характе-
ристик, достаточный для успешного разрешения данной 
проблемы, подчеркивая преимущество кариологического 
метода, особенно при ограниченном, малом количестве 
диагностических признаков.

Заключение
Проведенное исследование выявило высокий потенциал 
кариотипирования по конститутивному гетерохроматину 
в дискриминации современных российских сортов мягкой 
пшеницы по типу развития и обособлении их озимых 
форм от староместных культур. При этом гомогенность 
современных сортов по тестируемым кариологическим 
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признакам была выше, чем местных, а озимых – чем яро-
вых. Полученная классификация отражает сохранение вы-
сокой общности в кариотипах современных сортов яровой 
селекции и сортовых популяций местного возделывания, 
а также слабую различимость кариотипов последних, кон-
трастных по типу развития. В связи с более однозначной 
ассоциацией рисунков дифференциального окрашивания 
хромосом с происхождением сортов, а также их высокой 
эволюционной стабильностью предполагается, что ана-
лиз кариотипической изменчивости помогает составить 
более верное представление о дифференциации сортовых 
совокупностей пшеницы по данному признаку, чем при 
использовании ОНП-маркеров, детектирующих генную 
изменчивость, особенно при ограниченном количестве 
диагностических характеристик.
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Картирование локусов и генов, определяющих время 
колошения и созревания яровой мягкой пшеницы  
в условиях длинного дня, и оценка их влияния на урожайность
А.А. Киселёва   , А.И. Стасюк , И.Н. Леонова , Е.А. Салина 

Федеральный исследовательский центр Институт цитологии и генетики Сибирского отделения Российской академии наук, Новосибирск, Россия
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Аннотация. Продолжительность вегетационного периода оказывает значительное влияние на формирова-
ние урожая и является одной из важных характеристик сортов яровой мягкой пшеницы (Triticum aestivum L.). 
К  основным межфазным периодам, влияющим на продолжительность вегетации, относятся время от всхо-
дов до колошения и от колошения до созревания. Для выявления генов и локусов, ассоциированных с этими 
признаками в условиях длинного дня, характерного для Западной Сибири, и оценки их влияния на структуру 
урожая мы провели картирование QTL с последующей оценкой признаков урожайности у линий, несущих 
различные аллели генов, определяющих скорость развития. В качестве картирующей популяции мы ис-
пользовали растения F2, полученные от скрещивания контрастных по скорости развития сортов Обская 2 и 
Тулун 15. QTL анализ выявил новый локус на длинном плече хромосомы 7B, ассоциированный со временем 
созревания, и два локуса на хромосоме 2D и коротком плече хромосомы 7B, ассоциированных со временем 
колошения. Анализ генов, входящих в состав локусов, позволил выявить гены-кандидаты для признака «всхо-
ды–созревание», паттерны экспрессии которых соответствовали генам известного регулятора скорости со-
зревания NAM-1. Локализация локусов для признака «всходы–колошение» позволила предположить, что они 
соответствуют известным генам Ppd-D1 и Vrn-B3. Анализ потомства линий с сочетанием аллелей Ppd-D1a и 
Vrn- B3a показал, что Ppd-D1a оказывает больший эффект на время колошения, чем Vrn-B3a, а сочетание этих 
двух аллелей приводит к наиболее раннему колошению, в среднем на пять дней раньше линий с аллелями 
Ppd-D1b и vrn-B3. Оценка признаков структуры урожая (количество и масса зерен с главного колоса и с рас-
тения, масса 1000 зерен) показала, что ген Ppd-D1 ассоциирован со всеми признаками на высоком уровне зна-
чимости, при этом в большинстве случаев аллель Ppd-D1a негативно влиял на урожайность. Ген Vrn-B3 влиял 
на признаки урожайности в меньшей степени по сравнению с Ppd-D1.
Ключевые слова: мягкая пшеница; время колошения; время созревания; урожайность; QTL картирование; 
Ppd-D1; Vrn-B3 

Для цитирования: Киселёва А.А., Стасюк А.И., Леонова И.Н., Салина Е.А. Картирование локусов и генов, опре-
деляющих время колошения и созревания яровой мягкой пшеницы в условиях длинного дня, и оценка их 
влияния на урожайность. Вавиловский журнал генетики и селекции. 2025;29(6):769-778. doi 10.18699/vjgb-25-84

Финансирование. QTL анализ и изучение локусов времени колошения и созревания проведены в рамках бюд-
жетного проекта «Молодежные лаборатории» FWNR-2024-0009. Оценка влияния аллелей Ppd-D1а и Vrn- B3a 
на показатели продуктивности выполнена за счет гранта Российского научного фонда № 21-76-30003-П,  
https://rscf.ru/project/21-76-30003/<https://rscf.ru/project/21-76-30003/>.

Mapping loci and genes controlling heading and maturity time  
in common wheat under long-day conditions  
and assessing their effects on yield-related traits
A.A. Kiseleva   , A.I. Stasyuk , I.N. Leonova , E.A. Salina 

Institute of Cytology and Genetics of the Siberian Branch of the Russian Academy of Sciences, Novosibirsk, Russia
 antkiseleva@bionet.nsc.ru

Abstract. The duration of the vegetation period significantly impacts yield formation and is one of the important 
characteristics of spring common wheat (Triticum aestivum L.) varieties. The primary developmental phases influenc-
ing the vegetation period include the time from seedling emergence to heading and from heading to maturity. To 
identify genes and loci associated with these traits under long-day conditions typical of Western Siberia and to as-
sess their impact on yield components, we conducted QTL mapping followed by an evaluation of yield-related traits 
in lines carrying different alleles of key heading time genes. For mapping, we used an F2 population derived from a 
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Mapping loci and genes controlling heading  
and maturity time in wheat under long-day conditions

cross between the varieties Obskaya 2 and Tulun 15, which contrast in their heading and maturity times. QTL analysis 
identified a novel locus on the long arm of chromosome 7B associated with maturity time, as well as two loci on 
chromosome 2D and the short arm of chromosome 7B associated with heading time. Gene analysis within these 
loci revealed candidate genes for the “seedling-maturity” trait, with expression patterns corresponding to the known 
maturity time regulator NAM-1. The localization of loci for the “seedling-to-heading” trait suggested their correspon-
dence to the well-known genes Ppd-D1 and Vrn-B3. Analysis of progeny carrying the Ppd-D1a and Vrn-B3a allele 
combination demonstrated that Ppd-D1a had a stronger effect on heading time than Vrn-B3a, and their combined 
presence resulted in the earliest heading – on average, five days earlier than in lines with the Ppd-D1b and vrn-B3 
alleles. Evaluation of yield-related traits (number and weight of grains per main spike and per plant, and 1,000-grain 
weight) indicated that Ppd-D1 was significantly associated with all traits, with the Ppd-D1a allele generally exerting a 
negative effect on yield. In contrast, Vrn-B3 had a comparatively smaller effect on yield traits than Ppd-D1.
Key words: common wheat; heading time; maturity time; yield traits; QTL mapping; Ppd-D1; Vrn-B3

For citation: Kiseleva A.A., Stasyuk A.I., Leonova I.N., Salina E.A. Mapping loci and genes controlling heading and 
maturity time in common wheat under long-day conditions and assessing their effects on yield-related traits. Vavi
lovskii Zhurnal Genetiki i Selektsii = Vavilov J Genet Breed. 2025;29(6):769-778. doi 10.18699/vjgb-25-84

Введение
Урожайность пшеницы и ее адаптивный потенциал к 
различным условиям среды во многом связаны с продол­
жительностью основных стадий развития. Особенно ва­
жен переход от вегетативного развития к генеративному – 
время колошения, а также время созревания. Чаще всего 
при анализе сортов для предсказания сроков колошения 
исследуют аллельный состав следующих генов: Vrn-A1, 
Vrn-B1, Vrn-D1, Ppd-D1 и реже Vrn-B3 (TaFT-1), посколь­
ку они оказывают наибольшее воздействие на данный 
признак (Zhang Y. et al., 2010; Kiss et al., 2014; Chen S. 
et al., 2018; Mizuno et al., 2022; Palomino, Cabrera, 2023). 
Основные гены, влияющие на время созревания, – это 
гены NAM-B1 и NAM-A1 (Hagenblad et al., 2012; Alhabbar 
et al., 2018b).

Большинство аллелей Ppd-1, определяющих нечув­
ствительность к фотопериоду (доминантные аллели), ха­
рактеризуется изменениями в промоторной области  – 
делециями или инсерциями (Beales et al., 2007; Wilhelm 
et al., 2009; Nishida et al., 2013), где располагаются раз­
личные регуляторные последовательности. Кроме того, 
для Ppd-B1 известны доминантные аллели, характери­
зующиеся увеличенным числом копий (Díaz et al., 2012). 
Доминантный аллель Ppd-D1a в настоящее время чаще 
всего используется в мировой селекции из всех генов 
Ppd-1 (Seki et al., 2011). Так, согласно (Guo et al., 2010), 
этот аллель обнаружен у 33 % сортов мягкой пшеницы в 
Южной Америке, у 45.5 % сортов, возделываемых в юж­
ной части Европы, и у 8 % сортов в северной и западной 
частях Европы. Самое высокое распространение данный 
аллель получил в Азии – 57.4 % культивируемых в Китае 
сортов. Среди японских сортов 84 % являются носителями 
этого доминантного аллеля (Seki et al., 2011). В то же время 
среди сортов отечественной селекции аллель Ppd-D1a, 
который может не только ускорять переход к колошению, 
но и оказывать положительное влияние на другие харак­
теристики растений, встречается довольно редко (Лихен- 
ко и др., 2014; Лысенко и др., 2014). В большинстве ис­
следований эффект данного аллеля изучают в условиях 
короткого дня, в таких условиях он сокращает время пере­
хода к колошению на 20–30 дней. Тем не менее имеются 
немногочисленные сведения, что аллель Ppd-D1a может 
ускорять время колошения на 3–5 дней даже в условиях 
длинного дня (Worland et al., 1998; Kiseleva et al., 2014).

Еще один важный ген  – Vrn-B3, который считается 
центральным регулятором времени колошения. Аллель 
Vrn-B3a обусловливает раннее цветение. Его экспрессия 
усилена в результате инсерции ретроэлемента протяжен­
ностью 5300 п. н. в промоторной области (Yan et al., 2006). 
Этот аллель очень редко встречается у культивируемых 
сортов (Zhang X.K. et al., 2008; Iqbal et al., 2011; Chen F. 
et al., 2013; Лысенко и др., 2014). Известны еще четыре 
аллеля гена Vrn-B3, обозначенные литерами b/c/d/e, но 
они имеют гораздо менее выраженный эффект на время 
колошения (Chen F. et al., 2013; Berezhnaya et al., 2021).

Аллель дикого типа гена NAM-B1 связан с более ранним 
созреванием, при этом у современных сортов он прак­
тически не встречается из-за его негативного влияния 
на урожайность (Lundström et al., 2017). Для его гомео­
лога NAM-A1 тоже были описаны аллели (NAM-A1a и 
NAM- A1b), ассоциированные с более ранним созреванием 
(Alhabbar et al., 2018a).

Условия внешней среды в значительной степени влия­
ют на скорость развития мягкой пшеницы. Для разных 
регионов выращивания пшеницы в России характерны 
различия в климатических условиях. Несмотря на очевид­
ную важность изучения регуляции времени колошения и 
созревания в условиях длинного дня, характерного для 
большинства регионов России, генетические механизмы, 
проявляющиеся при таком фотопериоде, мало изучены. 
Например, в некоторых работах показано влияние Vrn-1, 
Vrn-B3 и NAM-A1 на время созревания (Zaitseva, Lemesh, 
2015; Alhabbar et al., 2018a; Whittal et al., 2018), но в нашем 
предыдущем исследовании не обнаружено связи между 
аллельным состоянием этих генов и временем созревания 
на яровых сортах в условиях Западной Сибири и выявлены 
новые локусы на хромосомах 2A, 3B, 4A, 5B, 7A и 7B, 
ассоциированные с этим признаком (Kiseleva et al., 2023).

Таким образом, генетический контроль скорости раз­
вития растений пшеницы сильно зависит от условий вы­
ращивания, и в разных климатических зонах на признак 
будут влиять разные гены. Для Западной Сибири актуаль- 
ны скороспелые сорта мягкой пшеницы с высокой уро­
жайностью, поскольку в настоящее время среди зареги­
стрированных для данного региона сортов большая часть 
относится к среднеспелым, а возделывание яровых сортов 
с различными сроками созревания позволяет варьировать 
время уборки урожая, что необходимо для уменьшения 
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потери урожая от перестоя (Белан и др., 2021). Это опре­
деляет необходимость дополнительного анализа и  изу­
чения известных и выявления новых локусов и генов, 
контролирующих продолжительность основных периодов 
развития, а также создания сортов и линий пшеницы, 
сроки колошения и созревания которых соответствуют 
конкретным условиям среды.

Цель нашей работы – определение локусов и входящих 
в их состав генов, ассоциированных с продолжительно­
стью основных фаз развития яровой мягкой пшеницы, и 
оценка их влияния на урожайность в условиях Западной 
Сибири.

Материалы и методы
Материал. Картирующая популяция была получена от 
скрещивания сортов яровой мягкой пшеницы Обская 2 и 
Тулун 15. Сорт Обская 2 входит в группу среднеспелых 
и характеризуется высокой урожайностью и хлебопекар­
ными качествами на уровне ценной пшеницы. Тулун 15 
относится к раннеспелым сортам, имеет высокое каче­
ство зерна, но уступает сорту Обская 2 по урожайности. 
Гибридизация сортов, последующее самоопыление ги­
бридов F1 и выращивание растений F2 были проведены 
в условиях тепличного комплекса ФИЦ ИЦиГ СО РАН. 
Последующие поколения (F3 и F4) были также получены 
самоопылением при последующем выращивании в по­
левых условиях (рис. S1)1.

Анализ фенотипа. Растения поколений F3 и F4, полу­
ченные в результате скрещивания сортов Обская 2 × Ту­
лун 15, высевали в 2018 и 2019 гг. на опытном поле Сибир­
ского НИИ растениеводства и селекции (пос. Краснообск, 
Новосибирская область, 54.914070°N, 82.975379°E).

Колошение растений пшеницы определяли как время 
выхода колоса из трубки на 1/2, а время колошения – как 
продолжительность периода (количество дней) от всходов 
до момента колошения для каждого отдельного растения 
в рядке. Созревание определяли твердым зерном, по­
желтением и высыханием колосьев и стеблей для каж­
дого отдельного растения в рядке. Период налива зерна 
вычисляли как разницу между временем созревания и 
колошения. Почва опытного участка – чернозем выщело­
ченный. Полевой опыт закладывали на делянках шириной 
0.5 м, по 20 зерен в ряду. Высевали по два ряда каждого 
образца с расстоянием между рядами 20 см. Созревшие 
растения убирали в снопы, подсушивали, после чего про­
водили оценку элементов структуры урожая. Оценивали 
число зерен в главном колосе, массу зерна с главного 
колоса, число и массу зерен с растения, массу 1000 зерен. 
Структурный анализ выполняли для 20 растений каждого  
образца.

Погодные условия в Новосибирской области в период 
вегетации отличались от среднемноголетних. Так, в мае 
2018  г. фактическая среднемесячная температура была 
7 °С при норме 12.5 °С, а количество осадков составило 
82 мм, что в 2.5 раза выше нормы. Температура в июне, 
июле и августе 2018 г. была близка к среднемноголетним 
значениям. По количеству осадков июнь и июль суще­
ственно не отличались от нормы. В августе наблюдалась 
1 Рис. S1, S2 и табл. S1–S8 см. по адресу: 
https://vavilovj-icg.ru/download/pict-2025-29/appx26.xlsx

теплая сухая погода с количеством выпавших осадков 
35 мм при норме 53 мм. В 2019 г. весь вегетационный 
период температурный режим соответствовал средне­
многолетним наблюдениям. По влагообеспеченности май 
2019 г. существенно не отличался от среднемноголетних 
данных. В июне и августе наблюдался дефицит влаги, 
так как выпало 26 и 22 мм осадков при норме 59 и 53 мм 
соответственно. В июле была теплая и влажная погода, 
выпало 98 мм осадков при норме 69 мм.

Выделение ДНК и ПЦР. Геномную ДНК выделяли из 
листьев растений пшеницы с использованием модифици­
рованного протокола, опубликованного в работе (Plaschke 
et al., 1995). Для определения аллелей генов Vrn-1, Vrn-B3 
и Ppd-D1 были выбраны опубликованные ранее аллель-
специфичные праймеры (Yan et al., 2004, 2006; Fu et al., 
2005; Beales et al., 2007; Shcherban et al., 2012). Ампли­
фикацию проводили на приборе T100 Thermal Cycler 
(BioRad, США) с применением реактивов БиоМастер 
HS-Taq ПЦР-Color («Биолабмикс», Россия) согласно про­
токолам, опубликованным в соответствующих статьях.

Генотипирование, построение генетических карт и 
картирование QTL. В ходе исследования картирующей 
F2 популяции мягкой пшеницы, полученной от скрещи­
вания сортов Обская 2 × Тулун 15 (84 линии) ДНК этих 
линий и родительских сортов была генотипирована на вы­
сокопроизводительном чипе Illumina Infinium 20K Wheat 
(TraitGenetics GmbH, Германия). Всего проанализировано 
17 267 маркеров. 

Генетические карты построены в программе MultiPoint 
UltraDense (Mester et al., 2003). Удаляли маркеры с коли­
чеством ошибок более 25 и сегрегацией (χ2) более 42. Ми­
нимальный размер для группы косегрегирующих маркеров 
(сцепленные маркеры, локализующиеся в одной позиции) 
был равен 2. При делении на кластеры rf = 1.5. Упорядо­
чение маркеров в кластерах осуществлялось по алгоритму 
GES (guided evolutionary strategy) с ресемплингом методом 
складного ножа (jackknife). Далее для получения стабиль­
ных карт выполнялся контроль монотонности с удалением 
выбивающихся маркеров и последовательным удалением 
дестабилизирующих маркеров.

С помощью разработанных генетических карт и данных, 
полученных в результате анализа фенотипа, было прове­
дено картирование локусов, определяющих время колоше­
ния, время созревания и период налива зерна на материале 
популяций от скрещивания Обская 2 × Тулун 15. Для кар­
тирования локусов использовали программу MultiQTL по 
алгоритму СIM (Compositive Interval Mapping).

Приоритизация генов из локусов. Функциональную 
характеристику генов-кандидатов и аннотацию после­
довательностей проводили на основе данных IWGSC 
RefSeq  v.1.0. Для оценки паттернов экспрессии генов 
использовали данные секвенирования транскриптома мяг­
кой пшеницы сорта Ажурная, полученные на материале 
различных частей растения в ходе развития от прораста­
ния до полной спелости (Ramírez-González et al., 2018). 
В качестве «референсных» транскриптов были выбраны 
последовательности NAM-A1 (TraesCS6A02G108300.1/.2) 
и NAM-D1 (TraesCS6D02G096300.1), поскольку NAM-B1 у 
CS представлен нефункциональным аллелем, ID для него 
в аннотации генов по RefSeq не представлено.

https://vavilovj-icg.ru/download/pict-2025-29/appx26.xlsx
https://vavilovj-icg.ru/download/pict-2025-29/appx26.xlsx
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Статистический анализ. Описательная статистика, 
ANOVA, анализ Тьюки, коэффициенты корреляции Пир­
сона (r) были рассчитаны с применением базовых функ­
ций языка программирования R. Все графики построены 
с помощью пакета R ggplot2 (Wickham, 2016).

Результаты

Оценка продолжительности фаз  
развития растений картирующей популяции
Время колошения растений в популяции варьировало от 
34 до 41 дня. Данные описательной статистики для трех 
признаков представлены в табл. S1. Распределение при­
знака «время колошения» было приближено к нормаль­
ному (рис. 1), распределение времени созревания и перио­
да налива зерна смещено в сторону меньшего значения. 
Корреляция между временем созревания и периодом на­
лива зерна была очень высокой: r2 = 0.96.

Генетические карты и QTL картирование
Для построения генетических карт популяции Обская 2 × 
Тулун  15 были отобраны 3323  полиморфных маркера. 
Картировано 2629 маркеров, из них 534 скелетных. Всего 
было разработано 25 групп сцепления, и хромосомы 3B, 
3D, 5D представлены несколькими группами. Обобщен­
ные данные приведены в табл. S2, графическое изобра­
жение карт – на рис. S2.

С использованием модели CIM были картированы зна­
чимые локусы на хромосомах 2D и 7B, ассоциированные 
с продолжительностью фаз развития мягкой пшеницы 

(рис.  2). При этом локус на хромосоме  2D был связан 
только со временем колошения и объяснял 37 % вариации 
данного признака (PEV). Локус на коротком плече хромо­
сомы 7B тоже был ассоциирован со временем колошения, 
объясняя 20 % вариации. А два локуса на длинном плече 
этой хромосомы были связаны со временем созревания и 
периодом налива зерна и совпадали между собой. Значе­
ния PEV для времени созревания составило 11.5 %, для 
периода налива зерна – 18 %.

Локус на хромосоме 2D, ассоциированный со временем 
колошения, приходился на интервал между маркерами 
BS00022276_51 (позиция на RefSeq v.1.0 29454345) и 
wsnp_CAP12_c1503_764765 (позиция на RefSeq v.1.0 
35683599). Таким образом, наиболее вероятным геном-
кандидатом для этого QTL является Ppd-D1 (позиция 
33952048–33956269), локализация которого на физиче­
ской карте как раз соответствует промежутку между вы­
явленными маркерами.

Локус на хромосоме 7B, ассоциированный со временем 
колошения, приходился на интервал между маркерами 
Tdurum_contig5352_556 (позиция на RefSeq v.1.0  5061935) 
и AX-95248379 (позиция на RefSeq v.1.0 12717101). Наи­
более вероятный ген-кандидат для этого QTL – Vrn-B3 
(позиция 9702354–9704354), локализация которого на 
физической карте соответствует промежутку между мар­
керами.

Для локусов времени созревания и периода налива 
зерна на длинном плече хромосомы 7B известных генов 
не обнаружено. Поиск в базе данных WheatQTLdb также 
не выявил локусов со схожим расположением.

Рис. 1. Коэффициент корреляции Пирсона между признаками скорости развития.
HT – время колошения; MAT – время созревания; GFP – период налива зерна. Достоверные различия: * p < 0.05, *** p < 0.001.
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Гены-кандидаты из состава локуса  
времени созревания и периода налива зерна
Локус QMat.icg-7BL расположен в интервале 712618516–
721195460 (RefSeq v.1.0), в нем находится 141  ген 
(табл.  S3). Анализ паттернов экспрессии этих генов в 
разных тканях в ходе развития растения позволил выявить 
несколько кандидатов (табл. S4).

Всего было описано восемь генов, преимуществен­
но экспрессирующихся во флаговом и пятом листе 
после колошения или в зерне: TraesCS7B02G455300, 
TraesCS7B02G459500 ,  TraesCS7B02G459600 , 
TraesCS7B02G460500 ,  TraesCS7B02G460300 , 
TraesCS7B02G454000 ,  TraesCS7B02G461300  и 
TraesCS7B02G461400.

Отбор растений с различными аллелями  
генов Ppd-D1 и Vrn-B3
Гены Ppd-D1 и Vrn-B3 были выявлены как основные 
кандидаты, определяющие время колошения у растений 
изучаемой популяции в результате QTL анализа, поэтому 
была проведена ПЦР для идентификации их аллелей. Ге­
нотипирование показало, что ранний сорт Тулун 15 содер­
жит аллели Ppd-D1a и Vrn-B3a, а сорт Обская 2 – аллели 
Ppd-D1b и vrn-B3. При этом оба сорта характеризовались 
одинаковым аллельным составом генов Vrn-1: Vrn-A1a, 
Vrn-B1c, vrn-D1.

Далее были генотипированы растения популяции F2. 
В результате отобрано 34 растения, у которых Ppd-D1 и 
Vrn-B3 находились в гомозиготном состоянии. По аллель­
ному составу отобранные растения были распределены на 
четыре группы (см. рис. S1). Потомство F3 и F4 этих рас­
тений высеяно в поле для определения сроков колошения 
для каждой группы.

Оценка времени колошения  
у растений популяции F3 и F4
Оценка времени от всходов до колошения в 2018 г. пока­
зала, что раньше всех выколашивались растения из груп­
пы 1 (34.5 дня), несущие доминантные аллели Ppd- D1a 
и Vrn-B3a (рис.  3). Растения, несущие аллель Ppd-D1a 
и аллель vrn-B3 (группа 2), выколашивались на 2.8 дня 
позже растений из группы 1 (37.3 дня). Растения из груп­
пы 3 (Ppd-D1b и Vrn-B3a) выколосились на 38-й день от 
всходов. Позже всех выколашивались растения из груп­
пы 4 (40.3 дня), у которых оба гена были в рецессивном 
состоянии. Колошение родительского сорта Обская  2, 
несмотря на одинаковый аллельный состав с группой 4, 
было самым поздним – 42.9 дня, а у сорта Тулун 15 – на 
3 дня позже растений из группы 1 с таким же составом 
аллелей (Ppd-D1a и Vrn-B3a).

Оценка продолжительности периода от всходов до 
колошения в 2019 г. показала, что самым коротким этот 
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Рис. 2. Генетические карты хромосом 2D и 7B (представлены только скелетные маркеры) с обозначенными на них локусами времени колоше-
ния (зеленый цвет), времени созревания (бордовый) и периода налива зерна (красный).
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период (37.1 дня) был у родительского сорта Тулун 15 (см. 
рис. 3). Растения из группы 1, имеющие такой же аллель­
ный состав генов Vrn и Ppd, выколосились на 39-й день от 
всходов, т. е. на 5.8 дня раньше, чем растения из группы 4 
(рецессивные vrn-B3 и Ppd-D1b). У растений из группы 2, 
несущих доминантный аллель Ppd-D1a и рецессивный 
аллель vrn-B3, период от всходов до колошения был на 
2.5 дня длиннее, чем в группе 1, и составил 41.5 дня. Еще 
более поздние сроки колошения (42.8 дня) отмечены в 
группе 3, растения которой содержат рецессивный аллель 
Ppd-D1b и доминантный Vrn-B3a. Из всей гибридной по­
пуляции позже всех выколашивались растения группы 4, 
содержащие рецессивные аллели Ppd-D1b и vrn-B3,  – 
44.8 дня от всходов. Сорт Обская 2 показал самое про­
должительное время от всходов до колошения – 46.8 дня.

ANOVA подтвердил, что аллели генов Ppd-D1 и Vrn-B3 
влияют на время колошения в оба года исследований с 
высоким уровнем значимости (табл.  S5). Присутствие 
аллеля Ppd-D1a ускоряло колошение в 2018 г. на 3.5 дня, 
а в 2019 – на 4.4 дня. Присутствие аллеля Vrn-B3a уско­
ряло колошение в 2018 г. на 2.3 дня, а в 2019 – на 2.5 дня. 
Сочетание этих аллелей приводило к колошению на 5.5 
(2018) и 6.5 дня (2019) раньше по сравнению с сочетанием 
рецессивных аллелей этих генов.

Влияние аллелей генов Ppd-D1 и Vrn-B3  
на компоненты урожайности
В оба года были также оценены параметры «число зерен 
в главном колосе», «масса зерен с главного колоса», «чис­
ло зерен с растения», «масса зерен с растения», «масса 
1000 зерен» (табл. S6). По результатам ANOVA, группа, 
к которой относятся растения (на основании сочетания 
аллелей Ppd-D1 и Vrn-B3), значимо влияла на все призна­
ки, а год выращивания – на все, кроме количества зерен с 
растения и массы зерен с растения (табл. S7). 

Количество зерен с главного колоса у растений сорта 
Обская 2 в 2018 г. было самым высоким, 39.25, и значимо 

( p-value < 0.001) отличалось от растений из всех четырех 
изучаемых групп. Самое низкое число зерен с колоса на­
блюдалось у растений из группы 1 (25.65 зерна), которая 
достоверно отличалась по этому признаку от групп  3 
(29.08 зерна) и 4 (28.56 зерна). У растений из группы 2 и 
у сорта Тулун 15 число зерен в колосе было 26.83 и 31.60 
соответственно, но достоверных различий с растениями 
других групп не выявлено. В 2019  г. значимые разли­
чия отмечены только между группами 1 (38.68 зерна) и 
3 (43.67 зерна).

Масса зерен с главного колоса у сорта Обская 2 в оба 
года была значимо выше, чем у всех других растений в 
эксперименте: 1.99 г в 2018 г. и 2.21 г в 2019 г. Растения 
сорта Тулун 15 имели самую низкую массу зерен с колоса 
как в 2018 (0.94 г), так и в 2019 г. (1.38 г). Однако в 2018 г. 
у этого сорта существенных различий с растениями из 
всех четырех групп не было, а в 2019 г. значимые раз­
личия наблюдались с растениями из группы 3 (1.76  г). 
При сравнении растений между группами в 2018 г. этот 
признак был значимо ниже у групп 1 (1.04 г) и 2 (1.02 г), 
чем у групп 3 (1.25 г) и 4 (1.20 г). В 2019 г. масса зерен с 
главного колоса у групп 1 (1.51 г) и 2 (1.40 г) была значимо 
ниже, чем у растений из группы 3 (1.76 г).

Число зерен с растения в 2018 г. было наименьшим у 
группы 1 (45.54 зерна) и значимо отличалось в сравне­
нии с группами 2 (63.18), 3  (66.52), 4  (59.91) и сортом 
Обская 2 (72.30 зерна). С сортом Тулун 15 (54.60 зерна) 
достоверных различий не выявлено. В 2019 г. между всеми 
изучаемыми растениями значимых различий по этому 
признаку не было. 

Масса зерен с растения в 2018 г. была самой высокой у 
сорта Обская 2 (3.56 г) и значимо отличалась от осталь­
ных групп. Значимые отличия наблюдались и у растений 
из группы 1 (1.78 г) с растениями из групп 3 (2.71 г) и 
4 (2.44 г). В 2019 г. сорт Обская 2 также характеризовался 
достоверно большей массой зерен с растения (3.53 г) в 
сравнении со всеми другими растениями в эксперимен­

Рис. 3. Сравнение продолжительности периода от всходов до колошения у растений популяций F3–F4, полученных от скрещивания сортов 
Обская 2 и Тулун 15.
*** Достоверные отличия гибридов от родительских сортов при p < 0.001.
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те. Масса зерен с растения в группах 1, 2, 3, 4 и у сорта 
Тулун  15 была 2.03  г, 2.13, 2.39, 2.28 и 2.34  г соответ­
ственно, но достоверных различий между ними в 2019 г. 
не обнаружено.

Наиболее высокий показатель массы 1000 зерен в оба 
года (48.95 г в 2018 г. и 45.94 г в 2019 г.) отмечен у сорта 
Обская 2, что значимо выше, чем у других растений в экс­
перименте. У сорта Тулун 15 этот показатель был самым 
низким: 29.58 г в 2018 г. и 34.15 г в 2019 г., а значимые 
различия в 2018 г. были с растениями из групп 1 (38.86 г), 
2 (36.51 г) и 4 (38.62 г), а в 2019 г. – с растениями из груп­
пы 3 (39.28 г). В 2018 г. растения из группы 1 (38.86 г) 
значимо не отличались от растений из групп 2 (36.51 г), 
3 (40.96 г) и 4 (38.62 г). Также не выявлено различий меж­
ду группами 3 и 4. В 2019 г. не было достоверных отличий 
у группы 1 (37.70 г) в сравнении с группами 3 (39.28 г) и 
4 (37.15 г). У растений из группы 2 масса 1000 зерен со­
ставила 32.93 г, что значимо ниже, чем в группах 1, 3 и 4.

Все эти наблюдения подтверждаются факторным ана­
лизом, где в качестве фактора использовали аллели генов 
Ppd-D1 и Vrn-B3 (см. табл. S7). Так, ANOVA показал, что 
аллельное состояние гена Ppd-D1 значимо ассоциировано 
со всеми оцененными признаками в оба года исследований 
на высоком уровне значимости, кроме количества зерен с 
растения в 2019 г. При этом влияние аллельного состоя­
ния гена Vrn-B3 демонстрировало более низкий уровень 
значимости для всех признаков по сравнению с Ppd-D1. 
И в 2019 г. Vrn-B3 показал значимый уровень ассоциации 
только с массой 1000 зерен. В целом можно сказать, что 
линии из групп 3 и 4 имеют высокий потенциал урожайно­
сти, но все равно меньший, чем исходный сорт Обская 2.

Обсуждение

Новый локус, ассоциированный  
со временем созревания
Корреляция между временем созревания и периодом на­
лива зерна была очень высокой (0.96), что говорит о том, 
что основной вклад в формирование общего времени со­
зревания в случае данной популяции и в условиях длин­
ного дня вносит именно вторая фаза  – период налива 
зерна, а не время колошения, хотя разброс этого признака 
составил около 7 дней, что является довольно значитель­
ным различием. Ранее некоторые авторы отмечали, что 
время созревания не всегда зависит от времени колошения 
и, вероятно, формируется под влиянием независимых ме­
ханизмов (May, Van Sanford, 1992; Kajimura et al., 2011). 
Однако генов, специфически ассоциированных со време­
нем созревания, у мягкой пшеницы, помимо NAM-1 генов, 
практически неизвестно (Hagenblad et al., 2012). 

В настоящей работе мы выявили на длинном плече 
хромосомы  7B локус QMat.icg-7BL, ассоциированный 
со временем созревания; он локализован в интервале 
712618516–721195460 (RefSeq v.1.0). Несмотря на нали­
чие значительного числа работ по определению маркеров 
и локусов времени созревания, в результате которых 
были описаны локусы на большинстве хромосом мягкой 
пшеницы, кроме 3A и 6A (Kulwal et al., 2003; McCartney 
et al., 2005; Huang et al., 2006; Kamran et al., 2013; Yu et al., 
2015; Perez-Lara et al., 2016; Zou et al., 2017), ассоциаций 

именно на 7B для времени созревания известно всего не­
сколько. Мы предположили, что этот локус совпадает с 
ранее установленным нами локусом времени созревания, 
выявленным с помощью GWAS на материале популяции 
отечественных сортов яровой мягкой пшеницы (Kiseleva 
et al., 2023). Но картированный в нашей работе QMat.icg-
7BL был расположен ближе к теломере и не пересекался с 
локусом на 7B, картированным в упомянутой публикации. 
Сопоставление его локализации с другим локусом на хро­
мосоме 7B, ассоциированным со временем созревания 
(Kulwal et al., 2003), также не выявило пересечений. Таким 
образом, можно говорить, что мы выявили новый локус 
времени созревания. 

В границах данного локуса был обнаружен 141  ген. 
На основании анализа паттернов экспрессии в разных 
тканях в ходе развития растения были выявлены не­
сколько генов, кандидатов для времени созревания. Ген 
TraesCS7B02G455300 характеризовался паттерном экс­
прессии, наиболее близким к паттерну генов NAM-A1 
и NAM-D1, – пик во флаговом листе на стадии полной 
спелости. Этот ген кодирует 12-оксофитодиеноатре­
дуктазу  1, важный фермент, участвующий в биосин­
тезе  жасмоновой кислоты. В литературе он был пред­
ложен в качестве одного из генов-кандидатов для  ре­
гулирования плотности соломины (Taria et al., 2025). 
Гены TraesCS7B02G459500, TraesCS7B02G459600, 
TraesCS7B02G460500 и TraesCS7B02G460300 также экс­
прессировались во флаговом листе после стадии колоше­
ния и дополнительно имели похожий паттерн экспрессии 
в пятом листе. TraesCS7B02G454000 экспрессировался 
сильнее по мере созревания в пятом листе и в первом 
листе только на стадии кущения. TraesCS7B02G461300 
и TraesCS7B02G461400 аннотированы как Pseudo-Re­
sponse Regulators, т. е. они относятся к тому же семейству, 
что и один из основных генов времени колошения, Ppd-1. 
Эти гены имели хотя и слабый уровень экспрессии, но 
характерный только для зерна на стадиях молочной и 
восковой спелости.

Аллели Ppd-D1а и Vrn-B3a значимо влияют  
на время колошения в условиях длинного дня
При одинаковом сочетании аллелей Vrn-A1a, Vrn-B1c и 
vrn-D1 наличие доминантных аллелей Ppd-D1а и Vrn-B3a 
приводит к самому быстрому выколашиванию в условиях 
длинного дня. Если присутствует доминантный аллель 
Ppd-D1а и рецессивный vrn-B3, время колошения увели­
чивается на 2.5–3 дня. У растений с рецессивным аллелем 
Ppd-D1b и доминантным Vrn-B3a происходит удлинение 
периода «всходы–колошение» еще на 1–1.3 дня. 

Полученные результаты позволяют говорить о том, что 
доминантный аллель Ppd-D1а оказывает более сильное 
влияние на скорость перехода к генеративной фазе разви­
тия растений пшеницы, чем доминантный аллель Vrn- B3a, 
что также согласуется с результатами QTL анализа, ко­
торый показал, что локус на хромосоме  2D объясняет 
больший процент вариации данного признака. 

Растения, у которых оба гена находятся в рецессивной 
форме (группа 4), наиболее поздно, по сравнению с дру­
гими группами, переходят к колошению. Сорт Обская 2, 
так же как и растения из группы 4, содержит рецессивные 
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аллели Ppd-D1b и vrn-B3 и выколашивается позже еще на 
2–2.5 дня. QTL анализ не выявил других значимых ло­
кусов, ассоциированных со временем колошения. Это 
может быть связано с наличием минорных локусов, ко­
торые не были определены в анализе при достаточном 
уровне значимости и, вероятно, унаследованы растения­
ми из группы 4 от раннеспелого сорта Тулун 15. Так, на 
сроки колошения, кроме изученных в настоящей работе 
генов, могут оказывать влияние такие известные гены, как 
TaELF3, PhyC, PhyB, WPCL, и многочисленные QTL на 
всех хромосомах, ассоциированные со скоростью пере­
хода к генеративной фазе развития (Chen A. et al., 2014; 
Milec et al., 2014; Mizuno et al., 2016; Pearce et al., 2016; 
Wang et al., 2016; Zikhali et al., 2016). 

При сопоставлении результатов оценки сроков колоше­
ния за два года (см. рис. 3) можно отметить, что во второй 
год исследований у гибридных растений всех групп и у 
сорта Обская 2 колошение наступило на 4–5 дней позже. 
Исключением является сорт Тулун  15, у которого про­
должительность периода «всходы–колошение» осталась 
неизменной – 37 дней. Вероятно, увеличение этого пе­
риода связано с различиями погодных условий в 2018 и 
2019 гг. Так, по данным сайта gismeteo.ru, среднемесячная 
температура воздуха в июне 2018 г. была 21.3 °C, а в июне 
2019 г. – 18.5 °C, что на 2.8 °C ниже. Стабильность вре­
мени перехода к колошению сорта Тулун 15 может свиде­
тельствовать о его высокой экологической пластичности.

Мы видим, что эффекты при сочетании аллелей Ppd-
D1a и Vrn-B3a складываются (см. табл. S5). По принятой 
схеме инициации флоральной меристемы, которая ведет к 
колошению (Li C. et al., 2024), Ppd-D1 является основным 
индуктором гена Vrn-B3. Возможно, Ppd-D1a не влияет на 
Vrn-B3a, поскольку его экспрессия уже усилена в резуль­
тате изменений (инсерции) в промоторной области. Таким 
образом, можно предположить, что в случае присутствия 
аллеля Vrn-B3a Ppd-D1a влияет на время колошения че­
рез гены-гомеологи Vrn-3 на хромосомах 7A и 7D. Хотя 
исследований, показывающих воздействие этих генов 
на время колошения мало, в работе (Bonnin et al., 2008) 
было показано, что нуклеотидные полиморфизмы в генах 
Vrn-A3 и Vrn-D3 ассоциированы со временем колошения.

Влияние аллелей раннего колошения  
на другие хозяйственно ценные признаки
Эффект генов Ppd-1 на различные сельскохозяйственно 
значимые признаки уже обсуждался ранее. Например, в 
работе (Boden et al., 2015) показано, что эти гены играют 
важную роль в формировании архитектуры соцветий и 
развитии парных колосков у пшеницы. Также показано 
более комплексное влияние Ppd-1 на характеристики 
колоса, а именно на длину колоса, число колосков, длину 
пыльников (Okada et al., 2019), изменение числа побегов 
и колосков (Li W.L. et al., 2002). В ряде исследований 
отмечено влияние Ppd-1 на количество зерна с главного 
колоса и массу 1000 зерен (Wu et al., 2021). Согласно на­
шим результатам, Ppd-D1a был значимо отрицательно 
ассоциирован с такими признаками, как количество и 
масса зерен с колоса и с растения, масса 1000 зерен.

О влиянии генов Vrn-3 на эти признаки информации 
мало. По нашим данным, эффект аллеля Vrn-B3a на изу­
ченные признаки был менее выражен по сравнению с 
Ppd-D1a, и его проявление сильнее зависело от условий 
выращивания. 

В большинстве случаев, если различия были значимые 
( p-value < 0.001), доминантные аллели изученных генов 
были ассоциированы с меньшим значением признака 
(меньшее количество и вес зерен). При этом значения 
для родительского сорта Тулун 15 были еще меньше, что 
говорит о дополнительных генетических механизмах ре­
гулирования формирования данных признаков, не завися­
щих от продолжительности вегетативной фазы. 

Отбор линий из разных групп спелости  
с хорошими показателями продуктивности
Среди растений поколения F4 был произведен поиск вы­
сокопродуктивных линий во всех четырех группах, раз­
личающихся по срокам колошения. Отбор проводился по 
признакам «масса зерен с растения» и «масса 1000 зерен», 
характеризующим урожайность и крупность зерна. Кроме 
того, при отборе учитывалась и визуальная оценка рас­
тений в поле. Известно, что урожайность пшеницы имеет 
высокую корреляцию с продолжительностью вегетацион­
ного периода. В нашем эксперименте в каждой из групп 
наблюдалось варьирование как по массе зерен с растения, 
так и по массе 1000 зерен. Несмотря на то что в целом 
наиболее раннеспелая группа 1 характеризуется сниже­
нием показателей продуктивности, среди растений этой 
группы выделились линии, не уступающие по признакам 
«масса зерен с растения» и «масса 1000  зерен»  расте- 
ниям из группы 4 с поздним сроком колошения и суще­
ственно превышающие раннеспелую родительскую фор­
му Тулун 15. У растений из группы 3 тоже были выделены 
линии с хорошими показателями этих признаков. Среди 
растений из группы 2 отмечены линии с конкурентны­
ми показателями массы зерен с растения, но по сравне­
нию с другими группами показатель «масса 1000 зерен»  
был наименьшим. По результатам анализа было отобра­
но 19  линий из всех четырех групп растений, которые 
признаны перспективными для дальнейшей селекции 
(табл. S8).

Заключение
Полученные результаты позволяют сделать вывод, что 
аллели Ppd-D1а и Vrn-B3a оказывают существенное вли­
яние на сроки колошения яровой мягкой пшеницы в усло­
виях длинного дня. При этом Ppd-D1а сильнее ускоряет 
колошение, но оказывает более выраженное негативное 
действие на признаки, характеризующие продуктивность. 
Сделано предположение, что в случае присутствия алле- 
ля Vrn-B3a Ppd-D1a может влиять на время колошения 
через его гомеологи Vrn-A3 и Vrn-D3. Прикладной ха­
рактер результатов данной работы связан с получением 
новых перспективных селекционных линий яровой пше­
ницы, сроки колошения которых будут оптимальными 
для многих регионов России и мира с продолжительным 
фотопериодом.
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Аннотация. Одним из источников устойчивости к возбудителям листовой и стеблевой ржавчин для мягкой 
пшеницы является австралийский сорт ярового тритикале Satu, несущий высокоэффективные сцепленные 
гены SrSatu/LrSatu, локализованные в хромосоме 3R. Однако они мало используются в практической селекции 
Triticum aestivum L. из-за недостаточной изученности влияния этих генов на продуктивность и качество зер-
на. В настоящей работе представлены результаты сравнительного исследования агрономической ценности 
почти изогенных линий-сибсов яровой мягкой пшеницы Л16 и Л17, полученных с участием сорта Satu и раз-
личающихся наличием (Л16) или отсутствием (Л17 (3D3D)) замещения 3R/3D. Хромосомное замещение 3R(3D) 
у Л16 выявлено при цитогенетическом анализе, сочетающем GISH c меченой геномной ДНК Secale cereale и 
FISH с зондами pSc119.2, pAs1. Линия Л16 высокоустойчива к Puccinia triticina и P. graminis, включая линейку 
расы Ug99. ПЦР-анализом с ДНК-маркерами генов Sr установлена неидентичность гена устойчивости у Л16 
генам Sr: Sr2, Sr24, Sr25, Sr28, Sr31, Sr32, Sr36, Sr38, Sr39, Sr47 и Sr57. Урожайность зерна у Л16 в оба года исследо-
ваний была ниже, чем у Л17 и сорта-стандарта Саратовская 76. По массе 1000 зерен Л16 уступила как Л17, так 
и Саратовской 76. Анализ элементов продуктивности главного колоса показал, что замещение 3R(3D) у Л16 
значимо уменьшило длину колоса, повысив его плотность, и практически не повлияло на количество коло-
сков и зерен в колосе и массу зерна с колоса. По содержанию белка в зерне линия Л16 значимо не отличалась 
ни от своего сибса Л17, ни от сорта Саратовская 76. Схожим образом не обнаружились значимые различия по 
содержанию клейковины. Однако клейковина у Л16 была более слабой по сравнению как с Л17, так и с сортом 
Саратовская 76. По комплексному показателю SDS-седиментации Л16 уступила Л17, но незначимо различа-
лась с сортом-стандартом. По показателям альвеографа у Л16 более низкие упругость теста и сила муки, но 
по сравнению с сортом-стандартом понижение силы муки незначимое. По объему хлеба Л16 с 3D(3R) имела 
большее значение, чем Саратовская 76, но незначимо отличалась от своего сибса Л17 с 3D3D. По пористости 
все три образца не отличались друг от друга. В целом по комплексу хозяйственно ценных признаков линия 
яровой мягкой пшеницы Л16 (3R(3D)) требует дальнейшей работы по улучшению ее селекционной ценности.
Ключевые слова: тритикале Satu; почти изогенные линии мягкой пшеницы; замещение 3R(3D); устойчивость 
к листовой и стеблевой ржавчинам; влияние на продуктивность и качество зерна
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Prebreeding studies of near isogenic spring bread wheat lines, 
differing by 3R(3D) substitution from Satu

Abstract. One of the sources of resistance to leaf and stem rust pathogens for bread wheat is the Australian spring 
triticale cultivar Satu, which carries highly effective linked SrSatu/LrSatu genes localized on chromosome 3R. How-
ever, they are little used in the practical breeding of Triticum aestivum L. The main reason for that is a low level of 
knowledge regarding the 3R(3D) chromosomal substitution. This paper presents the results of a comparative study 
of the agronomic value of near-isogenic spring bread wheat siblings, L16 and L17 = Satu/Saratovskaya 70//Saratov
skaya 74/3/Saratovskaya 74, differing by presence (L16 (3R(3D))) or absence (L17 (3D3D)) of chromosome 3R from Satu 
in 2023– 2024. The 3R(3D) chromosomal substitution in L16 was detected by cytogenetic analysis combining GISH 
with labeled Secale cereale genomic DNA and FISH with probes pSc119.2, pAs1. Line L16 is highly resistant to Puccinia 
triticina and P. graminis, including the Ug99 race. PCR analysis with DNA markers of Sr genes revealed the non-identity 
of the resistance gene in L16 to Sr genes: Sr2, Sr24, Sr25, Sr28, Sr31, Sr32, Sr36, Sr38, Sr39, Sr47 and Sr57. L16 was inferior 
to both L17 and the standard cultivar Saratovskaya 76 in terms of 1,000-grain weight. An analysis of productivity ele-
ments of the main ear revealed that the 3R(3D) substitution in L16 significantly reduced the length of the ear, increased 
the density of the ear and did not significantly affect the number of spikelets and the number of grains per ear and 
the grain weight per ear. The grain protein content in L16 did not significantly differ from its L17 siblings or Saratov
skaya 76. Similarly, there were no significant differences in gluten content. However, gluten in L16 was weaker in com-
parison with line L17 and Saratovskaya 76. According to the complex trait of SDS sedimentation, L16 was inferior to 
L17, but did not significantly differ from the standard cultivar. According to the alveograph, L16 had significantly lower 
dough elasticity and flour strength, but in comparison with the standard cultivar, the decrease in flour strength was 
not significant. L16 showed a higher bread volume than Saratovskaya 76, but did not significantly differ from its L17 
sibling. There was no difference in porosity for all three samples. In general, in terms of the complex of agronomically 
valuable traits, the spring bread wheat line L16 (3R(3D)) requires further work to improve its breeding value.
Key words: triticale Satu; near isogenic lines of bread wheat; 3R(3D) substitution; resistance to leaf and stem rust; influ-
ence for productivity and grain quality
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Введение
Мягкая пшеница (Triticum aestivum L.) относится к основ-
ным продовольственным культурам. Из общего мирового 
производства зерна на долю пшеницы приходится свыше 
27 %. По площади посевов она занимает одно из первых 
мест среди других зерновых культур и составляет важней-
ший продукт питания для трети населения земного шара. 
Интенсивная селекция на повышение продуктивности в 
XX веке привела к значительному обеднению генофонда 
этой культуры по генам устойчивости к болезням и вре-
дителям (Дымченко и др., 1990).

По своим биологическим особенностям патогены об-
ладают большой генетической изменчивостью, и для пре-
одоления гена устойчивости растения-хозяина достаточно 
двух-трех эпифитотий и площади 50–100 тыс. гектаров 
посева. В настоящее время в зонах выращивания мягкой 
пшеницы основными болезнями продолжают оставаться 
стеблевая, листовая и желтая ржавчины, мучнистая роса, 
септориоз листьев и колоса, различные виды вирусной 
инфекции. Восприимчивость сортов мягкой пшеницы к 
болезням приводит к огромным потерям в урожае зерна 
и снижению показателей качества (Сибикеев, Крупнов, 
2007).

Дикие родственники мягкой пшеницы обладают многи-
ми генами, представляющими агрономический интерес, 
и могут быть ценными источниками устойчивости к бо-
лезням, насекомым и экстремальным факторам окружаю- 
щей среды (Сибикеев и др., 2019). Для защиты мягкой 
пшеницы от патогенов, и в первую очередь от ржавчинных 
болезней, широко привлекают гены устойчивости, лока-
лизованные в чужеродных хромосомах и транслокациях. 
Так, 39 из 82 идентифицированных генов Lr перенесе-

ны от «дикарей», 26 из 63 генов Sr интрогрессированы 
(McIntosh et al., 2013, 2018, 2022). Из Secale cereale L. 
перенесены и идентифицированы гены: Sr27, Sr31, Sr50, 
Sr1RSAmigo (McIntosh et al., 2013), а от тритикале – SrSatu, 
SrBj, SrNin, SrLa1, SrLa2 и SrVen (McIntosh et al., 1995; 
Adhikari, 1996). 

Один из доноров устойчивости к возбудителям листо-
вой и стеблевой ржавчин для мягкой пшеницы – австра-
лийский сорт ярового тритикале Satu, несущий высоко-
эффективные сцепленные гены SrSatu/LrSatu, локализо-
ванные в хромосоме 3R. Причем SrSatu предположительно 
является аллельным гену Sr27, обнаруженному во многих 
сортах тритикале (McIntosh et al., 1995). Ген SrSatu вы-
сокоэффективен против рас Puccinia graminis f. sp. tritici  
Erikss. & Henning из США, Кении и ЮАР, в том числе ли
нейки расы Ug99, а именно – к TTKSK, TTKST, TTTSK, 
TRTTF, TTTTF, RKQQC, QTHJC, TPMKS, TKTTF, 
MCCFC (Rahmatov et al., 2016). В Российской Федерации 
ген SrSatu эффективен к популяциям P. graminis Среднего 
и Нижнего Поволжья и Северо-Западного региона (Ba
ranova et al., 2023; Баранова и др., 2024). Однако SrSatu 
крайне редко используется в селекции мягкой пшеницы. 
Главная причина – малая изученность влияния хромосо-
мы 3R с генами SrSatu/LrSatu на цитологическую стабиль-
ность и показатели продуктивности зерна, качества муки  
и хлеба. 

Для использования чужеродных замещений и транс-
локаций в селекции необходимы пребридинговые иссле-
дования, которые определяют их стабильность в геноме, 
влияние на адаптационные свойства растений, а также на 
элементы продуктивности, урожайности зерна и качества 
конечной продукции (Сибикеев, Дружин, 2015).
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Цель наших исследований – по результатам изучения 
почти изогенных линий-сибсов яровой мягкой пшеницы 
Л16 (3R(3D)) и Л17 (3D3D) определить их цитологиче-
скую стабильность и перспективность для практической 
селекции как по эффективности против ржавчинных за-
болеваний, так и по влиянию на продуктивность зерна и 
качество муки и хлеба.

Материалы и методы
Используемый материал включал почти изогенные линии-
сибсы яровой мягкой пшеницы Л16 и Л17, полученные 
от скрещивания устойчивого к возбудителям листовой и 
стеблевой ржавчины австралийского сорта ярового гекса-
плоидного тритикале Satu и восприимчивых к указанным 
видам ржавчины сортов яровой мягкой пшеницы Сара
товская 70 и Саратовская 74. Родословная: Satu/Cаратов
ская 70//Саратовская 74/3/Саратовская 74. Линии-сибсы 
Л16 и Л17 созданы с применением метода принудитель-
ных гетерозигот. В гетерозиготном состоянии они поддер
живались до седьмого поколения, затем в течение трех по- 
колений достигали и подтверждали гомозиготность рас-
тений сибсов. Обе линии принадлежат к разновидности 
альбидум, различаются по устойчивости к возбудителям 
листовой и стеблевой ржавчин (Л16 – устойчивая, Л17 – 
восприимчивая к ржавчинам). Таким образом, маркерны-
ми признаками наличия генов SrSatu/LrSatu от тритика
ле в Л16 были устойчивость к возбудителям листовой и 
стеблевой ржавчин. Для характеристики продуктивности 
зерна и качества муки и хлеба линии Л16 и Л17 сравнива-
ли между собой, а также с сортом яровой мягкой пшеницы 
Саратовская 76 – стандартом, принятым Госкомиссией 
Российской Федерации по испытанию и охране селек
ционных достижений по Саратовской области.

Цитогенетические исследования. Анализ кариотипа 
линий проводили методом флуоресцентной in situ гибри-
дизации (FISH) зондов на основе повторяющихся после- 
довательностей pSc119.2 (Bedbrook et al., 1980) и pAs1 
(Rayburn, Gill, 1986) на митотических метафазных хро-
мосомах. Препараты митотических хромосом готовили из 
меристемы корней проростков в соответствии с методикой 
(Badaeva et al., 2017). Для FISH применяли методику, опи-
санную в работе (Salina et al., 2006), с незначительными 
модификациями. Геномную in situ гибридизацию (GISH) 
с использованием меченой геномной ДНК S. cereale в ка
честве зонда в сочетании с 10–30-кратным избытком неме-
ченой фрагментированной ДНК T. aestivum осуществляли 
в соответствии с работой (Schubert et al., 1998). Препараты 
изучали с помощью микроскопа Axio Imager M1 (Zeiss, 
Германия), оснащенного цифровой камерой ProgRes MF 
CCD (Jenoptik, Германия) с использованием программы 
анализа изображения Isis (Meta Systems, Германия). 
Работы выполняли в ЦКП микроскопического анализа 
биологических объектов СО РАН (Новосибирск, Россия).

Оценку цитологической стабильности проводили при 
изучении поведения хромосом в микроспорогенезе в 
мейозе. Стадии мейоза в микроспорогенезе изучали на 
временных давленых препаратах пыльников. Колосья 
линий Л16 и Л17 срезали до выхода из листовой оболочки 
и фиксировали в смеси 96 % этанола и ледяной уксусной 
кислоты (3:1). Через сутки после фиксации материал пе

реносили в 70 % этиловый спирт, где он хранился до про
ведения анализа при температуре +2–4  °С. В качестве 
красителя применяли реактив Шиффа. Для каждой линии 
исследовали 100–200 микроспороцитов стадий мейоза 
(метафазы I и II, анафазы I и II, телофазы I и II, тетра-
ды). Слайды изучались на микроскопе Axio Scope A  1 
(Carl Zeiss) с объективами N-ACHROPLAN  40x/0.65 и 
N-ACHROPLAN 100x/1.25 0;1.

Фитопатологические исследования. Так как линия 
Л17 отбиралась как восприимчивый к P. triticina и P. gra­
minis сибс Л16, в фитопатологических исследованиях ис-
пользовали только Л16. Для оценки устойчивости линии 
Л16 к возбудителю стеблевой ржавчины в лабораторных 
условиях Всероссийского научно-исследовательского 
института защиты растений брали популяции, собранные 
в 2022 г. в Арском районе Республики Татарстан (с сорта 
Надира) и Самойловском районе Саратовской области 
(с сорта Воевода). Анализ вирулентности P. graminis f. sp. 
tritici проводили с использованием стандартного набора из 
20 линий-дифференциаторов: Sr5, Sr21, Sr9e, Sr7b, Sr11, 
Sr6, Sr8a, Sr9g, Sr36, Sr9b, Sr30, Sr17, Sr9a, Sr9d, Sr10, 
SrTmp, Sr24, Sr31, Sr38, SrMcN, а также дополнительных 
линий с генами Sr: Sr2compl, Sr8b, Sr12, Sr13, Sr15, Sr20, 
Sr22, Sr25, Sr26, Sr27, Sr28, Sr29, Sr32, Sr33, Sr35, Sr37, 
Sr39, Sr40, Sr44, SrWLD, Sr24+31, Sr36+31, Sr24+36, 
Sr7a+12, Sr17+13, Sr7b+18, Sr26+9g и Sr33+5 и сортов 
Аврора (Sr31) и Хакасская (восприимчивый контроль). 
Анализ вирулентности популяций патогена с сортов На-
дира и Воевода описан нами ранее (Baranova et al., 2023). 

Размножение популяций возбудителя стеблевой ржав-
чины и анализ растений на устойчивость на стадии про-
ростков осуществляли по методикам, принятым в мировой 
практике (Jin et al., 2007). Реакцию проростков на иноку-
ляцию суспензией спор возбудителя стеблевой ржавчины 
проводили на 12-е сутки по стандартной 4-балльной шкале  
E.C. Stakman с коллегами (1962). Об устойчивости/вос-
приимчивости образца судили на основании типов реак-
ции в двух повторностях. Устойчивыми считали растения 
с типами реакции «0», «0;», «1», «2»; восприимчивыми – 
«3», «4», «Х». 

Устойчивость к расе Ug99 (TTKSK) была проверена на 
стадии взрослого растения в 2023 г. в фитопатологических 
питомниках растений Международного центра улучше-
ния качества кукурузы и пшеницы (CIMMYT) в Кении, 
в Научно-исследовательской организации сельского 
хозяйства и животноводства (KALRO) в Нджоро (Njoro). 
Для оценки реакции растений использована модифици-
рованная шкала Кобба (Peterson et al., 1948). Основной 
отличительной чертой патотипов расы Ug99 является ви- 
рулентность по отношению к носителям гена Sr31. Сте-
пень повреждения сортов с геном Sr31 в KALRO в фито-
патологических питомниках растений в вегетационный 
период 2023 г. была: для сорта Прохоровка (Sr31) – 60 % 
(60MSS), для сорта Юго-Восточная 2 (Sr31) – 80 % (80S), 
для сорта Саратовская 74 (без идентифицированных ге
нов Sr) – 80 % (80S), Саратовская 70 (без идентифициро-
ванных генов Sr) – 40 % (40MSS).

Молекулярно-генетический анализ. Для ПЦР-анали
за ДНК выделяли из пятидневных проростков пшеницы 
методом СТАВ с применением цетилтриметиламмониум-
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бромида (Murray, Thompson, 1980). Для идентификации 
генов устойчивости (Sr2, Sr24, Sr25, Sr28, Sr31, Sr32, Sr36, 
Sr38, Sr39, Sr47 и Sr57) использовали ДНК-маркеры, ре
комендованные для маркер-ориентированной селекции 
(MAS): Sr2 – CAPS-маркер csSr2 (Mago et al., 2011); Sr24/
Lr24 – STS-маркеры Sr24#12 и Sr24#50 (Mago et al., 2005); 
Sr25/Lr19 – STS-маркер Gb (Prins et al., 2001); Sr26 – STS-
маркер Sr26#43 (Mago et al., 2005); Sr28 – DaRT-маркер 
wPt-7004-PCR и SSR-маркер Xwmc332 (Rouse et al., 2012); 
Sr31/Lr26 – STS-маркер SCM9 (Weng et al., 2007); Sr32 –  
STS-маркер csSr32#2 (Mago et al., 2013); Sr36 – SSR-мар
кер Xstm773-2 (Tsilo et al., 2008); Sr38/Lr37 – STS-маркер 
VENTRIUP-LN2 (Helguera et al., 2003); Sr39/Lr35 – STS-
маркер Sr39#22 (Mago et al., 2009); Sr47 – Xgwm501, 
Xgpw4043 (Faris et al., 2008; Klindworth et al., 2012); Sr57/
Lr34 – STS-маркер csLV34 (Lagudah et al., 2006). 

Амплификацию осуществляли на амплификаторах 
C1000 Thermal Cycler (Bio-Rad, Сингапур), разделение 
продуктов амплификации проводили в 2 % агарозных и 
8 % полиакриламидных гелях, окрашенных бромистым 
этидием. Положительным контролем служили изоген-
ные линии и сорта с известными  генами Sr, негативным 
контролем – восприимчивый сорт Хакасская, контролем 
на контаминацию – ПЦР-смесь без добавления ДНК. 
В качестве маркера молекулярного веса использовали 
GeneRulerTM 50 bp DNA Ladder (Fementas GmbH, St. Leon-
Rot, Германия). Визуализацию продуктов амплификации 
проводили с помощью гельдокументирующей системы 
ChemiDoc XRS+ (Bio-Rad). ПЦР ставили в двух повтор-
ностях. 

Оценка показателей продуктивности зерна, физических 
и хлебопекарных свойств теста и хлеба у линий Л16, Л17 
и сорта-стандарта Саратовская 76 выполнена в 2023 и 
2024 гг. Экспериментальный материал рандомизирован-
но высевали на делянках площадью 7 м2 в трехкратной 
повторности на экспериментальном поле ФАНЦ Юго-
Востока (г. Саратов). Норма высева – 400 зерен на 1 м2. 

