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Constructing the constitutively active ribosomal protein S6 kinase 2 
from Arabidopsis thaliana (AtRPS6K2) and testing its activity in vitro
A.V. Zhigailov1  , G.E. Stanbekova1, D.K. Beisenov1, 2, A.S. Nizkorodova1, N.S. Polimbetova1, B.K. Iskakov1, 2

1 M.A. Aitkhozhin Institute of Molecular Biology and Biochemistry, Almaty, Kazakhstan
2 Institute of Plant Biology and Biotechnology, Almaty, Kazakhstan 

 e-mail: andrzhig@gmail.com

Abstract. Ribosomal protein S6 (RPS6) is the only phosphorylatable protein of the eukaryotic 40S ribosomal subunit. 
Ribosomes with phosphorylated RPS6 can selectively translate 5’TOP-(5’-terminal oligopyrimidine)-containing mRNAs 
that encode most proteins of the translation apparatus. The study of translational control of 5’TOP-mRNAs, which are 
preferentially translated when RPS6 is phosphorylated and cease to be translated when RPS6 is de-phosphorylated, 
is particularly important. In Arabidopsis thaliana, AtRPS6 is phosphorylated by kinase AtRPS6K2, which should in turn 
be phosphorylated by upper level kinases (AtPDK1 – at serine (S) 296, AtTOR – at threonine (T) 455 and S437) for full 
activation. We have cloned AtRPS6K2 cDNA gene and carried out in vitro mutagenesis replacing codons encoding 
S296, S437 and T455 by triplets of phosphomimetic glutamic acid (E). After the expression of both natural and mu-
tated cDNAs in Escherichia coli cells, two recombinant proteins were isolated: native AtRPS6K2 and presumably con-
stitutively active AtRPS6K2(S296E, S437E, T455E). The activity of these variants was tested in vitro. Both kinases could 
phosphorylate wheat (Triticum aestivum L.) TaRPS6 as part of 40S ribosomal subunits isolated from wheat embryos, 
though the non-mutated variant had less activity than phosphomimetic one. The ability of recombinant non-mutated 
kinase to phosphorylate TaRPS6 can be explained by its phosphorylation by bacterial kinases during the expression 
and isolation steps. The phosphomimetically mutated AtRPS6K2(S296E, S437E, T455E) can serve as a tool to investigate 
preferential translation of 5’TOP-mRNAs in wheat germ cell-free system, in which most of 40S ribosomal subunits have 
phosphorylated TaRPS6. Besides, such an approach has a biotechnological application in producing genetically modi-
fied plants with increased biomass and productivity through stimulation of cell growth and division.
Key words: wheat (Triticum aestivum); S6 protein (TaRPS6) of 40S ribosomal subunits; Arabidopsis thaliana; RPS6- 
kinase 2 (AtRPS6K2); phosphomimetic mutation; TaRPS6 phosphorylation.
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Аннотация. Рибосомный белок S6 (RPS6) – единственный белок 40S субчастиц эукариотических рибосом, спо-
собный фосфорилироваться. Рибосомы с фосфорилированным RPS6 могут селективно транслировать 5’TOP 
(5’-terminal oligopyrimidine)-содержащие мРНК, которые кодируют большинство белков трансляционного аппа-
рата клеток. Исследование трансляционного контроля 5’TOP-мРНК, которые преимущественно транслируются, 
когда RPS6 фосфорилирован, и перестают транслироваться, когда RPS6 дефосфорилируется, является особен-
но важным. В клетках Arabidopsis thaliana AtRPS6 фосфорилируется киназой AtRPS6K2, для активации которой, 
в свою очередь, требуется ее фосфорилирование киназами верхнего уровня (AtPDK1 – по серину (S) 296, AtTOR 
– по треонину (T) 455 и также по S437). Мы клонировали кДНК-ген AtRPS6K2 и провели его мутагенез in vitro, заме-
нив кодоны S296, S437 и T455 на триплеты, кодирующие фосфомиметическую глутаминовую кислоту (E). После 
экспрессии обеих кДНК в клетках Escherichia coli были выделены два рекомбинантных белка: немутированный 
вариант – AtRPS6K2 и мутированный вариант – AtRPS6K2(S296E, S437E, T455E), предположительно, находящийся 
в стабильно активном состоянии. Активность этих киназ была протестирована in vitro. Показано, что обе киназы 
способны фосфорилировать рибосомный белок TaRPS6 в составе 40S рибосомных субчастиц, выделенных из 
зародышей пшеницы (Triticum aestivum L.), но активность нативной киназы была ниже в сравнении с ее фосфо-
миметической формой. Способность рекомбинантной нативной киназы фосфорилировать TaRPS6 может быть 
объяснена ее фосфорилированием бактериальными киназами на стадиях экспрессии и выделения. Фосфоми-
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метически мутированная киназа AtRPS6K2(S296E, S437E, T455E) может служить удобным средством для исследо-
вания избирательной трансляции 5’TOP-содержащих мРНК в бесклеточной системе из зародышей пшеницы, в 
которой большинство 40S рибосомных субчастиц имеет фосфорилированную форму TaRPS6. Кроме того, такой 
подход может найти биотехнологическое применение для создания генетически модифицированных растений 
с увеличенной биомассой и продуктивностью за счет стимуляции роста и деления клеток.
Ключевые слова: пшеница (Triticum aestivum); белок S6 (TaRPS6) 40S субчастицы рибосом; Arabidopsis thaliana; 
AtRPS6-киназа2; фосфомиметическая мутация; фосфорилирование TaRPS6.

Introduction
Growth and division of cells depending on the availability of 
nutrients, energy resources, as well as responding to internal 
and external stimuli are coordinated by signaling system based 
on a multilevel cascade of serine-threonine protein kinases. 
These kinases transmit signals from internal and external 
events to the protein synthesis apparatus, causing inhibition 
or enhancement of protein synthesis (Turck et al., 2004; Wol
ters, Jürgens, 2009; Henriques et al., 2014; Rexin et al., 2015; 
Roustan et al., 2016). The target of rapamycin (TOR) kinase – 
is the master signaling integrator, central hub synchronizing 
cell growth according to the nutrient and energy status as well 
as environmental influences (Caldana et al., 2019). In mam-
mals, TOR forms two functionally distinct protein complexes: 
mTORC1 containing RAPTOR (regulatory-associated protein 
of mTOR), and mTORC2 containing RICTOR (rapamycin-
insensitive companion of mTOR) (Roustan et al., 2016). 
In favorable conditions mTORC1 phosphorylates RPS6K 
(Wolters, Jürgens, 2009; Henriques et al., 2014; Rexin et 
al., 2015). Complete activation of mammalian RPS6K by 
phosphorylation is dependent on another upper level PDK1 
kinase (Otterhag et al., 2006). The fully activated RPS6K in 
turn phosphorylates the S6 ribosomal protein (RPS6) (Williams 
et al., 2003).

At transcriptional level, phosphorylation of pRPS6 in nuc-
leolus leads to activation of rRNA gene promoter and ribo-
somogenesis (Ren et al., 2011; Kim et al., 2014). In cytosol, 
RPS6 phosphorylation promotes the selective translation 
of special group of cellular mRNAs, containing 5′-terminal 
oligo-pyrimidine tract (5′TOP) in their 5′-untranslated regions 
(5′UTRs) (Meyuhas, Kahan, 2015). The number of these 
5′TOP-containing mRNAs, according to various estimates, 
ranges from one hundred to two hundred and forty (Turck et 
al., 1998; Meyuhas, Kahan, 2015). They encode almost all the 
proteins of the translation apparatus (all ribosomal proteins, all 
elongation factors and many of the translation initiation factors, 
poly(A)-binding proteins, etc.) (Turck et al., 1998), as well as 
other protein families associated with lysosome functions, me-
tabolism and proliferation (Meyuhas, Kahan, 2015).

As in yeast and animals, TOR kinase is involved in control-
ling plant growth and cell division (Ryabova et al., 2019). But in 
plants, only orthologs of genes encoding mTORC1 were found 
(Xiong, Sheen, 2015; Wu et al., 2019). No clear orthologs of the 
RICTOR have yet been found in plants (Xiong, Sheen, 2015; 
Ryabova et al., 2019). TOR proteins are highly conserved in 
eukaryotes. For example, in A. thaliana and Homo sapiens 
they share 73 % amino acid sequence identity in the kinase 
domains (Xiong, Sheen, 2015). 

Although functioning of this main regulator of cell pro-
cesses has been well studied in other eukaryotes, knowledge 
of the regulation of translation and gene expression in plants 
is very limited. Most studies of the regulation of cellular pro-

cess by plant RPS6-kinase were performed on a model object 
A. thaliana containing two very similar forms – At RPS6K1 
and At RPS6K2. It was shown that only At RPS6K2 is able to 
phosphorylate RPS6 (Turck et al., 1998; Werth et al., 2019) 
and stimulate an increase in cell size (Rexin et al., 2015). For 
the complete activation of At RPS6K2, it is necessary that it be 
phosphorylated by pPDK1 kinase (at Ser296), pTOR kinase (at 
Thr455), as well as by one more, unknown, kinase (at Ser437) 
(Turck et al., 1998; Otterhag et al., 2006).

Although pTOR→S6K signaling plays multiple roles in 
translational control (Rexin et al., 2015), mechanisms used by 
TOR kinase to impact global protein synthesis in plants are not 
well understood (Xiong, Sheen, 2015; Ryabova et al., 2019; Wu 
et al., 2019). New data are currently appearing on the involve-
ment of pRPS6K1 in the promotion of translation reinitiation 
of upstream open reading frame (uORF)-containing viral and 
cellular mRNAs via phosphorylation of eIF3h (Schepetilnikov 
et al., 2013) and in regulation of translation initiation under 
energy-deficient conditions via formation of the functional 
eIF4F complex (Lee et al., 2017). Nevertheless, the role of 
plant pRPS6K2 and pRPS6 phosphorylation in translation 
regulation in the cytosol remains unclear (Xiong, Sheen, 2015; 
Ryabova et al., 2019; Wu et al., 2019).

It is practically impossible to control the multiple and simulta
neous phosphorylation of At RPS6K2 kinase by the kinases of the 
upper regulatory level for experimental purposes. Therefore, we 
decided to use a different approach to achieve the phosphory-
lation of plant RPS6 using the mutated form of At RPS6K2, 
which should be stably active. We have cloned the AtRPS6K2 
cDNA gene and performed in vitro mutagenesis of this cDNA 
by replacing codons encoding serines at positions 296 and 437, 
as well as threonine at position 455 with triplets encoding the 
phosphomimetic amino acid – glutamic acid. After expression 
of non-mutated and mutated cDNA gene in E. coli cells the na-
tive At RPS6K2 and the phosphomimetic At RPS6K2(S296E, 
S437E, T455E) recombinant protein was obtained. The second 
one is expected to have stable kinase activity, regardless of the 
upper-level kinases, that could be used as a unique tool for the 
artificial phosphorylation of TaRPS6 in a wheat germ cell-free 
translation system. Mutated version of cDNA gene encoding 
the constantly active form of AtRPS6K2 may also be used to 
obtain genetically modified plants with increased productivity, 
earlier ripening and a higher rate of biomass accumulation.

Materials and methods
Cloning of AtRPS6K2 cDNA gene. The total RNA was iso-
lated from A. thaliana (Col-0 ecotype) leaves using Tri-reagent 
(Sigma). The reverse transcription reaction was performed 
using Maxima Reverse Transcriptase (Thermo) and ‘AtS6K2-
rev-3UTR’ primer (5′-GAATTCGAGAAATAGGTTTCTTC 
AAACAACCGTTGATTTTG), which allowed to differentiate 
At RPS6K2 from At RPS6K1 mRNAs. RT-PCR was per
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formed in 25 μl reaction using Phusion High-fidelity DNA 
polymerase (Thermo), 0.2 pM primers ‘Nde-AtS6K2-for’ 
(5′-  GGGCGAATTGGGTCATATGGTTTCTTCTCAGTG) 
and ‘AtS6K2-Xho-rev’ (5′-AAACTCGAGCTACAAGTTG 
GATGTGGTCCGATGA) and 2.5 μl of RT-reaction mixture. 
Temperature regime: stage 1–5 min at 94 °C, 1 cycle; stage 
2–10 s at 98 °C, 20 s at 49 °C, 45 s at 72 °С, 4 cycles; stage 
3–10 s at 98 °C, 20 s at 52 °C, 45 s at 72 °С, 30 cycles; stage 
4–5 min at 72 °C, 1 cycle. The PCR product (~1425 bp) 
was digested with NdeI/XhoI and cloned into pET19b vec-
tor digested with the same enzymes resulting ‘Pet19b-His-
At RPS6K2’ plasmid.

Mutagenesis. In vitro mutagenesis was performed in three 
steps using QuikChange II Site-Directed Mutagenesis Kit 
(Agilent technologies) according to the manufacturer’s pro-
tocol. At the first step ‘Pet19b-His-AtRPS6K2’ plasmid was 
amplified entirely using Pfu Ultra High-Fidelity DNA poly-
merase (Thermo) and complementary primers: ‘S296-Glu-dir’ 
(5′-AAACACAAGATCAAACGAAATGTGTGGGACTA 
CGGA) and ‘S296-Glu-rev’ (5′-TCCGTAGTCCCACACAT 
TTCGTTTGATCTTGTGTTT) containing corresponding 
nucleotide substitutions. Temperature regime: stage 1–30 s at 
95 °C, 1 cycle; stage 2–30 s at 95 °C, 1 min at 55 °C, 7 min 
30 s at 68 °C, 18 cycles. The reaction mixture was further 
treated with restriction enzyme DpnI, which cleaves methyl-
ated DNA into fragments at 5′-Gm6ATC-3′ sequences. Since 
the original plasmid was methylated (dam+ E. coli strain DH5 
was used for plasmid enrichment), the restriction enzyme 
DpnI had cleaved the original non-mutated plasmid, whereas 
‘Pet19b-His-AtRPS6K2(S296E)’ plasmid synthesized during 
PCR-step remained intact. Subsequently, the competent E. coli 
cells (XL1-Blue strain) were transformed with the reaction 
mixture. Another two mutagenesis steps for the production of 
‘Pet19b-His-At RPS6K2(S296E, S437E)’ and ‘Pet19b-His-
At RPS6K2(S296E, S437E, T455E)’ plasmids were done in 
the same manner using ‘S437-Glu-dir’ (5′-ACATGTCTGTT 
TTGGATGAACCAGCAAGTAGTCCCA)/‘S437-Glu-rev’ 
(5′-TGGGACTACTTGCTGGTTCATCCAAAACAGAC 
ATGT) or ‘T455-Glu-dir’ (5′-ACCCTTTTACAAACTTCG
AATACGTCAGGCCTCCTCA)/‘T455-Glu-rev’ (5′-TGAG 
GAGGCCTGACGTATTCGAAGTTTGTAAAAGGGT) 
primers respectively. Resulting DNA-constructs were used 
as templates for the next in vitro mutagenesis step. The in-
serts cloned into the recombinant plasmids were sequenced 
from both ends by the dideoxy chain termination method 
using Big Dye Terminator v.3.1 sequencing kit (Thermo) on 
the 310 genetic analyzer (Applied Biosystems) according to 
manufacturer’s recommendations.

Expression and purification of recombinant proteins. 
E. coli strain BL21(DE3) cells transformed with recombinant 
‘Pet19b-His-AtRPS6K2’ or ‘Pet19b-His-At RPS6K2(S296E, 
S437E, T455E)’ plasmid were grown in 100 ml of LB me-
dium containing ampicillin (100 μg/ml) at 30 °C to A600 
of 0.5 unit. The expression of recombinant proteins was 
induced by 0.8 mM isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside 
(IPTG) at 30 °C for 4 h. Cells were collected by centrifuga-
tion, resuspended in His-buffer (50 mM NaH2PO4, 300 mM 
NaCl, pH 8.0) containing 10 mM imidazole, and then lysed 
by addition of lysozyme (1 mg/ml) and sonication. The cell 
debris was removed by centrifugation at 10000 g for 20 min 

at 4 °C. Supernatant was combined with PerfectPro Ni–NTA 
resin suspension (5-Prime), shaken at 4 °C for 1 h followed 
by flow throw in column. The resin was washed twice by 
His-buffer containing 20 mM imidazole at 4 °C. His-tagged 
proteins bound to the resin were eluted with His-buffer con-
taining 250 mM imidazole and dialyzed against dialysis buffer 
(20 mM TrisAc, 90 mM KAc, 2.5 mM Mg(OAc)2, pH 7.6) at 
4 °C for 12 h. Dialyzed proteins were concentrated by centrifu-
gation in 10,000 MWCO HY columns (Sartorius) according 
to the manufacturer’s instructions. Protein concentration was 
estimated by the Bradford protein assay (Bradford, 1976).

Gel-electrophoresis. Proteins were separated by standard 
SDS-PAGE in Tris-Glycine gel system (12.5 % T, 0.5 % C 
separating gel; 5.2 % T, 2.5 % C stacking gel) according to 
U.K. Laemmli (1970). After electrophoresis, the gels were 
fixed and stained in PageBlue Protein Staining Solution 
(Thermo) or subjected to semi-dry blotting in transfer buffer 
(102 mM glycine, 25 mM Tris base, 20 % (v/v) ethanol) for 
1 h at 0.8 mA/cm2 and 20 V using 0.22 μm pore NitroBind 
nitrocellulose membranes (GVS). 

Western blotting. For immunodetection of His-At RPS6K2 
and His-At RPS6K2(S296E, S437E, T455E) proteins, the blots 
were first ‘blocked’ by submerging them in blocking solu-
tion (TBST buffer (20 mM Tris-HCl; 150 mM NaCl, 0.05 % 
(v/v) Tween 20, pH 7.5) containing 5 % skim milk) for 1 h at 
25 °C with gentle shaking. The blots were then incubated with 
Penta-His mouse antibodies (5 Prime) diluted (1: 2,000) in the 
blocking solution for 1 h at 25 °C, thoroughly washed three 
times with TBST buffer, and incubated for 1 h at 25 °C with 
horseradish peroxidase-conjugated goat anti-mouse antibo
dies (Santa Cruz) diluted (1: 2,000) in blocking solution. After 
double washes in TBST and double washes in TBS, the blots 
were chemiluminescence developed using Chemilumines-
cent Peroxidase Substrate-3 detection reagents (Sigma). An 
image of the membrane was then produced on X-ray film. 
Monoclonal Anti-Phosphoserine Mouse Antibodies (Sigma) 
and Monoclonal Anti-Phosphothreonine Mouse Antibodies 
(Sigma) were used as 1st antibodies (at 1:300 dilution in TBST 
containing 5 % BSA) for the detection of phosphorylation 
status of proteins. 

40S ribosomal subunits isolation. 40S ribosomal subunits 
were isolated from wheat (T. aestivum L., Kazahkstanskaya-10 
cultivar) embryos, purified from endosperm, as described pre-
viously for ribosomal subunits isolation from human placenta 
(Matasova et al., 1991) with the ratio of buffer to embryos of 
6:1. It was considered that 1 A260 unit corresponds to 50 pmol 
of 40S subunits.

Kinase assay. The reaction mixture in 20 μl contained 
20 mM TrisAc (pH 7.6), 90 mM KAc, 2.5 mM Mg(OAc)2, 
1 mM DTT, 10 pmol of 40S ribosomal subunits, 0.1 mM ATP. 
Purified His-At RPS6K2 or His-At RPS6K2(S296E, S437E, 
T455E) were added in amount of 2.5 ng/μl. The mixtures were 
incubated for 20 min at 26 °C.

Results
Cloning and mutagenesis of AtRPS6K2 cDNA gene. A total 
RNA preparation was isolated from A. thaliana, and reverse 
transcription was performed using ‘AtS6K2-rev-3UTR’ 
primer, complementary to 3´UTR of AtRPS6K2 mRNA, but 
not AtRPS6K1 mRNA, allowing to discriminate between 
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them. Then, AtRPS6K2 cDNA was amplified by RT-PCR and 
cloned into pET19b vector. According to sequencing analysis, 
AtRPS6K2 cDNA corresponded to #AT3G08720 (GeneBank) 
sequence.

Thus obtained ‘Pet19b-His-AtRPS6K2’ plasmid was mu
tated in vitro in three steps to introduce three phosphomi-
metic mutations into AtRPS6K2 cDNA. At the first step, the 
TCC triplet encoding serine at position 296 was replaced by 
the GAA triplet, which encodes glutamic acid that imitates 
phosphorylated serine. In a second step, the TCT triplet 
of obtained mutated AtRPS6K2(S296E) cDNA encoding 
serine at position 437 was mutated to GAA triplet to form 
AtRPS6K2(S296E, S437E) cDNA. In the third step, the ACA 
triplet of AtRPS6K2(S296E, S437E) cDNA encoding threonine 
at position 455 was replaced by the GAA triplet to form the 
mutated AtRPS6K2(S296E, S437E, T455E) cDNA. 

Expression and purification of recombinant kinases. 
AtRPS6K2 and AtRPS6K2(S296E, S437E, T455E) cDNA 
genes were expressed in E. coli cells, then recombinant His-
tagged proteins (His-AtRPS6K2 and His-AtRPS6K2(S296E, 
S437E, T455E) respectively) were isolated using immobilized 
metal ion affinity chromatography (IMAC) followed by im-
munoblotting analysis (Fig. 1). 

Isolated proteins were purified by dialysis and concentrated. 
Preparations isolated under native conditions contained a 
certain amount of impurity polypeptides. Content of recom-
binant proteins in preparations was corrected according to 
densitometric analysis data (by ImageJ 1.42). The yield of 
purified and concentrated full-length recombinant proteins 

His-AtRPS6K2 and His-At RPS6K2(S296E, S437E, T455E) 
was 5.22 mg and 4.52 mg per L of media respectively.

Testing the activity of recombinant kinases. Both forms of 
kinase (the intact one and that carrying three phosphomimetic 
substitutions) were tested for their ability to phosphorylate 
TaRPS6 in the composition of 40S ribosomal subunits isolated 
from wheat embryos. The phosphorylation state of proteins 
was tested using monoclonal antibodies against phosphoserine 
(Fig. 2). 

As can be seen from the data presented in Fig. 2, both 
kinases are able to phosphorylate the plant ribosomal protein 
S6 (TaRPS6) in composition of 40S ribosomal subunits, 
although activity of His-At RPS6K2(S296E, S437E, T455E) 
is obviously higher than that of non-mutated His-At RPS6K2 
(compare tracks 4 and 5 with tracks 2 and 3, respectively in 
Fig. 2). In wheat germ, there are at least two forms of the S6 
ribosomal protein (A and B); therefore, two bands are observed 
(see e. g. track 5 in Fig. 2).

Initially, we expected that non-mutated kinase should have 
no activity since for its activation in plant cells phosphory-
lation at three sites is required by upper-level kinases. The 
phosphorylation state of purified recombinant kinases was 
checked using monoclonal antibodies against phosphoserine 
and phosphothreonine (Fig. 3).

As can be seen from the data presented in Fig. 3, the 
non-mutated recombinant His-At RPS6K2 kinase produced 
in E. coli cells was phosphorylated both at serine residues 
(track  1 in Fig. 3, a) and threonine residues (track 1 in 
Fig. 3, b). Thus, some bacterial kinases were able to phos-
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Fig. 1. Electrophoregrams (at the left) and western blot analysis (at the right) of recombinant proteins from different fractions  
of IMAC chromatography.
a – His-AtRPS6K2; b – His-AtRPS6K2(S296E, S437E, T455E). Left panels represent 12.5 % PAA-gels stained with Coomassie G250; right 
panels represent X-ray films developed after exposure with immunoblotting membranes (Penta-His Ab were used as the first antibodies). 
Tracks: М – protein markers; N – negative control (lysate of bacteria containing empty pET19b vector); L – lysate of bacteria synthesizing 
recombinant proteins; LF – proteins of wash-through fractions after loading of bacterial lysates onto Ni-NTA agarose; W – proteins eluted 
from Ni-NTA agarose with His-buffer containing 20 мМ of imidazole; E1, E2, E3 – proteins eluted from Ni-NTA agarose with His-buffer 
containing 250 мМ of imidazole.
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phorylate His-At RPS6K2 protein resulting in its activation. 
It should be noted that certain non-mutated serine residues 
of mutated His-At RPS6K2(S296E, S437E, T455E) recom-
binant kinase were also phosphorylated (track 2 in Fig. 3, a), 
although  this kinase was not phosphorylated at threonine 
residues (track 2 in Fig. 3, b).

Discussion
The interest in studying the mechanisms of TOR-mediated 
regulation of mRNA translation in plants is high because other 
mechanisms of regulation of protein biosynthesis, which are 
well described for mammals and yeast, either do not work or 
function within very narrow limits in plants. Indeed, in plant 
cells eIF4E binding proteins (eIF4E-BPs) were not found, and 
there are no genes for these proteins in plant genome (Imma
nuel et al., 2012). The mechanism of translation suppression 
by phosphorylation of peEF2 is not realized in plants. Then, 
out of four protein-kinases (PKR, HCR, PERK, GCN2) that 
phosphorylate α-subunit of meIF2 in mammalian cells, only 
pGCN2-kinase was detected in plants, that can be activated 
under several but not all stresses. Moreover, it was shown, 
that factor eIF2B is not necessary for cyclic functioning of 
plant peIF2 (Shaikhin et al., 1992), and neither its biochemi-
cal activity nor peIF2B-like factor orthologs were detected in 
plants till now (Immanuel et al., 2012). These circumstances 
make the TOR system one of the few currently known effec-
tive regulators of protein biosynthesis in plants. 

Having obtained the constitutively active protein kinase 
At RPS6K2(S296E, S437E, T455E) with phosphomimetic 
substitutions of key amino acids, we acquire a convenient 
tool that allows to considerably increase phosphorylation 
of TaRPS6 in the composition of 40S ribosomal subunits in 

wheat germ cell-free system. This allows studying important 
mechanisms of preferential translation of a specific group 
of cellular 5′TOP-containing mRNAs, which is preferably 
translated when pRPS6 is phosphorylated and ceases to be 
translated when RPS6 is de-phosphorylated (Williams et al., 
2003). In addition to fundamental interest the use of cDNA en-
coding constitutively active RPS6-protein kinase would open 
novel routes for increasing crop yield through stimulation of 
ribosomogenesis and subsequent growth and division of plant 
cells. It is known that augmented expression of the At TOR 
gene results in a dose-dependent decrease or increase, in organ 
and cell size, seed production (Deprost et al., 2007; Enganti 
et al., 2017; Bakshi et al., 2019). In addition to regulating the 
protein synthesis process, TOR acts as a master regulator of 
the cell cycle, coordinator of rRNA transcription, activation of 
ribosomal protein genes, ribosome assembly (Shi et al., 2018) 
and may also regulate long non-coding RNAs (lncRNAs) 
expression (Song et al., 2019). Therefore, artificial increas-
ing of TOR gene expression in plant cells can lead to serious 
undesirable consequences while using of AtRPS6K2(S296E, 
S437E, T455E) cDNA may help to avoid these complications.

Conclusion
We have cloned the AtRPS6K2 cDNA gene encoding kinase 2 
of ribosomal protein S6 from A. thaliana and performed its 
mutagenesis to obtain the AtRPS6K2(S296E, S437E, T455E) 
kinase containing phosphomimetic substitutions. Such mu-
tated enzyme with constant RPS6-kinase activity may be used 
to study specific molecular mechanisms mediating efficient 
translation of 5′TOP-mRNAs depending on phosphorylation 
of RPS6 in plant cells. At the same time, the cDNA gene 
AtRPS6K2(S296E, S437E, T455E) may be used to obtain 
genetically modified plants with increased productivity and 
earlier ripening.
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Рекомбинантный укороченный белок TNF-BD 
вируса натуральной оспы проявляет  
специфическую фармакологическую активность 
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Аннотация. Фактор некроза опухолей (TNF) – один из основных цитокинов, медиаторов иммунной системы, 
обеспечивающих защиту организма человека от вирусных инфекций. В процессе эволюции антропогенный 
вирус натуральной оспы (Variola virus, VARV) освоил эффективные механизмы преодоления иммунологических 
барьеров человека, кодируя в своем геноме белки, способные взаимодействовать с рецепторами цитокинов 
организма-хозяина, блокируя таким образом их активность. В частности, ген G2R этого вируса кодирует белок 
CrmB, который эффективно связывает TNF человека и мышей. При этом данный белок является двухдоменным 
и наряду с TNF-связывающим N-концевым доменом содержит С-концевой хемокин-связывающий домен. При 
использовании методологии молекулярного клонирования нами ранее получен рекомбинантный бакулови-
рус, продуцирующий в клетках насекомых рекомбинантный белок CrmB вируса натуральной оспы (VARV-CrmB), 
и показан его TNF-нейтрализующий потенциал в различных тестах in vitro и in vivo. С целью снижения иммуноген-
ности этого вирусного белка при его многократном введении для терапии хронических воспалительных забо-
леваний получена рекомбинантная плазмида, направляющая в клетках Escherichia coli биосинтез укороченного 
однодоменного TNF-связывающего (TNF-BD) белка VARV. Методом металл-хелатной аффинной хроматографии 
из клеток выделен рекомбинантный белок TNF-BD. Терапевтический потенциал белка TNF-BD изучен в экспе-
риментальной модели септического шока, индуцированного в организме мышей введением бактериального 
липополисахарида (ЛПС). После индукции септического шока животным вводили разные дозы рекомбинантно-
го белка TNF-BD и регистрировали их гибель в течение 7 сут. Все мыши, не получавшие препарат белка TNF-BD 
после инъекции ЛПС, погибли через 3 сут, а в группах животных, которым вводили TNF-BD, в зависимости от 
дозы этого белка выжили 30, 40 или 60 % мышей. Результаты исследования демонстрируют наличие специфи-
ческой фармакологической активности у рекомбинантного белка TNF-BD, синтезированного в бактериальных 
клетках, в мышиной модели ЛПС-индуцированного септического шока.
Ключевые слова: белок VARV-CrmB; вирус натуральной оспы; ЛПС; септический шок; TNF-связывающий домен.
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белок TNF-BD вируса натуральной оспы проявляет специфическую фармакологическую активность в экспе-
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Recombinant short TNF-BD protein from smallpox virus 
is pharmacologically active in an experimental septic shock model
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Abstract. Tumor necrosis factor (TNF) is one among the key cytokines that mediate the immune system to protect 
humans against viral infections. Throughout evolution, anthropogenic Variola virus (VARV) has developed effective 
mechanisms to overcome human defense reactions. The viral genome encodes soluble proteins imitating the struc-
ture of cellular cytokine receptors. These proteins compete with cellular receptors for cytokine binding, thus block-
ing the antiviral immune response. In particular, the G2R gene of VARV encodes the TNF decoy receptor, VARV-CrmB 
protein. This protein consists of N-ended TNF-biding (TNF-BD) and C-ended chemokine binding (Ch-BD) domains. 
Recombinant VARV-CrmB protein has been produced in insect cells using molecular cloning methods and its TNF neu-
tralizing activity has been shown in vitro and in vivo. To decrease the immunogenicity of this protein, a recombinant 
plasmid coding for shortened TNF-BD protein of VARV in Escherichia coli cells has been constructed. Using the method 
of immobilized metal affinity chromatography, recombinant TNF-BD protein corresponding to the TNF-biding domain 
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Variola virus protein TNF-BD  
is pharmacologically active against septic shock

of VARV-CrmB protein was purified from E. coli cells. The therapeutic potential of TNF-BD was studied using an experi-
mental model of LPS-induced septic shock. After septic shock induction, several doses of recombinant TNF-BD were 
injected and the mortality of experimental animals was observed during 7 days. All mice not injected with TNF-BD 
had been dead by day 3 of the experiment, but 30, 40 and 60 % of the experimental animals, who received different 
TNF-BD doses, survived in a dose-dependent manner. Data obtained demonstrate that recombinant TNF-BD protein is 
pharmacologically active in the experimental model of LPS-induced septic shock.
Key words: VARV-CrmB protein; variola virus; LPS; septic shock; TNF-biding domain.
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Введение
В процессе коэволюции у вируса натуральной оспы (ВНО) 
появились многочисленные эффективные механизмы 
преодоления иммунологических барьеров человека. 
В  частности, вирусный геном детерминирует синтез 
секретируемых белков, имеющих структурное сходство 
с клеточными рецепторами цитокинов. Вирусные белки 
функционируют как связывающие цитокины рецепторы, 
блокируя таким образом их активность (Shchelkunova, 
Shchelkunov, 2016). Способность вирусных белков эффек-
тивно взаимодействовать с иммунной системой человека 
открывает перспективу их использования для разработки 
иммуномодулирующих терапевтических средств нового 
поколения. 

Некоторые TNF-блокаторы – Remicade® (Centocor, Inc., 
Malvern, PA, США), Enbrel® (Immunex Corp, Seattle, WA, 
США), Humira™ (Abbott Laboratories, Abbott Park, IL, 
США), действующим началом которых являются моно-
клональные антитела или химерные белки, состоящие 
из TNF-рецепторных и иммуноглобулиновых доменов, 
прошли клинические испытания и разрешены для при-
менения в медицинской практике, но не один из пере-
численных препаратов не оказался эффективным против 
септического шока (Monaco et al., 2015). Продемонстри-
рованная in vivo и in vitro высокая TNF-нейтрализующая 
активность белка VARV-CrmB вируса натуральной оспы 
(Gileva et al., 2006; Shchelkunova, Shchelkunov, 2016) 
позволяет надеяться, что основой терапевтических пре-
паратов нового поколения может стать этот белок.

Эндотоксический шок, индуцированный липополиса-
харидом (ЛПС) грамотрицательных бактерий (реакция 
Шварцмана), – широко используемая экспериментальная 
модель септического шока (Leturcq et al., 1995; Lamping 
et al., 1998; Fei et al., 2011). Введение рекомбинантного 
белка VARV-CrmB мышам с ЛПС-индуцированным сеп-
тическим шоком приводило к достоверному увеличению 
выживаемости мышей и отчетливому снижению гисто-
патологических изменений внутренних органов по срав-
нению с контрольными животными (Gileva et al., 2006).

Полноразмерный рекомбинантный белок VARV-CrmB 
имеет молекулярную массу 47 кДа, и в его структуре вы
деляют N-концевой TNF- (TNF-BD) и С-концевой хемо-
кин-связывающий (Сh-BD) домены (Alejo et al., 2006). 
С целью уменьшения иммуногенности рекомбинантного 
белка VARV-CrmB ранее нами получен его укороченный 
однодоменный вариант TNF-BD. Показаны биологическая 
активность белка TNF-BD in vitro (ингибирование как 
цитотоксичности TNF для культуры клеток фибробластов 

мыши L929, так и TNF-индуцированной окислительно-
метаболической активности лейкоцитов крови мышей) 
(Цырендоржиев и др., 2014; Трегубчак и др., 2015), а так
же пониженная иммуногенность относительно полнораз-
мерного белка (Непомнящих и др., 2017).

Цель настоящего исследования – изучение специфи-
ческой фармакологической активности укороченного 
однодоменного рекомбинантного белка TNF-BD вируса 
натуральной оспы in vivo, а именно – в экспериментальной 
модели ЛПС-индуцированного септического шока.

Материалы и методы
Реагенты. Для приготовления жидких и твердых пита-
тельных средств использовали бактопептон, дрожжевой 
экстракт и бактоагар (Difco, США), антибиотики ампи
циллин, тетрациклин и канамицин (Sigma, США). Ре-
комбинантную плазмидную ДНК выделяли с помощью 
набора Qiagen Plasmid Midi Kit (QIAGEN, Германия). 
В работе были применены также реактивы фирмы Sigma 
(США): имидазол, ЛПС Escherichia coli 055:B5, мочевина, 
фенилметилсульфонилфторид (PMSF), IPTG.

Рекомбинантные плазмиды и бактериальные штам­
мы. Рекомбинантная плазмида pQE60-TNF-BD любезно 
предоставлена Т.В. Трегубчак (Трегубчак и др., 2015). 
Для амплификации этой плазмиды использовали штамм 
E. coli XL10-Gold (QIAGEN, Германия), а для нара-
ботки рекомбинантного белка TNF-BD – штамм E. coli 
SG13009[pRep4] (QIAGEN, Германия). Компетентные 
клетки E. coli XL10-Gold и E. coli SG13009 получали по 
методу (Mandel, Higa, 1970).

Бактериальные среды. Для культивирования штамма 
E. coli SG13009[pRep4], содержащего pQE60-TNF-BD, ис-
пользовали стандартную LB-среду (Sambrook et al., 1985).

Электрофорез, хроматография. Фракционирование 
белков проводили в SDS-ПААГ по стандартной методике 
(Laemmli, 1970), с помощью маркеров молекулярных масс 
белков PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder (Thermo 
Scientific, США) (11, 17, 28, 36, 55, 72, 95, 130, 250 кДа). 
Металл-хелатную афинную хроматографию проводили, 
используя Ni-NTA агарозу (QIAGEN, Германия), на ко-
лонке объемом 1 мл. Концентрацию белка определяли по 
методу (Bradford, 1976).

Животные. В эксперименты брали самок мышей 
линии BALB/c с массой тела 19–21 г (возраст 8–9 нед), 
полученных из вивария Государственного научного 
центра вирусологии и биотехнологии «Вектор» Роспо-
требнадзора (Кольцово, Новосибирская область, Россия). 
Мышей содержали при естественном световом режиме и 
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постоянном доступе к воде и пище. Животных выводили 
из эксперимента в соответствии с правилами, принятыми 
Европейской конвенцией по защите животных, исполь
зуемых для экспериментальных целей.

Результаты
Наработка рекомбинантного белка TNF-BD. Для полу-
чения инокулятов были взяты индивидуальные колонии 
Apr-, Kmr-, Tcr-трансформантов E. coli SG13009[pRep4]. 
Инокулят разводили свежим L-бульоном (1:50), содержа-
щим 100 мкг/мл ампициллина и по 30 мкг/мл канамицина 
и тетрациклина. Бактериальную культуру инкубировали 
при 37 °С и интенсивной аэрации до достижения оптиче-
ской плотности культуры А550 = 0.3–0.5, затем добавляли 
индуктор IPTG до концентрации 1 мМ (продолжитель-
ность индукции 4 ч). Клетки собирали низкоскоростным 
центрифугированием и ресуспендировали в 5 мл буфера 
следующего состава: 10 % сахароза, 100 мМ Трис-HCl, 
pH 7.3, 5 мМ ЕДТА, 20 мкг/мл PMSF. Затем бактериальные 
клетки разрушали ультразвуком на установке Soniprep 
(MSE, США; 10 циклов по 1 мин с интервалами между 
циклами в 30 с). Как было показано ранее (Трегубчак и 
др., 2015), рекомбинантный белок TNF-BD синтезируется 
в клетках E. coli в виде «телец включения». Для выделения 
целевого продукта тельца включения солюбилизовали в 
буфере А (100 мМ NaH2PO4, 10 мМ Трис-НCl, pH 8.0, 
300 мМ NaCl, 10 мМ имидазол, 6 М мочевина) и суперна-
тант наносили на колонку с Ni-NTA агарозой (V = 1 мл), 
уравновешенную 5 мл этого же буфера. Колонку про-
мывали (2 мл × 3) буфером В (100 мМ NaH2PO4, 10 мМ 
Трис-НCl, pH 6.3, 300 мМ NaCl, 20 мМ имидазол, 6 М 
мочевина) и элюировали целевой продукт буфером  С 
(100 мМ NaH2PO4, 10 мМ Трис-НCl, pH 8.0, 300  мМ 
NaCl, 250 мМ имидазол) (0.3 мл × 5). Фракции выделе-
ния анализировали в 10 % ПААГ. Результаты выделения 
представлены на рис. 1. Фракции, содержащие целевой 
продукт, объединяли. Таким образом, был выделен пре-
парат рекомбинантного белка TNF-BD, чистота которого, 
по данным электрофореза, составляла около 90 %.

Исследование токсичности рекомбинантного белка 
TNF-BD. Для того чтобы определить способность пре-
парата укороченного однодоменного белка TNF-BD пре
дотвращать взаимодействие мышиного TNF со специфи-
ческими рецепторами эукариотических клеток, изучали 
его активность в тесте нейтрализации цитотоксического 
действия mTNF на культуре клеток мышиных фибробла-
стов L929, как описано в работе (Трегубчак и др., 2015). 
Для определения токсичности рекомбинантного белка 
взяли две группы мышей линии BALB/c (каждая группа 
содержала пять животных). Одной группе вводили вну-
трибрюшинно физиологический раствор, другой – ре-
комбинантный белок в дозе 50 мкг/мышь. Наблюдение 
вели в течение 7 сут, за этот период не было обнаружено 
проявлений токсичности рекомбинантного белка.

Исследование специфической фармакологической 
активности белка TNF-BD в экспериментальной мо­
дели септического шока. Предварительно для мышей 
линии BALB/c была определена доза ЛПС E. coli 055:B5, 
вызывающая гибель 100 % животных (ЛД100 ), равная  
20 мг/ кг веса. Животные были объединены в пять групп 

Рис. 1. Электрофоретическое разделение белков.
а – фракционирование в 10 % SDS-ПААГ лизатов клеток E. coli 
SG13009[pRep4] (дорожка 5) и E. coli SG13009[pRep4, pQE60-TNF-BD] 
(дорожки 2–4) (1 – маркер молекулярных масс белков); б – фракциони-
рование в 12 % SDS-ПААГ фракций выделения рекомбинантного белка 
TNF-BD.
1 – солюбилизированная в буфере А фракция нерастворимых белков 
клеток E. coli SG13009[pRep4, pQE60-TNF-BD]; 2, 3 – нанесение на колонку 
с Ni-NTA агарозы, уравновешенную буфером А; 4, 5 – промывка колонки 
буфером В; 6–10 – элюция целевого продукта буфером С; 11 – маркер 
молекулярных масс белков.

Рис. 2. Выживаемость экспериментальных животных при ЛПС-
индуцированном эндотоксическом шоке после введения рекомби-
нантного белка TNF-BD.
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Variola virus protein TNF-BD  
is pharmacologically active against septic shock

(по 10 особей в группе). Мышам в группах 1–3 внутри
брюшинно вводили рекомбинантный белок TNF-BD в 
дозах 0.2, 2 или 20 мкг/мышь. Через 30 мин этим живот-
ным внутрибрюшинно инъецировали раствор ЛПС E. coli 
(O55:B5) в дозе 1 ЛД100. Группе сравнения (группа 4) 
вводили только ЛПС, а группе отрицательного контроля 
(группа 5) – натрий-фосфатный буфер. После введения 
препаратов мышам регистрировали их гибель в течение 
7 сут. Результаты эксперимента показаны на рис. 2: на 
конец эксперимента выживаемость животных в группе 5 
составила 100 %, в группе 4 – 0 %, а в группах 1–3 – 30, 
40 и 60 % соответственно.

Обсуждение
Cигнальная система, активируемая TNF, – один из основ-
ных факторов, обусловливающих развитие воспалитель-
ного процесса. Гиперпродукция TNF может приводить к 
гибели организма в результате развития системной вос
палительной реакции или септического шока. Сепсис и 
септический шок до настоящего времени представляют 
одну из основных проблем здравоохранения. Ежегодно 
они являются причиной смерти более миллиона человек 
(Seymour, Rosengart, 2015). TNF-антагонисты, действую
щим началом которых были моноклональные антитела 
(Infliximab, Adalimumab) или аналог клеточных рецепто-
ров (Etanercept), прошли клинические испытания и раз-
решены для применения в медицинской практике, но не 
один из этих препаратов не проявил терапевтической ак
тивности против септического шока (Monaco et al., 2015). 
Поэтому поиск новых классов соединений, обладающих 
TNF-нейтрализующей активностью, остается актуальной 
проблемой.

Существование вирусных белков, способных связывать 
цитокины и, в частности TNF, блокируя таким образом его 
активность (Shchelkunova, Shchelkunov, 2016), позволяет 
предположить возможность разработки нового поколения 
TNF-антагонистов на основе TNF-связывающего белка 
вируса натуральной оспы (VARV-CrmB). Ранее нами по-
лучен рекомбинантный бакуловирус BVi67, несущий ген 
белка VARV-CrmB, а из инфицированных им клеток на-
секомых линии Sf21 выделен рекомбинантный вирусный 
белок. Рекомбинантный белок VARV-CrmB эффективно 
нейтрализует эффекты TNF в экспериментальных систе-
мах in vitro и in vivo (Gileva et al., 2006). Особенно следует 
подчеркнуть его выраженный терапевтический эффект на 
проявление ЛПС-индуцированного септического шока у 
мышей, что отчетливо снижает гистопатологические из-
менения внутренних органов и достоверно увеличивает 
выживаемость животных (Gileva et al., 2006). Новый 
TNF-антагонист, кроме TNF-нейтрализующего потенциа
ла, должен обладать низкой иммуногенностью, так как 
эффективность применения препарата может быть сниже
на из-за развития иммунного ответа на терапевтический 
белок (Chen et al., 2015; Eng et al., 2015). 