Кроме фенологических наблюдений и прямой оценки 
урожайности зерна, осуществлялись исследования эле-
ментов продуктивности главного колоса: длина колоса, 
количество колосков и зерен, вес зерна с колоса, плотность 
колоса, озерненность колоска (как обобщенный показа-
тель фертильности), которые определяли у 15 колосьев 
изучаемых линий и сорта-стандарта. Качество муки и 
хлеба оценивали по содержанию сырой клейковины, кре
пость которой определяли на приборе «Измеритель де
формации клейковины – ИДК-3М» (ООО «ПЛАУН», Рос
сия), а также по показателям альвеографа Шопена (Cho- 
pin Technologies, Франция) с выпечкой опытных образцов 
хлебцев. Содержание белка в зерне урожаев 2023 и 2024 гг. 
определяли на анализаторе зерна Foss Infratec TM 1241 
(Foss Analytical A/S). 

Метеорологическая характеристика лет выращивания 
по ГТК (гидротермический коэффициент) Селянинова 
(www.agrometeo.online/articles/gtk.htm, дата обращения 
28.01.2025) по месяцам вегетационного периода показала 
следующее: в 2023 г. ГТК за май составил 0.8, июнь – 1.1, 
июль – 0.6 и август – 0.4. В 2024 г. ГТК за апрель соста-
вил 0.3, май – 0.1, июнь – 0.8 и июль – 0.1. Из двух лет 

исследований по метеоусловиям наиболее благоприятным 
был 2023 г. В оба года исследований наблюдались эпифи-
тотии листовой ржавчины.

Полученные данные по линиям Л16 и Л17 и сорту-
стандарту Саратовская 76 подвергли однофакторному дис
персионному анализу со множественными сравнениями 
по Дункану, а также провели анализ взаимодействия «ге
нотип–среда» с использованием пакета селекционно-ге
нетических программ Agros-2.09 (Мартынов, 1999). 

Результаты

Цитогенетический анализ  
линий яровой мягкой пшеницы Л16 и Л17
Кариотипирование линий осуществляли методом FISH 
с использованием для идентификации хромосом ком-
бинации зондов pSc119.2 и pAs1 (Schneider et al., 2003). 
Цитогенетический анализ линии Л16 показал отсутствие 
пары хромосом 3D (они определяются по характерным 
сигналам pAs1) (рис. 1, а) и выявил пару крупных хро-
мосом с яркими сигналами pSc119.2 на концах плеч, что 
характерно для хромосом ржи 3R. Хромосомное заме-
щение 3R(3D) у линии Л16 было также подтверждено 
при проведении GISH с ДНК S. cereale в качестве зонда 
(см. рис. 1, а). Анализ линии Л17 никаких хромосомных 
перестроек не показал (см. рис. 1, б).

Цитологическая стабильность линий Л16 и Л17
Главный фактор, ограничивающий практическое при-
менение отдаленных гибридов, – их нестабильность, ве
дущая к быстрой потере чужеродного генетического ма-
териала. В основе этой нестабильности лежат нарушения 
мейотического цикла гибридных растений, вызывающие 
формирование нефункциональных гамет (Орловская и 
др., 2015). Известно, что в геноме отдаленных гибридов 
и амфидиплоидов присутствуют системы генетического 
контроля мейоза разных родительских видов, которые не 
только самостоятельно действуют в гибридном геноме, 
но и взаимно влияют друг на друга (Naranjo et al., 1979; 
Lelley, Larter, 1980; Орловская и др., 2015). В связи с этим 
необходимо определять цитологическую стабильность как 
у отдаленных гибридов, так и у интрогрессивных линий. 
Так как линия Л16 характеризуется замещением 3R(3D), 
а хромосома 3D является носителем гена Ph2 (McIntosh 
et al., 2013), есть основание ожидать у нее нарушения в 
мейотическом цикле. Кроме того, нами проведен сравни-
тельный анализ стабильности мейоза у линий Л16 и Л17.

Для оценки стабильности мейоза используют инте-
гральный показатель – мейотический индекс, который 
представляет собой процент нормальных тетрад к обще-
му числу изученных клеток. Исследования показали у 
Л16 (3R(3D)) мейотический индекс – 95 %, в то время как 
у Л17 (3D3D) – 94 %, т. е. между линиями по этому показа-
телю не было различий. При мейотическом индексе 90 % 
и выше растение считается цитологически стабильным, 
т. е. обе исследуемые линии являются стабильными. Одна
ко у некоторых тетрад этих линий обнаружено 1–2 вклю- 
чения и найдены триады. В более ранних стадиях мейоза 
у обеих линий выявлены асинхронность, раннее расхож-

https://all-pribors.ru/companies/firma-foss-analytical-a-s-daniya-941
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дение одного бивалента в метафазе 1, две отстающие хро
мосомы в анафазе 1 и две хромосомы, не включенные в 
ядра, в телофазе 1. В одноядерной пыльце у Л16 и Л17 
обнаружена микропыльца – 1.5 и 2.1 % соответственно. 

Фитопатологический анализ линии Л16 на устойчивость 
к возбудителям стеблевой и листовой ржавчин. 
Идентификация генов устойчивости к стеблевой 
ржавчине с использованием молекулярных маркеров
Во время создания почти изогенных сибсов линия Л17 
отбиралась как стабильно восприимчивая к возбудителям 
стеблевой и листовой ржавчин на всех стадиях роста рас-
тений (тип реакции IT = 33+) в условиях теплицы и поля. 
В связи с этим оценку на устойчивость к P. graminis f. tri­
tici и P. triticina проводили на Л16 с замещением 3R(3D) 
и сорте-стандарте Саратовская 76 (табл. 1).

Необходимо отметить, что анализ вирулентности попу
ляции P. graminis f. tritici с сорта Фаворит показал, что эф
фективны следующие гены и их комбинации: Sr2compl, 
Sr13, Sr22, Sr26, Sr27, Sr31, Sr32, Sr33, Sr35, Sr39, 

Sr24+Sr31, Sr36+Sr31, Sr26+Sr9g, Sr17+ Sr13, Sr33+ Sr5. 
Популяция патогена с сорта Фаворит на линии с Sr27 
(ген, перенесенный от ржи посевной и локализованный в 
хромосоме 3R, широко присутствует в сортах тритикале 
(McIntosh et al., 1995)) давала тип реакции «2», а с попу-
ляций с сортов Надира и Воевода – типы реакции «2+» и 
«1» соответственно. 

Как видно из табл. 1, Л16 показала высокую устойчи-
вость ко всем популяциям P. graminis f. tritici, включая 
расу Ug99. В условиях естественных эпифитотий P. tri­
ticina в 2023 и 2024 гг. Л16 проявила резистентность к 
местной саратовской популяции. При этом сорт-стандарт 
Саратовская 76 был восприимчив к популяциям как P. gra­
minis f. tritici (исключение − популяции с сорта Надира 
IT = 0;), так и P. triticina. 

Высокая устойчивость к обоим возбудителям ржавчин, 
ко всем популяциям патогенов из разных точек России 
и Кении делает резистентность к заболеваниям у Л16 
привлекательной для дальнейшей селекционной работы. 
Необходимо отметить, что Л16 в фитопитомнике Нджоро 

Рис. 1. Результаты in situ гибридизации c разными комбинациями проб на метафазных хромосомах линий яровой мягкой 
пшеницы Л16 (а) и Л17 (б).
Пробы: (а, б) pAs1 (красный сигнал); а – GISH с геномной ДНК S. cereale (зеленый сигнал); б – pSc119.2 (зеленый сигнал).

а б

Таблица 1. Характеристика по устойчивости линии яровой мягкой пшеницы Л16 и сорта-стандарта Саратовская 76 
к P. graminis f. tritici и P. triticina в поле (естественный инфекционный фон) и лаборатории (искусственное заражение)

Сорт, линия Тип реакции на P. graminis f. tritici Тип реакции на P. triticina

Популяции с сортов* Ug99 (TTKSK)** Саратовская локальная популяция, поле***

Надира Воевода Фаворит 2023 2024

Саратовская 76 0; 3, 4 3 30MS 3 3

Л16 1 0; 0; 0 0; 0;

* Популяции P. graminis f. tritici, собранные с сортов яровой мягкой пшеницы Надира (Арский район,Татарстан), Воевода (Самойловский район, Саратов-
ская область) и Фаворит (Аркадакский район, Саратовская область). Лабораторная оценка в стадии 3 листьев.
** Оценка на линейку патотипов расы Ug99 проводили в фитопитомнике Нджоро KALRO, Кения.
*** Оценка осуществлялась при естественных эпифитотиях P. triticina на экспериментальном поле ФАНЦ Юго-Востока, г. Саратов.
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KALRO (Кения) показала также устойчивость к местной 
популяции P. striiformis f. sp. tritici West. – 5R, а сорт 
Саратовская 76 – 5M. Результаты идентификации генов 
Sr в анализируемой линии Л16 с использованием моле-
кулярных маркеров для генов Sr2, Sr24, Sr25, Sr28, Sr31, 
Sr32, Sr36, Sr38, Sr39, Sr47 и Sr57 продемонстрировали 
их отсутствие. 

Фенология и показатели продуктивности зерна, 
физических и хлебопекарных свойств теста и хлеба  
у линий Л16, Л17 и сорта-стандарта Саратовская 76
На рис. 2 приведены показатели периода «всходы–коло-
шение», высоты растений, устойчивости к полеганию в 
вегетационные сезоны в 2023 и 2024 гг. у Л16, Л17 и сор
та-стандарта. За вегетационные сезоны 2023 и 2024 гг. 
период «всходы–колошение» у линий сибсов Л16 и Л17 
и сорта стандарта Саратовская 76 почти одинаков, и раз-
личия были незначимыми. Таким образом, замещение 
хромосомы 3D мягкой пшеницы на хромосому 3R от 
сорта ярового тритикале Satu почти не влияет на период 
«всходы–колошение». По высоте растений в 2023 г. ли-
ния Л16, сибс с замещением 3R(3D), была значимо ниже 
своей пары с нормальным составом 3D3D хромосом и 

сорта-стандарта Саратовская 76, а в 2024 г. значимо ниже 
линии Л17, но находилась на уровне с сортом-стандартом. 

Замещение хромосомы 3D на хромосому 3R привело 
к снижению высоты растения, что повлияло на оценку 
устойчивости к полеганию в вегетационный сезон 2023 г., 
которая была значимо выше у сибса с замещением 3R(3D) 
по сравнению с сибсовской парой и сортом-стандартом. 
В 2024 г. устойчивость к полеганию Л17 была значимо 
ниже Саратовской 76, а Л16 не отличалась ни от Л17, ни 
от сорта-стандарта. Однако Л16 с хромосомным замеще-
нием 3R(3D) по абсолютному значению устойчивости 
к полеганию превышала значение у линии Л17. Анализ 
взаимодействия «генотип–среда» между линиями Л16, 
Л17 и сортом Саратовская 76 по периоду «всходы–коло-
шение», высоте растений и устойчивости к полеганию по- 
казал, что это взаимодействие незначимо. Сравнение ли-
ний Л16 и Л17 по продуктивности зерна и ее элементов у 
главного колоса позволило выявить влияние чужеродного 
замещения с хромосомой 3R на эти признаки (табл. 2). 
Установлено, что замещение 3R(3D) в оба года исследо-
ваний понижало урожайность зерна по сравнению как с 
Л17 (3D3D), так и с сортом-стандартом Саратовская 76. 
Одним из факторов, который понизил продуктивность 

Рис. 2. Показатели периода «всходы–колошение», высоты растений, устойчивости к полеганию в вегетационные сезоны 
в 2023 и 2024 гг. у Л16, Л17 и сорта-стандарта Саратовская 76.
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зерна, была более низкая масса 1000 зерен у Л16 в 2023 
и 2024 гг. (см. табл. 2). 

Анализ элементов продуктивности главного колоса по
казал, что замещение 3R(3D) уменьшает длину колоса, 
повысив при этом его плотность. Однако Л16 не отлича
лась от Л17 и сорта Саратовская 76 по количеству колос
ков, зерен и весу зерна с колоса. По озерненности колоска 
(обобщенный критерий фертильности) Л16 не отличалась 
ни от Л17, ни от сорта Саратовская 76. Анализ взаимо-
действия «генотип–среда» между линиями Л16, Л17 и 
сортом Саратовская 76 по всем показателям структуры 
продуктивности колоса, а также массы 1000 зерен и уро
жайности зерна продемонстрировал, что это взаимодей-
ствие незначимо. 

По качеству муки и хлеба у изучаемых линий получены 
следующие результаты. По содержанию белка в зерне 
Л16 (3R(3D)) значимо не отличалась ни от своего сибса 
Л17 (3D3D), ни от сорта Саратовская 76. Схожим образом 
не обнаружились значимые различия по содержанию 
клейковины. Однако клейковина у Л16 по показателям 
прибора ИДК-3М была более слабой по сравнению как с 
Л17, так и с Саратовской 76 (табл. 3).

По комплексному показателю SDS-седментации,  ха
рактеризующему физические свойства теста, Л16 усту-

пила Л17, но незначимо различалась с сортом-стандар
том Саратовская 76. По показателям альвеографа у Л16 
значимо более низкие упругость теста и сила муки, но по 
сравнению с сортом-стандартом понижение силы муки 
незначимое (см. табл. 3). По объему хлеба Л16 имела 
большее значение, чем Саратовская 76, но незначимо от
личалась от своего сибса Л17. По пористости все три об
разца достоверно не отличались друг от друга, но наи-
высший балл, 5.0, был у линии Л17. Замещение 3R(3D) не 
изменило цвет мякиша хлеба, Л16 (3R(3D)) имела белый 
мякиш, как Л17 (3D3D) и Саратовская 76.

Обсуждение
Как уже отмечалось выше, сорта тритикале привлекают 
селекционеров набором ценных для селекции мягкой 
пшеницы агрономических признаков, в том числе генов 
устойчивости к заболеваниям. Так, в тритикале выявлены 
гены устойчивости к возбудителю стеблевой ржавчины: 
Sr27, SrSatu, SrBj, SrNin, SrLa1, SrLa2 и SrVen (McIntosh 
et al., 1995; Adhikari, McIntosh, 1998). Причем гены SrBj 
и SrVen контролируют умеренную восприимчивость в 
стадии проростков в полевых условиях, а гены SrLa1, 
SrLa2 определяют устойчивость в стадии проростков как 
в полевых условиях, так и в условиях теплицы (Adhikari, 

Таблица 2. Урожайность, масса 1000 зерен и элементы продуктивности главного колоса  
у линий яровой мягкой пшеницы Л16, Л17 и сорта Саратовская 76 за вегетационные сезоны 2023 и 2024 гг.

Сорт,
линия

Элементы продуктивности главного колоса, 
в среднем за 2023–2024 гг.

Масса 1000 зерен, г Урожайность зерна, т/га

Длина 
колоса,
мм

Количество, шт. Плотность
колоса

Вес зерна 
c колоса, г

Озерненность 
колоска, шт.

2023 г. 2024 г. Ср. 2023 г. 2024 г. Ср.

колосков зерен  
с колоса

Л16 67.8 17.3 42.4 2.4 1.3 2.5 32.7 29.6 31.2 2.078 1.698 1.888

Л17 92.8 16.5 39.4 1.7 1.5 2.4 40.0 38.0 39.0 2.569 2.565 2.567

         *НСР0.5 22.9 NS NS 0.6 NS NS 3.7 3.3 7.0 0.206 0.501 NS

С76 98.6 17.3 42.4 1.7 1.6 2.5 38.9 31.6 35.3 2.776 2.042 2.409

         **НСР0.5 23.5 NS*** NS 0.6 NS NS 2.8 NS 3.5 0.622 0.300 NS

* Наименьшая существенная разница для 5 % уровня значимости между Л16 и Л17.  
** Наименьшая существенная разница для 5 % уровня значимости между Л16 и Саратовской 76.  
*** NS – различия отсутствуют.

Таблица 3. Показатели качества муки и хлеба у линий яровой мягкой пшеницы Л16, Л17 и сорта-стандарта Саратовская 76  
в среднем за вегетационные сезоны 2023 и 2024 гг.

Сорт,
линия

Белок  
в зерне, %

Клейковина SDS, мл Альвеограф* Хлеб**

% ИДК 3, ед. п. P, мм P/L W, ед. а. V, мл пористость, балл цвет мякиша

Л16 17.1 36.7 88 67 60 0.7 205 820 4.8 Белый

Л17 17.5 37.4 78 86 91 1.0 345 890 5.0 Белый

         **НСР0.5 NS***** NS 8 13 20 NS 70 NS NS

С 76 16.2 31.5 79 75 109 2.0 261 715 4.8 Белый

         ****НСР0.5 NS NS 8 NS 25 NS NS 100 NS

* Показатели альвеографа: P – упругость теста, P/L – отношение упругости теста к растяжимости, W – сила муки; ** показатели оценки хлеба; V – объем 
хлеба; *** наименьшая существенная разница для 5 % уровня значимости между Л16 и Л17; **** наименьшая существенная разница для 5 % уровня 
значимости между Л16 и Саратовской 76; ***** NS – различия отсутствуют.
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Prebreeding studies of near isogenic spring bread wheat lines, 
differing by 3R(3D) substitution from Satu

McIntosh, 1998). Гены Sr27, SrSatu контролируют устойчи- 
вость в течение всей вегетации растений (Singh, McIntosh, 
1988). Несмотря на то что гены Sr27 и SrSatu считают ал
лельными (Singh, McIntosh, 1988), они разные по эффек
тивности к возбудителю стеблевой ржавчины. В настоящее 
время в саратовской популяции идет нарастание содер-
жания вирулентных патотипов P. graminis f. tritici к гену 
Sr27 (в 2016 г. – 10 %, в 2019 г. – 20 %, в 2020 г. – 90 %), в 
то время как не обнаруживаются патотипы, вирулентные 
к SrSatu (Конькова, 2021). 

Результаты наших исследований гена SrSatu у Л16 под
тверждают выводы о его эффективности. Более того, вы-
явлена также эффективность против популяции P. graminis 
f. tritici с сорта Надира, собранной в Татарстане: IT = 1, 
в то время как у линии с Sr27 IT = 2+. Результаты совпа-
дают с данными испытания других линий яровой мягкой 
пшеницы, Л968 = Satu/S70//S74/3/S70/4/S70 и Л935 = Satu/
S70//S70 с 3R(3D), от скрещиваний сорта тритикале Satu 
с сортами яровой мягкой пшеницы селекции ФАНЦ Юго-
Востока линии показали тип реакции «0» на популяцию 
с сорта Надира (Баранова, неопубликованные данные) и 
оценку «–0» к расе Ug99 P. graminis f. tritici (Баранова 
и др., 2024). В наших исследованиях линия Л16 была 
устойчива также к саратовским популяциям P. triticina 
как во время выделения сибсов с 3R(3D) и 3D3D хромо-
сомным составом, так и в полевых экспериментах в 2023  
и 2024 гг. 

Таким образом, гены SrSatu/LrSatu в хромосоме 3R у 
линии Л16 высокоэффективны против P. graminis f. tritici 
и P. triticina в популяциях из Нижневолжского и Средне-
волжского регионов, а также устойчивы к линейке патоти-
пов Ug99 P. graminis f. tritici. Следовательно, при переносе 
хромосомы 3R от сорта тритикале Satu в генотипы яровой 
мягкой пшеницы линии Л16 не нарушилась экспрессия 
генов устойчивости SrSatu/LrSatu. Наши попытки иденти-
фикации генов Sr в анализируемой линии Л16 с использо-
ванием молекулярных маркеров для генов Sr2, Sr24, Sr25, 
Sr28, Sr31, Sr32, Sr36, Sr38, Sr39, Sr47 и Sr57 выявили их 
отсутствие. Было показано, что Л16 несет свой (SrSatu) 
неидентифицированный ген устойчивости. К сожалению, 
к настоящему времени нет ДНК-маркера для генов Sr27 
и SrSatu (МcIntosh et al., 2013).

В наших исследованиях цитологической стабильности 
у линий Л16 и Л17 выявлен ряд нарушений во время про-
хождения фаз мейоза. Однако по мейотическим индексам 
у Л16 (3R(3D)) и Л17 (3D3D) – 95 и 94 % соответственно 
эти линии характеризуются как стабильные. Есть осно-
вания предполагать, что отсутствие гена Ph2 у Л16 (нул-
лисомное состояние по хромосоме 3D) компенсировалось 
наличием хромосомы 3R ржи посевной и по стабильности 
фаз мейоза Л16 не отличалась от Л17.

К сожалению, в доступной нам литературе мы не 
нашли ни одного источника, где бы изучалось влияние 
хромосомы 3R от сорта тритикале Satu в генотипах яро-
вой мягкой пшеницы на продуктивность зерна и качество 
муки, хлеба. Однако исследовано влияние хромосомы 3R 
от линии 86- 741 (F6 гексаплоидное тритикале Guangmai 74 
(AABBRR)/Fan 6 (мягкая пшеница)). Ученые изучали 185 
F8 рекомбинантных инбредных линий от скрещивания 
сорта мягкой пшеницы Chuanmai 42 на линию 86-741. 

Хромосома 3R идентифицировалась методами FISH и 
GISH (Wan et al., 2023). Обнаружено, что замещение 
3R(3D) значимо уменьшает урожай зерна, массу 1000 зе-
рен, количество колосьев на растение, вес зерна с колоса 
и нейтрально влияет на количество зерен с колоса (Wan 
et al., 2023). 

В наших исследованиях также отмечено уменьшение 
массы 1000 зерен, урожайности зерна, но показаны ней-
тральное влияние на вес зерна с колоса, количество зерен 
с колоса, озерненность колоска и значимое повышение 
плотности колоса. Таким образом, есть некоторое рас-
хождение по влиянию замещения 3R(3D) на вес зерна с 
колоса. Возможно, это вызывается различиями генотипа 
мягкой пшеницы, в котором изучалось это замещение. 
Кроме того, необходимо учитывать эффект нуллисомии 
по 3D. В норме 3D является носителем доминантного 
гена сферококкоидности S-D1a (McIntosh et al., 2013), 
соответственно, нуллисомное состояние этой хромосомы 
определяет рецессивное состояние гена S-D1b. Известно 
о плейотропном эффекте гена S-D1b, который умень-
шает высоту растений, длину колоса, массу 1000 зерен, 
увеличивает плотность колоса (Sears, 1947, по: Salina 
et al., 2000). Все эти показатели мы отметили у линии 
Л16 (3R(3D)). Исходя из этого есть основание ожидать, 
что морфобиологические признаки у Л16 формируются 
при совместном влиянии рецессивного состояния гена 
S-D1b и прямого действия хромосомы 3R.

Отсутствие хромосомы 3D и наличие хромосомы 3R 
у Л16 повлияло на показатели качества муки и хлеба. 
В основном произошло ухудшение этих показателей по 
сравнению с Л17. Значимо понизились показатель SDS 
седиментации, упругость теста и сила муки. По осталь-
ным признакам – «содержание белка в зерне», «содер-
жание и крепость клейковины» (по прибору ИДК-3М), 
«отношение упругости к длине теста», «объем хлеба» и 
«пористость» – отмечено незначимое понижение.

Заключение
Линия яровой мягкой пшеницы Л16 (3R(3D)) несет высо-
коэффективные гены устойчивости к возбудителям листо-
вой и стеблевой ржавчин, привлекательные для селекции 
на иммунитет к патогенам мягкой пшеницы в РФ. Однако 
в целом по комплексу хозяйственно ценных признаков 
эта линия требует дальнейшей работы по ее улучшению. 
Это возможно при уменьшении количества чужеродно
го материала, т. е. за счет получения рекомбинаций или 
транслокаций между хромосомами мягкой пшеницы и 
хромосомой 3R, а также подбора генотипа мягкой пшени-
цы, который будет компенсировать отрицательное влияние 
хромосомы ржи на продуктивность зерна и качество муки 
и хлеба.
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Вариабельность минерального состава  
зерна твердой пшеницы (Triticum durum Desf.)  
в различных экологических условиях
И.Н. Леонова 1  , П.Н. Мальчиков 1, 2, Н.А. Виниченко1, В.В. Пискарев 1, 3, М.Г. Мясникова 2,  
В.А. Апарина 1, 3, Т.В. Чахеева 2
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2 Самарский федеральный исследовательский центр Российской академии наук, Самарский научно-исследовательский институт сельского хозяйства 

им. Н.М. Тулайкова, п. г. т. Безенчук, Самарская область, Россия
3 Сибирский научно-исследовательский институт растениеводства и селекции – филиал Федерального исследовательского центра  

Институт цитологии и генетики Сибирского отделения Российской академии наук, р. п. Краснообск, Новосибирская область, Россия
 leonova@bionet.nsc.ru

Аннотация. Минеральный состав зерна пшеницы играет ключевую роль в определении его питательной цен-
ности. В данной работе проведена оценка коллекции из 133 сортов и селекционных линий яровой твердой 
пшеницы отечественного и иностранного происхождения по содержанию в зерне макроэлементов (Ca, Mg, 
K), микроэлементов (Cu, Mn, Zn, Fe, Na) и токсичных металлов (Pb, Cd, Cr) при выращивании в экологических 
условиях Самарской и Новосибирской областей. Результаты показали широкий размах варьирования концен-
трации всех элементов в зависимости от генотипических различий между образцами и региона выращивания. 
Значительное превышение концентрации Ca и Mg в 3.1 и 1.5 раза соответственно отмечено у сортообразцов, 
выращенных в Самарской области. Культивирование образцов в условиях Новосибирской области сопровож
далось превышением содержания Zn, Pb и Cr в зерне более чем в два раза. Статистический анализ содержания 
минеральных элементов у образцов различного происхождения свидетельствует о том, что российские селек-
ционные линии достоверно превышают отечественные сорта по содержанию Mg, но при этом уступают по кон-
центрации К, Cu и Mn. Сортообразцы иностранной селекции отличались от российских сортов и линий повы-
шенным содержанием K и тяжелых металлов Cd и Cr. Анализ корреляций, проведенный на основании средних 
значений показателей по двум регионам, указывает на наличие высокодостоверных (p < 0.001) положительных 
взаимосвязей между содержанием микроэлементов Fe/Mn (r2 = 0.69), Fe/Zn (r2 = 0.49) и Zn/Mn (r2 = 0.46), что 
предполагает возможность проведения отбора генотипов по нескольким элементам одновременно. Много-
мерный статистический анализ разделил образцы на две группы, одна из которых включала российские сорта 
и селекционные линии, а также часть иностранных образцов. Отдельный кластер состоял из семи российских 
селекционных линий, расположенных дистантно от остальных образцов, что предполагает их различия на ге-
нетическом уровне. Сравнение этих линий по минеральному составу показало, что линии в среднем характе-
ризуются более высокими концентрациями Mg, K, Zn и Fe. Данные по содержанию микро- и макроэлементов 
в изученных сортообразцах яровой твердой пшеницы могут быть использованы для генетических исследова-
ний и практической селекции для улучшения существующих сортов по минеральному составу.
Ключевые слова: твердая пшеница; макроэлементы; микроэлементы; тяжелые металлы
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Abstract. The composition of wheat grain plays a key role in determining its nutritional value. In this work, a collection 
of 133 durum wheat varieties and breeding lines was assessed for the content of macroelements (Ca, Mg, K), microele-
ments (Cu, Mn, Zn, Fe, Na) and toxic metals (Pb, Cd, and Cr) in grain under the environmental conditions of Samara 
and Novosibirsk regions in 2023. The results showed a wide range of variations in the concentration of all elements 
depending on genotypic differences between the samples as well as the growing region. Ca and Mg contents in the 
varieties grown in Samara region showed a significant excess of 3.1- and 1.5-fold, respectively. Zn, Pb, and Cr content 
in the varieties cultivated in Novosibirsk turned out to be two times as high. Statistical analysis of element concentra-
tions in the varieties of different origin indicates that Russian breeding lines significantly outperform Russian culti-
vars in Mg content, while being inferior in K, Cu, and Mn. Compared to Russian cultivars and breeding lines, foreign 
varieties demonstrated higher contents of K and heavy metals Cd and Cr. Correlation analysis using mean values of 
indicators for two environments showed highly significant ( p < 0.001) positive relationships between the content 
of microelements Fe/Mn (r2 = 0.69), Fe/Zn (r2 = 0.49), and Zn/Mn (r2 = 0.46), which suggests a feasibility of selecting 
genotypes for several elements at once. Multivariate statistics divided the durum wheat collection into two groups, 
one of them including Russian cultivars and breeding lines as well as some foreign genotypes. A separate cluster 
included seven Russian breeding lines placed at a distance from the other varieties, which suggested their potential 
differences at the genetic level. Comparing these lines with respect to mineral composition showed that they were, on 
average, characterized by higher Mg, K, Zn, and Fe contents. The data obtained in this study can be used for genetic 
research and breeding to improve the grain mineral composition of the modern durum wheat varieties.
Key words: durum wheat; macroelements; microelements; heavy metals
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Введение
Минеральные микро- и макроэлементы имеют большое 
значение в поддержании жизнедеятельности организма 
человека и оказывают существенное влияние на его здо-
ровье. Функциональная роль большинства минеральных 
элементов разнообразна и заключается в участии в различ-
ных ферментативных реакциях в качестве кофакторов, в 
окислительно-восстановительных реакциях при переносе 
электронов, связывании и транспортировке кислорода 
в тканях, во взаимодействии молекул с рецепторными 
структурами клеток и регуляции экспрессии генов (Sigel 
et al., 2013; Jomova et al., 2022; Islam et al., 2023). 

Несмотря на важную роль минеральных веществ, для 
нормального функционирования организма необходимы 
оптимальные дозы, поскольку как избыток, так и недоста-
ток отдельных минералов может приводить к различным 
физиологическим расстройствам. Дефицит макроэлемен-
тов, таких как кальций, магний, калий, вызывает наруше-
ние работы мышечной системы, изменение гормональ
ного статуса и приводит к появлению злокачественных 
опухолей (Zoroddu et al., 2019; Ali, 2023). Дефицит железа, 
входящего в состав белков из класса гемопротеинов, та
ких  как гемоглобин и ферменты метаболизма эндоген- 
ных соединений и ксенобиотиков, – одна из причин ане
мии, сердечно-сосудистых заболеваний и расстройств 
иммунной системы (Camaschella, 2019; Dixit et al., 2020). 
Недостаток потребления цинка влечет за собой задерж-
ку роста и полового развития, снижение иммунитета и 
различные психические нарушения (Hambidge, 2000). 
К симптомам дефицита меди можно отнести различные 
поражения суставов, нарушение пигментации кожи и 
волос (Olivares, Uauy, 1996). С другой стороны, избыточ
ное потребление цинка, железа и меди может приводить 
к фиброзу и циррозу печени, нейродегенеративным рас
стройствам, нарушению иммунных и когнитивных функ-
ций и тяжелым формам анемии (Wessling-Resnick, 2017; 
Schoofs et al., 2024).

Кроме микро- и макроэлементов, необходимых для 
жизнедеятельности в оптимальных концентрациях, чело
век подвергается воздействию ряда токсичных металлов 
(свинец, кадмий, ртуть, хром, алюминий), которые мо-
гут поступать в организм через пищевые продукты и 
оказывать негативный эффект. К основным механизмам 
токсического действия тяжелых металлов относят мито
хондриальный апоптоз, вмешательство в различные сиг
нальные пути и окислительный стресс, изменение регу-
ляции активности генов за счет различных повреждений 
ДНК, что приводит к развитию хронических заболеваний 
и возникновению раковых опухолей (Kiran et al., 2022; 
Jomova et al., 2025).

Основные источники поступления в организм чело-
века минеральных веществ – пищевые продукты. Для 
большинства населения земного шара продукты питания, 
производимые из мягкой и твердой пшеницы, являются 
главным поставщиком белка, витаминов и минеральных 
веществ. Мягкая пшеница (Triticum aestivum L., 2n = 42, 
геном AABBDD) принадлежит к числу наиболее ценных 
продовольственных зерновых культур и занимает ведущие 
позиции в большинстве стран мира. Ежедневное потреб
ление продуктов из мягкой пшеницы дает человеку до 
20 % необходимых калорий и до 10–15 % железа и цинка 
(Tadesse et al., 2019; Aghalari et al., 2022). 

Твердая пшеница (Triticum durum Desf., 2n = 28, геном 
AABB), в отличие от мягкой, является единственным 
сырьем для изготовления макаронных изделий высоко
го качества, с янтарным цветом и превосходным вкусом. 
Зерно твердой пшеницы характеризуется более высоким 
содержанием белка; значительное число культивируемых 
сортов твердой пшеницы превышает сорта мягкой пшени-
цы по содержанию цинка, железа, кальция, магния и дру-
гих минеральных веществ (Cakmak et al., 2010; Del Coco 
et al., 2019; Saini et al., 2023). К основным производителям 
и потребителям продукции и зерна твердой пшеницы от-
носятся страны Средиземноморского бассейна: Италия, 
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Турция, Греция, Тунис, Франция, где сосредоточено более 
50 % занятых площадей. Среди других регионов выра-
щивания твердой пшеницы крупными производителями 
являются Канада, США, Мексика, Индия и Казахстан. 
Россия до середины XX в. была одним из крупных про-
изводителей твердой пшеницы и занимала первое место в 
мире по площадям посевов, которые достигали 20 млн га 
(Martínez-Moreno et al., 2022; Мальчиков, Мясникова, 
2023). Значительное сокращение посевов и сбора зерна 
произошло в начале 1990-х годов после распада СССР; в 
настоящее время занимаемые твердой пшеницей площади 
оцениваются в ~ 0.5 млн га, что составляет не более 1.7 % 
от мировых посевов (Гончаров, Курашов, 2018).

В последние годы большое внимание уделяется улуч-
шению минерального состава зерна пшеницы. В рамках 
селекционных программ по биообогащению зерна пше-
ницы были созданы образцы мягкой пшеницы с генети-
чески обусловленным повышенным содержанием цинка 
и железа (Khokhar et al., 2018; Virk et al., 2021; Tanin et al., 
2024). Работы по получению биообогащенных селекцион-
ных линий мягкой пшеницы и поиску доноров высокого 
содержания белка, минералов и антиоксидантов ведутся и 
в Российской Федерации (Morgounov et al., 2022; Potapova 
et al., 2023; Gordeeva et al., 2024). Были систематизиро-
ваны данные по многолетним испытаниям стародавних, 
современных сортов, селекционных и интрогрессивных 
линий мягкой пшеницы по признакам качества зерна и 
минеральному составу, на основании которых выделены 
образцы с целевыми признаками для использования в 
селекционных схемах (Shepelev et al., 2022; Orlovskaya et 
al., 2023; Leonova et al., 2024; Shamanin et al., 2024). Что 
касается твердой пшеницы, то аналогичные работы в об-
ласти изучения генетического разнообразия российских 
сортов и селекционных линий по минеральному составу 
зерна практически отсутствуют (Потоцкая и др., 2023; Со
чалова и др., 2023).

Цель настоящей работы состояла в изучении генетиче-
ской вариабельности коллекции сортов и селекционных 
линий яровой твердой пшеницы по содержанию в зерне 
микро- (цинк, железо, медь, марганец) и макроэлементов 
(кальций, магний, калий) и токсичных металлов (свинец, 
кадмий, хром) в экологических условиях Самарской и 
Новосибирской областей. 

Материалы и методы
Растительный материал и условия полевых испыта-
ний. В работе использована коллекция из 133 образцов 
твердой пшеницы, которая включала 35 российских сор
тов, 68 российских селекционных линий, 29 сортообраз-
цов иностранного происхождения и туранскую пшеницу 
Хорасан (Приложение, табл. S1)1. Среди российских 
селекционных линий 39 образцов создано в Самарском 
НИИСХ, 29 образцов имели происхождение из других 
селекционных центров. Образцы выращивали в условиях 
Новосибирской и Самарской областей в 2023 г. Посев об-
разцов в условиях Новосибирской области проводили на 
поле СибНИИРС – филиала ИЦиГ СО РАН (54°54ʹ51.4″N, 
82°58ʹ37.1″E). Почвы опытного участка представлены в 
1 Табл. S1–S4 Приложения см. по адресу: 
https://vavilovj-icg.ru/download/pict-2025-29/appx27.xlsx

основном черноземами выщелоченными, средней мощно-
сти. Содержание гумуса в верхнем слое почвы составляет 
5.7–6.9 %. По содержанию подвижных фосфатов и калия 
почвы высокообеспеченные. Содержание на 100 г почвы: 
Р2О5 – 42 мг, К2О – 35 мг. Содержание общего азота в 
почве перед посевом 0.31 мг/кг. Посев проводили 15 мая 
вручную в борозды на глубину 5–7 см. Размер делянки 
0.4 м2, в двух повторениях. 

Экспериментальные поля Самарского НИИСХ, филиала 
СамНЦ РАН, расположены в п. г. т. Безенчук (52°05ʹ85.5″N, 
49°02ʹ55.9″E). Основная часть почв представлена обык-
новенными черноземами, средне- и тяжелосуглинистого 
механического состава. Содержание гумуса составляет 
в среднем 4.8 %, азота – 5.9 мг/кг, фосфора – 279 мг/кг, 
калия – 203 мг/кг. Сортообразцы были посеяны рендоми-
зированным размещением на делянках площадью 7.4 м2. 
В качестве стандарта на обоих полях использован сорт 
Безенчукская 210.

Сравнение климатических условий вегетационного 
периода в регионах со среднемноголетними значениями 
продемонстрировало, что в 2023 г. в Новосибирской об
ласти отмечены повышенные температуры воздуха в те
чение всего вегетационного периода в среднем и лишь 
во второй декаде мая и августа температуры были ниже 
среднемноголетних (–1.3 и –2.0 °C к среднемноголетне
му значению) (табл. S2). Самое значительное превышение 
(+8.4 °C) среднемноголетних значений температуры от-
мечено в первой декаде июня, при этом осадков за дан- 
ный период выпало лишь 27.8 % от среднемноголетнего. 
В целом первая половина вегетационного периода (май–
июнь) характеризовалась острой недостаточностью осад
ков (14.9 и 47.5 %), тогда как в июле осадков было в преде-
лах нормы (102.1 %), а в августе – значительно больше 
среднемноголетних значений (167.6 %). В Самарской 
области в целом в период вегетации имел место дефицит 
осадков на фоне умеренных температур. За вегетацию – 
от всходов до восковой спелости – количество осадков 
составило 89.3 мм. За весь период вегетации наиболее 
благоприятные условия для продукционного процесса 
твердой пшеницы сложились в первой и третьей декадах 
июня в периоды выхода растений в трубку и колошения 
соответственно.

Определение содержания микро- и макроэлементов 
и тяжелых металлов. Зерно образцов твердой пшеницы 
анализировали по содержанию восьми микро- и макро-
элементов (цинк, железо, медь, марганец, натрий, каль-
ций, магний, калий) и трех токсичных металлов (свинец, 
кадмий и хром). Для этого к навеске зерна массой 300 мг 
добавляли 1 мл перекиси водорода (60 %) и 5 мл концен
трированной азотной кислоты. Минерализацию проб 
проводили в микроволновой печи в течение 40 мин. Далее 
объем пробы доводили до 50 мл деионизованной водой 
и для измерения количества элементов пробу разводили 
в 50 раз. Анализ содержания химических веществ про-
водили методом атомно-абсорбционной спектрометрии 
(ААС) с атомизацией в пламени на приборе ContrAA 800 D 
(Analytik Jena, Германия). Анализ каждого образца вы-
полнен в 2-кратной повторности. 

Статистическая обработка результатов. Статисти-
ческий анализ выполняли с использованием пакета про-

https://vavilovj-icg.ru/download/pict-2025-29/appx27.xlsx
https://vavilovj-icg.ru/download/pict-2025-29/appx27.xlsx
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грамм Statistica v. 10 (StatSoft, Inc., США). Статистическая 
достоверность различий между средними значениями 
признака оценивали с помощью критериев Манна–Уитни 
и t-критерия Стьюдента. Показатели признаков выражены 
в виде средних значений (M) и стандартного отклонения 
(± SD). Для оценки влияния генотипа и факторов внеш-
ней среды использовали двухфакторный дисперсионный 
анализ (ANOVA, Analysis of Variance). Взаимосвязи между 
параметрами содержания различных элементов оценивали 
с помощью корреляций Спирмана. Для анализа получен-
ных результатов методом главных компонент (principle 
component analysis, PCA) и построения дендрограммы за-
действована программа PAST v. 4.03 (Hammer et al., 2001). 
Для построения дендрограммы применяли метод UPGMA 
(unweighted pair group method with arithmetic mean); для 
оценки достоверности кластеризации использовали тест 
перестановки в 1000 итераций.

Результаты
Оценка содержания минеральных элементов в зерне при 
выращивании сортообразцов твердой пшеницы в усло
виях двух регионов (Самарская и Новосибирская области) 
показала значительный диапазон варьирования концен-
траций всех элементов в образцах и различия по концен-
трации в зависимости от региона выращивания (табл. 1; 
табл. S1). Наиболее существенные региональные различия 
отмечены для таких элементов, как Са и Mg, содержание 
которых в Самарской области превышало содержание 
этих элементов в Новосибирской области в 3.1 и 1.5 раза 
соответственно. Для образцов, выращенных в условиях 
Новосибирской области, установлено превышение по со-
держанию Zn, Pb и Cr в 2.5, 2.3 и 2.2 раза соответственно. 
Все различия по концентрации элементов в образцах пше-
ницы между регионами были достоверны ( p < 0.0001), за 
исключением содержания Na (см. табл. 1), концентрация 
которого была одинакова. Распределение содержания 
большинства минералов у образцов, выращенных на обо-
их полях, было приближенным к нормальному, исключе-
ние составляло распределение по концентрации свинца 
на поле в Самарской области, которое было значительно 
смещено в сторону более низких значений.

Анализ ANOVA, использованный для оценки эффектов 
генотипа и факторов внешней среды на фенотипическое 
проявление признаков, установил, что основное влияние 
на содержание Ca и Zn оказывали полевые условия, при 
этом для концентрации Са отмечен низкий недостовер-
ный вклад генотипа (табл. S3). Наоборот, на содержание 
Na в зерне в основном влияли генотипические различия. 
Достоверный вклад генотипа показан для концентрации 
таких элементов, как Mg, K, Cu, Fe и Cd, который суще-
ственно превышал влияние факторов внешней среды. 

Поскольку изучаемая коллекция состояла из нескольких 
групп образцов различного происхождения, то интересно 
было выяснить, отличаются ли эти группы по концен-
трации веществ. Из табл. 2 видно, что российские селек-
ционные линии достоверно превышают отечественные 
сорта по содержанию Mg, но при этом уступают сортам 
по содержанию К, Cu и Mn. Сортообразцы иностранной 
селекции отличались от российских сортов и линий по-
вышенным содержанием калия. Концентрация токсиче

ских элементов Cd и Cr была достоверно выше, в среднем  
в 1.9 и 1.8 раза, у иностранных сортообразцов в сравне-
нии с российскими. Не выявлено достоверных различий 
между группами по концентрации Zn и Fe.

Согласно усредненным данным по двум регионам наи
более высокими показателями содержания Ca (> 700 мг/ кг) 
отличались российские сорта Памяти Чеховича, Жем
чужина Сибири, Аннушка, Краснокутка 13 и российские 
селекционные линии Л73, Л75 и Л76, созданные в Ал
тайском НИИСХ. По содержанию в зерне Mg можно вы- 
делить селекционные линии Л21, Л23, Л24, Л25 и Л26 
Самарского НИИСХ, концентрация этого элемента пре-
вышала 2000 мг/кг. Российские сорта Аннушка, Безен-
чукская степная, Вольнодонская и образцы иностранного 
происхождения Hyperno и Tamaroi отличались высоким 
содержанием цинка и железа (> 54 и 51 мг/кг соответ-
ственно). Высокие концентрации Cd, в ряде случаев пре- 
вышающие предельно допустимые концентрации, выяв-
лены у иностранных образцов Tessadur, Achille, Fuego и 
селекционных линий Л51, Л56 (см. табл. S1). Также нужно 
отметить высокий уровень содержания таких элементов, 
как Mg (1598.2 мг/кг), K (4536.5 мг/кг) и Zn (56.1 мг/кг) 
в зерне древней пшеницы Хорасан, что подтверждает 
данные, полученные другими авторами, и свидетельству-
ет о потенциале этого вида для повышения питательной 
ценности современных сортов твердой пшеницы (Bordoni 
et al., 2017). 

Корреляционный анализ Спирмана, проведенный на ос-
новании средних значений показателей по двум регионам, 
указывает на наличие высокодостоверных положитель-

Таблица 1. Содержание микро- и макроэлементов  
и токсичных металлов (мг/кг) в зерне образцов твердой 
пшеницы при выращивании в экологических условиях 
Самарской и Новосибирской областей в 2023 г. 

Элемент Самарская область Новосибирская область

Макроэлементы (M ± SD)

Са    920.4 ± 170.7****    297.4 ± 116.9

Mg 1327.0 ± 178.2***    891.4 ± 276.8

К 3977.6 ± 402.9*** 4356.7 ± 577.9

Микроэлементы (M ± SD)

Cu    3.2 ± 0.9*    3.7 ± 1.1

Mn 37.1 ± 7.9** 27.0 ± 6.5

Zn 25.8 ± 8.1**** 64.0 ± 12.7

Fe 47.2 ± 6.0*** 42.2 ± 8.8

Na 27.2 ± 6.3ns 27.3 ± 12.1

Токсичные металлы (M ± SD)

Pb 0.23 ± 0.05*** 0.52 ± 0.02

Cd 0.05 ± 0.004*** 0.03 ± 0.002

Cr 0.82 ± 0.05*** 1.79 ± 0.11

Примечание. Данные представлены в формате: среднее значе-
ние (М) ± стандартное отклонение (SD); * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001, 
**** p < 0.0001, ns (non significant) – различия недостоверны.



Вариабельность минерального состава зерна твердой пшеницы 
(Triticum durum Desf.) в различных экологических условиях

И.Н. Леонова, П.Н. Мальчиков, Н.А. Виниченко 
В.В. Пискарев, М.Г. Мясникова, В.А. Апарина, Т.В. Чахеева

2025
29 • 6

793СЕЛЕКЦИЯ РАСТЕНИЙ НА ИММУНИТЕТ И КАЧЕСТВО / PLANT BREEDING FOR IMMUNITY AND QUALITY

ных корреляций между содержанием Fe и Mn (r2 = 0.69), 
Fe/ Zn (r2 = 0.49), Zn/Mn (r2 = 0.46), Zn/Pb (r2 = 0.41), Cr/K 
(r2 = 0.41) (рис. 1, табл. S4). Низкие отрицательные связи 
отмечены между Cu/Ca, Cu/Mg, Cu/Na и Pb/Cr (r2 = −0.22, 
−0.24, −0.27 и −0.34 соответственно). 

Результаты оценки содержания минеральных элементов 
в двух регионах были использованы для выявления воз-
можной группировки образцов. Методом главных ком-
понент (PCA) мы проанализировали взаимосвязь между 
концентрацией элементов в зерне и принадлежностью 
образцов к разным по происхождению группам: россий-
ские сорта, селекционные линии Самарского НИИСХ, 
селекционные линии других российских оригинаторов и 
иностранные сортообразцы (рис. 2). 

В пространстве двух главных компонент, определяю-
щих 64.7 и 18.7 % генетической вариации соответственно, 
все изученные образцы разделяются на две группы. Боль-

шинство образцов объединено в один большой кластер, 
при этом в левой части данного кластера группируются 
российские сорта твердой пшеницы, селекционные линии 
российских оригинаторов и частично линии Самарского 
НИИСХ. Сортообразцы иностранного происхождения на-
ходятся преимущественно в правой нижней части класте-
ра. Семь линий, Л22, Л24, Л25, Л26, Л27, Л37 и Л39, объ-
единены в отдельную группу и достаточно далеко отстоят 
от остальных образцов, что может свидетельствовать о 
различиях на генетическом уровне. Сравнение этих линий 
по минеральному составу показало, что линии в среднем 
характеризуются более высокими концентрациями Mg, 
K, Zn и Fe (см. табл. S1). 

Кластеризация образцов по методу UPGMA подтверди-
ла наличие двух групп (рис. 3). Кластер 1 включает семь 

Таблица 2. Концентрация микро- и макроэлементов и токсичных металлов в зерне сортов и селекционных линий 
российского и иностранного происхождения (Самарская и Новосибирская области, 2023 г.)

Элемент (мг/кг) Российские Иностранные сортообразцыb

сорта селекционные линииa

Ca 625.1 ± 398.3 626.2 ± 315.9 548.3 ± 336.3

Mg 1178.9 ± 330.8**b 1225.1 ± 644.5**b 1017.6 ± 317.4

K 4222.4 ± 718.2*a 4026.5 ± 382.2****b 4428.4 ± 456.1

Cu 3.73 ± 0.9***a 3.15 ± 0.9***b 3.76 ± 1.2

Mn 34.1 ± 8.2*a 30.5 ± 9.1 33.2 ± 8.1

Zn 48.8 ± 19.4 43.9 ± 23.2 42.5 ± 21.6

Fe 43.9 ± 8.4 44.9 ± 7.2 44.9 ± 8.9

Na 28.5 ± 10.1****b 29.1 ± 13.2****b 21.6 ± 5.5

Pb 0.49 ± 0.19***ab 0.35 ± 0.11 0.29 ± 0.01

Cd 0.035 ± 0.008****b 0.030 ± 0.002****b 0.064 ± 0.005

Cr 1.0 ± 0.4****b 1.2 ± 0.6****b 1.9 ± 0.6

Примечание. Данные представлены как среднее ± стандартное отклонение. Буквы (a, b) указывают на статистически значимую разницу показателей 
между группами образцов. * p < 0.05; ** p < 0.01; ***p < 0.001; **** p < 0.0001.
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Рис. 1. Генотипические корреляции между концентрациями микро- и 
макроэлементов и токсичных металлов в зерне коллекции сортов и 
селекционных линий твердой пшеницы различного происхождения. 
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Рис. 2. Компоновка образцов твердой пшеницы в пространстве двух 
главных компонент. 
Образцы твердой пшеницы обозначены цветом: черным – российские 
сорта; синим – селекционные линии российских оригинаторов; зеле-
ным – селекционные линии Самарского НИИСХ; красным – иностранные 
сортообразцы. 
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селекционных линий, Л22, Л24, Л25, Л26, Л27, Л37 и Л39, 
из Самарского НИИСХ и дистанционно отстоит от других 
образцов. Кластер 2 распадается на два субкластера (на 
рисунке обозначены как 2 и 3), один из которых вклю
чает в основном российские сорта и селекционные линии 
российских оригинаторов. Сортообразцы иностранной 
селекции группируются преимущественно в правой части 
субкластера 3.

Обсуждение
В данной работе мы исследовали концентрацию 11 микро- 
и макроэлементов и токсичных металлов в зерне коллек
ции образцов пшеницы, состоящей их российских и ино
странных сортообразцов, выращенных в разных экологи-
ческих условиях Самарской и Новосибирской областей. 
Для всех элементов показан высокий диапазон вариации, 
зависящий от влияния и генотипа, и условий внешней 
среды. Значительные региональные отличия выявлены 
нами по концентрации необходимых макро- и микроэле-
ментов (Ca, К и Zn) и токсичных металлов (Pb, Cd и Cr) 
(см. табл. S1). Следует отметить, что размах варьирования 
K, Mg, Cu, Mn и Fe в обоих регионах был сравним с ре-
зультатами И.В. Потоцкой с коллегами (2023), получен-
ными при выращивании 20 российских и казахстанских 
сортов твердой пшеницы в Омской области. Исключение 
составляли параметры содержания Са и Zn, концентрация 
которых была существенно выше для Ca и ниже для Zn 
на полях Омской области, в сравнении с Новосибирской 
областью. 

Важным моментом является концентрация тяжелых 
металлов в зерне, поскольку, например, превышение в пи
щевых продуктах предельно допустимых концентраций 
(ПДК) таких необходимых для организма человека микро-
элементов, как Zn и Cu, может приводить к токсическим 
эффектам. Для большинства образцов, выращенных в 
условиях Новосибирской области, концентрация цинка 
в зерне превышала ПДК (50 мг/кг), тогда как в образцах 
из Самарского региона его содержание было в пределах 
нормы (см. табл. S1). Возможно, что такие различия свя-
заны с содержанием цинка в почве. Аналогично можно 
отметить и повышенный уровень свинца в зерне почти у 
половины сортообразцов, выращенных в обоих регионах. 

По данным 30-летнего мониторинга минерального со-
става почвы в черноземах Западной Сибири не выявлено 
превышения ПДК подвижных форм тяжелых металлов 
Cu, Zn, Pb, Cd и Cr (Красницкий и др., 2024). Анализ 
почв в Самарской области также свидетельствует, что со
держание подвижных форм свинца, никеля, хрома, меди 
и цинка на всех типах и подтипах почв разного состава и 
с разным содержанием гумуса не превышает ПДК (Обу
щенко, Гнеденко, 2014). Однако анализ токсичных ме-
таллов в почве полей, использованных для проведения 
эксперимента, не проводился, и данный вопрос требует 
дополнительного изучения.

Изменение концентрации тяжелых металлов в почве 
может быть связано с такими факторами, как система под-
готовки почвы, внесение органоминеральных удобрений, 
использование пестицидов и средств защиты растений, 
атмосферные осадки, различные антропогенные воздей

Рис. 3. Кластеризация образцов твердой пшеницы на основании 
результатов оценки концентрации 11 микро- и макроэлементов и 
токсичных металлов в зерне. 
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ствия от промышленных предприятий, транспорта и др. 
В ряде работ показано, что систематическое внесение ми- 
неральных и органических удобрений способствует по-
ступлению в почву тяжелых металлов и может влиять на 
минеральный состав зерна пшеницы и его концентрацию 
(Ryan et al., 2004; Pandino et al., 2020; Wysocka et al., 2025). 
Корневые и внекорневые обработки азотными удобрени-
ями в различных концентрациях могут повышать погло-
щение и накопление Cd в зернах твердой пшеницы даже 
при низком уровне содержания Cd в почве (Özkutlu, 2024). 
Внесение органоминеральных удобрений под посевы яч
меня в почвах Самарской области привело, например, к 
увеличению валового содержания тяжелых металлов (Cu, 
Cd, Pb, Zn) и их подвижности, а также повысило миграцию 
Рb в растения яровой пшеницы (Троц В.Б. и др., 2015; 
Троц Н.М., Бокова, 2024). 

Загрязнение тяжелыми металлами может происходить 
в почвах, находящихся в зоне влияния промышленных 
предприятий (Просянников, 2014). Механизмы переноса 
и накопления тяжелых металлов в системах «почва–расте-
ние» являются очень сложными, и интенсивность их нако-
пления зависит как от типа токсичного элемента, так и от 
погодных условий и структуры почвы. Однако, несмотря 
на повышение концентраций тяжелых металлов в пахот-
ных почвах, большинство исследователей утверждают, 
что это не сказывается на уровне накопления токсичных 
веществ в конечной сельскохозяйственной продукции 
(Протасова, 2005; Wang et al., 2017; Ugulu et al., 2021). 

Данные, полученные для концентрации микро- и ма-
кроэлементов и тяжелых металлов, использованы для ис-
следования группировки образов в пространстве главных 
компонент и для построения филогенетического древа. 
Результаты показали отсутствие четкого распределения на 
контрастные группы, за исключением небольшого числа 
линий, созданных в Самарском НИИСХ, и сортообраз-
цов иностранной селекции (см. рис. 2 и 3). Российские 
линии, происходящие из разных селекционных центров, 
образуют единый кластер с сортами твердой пшеницы, 
внедренными в производство в разные годы, что может 
свидетельствовать о невысоком генетическом разнообра-
зии как сортов, так и создаваемых линий. Современный 
мировой пул твердой пшеницы характеризуется умерен-
ным генетическим разнообразием, что подтверждается 
результатами, полученными на широком наборе сорто
образцов в разных странах (Zhao et al., 2009; Hakki et al., 
2014; Hocaoğlu et al., 2020; Naseri et al., 2024). 

Генетическое разнообразие российских сортов яровой 
твердой пшеницы, созданных за период 1929–2004 гг., 
было оценено с использованием данных родословных. 
Анализ установил, что около 20 % пула русских исконных 
сортов, ранее использованных для гибридизации, утеряно 
(Martynov et al., 2005). Аналогичный вывод можно сделать 
и в отношении иностранных сортов твердой пшеницы, 
поскольку основным направлением селекции в течение 
длительного времени было создание высокоурожайных 
генотипов, дополнительно характеризующихся устойчи
востью к болезням и полеганию (Hernandez-Espinosa et 
al., 2020; Xynias et al., 2020). До настоящего времени 
комплексных исследований генетического пула яровой 

твердой пшеницы российского происхождения по мине-
ральному составу не проводилось, поэтому сделать вывод 
о превосходстве стародавних сортов пока не представ
ляется возможным.

Поиски источников генетического разнообразия застав-
ляют обращать внимание на вовлечение в гибридизацию 
сородичей пшеницы, которые могут быть использованы 
для повышения содержания в зерне необходимых ми
кро- и макроэлементов. Тетраплоидные виды T. dicoccum, 
T. dicoccoides, T. timopheevii и гибридные линии, полу
ченные с их участием, отличаются значительно более вы
соким уровнем цинка и железа в зерне (Cakmak et al., 
2010; Del Coco et al., 2019; Tekin et al., 2022; Leonova et 
al., 2024). Сведения о происхождении семи селекционных 
линий Самарского НИИСХ, выделившихся в отдельный 
кластер, свидетельствуют о том, что в процессе их созда-
ния были использованы тетраплоидные виды T. dicoccum 
и T. timopheevii. Проведенный ранее микросателлитный 
анализ ранних поколений этих линий показал наличие 
чужеродных транслокаций от T. timopheevii в хромосо-
ме 6В (Мальчиков и др., 2015). Однако для установления 
связи между наличием чужеродных вставок в геном и их 
влиянием на содержание определенных элементов необ
ходимы дополнительные исследования. 

Заключение
Оценка содержания микро- и макроэлементов и токсич-
ных металлов в зерне сортов яровой твердой пшеницы 
выявила значительное варьирование большинства элемен-
тов в зависимости от генотипа и внешней среды. Наличие 
достоверных положительных корреляций Fe/Mn, Fe/Zn и 
Zn/Mn позволяет вести отбор генотипов по нескольким 
микроэлементам одновременно. Анализ полученных ре
зультатов свидетельствует о том, что российские сорта и 
селекционные линии отличаются умеренным генетиче-
ским разнообразием, однако размах варьирования при-
знака позволяет отобрать образцы, которые могут быть 
использованы для улучшения минерального состава зерна. 
Показано, что содержание Cd в зерне у всех изученных 
образцов, за исключением пяти образцов иностранной 
коллекции, не превышает ПДК. Для установления у ряда 
изученных образцов причины высокого содержания Zn, Pb 
и Cr, превышающих ПДК, необходимы дополнительные 
сведения о концентрации этих металлов в почве экспери-
ментальных участков. 
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К генетической структуре и происхождению малого суслика 
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Аннотация. Малый суслик Spermophilus pygmaeus (Pallas, 1778) – политипический вид, представляющий суще-
ственный интерес для изучения таксономического разнообразия, генетической структуры, потока генов и ге-
нетического разнообразия. Несмотря на длительную историю изучения, систематика представителей рода 
Spermophilus на Северном Кавказе остается слабо разработанной. Неразрешенным вопросом остаются и фи-
логенетические отношения между «горными» и «равнинными» сусликами Северного Кавказа. Не менее важ-
ным аспектом работы является оценка генетического разнообразия малого суслика, поскольку вид считается 
неотъемлемым компонентом степных и пустынных экосистем, обеспечивая их важнейшие биоценотические 
функции. На основании анализа фрагмента гена cyt b мтДНК длиной 840 п. н. получены новые данные по гене-
тической изменчивости Spermophilus рygmaeus восточной оконечности Западного Кавказа. В отличие от ранее 
проведенных работ, показавших обитание в горах Кавказа так называемого горного суслика, в настоящей рабо-
те на исследованных территориях на высоте 1400–1700 м над ур. моря выявлены две гаплогруппы S. pygmaeus, 
одна из которых близка к равнинным (восточно-кавказским), а вторая – к горным (центрально-кавказским) 
группировкам малого суслика. Генетическая дистанция между двумя гаплогруппами составила 1.54 %. Разный 
эволюционный возраст трех выявленных группировок S. pygmaeus на Северном Кавказе (A1, A2 и B), скорее все-
го, связан с многоэтапным заселением исследуемой территории малым сусликом. Данные молекулярного да-
тирования позволяют предположить, что западная гаплогруппа проникла сплошной полосой на Центральный, 
Восточный Кавказ и восточную оконечность Западного Кавказа через Ставропольскую возвышенность и При-
каспийскую низменность менее 400 тыс. лет назад. В процессе первой волны расселения суслика с Русской рав-
нины вид закрепился в восточной оконечности Западного Кавказа в районе с. Хасаут, а на Восточном Кавказе – 
на севере Ногайской степи (Сухокумск) и в южных окраинах Прикаспийской низменности (долина Кар-Кар 1). 
Более молодой возраст гаплогруппы A2 (менее 300 тыс. лет), также происходящей с Восточного Кавказа (Хумтоп, 
Зеленоморск, Львовский 13, Кар-Кар 2), вероятнее всего, обусловлен повторным заселением сусликом Прика-
спийской низменности, регулярно затапливаемой водами Каспия в историческое время. Отсутствие сплошного 
пояса лесов на Центральном Кавказе, в частности в Кабардино-Балкарии, позволило позже, менее 200 тыс. лет 
назад, проникнуть S. pygmaeus в горы по трем ущельям: Черекскому, Баксанскому и Малкинскому. Более веро-
ятно, что в субальпику Западного Кавказа (Хурзука и Учкулана) вид проник уже с Центрального Кавказа, о чем 
свидетельствует один и тот же эволюционный возраст животных Западного (Учкулан, Хурзук) и Центрального 
Кавказа. Касательно таксономического статуса кавказского горного суслика считаем преждевременным делать 
какие-либо выводы, так как не все территории Кавказа были охвачены исследованиями.
Ключевые слова: Spermophilus pygmaeus; cyt b; генетическое разнообразие; Западный Кавказ
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On the genetic structure and origin of the little ground squirrel 
Spermophilus pygmaeus (Pallas, 1778) in the North Caucasus 
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Abstract. Little ground squirrel Spermophilus pygmaeus (Pallas, 1778) is a polytypic species of significant interest for the 
study of taxonomic diversity, genetic structure, gene flow and genetic diversity. Despite the long history of study, the 
taxonomy of representatives of the genus Spermophilus in the North Caucasus remains poorly developed. Among the 
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unresolved issues are the phylogenetic relationships between the “mountain” and “plain” ground squirrels of the North 
Caucasus. An equally important aspect of the work is the study of the genetic diversity of little ground squirrel, given 
that the species is considered an integral component of steppe and desert ecosystems, providing their most important 
biocenotic functions. Based on the analysis of the 840 bp mtDNA cytochrome b gene fragment, new data on the genetic 
variability of S. pygmaeus from the eastern extremity of the Western Caucasus were obtained. Unlike previous stud-
ies that showed the so-called mountain ground squirrel to inhabit the Caucasus Mountains, this work identified two 
haplogroups of S. pygmaeus in the studied areas at an altitude of 1,400–1,700 m above sea level, one of which is close 
to the lowland (East Caucasian) and the other to the mountain (Central Caucasian) groups of the little ground squirrel. 
The genetic distance between the two haplogroups was 1.54 %. The different evolutionary ages of the three identified 
groups of S. pygmaeus in the North Caucasus (A1, A2, and B) are most likely associated with the multi-stage settlement 
of the studied area by the little ground squirrel. The results of molecular dating suggest that the western haplogroup 
penetrated as a continuous strip into the Central, Eastern Caucasus and the eastern extremity of the Western Caucasus 
through the Stavropol Upland and the Caspian Lowland less than 400 thousand years ago. As a result of the first wave 
of dispersal of the ground squirrel from the Russian Plain, the species became established in the eastern extremity of 
the Western Caucasus in the area of the village of Khasaut, and in the Eastern Caucasus – in the north of the Nogai 
Steppe (Sukhokumsk) and in the southern outskirts of the Caspian Lowland (Kar-Kar 1 Valley). The younger age of 
haplogroup A2 (less than 300 thousand years), also originating from the Eastern Caucasus (Khumtop, Zelenomorsk, 
Lvovsky 13, Kar-Kar 2), is most likely due to the re-colonization of the Caspian lowland by the ground squirrel, which 
was regularly flooded by the Caspian Sea in historic times. The absence of a continuous forest belt in the Central Cau-
casus, in particular in the Kabardino-Balkarian Republic, allowed S. pygmaeus to penetrate into the mountains later, less 
than 200 thousand years ago, through three gorges: Cherek, Baksan and Malkinsky. It is more likely that the species 
penetrated into the subalpics of the Western Caucasus (Khurzuk and Uchkulan) from the Central Caucasus, as evi-
denced by the same evolutionary age of animals of the Western (Uchkulan, Khurzuk) and Central Caucasus. Regarding 
the taxonomic status of the Caucasian mountain ground squirrel, we consider it premature to draw any conclusions, 
since not all areas of the Caucasus were covered by research.
Key words: Spermophilus pygmaeus; cytochrome b (cyt b); genetic diversity; Western Caucasus
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Введение
Малый суслик Spermophilus pygmaeus (Pallas, 1778)  – 
политипический вид, представляющий существенный 
интерес для изучения таксономического разнообразия, 
генетической структуры, потока генов и генетического 
разнообразия. Несмотря на длительную историю исследо-
ваний, систематика представителей рода Spermophilus на 
Северном Кавказе остается слабо разработанной. Горный 
суслик был впервые добыт на северном склоне Эльбруса 
в поясе субальпийских лугов и описан Э. Менетрие как 
самостоятельный вид (Menetries, 1832). В качестве само-
стоятельного вида горного суслика выделяли многие ис-
следователи (Brandt, 1843; Свириденко, 1937; Виноградов, 
Аргиропуло, 1941; Млекопитающие…, 1963; Фауна СССР, 
1965; Воронцов, Ляпунова, 1969; Громов, Баранова, 1981; 
Кораблев, 1983; Harrison et al., 1993; Hoffmann, 1993; Гро-
мов, Ербаева, 1995; Цвирка и др., 2003; Цвирка, Кораблев, 
2014). По мнению других авторов, горный кавказский 
суслик является подвидом малого (Сатунин, 1907; Обо-
ленский, 1927; Огнев, 1947; Верещагин, 1959; Орлов и 
др., 1969; Иванов, 1976; Ермаков и др., 2006; Никольский 
и др., 2007). И.Я. Павлинов и А.А. Лисовский (2012) вы-
деляют Spermophilus (pygmaeus) pygmaeus (левобережный 
малый суслик относительно реки Волги), Spermophilus 
(pygmaeus) planicola (правобережный малый суслик) и 
Spermophilus (pygmaeus) musicus (кавказский (горный) 
малый суслик) как полувиды в надвиде pygmaeus. Данный 
вид давно привлекает внимание исследователей, однако 
работ, основанных на анализе участка гена cyt b малого 
суслика на обозначенной территории, очень мало (Harrison 
et al., 1993; Ermakov et al., 2023; Темботова и др., 2024). 

К числу неразрешенных вопросов, как справедливо отме-
чают О.А. Ермаков с соавторами (2018), относятся и фило-
генетические отношения между «горными» и «равнинны-
ми» сусликами Северного Кавказа. Также остаются не до 
конца выясненными вопросы, касающиеся эволюционной 
истории, закономерностей распространения равнинной и 
горной форм малого суслика. Решению вышеназванных 
вопросов препятствовала крайне неравномерная изучен-
ность территории с вовлечением в анализ незначительных 
по объему выборок.

Все популяции малого суслика, обитающие к западу от 
Волги до низовий Днепра, а также в Крыму и Предкав­
казье, были отнесены к сестринскому виду S. musicus Mé­
nétries, 1832, поскольку он является старшим синонимом, 
применимым к западной линии S.  pygmaeus sensu lato 
(Simonov et al., 2024). Согласно упомянутой работе, S. mu­
sicus – не только горный суслик, но и все малые суслики 
правобережья Волги. При этом встает вопрос, являются ли 
все правобережные малые суслики в генетическом плане 
однородными. Возникновение данного вопроса связано с 
результатами, полученными нами ранее на основании ана­
лиза фрагмента гена cyt b мтДНК сусликов Восточного и 
Центрального Кавказа (Темботова и др., 2024). 

В ходе проведенного анализа было обнаружено, что на 
территории Восточного Кавказа обитают две генетически 
различающиеся группировки малого суслика. Кроме того, 
сравнение центрально-кавказских (горных) и восточно-
кавказских (равнинных) группировок малого суслика вы-
явило генетическую дистанцию, составляющую 1.34 %, и 
отсутствие идентичных гаплотипов у сравниваемых груп­
пировок, что в целом указывает на генетическую гетеро-
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генность S. pygmaeus на рассматриваемых территориях. 
Такого же порядка дистанции (1.29–1.72  %) получены 
между горными малыми сусликами и популяциями сус­
ликов с правого берега Волги. На первый взгляд, эти дис-
танции могут показаться незначительными, однако они 
достигают нижних пределов межвидовых различий, если 
сопоставлять с дистанциями, полученными для предста-
вителей рода Spermophilus: минимальная – 1.4 % (между 
видами S.  major и S.  selevini (=S.  brevicauda)), макси-
мальная – 10.7 % (между S. dauricus и S. xanthoprymnus) 
(Simonov et al., 2024). Также не вполне ясно, все ли по-
пуляции так называемого кавказского горного суслика, 
населяющие горные территории Кавказа, генетически 
близки между собой и в равной степени отличаются от 
равнинных. 

В большинстве работ для уточнения таксономического 
статуса кавказского горного суслика изучался материал 
преимущественно из Центрального Кавказа, в частности 
из окрестностей пос. Эльбрус (Harrison et al., 1993; Ерма-
ков и др., 2006; Никольский и др., 2007; Фрисман и др., 
2014; Цвирка, Кораблев, 2014), Баксана, ущелья Джилы-
Су, урочища Шaджатмаз (Ermakov et al., 2023). Отсутствие 
как литературных сведений, полученных на основании 
анализа участка гена cyt b малого суслика Западного Кав-
каза, так и последовательностей, депонированных в базе 
Генбанк, определяет необходимость изучения выборок 
малого суслика с данной территории для определения 
статуса S. pygmaeus, населяющих горные районы.

К числу наиболее часто используемых генетических 
маркеров в филогеографических исследованиях позвоноч-
ных животных относится митохондриальная ДНК (Avise, 
2000; Лукашов, 2009; Холодова, 2009), что обусловлено 
такими свойствами, как наследование по материнской 
линии, отсутствие процесса рекомбинации, высокая ско­
рость эволюции по сравнению с ядерными генами, боль-
шое количество копий и т. д. Cyt b зарекомендовал себя 
как информативный и успешно используется в териоло-
гических работах на уровнях от родового до внутривидо-
вого (Банникова, 2004; Абрамсон, 2007; Холодова, 2009). 
Кроме того, это ген, для которого доступно больше всего 
информации в генетических базах данных.

Второй, не менее важный аспект работы – изучение 
генетического разнообразия географических выборок ма­
лого суслика. Известно, что суслики являются неотъем-
лемым компонентом степных и пустынных экосистем, 
обеспечивая их важнейшие биоценотические функции, 
однако с давних времен они привлекают внимание в ос-
новном как вредители сельского хозяйства и переносчики 
различных заболеваний. С 1920-х годов борьба с суслика-
ми как сельскохозяйственными вредителями была поднята 
на государственный уровень. Грандиозные по масштабу 
истребительные работы против малого суслика разверну-
лись в аридных ландшафтах бывшего СССР, природных 
очагах чумы. В первой половине ХХ в. получила разви­
тие концепция полной ликвидации очагов этой инфекции 
путем уничтожения грызунов – носителей возбудителя. 
На Северном Кавказе и в Северо-Западном Прикаспии 
рекомендовалось практически полное уничтожение мало­
го суслика (Калабухов, 1933; Пастухов, 1959). Началось 
«оздоровление» природного очага в соответствии со спе- 

циальной программой, которое приобрело беспрецедент-
ные масштабы (цит. по: Шилова, 2011). В итоге сплошная 
очистка территории от сусликов, распашка степей, из-
менение интенсивности выпаса скота, развитие лесных 
полезащитных полос и искусственного орошения при-
вели к уничтожению сусликов не только на Кавказе, но 
и во многих регионах России. По данным С.А. Шиловой 
(2011), глубокая депрессия численности правобережного 
малого суслика началась на юге России в конце прошлого 
века и продолжается до сих пор. В Кабардино-Балкарии 
сельскохозяйственное освоение равнинных и предгорных 
территорий вызвало почти полное исчезновение попу­
ляций малого суслика. В частности, предгорно-равнин­
ные популяции малого суслика занесены в Красную книгу 
Кабардино-Балкарской Республики (2018) с присвоением 
статуса «находящийся на грани исчезновения».

Следует отметить, что трансформация местообитаний и 
их фрагментация в связи с деятельностью человека стали 
результатом сокращения пригодных для обитания малого 
суслика площадей, что привело к чрезвычайно высокой 
раздробленности популяций вида. При этом известно, что 
фрагментация и сокращение ареалов часто отражаются 
на генетической структуре популяций диких животных, 
затрудняя обмен генами между разными частями ареала, 
снижая эффективный размер популяции и способствуя 
возрастанию уровня инбридинга. 

В связи с вышеизложенным цель исследования заклю-
чалась в изучении генетической структуры и генетиче-
ского разнообразия S. pygmaeus восточной оконечности 
Западного Кавказа на основании анализа фрагмента гена 
сyt b мтДНК и сравнении результатов с ранее получен-
ными (Ermakov et al., 2023; Темботова и др., 2024) для 
оценки таксономического разнообразия малого суслика 
на Северном Кавказе.

Материалы и методы
В работе использовались образцы тканей мышц малого 
суслика S. pygmaeus из разных географических пунктов 
восточной оконечности Западного Кавказа: Карачаево-
Черкесская Республика – верховья р. Кубань, окрестно-
сти аулов Хурзук и Учкулан; урочище р. Хасаут притока 
р. Малка, окрестности с. Хасаут (рис. 1). Отлов зверьков 
проводили дуговыми капканами № 0. Капканы расставля-
ли вокруг жилых нор сусликов (Карасева, Телицина, 1996).

В анализируемую выборку вошли 32 последовательно-
сти митохондриального гена cyt b  S. pygmaeus из Карачае-
во-Черкесской Республики: окрестности с. Хасаут и аулов 
Хурзук и Учкулан (табл. 1). Кроме того, для проведения 
сравнительного анализа использовались гаплотипы мало-
го суслика Северного Кавказа из ранее опубликованной 
нами работы (Темботова и др., 2024).

Остальные последовательности представителей рода 
Spermophilus, включая внешнюю группу, взяты из базы 
Genbank (ncbi.nlm.nih.gov): S.  pygmaeus  – ОР588846–
ОР588904 (Ermakov et al., 2023), AF157907, AF157910 
(Harrison et al., 1993); S. musicus – AF157900, AF157904 
(Harrison et al., 1993); Spermophilus taurensis Gündüz et 
al., 2007 – KY938064, KY938069, KY938073 (Gür et al., 
2017); Spermophilus сitellus Linnaeus, 1766 – AM691632–
AM691640; Spermophilus xanthoprymnus Bennett, 1835 – 

https://en.m.wikipedia.org/wiki/Frederick_Debell_Bennett
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AM691658–AM691663 (Gündüz et al., 2007) и AF157902, 
AF157909 (Орлов и др., 1969); Marmota monax Linnaeus, 
1758 – AF157953 (Harrison et al., 1993).

Экстракцию ДНК осуществляли с помощью набора 
“Diatom™ DNA Prep100” (ООО «Лаборатория Изоген», 
Москва) в соответствии с протоколом производителя. 
Амплификацию фрагментов ДНК проводили с исполь-
зованием набора MasterMix Х5 («Диалат», Москва). Для 
полимеразной цепной реакции использовали праймеры: 
L14725 TGAAAAAYCATCGTTGT (Steppan et al., 1999), 
H15915 TCTTCATTTYWGGTTTACAAGAC (Harrison et 
al., 1993) при параметрах цикла ПЦР, рекомендованных 
в первой работе. Полученные ПЦР продукты очищали 
переосаждением в 0.15  М растворе ацетата натрия, в 
90 % этаноле с последующей промывкой 70 % этанолом. 
Качество ПЦР продуктов оценивали методом электро-
фореза в 1.5 % агарозном геле в присутствии бромистого 
этидия. Секвенирование нуклеотидных последователь-
ностей проводилось в обоих направлениях в компании 
«Cинтол» (Москва). Редактирование и выравнивание по­
лученных последовательностей осуществляли с исполь- 
зованием программы BioEdit 7.0.9.0 (Hall, 1999) по алго-
ритму Сlustal W вручную. 

Статистическую обработку данных, включая расчет 
числа полиморфных сайтов, количества гаплотипов, ну-
клеотидного и гаплотипического разнообразия, а также 
тестов на нейтральность Таджимы (Tajima, 1989) и Фу (Fu, 
1996), выполняли в программе Arlequin v.3.5 (Excoffier, 

Lischer, 2010). В этой же программе анализировали 
распределение наблюдаемых и ожидаемых значений по-
парных нуклеотидных различий мтДНК в соответствии с 
моделями демографической (Rogers, Harpending, 1992) и 
пространственной экспансии (Ray et al., 2003). Взвешен-
ные (net distance) межгрупповые генетические дистанции 
с использованием двухпараметрической модели Кимуры 
(K2Р) (Kimura, 1980) рассчитывали в программе Mega 6.

Медианные сети гаплотипов были построены в про-
грамме Network 4.6.1 методом median-joining (Bandelt et 
al., 1999), далее их редактировали средствами стандарт-
ного пакета Paint.

Филогенетический анализ нуклеотидных последо­
вательностей методом Байеса MCMC проводили в 
MrBayes v3.2.6. (Ronquist, Huelsenbeck, 2003). 

Время расхождения оценивали в программе BEAST 
1.10.4 (Suchard et al., 2018) с помощью следующих ка­
либровок: 10.9 млн лет – для корневого узла расхождения 
Marmota и других видов Spermophilus (Yin et al., 2014), 
5 млн лет – время дивергенции между S. xanthoprymnus 
и S. сitellus + S. taurensis, 2.5 млн лет – между S. сitellus и 
S. taurensis (Gündüz et al., 2007). Данные анализировали 
c использованием некоррелированной логнормальной 
модели расслабленных молекулярных часов. Наиболее 
оптимальная модель нуклеотидных замен (HKY + I) была 
выбрана с помощью пакета программ MEGA 6. Длину 
марковских цепей (Markov Chain Monte Carlo, MCMC) 
устанавливали равной 100 млн поколений с отбором каж­
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Рис. 1. Карта происхождения материала Spermophilus pygmaeus на Северном Кавказе.
Западный Кавказ (Карачаево-Черкесская Республика): 1 – Учкулан, 2 – Хурзук, 3 – Хасаут (новые данные); Центральный Кавказ 
(Кабардино-Балкарская Республика): 4  – Джилы-Су, 5  – Эльбрус, 6  – Тырныауз, 7  – Актопрак, 8  – Безенги; Восточный Кавказ 
(Республика Дагестан): 9 – Львовский 13, 10 – Хумтоп, 11 – Кар-Кар, 12 – Зеленоморск (Темботова и др., 2024).



F.A. Tembotova, A.Kh. Amshokova 
M.S. Gudova

802 Вавиловский журнал генетики и селекции / Vavilov Journal of Genetics and Breeding • 2025 • 29 • 6

On the genetic structure and origin  
of Spermophilus pygmaeus in the North Caucasus 

Таблица 1. Характеристика исследованного материала S. pygmaeus восточной оконечности Западного Кавказа (КЧР)

Номер в базе  
Генбанк (гаплотип)

Образцы Место происхождения Координаты Идентичен гаплотипам из Генбанка

PV539552
3730Has

3730Has
137Has
3734Has
138Has

Окрестности с. Хасаут N 43.701667°,
E 42.512304°,
H = 1776 м над ур. м.

PV539556
3727Has

3727Has

PV539557
3733Has

3733Has

PV539558
3729Has

3729Has

PV539559
3728Has

3728Has

PV539560
141Has

141Has

PV539561
135Has

135Has

PV539579
3707Hurz

3707Hurz
3710Hurz

Окрестности аула Хурзук N 43.415534°,
E 42.162560°,
H = 1484 м над ур. м.PV539581

3653Hurz
3653Hurz

PV539562
3709Hurz

3709Hurz
3706Hurz 
3652Hurz 
3651Hurz 
3656Hurz 
3650Hurz 
3654Hurz 
3659Hurz
3713Uchk 
3712Uchk 
3715Uchk 
3711Uchk 
3716Uchk 
3714Uchk 
3661Uchk 
3663Uchk 
3665Uchk

Окрестности аула Учкулан N 43.455450°,
E 42.090520°,
H = 1367 м над ур. м.

PV539582
3660Uchk

3660Uchk

PV539583
3705Uchk

3705Uchk AF157904, OP588865–OP588868, 
OP588903, OP588904 

дого тысячного состояния и значением burn-in 10 %. Схо- 
димость параметров оценивали на основе достижения 
ESS (effective sample size) значений >200 с использова-
нием программного обеспечения Tracer 1.7 (Rambaut et 
al., 2018). Время расхождения узлов дендрограммы Sper­
mophilus рассчитано для шести вариантов нуклеотидных 
замен за миллион лет: 0.5, 0.9, 1.2, 2.4, 3.2 и 6.7 %.

Результаты
На основании анализа образцов тканей малого суслика 
восточной оконечности Западного Кавказа были получе-
ны 32 нуклеотидные последовательности фрагмента гена 
cyt b длиной 840 п. н. Все они загружены в базу данных 
GenBank под номерами PV539552–PV539583. Анализи-
руемые последовательности содержали 24 вариабельных 
сайта, из которых 14 были парсимониально-информатив-
ными. 

Результаты филогенетического анализа показали такую 
же топологию дерева (рис. 2), как и в предыдущих иссле-
дованиях, выполненных на данной группе и выявивших 
разделение S. pygmaeus на западную и восточную группы 
(Ermakov et al., 2023).

Ранее нами было показано обособленное положение 
центрально-кавказских (горных) и восточно-кавказских 
(равнинных) выборок на филогенетическом дереве (Тем-
ботова и др., 2024). Анализируемые в настоящей работе 
новые гаплотипы из Карачаево-Черкесской Республики 
распались на две гаплогруппы. Так, митотипы двух вы-
борок (Учкулан и Хурзук) из трех анализируемых попали 
в гаплогруппу B, образованную гаплотипами центрально-
кавказских зверьков. В отличие от других горных выборок, 
малые суслики из окрестности с.  Хасаут оказываются 
ближе к равнинным гаплотипам и формируют вместе с 
ними одну гаплогруппу А1. 
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Рис. 2. Байесовское филогенетическое дерево представителей рода Spermophilus, основанное на aнализе гена cyt b 
мтДНК (840 п. н.), по (Темботова и др., 2024), c дополнениями.
Числа в узлах ветвления – значения апостериорных вероятностей (больше 0.70), числа в квадратах – номера узлов. Желтым 
цветом выделены гаплотипы малого суслика Республики Дагестан, голубым – Карачаево-Черкесской Республики, розовым – 
Кабардино-Балкарской Республики.
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Медианная сеть гаплотипов также демонстрирует су­
ществующее распределение обнаруженных на террито­
рии Карачаево-Черкесской Республики гаплотипов на две 
основные гаплогруппы (рис. 3). Отдельную компактную 
гаплогруппу формируют митотипы из окрестности с. Ха-
саут. Во вторую гаплогруппу вошли митотипы малого 
суслика из Учкулана и Хурзука. Генетическая дистанция 
между двумя гаплогруппами составила 1.54 %.

Полученные 32 последовательности из Карачаево-
Черкесской Республики сформировали 12  гаплотипов, 
из которых девять были уникальными, а три описаны 
у 2–17  особей. Максимальное количество уникальных 
гаплотипов (60 %) отмечается в выборке из окрестностей 
с. Хасаут (см. табл. 1, рис. 3). Наиболее часто встречаю-
щийся митотип 3709Нurz отмечен у восьми особей из 
окрестностей аула Хурзук и девяти особей из окрестно­
стей аула Учкулан. Для 22 исследованных особей из Уч­
кулана и Хурзука описано всего пять гаплотипов, в том 
числе три уникальных. Возможно, утрата гаплотипов свя­
зана с общим снижением численности.

Для уточнения кластеризации анализируемых гапло-
типов была построена дополнительная медианная сеть 
(рис. 4) с включением в анализ ранее полученных нами 
(Темботова и др., 2024) и О.А. Ермаковым с коллегами 
(Ermakov et al., 2023) последовательностей малого сус-
лика.

Анализ медианной сети демонстрирует разделение га-
плотипов малого суслика на две группы: равнинную (А), 
которая в свою очередь подразделяется на три гаплогруп-
пы (А1, А2, А3), и горную (В). Как было показано ранее, 
выборка из окрестностей с. Хасаут кластеризуется вместе 
с митотипами из гаплогруппы A1. Сюда же попали и га-
плотипы 11Kar и 12Kar из Восточного Кавказа (Республи-
ка Дагестан, долина Кар-Кар 1). Генетическая дистанция 
между зверьками из долины Кар-Кар 1 и окрестностей 
с. Хасаут составила всего 0.36 %. Гаплотипы зверьков из 
Учкулана и Хурзука вместе с центрально-кавказскими 
выборками (с. Безенги, Актопракский перевал, окрест-

ности г. Тырныауз, ущелье Ирикчат, урочище Джилы-Су) 
сформировали отдельную гаплогруппу B. Наиболее часто 
встречающийся гаплотип 3709Hurz из Карачаево-Чер-
кесии отличается от гаплотипа 3743Bez, описанного у 
39 особей из разных географических точек Центрально­
го и Западного Кавказа, всего лишь на одну замену. Кро- 
ме того, важно отметить, что гаплотип 3705Uch оказался 
идентичным центрально-кавказскому гаплотипу 3743Bez. 
Гаплогруппа A2 образована гаплотипами только восточно-
кавказских животных. 

Анализ генетической изменчивости показал, что для 
выборок малого суслика из окрестностей аулов Учкулан и 
Хурзук характерны низкие значения гаплотипического (h) 
и нуклеотидного  (π) разнообразия (табл. 2). В выборке 
из окрестностей с.  Хасаут, напротив, наблюдаются от-
носительно высокие значения нуклеотидного и гаплоти-
пического разнообразия: 0.0028 и 0.867 соответственно. 
Учитывая, что данная выборка кластеризуется отдельно 
от остальных выборок из Карачаево-Черкесии, мы рас-
считали параметры генетической изменчивости популя-
ций только для двух объединенных выборок – Учкулан 
и Хурзук. В итоге для совокупной выборки (n = 22) гап­
лотипическое разнообразие составило 0.407 ± 0.128, нук­
леотидное – 0.0006 ± 0.0006. 

Значения тестов Таджимы (Tajima’s D) и Фу (Fu’s Fs) во 
всех трех выборках были отрицательными (см. табл. 2), 
а достоверными – в выборках Учкулан и Хасаут и в объ-
единенной выборке (Учкулан+Хурзук).

Из трех отмеченных гаплогрупп малого суслика (A1, 
A2 и B) в большей степени генетически обособленны-
ми оказываются A1 и B, между которыми генетическая 
дистанция составила 1.46 %. Почти такая же дистанция 
(1.41 %) получена между гаплогруппами А2 и В. И на-
конец, минимальное значение (0.74  %) получено при 
сравнении группировок A1 и A2. Касательно генетиче-
ских дистанций между тремя исследуемыми выборками 
из Карачаево-Черкесской Республики следует отметить, 
что при сравнении малого суслика из Учкулана и Хурзу-
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Рис.  3.  Медианная сеть гаплотипов мтДНК S.  pygmaeus, построенная на основе анализа участка cyt  b  
(алгоритм median-joining, Network 4.6.1).
Величина круга пропорциональна количеству идентичных гаплотипов. Гаплотипы, выявленные на территории 
Карачаево-Черкесской Республики: Hurz (окрестности аула Хурзук), выделены белым цветом, Uchk (окр. аула 
Учкулан) – серым, Has (окр. с. Хасаут) – сиреневым. Число поперечных штрихов на ветвях соответствует числу 
нуклеотидных замен, маркировкой “mv” обозначены гипотетические гаплотипы.
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ка ее значение равнялось нулю. А выборка из Хасаута в 
равной степени отличалась от группировок S. pygmaeus 
из Учкулана и Хурзука c дистанцией 1.53 %.

Генетические дистанции между географическими вы­
борками S.  pygmaeus Северного Кавказа приведены в 
табл. 3. Как видно, выборка из окрестностей с. Хасаут от­
личается от остальных центрально-кавказских выборок 
(Актопрак, Безенги, Ирикчат, Тырныауз, Джилы-Су) с 
дистанциями 1.5–1.7  %, тогда как от восточно-кавказ-
ских – с дистанциями 0.4–1.0 %. При сравнении двух за-

падно-кавказских выборок (Учкулан, Хурзук) с централь-
но-кавказскими эти значения составили всего 0–0.2  %, 
а при аналогичном сравнении с восточно-кавказскими 
выборками минимальная дистанция была равна 1.2 %, а 
максимальная – 1.7 %.

Анализ распределения частот парных нуклеотидных 
различий между гаплотипами (рис. 5) проведен также для 
двух выборок: из окрестностей с. Хасаут и для объеди­
ненной выборки Учкулан+Хурзук. В объединенной вы-
борке отмечается унимодальный характер распределения, 

Рис. 4. Медианная сеть гаплотипов мтДНК S. pygmaeus, построенная на основе анализа участка cyt b (алгоритм median-joining, 
Network 4.6.1).
Величина круга пропорциональна количеству идентичных гаплотипов. Выявленные гаплотипы: на территории Республики Дагестан:  
Kar (долина Кар-Кар) – коричневый цвет, Zelen (окр. с. Зеленоморск) – черный, Hum (окр. с. Хумтоп) – голубой, Lvov (окр. пос. Львов-
ский 13) – розовый; на территории Кабардино-Балкарской Республики: Tyr (окр. г. Тырныауз) – синий цвет, Bez (окр. с. Безенги) – желтый, 
Akto (Актопракский перевал)  – красный, Elb (окр. пос.  Эльбрус)  – оранжевый, Dzhi (урочище Джилы-Су)  – салатовый; на территории 
Карачаево-Черкесской Республики: Hurz (окр. аула Хурзук) – белый цвет, Uchk (окр. аула Учкулан) – серый, Has (окр. с. Хасаут) – сирене-
вый. Число поперечных штрихов на ветвях соответствует числу нуклеотидных замен, маркировкой “mv” обозначены гипотетические 
гаплотипы.

Таблица 2. Показатели гаплотипического (h) и нуклеотидного (π) разнообразия и значения тестов Таджимы и Фу  
для S. pygmaeus из Карачаево-Черкесской Республики

Географические группировки
(размер выборки)

N π ± S.E. h ± S.E. Tajima’s D Fu’s F

Хасаут (n = 10) 7 0.0028 ± 0.0019 0.867 ± 0.107 –1.765 –2.756

Хурзук (n = 11) 3 0.0006 ± 0.0006 0.473 ± 0.162 –0.778 –0.659

Учкулан (n = 11) 3 0.0004 ± 0.0005 0.346 ± 0.172 –1.430 –1.246

Для Spermophilus без Хасаута (n = 22) 5 0.0006 ± 0.0006 0.407 ± 0.128 –1.667 –2.662

Примечание. N – число гаплотипов; S.E. – стандартная ошибка. Статистически достоверные значения тестов выделены полужирным шрифтом.

4057Dzhi B

A

A2

A3A1

4059Dzhi

3728Has
141Has

3729Has
3727Has

135Has

22Lvov

23Lvov

19Lvov

25Lvov 27Lvov

68Hum

66Hum

16Zelen

20Lvov

3730Has

11Kar

12Kar

mv2

mv1

mv5
mv4

mv6

mv3

mv9

mv9

mv7

OP588852

OP588846
OP588850

OP588895 OP588847

OP588864

OP588858

OP588860

OP588863

OP588896

OP588859

OP588853

OP588848

OP588897OP588856

OP588854

OP588862

OP588861

3733Has

4058Dzhi
3744Bez

3743Bez

3702Tyr
3694Akto 3693Akto

3660Uchk3268Elb
3707Hurz

3709Hurz
3653Hurz

3255Akto



F.A. Tembotova, A.Kh. Amshokova 
M.S. Gudova

806 Вавиловский журнал генетики и селекции / Vavilov Journal of Genetics and Breeding • 2025 • 29 • 6

On the genetic structure and origin  
of Spermophilus pygmaeus in the North Caucasus 

близкий к ожиданиям для растущей популяции, что может 
указывать на недавнюю демографическую экспансию или 
пространственное расширение (менее 200 тыс. лет назад) 
после падения численности. Анализ распределения числа 
нуклеотидных замен в выборке из окрестностей с. Хасаут 

выявил мультимодальность, что, вероятно, говорит о на-
личии двух и более субпопуляций. 

Как отмечено ранее (Темботова и др., 2024), результа­
ты молекулярного датирования были получены на ос-
новании трех калибровочных точек: 10.9 млн лет – для 
корневого узла расхождения Marmota и других видов 
Spermophilus (Yin et al., 2014); 5 млн лет – время дивер-
генции между S. xanthoprymnus и S. сitellus + S. taurensis; 
2.5 млн лет – между S. сitellus и S.  taurensis (Gündüz et 
al., 2007). Включение в анализ дополнительных выборок 
из Карачаево-Черкесии не повлияло существенно на эти 
результаты, и возраст многих узлов остался практически 
прежним (табл. 4). 

Что касается выборок из Карачаево-Черкесской Ре-
спублики, эволюционный возраст группировки малого 
суслика из Хасаута вместе с некоторыми гаплотипами из 
Дагестана (11, 12, долина Кар-Кар, OP588895, OP588897, 
Сухокумск), а также Крыма, Харьковской, Волгоградской, 
Ростовской, Астраханской областей составил 369 тыс. лет 
(95  % HPD: 0.217–0.538 млн  лет) (узел 9) для модели, 
рассчитанной для частоты мутаций 0.5 % за миллион лет. 
Остальные гаплотипы зверьков из Карачаево-Черкесии 
(Учкулан, Хурзук) попали в кластер B, сформированный 
митотипами центрально-кавказских зверьков. Возраст 
данного кластера составил 182 тыс. лет (95 % HPD: 0.080– 
0.300 млн лет) (узел 11).

Обсуждение
На основании полученных 32 последовательностей было 
описано 12  гаплотипов, распределившихся по двум га-
плогруппам (А и В). Филогенетический анализ показал, 
что обнаруженные гаплотипы вошли в состав описанных 
нами ранее горной (центрально-кавказской) и равнинной 
(восточно-кавказской) группировок. Как видно из медиан-

Таблица 3. Генетические дистанции между географическими выборками S. pygmaeus Северного Кавказа  
(участок гена cyt b мтДНК)

Выборка 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

   1. Перевал Актопрак 0.004 0.000 0.000 0.001 0.001 0.000 0.004 0.004 0.004 0.004 0.004 0.000

   2. Окр. с. Хасаут 0.015 0.004 0.004 0.004 0.004 0.004 0.003 0.003 0.003 0.002 0.003 0.004

   3. Окр. с. Безенги 0.000 0.017 0.000 0.001 0.001 0.000 0.004 0.004 0.004 0.005 0.004 0.000

   4. Окр. пос. Эльбрус 0.000 0.017 0.000 0.001 0.001 0.000 0.004 0.004 0.004 0.005 0.004 0.000

   5. Окр. аула Хурзук 0.001 0.015 0.001 0.001 0.000 0.001 0.004 0.004 0.004 0.004 0.004 0.001

   6. Окр. аула Учкулан 0.001 0.015 0.001 0.001 0.000 0.001 0.004 0.004 0.004 0.004 0.004 0.001

   7. Ущ. Джилы-Су 0.000 0.017 0.000 0.000 0.002 0.001 0.004 0.004 0.004 0.005 0.004 0.000

   8. Окр. пос. Хумтоп 0.012 0.009 0.013 0.013 0.012 0.012 0.014 0.000 0.000 0.004 0.000 0.004

   9. Окр. пос. Львовский 13 0.014 0.008 0.015 0.015 0.014 0.014 0.015 0.000 0.001 0.004 0.001 0.004

10. Окр. с. Зеленоморск 0.015 0.010 0.017 0.017 0.015 0.015 0.017 0.000 0.001 0.004 0.000 0.004

11. Долина Кар-Кар 1 0.017 0.004 0.018 0.018 0.017 0.017 0.019 0.010 0.010 0.011 0.004 0.005

12. Долина Кар-Кар 2 0.016 0.010 0.017 0.017 0.016 0.016 0.017 0.000 0.001 0.000 0.011 0.004

13. Окр. г. Тырныауз 0.000 0.017 0.000 0.000 0.001 0.001 0.000 0.013 0.015 0.017 0.018 0.017

Примечание. Под диагональю приведены значения межгрупповых дистанций, над диагональю – соответствующие значения стандартной ошибки.

Рис. 5. Гистограммы распределения парных различий (mismatch dis-
tribution) S. pygmaeus окрестностей аулов Учкулан+Хурзук и окрест-
ностей с.  Хасаут (демографическая экспансия и пространственная 
экспансия). 
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ной сети гаплотипов, выборка из окрестностей с. Хасаут 
обособлена от других горных западно- и центрально-кав-
казких выборок и наиболее близка к восточно-кавказским 
равнинным выборкам малого суслика. Генетические ди­
станции, полученные при сравнении трех выборок из Ка-
рачаево-Черкесской Республики, подтверждают генетиче-
скую обособленность выборки из окрестностей с. Хасаут. 
Данная выборка отличается от двух других (Учкулан, 
Хурзук) с дистанцией 1.54 %. Таким образом, результаты 
проведенного исследования позволяют заключить, что  
на рассматриваемых территориях (Учкулан, Хурзук, Ха­
саут) вид S. pygmaeus не является гомогенным и представ-
лен двумя генетически различающимися группировка­
ми малого суслика. При этом одна из группировок ближе 
к восточно-кавказским (равнинным), а другая – к цент­
рально-кавказским (горным) выборкам. Селение Хасаут 
находится на левом берегу одноименной реки, чуть ниже 
впадения в нее р. Бермамыт, в 6 км от вершины Большой 
Бермамыт. Согласно данным А.И. Дятлова с коллегами 
(1980), в окрестностях горы Бермамыт горные малые 
суслики в нескольких местах (пять поселений) проникли 
севернее Скалистого хребта, чего не отмечается в другой 
части ареала. Это единственное место в зоне разрыва, где 
реки не образуют преград между популяциями в горах и 
на равнинах. 

Из трех изученных группировок S. pygmaeus из Карачае­
во-Черкесии низкими значениями показателей гаплоти­
пического (h = 0.346–0.473) и нуклеотидного (π = 0.0004– 
0.0006) разнообразия характеризуются выборки Учкулан и 
Хурзук (см. табл. 2). Аналогичные данные были получены 
ранее и для центрально-кавказских выборок (Кабардино-
Балкарская Республика) малого суслика, происходящих с 
высоты 1200–1500 м над ур. моря (Темботова и др., 2024). 

Низкое генетическое разнообразие в эльбрусской выбор- 
ке было выявлено также в работе (Ermakov et al., 2023): 
гаплотипическое разнообразие – 0.333 ± 0.215, нуклеотид-
ное – 0.03 %. Для сравнения отметим, что у группировок 

малого суслика с западной и восточной линии значения 
показателя гаплотипического разнообразия варьировали 
от 0.859 до 0.964, а уровень нуклеотидного разнообра- 
зия  π изменялся от 0.17 до 0.76  %, что в шесть раз и 
более выше, чем в эльбрусской выборке (Ermakov et al., 
2023). Таким образом, результаты как настоящего, так и 
предыдущего исследования показывают, что для боль-
шинства горных выборок малого суслика Западного и 
Центрального Кавказа (за исключением высокогорного 
ущелья Джилы-Су) характерен низкий уровень генети-
ческого разнообразия (Темботова и др., 2024). Низкие 
значения h и π могут быть следствием серьезного падения 
численности в течение длительного времени (эффект «бу­
тылочного горлышка») (Холодова, 2006; Абрамсон, 2007). 
Не исключено, что горные популяции малого суслика не-
однократно испытывали снижение численности. Низкое 
генетическое разнообразие может приводить к снижению 
адаптивных возможностей отдельных особей и популя-
ций и увеличивать риск их исчезновения (Gitzendanner, 
Soltis, 2000; Willi et al., 2006). В выборке из окрестностей 
с. Хасаут выявлены относительно высокие значения от-
меченных показателей. Так, гаплотипическое разнообра-
зие было почти в два, а нуклеотидное в пять раз и более 
выше, чем в остальных двух выборках (Учкулан, Хурзук) 
малого суслика. По уровню генетического разнообразия 
выборка из окрестностей с. Хасаут оказывается ближе к 
ранее изученным равнинным выборкам из южной окраи­
ны Прикаспийской низменности Восточного Кавказа, 
нежели к горным. Подобное соотношение показателей 
генетического разнообразия (высокие h и π) характерно 
не только для популяций, имеющих высокую численность 
на протяжении длительного времени, но и для сформиро-
вавшихся в результате объединения прежде изолирован-
ных и генетически неоднородных группировок (Rogers, 
Harpending, 1992).

Достоверно отрицательные значения теста Таджимы, 
наблюдаемые практически во всех выборках S. pygmaeus, 

Таблица 4. Время расхождения (млн лет) таксонов и отдельных кластеров Spermophilus  
с шестью вариантами скоростей эволюции

Номер узла на дереве Скорость эволюции

0.5 % 0.9 % 1.2 % 2.4 % 3.1 % 6.7 %

   1. Marmota / Spermophilus 8.479 7.625 7.351 6.491 6.244 5.532

   2. S. xanthoprymnus / S. taurensis+S. citellus 4.708 4.270 4.135 3.676 3.536 3.254

   3. S. taurensis / S. citellus 2.624 2.410 2.340 2.109 2.037 1.829

   4. S. pygmaeus 1 («восточная») / S. pygmaeus 2 («западная») группы 2.287 2.014 1.923 1.638 1.545 1.224

   5. S. pygmaeus 1 («восточная» группа) 0.349 0.309 0.295 0.252 0.240 0.194

   6. S. pygmaeus 2 («западная» группа) 0.735 0.646 0.617 0.526 0.498 0.400

   7. S. citellus 0.740 0.657 0.629 0.546 0.516 0.421

   8. S. xanthoprymnus 0.415 0.366 0.351 0.302 0.286 0.234

   9. S. pygmaeus (гаплогруппа А1) 0.369 0.325 0.310 0.266 0.252 0.203

10. S. pygmaeus (гаплогруппа А2) 0.262 0.230 0.221 0.189 0.179 0.146

11. S. pygmaeus (гаплогруппа В) 0.182 0.161 0.155 0.133 0.127 0.103

12. S. taurensis 0.108 0.096 0.092 0.081 0.077 0.063
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могут свидетельствовать о недавней популяционной экс-
пансии после снижения численности (эффект «бутылоч-
ного горлышка»).

Гистограммы показывают (см. рис. 5), что в выборке 
из окрестностей с. Хасаут распределение нуклеотидных 
различий носит мультимодальный характер, что не со-
ответствует ожидаемому распределению. Расхождения 
между ожидаемым и наблюдаемым распределением гово-
рят о высокой гетерогенности выборки. В объединенной 
выборке (Учкулан и Хурзук) две кривые показывают хо­
рошее совпадение и имеют унимодальный характер рас-
пределения (см. рис. 5).

Возраст так называемой равнинной группировки (га­
плогруппа A1), в которую вошли митотипы малого сус-
лика из Хасаута, составил менее 400  тыс.  лет. Возраст 
клады A2, представленной сусликами Восточного Кавка-
за, – менее 300 тыс. лет. Группа малых сусликов Западного 
(Учкулан, Хурзук) и Центрального Кавказа, образующих 
кладу  В, является филогенетически более молодой. Ее 
возраст менее 200 тыс. лет. Вычисленный возраст не про-
тиворечит данным и мнению других авторов, считавших, 
что предки современных горных сусликов в разное время 
проникали в высокогорье из равнинных районов (Цвирка, 
Кораблев, 2014). Учитывая высказывания многих ученых 
(Свириденко, 1927; Иофф, 1936; Варшавский, 1963) о том, 
что в новой истории ареала малого суслика приходится 
иметь дело не с первичным, а по существу с повторным 
расселением данного грызуна, можно предположить, что 
разный эволюционный возраст трех выявленных гапло-
групп S. pygmaeus связан с многоэтапным расселением 
малого суслика по исследуемой территории. 

Данные молекулярного датирования позволяют предпо-
лагать, что западная гаплогруппа малого суслика проникла 
сплошной полосой на Центральный, Восточный Кавказ и 
восточную оконечность Западного Кавказа через Ставро-
польскую возвышенность и Прикаспийскую низменность 
менее 400 тыс. лет назад.

Возможно, в результате первого этапа заселения малый 
суслик закрепился на восточной оконечности Западного 
Кавказа в районе Хасаута, а также на равнине и в пред-
горьях Кабардино-Балкарии, где до 1990 г. существовали 
стабильные популяции суслика (Темботов и др., 1969; 
Темботова, Кононенко, 2017), которые с конца ХХ в. не 
регистрируются в Кабардино-Балкарской Республике. 
Менее 200 тыс. лет назад в ходе расселения вид поднялся 
в горы на высоту 2000 м над ур. моря и выше по Баксан-
скому, Малкинскому и Черекскому ущельям. Видимо, 
по субальпийскому поясу он проник и на пограничные 
территории Карачаево-Черкесии, о чем свидетельствует 
один и тот же эволюционный возраст животных Западного 
(Учкулан, Хурзук) и Центрального Кавказа.

На Восточном Кавказе в процессе первой волны рас-
селения суслика с Русской равнины вид закрепился на 
севере Ногайской степи (Сухокумск) и южных окраинах 
Прикаспийской низменности (долина Кар-Кар). Очевид-
но, что проникновение в южные районы Прикаспийской 
низменности малого суслика происходило через всю При-
каспийскую низменность, исходя из чего можно ожидать, 
что митотипы вида на всей ее территории будут одного 
эволюционного возраста. Однако Каспий в геологическое 

время очень долго менял очертания, низменность регуляр-
но затапливалась, а затем освобождалась от воды, поэтому 
стабильной популяции здесь не существовало. Из изло-
женного следует предположение, что Прикаспийская низ-
менность в районах Хумтопа, Львовского и Зеленоморска 
уже повторно была заселена сусликом спустя 100 тыс. лет 
и более вероятно, что заселение шло с Русской равнины.

Заключение
На Северный Кавказ суслик проник из западной части 
обширного ареала, охватывающего равнину Восточной 
Европы, северного Крыма, Предкавказья и северных ча-
стей Средней Азии (Верещагин, 1959). Возраст западной 
гаплогруппы составляет около 800 тыс. лет. Распростране-
ние в северные части Средней Азии и на Северный Кавказ 
происходило, скорее всего, параллельно, так как возраст 
восточной гаплогруппы S. pygmaeus 1 и самый старший 
возраст гаплогрупп, появившихся на Северном Кавказе, 
имеют близкие значения: в пределах 350–400  тыс.  лет 
для S.  pygmaeus  1 и гаплогруппы  А1 (см. рис.  2). При 
этом на Северный Кавказ суслик  заселялся сплошной 
полосой на Центральный, Восточный Кавказ и восточную 
оконечность Западного Кавказа через Ставропольскую 
возвышенность и Прикаспийскую низменность.

В результате первой волны заселения малый суслик 
закрепился на Западном Кавказе в районе Хасаута, а на 
Центральном Кавказе – на равнине и в предгорьях Кабар-
дино-Балкарии, где до 1990 г. существовали стабильные 
популяции суслика (Темботов и др., 1969; Темботова, Ко­
ноненко, 2017), которые с конца ХХ в. не регистрируют-
ся. Отсутствие сплошного пояса лесов на Центральном 
Кавказе, в частности в Кабардино-Балкарии, позволило 
позже, менее 200 тыс. лет назад, проникнуть S. pygmaeus 
в горы по трем ущельям: Черекскому, Баксанскому и Мал­
кинскому. Более вероятно, что в субальпику Западного 
Кавказа (Хурзука и Учкулана) вид расселялся уже с Цен-
трального Кавказа. 

Популяция в Хасауте, по-видимому, является генети-
ческим изолятом, что подтверждается генетическими 
дистанциями (в пределах 1.54–1.69  %) (см. табл.  3) с 
животными из соседних районов Карачаево-Черкесии 
(Учкулан, Хурзук) и Кабардино-Балкарии (Безенги, Акто-
прак, Джилы-Су, Ирикчат, Тырныауз), однако необходимы 
дальнейшие исследования.

Первая волна расселения суслика на Восточном Кавказе 
(в Дагестане) сохранилась до наших дней на севере Но-
гайской степи в районе Сухокумска и на юге Прикаспий-
ской низменности в долине Кар-Кар 1, что подтверждает 
эволюционный возраст гаплогруппы А1. Более молодой 
возраст гаплогруппы A2 (менее 300 тыс. лет), также про-
исходящей с Восточного Кавказа (Хумтоп, Зеленоморск, 
Львовский 13, Кар-Кар 2), возможно, обусловлен повтор-
ным заселением Прикаспийской низменности, регуляр­
но затапливаемой водами Каспия в историческое время.  
Об этом свидетельствует и генетическая дистанция (0.76–
1.1 %, см. табл. 3) между животными из долины Кар-Кар 1 
и центральных районов Прикаспийской низменности 
(Хумтоп, Зеленоморск, Львовский 13). Это дает основание 
считать, что заселение, видимо, шло с Русской равнины 
и между популяциями существует слабый поток генов, 
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что, вероятно, связано как с малой подвижностью вида, 
сезонными перемещениями его молодняка на небольшие 
расстояния, не превышающие 5 км (Наумов, 2010), так и 
с низкой численностью.

Касательно таксономического статуса кавказского гор­
ного суслика, считаем преждевременным делать какие-
либо выводы, поскольку не все территории Кавказа были 
охвачены исследованиями. Тем не менее результаты, полу-
ченные как в настоящей работе, так и ранее (Темботова 
и др., 2024), позволяют предположить, что генетические 
дистанции (1.33–1.67 %) между равнинными и горными 
выборками малого суслика Северного Кавказа соответ-
ствуют только уровню внутривидовых различий, согласно 
градации, приводимой для рода Spermophillus по (Baker, 
Brandley, 2006). Здесь можно согласиться с мнением 
Н.Н. Воронцова и Е.А. Ляпуновой (1969), сделанным на 
основании кариологического анализа, что S. musicus яв-
ляется дериватом S. pygmaeus. Согласно данным (Цвирка, 
Кораблев, 2014), значительные преобразования кариотипа 
горного суслика происходили уже после заселения им 
горных районов. С течением времени возникшие признаки 
закрепились и привели к устойчивой изоляции горного 
кавказского суслика от равнинных популяций малого. На-
блюдаемая нами у вида S. pygmaeus в условиях Северного 
Кавказа генетическая дифференциация и структурирован-
ность, возможно, обусловлены также географической изо- 
ляцией равнинных и горных популяций, вызвавшей воз-
никновение локальных адаптаций к условиям обитания в 
результате сокращения численности и фрагментации ареа­
ла, что наблюдается и в настоящее время.
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Метаболические эффекты трегалозы  
у мышей линии С57BL/6 с ожирением, вызванным  
диетой с высоким содержанием углеводов и жиров 
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Аннотация. Показано, что способность трегалозы улучшать метаболические показатели у животных с экспе-
риментальным ожирением зависит от модели ожирения. У мышей линии db/db она снижает вес тела, уровни 
инсулина, глюкозы и холестерина в крови. У мышей с ожирением, вызванным потреблением высокожировой 
диеты, она не влияет на вес тела, но снижает уровень инсулина в крови, компенсаторно усиливая экспрессию 
генов инсулиновой сигнализации. Нами предпринято исследование действия трегалозы на вес и метаболи-
ческие показатели у мышей линии C57BL/6 с избыточным весом, вызванным диетой с повышенным содержа-
нием жиров и углеводов – «диетой кафетерия». Диета кафетерия включала свободный доступ на протяжении 
18 недель к воде, стандартному корму, жирной пище (салу) и углеводам (сдобному печенью). Все мыши были 
рандомно разделены на четыре группы, содержавшиеся в разных условиях в течение 4 недель: 1) питье воды; 
2) питье 3 % трегалозы; 3) диета кафетерия и питье воды; 4) диета кафетерия и питье 3 % трегалозы. Исследова-
ли изменения массы тела, потребление корма, жидкости, пищевых калорий, биохимические показатели крови 
(уровень глюкозы, триглицеридов, холестерина, ЛПВП, АЛТ, креатинина), экспрессию генов углеводного обме-
на (Slc2a2, Insr) и аутофагии (Atg8, Becn1, Park2) в печени. Модель ожирения с помощью диеты кафетерия сопро-
вождалась признаками метаболического синдрома, поскольку у этих мышей были повышены: масса тела (на 
25 %), количество потребленных калорий (на 20 %), уровни в крови глюкозы (на 35 %), холестерина (на 66 %), 
триглицеридов (на 23 %). На контрольных мышей трегалоза действовала слабо, вызывая лишь снижение по-
требления стандартного корма и повышение потребления пищевых калорий на величину калорийности самой 
трегалозы. У мышей с ожирением трегалоза повышала общее число потребленных калорий и потребление 
печенья, но существенно не влияла на массу тела, метаболические показатели крови и экспрессию в печени ге-
нов, регулирующих транспорт глюкозы (Slc2a2), чувствительность к инсулину (Insr) и процессы аутофагии (Atg8, 
Becn1, Park2). Поскольку диета кафетерия является наиболее адекватной моделью формирования ожирения у 
людей, полученные нами результаты ставят под сомнение возможность использования трегалозы для коррек-
ции моделируемого ожирения у людей.
Ключевые слова: мыши С57BL/6; углеводножировая диета; диета кафетерия; ожирение; трегалоза; аутофагия; 
ПЦР; глюкоза; триглицериды; холестерин
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Abstract. The ability of trehalose to improve metabolic parameters in mice with experimental obesity has been 
shown to depend on the type of obesity model. In db/db mice, it reduced body weight, insulin, blood glucose, and 
cholesterol levels. In mice with obesity induced by high-fat dietary intake, it had no effect on body weight but re-
duced blood insulin levels with compensatory upregulation of insulin signaling gene expression. We studied the 
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effect of trehalose on overweight and metabolic parameters in C57BL/6 inbred mice with obesity induced by a high 
carbohydrate-fat diet, the “cafeteria diet”. The cafeteria diet consisted of free access to water, standard chow, fatty 
foods (lard), and carbohydrates (biscuits) for 18 weeks. All mice were then randomly divided into four groups for four 
weeks of treatment: (1) water drinking, (2) drinking 3 % trehalose, (3) cafeteria diet and drinking water, (4) cafeteria 
diet and drinking 3 % trehalose. Alterations in body mass, food intake, fluid intake, dietary calories, blood biochemi-
cal parameters (glucose, triglyceride, cholesterol, HDL, ALT, creatinine levels), expression of carbohydrate metabolism 
(Slc2a2, Insr) and autophagy (Atg8, Becn1, Park2) genes in the liver were studied. The cafeteria diet obesity model was 
accompanied by some signs of metabolic syndrome as it induced an increase in body weight (by 25 %), calorie intake 
(by 25 %), blood levels of glucose (by 35 %), cholesterol (by 66 %), and triglycerides (by 23 %) in mice. Trehalose had 
little effect on control mice, causing a decrease in standard food intake and an increase in dietary caloric intake by the 
number of calories from trehalose itself. In obese mice, trehalose increased total caloric intake and biscuit consump-
tion but had no substantial effect on body weight gain, blood metabolic parameters, or expression of liver genes 
regulating glucose transport (Slc2a2), insulin sensitivity (Insr), and autophagy processes (Atg8, Becn1, Park2). Since the 
cafeteria diet is the most adequate model of alimentary obesity development in humans, our results question the use 
of trehalose to correct the dietary type of obesity in humans. 
Key words: C57BL/6 mice; carbohydrate-fat diet; cafeteria diet; obesity; trehalose; autophagy; qPCR; glucose; trigly
cerides; cholesterol
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Введение
Трегалоза (ТР) обладает множественными терапевтиче-
скими свойствами, главными из которых, по-видимому, 
являются шапероноподобное действие и активация ауто-
фагии, особенно важная для нейропротекции (Hossein
pour-Moghaddam et al., 2018; Pupyshev et al., 2022b). 
Другие полезные свойства включают позитивное влияние 
на клеточный метаболизм, углеводный и липидный обмен 
(Arai et al., 2019; Yaribeygi et al., 2019; Kobayashi et al., 
2021), при этом известно, что диабет, ожирение и нейро-
дегенерация тесно связаны между собой (Pugazhenthi et 
al., 2017). Полагают, торможение нейродегенерации тре-
галозой осуществляется посредством активации mTOR-
независимой аутофагии (Sarkar, 2013; Tamargo-Gómez, 
Mariño, 2018).

Вместе с тем ТР существенным образом влияет на угле
водный обмен, так как может снижать уровень глюкозы 
в крови и резистентность к инсулину (Zhang et al., 2018; 
Zhang, DeBosch, 2019; Korolenko et al., 2021). Она пози
тивно влияет на жировой обмен: снижает уровень тригли-
церидов в печени и крови (Stachowicz et al., 2019; Zhang, 
DeBosch, 2019; Korolenko et al., 2021) и в конечном счете 
препятствует развитию стеатоза, зависящему от активно
сти аутофагии (Zhang et al., 2018; Ren et al., 2019; Su et 
al., 2025). Нормализующее действие на липидный обмен 
ТР оказывает частично посредством влияния на освобож- 
дение адипонектина, способствующего сжиганию жиров 
(Arai et al., 2013; Mizote et al., 2016), на снижение секреции 
желудочного ингибирующего полипептида GIP, способ-
ствующего ожирению (Yoshizane et al., 2017), на экспрес-
сию липоксигеназы ALOXE3 и аргиназы 2, повышающих 
энергопотребление (Higgins et al., 2018; Zhang et al., 2019). 

На модели ожирения, вызванного высокожировой дие
той (HFD), ТР снижает гипертрофию брыжеечного и па-
хового жира и прирост бурого жира (Arai et al., 2019), что 
сопровождается повышением термогенеза как у мышей 
линии C57BL/6, так и у генетической модели диабетиче-
ского ожирения мышей линии ob/ob (Zhang et al., 2018). 
При этом в последнем случае результат зависел от актив-

ности медиаторов AMPK, TFEB и белка UCP1, но не от 
аутофагии (Zhang et al., 2018; Rusmini et al., 2019). В целом 
данные по влиянию ТР на избыточный вес организма до-
статочно противоречивы (Arai et al., 2010, 2019; Liu et al., 
2013; Sahebkar et al., 2019; Korolenko et al., 2021). У одних 
авторов для мышей, содержавшихся на высокожировой 
диете, 8-недельное потребление 2 % ТР вызывало лишь 
тенденцию снижения массы общего висцерального жира 
(не более 5 %) и существенно не влило на вес мышей (Arai 
et al., 2013; Liu et al., 2013). Согласно другим данным 
(Korolenko et al., 2021), у мышей линии db/db (моногенная 
модель диабетического ожирения) трехнедельное скарм-
ливание 2 % ТР вызывало заметное снижение веса (более 
10  %) и оказывало общее терапевтическое действие, в 
частности снижало уровни холестерина, триглицеридов 
и глюкозы плазмы крови.

Остается неясным, в какой мере жиропонижающий 
эффект ТР зависит от характера диеты или от мутаций, 
вызывающих ожирение. В своей работе мы принимали 
во внимание, что у мышей развитие алиментарных форм 
ожирения может быть вызвано потреблением как высоко-
жировой пищи (HFD), так и комбинированного корма с 
повышенным содержанием и жиров, и углеводов (угле-
водножировая диета, «диета кафетерия», ДКаф), что чаще 
встречается в человеческой популяции.

В связи с этим нами была поставлена задача на мышах 
линии C57BL/6 с ожирением, обусловленным содержани-
ем животных на углеводножировой диете (ДКаф), оценить 
влияние алиментарного потребления ТР на основные 
метаболические показатели (вес тела, потребление пищи, 
калорий и воды). Исследовали также биохимический и ли-
пидный спектр плазмы крови и аутофагию, оцениваемую 
по экспрессии генов аутофагии в печени. 

Материалы и методы
Моделирование ожирения. Все манипуляции с живот-
ными, проведенные в ходе исследования, соответствовали 
этическим стандартам, утвержденным правовыми актами 
РФ, принципам Базельской декларации и рекомендаци
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Trehalose does not attenuate carbohydrate-fat 
diet-induced obesity in C57BL/6 mice

ям независимой биоэтической комиссии ИЦиГ СО РАН 
(протокол № 76 от 07.04.2021). Эксперименты проводи
лись на самцах мышей линии C57BL/6 конвенциональ-
ного вивария Института цитологии и генетики СО РАН, 
Новосибирск.

Животных в возрасте трех месяцев рассаживали по 
одному в клетку при световом режиме 12 ч свет : 12 ч тем-
нота, температуре 22–24 °С и свободном доступе к воде 
и гранулированному корму (ЗАО «Ассортимент-Агро»). 
Через 2 недели животных либо оставляли на стандартном 
корме (n = 22), либо переводили на диету с высоким содер-
жанием жиров и углеводов (ДКаф) (n = 19), состоящую из 
несоленого свиного сала, сдобного печенья и стандартного 
гранулированного корма для лабораторных животных в 
свободном доступе. В течение 18 недель ДКаф вызывает 
развитие ожирения у данных мышей (Makarova et al., 
2013). Она наиболее приближена по составу к ежедневно-
му рациону современного человека, кроме того, позволяет 
оценить потребление различных компонентов диеты. 

Спустя 18 недель после содержания на ДКаф живот-
ных делили на четыре группы (рис. 1): 1) потребление 
стандартного корма и воды (n = 11); 2) потребление стан-
дартного корма и 3 % раствора ТР (Pupyshev et al., 2024) 
(n = 11); 3) содержание на ДКаф и воде (n = 9); 4) содер-
жание на ДКаф и 3 % растворе ТР (n = 10). В ходе всего 
эксперимента у мышей еженедельно оценивали массу тела, 
три раза в неделю – потребление пищи.

Биохимия крови. Через 4 недели потребления трега
лозы животных выводили из эксперимента, брали кровь и 
пробы печени. Забор крови, подготовка и хранение сыво-
ротки крови выполнялись как описано ранее (Goncharova 
et al., 2016). В сыворотке крови с помощью биохимиче
ского анализатора AU 680 (Beckman Сoulter, США) опре
деляли метаболические показатели АЛТ, креатинин, глю-
козу, триглицериды, холестерин, липопротеины высокой 
плотности (ЛПВП).

Анализ экспрессии генов. Методом ПЦР в реальном 
времени оценивали относительный уровень экспрессии 
генов печени, участвующих в регуляции углеводного 
обмена (Insr, кодирующего рецептор инсулина; Slc2a2, 
кодирующего транспортер глюкозы 2-го типа GLUT2) и 
активности аутофагии (Atg8, кодирующего белок ауто
фагии LC3-II; Becn1, кодирующего белок Beclin 1; Park2, 
кодирующего белок Parkin), а также референсных генов 
Hprt1, B2m, Ppia. 

Тотальную РНК выделяли из образцов печени с помо-
щью набора ExtractRNA («Евроген», Москва, Россия) в со-
ответствии с инструкциями производителя. Синтез кДНК 
первой нити проводили с набором реактивов MMLV RT kit 
(«Евроген») в соответствии с протоколом производителя 
(https://evrogen.ru/products/cdna/synthesis/mmlv). Полу-
ченные образцы кДНК анализировали с помощью qPCR 
на термоциклере LightCycler-480 II (Roche, Швейцария) 
с использованием набора реагентов BioMaster HS-qPCR 
SYBR Blue (2×) («Биолабмикс», Новосибирск, Россия), с 
добавлением прямых (F) и обратных (R) праймеров (по 
150 нМ каждый). Использовали праймеры для целевых 
генов Atg8 (FW: 5′-AAA GAG TGG AAG ATG TCC GGC-3′ 
и REV: 5′-ACC AGG AAC TTG GTC TTG TCC-3′), Becn1 
(FW: 5′-GAA CTC ACA GCT CCA TTA CTT A-3′ и REV: 
5′-ATC TTC GAG AGA CAC CAT CC-3′), Insr (FW: 5′-ATC 
CTC GAA GGT GAG AAG AC-3′ и REV: 5′-TGA TAC CAG 
AGC ATA GGA GC-3′), Park2 (FW: 5′-GGT CCA GTT AAA 
CCC ACC TAC-3′ и REV: 5′-TTA AGA CAT CGT CCC AGC 
AAG-3′), Slc2a2 (FW: 5′-GGCTAATTTCAGGACTGGTT-3′ 
и REV: 5′-TTTCTTTGCCCTGACTTCCT-3′) и генов срав-
нения B2m (FW: 5′-GTC TTT CTA TAT CCT GGC TCA-3′ и 
REV: 5′-ATG CTT GAT CAC ATG TCT CG-3′), Hprt1 (FW: 
5′-TAC CTA ATC ATT ATG CCG AGG A-3′ и REV: 5′-GGT 
CAG CAA AGA ACT TAT AGC C-3′), Ppia (FW: 5′-AAA 
GTT CCA AAG ACA GCA GAA AA-3′ и REV: 5′-GCC AGG 
ACC TGT ATG CTT TAG-3′). Относительную концентра-
цию тестируемой кДНК определяли с использованием 
программного обеспечения LightCycler 480 (выпуск 1.5.1) 
и калибровочных кривых.