Полноразмерный рекомбинантный белок VARV-CrmB 
(47 кДа) обладает способностью к олигомеризации, это 
может снизить его терапевтический потенциал при по-
вторном или многократном применении. Белок VARV-
CrmB состоит из TNF- и хемокин-связывающего доменов 
(Alejo et al., 2006). Нами сделано предположение, что 

однодоменный укороченный TNF-связывающий белок 
сохранит свою терапевтическую активность и будет об-
ладать существенно меньшей иммуногенностью. Был 
получен бактериальный продуцент укороченного белка 
TNF-BD, соответствующего TNF-связывающему домену 
белка VARV-CrmB, и экспериментально доказана его спо-
собность ингибировать цитотоксичность TNF на клетках 
мышиных фибробластов L929 и TNF-индуцированную 
окислительно-метаболическую активность лейкоцитов 
крови мышей (Цырендоржиев и др., 2014; Трегубчак и 
др., 2015). При этом рекомбинантный TNF-BD проявлял 
сниженную иммуногенность относительно белка VARV-
CrmB при многократном введении экспериментальным 
животным (Непомнящих и др., 2017). 

В настоящем исследовании изучен терапевтический по-
тенциал короткого рекомбинантного однодоменного белка 
TNF-BD в экспериментальной модели септического шока. 
С этой целью белок TNF-BD выделили из клеток E. coli 
методом металл-хелатной аффинной хроматографии, как 
это показано на рис. 1, а и б. При его внутрибрюшинном 
введении мышам линии BALB/c установлено отсутствие 
токсичности. Для мышей этой линии экспериментально 
определена доза ЛПС E. coli (O55:B5), вызывающая 100 %  
гибель животных (ЛД100 ). При внутрибрюшинном вве-
дении ЛПС и белка TNF-BD в нашей работе впервые 
продемонстрирована дозозависимая специфическая фар
макологическая активность низкоиммуногенного укоро
ченного рекомбинантного белка TNF-BD в модели ЛПС-
индуцированного септического шока (см. рис. 2).

Следует отметить, что вопрос правомерности исполь
зования мышиной модели эндотоксимии (реакции Щварц
мана) для выявления новых препаратов для терапии 
септического шока у людей остается дискуссионным. 
Основанием для скептического отношения к мышиной 
модели служат отличия результатов транскриптомных 
анализов, механизмов развития врожденного и приобре-
тенного иммунных ответов, гетерогенность человеческой 
популяции versus гомогенности инбредных линий мышей 
(Efron et al., 2015; Stortz et al., 2017). Не исключено, что 
препараты, проявившие высокую эффективность в мыши-
ной модели сепсиса, не будут эффективными для человека, 
как это случилось с препаратом Centocor (Thayer, 1993). 
Однако простота проведения эксперимента и воспроиз-
водимость результатов делают эту модель незаменимой 
для первичного скрининга TNF-связывающих терапевти-
ческих препаратов. 

Заключение
На основании проведенного исследования можно сделать 
вывод, что рекомбинантный белок TNF-BD вируса нату-
ральной оспы является перспективным для разработки 
нового поколения TNF-антагонистов. Этот белок может 
служить модельным объектом для изучения взаимо-
действия вирусных белков с компонентами иммунной 
системы организма человека. Методами делеционного 
анализа и мутагенеза, рентгеноструктурного анализа, 
компьютерного моделирования возможно идентифициро-
вать в структуре белка TNF-BD аминокислотные остатки, 
осуществляющие взаимодействие с TNF и составляющие 
конкуренцию клеточным рецепторам.
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Определение селекционной ценности коллекционных 
образцов нута (Cicer arietinum L.) методом кластерного анализа
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Аннотация. Оценка генетических ресурсов нута (Cicer arietinum L.) в нетипичной для выращивания зоне (восточная 
часть лесостепи Украины) дает возможность выделить ценный исходный материал для приоритетных направлений 
селекции. В статье представлены результаты кластерного анализа образцов нута Национального центра генетиче-
ских ресурсов растений Украины (НЦГРРУ) по комплексу агрономических характеристик. В период 2005–2017 гг. 
были изучены 653 образца базовой коллекции нута НЦГРРУ: 369 образцов морфотипа kabuli и 284 – desi. Выделены 
152 источника ценных признаков по 11 показателям: засухоустойчивости, устойчивости к аскохитозу, скороспело-
сти (длительности вегетационного периода), урожайности, продуктивности, количеству продуктивных бобов, коли-
честву семян с одного растения, реакции на нитрагинизацию, содержанию белка, крупности семян, разваримости. 
Эти образцы (77 типа kabuli – светлоокрашенные и 75 desi – темноокрашенные) были сгруппированы по комплексу 
ценных хозяйственных признаков с помощью кластерного анализа методом евклидовых расстояний. Результаты 
исследования показали, что представленная выборка состоит из четырех кластеров. В кластере 1 преобладают об-
разцы типа kabuli с оптимальным сочетанием ценных признаков: засухоустойчивость, устойчивость к аскохитозу, 
крупносемянность, высокая урожайность и продуктивность, количество бобов и семян, содержание белка в семе-
нах. В этот кластер вошли стандарты и большинство эталонов, которые характеризуются высокой адаптивностью к 
условиям восточной части лесостепи Украины. Образцы кластера 2 отличаются высокой устойчивостью к аскохи-
тозу, позднеспелостью, мелкосемянностью, низким содержанием белка, средней реакцией на нитрагинизацию и 
высокой продуктивностью за счет большого количества продуктивных бобов и семян с одного растения. Большая 
часть образцов этого кластера – мелкосемянные позднеспелые образцы типа kabuli. Кластер 3 состоит из трех об-
разцов, отличающихся высокой крупностью семян, средним уровнем урожайности, высокой реакцией на нитра-
гинизацию и повышенным содержанием белка при низкой устойчивости к аскохитозу. Кластер 4 объединяет пре-
имущественно образцы морфотипа desi (63 %), среднеспелые со средними показателями урожайности, содержания 
белка и устойчивости к аскохитозу, с невысокой крупностью семян и продуктивностью, низкой разваримостью и за-
сухоустойчивостью. Представители этого кластера – преимущественно источники одного признака – и могут иметь 
узкое применение в специализированных селекционных программах. На основе полученных данных предлагается 
приоритетное использование образцов первого кластера в селекционных программах по созданию сортов нута для 
лесостепной зоны.
Ключевые слова: нут; кластерный анализ; генетические ресурсы; источники ценных признаков; селекция.
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(Cicer arietinum L.) accessions by cluster analysis
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Abstract. Assessment of the genetic resources of chickpea (Cicer arietinum L.) in a zone that is atypical for its cultivation 
(eastern forest-steppe of Ukraine) gives an opportunity to identify valuable starting material for priority breeding areas. The 
article presents the results of a cluster analysis on chickpea accessions from the National Center for Plant Genetic Resources 
of Ukraine (NCPGRU) for a set of agronomic characteristics. In 2005–2017, 653 chickpea accessions from the NCPGRU’s core 
collection were studied: 369 kabuli accessions and 284 desi accessions. One hundred and fifty two sources of valuable traits 
were identified for 11 parameters: drought tolerance, resistance to Ascochyta leaf and pod spot, early ripening (vegetation 
period length), yield, performance, number of productive pods and seed number per plant, response to nitrogenization, 
protein content, seed size, and cooking quality. These accessions (77 kabuli accessions are light-colored and 75 desi ones are 
dark-colored) were grouped by a set of valuable economic characteristics using cluster analysis with the Euclidean distance 
as a measure. The study showed that this sample consisted of 4 clusters. Cluster 1 contained mainly kabuli accessions with 
optimal combinations of valuable traits: drought tolerance, resistance to Ascochyta leaf and pod spot, large seeds, high 
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yield capacity and performance, pod and seed numbers as well as protein content in seeds. This cluster includes standards 
and most of reference varieties, which are well-adapted to the conditions of the eastern forest-steppe of Ukraine. The ac-
cessions of cluster 2 are characterized by high resistance to Ascochyta leaf and pod spot, late ripening, small seeds, low 
protein content, moderate response to nitrogenization, high performance attributed to a large number of productive pods 
and seeds per plant. Most of the accessions of this cluster are small-seeded late-ripening kabuli accessions. Cluster 3 con-
sists of 3 accessions, which have large seeds and high protein content in them, give moderate yields, are highly responsive 
to nitrogenization and poorly resistant to Ascochyta leaf and pod spot. Cluster 4 comprises mainly desi accessions (63 %), 
which are mid-ripening, with small seeds, low performance, moderate yield capacity, medium protein content, poor cook-
ing quality, moderate resistance to Ascochyta leaf and pod spot, and low drought tolerance. Representatives of this cluster 
are predominantly sources of one trait and may have restricted application in specialized breeding programs. Based on the 
data obtained, we concluded that the accessions of cluster 1 were preferable in breeding programs to develop chickpea 
varieties for the forest-steppe zone.
Key words: chickpea; cluster analysis; genetic resources; sources of valuable traits; breeding.
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Введение
Производство нута в мире растет с каждым годом, особен­
но в засушливых регионах, где он является главным ис­
точником белка для населения. Основные факторы, сдер­
живающие распространение нута в Украине, – нехват­
ка  селекционных сортов, пригодных для выращивания 
в условиях различных географических зон страны, кото- 
рые сочетали бы в себе высокое качество семян и устойчи­
вость к воздействию био- и абиотических факторов. Веду­
щие страны по выращиванию нута уже прошли этот путь, 
создали и продолжают создавать пластичные сорта, что 
позволяет расширять регионы их выращивания.

Изучение генетического разнообразия весьма полезно 
при работе с генетическими ресурсами и для селекцион­
ных программ и включает в себя маркировку, идентифи­
кацию и/или удаление дубликатов в генофонде и создание 
сердцевинных коллекций (Aliu et al., 2016).

Нут – это дешевый источник высококачественного 
белка в рационе миллионов людей, который считается 
хорошей альтернативой животному белку для сбалан­
сированного питания. По качеству белок нута уступает 
только белку молока. Это вторая по важности зернобо­
бовая культура в мире, а в некоторых частях, таких, как 
Индийский субконтинент, – первая (Singh et al., 2015). 
В культуре выделяют два основных морфотипа нута: desi 
и kabuli. Семена нута типа desi мелкие, угловатые с тем­
ной окраской семенной оболочки; kabuli – относительно 
крупные, гладкие, желтой, желто-розовой и кремовой  
окраски. 

Семена нута kabuli – более ценные благодаря высо­
кому содержанию белка, пищевых волокон, сложных 
углеводов и минеральных веществ. Нут употребляют в 
разных формах, как с декортикацией (снятие семенной 
оболочки), так и без нее. Использование без декортикации 
включает в себя варку, обжаривание или измельчение до 
пастообразного состояния (например, при изготовлении 
хумуса). Нут типа desi употребляют в измельченном со­
стоянии (dhal) и в виде муки (besan). Нутовая мука в смеси 
с пшеничной или рисовой используется для изготовления 
хлеба (chapati) и в кондитерском производстве (Tripathi et 
al., 2012). Важную роль в значительном распространении 
культуры нута играет его высокая засухоустойчивость. Эта 
особенность позволяет выращивать его в местах риско­
ванного земледелия с ограниченным количеством осад­

ков и получать высокие урожаи ценного пищевого белка. 
В условиях расширения засушливых зон и увеличения 
бездождевых периодов такая особенность культуры рас­
ширяет перспективы ее выращивания. Но для увеличения 
посевных площадей необходимо создание новых сортов 
нута, адаптированных к конкретным условиям. 

По данным Продовольственной и сельскохозяйствен­
ной организации ООН (FAO), внедрение инновационных 
селекционных программ позволило увеличить общую 
урожайность нута с 0.71 т/га в 1996 г. до 0.96 т/га в 2014 г. 
(FAOSTAT, 2016).

На Украине за последние два года производство нута 
выросло с 6.5 до 19.2 тыс. т за счет внедрения в произ­
водство отечественных сортов, таких как Память, Триумф, 
Буджак и Одиссей, с потенциальной урожайностью 1.8– 
2.3 т/га (Кернасюк, 2018). Таких результатов селекционе­
ры Украины смогли достичь благодаря широкому исполь­
зованию генофонда нута, который исследуется в Нацио­
нальном центре генетических ресурсов растений Украины  
(НЦГРРУ, Харьков), его коллекция насчитывает 1897 об­
разцов и представлена на 91 % зарубежными сортами. 
Среди них 134 образца украинского происхождения, из 
которых 38 селекционных сортов. Коллекция нута банка 
генетических ресурсов растений Украины отнесена FАО 
к числу важнейших в мире по объему и разнообразию. 
Все образцы проходят трехлетнее изучение и оценку по 
показателям фенологии, морфологии, устойчивости к 
болезням, качества и химического состава семян, вслед­
ствие чего выделяют источники ценных признаков для 
дальнейшей селекционной работы. По результатам работы 
формируются рабочие, признаковые, генетические и дру­
гие коллекции (The Second Report..., 2010).

Для создания новых сортов важно использование хо­
рошо изученного и подобранного исходного материала. 
Кроме того, многочисленные отечественные и зарубежные 
исследования показывают, что селекционные сорта имеют 
узкую генетическую базу, несмотря на широкий спектр 
образцов нута, имеющихся в генбанках разных стран 
(Акинина, Попов, 2012; Khamassi et al., 2012; Benzohra et 
al., 2013; Вус и др., 2017а). Расширение генетической базы 
путем привлечения новых родительских пар для скрещи­
вания – важный механизм в селекционной работе, но этот 
материал должен быть хорошо изучен и адаптирован к 
определенной климатической зоне. 
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Работа с коллекцией генетических ресурсов растений 
подразумевает исследование большого количества об­
разцов по широкому спектру разнокачественных призна­
ков, что использовали для изучения коллекций кукурузы 
(Kroonenberg et al., 1995), риса (Nandini et al., 2017), че­
чевицы (Шихалиева и др., 2018), нута (Malik et al., 2014) 
и других культур. Для удобства селекционной работы 
различные генотипы классифицируют в кластеры на 
основе генетического разнообразия и проводят оценку 
степени генетической дивергенции между ними. Методы 
кластерного анализа – один из наиболее приемлемых 
инструментов оценки относительного вклада различных 
составляющих признаков в общее разнообразие, коли­
чественной оценки степени дивергенции и выбора гене­
тически разных родителей для получения желательных 
рекомбинантов. Это было успешно осуществлено N. Gupta 
c коллегами, которые исследовали 20 образцов винограда 
по девяти признакам урожайности (Gupta et al., 2017), и 
E.J. Oliveira с коллегами – для анализа генбанка маниоки в 
Бразилии (Oliveira et al., 2016). Применение этого метода 
для оценки селекционного материала на ранних этапах 
селекции дает возможность ускорить процесс создания 
новых сортов (Вильчинская и др., 2017). Он используется 
для анализа агрономических, фенологических и мор­
фологических признаков разных сельскохозяйственных 
культур, для оценки как результатов гибридизации, так 
и разнообразия генофонда (Motavassel, 2013). При реше­
нии поставленной задачи используют разные варианты 
кластерного анализа. Так, L.F. Araújo с коллегами при­
менили несколько вариантов одновременно с помощью 
метода одинарной связи, полной связи, медианы, средней 
связи внутри кластера и средней связи между кластерами 
при оценке 11 образцов хлопчатника и установили, что 
наиболее эффективным был метод средней связи между 
кластерами (Araújo et al., 2014). 

Кластерный анализ широко используется в селекцион­
ной практике при оценке различных культур и сравнении 
их параметров. G. Evgenidis с коллегами применили этот 
метод в работе с исходным материалом томатов (Evgenidis 
et al., 2011). М. Khodadadi в оценке генетического разно­
образия и подбора родительских пар 36 образцов озимой 
пшеницы применил метод евклидовых расстояний и метод 
Варда (Khodadadi et al., 2011). Метод евклидовых рас­
стояний был также взят A. Subramanian и N. Subbaraman 
для группировки 38 образцов кукурузы по 25 признакам, 
что позволило выделить максимально удаленные пары 
для скрещиваний и показало, что географическое проис­
хождение не связано с проявлением изученных признаков 
(Subramanian, Subbaraman, 2010). Работа P.M. Kroonenberg 
с коллегами наглядно демонстрирует эффективность ме­
тодов кластерного анализа для изучения коллекций ре­
сурсов кукурузы (Kroonenberg et al., 1995). 

Для оценки генетического разнообразия пшеницы 
В. Mecha с коллегами применили метод кластерного ана­
лиза и основных компонентов (Mecha et al., 2017). В рабо­
те В. Nandini для оценки 14 агрономических признаков 
у образцов риса был использован метод К-среднего (Nan­
dini et al., 2017). При выделении исходного материала для 
селекции на качество зеленых бобов у фасоли использован 
метод Маханолобиса (Haralayya et al., 2017). А. Kahraman с 

коллегами для группировки 35 образцов фасоли применя­
ли метод евклидовых расстояний, позволяющий оценить 
сходство между образцами и выделить группы подобных 
образцов (Kahraman et al., 2014). Этот же метод был взят 
при анализе результатов исследования основных хозяй­
ственно ценных признаков у образцов чечевицы (Шиха- 
лиева и др., 2018). S.R. Malik с помощью метода кластер­
ного анализа провел оценку 113 образцов нута морфотипа 
desi по 11 агрономическим признакам, что способствова­
ло выделить группу образцов с комплексом признаков, 
объединяющих наиболее ценные генотипы для дальней­
шей селекции (Malik et al., 2014). В работе S. Aliu с коллега­
ми проведено изучение качественного состава семян нута 
и их связи с показателями урожайности (Aliu et al., 2016).

Методы кластерного анализа дают возможность сравни­
вать разное количество образцов: от шести (Kayan, Adak, 
2012) до более трехсот (Naghavi et al., 2012), по разным 
количеству и качеству исследуемых признаков – как ка­
чественных, так и количественных. Ученые из стран, где 
нут является важной сельскохозяйственной культурой, 
применяли метод кластерного анализа для оценки гене­
тического или селекционного материала. Для кластерного 
анализа используются как фенологические и морфологи­
ческие, так и генетические признаки (Hajibarat et al., 2014; 
Aggarwal et al., 2015). При сравнении разнокачественных, 
но агрономически ценных признаков, таких как урожай­
ность, устойчивость к болезням, длина вегетационного 
периода и качество семян, при изучении образцов нута 
чаще всего используется метод евклидовых расстояний, 
который дает выявить иерархическую структуру среди 
изученных образцов, сгруппировать их по комплексу 
признаков и подобрать наиболее перспективные пары для 
скрещивания. Метод позволяет оценить как сходство, так 
и отличие образцов и характеризует меру проявления изу­
ченного признака (Syed et al., 2012; Malik et al., 2014). Это 
дает возможность выделить для скрещивания наиболее 
удаленные образцы, что может положительно повлиять 
на эффект гетерозиса. 

С помощью кластерного анализа можно сравнивать 
образцы на уровне генетических маркеров и характери­
зовать степень проявления исследуемых признаков, как, 
например, в инбредных линиях кукурузы или потомствах 
одного скрещивания (Subramanian, Subbaraman, 2010; 
Shrestha, 2016). Исследования K. Khamassi с коллегами 
доказали, что кластеризация по морфологическим при­
знакам близка к генотипической кластеризации по SSR-
маркерам (r = 0.554, p = 0.001), это дает возможность вести 
эффективный подбор родительских пар для скрещивания 
на основе оценки только морфологических особенностей 
(Khamassi et al., 2012). 

Цель нашей работы – с помощью кластерного анали­
за провести группировку образцов нута и отобрать для 
дальнейшей селекционной работы источники из кла­
стеров, которые характеризуются комплексом ценных 
хозяйственных признаков.

Материалы и методы
Материалом для исследований, проведенных в 2005– 
2017  гг., были 653 образца из базовой коллекции нута 
НЦГРРУ. Образцы были представлены двумя нетаксоно­
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мическими группами: kabuli (светлосемянные – белые, 
кремовые, бежевые) – 369 образцов и desi (темносемян­
ные – красные, коричневые, зеленые, черные и др.) – 284 об- 
разца. Географически изученные образцы имеют проис­
хождение из 20 стран мира. Среди образцов морфотипа 
kabuli большинство из Украины – 21 %, Индии – 20, Си­
рии – 13, Афганистана – 11 и Ирана – 10 %. Основное ко­
личество образцов типа desi происходит: из Индии – 46 %, 
Канады – 12, Сирии и Украины по 7 %. По биологическому 
статусу образцы представлены старыми и современными 
коммерческими отечественными и зарубежными сортами 
и линиями. Большинство исследованного разнообразия – 
селекционные линии: 63 % – типа kabuli и 77 % – типа desi. 

Оценку проводили по 11 показателям: засухоустойчи­
вости, устойчивости к аскохитозу, скороспелости (дли­
тельности вегетационного периода), урожайности, про­
дуктивности, количеству продуктивных бобов, количеству 
семян с одного растения, реакции на нитрагинизацию, 
содержанию белка, крупности семян, разваримости.

Полевые исследования выполнены в коллекционном 
питомнике лаборатории генетических ресурсов зерно­
бобовых и крупяных культур научного севооборота № 1 
Института растениеводства им. В.Я. Юрьева (Харьков­
ский район Харьковской области, северо-восточная часть 
левобережной лесостепи Украины). Агротехника – об­
щепринятая для зоны при выращивании зернобобовых 
культур. Предшественник – озимая пшеница. Посев про­
веден ручными сажалками, учетная площадь – 1 м2, схема 
посева: 10 × 30 см. Стандарты высевали через каждые 20 
изучаемых коллекционных образцов. Стандарт морфотипа 
kabuli – сорт Розанна (Украина), desi – Краснокутский 123 
(Россия).

Коллекционные образцы нута изучали согласно «Ме­
тодическим указаниям ВИР по изучению зернобобовых 
культур» (1975) и «Методическим рекомендациям по 
изучению генетических ресурсов зернобобовых культур» 
(Кобызева и др., 2016), описание хозяйственных и био­
логических признаков проводили по классификатору рода 
Cicer L. (Безуглая и др., 2012). Оценка коллекционных об­
разцов на устойчивость к аскохитозу проведена согласно 
«Методическим указаниям по изучению устойчивости 
зерновых бобовых культур к болезням» (1976). Данные по 
устойчивости к аскохитозу получены на провокационном 
фоне в условиях эпифитотий 2005 и 2016 гг. (Косенко, 
Безуглая, 2006; Безуглая и др., 2007; Вус и др., 2017a; Вус, 
Кобызева, 2018). Для расчетной матрицы использованы 
средние бальные оценки за годы эпифитотий. 

Засухоустойчивость оценивали по индексам устойчиво­
сти, разработанным зарубежными учеными (Fisher, Mau­
rer, 1978; Rosielle, Hamblin, 1981; Bouslama, Schapaugh, 
1984; Gavuzzi et al., 1997; Ribaut, Poland, 1999; Yücel, 
Mart, 2014). Проведенная нами ранее оценка засухо­
устойчивости образцов нута с использованием индексов 
засухоустойчивости (Вус и др., 2017б) позволила разра­
ботать балльную шкалу оценки засухоустойчивости. Пре­
вышение медианного показателя по каждому отдельному 
индексу определяется как один балл. Сумма баллов дает 
семибалльную оценку: от 0 до 7, где 0 – не превышает 
медианный уровень ни по одному индексу, 7 – превышает 
по семи индексам. Таким образом, в работе использована 

следующая шкала засухоустойчивости: 0 баллов – образец 
очень восприимчив к засухе, 7 – засухоустойчив.

Реакция образцов на нитрагинизацию при предпосев­
ной обработке семян была изучена на делянках размером 
2 м2 без повторений, схема посева: 10 × 30 см, посев – в 
оптимальные сроки, согласно методике (Дидович и др., 
2010). Семена обрабатывали непосредственно перед по­
севом ризобофитом на основе штамма 065 Mesorhizobium 
ciceri. Контроль – посев без обработки семян ризобо­
фитом. Уровень реакции образцов на нитрагинизацию 
выражали в прибавке урожайности в процентах по от­
ношению к контролю.

В лаборатории генетики, биотехнологии и качества Ин­
ститута растениеводства им. В.Я. Юрьева Национальной 
академии аграрных наук выявляли содержание белка в 
семенах методом Кьельдаля (Ермаков, 1987). Опреде­
ление разваримости проводили согласно методическим 
рекомендациям (Комаров, Прорешнева, 1992).

В результате оценки 653 образцов базовой коллекции 
нута НЦГРРУ по 11 показателям выделено 152 источника 
ценных признаков: 77 типа kabuli и 75 – desi. Эти образ­
цы были использованы далее для группировки методом 
евклидовых расстояний.

Статистический анализ экспериментальных данных 
проведен методами вариационного, дисперсионного и кла­
стерного анализов на персональном компьютере при помо­
щи пакета лицензионных программ Microsoft Office Excel 
(лицензионный № 44208338, дата выдачи 27.06.2008), 
Statistics 6.0 (лицензионный № BXXR502C631824NET3).

Результаты
Первичная дифференциация 152 образцов определила два 
кластера, А и В, с практически равным количеством об­
разцов: 78 и 74 соответственно (рисунок). Большая часть 
образцов кластера А представлена морфотипом kabuli 
(63 % образцов этого кластера), кластера В – desi (62 %). 
Разделение на морфотипы в нашем исследовании выпол­
нено только по окраске семенной оболочки: kabuli – свет­
лоокрашенные, desi – темноокрашенные, что допускает 
установить связь ценных хозяйственных признаков с 
окраской семян.

Далее каждый из первичных кластеров разделился на 
два неравных вторичных: А – на кластеры 1 и 2 (70 и 
8 образцов соответственно) и В – на кластеры 3 и 4 (3 и 
71 образец) (таблица). 

В первом кластере 43 образца из 70 относятся к типу 
kabuli. Они обладают оптимальным сочетанием 8 из 11 
изученных признаков: засухоустойчивость (4.30 балла), 
устойчивость к аскохитозу (6.14 балла), крупность семян 
(271.54 г/1000 семян), высокая урожайность (328.17 г/ м2),  
продуктивность (14.47 г/раст.), количество бобов (37.50 шт.) 
и семян (53.13 шт.), содержание белка в семенах (18.00 %). 
В этот кластер вошли стандарты морфотипов kabuli и desi: 
Розанна (Украина) и Краснокутский 123 (Россия); этало­
ны НЦГРРУ по устойчивости к аскохитозу: UD0500196 
(Азербайджан), UD0500264 (Украина) и UD0500240 (Си­
рия); высоких вкусовых качеств: UD0500417 (Украина), 
пригодности к механизированной уборке: UD0500444 
(Украина). Образцы этого кластера характеризуются вы­
сокой адаптацией к условиям восточной части лесостепи 
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Украины и являются наиболее перспективным материа­
лом для селекционных программ по созданию сортов с 
комплексом полезных признаков.

Кластер 2 представлен восемью образцами, из кото­
рых шесть – типа kabuli, и два – desi. Эти образцы обла­
дают высокой устойчивостью к аскохитозу (7.00 баллов), 
позднеспелостью (вегетационный период 93.13 сут), мел- 
косемянностью (масса 1000 семян – 209.69 г), низким 
содержанием белка (17.57 %), средней реакцией на ни­
трагинизацию (108.38 % к контролю), при этом высокая 
продуктивность (14.70 г) формируется за счет большого 
количества продуктивных бобов (59.47 шт.) и количества 

семян (86.92 шт.) с одного растения. Все шесть  образ­
цов типа kabuli этого кластера – мелкосемянные поздне­
спелые, которые наиболее устойчивы к аскохитозу (Red­
dy, Singh, 1984). Это местные образцы из Молдовы  –  
UD0500691, UD0500692, UD0500734, UD0500762, Рос­
сии – UD0500769 и Индии – UD0501256. Кроме того, к 
этому кластеру относятся образцы-эталоны морфотипа 
desi по признакам «высокое количество семян» и «высокое 
количество продуктивных бобов с растения» – UD0500022 
(Грузия) и UD0501350 (Индия).

Кластер 3 насчитывает всего три образца: два – морфо­
типа kabuli (UD0501163 (Украина) и UD0501268 (Индия)) 
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Кластеризация образцов нута (Cicer arietinum L.) по комплексу ценных хозяйственных признаков методом евклидовых расстояний.

Распределение образцов нута по кластерам

Признак Кластер 1 (70 образцов) Кластер 2 (8 образцов) Кластер 3 (3 образца) Кластер 4 (71 образец)

Среднее SD Среднее SD Среднее SD Среднее SD

ЗУ, балл 4.30 1.87 1.00 1.41 2.96 1.78 1.85 1.65

УА, балл 6.14 1.89 7.00 2.39 3.67 2.31 4.49 1.55

ВП, сут 91.54 4.41 93.13 2.90 88.00 1.73 88.54 3.70

П, г 14.47 3.53 14.70 4.48 11.75 1.20 11.82 2.91

М, г 271.54 71.31 209.69 75.78 291.35 91.14 225.38 92.01

ПБ, шт. 37.50 7.22 59.47 5.77 27.43 6.81 34.21 7.82

КС, шт. 53.13 17.15 86.92 24.72 34.46 15.43 52.12 18.33

У, г/м2 328.17 78.59 289.48 57.37 294.50 38.27 272.54 62.89

Р, мин 131.37 17.16 114.83 16.27 134.00 2.83 132.08 20.37

СБ, % 18.00 1.61 17.57 1.03 19.22 1.75 18.49 1.59

Н, % к контролю 101.10 5.60 108.38 9.13 141.67 3.79 102.93 6.80

МТ, % kabuli 61 75 67 37

Примечание. ЗУ – засухоустойчивость; УА – устойчивость к аскохитозу; ВП – вегетационный период; П – продуктивность; М – масса 1000 семян;  
ПБ – количество продуктивных бобов на растении; КС – количество семян на растении; У – урожайность; Р – разваримость; СБ – содержание белка;  
Н – нитрагинизация; МТ – морфотип; SD – стандартное отклонение. 
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и один desi – UD0501285 (Сирия). Образцы этого класте­
ра характеризуются высокой крупностью семян (масса  
1000 семян 291.35 г), средней урожайностью (294.50 г/ м2), 
высокой реакцией на нитрагинизацию (141.67 % к кон­
тролю) и повышенным содержанием белка (19.22 %) при 
низкой устойчивости к аскохитозу (3.67 баллов). 

Кластер 4 объединяет преимущественно образцы мор­
фотипа desi (63 %), которые характеризуются среднеспе­
лостью (вегетационный период 88.54 сут), невысокой 
крупностью семян (масса 1000 семян 225.38 г), невысо­
кой продуктивностью (11.82 г), средней урожайностью 
(272.54 г/м2), средним содержанием белка (18.49 %), низ­
кой разваримостью (132.08 мин), средней устойчивостью 
к аскохитозу (4.49 баллов), низкой засухоустойчивостью 
(1.85 баллов). Представители этого кластера – преимуще­
ственно источники одного признака и могут иметь лишь 
узкое применение в специализированной селекции.

Обсуждение
Ведущая роль в определении продуктивности растений 
образцов нута принадлежит числу семян и массе бобов 
на растении (Zali et al., 2011; Казыдуб и др., 2015). По­
этому при селекции на продуктивность важно учитывать 
эти признаки. В нашем исследовании максимальное ко­
личество продуктивных бобов и семян с растения имеют 
образцы второго кластера, но их немного (8) и они имеют 
невысокий показатель засухоустойчивости. При этом 
образцы первого кластера с максимальным уровнем 
урожайности и показателями элементов продуктивности 
выше среднего в комплексе с устойчивостью к аскохи­
тозу и засухе имеют высокую ценность для селекции. 
Такие показатели, как продуктивность, высота растения, 
содержание белка и количество бобов на растении тесно 
сопряжены между собой и положительно коррелируют 
с урожайностью (Kayan, Adak, 2012). В наших исследо­
ваниях этими свойствами обладают образцы первого и 
второго кластеров.

Во многих работах установлено, что длительность ве­
гетационного периода, высота растений, число ветвей 
и семян на растении находятся преимущественно под 
контролем аддитивных генов, имеют прямую и высокую 
фенотипическую корреляцию с урожайностью семян 
(Syed et al., 2012). Следовательно, селекция таких при­
знаков может быть эффективна для повышения урожай­
ности. Ступенчатый регрессионный анализ показал, что 
количество семян на растении и масса 100 семян объ­
ясняют 96 % общего изменения урожайности. Следова­
тельно, урожай нута можно улучшить, выбрав идиотип, 
имеющий большее количество вторичных и первичных 
ветвей, а также большее количество бобов на растении, 
количество семян на растении и вес 100 семян (Zali et 
al., 2011). По результатам нашего анализа, наибольшая 
крупность семян отмечена у образцов третьего кластера, 
но у них меньше всего продуктивных бобов и семян на 
растении, тогда как образцы первого кластера, незначи­
тельно уступая в среднем по крупности, имеют большее 
количество семян и продуктивных бобов. Следовательно, 
в селекции на урожайность приоритет в использовании у 
образцов первого кластера.

Часто исследователи нута изучают образцы какого-то 
одного морфотипа. A. Taleei изучал образцы морфотипа 
desi в условиях Ирана (Taleei, Shaabani, 2016), S.R. Malik – 
в Пакистане (Malik et al., 2014). M. Aarif в Индии (Aarif et 
al., 2017) и S. Aliu в Косово (Aliu et al., 2016) исследовали 
образцы типа kabuli. В нашей работе изучены образцы 
двух морфотипов, которые были оценены в одинаковых 
условиях и четко дифференцировались сначала в два пер­
вичных кластера, А и В, и в дальнейшем – в кластерах 1 
и 4, где сосредоточено основное количество образцов (70 
и 71 соответственно), отмечено преобладание в кластере 1 
образцов морфотипа kabuli, а в кластере 4 – desi. При­
менение в селекции образцов из отдаленных кластеров 
разных морфотипов позволит использовать окраску семян 
как маркирующий признак и расширить генетическую 
базу селекционных сортов.

Крупносемянные сорта обычно более чувствительны 
к условиям окружающей среды, поэтому выделение об­
разцов и создание исходного материала с высокой массой 
1000 семян, толерантных к биотическим факторам, име­
ют важное значение для селекционной работы (Гриднев 
и др., 2012). С целью получения селекционного материала 
с повышенной устойчивостью к аскохитозу и комплексом 
ценных признаков целесообразно проводить скрещивания 
крупносемянных образцов третьего кластера с образцами 
первого и второго, с высокой устойчивостью к аскохитозу.

Применяемый в современной селекции системный под­
бор родительских пар при скрещивании, основы которого 
были заложены Н.И. Вавиловым (1967), развиты учеными 
разных стран (Серебровский, 1969; Vural, Karasu, 2007; 
Aarif et al., 2017; Haralayya et al., 2017 ), показывает, что 
генотипы из кластеров, имеющих максимальное рассто­
яние между ними, могут быть использованы в качестве 
родительских компонентов в селекционных программах 
для получения сортов с комплексом урожайности и каче­
ства семян, особенно при скрещивании образцов разного 
эколого-географического происхождения.

Заключение
Кластерный анализ является эффективным методом оцен­
ки большого количества коллекционных образцов нута по 
ряду признаков, что позволяет подобрать родительские 
пары для различных селекционных программ. Выделен 
исходный материал с комплексом признаков и сгруппи­
рован в четыре кластера. Предпочтительны при селекции 
сортов нута, адаптированных к условиям восточной лесо­
степи Украины образцы первого кластера. Образцы вто- 
рого кластера важны в селекции на устойчивость к аско­
хитозу и высокую продуктивность. Образцы третьего 
кластера: UD0501163 (Украина) – крупносемянный эталон 
положительной реакции на нитрагинизацию с высоким 
содержанием белка в семенах; UD0501268 (Индия) – с 
высокой реакцией на нитрагинизацию и средней устойчи­
востью к аскохитозу, а также UD0501285 (Сирия) – круп­
носемянный, среднеустойчивый к аскохитозу, характери­
зуются высокой ценностью при создании коммерческих 
сортов нута, но требуют повышения адаптивных свойств. 
Четвертый кластер – источники одного признака и могут 
иметь узкое применение в специализированной селекции.
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Аннотация. Расширение генетического разнообразия доноров устойчивости Triticum L. к биотическим фак-
торам среды – актуальная задача, которую возможно решить благодаря использованию в селекционных 
программах дикорастущих родичей пшеницы, в частности Aegilops tauschii Coss. По существующим представ-
лениям, последний – донор генома D мягкой пшеницы T. aestivum L. и носитель ряда ценных селекционных 
признаков. Это значительно облегчает скрещивание Ae. tauschii с мягкой пшеницей. Виды рода Aegilops L. яв-
ляются донорами эффективных генов устойчивости пшеницы к грибным болезням. Так, от видов Aе. tauschii 
в геном T. aestivum L. успешно интрогрессированы гены, детерминирующие устойчивость мягкой пшеницы 
к возбудителям ржавчины. Целью нашего исследования было выявление различий по метаболомным про-
филям форм (генотипов) Ae. tauschii, устойчивых и неустойчивых к грибным патогенам (Puccinia triticina f. sp. 
tritici и Erysiphe graminis f. sp. tritici ), что позволит использовать такие показатели в качестве биохимических 
маркеров устойчивости. Сравнительный анализ групп образцов Ae. tauschii показал, что метаболомные 
профили устойчивых и неустойчивых к грибным патогенам форм достоверно различаются между собой 
по содержанию небелковых аминокислот, многоатомных спиртов, фитостеролов, ацилглицеролов, моно- 
и олигосахаридов, гликозидов, фенольных соединений (гидрохинона, кемпферола) и др. Последнее под-
тверждается ранее полученными нами данными о связи устойчивости овса (Avena sativa L.) к возбудителям 
фузариоза с определенными компонентами их метаболомного профиля: ацилглицеролами, небелковыми 
аминокислотами, галактинолом и др. Таким образом, наши исследования еще раз подтвердили возможность 
и эффективность применения метаболомного анализа для скрининга генетического разнообразия образцов 
коллекции ВИР, в частности Ae. tauschii, с целью выделения форм, имеющих в метаболомном профиле набор 
соединений, характеризующих их как устойчивые. К таковым относятся образцы Ae. tauschii с высоким со-
держанием пипеколиновых кислот, ацилглицеролов, галактинола, стигмастерола, глицерола, азелаиновой 
и пирогалловой кислот, кампестерола, гидрохинона и др., которые могут быть использованы для создания 
сортов пшеницы и тритикале, высокоустойчивых к грибным патогенам – возбудителям мучнистой росы, бу-
рой и желтой ржавчины.
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Abstract. Broadening of the genetic diversity of donors of resistance to biotic environmental factors is a challeng-
ing problem concerning Triticum L., which can be solved by using wild relatives of wheat, in particular, Aegilops 
tauschii Coss., in breeding programs. This species, believed to be the donor of D genome of common wheat (T. aes-
tivum L.), is a source of some traits important for breeding. This greatly facilitates the possibility of crossing Ae. taus-
chii with common wheat. Aegilops L. species are donors of effective genes for resistance to fungal diseases in wheat. 
For instance, genes that determine resistance to rust agents in common wheat were successfully introgressed from 
Ae. tauschii  into the genome of T. aestivum L. The aim of our study was to identify differences in metabolomic pro-
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files of Ae. tauschii forms (genotypes), resistant or susceptible to such fungal pathogens as Puccinia triticina f. sp. 
tritici and Erysiphe graminis f. sp. tritici. These indicators may be used as biochemical markers of resistance. A com-
parative analysis of groups of Ae. tauschii accessions showed that metabolomic profiles of the forms with or without 
resistance to fungal pathogens differed significantly in the contents of nonproteinogenic amino acids, polyols, 
phytosterols, acylglycerols, mono- and oligosaccharides, glycosides, phenolic compounds (hydroquinone, kemp-
ferol), etc. This fact was consistent with the previously obtained data on the relationship between Fusarium resis-
tance in oats (Avena sativa L.) and certain components of the metabolomic profile, such as acylglycerols, nonpro-
teinogenic amino acids, galactinol, etc. Thus, our studies once again confirmed the possibility and effectiveness of 
the use of metabolomic analysis for screening the genetic diversity of accessions in the VIR collection, of Ae. tauschii 
in particular, in order to identify forms with a set of compounds in their metabolomic profile, which characterize 
them as resistant. Ae. tauschii accessions with a high content of pipecolic acids, acylglycerols, galactinol, stigma
sterol, glycerol, azelaic and pyrogallic acids, campesterol, hydroquinone, etc., can be used for creating wheat and 
triticale cultivars with high resistance to fungal pathogens causing powdery mildew, brown rust, and yellow rust.
Key words: Aegilops tauschii Coss.; metabolomic approach; disease resistance; fungal pathogens.
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Введение
Пшеница (Triticum L.) – одна из наиболее значимых сель­
скохозяйственных культур в мире, в том числе в Россий­
ской Федерации. У большинства населения земного шара 
она входит в число основных продуктов питания. Урожай­
ность и качества пшеницы в значительной степени зависят 
от устойчивости сортов к стрессовым факторам среды, 
включая грибные болезни. Большая часть возделываемых 
зарубежных и отечественных сортов восприимчивы к 
болезням, вызываемым возбудителями стеблевой (Puc­
cinia graminis Pers. f.  sp.  tritici Erikss. et Henn) и бурой 
ржавчины (Puccinia recondita Rob. ex Desm f. sp. triticina 
Eriks.), мучнистой росы (Blumeria graminis (DC.) Speer 
f. sp. tritici Marchal.) и септориоза (Mycosphaerella gramini­
cola (Fuckel) J.  Schroet. (=Septoria tritici ); Phaeosphae­
ria nodorum (E. Muell.) Hedjar. (=Leptosphaeria nodorum 
E. Muell., =Septoria nodorum (Berk.)). Потери урожая могут 
доходить до 40  % (Афанасенко, 2010; Коломиец и др., 
2017). Создание сортов пшеницы, устойчивых к наибо­
лее  вредоносным грибным патогенам,  – эффективный 
способ борьбы с ними.

Неисчерпаемым источником генов устойчивости для 
создания высокоурожайных и устойчивых к факторам 
окружающей среды сортов являются дикие родичи куль­
турных форм пшеницы, ржи, ячменя, овса и др. В эво­
люционном отношении виды рода Aegilops L. близки к 
видам рода Triticum L. (Дорофеев, 1971; Мигушова, 1975; 
Конарев, 1980; Liu et al., 2015; Arora et al., 2017). Однако 
доноры, используемые в селекционном процессе, в боль­
шинстве случаев характеризуются одними и теми же 
генами устойчивости, что со временем приводит к появ­
лению «адаптированных» форм патогенов, поражающих 
сорта, ранее считавшиеся невосприимчивыми. Многие 
известные гены устойчивости от Ae. tauschii Соss. не при­
меняются на практике для улучшения сортов пшеницы, 
поскольку  их защитный эффект считается невысоким 
(Pretorius, 1997; Kolmer, Anderson, 2011). Расширение 
генетического разнообразия доноров устойчивости к гриб­
ным болезням пшеницы поможет решить такую задачу, и 
в этом важнейшую роль играет мировая коллекция дико­
растущих родичей пшеницы Всероссийского института 

генетических ресурсов растений им. Н.И. Вавилова (ВИР) 
(Вавилов, 1919).

Коллекция рода Aegilops L. ВИР насчитывает более 
5000 образцов различного эколого-географического про­
исхождения и представлена тринадцатью диплоидными, 
десятью тетраплоидными и пятью гексаплоидными ви­
дами. За период с 1956 г. по настоящее время из коллек­
ции  выделены виды, обладающие комплексным имму­
нитетом к грибным болезням: диплоидные – Ae. mutica 
Boiss., Ae. speltoides Tausch., Ae. aucheri Boiss., Ae. bicor­
nis  (Forsk.) Jaub. et Spach., Ae.  сomosa Sibth. & Sm., 
Ae. uniaristata Vis., Ae. heldreichii Hozm.; тетраплоидные – 
Ae. ovata L., Ae.  triaristata Wild., Ae. ventricosa Tausch., 
Ae.  variabilis Eig. Подобное разнообразие генетическо­
го  материала позволяет проводить отбор необходимых 
генотипов для последующего получения сортов пшени­
цы с улучшенными биологическими характеристиками. 
Ae. tauschii является носителем генома D, близкого геному 
полиплоидной пшеницы, что значительно облегчает скре­
щивание Ae.  tauschii с мягкой пшеницей при передаче 
эффективных генов устойчивости к болезням (Добро­
творская и др., 2017). Кроме того, мука таких сортов об­
ладает высокими хлебопекарными качествами (Семенова 
и др., 1973). На сегодняшний день в геном T. aestivum L. 
успешно интрогрессировано большинство эффективных 
генов, детерминирующих устойчивость к возбудителям 
ржавчины и темно-бурой листовой пятнистости (McIn­
tosh et al., 1995; Mujeeb-Kazi et al., 2001; Yang et al., 2003; 
Adonina et al., 2012).

В последнее время для фенотипирования различных 
видов растений и изучения устойчивости широко ис­
пользуется неспецифический метаболомный анализ, что 
дает уникальную возможность провести сканирование в 
исходном материале широкого спектра соединений, со­
ставляющих метаболомный профиль, и дать объективную 
(с помощью метаболомных маркеров) оценку реакции 
растения на воздействия окружающей среды (Конарев и 
др., 2015). Этот подход все чаще применяют для выявле­
ния отдельных метаболитов или их групп, которые могут 
характеризовать защитный статус исследуемого объекта, 
благодаря чему можно выделить образцы, устойчивые к 
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стрессорам внешней среды (Taji et al., 2006; Chakraborty, 
Newton, 2011; Valitova et al., 2016; Loskutov et al., 2017). 
В ВИР им. Н.И. Вавилова проводится изучение метабо­
ломных профилей различных культур из коллекции ВИР. 
Исследованы дикорастущие и культурные, устойчивые 
и неустойчивые к фузариозу формы овса, показаны зна­
чительные различия между ними по ряду соединений 
(ацилглицеролы, небелковые аминокислоты, галактинол 
и др.) (Loskutov et al., 2017; Лоскутов и др., 2019). Тоталь­
ный скрининг дикорастущих форм различных сельско­
хозяйственных культур позволит сформировать модель 
«метаболомного профиля устойчивого сорта».

Цель нашего исследования – выявление метаболомных 
маркеров для поиска среди генетического разнообразия 
диких родичей форм с эффективными генами устойчи­
вости, результативно интродуцируемыми в геном мягкой 
пшеницы для использования в селекции. Одной из задач 
было изучение метаболомных профилей образцов вида 
Ae. tauschii, неустойчивых и устойчивых к возбудителям 
листовой ржавчины и мучнистой росы, для выявления ме­
таболитов, маркирующих восприимчивость Ae.  tauschii 
к грибным патогенам. Полученные результаты позволят 
сократить сроки и оптимизировать отбор исходного ма­
териала при создании высокоустойчивых к грибным па­
тогенам сортов пшеницы.

Материал и методы
Материалом для исследования послужили 50  образцов 
Ae.  tauschii из коллекции ВИР им.  Н.И.  Вавилова, вы­
ращенные на территории Дагестанской опытной стан­
ции (ДОС) ВИР в 2017 г., собранные в фазу полной спе­
лости (см. таблицу). Выборка сформирована из основных 
разновидностей Ae. tauschii из коллекции ВИР с учетом 
наиболее полной эколого-географической представлен­
ности. 

Полевое изучение образцов вида Ae. tauschii проводи­
ли на ДОС ВИР на делянках площадью 1 м2 (агротехника 
поливного земледелия) по стандартным методикам ВИР 
(Мережко и др., 1999). В период вегетации температура 
воздуха составила в среднем +20.4 °C, количество осад­
ков – 15.4–16.3 мм, сумма активных температур за год – 
3400–4500 °C. Полевую оценку пораженности образцов 
Ae. tauschii грибными патогенами выполняли в условиях 
ДОС ВИР, лабораторную  – в отделе генетики ВИР по 
методам, принятым в ВИР (Тырышкин и др., 2004). Устой­
чивость определяли по балльной шкале: 9 – отсутствие 
симптомов болезни или мелкие некротические пятна; 7 – 
микроскопические пустулы, окруженные зоной некроза; 
5 – мелкие пустулы, окруженные широкой зоной некроза; 
3 – пустулы среднего размера, окруженные хлоротиче­
ской тканью; 1 – крупные пустулы, образуют сплошные 
зоны поражения. К устойчивым относили растения с 
оценкой 9–7 баллов, к восприимчивым – 5–1. Наблюде­
ния проводили каждые 5 дней в течение вегетационного 
периода. Для каждого образца выводилась интегральная 
оценка по наибольшему баллу поражения болезнями (см.  
таблицу).

Метаболомные профили зерна образцов Ae. tauschii изу­
чали в отделе биохимии и молекулярной биологии ВИР 
(пять биологических и три аналитические повторности) 

Показатели устойчивости к листовым болезням  
образцов вида Ae. tauschii Coss.
Номер  
по каталогу 
ВИР

Подвид (ssp.),  
разновидность 
(var.)

Полевая устойчивость  
к болезням, баллы
Мучнистая 
роса

Ржавчина
бурая желтая

Азербайджан
к-101 var. typica 9 3 3

к-108 ssp. strangulata 9 7 7
к-112 9 9 9
к-113 9 9 9
к-291 9 3 7
к-315 9 9 3
к-336 9 9 9
к-338 9 3 3
к-340 9 3 3
к-520 9 9 9
к-617 9 5 3
к-1098 var. typica 9 5 9
к-1102 var. meyeri 9 9 9
к-1111 ssp. strangulata 9 9 3
к-1112 9 9 9
к-1155 9 9 1
к-1723 9 9 9
к-1783 var. meyeri 9 3 3

Армения
к-527 ssp. strangulata 9 9 5
к-1520 var. typica 9 7 9
к-2271 9 9 7
к-3187 9 9 9

Афганистан
к-994 var. typica 9 3 3
к-1619 9 3 5
к-1659 9 9 9
к-1740 9 9 9

Грузия
к-608 var. meyeri 9 3 3
к-1216 9 9 9

Дагестан
к-1022 var. typica 9 5 3
к-1770 ssp. strangulata 9 9 9

Иран
к-1657 ssp. strangulata 9 3 3
к-1662 9 9 9
к-1958 var. typica 9 9 9
к-1966 ssp. strangulata 9 9 7
к-4043 9 9 7
к-4049 9 9 7
к-4056 9 9 7

Киргизия
к-674 var. meyeri 9 5 1
к-677 9 5 1

Нахичевань
к-553 var. meyeri 9 3 1
к-560 9 3 1
к-1172 9 9 1
к-1498 9 1 3

Нагорно-Карабахская автономная область
к-494 ssp. strangulata 9 9 7
к-497 9 9 9

Сирия
к-4564 ssp. strangulata 9 3 3

Туркмения
к-423 ssp. strangulata 9 7 3

Узбекистан
к-394 var. meyeri 9 5 3
к-396 9 3 3
к-663 9 1 3



Метаболомный подход для поиска форм Aegilops tauschii Coss. 
из коллекции ВИР, устойчивых к грибным патогенам

Т.В. Шеленга, Л.Л. Малышев, Ю.А. Керв … 
М.Х. Белоусова, М.А. Колесова, Н.Н. Чикида

2020
24 • 3

255СЕЛЕКЦИЯ РАСТЕНИЙ НА ИММУНИТЕТ И ПРОДУКТИВНОСТЬ / PLANT BREEDING FOR IMMUNITY AND PERFORMANCE

(Loskutov et al., 2017). Зерна очищали от колосковых 
чешуй и размалывали; 50 мг муки образца гомогенизи­
ровали с 500 мкл метанола, пробу настаивали в течение 
30  суток при 5–6  °С. 100  мкл экстракта выпаривали 
досуха на установке CentriVap Concentrator фирмы Lab­
conco (США). Сухой остаток силилировали с помощью 
бис(триметилсилил)трифторацетамида 40 мин при 100 °С. 
Триметилсилильные эфиры метаболитов разделяли с 
помощью капиллярной колонки HP-5MS 5  %  фенил 
95 % метилполисилоксан (30.0 м, 250.00 мкм, 0.25 мкм) 
на газовом хроматографе Agilent 6850 с квадрупольным 
масс-селективным детектором Agilent  5975B VL  MSD 
(Agilent Technologies, США). Условия проведения анализа: 
скорость потока инертного газа через колонку 1.5 мл/мин. 
Программа нагревания колонки: от +70 до +320 °C, ско­
рость нагревания 4 °C/мин. Температура детектора масс-
спектрометра +250 °C, температура инжектора +300 °C, 
объем вводимой пробы 1.2 мкл. Внутренним стандартом 
служил раствор трикозана в пиридине (1 мкг/мкл).

Полученные результаты обрабатывали в программах 
UniChrom и AMDIS. Идентификацию пиков осущест­
вляли с помощью библиотек масс-спектров NIST 2010 
научно-исследовательского парка Санкт-Петербургского 
университета и Ботанического института им. В.Л. Кома­
рова РАН (Puzanskiy et al., 2015). Значения содержания 
биохимических показателей приведены в ppm (мкг/г).

Статистическая обработка данных выполнена в пакете 
программ Statistica 7.0. Из первоначального набора при­
знаков методом однофакторного дисперсионного анали­
за были выделены признаки (метаболиты), по содержа­
нию которых группы образцов Ae. tauschii, устойчивых 
и неустойчивых к изучаемым патогенам, достоверно раз­
личались между собой. Для оценки информативности при­
знаков (метаболитов) устойчивости образцов Ae. tauschii 
использовали дискриминантный анализ.

Результаты
Метаболомные профили зерновок Ae. tauschii, устойчи­
вых и неустойчивых к грибным патогенам, различались 
по ряду показателей. Большее содержание органиче­
ских кислот отмечено у устойчивых форм Ae.  tauschii 
(1190 ppm) по сравнению с неустойчивыми (1090 ppm). 
Доминирующие органические кислоты в метаболомном 
профиле зерновок Ae. tauschii представлены яблочной (203 
и 164 ppm соответственно) и метилмалоновой кислотами 
(168 и 153 ppm). Показатели галактуроновой кислоты в 
зерновках образцов устойчивых и неустойчивых форм 
составили 102 и 79 ppm соответственно, молочной – 78 
и 76, гулоновой – 43 и 48, глюконовой – 25 и 44, азелаи­
новой – 30 и 47, янтарной – 32 и 38, щавелевой – 28 и 27, 
фумаровой – 42.8 и 41.0, рибоновой – 19.9 и 13.0, глицери­
новой – 11.5 и 10.0 ppm. Сумма минорных кислот (концен­
трация не выше 10 ppm) для устойчивых и неустойчивых 
форм Ae. tauschii была равна 24.0 ppm. Наличие в числе 
идентифицированных кислот фумаровой может быть так­
же связано с особенностями процесса пробоподготовки, 
так как она является продуктом деградации яблочной 
кислоты. Все реакции обмена в растениях происходят с 
участием фосфорной кислоты и ее производных, что объ­
ясняет довольно высокое ее содержание в исследуемых 

образцах (320.2 ppm для устойчивых форм и 277.0 ppm 
для неустойчивых); показатели метилфосфата составили 
64.0 и 56.0 ppm соответственно.

Свыше половины (60  %) свободных аминокислот у 
устойчивых и неустойчивых образцов Ae.  tauschii при­
шлось на долю небелковых аминокислот: 3-гидроксипи­
пеколиновая (137.2 и 116.6), пипеколиновая (0.5 и 0.3) и 
5-гидроксипипеколиновая (0.7 и 0.7 ppm соответственно). 
Остальные аминокислоты были представлены «незамени­
мыми» (валин, изолейцин, треонин, фенилаланин, трипто­
фан) и «заменимыми» (α-аланин, глицин, серин, пролин, 
оксипролин, аспаргин, глутамин, тирозин, аспарагиновая, 
глутаминовая кислоты). Доминирующими являлись: аспа­
рагин (18.7 и 13.4), валин (15.6 и 16.0), α-аланин (10.6 и 
13.1), глутамин (12.3 и 9.0) и глутаминовая кислота (5.7 
и 5.5 ppm). Для остальных аминокислот значения не пре­
вышали 4.0 ppm. Суммы свободных аминокислот (кроме 
небелковых) у изученных устойчивых и неустойчивых к 
грибным патогенам форм эгилопсов существенно не раз­
личались (88.4 и 85.3 ppm соответственно).

Более высокая концентрация многоатомных спиртов и 
фитостеролов наблюдалась у неустойчивых форм Ae. taus­
chii (341.8 и 336.5 ppm соответственно). В их зерновках 
преобладали глицерол, ксилитол, дульцитол, мио-инози­
тол и его производные (59.5, 84.4, 70.4, 23.4 и 9.6 ppm соот­
ветственно). У устойчивых форм преобладал галактинол 
(92.5 ppm). Фитостеролы в основном были представле- 
ны ситостеролом, стигмастеролом и кампестеролом. Для 
неустойчивых форм их значения составили 219.8, 85.8 и 
30.9 ppm соответственно, а для устойчивых – 160.3, 44.5 
и 22.7 ppm.

Среди жирных кислот зерновок устойчивых и неустой­
чивых форм Ae.  tauschii доминировали пальмитиновая 
(584.7 и 602.0), стеариновая (173.5 и 187.0), олеиновая 
(493.9 и 520.0) и линолевая (1515.0 и 1545.0 ppm соответ­
ственно). Существенных различий в значениях отдельных 
жирных кислот и их суммарных показателях (2943.3 и 
3064.0 ppm) не выявлено.

Для зерновок устойчивых форм Ae.  tauschii установ­
лено более высокое содержание ацилглицеролов (954.0 и 
745.6 ppm), в основном за счет диацилглицерола – ДАГ 
(631.0 и 464.0). Количество моноацилглицеролов МАГ- 2 
С18:3 и МАГ-1 С18:1 тоже было выше у устойчивых форм 
(188.0 по сравнению со 152.7 ppm и 54.0 по сравнению 
с 34.2), тогда как содержание МАГ-1 С16:0 – у неустой­
чивых (94.7 и 81.0 ppm соответственно).

Моносахара зерновок Ae. tauschii были представлены 
преимущественно гексозами (более 80 %). Для устойчи­
вых форм эгилопсов эти значения были выше (1164.8), чем 
для неустойчивых (1026.7 ppm). Из гексоз у устойчивых 
форм преобладала глюкоза (819.8), у неустойчивых  – 
глюкоза (455.4) и фруктоза (318.1 ppm). Пентозы (рибоза, 
ксилоза) в сумме не превышали 40  ppm. Содержания 
глицерол-3 фосфата у устойчивых и неустойчивых форм 
эгилопсов не имели существенных различий  – 42.8 и 
37.4 ppm соответственно.

Количество олигосахаров зерновок устойчивых и 
неустойчивых форм Ae.  tauschii  составило 13 480.6 и 
14 920.0 ppm соответственно. В основном они были пред­
ставлены сахарозой и раффинозой, при этом содержание 
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сахарозы оказалось выше у неустойчивых форм (11 604.9), 
а раффинозы – у устойчивых (4882.0 ppm).

В образцах устойчивых и неустойчивых форм Ae. taus­
chii выявлена производная форма сахаров, идентифициро­
ванная как метил-D-галактопиранозид (169.2 и 84.4 ppm 
соответственно).

В группе фенольных соединений максимальное содер­
жание установлено для гидрохинона (93.6 ppm для устой­
чивых образцов и 74.0 ppm для неустойчивых). Показате­
ли кемпферола, пирогалловой, 2,3-дигидроксибензойной, 
салициловой, кофейной кислот и α-токоферола составили: 
29.1, 1.5, 0.2, 0.3, 0.4 и 0.4 ppm для устойчивых форм и 
14.0, 1.3, 0.2, 0.2, 0.4 и 0.3 ppm для неустойчивых.

Значения вышеперечисленных показателей отражают 
активность обменных процессов в зерновках Ae. tauschii, 
характеризующую первичный и вторичный метаболизм 
(обмен азотсодержащих соединений, в том числе амино­
кислот, цикл Кребса, карбогидратный обмен, гликолиз, 
пентозофосфатный цикл, обмен сигнальных соединений – 
инозитолов, шикиматный и глиоксилатный пути и др.).

Статистическая обработка полученных данных пока­
зала, что метаболом неустойчивых форм Ae.  tauschii с 
различной степенью достоверности отличается от метабо­
лома устойчивых форм по ряду показателей. Устойчивые 
формы Ae. tauschii были разделены на три группы: первая 
объединила образцы, устойчивые ко всем рассматривае­
мым нами возбудителям, вторая – только к бурой и жел­
той листовой ржавчине, третья – к мучнистой росе. Ме­
таболомы всех устойчивых форм с высокой степенью 
достоверности ( p = 0.05) отличались от таковых неустой­
чивых по небелковым аминокислотам (пипеколиновой и 
3-гидроксипипеколиновой), глицеролу, ононитолу, галак­
тинолу, ситостеролу, стигмастеролу, бегеновой кислоте, 
ДАГ, МАГ-1 С16:1, рибозе, сорбозе, сахарозе, мальтозе 
и гидрохинону; с достоверностью 0.1 > p > 0.05 – по фу­
маровой, галактуроновой, глюконовой кислотам, трео­
нину, дульцитолу, маннитолу, хиро- и мио-инозитолам, 
пеларгоновой и арахиновой жирным кислотам, МАГ-1 
С18:1 и фруктозе. При p  = 0.05 метаболомы образцов 
второй группы имели отличия по фосфорной, щавелевой, 
пирогалловой, азелаиновой, 5-гидроксипипеколиновой 
кислотам, дульцитолу, кампестеролу, ундециловой и бе­
геновой жирным кислотам, МАГ-1 С18:1; при более низ- 
кой доверительной вероятности (0.1 > p > 0.05) – по 3-гид­
роксипипеколиновой кислоте, МАГ-2 С18:3 и метил-D-
галактопиранозиду. Третья группа выделялась по показа­
телям фумаровой, пеларгоновой, пипеколиновой кислот, 
ононитола, галактинола и гидрохинона при p = 0.05, а по 
значениям треонина, дульцитола, мио-инозитола, гидрок­
сиоктакозеновой кислоты и сахарозы – при 0.1 > p > 0.05.

Установлена достоверная связь между показателями 
устойчивости к грибным патогенам и группой небелко­
вых аминокислот, многоатомных спиртов, фитостеролов, 
ацилглицеролов, моно- и олигосахаридов, гликозидов, 
фенольных соединений (гидрохинон, кемпферол). Между 
показателями суммы свободных аминокислот, органиче­
ских кислот и чувствительностью к грибным патогенам 
связи не выявлено.

Дискриминантный анализ метаболомных данных об­
разцов зерновок Ae. tauschii, взятых в исследование, про­

демонстрировал их разделение по величине коэффициен­
та  канонической переменной на две основные группы: 
устойчивые и неустойчивые к грибным патогенам. Наи­
более «информативно ценными» признаками, с точностью 
до 98  % подтверждающими различие метаболитных 
профилей и определяющими принадлежность образцов 
Ae. tauschii к группе устойчивых или неустойчивых, ока­
зались показатели стигмастерола, МАГ, ДАГ, пеларгоно­
вой, галактуроновой, 3-гидроксипипеколиновой кислот, 
галактинола, глицерола, сорбозы, мальтозы, тирозина и 
гликозидов. Среди вышеперечисленных признаков наи­
более статистически значимыми для неустойчивых форм 
оказались показатели стигмастерола и мальтозы, а для 
устойчивых – ДАГ.

С использованием «информативно ценных» призна­
ков и классификационной функции был проведен анализ 
совпадения предполагаемой и реальной принадлежности 
изучаемых образцов Ae.  tauschii к устойчивым или не­
устойчивым формам. В результате получено совпадение 
статусов для всех исследованных образцов Ae.  taushii, 
кроме к-527 (Армения). Канонический дискриминантный 
анализ метаболомных признаков позволил уточнить па­
раметры дифференциации устойчивых и неустойчивых 
форм Ae.  taushii. На гистограмме распределения по ве­
личине собственных значений канонической переменной 
видно, что значение последней для устойчивых образцов 
располагается в диапазоне от 0 до +5, а для неустойчи­
вых – от 0 до –5 (см. рисунок).

Обсуждение
Результаты нашей работы показали, что метаболомные 
профили устойчивых и неустойчивых форм Ae. tauschii 
достоверно различаются. Используя данные метаболом­
ного анализа, можно с большой вероятностью (до 98 %), 
без проведения дополнительных тестов, выделить среди 
взятых в исследование образцов формы, устойчивые к 
грибным патогенам. Такой подход в дальнейшем мы ре­
комендуем к применению на практике для оптимизации 
процесса селекции.
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Анализируя полученные данные по метаболомным 
профилям неустойчивых и устойчивых форм Ae. tauschii, 
правомерно сделать вывод о степени и характере влияния 
грибных патогенов на основные этапы первичного и 
вторичного метаболизма зерновок различных по устой­
чивости образцов. Практически все возбудители в той 
или иной степени воздействовали на обменные процес- 
сы: цикл Кребса, гликолиз, обмен жирных кислот, ацил­
глицеролов, полиолов, фитостеролов, моно- и олигоса­
харов. В то же время грибные патогены практически не 
оказывали влияния на содержание свободных аминокис­
лот (кроме треонина и тирозина). Поскольку тирозин – 
предшественник при синтезе многих биологически актив­
ных соединений, выполняющих структурную (лигнин), 
защитную (фенольные соединения, алкалоиды и  др.), 
транспортную (перенос электронов) и другие функции, то 
влияние патогенов на содержание данной аминокислоты 
в зерновке может быть обусловлено активацией меха­
низмов защиты в ответ на проникновение возбудителя 
в ткани растения, что подтверждается исследованиями 
зарубежных авторов (Schenck, Maeda, 2018). Изменение 
показателей другой аминокислоты, треонина, ряд авторов 
также связывает с действием неблагоприятных биотиче­
ских факторов среды, например насекомых-вредителей. 
Растение снижает концентрацию веществ, необходимых 
для питания «паразита», тем самым влияя на его числен­
ность. Вероятно, такой же механизм может действовать и в 
отношении возбудителей листовой ржавчины и мучнистой 
росы (Gonzales-Vigil et al., 2011). Азелаиновая кислота, 
являющаяся продуктом окисления олеиновой кислоты, 
и пипеколиновые кислоты, катаболиты лизина, активно 
вырабатываются в ответ на внедрение патогенов, в том 
числе грибных, в ткани растения, поэтому изменение кон­
центрации этих соединений вполне обосновано и под­
тверждено другими исследователями (Navarova et al., 2012;  
Zoeller et al., 2012).

Из числа свободных фенольных соединений достовер­
ное влияние на устойчивость к грибным патогенам уста­
новлено для гидрохинона (доминирующее соединение 
этой группы) и пирогалловой кислоты. Известно, что фе­
нольные соединения активно участвуют в формировании 
иммунитета растения. Наличие свободных форм феноль­
ных соединений – чаще всего показатель интенсивности 
синтеза гликозидных форм, где последние выступают в 
качестве агликона. Наши данные показывают, что в зер­
новках устойчивых форм Ae. tauschii в основном накап­
ливаются гидрохинон и пирогалловая кислота. Их при­
сутствие в свободном состоянии, скорее всего, связано 
с разрушением активных форм – гликозидов, например 
арбутина. В случае пирогалловой кислоты ее накопление 
может быть также обусловлено взаимодействием расте­
ния с грибными патогенами (роль сигнальных веществ) 
(Seigler, 1998; цит. по: Gilbert, 2001).

Данные настоящего исследования подтверждают по­
лученные нами ранее результаты относительно связи 
устойчивости к возбудителям фузариоза форм овса (Ave­
na sativa  L.) с компонентами метаболомного профиля: 
ацилглицеролами, небелковыми аминокислотами, галак­
тинолом (Лоскутов и др., 2019).

Заключение
Результаты проведенных исследований подтверждают 
целесообразность и эффективность использования не­
специфического метаболомного анализа для поиска и 
выделения форм, имеющих набор соединений, предло­
женных в качестве маркеров устойчивости к определен­
ным патогенам. Образцы вида Ae.  tauschii с высоким 
содержанием пипеколиновых кислот, ацилглицеролов, 
галактинола, стигмастерола, мальтозы, тирозина, сорбо­
зы, глицерола, азелаиновой и пирогалловой кислот, ме­
тил-D-галактопиранозида и др. могут быть включены в 
селекционные работы по получению сортов основных 
зерновых культур, высокоустойчивых к мучнистой росе, 
бурой и желтой ржавчинам.

Список литературы / References
Афанасенко О.С. Проблемы создания сортов с длительной устой­

чивостью к болезням. Защита и карантин растений. 2010;3:4-10.
[Afanasenko O.S. Problems of creating cultivars with long-term di­
sease resistance. Zaschita i Karantin Rastenii = Plant Protection and 
Quarantine. 2010;3:4-10. (in Russian)]

Вавилов Н.И. Иммунитет растений к инфекционным заболева­
ниям. М., 1919. 
[Vavilov N.I. Plant Immunity to Infectious Diseases. Moscow, 1919. 
(in Russian)]

Добротворская  Т.В., Мартынов  С.П., Чикида  Н.Н., Митрофано­
ва О.П. Сорта и линии пшеницы, в родословные которых входит 
эгилопс Тауши (Ae. tauschii Соss.). В: Каталог мировой коллек­
ции ВИР. СПб., 2017;842:47.
[Dobrotvorskaia  T.V., Martynov  S.P., Chikida  N.N., Mitrofano­
va O.P. Wheat cultivars and lines whose pedigrees include Ae. taus­
chii Coss. In: Catalogue of the VIR Global Collection. St. Peters­
burg, 2017;842:47. (in Russian)]

Дорофеев В.Ф. Отдаленная гибридизация и происхождение пше­
ницы. Л., 1971.
[Dorofeev V.F. Remote Hybridization and the Origin of Wheat. 
Leningrad, 1971. (in Russian)]

Коломиец Т.М., Панкратова Л.Ф., Пахолкова Е.В. Сорта пшеницы 
(Triticum L.) из коллекции GRIN (США) для использования в се­
лекции на длительную устойчивость к септориозу. С.-х. биоло­
гия. 2017;52(3):561-569. DOI 10.15389/agrobiology.2017.3.561rus.
[Kolomiets T.M., Pankratova L.F., Pakholkova  E.V. Wheat (Triti­
cum L.) cultivars from GRIN collection (USA) selected for durable 
resistance to Septoria tritici and Stagonospora nodorum blotch. 
Selskokhozyaystvennaya Biologiya = Agricultural Biology. 2017; 
52(3):561-569. DOI 10.15389/agrobiology.2017.3.561eng.]

Конарев  А.В., Шеленга  Т.В., Перчук  И.Н., Блинова  Е.В., Лоску­
тов И.Г. Характеристика разнообразия овса (Avena L.) из коллек­
ции ВИР – исходного материала для селекции на устойчивость к 
фузариозу. Аграр. Россия. 2015;5:2-10. DOI 10.30906/1999-5636-
2015-5-2-10. 
[Konarev A.V., Shelenga T.V., Perchuk I.N., Blinova E.V., Losku­
tov  I.G. Characteristic of oat diversity (genus Avena L.) from the 
Collection of N.I. Vavilov All-Russia Research Institute of Plants: 
initial material for oat breeding for Fusarium resistance. Agrarnaya 
Rossiya = Agrarian Russia. 2015;5:2-10. DOI 10.30906/1999-5636-
2015-5-2-10. (in Russian)]

Конарев В.Г. Белки пшеницы. М., 1980. 
[Konarev V.G. Wheat Proteins. Moscow, 1980. (in Russian)]

Лоскутов И.Г., Шеленга Т.В., Конарев А.В., Хорева В.И., Шавар­
да  А.Л., Блинова  Е.В., Гнутиков  А.А. Биохимические аспек­
ты взаимоотношений грибов и растений на примере фузари­
оза овса. С.-х.  биология. 2019;54(3):575-588. DOI 10.15389/
agrobiology.2019.3.575rus.



T.V. Shelenga, L.L. Malyshev, Yu.A. Kerv …  
M.K. Belousova, M.A. Kolesova, N.N. Chikida

258 Вавиловский журнал генетики и селекции / Vavilov Journal of Genetics and Breeding • 2020 • 24 • 3

Metabolomic approach to search for fungal resistant forms 
of Aegilops tauschii Coss. from the VIR collection

ORCID ID
T.V. Shelenga orcid.org/0000-0003-3992-5353
L.L. Malyshev orcid.org/0000-0002-8595-1336
Yu.A. Kerv orcid.org/0000-0002-3728-6968
T.V. Diubenko orcid.org/0000-0002-3142-2877

Благодарности. Работа выполнена в рамках государственного задания согласно тематическому плану ВИР, номер государственной регистрации 
0662-2019-0006.
Конфликт интересов. Авторы заявляют об отсутствии конфликта интересов.
Поступила в редакцию 20.09.2019. После доработки 21.11.2019. Принята к публикации 04.12.2019.    

A.V. Konarev orcid.org/0000-0003-2938-1014
V.I. Horeva orcid.org/0000-0003-2762-2777
M.K. Belousova orcid.org/0000-0003-0980-3531
M.A. Kolesova orcid.org/0000-0001-6310-127Х
N.N. Chikida orcid.org/0000-0002-9698-263X

[Loskutov  I.G., Shelenga  T.V., Konarev A.V., Khoreva  V.I., Sha­
varda A.L., Blinova  E.V., Gnutikov A.A. Biochemical aspects of 
interactions between fungi and plants: a case study of Fusarium in 
oats. Selskokhozyaystvennaya Biologiya  = Agricultural Biology. 
2019;54(3):575-588. DOI 10.15389/agrobiology.2019.3.575eng.]

Мережко  А.Ф., Удачин  Р.А., Зуев  Е.В., Филатенко  А.А., Сер­
бин  А.А., Ляпунова  О.А., Косов  В.Ю., Куркиев  У.К., Охотни­
кова Т.В., Наврузбеков Н.А., Богуславский Р.Л., Абдулаев А.К., 
Чикида Н.Н., Митрофанова О.П., Потокина С.А. Пополнение, 
сохранение в живом виде и изучение мировой коллекции пше­
ницы, эгилопса и тритикале. СПб., 1999. 
[Merezhko  A.F., Udachin  R.A., Zuev  E.V., Filatenko  A.A., Ser­
bin A.A., Liapunova O.A., Kosov V.I., Kurkiev U.K., Okhotniko­
va  T.V., Navruzbekov  N.A., Boguslavskii  R.L., Abdulaev  A.K., 
Chikida N.N., Mitrofanova O.P., Potokina S.A. Enriching, Conserv­
ing Viable, and Studying the Global Collections of  Wheat, Aegilops, 
and Triticale. St. Petersburg, 1999. (in Russian)]

Мигушова Э.Ф. К вопросу о происхождении геномов пшеницы. 
Труды по прикладной ботанике, генетике и селекции. 1975; 
55(3):3-26.
[Migushova E.F. On the origin of wheat genomes. Trudy po Priklad­
noy Botanike, Genetike i Selektsii = Proceedings on Applied Bota­
ny, Genetics, and Breeding. 1975;55(3):3-26. (in Russian)]

Семенова Л.В., Мигушова Э.Ф., Девяткина  Э.П. Качество зерна 
сородичей пшеницы – эгилопса. Труды по прикладной ботани­
ке, генетике и селекции. 1973;50(1):216-226. 
[Semenova L.V., Migushova E.F., Devjatkina E.P. Grain quality of 
Aegilops grain, ancestor of wheat. Trudy po Prikladnoy Botanike, 
Genetike i Selektsii = Proceedings on Applied Botany, Genetics, and 
Breeding. 1973;50(1):216-226. (in Russian)]

Тырышкин Л.Г., Колесова М.А., Чикида  Н.Н. Aegilops tauschii 
Соss. Характеристика образцов по ювенильной устойчивости к 
листовым болезням. В: Каталог мировой коллекции ВИР. 2004; 
763:3-15.
[Tyryshkin L.G., Kolesova M.A., Chikida  N.N. Aegolps tauschii 
Coss. Characteristics of accessions for juvenile leaf disease resis­
tance. In: Catalogue of the VIR Global Collection. St. Petersburg, 
2004;763:3-15. (in Russian)]

Adonina  I.G., Petrash  N.V., Timonova  E.M., Christov  Yu.A., Sa­
lina  E.A. Construction and study of leaf rust resistant common 
wheat lines with translocations of Aegilops speltoides Tausch. 
genetic material. Russ. J. Genet. 2012;48:404-409. DOI 10.1134/
S1022795412020020.

Arora S., Singh N., Kaur S., Bains N.S., Uauy C., Poland J., Chhune­
ja P. Genome-wide association study of grain architecture in wild 
wheat Aegilops tauschii. Front. Plant Sci. 2017;8:886. DOI 10.3389/
fpls.2017.00886.

Chakraborty S., Newton A.C. Climate change, plant diseases and food 
security: an overview. Plant Pathol. 2011;60:2-14. DOI 10.1111/ 
j.1365-3059.2010.02411.x.

Gilbert K. Plant Secondary Metabolism. Seigler David S. Plant Growth 
Regul. 2001;34(1):149-149. DOI 10.1023/A:1013354907356.

Gonzales-Vigil  E., Bianchetti  Ch.M., Phillips  G.N.,  Jr., Howe  G.A. 
Adaptive evolution of threonine deaminase in plant defense against 
insect herbivores. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 2011;108(14):5897-
5902. DOI 10.1073/pnas.1016157108.

Kolmer J.A., Anderson J.A. First detection in North America of vir­
ulence in wheat leaf rust (Puccinia triticina) to seedling plants of 
wheat with Lr21. Plant Dis. 2011;95:1032. DOI 10.1094/PDIS-
0411-0275.21. 

Liu Y., Wang  L., Mao  S., Liu  K., Lu Y., Wang  J., Wei Y., Zheng Y. 
Genome-wide association study of 29 morphological traits in Aegi­
lops tauschii. Sci. Rep. 2015;5:15562. DOI 10.1038/srep15562.

Loskutov  I.G., Shelenga  T.V., Konarev  A.V., Shavarda  A.L., Blino­
va  E.V., Dzubenko  N.I. Тhe metabolomic approach to the com­
parative analysis of wild and cultivated species of oats (Аvena L.). 
Russ. J. Genet.: Appl. Res. 2017;7(5):501-508. DOI 10.1134/S2079 
059717050136.

McIntosh R.A., Wellings C.R., Park R.F. Wheat Rust: An Atlas of Re­
sistance Genes. Australia: CSIRO Publ., 1995.

Mujeeb-Kazi A., Cano S., Rosas V., Cortes A., Delgado R. Registra­
tion of five synthetic hexaploid wheat and seven bread wheat lines 
resistant to wheat spot blotch. Crop Sci. 2001;41(5):1653-1654. DOI 
10.2135/cropsci2001.4151653x.

Navarova H., Bernsdorff F., Doring A.C., Zeier J. Pipecolic acid, an en­
dogenous mediator of defense amplification and priming, is a criti­
cal regulator of inducible plant immunity. Plant Cell. 2012;24(12): 
5123-5141. DOI 10.1105/tpc.112.103564.

Pretorius Z.A. Detection of virulence to Lr41 in a South African patho­
type of Puccinia recondita f. sp. tritici. Plant Dis. 1997;81(4):423. 
DOI 10.1094/PDIS.1997.81.4.423A.

Puzanskiy  R.K., Shavarda A.L., Tarakhovskaya  E.R., Shishova  M.F. 
Analysis of metabolic profile of Chlamydomonas reinhardtii cul­
tivated under autotrophic conditions. Appl. Biochem. Microbiol. 
2015;51(1):83-94. DOI 10.1134/S0003683815010135.

Schenck C.A., Maeda H.A. Tyrosine biosynthesis, metabolism, and ca­
tabolism in plants. Phytochemistry. 2018;149:82-102. DOI 10.1016/ 
j.phytochem.2018.02.003.

Taji T., Takahashi S., Shinozaki K. Inositol and their metabolism in 
abiotic and biotic stress responses. Subcell. Biochem. 2006;39:239-
264. DOI 10.1007/0-387-27600-9_10.

Valitova J.N., Sulkarnayeva A.G., Minibayeva F.V. Plant sterols: diver­
sity, biosynthesis, and physiological functions. Biochemistry (Mos­
cow). 2016;81(8):819-834. DOI 10.1134/S0006297916080046.

Yang W.-Y., Yu Y., Zhang Y., Hu X.-R., Wang Y., Zhou Y.-C., Lu B.- R. 
Inheritance and expression of stripe rust resistance in common 
wheat (Triticum aestivum) transferred from Aegilops tauschii and its 
utilization. Hereditas. 2003;139:49-55. DOI 10.1111/j.1601-5223. 
2003.01671.x.

Zoeller  M., Stingl  N., Krischke  M., Fekete A., Wallter  F., Berger  S. 
Lipid profiling of the Arabidopsis hypersensitive response reveals 
specific lipid peroxidation and fragmentation processes: biogenesis 
of pimelic and azelaic acid. Plant Physiol. 2012;160(1):365-378. 
DOI 10.1104/pp.112.202846.



Использование гиперспектральной камеры Specim IQ 
для анализа растений 
В.В. Альт1, Т.А. Гурова1, О.В. Елкин1, Д.Н. Клименко1, Л.В. Максимов2, И.А. Пестунов3, О.А. Дубровская3,  
М.А. Генаев4, 5, Т.В. Эрст4, К.А. Генаев4, Е.Г. Комышев4, В.К. Хлесткин4, Д.А. Афонников4, 5 

1 Сибирский федеральный научный центр агробиотехнологий Российской академии наук, р.п. Краснообск, Новосибирская область, Россия
2 Институт автоматики и электрометрии Сибирского отделения Российской академии наук, Новосибирск, Россия
3 Институт вычислительных технологий Сибирского отделения Российской академии наук, Новосибирск, Россия
4 Федеральный исследовательский центр Институт цитологии и генетики Сибирского отделения Российской академии наук,  

Новосибирск, Россия
5 Новосибирский национальный исследовательский государственный университет, Новосибирск, Россия

 e-mail: ada@bionet.nsc.ru

Аннотация. Важной технологией для неразрушающего мониторинга пигментного состава растений, кото-
рый тесно связан с их физиологическим состоянием или заражением патогенами, является дистанционное 
зондирование при помощи гиперспектральных камер. В работе представлен опыт применения мобильной 
гиперспектральной камеры Specim IQ для исследований заболевания проростков четырех сортов пшеницы 
обыкновенной корневой гнилью (возбудитель – гриб Bipolaris sorokiniana Shoem.), а также для анализа мя-
коти клубней картофеля 82 линий и сортов. Для проростков были получены спектральные характеристики 
и по данным определены наиболее информативные спектральные признаки (индексы) для обнаружения 
корневой гнили. У проростков контрольных вариантов в видимой части спектра наблюдается возрастание 
отражательной способности с небольшим пиком в зеленой области (около 550 нм), затем идет понижение 
из-за поглощения света пигментами растений с экстремумом при длине волны около 680 нм. Анализ гисто-
грамм значений вегетационных индексов показал, что индексы TVI и MCARI наиболее информативны для 
обнаружения патогена на проростках пшеницы по данным гиперспектральной съемки. Для образцов кар-
тофеля были выявлены участки спектра, соответствующие локальным максимумам и минимумам отраже-
ния. Показано, что спектры сортов картофеля имеют наибольшие различия в области длин волн 900–1000,  
400–450 нм, что в первом случае может быть связано с уровнем содержания воды, а во втором – с форми-
рованием в клубнях меланина. По характеристикам спектра исследованные образцы разделились на три 
группы, каждая из которых содержит повышенные либо пониженные уровни интенсивности для указанных 
участков спектра. Кроме того, для ряда сортов были установлены минимумы в спектрах отражения, соот-
ветствующих хлорофиллу a. Результаты демонстрируют возможности камеры Specim IQ для проведения ис-
следований гиперспектрального анализа растительных объектов.
Ключевые слова: гиперспектральные данные; спектральные характеристики растений; заболевания пшени-
цы; корневая гниль; мякоть картофеля; хлорофилл; вегетационные индексы.
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Abstract. Remote sensing using hyperspectral cameras is an important technology for non-destructive monitoring 
of plant pigment composition, which is closely related to their physiological state or infection with pathogens. 
The paper presents the experience of using Specim IQ, a mobile hyperspectral camera, to study common root rot 

© Альт В.В., Гурова Т.А., Елкин О.В., Клименко Д.Н., Максимов Л.В., Пестунов И.А., Дубровская О.А., Генаев М.А., Эрст Т.В., Генаев К.А., Комышев Е.Г., 
Хлесткин В.К., Афонников Д.А., 2020

Контент доступен под лицензией Creative Commons Attribution 4.0 License

СЕЛЕКЦИЯ РАСТЕНИЙ НА ИММУНИТЕТ И ПРОДУКТИВНОСТЬ
Оригинальное исследование/ Original article
УДК 520.35:633.111.1

Вавиловский журнал генетики и селекции. 2020;24(3):259-266
DOI 10.18699/VJ19.587



V.V. Alt, T.A. Gurova, O.V. Elkin, D.N. Klimenko …  
E.G. Komyshev, V.K. Khlestkin, D.A. Afonnikov

260 Вавиловский журнал генетики и селекции / Vavilov Journal of Genetics and Breeding • 2020 • 24 • 3

The use of Specim IQ, a hyperspectral 
camera, for plant analysis

(the pathogen is the fungus Bipolaris sorokiniana Shoem.) affecting the seedlings of four wheat varieties and to 
analyze the pulp of potato tubers of 82 lines and varieties. Spectral characteristics were obtained for seedlings and 
the most informative spectral features (indices) for root rot detection were determined based on the data obtained. 
Seedlings of control variants in the visible part of the spectrum show an increase in reflectance with a small peak 
in the green area (about 550 nm), then a decrease due to light absorption by plant pigments with an extremum at 
a wavelength of about 680 nm. Analysis of histograms of vegetation index values demonstrated that the TVI and 
MCARI indices are the most informative for detecting the pathogen on wheat seedlings according to hyperspectral 
survey data. For potato samples, regions of the spectrum were found that correspond to local maxima and minima 
of reflection. It was shown that the spectra of potato varieties have the greatest differences within wavelength 
ranges of 900–1000 nm and 400–450 nm, which in the former case may be associated with the level of water con-
tent, and in the latter, with the formation of melanin in the tubers. It was shown that according to the characteristics 
of the spectrum, the samples studied are divided into three groups, each characterized by increased or reduced 
intensity levels for the specified parts of the spectrum. In addition, minima in the reflection spectra corresponding 
to chlorophyll a were found for a number of varieties. The results demonstrate the capabilities of the Specim IQ 
camera for conducting hyperspectral analyses of plant objects.
Key words: hyperspectral data; spectral characteristics of plants; wheat diseases; root rot; potato pulp; chlorophyll; 
vegetation indices.
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Введение
Пигменты играют важную роль в жизни растений. Наи-
более важные из них – хлорофиллы a и b, обеспечиваю-
щие процесс фотосинтеза, каротиноиды, ответственные 
за эффективность использования солнечной энергии при 
фотосинтезе, антоцианы, выполняющие защитные функ-
ции. Концентрации пигментов в растительных тканях мо- 
гут быстро меняться в ответ на изменение физиологиче-
ского состояния растений, и, таким образом, служить его 
маркерами. Состав и концентрацию пигментов можно 
исследовать химическими методами, однако более удоб-
ным способом, который активно развивается в послед
нее время, является метод дистанционной оценки на ос-
нове анализа спектров отраженного излучения (Мерзляк  
и др., 1997; Blackburn, 2007). Они основаны на том, что 
различные пигменты поглощают излучение разных длин 
волн неодинаково. В соответствии с этим у каждого пиг
мента есть свой характерный спектр отраженного излу
чения, который можно идентифицировать с использова-
нием спектрометров высокого разрешения и интервала 
длин волн.

Развитие дистанционного мониторинга растений на 
основе мульти- и гиперспектральных сенсоров стало важ-
ным методом для оценки их физиологического состояния 
(Мерзляк и др., 2003), поражения заболеваниями (Mahlein 
et al., 2013), состояния плодов (Lorente et al., 2012) и кор-
неплодов (Rady et al., 2015; Pan et al., 2016). Такие сенсоры 
можно применять для оценки состояния растений как в 
лабораторных, так и в полевых условиях, а также уста-
навливать на беспилотные летательные аппараты (БПЛА) 
для широкого охвата посевов (Adão et al., 2017). 

В настоящее время для получения мульти- и гиперспек
тральных изображений используют различные техниче
ские решения, которые отличаются технологией реали
зации сенсора, шириной спектрального интервала, спек-
тральным и пространственным разрешением (Sellar, Bore-
man, 2005). Некоторые из них разработаны для установки 
на БПЛА, другие могут быть применены в лабораторных 

условиях. Однако все устройства требуют специальной 
технической настройки, установки и дополнительного 
оборудования для того, чтобы результаты можно было 
визуализировать. Гиперспектральная камера Specim IQ, 
применяемая в наших исследованиях, является компакт-
ным мобильным сенсором для наземной и лабораторной 
съемки (Bohnenkamp et al., 2018). 

В нашей работе приведены результаты использования 
камеры Specim IQ для решения двух задач. Во-первых, 
проведено исследование проростков пшеницы четырех 
сортов в условиях заражения корневой гнилью и без 
заражения. Корневые гнили – наиболее вредоносные 
заболевания на пшенице в Западной Сибири. Из них су-
щественное значение имеет гельминтоспориоз (возбуди- 
тель – гриб Bipolaris sorokiniana Shoem. = Drechslera so­
rokiniana Subram. et Jain, Helminthosporium sativum Pam.), 
поражающий практически все органы растения (пер-
вичные, вторичные корни, колеоптиле, стебель, листья, 
зерно). Болезнь приводит к гибели всходов, отставанию в 
росте, отмиранию продуктивных стеблей, пустоколосице, 
щуплости зерна. Потери урожая в среднем составляют 
15 % в результате снижения продуктивной кустистости, 
озерненности колоса и массы зерна (Долженко и др., 
2014). Мы провели оценку информативности оптических 
параметров различных сортов пшеницы при действии 
возбудителя обыкновенной корневой гнили злаков B. so­
rokiniana Shoem. 