Статистическая обработка. Данные анализировали 
в программе STATISTICA 10.0 (StatSoft, TIBCO Software 
Inc., Пало-Альто, Калифорния, США). Применяли дис-
криминантный анализ. Результаты выражали как среднее 
значение ± стандартная ошибка среднего. Для сравнения 
выборочных средних использовали двусторонний крите-
рий Стьюдента (t-test). Статистически значимый уровень 
различий определяли как p < 0.05 (двусторонний).

Результаты

Моделирование диабетического ожирения
До начала потребления 3 % раствора ТР (18 недель содер
жания на ДКаф) мыши из 1-й и 2-й групп сравнения, так 
же как и животные с ожирением из 3-й и 4-й групп, не 

 • Оценка метаболических 
параметров крови

 • Оценка экспрессии генов 
в печени

Оценка массы тела,  
потребления пищи и жидкости

1) ст

2) ст + ТР

3) ДКаф

4) ДКаф + ТР

ТР
ДКаф

1) ст

2) ст

3) ДКаф

4) ДКаф

0 18 нед. 22 нед.

♂ ♂
C57BL

Рис. 1. Схема эксперимента.
Здесь и далее: ст (Ст) – стандартная лабораторная диета; ДКаф – диета кафетерия; ТР – трегалоза.
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различались по массе тела, потреблению пищи и вкусовым 
предпочтениям (рис. 2, см. таблицу).

У мышей, содержавшихся на ДКаф в течение 18 недель, 
формировалась избыточная масса тела (ожирение): масса 
тела возрастала на 25 % (p < 0.001), потребление энергии 
калорий – на 20 % (p < 0.001), а потребление воды, на-
против, было снижено на 40 % по сравнению с мышами 
контрольной группы (p < 0.001) (см. рис. 2).

У животных, содержавшихся на ДКаф, показатель фор-
мирования гипергликемии – уровень глюкозы в крови – 
увеличился на 35 % (см. ниже). Это отличается от эффекта 
ДКаф в других исследованиях, где уровень глюкозы в кро- 
ви возрастал более существенно (Рarafati et al., 2015), или 
у генетических моделей ожирения мышей ob/ob и db/ db 
(Pelletier et al., 2020; Korolenko et al., 2021). В нашем экс
перименте рост избыточного веса не сопровождался фор
мированием высокой гипергликемии.

Влияние ТР на показатели метаболизма у мышей, 
содержавшихся на сбалансированной диете
Потребление 3 % раствора ТР в течение 4 недель у кон-
трольных мышей не влияло на массу тела животных 
(рис. 3). Такие мыши съедали меньше корма ( p < 0.05), 
при этом у них наблюдали тенденцию роста потребления 
жидкости на 10 % (рис. 4). С учетом калорийности ТР в 
питье суммарное потребление килокалорий у контроль-

Масса тела, потребление воды, общее потребление энергии и компонентов диеты мышами четырех групп сравнения

Показатель Группа 1 
Ст (n = 11)

Группа 2 
Ст + ТР (n = 11)

Группа 3 
ДКаф (n = 9)

Группа 4
ДКаф + ТР (n = 10)

Масса тела, г 27.2 ± 0.4 27.3 ± 0.3 33.4 ± 1.0 33.6 ± 1.3

Калорийность питания, ккал 13.4 ± 0.4 13.3 ± 0.5 15.8 ± 0.3 15.9 ± 0.2

Стандартный корм, г    4.5 ± 0.1    4.4 ± 0.2    1.1 ± 0.1    1.3 ± 0.1

Сало, г    –    –    1.0 ± 0.1    0.9 ± 0.1

Печенье, г    –    –    1.1 ± 0.1    1.1 ± 0.1

Вода, мл    5.6 ± 0.2    5.1 ± 0.3    3.3 ± 0.1    3.4 ± 0.1

Примечание. Мыши 1-й и 2-й  групп содержались на стандартной диете (Cт), мыши 3-й и 4-й групп содержались на диете кафетерия (ДКаф) в течение 
18 недель до начала потребления 2-й и 4-й группами 3 % раствора трегалозы (ТР). В скобках указано число животных. Потребление компонент приведе-
но в расчете на 1 день. Результаты выражены как M ± m.

Рис. 2. Масса тела, потребление воды, общее потребление энергии 
мышами, содержащимися на стандартной диете (n = 22) и диете кафе-
терия (n = 19) в течение 18 недель до начала предоставления им 3 % 
раствора трегалозы.

*** p < 0.001 по сравнению с группой, потреблявшей стандартный корм 
и воду.

Рис. 3. Масса тела и суммарное потребление энергии у мышей, со-
держащихся на стандартной диете и диете кафетерия, за 4  недели, 
в течение которых животные потребляли воду или 3 % раствор тре-
галозы.
Голубым цветом показано количество килокалорий, полученных с питьем 
3 % раствора трегалозы.
*** p < 0.001 по сравнению с группой, потреблявшей стандартный корм 
и воду; &&& p < 0.001 по сравнению с группой, потреблявшей ДКаф и воду 
(t-test). 

Рис. 4. Суммарное потребление жидкости и различных компонентов 
корма мышами, содержащимися на стандартной диете и диете кафе-
терия, за 4 недели, в течение которых животные потребляли воду или 
3 % раствор трегалозы.

* p < 0.05, *** p < 0.001 по сравнению с группой, потреблявшей стандарт-
ный корм и воду; & p < 0.05 по сравнению с группой, потреблявшей ДКаф 
и воду (t-test).
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ных мышей, пьющих 3 % раствор ТР, было более чем на 
30 % выше, чем у контрольных животных, содержавшихся 
на воде ( p < 0.001) (см. рис. 3).

Влияние ТР на показатели метаболизма у мышей, 
содержавшихся на диете кафетерия
Вопреки нашим ожиданиям, масса тела мышей, содер-
жавшихся на ДКаф, под действием ТР не изменялась (см. 
рис.  3). На потребление мышами стандартного корма, 
жидкости или сала ТР также оказывала слабый эффект, но 
повышала потребление углеводной компоненты, сдобного 
печенья (см. рис. 4). На фоне неизменной массы тела у 
таких животных ТР достоверно, на 18 %, увеличивала ко-
личество потребляемых калорий (с учетом калорийности 
самой ТР) (см. рис. 3).

В отношении метаболических показателей крови ТР 
не вызывала существенных изменений у мышей, содер-
жавшихся на ДКаф, и контрольной группы мышей, кроме 
заметной тенденции ( p < 0.07) роста уровня глюкозы в 
крови (рис. 5). Само содержание мышей на ДКаф в опре-
деленной мере влияло на общий метаболизм, повышая 
уровень глюкозы ( p < 0.01), триглицеридов ( p < 0.05) и 
особенно холестерина крови ( p < 0.001), т. е. регистри-
ровалось изменением углеводного и липидного обмена. 

Влияние ТР на транскрипцию генов  
углеводного обмена и аутофагии у мышей, 
содержавшихся на диете кафетерия
Ни содержание мышей на ДКаф, ни потребление ТР не 
влияло на экспрессию в печени генов, регулирующих 
захват глюкозы из крови (Slc2a2, Insr) или связанных с 
активностью аутофагии (Atg8, Becn1, Park2) (рис. 6).

Обсуждение
Содержание мышей на ДКаф в течение 18 недель сопро-
вождалось ростом потребления калорий (на 20 %) и, как 
следствие, формированием избыточной массы тела (на 
25 %), позволявшим исследовать нормализующий эффект 
ТР, выявленный в более ранних работах на мышах db/db 
(Korolenko et al., 2021). Трегалоза, являясь энергетическим 
субстратом (Sato et al., 1999), повышала потребление энер-
гии калорий как у контрольных мышей, так и у мышей, 
получавших ДКаф. Важно, что в обеих группах рост по-
требления калорий, связанный в основном с приемом ТР, 
не приводил к увеличению массы тела (см. рис. 3). То есть 
применение ТР стимулирует расходование энергии кало-
рий без влияния на массу тела. В определенной мере это 
соответствует данным литературы, которые показывают 
способность ТР при продолжительном приеме стимули-
ровать расходование калорий в процессах термогенеза и 
сжигания бурого жира у мышей линии C57BL/6 как на 
стандартной, так и на высокожировой диете (Arai et al., 
2013, 2019) и у мышей ob/ob с диабетическим ожирением 
(Zhang et al., 2018). 

Другой вариант реагирования состоит в том, что али-
ментарно принимаемая ТР способна вызывать в основном 
клеточное голодание, сопровождающееся активацией ци
топротективной аутофагии (DeBosch et al., 2016; Mayer et 
al., 2016; Zhang, DeBosch, 2019). Механизм связывают с 
ингибированием трансмембранного транспортера глюко-
зы GLUT8, вызывавшим в клетках печени энергетическую 
недостаточность, ведущую к активации аденозин-моно-
фосфат-зависимой киназы AMPK и ее плейотропному 
метаболическому эффекту, включающему торможение 
биосинтеза, энергопотребления и активацию аутофагии. 

Рис. 5. Биохимические параметры крови у мышей, содержащихся на стандартной диете и диете кафете-
рия и получавших в течение 4 недель воду или 3 % раствор трегалозы.
* p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001 по сравнению с группой, потреблявшей стандартный корм и воду.
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По-видимому, в наших условиях ТР теряет свою способ-
ность моделировать эффект голодания (Zhang, DeBosch, 
2019), приводящий к активации аутофагии. Ослабление 
регуляторных свойств ТР здесь согласуется с отсутствием 
ее влияния на транскрипцию генов аутофагии, реагирую-
щих на ТР повышением в других наших исследованиях 
(Pupyshev et al., 2022a). Причина ослабления регулятор-
ных свойств ТР у мышей линии C57BL/6 пока остается 
неясной. Скорее всего, подобное переключение эффекта 
ТР не зависит от диеты, поскольку результат действия 
ТР был практически одинаковым как у контрольных, так 
и у мышей, содержавшихся на ДКаф. Возможно, в дан-
ном случае (3 % трегалоза, 28 сут) происходит какое-то 
ускользание трегалозы от количественного энергетиче-
ского расщепления, описанного ранее (Sato et al., 1999), и 
тогда противоречие между ростом потребляемых калорий 
и отсутствием привеса сглаживается. 

Потеря регуляторных свойств ТР у мышей в настоя-
щем исследовании не согласуется с эффектами ТР, вы-
явленными на мышах db/db с диабетическим ожирением 
(Korolenko et al., 2021). На этих мышей трегалоза действо-
вала снижением более чем на 10 % массы тела, уровня 
глюкозы крови и общим восстановительным эффектом 
по снижению уровня холестерина и триглицеридов кро-
ви. Однако в исследовании на кроликах (Sahebkar et al., 
2019), как и в нашем эксперименте, также выявлено слабое 
влияние ТР на спектр липидов крови.

При наличии сходства нашей модели ожирения у мы-
шей на ДКаф с типичным формированием ожирения у 
человека полученные результаты ставят под сомнение воз
можность использования трегалозы для коррекции этого 
самого популярного вида ожирения у людей. В то же время 
наши результаты не отвергают возможность лечения тре-
галозой пациентов с выраженным ожирением, поскольку 
подобное лечение было удачным для мышей с примерно 
50 % избыточной массой тела (Korolenko et al., 2021). 

Заключение
Основываясь на известном эффекте ТР по имитации го-
лодания (индукции аутофагии) и снижения избыточной 
массы тела у мышей db/db, проведено исследование ее 
действия на мышей С57ВL/6, содержавшихся на углевод-
ножировой диете (ДКаф), свойственной для формирова-

ния ожирения у человека. У контрольной группы и мышей 
с 25 % ожирением нашли, что под действием ТР (3 % рас-
твор в питье, 28 сут) существенно возрастало количество 
потребленных калорий, но этот рост энергопотребления 
не сопровождался увеличением массы тела мышей. Рост 
потребления калорий, по-видимому, расходовался на по-
вышение процессов термогенеза и сжигание бурого жира 
(Arai et al., 2013, 2019). Трегалоза вызывала лишь тенден-
цию увеличения значений метаболических показателей 
крови (уровней глюкозы, холестерина, триглицеридов, 
ЛПВП) и слабо влияла на экспрессию генов, регулирую-
щих углеводный обмен (Slc2a2, Insr), и генов аутофагии 
(Atg8, Becn1, Park2). В настоящем исследовании ТР не 
проявила способности к ослаблению диабета и ожирения, 
вызванных диетой кафетерия, у мышей, содержавшихся 
на ДКаф, и не показала полезных свойств для возможной 
коррекции распространенного диетогенного ожирения у 
человека.
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Аннотация. Геномные исследования последних лет выявили ассоциацию гена RAB29 с болезнью Паркин-
сона (БП). Белок Rab29, кодируемый геном RAB29, – один из регуляторов богатой лейциновыми повторами 
киназы 2 (LRRK2). Мутации в гене LRRK2 ассоциированы с увеличением киназной активности LRRK2 и приво-
дят к развитию аутосомно-доминантных форм БП. Недавно показано, что изменение киназной активности 
LRRK2 может быть связано с изменением активности лизосомных гидролаз и концентрации лизосфинголи-
пидов. Цель данного исследования заключалась в оценке ассоциации rs823144 в промоторе гена RAB29 с 
БП с экспрессией гена RAB29, активностью лизосомных гидролаз и концентрацией лизосфинголипидов в 
крови при БП. В ходе исследования проведены скрининг варианта rs823144 гена RAB29 в группе пациентов 
с БП (N = 903) и в контроле (N = 618) с использованием методов массового параллельного секвенирования 
и полимеразная цепная реакция (ПЦР) с последующим рестрикционным анализом. Экспрессия гена RAB29 
оценивалась в мононуклеарах периферической крови методом ПЦР в режиме реального времени. Актив-
ности лизосомных гидролаз (глюкоцереброзидаза (GCase), альфа-галактозидаза (GLA), кислая сфингомие-
линаза (ASMase), галактозилцереброзидаза (GALC)) и концентрации лизосфинголипидов (глоботриаозил
сфингозин (LysoGb3), сфингомиелин (LysoSM), гексозилсфингозин (HexSph)) оценивались в крови методом 
высокоэффективной жидкостной хроматографии с тандемной масс-спектрометрией (ВЭЖХ-МС/ МС). Аллель 
С rs823144 гена RAB29 ассоциирован с пониженным риском БП в северо-западной популяции Российской Фе-
дерации (ОШ: 0.7806, 95 % ДИ: 0.6578–0.9263, p = 0.0046), что соответствует мировым данным. Однако в ходе 
работы не выявлено ассоциации аллеля С rs823144 гена RAB29 с уровнем мРНК гена RAB29 в мононуклеарах 
периферической крови. В то же время носительство аллеля С rs823144 было ассоциировано с повышенной 
активностью GLA и сниженной концентрацией LysoGb3 в крови при БП. Таким образом, нами впервые по-
казана ассоциация аллеля С rs823144 гена RAB29 с пониженным риском БП в северо-западной популяции 
Российской Федерации. Аллель С rs823144 ассоциирован с повышенной активностью GLA и сниженной кон-
центрацией LysoGb3 в крови при БП. Полученные результаты позволяют предположить ассоциацию гена 
RAB29 с метаболизмом сфинголипидов.
Ключевые слова: болезнь Паркинсона; RAB29; лизосомные гидролазы; лизосфинголипиды; LRRK2
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RAB29 rs823144 and lysosomal hydrolase activity  
in Parkinson’s disease

Association of the rs823144 variant of the RAB29 gene  
with the activity of lysosomal hydrolases in blood cells  
and risk of Parkinson’s disease
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Abstract. Recent genome-wide association studies have identified a link between the RAB29 gene and Parkinson’s 
disease (PD). The Rab29 protein encoded by RAB29 regulates leucine-rich repeat kinase 2 (LRRK2). Mutations in the 
LRRK2 gene increase its kinase activity and contribute to autosomal dominant forms of PD. Previous research has 
shown that altered LRRK2 kinase activity may correlate with the activity of lysosomal hydrolases and the concen-
tration of sphingolipids. This study aimed to assess the association of the rs823144 variant in the promoter region 
of the RAB29 gene with PD risk, and to evaluate RAB29 expression, lysosomal hydrolase activity, and sphingolipid 
concentrations in the blood of PD patients. We screened the rs823144 variant of the RAB29 gene in a cohort of 
PD patients (N = 903) and controls (N = 618) using next-generation sequencing (NGS) and polymerase chain re-
action (PCR) followed by restriction fragment length polymorphism analysis. The expression of the RAB29 gene 
was measured in peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) using qPCR. We assessed the activities of lysosomal 
hydrolases (glucocerebrosidase (GCase), alpha-galactosidase (GLA), acid sphingomyelinase (ASMase), and galac-
tosylcerebrosidase (GALC)) and the concentrations of sphingolipids (globotriaosylsphingosine (LysoGb3), sphin-
gomyelin (LysoSM), and hexosylsphingosine (HexSph)) in blood using high-performance liquid chromatography 
with tandem mass spectrometry (HPLC-MS/MS). The RAB29 rs823144 C allele was associated with a reduced risk of 
PD in the Northwestern Russian population (OR = 0.7806, 95 % CI: 0.6578–0.9263, p = 0.0046), which is consistent 
with global data. However, no significant association was observed between the rs823144 C allele and RAB29 mRNA 
expression in PBMCs. Notably, the C allele was associated with increased GLA activity and decreased concentrations 
of LysoGb3 and LysoSM in the blood of PD patients. In conclusion, we demonstrate for the first time an association 
between the RAB29 rs823144 C allele and a reduced risk of PD in the Northwestern Russian population. Moreover, 
the RAB29 rs823144 C allele is associated with altered lysosomal enzyme activity and sphingolipid profiles, suggest-
ing a potential role of RAB29 in sphingolipid metabolism relevant to PD pathogenesis.
Key words: Parkinson’s disease; RAB29; lysosomal hydrolases; lysosphingolipids; LRRK2

For citation: Basharova K.S., Bezrukova A.I., Senkevich K.A., Baydakova G.V., Rybakov A.V., Miliukhina I.V., Timo
feeva A.A., Zakharova E.Yu., Pchelina S.N., Usenko T.S. Association of the rs823144 variant of the RAB29 gene with 
the activity of lysosomal hydrolases in blood cells and risk of Parkinson’s disease. Vavilovskii Zhurnal Genetiki i Selek­
tsii = Vavilov J Genet Breed. 2025;29(6):819-827. doi 10.18699/vjgb-25-89

Введение
Болезнь Паркинсона (БП) – распространенное медленно 
прогрессирующее нейродегенеративное заболевание, ха­
рактеризующееся гибелью дофаминергических нейро­
нов черной субстанции (ЧС) головного мозга (Lill, 2016).  
В основе патогенеза БП лежат накопление и агрегация 
белка альфа-синуклеина в ЧС головного мозга. В основ­
ном заболевание носит спорадический характер, однако 
около 15 % пациентов с БП имеют отягощенный семейный 
анамнез. Молекулярные механизмы БП неизвестны. Од­
нако все больше данных свидетельствует о дисфункции 
лизосом как о ключевом звене патогенеза БП (Nechushtai 
et al., 2023). В частности, нами и другими исследователями 
показаны нарушение активности лизосомных гидролаз и 
изменение уровня сфинголипидов в периферических жид­
костях пациентов с идиопатической формой БП (Alcalay 
et al., 2015; Galper et al., 2022; Usenko et al., 2022). А также 
обнаружено изменение активности лизосомных гидро­
лаз и уровня сфинголипидов при БП, ассоциированной с 

мутациями в гене LRRK2, которая является одной из наи­
более распространенных форм БП с известной этиологией 
(Alcalay et al., 2015; Usenko et al., 2023, 2024). 

Ген LRRK2 кодирует обогащенную лейциновыми повто­
рами киназу 2 (LRRK2) (Zimprich et al., 2004). Основные 
субстраты LRRK2 – малые ГТФазы семейства Rab (Ste­
ger et al., 2016), участвующие в регуляции везикулярно­
го, в частности эндолизосомного, транспорта (Wang et al., 
2014). Изменение киназной активности LRRK2 приводит к 
нарушению эндолизосомного транспорта гидролаз к сайту 
их действия в лизосомы (MacLeod et al., 2013; Ysselstein 
et al., 2019; Rivero-Ríos et al., 2020; Kedariti et al., 2022). 

Среди субстратов LRRK2 особый интерес представляет 
белок Rab29, кодируемый геном RAB29 (Steger et al., 2016). 
Одна из функций Rab29 заключается в активации киназы 
LRRK2 (Liu et al., 2018; Madero-Pérez et al., 2018; Purlyte 
et al., 2018; Kuwahara, Iwatsubo, 2020). Белок Rab29 свя­
зывается с мембранами лизосом и аппарата Гольджи, где 
рекрутирует неактивные цитоплазматические мономеры 
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LRRK2, инициируя их олигомеризацию, в ходе которой 
образуются активные димеры или тетрамеры LRRK2 (Pur­
lyte et al., 2018; Zhu et al., 2023). Ген RAB29 расположен 
в локусе PARK16, который ранее был ассоциирован с 
риском БП (Satake et al., 2009; Pihlstrøm et al., 2015; Nalls 
et al., 2019). В 2024 г. с помощью мультипризнакового 
анализа полногеномных ассоциаций была подтверждена 
ранее обнаруженная ассоциация гена RAB29 с БП как на 
транскриптомном, так и на протеомном уровнях (Shi et 
al., 2024). 

В ряде исследований выявлена ассоциация вариантов, 
расположенных в промоторной области гена RAB29, со 
сниженным риском БП. Предполагается, что такие ва­
рианты могут влиять на уровень экспрессии гена RAB29 
(Gan-Or et al., 2012; Khaligh et al., 2017; Sun et al., 2021) 
и, возможно, приводить к изменению степени активации 
LRRK2, что, в свою очередь, может быть связано с на­
рушением активности лизосомных гидролаз при болезни 
Паркинсона. 

Цель исследования заключалась в оценке ассоциации 
rs823144 в промоторе гена RAB29 с риском БП, уров­
нем экспрессии гена RAB29, активностью лизосомных 
гидролаз (глюкоцереброзидазы (GCase), α-галактозидазы 
(GLA), галактоцереброзидазы (GALC) и сфингомиели­
назы (ASMase)) и концентрацией лизосфинголипидов 
(гексазилсфингозина, HexSph (смесь гликозилсфинго­
зина (GlcSph) и галактозилсфингозина (GalSph), лизо­
сфингомиелина (LysoSM), лизоглоботриаозилсфингозина 
(LysoGb3)) в крови пациентов с БП и контроля.

Материалы и методы
Характеристики исследуемых групп. В исследование 
вошли 903 пациента со спорадической БП и 618 инди­
видуумов контрольной группы, сопоставимые по полу и 
возрасту. Все пациенты были набраны на базе клиники 
ФГБУН «Институт мозга человека им. Н.П. Бехтеревой» 
Российской академии наук. Контрольная группа состав­
лена из индивидуумов, наблюдавшихся в консультатив­
но-диагностическом центре Первого Санкт-Петербургско­
го государственного медицинского университета им. акад. 
И.П. Павлова. С целью исключения диагноза БП и других 
нейродегенеративных заболеваний все индивидуумы конт­
рольной группы были обследованы неврологом. Клини­
ческие и демографические характеристики исследуемых 
групп приведены в табл. 1. Участники в исследуемых 
группах не отличались по полу и возрасту ( p > 0.05). 

Все процедуры, выполненные в исследованиях с учас­
тием людей, соответствуют этическим стандартам нацио- 
нального комитета по исследовательской этике и Хель­
синкской декларации 1964 г. и ее последующим изме­

нениям или сопоставимым нормам этики. От каждого 
включенного в исследование участника получено инфор­
мированное добровольное согласие. Исследование одоб­
рено этическим комитетом Первого Санкт-Петербургско­
го государственного медицинского университета им. акад. 
И.П. Павлова (протокол № 275 от 04.09.2023).

Генетический анализ. Для скрининга варианта 
rs823144 гена RAB29 применено два метода: массовое па­
раллельное секвенирование (NGS) и полимеразная цепная 
реакция (ПЦР) с последующим рестрикционным анали­
зом. От всех индивидуумов, включенных в исследование, 
получены образцы периферической крови и выделена ге- 
номная ДНК методом фенольно-хлороформной экстрак­
ции, как описано ранее (Маниатис и др., 1984). 

В исследование по скринингу варианта rs823144 гена 
RAB29 методом NGS, с молекулярными инверсионными 
зондами, как описано ранее (Rudakou et al., 2021), были 
включены 521 пациент с БП и 420 индивидуумов конт­
рольной группы. Секвенирование проводили на  плат­
форме Illumina NovaSeq 6000 SP PE100. Прочтения вы­
равнивали на референсный геном hg19 с помощью алго­
ритма Burrows–Wheeler Aligner (Li, Durbin, 2009). Для 
идентификации генетических вариантов (variant calling) 
и поствыравнивающего контроля качества применяли 
Genome Analysis Toolkit (GATK, v3.8). (McKenna et al., 
2010). После вызова вариантов использовали фильтры по 
глубине покрытия и качеству. В анализ включали только 
варианты с глубиной покрытия более 30 прочтений и 
оценкой качества выше 20. 

В дополнение к NGS-анализу скрининг варианта 
rs823144 проводили методом ПЦР с последующим ре­
стрикционным анализом. В исследование вошли 473 па­
циента с БП и 384 индивидуума контрольной группы. 
Последовательности праймеров были подобраны с по­
мощью программы Primer3 v0.4.0 (http://bioinfo.ut.ee/
primer3-0.4.0/) (FOR: 5ʹ-CCCTGCACGTGACGCTTG-3ʹ, 
REV: 5ʹ-GAATCCCAGTCAGCTCCTTACA-3ʹ). Для после­
дующего рестрикционного  анализа с использованием 
программы NEBCutter (Vincze et al., 2003) была подобра­
на эндонуклеаза рестрикции BstAC I (рис. 1). 

Девяносто один пациент с БП и 186 индивидуумов конт­
рольной группы были проскринированы на носительство 
варианта rs823144 гена RAB29 с применением как ПЦР 
с последующим рестрикционным анализом, так и NGS-
секвенирования, что было учтено в ходе дальнейшего 
анализа.

Результаты скрининга двумя методами подтверждены 
с помощью секвенирования по Сэнгеру на генетическом 
анализаторе Нанофор-05 («Синтол», Россия). Визуализа­
ция результатов секвенирования по Сенгеру осуществля­

Таблица 1. Клинические и демографические характеристики исследуемых групп 

Группа Пол  
(мужчины:женщины)

Возраст, годы Возраст начала заболевания, 
годы

Длительность заболевания, 
годы

БП (N = 903) 378:525 65 (25–90) 59 (20–88) 3 (1–36)

Контроль (N = 618) 228:390 64 (40–96) – –

Примечание. БП – болезнь Паркинсона; данные представлены как медиана (мин–макс).
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лась с помощью программного обеспечения Tracy (Rausch 
et al., 2020) (рис. 2).

Оценка относительного уровня экспрессии гена 
RAB29 в мононуклеарах периферической крови па-
циентов с БП и контроля. Из образцов свежей венозной 
периферической крови пациентов с БП (N = 30) и контроля 
(N = 43) получена мононуклеарная фракция методом цен­
трифугирования в градиенте плотности раствора Фиколл 
(Ficoll-Paque PLUS, GE Healthcare) при 400g в течение 
40 мин по методике, описанной ранее (Böyum, 1968), 
и дважды промыта PBS («Биолот», Санкт-Петербург) с 
последующим центрифугированием при 3000 об./мин в 
течение 10 мин. Тотальная РНК была выделена из моно­
нуклеаров периферической крови с помощью набора для 
выделения РНК RNeasy Mini Kit (Qiagen, 74104, США). 
кДНК была получена методом обратной транскрипции с 
использованием набора Revert Aid First cDNA Synthesis 
kit (K1622, Thermo Scientific, Литва). 

Относительный уровень экспрессии гена RAB29 в мо­
нонуклеарной фракции клеток периферической крови 
пациентов с БП (N = 30) и группы контроля (N = 43) оце­
нивали методом ПЦР в режиме реального времени с при­
менением интеркалирующего красителя SYBR Green I. 

В  качестве референсных генов использованы консти­
тутивно экспрессирующиеся в клетках гены RPLP0 и 
GAPDH. Последовательности праймеров разработаны 
с помощью программы “Primer3 v. 0.4.0” (https://bioinfo.
ut.ee/primer3-0.4.0) (FOR: 5ʹ-CGGTTTCACAGGTTGGA 
CAG-3ʹ, REV: 5ʹ-CCCTTGGGTGGACAA AGACA-3ʹ). От­
носительный уровень мРНК для каждого гена рассчиты­
вали методом сравнения пороговых уровней амплифика­
ции ∆∆Ct (Livak, Schmittgen, 2001).

Оценка активности лизосомных гидролаз и концен-
трации лизосфинголипидов в периферической крови 
пациентов с БП и контроля. От пациентов с БП и инди­
видуумов контрольной группы были получены образцы 
периферической венозной крови в пробирки с ЭДТА. Для 
подготовки сухих пятен крови 40 мкл цельной крови на­
носили на каждое пятно на тест-бланке из фильтровальной 
бумаги, после чего пятнам давали высохнуть на откры­
том воздухе при комнатной температуре в течение 2 ч, а за- 
тем хранили при +4 °С до экстракции. Активность четы­
рех лизосомных гидролаз, глюкоцереброзидазы (GCase), 
α-галактозидазы (GLA), галактоцереброзидазы (GALC), 
сфингомиелиназы (ASMase), и концентрацию трех ли­
зосфинголипидов, гексазилсфингозина (HexSph) (смесь 
гликозилсфингозина (GlcSph) и галактозилсфингозина 
(GalSph)), лизосфингомиелина (LysoSM) и лизоглоботри­
аозилсфингозина (LysoGb3), оценивали методом высоко­
эффективной жидкостной хроматографии в сочетании 
с тандемной масс-спектрометрией (ВЭЖХ-МС/МС) по 
ранее опубликованному нами протоколу (Pchelina et al., 
2018).

Статистическую обработку данных проводили в сре­
де программирования R версии 4.0.5. Отношение шансов 
(ОШ) было рассчитано с 95 % доверительным интервалом 
(ДИ) с помощью логистического анализа с поправкой на 
пол и возраст. Для оценки отличий относительного уровня 
экспрессии гена RAB29, активности лизосомных гидролаз и 
концентрации лизосфинголипидов между исследуемыми 
группами использовали непараметрический U-критерий 
Манна–Уитни. Для оценки ассоциации rs823144 гена 
RAB29 с активностью лизосомных гидролаз применяли 

161 п. н.

1 2 3 4 5

110 п. н.

51 п. н.

Рис. 1. Электрофореграмма, отображающая результаты генотипиро-
вания варианта rs823144 в гене RAB29. 
1, 2 – гомозигота по аллелю А (генотип АА); 3, 4 – гетерозигота (генотип АС); 
5 – гомозигота по аллелю С (генотип СС).

C
(G)

а б вC>A
(G>T)

C>A
(G>T)

Рис. 2. Электрофореграмма, полученная в ходе секвенирования по Сэнгеру, отображающая результаты генотипирования 
rs823144 гена RAB29. 
а – гомозигота по аллелю C (генотип CC); б – гетерозигота (генотип АС); в – гомозигота по аллелю А (генотип АА).

https://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0
https://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0
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метод множественной линейной регрессии с поправкой на 
пол, возраст и длительность заболевания. Различия при­
знавали статистически значимыми при р < 0.05. Данные 
представлены как медиана (мин–макс).

Результаты

Оценка ассоциации rs823144 гена RAB29 с риском БП 
В результате скрининга rs823144 гена RAB29 среди па­
циентов с БП и в контрольной группе обнаружено, что для 
популяции Северо-Западного региона России мажорным 
является аллель А. Нами проведена проверка равновесия 
Харди–Вайнберга для rs823144 гена RAB29 в исследуемых 
группах. Показано, что данное равновесие соблюдается 
( p  > 0.05). Полученное распределение генотипов в ис­
следуемых группах представлено в табл. 2. В результате 
нами выявлена ассоциация rs823144 гена RAB29 со сни­
женным риском БП в Северо-Западном регионе России 
(ОШ: 0.7806, 95 % ДИ: 0.6578–0.9263, p = 0.0046).

Оценка относительного уровня мРНК гена RAB29  
в мононуклеарной фракции клеток  
периферической крови пациентов с БП и контроля
В ходе данного исследования впервые проведена оцен­
ка ассоциации rs823144 с относительным уровнем мРНК 
гена RAB29 в мононуклеарной фракции клеток перифери­
ческой крови пациентов с БП и контроля. Относительный 
уровень мРНК гена RAB29 в мононуклеарах перифериче­
ской крови у пациентов с БП составил 1.0 (0.22–1.75), а 
в контрольной группе – 0.96 (0.13–1.79). Статистически 
значимых различий в относительном уровне мРНК гена 
RAB29 в мононуклеарной фракции клеток перифери­
ческой крови пациентов с БП и контроля не выявлено 
( p > 0.05). При делении исследуемых групп по геноти­
пам rs823144 гена RAB29 относительный уровень мРНК 
гена RAB29 составил в группе пациентов с БП: AA – 1.09 
(0.55–1.68), АС+СС – 1.13 (0.36–1.75); в контрольной 
группе: АА – 1.05 (0.58–1.28), АС+СС – 0.97 (0.55–1.33). 
При делении исследуемых групп по генотипам rs823144 
гена RAB29 относительный уровень мРНК гена RAB29 
был в группе пациентов с БП: AA – 1.09 (0.55–1.68), 
АС+СС – 1.13 (0.36–1.75); в контрольной группе: АА – 
1.05 (0.58–1.28), АС+СС – 0.97 (0.55–1.33). Ассоциации 

rs823144 гена RAB29 с относительным уровнем мРНК 
гена RAB29 во всех исследуемых группах не выявлено 
( p > 0.05). 

Ассоциация rs823144 гена RAB29  
с активностью лизосомных гидролаз  
и концентрацией лизосфинголипидов  
в периферической крови пациентов с БП и контроля
В ходе данной работы впервые в мире проведено ассоциа­
тивное исследование rs823144 гена RAB29 и активности 
лизосомных гидролаз, а также концентрации лизосфин­
голипидов в крови пациентов с БП и контроля. 

Пациенты с БП характеризовались повышенной актив­
ностью GALC и сниженной концентрацией LysoSM по 
сравнению с контролем ( p = 0.008, p = 0.01 соответствен­
но) (табл. 3). При делении групп по генотипам rs823144 
гена RAB29 было показано, что носительство аллеля С 
rs823144 гена RAB29 ассоциировано с повышением актив­
ности GLA и снижением концентрации LysoGb3, который 
является субстратом гидролазы GLA, в крови в группе 
пациентов с БП ( p = 0.038, p = 0.022 соответственно) (см. 
табл. 3). Обнаруженнные ассоциации были подтвержде­
ны регрессионным анализом с поправкой на пол, возраст 
и длительность заболевания (GLA: β = 1.11, p = 0.024; 
LysoGb3: β = –0.23, p = 0.015 соответственно) (табл. 4). 
Статистически значимых различий в активности GCase, 
GLA и ASMase, а также в концентрации HexSph и LysoGb3 
в объединенных группах контроля и пациентов с БП не 
найдено. Аналогично при делении групп по генотипам 
rs823144 гена RAB29 различий в активности GCase, 
ASMase, GALC и концентрации HexSph не выявлено.

Показано также, что носители аллеля С среди пациен­
тов с БП характеризовались снижением концентрации 
LysoGb3 и LysoSM в крови по сравнению с объединенной 
группой контроля ( p = 0.045, p = 0.015 соответственно). 
В то же время пациенты с БП с генотипом АА rs823144 
гена RAB29 характеризовались повышением концен­
трации LysoSM по сравнению с объединенной группой 
контроля ( p = 0.022). Примечательно, что повышение 
активности GLA и снижение концентрации ее субстрата, 
LysoGb3, в крови были характерны для носителей аллеля С  
rs823144 гена RAB29 только в группе пациентов с БП, но 
не в контроле.

Таблица 2. Частоты генотипов и аллелей rs823144 в исследуемых группах

Генотипы и аллели БП, % (N = 903) Контроль, % (N = 618) ОШ (95 % ДИ), p-value

AA 63.3 (N = 572) 57 (N = 352) AC+CC vs AA: 0.7658 (0.6213–0.9438), p = 0.0123;
CC vs AA+CC: 0.6671 (0.4392–1.0132), p = 0.0576

AC 31.5 (N = 284) 35.4 (N = 219)

CC 5.2 (N = 47) 7.6 (N = 47)

AC+CC 36.7 (N = 331) 43 (N = 266)

AA+AC 94.8 (N = 856) 92.4 (N = 571)

A 79.1 (N = 1428) 74.7 (N = 923) С vs A: 0.7806 (0.6578–0.9263), p = 0.0046

C 20.9 (N = 378) 25.3 (N = 313)

Примечание. БП – болезнь Паркинсона; ОШ – отношение шансов. 



K.S. Basharova, A.I. Bezrukova, K.A. Senkevich … 
E.Yu. Zakharova, S.N. Pchelina, T.S. Usenko

824 Вавиловский журнал генетики и селекции / Vavilov Journal of Genetics and Breeding • 2025 • 29 • 6

RAB29 rs823144 and lysosomal hydrolase activity  
in Parkinson’s disease

Обсуждение
Ген RAB29 – один из пяти генов, расположенных в ранее 
ассоциированном с риском БП локусе PARK16, локали­
зованном на длинном плече хромосомы 1, сегмент 1q32 
(Simón-Sánchez et al., 2009; Tucci et al., 2010). В ассоциа­
тивных исследованиях показано, что носительство минор­
ного аллеля С rs823144, расположенного в промоторной 
области гена RAB29, ассоциировано со снижением риска 
БП в различных популяциях (Gan-Or et al., 2012; Xia et al., 
2015; Khaligh et al., 2017; Sun et al., 2021). Предполагается, 
что аллель C rs823144 гена RAB29 может влиять на сайт 
связывания транскрипционных факторов (Gan-Or et al., 
2012; Khaligh et al., 2017). 

In silico предсказано, что аллель С rs823144 гена RAB29 
потенциально может устранять сайт связывания для 
транскрипционного фактора c-Ets-1 и добавлять сайты 
связывания для трех других: p300, GATA-1 и Sp1, что 
может приводить к увеличению экспрессии гена RAB29 
(Gan-Or et al., 2012). С использованием базы данных 
GTeX (https://www.gtexportal.org/) показана связь генотипа 
СС rs823144 со снижением уровня экспрессии RAB29 в 
цельной крови и в головном мозге ( p < 0.0001). В свою 
очередь, увеличение экспрессии гена RAB29, одного из ос­
новных регуляторов киназы LRRK2, потенциально может 
нарушать ее активацию. Киназа LRRK2, фосфорилируя 
белки семейства Rab, регулирует эндолизосомный транс­
порт (Reczek et al., 2007; Wei et al., 2023). Таким образом, 
нарушение процесса активации киназы LRRK2 может 
вызывать дисфункцию транспорта лизосомных гидролаз 
и, как следствие, нарушение их активности.

В данном исследовании выявлена ассоциация аллеля С 
rs823144 гена RAB29 со сниженным риском БП в Северо-
Западном регионе России, что согласуется с мировыми 
данными (Gan-Or et al., 2012; Khaligh et al., 2017; Sun et 
al., 2021). В то же время нами не обнаружено ассоциации 
аллеля С rs823144 гена RAB29 с уровнем мРНК гена RAB29 
как в группе пациентов с БП, так и в контроле. 

Дисфункция лизосом считается одним из ключевых 
звеньев, лежащих в основе патогенеза БП. Ранее нами 
и другими исследователями были продемонстрированы 
изменения активности лизосомных гидролаз и уровня 
сфинголипидов в периферических жидкостях, а также 
в посмертных образцах черной субстанции и височной 
коры мозга пациентов с БП (Alcalay et al., 2018; Nelson et 
al., 2018; Huebecker et al., 2019; Chang et al., 2022; Usenko 
et al., 2022, 2024). Так, нами показаны увеличение актив­
ности GALC и снижение концентрации LysoSM, являю­
щегося субстратом ASMase, вовлеченных в метаболизм 
лизосфинголипидов, в периферической крови пациентов 
с БП (Usenko et al., 2022, 2024). В свою очередь, наруше­
ние метаболизма лизосфинголипидов, в том числе по­
средством изменения активности лизосомных гидролаз, 
может способствовать агрегации белка альфа-синуклеина 
(Mazzulli et al., 2011; Marie et al., 2015). 

Обсуждается, что накапливающиеся лизосфинголи­
пиды в нейронах могут напрямую стабилизировать ней­
ротоксичные олигомеры альфа-синуклеина (Battis et al., 
2023). Ранее в аутоптатах головного мозга пациентов с 
БП были найдены прямая корреляция концентрации изо­
форм лизосфинголипида LysoGb3 и обратная корреляция 

Таблица 3. Активность лизосомных гидролаз и концентрации лизосфинголипидов  
в периферической крови пациентов с БП и контроля

Генотип Активность лизосомных гидролаз, мМ/л/ч Концентрация лизосфинголипидов, нг/мл

GCase GLA ASMase GALC HexSph LysoGb3 LysoSM

Объединенные группы

БП  
(N = 211)

6.78  
(2.07–23.08)

4.8  
(1.33–36.39)

4.54  
(1.53–13.25)

2.13  
(0.21–12.68)
*p = 0.008

2.63  
(0.49–13.23)

0.8  
(0.04–40.77)

3.62  
(0.72–16.08)
*p = 0.01

Контроль  
(N = 179)

6.29  
(1.55–32.13)

4.18  
(1.03–14.81)

4.14  
(1.4–12.39)

1.86 
(0.24–9.35)

2.97  
(0.57–15.36)

0.78  
(0.03–2.31)

3.98  
(0.59–11.6)

Группы, разделенные по генотипам rs823144 гена RAB29

БП АА  
(N = 91)

5.67  
(2.07–19.52)

4.05  
(1.2–13.93)

4.28  
(1.67–11.83)

2.17  
(0.12–12.68)

2.55  
(0.5–13.81)

0.93  
(0.02–2.49)

3.84  
(1.65–16.08)
*p = 0.022

БП AC+CC 
(N = 55)

5.78  
(2.42–23.08)

5.39  
(1.61–13.72)
**p = 0.038

4.76  
(1.53–9.31)

2.2  
(0.52–7.28)

2.89  
(0.87–13.08)

0.61  
(0.04–3.73)
*p = 0.045
**p = 0.022

3.45  
(0.72–15.34)
*p = 0.015

Контроль АА 
(N = 52)

6.92  
(1.55–32.13)

4.23  
(1.86–12.94)

4.35  
(1.5–10.99)

2.19  
(0.58–9.35)

2.37  
(0.57–12.11)

0.77  
(0.16–2.27)

4.37  
(0.59–14.87)

Контроль AC+CC 
(N = 40)

8.11  
(3.9–17.23)

4.42  
(2.17–12.6)

4.4  
(1.82–12.03)

2.19  
(0.96–8.37)

2.54  
(0.69–9.87)

0.86  
(0.03–2.31)

4.44  
(2.03–11.75)

Примечание. БП – болезнь Паркинсона; GCase – глюкоцереброзидаза; GLA – α-галактозидаза; GALC – галактоцереброзидаза; ASMase – сфингомиели-
наза; HexSph – гексазилсфингозин; LysoSM – лизосфингомиелин; LysoGb3 – лизоглоботриаозилсфингозин.
* По сравнению с объединенной группой контроля; ** по сравнению с пациентами с БП с генотипом AA. Данные представлены в виде медианы  
(мин–макс).
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Таблица 4. Активность лизосомных гидролаз и концентрации лизосфинголипидов  
в периферической крови пациентов с БП (регрессионный анализ)

Гидролазы/лизо
сфинголипиды

Генотип/ 
другие характеристики

БП Контроль

β 95 % ДИ p-value β 95 % ДИ p-value

GCase AC+CC –0.95 –2.32–0.43 0.17 1.44 –0.25–3.14 0.09

Пол (мужчины:женщины) 0.55 –0.81–1.90 0.43 0.12 –1.61–1.85 0.89 

Возраст, годы –0.03 –0.094–0.028 0.29 –0.06 –0.17–0.05 0.30 

Длительность заболевания, годы 0.004 –0.042–0.049 0.87 – – –

GLA AC+CC 1.11 0.15–2.07 0.02 –0.29 –1.52–0.95 0.64

Пол (мужчины:женщины) 0.03 –0.93–0.98 0.96 0.93 –0.33–2.18 0.14

Возраст, годы –0.03 –0.07–0.01 0.16 –0.00001 –0.080–0.080 1 

Длительность заболевания, годы –0.002 –0.03–0.03 0.93 – – –

ASMase AC+CC 0.23 –0.53–0.98 0.55 0.31 –0.85–1.46 0.60 

Пол (мужчины:женщины) 0.05 –0.69–0.80 0.87 –0.20 –1.38–0.97 0.73 

Возраст, годы 0.06 0.03–0.09 0.0005 –0.021 –0.096–0.054 0.58 

Длительность заболевания, годы 0.025 0.0005–0.050 0.046 – – –

GALC AC+CC 0.080 –0.57–0.72 0.81 0.07 –0.64–0.77 0.85 

Пол (мужчины:женщины) 0.16 –0.48–0.80 0.62 –0.15 –0.87–0.57 0.67 

Возраст, годы –0.017 –0.046–0.012 0.25 –0.011 –0.057–0.035 0.63

Длительность заболевания, годы –0.0051 –0.027–0.016 0.64 – – –

HexSph AC+CC –0.014 –0.92–0.90 0.97 0.12 –0.80–1.04 0.80

Пол (мужчины:женщины) 0.35 –0.55–1.24 0.45 0.49 –0.44–1.43 0.30

Возраст, годы –0.028 –0.069–0.013 0.18 0.011 –0.048–0.071 0.71

Длительность заболевания, годы –0.028 –0.058–0.0022 0.069 – – –

LysoGb3 AC+CC –0.23 –0.41–0.044 0.015 0.039 –0.16–0.24 0.70

Пол (мужчины:женщины) –0.08 –0.26–0.10 0.39 –0.043 –0.25–0.16 0.67

Возраст, годы –0.007 –0.015–0.0016 0.11 –0.0039 –0.017–0.009 0.55

Длительность заболевания, годы –0.001 –0.007–0.004 0.66 – – –

LysoSM AC+CC –0.17 –1.18–0.84 0.74 –0.25 –1.51–1.014 0.70

Пол (мужчины:женщины) –0.82 –1.82–0.17 0.10 –0.63 –1.91–0.65 0.33 

Возраст, годы –0.064 –0.11–0.018 0.006 0.070 –0.011–0.15 0.089

Длительность заболевания, годы –0.028 –0.061–0.0056 0.10 – – –

Примечание. БП – болезнь Паркинсона; GCase – глюкоцереброзидаза; GLA – α-галактозидаза; GALC – галактоцереброзидаза; ASMase – сфингомиели-
наза; HexSph – гексазилсфингозин; LysoSM – лизосфингомиелин; LysoGb3 – лизоглоботриаозилсфингозин.

активности GLA с уровнем белка альфа-синуклеина, фос­
форилированного по серину 129 – патологической форме 
белка, превалирующей в белковых агрегатах при БП (Nel­
son et al., 2018). В данном исследовании обнаруженная 
нами впервые в мире в крови у пациентов с БП ассоциация 
аллеля С rs823144 гена RAB29 с повышением активности 
GLA и снижением концентрации LysoGb3, а также вы­
явленное повышение концентрации LysoSM у носителей 
генотипа АА rs823144 гена RAB29 позволяют предполо­
жить роль гена RAB29 в метаболизме сфинголипидов при 
болезни Паркинсона.

Следует отметить, что выраженное снижение актив­
ности GLA вследствие мутаций в гене GLA приводит к 
редкой лизосомной болезни накопления – болезни Фабри. 

Примечательно, что повышенная концентрация LysoGb3 – 
фактор риска поражения белого вещества головного мозга 
при болезни Фабри (Rombach et al., 2010). Нами показа­
но, что накопление LysoGb3 может происходить не строго 
специфично при болезни Фабри, а наблюдаться также 
при нейронопатических формах мукополисахаридозов 
(Baydakova et al., 2020). Можно предположить, что выяв­
ленная нами ассоциация аллеля С rs823144 гена RAB29 с 
повышением активности GLA и снижением ее субстрата 
LysoGb3 в крови при БП также может влиять на клини­
ческое течение заболевания.

Настоящее исследование имеет несколько ограничений. 
Размер выборок пациентов с БП и контрольной группы, 
включенных в эксперимент по оценке ассоциации вариан­
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та rs823144 гена RAB29 с уровнем мРНК гена RAB29, был 
ограничен. Сравниваемые группы были гетерогенными 
по популяционному составу. Кроме того, в рамках этого 
исследования не оценена ассоциация изучаемого генети­
ческого варианта с активностью киназы LRRK2.

Заключение
Таким образом, в ходе данного исследования нами впер­
вые в мире показана ассоциация аллеля C rs823144 гена 
RAB29, ранее охарактеризованного как протективного в 
отношении БП в других популяциях, со сниженным рис­
ком БП и в Северо-Западном регионе России. Впервые 
продемонстрировано, что носительство аллеля C rs823144 
ассоциировано с повышенной активностью GLA и сни­
женной концентрацией LysoGb3 в крови при болезни 
Паркинсона. 

Полученные данные указывают на возможную роль 
гена RAB29 в метаболизме лизосфинголипидов и позволя­
ют предположить, что rs823144 может влиять на клиниче­
ское течение БП. Необходимы дальнейшие исследования, 
посвященные изучению ассоциации локуса PARK16 и 
гена RAB29 с метаболизмом лизосфинголипидов и клини­
ческим течением болезни Паркинсона.
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Аннотация. Хроническая обструктивная болезнь легких (ХОБЛ) – многофакторное заболевание дыхательной 
системы, является третьей (после ишемической болезни сердца и инсульта) ведущей причиной смерти в мире. 
В рамках наиболее актуальных концепций патогенеза ХОБЛ ключевое значение уделяется ускоренному кле­
точному старению. Транскрипционные факторы семейства FOXO – важные ключевые компоненты сигнальных 
путей клеточного старения. Цель исследования – выявление ассоциации полиморфных вариантов генов FOXO1 
(rs12585277, rs9549240) и FOXO3A (rs 2253310, rs3800231) с развитием ХОБЛ и фенотипами заболевания. В рабо­
те использованы образцы ДНК больных ХОБЛ (N = 710) и здоровых индивидов (N = 655). Полиморфные локусы 
анализировали методом ПЦР в реальном времени. Впервые показаны значимые ассоциации полиморфных 
локусов генов FOXO1 (rs12585277) и FOXO3A (rs2253310) с ХОБЛ и фенотипами заболевания. Ассоциация с ХОБЛ 
установлена с локусами генов FOXO1 (rs12585277) (Padj = 0.0018, OR = 1.44 генотип AG) и FOXO3A (rs2253310) 
(Padj = 5.926 × 10–7, OR = 1.99 генотип GG). Обнаружена вариабельность показателей индекса курения (в пач­
ках/ лет), жизненной емкости легких и форсированной жизненной емкости легких в зависимости от полиморф­
ных вариантов локусов FOXO1 (rs9549240 и rs12585277) и FOXO3A (rs2253310). Идентифицирована значимая 
многофакторная регрессионная модель формирования ХОБЛ, в которую вошли полиморфные варианты генов 
FOXO1 (rs12585277) и FOXO3A (rs2253310), индекс курения и возраст обследуемых (P = 5.25 × 10–93, AUC = 0.864). 
Многофакторная регрессионная модель развития фенотипа ХОБЛ с частыми обострениями включала генотип 
AG локуса FOXO1 (rs12585277), индекс курения и возраст (AUC = 0.897, P = 4.1 × 10–86). Cвязанные с аутофагией, 
окислительным стрессом и клеточным гомеостазом транскрипционные факторы семейства FOXO как потен­
циальные биомаркеры и мишени для терапии могут стать основой для разработки новой стратегии диагности­
ки и лечения хронической обструктивной болезни легких.
Ключевые слова: хроническая обструктивная болезнь легких (ХОБЛ); клеточное старение; аутофагия; окисли­
тельный стресс; транскрипционные факторы семейства FOXO; FOXO1; FOXO3
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Abstract. Chronic obstructive pulmonary disease (COPD) is a multifactorial disease of the respiratory system and is the 
third leading cause of death worldwide. In the framework of the most relevant concepts of COPD pathogenesis, the 
key focus is on accelerated cellular senescence. FOXO family transcription factors are important hub components of 
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cellular senescence signaling pathways. The objective of the study is to identify the association of FOXO1 (rs12585277, 
rs9549240), and FOXO3A (rs2253310, rs3800231) genes polymorphic variants with COPD and disease phenotypes. 
DNA samples from COPD patients (N = 710) and healthy individuals (N = 655) were used, polymorphic loci were 
analyzed by real-time PCR. For the first time, significant associations of FOXO1 (rs12585277) and FOXO3A (rs2253310) 
gene polymorphic loci with COPD and disease phenotypes were shown. Association with COPD was established 
with FOXO1 (rs12585277) (Padj = 0.0018, OR = 1.44 for the AG genotype) and FOXO3A (rs2253310) (Padj = 5.926 × 10–7, 
OR = 1.99 for the GG genotype). A significant genotype-dependent variation of smoking index (in pack/years), vital 
capacity and forced vital capacity was revealed for FOXO1 (rs9549240, rs12585277) and FOXO3A (rs2253310) loci. Mul­
tiple regression and ROC analysis identified highly informative COPD risk model, which included polymorphic variants 
of the FOXO1 (rs12585277) and FOXO3A (rs2253310) genes, smoking index and age (P = 5.25 × 10–93, AUC = 0.864). The 
multivariate regression model of the COPD “frequent exacerbator” phenotype included the AG genotype of FOXO1 
(rs12585277), smoking index and age (AUC = 0.897, P = 4.1 × 10–86). FOXO family transcription factors involved in 
autophagy, oxidative stress and cellular homeostasis may provide a platform for a new diagnostic and treatment 
strategy for COPD as potential biomarkers and targets for therapy.
Key words: chronic obstructive pulmonary disease; cellular senescence; autophagy; oxidative stress; FOX transcrip­
tion factor family; FOXO1; FOXO3
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Введение
Хроническая обструктивная болезнь легких (ХОБЛ) – мно- 
гофакторное заболевание дыхательной системы, за-
трагивающее дистальные отделы респираторных путей 
и легочную паренхиму с развитием эмфиземы легких 
(Agustí et al., 2023). ХОБЛ – третья (после ишемической 
болезни сердца и инсульта) ведущая причина смерти в 
мире, что объясняет постоянный процесс поиска новых 
подходов к диагностике, лечению и предупреждению раз-
вития данной патологии (Agustí et al., 2023). Несмотря на 
интенсивные исследования как молекулярных основ, так 
и различных клинических аспектов ХОБЛ, механизмы, ле-
жащие в основе патогенеза ХОБЛ и различных фенотипов 
заболевания, остаются до сих пор не полностью понятыми 
(Brandsma et al., 2020). 

Развитие ХОБЛ происходит в результате воздействия 
комплекса факторов риска в течение длительного времени, 
при этом основным считается табакокурение. Воздей-
ствие сигаретного дыма на дыхательные пути приводит 
к окислительному стрессу и активации воспалительных 
клеток и повреждению легочной ткани (Domej et al., 2014). 
В  рамках наиболее актуальной концепции патогенеза 
ХОБЛ особое внимание уделяется ускоренному клеточно-
му старению (Luo et al., 2024). Будучи фундаментальным 
механизмом поддержания гомеостаза тканей и органов, 
клеточное старение опосредовано множеством процессов. 
К наиболее значимым из них относятся повреждение 
ДНК, истощение теломер, дисфункция митохондрий, а 
также нарушения аутофагии и протеостаза (Li et al., 2024). 
Ранее нами был показан вклад генов семейства сиртуинов 
и PI3K/AKT сигнального каскада в развитие ХОБЛ (Ко-
рытина и др., 2023). Транскрипционные факторы FOXO 
являются основными мишенями сигнального каскада 
PI3K/AKT, осуществляя инсулин-зависимую регуляцию 
клеточного метаболизма (Farhan et al., 2020). Класс транс-
крипционных факторов FOXO млекопитающих на данный 
момент включает четыре белка: FOXO1 (FKHR), FOXO3a 
(FKHRL1), FOXO4 (AFX) и FOXO6 (Santos et al., 2023). 
Транскрипционные факторы FOXO регулируют экспрес-

сию ряда генов антиоксидантной защиты, клеточного 
цикла и апоптоза, пролиферации, метаболизма, а также 
участвуют в репрессии белков митохондриальной дыха-
тельной цепи (Hagenbuchner, Ausserlechner, 2013). 

Цель настоящего исследования – выявление ассоциа-
ции полиморфных вариантов генов транскрипционных 
факторов семейства FOXO (FOXO1, FOXO3) с развитием 
ХОБЛ и фенотипами заболевания.

Материалы и методы
Дизайн исследования – по принципу «случай-контроль». 
Использовали образцы ДНК неродственных индивидов, 
татар по этнической принадлежности, проживающих на 
территории Республики Башкортостан. Работа одобрена 
комитетом по этике Института биохимии и генетики – обо-
собленного структурного подразделения Уфимского феде
рального исследовательского центра Российской академии 
наук (протокол № 19 от 01.11.2022). От всех участников 
получено информированное добровольное согласие на ис-
пользование биологического материала. Критерии вклю
чения и исключения в исследование описаны нами ранее 
(Korytina et al., 2019). Диагноз ХОБЛ устанавливали с 
учетом рекомендаций рабочей группы по «Глобальной 
стратегии диагностики, лечения и профилактики хрониче-
ской обструктивной болезни легких» (http://goldcopd.org) 
на основании клинических и лабораторно-инструменталь-
ных исследований, включая компьютерную томографию 
высокого разрешения и спирометрию. 

В контрольную группу вошли неродственные инди-
виды, не имевшие хронических заболеваний в анамнезе, 
в том числе болезней органов дыхания, а также острых 
респираторных заболеваний на момент сбора биомате-
риала, подобранные по полу, возрасту, статусу курения, 
воздействию факторов риска, региону проживания, этни
ческой принадлежности. Критериями включения были 
нормальные показатели функции внешнего дыхания 
(ОФВ1/ФЖЕЛ > 70 %, ОФВ1 > 80 %) и возраст старше 
45 лет. С целью выявления генетических маркеров, ассо-
циированных с фенотипами ХОБЛ, проводили сравнение 

http://goldcopd.org
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группы контроля и пациентов, дифференцированных по 
фенотипу заболевания, как описано нами ранее (Корытина 
и др., 2020) (Приложение, табл. S1)1. Было выделено два 
фенотипа: первая группа – тяжелая форма с частыми обо-
стрениями; вторая группа – больные с редкими обостре-
ниями и стабильным течением заболевания. В табл. S1 
представлена характеристика групп.

Генотипирование. ДНК выделяли из лейкоцитов пе
риферической крови с использованием фенольно-хлоро
формной экстракции. Были выбраны полиморфные ло
кусы генов FOXO1 (rs12585277, rs9549240) и FOXO3A 
(rs2253310, rs3800231), функциональная значимость ко
торых исследовалась по базам RegulomeDB Version 1.1 
(https://regulomedb.org), SNPinfo Web Server (https://snp 
info.niehs.nih.gov) и HaploReg v3 (Ward, Kellis, 2016) 
(табл. S2). Биоинформатический анализ показал, что вы-
бранные SNP оказывали влияние на функционирование 
гена в различных типах тканей или были сцеплены с 
функциональными локусами гена. Полиморфные локусы 
анализировали при помощи полимеразной цепной ре
акции (ПЦР) в реальном времени коммерческими набо-
рами с флуоресцентной детекцией (https://www.oligos. ru, 
OOO «ДНК-Синтез», Россия) на приборе BioRad CFX96™ 

(Bio-Rad Laboratories, Inc, США). Подробно методы ана-
лиза описаны в работе (Korytina et al., 2019).

Статистическая обработка результатов. Описание 
стандартных методов статистического анализа приведено 
нами ранее (Korytina et al., 2019). Анализ отклонения полу-
ченных частот генотипов от равновесия Харди–Вайнберга 
и анализ ассоциаций отдельных SNP с заболеванием в 
базовом аллельном тесте и регрессионных моделях (доми-
нантной, рецессивной, аддитивной (на дозу редкого алле-
ля – увеличение дозы редкого аллеля в ряду: гомозигота по 
частому аллелю (0) – гетерозигота (1) – гомозигота по ред-
кому аллелю (2)) и сверхдоминирования (для гетерозигот)) 
проводили с использованием пакета SNPassoc  v.  2.0– 2 
для R (González et al., 2007). Полиморфный маркер счита-
ли ассоциированным с признаком при P < 0.05. Поправку 
на множественное тестирование выполняли с примене-
нием метода оценки доли ложноположительных резуль-
татов FDR (false discovery rate) с помощью программы 
(https://tools.carbocation.com/FDR). Частоты гаплотипов, 
стандартные коэффициенты сцепления для LD (Dʹ, r2)  
рассчитаны в программе Haploview 4.2. Вклад полиморф-
ных вариантов изучаемых генов в вариабельность количе-
ственных признаков, характеризующих тяжесть обструк-
ции дыхательных путей (показатели функции внешнего 
дыхания – жизненная емкость легких (ЖЕЛ), форсиро-
ванная жизненная емкость легких (ФЖЕЛ), объем форси-
рованного выдоха за первую секунду (ОФВ1)), и индекс 
курения определяли с помощью линейной регрессии. При 
построении многофакторных регрессионных моделей 
применяли метод логистической регрессии с пошаговым 
включением независимых переменных, в качестве кото-
рых выбирались отдельные генотипы/аллели исследуемых 
генов, а также клинические/демографических параметры 
(возраст, индекс курения, статус курения, пол). 
1 Табл. S1–S5 Приложения см. по адресу: 
https://vavilovj-icg.ru/download/pict-2025-29/appx28.pdf

Регрессионная модель – уравнение, в котором зави
симая переменная представлена в виде функции от неза-
висимых переменных (предикторов). Уравнение лог-ре
грессии имеет вид: 

Y = logit (P) = ln(P/(1 – P)) = β0 + β1.X1 + β2.Х2 + … βi.Xi, 

где Y – зависимая переменная (статус: 0 – здоровый, 1 – 
больной), X – независимая переменная, β0 – константа, 
β – коэффициент регрессии для независимой переменной, 
X1...i – значение независимой переменной. Экспоненту 
отдельного коэффициента регрессии β интерпретировали 
как отношение шансов (OR). Проверку гипотезы о суще-
ственности построенной модели в целом с учетом всех 
независимых переменных проводили на основании теста 
отношения правдоподобия (likelihood ratio (LR) test). 
Для оценки эффективности регрессионных моделей рас-
считывали показатель Нагелькерке R2 (Nagelkerke R2) и 
проводили анализ ROC-кривой. Способность регрессион-
ной модели различать положительные и отрицательные 
случаи (статус больной–здоровый) оценивали площадью 
под ROC-кривой (AUC); значение AUC варьировало от 0.5 
(дискриминационная способность модели отсутствует) 
до  1.0 (идеальная дискриминационная способность). 
Расчеты проводили с помощью программы SPSS v. 22. 