Второй задачей было исследование спектральных ха
рактеристик мякоти клубней картофеля (Solanum  tube­
rosum  L.), представленных в коллекции Института ци- 
тологии и генетики СО РАН (ИЦиГ) «ГенАгро» (Новоси
бирск).

Материалы и методы
Образцы пшеницы для исследования поражения кор-
невой гнилью. Исследования проводили в лабораторных 
условиях (вегетационный опыт – водные культуры) на 
проростках районированных сортов мягкой яровой пше-



Использование гиперспектральной  
камеры Specim IQ для анализа растений 

В.В. Альт, Т.А. Гурова, О.В. Елкин, Д.Н. Клименко …  
Е.Г. Комышев, В.К. Хлесткин, Д.А. Афонников

2020
24 • 3

261СЕЛЕКЦИЯ РАСТЕНИЙ НА ИММУНИТЕТ И ПРОДУКТИВНОСТЬ / PLANT BREEDING FOR IMMUNITY AND PERFORMANCE

ницы селекции Сибирского научно-исследовательского 
института растениеводства – филиала ИЦиГ СО РАН: 
Новосибирская 18, Новосибирская 44, Сибирская 21 и 
Омского АНЦ – Омская 18.

Схема опыта включала варианты: контроль – семена 
без искусственной инфекции; опыт – семена искусственно 
инфицировали возбудителем обыкновенной гнили  Bi­
polaris sorokiniana Shoem. (B. sorokiniana). Инфицирова-
ние проросших семян осуществляли конидиальной сус
пензией смеси среднепатогенных изолятов B. sorokiniana, 
приготовленной на 0.1 % водном агаре (5000 конидий на 
1 зерно). Для каждого сорта в вариантах закладывали 
по 100 зерен с учетом их всхожести. Инфекционную на-
грузку наносили в капле суспензии возбудителя после 
подсчета конидий в камере Тома–Горяева. Отобранное, 
без внешних признаков поражения и повреждения зерно 
предварительно стерилизовали 90 % этиловым спиртом 
в течение 2 мин с последующим троекратным промыва-
нием дистиллированной водой.

Проростки выращивали в рулонной культуре на водо-
проводной воде в камере искусственного микроклимата 
«Биотрон-7» (разработка Сибирского физико-техническо-
го института (Сибирский федеральный научный центр 
агробиотехнологий Российской академии наук)) до фазы 
1–2 листа при 16-часовом фотопериоде с освещенностью 
20 000 лк (день), температура днем 22 °С, ночью – 18 °С, 
влажность – 60 % (Гурова и др., 2017). Для проведения 
съемки с помощью гиперспектральной камеры исполь-
зовали побеги проростков пшеницы с признаками пора-
жения корневой гнилью (штрихи и полосы темно-бурого 
цвета).

Образцы клубней картофеля. В исследовании исполь
зованы 82 образца картофеля (S. tuberosum L.) из коллек-
ции ИЦиГ «ГенАгро» (Новосибирск). Все сорта и гибри-
ды, анализируемые в ходе эксперимента, были выращены 
в полевых условиях (в пределах одной локации) с июня 
по начало сентября 2018 г. Все образцы были посажены 
одновременно или с разницей в один день и выкопаны 
таким же образом. Клубни всех образцов были посажены 
в два ряда с расстоянием между рядами в 0.75 м и между 
растениями – в 0.3 м. Длина каждого ряда составляла 
3  м, выращивалось по 10 растений. После извлечения 
клубней из почвы их направляли на хранение в течение 
3 нед при температуре 4 °С. По прошествии указанного 
времени отбирали только визуально здоровые, типичные 
по форме и размеру клубни для каждой линии. Клубни 
(два на образец) были вымыты водопроводной водой и 
оставлены на ночь для испарения водопроводной воды с 
поверхности клубней в комнатных условиях. 

Для проведения съемки с помощью гиперспектраль
ной камеры использовали срезы клубней. Выполняли 
поперечные разрезы клубней по центру с помощью ножа 
на две приблизительно равные доли, от одной из них 
проводился срез, максимально однородный по толщине 
в различных частях среза. Все срезы имели толщину в 
пределах 2–3 cм. В случаях невозможности выполнения 
поперечного среза по центру клубня (выявляемые дефек-
ты только при разрезании клубня, например, такие, как 
результат поражения различными инфекциями) делали 
продольный срез по центру доли клубня, полученной при 

поперечном разрезе. Срезы в пределах изучаемого сорта 
или гибрида выполняли непосредственно перед съемкой.

Получение гиперспектральных изображений. Спек
тральные характеристики проростков пшеницы и клубней 
картофеля для анализа были собраны с помощью гипер-
спектральной камеры Specim IQ (Spectral Imaging Ltd., 
https://www.specim.fi/iq/). Эта камера позволяет оцени
вать спектры отражения в интервале 400–1000 нм. Спек
тральное разрешение камеры составляет 7 нм и включа
ет 204 полосы, пространственное разрешение сенсора –  
512 × 512 пикселей. Технические характеристики камеры 
более подробно приведены в работе (Bohnenkamp et al., 
2018). Камера была любезна предоставлена ООО «Компа-
ния «Азимут Фотоникс» (Москва). Камера была установ-
лена на штативе над столом, на расстоянии 15–20 см от 
образца, расположенного на белом листе бумаги. Образцы 
освещались тремя галогенными лампами: две мощностью 
500 Вт, одна – 700 Вт, как это рекомендовано в инструкции 
к камере. Перед съемкой проводилась калибровка каме
ры с помощью калибровочной панели, после этого при 
получении серий снимков панель удаляли из кадра. 

Обработка спектральных изображений. Предвари-
тельный визуальный контроль качества гиперспектраль-
ных изображений осуществлялся с помощью программы 
Specim IQ Studio software. Для массовой обработки изо-
бражений использовали библиотеки языка Python. Извле-
чение данных по интенсивности спектральных линий из 
выходных файлов Specim IQ в формате envi проводили с 
помощью пакета spectral (http://www.spectralpython.net/). 
Сглаживание спектров было выполнено с использовани
ем фильтра Савицкого–Голая (Savitzky, Golay, 1964), про-
грамма savgol_filter – из пакета scipy (https://www.scipy.org/). 

Выделение областей проростков и срезов клубней осу-
ществляли на основе анализа интенсивности сигнала по 
различным линиям спектра (белый фон имел практически 
одинаковую интенсивность отражения по всем линиям 
спектра). 

Для исследования были взяты от трех до пяти гипер-
спектральных изображений здоровых и зараженных про
ростков для каждого сорта пшеницы. При получении спек-
тральных кривых проводили сегментацию изображений 
и использовали средние значения спектральных яркостей 
выделенных сегментов по нескольким изображениям. При 
анализе проростков рассчитывали серию вегетационных 
индексов, как это было описано ранее в работе (Дубров-
ская и др., 2018). 

При анализе клубней для каждого изображения мы 
выбирали случайным образом 6000 пикселей (выборка с 
возвращением), принадлежащих области мякоти клубня, 
и по ним усредняли значение интенсивностей для каждой 
линии спектра. Полученные таким образом средние зна-
чения характеризовали спектры каждого из 82 образцов 
мякоти картофеля. 

Для предсказания содержания крахмала и мезги в клуб-
нях картофеля по гиперспекральным данным применен 
метод частных наименьших квадратов (PLS), в качестве 
зависимых переменных рассматривали значения содер-
жания крахмала или мезги, независимыми переменны
ми были значения первой производной интенсивностей 
спектра (дифференциальные кривые).
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Результаты 
Анализ данных по корневой гнили пшеницы. Анализ 
спектральных кривых, полученных для проростков сортов 
Новосибирская 18, Омская 18, Новосибирская 44 и Си-
бирская 21, показал, что отражательные характеристики 
здоровых проростков пшеницы и инфицированных возбу-
дителем обыкновенной корневой гнили злаков отличают
ся в исследуемых частях спектра – видимой (400–700 нм) 
и ближней инфракрасной области (700–900 нм) (рис. 1). 
У проростков контрольных вариантов в видимой части 
спектра наблюдается возрастание отражательной спо-
собности с небольшим пиком в зеленой области (около 
550 нм), затем идет понижение из-за поглощения света 
пигментами растений с экстремумом при длине волны 
около 680 нм. В ближней инфракрасной области отража-
тельная способность проростков контрольных и опытных 
вариантов повышается, что связано с внутренним рассея-
нием света мезофиллом (Behmann et al., 2014). 

Различия отражательных характеристик в определен-
ных зонах спектра послужили основой для применения 
вегетационных индексов для обнаружения и диагностики 
корневой гнили на посевах и распознавания особенностей 
здоровых и пораженных заболеванием всходов пшеницы. 
В результате анализа различных вегетационных индексов, 
ранее используемых при диагностике и мониторинге раз-
вития других заболеваний пшеницы (Дубровская и др., 
2018), а также на основе анализа спектральных характе
ристик, полученных при лабораторном эксперименте, 
было выбрано 13 вегетационных индексов для иденти
фикации корневой гнили (В. sorokiniana) (табл. 1). Деталь-

ное описание индексов приведено в работе (Дубровская 
и др., 2018).

Анализ гистограмм значений вегетационных индексов 
показал (рис. 2), что индексы TVI и MCARI наиболее 
информативны для обнаружения патогена на проростках 
пшеницы, по данным гиперспектральной съемки.

Анализ мякоти клубней картофеля. Спектральные 
кривые мякоти клубней 82 образцов картофеля пред-
ставлены на рис. 3, а. 

Из диаграмм видны две характерные спектральные 
области, в которых наблюдаются существенные различия 
в интенсивности спектров отражения различных сортов: 
420–470 и 860–980 нм. Для области 420–470 нм наблю-
даются два характерных типа значений интенсивности: 
больше 0.4 (53 образца, 64 %) и меньше этого значения 
(см. рис. 3, a; 30 образцов, 36 %). Для области 860–980 нм 
также наблюдаются два типа значений: больше 0.8 (см. 
рис. 3, а; 63 образца, 75 %) и меньше этого значения 
(20 образцов, 25 %). Более детальный анализ показал, что 
все образцы в выборке можно разделить на три группы по 
значению величин интенсивности спектра в этих двух об-
ластях. К первой группе (А) относятся образцы, у которых 
значение интенсивности в интервале 420–470 нм больше 
0.4, а в интервале 860–980 нм – больше 0.8. Таких образ-
цов оказалось 53 (на рис. 3 они показаны синим цветом). 
Списки названий сортов картофеля, которые относятся 
к этой и двум другим группам, приведены в Приложе-
нии 1)1. К группе B относятся образцы, интенсивность 
1 Приложения 1 и 2 см. по адресу:  
http://www.bionet.nsc.ru/vogis/download/pict-2020-24/appx2.pdf
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Рис. 1. Спектральные кривые для различных сортов пшеницы: здоровых проростков (синяя кривая) и пораженных корне-
вой гнилью (B. sorokiniana) (красная кривая).
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поглощения которых в интервале 420–470 нм меньше 0.4, 
а в интервале 860–980 нм – меньше 0.8. Таких образцов 
оказалось 20 (на рис. 3 они выделены оранжевым цветом). 
К группе С относятся образцы, у которых интенсивность 
поглощения в области 420–470 нм меньше 0.4, а в обла-

сти 860–980 нм – больше 0.8. Таких образцов было 9 (на 
рис. 3 они показаны сиреневым цветом). Эти три кластера 
оказались хорошо различимы на графике рассеяния для 
двух главных компонент, полученных при анализе про-
изводных от спектров (рис. 4). Образцов, у которых в об

Таблица 1. Вегетационные индексы, используемые для идентификации корневой гнили на проростках пшеницы 

Индекс Название индекса Формула*

mSR705 (Modified Red Edge Simple Ratio 
Index)

Модифицированный относительный индекс  
в крайнем красном спектре

(R750 – R445)/(R750 + R445)

NDVI705 (Red Edge Normalized Difference 
Vegetation Index)

Нормализованный разностный вегетационный 
индекс в крайнем красном спектре

(R750 – R705)/(R750 + R705)

mNDVI705 (Modified Red Edge  
Normalized Difference Vegetation Index)

Модифицированный нормализованный  
разностный вегетационный индекс 

(R750 – R705)/(R750 + R705 – 2R445)

NBNDVI (Narrow-Band Normalized 
Difference Vegetation Index)

Узкополосный нормализованный разностный 
вегетационный индекс 

(R850 – R680)/(R850 + R680)

RVSI (Red-Edge Vegetation Stress Index) Вегетационный индекс состояния в крайнем 
красном спектре

[(R712 + R752)/2] – R732

PSRI (Plant Senescence Reflectance Index) Индекс отражения огрубевшего углерода  
в растительных тканях

(RRed – RG)/RNir
(R678 – R500)/R750

ARI (Anthocyanin Reflectance Index) Антоциановый отражательный индекс (R550)–1 – (R700)–1

PRI (Photochemical/Physiological 
Reflectance Index)

Фотохимический индекс отражения (R531 – R570)/(R531 + R570)

SIPI (Structural Independent Pigment Index) Структурный индекс интенсивности пигментов (R800 – R445)/(R800 + R680)

PhRI (Physiological Reflectance Index) Индекс физиологического отражения (R550 – R531)/(R550 + R531)

NPCI (Normalized Pigment Chlorophyll 
Index)

Нормализованный индекс поглощения  
в хлорофилле

(R680 – R430)/(R680 + R430)

MCARI (Modified Chlorophyll Absorption 
Ratio Index)

Модифицированный относительный индекс 
поглощения в хлорофилле

3 . (R701 – R671) – 0.2 . (R701 – R549) . 
R701
R671

 

TVI (Triangular Vegetation Index) Треугольный вегетационный индекс 0.5 . [120 . (RNir – RG) – 200 . (RRed – RG)]
0.5 . [120 . (R750 – R550) – 200 . (R670 – R550)]  

* RX – отражательная способность на соответствующей длине волны или в соответствующем диапазоне спектра: G (green – 520–600 нм), Red (630–690 нм), 
Nir (760–900 нм).

Рис. 2. Графики гистограммных оценок условных плотностей распределения значений индексов TVI (слева) и MCARI (справа) для классов 
здоровых проростков пшеницы Новосибирская 18 (синий график) и зараженных корневой гнилью (красный график). 
В выносках указаны выборочные средние и стандартные отклонения значений индексов.
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The use of Specim IQ, a hyperspectral 
camera, for plant analysis

ласти спектра 420–470 нм интенсивность больше 0.4, а в 
области 860–980 нм – меньше 0.8, не обнаружено.

Необходимо отметить, что эти кластеры также можно 
идентифицировать на основе анализа диаграммы  рас
сеяния в пространстве двух главных компонент для ин
тенсивностей спектральных линий пикселей, соответ-
ствующих областям мякоти клубней (Приложение 2). На 
этой диаграмме также видно, что пиксели клубней одного 
сорта формируют компактные облака, которые хорошо 
отделяются от областей, соответствующих другим гено-
типам картофеля. 

В спектрах некоторых образцов наблюдаются менее 
выраженные различия в области 640–730 нм. Этот интер-
вал длин волн соответствует области поглощения света 
хлорофиллом (Guidi et al., 2017). 

Обсуждение
Проведенные нами исследования показали возможность 
применения камеры Specim IQ для анализа спектров от-
ражения растительных образцов (проростков пшеницы 
и срезов клубней картофеля). В первом случае удалось 
выявить значимые различия в спектрах проростков здоро
вых и пораженных корневой гнилью. У здоровых пророст-
ков минимумы отражения наблюдаются в полосах силь-
ного поглощения хлорофиллов в красной области спектра  
(680 нм) и в полосе совместного поглощения хлорофиллов 
и каротиноидов в синей области (~500 нм). 

У пораженных проростков трех сортов пшеницы (кро-
ме сорта Новосибирская 18) коэффициенты отражения 
практически во всем диапазоне значительно ниже, чем у 
здоровых. Снижение отражательной способности у по
раженных проростков, наиболее выраженное у сорта Си- 
бирская 21, возможно, обусловлено особенностями про
текания инфекционного процесса и формирования защит-
но-приспособительных реакций при патогенезе. 

Резкое изменение спектральных характеристик расте-
ний на границе видимой красной и ближней инфракрас-
ной частей спектра в диапазоне 690…740 нм (положение 
«красных краев») имеет большое значение для диагно-
стики стрессовых воздействий. Подобную особенность 
отмечали A. Lowe с коллегами (2017). Она может быть 
объяснена тем, что хлорофилл сильно поглощает длины 
волн вплоть до 700 нм, и, следовательно, растительный 
материал в этом диапазоне имеет низкую отражатель-
ную способность, которая резко возрастает в ближней 
инфракрасной области спектра (~720 нм). Обнаружено, 
что различия в спектрах можно описать за счет изменения 
ряда известных индексов, в частности TVI и MCARI, 
связанных с содержанием хлорофилла. 

При анализе срезов клубней картофеля мы выделили 
две области спектра (400–450 и 900–1000 нм), в которых 
наблюдаются наибольшие различия в нашей выборке об-
разцов. Их можно связать с областями поглощения ряда 
растительных пигментов, а также молекул воды и групп 
OH (табл. 2). 

Обнаруженные полосы поглощения позволяют пред-
положить наличие или образование в ходе эксперимента 
(регистрации спектра) поглощающих в видимой или 

Рис. 3. Спектральные характеристики мякоти клубней для 82 генотипов картофеля. 
a – средние значения интенсивности отражения для 204 линий спектра в интервале 400–1000 нм; б – графики дифференциальных кривых. Цвета линий 
соответствуют трем типам спектральных линий (см. текст).

Рис. 4. Диаграмма рассеяния для двух главных компонент 82 образ-
цов, полученная методом анализа главных компонент по данным 
анализа дифференциальных кривых. 
По оси X направлена компонента 1 (79.9 % дисперсии), по оси Y – компо-
нента 2 (12.9 % дисперсии). 
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ближней инфракрасной области спектра метаболитов. Так, 
известно, что в овощах при взаимодействии производных 
тирозина с кислородом воздуха в присутствии оксидаз 
может происходить образование меланина – олигомер-
ного окрашенного соединения (Busch, 1999), имеющего 
в спектре полосу поглощения при 400 нм. Возможно, в 
процессе экспонирования некоторые сорта картофеля 
более легко подвергались каталитическому окислению с 
образованием коричневой окраски.

Поглощение в области 640–730 нм может соответство-
вать наличию зеленого пигмента – хлорофилла – в крае-
вых областях срезов в некоторых рассмотренных образцах 
картофеля (Tanios et al., 2018). Обе распространенные в 
растениях разновидности хлорофилла – a и b – поглощают 
свет 640–730 нм. Кроме того, хлорофилл a имеет полосу 
поглощения при 400 нм (Guidi et al., 2017). Возможно, 
именно сорта с хлорофиллом в краевых участках срезов 
клубней относятся к группе С по РСА (см. рис. 4).

Поглощение при 860–980 нм относится к водородным 
связям воды (López-Maestresalas et al., 2016) и, возможно, 
связанных с ней полярных полимеров (крахмала, пекти-
нов, целлюлозы), присутствующих в мякоти картофеля. 
Различием в связывании воды и групп ОН можно объяс
нить наличие двух групп сортов картофеля.

Оценка скорости потемнения среза клубня (образова
ния мелатонина) имеет практическое значение при произ
водстве чипсов и полупродуктов для жареного картофеля. 
Анализ наличия хлорофилла в картофеле позволяет судить 
о том, экспонировался ли картофель на свету и, соот-
ветственно, есть ли риск присутствия в нем ядовитого 
алкалоида соланина. Таким образом, использование ги-
перспектральной камеры имеет значительный потенциал 
для оценки наличия метаболитов в картофеле по его срезу 
и автоматизации процессов переработки картофеля в про-
дукты с высокой добавленной стоимостью.

Заключение
С помощью гиперспектральной камеры Specim IQ про-
веден анализ двух типов биологических образцов: про-
ростков пшеницы четырех сортов с поражением корневой 
гнилью (возбудитель – B. sorokiniana Shoem.) и здоровых. 
Выявлено наличие различий в спектрах здоровых и по-
раженных растений, определены индексы TVI и MCARI, 
которые в наибольшей степени различаются для здоровых 
и больных проростков. Анализ мякоти клубней картофеля 
показал выраженные группы образцов, которые различа-
ются по интенсивности спектров отражения в областях 
400–450 и 900–1000 нм, что может быть связано с облас
тями поглощения меланина в первом случае (почернение 
мякоти) и молекул воды и групп OH – во втором (содер-
жание влаги).
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Abstract. The multitude of existing methods for assessing the phenotypic stability of plants makes breeders be faced 
with the problem of choosing an appropriate variant. The purpose of this study was to compare different methods 
of analyzing the genotype × environment interaction and, on their basis, assess the stability of the yield of 7 variet-
ies of winter wheat. The article compares 17 stability statistics by applying them to data obtained from agrotechnical 
experiments carried in 2009–2011 for evaluating the grain yield of 7 varieties of winter common wheat of Siberian 
selection (Novosibirskaya 32, Novosibirskaya 40, Novosibirskaya 51, Novosibirskaya 3, Novosibirskaya 2, Obskaya win-
ter, Omskaya 6). Analysis of variance revealed a significant ( p < 0.001) genotype × environment interaction in the ex-
periments, which indicates a different reaction of genotypes to changes in environmental conditions. Genotypes were 
ranked according to the level of stability. Based on the analysis of the rank correlation matrix, the stability statistics were 
categorized in five groups. Recommendations were made on which group of methods to use depending on the objec-
tives of the study. In the case when the goal of breeding research is the selection of the most biologically stable varieties 
with the minimum variance across a range of environments, one should use the methods of the static concept. If it is 
necessary to choose a genotype with a predictable reaction to changes of environmental conditions, corresponding to 
the calculated level or forecast, the regression approach is the most appropriate. The stability statistics generally identi-
fied Novosibirskaya 32 as the most stable variety from a biological point of view. The regression approach showed that 
Novosibirskaya 3 was the genotype with the smallest deviation from mean yield in all environments, while methods 
accessing the contribution of each genotype to the genotype × environment interaction defined Novosibirskaya 51 as 
the most stable variety.
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Аннотация. Многообразие существующих методов оценки фенотипической стабильности растений ставит 
перед селекционерами проблему выбора подходящего варианта. Целью настоящего исследования было срав-
нение различных методов анализа взаимодействия генотип × среда и оценка на их основе стабильности уро-
жайности семи сортов озимой пшеницы. Проанализированы 17 статистических показателей стабильности на 
примере данных полевого опыта 2009–2011 гг. по оценке урожайности зерна семи сортов озимой мягкой пше-
ницы сибирской селекции (Новосибирская 32, Новосибирская 40, Новосибирская 51, Новосибирская 3, Новоси-
бирская 2, Обская озимая, Омская 6) в шести вариантах сред. Дисперсионный анализ выявил значимое ( p < 0.001) 
взаимодействие генотип × среда в опыте, что говорит о различной реакции генотипов на изменение условий 
среды. Выполнено ранжирование сортов по уровню стабильности и рассчитаны корреляционные связи между 
параметрами стабильности. На основе анализа корреляционной матрицы рангов проведена классификация ме-
тодов, разделяющая их на пять групп. Предложены рекомендации по выбору способа определения стабильно-
сти генотипов в зависимости от целей исследования. В случае, когда целью селекционных исследований являет-
ся выбор наиболее стабильных в биологическом смысле сортов, обладающих наименьшей вариацией признака, 
независимо от меняющихся условий среды, следует использовать методы статической концепции. Если среди 
набора сортов необходимо выбрать генотип с предсказуемой реакцией на изменения условий среды, соответ-
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σ̂ 2   i  = 
(v(v – 1) Σj (Yij – Yi.  – Y.j + Y.. )2 – Σij (Yij – Yi.  – Y.j + Y.. )2 

(n – 1) (v – 1) (v – 2)  

ствующей расчетному уровню или прогнозу, наиболее оптимален регрессионный подход. В результате оценки 
методами статической концепции сорт Новосибирская 32 был определен как наиболее стабильный с биологи-
ческой точки зрения. Сорт Новосибирская 3, имевший наименьшее отклонение от средней урожайности для 
всех сред, оказался наиболее стабильным при оценке регрессионными методами. Методы, оценивающие вклад 
генотипа во взаимодействие генотип × среда, определили сорт Новосибирская 51 как самый стабильный.
Ключевые слова: фенотипическая стабильность; взаимодействие генотип × среда; селекция растений; статисти-
ческие методы; озимая пшеница.

Introduction
Genotype × environment (GE) interaction means that varieties 
react differently to changes in growing conditions. Relative 
ranking of the productivity of a group of varieties in different 
environmental conditions gives different results. Even among 
specific, regionally adapted breeding forms, it is difficult to 
choose the best genotype, due to the variability of yields in 
different years of observations and under different environ-
mental conditions.
Currently, many different ways of evaluating the GE inter-

action are developed, which are based on statistical methods 
for calculating certain parameters characterizing the degree 
of genotype response to changing environmental conditions. 
Different terms are used: adaptability, homeostaticity, plastic-
ity, stability, etc.
Becker and Leon (1988) consider that, depending on the 

purpose of the research, there are two main differing concepts 
of stability: static (biological) and dynamic (agronomic).
The static concept implies a stable genotype possesses an 

unchanged performance, regardless of variation of the envi-
ronmental conditions. “This concept of stability is useful for 
traits the levels of which have to be maintained at all costs, 
e. g. for quality traits, for resistance against diseases, or for 
stress characters like winter hardiness”. The concept may in-
clude methods described by Roemer (1917, in: Becker, Leon, 
1988), Francis and Kannenberg (1978), Lin and Binns (1988).
Unlike the static concept, the dynamic concept permits a 

predictable reaction of the genotype to changes in environ-
mental conditions. The stable genotype, in accordance with 
this concept, does not deviate from the average values of this 
reaction. For each environment, the productivity of a stable 
genotype corresponds exactly to the predicted level. Among 
the methods of the dynamic concept used to assess stability, 
the following groups can be distinguished:
•  methods that assess the stability of the genotype, based on 
the contribution to the variation of genotype × environment 
interaction are presented in the articles of Wricke (1962), 
Shukla (1972);

•  a regression approach to assessing the stability of a trait is 
considered in the articles of Finlay and Wilkinson (1963), 
Eberhart and Russell (1966), Tai (1971);

•  non-parametric methods based on relative data rankings 
were proposed by Nassar and Huehn (1987), Fox et al. 
(1990), Kang and Pham (1991);

•  multidimensional methods that use the results of a cluster 
or a component analysis to assess stability were described 
in Fox and Rosielle (1982), Zobel et al. (1988), Lin and 
Binns (1991), Purchase (2000), Gauch (2006).
Comparison of different stability statistics and classification 

of methods was made by Lin and Binns (Lin et al., 1986), 
Becker and Leon (1988), Flores et al. (1998), Adugna and 
Labuschagne (2003), Mohammadi and Amri (2008), Moham-

madi et al. (2016). Kang (1997) made a wide analysis of the 
GE interaction phenomenon and gave recommendations how 
to use this interaction for crop cultivar development.
But some methods for stability assessing suggested by 

Khangildin et al. (1979), Dragavtsev (Dragavtsev, Averya
nova, 1983), Udachin (1990), Martynov (1990), Kilchevsky 
and Khotyleva (1989), were not mentioned and compared in 
that works.
The purpose of this study is to compare 17 different me

thods of analyzing the GE interaction and, on their basis, as-
sess the stability of the yield of 7 varieties of Siberian winter  
wheat.

Materials and methods

Experimental data
All analyses were performed on the grain yield data obtained 
from 7 varieties of winter wheat T. aestivum L.: Novosibir
skaya 32, Novosibirskaya 40, Novosibirskaya 51, Novosi-
birskaya 3, Novosibirskaya 2, Obskaya winter, Omskaya 6. 
The trials were conducted at the experimental fields of the 
Siberian Research Institute of Plant Production and Breeding 
(SibNIIRS) – Branch of the Institute of Cytology and Genetics 
of SB RAS during three cropping seasons (2009–2011). The 
experiment was carried out in two variants each year: with 
use of mustard protection coulisses and without them. The 
meteorological conditions during the years of the experiments 
were different both in temperature and precipitation. Coulisses 
contributed to a greater accumulation of snow, as compared 
with no-coulisse plots, which allowed a long period to retain 
soil moisture in spring and early summer periods. Thus, 
contrasting growth conditions were provided, which made it 
possible to take into account six variants of environments for 
stability analysis.
The trials were evaluated using randomized complete 

block design with three replications. Sowing was carried out 
on the fallow precursor on plots of 25 m2. Seeding rate was 
600 seeds/m2, sowing date was August 20–24. The grain yield 
was measured for each plot and then converted into tons/ha 
for further statistical analysis. 

Statistical methods
The yield data were subjected to statistical analyses using 
the R (R Development Core Team, 2014) software. A model 
of analysis of variance (ANOVA) for v genotypes, n environ-
ments, r replications of the following form was considered:

		  Yij = μ + di + ϵj + gij + ēij,                         (1)

where Yij is the mean grain yield of the i-th genotype in the 
j-th environment (i = 1, … v; j = 1, … n); µ is the grand mean; 
di is the main effect of the i-th genotype; ϵj is the main effect 
of the j-th environment; gij is the effect of genotype × envi-
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ronment interaction; ēij is the GE interaction residual of the 
i-th genotype in the j-th environment.
Normality of model residuals was assessed by Shapiro –

Wilk test (Shapiro, Wilk, 1965), and homogeneity of variance 
was estimated based on the criterion of Levene (1960).
The following methods were applied to experimental data 

(coded abbreviation was used for convenience). 
1. (EV  ). Roemer (1917, in: Becker, Leon, 1988) used the 

“environmental variance of genotypes” to determine the sta-
bility of a genotype:

		       S 2   yi = 
Σj (Yij – Yi.)

2

                    n – 1  ,	               (2)

where Yij is the mean value of the trait for the i-th genotype 
in the j-th environment (i = 1, … v; j = 1, … n); Yi. is the mean 
value of the trait for the i-th genotype in all environments. 
The most stable genotype has the lowest value of environ-
mental variance. In fact  S 2   yi  is unbiased estimation of geno
type variation.

2. (CV  ). Francis and Kannenberg (1978) used a combina-
tion of mean yield and standard deviation as a measure of 
stability. The coefficient of variation of the i-th genotype is 
estimated by the standard formula:

		         CVi = σi
Yi.

 . 100 % ,		      (3)

where σi is the standard deviation of the trait for the i-th geno-
type; Yi. is the mean value of the trait for the i-th genotype in 
all environments.
Genotypes with yield above overall mean yield and CVi 

below overall coefficient of variation are considered more 
stable than the others.

3. (HOM ). Khangildin (Khangildin et al., 1979) uses the 
“coefficient of homeostaticity” as stability index:

	               Homi =              
Yi.

2

             σi (Yi (opt) – Yi (lim)) 
, 		      (4)

where σi is the standard deviation of the trait for the i-th geno-
type; Yi., Yi (opt), Yi (lim) are the mean values of the trait for the 
i-th genotype in all environments, in the optimal and limited 
environment, respectively. The higher the coefficient of ho-
meostasis is, the more stable is the genotype.

4. (Pi ). Lin and Binns (1988) proposed to use the “superio
rity measure” Pi as a parameter of stability:
		    Pi = Σn

    j = 1(Yij – Mj)2/2n,  		       (5)
where Mj is the maximal value Yij for all genotypes in j-th en-
vironment. Genotypes with a lower Pi value are considered 
to be more stable. 

5. (UST ). Udachin (1990) modified the method of Khan
gildin, proposing a new indicator – “steadiness of stability 
index”: 

	         Ui = 1 – 
Ii (opt) – Ii (lim) 
         I

 . 100 %.                  (6)

Here Ii (opt), Ii (lim), I  are stability indexes calculated by for-
mulas:

            Ii (opt) = 
Yi (opt)

2

σi (opt)
 ,  Ii (lim) = 

Yi (lim)
2

σi (lim)
 ,  I  = 

Σij Yij
2 /σij 

    v . n     ,        (7)

where σij, σi (opt), σi (lim) are standard deviations of the trait 
for i-th genotype in j-th, optimal and limited environments, 

respectively; Yij , Yi (opt), Yi (lim)  are average values of the trait 
for i-th genotype in j-th, optimal and limited environments; 
v is a number of genotypes, n is a number of environments. 
The higher this indicator is the more stable is the genotype.

6. (MAR). Martynov (1990) proposes to use a “weighted 
homeostacity index” for stability evaluation:

		   Hi = Σi aj(k) (Yij – Y.j)/σj ,    	 	       (8)

where aj(k) is the calculated weighting factor determined for 
the j-th environment as follows. 
All environments are divided into three groups with similar 

conditions: favorable (Y. j > Y.. + LSD), medium (Y.. –  LSD <   
< Y. j < Y.. + LSD) and unfavorable (Y. j < Y.. –  LSD). The value 
of LSD (least significant difference) is determined by the 
formula: 

	             LSD = tα√MSGE(n + 1)/(nv) ,                     (9)

where tα is the value of the Student’s t-test (for selected sig
nificance level α and df = (v – 1)(n – 1)); MSGE is the mean 
square of G × E interaction.
Let’s Nk (k = 1, 2, 3) – number of elements within k-th group 

of environments, then the weighting coefficients aj(k) for each 
environment in k-th group are the same:

		   aj(k) = n3 Nk    (k = 1, 2, 3).                      (10)

The higher the Hi value, the more homeostatic the geno-
type.

7. (САС ). Kilchevsky and Khotyleva (1989) call the sum 
of the effects of the j-th environment and the interaction of 
genotype × environment as a “specific adaptive ability” of the 
i-th genotype in the j-th environment.

CACij = dj + (vd )ij = Y. j – Y..+ (Yij  – Yi.– Y. j + Y.. ) = Yij – Yi..    (11)
As a measure of the stability of the i-th genotype, they use 

the CACi variance:

σ 2   CACi = 1
n – 1 Σj (dj + (vd )ij)2 – n – 1

1  σ 2 =

		  = 
Σj (Yij – Yi.)

2

         n – 1  – n – 1
n  σ 2.                       (12)

8. (Wi ). Wricke (1962) proposed to use the sum of squares 
of environmental effects as a measure of genotype stability. 
This parameter is called “ecovalence” and is calculated by 
the formula:
	              Wi = Σj (Yij – Yi.  – Y.j + Y.. )2. 	 	     (13)

The more stable genotype is, the smaller its ecovalence 
value will be.

9. (SIGMA). Shukla (1972) developed an unbiased estimate 
using “stability variance” of genotypes: 

σ̂ 2   i  = 
v (v – 1) Σj (Yij – Yi. – Y.j + Y..)2 – Σij (Yij – Yi. – Y.j + Y..)2 

(n – 1) (v – 1) (v – 2)  .   (14)

10–11. (Bi, S2di). Eberhart and Russell (1966) used a 
regression approach to assess the stability. The following 
model is considered: 
		        Yij = μi + βi Ij + δij ,		     (15)

where Yij is the variety mean of the i-th variety in the j-th 
environment (i = 1, … v; j = 1, … n); µi is the mean of the i-th 
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variety over all environments; βi is the regression coefficient, 
that measures the response of the i-th variety to varying envi-
ronments; δij is the deviation from regression of the i-th variety 
at the j-th environment; Ij is the environmental index of the 
j-th environment, calculated by the formula:

		       Ij = 
ΣiYij

v  – 
Σi ΣjYij

vn  .		     (16)
The estimation of the regression coefficient bi is the first 

parameter of genotype stability.

		              bi = ΣjYij Ij

Σj I 2  j
 .  		      (17)

The second parameter of stability is the variance of devia-
tion from the regression line.

		           s2
  di = 

Σj δ̂ 2   ij 
n – 2 – s

2
  e
r  ,   		      (18)

where s2
  e  is the estimate of the pooled error; r – number of 

replications. The sum of the squares of deviations from the 
regression is calculated by the formula:

              Σj δ̂ 2   ij  = (ΣjY 2   ij  – (ΣjYij)2/n) – (ΣjYij Ij)2/Σj I 2  j .         (19)

A variety with bi = 1, s
2

  di = 0 are referred to stable ones.
12–13. (Alpha, Lambda). The regression approach is 

also used by Tai (Tai, 1971; Tai, Young, 1972). A model of 
analysis of variance with random effects of the environment 
is considered:
	         yijk = μ + di + ϵj + γk (  j) + gij + eijk ,               (20)

where yijk (i = 1, … v, j = 1, … n, k = 1, … r) is the value of 
the trait of the i-th genotype in the j-th environment in the 
k-th replication; µ is the overall mean; di is the effect of the 
i-th genotype; ϵj is effect of the j-th environment; γk (  j) is the 
effect of replicates within environments; gij  is the effect of 
genotype × environment interaction; eijk is the residual varia-
tion due to replications.
Tai and Young (1972) proposed to determine the linear re-

sponse of the genotype to the effect of the environment αi and 
the deviation from the linear response λi. They are related to 
the parameters of Eberhart and Russell in the following way:

		       αi = 
MSL(bi – 1)
MSL – MSB ,                             (21)

	 λi = v
v – 1   n – 2

n – 1
 s 2  di 
MSE/r – αi  

bi – 1
m – 1

 MSB
MSE

 ,          (22)

where MSL, MSB, MSE are mean squares, due to environ-
ments, replicates within environments and error, respecti- 
vely. Tai considers that in terms of agricultural usage the 
preferred variety has (α = 0, λ = 1) and a mean performance 
which is above-average of all varieties over a series of envi- 
ronments.
14. (Ai ). The regression coefficient in the model of Eberhart 
and Russell depends on the average value of the trait. Varieties 
with a high average value will have a higher coefficient (scale 
effect). To eliminate this drawback Dragavtsev (Dragavtsev, 
Averyanova, 1983) proposed to use the dimensionless “coef-
ficient of multiplicativity”:

		            ai = Yi. – biY..
Yi. 

 .        		     (23)

15–16. (S1, S2) . Nassar and Huehn (1987) ranked genotypes 
in the j-th environment (  j = 1, … N ), assigning the minimum 
rank 1 to the genotype with the lowest corrected mean value   
Y *   ij  = (Yij – (Yi.  – Y.. )) (i = 1, … K ), and the maximum rank K 
to the genotype with the highest corrected mean value of the 
trait. A genotype is considered stable if its ranks are close 
for different environments. The most stable genotype has a 
constant rank. The following parameters are proposed as a 
measure of stability:

	  S (1)
   i  = 2 . ΣN – 1

    j = 1  ΣN
    jʹ = j + 1 |rij – rij ʹ|/[N(N – 1)],           (24)

        S (2)
   i  = ΣN

    j = 1 (rij – ri .)
2/(N – 1), where ri . = ΣN

    j = 1 rij /N.     (25)

For the most stable genotypes S (1)
   i  = 0,  S (2)

   i  = 0.
17. (ASVI ). Zobel, Wright and Gauch (1988) suggested 

to use the principal component method and a graphical re
presentation of stability based on the AMMI model (Additive 
Main effects and Multiplicative Interaction). The model has 
the form:

	       Yij = μ + αi + βj + ΣN
    k = 1 λk ζik ηjk + θij ,	    (26)

where Yij is the mean value of the trait of i-th genotype in 
j-th environment (i = 1, … v; j = 1, … n); µ is an overall mean; 
αi is the genotype mean deviation; βj is the environment mean 
deviation; λk is the eigenvalue of the PCA axis; ζik, ηjk are the 
genotype and environment PCA scores; N is a number of PCA 
axes, retained in the model; θij is the residual.
Based on this model, Purchase (Purchase et al., 2000) pro-

posed to use the ASV (AMMI Stability Value) parameter for 
ranking genotypes by stability:

      ASVi = 
SSIPCA1
SSIPCA2

 (IPCA1score)  
2

+ (IPCA2score)2 ,    (27)

where SSIPCA1, SSIPCA2 are sums of squares of the first and 
second principal components; IPCA1score, IPCA2score are 
projections of the i-th genotype on the first and second PCA 
axis. The smaller the value of the ASV parameter is, the more 
stable the genotype is considered.

18. (MeanY ). In addition, values of mean yield were cal-
culated for each genotype using standard formulas.
For comparison of various methods for assessing stability, 

17 statistical indexes described above were calculated. Then 
all varieties were ranked according each of the stability sta-
tistics. The ranks were assigned in such a way that the rank 1 
received the most desirable variety:
•  for statistics MeanY, HOM, UST, MAR, Ai, rank 1 received 
varieties with the highest value of the index;

•  for statistics ASVI, S1, S2, Lambda, S2di, SIGMA, Wi, САС, 
Pi, CV, EV, rank 1 received varieties with the lowest value 
of the index;

•  for regression coefficient Bi, rank 1 was assigned to the 
variety with the smallest (in modulo) coefficient’s devia-
tion from one;

•  for Alpha coefficient, rank 1 was assigned to the variety 
with the smallest (in modulo) coefficient’s deviation from  
zero.
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Results
Mean grain yield and rank of 7 genotypes across 6 environ-
ments are shown in Table 1. The fact that genotypes switch 
ranks from one environment to another means the presence 
of a crossover GE interaction.
The result of analysis of variance (Table  2) shows that 

GE interaction is significant ( p < 0.001), which indicates a 
significant difference between the responses of genotypes 
to changes in environmental conditions. Shapiro–Wilk test 
showed the normality of model residuals (W = 0.99, p- va
lue = 0.31). The Levene test proved the homogeneity of vari-
ance (F = 0.57, p-value = 0.97). 
Table 3 provides the estimates of mean grain yield, 17 sta-

bility statistics and the result of ranking of the seven winter 
wheat varieties according these statistics. 
Taking mean yield as a first parameter for evaluating the 

genotypes, Novosibirskaya 3 gave the best mean yield while 
Novosibirskaya 32 had the lowest mean yield across envi-
ronments. The highest variation of grain yield had Novosi-
birskaya 2, the lowest – Novosibirskaya 32. Genotypes Novo-
sibirskaya 2, Novosibirskaya 3, Novosibirskaya 40, Obskaya 
winter, and Omskaya 6, with regression coefficients bi higher 
than one were able to take advantage of favorable environ-
ments, whereas Novosibirskaya 32, and Novosibirskaya 51 
with bi < 1 were less responsive to environmental changes. 
According to Shukla’s statistic, Novosibirskaya 51 provided 
the lowest contribution to total GE interaction, while Novo-
sibirskaya 2 had the largest stability variance.
One can see the significant difference between methods in 

genotypes ranking. Such is the variety Novosibirskaya 32, 
which has the lowest mean yield and the lowest variance in 

the experiment. It is defined as the most stable one by methods 
focusing on the variation of the yield (EV, CAC, CV, HOM, 
UST, Ai), and vice versa, as the most unstable, by methods fo-
cusing on the mean value of the yield (Pi, MAR, Bi, Alpha, S1).
For further determination of the interrelationships of the 

methods, paired correlations of ranks defined by the stability 
statistics were calculated by Kendall’s method. The results are 
presented in Table 4 and graphically in the Figure. 
High level of paired correlations was found between sta-

tistics UST, CV, CAC, HOM, Ai and EV. Pi and MAR were 
strongly correlated with the average yield of genotype MeanY. 
Another group of methods with significant paired correlations 
included Wi, SIGMA, S2di, Lambda, and ASVI.
Some of the considered methods were ranking genotypes 

identically: CAC and EV; Bi and Alpha; S2di and Lambda; 
Wi and SIGMA.

Discussion
According the rank correlation matrix the considered methods 
can be divided into five groups determined by a high level of 
paired rank correlations (r > 0.8).

Group 1. Includes the regression coefficient of Eberhart 
and Russell bi and the similar coefficient of Tai αi. In fact αi 
is equal to bi – 1 when the effect of replicate in environment 
is not considered. Becker and Leon (1988) pointed a strong 
correlation between bi and Roemer’s environmental variance  
S 2   yi. But when we proceeded to consideration of ranks then 
none correlation between these parameters was found. It is 
explained by the fact that for environmental variance rank 1 
received the variety with S 2   yi closest to zero, and for regres-
sion coefficient bi, rank 1 was assigned to the variety with the 

Table 1. Mean grain yield (t/ha) and range of 7 winter wheat varieties tested across 6 environments

Variety 2009 2010 2011

No-coulisses In coulisses No-coulisses In coulisses No-coulisses In coulisses

Yield R Yield R Yield R Yield R Yield R Yield R

Novosibirskaya 2 5.66 4 5.70 5 3.42 3 3.65 7 5.49 1 5.84 1

Novosibirskaya 3 5.86 2 6.50 1 3.74 1 4.84 1 4.67 4 5.62 2

Novosibirskaya 32 4.93 7 4.71 7 3.21 7 3.96 5 3.78 7 4.41 7

Novosibirskaya 40 5.64 5 6.08 4 3.36 4 3.86 6 4.65 5 5.28 4

Novosibirskaya 51 5.54 6 5.45 6 3.34 5 4.00 4 4.46 6 5.18 6

Obskaya winter 5.90 1 6.34 2 3.72 2 4.35 3 4.72 3 5.20 5

Omskaya 6 5.76 3 6.14 3 3.30 6 4.47 2 5.44 2 5.61 3

Table 2. The results of the variance analysis for grain yield of 7 winter wheat varieties tested across 6 environments

Source of variation Df Sum of squares Mean square F

Genotype 6 13.51    2.251    171.892***

Environment 5 89.30 17.860 1363.969***

Genotype × environment 30    9.18    0.306       23.378***

Error 84    1.10    0.013

*** p < 0.001.
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Table 3. Stability statistics and ranks of 7 varieties of winter wheat tested across 6 environments

Method Novosibirskaya 2 Novosibirskaya 3 Novosibirskaya 32 Novosibirskaya 40 Novosibirskaya 51 Obskaya winter Omskaya 6

  Val R   Val R   Val R   Val R   Val R   Val R   Val R

MeanY 4.96 4 5.20 1 4.17 7 4.81 5 4.66 6 5.04 3 5.12 2

EV 1.24 7 0.97 4 0.41 1 1.11 6 0.78 2 0.96 3 1.10 5

CAC 1.24 7 0.97 4 0.41 1 1.11 6 0.77 2 0.95 3 1.10 5

Pi 0.18 4 0.06 2 0.85 7 0.20 5 0.30 6 0.11 3 0.04 1

CV 21.15 7 17.92 3 14.55 1 20.68 6 17.88 2 18.32 4 19.36 5

HOM 9.68 5 10.52 3 16.66 1 8.56 7 11.88 2 10.50 4 9.33 6

UST –4.61 7 0.70 4 3.64 1 –0.98 5 1.01 2 0.85 3 –3.31 6

MAR 0.98 4 5.44 1 –9.10 7 –0.89 5 –2.52 6 3.23 2 2.85 3

Wi 1.06 7 0.39 5 0.76 6 0.15 2 0.08 1 0.25 3 0.37 4

SIGMA 0.05 7 0.01 5 0.03 6 0.00 2 0.00 1 0.01 3 0.01 4

Bi 1.10 4 1.02 1 0.65 7 1.14 6 0.95 3 1.03 2 1.11 5

S2di 0.25 7 0.09 6 0.06 4 0.01 2 0.01 1 0.06 3 0.08 5

Ai –0.08 6 0.05 2 0.24 1 –0.15 7 0.01 3 0.00 4 –0.05 5

Alpha 0.10 4 0.02 1 –0.35 7 0.14 6 –0.05 3 0.03 2 0.11 5

Lambda 71.24 7 27.06 6 16.46 4 4.40 2 3.68 1 16.44 3 22.12 5

S1 3.07 6 2.47 3 3.13 7 1.27 1 1.80 2 2.80 5 2.53 4

S2 7.07 7 4.30 3 6.97 6 1.37 1 2.17 2 5.47 5 4.67 4

ASVI 2.20 7 1.11 5 1.56 6 0.42 2 0.29 1 0.75 3 0.90 4

Note: Refer to text for details of methods. Val is the value of the stability statistic, corresponding to the method; R is the genotype rank, corresponding to the 
method.

Table 4. Correlations of ranks between mean yield and stability measures for 7 varieties of winter wheat

Parameter MeanY EV CAC Pi CV HOM UST MAR Wi SIGMA Bi S2di Ai Alpha Lambda S1 S2

EV –0.33

CAC –0.33    1.00

Pi    0.90 –0.43 –0.43

CV –0.24    0.90    0.90 –0.33

HOM –0.24    0.71    0.71 –0.33    0.81

UST –0.43    0.90    0.90 –0.52    0.81    0.62

MAR    0.90 –0.24 –0.24    0.81 –0.14 –0.14 –0.33

Wi –0.24    0.14    0.14 –0.14    0.05 –0.14    0.24 –0.14

SIGMA –0.24    0.14    0.14 –0.14    0.05 –0.14    0.24 –0.14    1.00

Bi    0.52 –0.05 –0.05    0.43    0.05    0.24 –0.14    0.62    0.05    0.05

S2di –0.43    0.33    0.33 –0.33    0.24    0.05    0.43 –0.33    0.81    0.81 –0.14

Ai –0.05    0.71    0.71 –0.14    0.81    0.81    0.62    0.05 –0.14 –0.14    0.24    0.05

Alpha    0.52 –0.05 –0.05    0.43    0.05    0.24 –0.14    0.62    0.05    0.05    1.00 –0.14    0.24

Lambda –0.43    0.33    0.33 –0.33    0.24    0.05    0.43 –0.33    0.81    0.81 –0.14    1.00    0.05 –0.14

S1    0.24 –0.14 –0.14    0.14 –0.05 –0.24 –0.05    0.14    0.52    0.52    0.14    0.33 –0.24    0.14    0.33

S2    0.14 –0.05 –0.05    0.05    0.05 –0.14    0.05    0.05    0.62    0.62    0.05    0.43 –0.14    0.05    0.43 0.90

ASVI –0.24    0.14    0.14 –0.14    0.05 –0.14    0.24 –0.14    1.00    1.00    0.05    0.81 –0.14    0.05    0.81 0.52 0.62

Note: Refer to text for details of methods.
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smallest (in modulo) coefficient’s deviation from one. And so 
we consider bi not as a measure of stability but as additional 
information on the average response of a genotype to advan-
tageousness of environmental conditions. 

Group 2. Includes the superiority index Pi of Lin and Binns 
and Martynov’s weighted homeostaticity index Hi. These 
statistics were strongly correlated with yield. Breeding based 
on these methods would favor breeding for yield, as Kang and 
Pham (1991) and Flores (Flores et al., 1998) found.

Group 3. Includes steadiness of stability index of Udachin 
Ui, coefficient of variation of Francis and Kannenberg CVi, 
variance of the specific adaptive ability of Kilchevsky and 
Khotyleva σ 2   CACi, Roemer’s environmental variance S 

2
   yi, Khan

gildin’s coefficient of homeostaticity Homi, Dragavtsev’s 
coefficient of multiplicativity ai. All these parameters are 
connected to genotype variance. The identicall genotypes 
ranking was received for σ 2   CACi and S 2   yi, because the variance 
of specific adaptive ability of Kilchevsky and Khotyleva is 

nothing more than the Roemer’s environmental variance, 
reduced by error of experiment. 

Group 4. Includes non-parametric estimates of stability of 
Nassar and Huehn S (1)

   i ,  S (2)
   i . Becker and Leon (1988), Adugna 

and Labuschagne (2003), Mohammadi and Amri (2008), re-
ported that these statistics were highly correlated with Shukla’s 
stability variance σ̂ 2   i  and with Eberhart and Russell’s s2

  di. But 
we received only medium correlation of ranks for them. 

Group 5. Includes Purchase’s parameter based on AMMI 
model ASVi, ecovalence of Wricke Wi, Shukla’s stability vari-
ance σ̂ 2   i , Eberhart and Russell’s variance of deviation from the 
regression s2

  di, and Tai’s λi variance. The Wi and σ̂ 2   i  parameters 
produced the same ranking of genotypes wich is in agreement 
with Kang et al. (1987). The ranks established by Wi and s2

  di 
were highly correlated because the ecovalence and the devia-
tion from regression are mathematically linked (Flores et al., 
1998). Also, s2

  di and λi identically ranged the genotypes because 
they are mathematically linked. As expected, the statistics 
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σ̂ 2   i  and s2
  di were highly rank-correlated too. The multivariate 

parameter ASVi produced the same ranging of genotypes as Wi 
and σ̂ 2   i  in our experiment, which is in agreement with strong 
correlation of these parameters demonstrated by Purchase et 
al. (2000). 
According to Becker and Leon’s (1988) classification, the 

Group 3 presents methods related to the static (biological) 
concept of stability, and all other groups of methods refer to 
dynamic (agronomic) concept of stability. 
Lin et al. (1986) suggested the classification of methods 

which contains three concepts of stability:
Type 1: A genotype is considered to be stable if its among-

environment variance is small.
Type 2: A genotype is considered to be stable if its response 

to environments is parallel to the mean response of all geno-
types in the trial.
Type 3: A genotype is considered to be stable if the residual 

MS from the regression model on the environmental index 
is small.
According to this classification the statistics of Group 1 

corresponds to Type 2 stability, those of Group 3 to Type 1, 
and those of Group 4 and Group 5 to Type 3 stability. 
The choice of the appropriate method for evaluation the 

stability of genotypes depends on the objectives of the study. 
In the case when the goal of breeding research is the selection 
of the most biologically stable varieties with the minimum 
variance across a range of environments, the stability is defined 
in the sense of homeostasis, one should use the methods of 
the static concept from Group 3. It should be remembered that 
the most stable varieties in this concept may have relatively 
low yields. Among the varieties of winter wheat under study, 
the variety Novosibirskaya 32 was the most stable from the 
biological point of view. This variety has the smallest variance, 
the smallest coefficient of variation, and the greatest coefficient 
of homeostaticity. At the same time, this variety showed the 
lowest yield in the experiment.
If it is necessary to choose a genotype with a predictable 

reaction to changes of environmental conditions, correspond-
ing to the calculated level or forecast, the regression approach 
(Group 1) is the most appropriate. The most stable will be the 
genotype, which has the smallest deviation from the mean 
yield in all environments. The variety Novosibirskaya 3 with 
the smallest deviation of bi from one fits this definition.
To compare the contributions of each genotype to the 

GE  interaction, one should use the methods presented in 
Group 5. In these methods, the genotype that makes the least 
contribution to the interaction is considered the most stable. 
In our experiments the variety Novosibirskaya 51 was defined 
as the most stable from this point of view.
In the nonparametric methods of Group 4, the concept of 

stability is the same as in the methods of Group 5. Nonpara-
metric methods should be used in the case when the initial 
data do not meet the requirements of normal distribution and 
homogeneity of variance. The most suitable genotype for this 
group was Novosibirskaya 40.
The methods from Group 2 cannot be recommended for 

stability evaluation, because they are strongly correlated with 
the mean yield and breeding based on these methods would 
favor breeding for yield.

Conclusions
The considered methods reflect different aspects of GE inter-
action. As Flores et al. (1998) mentioned: “…all the methods 
examined here to study the stability of genotypes are valid, 
although they are based on very different concepts of stability”. 
The breeder can choose the appropriate method depending 
on whether the breeding is to be based primarily on yield, 
primarily on stability, or simultaneously on yield and yield  
stability. 
In our experiment the methods were applied to a small 

number of unique cultivars and environments. In order to find 
stable genotypes of winter wheat for breeding purpose farther 
field experiments need to be conducted.
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Аннотация. Почти все смертельные вирусные вспышки в последние два десятилетия были вызваны вновь 
появляющимися вирусами. Для изучения вирусов часто используют электронную микроскопию (ЭМ). Она 
позволяет получить новые данные о структуре вирусных частиц с высоким разрешением, что представляет 
интерес как для фундаментальной вирусологии, так и для практической фармацевтической нанобиотехно-
логии. Кроме того, ЭМ применяется в экологических исследованиях для определения наличия вирусов в 
окружающей среде, при анализе технологических процессов для производства вакцин и других биотехно-
логических компонентов, а также в диагностических целях. Несмотря на развитие более чувствительных 
методов, электронная микроскопия в диагностике остается рабочим методом. Главное преимущество ЭМ – 
отсутствие специфичности к какой-либо определенной группе вирусов, что способствует работе с неиз-
вестным материалом. Однако основное ограничение метода – относительно высокий предел обнаружения  
(107 частиц/ мл), в связи с чем необходимо концентрировать вирусный материал. Не существует какого-то 
одного наиболее эффективного метода. В зависимости от самого вируса и поставленной цели используются 
различные комбинации методов и подходов. В настоящее время концентрирование вируса включает опе-
рации осаждения, центрифугирования, фильтрации и хроматографии. В обзоре на примере разных виру-
сов описаны эти основные методы. Существует необходимость в разработке эффективных методик элюи-
рования, которые могут нарушить связь между фильтрующими материалами и вирусами, чтобы повысить 
степень восстановления. Рассмотрены работы по созданию уникальных ловушек, магнитных шариков, ком-
позитных полианилиновых и углеродных нанотрубок и нанотрубок с изменяемым размером для концентри-
рования вирусных частиц. Приведен пример применения центрифужных концентраторов, в которых вирус 
осаждается на мембране из полиэфирсульфона. Проанализированные данные указывают на то, что способ 
концентрирования вирусов или других наночастиц выбирается в каждом конкретном случае в зависимости 
от поставленной цели и оснащенности лаборатории.
Ключевые слова: концентрирование вирусов; электронная микроскопия; очистка вирусов; выявление виру-
сов; обзор.

Для цитирования: Петрова И.Д., Зайцев Б.Н., Таранов О.С. Концентрирование вирусов и электронная микро-
скопия. Вавиловский журнал генетики и селекции. 2020;24(3):276-283. DOI 10.18699/VJ20.620

Concentration of viruses and electron microscopy
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Abstract. Nearly all lethal viral outbreaks in the past two decades were caused by newly emerging viruses. Viruses 
are often studied by electron microscopy, which provides new high-resolution data on the structure of viral parti-
cles relevant to both fundamental virology and practical pharmaceutical nanobiotechnology. Electron microscopy 
is also applied to ecological studies to detect viruses in the environment, to analysis of technological processes 
in the production of vaccines and other biotechnological components, and to diagnostics. Despite the advances 
in more sensitive methods, electron microscopy is still in active use for diagnostics. The main advantage of EM is 
the lack of specificity to any group of viruses, which allows working with unknown materials. However, the main 
limitation of the method is the relatively high detection limit (107 particles/mL), requiring viral material to be con-
centrated. There is no most effective universal method to concentrate viruses. Various combinations of methods 
and approaches are used depending on the virus and the goal. A modern virus concentration protocol involves 
precipitation, centrifugation, filtration, and chromatography. Here we describe the main concentrating techniques 
exemplified for different viruses. Effective elution techniques are required to disrupt the bonds between filter me-
dia and viruses in order to increase recovery. The paper reviews studies on unique traps, magnetic beads, and com-
posite polyaniline and carbon nanotubes, including those of changeable size to concentrate viral particles. It also 
describes centrifugal concentrators to concentrate viruses on a polyethersulfone membrane. Our review suggests 
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that the method to concentrate viruses and other nanoparticles should be chosen with regard to objectives of the 
study and the equipment status of the laboratory.
Key words: virus concentration; electron microscopy; virus purification; virus detection; review.
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Введение
Для изучения вирусов часто применяют электронную 
микроскопию (ЭМ). Этим методом можно определить раз-
мер и форму вириона, его локализацию в клетке, цитоло-
гические изменения клеток. Главное преимущество этого 
метода заключается в отсутствии специфичности к какой-
либо определенной группе вирусов, в отличие от иммуно-
логических или молекулярных тестов. В настоящее время 
развитие генно-инженерных исследований, использование 
широкого спектра псевдовирусных объектов при создании 
новых вакцинных препаратов значительно расширили 
перечень объектов и задачи электронно-микроскопиче-
ских исследований. Для проведения ЭМ-исследования 
необходимо наличие достаточного количества вирусных 
частиц в образце. Ранее было показано (Reid et al., 2003), 
что для электронно-микроскопической визуализации 
концентрация вирионов должна быть не менее 107 шт./мл. 
Поэтому очень часто возникает необходимость очистки и 
концентрирования вирусного материала. Интересно, что 
для отработки самих методов концентрирования вирусов 
также необходима электронная микроскопия. В век на-
нотехнологий нельзя не упомянуть о том, что просвечи-
вающая электронная микроскопия (ПЭМ) используется 
для контроля производства наночастиц и их применения 
(Зайцев и др., 2016).

Наряду с классическим применением для изучения 
строения вирусов, процессов проникновения и распро
странения их в организме ЭМ используется также в при
кладных исследованиях как минимум в трех разных обла-
стях: диагностической электронной микроскопии (ДЭМ), 
экологической электронной микроскопии (обнаружение 
вирусов в окружающей среде) и вопросах, связанных с 
технологическими процессами (производство вакцин, 
других компонентов), когда биотехнологическими мето-
дами нарабатывают продукт и необходимо убедиться в 
его вирусной чистоте. 

Диагностическая электронная микроскопия
Несмотря на развитие более чувствительных методов, 
таких как полимеразная цепная реакция (ПЦР) или иммун-
ноферментный анализ (ИФА), электронная микроскопия 
в диагностике остается рабочим методом (Goldsmith, Mil
ler, 2009; Gentile, Gelderblom, 2014). Основное преимуще-
ство электронной микроскопии при диагностике инфекци-
онных заболеваний – универсальность: в одном образце 
можно наблюдать «всё», без априорного знания вероятной 
идентичности микроорганизмов, присутствующих в об-
разце (Hazelton, Gelderblom, 2003). Другое достоинство 
электронной микроскопии – высокая скорость процесса, 
который занимает 10–15 мин, а также большой диапазон 
размеров исследуемых объектов. Анализировать в ЭМ 
можно как жидкие, так и тканевые образцы, и никакой 
предварительной информации не требуется, как в случае 

диагностики на основе нуклеиновых кислот (ПЦР) или 
антител (ИФА). 

Главный недостаток ДЭМ – ограничение по концен-
трации вирионов в образцах. Для преодоления этого 
ограничения применяют разные приемы концентриро-
вания: ультрацентрифугирование, ультрафильтрацию, 
исследование ультратонких срезов и др. В работе (Beniac 
et al., 2014) описывается метод концентрирования вирусов 
фильтрацией прямо на опорную ЭМ-сетку с углеродной 
дырочной подложкой Quantifoil R1/4 (Quantifoil Micro 
Tools GmbH, Großlöbichau, Германия). Такой прием вместе 
с использованием сканирующего электронного микро-
скопа (СЭМ) позволяет улучшить порог обнаружения 
вирусов до концентрации 102 вирусов на мл.

Диагностическая электронная микроскопия – это цен
ный метод наблюдения за вновь возникающими заболе-
ваниями и потенциальными агентами биотерроризма. 
Наконец, ультраструктурные исследования, проводимые 
с помощью электронной микроскопии, дают возмож-
ность детально исследовать морфогенез вирусов, вирус-
клеточное взаимодействие и патогенетические аспекты 
вирусных инфекций, в том числе при разработке профи-
лактических и лечебных препаратов. 

Электронная микроскопия  
в экологических исследованиях
Использование ЭМ для экологических целей (определе-
ние наличия вирусов в окружающей среде) очевидно, но 
бывает достаточно редко. Чаще всего объектом изучения 
является загрязнение водных ресурсов, и объемы ис-
следуемого  материала практически безграничны. Одна 
из немногих работ по анализу морской воды описана в 
1999 г. (Alonso et al., 1999). Процесс включал два этапа: 
концентрирование большого объема морской воды с по-
мощью системы тангенциальной фильтрации потока и 
ультрафильтрации с применением центробежного кон
центратора с последующей визуализацией с помощью 
просвечивающей электронной микроскопии. Те же мето
ды были и в более поздней работе (Sun et al., 2014), в ко
торой исследовали более 150 л морской воды из аквато
рии порта Янгшан (Yangshan Deep-Water Port, юго-восток 
Шанхая, Китай). Однако ЭМ используется достаточно 
редко, для аналитической части предпочтительны более 
чувствительные методы, прежде всего ПЦР. Это связано 
с однородностью возможных объектов, которые обычно 
известны или предполагаются. На этапе обнаружения ин
фекционного агента ЭМ часто заменяется методом ПЦР.

Анализ биотехнологических процессов
Вакцины относятся к наиболее эффективным лекар-
ственным средствам общественного здравоохранения 
с отличными показателями безопасности. Поскольку 
вакцины производятся на основе биологических материа
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лов, существует необходимость защиты от возможного 
загрязнения случайными агентами. Широко обсуждается 
необходимость контроля материалов, полученных при 
биотехнологических производствах (Sheets, 2013). Произ
водство вирусных вакцин и других клеточных биофар-
мацевтических препаратов представляет собой сложный 
технологический процесс, включающий использование 
разных биологических материалов (например, различных 
клеточных субстратов, таких как куриные яйца с эмбрио
ном, первичные клеточные культуры и непрерывные 
клеточные линии). Весь процесс потенциально уязвим 
к загрязнению случайными агентами, которые могут не- 
преднамеренно вводиться с используемыми материала-
ми или из источников окружающей среды. Примером 
таких исследований служит работа (Reid et al., 2003), в 
которой сравнивается три метода оценки ретровирусного 
загрязнения в супернатантах культур мышиных и СНО 
клеточных линий: прямой подсчет вирионов в смеси с 
латексом (предел использования 107 шт./мл), концентри
рование ультрацентрифугированием в прерывистом гра
диенте плотности сахарозы и ЭМ (105 шт./мл) и метод 
тонкого среза гомогенной матрицы из вирусных частиц, 
клеточного дебриса и агара (чувствительность 105 шт./мл). 
Очевидна недостаточность рутинной ЭМ для регистрации 
вирусного загрязнения.

В различных областях биотехнологии: разработке вак
цин и адъювантов, создании биологически активных 
комплексов, разработке контрастирующих агентов, адрес
ной доставке, микроэлектронике – используются виру-
соподобные частицы, которые исследуются ЭМ. Так, 
получение сферических частиц (СЧ) из вируса табачной 
мозаики контролировалось с помощью просвечивающей 
электронной микроскопии. Показано, что СЧ можно ви-
зуализировать без контрастирующих агентов с помощью 
ПЭМ (Трифонова и др., 2015).

Методы концентрирования вирусов
Не существует какого-то одного наиболее эффективного 
метода концентрирования вируса. В зависимости от само-
го вируса и поставленной цели применяются различные 
комбинации методов и подходов. В настоящее время кон
центрирование вируса включает  операции осаждения, 
центрифугирования, фильтрации и хроматографии (Trans-
figuracion et al., 2007; Vicente et al., 2011).

Осаждение
Осаждение вируса обычно достигается с помощью поли
этиленгликоля (ПЭГ), сульфата аммония или фосфата 
кальция. Преципитация удобна для получения вирусов 
как в малых, так и больших количествах и обладает тем 
преимуществом, что обеспечивает отделение вируса от 
большей части посторонних белков. Так, для концентри-
рования и очистки вируса гриппа птиц типа А (10 раз
личных штаммов) из вируссодержащих суспензий был 
удачно применен широко используемый метод осаждения 
и очистки вируса гриппа с помощью ПЭГ-6000 с после
дующим ультрацентрифугированием и осветлением (Ис-
магамбетов и др., 2017). Еще в одной работе (Рябинникова 
и др., 2015) представлены данные по очистке и концен-
трированию вируса ринопневмонии лошадей (РПЛ) с 

применением различных методов. Установлено, что кон-
центрирование вируса РПЛ с использованием ПЭГ- 6000 
и добавлением 0.5 М хлорида натрия с последующей 
очисткой методом диализа позволяет получать концентрат 
с высокой инфекционной и антигенной активностью. По-
казано, что метод адсорбции в присутствии ПЭГ давал 
препараты вируса, которые можно было использовать для 
приготовления инактивированной вакцины против РПЛ. 

Для концентрирования вируса ящура и энтеровируса 
свиней (7-го серотипа) методом осаждения установле-
но, что полиэтиленполиамин (ПЭПА) с массой 16 000 Д 
более подходит, нежели ПЭГ-6000 (Бахуташвили и др., 
2002). Выявлено, что наиболее полное осаждение вируса 
ящура происходит при 0.1 и 0.2 % концентрации ПЭПА. 
Потери вируса в этом случае составили 0.74 и 0.11 % 
соответственно. Показано, что вакцины, приготовленные 
из препаратов, полученных осаждением двумя способа
ми, различаются по эффективности. Предпочтительно 
применять ПЭПА, так как в этом случае вакцина в три 
раза эффективнее.

Центрифугирование и градиент плотности
Центрифугирование – это простой в применении метод 
крупномасштабного разделения, основанный на различи-
ях в плотности. Из-за малых размеров вирусных частиц 
требуются высокая скорость и сильная центробежная 
сила, которые могут сделать частицы неинфекционными 
(Burova, Loffe, 2005). Альтернативным механизмом явля
ется центрифугирование в градиенте плотности сахарозы, 
хлорида цезия (CsCl) или йодиксанола. В случае с сахаро-
зой раствор очень вязкий и гиперосмотический. Градиент 
плотности йодиксанола представляет собой низковязкую 
систему, которая может образовывать изоосмотический 
раствор и поддерживать функциональность вируса (Gias 
et al., 2008). При применении градиента йодиксанола 
(Segura et al., 2006) показаны извлечение ретровируса 37 % 
и многообещающая чистота 95 %. Для выделения вируса 
гриппа лошадей из вируссодержащей аллантоисной жид-
кости применяли ультрацентрифугирование в градиенте 
плотности сахарозы и ионообменную хроматографию на 
ДЕАЕ-целлюлозе (Тайлакова и др., 2011). Определено, 
что полная адсорбция вируса на ионообменник проходит 
в буферном растворе с рН 7.0, а для элюирования необхо-
дим буфер, содержащий 0.5 М раствор хлористого натрия 
с рН  7.4. В результате получены препараты вируса со 
степенью очистки от балластных белков 98 %.

Фильтрация
Для концентрирования энтеровирусов из воды различ
ных водных объектов разработан унифицированный ме
тод мембранной фильтрации в режиме микрофильтра
ции (МФ) на модуле МФМ 0142 в комплекте с мембра-
ной ММК1 (Санамян и др., 2006). Установлены высокая 
эффективность для концентрирования энтеровирусов 
из воды разной степени загрязнения (питьевой, подзем-
ной, речной и сточной в пределах нормируемых объемов) 
и сокращение времени концентрирования до 42 мин. Наи-
более эффективной из исследуемых мембран была фильт
рующая мембрана, типа ММК (микропористая мембра- 
на капроновая), модифицированная 0.5 % соединениями 
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аминов. При изучении механизма концентрирования че
ловеческого аденовируса 2 (HAdV- 2) (Lu et al., 2016) ис-
пользовали микрофильтрационные мембраны из полых 
волокон (d = 0.2 мкм) в зависимости от концентрации 
вируса в диапазоне от 1.3 × 107 до 3.4 × 108 копий/мл. 

Для оптимизации извлечения вируса гепатита А из воды 
были исследованы мембраны на основе полиамида, нитра-
та целлюлозы, ацетата целлюлозы и полиэфирсульфона 
(Залесских, Быстрова, 2018). В качестве предфильтров 
были стекловолокно, картон и полипропилен. Показано, 
что наиболее эффективной комбинацией мембран для 
фильтрации воды с большим количеством примесей яв-
ляются картонные либо полипропиленовые фильтры для 
предварительной фильтрации и полиамидный фильтр – 
для основного этапа. Фильтрацию проб проводили на 
аппарате напорной фильтрации (АФ-142К, «Владисарт», 
Владимир) при прохождении воды объемом до 10 л под 
давлением 2 атм. 

Для эпиднадзора за кишечными вирусами человека 
необходимо концентрирование вируса из сточных вод. 
Для этого обычно обрабатываются большие объемы 
(100–1000 л) воды. Наиболее часто использовали метод 
VIRADEL с применением микропористых фильтров. 
Положительно заряженные фильтры не требуют пред-
варительной подготовки образцов и способны концен-
трировать вирусы из воды в более широком диапазоне 
pH, чем электроотрицательные фильтры. Связано это с 
тем, что вирусная поверхность обычно заряжена отри-
цательно. Широко используется электроположительный 
фильтр Virosorb 1MDS. В последнее время к нему до-
бавили положительно заряженные фильтры NanoCeram 
(Soto-Beltran et al., 2013). Элюирование вирусов из филь-
тров после концентрирования осуществляли с помощью 
органических (экстракт говядины) или неорганических 
растворов (полифосфаты натрия). Затем элюаты повтор-
но концентрировали для уменьшения объема образца и 
улучшения обнаружения вируса. Большинство фильтров 
продемонстрировало высокую эффективность удержания 
вируса, а методы элюирования и повторного концентри
рования вирусов имели разную степень успеха из-за био
логической изменчивости вирусов, присутствующих в 
воде (Ikner et al., 2012). 

Для фильтрации растворов белков плазмы, производ-
ства продуктов плазмы и широкого спектра биофарма-
цевтических продуктов была применена нанофильтра-
ция (НФ). Мембраны НФ, в зависимости от используемого 
материала, делятся на две основные группы: керамические 
и полимерные. Привлекли к себе внимание гибридные 
мембраны НФ из-за хороших результатов фильтрации 
в неоптимальных условиях. В качестве верхнего слоя в 
гибридных мембранах испытывали различные полиме-
ры, такие как полиэфирсульфон (Maximous et al., 2009), 
полидиметилсилоксан (Yousefi et al., 2017), поливинил
иденфторид (Dong et al., 2013) и полисульфон (Ghaee et al., 
2017). Использование полимеров для получения гибрид-
ных мембран НФ дает возможность изменять размер пор, 
химические и зарядные свойства поверхностей мембран. 
Нанофильтрация все чаще становится обычным этапом в 
фармацевтическом производстве, поскольку не вызывает 
проблем с токсичностью (Doodeji, Zerafat, 2018). Одним 

из основных этапов производства вакцины является полу-
чение очищенного вирусного концентрата. Для концен-
трирования вируса гриппа и удаления низкомолекулярных 
примесей лучше всего подходит полиэфирсульфоновая 
мембрана 300 кД в сочетании со слабым раствором ани-
онного детергента (Кызин и др., 2014).

Проведены исследования методов элюирования и по-
вторного концентрирования вирусов (Falman et al., 2019). 
Сточные воды первично концентрировали с помощью 
картриджных фильтров ViroCap, а затем – с использо-
ванием говяжьего экстракта Celite, плоского дискового 
фильтра ViroCap, концентрирующих пипеток InnovaPrep, 
осаждения ПЭГ/NaCl и флокуляции обезжиренным моло-
ком. В экспериментах с полиовирусом типа 1 (ПВ 1) из 
пяти протестированных методов самыми эффективными 
были осаждение ПЭГ/NaCl и флокуляция обезжиренным 
молоком. Оптимизация метода флокуляции обезжирен-
ным молоком привела к большему извлечению ПВ 1, по 
сравнению с осаждением ПЭГ/NaCl, почти в два раза. 

Фильтрация в тангенциальном потоке – широко исполь-
зуемая методика фильтрации по размеру (Wickramasinghe 
et al., 2005). На примере вируса гриппа был апробирован 
двустадийный процесс для очистки и концентрирования 
вирусных частиц. 

Хроматография
Хроматография – это метод разделения, основанный на 
взаимодействии между целевым вирусом и матрицей 
колонки. Функциональность разделения в целом зависит 
от заряда, размера, гидрофобности и сродства. 

Метод ионообменной хроматографии заключается в 
использовании явления ионного обмена между непод-
вижной твердой и подвижной жидкой фазами. Он по-
зволяет разделять вирусные частицы схожей структуры 
и морфологии при условии, что они имеют различный 
суммарный заряд и/или распределение заряда на своих 
внешних поверхностях (Ruščić et al., 2015). Для смывания 
вируса необходимы различные концентрации соли, что 
может применяться к любой смешанной инфекции, если 
вирусы имеют разные изоэлектрические точки. А. Ali и 
M.J. Roossinck (2008) сообщили о простой методике разде-
ления и концентрирования при смешанной инфекции ви-
руса хлорового пигмента вигны и вируса мозаики огурца. 

Монолитные носители позволили применять хрома-
тографию для очистки и концентрирования различных 
вирусов (Svec et al., 2011; Krajačić et al., 2017). В отличие 
от классических хроматографических носителей, где 
массоперенос основан на диффузии, а поры относительно 
малы, монолиты характеризуются массопереносом, значи-
тельно усиленным конвекцией, а каналы имеют размеры 
несколько микрон. I. Gutiérrez-Aguirre с коллегами (2009) 
показали, что подложки CIM QA эффективно связывали 
ротавирусы, присутствующие в пробах стула, а также в 
пробах водопроводной и речной воды. Концентрирование 
ротавирусов достигалось путем элюции связанных виру-
сов 1 М раствором NaCl. Полученные вирусы сохраняли 
свою целостность, что подтверждалось с помощью ЭМ. 

Эксклюзионная хроматография (или гель-фильтрация 
в случае водной жидкой фазы) – это жидкостная хрома-
тография, основанная на различной способности молекул 
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разного размера проникать в поры неионогенного геля, 
который служит неподвижной фазой. В этом методе раз-
деления использовали плотно упакованную матрицу из 
силикагеля или агарозного геля (Barth et al., 1994). Главны-
ми преимуществами этого метода были низкая стоимость 
смол и простота в эксплуатации. Тем не менее методика 
страдает от отсутствия избирательности, требует работы 
с низкой скоростью потока, а также имеет низкую про-
изводительность. На примере вируса клещевого энцефа-
лита отработан метод гель-фильтрации на колонке Super- 
dex 200 (Havlik et al., 2014). Полученные образцы были 
исследованы: 1) иммунологически (дот-блот) для провер-
ки биологической активности, 2) с помощью газофазного 
макромолекулярного анализатора GEMMA для опреде-
ления размера частиц и 3) с помощью атомно-силовой 
микроскопии (АСМ) и просвечивающей электронной 
микроскопии для получения информации о размере и 
форме вирусных частиц. Средний диаметр инактивиро-
ванных вирионов клещевого энцефалита, определенный 
с помощью измерения GEMMA, составлял 46.6 ± 0.5 нм, 
в отличие от изображений АСМ и ПЭМ, показывающих 
диаметры около 58 ± 4 и 52 ± 5 нм соответственно.

Хроматография гидрофобного взаимодействия осно-
вана на адсорбции частиц на слабо гидрофобной поверх-
ности при высоких концентрациях соли с последующим 
элюированием с нисходящим градиентом соли. На по-
верхности вирусов присутствуют гидрофобные области, 
которые связываются с иммобилизованными гидрофоб-
ными лигандами на хроматографических носителях 
(Roettger et al., 1989). Недостаток этого метода показан на 
примере аденовируса (Schagen et al., 2000). Установлено, 
что большая концентрация соли может не только снижать 
иммуногенность вируса, но и способствовать агрегирова-
нию вирусных частиц.

При концентрировании вируса путем его связывания 
биоаффинным сорбентом использовали криогель поливи-
нилового спирта с размером пор 0.04–2.0 мкм (Лозинский 
и др., 2013). Применение этого сорбента апробировано на 
примере концентрирования вируса гриппа типа А H1N1  
и H3N2, вируса парагриппа ГП6, вируса оспы и вируса 
ящура. Биоаффинный сорбент на основе вязкоупругого 
нехрупкого и гидролитически стабильного криогеля по-
ливинилового спирта позволяет проводить концентри
рование вируса не только в хроматографическом (коло-
ночном) варианте, но и в реакторах с перемешиванием 
сорбента, что существенно интенсифицирует массооб-
менные процессы. Достоинство этого метода и в том, что 
обеспечивается возможность концентрирования наряду 
с мелкими даже самых крупных вирусов (0.5 мкм и бо-
лее). Кроме того, биоаффинный сорбент может, согласно 
этому изобретению, содержать одновременно с антите-
лами иммобилизованные ферменты, модифицирующие  
вирус. 

Другие методы
Для мониторинга открытых водных объектов на наличие 
вируса гриппа была создана специальная установка (Лев-
ченко и др., 2007). Использовали магноиммуносорбенты, 
матрицей которых является твердая магнитная основа с 
иммобилизованными антителами.

Исследована сорбция вирусов гриппа на полианилино-
вые (ПАНИ) и углеродные нанотрубки (УНТ), а также на 
композиты – ПАНИ (нанотрубки и гранулы) с добавле
нием серебра и без него (Иванова и др., 2015). Установле
но повышение сорбционной способности ПАНИ-трубок 
при включении в них серебра в случае аллантоисных 
вирусов гриппа А. По совокупности свойств наиболее 
перспективный материал для сорбции вирусов в водных 
растворах – композиты ПАНИ-нанотрубок с содержани
ем серебра 30 %. 

На примере вируса гепатита А (ВГА) сравнивали раз-
личные связывающие углеводы лектины, включая кон-
канавалин А (Con A), агглютинин зародышей пшеницы 
и агглютинин сои, по их сродству связывания с вирусом 
(Ko et al., 2018). Con A показал более высокую аффин-
ность связывания по сравнению с другими лектинами. 
Con A-связанное иммуномагнитное разделение в сочета-
нии с ОТ-ПЦР позволяло обнаруживать ВГА при разбав-
лении 10–4 от исходной концентрации вируса (титр равен 
104 инфекционным дозам для культуры клеток на мл). Это 
указывает на то, что Con A может быть перспективным 
кандидатом для концентрирования ВГА. 

В нескольких исследованиях (Flavigny et al., 2004; 
Sakudo et al., 2009b) показано, что магнитные шарики, 
покрытые таким анионным полимером, как полиметил-
виниловый эфир малеинового ангидрида, могут быть ис
пользованы для эффективного захвата различных типов 
вируса. К ним относятся вирус иммунодефицита чело
века типа 1 (Sakudo, Ikuta, 2012), респираторно-синцити-
альный вирус (Sakudo et al., 2009a), вирус болезни Борна 
(Sakudo et al., 2011b), вирус гриппа (Sakudo et al., 2008) 
и вирус лихорадки денге (Sakudo et al., 2011a). В даль-
нейшем этот метод применили и к аденовирусу (Sakudo 
et al., 2016). 

Японские ученые (Mogi et al., 2016) разрабатывали 
новый метод концентрирования вируса. Они предложи
ли и экспериментально продемонстрировали устройство 
для концентрирования вируса с использованием зоны 
истощения ионов, создаваемой поляризацией ионов. Эф-
фективность оценивали с применением флуоресцентных 
наночастиц, бакуловируса, альбумина и декстрана. В ре-
зультате все образцы были успешно сконцентрированы 
предлагаемым способом. 

Новая стратегия концентрирования вируса разрабо-
тана с использованием экспрессии гена человеческого 
рецептора полиовируса (hPVR) на поверхности клеток 
Escherichia coli (Abbaszadegan et al., 2011). Способность 
модифицированных бактериальных клеток захватывать 
вирусные частицы подтверждали с помощью ПЭМ. Такой 
подход открывает новую перспективу для эффективного 
захвата и концентрирования переносимых водой вирусов.

При работе с полевыми образцами создавали уникаль
ные микроустройства углеродных нанотрубок с изме-
няемым размером (УНТ-STEM), которые эффективно 
обогащали и концентрировали вирусы (Yeh et al., 2016). 
Межтрубное расстояние между УНТ можно было уста-
навливать в диапазоне от 17 до 325 нм, чтобы точно 
соответствовать размеру различных вирусов. Благодаря 
этому устройству авторы успешно определили два новых 
штамма. 
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В недавно опубликованной статье (Зайцев и др., 2019) 
описано использование центрифужного концентратора 
Vivaspin. Концентрирование вирусных частиц происходит 
на двойной вертикальной мембране из полиэфирсульфо-
на. После центрифугирования мембрану извлекали из 
концентратора и оценивали количество осажденных на 
мембране частиц с помощью электронного микроскопа, 
применяя метод ультратонких срезов.

Заключение
При выборе метода концентрирования вирусов большое 
значение имеет цель, которую хотят достигнуть исследо-
ватели. Экологические, фармацевтические и медицинские 
задачи требуют разных подходов. При изучении загрязне-
ния воды для получения результата через фильтры про-
гоняются сотни литров воды из определенной акватории, 
после этого происходит отбор вирусного материала, осе
дающего на поверхности и в объеме заряженных фильт
ров. Затем чаще всего следует второй этап с применением 
других фильтров с калиброванными порами (Тарасов и 
др., 2012). В последнее время достигнут определенный 
успех в разработке материалов для мембран фильтрации. 
Однако извлечение вирусов с поверхности и объема мем-
бран еще далеко не полное. 

Для улучшения технологии концентрирования виру-
сов следует сосредоточить внимание на поверхностных 
взаимодействиях между вирусами и фильтрующими 
материалами. В частности, существует необходимость в 
разработке эффективных методик элюирования, которые 
могут нарушить связь между фильтрующими материала-
ми и вирусами, чтобы повысить степень восстановления. 
При диагностических исследованиях для конкретного 
пациента объем материала ограничен несколькими мил-
лилитрами. Во многих случаях, особенно при смешанной 
инфекции, одним из самых надежных критериев обнару-
жения вируса является электронная микроскопия. Конеч-
но, изготовление ультратонких срезов доступно только 
хорошо оснащенным ЭМ-лабораториям, для которых 
ЭМ-диагностика вирусной инфекции – обычная работа. 

Список литературы / Referenсes
Бахуташвили Т.О., Гусев А.А., Дудников А.И., Михалишин В.В., 

Шипилов В.И. Способ концентрирования вирусов. Патент РФ 
№ 1834289, 2002.
[Bakhutashvili T.O., Gusev A.A., Dudnikov A.I., Mikhalishin V.V., 
Shipilov V.I. A Method for Concentrating Viruses. Patent RF 
№ 1834289, 2002. (in Russian)]

Зайцев Б.Н., Таранов О.С., Рудометова Н.Б., Щербакова Н.С., 
Ильичев А.А., Карпенко Л.И. Оптимизированный метод под-
счета количества вирусных частиц с помощью электронной 
микроскопии. Вавиловский журнал генетики и селекции. 2019; 
23(3):237-242. DOI 10.18699/VJ19.498.
[Zajtsev B.N., Taranov O.S., Rudometova N.B., Shcherbakova N.S., 
Il’ichev А.А., Karpenko L.I. Optimized method for counting viral 
particles using electron microscopy. Vavilovskii Zhurnal Genetiki i 
Selektsii = Vavilov Journal of Genetics and Breeding. 2019;23(3): 
237-242. DOI 10.18699/VJ19.498. (in Russian)]

Зайцев В.П., Золотых Д.С., Леонова В.Д., Ларская К.С., Крат И.П., 
Оробинская В.Н., Коновалов Д.А. Наночастицы: методы полу-
чения, анализа, активность, токсичность. Соврем. наука и инно-
вации. 2016;3(15):197-218.