Результаты
В сформированных выборках пациентов с ХОБЛ и конт
рольной группе выполнен анализ полиморфных локу-
сов генов FOXO1 (rs12585277, rs9549240) и FOXO3A 
(rs 2253310, rs3800231). Частоты генотипов всех исследо
ванных полиморфных локусов в группе контроля нахо
дились в соответствии равновесию Харди–Вайнберга: 
FOXO1 (rs12585277) (PX–B = 0.597), FOXO1 (rs9549240) 
(PX–B = 0.341) и FOXO3A (rs 2253310) (PX–B = 0.3191), 
(rs3800231) (PX–B = 0.3831). Далее проведена оценка ста-
тистической значимости различий между группами по 
распределению частот аллелей и генотипов и рассчитаны 
показатели отношения шансов для редкого аллеля каждого 
локуса (базовый аллельный тест) (см. табл. 1). 

На следующем этапе методом логистической регрессии 
анализировали ассоциацию отдельных полиморфных ло
кусов с учетом количественных и бинарных признаков 
(пол, возраст, статус и индекс курения), вводимых в урав
нение регрессии в качестве независимых переменных (см. 
табл. 1).

Выявлены статистически значимые различия в рас-
пределении частот генотипов между группами по локу
су FOXO1 (rs12585277) (P = 0.002). Ассоциация с раз
витием ХОБЛ была установлена в доминантной модели 
(Padj = 0.003, OR = 1.42), частота гетерозиготного генотипа 
в группе больных ХОБЛ достигала 56.06 против 46.87 % 
в контроле (Padj = 0.0018, OR = 1.44).

Значимые различия в распределении частот генотипов 
и аллелей между группами больных и здоровых инди-
видов установлены для локуса FOXO3A (rs2253310)  
(P = 9.733 × 10–7 и P = 1.54 × 10–7 соответственно). Ассоциа
ция с ХОБЛ выявлена в доминантной (Padj = 5.926 × 10–7, 
OR = 0.52), рецессивной (Padj = 3.360 × 10–3, OR = 0.32), 
лог-аддитивной моделях (Padj = 1.451 × 10–7, OR = 0.54) 

https://snpinfo.niehs.nih.gov
https://snpinfo.niehs.nih.gov
https://vavilovj-icg.ru/download/pict-2025-29/appx28.pdf
https://vavilovj-icg.ru/download/pict-2025-29/appx28.pdf
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Таблица 1. Частоты аллелей и генотипов полиморфных локусов генов FOXO1 и FOXO3A 
в группах больных ХОБЛ и здоровых индивидов, анализ ассоциации с развитием заболевания

Ген 
RefSNP

Редкий 
аллель

Генотипы,  
аллели, модель

ХОБЛ
n (%) 
(N = 710)

Контроль
n (%) 
(N = 655)

Padj Pcor-FDR ORadj
(95 % CI)

FOXO1
rs12585277 
G>A 

A GG/GA/AA 202/398/110
(28.45/56.06/15.49)

236/307/112
(36.03/46.87/17.10)

0.002 0.006 –

G/A 802/618
(56.48/43.52)

779/531
(59.47/40.53)

0.123 0.208 0.88 (0.76–1.03) 

GG
GA+AA 
Доминантная

202 (28.45)
508 (71.55) 

236 (36.03)
419 (63.97) 

0.003 0.008 1.00
1.42 (1.11–1.82)

GG+AA
GA

312 (43.94)
398 (56.06)

348 (53.13)
307 (46.87)

0.0018 0.006 1.00
1.44 (1.14–1.81)

GG+GA
AA
Рецессивная 

600 (84.51)
110 (15.49)

543 (82.9)
112 (17.10)

0.5 0.54 1.00
0.90 (0.66–1.23)

Лог-аддитивная – – 0.12 0.208 1.15 (0.97–1.36)

FOXO1
 rs9549240 
T>G

T GG/GT/TT 414/244/52
(58.31/34.37/7.32)

356/240/59
(54.35/36.64/9.01)

0.32 0.416 –

G/T 1072/348
(75.49/24.51)

952/358
(72.67/27.33)

0.101 0.202 1.15 (0.97–1.37)

GG
GT+TT 
Доминантная

414 (58.31)
296 (41.69)

356 (54.35)
299 (45.65)

0.17 0.209 1.00
0.85 (0.67–1.07)

GG+TT
GT

466 (65.66)
244 (34.37)

415 (63.36)
240 (36.64)

0.43 0.516 1.00
0.79 (0.52–1.21)

GG+GT
TT
Рецессивная 

658 (92.68)
52 (7.32)

596 (90.99)
59 (9.01)

0.52 0.54 1.00
0.85 (0.67–1.07)

Лог-аддитивная – – 0.13 0.208 0.87 (0.73–1.04)

FOXO3A 
rs3800231 
A>G

A GG/GA/AA 184/380/146
(25.92/53.52/20.56)

199/336/120
(30.38/51.30/18.32)

0.22 0.31 –

G/A 748/672
(52.68/47.32)

734/576
(56.03/43.97)

0.86 0.86 0.87 (0.75–1.02)

GG
GA+AA 
Доминантная

184 (25.92)
526 (74.08)

199 (30.38)
456 (69.62)

0.096 0.202 1.00
1.25 (0.96–1.63)

GG+AA
GA

330 (46.48)
380 (53.52)

319 (48.70)
336 (51.30)

0.47 0.537 1.00
1.09 (0.86–1.38)

GG+GA
AA
Рецессивная 

564 (79.44)
146 (20.56)

535 (81.68)
120 (18.32)

0.33 0.416 1.00
1.16 (0.86–1.57)

Лог-аддитивная – – 0.097 0.173 1.16 (0.97–1.38)

FOXO3A 
rs2253310 
C>G

C GG/GC/CC 572/129/9
(80.56/18.17/1.27)

447/183/25
(68.24/27.94/3.82)

9.733 × 10–7 5.8398 × 10–6 –

G/C 1273/147
(89.65/10.35)

1077/233
(82.21/17.79)

1.54 × 10–7 1.848 × 10–6 0.53 (0.43–0.67)

GG
GC+CC 
Доминантная

572 (80.56)
138 (19.44)

447 (68.24)
208 (31.76)

5.926 × 10–7 4.7408 × 10–6 1.00
0.52 (0.40–0.67)

GG+CC
GC

581 (81.83)
129 (18.17)

472 (72.06)
183 (27.94)

4.111 × 10–5 0.0001 1.00
0.57 (0.44–0.75)

GG+GC
CC
Рецессивная 

701 (98.73)
9 (1.27)

630 (96.18)
25 (3.82)

0.0003 0.0012 1.00
0.32 (0.14–0.72)

Лог-аддитивная – – 1.451 × 10–7 1.848 × 10–6 0.54 (0.43–0.68)

Примечание. P – значимость различий между группами по частотам аллелей и генотипов (тест χ2 на гомогенность выборок); регрессионный анализ – 
количество индивидов, включенных в регрессионный анализ (N = 1365); Padj – значимость для теста отношения правдоподобия лог-регрессионной 
модели с учетом возраста, статуса и индекса курения в различных моделях; ORadj – отношение шансов с учетом всех факторов; 95 CI % – 95 % довери­
тельный интервал для OR; Pcor-FDR – значимость теста после коррекции FDR.
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и с гетерозиготным генотипом GC (Padj = 4.111 × 10–5, 
OR = 0.57). При этом частый аллель G (P = 1.54 × 10–7, 
OR = 1.87 95 % CI 1.50–2.33) и генотип GG (Padj = 5.926 × 
× 10–7, OR = 1.99 95 % CI 1.57–2.47) чаще встречались в 
группе больных хронической обструктивной болезнью 
легких.

Для полиморфных локусов FOXO1 (rs9549240) и 
FOXO3A (rs3800231) статистически значимых различий 
между группами больных и здоровых индивидов не об-
наружено.

Анализ гаплотипов по полиморфным локусам  
генов FOXO1 и FOXO3A
Выявлены неравновесие по сцеплению между локуса-
ми rs12585277 и rs9549240 гена FOXO1 (Dʹ = 0.6183, 
r2 = 0.429) и статистически значимые различия в характе
ре распределения частот гаплотипов гена FOXO1 между 
группами больных ХОБЛ и контроля (P = 0.045) (табл. S3). 
Частота гаплотипа A-G по локусам rs12585277 и rs9549240 
была значимо выше в группе больных ХОБЛ (24.26 против 
18.81 % в контроле, Padj = 0.011, OR = 1.33). 

Показано неравновесие по сцеплению между поли-
морфными локусами rs3800231 и rs2253310 гена FOXO3A 
(Dʹ = 0.3315, r2 = 0.1452) (см. табл. S3). Установлены ста
тистически значимые различия в характере распределе
ния частот гаплотипов между группами больных ХОБЛ и 
контроля (P = 0.00001). Частота гаплотипа A-G по локу
сам rs3800231 и rs2253310 была значимо выше в груп
пе ХОБЛ (40.27 против 32.56 % в контроле, Padj = 0.03,  
OR  =  1.25), тогда как гаплотипы A-С и С-С встреча-
лись чаще в группе здоровых индивидов (Padj = 0.0076, 
OR = 0.65 и Padj = 0.0072, OR = 0.51 соответственно).

Анализ ассоциации полиморфных вариантов  
генов FOXO1 и FOXO3A с различными фенотипами ХОБЛ 
С целью выявления генетических маркеров, ассоцииро
ванных с фенотипами ХОБЛ, проводили сравнение груп-
пы контроля и пациентов, дифференцированных по фе-
нотипам заболевания по классификации (http://goldcopd.
org), которая включала интегральную оценку фенотипа 
ХОБЛ с учетом количества обострений в год, результа
тов специализированных опросников: оценочный тест по 
ХОБЛ (COPD assessment test, CAT), шкалу оценки одышки 
медицинского исследовательского совета (medical research 
council dyspnea scale, MRC) и показателей исследования 
функции внешнего дыхания (табл. 2). 

Статистически значимые ассоциации с развитием фе
нотипа ХОБЛ с частыми обострениями получены для 
полиморфных локусов генов FOXO1 (rs12585277) в до-
минантной модели (Padj = 0.001, OR = 1.65) и для гетеро-
зиготного генотипа (Padj = 0.0005, OR = 1.653); FOXO3A 
(rs2253310) в доминантной (Padj = 0.0002, OR = 0.55) и 
лог-аддитивной моделях (Padj = 0.0001, OR = 0.58), при 
этом гомозиготный по частому аллелю генотип GG ло
куса FOXO3A (rs2253310) чаще встречался среди боль
ных (OR = 1.81 95 % CI 1.32–2.49). Частота гаплотипа A-G 
по локусам rs12585277 и rs9549240 гена FOXO1 была 
выше в группе ХОБЛ (24.29 против 18.81 % в контроле, 
Padj = 0.022, OR = 1.36 95 % CI 1.05–1.76) (табл. S4). 

У больных ХОБЛ с редкими обострениями значимая ас-
социация была подтверждена только для локуса FOXO3A 
(rs2253310) в доминантной (Padj = 0.00001, OR = 0.48) и 
лог-аддитивной (Padj = 0.00001, OR = 0.5) моделях. Гено-
тип GG локуса rs2253310 (OR = 2.09 95 % CI 1.53–2.88) 
и гаплотип A-G по локусам rs3800231 и rs2253310 гена 
FOXO3A (Padj = 0.032, OR = 1.31 95 % CI 1.02–1.67) чаще 
встречались в группе больных.

Ассоциация полиморфных локусов  
генов FOXO1 и FOXO3A с показателями  
функции внешнего дыхания и индексом курения
Курение – основной фактор риска развития ХОБЛ и пу-
сковой механизм развития окислительного стресса, при-
водящего к повреждению ДНК и апоптозу клеток (Domej 
et al., 2014). Проведен анализ количественного показате
ля, отражающего интенсивность и стаж курения (индекс 
курения) в общей группе курильщиков, включающей 
как больных, так и здоровых индивидов, в зависимости 
от полиморфных вариантов изученных генов FOXO1 и 
FOXO3A (табл. S5). Установлено, что генотип GT по ло-
кусу FOXO1 (rs9549240) и генотип GG по локусу FOXO3A  
(rs2253310) ассоциированы с более высокими показа-
телями индекса курения в общей группе курильщиков 
(P = 0.0042 и P = 0.012).

Показатели функции легочного дыхания, такие как жиз
ненная емкость легких (ЖЕЛ), форсированная жизнен
ная емкость легких (ФЖЕЛ), объем форсированного вы
доха за первую секунду (ОФВ1), соотношение объема фор
сированного выдоха в 1 с и жизненной емкости легких  
(ОФВ1/ ЖЕЛ), – ключевые клинические показатели, от-
ражающие степень обструкции дыхательных путей при 
ХОБЛ и прогрессирование заболевания. Более низкие зна-
чения ЖЕЛ имели индивиды с гомозиготным генотипом 
GG по локусу FOXO1 (rs9549240) (P = 0.0071); низкие 
значения ФЖЕЛ были у носителей аллеля A в гомозигот-
ном и гетерозиготном состояниях (доминантная модель) 
по локусу FOXO1 (rs12585277) (P = 0.04). 

Множественный регрессионный анализ и ROC-анализ
На заключительном этапе с использованием метода мно
жественного регрессионного анализа с пошаговым вклю
чением предикторов (независимых переменных) и по-
следующего ROC-анализа проведен поиск комплексных 
клинико-генетических моделей риска развития ХОБЛ. 
В качестве независимых переменных были отдельные ге
нотипы или аллели исследованных генов, далее добавля-
ли клинико-демографические показатели (пол, возраст, 
статус и индекс курения) и выбирали наиболее значимые 
многофакторные регрессионные модели. Параметры 
функции легочного дыхания были исключены, так как 
они являются классическими и хорошо идентифициро-
ванными предикторами ХОБЛ и тяжести заболевания. 

В информативную регрессионную модель формирова-
ния ХОБЛ в целом, без дифференциации на фенотипы, 
вошли полиморфные варианты генов FOXO1 (rs12585277) 
(генотип AG) и FOXO3A (rs2253310) (аллель С), индекс 
курения и возраст обследуемых (P = 5.25 × 10–93) (табл. 3). 
ROC-анализ полученной модели показал ее высокую спо-

http://goldcopd.org
http://goldcopd.org
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Таблица 2. Результаты анализа ассоциации полиморфных локусов генов FOXO1 и FOXO3A  
в группах, дифференцированных по фенотипам ХОБЛ

Ген, SNP Редкий аллель Генотип, модель ORadj (95 % CI) Padj Pcor-FDR

ХОБЛ с редкими обострениями (N = 991)

FOXO1
rs12585277  
G>A

A GG
GA+AA 
Доминантная

1.00
1.22 (0.93–1.60)

0.16 0.18

Лог-аддитивная 1.06 (0.89–1.28) 0.51 0.51

FOXO1
rs9549240  
T>G

T GG
GT+TT 
Доминантная

1.00
0.80 (0.61–1.04)

0.099 0.148

Лог-аддитивная 0.84 (0.68–1.03) 0.094 0.148

FOXO3A  
rs3800231 
A>G

A GG
GA+AA 
Доминантная

1.00
1.27 (0.94–1.72)

0.12 0.154

Лог-аддитивная 1.20 (0.99–1.46) 0.063 0.148

FOXO3A 
rs2253310  
C>G

C GG
GC+CC 
Доминантная

1.00
0.48 (0.35–0.65)

4.961 × 10–7 2.232 × 10–6

Лог-аддитивная 0.50 (0.38-0.67) 1.373 × 10–7 1.235 × 10–6

ХОБЛ с частыми обострениями (N = 1029)

FOXO1
rs12585277  
G>A

A GG
GA+AA 
Доминантная

1.00
1.65 (1.22–2.24)

0.001 0.0022

GG+AA
GA

1.00
1.63 (1.24–2.15)

0.0005 0.0015

Лог-аддитивная 1.32 (1.12–1.49) 0.045 0.081

FOXO1
rs9549240  
T>G

T GG
GT+TT 
Доминантная

1.00
0.90 (0.68–1.18)

0.44 0.44

Лог-аддитивная 0
0.90 (0.73–1.11)

0.33 0.371

FOXO3A 
rs3800231  
A>G

A GG
GA+AA 
Доминантная

1.00
1.24 (0.90–1.71)

0.19 0.28

Лог-аддитивная 0
1.12 (0.90–1.38)

0.31 0.371

FOXO3A 
rs2253310  
C>G

C GG
GC+CC 
Доминантная

1.00
0.55 (0.40–0.76)

0.0002 0.0009

Лог-аддитивная 0.58 (0.44–0.77) 0.0001 0.0009

Примечание. N – количество индивидов, включенных в регрессионный анализ; Padj – значимость для теста отношения правдоподобия лог-регрес­
сионной модели с учетом возраста, пола, статуса и индекса курения; ORadj – отношение шансов с учетом всех факторов; 95 CI % – 95 % доверительный 
интервал для OR; Pcor-FDR – значимость теста после коррекции.

собность дискриминировать больных с ХОБЛ и здоровых 
индивидов (AUC = 0.864, чувствительность – 78.3 %, 
специфичность – 82.3 %) (см. рисунок, а).

Значимая многофакторная регрессионная модель раз-
вития фенотипа ХОБЛ с частыми обострениями вклю
чала  генотип AG локуса FOXO1 (rs12585277), индекс 
курения и возраст, характеризовалась высокой способно-
стью дискриминировать больных и здоровых индивидов 
(AUC = 0.897, P = 4.1 × 10–86). Однако чувствительность – 
показатель, характеризующий способность модели вер
но классифицированных больных с данным фенотипом 

ХОБЛ от здоровых индивидов, была всего 69.6 %; в то 
же время модель точно классифицировала здоровых ин
дивидов, так как имела высокую специфичность (90.9 %) 
(см. рисунок, б). 

Многофакторная регрессионная модель для феноти-
па ХОБЛ с редкими обострениями включала аллель С 
локуса FOXO3A (rs2253310), индекс курения и возраст 
(P  =  1.4 × 10–48). ROC-анализ полученной модели по-
казал ее умеренную дискриминационную способность 
(AUC = 0.823), низкую чувствительность (54.5 %), но вы
сокую специфичность (91.7 %) (см. рисунок, в). 
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Таблица 3. Результаты множественного регрессионного анализа 

Независимая переменная β Pвальд OR 95 % CIOR

ХОБЛ 

Индекс курения    0.04 4 × 10–20 1.04 1.03–1.05

Возраст    0.08 1.55 × 10–31 1.08 1.07–1.1

FOXO1 (rs12585277) AG    0.33 0.0415 1.39 1.01–1.91

FOXO3A (rs2253310) C –0.46 0.0037 0.62 0.46–0.86

Константа –5.66 9.4 × 10–41 0.003

χ2 = 435.74, P = 5.25 × 10–93

AUC = 0.864 (чувствительность – 78.3 %, специфичность – 82.3 %, R2 = 0.483)

ХОБЛ с частыми обострениями

Индекс курения    0.050 1.96 × 10–18 1.05 1.04–1.06 

Возраст    0.115 2.46 × 10–30 1.12 1.1–1.14

FOXO1 (rs12585277) AG    0.530 0.0123 1.7 1.12–2.57

Константа –8.756889 6.5 × 10–42 0.0002

χ2 = 398.76, P = 4.1 × 10–86

AUC = 0.897 (чувствительность – 69.6 %, специфичность – 90.9 %, R2 = 0.57)

ХОБЛ с редкими обострениями 

Индекс курения    0.035 8.4 × 10–14 1.04 1.03–1.05

Возраст    0.064 5.7 × 10–15 1.07 1.05–1.08

FOXO3A (rs2253310) C –0.469 0.0168 0.63 0.43–0.92

Константа –4.992 4.7 × 10–26 0.01

χ2 = 225.29, P = 1.4 × 10–48

AUC = 0.823 (чувствительность – 54.5 %, специфичность – 91.7 %, R2 = 0.384)

Примечание. β – бета коэффициент для независимой переменной в уравнении регрессии; Pвальд – уровень значимости для статистики Вальда (ста­
тистика Вальда – это коэффициент регрессии, деленный на квадрат стандартной ошибки: β/SE2), указывает на значимость независимой переменной;  
OR – отношение шансов, представляет экспоненту бета коэффициента (expβ) для независимой переменной; 95 % CI – доверительный 95 % интервал 
для OR; χ2 – значение для теста отношения правдоподобия (likelihood ratio (LR) test), необходим для проверки гипотезы о существенности построенной 
регрессионной модели в целом с учетом всех независимых переменных; P – значение для теста отношения правдоподобия; R2 – Нагелькерке R2 (Nagel­
kerke R2) показатель качества модели – отражает долю вариабельности признака; константа – для уравнения регрессии, значение зависимой перемен­
ной, при котором независимая переменная равна нулю; AUC – площадь под ROC-кривой; чувствительность – доля верно классифицированных больных 
с данным диагнозом; специфичность – доля верно классифицированных здоровых. ROC-кривые представлены на рисунке.

График площади под кривой (ROC-кривая) для оценки эффективности прогностических регрессионных моделей развития ХОБЛ (а), фенотипа 
ХОБЛ с частыми обострениями (б), фенотипа ХОБЛ с редкими обострениями (в), включающих значимые клинико-демографические и генети­
ческие предикторы.
AUC – площадь под кривой. Полные характеристики моделей представлены в табл. 3. 
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Обсуждение 
Установлена ассоциация локуса rs12585277 гена FOXO1 
с ХОБЛ и фенотипом ХОБЛ с частыми обострениями; 
гаплотип A-G по локусам rs12585277 и rs9549240 гена 
FOXO1 с более высокой частотой встречался в общей 
группе больных ХОБЛ и среди больных с фенотипом с 
частыми обострениями. Генотип AG локуса rs12585277 
гена FOXO1 является составной частью многофактор-
ной регрессионной модели развития ХОБЛ и фенотипа с 
частыми обострениями, наряду с такими предикторами, 
как возраст и индекс курения. Обнаружено снижение 
показателей функции легочного дыхания, характеризую
щих степень обструкции дыхательных путей: ФЖЕЛ у 
носителей гомозиготного и гетерозиготного генотипа по 
редкому аллелю A локуса rs12585277 и ЖЕЛ у носителей 
генотипа GG локуса rs9549240 гена FOXO1. Установлена 
вариабельность показателя индекса курения в зависимо-
сти от генотипов локуса rs9549240 гена FOXO1.

Ген FOXO1 локализован на хромосоме 13q14.11 (https://
www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/2308). Ранее была показана 
ассоциация ряда полиморфных локусов гена FOXO1 c раз-
витием сахарного диабета 2-го типа и ожирения (Hussain et 
al., 2022; Santana et al., 2024). Исследований по ассоциации 
полиморфных вариантов гена FOXO1 с ХОБЛ не прово-
дилось. T. Xue с коллегами (2024) выявили повышение 
уровня мРНК и белка FOXO1 в легочной ткани мышей с 
моделью эмфиземы легких. С другой стороны, показано, 
что экспрессия FOXO1 снижена в крови пациентов с 
ХОБЛ (Zhu et al., 2020). 

Наиболее значимые ассоциации с ХОБЛ получены с 
локусом rs2253310 гена FOXO3A; аллель G и генотип GG 
чаще встречались в группе больных. Данная ассоциа
ция сохраняла свою значимость независимо от фенотипа 
заболевания. Генотип GG ассоциировал с увеличением 
количественного показателя, характеризующего стаж и 
интенсивность курения, – индексом курения, среди всех 
курильщиков. Увеличение индекса курения – значимый 
фактор риска развития ХОБЛ, полученные результаты 
могут быть связаны с большей долей индивидов с высо-
ким индексом курения (более 40 пачек/лет) среди больных 
ХОБЛ, имеющих частый гомозиготный генотип GG по 
локусу rs2253310 гена FOXO3A. По результатам множе-
ственного регрессионного анализа, локус rs2253310 – один 
из значимых факторов развития ХОБЛ в целом наряду с 
такими показателями, как локус rs12585277 гена FOXO1, 
возраст и индекс курения. 

Ген FOXO3A локализован на хромосоме 6q21 (https://
www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/2309). Была показана ассо-
циация полиморфных вариантов гена FOXO3A с про-
должительностью жизни (Soerensen et al., 2015) и рядом 
возраст-ассоциированных заболеваний (Klinpudtan et 
al., 2022; Cao et al., 2023). Исследований по ассоциации 
полиморфных локусов гена FOXO3A с ХОБЛ ранее не 
проводилось. 

Для ХОБЛ свойственно развитие системных эффектов, 
обуславливающих развитие тяжелых осложнений, допол-
нительно отягчающих течение болезни у отдельных па
циентов (Agustí et al., 2023). В связи с изменением страте-
гии по диагностике и профилактике ХОБЛ (http://goldcopd.
org) большое внимание исследователей в настоящее время 

уделяется идентификации маркеров различных феноти-
пов заболевания и эффективному выявлению пациентов 
с частыми обострениями, так как для данной категории 
больных ХОБЛ характерны резкое прогрессирование 
обструкции дыхательных путей и повышение смертности 
(Geerdink et al., 2016). Нами показано, что гетерозиготный 
генотип AG локуса FOXO1 (rs12585277) и генотип GG 
локуса FOXO3A (rs2253310) встречались значимо чаще в 
группе больных ХОБЛ с частыми обострениями. Много-
факторный регрессионный анализ продемонстрировал, 
что наиболее высокие оценки эффективности регрес-
сионной модели, включающие показатели AUC и R2, по 
дискриминации больных ХОБЛ от здоровых индивидов 
имеет модель для ХОБЛ с частыми обострениями, что, 
вероятно, может быть объяснено большей гомогенностью 
этой группы. Полученные нами данные свидетельствуют 
о том, что наиболее информативный генетический маркер 
развития фенотипа ХОБЛ с частыми обострениями сре-
ди тех, что показали ассоциацию, – генотип AG локуса 
FOXO1 (rs12585277). 

Исследований по ассоциации полиморфных локусов 
генов FOXO1 и FOXO3A с ХОБЛ или фенотипами заболе-
вания ранее не проводилось, нами впервые изучен вклад 
генов, кодирующих транскрипционные факторы FOXO, 
в развитие заболевания. Интерес к ним обусловлен тем, 
что FOXO регулируют экспрессию белков, связанных с 
аутофагией, окислительным стрессом и клеточным мета-
болизмом (Hagenbuchner, Ausserlechner, 2013; Gui, Bur
gering, 2022). 

Показано, что активация FOXO1 подавляет индуциро-
ванный окислительным стрессом апоптоз эпителиальных 
клеток в модели бронхолегочной дисплазии (Zang et al., 
2023). FOXO1 стимулирует экспрессию кислород-регули-
руемого белка с молекулярной массой 150 кДа (oxygen-
regulated protein, ORP150) и таким образом обеспечивает 
защиту эпителиальных клеток дыхательных путей от 
стресса эндоплазматического ретикулума, опосредован-
ного воздействием сигаретного дыма (Liu et al., 2018). 
Ингибирование FOXO1 стимулирует сопряженные про-
цессы аутофагии и стресса эндоплазматического рети-
кулума (Guo et al., 2022) и индуцирует фенотипическую 
конверсию легочных макрофагов, что способствует вос-
палению и ремоделированию дыхательных путей (Chung 
et al., 2019). 

Выявлено, что активность FOXO3 подавляет клеточное 
старение и патологическое ремоделирование дыхательных 
путей, вызванные воздействием сигаретного дыма (Yao et 
al., 2012), с другой стороны, ингибирование экспрессии 
FOXO3 способствует накоплению NF-κB в ядре и сти-
мулирует его провоспалительную транскрипционную 
активность (Di Vincenzo et al., 2018). Все эти процессы – 
важные патогенетические механизмы, приводящие к раз- 
витию ХОБЛ. Окислительный стресс, вызванный сигарет-
ным дымом, стимулирует транскрипционную активность 
FOXO3, который активирует экспрессию FOXO1 и стиму-
лирует его связывание с промоторами генов белков ауто-
фагии (ATG5, ATG12, ATG16), белка беклина 1 (BECLIN1) 
и гена легкой цепи 3 альфа белка 1, ассоциированного с 
микротрубочками (LC3) (Bagam et al., 2021). Антиокси-
дантная функция FOXO3 обусловлена увеличением экс-
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прессии генов SOD2, CAT и GPX1, играющих ключевую 
роль в регуляции гомеостаза АФК в клетках легких в ответ 
на окислительный стресс (Mahlooji et al., 2022). 

H. Jiang с коллегами (2023) установили, что активация 
FOXO3A при воздействии стрессовых факторов приводит 
к адаптации клеток и уменьшению уровня клеточного 
старения, в то время как подавление активности FOXO3A 
связано с большим повреждением митохондрий в клетках 
легочного эпителия. Недостаточный уровень FOXO3, ко-
торый в том числе может быть связан с функциональными 
полиморфными вариантами, приводит к подавлению 
экспрессии генов антиоксидантов, в результате чего раз-
вивается окислительный стресс в ответ на воздействие 
сигаретного дыма (Hwang et al., 2011). 

Таким образом, транскрипционные факторы FOXO 
играют ключевую роль в нормальном функционировании 
митохондрий, предотвращают развитие окислительного 
стресса и тем самым препятствуют развитию клеточного 
старения эпителия легких (Chen et al., 2021) – процесса, 
являющегося важным патогенетическим механизмом 
развития хронической обструктивной болезни легких. 

Заключение
Впервые показаны значимые ассоциации полиморфных 
локусов генов FOXO1 (rs12585277) и FOXO3A (rs2253310) 
с ХОБЛ и фенотипами заболевания. Cвязанные с аутофа-
гией, окислительным стрессом и клеточным гомеостазом 
транскрипционные факторы семейства FOXO как потен-
циальные биомаркеры и мишени для терапии могут стать 
основой для разработки новой стратегии диагностики 
и лечения хронической обструктивной болезни легких.

Список литературы / References
Корытина Г.Ф., Ахмадишина Л.З., Кочетова О.В., Азнабаева Ю.Г., 

Измайлова С.М., Загидуллин Ш.З., Викторова Т.В. Исследова-
ние ассоциации полиморфных вариантов генов С-реактивного 
белка (CRP), рецептора CD14, провоспалительных цитокинов 
и их рецепторов (TNFA, LTA, TNFRSF1A, TNFRSF1B, IL1B, IL6) 
с развитием хронической обструктивной болезни легких. Гене-
тика. 2020;56(8):953-963. doi 10.31857/S0016675820080081

	 [Korytina G.F., Akhmadishina L.Z., Kochetova O.V., Aznabae-
va Y.G., Izmailova S.M., Zagidullin S.Z., Victorova T.V. Associa-
tion of CRP, CD14, pro-inflammatory cytokines and their receptors 
(TNFA, LTA, TNFRSF1A, TNFRSF1B, IL1B, and IL6) genes with 
chronic obstructive pulmonary disease development. Russ J Genet. 
2020;56,972-981. doi 10.1134/S1022795420080086]

Корытина Г.Ф., Ахмадишина Л.З., Маркелов В.А., Азнабаева Ю.Г., 
Кочетова О.В., Насибуллин Т.Р., Ларкина А.П., Хуснутдино-
ва  Н.Н., Загидуллин Н.Ш., Т.В. Роль генов PI3K/AKT/mTOR-
сигнального каскада и сиртуинов в развитии хронической об-
структивной болезни легких. Вавиловский журнал генетики и 
селекции. 2023;27(5):512-521. doi 10.18699/VJGB-23-62

	 [Korytina G.F., Akhmadishina L.Z., Markelov V.A., Aznabaeva Y.G., 
Kochetova O.V., Nasibullin T.R., Larkina A.P., Khusnutdinova N.N., 
Zagidullin N.S., Victorova T.V. Role of PI3K/AKT/mTOR signaling 
pathway and sirtuin genes in chronic obstructive pulmonary disease 
development. Vavilovskii Zhurnal Genetiki i Selektsii = Vavilov J 
Genet Breed. 2023;27(5):512-521. doi 10.18699/VJGB-23-62]. 

Agustí A., Celli B.R., Criner G.J., Halpin D., Anzueto A., Barnes P., 
Bourbeau J. Global initiative for chronic obstructive lung disease 
2023 report: GOLD executive summary. Eur Respir J. 2023;61(4): 
230-239. doi 10.1183/13993003.00239-2023 

Bagam P., Kaur G., Singh D.P., Batra S. In vitro study of the role of 
FOXO transcription factors in regulating cigarette smoke extract-

induced autophagy. Cell Biol Toxicol. 2021;37(4):531-553. doi 
10.1007/s10565-020-09556-y

Brandsma C.A., Van den Berge M., Hackett T.L., Brusselle G., Ti-
mens W. Recent advances in chronic obstructive pulmonary disease 
pathogenesis: from disease mechanisms to precision medicine. 
J Pathol. 2020;250(5):624-635. doi 10.1002/path.5364

Cao G., Lin M., Gu W., Su Z., Duan Y., Song W., Liu H., Zhang F. The 
rules and regulatory mechanisms of FOXO3 on inflammation, me-
tabolism, cell death and aging in hosts. Life Sci. 2023;328:121877. 
doi 10.1016/j.lfs.2023.121877

Chen J.X., Yang L., Sun L., Chen W., Wu J., Zhang C.F., Liu K.Y., 
Bai L., Lu H.G., Gao T., Tian H., Jiang S.L. Sirtuin 3 ameliorates 
lung senescence and improves type II alveolar epithelial cell func-
tion by enhancing the FoxO3a-dependent antioxidant defense me
chanism. Stem Cells Dev. 2021;30(17):843-855. doi 10.1089/scd. 
2021.0099

Chung S., Kim J.Y., Song M.A., Park G.Y., Lee Y.G., Karpurapu M., 
Englert J.A., Ballinger M.N., Pabla N., Chung H.Y., Christman J.W. 
FoxO1 is a critical regulator of M2-like macrophage activation in 
allergic asthma. Allergy. 2019;74(3):535-548. doi 10.1111/all.13626

Di Vincenzo S., Heijink I.H., Noordhoek J.A., Cipollina C., Siena L., 
Bruno A., Ferraro M., Postma D.S., Gjomarkaj M., Pace E. SIRT1/
FoxO3 axis alteration leads to aberrant immune responses in bron-
chial epithelial cells. J Cell Mol Med. 2018;22(4):2272-2282. doi 
10.1111/jcmm.13509 

Domej W., Oettl K., Renner W. Oxidative stress and free radicals in 
COPD – implications and relevance for treatment. Int J Chron Ob-
struct Pulmon Dis. 2014;9:1207-1224. doi 10.2147/COPD.S51226

Farhan M., Silva M., Xingan X., Huang Y., Zheng W. Role of FOXO 
transcription factors in cancer metabolism and angiogenesis. Cells. 
2020;9(7):1586. doi 10.3390/cells9071586 

Geerdink J.X., Simons S.O., Pike R., Stauss H.J., Heijdra Y.F., Hurst J.R. 
Differences in systemic adaptive immunity contribute to the ‘fre-
quent exacerbator’ COPD phenotype. Respir Res. 2016;17(1):140. 
doi 10.1186/s12931-016-0456-y 

González J.R., Armengol L., Solé X., Guinó E., Mercader J.M., Esti
vill X., Moreno V. SNPassoc: an R package to perform whole ge-
nome association studies. Bioinformatics. 2007;23(5):644-645. doi 
10.1093/bioinformatics/btm025

Gui T., Burgering B.M.T. FOXOs: masters of the equilibrium. FEBS J. 
2022;289(24):7918-7939. doi 10.1111/febs.16221

Guo J., Nie J., Chen Z., Wang X., Hu H., Xu J., Lu J., Ma L., Ji H., 
Yuan J., Xu B. Cold exposure-induced endoplasmic reticulum stress 
regulates autophagy through the SIRT2/FoxO1 signaling pathway. 
J Cell Physiol. 2022;237(10):3960-3970. doi 10.1002/jcp.30856

Hagenbuchner J., Ausserlechner M.J. Mitochondria and FOXO3: breath 
or die. Front Physiol. 2013;4:147. doi 10.3389/fphys.2013.00147 

Hussain S., Yadav S.S., Dwivedi P., Banerjee M., Usman K., Nath R., 
Khattri S. SNPs of FOXO1 and their interactions contributes to the 
enhanced risk of diabetes among elderly individuals. DNA Cell Biol. 
2022;41(4):381-389. doi 10.1089/dna.2021.1139

Hwang J.W., Rajendrasozhan S., Yao H., Chung S., Sundar I.K., 
Huyck H.L., Pryhuber G.S., Kinnula V.L., Rahman I. FOXO3 defi-
ciency leads to increased susceptibility to cigarette smoke-induced 
inflammation, airspace enlargement, and chronic obstructive pul-
monary disease. J Immunol. 2011;187(2):987-998. doi 10.4049/ 
jimmunol.1001861 

Jiang H., Xu Y., Jiang Y., Li Y. FOXO3 activation prevents cellular se-
nescence in emphysema induced by cigarette smoke. COPD. 2023; 
20(1):80-91. doi 10.1080/15412555.2022.2164262

Klinpudtan N., Allsopp R.C., Kabayama M., Godai K., Gondo Y., 
Masui  Y., Akagi Y. The association between longevity-associated 
FOXO3 allele and heart disease in septuagenarians and octogena
rians: the SONIC study. J Gerontol A Biol Sci Med Sci. 2022;77(8): 
1542-1548. doi 10.1093/gerona/glab204

Korytina G.F., Akhmadishina L.Z., Aznabaeva Y.G., Kochetova O.V., 
Zagidullin N.S., Kzhyshkowska J.G., Zagidullin S.Z., Viktoro-
va T.V. Associations of the NRF2/KEAP1 pathway and antioxidant 

https://elibrary.ru/download/elibrary_43067198_51039101.pdf
https://link.springer.com/article/10.1134/S1022795420080086
https://vavilovj-icg.ru/download/13_Korytina.pdf
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/37867611/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/36858443/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/33146789/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/33146789/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/31691283/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/37352918/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/34148409/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/34148409/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/30288751/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/29411515/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/29411515/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/25378921/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/32629884/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/27793198/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/17267436/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/17267436/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/34610198/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/35938526/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/23801966/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/35325578/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/21690325/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/21690325/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/21690325/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/36656684/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/34254639/


Вклад генов FOXO1 и FOXO3 в развитие  
хронической обструктивной болезни легких

В.А. Маркелов, Л.З. Ахмадишина, Т.Р. Насибуллин … 
С.М. Измайлова, Н.Ш. Загидуллин, Г.Ф. Корытина

2025
29 • 6

837МЕДИЦИНСКАЯ ГЕНЕТИКА / MEDICAL GENETICS

defense gene polymorphisms with chronic obstructive pulmonary 
disease. Gene. 2019;692:102-112. doi 10.1016/j.gene.2018.12.061 

Li Y., Tian X., Luo J., Bao T., Wang S., Wu X. Molecular mechanisms 
of aging and anti-aging strategies. Cell Commun Signal. 2024;22(1): 
285. doi 10.1186/s12964-024-01663-1

Liu J.Q., Zhang .L., Yao J., Yao S., Yuan T. AMPK alleviates endo-
plasmic reticulum stress by inducing the ER-chaperone ORP150 
via FOXO1 to protect human bronchial cells from apoptosis. Bio-
chem Biophys Res Commun. 2018;497(2):564-570. doi 10.1016/ 
j.bbrc.2018.02.095

Luo X., Zeng W., Tang J., Liu W., Yang J., Chen H., Jiang L., Zhou X., 
Huang J., Zhang S., Du L., Shen X., Chi H., Wang H. Multi-modal 
transcriptomic analysis reveals metabolic dysregulation and immune 
responses in chronic obstructive pulmonary disease. Sci Rep. 2024; 
14(1):22699. doi 10.1038/s41598-024-71773-w 

Mahlooji M.A., Heshmati A., Kheiripour N., Ghasemi H., Asl S.S., 
Solgi G., Ranjbar A., Hosseini A. Evaluation of protective effects 
of curcumin and nanocurcumin on aluminium phosphide-induced 
subacute lung injury in rats: modulation of oxidative stress through 
SIRT1/FOXO3 signalling pathway. Drug Res (Stuttg). 2022;72(2): 
100-108. doi 10.1055/a-1647-2418

Santana C.V.N., Magno L.A.V., Ramos A.V., Rios M.A., Sandrim V.C., 
De Marco L.A., de Miranda D.M., Romano-Silva M.A. Genetic vari-
ations in AMPK, FOXO3A, and POMC increase the risk of extreme 
obesity. J Obes. 2024;2024:3813621. doi 10.1155/2024/3813621

Santos B.F., Grenho I., Martel P.J., Ferreira B.I., Link W. FOXO family 
isoforms. Cell Death Dis. 2023;14(10):702. doi 10.1038/s41419-

023-06177-1. Erratum in: Cell Death Dis. 2023;14(12):797. doi 
10.1038/s41419-023-06328-4

Soerensen M., Nygaard M., Dato S., Stevnsner T., Bohr V.A., Chris-
tensen K., Christiansen L. Association study of FOXO3A SNPs 
and aging phenotypes in Danish oldest-old individuals. Aging Cell. 
2015;14(1):60-66. doi 10.1111/acel.12295 

Ward L.D., Kellis M. HaploReg v4: systematic mining of putative 
causal variants, cell types, regulators and target genes for human 
complex traits and disease. Nucleic Acids Res. 2016;44(D1):D877-
D881. doi 10.1093/nar/gkv1340 

Xue T., Dong F., Gao J., Zhong X. Identification of related-genes of 
T cells in lung tissue of chronic obstructive pulmonary disease based 
on bioinformatics and experimental validation. Sci Rep. 2024;14(1): 
12042. doi 10.1038/s41598-024-62758-w 

Yao H., Chung S., Hwang J.W., Rajendrasozhan S., Sundar I.K., 
Dean D.A., McBurney M.W., Guarente L., Gu W., Rönty M., Kinnu-
la V.L., Rahman I. SIRT1 protects against emphysema via FOXO3-
mediated reduction of premature senescence in mice. J Clin Invest. 
2012;122(6):2032-2045. doi 10.1172/JCI60132

Zang L., Chi J., Bi S., Tao Y., Wang R., Li L. SIRT3 improves alveo-
lar epithelial cell damage caused by bronchopulmonary dysplasia 
through deacetylation of FOXO1. Allergol Immunopathol (Madr). 
2023;51(2):191-204. doi 10.15586/aei.v51i2.710

Zhu M., Ye M., Wang J., Ye L., Jin M. Construction of potential 
miRNA-mRNA regulatory network in COPD plasma by bioinfor-
matics analysis. Int J Chron Obstruct Pulmon Dis. 2020;15:2135-
2145. doi 10.2147/COPD.S255262 

Конфликт интересов. Авторы заявляют об отсутствии конфликта интересов.
Поступила в редакцию 09.02.2025. После доработки 24.03.2025. Принята к публикации 18.04.2025.

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/30641209/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/38790068/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/29448096/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/29448096/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/39349929/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/34614532/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/39484290/
https://www.nature.com/articles/s41419-023-06177-1
https://www.nature.com/articles/s41419-023-06177-1
https://www.nature.com/articles/s41419-023-06177-1
https://www.nature.com/articles/s41419-023-06177-1
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/25470651/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/26657631/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/38802460/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/22546858/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/36916106/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/32982206/


Using polygenic scores to assess liability to antisocial behavior
A.V. Kazantseva 1  , D.V. Yakovleva 1, 2, Yu.D. Davydova 1, E.K. Khusnutdinova 1

1 Institute of Biochemistry and Genetics – Subdivision of the Ufa Federal Research Centre of the Russian Academy of Sciences, Ufa, Russia
2 Ufa University of Science and Technology, Ufa, Russia 

 Kazantsa@mail.ru

Abstract. To date, several genome-wide association studies (GWAS) of antisocial behavior (ASB) have been con-
ducted in Europeans, which promoted research aimed at evaluating liability to ASB-related phenotypes in indepen-
dent samples. Such studies implemented a polygenic score (PGS) approach, which represents a composite score 
considering a number of “risky” alleles. Since no GWAS of ASB has been conducted in Russians, the present study 
aimed to perform a replication study of liability to severe criminal behavior (homicide) in individuals from Russia us-
ing PGS. Moreover, we sought to obtain the best model considering PGS and potential social factors as predictors. 
Genotyping of the “top” ten SNPs previously identified in GWAS meta-analysis of ASB (CADM2, REV3L, FOXP1, FOXP2, 
BDNF, FURIN, XKR6, TMEM18, SORCS3, and ZIC4 genes) was conducted via real-time PCR in 227 homicide offenders 
and 254 healthy donors from the Volga-Ural region of Russia. Multiple regression models included “weighted” and 
“unweighted” PGS and potential social factors as predictors. The best regression model of liability to severe ASB was 
based on genetic effects of examined SNPs and social predictors, including traumatic brain injury, severe chronic 
disease, and tobacco smoking, which was more pronounced among subjects with a family history of mental illness 
(p = 2 × 10–13). PGS alone explained a small proportion of variance in liability to ASB (1.1–1.5 %), while the inclusion 
of social parameters increased variance explained (16.2–21.2 %). Revealed findings evidence a higher impact of 
social factors than a composite effect of selected “top” SNPs in predicting liability to ASB in the examined cohort. 
A higher probability of ASB was linked to comorbid substance abuse, traumatic brain injury, and family history of 
mental illness, which may also represent a result of a “risky” genetic profile.
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Использование полигенных показателей  
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Аннотация. Проведенные к настоящему времени полногеномные анализы ассоциаций (GWAS) антисоциаль
ного поведения (АП) в европейских популяциях стали предпосылкой для дальнейших исследований по 
оценке предрасположенности к развитию схожих фенотипов в независимых выборках. В таких работах ис-
пользуются полигенные показатели, которые представляют собой обобщенный балл, учитывающий число 
«рисковых» аллелей по каждому включенному генетическому локусу. Поскольку в РФ не было проведено 
GWAS АП, цель настоящего исследования – проведение репликативного исследования предрасположенно-
сти к манифестации крайних форм АП (убийств) в российской когорте с использованием подсчета полиген-
ных показателей. Кроме того, задачей было также выявление наилучшей модели, основанной на включении 
полигенного показателя и социальных факторов в качестве предикторов. Генотипирование 10 «топовых» 
SNP, идентифицированных ранее в метаанализе GWAS АП (в генах CADM2, REV3L, FOXP1, FOXP2, BDNF, FURIN, 
XKR6, TMEM18, SORCS3, ZIC4), проведено с помощью ПЦР в реальном времени у лиц, совершивших убийства 
(N = 227), и в контрольной группе (N = 254) из Волго-Уральского региона РФ. Множественный регрессионный 
анализ основывался на включении «взвешенных» и «невзвешенных» полигенных показателей и потенциаль-
ных социальных факторов в качестве предикторов. Наилучшая регрессионная модель предрасположенно-
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сти к манифестации крайних форм АП содержала данные генетического профиля по 10 локусам и социаль-
ным факторам (черепно-мозговая травма, тяжелые хронические заболевания в анамнезе, табакокурение) и 
была наиболее значимой для лиц с семейной отягощенностью психическими расстройствами (p = 2 × 10–13). 
Введение только полигенного показателя в модель объясняло небольшой процент вариации в предрас-
положенности к АП (1.1–1.5 %), тогда как добавление социальных предикторов увеличивало процент объ-
ясненной вариации (16.2–21.2 %). Полученные результаты указывают на большую значимость социальных 
факторов по сравнению с кумулятивным эффектом 10 локусов в предикции развития АП в исследуемой вы-
борке. Повышенная вероятность его манифестации связана с наличием коморбидного аддиктивного пове-
дения, черепно-мозговой травмы и семейной отягощенности психопатологиями, что может быть результа-
том наличия «рискового» генетического профиля. 
Ключевые слова: агрессия; убийство; ген-средовые взаимодействия; полигенная оценка; регрессионная 
модель; ROC-анализ; социальные факторы

Introduction
Aggressive behavior (AB) and antisocial behavior (ASB) re­
present a destructive form of social interaction aimed at caus­
ing damage to another object and resulting in its frustration. 
From the evolutionary point of view, enhanced aggression was 
required for the survival of  human groups (Baron, Richardson, 
2004), thus promoting certain biological benefits. Although 
it is suggested that the aggression level in modern society 
is decreased compared with early humans, it still remains 
significant. To be more precise, the level of severe crimes, 
including homicides and intentional inflictions of severe 
harm, accounted for 117.3 and 567.1 thousand cases in 2022 
in Russia (according to the data from the Ministry of Internal 
Affairs of the Russian Federation, http://www.crimestat.ru). 
According to the data from the World Health Organization 
(https://www.who.int/data), the homicide rate remains signifi­
cant worldwide and was estimated at 5.8 cases per 100,000 
of population in 2021 in the United States (in comparison, 
6.7 cases in Russia; 0.5–4.5 cases in Europe; 5–100 cases in 
South American countries, and 5–20 cases in Africa). 

In turn, during past years, several specifically cruel cases 
of murder, domestic violence, and antisocial behavior at 
schools have shocked Russia and the neighboring countries. 
However, it remains impossible to predict the occurrence of 
severe cruelty before the crimes have been conducted. In this 
regard, it seems important to determine significant factors 
underlying ASB, which can help to predict a higher probabil­
ity of manifesting cruelty and antisocial behavior. It should 
be noted that ASB usually manifests in the form of certain 
psychiatric diseases, including oppositional defiant disorder, 
conduct disorder, and antisocial personality disorder (Pezzoli 
et al., 2025). Therefore, these phenotypes can share etiology 
and underlying factors.

According to previous research, the main factors predis­
posing to ASB or related phenotypes include biological, 
psychological, and environmental ones (Fritz et al., 2023). 
Examination of  biological factors, which contribute 50 to 80 % 
of variance in aggression (Manchia, Fanos, 2017; Odintsova et 
al., 2023), is mainly focused on the analysis of genetic and epi­
genetic effects. Logically, genetic variants (SNPs) in the genes 
attributed to neurotransmitter release, reuptake, and binding 
(Davydova et al., 2020a; Antón-Galindo et al., 2023), oxytocin 
and arginine vasopressin signaling (Davydova et al., 2020b; 
Kazantseva et al., 2021), and others (Pezzoli et al., 2025) 
have been tested for their relation to individual variance in 
aggressive behavior. However, the results of multiple studies 
demonstrate inconsistent findings. Another methodological 

approach, i. e., genome-wide association studies (GWAS), 
enables to identify associated SNPs under a hypothesis-free 
paradigm. Although to date several GWASs of antisocial 
behavior have been carried out, these studies differ in the 
examined phenotypes frequently linked with ASB (combined 
phenotype of externalizing behavior (Karlsson Linnér et al., 
2021), impulsivity (Deng et al., 2023), problems with self-
regulation (Heilbronner et al., 2021), irritability (Mbatchou 
et al., 2021), risky behavior (Karlsson Linnér et al., 2019)) or 
age groups (children (Pappa et al., 2016), adults (Tielbeek et 
al., 2017)). Moreover, summarized findings from ~ 1.5 million 
subjects identified more than 500 SNPs related to liability to 
externalizing behavior, including antisocial behavior, atten­
tion-deficit/hyperactivity disorder (ADHD), and addiction in 
a European cohort (Karlsson Linnér et al., 2021).

One of the possible applications of GWAS findings is to 
use them for the calculation of polygenic scores (PGS) on the 
basis of effect estimates obtained for each SNP in the training 
sample. In turn, inclusion of PGS in mathematical models 
can gain prediction of enhanced risk of certain complex phe­
notypes. To date, several attempts seeking to replicate GWAS 
findings in an independent sample using PGS from ASB 
phenotype have been made (Karlsson Linnér et al., 2021; 
Li et al., 2023; Tesli et al., 2024; Acland et al., 2025), which 
succeeded in determining some proportion of variance in li­
ability to conduct disorder, substance use disorders, smoking, 
ADHD, criminal behavior, depression, posttraumatic stress 
disorder, unemployment, and suicidal attempts. One of the 
possible limitations of using PGS for predicting ASB is the 
ethnic origin of the examined population, since differences in 
allele and genotype frequencies between ethnic groups can 
change SNPs’ effect (Kazantseva et al., 2016). To date, no 
GWAS of liability to homicidal conduct has been carried out 
in subjects from Russia. Therefore, it is relevant to check if it is 
applicable to use the effect estimates obtained from combined 
ASB phenotype and different ethnic groups to predict the 
probability of conducting severe ASB in the Russian cohort.

Undoubtedly, specific environmental/social factors acting 
at various stages of ontogenesis affect genes’ activity via epi
genetic changes in regulation of genes responsible for mani­
festing aggression (Borinskaya et al., 2021). In this context, 
the analysis of potential social factors together with genetic 
effects (PGS) can help to increase the prognostic significance 
of the final model. In addition, it is established that ASB is 
highly accumulated in certain groups, including subjects 
with comorbid mental disorders (Ip et al., 2021; Wang et al., 
2024; Pezzoli et al., 2025), family history of mental illness 

http://www.crimestat.ru
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(Han et al., 2024), addiction (Karlsson Linnér et al., 2021; 
Antón-Galindo et al., 2023), and unfavorable rearing condi­
tions (Burt, 2022).

Considering the existing findings of ASB meta-analysis of 
European populations (Karlsson Linnér et al., 2021) and absent 
GWAS data for individuals from Russia, the present study 
aimed to evaluate the applicability of calculated polygenic 
scores based on existing GWAS data to predict severe ASB 
(homicide) in the Russian cohort. Moreover, to enhance the 
prognostic ability of regression models, we sought to obtain 
the best model with the optimal sensitivity and specificity, 
which assumes PGS and potential social factors as predictors.

Materials and methods
The study sample comprised 227 criminal offenders who 
conducted homicide and were directed to a forensic exami­
nation of present mental disorders in the Republican Clinical 
Psychiatric Hospital (Ufa, Russia). Only individuals without 
mental illness who were proven to be sane by the Court were 
included in the study. The examined sample consisted mainly 
of men (93 %) with a mean age of 41.5 ± 14.5 years. Ethnic 
content of the sample was the following: 48 % Russians, 
34.8 % Tatars, and 17.2 % Bashkirs. The data on the social/
clinical background of enrolled subjects were obtained via a 
survey and included the information on present and past to­
bacco smoking, alcohol/opiate abuse, family history of mental 
illness or criminal behavior, suicidal attempts, level of edu­
cation, maltreatment in childhood, severe chronic disease in 
anamnesis, and type of ASB (proactive or reactive aggression).

The control group was selected on the basis of correspon­
dence to the group of criminal offenders by age, ethnicity, and 
gender. In total, we examined DNA samples obtained from 
254  individuals who reported no family history of mental 
illness and were non-registered in the psychiatric database of 
the Republic of Bashkortostan. The study was approved by the 
local bioethical committee at the Institute of  Biochemistry and 
Genetics – Subdivision of the Ufa Federal Research Centre 
of the Russian Academy of Sciences (Ufa, Russia) (protocol 
code 15, date of approval, October 12, 2017) in accordance 

with the 1964 Helsinki Declaration and its later amendments 
or comparable ethical standards.

SNP selection for PGS calculation from GWAS meta-ana
lysis of ASB (Karlsson Linnér et al., 2021) was based on the 
following criteria: the lowest level of significance ( p < 10–18); 
selection of a single SNP from a set of proxy SNPs; minor 
allele frequency (MAF) above 0.05 in Europeans (based on 
1000 Genomes); and known regulatory effect of the SNP 
based on the RDB (Regulome Database, https://regulomedb.
org/regulome-search) and CADD (Combined Annotation De­
pendent Depletion, https://cadd.gs.washington.edu) databases. 
The final list of selected SNPs included CADM2 rs993137, 
REV3L rs458806, FOXP1 rs11720703, FOXP2 rs1476535, 
BDNF rs6265, FURIN rs4702, XKR6 rs4240671, TMEM18 
rs6711254, SORCS3 rs11596214, and ZIC4 rs2279829, which 
were used for PGS calculation, and is reported in Table 1. 
Genotyping of previously extracted DNA of the control group 
and criminal offenders was carried out using real-time PCR 
with KASP chemistry (LGC Genomics, UK). 

All examined SNPs corresponded to the Hardy–Weinberg 
equilibrium ( p > 0.05). At the second stage, we calculated PGS 
based on effect estimates obtained from R. Karlsson Linnér et 
al. (2021). Namely, PGS for each individual from our sample 
was calculated on the basis of inclusion of 1) SNPs under 
p < 0.1 (“weighted” effect), 2) all SNPs (using “weighted” 
effect), 3) all SNPs (using “unweighted” effect). Calculation of 
“weighted” and “unweighted” PGS was previously explained 
in detail (Kazantseva et al., 2023a). Briefly, individual PGS 
was calculated as the weighted/unweighted sum of the num­
ber of effect alleles at a certain SNP multiplied by the effect 
estimate (PLINK v.1.09). 

Subsequently, a series of multiple logistic regressions was 
performed to obtain models that can predict liability to ASB in 
the total groups of homicide offenders, as well as in subgroups 
of subjects with proactive forms of aggression, comorbid sub­
stance use, or known family history of mental illness or crimi­
nal behavior. Initially, only PGS as a predictor was included, 
which was followed by a backward selection procedure to 
obtain a list of statistically significant social parameters to be 

Table 1. Examined top SNPs linked to antisocial behavior: data from previous ASB GWAS and the VUR cohort

Gene SNP EA/OA EEK EAFK EAFASB EAFCT pK pVUR

CADM2 rs993137 C/T 0.020 0.383 0.251 0.302 4.61 × 10–53 0.081

REV3L rs458806 C/T 0.016 0.178 0.313 0.252 1.30 × 10–29 0.043

FOXP1 rs11720703 T/C 0.013 0.471 0.391 0.382 2.87 × 10–27 0.795

FOXP2 rs1476535 T/C 0.013 0.451 0.459 0.445 3.41 × 10–26 0.688

BDNF rs6265 C/T 0.015 0.814 0.841 0.852 1.78 × 10–24 0.647

FURIN rs4702 G/A 0.012 0.442 0.405 0.461 1.08 × 10–23 0.075

XKR6 rs4240671 G/A 0.012 0.509 0.563 0.543 4.80 × 10–23 0.528

TMEM18 rs6711254 A/G 0.015 0.173 0.190 0.161 1.89 × 10–22 0.257

SORCS3 rs11596214 G/A 0.011 0.606 0.593 0.533 6.25 × 10–21 0.065

ZIC4 rs2279829 C/T 0.013 0.788 0.801 0.771 2.88 × 10–18 0.247

Note. EA/OA – effect allele/other allele; EE – effect estimate; EAF – effect allele frequency; ASB – criminal offenders from VUR; CT – control group from VUR; VUR – 
Volga-Ural sample; K – data from R. Karlsson Linnér et al. (2021); p – p-values. P-values obtained in the present sample at a trend level ( p < 0.1) are marked in bold.

https://regulomedb.org/regulome-search
https://regulomedb.org/regulome-search
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included as predictors together with PGS (R v.4.4.2). To select 
the best predicting model, we have compared data on the low­
est p-value, the highest proportion of variance (Nagelkerke 
pseudo-R2) explaining liability to ASB, and the highest area 
under the ROC curve (AUC) for each model.

Results
At the initial stage of the study, we examined the presence 
of significant differences between the criminal offenders and 
the control group in the examined social factors (Table 2). We 
have observed the differences in the proportion of individuals 
characterized by severe somatic diseases and traumatic brain 
injuries in anamnesis ( p = 1.2 × 10–12), depending on education 
level ( p = 4.5 × 10–16) and present smoking ( p = 4.0 × 10–7) 
between the groups.

For the genetic part of the present study we selected the 
“top” ten SNPs ( p < 2.9 × 10–18) identified in the previous 
meta-analysis GWAS of ASB (Karlsson Linnér et al., 2021). 
Effect estimates for alleles used for calculation of “weighted 
PGS” as well as effect allele frequencies in the VUR sample 
are given in Table 1. In addition, we have tested for statisti­
cally significant differences in allele frequencies of examined 

SNPs between criminal offenders and the control group in the 
examined cohort from the VUR, which enabled us to confirm a 
coincidence of four SNPs, although at a trend level ( p < 0.1): 
CADM2 rs993137, REV3L rs458806, FURIN rs4702, and 
SORCS3 rs11596214. 

Primary logistic regression models that included PGS 
(based on four SNPs) revealed a small proportion of variance 
in liability to antisocial behavior in the total group (r2 = 0.9 %, 
p = 0.014), among subjects with a proactive form of aggres­
sion (r2 = 0.9 %, p = 0.017), with comorbid substance abuse 
(r2 = 0.9 %, p = 0.027), and with a family history of mental 
illness (r2 = 1.5 %, p = 0.014) (Table 3, Fig. 1). At the ini
tial stage of regression analysis, we have included all social 
factors, including sex and ethnicity as covariates, together 
with PGS. 

As expected, inclusion of potential social parameters as 
predictors enabled an increase in the statistical significance 
of the models, which resulted in 14.5 % (ASB), 15.8 % (pro­
active ASB), 21.0 % (ASB with comorbid addiction), and 
21.2 % of variance (ASB with family history of mental ill­
ness) being explained. It should be mentioned that valuable 
social factors comprised of traumatic brain injury (TBI) or 

Table 2. Characteristics of the examined groups of criminal offenders and healthy donors  
and analysis of differences in social factors between the groups

Social factor Group ASB (N = 227) Control group (N = 254) β p-value

N % N %

Sex Men 211 92.9 235 92.5 –0.11 0.73

Women    16    7.1    19    7.5

Ethnicity Russians 109 48 120 47.2 –0.003 0.99

Tatars    79 34.8    92 36.2 –0.06 0.83

Bashkirs    39 17.2    42 16.6    0.03 0.91

Aggression type Proactive 211 92.9 – – – –

Reactive    16    7.1 – –

Family history of mental illness Yes    88 38.8 – – – –

No 139 61.2 254 100

TBI/disease Yes 136 59.9    62 24.4    1.53 1.2 × 10–12

No    91 40.1 192 75.6

Education level High    92 40.5 213 83.9 –2.0 4.5 × 10–16

Low 135 59.5    41 16.1

Present smoking Yes 160 70.4 112 44.1    1.1 4.0 × 10–7

No    67 29.6 142 55.9

Past smoking Yes 179 78.9 202 79.5 –0.05 0.84

No    48 21.1    52 20.5

Alcohol/opiate abuse Yes 150 66.1 – – – –

No    77 33.9 254 100

Maltreatment in childhood Yes    31 13.7    24    9.4    0.36 0.73

No 196 86.3 230 90.6

Suicidal attempts Yes    45 19.8 – – – –

No 182 80.2 254 100

Note. Statistically significant differences between the groups based on p-value < 0.05 are shown in bold. TBI/disease – traumatic brain injury or severe chronic 
disease in anamnesis. Dashes indicate non-applicable data.
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Table 3. Regression models of liability to ASB based on a polygenic score and social factors as predictors

Model Predictor ASB (N = 227) Proactive ASB (N = 211) Addictive ASB (N = 150) FamPsy ASB (N = 88)

β SE p-value β SE p-value β SE p-value β SE p-value

1 PGS_0.1 105.0 42.8 0.014 106.6 44.8 0.017 106.1 48.1 0.027 141.4 57.9 0.014

Model p-value 0.014 0.017 0.027 0.014

Adjusted r2 0.009 0.009 0.009 0.015

AUC 0.569 0.569 0.571 0.589

2 PGS_0.1 84.8 55.4 0.126 86.6 57.4 0.131 98.2 63.5 0.122 148.7 75.2 0.048

TBI/disease 1.4 0.2 9.8 × 10–9 1.3 0.2 1.1 × 10–7 1.3 0.3 5.7 × 10–7 1.6 0.3 1.9 × 10–7

Past smoking –1.3 0.3 8.8 × 10–4 –1.4 0.4 4 × 10–4 –1.1 0.5 0.031 –1.2 0.6 0.048

Present smoking 1.7 0.3 1.4 × 10–7 1.7 0.3 4.1 × 10–7 2.2 0.4 4.1 × 10–7 1.8 0.5 4.4 × 10–4

Model p-value 4.24 × 10–14 7.7 × 10–16 < 10–16 1.3 × 10–13

Adjusted r2 0.145 0.158 0.210 0.212

AUC 0.752 0.744 0.788 0.780

3 PGS_W 220.4 69.4 1.4 × 10–3 223.1 72.3 0.002 195.8 77.7 0.011 206.6 94.0 0.028

Model p-value 1.3 × 10–3 0.002 0.011 0.028

Adjusted r2 0.015 0.015 0.011 0.012

AUC 0.579 0.580 0.577 0.576

4 PGS_W 193.3 92.4 0.036 191.9 95.3 0.044 178.8 104.4 0.086 245.2 125.8 0.051

TBI/disease 1.4 0.2 1.3 × 10–8 1.3 0.2 1.3 × 10–7 1.3 0.3 5.7 × 10–7 1.6 0.3 2.1 × 10–7

Past smoking –1.2 0.3 1.4 × 10–3 –1.3 0.4 7.1 × 10–4 –1.1 0.5 0.034 –1.2 0.6 0.045

Present smoking 1.7 0.3 2.8 × 10–7 1.6 0.3 9 × 10–7 2.2 0.4 6.9 × 10–7 1.8 0.5 5.3 × 10–4

Model p-value < 10–16 3.3 × 10–16 < 10–16 1.4 × 10–13

Adjusted r2 0.170 0.162 0.211 0.212

AUC 0.758 0.751 0.792 0.800

5 PGS_UW 2.9 0.9 0.002 2.9 1.0 0.003 2.5 1.1 0.019 2.6 1.3 0.045

Model p-value 0.002 0.003 0.019 0.045

Adjusted r2 0.013 0.013 0.010 0.010

AUC 0.588 0.589 0.584 0.584

6 PGS_UW 2.5 1.3 0.047 2.5 1.3 0.053 2.2 1.4 0.131 3.1 0.078

TBI/disease 1.4 0.2 1.2 × 10–8 1.3 0.2 1.2 × 10–7 1.4 0.3 5.6 × 10–7 1.6 0.3 2.1 × 10–7

Past smoking –1.2 0.3 0.0013 –1.3 0.4 6.5 × 10–4 –1.1 0.5 0.032 –1.2 0.6 0.044

Present smoking 1.6 0.3 3.1 × 10–7 1.6 0.3 9.6 × 10–7 2.2 0.4 6.9 × 10–7 1.8 0.5 5.7 × 10–4

Model p-value < 10–16 3.3 × 10–16 < 10–16 2.0 × 10–13

Adjusted r2 0.169 0.161 0.210 0.210

AUC 0.760 0.753 0.794 0.802

Note. ASB – antisocial behavior; FamPsy ASB – ASB in individuals with a family history of mental illness; β – regression coefficient for each predictor in the 
model; SE – standard error of β; AUC – area under curve; TBI/disease – traumatic brain injury or severe chronic disease in anamnesis. PGS_0.1 was based on 
effect estimates for REV3L rs458806, FOXP1 rs11720703, XKR6 rs4240671, and SORCS3 rs11596214; PGS_W and PGS_UW were PGS based on “weighted” and 
“unweighted” effect estimates for ten SNPs, correspondingly.

severe chronic disease in anamnesis (β = 1.4, p = 9.8 × 10–9) 
and present smoking (β = 1.7, p = 1.4 × 10–7) were associated 
with enhanced liability to aggression, while past smoking 
demonstrated a positive effect on ASB decrease (β = –1.3, 
p = 8.8 × 10–4). The impact of other social factors together with 
sex and ethnicity remained insignificant after the backward 
selection procedure. Therefore, inclusion of the mentioned 
social parameters allowed us to explain up to 16.1 % of vari­

ance in developing ASB. According to determined models, we 
can conclude that they possess the highest prediction ability 
for developing ASB in individuals who have relatives with 
mental disorders or criminal behavior (AUC = 0.780) or have 
alcohol/opiate addiction (AUC = 0.788) (Table 3).

At the second stage of our analysis, we calculated PGS 
based on effect estimates for all examined SNPs, even if they 
were non-significant in the VUR sample (Table 1). Therefore, 
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regression models, which implemented “weighted” (PGS_W) 
and “unweighted” (PGS_UW) PGS, slightly enhanced the pro­
portion of variance in liability to ASB compared to previous 
models 1 and 2 (Table 2). Namely, a combined effect of ten 
genetic variants explained 1.1–1.5 % (“weighted effect”) and 
1.0–1.3 % (“unweighted effect”) of variance in predisposition 
to homicide violence. Previously mentioned social predictors 
remained significant and, together with PGS, enabled to en­
hance the proportion of variance explained (16.2–21.2 % in 
“weighted” PGS, 16.1–21.0 % in “unweighted” PGS). 

However, it seems that the inclusion of a larger number of 
non-significant SNPs had a very small effect on improving the 

predicting abilities of the models. Nevertheless, models with 
ten vs. four SNPs in PGS demonstrated slightly higher prog­
nostic ability for ASB in the total sample and in individuals 
with a proactive form of aggressive behavior or comorbid 
substance abuse (Table 2, Models 4, 6). We have also con­
structed ROC curves and calculated comparative areas under 
the curves (AUCs) for all analyzed models (Fig. 2). Finally, 
our findings indicate that the best regression model has higher 
prognostic ability (r2 = 21 %) and a moderate measure of 
classifier performance (AUC = 0.802) to designate subjects 
at high risk for developing ASB if they have family history 
of mental disorders.
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Fig. 1. Proportion of variance (adjusted r2) in liability to antisocial behavior in the examined cohort explained by predictors in-
cluded in multiple regression models based on PGS calculation of SNPs with p < 0.1 (PGS_0.1), “weighted effects” of all SNPs 
(PGS_all_W), “unweighted effects” of all SNPs (PGS_all_UW) with inclusion of social predictors (PGS_0.1 + cov, PGS_all_W + cov, 
PGS_all_UW + cov). 
Examined groups of ASB: total group of homicide offenders (ASB); homicide offenders with a proactive type of ASB (Proactive ASB), family 
history of mental illness or criminal behavior (FamPsy ASB), or substance abuse (Addictive ASB).

Fig. 2. ROC curves and areas under the curves (AUCs) for various regression models predicting liability to manifest ASB in individu-
als with a family history of mental illness or criminal behavior (abbreviations are given as in Fig. 1).
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Discussion
In the present study, we tested different logistic regression 
models, which were based on calculated polygenic scores, 
aimed at predicting liability to homicide in individuals from 
the Volga-Ural region of Russia. Based on our findings, the 
highest prediction ability for developing ASB was observed 
for individuals with a family history of mental disorders and 
those with substance abuse comorbidity. The data revealed are 
not surprising, since externalizing pathology is frequently ac­
cumulated in families (Acheson et al., 2018; Han et al., 2024) 
due to shared genetic profiles between biological parents and 
offspring. On the other hand, it was reported that the same 
genes/genetic variants were linked to different psychiatric 
conditions, addiction, and antisocial behavior (Ip et al., 2021; 
Antón-Galindo et al., 2023; Li et al., 2023; Wang et al., 2024; 
Pezzoli et al., 2025), which can be explained by genes’ pleio
tropy in various complex traits (Watanabe et al., 2019).

Since no significant difference in predicting ASB risk in the 
VUR sample was observed among models based on “weight­
ed” and “unweighted” effects of SNPs, it can be concluded 
that effect estimates from GWAS of Europeans seem to be 
inappropriate for individuals from Russia. Therefore, future 
research should be focused on conducting GWAS of ASB in a 
Russian cohort followed by verification in the same-ethnicity 
independent sample. Published studies, which sought to re­
plicate findings obtained for different populations, succeeded 
in using PGS from ASB to predict liability to externalizing 
behavior in both Europeans and African Americans (Brislin 
et al., 2024), although representing a small cumulative effect 
of genetic variants.

Our findings indicate a very small impact of selected SNPs 
on predicting ASB, which was based on the effect estimates 
from the study of summarized phenotype of externalizing 
pathology. The data obtained support previous findings on the 
small effect (0.1–4.0 %) of analyzed genetic variants (even at 
a genome-wide level) as polygenic scores on predicting ASB 
(Tielbeek et al., 2017, 2022; Tesli et al., 2024). Our previous 
research also revealed a small proportion of variance explained 
in aggression level in a general population of Russia, which 
was attributed to the combined effect of 30 genetic variants 
(Kazantseva et al., 2023b).

It is known that environmental factors play a modulating 
role in establishing specific patterns of behavior (Kazantseva 
et al., 2014), including ASB-related ones. In particular, harsh 
parenting (Burt, 2022), school violence (Acland et al., 2025), 
and affiliation with delinquent peers (Schwartz et al., 2019) 
were assumed to increase a risk for manifesting ASB. Regres­
sion models designed in the present study also point to a more 
pronounced effect of environmental factors in establishing 
ASB than that of the genetic component. These findings are 
at odds with existing studies, which also depicted valuable 
impact of such social factors as community violence (Musci 
et al., 2019), harsh parenting (Acland et al., 2025), and low 
parental education level (Barnes et al., 2019) under gene-by-
environment interactions.

In the present study, we have observed a significant effect of 
present smoking and history of traumatic brain injury/severe 
chronic disorders on manifesting criminal behavior. One of the 
probable links between smoking and ASB is attributed to the 
influence of nicotine on the CNS via exaggerated stress sensi­

tivity (Weltens et al., 2021) and changed in epigenetic regula­
tion (Gould et al., 2023). It should be noted that the usually 
accepted environmental effects can also be due to the impact 
of certain genetic and epigenetic profiles, which are inherited 
(McAdams et al., 2013). In this regard, present smoking may 
represent the result of activity of the genes responsible for 
developing addiction and externalizing behavior. Moreover, 
the negative effect of smoking promoting the development 
of ASB later in life was only evident for individuals with 
predisposing genetic patterns. Namely, individuals who were 
subjected to prenatal smoking exposure (their mothers smoked 
during pregnancy) demonstrated an enhanced risk of ASB only 
if they were genetically related to their mothers. At the same 
time, no link between maternal smoking and offspring’ ASB 
was observed if children were developed from a donated egg 
(van Goozen et al., 2022).

Another significant factor affecting liability to ASB in our 
cohort is traumatic brain injury in anamnesis, which confirms 
previous data (Ryan et al., 2021; Theadom et al., 2024). It 
was suggested that TBI can cause abnormal morphometry of 
the central executive network in the brain, which can result 
in worsening of executive functions (Ryan et al., 2021) or 
exacerbate other valuable triggers, including social depri­
vation (Guskiewicz et al., 2003), thus promoting ASB. In 
summary, reported findings on the higher effect of social fac­
tors on developing ASB in the Russian cohort can probably 
capture the effect of other genes on the occurrence of such 
an “environment”.

Future research should integrate various methodological 
approaches, including those measuring brain activity and 
connectivity underlying specificity of individual behavioral 
responses, and consider the impact of genetic and environ­
mental factors. For instance, there is some evidence of a link 
between amygdala hyper-reactivity and increased impulsivi­
ty and reduced self-regulation as a response to threatening 
stimuli (Dotterer et al., 2017). Another study identified a link 
between diminished P3(P300) amplitude of electrical poten­
tial, which was obtained as a response to a visual oddball task, 
and manifestation of externalizing phenotypes (Iacono, 2018; 
Brislin et al., 2024).

The present study has several limitations. First, the set of 
SNPs used for PGS calculation is rather small, which can mir­
ror the low proportion of explained variance in liability to ASB 
attributed to genetic impact. To be more precise, calculated 
PGS in the previous meta-analysis (Karlsson Linnér et al., 
2021) enabled to explain 3–4 % of variance in manifesting a 
combined phenotype of antisocial behavior when PGS was 
estimated on genetic data from 579 SNPs at the genome-wide 
significance level. 

In turn, the present study has been focused on biallelic po­
lymorphisms only, while other structural variations in the 
genome, such as tandem repeats and microdeletions/dup­
lications, which can also contribute to genetically caused 
manifestations of aggression, remained unstudied within the 
present research. Although the examined sample represents 
a specific cohort of individuals with a severe form of aggres­
sive behavior (homicide), the sample size is small, which 
can result in type I and II errors and requires future enlarge­
ment of the examined sample. Moreover, the obtained PGS 
models are limited to a number of analyzed social factors, 
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while other probably relevant factors including child-parent 
relationship, belonging to a criminal organization, physical or 
sexual violence, social isolation, personality type, etc. were 
non-examined. Finally, since the majority of enrolled offenders 
were characterized by excessive alcohol/opiate use, we cannot 
rule out whether the reported findings are attributed to present 
heavy alcohol drinking.

Conclusion
In summary, the present study represents an attempt to create 
a prognostic model for developing antisocial behavior in a 
Russian cohort based on genetic data reported for European 
populations. Revealed findings present evidence for a higher 
impact of social factors rather than a composite effect of the se­
lected “top” SNPs in predicting liability to ASB. Nevertheless, 
the best model was able to explain up to 21.2 % of variance in 
liability to ASB, especially in subjects with a family history 
of mental illness or criminal behavior, which was based on 
the genetic profile of ten SNPs and such social parameters as 
traumatic brain injury, severe chronic disease in anamnesis, 
and tobacco smoking. Future research in this field has to be 
focused on performing GWAS in a Russian cohort of criminal 
offenders (or persons with other types of antisocial behavior) 
to identify genetic loci and their effect estimates specific to 
the main ethnic groups from Russia. Obviously, such analyses 
will enable the design of models of liability to manifest ASB 
with higher prediction probabilities.
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Аннотация. Известно, что нейропептид окситоцин (ОТ), секретируемый специализированными нейронами 
в гипоталамусе, оказывает дозозависимое влияние на социальное поведение и агрессию у различных видов 
животных. Ранее нами было показано, что у взрослых и неполовозрелых самцов серых крыс, селекциони-
руемых на усиление агрессивного поведения по отношению к человеку, назальные аппликации окситоцина 
вызывали антиагрессивный эффект по отношению к оппоненту в тесте резидент–интрудер, в то время как у 
крыс, селекционируемых на ручное поведение, аппликации окситоцина или не влияли на поведение, или 
вызывали усиление агрессивности. Однако оставалось неизвестным, как влияет отбор по поведению на эн-
догенную окситоцинергическую систему у крыс. В данной работе исследовали количество содержащих окси-
тоцин клеток в паравентрикулярном (ПВЯ) и супраоптическом (СОЯ) ядрах гипоталамуса у интактных ручных 
и агрессивных крыс, учитывая фактор латерализации, поскольку было известно о функциональной асимме-
трии гипоталамуса. Наряду с этим оценивали, как изменяется уровень окситоцина в крови после назальных 
аппликаций этого нейропептида у крыс, селекционируемых по поведению. Так как эффекты окситоцина на 
агрессивность крыс могут зависеть от степени ее проявления, в данной работе исследовали влияние аппли-
каций окситоцина на поведение у ручных и агрессивных крыс при взаимодействии на нейтральной терри-
тории, где агрессивность самцов проявляется слабее, чем при защите собственной территории в тесте рези-
дент–интрудер. Показано, что только для ручных крыс характерна асимметрия по количеству содержащих 
окситоцин клеток, локализованных в правых и левых частях СОЯ и ПВЯ гипоталамуса. Причем количество 
таких клеток в правой половине СОЯ у ручных крыс оказалось больше, чем у агрессивных, в то время как 
уровень окситоцина в крови у ручных крыс как в контрольной группе, так и после аппликаций окситоцина, 
напротив, был достоверно ниже, чем у агрессивных. Аппликации окситоцина у агрессивных крыс вызывали 
уменьшение продолжительности агрессивных взаимодействий и боковых стоек угроз, а также количества 
последних по сравнению с животными того же поведения, получающими физраствор, что может свидетель-
ствовать об антиагрессивном эффекте окситоцина, тогда как у ручных крыс аппликации окситоцина, наобо-
рот, приводили к увеличению количества ударов задними лапами и их продолжительности. По-видимому, 
найденные нами различия в эндогенной окситоцинергической системе гипоталамуса могут быть связаны 
и с поведением, сформированным в процессе отбора, и с различной реакцией на введение окситоцина у 
ручных и агрессивных крыс.
Ключевые слова: окситоцин; отбор; поведение; крыса; агрессивность; иммуногистохимия; гипоталамус

Для цитирования: Шихевич С.Г., Кожемякина Р.В., Гулевич Р.Г., Гербек Ю.Э. Эндогенный окситоцин и межсам-
цовые взаимодействия после введения окситоцина у серых крыс, селекционируемых по поведению. Вави­
ловский журнал генетики и селекции. 2025;29(6):847-855. doi 10.18699/vjgb-25-92

Финансирование. Содержание использованных линий крыс в виварии конвенциональных животных ИЦиГ 
СО РАН (Новосибирск) поддерживалось бюджетным проектом FWNR-0259-2022-0019. 
Исследование эндогенной окситоцинергической системы и поведения у серых крыс после введения оксито-
цина проводилось при поддержке гранта РНФ 21-44-04405.

Благодарности. Выражаем благодарность ЦКП микроскопического анализа биологических объектов СО РАН 
(http://www.bionet.nsc.ru/microscopy/) за предоставленное оборудование, а также А.А. Сорокоумовой за по-
мощь в оформлении рисунков.

Вклад авторов. Идея работы и планирование эксперимента (Ю.Э.Г., Р.Г.Г.), сбор данных (С.Г.Ш., Р.В.К.), обработ-
ка данных (С.Г.Ш.), написание и редактирование манускрипта (С.Г.Ш., Р.В.К., Р.Г.Г., Ю.Э.Г.).

© Шихевич С.Г., Кожемякина Р.В., Гулевич Р.Г., Гербек Ю.Э., 2025

Контент доступен под лицензией Creative Commons Attribution 4.0

ГЕНЕТИКА ПОВЕДЕНИЯ
Оригинальное исследование

Вавиловский журнал генетики и селекции
Vavilov Journal of Genetics and Breeding. 2025;29(6):847-855

doi 10.18699/vjgb-25-92

https://orcid.org/0009-0008-6580-994X
https://orcid.org/0000-0001-8948-1127
https://orcid.org/0000-0002-4666-1125
https://orcid.org/0000-0001-5158-4817


S.G. Shikhevich, R.V. Kozhemyakina 
R.G. Gulevich, Yu.E. Herbeck

848 Вавиловский журнал генетики и селекции / Vavilov Journal of Genetics and Breeding • 2025 • 29 • 6

Endogenous oxytocin and aggressiveness  
in Norway rats selected for behavior

Endogenous oxytocin and intermale interactions  
after oxytocin administrations in Norway rats  
selected for behavior 
S.G. Shikhevich 1  , R.V. Kozhemyakina 1, R.G. Gulevich 1, Yu.E. Herbeck 1, 2

1 Institute of Cytology and Genetics of the Siberian Branch of the Russian Academy of Sciences, Novosibirsk, Russia
2 University of Haifa, Haifa, Israel

 shikhsvt@bionet.nsc.ru

Abstract. The neuropeptide oxytocin (OT) secreted by specialized neurons in the hypothalamus affects social 
behavior and aggression in various animal species in a dose-dependent manner. Our earlier studies showed that 
OT administration by nasal application to adult and adolescent Norway rat males selected for enhanced aggressive 
response to humans reduced aggression upon the opponent in the resident-intruder test. By contrast, OT admin-
istration to rats selected for tame behavior exerted no effect on behavior or even enhanced aggression. It was still 
unknown how selection for behavior affected the endogenous oxytocinergic system in rats. Here we study the 
populations of OT-containing cells in the paraventricular and supraoptic nuclei of the hypothalamus in intact tame 
and aggressive rats with regard to lateralization, as the hypothalamus is known to be functionally asymmetrical. 
We have also assessed blood OT changes after nasal OT application to rats selected for behavior. As it is known that 
the effect of OT on rat aggressiveness may depend on the basal level of the latter, we have analyzed the effect of 
OT administration on behavior in tame and aggressive rats interacting on neutral ground, where the aggressive-
ness of males manifests itself less than in the defense of territory in the resident-intruder test. The asymmetry in the 
numbers of OT-containing cells in the left and right halves of the paraventricular and supraoptic nuclei has been 
observed only in tame rats. The number of such cells in the right half of tame rats is greater than in aggressive. In 
contrast, the blood OT level in tame rats is significantly lower than in aggressive ones both in the intact animals 
and after OT administration. Oxytocin administration to aggressive rats shortens aggressive interactions and late
ral threats and reduces the number of the latter as compared to animals of the same behavior pattern having 
received saline. This observation may point to an anti-aggressive effect of OT. In tame rats, though, OT administra-
tion increases the number of hind leg kicks and kicking duration. It appears that the differences in the endogenous 
OTergic system of hypothalamus found in this study are associated with both the behavior formed during selection 
and different responses to exogenous OT in tame and aggressive animals.
Key words: oxytocin; selection; behavior; rat; aggressiveness; immunohistochemistry; hypothalamus
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Введение
Длительное время гормон окситоцин ассоциировался ис-
ключительно с репродуктивной функцией, материнским 
поведением и грудным вскармливанием. Исследования 
всего спектра физиологических эффектов данного гормо­
на приобрели широкое развитие в середине XX века. Ре­
зультаты, полученные на животных, а позднее и на чело­
веке, свидетельствуют о том, что окситоцин играет важ­
ную роль в снижении тревожности (Neumann, Slattery, 
2016; Yoon, Kim, 2020; Takayanagi, Onaka, 2021) и агрессии 
(Calcagnoli et al., 2013; de Jong, Neumann, 2018; Herbeck, 
Gulevich, 2019; Marsh et al., 2021), а также улучшении 
памяти и обучаемости (Aydogan et al., 2018).

Гипоталамический нейропептид окситоцин синтезиру-
ется прежде всего в нейронах паравентикулярного (ПВЯ) 
и супраоптического (СОЯ) ядер гипоталамуса, затем транс- 
портируется по аксонам в задний отдел гипофиза, где хра­
нится в везикулах до момента высвобождения в системный 
кровоток (Castel et al., 1984). Наряду с этим окситоцин по 
коллатералям аксонов гипоталамо-нейрогипофизарного 
тракта попадает в различные отделы переднего мозга, где 
экспрессируются рецепторы к нему, и оказывает влияние 
на разные поведенческие аспекты (Jurek, Neumann, 2018; 

Grinevich, Neumann, 2021). В ответ на физиологические 
стимулы (роды, лактация, стресс, эмоции) происходит 
быстрый выброс предварительно накопленного оксито-
цина как в кровь, так и в различные отделы мозга (Eliava 
et al., 2016; Tang et al., 2020; Grinevich, Neumann, 2021).

В формировании мотиваций и инициировании пове­
дения основополагающую роль играет гипоталамус (Си­
монов, 1987, 1993; Судаков, 1993). В литературе имеются 
немногочисленные данные о функциональной асиммет­
рии гипоталамуса (Павлова, 2001; Kiss, 2020). В част-
ности, при сопоставлении эффективности стимуляции 
правой и левой частей гипоталамуса у кроликов методом 
сопряженной импульсации нейронов с целью вызова мо­
тивационных и эмоциональных реакций отмечено, что 
наиболее эффективной для вызова оборонительной мо-
тивации была левая часть гипоталамуса, а для получения 
эмоционально-положительных реакций – правая часть 
гипоталамуса (Павлова, 2001). Исследуемые нами серые 
крысы, селекционируемые по отношению к человеку, су­
щественно отличаются по оборонительной реакции на 
перчатку экспериментатора, что может быть связано с 
особенностями локализации нейронов, секретирующих 
окситоцин, у этих животных.
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Показано, что интраназальное введение окситоцина 
самцам крыс Вистар и С57Bl/6 мышей через 70 мин вы-
зывает параллельное повышение уровня окситоцина как 
в крови, так и в диализатах дорзального гиппокампа и 
миндалины. I. Neumann с коллегами утверждают (2013), 
что экзогенный окситоцин, введенный интраназально, до-
стигает областей мозга, в дозах, значимых для регуляции 
поведения.

Согласно данным, полученным на серых крысах Gro­
ningen дикого типа (из популяции в Гронинген, Нидер-
ланды), которые отличаются от крыс лабораторных ли-
ний повышенной межсамцовой агрессией и ее широкой 
вариабельностью, уровень мРНК окситоцина в ПВЯ ги­
поталамуса, но не в СОЯ, отрицательно коррелирует со 
степенью агрессивности этих животных (Calcagnoli et al., 
2014). Так, у самцов крыс с максимальным проявлением 
агрессивности отмечали пониженный уровень мРНК 
окситоцина в ПВЯ по сравнению с менее агрессивными 
самцами. Введение окситоцина в желудочек мозга сам-
цам серых крыс вызывало дозозависимое понижение 
агрессивности, которое было наиболее заметно у самцов 
с максимальным проявлением агрессивности (Calcagnoli 
et al., 2013). В исследованиях на человеке также отмеча-
ли разную эффективность влияния назального введения 
окситоцина на просоциальное поведение (или проявление 
позитивных взаимодействий с другими индивидуумами) 
в зависимости от исходного уровня социальной мотива­
ции у испытуемого. Интраназальное введение окситоцина 
способствовало просоциальному поведению, особенно у 
людей, имеющих низкую исходную социальную мотива-
цию, но может усугубить межличностную тревогу у людей 
с низким уровнем социальной безопасности (Bartz et al., 
2015; Soriano et al., 2020).

Исследования на серых крысах, селекционируемых на 
агрессивное и толерантное отношение к человеку, могли 
бы внести вклад в понимание особенностей функцио-
нирования эндогенной окситоцинергической системы 
и роли окситоцина в регуляции поведенческих реакций. 
В результате отбора у ручных крыс наблюдаются полное 
отсутствие оборонительных реакций и высокая толерант-
ность к человеку при взятии в руки, тогда как серые крысы 
агрессивной линии характеризуются не только высокой 
агрессией по отношению к человеку, но и устойчивым 
и крайним проявлением внутривидовой межсамцовой 
агрессии (Плюснина, Соловьева, 2010; Plyusnina et al., 
2011). 

Показано, что у ручных крыс понижена функциональ-
ная активность гипоталамо-гипофизарно надпочечни-
ковой системы (ГГНС) как в периферических, так и в 
центральных ее звеньях по сравнению с агрессивными и 
неселекционируемыми (Plyusnina, Oskina, 1997; Herbeck 
et al., 2017). В тесте на нейтральной территории агрес-
сивность к оппоненту при взаимодействии самцов крыс, 
селекционирумых на агрессивное поведение, проявляется 
слабее, чем в тесте резидент–интрудер, когда испытуемым 
животным приходится защищать собственную террито-
рию (Плюснина, Соловьева, 2010). Назальные апплика-
ции окситоцина как взрослым, так и неполовозрелым 
агрессивным самцам вызывали антиагрессивный эффект 
в тесте резидент–интрудер, в то время как у ручных крыс 

введение окситоцина или не влияло на поведение, или 
даже усиливало признаки агрессии у взрослых самцов с 
аппликациями раствора с концентрацией 2 мкг/мкл (Gu­
levich et al., 2019; Kozhemyakina et al., 2020).

Неизвестно, как влияет отбор крыс по поведению на 
параметры окситоцинергической системы гипоталамуса 
и уровень окситоцина в периферической крови, а также 
будет ли сохраняться эффект аппликаций окситоцина на 
поведение у крыс в тесте на нейтральной территории, где 
агрессивность самцов проявляется слабее, чем в тесте 
резидент–интрудер.

Целью данной работы было исследование особенностей 
функциональной активности эндогенной окситоцинер-
гической системы у самцов ручных и агрессивных крыс, 
а также влияния назальных аппликаций окситоцина на 
уровень его в крови и проявления агрессивного поведения 
в тесте на нейтральной территории у этих животных.

Материалы и методы 
Экспериментальные животные. Эксперименты прово-
дили в конвенциональном виварии Института цитологии и 
генетики СО РАН (Новосибирск, Россия) на взрослых сам-
цах серых крыс (Rattus norvegicus) 84–93-го поколений се-
лекции на отсутствие и усиление агрессивной реакции на 
человека (ручных и агрессивных соответственно). Живот-
ных содержали в металлических клетках (50 × 33 × 20 см) 
по четыре самца в условиях искусственного фотопериода 
12:12 и свободного доступа к воде и пище. Тесты выпол-
няли с 14:00 до 18:00 местного времени. 

Все международные, национальные и/или институцио-
нальные принципы ухода и использования животных со-
блюдены. Все процедуры, выполненные в исследованиях 
с участием животных, соответствовали этическим стан-
дартам, утвержденным правовыми актами РФ, принци- 
пам Базельской декларации и рекомендациям Биоэтиче­
ского комитета Института цитологии и генетики СО РАН 
(протокол № 8 от 19.3.2012).

Иммуногистохимическое исследование СОЯ и ПВЯ 
гипоталамуса у интактных ручных и агрессивных 
крыс. Исследование проводили на крысах 89-го поко­
ления селекции. Для фиксации мозга крыс использова­
ли метод перфузии через аорту левого желудочка серд­
ца с помощью перистальтического насоса. В течение 
5–10 мин производили отмывку фосфатно-солевым бу­
фером (1×ФСБ), а затем 4 % раствором параформальде-
гида (ПФА) 5–10 мин. Для дегидратации извлеченный 
мозг помещали в 30 % раствор сахарозы на 3–4 недели 
на +4 °C. Образцы хранились в среде криопротектора 
Tissue-Tek® O.C.T™ Compound на –70 °C до изготовления 
срезов. Фронтальные срезы мозга (30 мкм) изготавли-
вали в криостате Microm HM-505N (Microm, Германия)  
при –20 °C. Срезы монтировали на предметные стекла 
Polysine® (Menzel-Gläser, Германия). Препараты храни-
лись при –20 °C до дальнейших исследований.

Окрашивание срезов проводили по стандартной ме-
тодике с использованием набора реактивов (Rabbit spe­
cific HPR/DAB (ABC) Detection IHC kit ab64261, фирмы 
“Abcam”, Великобритания). Антитела (Anti-Oxytocin-neu­
rophysin 1 antibody ab2078 (Abcam)) разводили 1/10 000, 
срезы инкубировали с антителами в течение 3 суток. 
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Далее с помощью оптического микроскопа AXIO (Zeiss, 
Германия) на срезах оценивали количество содержащих 
окситоцин клеток в области СОЯ и ПВЯ гипоталамуса 
(рис. 1). В ПВЯ гипоталамуса окситоцинергические клет­
ки располагались компактными группами; в связи с этим 
была выбрана область с максимальной плотностью окра-
шенных клеток. Эта область составила 4.7 мкм2, в ней и 
определялось количество клеток на всех исследованных 
срезах. В СОЯ единой области для подсчета клеток вы-
делить не удалось, поэтому определяли количество клеток 
в расчете на 1 мкм2 площади среза.

Назальные аппликации окситоцина и определение 
уровня окситоцина в крови после аппликаций. Иссле-
дование выполняли на крысах 93-го поколения селекции. 
Экспериментальные группы составляли 10–12 животных. 
Для снижения стрессорного влияния процедуры введе­
ния окситоцина и физраствора экспериментальных живот­
ных до эксперимента в течение 7 дней приучали к рукам. 
На 8-й день экспериментальной группе крыс проводили 
однократную аппликацию на область вокруг носа 20 мкл 
окситоцина с концентрацией 2 мкг/мкл (группа окситоцин) 
или 20 мкл физраствора (группа физраствор). Через 40 мин  
после воздействия у животных брали кровь после декапи-
тации для определения изменения содержания окситоцина 
в плазме периферической крови. Для контроля исполь-
зовали интактных крыс. Пробы крови брали в пробирки 
(4 мл, 13 × 75 мм, VACUETTE с К3 ЭДТА и ингибитором 
протеолиза апротинином, PREMIUM). Кровь центрифу­
гировали не более чем через 20 мин после взятия, получен-
ную плазму немедленно замораживали при температуре 
–20 °C. Дальнейшее хранение проходило при температуре 
–70 °C.

Содержание окситоцина в плазме крови определяли 
с помощью набора DetectX® Oxytocin ELISA Kit (Arbor 
Assays, США) с предварительной экстракцией окситоци-
на. Для этого к 100 мкл плазмы добавляли 200 мкл 0.05 М 
Tris HCl pH = 8.0 и 5 мкл DTT (BioChemica, Пакистан), 
смесь инкубировали 45 мин при 37 °C. После чего до-
бавляли 15 мкл 0.5 М йодацетамида с последующей ин-

кубацией в течение 20 мин при комнатной температуре. 
По окончании вносили 640 мкл 80 % ацетонитрила. После 
центрифугирования на 14 000 g в течение 15 мин супер-
натант отбирали и высушивали с помощью Concentrator 
plus (Eppendorf, ФРГ).

Исследование межсамцовых взаимодействий на 
нейтральной территории. Исследование выполняли на 
крысах 84-го поколения селекции. Экспериментальные 
группы составляли 9–10 животных. За две недели до на-
чала эксперимента животные были рассажены в индиви-
дуальные клетки. Всем крысам проводили однократную 
интраназальную аппликацию на эпителий вокруг ноздрей 
20 мкл окситоцина в концентрации 1 мкг/мкл (группа 
окситоцин) или 20 мкл физраствора (группа физраствор). 
Через 40 мин после аппликации экспериментального 
самца помещали в незнакомую клетку (40 × 40 × 60 см), 
разделенную перегородкой на два равных отсека (Плюс-
нина, Соловьева, 2010). Одновременно с первым самцом 
во второй отсек помещали самца линии Вистар с при-
мерно равной массой тела, а затем перегородку убирали. 
Длительность теста составляла 10 мин. Поведение реги-
стрировали на видеокамеру для последующего анализа.

Агонистическое поведение самцов оценивалось по 
следующим поведенческим показателям: латентному пе­
риоду первого агрессивного взаимодействия, числу и 
времени атак, преследований, ударов задними лапами, 
вертикальных стоек, опрокидываний на спину, агрес-
сивного груминга, времени боковых поз угрозы (Плюс-
нина, Соловьева, 2010; Soriano et al., 2020). Cуммарное 
время агрессивного поведения включало длительность 
всех перечисленных выше поз и движений, связанных 
с конкуренцией или конфликтом животных. Кроме того, 
оценивалось суммарное время социального неагрессив-
ного поведения, которое включало время приближений 
и обнюхиваний.

Статистическая обработка результатов. Статисти-
ческий анализ результатов проводили с помощью пакета 
программ Statistica 10.0 (Statsoft™, США). Нормальность 
распределения проверяли с применением критерия Кол-

Рис. 1. Иммуногистохимическое окрашивание содержащих окситоцин клеток паравентрикулярного (а) и супраоптического (б) 
ядер гипоталамуса крыс. 

Объектив: ×40.

10 мкм

10 мкм
а б
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могорова–Смирнова. Для данных по количеству содер-
жащих окситоцин клеток в ядрах гипоталамуса и уровню 
окситоцина в крови, имеющих нормальное распределение, 
использовали методы параметрической статистики: кри-
терий Стьюдента и дисперсионный анализ ANOVA для 
независимых измерений и последующий post-hoc анализ 
с помощью критерия Фишера (Fisher LSD). 

Данные по количеству содержащих окситоцин клеток 
в целых СОЯ и ПВЯ гипоталамуса у ручных и агрессив-
ных крыс анализировали по t-критерию Стьюдента, а для 
результатов по количеству исследуемых клеток в правой 
и левой части СОЯ и ПВЯ гипоталамуса применяли двух-
факторный дисперсионный анализ, где одним из факторов 
влияния был отбор по поведению, а другим – фактор ло-
кализации клеток в правой или левой части СОЯ и ПВЯ 
гипоталамуса (или латерализации), свидетельствующий 
о влиянии локализации клеток в правой или левой части 
ядер на их количество. 

Для результатов по уровню окситоцина в крови исполь-
зовали двухфакторный дисперсионный анализ, где одним 
из факторов был отбор по поведению, а другим – влия-
ние аппликаций окситоцина или физраствора. Проверка 
данных по поведенческим показателям не подтвердила 
нормальность распределения, поэтому при дальнейшей 
обработке применяли метод непараметрической статисти-
ки – U-тест Манна–Уитни. Данные по поведенческим па-
раметрам представлены в виде box-plot с максимальными, 
минимальными и медианными значениями параметров, 
где в пределах границ бокса располагается 50 % получен­
ных результатов для данной выборки, от минимальных 
значений до нижней границы бокса – 25 % результатов, как 
и от максимальных значений до верхней границы бокса.

Результаты

Иммуногистохимическое исследование 
Полученные данные свидетельствуют, что количество со-
держащих окситоцин клеток в целом ПВЯ гипоталамуса 
достоверно не отличается у ручных и агрессивных крыс 
(774.76 ± 38.98 и 826.16 ± 35.80 соответственно), тогда как 
в целом СОЯ этот показатель у ручных крыс 434.10 ± 28.76 
на уровне тенденции был больше, чем у агрессивных 
331.68 ± 37.16 ( p < 0.06).

Анализ данных по количеству содержащих окситоцин 
клеток в отдельных половинах СОЯ и ПВЯ гипоталамуса 
проводили с помощью двухфакторного дисперсионного 
анализа, где одним из факторов был отбор по поведению, 
а другим – фактор локализации в правой или левой части 
СОЯ и ПВЯ гипоталамуса (или фактор латерализации).

Показано, что отбор по поведению не влиял на коли-
чество содержащих окситоцин клеток в отдельных поло­
винах ПВЯ гипоталамуса, тогда как влияние фактора ла­
терализации было достоверно (F1.65 = 8.08, p < 0.01), но 
не было взаимодействия этих факторов. Последующий 
post-hoc анализ показал, что только у ручных крыс коли-
чество содержащих окситоцин клеток в левой половине 
ПВЯ больше, чем в его правой половине ( p < 0.05) (рис. 2).

В отличие от ПВЯ, фактор отбора по поведению досто­
верно влиял на относительное количество содержащих 

окситоцин клеток в отдельных половинах СОЯ (F1.56 = 4.2, 
p < 0.05), но не фактор латерализации. Взаимодействие 
этих факторов было недостоверно. Последующий post- hoc 
анализ свидетельствовал, что в правой половине СОЯ ко­
личество содержащих окситоцин клеток у ручных крыс 
достоверно больше, чем у агрессивных ( p < 0.01) (рис. 3), 
что согласуется с описанной выше тенденцией к больше-
му количеству этих клеток в целом СОЯ у ручных крыс, 
чем у агрессивных. Кроме того, только у ручных крыс 
относительное количество содержащих окситоцин клеток 
в правой половине СОЯ достоверно больше, чем в левой 
половине СОЯ ( p < 0.05).

Определение уровня окситоцина в крови  
после назальных аппликаций
Двухфакторный дисперсионный анализ показал достовер-
ное влияние отбора по поведению на уровень окситоцина в 
плазме крови у крыс (F2.55 = 23.65, p < 0.001) и отсутствие 
как влияния фактора введения окситоцина, так и взаи-

Рис. 2. Количество содержащих окситоцин клеток в левой и правой 
половинах ПВЯ гипоталамуса у серых крыс. 
+ p < 0.05 по сравнению с правым ПВЯ; двухфакторный дисперсионный 
анализ ANOVA с последующим post-hoc тестом Фишера. N – число клеток.
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Рис. 3. Количество содержащих окситоцин клеток в левой и правой 
половинах СОЯ гипоталамуса у серых крыс. 
** p < 0.01 по сравнению с агрессивными крысами; + p < 0.05 по сравнению 
с правой половиной СОЯ; двухфакторный дисперсионный анализ ANOVA 
с последующим pos-hoc тестом Фишера. N – число клеток.
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модействия факторов. Согласно последующему post-hoc 
анализу, уровень окситоцина в плазме крови у ручных 
животных был достоверно ниже, чем у агрессивных, во 
всех исследованных группах ( p < 0.05 – для контрольной 
группы и группы с введением физраствора, p < 0.001 для 
группы с введением окситоцина) (рис. 4). Аппликации 
физраствора не влияли на уровень окситоцина в крови у 
ручных и агрессивных крыс. У ручных крыс, получавших 
окситоцин, уровень нейропептида в крови был выше, по 
сравнению с интактным контролем ( p < 0.05). 
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Рис. 4. Содержание окситоцина в плазме крови крыс спустя 40 мин 
после аппликации нейрогормона (20 мкл с концентрацией 2 мкг/мкл) 
или 20 мкл физраствора, пг/мл. 
* p < 0.05; *** p < 0.001 по сравнению с агрессивными; + p < 0.05 по сравне-
нию с контрольной группой, согласно двухфакторному дисперсионному 
анализу ANOVA и pos-hoc тесту Фишера.
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Рис. 5. Влияние назальных аппликаций окситоцина (20 мкл с концентрацией 1 мкг) на паттерны поведения в тесте на межсамцовые взаимо-
действия на нейтральной территории. 
* p < 0.05, согласно U-тесту Манна–Уитни.

Влияние назальных аппликаций окситоцина 
на поведение крыс в тесте на межсамцовые 
взаимодействия на нейтральной территории
На рис. 5 представлены данные по паттернам поведения 
в тесте на межсамцовые взаимодействия на нейтральной 
территории, в которых наблюдались достоверные разли-
чия. Наши исследования показали, что в контрольной груп-
пе с введением физраствора у агрессивных крыс общее 
время агрессивных взаимодействий, число и время боко-
вых поз угроз достоверно больше, чем у ручных ( p < 0.03,  
U = 17.5, Z = 2.2; p < 0.035, U = 18, Z = 2.16; p < 0.04, U = 19, 
Z = 2.08 соответственно). Тогда как латентный период до 
агрессивного взаимодействия у агрессивных животных 
достоверно меньше, чем у ручных после аппликаций физ­
раствора ( p < 0.02, U = 16, Z = –2.33).

После аппликации окситоцина у агрессивных крыс до­
стоверно уменьшаются общее время агрессивных взаи-
модействий, число и время боковых стоек угроз по срав-
нению с крысами того же поведения после физраствора 
( p < 0.04, U = 19, Z = 2.08; p < 0.035, U = 18, Z = 2.16; 
p < 0.025, U = 17, Z = 2.24 соответственно). У ручных крыс 
после воздействия окситоцина достоверно возрастают 
число ударов задними лапами и их продолжительность по 
сравнению с группой, получающей физраствор ( p < 0.02, 
U = 16, Z = –2.33 для обоих параметров). Наряду с этим у 
ручных крыс после аппликаций окситоцина отмечаются 
тенденции к более продолжительным агрессивным взаи-
модействиям и боковым позам угроз, а также к большему 
количеству последних, по сравнению животными, полу-
чающими физраствор. 

Сравнение поведения агрессивных и ручных крыс после 
аппликаций окситоцина показывает, что у агрессивных 
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крыс число и продолжительность ударов задними лапами 
становятся значительно меньше, чем у ручных ( p < 0.02, 
U = 16, Z = –2.33 для обоих параметров). Введение ок-
ситоцина нивелирует различия у ручных и агрессивных 
крыс по общему времени агрессивных взаимодействий, 
количеству и времени боковых стоек угроз, которые от-
мечались после введения физраствора. 

Обсуждение 
По данным иммуногистохимического исследования ядер 
гипоталамуса, у ручных крыс отмечается асимметрия по 
количеству содержащих окситоцин клеток в СОЯ и ПВЯ, 
тогда как у агрессивных крыс такой асимметрии не на-
блюдается. Данные по функциональной асимметрии гипо-
таламуса у кроликов, полученные методом сопряженной 
импульсации нейронов с целью вызова мотивационных 
и эмоциональных реакций, показали, что наиболее эф-
фективным для вызова оборонительной мотивации был 
левый гипоталамус, а для эмоционально-положительных 
реакций – правый гипоталамус (Павлова, 2001). 

Из наших данных следует, что количество содержащих 
окситоцин клеток в правом СОЯ у крыс, селекционируе­
мых на ручное поведение, достоверно больше, чем у 
агрессивных (см. рис. 2). Поскольку в результате отбора 
по поведению ручные и агрессивные крысы заметно раз­
личаются по оборонительной реакции на человека, можно 
предполагать, что наблюдаемая нами асимметрия по коли­
честву содержащих окситоцин клеток в СОЯ и ПВЯ ги­
поталамуса у ручных крыс, а также большее количество 
исследуемых клеток в правой части СОЯ у ручных жи-
вотных, по сравнению с агрессивными, вносят вклад в 
особенности их реакций на человека. 

Данные о большем количестве содержащих окситоцин 
клеток в правом СОЯ гипоталамуса у ручных крыс, по 
сравнению с агрессивными, согласуются с наблюдаемой 
тенденцией большего количества этих клеток в целом 
СОЯ ( p = 0.07). Иными словами, можно предполагать, 
что количество содержащих окситоцин клеток отрица-
тельно коррелирует с агрессивностью крыс, что в целом 
согласуется с ослаблением агрессивности у агрессивных 
крыс после введения окситоцина в желудочек мозга или 
с помощью назальных аппликаций (Calcagnoli et al., 2013, 
2015; Gulevich et al., 2019). 

Результаты, полученные на самцах крыс Groningen, 
свидетельствуют об отрицательной корреляции уровня 
мРНК окситоцина в ПВЯ и степени агрессивности самцов 
(Calcagnoli et al., 2014). Судя по данным этих авторов и 
полученным нами, функциональные параметры эндо-
генной окситоцинергической системы в гипоталамусе у 
более агрессивных крыс ниже, чем у менее агрессивных 
(в случае крыс Groningen) или ручных (в случае нашей 
селекционной модели). Вместе с тем, если в данном иссле­
довании агрессивные самцы крыс отличались от ручных 
по количеству содержащих окситоцин клеток в правом 
СОЯ гипоталамуса, то крысы Groningen с разной степенью 
агрессивности отличались по уровню мРНК окситоцина 
в ПВЯ гипоталамуса (Calcagnoli et al., 2014). Такие осо­
бенности в локализации различий между крысами, иссле-
дуемыми нами, и крысами Groningen с разной степенью 
агрессивности могут быть связаны с разными подходами к 
формированию агрессивного поведения и его оценкой. Так, 

агрессивность у крыс Groningen определяли по времени 
нападений на оппонента в процентах от всего времени 
эксперимента в 10 тестах резидент–интрудер, а агрессив- 
ное поведение крыс, исследуемых в данной работе, было 
сформировано в результате длительного отбора по реак-
ции на человека. 

Показано, что у агрессивных крыс уровень окситоци-
на в крови достоверно выше, чем у ручных. Поскольку 
выделение окситоцина в кровь не всегда коррелирует с 
локальным выделением окситоцина из аксональных тер-
миналей в различных областях головного мозга (Knobloch 
et al., 2012; Grinevich et al., 2015), оценка активности ок-
ситоциновой системы мозга по уровню гормона в крови 
не всегда однозначна, и изменение уровня окситоцина в 
плазме не обязательно соотносится с поведением живот-
ных (Neumann, 2008). Спустя 40 мин после назальных 
аппликаций окситоцина только у ручных крыс уровень 
этого нейропептида в крови был выше, чем у интактных 
животных, но не у крыс с аппликациями физраствора 
(см. рис. 4), хотя этот параметр достоверно не отличался 
у интактных и получающих физраствор крыс. Тогда как 
у крыс Вистар после аппликаций окситоцина уровень его 
в крови повышался спустя 70, 100 и 130 мин (Neumann 
et al., 2013). По-видимому, после аппликаций окситоцина 
для регистрации повышения уровня его в крови необхо-
дим более продолжительный промежуток времени, чем 
в данном исследовании, и для регистрации эффектов на 
поведение, наблюдаемых уже через 40 мин как на ней-
тральной территории, так и в тесте резидент–интрудер 
(Gulevich et al., 2019; Kozhemyakina et al., 2020).

Представленные данные по поведению у агрессивных 
крыс в тесте межсамцовых взаимодействий на нейтраль-
ной территории свидетельствуют об антиагрессивном эф­
фекте окситоцина, поскольку после однократной аппли-
кации окситоцина (20 мкл с концентрацией 1 мкг/мкл) у 
этих животных становятся достоверно менее продолжи-
тельными агрессивные взаимодействия и боковые стой­
ки угроз, а также уменьшается количество боковых стоек 
угроз по сравнению с животными того же поведения, по­
лучающими физраствор. Такой же эффект аппликаций 
окситоцина отмечали в тесте резидент–интрудер у самцов  
крыс Groningen (Calcagnoli et al., 2015) и у крыс, селек-
ционируемых на агрессивное поведение, в условиях взаи­
модействия как с самцом-оппонентом, так и с экспери-
ментатором (в тесте «на перчатку») (Gulevich et al., 2019; 
Kozhemyakina et al., 2020). Причем у агрессивных крыс 
агрессивность понижалась как при однократных аппли-
кациях раствора окситоцина с концентрацией 2 мкг/мкл, 
так и в случае 5-дневных аппликаций раствора с меньшей 
концентрацией, 1 мкг/мкл, т. е. с варьирующимися концен- 
трациями раствора в определенном диапазоне. Поскольку 
ранее было показано, что у агрессивных крыс на нейтраль-
ной территории агрессивность к оппоненту проявляется 
слабее, чем при защите своей собственной территории в 
условиях теста резидент–интрудер (Плюснина, Соловье­
ва, 2010), можно полагать, что окситоцин вызывает по-
нижение агрессивности у этих животных независимо от 
степени ее проявления в различных тестах. 

Судя по поведению у ручных крыс в тесте на нейтраль­
ной территории, аппликации окситоцина (20 мкл с кон­
центрацией 1 мкг/мкл), напротив, вызывали у них досто­
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верное увеличение количества и продолжительности уда­
ров задними лапами, а также на уровне тенденции более 
продолжительные агрессивные взаимодействия, боковые 
позы угроз и повышение количества последних по сравне-
нию животными, получающими физраствор (см. рис. 5). 
Изменение этих отдельных поведенческих параметров 
позволяет судить в целом об усилении агрессивного по-
ведения у ручных крыс. Из ранее полученных данных в 
тесте резидент–интрудер после 5-дневных аппликаций 
окситоцина с такой же дозой, как и в данной работе (20 мкл 
с концентрацией 1 мкг/мкл), у ручных крыс увеличивается 
не только количество ударов задними лапами, но и продол-
жительность агрессивных взаимодействий, боковых стоек 
угроз, а также количество атак, тогда как однократные ап-
пликации окситоцина с большей концентрацией 2 мкг/мкл 
не оказывали достоверного влияния на поведение ручных 
крыс в тесте резидент–интрудер (Gulevich et al., 2019). 

Для понимания феномена обратного эффекта увели­
чения дозы окситоцина требуются дальнейшие иссле-
дования. Усиление отдельных параметров агрессивного 
поведения у ручных самцов крыс под влиянием экзоген-
ного окситоцина по сравнению с контролем при стрес-
сирующих условиях взаимодействия с оппонентом на 
незнакомой нейтральной территории не противоречит 
данным других исследователей. К примеру, исследова-
ния на доместицированных животных (собаки, коровы и 
свиньи) и человеке также свидетельствуют, что окситоцин 
в условиях стресса может способствовать парадоксаль-
ному ответу на нейтральное или даже аффилиативное 
(или позитивное) взаимодействие, усиливая агрессию и 
стресс-ответ (Rault et al., 2013; Hernádi et al., 2015; Yayou 
et al., 2015; Crespi, 2016; Shamay-Tsoory, Abu-Akel, 2016). 

Методом авторадиографии у самцов крыс Groningen с 
максимальным проявлением агрессивности показано, что 
экспрессия рецепторов окситоцина в центральной минда-
лине и ядре ложа терминальной полоски была выше, чем 
у менее агрессивных крыс, что, по мнению F. Calcagnoli 
с коллегами (2014), может частично компенсировать по­
ниженную секрецию окситоцина в ПВЯ гипоталамуса 
у первых, а также повышать их чувствительность к вве­
дению эндогенного окситоцина. Причем экспрессия ре­
цепторов окситоцина в обоих регионах коррелировала c 
продолжительностью наступательной агрессии в 10-ми-
нутном тесте резидент–интрудер. В связи с этим можно 
ожидать, что у крыс, селекционируемых на агрессивное 
поведение, экспрессия рецепторов окситоцина в цен-
тральной миндалине и ядре ложа терминальной полоски 
также выше, чем у ручных крыс. Для определения уровня 
экспрессии рецепторов окситоцина в этих отделах мозга 
у крыс, селекционируемых по поведению, необходимы 
дальнейшие исследования.

Как уже отмечалось выше, у человека максимально 
выраженные просоциальные эффекты назального введе-
ния окситоцина наблюдали у лиц с низкой социальной 
мотивацией или избегающих социального общения (Bartz 
et al., 2015; Soriano et al., 2020). Поскольку в наших иссле-
дованиях антиагрессивный эффект окситоцина отмечается 
только у агрессивных крыс, поведение которых отличается 
не только высокой агрессией по отношению к человеку, 
но и устойчивым и крайним проявлением внутривидовой 

межсамцовой агрессии, по-видимому, этих крыс можно 
рассматривать в качестве модельных для исследования 
механизмов, а также подходов к лечению спектра таких 
нейропсихиатрических заболеваний, как аутизм, социаль-
ная тревожность и депрессия.

Исследования, проведенные на крысах и полевках, сви-
детельствуют о функциональной взаимосвязи окситоци-
новой системы и ГГНС (Neumann et al., 2000; Engelmann et 
al., 2004; Smith, Wang, 2014). При повышении активности 
эндогенной окситоциновой системы в случае лактации 
или после социальных взаимодействий отмечают ослаб­
ление секреции адренокортикотропного гормона и корти­
костерона в покое и после стрессирующих воздействий, 
как, например, присутствия оппонента конспецифика 
(Neumann et al., 2000; Engelmann et al., 2004; Smith, Wang, 
2014). Ингибирующее действие окситоцина на ГГНС при 
стрессе может осуществляться путем торможения транс-
крипции гена кортикотропин-рилизинг гормона Crh в 
гипоталамусе (Jurek et al., 2015). Можно предполагать, что 
повышенное количество содержащих окситоцин клеток 
в правой половине СОЯ у ручных крыс, по сравнению с 
агрессивными, связано с пониженной экспрессией гена 
Crh в гипоталамусе, о чем сообщалось нами ранее как 
для интактных, так и для животных после аппликаций 
окситоцина (Herbeck et al., 2017; Gulevich et al., 2019).

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

For citation: Matveeva T.V., Zhurbenko P.M., Khafizova G.V., Shaposhnikov A.D., Zhidkin R.R., Rodionov A.V. Agrobacte-
rium-derived DNA sequences in phylogenetic studies of plants. Vavilovskii Zhurnal Genetiki i Selektsii = Vavilov J Genet 
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Введение
Агробактериальная трансформация  – наиболее распро­
страненный на сегодняшний день метод получения транс­
генных растений для нужд сельского хозяйства, медици­
ны, ветеринарии и других отраслей народного хозяйства. 
Метод основан на способности почвенных бактерий Agro­
bacterium tumefaciens (Smith and Townsend 1907) Conn 
1942 (Approved Lists 1980) и Rhizobium rhizogenes (Riker 
et al. 1930) Young et al. 2001 переносить фрагмент своей 
плазмиды и интегрировать его в ДНК растения (Schell, Van 
Montagu, 1977; Bahramnejad et al., 2019). Эти последова­
тельности получили название Т-ДНК (T-DNA, transferred 
DNA – переносимая ДНК). 

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

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

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

Структуры Т-ДНК
Физическая структура T-ДНК различается между плаз­
мидами из разных штаммов агробактерий и может быть 
классифицирована в зависимости от количества перено­
симых в геном растения фрагментов, закодированных в 
одной плазмиде. Т-ДНК может быть непрерывной, как, 
например, у маннопиновых, микимопиновых и кукумопи­
новых штаммов (Jouanin, 1984; Hansen et al., 1991). Она 
представляет собой непрерывный участок ДНК, фланки­
рованный пограничными последовательностями на обоих 

https://en.wikipedia.org/wiki/Albert_Joyce_Riker
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концах (как в плазмиде pRi8196). В плазмидах другого 
типа, например в pRiA4, T-ДНК разделена на два сегмен­
та – TL-ДНК и TR-ДНК (White et al., 1985), между кото­
рыми находится в качестве спейсера не переносимый в 
растения участок ДНК размером около 15 kb. Независимо 
от различий их структуры, во всех упомянутых выше 
Т-ДНК содержатся гены синтеза опинов, используемых 
агробактериями как источник питания, и так называемые 
онкогены, продукты которых заставляют растительные 
клетки делиться. 

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

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

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

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

Расчет времени трансформации можно провести по 
формуле

T = d
2r,

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Структуры клТ-ДНК у N. tomentosiformis

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

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

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

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

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

Рис. 1. Модель эволюции клТ-ДНК ТС в геномах Nicotiana.
Толщина линий отражает присутствие в геноме вида одной или двух ко-
пий ТС либо ее отсутствие, по (Chen et al., 2018).

N. setchellii

N. otophora

N. tabacum
Потеря 

ТС1

Потеря 
ТС2

Дупликация ТС 

ТС1, ТС2

Встраивание ТС  
в геном растения

N. sylvestris

N. tomentosiformis



T.V. Matveeva, P.M. Zhurbenko, G.V. Khafizova 
A.D. Shaposhnikov, R.R. Zhidkin, A.V. Rodionov

860 Вавиловский журнал генетики и селекции / Vavilov Journal of Genetics and Breeding • 2025 • 29 • 6

Agrobacterium-derived DNA sequences  
in phylogenetic studies of plants

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

на основе ITS, но согласовывались с данными NGS на 
небольшой выборке видов. У арахиса изучение клТ-ДНК 
позволило четко продемонстрировать различные эволю­
ционные судьбы трансгенов в случае стабилизирующего 
отбора и без него, а также наметить некоторые недостатки 
разрешающей способности маркера, находящегося под 
сильным давлением стабилизирующего отбора.
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A new molecular marker including parts of conservative  
histone H3 and H4 genes and the spacer between them  
for phylogenetic studies in dragonflies (Insecta, Odonata), 
extendable to other organisms
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Abstract. In spite of recent substantial progress in genomic approaches, there is still a need for molecular markers 
convenient for Sanger sequencing and providing good phylogenetic reconstructions at short evolutionary distances. 
A new molecular marker, the histone H3–H4 region, containing partial coding sequences of the genes for histones 
H3 and H4 and the non-coding spacer between them, is proposed. This marker is potentially useful for molecular 
phylogenetic studies at the generic, species, and even intra-species level in insects and some other organisms, even 
from other phyla. The highly conserved histone-coding sequences ensure the universality of primers and the ease of 
primary alignment, while the highly variable non-coding spacer provides enough variation for analyses at short evo-
lutionary distances. In insects, the histone genes reside in the histone repeat which is tandemly repeated in dozens 
to hundred copies forming the so-called histone cluster. This ensures a high concentration of the template for the 
marker in genomic DNA preparations. However, the order and orientation of the histone genes in the histone repeat is 
variable among orders, which puts some limitations on the use of the proposed marker. The marker efficacy is hereby 
shown for Odonata (dragonflies and damselflies), where it provided good resolution at the family, genus and species 
levels. The new marker also provided an interesting pattern in the relationship of two Sympetrum species, S. croceolum 
and S. uniforme, showing the sequences of the latter as a branch nested among those of the former. The same combi-
nation of the proposed original primers should also work in Diptera.
Key words: histone repeat; histone H3; histone H4; intergenic spacer; Odonata; dragonflies; insects; molecular marker; 
phylogenetic studies
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Новый молекулярный маркер для филогенетических 
исследований стрекоз (Insecta, Odonata),  
включающий части консервативных генов гистонов Н3 и Н4  
и спейсер между ними, применимый и к другим организмам
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Аннотация. Несмотря на значительный прогресс в геномных исследованиях, до сих пор существует потреб-
ность в молекулярных маркерах, удобных для секвенирования по Сэнгеру и позволяющих делать филогене-
тические реконструкции на коротких эволюционных дистанциях. Предложен новый молекулярный маркер, 
район генов гистонов Н3 и Н4, содержащий части кодирующих последовательностей генов гистонов Н3 и Н4 и 
некодирующий спейсер между ними. Он может быть удобен для молекулярно-филогенетических исследований 
на родовом, видовом и даже внутривидовом уровне у насекомых и некоторых других групп, в том числе из 
других типов. Высококонсервативные кодирующие последовательности гистоновых генов обеспечивают уни-
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версальность праймеров и однозначность первичного выравнивания, тогда как вариабельный некодирующий 
спейсер содержит достаточно изменчивости для анализа на коротких эволюционных дистанциях. У насекомых 
гены гистонов находятся в гистоновом повторе, тандемно повторенном в десятках или сотнях копий в так на-
зываемом гистоновом кластере. Это обеспечивает высокую концентрацию матрицы для нового маркера в пре-
паратах геномной ДНК. Однако порядок и ориентация конкретных генов у разных отрядов изменчива, что на-
лагает определенные ограничения на использование предлагаемого маркера. В нашей работе эффективность 
маркера продемонстрирована на материале отряда стрекоз (Odonata), где он хорошо разрешил семейства, 
роды и виды. Новый маркер также выявил интересный паттерн взаимоотношения двух видов рода Sympetrum, 
S. croceolum и S. uniforme, показав последовательности последнего в качестве ветви среди последовательностей 
первого. Та же комбинация разработанных нами оригинальных праймеров будет работать и в отряде двукры-
лых (Diptera). 
Ключевые слова: гистоновый повтор; гистон Н3; гистон Н4; межгенный спейсер; Odonata; стрекозы; насекомые; 
молекулярный маркер; филогенетические исследования

Introduction
Analysis of  DNA variation is a powerful tool in reconstructing 
phylogenetic history of living creatures, so the use of molecu-
lar methods has provided a profound progress in phylogenetic 
analysis, with applications in taxonomy, paleobiology, paleo-
geography and evolutionary theory. Particular sequences used 
for this purpose, traditionally called ‘phylogenetic markers’, 
differ in their rate of fixation of mutations thus permitting 
phylogenetic resolution at different time scales, with resolution 
of most recent divergences being possible with most variable 
markers; for those applied to Odonata see Y.C. Cheng et al. 
(2018). 