[Zaytsev V.P., Zolotykh D.S., Leonova V.D., Larskaya K.S., Krat I.P., 
Orobinskaya V.N., Konovalov D.A. Nanoparticles: methods for pro-
duction and analysis, activity, and toxicity. Sovremennaya Nauka i 
Innovatsii = Modern Science and Innovation. 2016;3(15):197-218. 
(in Russian)]

Залесских А.А., Быстрова Т.Н. Совершенствование системы эпи-
демического надзора за гепатитом А на основе оптимизации 
вирусологического и серологического мониторинга. Медицин-
ский альманах. 2018;4(55):70-74. DOI 10.21145/2499-9954-2018-
4-70-74.
[Zalesskih A.A., Bystrova T.N. Improvement of the hepatitis A 
epidemiological surveillance system based on the optimization of 
virological and serological monitoring. Meditsinskiy Al’manakh = 
Medical Almanac. 2018;4(55):70-74. DOI 10.21145/2499-9954-
2018-4-70-74. (in Russian)]

Иванова В.Т., Иванова М.В., Сапурина И.Ю., Бурцева Е.И., Труша-
кова С.В., Исаева Е.И., Кириллова Е.С., Степанова Н.В., Оскер-
ко Т.А. Сравнительное исследование углеродных нанотрубок и 
полимерных композитов, содержащих наночастицы серебра, в 
качестве сорбентов вирусов гриппа А и В. Вопр. вирусологии. 
2015;60(3):25-30.
[Ivanova V.T., Ivanova M.V., Sapurina I.Yu., Burtseva E.I., Trusha-
kova S.V., Isaeva E.I., Kirillova E.S., Stepanova N.V., Oskerko T.A. 
A comparative study of carbon nanotubes and polymer composites 
containing silver nanoparticles as sorbents of influenza viruses A 
and B. Voprosy Virusologii = Problems of Virology. 2015;60(3): 
25-30. (in Russian)]

Исмагамбетов Б.М., Кошеметов Ж.К., Богданова М.И., Нахано-
ва  Г.Д., Нурабаев С.Ш., Сейсенбаева М.С., Сансызбай А.Р., 
Касенов М.М. Получение диагностических препаратов к под-
типам вируса гриппа типа А. Международный журнал при-
кладных и фундаментальных исследований. Сер. Биол. науки. 
2017;10:260-264.
[Ismagambetov B.M., Koshemetov Zh.K., Bogdanova M.I., Na-
khanova G.D., Nurabaev S.Sh., Seysenbaeva M.S., Sansyzbai A.R., 
Kasenov M.M. Design of diagnostic products for influenza A sub-
types. Mezhdunarodnyy Zhurnal Prikladnykh i Fundamental’nykh 
Issledovaniy. Seriya Biologicheskie Nauki = International Journal 
of Applied and Fundamental Research. Biological Series. 2017;10: 
260-264. (in Russian)]

Кызин А.А., Загидуллин Н.В., Гелич Л.В., Тимербаева Р.Х., Исра-
филов А.Г. Очистка и концентрирование вируса гриппа методом 
микро- и ультрафильтрации. Вестн. Башкир. ун-та. 2014;19(4): 
1223-1227.
[Kyzin A.A., Zagidullin N.V., Gelich L.V., Timerbaeva R.H., Isra
filov A.G. Purification and concentration of influenza virus by mi-
cro- and ultrafiltration. Vestnik Bashkirskogo Universiteta = Bulletin 
of Bashkir University. 2014;19(4):1223-1227. (in Russian)]

Левченко И.В., Ефременко В.И., Львов Д.К., Жарникова И.В., 
Дерябин П.Г., Василенко Н.Ф., Исаева Е.И., Ботиков А.В. Раз-
работка магноиммуносорбентных тест-систем и установка для 
селективного концентрирования для выявления вирусов гриппа 
птиц. Матер. IX съезда Всерос. науч.-практ. об-ва эпидемиоло-
гов, микробиологов и паразитологов. М., 2007;1:248-249.
[Levchenko I.V., Efremenko V.I., L’vov D.K., Zharnikova I.V., De
ryabin P.G., Vasilenko N.F., Isaeva E.I., Botikov A.V. Development 
of magneto-immunosorbent test systems and a device for selective 
concentration for the detection of avian influenza viruses. Proceed-
ings of the 9th Congress of the All-Russia Research and Practical 
Society of Epidemiologists, Microbiologists, and Parasitologists. 
Moscow, 2007;1:248-249. (in Russian)]

Лозинский В.И., Плиева Ф.М., Исаева Е.И., Зубов А.Л. Способ 
концентрирования вируса. Патент. 2013. http://www.findpatent.
ru/patent/213/2130069.html.
[Lozinskiy V.I., Plieva F.M., Isaeva E.I., Zubov A.L. A Method of Con-
centrating Virus. Patent. 2013. Available at: http://www.findpatent.ru/ 
patent/213/2130069.html. (in Russian)]



I.D. Petrova, B.N. Zaitsev 
O.S. Taranov 

282

Concentration of viruses  
and electron microscopy

Вавиловский журнал генетики и селекции / Vavilov Journal of Genetics and Breeding • 2020 • 24 • 3

Рябинникова А.И., Матраимов М.Б., Шалгынбаев Э.К., Рыстае
ва Р.А., Орынбаев М.Б. Очистка и концентрирование вируса ри-
нопневмонии лошадей. Наука, новые технологии и инновации 
Кыргызстана. 2015;4:129-131.
[Ryabinnikova A.I., Matraimov M.B., Shalgynbaev E.K., Rysta
eva R.A., Orynbaev M.B. Purification and concentration of horses 
rhinopneumonia virus. Nauka, Novye Tekhnologii i Innovatcii Kyr-
gyzstana = Science, New Technologies, and Innovations in Kyrgyz-
stan. 2015;4:129-131. (in Russian)]

Санамян А.Г., Дмитриева Р.А., Доскина Т.В., Лаврова Д.В., Неда-
чин А.Е. Использование мембранного модуля МФМ 0142 для 
концентрации вирусов при санитарно-вирусологическом конт
роле водных объектов. Гигиена и санитария. 2006;6:74-76.
[Sanamyan A.G., Dmitrieva R.A., Doskina T.V., Lavrova D.V., Ne-
dachin A.E. Use of a membrane module MPM 0142 for the con-
centration of viruses in the sanitary-virological surveillance of wa-
ter objects. Gigiena i Sanitariya = Hygiene and Sanitation. 2006;6: 
74-76. (in Russian)]

Тайлакова Э.Т., Червякова О.В., Садикалиева С.О., Султанкуло-
ва  К.Т., Зайцев В.Л., Турганбаева А.С., Сансызбай А.Р. Опти-
мизация условий очистки и концентрирования вируса гриппа 
лошадей. Вестн. науки КазАТУ им. С. Сейфуллина. 2011;4(71): 
14-23.
[Taylakova E.T., Chervyakova O.V., Sadikalieva S.O., Sultanku-
lova K.T., Zaytsev V.L., Turganbaeva A.S., Sansyzbay A.R. Opti-
mization of conditions for purification and concentration of equine 
influenza virus. Vestnik Nauki KazATU imeni S. Sejfullina = Herald 
of Science of the Seifullin Kazakh AgroTechnical University. 2011; 
4(71):14-23. (in Russian)]

Тарасов А.В., Федотов Ю.А., Лепешин С.А., Панов Ю.Т., Оку-
лов  К.В., Вдовина А.И. Применение мембран с положитель-
ным поверхностным зарядом для санитарно-вирусологическо-
го контроля воды. Изв. Самар. науч. центра РАН. 2012;14(1-9): 
2372-2376.
[Tarasov А.V., Fedotov Yu.А., Lepeshin S.А., Panov Yu.T., Oku-
lov K.V., Vdovina А.I. The use of membranes with a positive sur-
face charge for sanitary and virological control of water. Izvestiya 
Samarskogo Nauchnogo Tsentra Rossiyskoy Akademii Nauk = Pro-
ceedings of the Samara Research Center of the Russian Academy of 
Sciences. 2012;14(1-9):2372-2376. (in Russian)]

Трифонова Е.А., Никитин Н.А., Кирпичников М.П., Карпова О.В., 
Атабеков И.Г. Способ получения и характеристика сфериче-
ских частиц – новых биогенных платформ. Вестн. Моск. ун-та. 
Сер. 16. Биология. 2015;4:46-50.
[Trifonova E.A., Nikitin N.A., Kirpichnikov M.P., Karpova O.V., 
Atabekov I.G. A method of production and characterization of 
spherical particles, new biogenic platforms. Vestnik Moskovskogo 
Universiteta. Seriya 16. Biology = Moscow University Bulletin. Se-
ries 16. Biology. 2015;4:46-50. (in Russian)]

Abbaszadegan M., Alum A., Abbaszadegan H., Stout V. Cell surface 
display of poliovirus receptor on Escherichia coli, a novel method 
for concentrating viral particles in water. Appl. Environ. Microbiol. 
2011;77(15):5141-5148.

Ali A., Roossinck M.J. A simple technique for separation of Cowpea 
chlorotic mottle virus from Cucumber mosaic virus in natural mixed 
infections. J. Virol. Methods. 2008;153:163-167.

Alonso M.C., Rodriquez J., Borrego J.J. Enumeration and isolation of 
viral particles from oligotrophic marine environments by tangential 
flow filtration. Int. Microbiol. 1999;2(4):227-232.

Barth H.G., Jackson С., Boyes В.Е. Size exclusion chromatography. 
Anal. Chem. 1994;66(12):595-620.

Beniac D.R., Siemens C.G., Wright C.J., Booth T.F. A filtration based 
technique for simultaneous SEM and TEM sample preparation for 
the rapid detection of pathogens. Viruses. 2014;6:3458-3471. DOI 
10.3390/v6093458.

Burova E., Loffe Е. Chromatooraphic purification of recombinant 
adenoviral and adeno-associated viral vectors: methods and impli
cations. Gene Ther. 2005;12:5-17.

Dong H., Xiao K., Li X., Ren Y., Guo S. Preparation of PVDF/Al2O3 
hybrid membrane via the sol-gel process and characterization of the 
hybrid membrane. Desalin. Water Treat. 2013;51(19-21):3685-3690.

Doodeji M.S., Zerafat M.M. A review on the applications of nano filtra-
tion in virus removal and pharmaceutical industries. Glob. J. Nano-
med. 2018;3(5):555624. DOI 10.19080/GJN.2018.03.555624.

Falman J.C., Fagnant-Sperati C.S., Kossik A.L., Boyle D.S., Mesch
ke J.S. Evaluation of secondary concentration methods for poliovi-
rus detection in wastewater. Food Environ. Virol. 2019;11(1):20-31.

Flavigny E., Gaboyard M., Merel P., Fleury H. Magnetic particle-me-
diated virus concentration for clinical virology. In: 104th General 
Meeting of the American Society for Microbiology, New Orleans, 
American Society for Microbiology. May 22-27, 2004. Washington, 
DC, 2004.

Gentile M., Gelderblom H.R. Electron microscopy in rapid viral diag-
nosis: an update. New Microbiol. 2014;37:403-422.

Ghaee A., Zerafat M.M., Askari P., Sabbaghi S., Sadatnia B. Fabrica-
tion of polyamide thin-film nanocomposite membranes with en-
hanced surface charge for nitrate ion removal from water resources. 
Environ. Technol. 2017;38(6):772-781.

Gias E., Nielsen S.U., Morgan L.A.F., Toms G.L. Purification of hu-
man respiratory syncytial virus by ultracentrifugation in iodixanol 
density gradient. J. Virol. Methods. 2008;147(2):328-332.

Goldsmith C.S., Miller S.E. Modern uses of electron microscopy for 
detection of viruses. Сlin. Microbiol. Rev. 2009;552-563.

Gutiérrez-Aguirre I., Banjac M., Steyer A., Poljsak-Prijatelj M., Pe-
terka M., Strancar A., Ravnikar M. Concentrating rotaviruses from 
water samples using monolithic chromatographic supports. J. Chro-
matogr. 2009;1216(13):2700-2704. 

Havlik M., Marchetti-Deschmann M., Friedbacher G., Messner P., 
Winkler W., Perez-Burgos L., Tauer C., Allmaier C. Development 
of a bio-analytical strategy for characterization of vaccine particles 
combining SEC and nanoES GEMMA. Analyst. 2014;139(6):1412-
1419. 

Hazelton P.R., Gelderblom H.R. Electron microscopy for rapid diagno-
sis of infectious agents in emergent situations. Emerg. Infect. Dis. 
2003;9:294-303.

Ikner L.A., Gerba C., Bright K. Concentration and recovery of viruses 
from water: a comprehensive review. Food Environ. Virol. 2012; 
4(2):41-67.

Ko S.-M., Cho S.-Y., Oh M.-J., Vaidya B., Kim D. Application of con-
canavalin A-linked magnetic beads for the detection of hepatitis A 
virus. J. Food Prot. 2018;81(12):1997-2002.

Krajacic M., Ravnikar M., Strancar A., Gutiérrez-Aguirre I. Applica-
tion of monolithic chromatographic supports in virus research. Elec-
trophoresis. 2017;38:22-23.

Lu R., Li Q., Yin Z., Xagoraraki I., Tarabara V., Nguyen T. Effect of vi-
rus influent concentration on its removal by microfiltration: The case 
of human adenovirus 2. J. Membr. Sci. 2016;497:120-127.

Maximous N., Nakhla G., Wan W., Wong K. Preparation, characteri
zation and performance of Al2O3/PES membrane for wastewater 
filtration. J. Membr. Sci. 2009;341(1-2):67-75.

Mogi K., Hayashida K., Honda A., Yamamoto T. Development of vi-
rus concentration device by controlling ion depletion zone for ultra-
sensitive virus sensing. Trans. Sens. Micromachines. 2016;136(9): 
363-369.

Reid G.G., Milne E.W., Coggins L.W., Wilson N.J., Smith K.T., She
pherd A.J. Comparison of electron microscopic techniques for enu-
meration of endogenous retrovirus in mouse and Chinese hamster 
cell line used for production of biologics. J. Virol. Methods. 2003; 
108:91-96.

Roettger B.F., Myers J.A., Ladisch M.R., Regnier F.E. Аdsorption phe-
nomena in hydrophobic interaction chromatography. Biotechnol. 
Prog. 1989;5(3):79-88.

Ruščić J., Gutiérrez-Aguirre I., Žnidarič M.T., Kolundžija S., Slana A., 
Barut M., Ravnikar M., Krajačić M. A new application of mono-
lithic supports: The separation of viruses from one another. J. Chro-
matogr. A. 2015;1388:69-78.



Концентрирование вирусов  
и электронная микроскопия

И.Д. Петрова, Б.Н. Зайцев 
О.С. Таранов 

283ГЕНЕТИКА МИКРООРГАНИЗМОВ / MICROBIAL GENETICS

2020
24 • 3

ORCID ID
I.D. Petrova orcid.org/0000-0002-0276-9839
B.N. Zaitsev orcid.org/0000-0001-6359-465X
O.S. Taranov orcid.org/0000-0002-6746-8092

Благодарности. Исследование проводилось в рамках выполнения государственного задания ГЗ-7/18 ФБУН ГНЦ ВБ «Вектор» Роспотребнадзора.
Конфликт интересов. Авторы заявляют об отсутствии конфликта интересов.
Поступила в редакцию 10.07.2019. После доработки 18.11.2019. Принята к публикации 20.11.2019.    

Sakudo A., Baba K., Ikuta K. Capturing and concentrating adenovirus 
using magnetic anionic nanobeads. Int. J. Nanomedicine. 2016;11: 
1847-1857.

Sakudo A., Baba K., Tsukamoto M., Ikuta K. Use of anionic polymer, 
poly(methyl vinyl ether-maleic anhydride)-coated beads for capture 
of respiratory syncytial virus. Bioorg. Med. Chem. Lett. 2009a; 
19(15):4488-4491.

Sakudo A., Baba K., Tsukamoto M., Sugimoto A., Okada T., Ko-
bayashi  T., Kawashita N., Takagi T., Ikuta K. Anionic polymer, 
poly(methyl vinyl ether-maleic anhydride)-coated beads-based cap-
ture of human influenza A and B virus. Bioorg. Med. Chem. 2009b; 
17(2):752-757. 

Sakudo A., Ikuta K. Efficient capture of infectious H5 avian influenza 
virus utilizing magnetic beads coated with anionic polymer. Bio-
chem. Biophys. Res. Commun. 2008;377(1):85-88.

Sakudo A., Ikuta K. A technique for capturing broad subtypes and 
circulating recombinant forms of HIV-1 based on anionic polymer-
coated magnetic beads. Int. J. Mol. Med. 2012;30(2):437-442.

Sakudo A., Masrinoul P., Tanaka Y., Ikuta K. Capture of dengue virus 
type 3 using anionic polymer-coated magnetic beads. Int. J. Mol. 
Med. 2011a;28(4):625-628.

Sakudo A., Tanaka Y., Ikuta K. Capture of infectious borna disease vi-
rus using anionic polymer-coated magnetic beads. Neurosci. Lett. 
2011b;494(3):237-239.

Schagen F.H.E., Rademaker H.J., Rabelink M., van Ormondt H., Fal-
laux F.J., van der Eb A.J., Hoeben R.C. Ammonium sulphate pre-
cipitation of recombinant adenovirus from culture medium: an easy 
method to increase the fetal virus yield. Gene Ther. 2000;7(18): 
1570-1574.

Segura M.M., Garnier А., Kamen А. Purification and characterization 
of retrovirus vector particles by rate zonal ultracentrifugation. J. Vi-
rol. Methods. 2006;133(1):82-91.

Sheets R.L. Opinion on adventitious agents testing for vaccines: Why 
do we worry so much about adventitious agents in vaccines? Vac-
cine. 2013;31(26):2791-2795.

Soto-Beltran M., Ikner L.A., Bright K.R. Effectiveness of poliovirus 
concentration and recovery from treated wastewater by two electro-
positive filter methods. Food Environ. Virol. 2013;5:91-96. 

Sun G., Xiao J., Wang H., Gong C., Pan U., Yan S., Wang Y. Efficient 
purification and concentration of viruses from a large body of high 
turbidity seawater. MethodsX. 2014;1:197-206. DOI 10.1016/j.mex. 
2014.09.001.

Svec F., Perry G. Wang (Ed.). Monolithic chromatography and its 
modern applications. Anal. Bioanal. Chem. 2011;401:1459-1460.  
https://doi.org/10.1007/s00216-011-5175-0.

Transfiguracion J., Jorio H., Meghrous J., Jacob D., Kamen A. High 
yield purification of functional baculovirus vectors by size exclusion 
chromatography. J. Virol. Methods. 2007;142(1-2):21-28.

Vicente T., Roldão A., Peixoto C., Carrondo M.J.T., Alves P.M. Large-
scale production and purification of VLP-based vaccines. J. Inver-
tebr. Pathol. 2011;107:42-48.

Wickramasinghe S.R., Kalbfuss B., Zimmermann A., Thom V., Reichl U. 
Tangential flow microfiltration and ultrafiltration for human influen-
za A virus concentration and purification. Biotechnol. Bioeng. 2005; 
92(2):199-208.

Yeh Y.T., Tang Y., Sebastian A., Dasgupta A., Perea-Lopez N., Al-
bert I., Lu H., Terrones M., Zeng C.-Y. Tunable and label-free virus 
enrichment for ultrasensitive virus detection using carbon nano-
tube arrays. Sci. Adv. 2016;2(10):e1601026. DOI 10.1126/sciadv. 
1601026.

Yousefi M.H., Zerafat M.M., Shokri-Doodeji M.D., Sabbaghi S. In-
vestigation of dip-coating parameters effect on the performance of 
Alumina-Polydimethylsiloxane nanofiltration membranes for de
salination. J. Water Environ. Nanotechnol. 2017;2(4):235-242.



Оценка in vitro биологической активности отечественного 
препарата макрофаг-активирующего фактора (GcMAF-RF)
Е.В. Левитес1#, С.С. Кирикович1#, Е.В. Долгова1, А.С. Проскурина1, Г.С. Риттер1, 2, А.А. Останин3,  
Е.Р. Черных3, С.С. Богачев1 

1 Федеральный исследовательский центр Институт цитологии и генетики Сибирского отделения Российской академии наук, Новосибирск, Россия
2 Новосибирский национальный исследовательский государственный университет, Новосибирск, Россия
3 Научно-исследовательский институт фундаментальной и клинической иммунологии, Новосибирск, Россия

 e-mail: labmolbiol@mail.ru

Аннотация. В статье сообщается о разработанном оригинальном способе получения витамин D3-связываю
щего белка (DBP) и его конвертации в макрофаг-активирующий фактор GcMAF-RF. Согласно разработанному 
регламенту, DBP получали из плазмы крови человека, применяя аффинную колоночную хроматографию, очи-
щали и модифицировали до GcMAF-RF с использованием цитоиммобилизованных гликозидаз (бета-галакто-
зидаза и нейраминидаза). Принадлежность полученного полипептида к Gc-группе глобулинов плазмы крови 
подтверждали вестерн-блотом с использованием специфических антител. Полученный полипептид по своим 
молекулярным свойствам соответствует описанному в литературе белку GсMAF, находящемуся на стадии кли-
нических испытаний в США, Британии, Израиле и Японии (Saisei Mirai, Reno Integrative Medical Center, Immuno 
Biotech Ltd, Efranat, Catalytic Longevity). Биологическую активность препарата GcMAF-RF определяли по индук-
ции у перитонеальных макрофагов мыши фагоцитарной активности и способности продуцировать моноок-
сид азота (NO) in vitro. Фагоцитарную активность макрофагов оценивали по эффективности захвата магнитных 
шариков. Степень активации макрофагов рассчитывали по отношению числа захваченных шариков к общему 
числу макрофагов. Уровень продукции NO оценивали по накоплению монооксида азота в культуральных су-
пернатантах перитонеальных макрофагов колориметрическим методом с использованием реактива Грисса. 
Показано, что GcMAF-RF кратно увеличивает фагоцитарную активность макрофагов и достоверно увеличивает 
продукцию ими монооксида азота. Выделенный оригинальным способом активатор макрофагов GcMAF-RF по 
своим характеристикам (согласно материалам, опубликованным в печати) соответствует препаратам GcMAF, 
представляемым на рынке зарубежными компаниями, и может рассматриваться как новый отечественный био-
логически активный препарат с широким спектром действия. Наибольший интерес вызывает его способность 
через активацию макрофагов усиливать адаптивный иммунитет организма. В этой связи предполагаются два 
направления терапевтического применения препарата GcMAF-RF. Препарат может быть востребован в области 
лечения онкологических заболеваний и, кроме того, может быть использован при лечении ряда нейродегене-
ративных патологий и иммунодефицитных состояний.
Ключевые слова: макрофаг-активирующий фактор (GcMAF); витамин D3-связывающий белок (DBP); фагоцитоз; 
монооксид азота (NO); перитонеальные макрофаги.
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Abstract. The article reports an original method for producing vitamin D3-binding protein (DBP) and its conversion 
into macrophage-activating factor GcMAF-RF. According to an original protocol, DBPs were obtained from human 
blood plasma using affinity chromatography, purified and modified to GcMAF-RF using cytoimmobilized glycosidases 
(beta-galactosidase and neuraminidase). The presence of the polypeptide obtained in the Gc group of blood plasma 
globulins was confirmed by Western blot using specific antibodies. The molecular properties of this polypeptide put 
it in correspondence with the GcMAF protein described in the literature, which is undergoing clinical trials in the USA, 
Britain, Israel and Japan (at Saisei Mirai; Reno Integrative Medical Center; Immuno Biotech Ltd; Efranat; and Catalytic 
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Longevity). The biological activity of the GcMAF-RF preparation was detected by the induction of phagocytic activity 
of macrophages and their ability to produce nitrogen monoxide (NO) in vitro. The phagocytic activity of macrophages 
was evaluated by their ability to uptake magnetic beads. The degree of activation of macrophages was calculated 
by the ratio of trapped beads to the total number of macrophages. The level of NO production was estimated by 
the accumulation of nitrogen monoxide in the culture supernatants of peritoneal macrophages by the colorimetric 
method using the Griess reagent. It was shown that GcMAF-RF multiplies the phagocytic activity of macrophages and 
significantly increases their production of nitrogen monoxide. The macrophage activator GcMAF-RF, according to its 
characteristics, corresponds to similar preparations which are made available to the market by foreign companies, and 
can be considered as a new biologically active preparation with a wide spectrum of action. Of greatest interest is its 
ability – through the activation of macrophages – to enhance the adaptive immunity. In this regard, two areas of thera-
peutic use of the GcMAF-RF are proposed. The preparation will be in demand in the field of cancer treatment, and, in 
addition, it can be used in the treatment of a number of neurodegenerative pathologies.
Key words: Gc protein-derived macrophage activating factor (GcMAF); vitamin D3-binding protein (DBP); phagocyto-
sis; nitrogen monoxide (NO); peritoneal macrophages.
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Введение
GcMAF (group-specific component protein-derived macro
phage activating factor), важный компонент системы акти-
вации макрофагов, образуется в результате сайт-специфи
ческого дегликозилирования витамин D3-связывающе
го белка (DBP), который присутствует в плазме крови че
ловека в большом количестве (300–600 мг/л) (Malik et 
al., 2013; Delanghe et al., 2015). Нативный DBP содержит 
один трисахарид, ковалентно связанный с треонином 
в позиции  420 и состоящий из N-ацетилгалактозамина 
(GalNAc) с присоединенными к нему галактозой и сиало-
вой кислотой. Преобразование DBP в GcMAF происходит 
путем отсоединения от GalNAc галактозы и сиаловой 
кислоты под действием β-галактозидазы и сиалидазы, ло-
кализованных на клеточных мембранах активированных 
В- и Т-лимфоцитов соответственно (Yamamoto, Homma, 
1991; Yamamoto, Kumashiro, 1993). В результате такого 
селективного дегликозилирования образуется активный 
белок GcMAF. Считается, что именно GalNAc, входящий в 
состав активного центра GcMAF, обеспечивает активацию 
макрофагов (Naraparaju, Yamamoto, 1994; Mohamad et al., 
2002; Saburi et al., 2017a, b).

Исследовательский и практический интерес к GcMAF 
определяется его способностью через активацию макро-
фагов участвовать в защитных реакциях организма: в за-
щите от патогенов, в элиминации стареющих, опухолевых 
и поврежденных клеток, а также в процессах заживления. 
Широта биологических эффектов макрофагов, имеющих в 
ряде случаев оппозитную направленность, обеспечивается 
высокой функциональной гетерогенностью макрофагов 
(Gordon, 2003; Cassetta et al., 2011). Наиболее четко вы-
деляются два субтипа макрофагов, которые обозначаются 
как М1- и М2-клетки с про- и противовоспалительной 
активностью соответственно.

М1-макрофаги играют важную роль в элиминации опу-
холевых клеток. Они способны проявлять цитотоксиче-
скую, микробицидную и антипролиферативную активно-
сти, опосредованные продукцией активных метаболитов 
кислорода (например, Н2О2), монооксида азота  (NO) и 
провоспалительных цитокинов. М2-макрофаги, напротив, 
проявляя противовоспалительную активность, ограни-

чивают воспалительный/иммунный ответ. Повышенная 
активность М2-макрофагов сопряжена с развитием имму-
носупрессии, приводящей к опухолевому росту (Lamagna 
et al., 2006; Sica, Bronte, 2007; Murray, Wynn, 2011).

Установлено, что функциональный тип макрофагов во 
многом определяется условиями их активации и инак-
тивации (Korbelik et al., 1998; Mosser, 2003; Saburi et al., 
2017a,  b). Одним из факторов, препятствующих акти-
вации макрофагов, является ингибирование продукции 
GcMAF, осуществляемое ферментом нагалазой (α-N-аце
тилгалактозаминидазой), секретируемым опухолевыми 
клетками (Korbelik et al., 1998; Rehder et al., 2009; Saburi 
et al., 2017a, b). Сывороточная нагалаза у больных раком 
способна полностью дегликозилировать предшественник 
MAF (DBP), осуществляя гидролиз по GalNAc-остатку. 
Лишенный активного сайта, полипептид теряет способ-
ность активировать инфильтрующие опухоль макрофаги, 
что в клинических наблюдениях характеризуется как 
иммуносупрессия, связанная с потерей макрофагами спе
цифических активностей (Yamamoto et al., 1996; Moha
mad et al., 2002; Matsuura et al., 2004; Thyer et al., 2013a). 
У здоровых людей уровень нагалазы в несколько раз ниже, 
чем у онкологических больных, и нагалаза в отсутствие 
патологии не дегликозилирует трисахарид DBP (Ioannou 
et al., 1992; Nagasawa et al., 2005).

В пионерных работах N. Yamamoto (Yamamoto, Homma, 
1991; Yamamoto, Kumashiro, 1993; Yamamoto et al., 1996) 
было сделано предположение, что инъекции очищенного 
экзогенного GcMAF могут компенсировать дефектный 
фактор, активировать систему макрофагов и их противо-
раковую активность. Проведенные клинические иссле-
дования свидетельствовали об эффективном воздействии 
GcMAF на опухоль, приводящем к значительной редук
ции опухолевого очага или полному уходу опухоли с про
должительным (несколько лет) безрецидивным периодом 
(Yamamoto et al., 2008; Rehder et al., 2009; Inui et al., 2013; 
Thyer et al., 2013a, b).

Со времени опубликования N. Yamamoto своих резуль-
татов относительно принадлежности выделенного поли-
пептида к групп-специфическому активатору макрофагов 
прошло более 15 лет. Исследованием полипептида в на-
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правлении поиска мишеней его клинического применения 
занимались разные лаборатории. Получены многочис-
ленные, противоречивые данные о его функциональных 
возможностях в качестве активатора иммунных реакций 
при лечении злокачественных новообразований, аутиз-
ма, различных нарушений в работе иммунной системы. 
Противоречивые результаты, касающиеся эффективности 
клинических возможностей GcMAF, вызвали немалую 
долю скептицизма в научном сообществе (Rehder et al., 
2009; Ugarte et al., 2014; Borges, Rehder, 2016; Ruggiero et 
al., 2016). Такое состояние вопроса связано еще и с тем, 
что препарат невозможно сделать предметом промышлен-
ной собственности, а можно только патентовать различ-
ные способы его получения и различные композиции, в 
составе которых он может применяется. Именно по такому 
пути идут все производители GcMAF (Saisei Mirai, Reno 
Integrative Medical Center, Immuno Biotech  Ltd, Efranat, 
Catalytic Longevity). Тем не менее о перспективности воз-
можного практического использования препарата GcMAF 
свидетельствуют многочисленные данные, полученные 
на экспериментальных животных, а также данные докли-
нических исследований и накопленный положительный 
опыт его клинического применения (Korbelik et al., 1997; 
Kisker et al., 2003; Yamamoto et al., 2008; Toyohara et al., 
2011; Pacini et al., 2012; Inui et al., 2013, 2016a, b; Kuchiike 
et al., 2013; Thyer et al., 2013a, b; Klokol, Teppone, 2016; 
Saburi et al., 2017a, b; Moya et al., 2018; Păduraru et al., 
2019; Greilberger, Herwig, 2020).

Проведенный нами анализ литературных источников 
продемонстрировал большой интерес к препарату GcMAF 
в мире, несмотря на имеющиеся различные точки зрения 
(Останин и др., 2019), и определил направление его ис-
следования в нашей лаборатории. Поскольку практически 
во всех исследованиях процедура получения и активации 
препарата переписывается с одной-двух пионерных работ 
(Link et al., 1986; Yamamoto, Homma, 1991; Yamamoto, 
Kumashiro, 1993), что связано с его коммерческой перспек-
тивностью и нежеланием раскрывать детали выделения 
больших количеств активатора, мы решили разработать 
независимый регламент получения и активации фактора 
и экспериментально определить его возможную «клини-
ческую мишень».

В настоящей работе, представляющей собой первую 
статью цикла из трех статей, описывающих действие пре
парата на экспериментальные биологические системы, 
оценивается способность полученного оригинальным 
способом препарата GcMAF-RF (GcMAF-Related Factor) 
активировать фагоцитарную функцию макрофагов и про-
дуцировать монооксид азота in vitro.

Оригинальный способ выделения DBP и процедура его 
конвертации в GcMAF-RF цитоэнзиматическим способом 
были разработаны в ООО «Активатор MAF» совместно с 
лабораторией индуцированных клеточных процессов Фе-
дерального исследовательского центра Институт цитоло-
гии и генетики (ФИЦ ИЦиГ) СО РАН. Способ получения 
препарата GcMAF-RF, в связи с его статусом «предмета 
промышленной собственности» компании ООО «Актива-
тор MAF», охарактеризован здесь без указания деталей 
процедур. Тем не менее общая характеристика способа, 
представленная в разделе «Результаты», дает достаточно 

полную информацию, демонстрирующую оригинальность 
подхода. По своим молекулярным свойствам полученный 
полипептид соответствует описанному в литературе белку 
GсMAF, находящемуся на стадии клинических испытаний 
в США, Британии, Израиле и Японии (Saisei Mirai, Reno 
Integrative Medical Center, Immuno Biotech  Ltd, Efranat, 
Catalytic Longevity).

Материалы и методы
В экспериментах использовали по две-три месячных 
мыши линии СВА разведения вивария № 2 ФИЦ ИЦиГ СО 
РАН (стандартное содержание). Перитонеальные макро
фаги (5 × 105 клеток/лунку) культивировали в 12-луноч-
ных планшетах в среде RPMI-1640 (Biolot), содержащей 
10 % FBS (HyClone) и 40 мкг/мл гентамицина в течение 
12  ч. Затем адгезивную фракцию макрофагов три раза 
отмывали забуференным физиологическим раствором 
(PBS) для удаления неприкрепленных клеток. Получен-
ные макрофаги использовали в дальнейшем для анализа 
их биологической активности.

Фагоцитарную функцию макрофагов оценивали со-
гласно методике, представленной в работе (Ishikawa et al., 
2014). Перитонеальные макрофаги выделяли из брюшной 
полости двух-трех мышей, объединяли, распределяли по 
лункам планшета в равном количестве и культивировали 
в бессывороточной среде RPMI-1640 в течение 2 ч. За
тем среду меняли на RPMI-1640, содержащую 10 % FBS 
в отсутствие (контроль) или в присутствии следующих 
активаторов (позитивный контроль): липополисахарида 
(LPS, Sigma, 10 мкг/мл, Е. coli 0114:B4) либо получен-
ных нами DBP (5  мкг/мл) или GcMAF-RF (5  мкг/мл). 
В каждую лунку добавляли также магнитные шарики 
(Dynabeads M-280, Invitrogen) в дозе 60 мкг/лунку. После 
трехчасовой инкубации макрофаги три раза отмывали PBS 
для удаления неинтернализованных шариков, затем фото-
графировали в проходящем свете с использованием инвер-
тированного микроскопа AxioObserver Z1 (Zeiss) и под-
считывали количество интернализованных гранул (IBN). 
Фагоцитарную активность макрофагов оценивали по фор- 
муле: IBN  =  количество интернализованных шариков/
количество макрофагов. Для статистического анализа IBN 
учитывали данные четырех независимых экспериментов, 
в каждом эксперименте оценивали 300–500 клеток. Учет 
клеток был проведен из нескольких полей, расположен-
ных в разных частях лунки планшета.

Продукцию NO определяли в пяти повторностях на 
семи мышах по накоплению нитритов после 3 ч инкуби-
рования с активаторами в культуральных супернатантах 
перитонеальных макрофагов колориметрическим мето
дом с использованием реактива Грисса (Green et al., 1982). 
Для этого 100 мкл каждого тестируемого супернатанта 
переносили в 96-луночный планшет, смешивали с равным 
объемом реактива Грисса и инкубировали при комнатной 
температуре в течение 15  мин. Оптическую плотность 
оценивали на многоканальном спектрофотометре при дли-
не волны 540 нм. Результаты соотносили со стандартной 
калибровочной кривой, полученной на основе серийных 
разведений 3 мМ раствора нитрита натрия.

Статистический анализ проводили с использованием 
программного обеспечения Statistica 10. В каждом экс-
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перименте было выполнено минимум четыре повторения. Существование 
статистически значимых различий между исследуемыми группами проана-
лизировано при помощи критерия Краскела–Уоллиса. Для апостериорных 
сравнений между группами использовали U-критерий Манна–Уитни с учетом 
поправки Бонферрони (минимальный уровень значимости p = 0.05/ число 
сравнений). Таким образом, в случае анализа IBN различия считали досто-
верными при уровне значимости p < 0.017 (три попарных сравнения), а в 
случае анализа продукции NO – при p < 0.013 (четыре попарных сравнения) 
(Гржибовский, 2008).

Результаты
Как сказано выше, витамин D3-связывающий белок содержит три функцио
нальных сайта: витамин D3-связывающий домен, актин-связывающий сегмент 
полипептидной цепи и сайт гликозилирования. Соответственно, существу-
ют два очевидных способа аффинного выделения специфического белка, 
за актин- и витамин D3-связывающие домены (Haddad et al., 1984; Link et 
al., 1986; Swamy, Ray, 1995). В исследованиях других авторов описывается 
практически всегда один и тот же способ получения активатора макрофагов 
GcMAF. Витамин D3 модифицируется в производную молекулу, содержащую 
гидроксил в положении 25, или химическим, или энзиматическим способом. 
Модифицированный витамин «пришивается» к активированной бромцианом 
сефарозе, и проводится аффинная хроматография. Далее белок активируется 
в GcMAF энзиматической конвертацией двумя гидролазами  – салидазой 
и β-галактозидазой, ковалентно фиксированными на носителе (Yamamoto, 
Kumashiro, 1993; Yamamoto, 1996; Mohamad et al., 2002). Функциональная 
активность полученного GcMAF тестируется по его способности индуциро-
вать у макрофагов способность фагоцитировать разнообразные внеклеточные 
частицы. Главным образом используются опсонированные эритроциты барана 
(Hammarstrom, Kabat, 1971; Yamamoto, Kumashiro, 1993). Наши многочислен-
ные попытки выделить, активировать и оценить функциональную активность 
полученного полипептида способами, описанными в статьях, не увенчались 
успехом. Основными причинами неудач были: невозможность в достаточном 
количестве быстро получить составляющие компоненты всех сложных проце-
дур, их высокая цена, постоянное утаивание авторами опубликованных работ 
принципиальных технических деталей той или иной процедуры.

В этой связи после тотальной проработки принципов получения GcMAF 
мы разработали следующий регламент выделения большого количества пре-
парата витамин D3-связывающего белка, его конвертации в GcMAF-RF и 
оценки его способности активировать фагоцитарную функцию макрофагов 
и продукцию ими NO.

Витамин D3-связывающий белок был выделен из сыворотки крови здоро
вых доноров с использованием аффинной хроматографии на колонке с ко
валентно пришитым актином. Данный подход состоял из двух процедур. Во-
первых, актин, необходимый в качестве аффинного лиганда, получали само-
стоятельно из мышц кролика (Spudich, Watt, 1971), благодаря чему удалось 
быстро наладить аффинную хроматографию и на порядки сократить затраты. 
Одновременно из крабовых панцирей был выделен субстрат, необходимый 
для пришивки аффинного лиганда (de Souza et al., 2008). Этот способ также 
позволил не опираться на импортные дорогие реактивы и существенно ускорил 
время получения фактора. Для конвертации DBP в GcMAF-RF был разработан 
оригинальный способ с использованием активированных лизофосфатидил-
холином (Lyso-Pc, Sigma) воспалительных лимфоцитов, получаемых от того 
же донора (Ngwenya, Yamamoto, 1986; Yamamoto, Homma, 1991; Asaoka et al., 
1992). Суть подхода состоит в том, что на цитоплазматической мембране акти-
вированных к воспалению В- и Т-лимфоцитов присутствуют оба необходимых 
для конвертации DBP в GcMAF фермента: β-галактозидаза и салидаза соответ-
ственно. Полученные от донора лимфоциты после воспалительной активации 
добавлялись к DBP. После инкубации полученный GcMAF-RF проверялся на 
способность активировать специфическую фагоцитарную активность макро-
фагов. Для этого был валидирован способ с использованием металлических 

бус (Ishikawa et al., 2014). Процедура 
хорошо стандартизируется, не требу-
ет многостадийного получения опсо
нированных эритроцитов барана и 
высокотехнологична. Дополнитель
но для оценки специфичности выде-
ленного GcMAF-RF был разработан  
оригинальный метод получения лек
тина, позволяющий оценить эффек
тивность отщепления хвостов саха-
ров и сохранения в сайте гликозили
рования N-ацетилгалакозамина,  ко
торый является основной молекулой, 
участвующей в активации макро
фагов. 

Для проверки соответствия DBP, 
выделенного с использованием в ка
честве аффинного лиганда актина, 
препарату DBP, выделяемому аффин
но на 25-гидроксивитамин D3-сефа
розе, и характеристики принадлеж-
ности обоих полипептидов к группе 
специфических Gc-белков был про-
веден сравнительный вестерн-блот 
анализ. Прямой сравнительный вес
терн-блот анализ образцов препарата 
с антителами против Gc-группы сви
детельствует об идентичности упомя-
нутых двух вариантов белков (рис. 1).
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Рис.  1.  Вестерн-блот анализ образцов DBP, 
полученных методами актиновой и сефароз-
ной (с 25-гидроксивитамином  D3) хромато-
графии.
1 – DBP, полученный на колонке с 25-гидрокси-
витамином D3-сефарозе; 2  – DBP, полученный 
с помощью актин-сефарозной аффинной хро-
матографии; М  – молекулярный маркер “The 
Thermo Scientific™ Page Ruler™ Prestained protein 
Ladder” (Thermo Fisher Scientific Inc., США).
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In vitro assay of biological activity of a national 
preparation of macrophage activating factor (GcMAF-RF)

После получения, конвертации и проверки специфической активности, 
способности активировать фагоцитарную активность макрофагов, препарат 
GcMAF-RF стерилизовали фильтрованием, а затем или замораживали и хра-
нили при –70 °С, или лиофилизировали (см. рис. 1).

Биологическую активность GcMAF-RF оценивали по его влиянию на 
фагоцитарную функцию перитонеальных макрофагов (Ishikawa et al., 2014) 
(рис. 2). Было выполнено три апостериорных сравнения экспериментальных 
групп с контролем с использованием U-критерия Манна–Уитни с учетом по-
правки Бонферрони. Показано, что по сравнению с контролем только препарат 
GcMAF-RF статистически значимо усиливает способность макрофагов интер-
нализировать магнитные шарики. В присутствии GcMAF-RF фагоцитарная 
активность макрофагов увеличивалась в 3.7 раза ( p = 0.011), тогда как в ответ 
на DBP или ЛПС – в 1.2 и 1.6 раза соответственно. Репрезентативные фото-
графии макрофагов (см. рис. 2, б ) четко демонстрируют, что при стимуляции 
препаратом GcMAF-RF (но не его предшественником DBP) в общей популяции 
перитонеальных макрофагов значительно возрастает число клеток с интерна-
лизованными магнитными шариками. В данном тесте оценивали биологиче-

Рис. 2. Влияние GcMAF-RF на фагоцитарную активность перитонеальных макрофагов.
а – данные представлены в виде М ± SEM (n = 4), * p < 0.017 – достоверность различий по сравне-
нию с контролем (U-критерий Манна–Уитни с учетом поправки Бонферрони); б – репрезентативные 
фотографии макрофагов с интернализованными гранулами: 1 – контроль; 2 – после активации с DBP; 
3, 4 – после активации с GcMAF-RF.
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скую активность образцов из каждой 
полученной партии препарата, при 
этом различные образцы GcMAF-RF 
демонстрировали трех-семикратное 
увеличение фагоцитарной функции 
макрофагов.

Препарат GcMAF-RF усиливал не 
только фагоцитарную активность пе-
ритонеальных макрофагов, но также 
их способность продуцировать  NO 
(рис. 3). Было проведено четыре апо-
стериорных сравнения (эксперимен-
тальные группы с контролем и ЛПС 
и GcMAF-RF между собой) с исполь-
зованием U-критерия Манна–Уит
ни  с учетом поправки Бонферрони. 
Оказалось, что GcMAF-RF (но не его 
предшественник DBP) статистически 
значимо ( p  <  0.013) повышал уро-
вень продукции монооксида азота, 
при этом уровень индуцированной 
NO- продукции был даже выше, чем 
в ответ на стандартный активатор 
макрофагов ЛПС ( p = 0.008). 

Все перечисленные процедуры, ва-
лидирующие препарат как активатор 
макрофагов (GcMAF-RF), постоянно 
проводятся для характеристики каж-
дого нового выделения препарата и 
доведения до состояния технологии, 
которая готовится к сертификации.

Обсуждение
В настоящем исследовании прове
дена оценка биологической активно
сти первого отечественного препа
рата GcMAF-RF, который был вы-
делен из плазмы крови человека в 
соответствии с новым технологиче-
ским регламентом, разработанным 
компанией OOO «Активатор MAF». 
Прямой сравнительный вестерн-блот 
анализ образцов препарата с антите-
лами против Gc-группы показал (см. 
рис. 1), что молекулярная масса бел-
ков, выделенных двумя вариантами 
аффинной хроматографии, соответ-
ствует размеру GcMAF в 65–67 кДа, 
определенному другими авторами в 
аналогичной трис-глициновой элект
рофоретической системе (Smith et al., 
2013). Полученный результат свиде-
тельствует об идентичности полипеп-
тидов, выделяемых с использовани- 
ем двух имеющихся в молекуле DBP 
доменов, различающихся по своей 
функциональной специфичности (ак
тин-связывающий и витамин D3-свя
зывающий).
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В витральных тестах образцы GcMAF-RF из каждой 
полученной партии препарата проявляли свойства, харак-
терные для макрофаг-активирующего фактора, а именно: 
кратно усиливали фагоцитарную функцию перитонеаль-
ных макрофагов мыши (см. рис. 2), а также статистически 
значимо стимулировали продукцию NO (см. рис. 3).

Выявленные в нашем исследовании факты стимули-
рующего влияния полученного препарата GcMAF-RF на 
свойства макрофагов согласуются с данными целого ряда 
исследователей (Mohamad et al., 2002; Thyer et al., 2013b; 
Ishikawa et al., 2014; Ruggiero et al., 2014; Saburi et al., 
2017a, b). Это позволяет заключить, что препарат GcMAF-
RF соответствует известным импортным аналогам не 
только по своим физико-химическим характеристикам, 
но и по проявляемой биологической активности. 

Следующие два сообщения будут содержать результаты 
по влиянию препарата GcMAF-RF на культуру дендрит-
ных клеток и поляризацию М2-макрофагов. Также будет 
продемонстрирована способность активированных пре-
паратом GcMAF-RF перитонеальных макрофагов лизи-
ровать клетки нескольких опухолевых культур и оценена 
его противораковая активность в биологических тестах 
на экспериментальных животных.

Заключение
Представлены первые экспериментальные данные, ха
рактеризующие способность препарата GcMAF-RF, по
лученного оригинальным способом, активировать пери-
тонеальные макрофаги мыши, что проявляется кратным 
усилением их фагоцитарной функции и значимым  по- 
вышением уровня продукции монооксида азота. Выде
ленный активатор макрофагов (GcMAF-RF) по своим ха
рактеристикам соответствует аналогичным препаратам, 
представляемым на рынке зарубежными компаниями, и 
может рассматриваться как новый отечественный биоло-
гически активный фактор разнонаправленного действия.
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Ethnicity-specific distribution of TRPM8 gene variants  
in Eurasian populations: signs of selection
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Abstract. The TRPM8 gene encodes the ion channel, which is a cold receptor in afferent neurons of the mam-
malian somatosensory system. We studied the frequency of haplotype distribution from six SNPs in the TRPM8 
gene in Eurasian human populations, including Russians, Kazakhs and Chukchi. Four of the six SNPs are located in 
exon 7 (rs13004520, rs28901637, rs11562975, rs17868387), rs7593557 is in exon 11. These exons encode parts of 
the N-terminus, which is necessary for channel functioning in the plasma membrane of neurons. The rs11563071 is 
in exon 23 encoding part of the C-terminus. The primary difference in population distribution of haplotypes deter-
mines the SNP from exon 11 which leads to Ser419Asn substitution in protein. The most pronounced differences in 
the patterns of diversity and frequencies of haplotypes were observed between Chukchi and Russians. The frequen-
cy of major H1 haplotype encompassing the 419Ser gene variant differs in examined populations; 0.738 (Russians), 
0.507 (Kazakhs) and 0.337 (Chukchi), p < 0.001. The TRPM8 gene variants encoding 419Asn and carrying the minor 
alleles of rs28901637 (P249P) and rs11562975 (L250L) in exon 7 are characteristic of Asian populations. The fre-
quency of all 419Asn variants in Chukchi is comparable to that in Africans, however, the minor allele frequencies of 
rs28901637, rs11562975 in Africans is low. Apparently in the process of human colonization of Eurasia, minor alleles 
of these SNPs diverged depending on rs7593557 structure in exon 11. We analyzed sequences of five TRPM8 mRNA 
isoforms extracted by researchers from different tissues. Sequence analysis demonstrates that they are transcribed 
from major H1 variant of the TRPM8 gene but contain different translation start codons, which are generated by 
alternative splicing from pro-mRNA. 
Key words: TRPM8 gene; haplotypes; Eurasian human populations; alternative start codons.

For citation: Potapova T.A., Romashchenko A.G., Yudin N.S., Voevoda M.I. Ethnicity-specific distribution of TRPM8 
gene variants in Eurasian populations: signs of selection. Vavilovskii Zhurnal Genetiki i Selektsii = Vavilov Journal of 
Genetics and Breeding. 2020;24(3):292-298. DOI 10.18699/VJ20.45-o

Этно-специфическое распределение вариантов гена TRPM8 
в евразийских популяциях: знаки отбора
T.A. Потапова1  , A.Г. Ромащенко1, Н.С. Юдин1, 3, M.И. Воевода1, 2, 3
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Аннотация. Ген TRPM8 кодирует ионный канал, который является холодовым рецептором в афферентных 
нейронах соматосенсорной системы млекопитающих. Мы изучили распределение частот гаплотипов из 
шести ОНП гена TRPM8 в евразийских популяциях человека, включая русских, казахов и чукчей. Четыре из 
шести ОНП расположены в экзоне 7 (rs13004520, rs28901637, rs11562975, rs17868387), ОНП rs7593557 на-
ходится в экзоне 11. Эти экзоны кодируют фрагменты N-терминального домена, необходимого для функ-
ционирования канала в плазматической мембране афферентных нейронов. ОНП rs11563071 расположен в 
экзоне 23, кодирующем фрагмент С-терминального домена канала. Основное различие в популяционном 
распределении гаплотипов определяет ОНП из экзона 11, обусловливающий Ser419Asn замещение в бел-
ке. Контрастные различия в многообразии и частотах гаплотипов наблюдали между популяциями чукчей и 
русских. Частоты основного гаплотипа Н1, относящегося к 419Ser вариантам гена TRPM8, существенно раз-
личались в изученных популяциях: 0.738 у русских, 0.507 у казахов, 0.337 у чукчей (p < 0.001). Для азиатских 
популяций характерны варианты гена TRPM8, кодирующие 419Asn и содержащие минорные аллели ОНП 
rs28901637 (P249P) и rs11562975 (L250L) в экзоне 7. Суммарная частота таких гаплотипов у русских составляет 
0.032, по сравнению с 0.142 у казахов и 0.358 у чукчей (p < 10–3 для обоих сравнений). Частота всех 419Asn 
вариантов у чукчей сопоставима с таковой африканцев, однако частота минорных аллелей rs28901637 и 
rs11562975 у африканцев низкая. По-видимому, в процессе колонизации человеком Евразии минорные ал-
лели этих ОНП дивергировали в зависимости от структуры rs7593557 в экзоне 11. Нами проанализированы 

© Potapova T.A., Romashchenko A.G., Yudin N.S., Voevoda M.I., 2020

ГЕНЕТИКА ЧЕЛОВЕКА
Оригинальное исследование / Original article
УДК 575.174.015.3:572.02

This work is licensed under a Creative Commons Attribution 4.0 License

Вавиловский журнал генетики и селекции. 2020;24(3):292-298
DOI 10.18699/VJ20.45-o



Этно-специфическое распределение вариантов  
гена TRPM8 в евразийских популяциях: знаки отбора

T.A. Потапова, A.Г. Ромащенко 
Н.С. Юдин, M.И. Воевода

293

2020
24 • 3

ГЕНЕТИКА ЧЕЛОВЕКА/ HUMAN GENETICS

последовательности пяти изоформ мРНК гена TRPM8, выделенных исследователями из разных тканей. Пока-
зано, что они транскрибированы c основного варианта H1 гена TRPM8, но содержат различные старт-кодоны 
трансляции, генерированные альтернативным сплайсингом про-мРНК.
Ключевые слова: ген TRPM8; гаплотипы; евразийские популяции человека; альтернативные старт-кодоны.

Introduction
The gene TRPM8 encodes a subunit of Ca2+-permeable non-
selective cation channel, belonging to the TRPM (transient 
receptor potential melastatin) subfamily of TRP domain-
containing proteins (Tsavaler et al., 2001). TRP channels 
are formed by oligomerization of subunits sharing common 
structural features, including six putative transmembrane 
segments (S1–S6), a pore loop linking segments S5 and S6, 
and cytoplasmic N- and C-terminal (Ramsey et al., 2006). 
The majority of TRP proteins carry a conserved TRP box 
(‘VWKFQR’ in TRPM channels) in the C-terminal domain, 
adjacent to the S6 segment. Many of these proteins, includ-
ing TRPM8, are involved in Ca2+ homeostasis in response to 
extracellular and intracellular physical and chemical factors. 
TRPM8 expression has been observed in somatic afferent 
neurons, myocytes, epithelial cells of the lung, bronchi, pro
state, bladder and others (Sabnis et al., 2008; Babes et al., 
2011). The modulation of TRPM8 protein activity is coupled 
with basic biochemical and physiological processes related 
to thermal sensitivity, proliferation, and apoptosis (Zhang, 
Barritt, 2006; Yee, 2015).

Three types of TRPM8 polypeptides potentially able to 
form Ca2+ channels by tetramerization have been described. 
The full-length variant of 1104 amino acids (aa) identified 
in sensory neurons contain the long N-terminal sequence 
(693  aa), six transmembrane segments and C-terminal do-
main with TRP box (Latorre et al., 2011). This channel is 
able to respond to changes in ambient temperature (threshold 
of ~22–34 °C). Another TRPM8 isoform of 1054 aa, with 
a rearranged N-terminal domain, was identified in prostate 
tumor cells (Lis et al., 2005). In addition, a truncated variant 
(304 aa), lacking the entire N-terminal sequence and the first 
two transmembrane segments (S1 and S2), but retaining parts 
of the voltage-dependent sensory module (S3 and S4), the 
pore-forming components (S5 and S6 and the loop between 
them), and the C-terminal domain, was identified in human 
epithelial cells of the bronchi and lung (Sabnis et al., 2008). 
Full-length TRPM8 is located to the plasma membrane, while 
the truncated variant is located in the endoplasmic reticulum 
membrane and is associated with the release of Ca2+ ions from 
intracellular stores (Bidaux et al., 2007).

Studies clarifying the contribution of the N-terminal domain 
to the TRPM8 channel function have shown that the first 40 
amino acids of full-length TRPM8 modulate sensitivity of the 
protein to cold and menthol, and the region between residues 
40 and 60 is involved in trafficking of the protein to the plasma 
membrane (Phelps, Gaudet, 2007; Bidaux et al., 2012; Pertu
sa et al., 2014). It is also an essential element in ensuring the 
proper folding and assembly of TRPM8.

In this study, we evaluated the distribution of the alleles at 
five SNPs located in TRPM8 gene exons 7 and 11 in geographi-
cally dispersed Eurasian human populations in order to clear 
up the potential importance of the N-domain parts encoded 
by these modifiable exons. The composition and localization 

of the SNPs assayed in the TRPM8 gene are unique. Four of 
six SNPs are densely clustered in exon 7; three in successive 
codons (encoding P249P, L250L, and Y251C), and the fourth 
in the codon but one upstream (encoding R247T). The SNP 
(S419N) in exon 11 and two SNPs (R247T and Y251C) from 
exon 7 can potentially influence on function of the TRPM8 
channel by altering the protein structure and accessibility of 
these sites to post-translational modification. The two SNPs 
(P249P and L250L) in exon 7 and the SNP (encoding V1058V 
in the C-terminal domain) in exon 23 cannot directly influence 
on protein structure. However, recurrent emergence of the 
minor alleles of these SNPs in different TRPM8 gene variants 
suggests that they may have influence on gene expression 
regulation.

Materials and methods
Human populations that have resided in geographically dis-
persed territories in Eurasia were examined, including Rus-
sians (N = 170, Novosibirsk), Kazakhs (N = 119, Kosh-Agach 
district, the Altai Republic) and Tundra Chukchi (N  =  80, 
Kanchalan settlement, Chukotka Autonomous district). Eth-
nicity of individuals was determined by special questioning 
with elucidation of a nationality of the ancestors (at least in 
three generations). Blood samples were collected from unre-
lated representatives of the ethnic group. All subjects gave 
their informed consent for participation in the experiment. 
The work was approved by the Bioethical Committee of the 
Institute of Cytology and Genetics of Siberian Branch of the 
Russian Academy of Sciences.

The general characteristics of the assayed SNPs are listed in 
Table 1. The information about variants and reference sequen
ces (NM_024080.4 and BC143819.1) were extracted from  
dbSNP (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/) and GenBank 
(https://www.ncbi.nih.gov/genbank/).

Genomic DNA from blood samples was isolated by phenol-
chloroform extraction. DNA was genotyped by polymerase 
chain reaction. The details of the assay (primers and PCR pa-
rameters) developed for genotyping were described previously 
(Potapova et al., 2014). Primers for rs17868387 fragment 

Table 1. TRPM8 single nucleotide polymorphisms  
included in this study

SNP Exon Nucleotide 
substitution

Amino acid position 
in protein

rs13004520 7 G>C R247T

rs28901637 7 A>T P249P

rs11562975 7 G>C L250L

rs17868387 7 A>G Y251C

rs7593557 11 G>A S419N

rs11563071 23 C>G V1058V

Note. Amino acid positions are given to the full-length protein from neurons.
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(200 nucleotides) was following: 5ʹ-tgtgtggttgttgttcaggagat-  3ʹ 
(A allele), 5ʹ-tgtgtggttgttgttcaggagac-3ʹ (G allele), 5ʹ-aaagctg 
ggaggaggaataatgt-3ʹ (total). The annealing temperature of the 
primers was 60 °C.

Haplotype variants, coefficients of linkage disequilibrium 
(Dʹ) between the alleles of SNPs, fixation index Fst were de-
termined using Arlequin ver. 3.5.2. The Fst was calculated on 
the basis of haplotype distributions. The level of significance 
( pχ2) of the differences between haplotype groups was assessed 
using SPSS 11.5 software.

Results
The distribution of haplotypes at six SNPs within the TRPM8 
gene in individuals from Russian (European), Kazakh (Central 
Asians) and Chukchi (Eastern Asians) populations, who have 
been resident in different climatic and geographical zones of 
Eurasia, was examined in this study. Twenty two haplotypes 
with frequencies exceeding 0.001 at least in one of the three 
populations were identified (Table 2).

The haplotypes can be categorized into two main groups, 
according to nucleotide substitutions of the rs7593557 SNP 
(exon 11) at position 5 in each of population samples. The 
G allele of this SNP leads to formation of the 419Ser codon 
in the mRNA. The 419Ser group includes the major H1 haplo-
type and H2–H5 with singleton substitutions at one of the five 
positions relative to the H1. The H6–H9 haplotypes differ by 

the allele combinations of the SNPs (P249P, L250L, V1058V) 
at positions 2, 3 and 6.

The founder haplotype H10 and its derivatives (H11–H22) 
carry the A allele (rs7593557, exon 11) at position 5 forming 
the 419Asn codon. The haplotypes constituting this group 
have additional substitutions at one or several positions. The 
H11–H17 subgroup includes haplotypes with minor allele 
combinations of rs28901637, rs11562975 and rs11563071. 
The H18–H22 haplotypes contain a substitution at position 4 
(rs17868387, exon 7), which leads to a Tyr→Cys replace-
ment. Presumably, this is a recurrent mutation, unrelated to 
haplotype H4, and variant H18 is the founder haplotype for 
H19–H22 subgroup. In additional, this haplotypes contain a 
substitution at position 1 (rs13004520, exon 7), leading to an 
Arg→Thr replacement. Thus, 419Asn H19-H22 haplotypes 
contain three substitutions that can affect the TRPM8 protein 
structure. The linkage disequilibrium (LD) between minor 
alleles of rs13004520 and rs17868387 SNPs was observed in 
all three populations (Dʹ = 1). The minor alleles of this SNPs 
was also linked to rs7593557 A allele from exon 11 (Dʹ = 1). In 
Kazakhs the rs17868387 G allele was observed in combination 
with both rs7593557 alleles (Dʹ = 0.9104). The presence of the 
nucleotide substitutions at positions 2, 3, and 6 (rs28901637, 
rs11562975, rs11563071, respectively) in different haplotype 
subgroups (H6–H9, H10–H17 and H19–H22) suggests that 
their appearance could be repeatedly.

Table 2. TRPM8 haplotypes in Russian, Kazakh, and Chukchi populations

Haplotype designation Haplotype structurea Haplotype frequencies

Russians (N = 340) Kazakhs (N = 238) Chukchi (N = 160)

H1 GAGAGC 0.738 ± 0.024 0.508 ± 0.032 0.337 ± 0.037

H2 GTGAGC 0.006 ± 0.004 0.038 ± 0.012 0.025 ± 0.012

Н3 GACAGC 0.085 ± 0.015 0.097 ± 0.019 0.056 ± 0.018

Н4 GAGGGC 0 0.004 ± 0.004 0

Н5 GAGAGG 0.062 ± 0.013 0.021 ± 0.009 0.006 ± 0.006

H6 GTCAGC 0 0.004 ± 0.004 0.012 ± 0.009

H7 GTGAGG 0 0.008 ± 0.006 0

H8 GACAGG 0.018 ± 0.007 0.050 ± 0.014 0.031 ± 0.014

H9 GTCAGG 0 0.013 ± 0.007 0

H10 GAGAAC 0.018 ± 0.007 0.064 ± 0.016 0.119 ± 0.026

H11 GTGAAC 0.011 ± 0.006 0.050 ± 0.014 0.113 ± 0.025

H12 GACAAC 0.003 ± 0.003 0.021 ± 0.009 0.063 ± 0.019

H13 GTCAAC 0.006 ± 0.004 0.008 ± 0.006 0.062 ± 0.019

H14 GACAAG 0.003 ± 0.003 0.004 ± 0.004 0.025 ± 0.012

H15 GTGAAG 0 0.030 ± 0.011 0.050 ± 0.017

H16 GTCAAG 0 0.017 ± 0.008 0.044 ± 0.016

H17 GAGAAG 0 0.004 ± 0.004 0.025 ± 0.012

H18 GAGGAC 0 0.004 ± 0.004 0

H19 CAGGAC 0.026 ± 0.009 0.043 ± 0.013 0.019 ± 0.011

H20 CACGAC 0.006 ± 0.004 0.008 ± 0.006 0

H21 CTGGAG 0.003 ± 0.003 0.004 ± 0.004 0

H22 CAGGAG 0.015 ± 0.006 0 0.012 ± 0.009

Notes. a The SNP numeration in haplotypes are as follows: 1 – rs13004520: G>C, (R247T); 2 – rs28901637: A>T, (P249P); 3 – rs11562975: G>C, (L250L); 4 – rs17868387: 
A>G, (Y251C); 5 – rs7593557: G>A, (S419N); 6 – rs11563071: C>G, (V1058V). N – number of chromosomes.
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Comparison among the populations revealed considerable 
differences in the frequencies of the H1 haplotype, with 0.738 
in Russians versus 0.508 and 0.337 in Kazakhs and Chukchi, 
respectively (Table 3). The 419Ser H2–H5 singleton variants, 
except H3, have its own specific distribution in the examined 
populations. The H2 haplotype is present at very low frequen-
cy in the Russian population. The frequency of the haplotype 
H5 is higher in Russians in comparison with Asian popula-
tions, while haplotype H4 is absent in the Russian and Chuk- 
chi populations and present at a very low frequency in Ka
zakhs (0.004). The total frequency of the H2–H5 singleton vari-
ants is lower in Chukchi in comparison with Russian and Ka-
zakh populations. The 419Ser H6-H9 subgroup demonstrates 
the more haplotype variety and total haplotype frequency  
(0.075 %) in Kazakhs compared with Russians (0.018).

It is evident that Russians differ drastically from Asian 
populations in relation to Asn TRPM8 gene variants, with the 
exception of H19–H22, in which is observed similar frequen-
cies in both European (0.050) and Asian (0.059 and 0.031) 
populations. Subgroup H10–H17 is the more heterogeneous 
(see Table 2) and demonstrates the most pronounced differen
ces between populations in total frequency values: 0.041 in 
Russians versus 0.198 in Kazakhs, and 0.501 in Chukchi (see 
Table 3). In the Russian sample some variants in this subgroup 
are either absent or present with considerably lower frequen-
cies compared to the Chukchi and Kazakh populations. The 
pattern of haplotype diversity observed in Chukchi is opposite 
to that in the Russian population; with relatively high frequen-
cies of haplotypes H10 and H11 (0.119 and 0.113 respectively) 
and similar frequencies among the remaining haplotypes 
(H12–H17) in the range 0.025–0.063. The presence of minor 
alleles at positions 2 and 3 in the majority of haplotypes in 
this subgroup correlates with the relatively higher frequency 
of these variants in the Asian populations.

The total frequencies of haplotypes containing the minor 
alleles of the rs28901637 and rs11562975 SNPs (7 exon), 
which have no direct functional effect on the protein, show 
characteristic differences among the Russian and Asian po
pulations. The total frequency of haplotypes containing the 
minor T allele at position 2 (rs28901637) in Russians is very 
low (0.026), relative to 0.306 and 0.172 in the Chukchi and 
Kazakh populations, respectively (see Table 2). The Rus-
sian population also has a very low frequency of variants 
containing a substitution at position 3 (rs11562975), except 
haplotype H3, with a total frequency (without H3) of 0.036, 
versus 0.125 in Kazakhs and 0.238 in Chukchi ( p < 10–3 for 

both comparisons). The total frequencies of 419Asn variants 
with minor rs28901637 and rs11562975 alleles in Russians 
was 0.032, compared with 0.142 in Kazakhs and 0.357 in 
Chukchi (see Table 3).

In addition Kazakh population shows a clear tendency to 
increase the frequency of H1 haplotype similar to the Russian 
population, and a decrease in the total frequency of haplotypes 
belonging to 419Asn subgroup H10–H17 in comparision 
with Chukchi. Possible, it is a consequence of their common 
evolutionary history in the territory of Eurasia. The highest 
inter-population difference observed between Russian and 
Chukchi populations (Fst = 0.1442, p < 10–5). The estimated 
Fst values generated by comparisons of Russians versus Ka-
zakhs and Kazakhs versus Chukchi were 0.0498 and 0.0242, 
respectively ( p < 10–5 for both comparisons).

Discussion
According to the current paradigm, anatomically modern 
humans have spread out of Africa over 60,000–80,000 years 
ago, following different routes to colonize Europe and Asia 
(Stoneking, Delfin, 2010; Stewart, Stringer, 2012). Respec-
tively, to assist in interpretation of our results, we considered 
additional data describing the MAFs distribution of the six 
SNPs within the TRPM8 gene included in this study in African, 
European, Chinese, and Japanese populations, extracted from 
the dbSNP (Table 4).

This analysis produced the following unambiguous in
ferences: (1) haplotypes comprising the rs7593557 A allele 
(exon 11) are widely distributed among Africans and Eastern 
Asians (Chinese, Japanese, and Chukchi), in comparison with 
Russians and Europeans. (2) There is absent the rs11562975 
minor C  allele (exon 7) in the African population and it’s 
present at frequencies of 0.170–0.300 in Asian haplotypes. 
A similar situation is observed for the rs28901637 T allele 
(exon 7), which occurs at a relatively low frequency in Af-
rican and European populations and at higher frequencies 
(0.142–0.306) in Asians. (3) No pronounced continental or 
ethnic specificity in the distribution of the haplotypes contain-
ing the rs11563071 minor G allele (exon 23) in the examined 
populations was detected. The exception is the Japanese 
population, in which the MAF at this SNP comprises 0.034, 
compared with 0.183–0.194 in Africans and Chukchi, and 
0.100–0.141 in Russians and others Europeans. Consequently, 
it may be supposed that both of the Ser and Asn TRPM8 gene 
variants were present in the ancestral population of anatomi-
cally modern humans emerging from Africa.

Table 3. Frequencies of TRPM8 haplotype groups in Russian, Kazakh and Chukchi populations  
and significance of the inter-population differences

Haplotype group Frequency Pχ2

Russians1 Kazakhs2 Chukchi3 1–2 1–3 2–3

H1 0.738 0.508 0.337 0.000 0.000 0.001

H2–H5 0.153 0.160 0.087 n 0.044 0.036

H6–H9 0.018 0.075 0.043 0.001 n n

H10–H17 0.041 0.198 0.501 0.000 0.000 0.000

Н18–Н22 0.050 0.059 0.031 n n n

H11–H16, H20, H21 0.032 0.142 0.357 0.000 0.000 0.000

Note: n – differences are unreliable.
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Table 4 shows that 419Ser gene variants have spread in 
Eurasia compared with African population. The H1 haplotype 
is the most frequent among study populations. In Russians 
the majority haplotypes is H1 (~ 3/4). The total frequency of 
419Ser haplotypes, together with H1, comprises 0.909. The 
European population also has high frequency 419Ser gene 
variants (0.933). It is likely that their ancestral population 
experienced a bottleneck after the Asian-European split. 
The lower haplotype diversity among Europeans is not only 
the result of purifying selection from the presumed African 
Asn  haplotype variants, but is also due to the limited dis-
tribution of haplotypes containing the minor alleles of the 
rs28901637 and rs11562975 SNPs in exon 7.

The majority of Asian Asn variants contain minor alleles 
of the rs28901637 and rs11562975 SNPs. Specific patterns 
of these haplotypes are observed among Asian populations. 
The Asn haplotypes (H10–H17) are more frequent in Chuk
chi (0.501) compared with Russian (0.041) population (see 
Table 3). Apparently, the relatively large population differen
tiation, with an Fst value of 0.1420 ( p < 10–5) between the 
Russians (Europeans) and Chukchi (East Asians), emerged 
under the influence of the two factors: (1) the effect of purify-
ing selection, with persistent fixation of the Ser H1 haplotype, 
among Russian and Kazakh ancestors in the West of Central 
Asia and (2) the displacement of the Asn gene variants outside 
of Africa by the novel Asn derivatives containing the minor 
rs28901637 and rs11562975 alleles of the SNPs (exon 7) 
among the ancestors of East Asians.

Interestingly, in all examined populations, haplotypes 
belonging to the H18–H22 subgroup occurred with similar 
frequencies (see Table 3). These gene variants include the 
minor alleles of three SNPs (positions 1, 4, and 5), which 
lead to amino acid replacements in protein. The strong LD 
between the minor alleles of the rs13004520 and rs17868387 
SNPs (exon 7) and rs7593557 A allele (exon 11), detectable 
in all three populations, confirms the nonrandom character of 
their coevolution. Individuals carrying these haplotypes may 
potential produce functionally distinctive TRPM8 protein in 
comparison with H1 gene variant.

TRPM8 is a polymodal receptor responding to physical 
(cold and membrane potential) and chemical (phosphati-
dylinositol 4, 5-bisphosphate (PIP2), menthol and icilin) fac-
tors (Babes et al., 2011; Latorre et al., 2011). In addition, this 

protein functions, not only on the cytoplasmic membrane, but 
also on the membranes of intracellular Ca2+ stores (Bidaux et 
al., 2007; Mahieu et al., 2007). We performed comparative 
nucleotide sequence analysis of the different TRPM8 mRNA 
isoforms to ascertain the potential effects of their structure 
differences on protein function. The Figure schematically 
shows the structures of five TRPM8 mRNA isoforms, includ-
ing the variants that encode proteins described in the literature 
(Tsavaler et al., 2001; Lis et al., 2005; Sabnis et al., 2008) and 
mRNA isoforms extracted from GenBank.

The mRNA isoform (NM_024080.1) from thermosensitive 
neurons of the somatosensory system encodes the full-length 
TRPM8 protein, which is translated from the AUG codon in 
exon 2 (see the Figure, a) (Tsavaler et al., 2001). This isoform 
does not contain any of the SNP minor alleles in exon 7, and 
has G allele rs7593557 in exon 11, consequently, the processed 
transcript produces the 419Ser TRPM8 protein. Hence, the 
mRNA (NM_024080.1) has the nucleotide sequence cor-
responding to H1 gene variant. 

The TRPM8-b mRNA has the 5ʹ-terminal rearranged re
gion by alternative splicing of TRPM8 pro-mRNA (see the 
Figure, b). This may be an indication of a change in TRPM8 
protein function in prostate epithelial cells (Lis et al., 2005), 
compared with the neurons. The rearranged initial region in 
the TRPM8-b mRNA isoform contains sequences from three 
gene parts, including 15 nucleotides (nt) of intron 2, exon 3 
(which hasn’t AUG codon), and 46 nts of the 3ʹ-terminal se-
quence of intron 3 including a translation start codon. Together, 
these parts form a specific non-coding RNA (ncRNA) region, 
comprising a potential 5ʹ-UTR, and potential coding sequence 
with the alternative AUG codon in a segment of intron 3. In 
consequence the TRPM8-b mRNA isoform may translates the 
polypeptide with truncated N-terminal domain without the 
peptide sequences encoded by exons 2 and 3.

The truncated ERTRPM8 mRNA isoform discovered in 
the bronchial epithelial cells (Sabnis et al., 2008) most likely 
encodes the minimum structural component required for a 
protein function (see the Figure, c). Exons 18 and 19 located 
at the 5ʹ-end of this mRNA, encode the S3 and S4 transmem-
brane segments, which are necessary to open the pore and 
activate the channel (Latorre et al., 2011; Кühn et al., 2013). It 
is clear, the potential-dependent sensory module of this protein 
(transmembrane segments S1–S4) is represented the only two 

Table 4. Minor allele frequencies of TRPM8 gene SNPs in African and Eurasian populations

Populationa MAFsb

rs13004520 rs28901637 rs11562975 rs17868387 rs7593557 rs11563071

C  
(R247T)

T  
(P249P)

C  
(L250L)

G  
(Y251C)

A  
(S419N)

G  
(V1058V)

Russians 0.050 ± 0.008 0.026 ± 0.006 0.121 ± 0.012 0.050 ± 0.008 0.091 ± 0.011 0.100 ± 0.011

Europeans 0.058 ± 0.015 0.008 ± 0.006 0.092 ± 0.019 0.058 ± 0.015 0.067 ± 0.016 0.141 ± 0.022

Kazakhs 0.055 ± 0.010 0.172 ± 0.017 0.223 ± 0.019 0.063 ± 0.011 0.256 ± 0.020 0.151 ± 0.016

Chukchi 0.031 ± 0.010 0.306 ± 0.026 0.294 ± 0.025 0.031 ± 0.010 0.531 ± 0.028 0.194 ± 0.022

Chinese 0.100 ± 0.022 0.142 ± 0.022 0.300 ± 0.034 0.093 ± 0.022 0.456 ± 0.034 0.122 ± 0.024

Japanese 0.090 ± 0.021 0.142 ± 0.022 0.170 ± 0.028 0.088 ± 0.015 0.412 ± 0.027 0.034 ± 0.014

Africans 0.008 ± 0.006 0.050 ± 0.014 0 0.009 ± 0.006 0.650 ± 0.031 0.183 ± 0.025

Notes. a The MAFs in Europeans (CEU), Chinese (CHB), Japanese (YPT), and Africans (YRI) are extracted from dbSNP; b MAF – minor allele frequency.



Этно-специфическое распределение вариантов  
гена TRPM8 в евразийских популяциях: знаки отбора

T.A. Потапова, A.Г. Ромащенко 
Н.С. Юдин, M.И. Воевода

297

2020
24 • 3

ГЕНЕТИКА ЧЕЛОВЕКА/ HUMAN GENETICS

Structural features of TRPM8 mRNA isoforms.
a – the reference sequence NM_024080.1 comprises 26 exons and encodes the full-length protein (1104 aa) from sensory neurons trans-
lated from the AUG codon in exon 2. The location of the transmembrane segments (S1–S6) and the studied SNPs in the mRNA are shown; 
b – the TRPM8-b mRNA isoform with a rearranged 5’-terminal region contain the 15 nt fragment of intron 2 (2i), exon 3, and the 46 nt 
sequence from intron 3 end (3i). The AUG codon is located in the 3i insert. The rearranged RNA region without AUG codon is looked as 
a potential 5’-UTR. The TRPM8-b mRNA region, encoded by exons 4–25, corresponds to the neuronal mRNA structure; c – the truncated 
ERTRPM8 mRNA isoform includes the second half of the exon 18, containing an AUG codon and the remaining part, up to exon 25, identi-
cal with neuronal mRNA isoform; d, e – the reference sequence BC143819.1 contain the 257 nt insert between positions [+171] and [+428] 
from the intron 8 and haven’t two exons, 16 and 17, encoding the S1 and S2 segments; d – this mRNA translates the 325 aa protein from the 
AUG codon in exon 2 through exons 2–8 including the 33 nts in-frame initial region of the 257 nt insert, followed by a stop codon (UGA);  
e – this mRNA also translates the 682 aa protein from the terminal hexanucleotide in the 257 nt insert containing a putative alternative 
start codon (AUG) and glutamine codon (CAG), and then through exons 9–25, without exons 16 and 17, up to UGA codon. Thus, the 
BC143819.1 mRNA isoform contain non-protein-coding spliced exons from the opposite parts of the translated transcript and have dif
ferent AUG start codons: one in exon 2 and the other in the 257 nt insert.
NcRNA – non-coding mRNA; nt – nucleotide.
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transmembrane segments, S3 and S4, while the remaining S1 
and S2, encoded by exons 16 and 17, are absent.

The absence of these exons is not unique, the another mRNA 
isoform (BC143819.1) with this feature has been identified 
(see the Figure, d, e). This mRNA after exon 8 contains the 
257 nt insert from intron 8. This insert leads to the predicted 
production of two various proteins. The region comprising 
exons 2–8 is translated from the same start codon in exon 2 
as neuronal mRNA, and ends the 33 nt sequence at the 5ʹ-end 
of the 257 nt insert (see the Figure, d ). Besides, the translation 
may starts from alternative AUG codon located in the terminal 
hexanucleotide of this insert (see the Figure, e). Unlike the 

truncated TRPM8 mRNA variant, this mRNA may potentially 
translates the protein having a greater extent the N-terminal 
domain with the peptide encoded by exon 11, including the 
rs7593557 SNP with the allele for serine codon. The absence 
of the minor alleles at rs28901637 and rs11562975 in exon 7 
may indicate that both predicted proteins are alternative 
products of the H1 TRPM8 gene variant. It is possible that 
the truncated protein isoform (325 aa) influence on protein 
activity by interacting with the full-length TRPM8 protein, 
for example, via its MHRs (Melastatin Homology Regions) 
(Phelps, Gaudet, 2007; Pedretti et al., 2009). The mechanisms 
of post-translational regulation of some TRPM8 protein iso-



T.A. Potapova, A.G. Romashchenko 
N.S. Yudin, M.I. Voevoda

298

Ethnicity-specific distribution of TRPM8 gene variants 
in Eurasian populations: signs of selection

Вавиловский журнал генетики и селекции / Vavilov Journal of Genetics and Breeding • 2020 • 24 • 3

forms by others have been described in previous reports (Bi-
daux et al., 2007, 2012). Thus, the TRPM8 mRNAs produced 
by alternative splicing not only expand the protein diversity, 
but may also increase the range of post-translational regula-
tion mechanisms.

The Figure illustrates a variety of TRPM8 mRNA isoforms 
expressed only from the H1 gene variant; however, TRPM8 
mRNA isoform diversity may be far greater, given the func
tional coupling of the molecular machinery involved in trans
cription and alternative splicing (Montes et al., 2012; Kelemen 
et al., 2013). The results of this analysis indicate that mRNA 
isoforms generated by alternative splicing allow the potential 
synthesis of various proteins differing in the lengths of their 
N-terminal domains. Splicing may also generate alternative 
translation initiation zones, in addition to alternative mecha-
nisms of post-translational regulation of TRPM8 activity.

From the data in Tables 3 and 4, it follows that 419Asn 
variants of the TRPM8 gene are more common in Asian 
populations compared with Russians. Their compositions are 
heterogeneous, probably, due to the recurrent emergence of the 
minor alleles of polymorphisms rs28901637 and rs11562975 
(exon 7) in different 419Asn variants. It is possible that the 
minor alleles of these SNPs from exon 7 may influence on 
the features of alternative splicing of the 419Asn TRPM8 
pre-mRNA and, as a consequence, the composition of mRNA 
isoforms in Asians. These results demonstrate the need for 
research of TRPM8 expression in individuals with different 
haplotype variants, to obtain direct confirmation of the forces 
underlying their selection.

Conclusion
In summary, it appears that the prevalent fixation of the 
419Asn TRPM8 gene variants carrying minor alleles SNPs 
in codons 249P and 250L (exon 7) in Asians is a Eurasian ac-
quisition, which is presumably more characteristic for Eastern 
than Western Asians. The surrounding conditions probably 
favored this selection.

References
Babes A., Ciobanu A.C., Neacsu C., Babes R.-M. TRPM8, sensor for 

mild cooling in mammalian sensory nerve endings. Curr. Pharm. 
Biotechnol. 2011;12:78-88. 

Bidaux G., Beck B., Zholos A., Gordienko D., Lemonnier L., Floura-
kis M., Roudbaraki M., Borowiec A.-S., Fernandez J., Delcourt P., 
Lepage G., Shuba Y., Skryma R., Prevarskaya N. Regulation of ac-
tivity of transient receptor potential melastatin 8 (TRPM8) channel 
by its short isoforms. J. Biol. Chem. 2012;280(5):2948-2962. DOI 
10.1074/jbc.M111.270256.

Bidaux G., Flourakis M., Thebault S., Zholos A., Beck B., Gkika D., 
Roudbaraki M., Bonnal J.-L., Mauroy B., Shuba Y., Skryma R., 
Prevarskaya N. Prostate cell differentiation status determines tran-
sient receptor potential melastatin member 8 channel subcellular 
localization and function. J. Clin. Invest. 2007;117:1647-1657. DOI 
10.1172/JCI30168.

Kelemen O., Convertini P., Zhang Z., Wen Y., Shen M., Falaleeva M., 
Stamm S. Function of alternative splicing. Gene. 2013;514:1-30. 
DOI 10.1016/j.gene.2012.07.083.

Кühn F.J.P., Winking M., Кühn C., Hoffman D.C., Lückhoff A. Sur-
face expression and channel function of TRPM8 are cooperatively 
by transmembrane segments S3 and S4. Eur. J. Physiol. 2013;465: 
1599-1610. DOI 10.1007/s00424-013-1302-4.

Latorre R., Brauchi S., Madrid R., Orio P. A сool channel in cold 
transduction. Physiology. 2011;26:273-285. DOI 10.1152/physiol. 
00004.2011.

Lis A., Wissenbach U., Philipp S.E. Transcriptional regulation and 
processing increase the functional variability of TRPM channels. 
Naunyn-Schmiedebergs Arch. Pharmacol. 2005;371:315-324. DOI 
10.1007/s00210-005-1050-x.

Mahieu F., Owsianik G., Verbert L., Janssens A., Smedt Y.D., Nilius B., 
Voets T. TRPM8-independent mentol-induced Ca2+ realease from 
endoplasmic reticulum and Golgi. J. Biol. Chem. 2007;282(5): 
3325-3336. DOI 10.1074/jbc.M605213200.

Montes M., Becerra S., Sánchez-Álvares M., Suñé C. Functional coupl
ing of transcription and splicing. Gene. 2012;501:104-117. DOI 
10.1016/j.gene.2012.04.006.

Pedretti A., Marconi C., Bettinelli I., Vistoli G. Comparative modeling 
of the quaternar structure for the human TRPM8 channel and ana
lysis of its binding features. Biochim. Biophys. Acta. 2009;1788: 
973-982. DOI 10.1016/j.bbamem.2009.02.007.

Pertusa M., Gonzales A., Hardy P., Madrid R., Viana F. Bidirectional 
modulation of thermal and chemical sensitivity of TRPM8 channel 
by the initial region of the N-terminal domain. J. Biol. Chem. 2014; 
289:21828-21843. DOI 10.1074/jbc.M114.565994.

Phelps C.B., Gaudet R. The role of the N terminus and transmem-
brane domain of TRPM8 in channel localization and tetrameriza-
tion. J. Biol. Chem. 2007;282(50):36474-36480. DOI 10.1074/jbc.
M707205200.

Potapova T.A., Babenko V.N., Kobsev V.F., Romashenko A.G., Maksi-
mov V.N., Voevoda М.I. Associations of cold receptor TRPM8 gene 
nucleotide polymorphisms with blood lipids and authropometric pa-
rameters in Russian population. Bul. Exp. Biol. Med. 2014;157(6): 
757-761. DOI 10.1007/s10517-014-2660-4.

Ramsey S., Delling M., Clapham D.E. An introduction to TRP channels. 
Annu. Rev. Physiol. 2006;68:619-647. DOI 1016/j.ceca.2007.04.004.

Sabnis A.S., Shadid M., Yost G.S., Reilly C.A. Human lung epithe-
lial cells express a functional cold-sensing TRPM8 variant. Am. J. 
Respir. Cell Mol. Biol. 2008;39:466-474. DOI 10.1165/rcmb.2007-
0440OC.

Stewart J.R., Stringer C.B. Human evolution out of Africa: role of 
refugia and climate change. Science. 2012;335:1317-1321. DOI 
10.1126/science.1215627.

Stoneking M., Delfin F. The human genetic history of East Asia: 
weaving a complex tapestry. Curr. Biol. 2010;20:R188-R193. DOI 
10.1016/j.cub.2009.11.052.

Tsavaler L., Shapero M.H., Morkowski S., Laus R. Trp-p8, a novel 
prostate-specific gene, is up-regulated in prostate cancer and other 
malignancies and shares high homology with transient receptor po-
tential calcium channel proteins. Cancer Res. 2001;61:3760-3769.

Yee N.S. Role of TRPM8 ion channels in cancer: proliferation, survival 
and invasion. Cansers. 2015;7:2134-2146. DOI 10.3390/cancers 
7040882.

Zhang L., Barritt G.J. TRPM8 in prostate cancer cells: a potential diag
nostic and prognostic marker with a secretory function? Endocr. 
Relat. Cancer. 2006;13(1):27-38. DOI 10.1677/erc.1.01093.

ORCID ID
N.S. Yudin orcid.org/0000-0002-1947-5554
M.I. Voevoda orcid.org/0000-0001-9425-413X

Acknowledgements. Research supported by budget project No. 0324-2019-0041.
Conflict of interest. The authors declare no conflict of interest.
Received June 18, 2019. Revised October 24, 2019. Accepted December 14, 2019. Published online March 20, 2020.   



A rare splice site mutation in the gene encoding  
glucokinase/hexokinase 4 in a patient with MODY type 2
D.E. Ivanoshchuk1, 2  , E.V. Shakhtshneider1, 2, A.K. Ovsyannikova1, S.V. Mikhailova2, O.D. Rymar1, V.I. Oblaukhova2, 
A.A. Yurchenko2, M.I. Voevoda1, 2

1 Research Institute of Internal and Preventive Medicine – Branch of the Institute of Cytology and Genetics  
of Siberian Branch of the Russian Academy of Sciences, Novosibirsk, Russia

2 Institute of Cytology and Genetics of Siberian Branch of the Russian Academy of Sciences, Novosibirsk, Russia

 e-mail: dinara2084@mail.ru

Abstract. The article presents a variant of maturity onset diabetes of the young type 2, caused by a rare mutation 
in the GCK gene. Maturity onset diabetes of the young (MODY) is a hereditary form of diabetes with an autosomal 
dominant type of inheritance, an onset at a young age, and a primary defect in pancreatic β-cell function. This 
type of diabetes is different from classical types of diabetes mellitus (DM1 and DM2) in its clinical course, treat-
ment strategies, and prognosis. Clinical manifestations of MODY are heterogeneous and may vary even among 
members of the same family, i. e., carriers of identical mutations. This phenotypic variation is due to the interaction 
of mutations with different genetic backgrounds and the influence of environmental factors (e. g., lifestyle). Using 
next-generation sequencing technology, the c.580–1G>A substitution (IVS5 –1G>A, rs1554335421) located in an 
acceptor splice site of intron 5 of the GCK gene was found in a proband. The identified variant cosegregated with 
a pathological phenotype in the examined family members. The GCK gene encodes glucokinase (hexokinase 4), 
which catalyzes the first step in a large number of glucose metabolic pathways such as glycolysis. Mutations in this 
gene are the cause of MODY2. The illness is characterized by an insignificant increase in the fasting glucose level, is 
a well-controlled disease without medication, and has a low prevalence of micro- and macrovascular complications 
of diabetes. The presented case of MODY2 reveals the clinical significance of a mutation in the splice site of the 
GCK gene. When nonclassical diabetes mellitus is being diagnosed in young people and pregnant women, genetic 
testing is needed to verify the diagnosis and to select the optimal treatment method.
Key words: human; maturity onset diabetes of the young; MODY2; glucokinase gene; next-generation sequencing; 
genetic analysis; bioinformatics. 
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Редкий вариант мутации сайта сплайсинга гена,  
кодирующего глюкокиназу/гексокиназу 4,  
у пациента с MODY, подтип 2
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Аннотация. В статье рассмотрен вариант развития моногенной формы сахарного диабета (MODY), обуслов-
ленный редкой мутацией в гене GCK. Диабет MODY представляет собой сахарный диабет с аутосомно-доми-
нантным типом наследования, возникающий в молодом возрасте и проявляющийся в дисфункции β-клеток 
поджелудочной железы. Этот тип отличается от классических типов сахарного диабета (СД1, СД2) клиниче-
ским течением, тактикой лечения и прогнозом для пациента. Клинические проявления MODY гетерогенны 
и могут различаться даже у представителей одной семьи, носителей одинаковых мутаций. Это обусловлено 
как сочетанием мутаций в различных генах у индивидуума, так и воздействием внешних факторов. Методом 
секвенирования нового поколения у пробанда была идентифицирована замена c.580 –1G>A (IVS5 –1G>A, 
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rs1554335421), локализующаяся в акцепторном сайте сплайсинга пятого интрона гена GCK. Обнаруженный 
вариант сегрегировал с патологическим фенотипом у обследованных членов семьи. Ген GCK кодирует глюко-
киназу (гексокиназу 4), которая катализирует первый шаг в различных путях метаболизма глюкозы. Мутации 
в этом гене ассоциированы с сахарным диабетом взрослого типа у молодых, подтип 2 (MODY2). Заболевание 
характеризуется незначительным повышением глюкозы натощак, хорошо контролируется медикамента-
ми и отличается низкой распространенностью микро- и макрососудистых осложнений. Представленный в 
исследовании случай MODY2 выявил клиническую значимость мутации в сайте сплайсинга гена GCK. При 
возникновении у молодых людей и беременных женщин неклассического сахарного диабета проведение 
генетического тестирования необходимо для подтверждения диагноза и оптимального выбора тактики и 
способа лечения. 
Ключевые слова: человек; диабет взрослого типа у молодых; MODY2; ген глюкокиназы; секвенирование 
нового поколения; генетический анализ; биоинформатика. 

Introduction
Maturity onset diabetes of the young (MODY) is a hereditary 
form of diabetes with autosomal dominant inheritance and is 
characterized by onset at a young age and by the presence 
of an initial defect in pancreatic β-cell function. This type of 
diabetes differs from classic types of diabetes mellitus-type 1 
(DM1) and type 2 (DM2) in disease progression, in treatment 
strategies, and prognosis (Anık et al., 2015). Up to 80 % of 
MODY cases are not detected or are misdiagnosed as DM1 or 
DM2; therefore, patients with an incorrectly diagnosed type 
of diabetes are often prescribed inadequate therapy (Shields et 
al., 2010). On average, MODY is detected in 2–5 % of cases 
of diabetes (the rest being mostly DM1 and DM2) (Fajans et 
al., 2001). To reliably diagnose MODY in a patient, molecular 
genetic analysis should be carried out. To date, 14 types of 
MODY (MODY1 through MODY14) have been identified, 
each associated with mutations in a specific gene: HNF4A, 
GCK, HNF1A, PDX1, HNF1B, NEUROD1, KLF11, CEL, 
PAX4, INS, BLK, KCNJ11, ABCC8 and APPL1 (Thanabalas-
ingham et al., 2011; Bonnefond et al., 2012; McDonald et al., 
2013; Lachance, 2016; Ovsyannikova et al., 2016). Fourteen 
MODY-associated genes explain 70–85 % of the disease cases 
and are involved in various stages of glucose metabolism 
regulation (Thanabalasingham et al., 2011; Bonnefond et al., 
2012; Lachance, 2016). According to various researchers, 11 
to 30 % of MODY cases are caused by mutation in other genes 
(Edghill et al., 2010; Bonnefond et al., 2012). These forms 
of MODY are commonly referred to as MODY-X. Because 
the vast majority of pathogenic mutations are found in exons 
and adjacent splicing sites of genes (Stenson et al., 2017), it is 
reasonable to perform whole-exome sequencing on genomic 
DNA from individuals with MODY, with subsequent genetic 
testing of their relatives for the identified mutation. MODY 
verification allows for successful patient management and 
ensures healthy pregnancy and provision of genetic counsel-
ing to families (Lachance, 2016). Examination of relatives of 
MODY probands makes it possible to diagnose hyperglycemia 
in the preclinical phase.