Mitochondrial DNA in animals is on average more vari-
able than nuclear DNA, so the popular mitochondrial marker 
cytochrome oxydase I (COI) is widely used for barcoding of 
animals (Ballard, Whitlock, 2004; Avise, 2009). However, 
the phylogenies reconstructed from mitochondrial markers 
quite frequently meet serious problems. They often contradict 
both phylogenies reconstructed from nuclear markers and 
traditional taxonomy based on morphology. In some groups of 
organisms (Cheng Z. et al., 2023), including the family Coe-
nagrionidae in Odonata (Dow et al., 2019; Deng et al., 2021; 
Galimberti et al., 2021; Geiger et al., 2021), mitochondria 
seem to ‘live a life of their own’. The most drastic patterns 
were revealed in Coenagrion Kirby, 1890, where mitochon-
drial haplotypes cross species barriers but seem unable to cross 
the Hybraltar Strait (Ferreira et al., 2016; Galimberti et al., 
2021, Geiger et al., 2021), and in Ischnura elegans (Vander 
Linden, 1820) where the Japanese population appeared to 
be strongly divergent from the continental ones (Deng et 
al., 2021). Such drastic patterns can hardly be explained by 
incomplete lineage sorting or introgressive hybridisation, 
the phenomena usually supposed to explain such cases. The 
reason could be co-selection of mitochondria with strains of 
the intra-cellular bacterial endosymbiont Wolbachia Hertig, 
1826 (Deng et al., 2021). Horizontal transfer of mitochondria 
via an unknown agent is also postulated but not proved (Gur-
don et al., 2016). Another problem of using markers based 
on mitochondrial DNA is the sporadic occurrence of mtDNA 
fragments adopted by the nuclear genome (NUMT), which 
are variably divergent from the actual mtDNA and may result 
in false phylogenetic results; for examples in Odonata, see 
Ožana et al. (2022) or Lorenzo-Carballa et al. (2022). For 
the purpose of revealing evolutionary history at short time 
distances, microsatellite or SSR markers have been popular 
for a long time and applied also to Odonata (e. g. Lowe et al., 

2008). These are tracts of very short (one to few nucleotides) 
repeats with the number of copies frequently changing be-
cause of slippage mispairing and unequal crossing over. Such 
markers suffer from a high rate of homoplasy, when different 
events of copy number change result in the same alleles, here 
understood as particular numbers of repeats, but are still the 
marker of choice for population genetic studies.

The modern next-generation high-throughput sequencing 
and genomic approaches offer ample phylogenetic data (for 
examples in Odonata, see Futahashi et al., 2015; Bybee et 
al., 2021; Kohli et al., 2021), potentially useful for analysis 
even at short evolutionary distances, but are expensive and 
more demanding in sample preparation. Although the prices 
are getting lower, these technologies still remain unaffordable 
for many researchers in countries which harbour the richest 
biodiversity. Therefore, there is still a need for easily anal-
ysed and cheap nuclear markers based on Sanger sequencing 
which would provide good resolution at the species level and 
could be useful at least for fast preliminary tests revealing the 
evolutionary history of populations, subspecies and closely 
related species. Besides, such markers make it possible to 
analyse regular collection specimens, not specially collected 
for DNA analysis.

Non-coding sequences, the variability of which is mainly 
determined by physical properties of DNA replication, are 
useful candidates for variable phylogenetic markers. Their 
use is limited by possibility of working out universal primers, 
which could be achieved by involvement of bordering con-
served sequences. Besides, non-coding sequences demonstrate 
a high rate of indels, which bring about difficulties as to their 
alignment. Of such markers, the so-called ITS region including 
internal spacers between the conserved ribosomal RNA genes, 
ITS1 and ITS2, is the most popular among nuclear markers; 
for its use in Odonata, see Hovmöller and Johansson (2004), 
Dumont et al. (2010), Karube et al. (2012), Schneider et al. 
(2023). The highly repetitive nature of the nucleolus organiser 
provides an advantage of high concentration of the template in 
preparations of genomic DNA and a disadvantage of possible 
heterozygosity as well as cis-heterogeneity between individual 
repeat copies (Hovmöller, Johansson, 2004). 

Recently, a useful approach has been proposed, focusing on 
introns of nuclear genes (Ferreira et al., 2014). The primary 
structure of introns has scarce adaptive constraints save muta-
tions affecting splicing. At the same time, the bordering exons 
are usually conserved enough to allow for universal primers 
design. These markers have a disadvantage of low concen-
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tration of template genomic DNA, since the genes involved 
are unique and present in the genome only in two copies, so 
they may be less readily amplifiable from specimens with 
somewhat degraded DNA as compared to the highly repeated 
sequences of the ITS region.

In the present work, we propose and test the usability of 
a new phylogenetic marker, the spacer between the genes of 
the conservative core histones H3 and H4 and partial cod-
ing sequences of these histones, which we designate as the 
histone H3–H4 region. It resembles the popular ITS region 
mentioned above.

In animals, the genes for five histones (H1, H2A, H2B, H3, 
H4) are included into the so-called histone repeat, tandemly 
repeated copies of which form the histone cluster (Eirín-López 
et al., 2009). Several important circumstances should be noted 
in this respect:
(i) Histones H3 and H4 are among the most conserved proteins 

in eukaryotes (Stein et al., 1984; Doenecke et al., 1997; 
Eirín-López et al., 2009), so their coding sequences al-
low primers of very broad applicability across taxonomic 
groups.

(ii) In insects, genes of these two histones are disposed in the 
histone repeat relatively close to each other (Eirín-López 
et al., 2009). The order of histone genes and orientation 
of their reading frames is variable among different insect 
orders. For instance, their order is H1, H3, H4, H2A, H2B 
in Drosophila melanogaster (Goodenough, 1984: p. 304; 
Eirín-López et al., 2009) and in all Odonata species tested 
in this work (Fig.  1). Although this variation may also 
take place at lower taxonomical levels and is sometimes 
observed even in different copies of the histone repeat in 
the same chromosome, in all species of Odonata tested by 
us (see below) we obtained a PCR product using the same 
primer pair matching histones H3 and H4. So the original 
primers we suggest are useful at least across dragonflies 
and damselflies.

(iii) The spacer between H3 and H4 histone genes is non-cod
ing and therefore is expected to undergo neutral evolution, 
hence being a kind of molecular clock.

(iv) Insects have hundreds of copies of the histone repeat 
(Stein et al., 1984; Solovyev et al., 2022), which facilitates 
amplification from total genomic DNA preparations, but 
may also bring about problems related to cis- (within-
cluster) and trans- (allelic, between homologous chromo-
somes) heterogeneity.

(v) Most insects have only one histone cluster, whereas in 
some of them and in other animal groups there is a number 
of paralogous clusters (Eirín-López et al., 2009). A single 
histone cluster is an advantage since this avoids trans-
cluster heterogeneity which would complicate an analysis.
To develop and test the marker, we chose the order Odonata 

and designed original primers which worked in all tested spe-

cies. We tested its resolution at different taxonomical levels, 
by sequencing amplicons from representatives of different 
families (Calopterygidae, Coenagrionidae, Aeshnidae, Gom-
phidae, Corduliidae, and Libellulidae), from several species 
of some genera and from a number of specimens of some 
Sympetrum spp. The latter involved a series of three species 
from the same danae species group (Pilgrim, Dohlen, 2012), 
namely S. croceolum (Selys, 1883), S. danae (Sulzer, 1776) 
and S. uniforme (Selys, 1883), including those collected in 
the same populations.

Materials and methods
Material. The specimens of S. croceolum, S. danae, S. flaveo­
lum (Linnaeus, 1758), and S. uniforme were preserved in 96 % 
ethanol, other specimens were treated overnight with acetone 
and then dried out. The species and specimens from which 
the histone H3–H4 region was sequenced in the course of this 
study and the GenBank accession numbers of these sequences 
are enumerated (in parentheses) in the Table.

Sequences from public databases. To expand our sample, 
we downloaded sequences of the H3–H4 region from the 
Whole Genome Sequence datasets available in public da-
tabases of 16 more Odonata species: Hetaerina americana 
(Fabricius, 1798), H.  titia (Drury, 1773) (Calopterygidae), 
Argia fumipennis (Burmeister, 1839), Ceriagrion tenellum 
(De Villers, 1789), Ischnura elegans, I. senegalensis (Rambur, 
1842) Pseudagrion microcephalum (Rambur, 1842), Pyrrho­
soma nymphula (Sulzer, 1776) (Coenagrionidae), Platycnemis 
pennipes (Pallas, 1771), Prodasineura notostigma (Selys, 
1860) (Platycnemididae), Tanypteryx hageni (Selys, 1879), Ta­
chopteryx thoreyi (Selys, 1889), Uropetala carovei (White in 
Dieffenbach, 1843) (Petaluridae), Brachytron pratense (Mül-
ler, 1764) (Aeshnidae), Pachydiplax longipennis (Burmeister, 
1839), Pantala flavescens (Fabricius, 1798), (Libellulidae).

Besides, the histone H3–H4 region was assembled from 
SRA archives available at GenBank, with the use of the MIRA 
software (Chevreux et al., 1999) for the following 20 spe-
cies: Archilestes grandis (Rambur, 1842) (Lestidae), Calop­
teryx splendens (Harris, 1780), Hetaerina vulnerata (Hagen 
in  Selys, 1853), Mnais tenuis (Oguma, 1913), Neurobasis 
kaupi (Brauer, 1867) (Calopterygidae), Agriocnemis femina 
(Brauer, 1868) (Coenagrionidae), Anax parthenope (Selys, 
1839), A. strenuus (Hagen, 1867) (Aeshnidae), Gomphus 
vulgatissimus (Linnaeus, 1758), Lanthus parvulus (Selys, 
1854), Onychogomphus forcipatus (Linnaeus, 1758), Ophi­
ogomphus mainensis (Packard in Walsh, 1863) (Gomphidae), 
Cordulegaster boltonii (Donovan, 1807) (Cordulegastridae), 
Macromia manchurica (Asahina, 1964) (Macromiiddae), La­
dona fulva (Müller, 1764), Leucorrhinia albifrons (Burmeister, 
1839), Libellula angelina (Selys, 1883), L. quadrimaculata 
(Linnaeus, 1758), Nannophya pygmaea (Rambur, 1842), 
Orthetrum coerulescens (Fabricius, 1798) (Libellulidae). The 

H1 H3 H4 H2A

Hex_AR LH4_2R

H2B

Fig. 1. Positions of the primers used to amplify the histone H3–H4 region in the histone repeat as exemplified by a fragment of the 
assembly of the Ischnura elegans genome (NW_025791746). White arrowheads indicate the direction of transcription.
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Species (by families) and specimens sequenced for the histone H3–H4 region, their origin and the GenBank accession numbers  
of the sequences. Coordinates are given in decimal degree format

Species name Locality Latitude (N) Longitude (E) Date Specimens, their 
codes (if any) 
and accession 
numbers of their 
sequences

Calopterygidae

Atrocalopteryx atrata  
(Selys, 1853)

Russia, Khabarovskiy Kray,  
44 km SE of Khabarovsk, Chirki

48.19 134.68 15.07.2014 1 ♂ (PQ498535)

Coenagrionidae

Coenagrion johanssoni 
(Wallengren, 1894)

Russia, Khabarovskiy Kray,  
44 km SE of Khabarovsk, Chirki

48.19 134.68 15.07.2014 1 ♂ (PQ498539)

Aeshnidae

Aeshna juncea  
(Linnaeus, 1758)

Russia, Khabarovskiy Kray,  
28 km SE of Khabarovsk, Bychikha village

48.30 134.83 9.07.2014 1 ♂ (PQ498536)

Gomphidae

Nihonogomphus ruptus 
(Selys in Hagen, 1858)

Russia, Khabarovskiy Kray, 44 km SE  
of Khabarovsk, Chirki ranger station

48.19 134.68 15.07.2014 1 ♂ (PQ498542)

Corduliidae

Cordulia aenea  
(Linnaeus, 1758)

Russia, Novosibirsk, Academy Town 54.8473 83.1072 1.07.2015 1 ♂ (PQ498537)

Somatochlora arctica 
(Zetterstedt, 1840)

Russia, Novosibirsk, Academy Town,  
Zvezda Beach

54.8314 83.0538 30.06.2015 1 ♀ (PQ498546)

Somatochlora graeseri Selys, 
1887

Russia, Primorskiy Kray, Khanka District, 
Lake Khanka W bank 2 km N  
of Platono-Aleksandrovskoe village

45.062 131.995 4.07.2014 1 ♀ (PQ498561)

Macromiidae

Macromia amphigena 
fraenata Martin, 1906

Russia, Khabarovskiy Kray,  
44 km SE of Khabarovsk, Chirki

48.19 134.68 15.07.2014 1 ♂ (PQ498540)

Synthemistidae sensu lato

Macromidia rapida Martin, 
1907

Cambodia, Mondulkiri Province, a left 
tributary of the Monorom Waterfall River, 
3.5 km SE of Sen Monorom

12.441 107.159 13.06.2014 1 ♂ (PQ498541)

Cordulegastridae

Cordulegaster picta Selys, 
1854

Russia, Krasnodarskiy Kray, Kabardinka 
village, the Krasnaya Shchel’ Valley

44.671 37.918 30.07.2015 1 ♀ (PQ498538)

Libellulidae

Orthetrum albistylum  
(Selys, 1848)

Russia, Primorskiy Kray, Khanka District, 
Lake Khanka W bank 2 km N  
of Platono-Aleksandrovskoe village

45.062 131.995 4.07.2014 1 ♀ (PQ498543)

Orthetrum glaucum  
(Brauer, 1865)

Cambodia, Mondulkiri Province, a brook 
downstream of the Buu Sraa Waterfall

12.570 107.418 10.06.2014 1 ♂ (PQ498544)

Rhyothemis phyllis  
(Sulzer, 1776)

Cambodia, Kampot Province, a left oxbow 
of the Kampot River downstream  
of Tek Chhou Rapids

10.672 104.137 21.08.2011 1 ♀ (PQ498545)

Sympetrum arenicolor 
Jödicke, 1994

Iran, Lorestan, Khorramabad County,  
3.2 km NNW Pasil village

33.33 48.88 26.05.2017 1 ♂ (PQ498547)

Sympetrum cordulegaster Russia, Khabarovskiy Kray, 28 km SE  
of Khabarovsk, a pond S of Bychikha village

48.292 134.829 21-22.08.2016 1 ♂ (PQ498588)
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Table (end)

Species name Locality Latitude (N) Longitude (E) Date Specimens, their 
codes (if any) and 
accession numbers 
of their sequences

Sympetrum croceolum  
(Selys, 1883)

Russia, Khabarovskiy Kray,  
Amursk District,  
Bolon’skiy Nature Reserve,  
Kirpu ranger station

49.506 136.028 15.09.2016 10 ♂♂  
(Sc-1 – Sc-10; 
PQ498574–
PQ498582)

Russia, Khabarovskiy Kray,  
28 km SE of Khabarovsk, Bychikha village

48.292 134.829 21-22.08.2016 2 ♀♀  
(Sc-31, Sc-32;  
Q498583, 
PQ498586)

Russia, Altai Republic, Mayma District,  
Lake Manzherok SE bank

51.82 85.81 16.09.2016 2 ♂♂  
(Sc-41, Sc-42; 
PQ498584, 
PQ498585)

Sympetrum danae  
(Sulzer, 1776)

Russia, Novosibirsk, Academy Town, 
Botanical Garden

54.825 83.114 8.10.2015 12 ♂♂  
(Sd-1, Sd-3 – Sd-12;  
PQ498549–
PQ498557)

Sympetrum flaveolum 
(Linnaeus, 1758)

Russia, Novosibirsk, Academy Town, 
Botanical Garden

54.825 83.114 8.10.2015 1 ♂ (Sf-1; 
PQ498558),  
1 ♀ (Sf-2; 
PQ498559)

Russia, Primorskiy Kray,  
Lake Khanka W bank just N  
of Platono-Aleksandrovskoe village env.

45.06 131.99 4.07.2014 1♀ (Sf-3; 
PQ498560)

Sympetrum fonscolombii 
(Selys, 1840)

Iran, Esfahan Province, Golpayegan City,  
the Ghomrood (Anaarbar) River

33.46 50.26 21.05.2017 1 ♂ (No. 1)

Russia, Krasnodarskiy Kray,  
Bol’shoy Utrish village env.

44.76 37.39 5.08.2015 1 ♂ (No. 2; 
PQ498589)

Sympetrum pedemontanum 
(Müller in Allioni, 1766)

Russia, Novosibirsk, a glade in a pine forest 
between Nizhnyaya El’tsovka and Pravye 
Chyomu estates

54.864 83.051 4.08.2018 1 ♂ (PQ498591)

Sympetrum sanguineum 
(Müller, 1764)

Russia, Novosibirsk Province,  
Kyshtovka District, a roadside swamp  
in the Kyshtovka village NW suburbs

56.579 76.603 14.07.2015 1 ♂ (Ss-1, 
PQ498590)

Russia, Krasnodarskiy Kray, Lake Krugloe 44.677 37.594 10.06.2016 1 ♂ (Ss-2)

Sympetrum striolatum 
(Charpentier, 1840)

Iran, Lorestan, Borujerd County,  
Chenar Chashmah

33.798 48.905 25.05.2017 1 ♂ (PQ498592)

Sympetrum vulgatum 
(Linnaeus, 1758)

Russia, Krasnodarskiy Kray, Kabardinka 
village env., Krasnaya Shchel’ Valley

44.672 37.922 6.07.2016 1 ♂ (PQ498593)

Sympetrum uniforme  
(Selys, 1883)

Russia, Khabarovskiy Kray,  
28 km SE of Khabarovsk, Bychikha village

48.292 134.829 21-
22.08.2016

5 ♂♂, 4 ♀♀ 
(Su-21–Su-29; 
PQ498565–
PQ498573

Russia, Khabarovskiy Kray,  
Amursk District,  
Bolon’skiy Nature Reserve,  
Kirpu ranger station

49.506 136.028 15.09.2016 1 ♂ (Su-1; 
PQ498563),  
1 ♀ (Su-2; 
PQ498564)
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accession numbers of the database entries used as sources of 
these sequences are indicated at species names in Figures 2 
and 3.

Primer design. We designed 14 original primers to match 
different parts of insect histone genes coding for H1, H2B, 
H3, H4, comprising the histone gene cluster. At the start of the 
present work we did not know the precise order and orienta-

tion of the histone genes in the cluster, so we tested different 
primer combinations to select primer pair(s) which would 
produce an amplification product containing the fragments of 
the genes of histone H3 and H4 and the spacer between them. 
We found out that the pair of primers Hex_AR matching the 
3ʹ portion of the H3 gene (in the orientation opposite to that 
of transcription) and LH4_2R matching the 3ʹ portion of the 

Fig. 2. Phylogenetic tree of the studied species of Odonata reconstructed with Maximum Likelihood method from the 
histone H3–H4 region sequences. Bootstrap values are shown at the respective nodes. Three species of Diptera, Culicidae 
serve as the outgroup.
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H4 gene (also in the orientation opposite to that of transcrip-
tion) (Fig. 1) produced the expected product, indicating that 
the H3 and H4 genes were oriented anti-parallel as to their 
reading frames, with 5ʹ ends of their coding chains oriented 
towards each other (Fig.  1). The primer sequences are as  
follows: 

Hex_AR: 5ʹ atatccttgggcatgatggtgac (forward)
LH4_2R: 5ʹ ttaaccgccgaaaccgtacagggt (reverse).

The primer LH4_2R, matching the coding region of the 
histone H4 of the moth Bombyx mori (Linnaeus, 1758) (Lepi-
doptera: Bombycidae) (GenBank accession AADK01010708), 
was worked out in the course of our previous study of the 
variation of the histone H1 gene in some Lepidoptera (So-
lovyev et al., 2015), although this particular primer was not 
mentioned in the cited work and is published here for the 
first time.

Fig. 3. Phylogenetic tree of the studied Odonata species reconstructed with the Maximum Likelihood method from fragments of 
the coding sequences of histone H3 and histone H4 genes involved into the proposed ‘histone H3–H4 region’ marker. Bootstrap 
values are shown at the respective nodes.
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The Hex_AR primer was worked out to match the coding 
sequences of the histone H3 gene of Ophiogomphus severus 
(Hagen, 1874) (Odonata: Gomphidae) taken from GenBank 
(accession AY125228).

The coding sequences of histones H3 and H4 are well con-
served (Stein et al., 1984; Doenecke et al., 1997; Eirín-López 
et al., 2009), so the primers worked out to match a particular 
sequence, one of which was from Odonata and the other from 
Lepidoptera, worked well for all tested species of Odonata.

DNA isolation, sequencing and analysis. Dragonfly legs 
were homogenized in a mortar in 0.2 ml of isolation buffer 
(0.1 Tris-HCl, pH 8.0; 0.05 M EDTA; 1.25 % SDS; 0.5 M 
NaCl) with Al2O3 as grinding particles, then mixed with 
0.8 ml of the same buffer. The mixture was incubated for 1 
h at 55 °C, then 350 μl of 5 M potassium acetate was added, 
the mixture was incubated for 30 min on ice and centrifuged 
at 16.1 g for 10 min. The supernatant was transferred to fresh 
tubes, mixed with 0.6 ml of isopropanol, incubated at room 
temperature for 1 h and centrifuged at 12.2 g for 10 min. The 
precipitate was washed twice with 0.1 ml 70 % ethanol with 
subsequent centrifugation at 12.2 g for 5 min, dried at 50 °C 
for 5 min and dissolved in 50 μl of deionized water.

PCR reaction was carried out in a volume of 20 μl with 
2  μl of 10× ammonium sulphate buffer, 2  μl of 25  mM 
MgCl2, 0.3 μl of the Hot Start Tаq polymerase produced by 
SIBENZYME company, Novosibirsk (5 U/μl), 0.15 μl BSA 
(10 mg/ml), 1 μl of forward and reverse primers (10 pM) each, 
2 μl of 2 mM dNTPs, 2 μl of diluted DNA (20–60 ng) and 
10.55 μl of deionised water. For PCR, BIO-RAD MyCycler 
thermal cycler was used, with the reaction parameters as fol-
lows: denaturation at 95 °C for 3 min followed by 32 cycles 
including denaturation at 94 °C for 30 s, annealing at 55 °C 
for 25 s, elongation at 72 °C for 45 s. The PCR products were 
purified with Invisorb® Spin Filter PCRapid Kit and Sanger 
sequenced using Big Dye Terminators version 3.0 or 1.1 at 
SB RAS Genomic Core Facility.

Raw trace files were visualized and translated into nucleo-
tide sequences with the use of the Gap4 software (Staden et 
al., 2003). The sequences were aligned with ClustalW (Larkin 
et al., 2007) using the MEGA 6.0 software package (Tamura 
et al., 2013) with default parameters. For a separate analysis 
of the non-coding spacer between the histone H3 and H4 
genes, the relevant part of the alignment of the entire histone 
H3–H4 region was used, since separate alignment of the spacer 
sequences as such is less reliable.

The phylogenetic relationships were reconstructed with the 
Maximum Likelihood method using MEGA 6.0, with Kimura 
2-parameter substitution model, as default in the package; rate 
among sites: gamma-distributed with invariant sites. Bootstrap 
values from 100 replications were calculated. The sequences of 
the histone H3–H4 region of three species of  Diptera, Aedes 
notoscriptus (Skuse, 1889), Anopheles funestus (Giles, 1900) 
and A. marshalli (Theobald, 1903) from GenBank, were used 
as the outgroup for the order Odonata-wide phylogenetic re
construction (Figs 2–4), because in Diptera we found the same 
order and orientation of the genes of histones H3 and H4.

The uncorrected p-distances between different alleles of 
the histone H3–H4 regions within species of Sympetrum were 
calculated with the MEGA 6.0 software (the entire matrix is 
not shown).

Results
The histone H3–H4 region was successfully amplified with 
the above suggested primer pair and sequenced from DNA 
isolated from specimens of Odonata enumerated in the Table, 
59 individuals of 24 species. Together with the 36 sequences 
adopted from public databases, this comprised a sample of 
95 sequences of 60 species.

The sequences of the histone H3–H4 region contained parts 
of the conservative coding sequences of the genes of histones 
H3 (351 b.p.) and H4 (288 b.p.) and the spacer between them 
of a variable length of about 250 b.p. All substitutions revealed 
in the coding sequence fragments were synonymous except for 
the substitution T ˃  A in the first position of the second codon 
of the histone H4 gene, which changes threonine to serine, in 
both sequenced specimens of S. fonscolombii (Selys, 1840) 
(not shown). As expected, the sequences of bordering coding 
sequences were unambiguously aligned. At the same time the 
spacer is expectedly hyper-variable and exhibits a high rate 
of indels, so its alignment was much less certain and retained 
some ambiguity. The alignment involving one sequence per 
each studied species, including the outgroup, used for recon-
struction of the phylogenetic tree of  Figure 2, was 1019 b.p. 
long and had 583 (57 %) variable sites, 529 (52 %) parsi-
moniously informative sites and 42 (4 %) singletons. These 
numeric estimates, however, are conventional and should be 
taken with caution because of uncertainty of the alignment 
of the non-coding sequence of evolutionary distant species.

One specimen of S. sanguineum (Müller, 1764) (Ss-2), one 
specimen of S.  fonscolombii (No. 1), and one specimen of 
S. uniforme (Su-23) appeared to be heterogeneous containing 
reads with and without deletion of a number of nucleotides 
in the spacer. One of those indels found in S.  sanguineum 
(Ss-2) concerned just one base pair; so we were able to infer 
both sequence variants from the chromatogram but used for 
further analysis only one of them, chosen randomly. Indels 
found in the other two species were longer, about 5 and 10 b.p. 
Although the sequences beyond the deleted region could be 
reconstructed, we preferred to exclude these specimens from 
further analyses. 

In some positions, the chromatograms revealed two peaks 
of comparable height suggesting within-specimen heterogene-
ity for nucleotides occupying these positions. Those positions 
reflected either heterozygosity for different alleles or cis-
heterogeneity for the histone repeat along a histone cluster, 
quite expectable in the case of repeated units. Such positions 
made uncertain the exact number of unique alleles found in 
a species. A few chromatograms did not resolve nucleotides 
in a number of positions adjacent to the primers; we never-
theless involved the shortened, well resolved sequences into 
phylogenetic reconstructions.

First, we reconstructed a phylogenetic tree based on the 
sequence of the H3–H4 region from one representative of 
each involved species, both newly sequenced and available 
or reconstructed from public databases (Fig. 2). The tree 
was rooted with the sequences of mosquitoes Anopheles and 
Aedes used as the outgroup. The overall tree topology well 
corresponded to the family system of Odonata (Dijkstra et 
al., 2013), except for the odd position of the genus Ischnura, 
which is attributed to Coenagrionidae but clustered with Pla
tycnemididae, although with a weak bootstrap support of 83. 
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Our tree included 10 currently recognised families of Odonata 
(Dijkstra et al., 2013) represented by several species. Seven 
of them were revealed as monophyletic clades well supported 
by high bootstrap values: Libellulidae (95), Corduliidae (100), 
Macromiidae (100), Aeshnidae (100), Petaluridae (100), Cor-
dulegastridae (100) and Calopterygidae (100). Two families 
appeared monophyletic with weak support: Gomphidae (82) 
and Platycnemididae (74). The cluster of Coenagrionidae 
without Ischnura had the highest support of 100. Even re
presentatives of the three families (Corduliidae, Macromiidae 
and Synthemistidae s. l.), previously considered in the family 
Corduliidae in the broad sense, also grouped in a cluster with 
the maximum support of 100.

Archilestes grandis is the only involved representative of 
Lestidae, the family considered to retain most plesiomorphic 
characters among Odonata (Dijkstra et al., 2013). Hence 

its position as the most basal branch of Odonata was rather 
expected. If we were to exclude this branch formally attrib-
uted to Zygoptera, both suborders Anisoptera and Zygoptera 
would appear monophyletic but weakly supported (67 and 
84, respectively).

The tree of  Figure 2 includes nine genera represented by 
more than one species. Seven of them (Orthetrum Newmann, 
1833, Somatochlora, Macromia Rambur, 1842, Anax Leah 
in Breuster, 1815, Cordulegaster Leah in Breuster, 1815, 
Ischnura Charentier, 1840, Hetaerina Hagen in Selys, 1853) 
had the highest support of 100. The genus Sympetrum, re
presented by 11 species, formed a monophyletic cluster with 
weak support (72). However, if we were to exclude the prob-
lematic (see below) divergent species S.  fonscolombii, the 
remained 10 species would cluster together with the maximum 
support of 100. The genus Libellula Linnaeus, 1758 would 

Fig. 4. Phylogenetic tree of the studied Odonata species reconstructed with the Maximum Likelihood method from the intergenic 
spacer between histone H3 and histone H4 genes. Bootstrap values are shown at the respective nodes.
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become monophyletic but weakly supported (68) if we were 
to assume Ladona Needham, 1897 to be its synonym, as it is 
often considered.

It was interesting to evaluate separate inputs into this 
phylogenetic resolution of the histone coding sequences and 
spacer, so we reconstructed phylogenetic trees based on these 
two components separately (Figs 3, 4). In both trees, terminal 
branches uniting close species or genera are mainly well sup-
ported. The support of families is somewhat lower than in the 
tree based on the entire histone H3–H4 region (Fig. 2), with the 
values in the tree based on the concatenated coding sequences 
of both histone genes (Fig. 3) being in general higher than in 
the tree based on the non-coding spacer (Fig. 4). The principal 
topology of the tree based on the spacer sequences (Fig. 4) 
remained similar to that of the tree based on the entire H3–H4 
region (Fig. 2), but is not supported. The overall topology with 
respect to positions of families of the tree based on the coding 

sequences (Fig. 3) is different, does not reflect dichotomy for 
the two suborders and is even less supported than in the spacer 
tree (Fig. 4). This can be attributed to saturation of conserva-
tive histone gene sequences by synonymous substitutions at 
long evolutionary distances. Altogether, we may conclude that 
both parts of the histone H3–H4 region have their input into 
its resolving power, but the best result is produced by the two 
parts taken together. 

As stated above, the phylogenetic marker proposed here, 
the histone H3–H4 region, is similar to the popular ITS region 
containing rRNA genes and two non-coding spacers between 
them. To compare phylogenetic resolution of these two mar
kers, we reconstructed a phylogenetic tree based on the ITS 
region sequences adopted from GenBank, which contains the 
same species except for N. ruptus and S. arenicolor (Fig. 5). 
The alignment of these sequences was 1048 b.p. long and 
had 878 (84 %) variable sites, 529 (71 %) parsimoniously 

Fig. 5. Phylogenetic tree of the species of Odonata as in Figure 2 (with two omissions) reconstructed with the Maximum Likelihood method from the ITS 
region sequences adopted from GenGank. Bootstrap values are shown at the respective nodes. Two species of Diptera, Culicidae serve as the outgroup.
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informative sites and 118 (11 %) singletons. These data are 
also affected by the ambiguity of the alignments of the non-
coding spacers as those for the histone H3–H4 region and 
should be taken with caution. The ITS region contained a 
somewhat greater share of parsimoniously informative sites 
than the histone H3–H4 region, 71 vs 52 %. However, the ITS 
marker appeared substantially inferior in resolving odonate 
families as compared to the histone H3–H4 region, as seen 
in the phylogenetic tree reconstructed from the ITS region 
(Fig. 5). This tree contains a number of awkwardly placed spe-
cies. The zygopteran Archilestes grandis occurs among Ani
soptera where it clusters with U. carovei, which in turn does 
not cluster with the two other Petaluridae. P. pennipes does 
not cluster with the second Platycnemididae, P. notostigma, 
but occurs among representatives of Coenagrionidae. The 
branch of Macromiidae does not cluster with other Anisoptera. 
S. fonscolombii is far decoupled from other Sympetrum spp. 
We may conclude that the ITS region is unable to adequately 
resolve the phylogeny at the level of Odonata families. 

To test the applicability of the proposed marker, the histone 
H3–H4 region, to evaluating intra-generic and intra-species 
variation, we estimated its variation and reconstructed a phy-
logenetic tree for 45 specimens belonging to 11 species of the 

genus Sympetrum involved, using the sequences of  Rhyothe­
mis phyllis (Sulzer, 1776), Orthetrum albistylum (Selys, 1848) 
and O. glaucum (Brauer, 1865) as the outgroup (Fig. 6). The 
magnitude of intra-species variation of the histone H3–H4 re-
gion sequence appeared quite substantial. For the three species 
represented by 10 to 14 specimens, S. croceolum, S. uniforme 
and S. danae, the maximum uncorrected p-distances (that is, 
the share of variable positions among all positions) between 
different alleles within a species appeared to be respectively 
0.0216, 0.0037 and 0.0011, that is ca 2.1, 0.4 and 0 %. The 
averaged differences between any two sequences within 
S. croceolum, S. uniforme and S. danae were 0.0165, 0.0009 
and 0.0003, respectively.

In the reconstructed phylogenetic tree (Fig. 6), ten se-
quences of S. uniforme, ten sequences of S. danae and three 
sequences of S.  flaveolum expectedly clustered with the 
maximum bootstrap support of 100. Strikingly, the cluster of 
S. uniforme appeared to be nested inside that of S. croceolum, 
with the united cluster of these two species also having the 
support of 100. S. pedemontanum (Müller in Allioni, 1766) 
and S. cordulegaster clustered with a support of 76. At the 
same time, S. fonscolombii showed a very deep divergence 
from the rest of Sympetrum. We may conclude that sequences 

Fig. 6. Phylogenetic tree of the studied Sympetrum species reconstructed with the Maximum Likelihood method from the histone H3–H4 region 
sequences. Bootstrap values are shown at the respective nodes. Orthetrum albistylum, O. glaucum and Rhyothemis phyllis serve as outgroup.
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of different specimens of a species clustered together with the 
maximum support or nearly so, and cases of tight clustering of 
different species corresponded to the notion of their relatedness 
based on morphology.

It is noteworthy that the sequences of two specimens of 
S. croceolum from its West Siberian isolate (specimens Sc-41 
and Sc-42) (Kosterin, 2002) did not show divergence from 
those from the main Far Eastern range of the species (the rest 
of the specimens) but were nested among them.

Discussion

The marker proposed
We may conclude that the phylogenetic information provided 
by the proposed marker well resolved the overall phylogenetic 
relationships of Odonata at taxonomic levels of families, ge
nera and species (Fig. 2), with few notable exceptions, which 
could actually reflect weak points of the currently accepted 
taxonomic system (Dijkstra et al., 2013).

The high conservation of the histone H3 and H4 proteins is 
paralleled by the high conservation of their coding sequences, 
the variation of which is nearly confined to synonymous 
substitutions (Stein et al., 1984; Doenecke et al., 1997; Eirín-
López et al., 2009). This allowed us to design primers highly 
specific to these particular genes but of a very broad applicabil-
ity to biological objects. It is noteworthy that the substitutions 
in the histone coding sequence, the overwhelming majority of 
which are synonymous, provide enough variation for satisfac-
tory resolution of phylogenetic relations between the studied 
species (Fig.  3). Because of this, the histone H3 gene coding 
sequence has been broadly used as a phylogenetic marker for 
short evolutionary distances, e. g. in Odonata by Carle et al. 
(2015), with conserved positions permitting universal primers 
whereas the phylogenetic signal being mostly provided by 
synonymous substitutions.

The marker proposed here, the histone H3–H4 region, has 
an advantage of possibility to design highly universal primers 
matching the most conserved eukaryotic coding regions, those 
of histones H3 and H4. Note that we used the LH4_2R primer 
designed to match the sequence of a lepidopteran, B. mori. 
The amplified fragment contains most of the coding region 
of histone H4 and about a half of that of histone H3, and ca 
250 b.p. long spacer between them. No significant adaptive 
constraint is expected for variation of the spacer, except for 
the origins of transcription of both genes (in opposite direc-
tions, with the transcribed sequences not overlapping), which 
the spacer contains judging from transcriptome data in public 
databases (not shown). Hence, the spacer enjoys mostly a neu-
tral regime of evolution and may serve as a molecular clock.

The histone H3–H4 region includes both highly conserved 
coding sequences and a neutrally variable non-coding spacer, 
and is tandemly repeated; this makes the proposed phylogene
tic marker similar in biological and technical respects to such 
a popular nuclear marker as the ITS region of the nucleolus 
organiser (for its use in Odonata, see Hovmöller, Johansson, 
2004; Dumont et al., 2010; Schneider et al., 2023) including 
the internal spacers ITS1 and ITS2 and the functional 5.8 S 
rRNA between them. The length of ca 250 b.p. of the spacer 
in the marker proposed here is comparable to ca 200 b.p. of 
ITS1 and ca 160 b.p. of ITS2 (these figures are for Odonata). 

Both markers, the ITS and the histone H3–H4 region, have 
comparable lengths (ca 900 b.p.) and suffer from the same 
drawback of certain ambiguity of alignment because of fre-
quent indels. Both are encoded by the nuclear genome but 
functionally unrelated. Hence the histone H3–H4 region can 
be used for the same purposes as the ITS region. Moreover, 
comparison of phylogenetic resolution of Odonata at the fami
ly level (Figs 2, 5) showed that the H3–H4 region adequately 
resolved the phylogeny of the Odonata families (Fig. 2) while 
the ITS region rather failed to do this (Fig. 5), so the use of 
the former is preferable at this level.

Therefore, the use of the histone H3–H4 region can update 
the traditional analysis of the ITS region with about the same 
amount of independent phylogenetic information of the same 
nature. A joint analysis of both similar but unrelated nuclear 
markers, the ITS and H3–H4 regions (by their concatenation 
or, better, involving software specially designed for simulta-
neous analysis of different markers), is expected to provide a 
more robust phylogenetic inference than the analysis of ITS 
alone. Judging by the phylogenetic trees obtained (Figs 2, 6), 
the use of the histone H3–H4 region as a phylogenetic marker 
is highly recommendable at the levels of species and genera. 
Since it correctly resolves the family structure of the order, 
with few exceptions, it could also be useful at the level of 
families as well, but better as an additional marker analysed 
together with other phylogenetic markers. 

Applicability of the new marker beyond Odonata
Because of conservativeness of the histone H3 and H4 genes, 
the new marker can be used with the primers provided herein 
for any Odonata and other insects with the same order and 
orientation of the histone H3 and H4 genes in the histone 
repeat. Our investigation of public databases revealed the 
same order and orientation of these two genes in the histone 
repeat in a number of species of Diptera. In the present study, 
they are exemplified by such genera as Aedes Meigen, 1818 
and Anopheles Meigen, 1818, used as the outgroup in the 
phylogenetic trees of  Figures 2–4. The same order was found 
in D. melanogaster (Goodenough, 1984), which represents 
another suborder of Diptera. Besides, the same was found in 
the Formica Linnaeus, 1758 ants representing Hymenoptera. 

For the use of the marker proposed here in insects with other 
order or orientations of these genes, other relevant primers 
have to be worked out. For example, in Lepidoptera, where 
the genes of histones H3 and H4 have parallel orientation, 
the same LH4-2R primer can be used in combination with a 
primer of the sequence which is a reverse complement of that 
of the Hex-AR primer. In this case, the portion of the coding 
sequence of the H3 gene will be smaller, 37 b.p., and the spacer 
will be somewhat longer – about 900–1400 b.p.

Histone genes are organised in tandem repeats in a broad 
range of large groups of organisms such as amphibians, 
fish, echinoderms, arthropods and annelids (Eirín-López et 
al., 2009). Among the examples given by Eirín-López et al. 
(2009), beyond insects, the genes of histones H3 and H4 are 
adjacent in the histone repeat in the rainbow trout (fish), Xeno­
pus spp. (amphibians), starfish (species not indicated, echino-
derms), Asellus aquaticus (Linnaeus, 1758) (crustacean) and 
three species from different genera of annelids (Eirín-López 
et al., 2009: Fig. 8.2). All these groups are potential targets 
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for the use of versions of the marker proposed here based on 
the coding sequences of the histone H3 and H4 genes and the 
spacer between them, taking into account orientation of the 
two genes. Moreover, among the organisms mentioned, the 
crustacean  A. aquaticus and the annelids Platynereis dumerilii 
(Audouin, Milne-Edwards, 1834) and Chaetopterus vari­
opedatus (Reiner, 1804) have the same orientation of the two 
genes as Odonata (Eirín-López et al., 2009: Fig. 8.2). Taking 
into account the high conservativeness of the histone H3 and 
H4 genes, it is not excluded that the marker proposed here is 
applicable to these objects with the same primers.

Phylogenetic relationships among Sympetrum spp.
The analysis of the new marker yielded two rather unexpected 
results at once, both concerning the species S. croceolum and 
S. uniforme (Fig. 6). First, S. uniforme appeared to be an in-
ner branch nested inside S. croceolum. This result appeared 
robust regardless of the methods and models of phylogenetic 
reconstructions (not shown). These species are obviously 
related but well distinguishable by the morphology of the 
male genitalia and female vulvar scale, wing coloration (dull, 

complete but gradually changing in intensity in S. uniforme 
versus bright but with gaps in S. croceolum) (Fig. 7) and size 
(in the former it is somewhat larger). In East Asia, they usually 
co-exist in a wide range of lentic habitats (Onishko, Kosterin, 
2021), while S. croceolum also has an isolated range fragment 
in the southern West Siberia (Kosterin, 1987; 2002; Popova, 
Haritonov, 2020). It should be stressed that specimens of 
S. uniforme, identified by external characters, formed a highly 
supported cluster (Fig. 6). There is no doubt that S. croceolum 
and S. uniforme are bona species. The phylogenetic pattern 
obtained, where the sequences of S.  uniforme are nested 
inside those of S. croceolum, suggests S. uniforme being a 
phyletic descendant of S. croceolum, which hence appeared 
paraphyletic. This contradicts the cladistic approach in sys-
tematics and the phylogenetic concept of species. At the same 
time, this pattern fits well the so-called punctuated equilibria 
mode of speciation (Eldredge, Gould, 1972), suggesting that 
speciation takes place for short time periods in evolutionary 
scale (tens to hundreds of thousand years) in small, isolated 
populations in the periphery of parental species’ ranges, 
while species exist almost unchanged for millions of years 
(evolutionary stasis). This concept better fits the basics of 
evolutionary genetics (Mayr, 1963; Berdnikov, 1999) than 
the earlier prevailing model of gradual divergent evolution. 
In the punctuated evoltion point of view, species ‘propagate’ 
as if being individuals, with younger species often co-existing 
with their parental species.

In the phylogenetic tree based on the histone H3–H4 region 
(Fig. 6), two analyzed specimens of S. croceolum from its 
West Siberian isolate (specimens Sc-41 and Sc-42 from Lake 
Manzherok) lacked supported divergence from specimens 
from the main Far Eastern range of the species (the rest of 
the specimens), which is quite remarkable. Specimens from 
the West Siberian isolate (Kosterin, 2002) differ from the Far 
Eastern specimens by a much more developed wing amber 
colour and an appearance of a brown infumation in the wing 
apical parts and so were for a long time supposed to represent 
a separate subspecies (Kosterin, 1987; Popova, Haritonov, 
2020), which, however, has not been named yet. This lack of 
divergence at the molecular level suggests the West Siberian 
isolate to be very young in evolutionary time scale and well 
fits its hypothetic Holocene age, implying the range split after 
Atlantic time (Kosterin, 2002), as well as in some nemoral 
species of  Lepidoptera (Dubatolov, Kosterin, 2000; Solovyev 
et al., 2015, 2022). This, however, does not exclude a subspe-
cies rank of the West Siberian population(s), since subspecies 
are entities of well-defined geographical variation for some 
phenotype characters, which implies specific divergence of 
the genes determining these characters rather than those of 
the entire genome.

In all phylogenetic reconstructions from sequences of the 
histone H3–H4 region (Figs 2, 6), S. fonscolombii is strongly 
diverged from the rest of the genus Sympetrum. The same 
result was earlier obtained by Pilgrim and von Dohlen (2012) 
who undertook a molecular phylogenetic study of Sympetrum 
and related genera based on the joint analysis of the nuclear 
marker EF-1α and ITS2, and the mitochondrial genes 16S, 
tRNA valine, 12S, and COI. This divergent position of S. fon­
scolombii has long ago been recognised at the level of phe-
notype, resulting in a suggestion to move S. fonscolombii to 

Fig. 7. Males of Sympetrum croceolum (top – Russia, Novosibirsk Aca
demy Town env., 24.08.2023) and S. uniforme (bottom – Russia, Primorye, 
Gornye Klyuchi env., Draguchina Arm of the Ussuri River, 30.07.2020) in 
nature. Photos by O. Kosterin.
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the genus Tarnetrum Needham and Fischer, 1936 (Schmidt, 
1987). This genus was erected for two Nearctic species, 
Mesothemis corrupta Hagen 1861, and M. illota Hagen, 1861  
(mentioned in (Schmidt, 1987) as well as presently considered 
in combinations S. illotum and S. corruptum), with M. illota 
(sub. S.  illotum) indicated as the type species (Needham, 
Fischer, 1936). However, according to Pilgrim and von Dohlen 
(2012), S. corruptum is quite closely related to S. fonscolombii 
(together with S. villosum Ris, 1911 and Nesogonia black­
burni (McLachlan, 1883)) while S. illotum is not. Since the 
type species of the genus Tarnetrum is not closely related to 
S. fonscolombii, this genus is not suitable for the latter species 
(Dijkstra, Kalkman, 2015). Therefore, the genus Sympetrum in 
the current sense deserves further reconsideration, maybe with 
erection of a new genus at least for the fonscolombii-group 
sensu Pilgrim et al. (2012).
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Complete plastome sequences of Lonicera L. species:  
implications for phylogeny and comparative analysis
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Abstract. Lonicera L. is one of the largest and economically significant genera in the family Caprifoliaceae Juss., with 
a controversial taxonomy. To contribute to its molecular taxonomy, we sequenced the plastomes of Lonicera spe-
cies: Lonicera caerulea (two subspecies), L. tatarica, and L. micrantha – using next-generation sequencing techno
logy and conducted a comparative analysis. Plastome sizes ranged from 153,985 bp in L. micrantha to 164,000 bp 
in L. caerulea subsp. pallasii, each containing 130 genes, including 85 protein-coding, 37 tRNA, and 8 rRNA genes. 
Five protein-coding (rps7, rps12, ndhB, ycf2, and ycf15), 7 tRNA (trnA-UGC, trnI-CAU, trnI-GAU, trnL-CAA, trnN-GUU, 
trnR-ACG, and trnV-GAC), and 4 rRNA (rrn4.5, rrn5, rrn16, and rrn23) genes were duplicated. Comparative analysis of 
Lonicera plastome boundaries revealed structural variations in L. caerulea subsp. altaica and L. caerulea subsp. pallasii, 
particularly in ndhA gene distribution. Three highly variable, two intergenic (ycf1-trnN-GUU and trnN-GUU-ndhF) and 
one genic (accD) region were identified. A total of 641 simple sequence repeats were detected in four plastomes. 
Phylogenetic analyses grouped Lonicera samples into two clades corresponding to subgenera Periclymenum and 
Chamaecerasus. In this study, the plastid genomes of two subspecies of L. caerulea and species L. micrantha were se-
quenced for the first time. The maximum likelihood tree derived from complete plastid genome sequences proved to 
be the most informative, showing a topology consistent with previous studies. The nucleotide sequences of variable 
regions (accD-ycf1-ndhF-trnN-GUU) demonstrate high potential for use in DNA barcoding and may serve as valuable 
molecular markers for species phylogenetic studies within the genus Lonicera.
Key words: Lonicera; Kazakhstan; next-generation sequencing; variable regions; DNA-barcoding markers; simple 
sequence repeats
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Полные последовательности пластомов видов Lonicera L.: 
значение для филогении и сравнительный анализ
Ш.С. Альмерекова 1, М.М. Ермагамбетова 1, Д.Е. Ерболатов 1, М.Ю. Ишмуратова 2, Е.К. Туруспеков 1, 2 
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Аннотация. Род Lonicera L. – один из крупнейших и экономически значимых в семействе Caprifoliaceae Juss., 
таксономия которого остается спорной. С целью внесения вклада в молекулярную таксономию данного рода 
мы секвенировали пластомы видов Lonicera – L. caerulea (два подвида), L. tatarica и L. micrantha – с использова-
нием технологии секвенирования нового поколения и провели сравнительный анализ. Размеры пластомов 
варьировали от 153 985 п. н. у L. micrantha до 164 000 п. н. у L. caerulea subsp. pallasii; каждый пластом содержал 
130 генов, включая 85 генов, кодирующих белок, 37 тРНК и 8 рРНК генов. Пять белок-кодирующих (rps7, rps12, 
ndhB, ycf2 и ycf15), 7 тРНК (trnA-UGC, trnI-CAU, trnI-GAU, trnL-CAA, trnN-GUU, trnR-ACG и trnV-GAC) и 4 рРНК (rrn4.5, 
rrn5, rrn16 и rrn23) гена были дуплицированы. Сравнительный анализ границ пластомов у видов Lonicera выявил 
структурные вариации у L. caerulea subsp. altaica и L. caerulea subsp. pallasii, особенно в распределении гена 
ndhA. Были идентифицированы три высоковариабельные области: две межгенные (ycf1-trnN-GUU и trnN-GUU-
ndhF) и одна генная (accD). В четырех пластомах обнаружено всего 641 простая повторяющаяся последователь-
ность (SSR). Филогенетический анализ сгруппировал образцы Lonicera в два клада, соответствующих подродам 
Periclymenum и Chamaecerasus. В настоящем исследовании впервые секвенированы пластидные геномы двух 
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подвидов L. caerulea и вида L. micrantha. Древо, построенное методом maximum likelihood на основе полных 
последовательностей пластомов, оказалось наиболее информативным и демонстрировало топологию, со-
гласующуюся с предыдущими исследованиями. Нуклеотидные последовательности вариабельных регионов 
(accD-ycf1-ndhF-trnN-GUU) обладают высоким потенциалом для использования в ДНК-баркодировании и мо-
гут служить ценными молекулярными маркерами для филогенетических исследований видов внутри рода 
Lonicera. 
Ключевые слова: Lonicera; Казахстан; секвенирование нового поколения; вариабельные регионы; маркеры 
ДНК-баркодирования; простые повторяющиеся последовательности

Introduction
Lonicera L. is the largest genus in the family Caprifoliaceae 
Juss., comprising approximately 140 species (Wang G.Q. et 
al., 2024), which are widely distributed across North America, 
Europe, Asia, and Africa (Donoghue et al., 2001; Wen, 2001). 
Lonicera species exhibit diverse constituents, including sa­
ponins, flavonoids, iridoids, phenolic acids, alkaloidal glyco­
sides, etc. (Lin et al., 2008; Ali et al., 2013; Yang Q.R. et al., 
2016; Ni, 2017). Moreover, it exhibits a range of biological 
activities, including antioxidant, anti-inflammatory, antiviral, 
anti-hepatoma, and hepatoprotective effects (Yoo et al., 2008; 
Park et al., 2012; Kong et al., 2017; Ge et al., 2018; Liu M. 
et al., 2020). Besides their biological activities, species of the 
Lonicera genus also hold significant ornamental value and 
are widely used in landscaping (Hayes, Peterson, 2020; Var­
lashchenko et al., 2021).

In Kazakhstan, the genus is represented by 22 species 
(Abdulina, 1999), two of which are listed in the Red Book of 
Kazakhstan (Baitulin, Sitpayeva, 2014). The species Lonicera 
caerulea subsp. altaica (Pall.) Gladkova, L. caerulea subsp. 
pallasii (Ledeb.) Browicz, L. tatarica L., and L. micrantha 
Trautv. ex Regel are widely distributed across Kazakhstan. 
According to the Plants of the World Online (https://powo.
science.kew.org/) L. caerulea subsp. altaica is native to a vast 
range extending from Eastern Europe to Siberia and Mon­
golia, while L. caerulea subsp. pallasii is found in Northern 
and Eastern Europe, Siberia, and Central Asia. L. tatarica 
occurs naturally from Eastern Europe to Central Siberia and 
northeastern China; in contrast, L. micrantha is native to Ka­
zakhstan. These species play a crucial role in the region’s floral 
biodiversity and are of particular ecological and conservation 
significance. Additionally, they possess medicinal properties 
and have been traditionally used in folk medicine for various 
therapeutic applications (Golubev et al., 2022; Boyarskikh, 
Kostikova, 2023; Taldybay et al., 2024). In Kazakhstan, 
Lonicera species have been studied using botanical (Ametov et 
al., 2016; Vdovina et al., 2024), phytochemical (Kushnarenko 
et al., 2016), and biochemical (Vdovina, 2019) assessments. 

The phylogenetic relationships within Lonicera remain 
incompletely resolved, presenting ongoing systematic chal­
lenges and requiring revisions to its classification (Wang G.Q. 
et al., 2024). Over time, various classification systems for 
Lonicera have been proposed (Maximowicz, 1877; Rehder, 
1903; Nakai, 1938; Hara, 1983). According to A. Rehder 
(1903), Lonicera is divided into two subgenera, Chamae-
cerasus (L.) Rehder and Periclymenum (Mill.) Rehder; within 
the subgenus Chamaecerasus, it is further classified into four 
sections: Isoxylosteum Rehder, Isika DC., Coeloxylosteum 
Rehder, and Nintooa DC. H. Hara (1983) proposed a clas­
sification, which was based on the study by C.J. Maximow­
icz (1877), dividing Lonicera into subgenera Lonicera and 

Caprifolium (Mill.) Dippel, with further subdivision of sub­
genus Lonicera into four sections (Isika (Anderson) Rehder, 
Caeruleae (Rehder) Nakai, Lonicera and Nintooa (Sweet) 
Maxim) and five subsections (Purpurascentes, Monanthae, 
Isika, Bracteatae, and Rhodanthae). Later, P.S. Hsu et al. 
(1988) classified Lonicera into subgenera Chamaecerasus 
and Lonicera; further, subgenus Chamaecerasus was divided 
into four sections (Coeloxylosteum, Isika, Isoxylosteum, and 
Nintooa). 

With advancements in molecular genetic technologies, 
numerous studies have focused on the phylogenetics of 
Lonicera. For instance, M. Nakaji et al. (2015) investigated the 
phylogenetic relationships among 23 Japanese Lonicera spe­
cies using nucleotide sequences of five plastid non-coding re- 
gions (rpoB-trnC, atpB-rbcL, trnS-trnG, petN-psbM, and 
psbM-trnD). The findings support the fundamental validity 
of the classification by H. Hara (1983) of higher taxonomic 
groups for Japanese Lonicera species. M. Srivastav et al. 
(2023) conducted a phylogenetic analysis using restriction 
site-associated DNA sequencing (RADSeq). The RADSeq-
based phylogenetic tree revealed that the Coeloxylosteum, 
Isoxylosteum, and Nintooa sections within subgenus Chamae-
cerasus were monophyletic, whereas the Isika section was 
found to be paraphyletic. Using nuclear ribosomal DNA 
cistron and plastid genome data, X.L. Yang et al. (2024) con­
firmed the paraphyly of section Isika and the monophyly of 
sections Coeloxylosteum, Isoxylosteum, and Nintooa within 
subgenus Chamaecerasus, aligning with the findings of 
M. Srivastav et al. (2023). All of the above-mentioned studies 
have contributed to the classification of the genus Lonicera. 
However, due to widespread hybridization and introgres­
sion, the precise taxonomy of Lonicera remains unresolved 
(Wang H.X. et al., 2020). 

The plastid is a vital organelle for photosynthesis in plants 
and possesses its own genome (Howe et al., 2003). The 
plastome is uniparentally inherited and highly conserved in 
gene content and organization (Howe et al., 2003). It ranges 
in size from approximately 120 to 160 kb and exhibits a quad­
ripartite structure consisting of two identical inverted repeats 
(IR) and two single-copy regions: a large single-copy (LSC) 
region and a small single-copy (SSC) region (Palmer et al., 
1988; Ruhlman, Jansen, 2014). 

Advancements in high-throughput sequencing technolo­
gies have greatly facilitated plastid genome research, mak­
ing it more accessible and enabling comprehensive genomic 
analyses. To date, only a few studies have been conducted on 
the comparative analysis of Lonicera plastid genomes. For 
example, seven plastid genomes (L. ferdinandi, L. hispida, 
L. nervosa, L. fragrantissima var. lancifolia, L. stephanocarpa, 
L. tragophylla, and L. japonica) (Liu M.L. et al., 2018) and 
three plastid genomes (L. japonica, L. similis, and L. acumi-

https://powo.science.kew.org/
https://powo.science.kew.org/
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nata) (Yang C. et al., 2023) have been comparatively analyzed. 
Recent studies have demonstrated that nucleotide sequences 
of the plastid genome can provide valuable insights for phy­
logenomic analysis (Luo et al., 2021; Zhao et al., 2023) taxo­
nomic classification (Li Q., 2022; Oyuntsetseg et al., 2024), 
and species identification, utilizing plastome sequences as a 
super barcode (Chen X. et al., 2018; Zhang Z. et al., 2019). 
Moreover, plastid genome nucleotide sequences serve as a 
valuable resource for identifying species-specific genetic 
markers, such as DNA barcoding (Hong et al., 2022; Tang et 
al., 2022; Almerekova et al., 2024), microsatellite (Zhu M. et 
al., 2021; Yermagambetova et al., 2023), and single nucleotide 
polymorphism (SNP) markers (Dong et al., 2021). Therefore, 
we believe that sequencing and comparative analysis of 
Lonicera plastomes can contribute insights into the taxonomic 
classification and phylogenetic relationships of the genus. 

In this study, we sequenced the plastid genomes of Lonicera 
species (L. caerulea subsp. altaica, L. caerulea subsp. pallasii, 
L. tatarica, and L. micrantha) using Illumina Next Genera­
tion Sequencing technology. Among them, L. caerulea subsp. 
altaica, L.caerulea subsp. pallasii, and L. micrantha have 
been sequenced for the first time to date. We conducted a 
plastome-based analysis to characterize the plastomes of the 
selected Lonicera species. Our analysis included comparative 
plastome assessments with previously sequenced Lonicera 
species from GenBank, identification of potential molecular 
markers valuable for DNA barcoding and population gene
tics, and evaluation of the taxonomic positions of the studied 
Lonicera species.

Materials and methods
Plant leaf material collection and DNA extraction. Fresh 
leaf samples were collected from the eastern and central parts 
of  Kazakhstan. Detailed information on the collection sites 
is provided in Table 1. The leaves were dried in silica gel and 
subsequently used for DNA extraction. Genomic DNA was ex­
tracted from the dried Lonicera leaves using the cetyltrimethyl­
ammonium bromide (CTAB) method (Doyle J.J., Doyle J.L., 
1987). The quality and concentration of the extracted DNA 
were assessed using a NanoDrop™ One spectrophotometer 
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA).

Plastid genome sequencing, assembly, and annotation. 
DNA samples that passed Quality Control (QC) analysis 
were used for subsequent library preparation. The libraries 
were constructed using the TruSeq Nano DNA Kit (Illumina 
Inc., San Diego, CA, USA). Plastid genome sequencing was 
performed on the Illumina NovaSeq 6000 (Illumina Inc.) plat­
form at Macrogen Inc. (Seoul, Republic of Korea). The quality 
of raw sequencing data was assessed using FastQC 0.11.7 
(http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc, 
accessed on 02 December 2024). The adapter sequences 
were removed from the raw reads using Trimmomatic 0.38 
(Bolger et al., 2014). De novo assembly was conducted using 
NOVOplasty (Dierckxsens et al., 2017), and plastome an­
notation was performed using the Plastid Genome Annotator 
(PGA) (Qu et al., 2019). Gene maps of the annotated plastid 
genomes of L.  caerulea subsp. altaica, L.caerulea subsp. 
pallasii, L. tatarica, and L. micrantha were drawn using the 
OrganellarGenomeDRAW tool 1.3.1 (OGDRAW) (Lohse et 
al., 2007). The newly sequenced plastomes of these species 

have been deposited in GenBank under the accession numbers 
PV026015-PV026018.

Comparative plastome analysis. Comparative plastome 
analysis of the studied Lonicera species was conducted using 
mVISTA (Frazer et al., 2004) in Shuffle-LAGAN mode, with 
the plastid genomes of L. caerulea (OQ784224) and L. tatarica 
(OQ784187) serving as references. Additionally, the junction 
sites of the four Lonicera plastomes were examined using 
the IRscope online tool (Amiryousefi et al., 2018), utilizing 
the same reference genomes, L. caerulea (OQ784224) and 
L. tatarica (OQ784187).

Nucleotide variability analysis. The complete plastid 
genome sequences of the Lonicera species were aligned 
using Geneious Prime® 2025.0.3 (https://www.geneious.com, 
accessed on 10 February 2025). The aligned sequences were 
then analyzed for nucleotide variability (Pi) using a sliding 
window approach in DnaSP v6 (Rozas et al., 2003). The slid­
ing window analysis was performed with a window length of 
600 bp and a step size of 200 bp.

Simple sequence repeats analysis and comparative 
genome analysis. Simple sequence repeats (SSRs) in the 
nucleotide sequences of the four studied Lonicera plastomes 
were identified using MISA software (Beier et al., 2017). The 
detection thresholds were set as follows: eight repeats for 
mononucleotide SSRs, four repeats for di- and trinucleotide 
SSRs, and three repeats for tetra-, penta-, and hexanucleotide 
SSRs.

Phylogenetic analysis. Phylogenetic analysis was con­
ducted using alignments of complete plastid genome sequen­
ces, protein-coding gene sequences, and variable region gene 
sequences from L. caerulea subsp. altaica, L. caerulea subsp. 
pallasii, L. tatarica, and L. micrantha, along with GenBank 
samples, including outgroup species (Heptacodium miconioi
des and Triosteum himalayanum). A total of 24 complete plas­
tid genomes were selected to construct phylogenetic trees in 
order to determine the phylogenetic placement of the studied 
species within the genus Lonicera. The sequence alignment of 
the complete plastid genomes was conducted using Geneious 
Prime® 2025.0.3 (https://www.geneious.com, accessed on 
12 February 2025). Phylogenetic relationships were inferred 
using the maximum likelihood (ML) and Bayesian inference 
(BI) methods. Maximum likelihood trees were generated 
using IQ-TREE 2.2.2.6 (Nguyen et al., 2015). The software 
was also used to determine the optimal tree-building model, 

Table 1. Information on the collection sites  
of studied Lonicera species in Kazakhstan

Species Collection sites

L. caerulea subsp. 
altaica

Kazakhstan, East Kazakhstan region,  
Western Altai, foothills of the Ivanovsky ridge

L. caerulea subsp. 
pallasii

Kazakhstan, Karaganda region,  
Karkaraly district, Karkaraly Mountains

L. tatarica Kazakhstan, Karaganda region,  
Bukhar-Zhyrau district

L. micrantha Kazakhstan, Karaganda region,  
Karkaraly district, Karkaraly Mountains

http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc
https://www.geneious.com
https://www.geneious.com
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identified as GTR + F + I + R2 for complete plastid genome 
and variable region genes data, and as TVM + F + I + R3 for 
protein-coding genes data, which were then applied to recon­
struct the ML phylogenetic tree. BI phylogenetic trees were 
reconstructed using MrBayes 3.2.7 (Ronquist et al., 2012). 
The resulting phylogenetic trees were visualized using FigTree 
(Rambaut, 2009). The network analysis was performed in 
SplitsTree4 (Huson, Bryant, 2006) with the Neighbor-Net 
algorithm.

Results

General features of the four Lonicera plastomes
Illumina sequencing generated paired-end reads with an ave­
rage length of 150 bp for the four Lonicera plastomes. The 
lengths of the plastid genomes of L. caerulea subsp. altaica, 
L. caerulea subsp. pallasii, L. tatarica, and L. micrantha 
were 163,889; 164,000; 154,587, and 153,985 bp, respectively 
(Fig. 1).

L. caerulea  
subsp. altaica 

163,889 bp

L. tatarica 
154,587 bp

L. micrantha 
153,985 bp

L. caerulea 
subsp. pallasii 

164,000 bp

a

c

b

d

Fig. 1. Plastid genome maps of L. caerulea subsp. altaica (a), L. caerulea subsp. pallasii (b), L. tatarica (c) and L. micrantha (d) species. 
Genes positioned outside the outer circle are transcribed in a counterclockwise direction, while those inside the circle are transcribed in a clockwise direction. 
The inner circle represents GC and AT content, with darker gray indicating GC content and lighter gray representing AT content. Genes are color-coded according 
to their functional categories. The plastid genome map displays a large single-copy (LSC) region, small single-copy (SSC) region, and inverted repeat regions (IRA 
and IRB).
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Table 2. General characteristics of the plastid genomes of the studied Lonicera species

Genome features L. caerulea subsp. altaica L. caerulea subsp. pallasii L. tatarica L. micrantha

GenBank numbers PV026015 PV026016 PV026017 PV026018

Genome size (bp) 163,889 164,000 154,587 153,985

   LSC 88,119 88,813 88,185 88,040

   SSC 10,172 10,169 18,750 18,589

   IRA 32,799 32,509 23,826 23,678

   IRB 32,799 32,509 23,826 23,678

Number of total genes (unique) 130 (115) 130 (115) 130 (115) 130 (115)

   Protein genes 85 (80) 85 (80) 85 (80) 85 (80)

   tRNA genes 37 (30) 37 (30) 37 (30) 37 (30)

   rRNA genes 8 (4) 8 (4) 8 (4) 8 (4)

GC content (%) 38.05 38.12 38.42 38.40

   in LSC 36.95 36.92 36.88 36.83

   in SSC 32.90 32.84 32.94 33.06

   in IRA 40.34 40.59 43.44 43.43

   in IRB 40.34 40.59 43.44 43.43

The plastid genome structure consisted of a large single-
copy (LSC) region, ranging from 88,040 bp in L. micrantha to 
88,813 bp in L. caerulea subsp. pallasii, a small single-copy 
(SSC) region varying from 10,172 bp in L. caerulea subsp. 
altaica to 18,750 bp in L. tatarica, and an inverted repeat (IR) 
region, spanning from 47,356 bp in L. micrantha to 65,598 bp 
in L. caerulea subsp. altaica. The two inverted repeat regions 
were designated as IRA and IRB. The total GC content of 
the four Lonicera plastid genomes was relatively consistent, 
ranging from 38.05 % in L. caerulea subsp. altaica to 38.42 % 
in L. tatarica plastome. The IR regions exhibited higher GC 
content (40.34–43.44 %) compared to the single-copy regions, 
with the LSC region ranging from 36.83 to 36.95 % and the 
SSC region from 32.84 to 33.06 % (Table 2). 

The four assembled plastid genomes of Lonicera exhibited 
identical gene content, intron numbers, and gene order. The 
plastid genomes of the studied Lonicera species comprised 
130 genes, including 85 protein-coding genes, 37 tRNA genes, 
and eight rRNA genes. Among them, five protein-coding genes 
(rps7, rps12, ndhB, ycf2, and ycf15), seven tRNA genes (trnA-
UGC, trnI-CAU, trnI-GAU, trnL-CAA, trnN-GUU, trnR-ACG, 
and trnV-GAC), and four rRNA genes (rrn4.5, rrn5, rrn16, 
and rrn23) were duplicated within the IR regions of the four 
Lonicera plastid genomes. A total of 17 genes contained in­
trons, of which 16 genes (rps12, rps16, rpl2, rpl16, rpoC1, 
atpF, ndhA, ndhB, petB, petD, trnA-UGC, trnG-UCC, trnI-
GAU, trnK-UUU, trnL-UAA, and trnV-UAC) had a single 
intron, while ycf3 was the only gene containing two introns. 
The rps12 gene exhibited trans-splicing, with its 5′ end located 
in the LSC region, while its 3′ end was positioned in the IR 
regions (Fig. 1, Table 3).

Comparative analysis of the four Lonicera plastomes
A comparative analysis of the complete plastid genomes of six 
Lonicera species was conducted using mVISTA, with L. cae-
rulea (OQ784224) and L. tatarica (OQ784187) as reference 
genomes. The alignment revealed high sequence conservation 

across the plastomes, with most variations occurring in non-
coding regions. Among the coding regions, accD exhibited 
the highest level of divergence. The IR regions were the most 
conserved, while the LSC and SSC regions displayed higher 
levels of sequence divergence (Fig. 2).

Inverted repeat expansion and contraction
A comparative analysis of the LSC/IRB/SSC/IRA boundary 
regions was conducted in the plastomes of Lonicera species 
(L. caerulea subsp. altaica, L. caerulea subsp. pallasii, L. ta
tarica, and L. micrantha), using L. caerulea (OQ784224) 
and L. tatarica (OQ784187) from GenBank as reference se
quences. There were structural differences in LSC/IRB/SSC/
IRA boundaries of Lonicera plastomes. The length of the 
IR regions ranged from 23,678 to 32,799 bp in four studied 
Lonicera plastomes with some expansion. A notable differ­
ence was found in L. caerulea subsp. altaica and L. caeru-
lea subsp. pallasii plastomes, where the gene ndhA, which 
crossed over the IRA/SSC boundaries, was similar to those 
in GenBank (L. caerulea). The ycf1 gene’s distance from the 
IRA region was 246 and 268 bp in L. tatarica, and L. micran-
tha, respectively. At the IRB/SSC border, the ndhF gene was 
fully present within the SSC region in all Lonicera plastomes, 
extending into the IRB region with lengths ranging from 41 
to 84 bp (Fig. 3).

Nucleotide diversity analysis 
To assess nucleotide diversity values, the four Lonicera 
complete plastid genomes in this study were aligned. The 
aligned nucleotide sequences were then analyzed to calculate 
the nucleotide diversity of the plastid genome using DnaSP. 
The results revealed that the Pi values in the four Lonicera 
plastomes ranged from 0 to 0.15222. Three highly variable 
regions were identified: two intergenic regions ( ycf1-trnN-
GUU and trnN-GUU-ndhF) and one genic region (accD). 
Among these, the accD gene region exhibited the highest 
Pi value (0.15222), followed by the ycf1-trnN-GUU region 
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(0.10250) and trnN-GUU-ndhF (0.09722). Notably, the accD 
region with the highest nucleotide diversity was concentrated 
in the LSC region of the plastid genome (Fig. 4).

Repeat sequence analysis
This study identified 163, 163, 158, and 157 SSRs in the plas­
tid genomes of Lonicera caerulea subsp. altaica, L. caerulea 
subsp. pallasii, L. tatarica, and L. micrantha, respectively, 
resulting in a total of 641 SSRs. Five types of SSRs were iden­
tified, including mono-, di-, tri-, tetra-, and hexa-nucleotide 
repeats. Most of the identified SSR markers were located 
within the intergenic regions of the plastid genome’s LSC 
region. Detailed information is provided in Supplementary 
Table S11. Mononucleotide repeats were the most abundant 
SSR motifs, comprising approximately 72.70 % of the total 
SSRs, followed by dinucleotide repeats (18.72 %) and tetra­
nucleotide repeats (5.93 %). The most abundant SSR motifs 
were mononucleotide repeats, which accounted for approxi­
mately 72.70 % of the total SSRs, followed by dinucleotide 
(18.72 %) and tetranucleotide (5.93 %) repeats. Most of the 
mononucleotide repeats consisted of A/T (451) rather than 
C/G (15), while the majority of dinucleotide repeats were 
composed of AT/AT (75) rather than AG/CT (45). Trinucleo­
1 Supplementary Table S1 and Figs S1–S3 are available at: 
https://vavilovj-icg.ru/download/pict-2025-29/appx29.xlsx

tide (1.25 %) and hexanucleotide (1.40 %) repeats were rare 
across the studied plastid genomes but were present in all four 
plastomes. Pentanucleotide repeats were not found in any of 
the studied plastomes (Table 4).

Phylogenetic analysis
The ML method was used to reconstruct the phylogenetic trees 
based on nucleotide sequences of complete plastid genomes 
(Fig. 5a), protein-coding genes (Fig. 5b), and variable region 
genes (Fig. 5c). H. miconioides and T. himalayanum were 
used as outgroups, while 22 Lonicera samples were included 
as ingroups. The ML trees showed that the analyzed Lonicera 
species were grouped into two clades: the Periclymenum sub­
genus clade and the Chamaecerasus subgenus clade. There 
were five subclades in the ML phylogenetic trees (Fig. 5a–c), 
which represented the sections Eucarpifolia and Phenianthi 
(Subclade I) within subgenus Periclymenum, section Isika 
(Subclades II and III), sections Isika and Coeloxylosteum 
(Subclades IV), and section Nintooa (Subclade V) within 
subgenus Chamaecerasus. The phylogenetic tree reveals that 
L. tatarica forms a subclade (IV) consisting of species from 
the Coeloxylosteum section, clustering with the L. tatarica 
(MK970584) sequence from GenBank and indicating a close 
relationship with L. maackii (MN256451) from GenBank. 
Furthermore, L. caerulea subsp. altaica and L. caerulea 

Table 3. Gene composition and functional categorization of the L. caerulea subsp. altaica, L. caerulea subsp. pallasii,  
L. tatarica, and L. micrantha plastid genomes

Category Group of genes Names of genes

Self-replication Ribosomal RNA rrn4.5 (2), rrn5 (2), rrn16 (2), rrn23 (2)

Transfer RNA trnA-UGC* (2), trnC-GCA, trnD-GUC, trnE-UUC, trnF-GAA, trnfM-CAU, trnG-GCC, 
trnG-UCC*, trnH-GUG, trnI-CAU (2), trnI-GAU* (2), trnK-UUU*, trnL-CAA (2), trnL-UAA*, 
trnL-UAG, trnM-CAU, trnN-GUU (2), trnP-UGG, trnQ-UUG, trnR-ACG (2), trnR-UCU, 
trnS-GCU, trnS-GGA, trnS-UGA, trnT-GGU, trnT-UGU, trnV-GAC (2), trnV-UAC*,  
trnW-CCA, trnY-GUA

Small subunit of ribosome rps2, rps3, rps4, rps7 (2), rps8, rps11, rps12* (2), rps14, rps15, rps16*, rps18, rps19

Large subunit of ribosome rpl2*, rpl14, rpl16*, rpl20, rpl22, rpl23, rpl32, rpl33, rpl36

RNA polymerase rpoA, rpoB, rpoC1*, rpoC2

Translation initiation factor infA

Photosynthesis ATP synthase atpA, atpB, atpE, atpF*, atpH, atpI

NADH dehydrogenase ndhA*, ndhB* (2), ndhC, ndhD, ndhE, ndhF, ndhG, ndhH, ndhI, ndhJ, ndhK

Subunits of cytochrome petA, petB*, petD*, petG, petL, petN

Photosystem I psaA, psaB, psaC, psaI, psaJ

Photosystem II psbA, psbB, psbC, psbD, psbE, psbF, psbH, psbI, psbJ, psbK, psbL, psbM, psbN, psbT, psbZ

Rubisco rbcL

Other genes Maturase matK

Protease clpP

Envelope membrane protein cemA

Subunit of acetyl-CoA-carboxylase accD

C-type cytochrome synthesis gene ccsA

Genes of unknown 
function

 Conserved hypothetical  
chloroplast ORF

ycf1, ycf2 (2), ycf3**, ycf4, ycf15 (2)

* Genes containing a single intron, genes containing two introns; (2) – duplicated genes.

https://vavilovj-icg.ru/download/pict-2025-29/appx29.xlsx
https://vavilovj-icg.ru/download/pict-2025-29/appx29.xlsx
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Fig. 2. Comparison of complete plastid genomes of six Lonicera samples using mVISTA, with L. caerulea (OQ784224) and L. tatarica (OQ784187) as refer-
ence genomes. 
Gray arrows above the alignment indicate gene locations, while different colors distinguish coding and non-coding regions. The horizontal axis represents plas-
tome coordinates, and the vertical scale depicts sequence identity percentages, ranging from 50 to 100 %.

Fig. 3. Comparison of the junctions between the LSC, IR, and SSC regions in Lonicera plastomes. Species highlighted in blue were analyzed in this study. 
JLB represents the junction between the LSC and IRB regions, JSB marks the boundary between the IRB and SSC regions; JSA indicates the junction between the 
SSC and IRA regions, and JLA denotes the boundary between the IRA and LSC regions.

L. caerulea OQ784224
L. tatarica OQ784187
L. caerulea subsp. altaica
L. caerulea subsp. pallasii
L. tatarica
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subsp. pallasii samples analyzed in this study clustered in one 
subclade (III) with the L. caerulea (OQ784224) and L. cae-
rulea subsp. edulis (OP345475) sequences from GenBank. 
Also, L. micrantha is positioned within the Chamaecerasus 
subgenus in subclade  II and clusters closely with species 
from the Isika section, particularly L. tangutica (MZ962399) 
and L. microphylla (OP936076) from GenBank. Most of the 
described subclades exhibit strong bootstrap support (100 %) 
at the corresponding nodes, except for subclade II in the ML 
phylogenetic tree based on complete plastid genome data 
(Fig. 5a), which has moderate support (53 %), indicating high 
confidence in their overall phylogenetic relationships.

The BI phylogenetic trees were constructed using the same 
set of samples based on nucleotide sequences from complete 
plastid genomes (Fig. S1), protein-coding genes (Fig. S2), and 
variable region genes (Fig. S3). The resulting trees consistently 
divided the analyzed Lonicera species into two distinct clades 
corresponding to the subgenera Periclymenum and Chamae-
cerasus. The topologies of the BI phylogenetic trees were 
largely congruent with those obtained using ML methods.

To further investigate the relationships and potential reticu­
lation within Lonicera species, we constructed a SplitsTree 
phylogenetic network (Fig. 5d) based on complete plastid ge­
nome sequences from 22 Lonicera and two outgroup samples. 
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Fig. 4. Nucleotide diversity of the four Lonicera plastid genomes using sliding window analysis (window length – 600 bp, step 
size – 200 bp). 
The X-axis represents the midpoint position of each window, while the Y-axis denotes the nucleotide diversity (Pi) value for each 
window.

Table 4. The number and types of identified simple sequence repeats in the four Lonicera plastid genomes 

Type Repeat unit L. caerulea subsp. altaica L. caerulea subsp. pallasii L. tatarica L. micrantha Total %

Mono- A/T 118 116 109 108 451 72.70

C/G 4 4 5 2 15

Di- AG/CT 10 10 14 11 45 18.72

AT/AT 19 20 17 19 75

Tri- AAC/GTT 1 1 0 1 3 1.25

AAG/CTT 1 1 1 1 4

AAT/ATT 0 0 1 0 1

Tetra- AAAG/CTTT 2 2 1 2 7 5.93

AAAT/ATTT 2 3 3 5 13

AATC/ATTG 1 1 1 1 4

AATT/AATT 1 1 1 1 4

AGAT/ATCT 2 2 3 3 10

Hexa- AAAATG/ATTTTC 2 2 0 2 6 1.40

AATGAT/ATCATT 0 0 0 1 1

AAACAT/ATGTTT 0 0 1 0 1

AAGGGT/ACCCTT 0 0 1 0 1

Total 163 163 158 157 641 100
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In this analysis, relationships were generally congruent with 
those in ML and BI phylogenetic trees. The results of the 
phylogenetic network coincided with the ML dendrogram 
(Fig.  5a–c). The network indicates that L. micrantha has 
evolved significantly earlier than L. microphylla and L. tangu
tica. Also, three subspecies of L. caerulea (altaica, pallasii, 
and edulis) seem to be hybrid forms of the species (Fig. 5d).

Discussion
In the present study, the complete plastid genomes of the 
L. caerulea subsp. altaica, L. caerulea subsp. pallasii, L. ta-
tarica, and L. micrantha were sequenced using next-generation 
sequencing technology. These genomes were then compared 
with those of other Lonicera species to enhance our under­
standing of the molecular taxonomy of the genus.

The plastid genomes of the studied Lonicera exhibited 
the typical circular structure found in angiosperms (Palmer 
et al., 1988; Ruhlman, Jansen, 2014), consisting of an LSC 
region, an SSC region, and two IR regions (Fig. 1). Our an­

notation identified a total of 130 genes, including 115 unique 
genes, consisting of 85 (80 unique) protein-coding genes, 37 
(30 unique) tRNA genes, and eight (4 unique) rRNA genes 
(Table 3). Previous studies have reported slightly different 
numbers of annotated protein-coding genes, with 82 and 
83 genes identified in earlier analyses (He et al., 2017; Liu 
M.L. et al., 2018; Yang C. et al., 2023). The discrepancies in 
gene annotation primarily arise from differences in the ycf15 
gene, which are lost in L. japonica, L. ferdinandi, L. hispida, 
L. nervosa, L. fragrantissima var. lancifolia, L. stephanocarpa, 
L. tragophylla, L. acuminata, and L. similis plastomes. Addi­
tionally, we identified the trnM-CAU gene, which was not 
annotated in previous Lonicera plastome studies (Frazer et 
al., 2004). These variations underscore the importance of an­
notation accuracy, indicating that further comparative analyses 
are necessary to refine gene identification within the genus. 

The genome sizes varied among species, ranging from 
153,985 bp in L. micrantha to 164,000 bp in L. caerulea 
subsp. pallasii. Notably, the plastid genome sizes of L. cae-

Fig. 5. Maximum likelihood phylogenetic tree of the genus Lonicera inferred from nucleotide sequences of the complete plastid genome (a), protein-
coding genes (b), and variable region genes (c). Numbers at the nodes of the phylogenetic trees represent bootstrap support values. 
Roman numerals (I–V) at the nodes of the phylogenetic trees denote subclade numbers. Splitstree neighbour-net network of 22 Lonicera and 2 outgroup plastid 
genomes (d). Species highlighted in red were sequenced in this study.
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rulea subsp. altaica (163,889 bp) and L. caerulea subsp. 
pallasii (164,000 bp) were larger than those of the other two 
(L. tatarica, and L. micrantha) studied species (Table 2). The 
variations in the total length of plastid genomes are typically 
associated with the expansion and contraction of IR regions 
(Zhang X.F. et al., 2021). In this study, the IR regions of 
L. caerulea subsp. altaica (32,799 bp) and L. caerulea subsp. 
pallasii (32,509 bp) were found to be longer than the SSC and 
LSC regions, contributing to their relatively larger plastome 
sizes (Fig. 3). These results align with the previously reported 
plastid genome size of L. caerulea (165,065 bp) (Yang X.L. et 
al., 2024), suggesting that the specific plastid genome lengths 
observed in the studied L. caerulea subspecies may be a com­
mon evolutionary characteristic with the L. caerulea species. 

Molecular markers are essential tools in modern biological 
research, playing a crucial role in unraveling genetic diver­
sity, phylogenetic relationships, and population dynamics 
(Wang X.R., Szmidt, 2001; Al-Hadeithi, Jasim, 2021). Among 
them, DNA barcoding markers offer an efficient approach to 
species identification by targeting short, conserved regions of 
the genome (Chac, Thinh, 2023). These markers have made 
one of the most significant contributions to advancing our 
understanding of evolutionary processes, establishing DNA 
barcoding as a core methodology in plant taxonomy (Purty, 
Chatterjee, 2016; Zhu S. et al., 2022). The highly variable 
regions in nucleotide sequences of the plastid genome can be 
used as potential specific DNA barcoding markers for specific 
plant genera. Using mVISTA (Fig. 2) and sliding window 
analysis (Fig. 4), we identified three highly variable regions 
in this study: two intergenic regions (ycf1-trnN-GUU and 
trnN-GUU-ndhF) and one genic region (accD). These regions 
show promise as DNA barcoding markers for the phylogenetic 
analysis of Lonicera species. Notably, the trnN-GUU-ndhF 
region has been reported as particularly useful for developing 
molecular markers in Lonicera species (Liu M.L. et al., 2018; 
Yang C. et al., 2023). 

Our study found that the accD gene region is the most vari­
able, a finding consistent with previous studies in Asteraceae 
(Kim et al., 2020) and Fabaceae (Zhang T. et al., 2024). Two 
intergenic regions (ycf1-trnN-GUU and trnN-GUU-ndhF) 
identified in this study were also reported in other plant species. 
For example, ycf1-trnN-GUU was a highly variable region in 
the plastid genomes of Parasenecio (Liu X. et al., 2023) and 
Medicago (Jiao et al., 2023) species. Z. Cao et al. (2023) 
and W. Xing et al. (2024) reported that the trnN- GUU- ndhF 
intergenic region is hypervariable in the plastid genomes of 
Neocinnamomum taxa and Pinellia ternata, respectively. This 
study identified two highly variable intergenic regions and 
one genic region as promising candidates for DNA barcoding 
markers in future research. Nonetheless, further studies are 
needed to assess the effectiveness of these divergent markers 
in the phylogenetic analysis of Lonicera species. 

Another important class of molecular markers is the simple 
sequence repeat (SSR) markers, which are widely recognized 
for their value in plant population genetics in assessing genetic 
diversity, population structure, and evolutionary relationships 
(Chen F. et al., 2015; Yermagambetova et al., 2024). In our 
study, we identified a total of 641 SSR markers across the 
plastid genomes analyzed, with individual counts ranging from 
158 in L. tatarica to 163 in both L. caerulea subsp. altaica 

and L. caerulea subsp. pallasii plastid genomes (Table 4). 
Notably, the majority of these SSRs were located in the in­
tergenic regions of the LSC region, a distribution pattern that 
aligns well with previous findings on angiosperm plastomes 
(Xia C. et al., 2022; Nyamgerel et al., 2024). 

Our results reveal that mononucleotide repeats are the most 
prevalent SSR motifs across the four Lonicera plastomes 
analyzed, which are common for Caprifoliaceae representa­
tives (Liu H. et al., 2022; Wang L. et al., 2024). Notably, the 
majority of the mononucleotide repeats were composed of 
A/T (451) rather than C/G (15), while dinucleotide repeats 
were predominantly composed of AT/AT (75) as opposed 
to AG/CT (45). This distribution is consistent with patterns 
observed in plastid genomes of many other plant species 
(Li X.Q. et al., 2019; Souza et al., 2019). Numerous studies 
have demonstrated that SSR markers derived from plastid 
genome sequences are effective for assessing genetic diversity 
in plant populations (Jo et al., 2022; Lācis et al., 2022; Guo 
et al., 2025). The SSR markers identified in our study hold 
potential for population genetic analyses within the genus 
Lonicera. However, further validation is required to confirm 
their efficacy and reliability in elucidating the genetic structure 
of Lonicera species populations. 

Plastid genome nucleotide sequences have become a power­
ful tool in phylogenetic studies of different plant genera (Wu 
et al., 2021; Xia Q. et al., 2023). Their conserved structure, 
uniparental inheritance, and relatively slow mutation rate 
make them ideal for resolving evolutionary relationships 
across diverse plant lineages (Chen J. et al., 2022; Feng et 
al., 2024). With the development of next-generation sequenc­
ing technologies, the rapid and cost-effective sequencing of 
entire plastid genomes has become increasingly accessible, 
enhancing their utility in plant taxonomy by providing greater 
phylogenetic resolution and a deeper understanding of plant 
evolutionary history. This study utilized complete plastome 
sequences, protein-coding gene sequences, and variable region 
gene sequences for the phylogenetic analysis of the studied 
Lonicera species (L. caerulea subsp. altaica, L. caerulea 
subsp. pallasii, L. tatarica, and L. micrantha), along with 
publicly available sequences from GenBank, to contribute to 
a better understanding of phylogenetic relationships within the 
genus. The ML trees based on the sequences of the complete 
plastid genome (Fig. 5a), protein-coding genes (Fig. 5b), and 
variable region genes (Fig. 5c) of the 22 Lonicera samples and 
two outrgoup samples (H. miconioides and T. himalayanum) 
was reconstructed. 

The phylogenetic analyses in this study revealed that the 
Lonicera species were grouped into two major clades, cor­
responding to the subgenera Periclymenum and Chamaece
rasus, which is consistent with previous phylogenetic studies 
(Srivastav et al., 2023; Yang X.L. et al., 2024). Furthermore, 
the larger clade representing subgenus Chamaecerasus was 
further divided into four distinct subclades corresponding 
to sections Isika (Subclades II and III), sections Isika and 
Coeloxylosteum (Subclades IV), and section Nintooa (Sub
clade V). Within subgenus Chamaecerasus, species are sub­
clustering into four subclades and align with recognized sec
tional classifications (Srivastav et al., 2023). 

The placement of L. micrantha, L. caerulea subsp. altaica 
and L. caerulea subsp. pallasii, which had not been previously 
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assigned to a section, suggests their belonging to the Isika 
section based on their close clustering with other members of 
this section. Additionally, the finding supports the assumption 
that L. caerulea subsp. altaica and L. caerulea subsp. pal-
lasii share a common evolutionary history with L. caerulea, 
which is also supported by the plastid genome structure of 
these species. Furthermore, L. tatarica forms a subclade (IV) 
with L. tatarica (MK970584) and L. maackii (MN256451) 
from GenBank, grouping within the Coeloxylosteum section. 
Notably, these samples are positioned between the species of 
section Isika, suggesting a possible evolutionary relationship 
between these two sections.

The phylogenetic analysis aimed to clarify the phylogenetic 
positions of the studied Lonicera species from Kazakhstan 
using plastid genome nucleotide sequences, including three 
newly sequenced ones (L. caerulea subsp. altaica, L. caerulea 
subsp. pallasii, and L. micrantha) in this study. The genomic 
data obtained in this study provide valuable resources for fu­
ture phylogenetic research, contributing to an understanding 
of evolutionary relationships within the genus Lonicera and 
supporting further taxonomic revisions. Based on the compari­
son of phylogenetic trees reconstructed using different datasets 
and methods, we conclude that the maximum likelihood tree 
derived from complete plastid genome sequences was the most 
informative, and its topology is consistent with those reported 
in previous studies (Srivastav et al., 2023; Yang X.L. et al., 
2024). Furthermore, the nucleotide sequences of variable 
regions such as accD-ycf1-ndhF-trnN-GUU also demonstrate 
high potential for use in DNA barcoding, and may serve as 
valuable molecular markers for species phylogenetic studies 
within the genus Lonicera.

Conclusion
The complete plastid genomes of L. caerulea subsp. altaica, 
L. caerulea subsp. pallasii, L. tatarica, and L. micrantha 
exhibited the typical circular structure with four distinct re­
gions. Structural variations were observed in the plastomes 
of L. caerulea subsp. altaica and L. caerulea subsp. pallasii, 
particularly in genome sizes, which were larger than in the 
other two species (L. tatarica and L. micrantha) due to an ex­
tended IR region. This finding aligns with previous studies 
on L. caerulea plastomes, further supporting their shared 
evolutionary history. The nucleotide sequences of variable re
gions such as accD-ycf1-ndhF-trnN-GUU demonstrate high 
potential for use in DNA barcoding, and may serve as valuable 
molecular markers for species phylogenetic studies within 
the genus Lonicera. Further studies are required to assess the 
effectiveness of the identified simple sequence repeats.
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Аннотация. Работа по созданию нового перспективного сорта занимает в среднем 12–15 лет. Одним из возмож-
ных решений проблемы сокращения длительности селекционного процесса становится технология спидбридинг 
(speed breeding). Метод, направленный на сокращение вегетационного периода, позволяет получать до шести 
последовательных поколений яровых злаков за один год. К сожалению, в протоколах спидбридинга уделено мало 
внимания дальнему красному свету – широко известному индуктору быстрого перехода к цветению. В нашей ра-
боте мы оценили возможность использования дальнего красного света для оптимизации спидбридинга яровой 
тритикале. Экспериментальные растения выращивали в трех вариантах освещения, различающихся соотноше-
нием уровней излучения в области 660 нм (К – красный) и 730 нм (ДК – дальний красный): 1) К/ДК 3.75 (К > ДК); 
2) К/ ДК 0.8 (К = ДК) и 3) К/ДК 0.3 (К < ДК). В результате установлено, что начало цветения тритикале наступало 
значительно раньше при самом низком соотношении красного к дальнему красному свету (К/ДК 0.3). В среднем 
при К/ ДК 0.3 растения, вегетирующие на минеральной вате и почвенной смеси, зацветали соответственно на 2.6 
и 4.1 суток быстрее, чем при варианте К/ДК 3.75. Статистически значимой разницы по продолжительности перио
да от посева до цветения между вариантами К/ДК 3.75 и К/ДК 0.8 не выявлено. Показано негативное влияние 
увеличенной доли дальнего красного света на репродуктивную систему тритикале. У семян, сформировавшихся 
при К/ДК 0.3, наблюдалась значительно меньшая энергия прорастания и всхожесть. Различий в регенерационных 
способностях изолированных in vitro зародышей, полученных от тритикале, выросшей под светом с разным спек-
тральным составом, не обнаружено. Полученные нами результаты демонстрируют, что для сокращения времени 
от посева до цветения тритикале важно не только наличие дальнего красного света, но и его соотношение с крас-
ным, а именно использование состава, близкого к соотношению К/ДК 0.3. Модифицированный по спектральному 
составу света протокол спидбридинга позволил инициировать цветение уже на 33.9 ± 1.2 сутки с момента посева. 
Аналогичный сорт тритикале в полевых условиях Краснодарского края и классических лабораторных условиях 
выращивания с фотопериодом 18/6 ч день/ночь зацветал на 25–29 суток позже, чем в условиях спидбридинга. 
Ключевые слова: дальний красный свет; красный свет; спидбридинг; тритикале
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Abstract. It typically takes 12 to 15 years to develop a new promising variety. One of the ways to reduce this time is 
through speed breeding. This method allows for up to six consecutive generations of spring cereals in a single year. Al-
though far-red light is often overlooked in speed breeding protocols, it serves as a potent inducer of accelerated flower-
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Увеличение доли дальнего красного света сокращает  
вегетационный период тритикале в условиях спидбридинга
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ing in various plant species. In this study, we explored the advantages of far-red light as a means to optimize the speed 
breeding of spring triticale. Experimental plants were cultivated under three conditions with different red to far-red 
ratios at 660 nm (R – red) and 730 nm (FR – far red): 1) 3.75 (R > FR); 2) 0.8 (R = FR) and 3) 0.3 (R < FR). We found that the 
onset of triticale flowering occurred significantly earlier at the lowest red to far-red light ratio (R/FR 0.3). On average, 
plants bloomed 2.6 and 4.1 days earlier in a mineral wool and a soil mixture at R/FR 0.3, respectively, than those grown 
at R/FR 3.75. A negative effect of higher-intensity far-red light on the reproductive system of triticale was observed. Ad-
ditionally, seeds obtained from plants grown under higher-intensity far-red light showed significantly lower germination 
energy and capacity. No differences were found in the regenerative capacity of isolated embryos in vitro obtained from 
plants grown under the different spectral compositions. Our results demonstrate that the accelerated triticale develop-
ment requires not only the involvement of far-red light, but also a specific red to far-red light ratio close to 0.3. A modified 
speed breeding protocol relying on this ratio enabled flowering to commence as early as 33.9 ± 1.2 days after sowing. 
The same triticale variety grown under field conditions in the Krasnodar region and in traditional laboratory growing 
conditions with a photoperiod of 18/6 h day/night flowered 25 to 29 days later than those cultivated under the speed 
breeding conditions.
Key words: far-red light; red light; speed breeding; triticale
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Введение 
Селекционеры и генетики всегда стремились к более 
быстрому получению гомозиготных линий злаков с за-
данными свойствами, в связи с чем в практику вошли 
такие подходы, как челночная селекция (Mergoum et al., 
2009), получение удвоенных гаплоидов (Тимонова и др., 
2022), использование эмбриокультуры (Liu et al., 2016) и 
молекулярных маркеров (Fedyaeva et al., 2023). Однако эти 
методы не всегда доступны для конкретной лаборатории 
или селекционного центра, могут требовать использова-
ния высококвалифицированного персонала, ряд из них 
не приводит к желаемому сокращению сроков создания 
чистых линий. 

В последние годы набирает популярность спидбридинг 
(speed breeding) – метод, основанный на сокращении веге-
тационного периода растений до двух месяцев (Ghosh et 
al., 2018; Watson et al., 2018). За счет сокращения вегетаци-
онного периода одного поколения спидбридинг позволяет 
получать до шести последовательных поколений яровых 
злаков за 12 месяцев, другими словами, чистые линии за 
один год. Суть спидбридинга заключается в использо-
вании физических факторов, влияющих на сокращение 
времени от посева до цветения, уменьшение продолжи-
тельности генеративной стадии развития и преодоление 
послеуборочного покоя и тем самым минимизации време-
ни на выращивание одного поколения. Технология проста, 
мало затратна и позволяет работать с генотипами, адап-
тированными к разным природно-климатическим зонам, 
что способствует ее активному внедрению в различные 
селекционные и исследовательские программы (Hickey 
et al., 2017; Li et al., 2019; Vikas et al., 2021).

Для сокращения времени от посева до цветения зла-
ков используют длительный фотопериод, спектральный 
состав света, включающий участок видимого светового 
излучения в диапазоне 400–700 нм и интенсивность све-
та, равную 450–500 мкмоль/(м2 · с) (Watson et al., 2018), 
ограниченную площадь питания (Zheng et al., 2023), 
строгий контроль температуры (Ficht et al., 2023), высокие 
концентрации CO2 и удаление побегов кущения (Tanaka 
et al., 2016). Для сокращения периода созревания прово-

дят принудительное высушивание незрелых семян с по-
следующим преодолением у них послеуборочного покоя 
(Marenkova et al., 2024) или используют эмбриокультуру 
(Zheng et al., 2023). Однако существуют параметры, роль 
которых в сокращении вегетационного периода растений 
пока не совсем ясна. К одним из них относится наличие 
дальнего красного света в период выращивания.

Дальний красный (ДК) свет (730 нм) считается сильным 
индуктором фотоморфогенеза. В зависимости от соотно-
шения ДК с красным (К) светом (660 нм) он по-разному 
влияет на прорастание семян, удлинение побегов, рост 
листовой пластины, кущение, а также на сокращение вре
мени от посева до зацветания (Rajcan et al., 2004; Ugarte et 
al., 2010; Kegge et al., 2015; Demotes-Mainard et al., 2016). 
Световое излучение на таких длинах волн и их соотно-
шение друг с другом (принято описывать как К/ ДК) дают 
определенный сигнал для растений, который восприни-
мается семейством фоторецепторов фитохромов. У одно-
дольных фитохромы представлены тремя рецепторами: 
PhyA, PhyB и PhyС (Demotes-Mainard et al., 2016; Kippes 
et al., 2020). Дальний красный может быть в меньшем 
(К/ ДК > 1), большем (К/ДК < 1) и равном соотношении 
(К/ДК = 1) с красным светом. Дневной свет содержит при-
мерно равные пропорции красного и дальнего красного 
света (1.0–1.3). Это соотношение уменьшается до ≈ 0.6 во 
время рассветов и закатов. Низкое соотношение красно- 
го света к дальнему красному также под навесом листьев 
и в пологе леса, что связано с активным поглощением 
красного света фотосинтетическими пигментами и отра
жением дальнего красного света от листьев. В данном слу
чае низкое соотношение К/ДК как индикатор близости 
конкурирующих соседей инициирует синдром избегания 
тени, который проявляется в усиленном росте в длину, пе
реориентации листьев в условия лучшей освещенности, а 
также ускоренной индукции зацветания, что увеличивает 
выживаемость растений (Demotes-Mainard et al., 2016; 
Smith, 2000).

В лабораторных условиях наибольшее влияние на рост 
и развитие злаков оказывает соотношение, при кото
ром дальний красный преобладает над красным светом 
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(К/ ДК < 1). При свете с таким спектральным составом 
значительно сокращается время от посева до цветения 
и уменьшается рост побегов кущения (Davis, Simmons, 
1994; Ugarte et al., 2010; Toyota et al., 2014; Lei et al., 2022). 
Однако, несмотря на ряд положительных для спидбридин-
га возможностей, которые может дать дальний красный 
свет, увеличение его доли способствует уменьшению 
фертильных цветков, а также озерненности колоса (Ugarte 
et al., 2010; Dreccer et al., 2022).

В протоколах спидбридинга культурных злаков исполь-
зованию дальнего красного света уделено мало внимания: 
на графиках спектрального состава света исследователь-
ских работ можно наблюдать как полное его отсутствие 
(Watson et al., 2018; Ficht et al., 2023), так и его различные 
соотношения с красным светом, в котором последний 
значительно преобладает (Ghosh et al., 2018, Watson et al., 
2018; Cha et al., 2022). Лишь в немногих работах дальний 
красный свет подключен в равном соотношении с красным 
(Zakieh et al., 2021).

Существует ряд публикаций о влиянии дальнего красно-
го на пшеницу (Toyota et al., 2014; Dreccer et al., 2022; Lei 
et al., 2024), ячмень (Deitzer et al., 1979; Davis, Simmons, 
1994; Kegge et al., 2015) и другие злаки (Rajcan et al., 2004; 
Markham et al., 2010; Huber et al., 2024). По тритикале 
этой теме уделено мало внимания, и подобные исследо-
вания практически не проводились (Kalituho et al., 1997). 
Аналогичная ситуация и с работами по спидбридингу: в 
открытом доступе можно найти лишь единичные работы 
для яровой (Cha et al., 2021) и озимой (Zheng et al., 2023) 
тритикале. В связи с этим цель нашей работы – оценка 
влияния дальнего красного света и его соотношения с 
красным светом в условиях спидбридинга на сокращение 
вегетационного периода, структуру урожая и репродук-
тивную систему тритикале.

Материалы и методы
Используемый растительный материал и условия вы­
ращивания. Объектом исследования служил сорт яро
вой тритикале (×Triticosecale Wittm.) Дублет (Danko Ho
dowla Roślin, Польша). Сорт относится к наиболее скоро-
спелым среди сортов яровой тритикале (Losert et al., 2017), 
поэтому данные, полученные на этом сорте, возможно 
использовать в качестве показателя минимума времени, 
затрачиваемого на полный цикл вегетации в условиях 
спидбридинга у тритикале. Дублет – удвоенный гаплоид 
(Arseniuk, 2019), он хорошо выровнен по наступлению фаз 
развития и морфологическим показателям. Сорт широко 
распространен в Европе (Леконцева и др., 2019; Радивон, 
Жуковский, 2023; Faccini et al., 2023) и известен каждо- 
му специалисту в области селекции зерновых культур.

Протравленные препаратом Максим (Syngenta, Фран-
ция) семена предварительно проращивали на смоченной 
водой фильтровальной бумаге в темноте при температуре 
+25 °С. Через сутки переносили в субстрат исключитель-
но проросшие семена. Для выращивания использовали 
кассеты с объемом ячеек 110 мл. В качестве субстрата 
использовали: 1) почвенную смесь, состоящую из торфа, 
чернозема, песка и вермикулита в соотношении 5:3:1:1 
(50 г увлажненной смеси на одну ячейку кассеты); 2) ку-
бики минеральной ваты размером 50 × 45 × 45 мм (один 

кубик на одну ячейку кассеты). В каждую ячейку кассеты 
помещали по одному проросшему семени на глубину 1 см. 
В помещениях с растениями поддерживали температуру 
+25–26 °С круглосуточно, влажность воздуха 35–45 %.

Первые две недели растения в почвенной смеси по-
ливали по мере необходимости, подкормки проводили 
1 раз в неделю удобрением Tripart (General Hydroponics 
Europe, Франция) согласно инструкции производителя, 
через 2 недели с момента посева растения переводили на 
полив удобрением 3 раза в неделю. Кубики минеральной 
ваты проливали удобрением ежедневно. Раз в неделю про
изводили внекорневую подкормку препаратом Силиплант 
(Nest-M, Россия) согласно рекомендациям производителя. 
Обработки от болезней и вредителей проводили по мере 
необходимости. В период вегетации срезали дополнитель
ные побеги кущения. Фотопериод поддерживали продол-
жительностью 22/2 ч день/ночь (Watson et al., 2018). Для 
освещения использовали регулируемые мультиспектраль-
ные ШИМ диммируемые LED-лампы (PrometheusVNIISB 
by Gorshkoff, Россия), чип-излучатели 460, 660, 735 нм, 
white4000K (EPIstar, Китай); контроллер широтно-им-
пульсной модуляции многоканальный (БКД, Россия); 
общая мощность 800 ватт.

В качестве контрольных условий тритикале выращи-
вали в климатической камере Fitotron SGC 120 (Weiss 
Technik, Нидерланды) с люминесцентными лампами при 
фотопериоде 18/6 ч день/ночь и интенсивности света 
285 мкмоль/(м2 · с) на уровне стеллажа, температуре +22 °С 
и влажности воздуха 65 % круглосуточно. Посев и уход за 
растениями был аналогичным, как описано выше. В ка-
честве дополнительного контроля использовали данные 
многолетних полевых испытаний Национального центра 
зерна им. П.П. Лукьяненко (Краснодарский край, Россия). 
Агротехника и сроки высева общепринятые для региона.

Влияние дальнего красного света на период веге­
тации и структуру урожая. Степень влияния дальнего 
красного света на тритикале определяли путем культи-
вирования растений при трех вариантах освещения, раз-
личающихся соотношением уровней излучения в области 
660 нм (К – красный) и 730 нм (ДК – дальний красный): 
1) К/ДК 3.75 (К > ДК) (рис. 1, а); 2) К/ДК 0.8 (К = ДК) 
(см. рис. 1, б); 3) К/ДК 0.3 (К < ДК) (см. рис. 1, в).

Интенсивность освещения во всех вариантах выставля-
ли равной 330 мкмоль/(м2 · с) на уровне стеллажа. Даль-
ний красный подключали через одну неделю с момента 
прорастания семян. Параметры освещения настраивали 
и проверяли с использованием спектрометра PG200N 
(United Power Research Technology Corp., Тайвань). 

Наступление фенологических фаз оценивали индиви-
дуально у каждого растения согласно (Zadoks et al., 1974). 
Наступлением фазы колошения был день, когда колос 
полностью выходил из влагалища флагового листа (фаза 
Z5.9). Наступлением фазы цветения считали день, в кото-
рый у колосьев появлялись первые пыльники (фаза Z6.1). 

Для оценки влияния дальнего красного света на трити-
кале проводили структурный анализ всех эксперименталь-
ных растений по основным показателям: высота растений 
(см), длина колоса (см), вегетативная масса колоса и со-
ломины (г), число колосков (шт.) и зерен (шт.) на колос, 
число зерен на колосок (шт.), а также масса 1000 зерен (г).
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Влияние дальнего красного света на жизнеспособ­
ность семян. Влияние дальнего красного света на жизне-
способность семян оценивали двумя способами: 1) путем 
культивирования незрелых зародышей; и 2) проращива-
нием семян на фильтровальной бумаге. В первом подходе 
зародыши изолировали на 15-е  сутки после цветения. 
Зерновки стерилизовали в 50 % растворе коммерческо-
го средства «Белизна», после чего три раза промывали 
стерильной дистиллированной водой. Изолирование за
родышей проводили под стереоскопическим микроско
пом Olympus SZ61 (Olympus, Япония). Культивировали в 
чашках Петри, содержащих агаризованную среду Мура-
сиге–Скуга (Murashige, Skoog, 1962), в течение 10 суток 
при фотопериоде 22 ч день /2 ч ночь, интенсивности света 
равной 80 мкмоль/(м2 · с) и температуре +24 °С.

Во втором подходе начиная с 17-х суток с момента цве
тения плавно сокращали количество полива до его полно
го прекращения в день срезки колосьев, на 20-е сутки по- 
сле цветения. Срезанные колосья помещали в бумажные 
пакеты, которые подвергали принудительному высуши-
ванию при температуре +28 °С в течение 7–10 суток в за-
висимости от скорости высыхания. После сушки колосья 
обмолачивали и семена хранили в бумажных пакетах при 
комнатной температуре в течение одной недели. Далее 
семена помещали в чашки Петри на фильтровальную 
бумагу, смоченную 0.5 мг/л раствора гибберелловой кис-
лоты (Sigma-Aldrich, США) и инкубировали в условиях 
холодовой предобработки (+4  °С, темнота, трое  суток) 
с последующим проращиванием в темноте при +25 °С. 
Энергию прорастания оценивали на третьи сутки, а всхо-
жесть на седьмые сутки после помещения чашек Петри с 
семенами на +25 °С. 

Статистическая обработка результатов. Для оценки 
степени влияния спектрального состава света на период 
вегетации тритикале использовали двукратную повтор-
ность на каждый вариант, по 10 растений в каждой по-
вторности. Итого анализировали 120 растений. Оценива
ли количество дней от посева до цветения каждого инди-
видуального растения. В  полевых условиях оценивали 
количество дней от посева до массового цветения. 

Для оценки регенерационной способности и жизнеспо-
собности изолированных зародышей использовали четы-
рехкратную повторность по 10 изолированных зародышей 
в каждой. Оценку энергии прорастания и всхожести семян 

проводили в четырехкратной повторности. В каждой по-
вторности было по 50 семян. 

Статистическую обработку осуществляли с использо-
ванием языка программирования R (версия 4.3.2). Влия-
ние спектрального состава света на показатели растений 
тритикале оценивали с использованием однофакторного 
дисперсионного анализа, после чего проводили множе-
ственные сравнения средних значений с использованием 
критерия Тьюки для определения значимых различий 
между группами растений.

Результаты

Влияние дальнего красного света  
на сроки цветения тритикале
Однофакторный дисперсионный анализ результатов про-
веденного эксперимента показал статистически значимое 
сокращение времени от посева до начала цветения у рас-
тений, культивированных под светом со спектральным со-
ставом, где К/ДК 0.3, по сравнению с другими вариантами 
освещенности ( p < 0.05). Такая тенденция наблюдалась 
на обоих вариантах субстратов. Растения под светом со 
спектральным составом К/ДК 0.3 зацветали в среднем на 
2.6 и 4.1 суток быстрее при использовании минеральной 
ваты и почвенной смеси соответственно, чем под светом 
со спектральным составом, где К/ДК 3.75. Статистически 
значимой разницы по продолжительности периода от по-
сева до цветения между вариантами К/ДК 3.75 и К/ДК 0.8 
не выявлено ( p > 0.05) (табл. 1). 

Влияние дальнего красного света  
на продуктивность тритикале
При структурном анализе растений тритикале, культи
вированных под светом со спектральным составом, раз
личающимся соотношением красного к дальнему крас
ному, не наблюдали изменений в вегетативной массе и 
высоте соломины ( p  >  0.05). Доля дальнего красного 
света значительно повлияла на продуктивность колоса 
(табл. 2). При выращивании тритикале под К/ДК 0.3 на 
обоих вариантах субстрата растения формировали более 
короткий колос с меньшим числом колосков, что приво-
дило к снижению вегетативной массы колоса, а также 
количества зерна с колоса ( p < 0.05). При увеличенной 
доле дальнего красного света у растений формировалось 

а б в

Риc. 1. Спектральный состав света, используемый в эксперименте: а – К > ДК, К/ДК 3.75; б – К = ДК, К/ДК 0.8; в – К < ДК, К/ДК 0.3.
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A higher far-red intensity promotes the transition to flowering 
in triticale grown under speed breeding conditions

меньше зерен в колоске, но только при выращивании 
растений на почвенной смеси. Несмотря на это, отмече-
но статистически значимое ( p < 0.05) увеличение массы 
1000 зерен у растений, культивированных при К/ДК 0.3 
на обоих вариантах субстрата. В большинстве случаев 
не обнаружено статистически значимой разницы между 
вариантами К/ДК 3.75 и К/ ДК 0.8 по показателям про-
дуктивности.

Влияние дальнего красного света  
на жизнеспособность и прорастание семян
Отмечено статистически значимое уменьшение энергии 
прорастания и всхожести семян, сформировавшихся при 
увеличенной доли дальнего красного света ( p  <  0.05). 
У in vitro изолированных зародышей, полученных от рас

тений, вегетирующих под тремя вариантами спектраль
ного состава света, отсутствовали статистически значи-
мые различия по регенерационной способности ( p > 0.05) 
(табл. 3). Уже на третьи сутки с начала культивирования, 
вне зависимости от условий освещенности донорных 
растений у зародышей появлялись колеоптиль и корни, а 
через десять суток с начала культивирования зародыши 
имели один полноценный лист и хорошо развитую кор-
невую систему. 

Выращивание контрольных растений
Растения во всех контрольных условиях отличались про
должительным периодом «всходы–цветение». Массовое 
цветение тритикале сорта Дублет, по многолетним дан
ным выращивания в условиях Краснодарского края, на

Таблица 1. Средние значения ± 95 % доверительный интервал показателей сроков колошения и цветения у сорта Дублет, 
выращенного под светом с разным спектральным составом

Субстрат Спектр света (К/ДК) Время от посева до колошения, сутки Время от посева до цветения, сутки

Минеральная вата 3.75 33.5 ± 1.0a1 37.3 ± 1.1a

0.8 34.0 ± 1.6a 37.3 ± 1.9a

0.3 31.1 ± 0.8b 34.7 ± 0.9b

Почвенная смесь 3.75 34.1 ± 0.9a 38.0 ± 1.0a

0.8 33.7 ± 1.1a 36.9 ± 1.2a

0.3 30.5 ± 1.2b 33.9 ± 1.2b

Примечание. Здесь и в табл. 2 и 3: 1 Значения, за которыми следует одна и та же буква, существенно не различаются ( p > 0.05) согласно критерию Тьюки.
Полужирным начертанием отмечены значения, существенно отличающиеся от других вариантов ( p < 0.05).

Таблица 2. Средние значения ± 95 % доверительный интервал показателей структурного анализа  
элементов продуктивности сорта Дублет, выращенного под светом с разным спектральным составом 

Показатель Спектр света (К/ДК)

3.75 0.8 0.3

Минеральная вата

Высота растений, см 57.9 ± 1.8a1 60.5 ± 2.2a 59.1 ± 1.6а

Вегетативная масса соломины, г 0.34 ± 0.08a 0.37 ± 0.04a 0.36 ± 0.02a

Длина колоса, см 5.5 ± 0.3ab 5.7 ± 0.4b 5.2 ± 0.1a

Вегетативная масса колоса, г 1.24 ± 0.15ab 1.40 ± 0.18b 1.15 ± 0.13a

Масса 1000 зерен, г 32.6 ± 2.0a 36.3 ± 4.9a 41.9 ± 2.0b

Число зерен/колос, шт. 30.1 ± 4.1ab 32.1 ± 4.3b 24.7 ± 2.3a

Число колосков/колос, шт. 14.2 ± 1.2a 13.7 ± 0.7a 12.2 ± 0.3b

Число зерен/колосок, шт. 2.1 ± 0.2а 2.3 ± 0.2а 2.0 ± 0.2а

Почвенная смесь

Высота растений, см 60.8 ± 3.0a 60.5 ± 1.6a 58.4 ± 2.2а

Вегетативная масса соломины, г 0.41 ± 0.03a 0.46 ± 0.03a 0.44 ± 0.03a

Длина колоса, см 6.1 ± 0.3a 6.1 ± 0.3a 5.6 ± 0.2b

Вегетативная масса колоса, г 1.44 ± 0.11ab 1.52 ± 0.08b 1.34 ± 0.08a

Масса 1000 зерен, г 35.7 ± 2.9a 40.4 ± 1.7b 41.4 ± 2.3b

Число зерен/колос, шт. 33.1 ± 2.6a 30.6 ± 2.1a 26.1 ± 2.6b

Число колосков/колос, шт. 15.8 ± 1.1a 14.8 ± 0.7ab 13.9 ± 0.5b

Число зерен/колосок, шт. 2.1 ± 0.1а 2.1 ± 0.1а 1.9 ± 0.1b
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ступало на 60–64-е сутки при посеве в начале марта и на 
50–52-е  сутки при посеве в начале апреля. В условиях 
климатической камеры с фотопериодом 18  ч день/6  ч 
ночь тритикале достигала фазы цветения на 62.5 ± 2.0 и 
59.2 ± 2.6 сутки после посева на минеральной вате и по-
чвенной смеси соответственно. 

Обсуждение
В настоящее время спидбридинг активно применяют в 
различных направлениях генетики, селекции и биотехно-
логии (Ghosh et al., 2018). Проводятся модификация из-
вестных протоколов, упрощение их организации, перевод 
на высокопропускную способность, вовлечение методов 
молекулярной генетики и связывание с селекционным 
процессом (Kigoni et al., 2023; Marenkova et al., 2024). 
Протоколы спидбридинга успешно опробованы на злаках 
(Watson et al., 2018; Cha et al., 2021). Однако, несмотря 
на большую работу в этом направлении, в большинстве 
опубликованных работ по спидбридингу злаков не уделено 
должного внимания одному из сильнейших индукторов 
сокращения периода от посева до цветения – дальнему 
красному свету, хотя в условиях спидбридинга показана 
эффективность его применения для таких культур, как 
рапс (Song et al., 2022), амарант (Jähne et al., 2020) и перец 
(Choi et al., 2023). 

Сокращение периода вегетации – одно из основных 
проявлений синдрома избегания тени, инициируемое 
дальним красным светом в фотопериодической регуляции 
цветения. Свет с повышенной долей дальнего красного 
света улавливается листьями и активирует фоторецепто
ры фитохромы, главным образом PhyA и PhyB. Фитохро-
мы запускают экспрессию гена центрального регулято
ра цветения CONSTANT (CO), который, в свою очередь, 
индуцирует FLOWERING LOCUS T (FT) – флориген в 
сосудистых пучках листьев. Белок FT перемещается от 
листьев к побеговой апикальной меристеме и вместе с 
белком FD (продуктом гена FLOWERING LOCUS D (FD)) 
запускает работу генов, в частности SUPPRESSOR OF 
OVEREXPRESSION OF CO1 (SOC1) и APETALA1 (AP1), 
определяющих развитие флоральных меристем (Demotes-
Mainard et al., 2016; Sheerin, Hiltbrunner, 2017; Лебедева 
и др., 2020). 

Для оценки влияния эффекта дальнего красного света 
в условиях спидбридинга нами проведен эксперимент по 
выращиванию яровой тритикале на двух видах субстрата 

и при трех вариантах освещения, различающихся между 
собой соотношением красного с дальним красным светом. 

Проведенный нами эксперимент продемонстрировал 
значительное влияние увеличенной доли дальнего крас-
ного света (К < ДК, К/ДК 0.3) на наступление фазы цве-
тения у тритикале. Растения, находящиеся под светом со 
спектральным составом, в котором К/ДК 0.3, зацветали на 
33.9 ± 1.2 и 34.7 ± 0.9 сутки с момента посева при исполь-
зовании почвенной смеси и кубиков минеральной ваты, 
что соответственно на 4.1 и 2.6 суток быстрее, чем при 
использовании спектра света, где К/ДК 3.75. Статистиче-
ски значимого различия по продолжительности вегетации 
тритикале под светом со спектрами К > ДК и К = ДК не 
обнаружено. Полученные результаты говорят о том, что 
для сокращения периода от посева до цветения тритикале 
важно не только наличие дальнего красного света, но и 
его соотношение с красным, а именно использование со-
става, близкого к соотношению К/ДК 0.3 (рис. 2). Наши 
результаты согласуются с выводами, описанными в дру
гих исследованиях, демонстрирующих схожий эффект на 
злаках (Deitzer et al., 1979; Davis, Simmons, 1994; Toyota 
et al., 2014). 

Несмотря на разницу сроков начала цветения, состав
ляющую 2.6 и 4.1 суток, дальний красный можно считать 
хорошим дополнением к созданию условий, направлен-
ных на сокращение вегетации растений: так как если в 
одном поколении возможно сократить период «посев–
цветение» на 3–4 суток, то суммарный эффект при вы-
ращивании последовательно шести поколений (среднее 
количество, способствующее получению чистой линии) 
может достигать 20 суток. 

В настоящее время спидбридингу яровой и озимой 
тритикале посвящены единичные работы, демонстрирую
щие высокую отзывчивость этой культуры к факторам, 
влияющим на сокращение вегетационного периода (Cha 
et al., 2021; Zheng et al., 2023). Показано, что для яровой 
тритикале время от посева до колошения составляет в 
среднем 33–42 дня в зависимости от генотипа (Cha et al., 
2021), в то время как яровая мягкая пшеница в условиях 
спидбридинга зацветает в зависимости от генотипа на 
35.7–75 сутки с момента посева (Ghosh et al., 2018; Watson 
et al., 2018; Cha et al., 2020). Наша работа подтверждает 
значительное влияние метода спидбридинга на сокра-
щение вегетационного периода у тритикале: модифици-
рованный по спектральному составу протокол позволил 

Таблица 3. Энергия прорастания, всхожесть семян и частота регенерации изолированных зародышей,  
полученных от растений, культивированных под светом с разным спектральным составом

Субстрат Спектр света (К/ДК) Энергия прорастания, % Всхожесть, % Регенерация изолированных 
зародышей, %

Минеральная вата 3.75 97.1 ± 4.0а1 96.5 ± 4.0a 97.5 ± 3.7а

0.8 85.5 ± 8.5a 96.8 ± 2.5a 100 ± 0а

0.3 44.1 ± 21.9b 77.7 ± 12.7b 100 ± 0а

Почвенная смесь 3.75 93.3 ± 4.5a 98.9 ± 1.6a 100 ± 0а

0.8 51.3 ± 15.8b 81.4 ± 11.5b 100 ± 0а

0.3 68.5 ± 17.3b 89.0 ± 10.8ab 100 ± 0а
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инициировать цветение уже на 33.9 ± 1.2 сутки с момента 
посева. Аналогичный сорт тритикале в полевых условиях 
Краснодарского края и классических лабораторных усло-
виях выращивания зацветал на 25–29 суток позже, чем в 
условиях спидбридинга.

Результаты оценки структуры урожая тритикале не 
показали значительных изменений в высоте изучаемых 
растений при выращивании под светом со спектральным 
составом с увеличенной долей дальнего красного света, 
хотя в многочисленных работах сообщается об удлинении 
стебля злаков при использовании дальнего красного света 
(Kegge et al., 2015; Lei et al., 2022). Синдром избегания 
затенения, вызывающий элонгацию побегов, отсутствует и 
в других работах, где дальний красный свет был дополне-
нием к более коротким длинам волн (400–680 нм) (Huber 
et al., 2024). Это свидетельствует о том, что использование 
увеличенной доли дальнего красного света в условиях 
спидбридинга тритикале не приводит к такому вызыва-
ющему неудобство в работе фактору, как формирование 
высоких растений и их полегание.

Полученные нами данные продемонстрировали весо
мое влияние дальнего красного света на продуктивность 
колоса тритикале. У растений сорта Дублет при освеще-
нии со спектральным составом, где К/ДК 0.3, формиро-
вался более короткий колос, с меньшим числом колосков, 
что приводило к значительному уменьшению вегетатив-
ной массы колоса, а также количеству зерна в колосе. 
Схожие результаты были описаны и у мягкой пшеницы, 
у которой при увеличенной доле дальнего красного света 
уменьшается количество фертильных цветков, а также 
озерненность колоса (Ugarte et al., 2010; Dreccer et al., 
2022), что, вероятно, связано с ингибирующим воздей-
ствием дальнего красного света на усвоение растением 
азота (Lei et al., 2024).

Вопреки негативному влиянию дальнего красного света 
на элементы продуктивности колоса, масса 1000  зерен 
у тритикале, выросшей при увеличенной доле дальнего 

красного света, оказалась намного выше. Это может быть 
связано с эффектом Эмерсона, заключающимся в увели-
чении эффективности фотосинтеза при использовании 
дальнего красного света совместно с более короткими 
длинами волн (400–680 нм) (Huber et al., 2024).

В ходе нашей работы также обнаружено статистически 
значимое негативное влияние дальнего красного света 
на энергию прорастания и всхожесть семян. Всхожесть 
семян, полученных от тритикале, выросшей под светом 
со спектром, где К/ДК  0.3, варьировала от 77.7 ± 12.7 
до 89.0 ± 10.8 % в зависимости от субстрата для выра-
щивания. При этом регенерационные свойства изоли-
рованных in vitro зародышей были одинаково хороши у 
всех семян вне зависимости от освещения, при котором 
росли донорные растения. Так как у злаков спидбридинг 
совместим с односемянным методом отбора (Alahmad et 
al., 2018; Watson et al., 2018), при котором для каждого 
следующего поколения отбирают по одному семени с 
колоса для сохранения генетического разнообразия и 
предотвращения расширения площадей, использование 
большого количества дальнего красного света не станет 
ограничивающим фактором при выращивании растений 
таким методом. Однако следует отметить, что, если глав-
ной целью выращивания растений являются размножение 
и получение семян с хорошей всхожестью, необходимо 
уменьшить долю дальнего красного света до уровня, при 
котором К/ДК > 1.

Заключение
Нами показано, что использование увеличенной доли 
дальнего красного света (К/ДК 0.3) по сравнению с ва-
риантом освещения К/ДК 3.75 в условиях спидбридинга 
приводит к статистически значимому сокращению вре-
мени от посева до цветения на 2.6 и 4.1 суток у растений, 
культивируемых на минеральной вате и почвенной сме-
си, соответственно. Статистически значимого различия 
по продолжительности периода от посева до цветения 

Риc. 2. Растения на 30-е сутки с момента посева (все растения посеяны в один день), культивируемые под тремя вариан
тами освещения с разным спектральным составом света и находящиеся в фазе: а, б – начала колошения, К/ ДК 3.75 (а),  
К/ДК 0.8 (б); в – полного колошения, К/ДК 0.3.

а б в
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между вариантами К/ДК 3.75 и К/ДК 0.8 не выявлено. 
Модифицированный по спектральному составу света про
токол спидбридинга позволил инициировать цветение 
уже на 33.9 ± 1.2 сутки с момента посева. Аналогичный 
сорт тритикале в полевых условиях Краснодарского края 
и классических лабораторных условиях выращивания с 
фотопериодом 18/6 ч день/ночь зацветал на 25–29 суток 
позже, чем в условиях модифицированного спидбридинга. 
При использовании увеличенной доли дальнего красного 
света не обнаружено статистически значимого увеличения 
высоты растений, однако обнаружено негативное влияние 
дальнего красного света на параметры колоса – длину и 
вегетативную массу колоса, число колосков и зерен на 
колос, а также энергию прорастания и всхожесть семян. 
С высокой долей уверенности предполагаем, что увеличе-
ние доли дальнего красного света (К/ДК 0.3) может быть 
полезным дополнением при выращивании в условиях 
спидбридинга не только тритикале, но и других злаков.
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