In this report, we describe a clinical case of a family with 
MODY2 associated with a rare splice site mutation in the 
glucokinase (GCK ) gene identified by the next-generation 
sequencing technology. 

Materials and methods
The study protocol was approved by the local Ethics Com-
mittee of the Institute of Internal and Preventive Medicine 

(Branch of the Institute of Cytology and Genetics of Sibe
rian Branch of the Russian Academy of Sciences, Novosi
birsk,  Russia, approval # 22.06.2008). Written informed 
consent to be examined and to participate in the study was 
obtained from each patient. For individuals younger than 
18 years, the informed consent form was signed by a parent 
or legal guardian.

Blood samples were collected from the ulnar vein for 
biochemical analysis in the morning on an empty stomach. 
Lipid levels (cholesterol, triglycerides, low-density lipoprotein 
cholesterol, and high-density lipoprotein cholesterol) and 
glucose concentration were determined on a KoneLab 300i 
biochemical analyzer (Thermo Fisher Scientific, Waltham, 
MA, USA) with Thermo Fisher Scientific reagents.

Genomic DNA was isolated from leukocytes of venous 
blood by phenol-chloroform extraction (Sambrook, Rus-
sell, 2006). Quality of the extracted DNA was assessed on a 
capillary electrophoresis system, Agilent 2100 Bioanalyzer 
(Agilent Technologies Inc., USA). Sequencing of patients’ 
DNA was carried out on an Illumina HiSeq1500 instru-
ment (Illumina, San Diego, CA, USA). The enrichment and 
library preparation were performed with the SureSelectXT 
Human All Exon V5 + UTRs Kit (Agilent Technologies Inc., 
USA). Reads were mapped to the reference human genome 
(GRCh37) by means of the Burrow–Wheeler Alignment tool 
(BWA v.0.7.12) (Li, Durbin, 2009). Polymerase chain reaction 
(PCR)-generated duplicates were removed in the PICARD 
software (https://broadinstitute.github.io/picard/). 

A search for single-nucleotide variants (SNVs) was con-
ducted using the Genome Analysis Toolkit v.3.3 package by 
the procedure for local remapping of short insertions/deletions 
and recalibration of read quality (McKenna et al., 2010). The 
depth of coverage was 34× to 53×. SNVs with genotype qua-
lity scores < 20 and coverage depth < 10× were filtered out and 
excluded from further analysis. Annotation of the SNVs was 
performed in the ANNOVAR software (Wang et al., 2010) 
using the 1000 Genomes Project (The 1000 Genomes Project 
Consortium…, 2015) and The Genome Aggregation Database 
(gnomAD) (Karczewski et al., 2019) databases. We selected 
the spectrum of rare and novel sequence variants in MODY 
genes (HNF4A, GCK, HNF1A, PDX1, HNF1B, NEUROD1, 
KLF11, CEL, PAX4, INS, BLK, KCNJ11, ABCC8 and APPL1). 
Rare variants were selected if their minor allele frequency 
(MAF) was ≤ 0.5 in the 1000 Genomes Project and gnomAD. 
Heterozygous substitution c.580–1G>A (IVS5 –1G>A) at an 
acceptor splice site of intron 5 of the GCK gene was found 
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in the proband and her sister. To predict the possible effect 
of the SNV on splicing regulation, we employed the SPANR 
software (Xiong et al., 2015). 

The substitution was corroborated by Sanger sequencing 
of the DNA fragment containing exons 5 and 6, intron 5, 
and parts of introns 4 and 6 using the following forward and 
reverse primers: 5′-CAGGGAGCCTCAGCAGTCTGGA-3′ 
and 5′-GCCACGAGGCCTATCTCTCCCC-3′. The oligonu-
cleotides were designed in the Primer-Blast software (https://
www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) and were syn-
thesized by the Biosset company (Russia, Novosibirsk). The 
sequencing reactions were carried out on an automated ABI 
3500 DNA sequencer (Thermo Fisher Scientific, USA) with 
the BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Thermo 
Fisher Scientific, USA). PCR was set up using BioMaster 
LR HS-PCR (2×) (BioLabMix, Russia), 1 μL of each primer, 
and 1 μL of DNA, with a total final volume of 25 μL. The 
thermocycling program consisted of initial denaturation at 
94 °C for 3 min and then 35 cycles at 94 °C for 30 s, 66 °C 
for 30 s, and 72 °C for 50 s. The PCR products were evaluated 
by electrophoresis in a 5 % polyacrylamide gel after visuali
zation with an ethidium bromide solution. A 100 bp DNA 
Ladder (BioLabMix) was simultaneously run on the gel as 
molecular size markers. The amplicons were purified using 
Agencourt AMPure Xp beads (Beckman Coulter, USA). The 
sequencing reactions were conducted on an automated ABI 
3500 DNA sequencer (Thermo Fisher Scientific, USA) via 
the BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Thermo 
Fisher Scientific). The sequences were analyzed in the Vector 
NTI® Advance software (Thermo Fisher Scientific). The hg19 
version of the human genome served as a reference sequence 
for the alignment.

Results
The white European 44-year-old female proband was under 
medical observation. When she underwent routine screening in 
2012 (at age 40), hyperglycemia at 7.2 mmol/L was revealed. 
No complaints were registered. During subsequent glycemia 
control, maximal fasting glucose was 7.2 mmol/L, and the 
postprandial one was 8.9 mmol/L. C-peptide was 1.83 ng/mL 
(reference range 0.5–3.2 ng/mL), immunoreactive insulin was 
7.9 μU/mL (reference range 2.0–25.0 μU/ mL), and glycated 
hemoglobin (HbA1c) was 7.1 %. Antibodies to insulin, to 
pancreatic islet cells, and to glutamic acid decarboxylase 
were absent. Blood biochemical analysis and determination 
of thyroid status did not reveal any abnormalities. Ultraso-
nography of internal organs, echocardiography, and a study 
of brachiocephalic vessels did not uncover any pathology.  
The body mass index (BMI) was 20.2 kg/m2. DM2 was diag
nosed in the patient, and sitagliptin was prescribed. At the 
age of 26, the patient spontaneously delivered a healthy girl 
at 39  weeks of gestation; hyperglycemia was not detected 
during the pregnancy.

The sister of the proband is a white European 35-year-
old woman. At age 23, during tests before mastectomy for 
mastopathy, she got a diagnosis of fasting hyperglycemia 
(6.3 mmol/L). The patient did not have any complains, and 
a proper diet was recommended. At the age of 29, during 
additional examination before cholecystectomy for choleli-
thiasis, she received a diagnosis of DM2, and vildagliptin was 

prescribed at the dose of 50 mg twice a day. At age 31, the pro-
band’s sister visited an endocrinologist at the outpatient clinic 
of the Institute of Internal and Preventive Medicine (Branch of 
the Institute of Cytology and Genetics of Siberian Branch of 
the Russian Academy of Sciences, Novosibirsk, Russia) with 
complaints of a failure to get pregnant within a year. On exami-
nation, BMI was 20.6 kg/m2, and the objective status was unre-
markable. Blood biochemical analysis revealed hypercalcemia 
(3.25 mmol/L), increased levels of high-density lipoprotein 
cholesterol (85 mg/dL), hypercholesterolemia (220 mg/ dL), 
and hyperglycemia (6.8 mmol/L), but other analyzed para
meters were within reference ranges. The HbA1c level was 
7.1 %. Antibodies to insulin, to pancreatic islet cells, and to 
glutamic acid decarboxylase were absent. Thyroid-stimulating 
hormone concentration was 0.759 mU/ mL (reference range 
0.4–4.0), whereas the prolactin level was 216 ng/ mL (reference 
range 1.2–19.5). Echocardiography, Doppler sonography of 
extracranial parts of cerebral vessels, and abdominal and renal 
ultrasonographic examination revealed no pathology. Cysts 
were found in both thyroid lobes during the ultrasonography. 
Given the existence of the proband’s relatives with impaired 
glucose metabolism, persistence of normal C-peptide levels, 
the absence of diabetes-associated autoantibodies, normal 
BMIs of the proband and her sister, and stable mild hyper-
glycemia, MODY was assumed.

Exons and adjacent splice sites of MODY-associated genes 
were analyzed by whole-exome sequencing in the proband and 
her sister. As a result, heterozygous substitution c.580–1G>A 
(IVS5 –1G>A) at an acceptor splice site of intron 5 of the 
GCK gene was found in the proband and her sister. The IVS5 
(–1G>A) polymorphism of GCK was submitted in ClinVar 
with an accession number of rs1554335421 (Landrum et al., 
2018), but was absent in the 1000 Genomes Project (The 1000 
Genomes Project Consortium…, 2015), in gnomAD project 
databases at the moment of publication. Subsequent genetic 
analysis by Sanger sequencing of the family members (mother, 
father, daughter, and nephew of the proband) uncovered segre-
gation of the substitution with DM as an autosomal dominant 
trait (see the Figure). Our results, literature data, and databases 
suggest that this splice site mutation is likely pathogenic.

After confirmation of GCK-MODY in the proband and her 
sister, their relatives were screened for carbohydrate metabo-

Mutation identified in GCK gene.
a – family history with inherited diabetes mellitus (DM). Asterisk indicates me
dically examined family members; b – schematic representation of the muta-
tion in the splicing acceptor site and chromatogram of DNA sequence with 
mutated allele c.580 –1G>A (IVS5 –1G>A, rs1554335421) of the GCK gene.

a

*

* *

*

*

*

b
с.580-1G>A

5ʹ CGGAGAGGG......CAGGACTTTGAAA

Exon 5 Exon 6

T G G TTC A A CGR
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lism disorders. The proband’s mother and daughter did not 
have any abnormalities. The proband’s father showed impaired 
fasting glucose. No complaints were registered, venous plasma 
fasting glucose was 6.3 mmol/L, and 2 h after the oral glucose 
tolerance test, it was 7.5 mmol/L. At present, the man does 
not take any medication. The same heterozygous substitution 
rs1554335421 (IVS5 –1G>A) in the proband’s father’s GCK 
gene was detected by genetic testing.

The proband’s sister had her first pregnancy in 2014 (at 
age 31). In 2015, a boy weighing 3640 g was born by a cae
sarean section at 39 weeks of gestation. The pregnancy was 
complicated: premature rupture of membranes, weakness of 
labor, and fetal hypoxia. After delivery, due to stable glyce-
mic indexes, it was decided that insulin therapy should be 
discontinued. In January 2018, during treatment with diet, 
the patient’s HbA1c was 6.4 %.

The neonatal period of the proband’s nephew was unre-
markable. In 2017, his blood biochemical analysis resulted 
in a diagnosis of hyperglycemia (6.9 mmol/L). HbA1c was 
6.3 %, and the C-peptide level was 0.54 ng/mL. Antibodies 
to insulin, pancreatic β-cells, and glutamic acid decarboxy
lase were undetectable. The same heterozygous substitution 
rs1554335421 (IVS5; –1G>A) in the GCK gene was identified 
by genetic testing. At present, the child is under medical ob-
servation at Almazov Federal Medical Research Centre (Saint 
Petersburg, Russia); because of GCK-MODY, a balanced diet 
was recommended. 

Discussion
It is known that in young patients with impaired carbohydrate 
metabolism, DM1, DM2, or rarer monogenic forms of diabetes 
may be diagnosed. At the onset of the disease, the proband 
and her sister had no symptoms characteristic for the common 
types of diabetes, fasting hyperglycemia was not progressing, 
and carbohydrate metabolism disorders were detected during 
routine screening. The presence of DM in the proband’s sister, 
persistence of normal C-peptide levels, a lack of autoantibod-
ies, and a normal BMI in the proband and her sister pointed 
to MODY (Chakera et al., 2015). 

Heterozygous splice site mutation c.580–1G>A 
(rs1554335421) in intron 5 of their GCK gene was identified 
by genetic testing. Mutations in this gene are associated with 
DM2, MODY, and neonatal DM (Plengvidhya et al., 2009; 
Lachance, 2016). More than 600 variants of the GCK gene 

The predicted (by SPANR) effect of c.580 –1G>A (IVS5 –1G>A, rs1554335421) of the GCK gene on splicing 

Transcript dPSI* dPSI_percentile** PSI_WT***

chr7:GCK – NM_000162:Exon6 –7.14 0.40 82.49

chr7:GCK – NM_000162:Exon5 –1.45 5.20 80.01

chr7:GCK – NM_033508:Exon7 –7.14 0.40 82.49

chr7:GCK – NM_033508:Exon6 –1.45 5.20 80.01

chr7:GCK – NM_033507:Exon6 –7.14 0.40 82.49

chr7:GCK – NM_033507:Exon5 –1.45 5.20 80.01

Note.  PSI – percentage of transcripts with the exon spliced in: * dPSI: a maximal difference in PSI across 16 tissues; ** dPSI_percentile: 
percentile of mutant dPSI among dPSIs of common SNPs; *** PSI_WT: predicted PSI in the wild type.

associated with MODY have been described, and the list of 
the mutations is constantly growing. The vast majority of the 
mutations are missense substitutions, but splice site muta-
tions, deletions, and insertions are reported too (Stenson et 
al., 2017). 

The GCK gene is located in chromosomal region 7p15.3-
p15.1 and consists of 12 exons that encode a 465-amino-acid 
protein, glucokinase (Osbak et al., 2009), which is one of four 
members of the hexokinase family of enzymes. In 1992, GCK 
was the first gene to be linked to MODY. It plays an important 
regulatory role in glucose metabolism. Glucokinase catalyzes 
phosphorylation of glucose to produce glucose-6-phosphate as 
the first step of glycolysis in pancreatic β-cells (Matschinsky 
et al., 1993; Iynedjian, 2009). Most individuals with hetero-
zygous GCK mutations show fasting plasma glucose levels 
between 5.5 and 8.0 mmol/L and a small increase in plasma 
glucose (< 3 mmol/L in 70 % of the patients) 2 h after the oral 
glucose test (Stride et al., 2002). This feature also explains 
asymptomatic fasting hyperglycemia (HbA1c range 5.8–7.6 % 
(40–60 mmol/mol)) and rare microvascular and macrovascu-
lar complications in patients with GCK-MODY (Caetano et 
al., 2012; Steele et al., 2014). Most patients have an aberrant 
fasting glucose level or impaired glucose tolerance, and less 
than 50 % of the affected individuals have diabetes, which 
is diagnosed during childhood, adolescence, or pregnancy 
(Caetano et al., 2012). In a study on Italian patients under 18 
years of age with incidental hyperglycemia, it was estimated 
that 15 % of these cases are caused by GCK mutations (Lorini 
et al., 2009). 

It was found here that the proband and her sister carry 
a heterozygous substitution, c.580–1G>A (IVS5 –1G>A, 
rs1554335421), at an acceptor splice site of GCK intron 5. 
This allelic variant is of interest because consensus donor 
(GT dinucleotide) and acceptor (AG dinucleotide) splice 
sites are highly conserved. Point mutations at these loci can 
lead to cryptic splice site activation and synthesis of aberrant 
protein isoforms.

In silico analysis of the functional significance of this sub-
stitution suggested that the inclusion of exons 5, 6, and 7 in 
gene transcripts will be reduced in case of the detected variant 
(see the Table). 

Furthermore, rs1554335421 (IVS5 –1G>A) of GCK is in 
the HGMD database (Stenson et al., 2017). This mutation 
was described in a German family, where it segregated with 
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DM and a family history of gestational diabetes. Experi-
ments on lymphoblastoid cells indicate that rs1554335421 
(IVS5 –1G>A) of GCK can activate a cryptic splice site in 
intron 5 and cause retention of 27 bp of the intron (Toaima et 
al., 2005). Information about rs1554335421 (IVS5 –1G>A) 
of GCK is absent in the 1000 Genomes Project, The Exome 
Aggregation Consortium, and GNOMAD (https://gnomad.
broadinstitute.org/) databases; however, taking into account 
the previous study and the data we obtained here, carriage of 
the A allele at position  –1 of intron 5 is most likely a causative 
dominant variant of the GCK gene in MODY-affected people.

Cryptic splice site activation and formation of several al-
ternative transcripts with intron 7 fragments’ retention were 
demonstrated in a system of model GCK minigenes with 
acceptor site mutation IVS7 (–1G>C) (Igudin et al., 2014).

Model mice with the homozygous mutation in the splice 
site of β-cell-specific exon 1 IVS1A (–1G>T) show hypergly-
cemia, glucosuria, and growth retardation and die within the 
first week after birth. This phenotype can be explained by exon 
skipping or intron retention (Inoue et al., 2004). Splicing sites 
affected by mutations have been described for many patholo
gical phenotypes: neurofibromatosis type 1 (Jang et al., 2016), 
familial hypercholesterolemia (Shakhtshneider et al., 2017), 
Wiskott–Aldrich syndrome and chronic colitis (Esmaeilzadeh 
et al., 2018), hypophosphatemic rickets (Ma et al., 2015), and 
others. Mutations affecting splicing have been found not only 
in canonical splicing sites but also in introns and exons and 
may have a tissue-specific effect, as in familial dysautonomia 
(Slaugenhaupt et al., 2001; Abramowicz, Gos, 2018). That 
analysis indicated that the donor splice site mutations were 
more prevalent than the acceptor splice site variants (ratio 
1.5:1.0) (Abramowicz, Gos, 2018). Because the mutations 
in the GCK gene can cause a mild clinical phenotype, which 
can vary under the influence of many genetic and lifestyle 
factors, research on the carriers of these mutations is essential 
for identifying additional risk factors. 

GCK-MODY is inherited as an autosomal dominant trait 
manifested throughout the lifespan as stable, mild fasting 
hyperglycemia usually reaching 6.7 mmol/L and higher only 
in middle age (Wedrychowicz et al., 2017). A similar pattern 
was observed here in the proband and her sister. Nonetheless, 
the metabolic disturbances in the carriers of GCK mutations 
are present from birth and can be identified already in the first 
years of life, almost all of them after puberty (Steele et al., 
2014). The proband’s nephew, who is a heterozygous muta-
tion carrier, developed carbohydrate metabolism disorders at 
two years of age.

It has been reported that carriers of GCK gene mutations 
with a long history of hyperglycemia (48.6 years on average) 
usually have micro- and macrovascular complications of dia-
betes and are at a risk of cardiovascular diseases that is identi-
cal to that in the general population (Pruhova et al., 2013).

Patients with GCK-MODY in childhood and adolescence 
can be treated only with diet in most cases, and glucose-
lowering therapy should be considered during pregnancy 
(Lachance, 2016). The present subtype of MODY2 (in the 
proband and her sister) currently is treated with diet resulting 
in sufficient glycemic control.

The presence or absence of a GCK mutation in the fetus 
affects its sensitivity to maternal hyperglycemia (Chakera 

et al., 2012). If the fetus does not have the mutation, then it 
will secrete insulin excessively and as a result have a risk of 
macrosomia (Spyer et al., 2009). In that case, low doses of 
insulin should be prescribed during pregnancy (Chakera et 
al., 2014). During her pregnancy, the proband’s sister was 
given insulin injections in small doses. After delivery, insulin 
therapy was discontinued. Subsequently, the child was found 
to carry the same substitution.

Conclusion
The presented subtype of MODY2 reveals the clinical signifi-
cance of the mutation in a splice site of the GCK gene. When 
nonclassical diabetes mellitus is being diagnosed in young 
people and pregnant women, genetic testing is needed to verify 
the diagnosis and to select the optimal treatment method.
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Abstract. Plant genetic resources (PGR) are the foundation of agriculture as well as food and nutritional security. 
The ICAR-NBPGR is the nodal institution at national level for management of PGR in India under the umbrella 
of Indian Council of Agricultural Research (ICAR), New Delhi. India being one of the gene-rich countries faces a 
unique challenge of protecting its natural heritage while evolving mutually beneficial strategies for germplasm 
exchange with other countries. The Bureaus activities include PGR exploration, collection, exchange, characteri
zation, evaluation, conservation and documentation. It also has the responsibility to carry out quarantine of 
all imported PGR including transgenics meant for research purposes. The multifarious activities are carried out 
from ICAR-NBPGR headquarters and its 10 regional stations located in different agro-climatic zones of India. It 
has linkages with international organizations of the Consultative Group on International Agricultural Research 
(CGIAR) and national crop-based institutes to accomplish its mandated activities. NBPGR collects and acquires 
germplasm from various sources, conserves it in the Genebank, characterizes and evaluates it for different traits 
and provides ready material for breeders to develop varieties for farmers. ICAR-NBPGR encompasses the National 
Genebank Network and at present, the National Genebank conserves more than 0.40 million accessions. NBPGR 
works in service-mode for effective utilization of PGR in crop improvement programmes which depends mainly 
on its systematic characterization and evaluation, and identification of potentially useful germplasm. NBPGR is 
responsible for identifying trait-specific pre-adapted climate resilient genotypes, promising material with disease 
resistance and quality traits which the breeders use for various crop improvement programmes. The system has 
contributed immensely towards safeguarding the indigenous and introducing useful exotic PGR for enhanc-
ing the agricultural production. Presently, our focus is on characterization of ex situ conserved germplasm and 
detailed evaluation of prioritized crops for enhanced utilization; assessment of impact of on-farm conservation 
practices on genetic diversity; genome-wide association mapping for identification of novel genes and alleles for 
enhanced utilization of PGR; identification and deployment of germplasm/landraces using climate analog data; 
validation of trait-specific introduced germplasm for enhanced utilization.
Key words: plant genetic resources; gene banks; wild relatives; biotic and abiotic stresses; marker-assisted  
selection.
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Аннотация. Генетические ресурсы растений – основа сельского хозяйства и главный фактор, определя
ющий качество потребляемой пищи. В Индии на национальном уровне этой проблемой занимается 
Национальное бюро генетических ресурсов растений (NBPGR), действующее под эгидой Индийского со-
вета по сельскохозяйственным исследованиям (ICAR), со штаб-квартирой в Нью-Дели. Обладая богатыми 
растительными ресурсами, Индия должна учитывать интересы безопасности своего природного наследия 
при выработке даже самых выгодных стратегий обмена генетическим материалом со своими международ-
ными партнерами. В задачи Бюро входят исследование, сбор, обмен, описание, оценка, сохранение и учет 
генетических ресурсов растений, а также обеспечение карантинных мер для всего ввозимого из-за рубе-
жа материала, включая трансгенные растения, предназначенные для исследовательских целей. Бюро и 
десять его региональных отделений, расположенных в разных агроклиматических зонах страны, осущест-
вляют деятельность в нескольких направлениях. Поддерживают связи с международными организациями, 
входящими в состав Консультативной группы по международным сельскохозяйственным исследованиям 
(CGIAR), и национальными институтами, занимающимися проблемами сельскохозяйственных культур. Об-
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разцы генофонда из самых разных источников пополняют генбанк, где проводится их описание и оценка 
по заданным признакам. На основе этого материала выводятся сорта сельскохозяйственных культур. Су-
ществующий при Бюро Национальный генетический банк (National Genebank Network) насчитывает более 
400 тысяч образцов. Бюро работает в сервисном режиме, обеспечивая эффективное использование гене-
тических ресурсов растений в программах улучшения сельскохозяйственных культур, что стало возмож-
ным во многом благодаря последовательному подходу к описанию и оценке этих ресурсов, а также отбору 
потенциально полезного генетического материала. Другими задачами являются определение генотипов 
с теми или иными признаками, специфичными к изменению климата, а также отбор перспективного мате-
риала, обладающего устойчивостью к заболеваниям и признаками качества, на которые ориентируются 
селекционеры при работе над улучшением сельскохозяйственных культур. Действующая таким образом 
система сыграла важнейшую роль в выработке столь необходимого стране баланса в отношении генетиче-
ских ресурсов растений: интродукция ценного экзотического генофонда в целях интенсификации произ-
водства сельскохозяйственной продукции ведется без ущерба для местных ресурсов. В настоящее время 
основными направлениями работы являются: описание генетического материала, сохраненного путем 
консервации ex situ, и всесторонняя оценка приоритетных сельскохозяйственных культур для более эф-
фективного их использования; оценка влияния различных методов мелиорации земель на генетическое 
разнообразие; полногеномное ассоциативное картирование с целью выявления ранее неизвестных генов 
и аллелей для более эффективного использования генетических ресурсов растений; отбор генетического 
материала и/или местных разновидностей и определение оптимальных районов выращивания на основе 
аналоговых данных наблюдений за климатом; проверка соответствия интродуцированного генетического 
материала заданным критериям.
Ключевые слова: генетические ресурсы растений; генетические банки; дикорастущие родственники куль-
турных растений; биотический и абиотический стресс; отбор с помощью маркеров.

Introduction
Plant genetic resources (PGR) are one of essential components 
of agro-biodiversity and defined as the genetic material of 
plants having value as a resource for present and future genera-
tions. PGR hold the key to the very foundation of agriculture 
as well as food and nutritional security for the world. Agri-
cultural biodiversity, agri- or agro-biodiversity (a subset of 
biodiversity) is defined as ‘all crops and livestocks, their wild 
relatives, and all interacting species of pollinators, symbionts, 
pests, parasites, predators and competitors’ (Qualset et al., 
1995). Indian subcontinent has a rich and varied heritage of 
biodiversity, encompassing a wide spectrum of habitats from 
tropical rainforests to alpine vegetation and from temperate 
forests to coastal wetlands. It is one of the eight centres of 
origin (Vavilov, 1951) and is one of the 12 mega gene centres 
of the world. It possesses 11.9 % of world flora, and about 
33 % of the country’s recorded flora are endemic to the region 
and are concentrated mainly in the North-East, Western Ghats, 
North West Himalayas and the Andaman and Nicobar islands. 
Of the 49,219 higher plant species, 5,725 are endemic and 
belong to 141 genera under 47 families (Nayar, 1980). Of these 
3,500 are found in the Himalayas and adjoining regions and 
1,600 in the Western Ghats alone (Arora, 1991). The concept 
of biodiversity hotspots was originated by Dr. Norman Myers 
in two articles in “The Environmentalist” (1988), revised 
after thorough analysis by Myers and others in “Hotspots: 
Earth’s biologically Richest and Most Endangered Terrestrial 
Ecoregions”. The hotspots idea was also promoted by Russell 
Mittermeier in the popular book “Hotspots revisited”. Around 
the world, 34 biodiversity hotspots exists as of today. These 
sites support nearly 60 % of the world’s plant, bird, mam-
mal, reptile, and amphibian species, with a very high share 
of endemic species (Myers et al., 2000).

From centuries, tribal or traditional farming communities 
have continuously adapted and shapened the dimensions of 
rich genetic material available with them. These resources or 

traditional varieties or landrace populations often bear specific 
traits – early or late maturing, adaptability to a particular soil 
type, uses and usually have local names which has enabled 
them to survive so long under various biotic and abiotic 
stresses in the centers of diversity along with wild progeni-
tors of crop plants, wild and weedy relatives. Besides these 
resources, potential domesticates (also called wild economic 
species) are involved in the PGR spectrum; they are those wild 
species, which are not yet domesticated but are extensively 
used. Some of them grow widely, though genetically and 
culturally in a near wild state. With richness of plant genetic 
resources, the tribal regions have therefore been identified as 
“Hot Spots” of agri-biodiversty. However, they are different 
from the biodiversity hot-spots (as per definition of Myers et 
al., 2000) which include all entire endemic biodiversity as a 
priority for defining hot-spots of a region. 

During the process of crop evolution crops originated in 
its centre of origin have changed from the wild progenitors in 
morphological, physiological and agronomic traits to newer 
types through selection for desired traits. In this whole process, 
agriculture (broadly the process of rearing plants and animals, 
wild or tamed), cultivation (physical activities which are re
levant to and associated with agriculture) and domestication 
(process of genetic shift in domesticated population to adapt 
them to better/changed or artificial environment, created by 
cultivation conditions) have shapened them for appropri-
ate PGR. PGRs are exchanged and searched continuously for 
specific traits to improve crops in terms of yield and nutritional 
value, and their interdependence plays a very important role 
in international collection and exchange of germplasm. Every 
nation is concerned with acquisition of diverse and superior 
germplasm for conservation and utilization.

Over the years, India has developed sound and scientific 
management regimes for ex situ conservation and access to its 
genetic resources (Dhillon, Saxena, 2003). Groups of institu-
tions, scientific societies, non-governmental organizations are 
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addressing the task with ICAR-NBPGR, New Delhi, as the 
nodal agency for its coordination. It aims at efficient manage-
ment of plant genetic resources by providing convenience of 
access to the various crop improvement programmes. It also 
encompasses the National Genebank Network. At present, the 
genebank holds more than 4.4 lakhs accessions. The Cryobank 
Facility in the National Genebank has accessions of varied 
germplasm of orthodox, intermediate and recalcitrant seed 
species and also of pollen samples. The in  vitro genebank 
conserves various priority crops which are maintained under 
short-  to medium-term storage periods. These include tuberous 
and bulbous crops, tropical fruits species, spices and industrial 
crops, medicinal and aromatic plants species.

Centre of origin and diversity of crop plants are concepts 
relating to the patterns of distribution and build-up in regions 
and habitats, consequent to use and domestication by man 
in areas representing independent agricultural systems and 
separated by major geographical barriers. Various terms have 
been used to designate these ‘geobotanical’ diversity patterns 
in crop plants viz. primary and secondary centres of diversity, 
gene centres, cradles/subcradles of agriculture, megacentres, 
regions (Vavilov, 1926; Zhukovsky, 1968), non-centres, mic
rocentres (Harlan, 1975), cradles of angiosperm diversity 
(Takhtajan, 1969). However, within centres of diversity, geo-
botanical patterns of variation, add a practical connotation to 
the use of these concepts in PGR. The significant point, as 
stated above is that centres of diversity are the consequence 
of continuing processes of evolution and domestication, and 
hence subject to change. The concept of ‘ecological passports’ 
in different sites where different crops show parallelism in 
characters by Vavilov, form the basis for understanding the 
diversity within the crop species, and in relation to the crop 
genepool (Harlan, de Wet, 1971).

PGR conservation
The National Bureau of Plant Genetic Resources (ICAR-
NBPGR) was established by the Indian Council of Agricultural 
Research (ICAR) in 1976 with its headquarters at New Delhi. 
The chronology of events leading to the present day ICAR-
NBPGR dates back to 1905 when Botany Division was estab-
lished under the then Imperial Agricultural Research Institute. 
ICAR-NBPGR has been given the mandate to act as a nodal 
institute at the national level for acquisition and management 
of indigenous and exotic PGR for agriculture, and to carry 
out related research and human resources development for 
sustainable growth of agriculture. The Bureau is also vested 
with the authority to issue Import Permit and Phytosanitary 
Certificate and conduct quarantine checks in seed material 
and vegetative propagules (including transgenic material) 
introduced from abroad or exported for research purposes. 
Besides having a 40 ha experimental farm at Issapur village 
(about 45 km west of Pusa Campus), the Bureau has a strong 
national network comprising Regional Stations/Base Centers 
and ICAR Institutes/SAUs that provide access to representa-
tive agro-ecological situations in the country.

The major components of the National Genebank include 
the seed genebank, field genebank, cryo-bank and the in vitro 
genebank. The focus of seed genebank of NGB is long term 
conservation of orthodox seeds. The basic parameters that are 
assessed for conservation are:

 (i) Uniqueness of the accession. Redundancy is a major is-
sue in all genebanks and best efforts are made to avoid 
duplication of accessions.

(ii) Seed quality. The global genebank standards recommends 
a minimum of 2000  seeds in self-pollinated crops and 
4000 seeds in cross pollinated crops. In wild germplasm 
accessions, the minimum number has been relaxed to 
500 seeds.

(iii) Seed viability. A minimum viability of 85 % is essential 
for seed samples. However in those cases where the Indian 
Minimum Seed Certification Standards have approved a 
lower level of standard germination, the viability require-
ments are accordingly modified in gene bank also.

(iv) Seed health. Pest free conservation is a priority at NGB. 
There is a strong collaboration between the Division of 
Germplasm Conservation and Division of Plant Quaran-
tine, wherein all accessions are tested for any form of pest 
infestation prior to their processing.

(v) Availability of passport information. The utilization of the 
conserved accessions can be facilitated only if all relevant 
passport information is available in the database. Hence, 
only those accessions having basic information on para
meters like biological status, collection details if acquired 
through exploration, pedigree details if it’s a breeding line/
genetic stock or cultivar and any other unique trait if ap-
plicable, is accepted for long term conservation.

The qualified accessions are then subjected to drying, which 
is the most crucial step in genebank processing. A walk-in-
drying chamber functioning at 15 % RH and 15 °C is used 
for the drying purpose. For species with hard seed coats and 
which require longer drying duration are shifted to batch 
dryers, after preliminary drying in chamber. The standard 
moisture testing method used in gene banks is the hot-air 
oven method and the procedure recommended for each crop 
by the International Seed Testing Association is duly followed. 
Once the desired moisture is achieved (as mentioned below), 
the seeds are packed in aluminum foil packets. They have 
the advantage that they can be resealed and also occupy less 
space than other containers.

Conservation of genetic resources is carried out through 
two types of collections:
(a) Collection of seed samples for long term conservation, 

which is known as base collection. Base collections are 
maintained at –18 to –20 °C, to ensure seed viability for 
maximum possible time period. The moisture content of 
seed to be stored as base collections should be between 
3 and 7 % depending on the species.

(b) Collection of seed samples for immediate use, termed as 
active collection. Active collection are maintained in con-
ditions that ensure at least 65 % viability for 10–20 years. 
The moisture content of seeds to be stored as active col-
lections should be between 3 and 8 % for seeds having 
poor storability and between 7 and 11 % for seeds having 
good storability, depending on the temperature used for  
storage.

These collections are conserved in different types of storage 
facilities. Depending on the duration of storage, three basic 
types of storages are recognized:
(a) Short term storage. The period for short term storage of 

seeds is from one year upto 18 months. It requires a cool 
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and dry atmosphere (20–22 °C and 45–50 % RH) where 
the seeds can be conveniently stored for one to two years 
without much loss in their viability.

(b) Medium term storage. The active collection, which are 
generally larger than those meant for base collection are 
conserved in the medium term storage. The accessions are 
for regular distribution and therefore the time period for 
storage is not more than 5 yrs. The active collections are 
stored at temperatures ranging from 0–10 °C and relative 
humidity of 20–30 %. 

(c) Long term storage. This is the storage facility for base 
collection, where the seeds that meet all the above men-
tioned criteria for NGB conservation are maintained at 
–18 to –20 °C.

The ex situ genebank at NBPGR comprises 12 long term 
modules holding the base collection. The active collections are 
distributed in 22 medium term modules maintained at 4 °C for 
storing germplasm at active sites. The genebank is currently 
being upgraded with new infrastructure and all efforts are 
being made to bring the NGB to global standards.

Crop wild relatives
Crop wild relatives (CWR) are wild taxa closely related to crop 
plants, including wild progenitors and/or wild forms of crops. 
Maxted et al. (2006) defined a CWR as a wild plant taxon that 
has an indirect use derived from its close genetic relationship 
to a crop. The closer the species related, the more the possibi
lity/practicality to get their traits incorporated. They form an 
important source of useful traits such as agronomic, quality, 
biotic and abiotic stresses, which are identified as critical 
component for food security and environmental sustainability 
in the 21st century. CWRs are often associated with disturbed 
habitats and neither these habitats are offered adequate protec-
tion by ecosystem conservation agencies (Maxted, Kell, 2009) 
nor their diversity properly conserved ex situ. CWR diversity, 
like that for many species, is at a declining stage; which is as-
sociated with the loss of genetic diversity (Hopkins, Maxted, 
2010). This necessitates the need to establish CWR inventories 
which is also an indispensable tool for exploration, surveys and 
collection of CWR. Therefore, the need for novel genes for 
developing climate resilient varieties, increasing pressure on 
wild species populations and habitats and the present meagre 
ex situ collections, all accentuate the importance of locating 
and collecting germplasm of wild relatives.

Arora and Nayar (1984) reported the occurrence of over 
320 wild relatives of crops (51 cereals and millets; 31 grain 
legumes; 12 oilseeds; 24 fibre plants; 27 spices and condi-
ments; 109 of fruits, 54 of vegetables and 27 of others) in 
India. The NHCP of  ICAR-NBPGR serves as a nodal point for 
confirming the botanical identity of crop wild relative’s taxa. 
With the identification of diversity-rich spots, availability of 
location details of intended taxa, India is moving forward in 
the systematic collecting of CWR from diverse habitats for 
conservation and sustainable use. Only one third of shortlisted 
taxa have been assembled by ICAR-NBPGR; among them 
more than half the taxa with <10 accessions. Analysis of gaps 
in collection in a scientific manner (keeping in view the con-
served material, actual variability/diversity present in habitats, 
best utilization of GIS tools) through a mission-mode approach 
is currently being employed the way. In addition, detailed 

studies on habitat ecology, floral biology and breeding system, 
crossability (with crop), seed dormancy and storage behaviour 
of species would enable their meaningful conservation and 
sustainable utilization. Crossability studies aids in realization 
of gene-pool concept in crops, and knowing the closer relatives 
(even from different genera). Ensuring correct taxonomic iden-
tity, safe conservation and supply of germplasm to crop-based 
institutes would strengthen the pre-breeding/base-broadening/
gene-pyramiding activities through designing suitable long 
term multi-parental breeding programmes. All these indicate 
the need for trained expertise in classical subjects like taxo
nomy and cytogenetics, with long-term commitment. Also it 
is imperative to undertake studies on assessing the gene flow 
between wild (progenitors and naturally crossable relatives) 
and cultivated taxa in the wake of concerns of biosafety. All 
taxonomic related species may not have an equal potential as 
a gene donor to crops (Maxted et al., 2007). Prioritization of 
CWRs for management preferably on genetic relationship is 
important for optimization of resources. Economic importance 
of the crop, crossability relationship, threat and rarity of the 
taxa and habitat, conservation status in the genebank are the 
other criteria for prioritization.

Conservation of niche-specific taxa needs attention as they 
are often rare and endemic. Predicted extinction of species 
is more likely to affect RET taxa. Various steps involved in 
the effective management of CWRs such as development of 
an inventory, prioritization of CWRs taxa and habitats, eco-
geographic and genetic analysis of CWRs, threat analysis 
and genetic erosion assessment of individual CWRs taxa, 
gap analysis and fixing conservation targets, development of 
ex situ/in situ strategies, leading to conservation and finally 
utilization and sustainable availability for crop improvement 
(Maxted et al., 2007) are all important in the Indian context 
also. Constituting specialized group in the country devoted to 
these aspects of CWRs may be a feasible option. 

The above studies would facilitate a national-level mapping 
of CWR distribution after incorporating additional informa-
tion from eco-geographic studies, which will help in the 
identification of CWR hotspots, which can be matched with 
existing protected area network in the country, thereby areas 
and taxa demanding conservation can be identified (Maxted 
et al., 2011). Strong networking among all the stakeholders 
working on characterization, evaluation and conservation is 
the need of the hour, as it is difficult for a single institute to 
collect, conserve and evaluate all the target species due to 
paucity of land, resources and expertise.

PGR characterization and evaluation
The utilization of PGR in crop improvement programs rests 
on identification of promising accessions. The collected or 
introduced germplasm is characterized and evaluated to assess 
its potential, by recording data on agronomic traits such as 
yield, quality, and tolerance to biotic and abiotic stresses. The 
germplasm is also evaluated for new traits using molecular 
tools to identify the genes to develop new varieties as per 
requirement of the farmers. Approximately 10,000 accessions 
are characterized/evaluated every year at ICAR-NBPGR and 
its regional stations. Till date, more than 2.35 lakhs accessions 
of different agri-horticultural crops have been characterized 
and evaluated and passport data is available.
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Core sets have been developed to facilitate the enhanced 
utilization of germplasm. Genetic diversity in large collection 
has been determined using morphological and DNA finger-
printing markers. Mega programme on characterization and 
evaluation under the National Initiative for Climate Resilient 
Agriculture (NICRA) executed in collaboration with SAUs for 
21,822 accessions of wheat and 18,775 accessions of chickpea. 
Generation, validation and utilization of genomic resources is 
one of the major objective of ICAR-NBPGR. These resources 
are utilized for value addition to the plant germplasm resources 
harboured in the genebank and for generating molecular pro-
files varieties of agri-horticultural crops. The advent of next 
generation sequencing with improved chemistries and lower 
input costs have resulted in high throughput data that could 
be mined for generating SSR and SNP markers.

Application of genomic tools  
for PGR utilization and pre-breeding
One of the major objectives of ICAR-NBPGR is to supply 
germplasm, collected indigenously or from exotic sources, to 
the breeders and other researchers in the country. These germ-
plasm accessions have helped to develop improved varieties 
in various national programmes. Till date more than 5 lakh 
samples were supplied for utilization to various stakeholders 
for use in crop improvement programmes. Ever-increasing 
significance of conservation and utilization of PGR on one 
hand and advancements in computer technology for digitiza-
tion and management of data on the other have catapulted 
PGR Informatics into limelight.

Genomics has provided various technologies including 
sequencing and re-sequencing platforms, availability of ge
nome sequences as references, high-throughput genotyping 
platforms, SNP arrays, genome editing tools, etc. These tech
nologies are shortly described here.

Genome sequencing. The inexpensive sequencing and 
resequencing technologies are the major driving forces behind 
increased number of assembled plant genomes of different 
crops including wild relatives. A  single reference genome 
does not represent the total diversity within a species, hence, 
resequencing of cultivars, landraces and wild accessions is re-
quired to harness the total genetic variation and to identify the 
superior alleles for the target traits. Genome information avail-
ability has generated many next-generation sequencing-based 
platforms for allele mining and candidate genes identification. 
Next generation sequencing and whole-genome resequencing 
is required for discovery, validation, and assessment of diag-
nostic markers in different crops and it provides genome-wide 
markers. The draft genome sequences are now available in a 
number of crops through different genome sequencing con-
sortia for rice International Rice Genome Sequencing Project 
(IRGSP 2005), pigeonpea (Varshney et al., 2014), chickpea 
(Varshney et al., 2018), wheat International Wheat Genome 
Sequencing Consortium (IWGSC 2018), etc.

The genome sequencing using NGS has resulted in large 
collections of functional markers which enhance gene assisted 
breeding, reducing the possibility of losing the desirable trait 
variation due to recombination. Sequencing and resequencing 
of populations developed in crossing programs or of natural 
population (germplasm) along with high-throughput pheno-
typing helps in identification and linking of variations in gene 

sequences to their phenotypes. Kim et al. (2016) reported the 
whole-genome resequencing of the 137 rice mini core col-
lection, potentially representing 25,604 rice germplasms in 
the Korean genebank of the Rural Development Administra-
tion (RDA) based on the Nipponbare reference genome, and 
resequencing data yielded more than 15 million SNPs and 
1.3 million INDELs. Further study of this rice mini core with 
phylogenetic and population analysis using 2,046,529 high-
quality SNPs successfully assigned rice accessions to the 
relevant rice subgroups, suggesting that the SNPs capture evo-
lutionary signatures present in rice subpopulations. Similarly, 
a population structure analysis of 300  rapeseed accessions 
(278 representative of Chinese germplasm, plus 22 outgroup 
accessions of different origins and ecotypes) was carried out 
based on the 201,817 SNPs obtained from sequencing, di-
vided accessions in nine subpopulations (Zhou et al., 2017). 
However, hierarchical clustering and principal component 
analysis showed intermingle of spring type accessions with 
semi-winter types pointing out towards frequent hybridization 
between spring and semi-winter ecotypes in China.

Sequence-based markers associated with rare elite alleles 
facilitate positional cloning and prebreeding. In case of PGR 
including landraces and wild relatives, screening of collection 
to be used for genomic analysis can be done based on pass-
port data (collection site, specific traits, etc.) in combination 
with evaluation data. Sequencing based approaches provide 
opportunity to identify novel variations for a large number of 
genes through genotype-phenotype associations. Resequenc-
ing of large number of genotypes helps in determining process 
of origin, domestication, population structure and identifies 
lines with deleterious mutations in the genomes that can be 
eliminated to minimize the genetic load in the crop species 
as observed in case of maize (Bevan et al., 2017). NGS tech-
nologies together with precise phenotyping have been used 
for identification of marker trait associations in several crops, 
for example, rare wheat haplotypes effective against abiotic or 
biotic stresses were developed through introgression of use-
ful and novel stress and quality traits’ alleles to lines derived 
from crosses of exotics with CIMMYT’s best elite germplasm 
under CIMMYT’s Seeds of Discovery (SeeD) initiative (Vik
ram et al., 2016). Singh et al. (2018) used next-generation 
sequencing, together with multi-environment phenotyping to 
study the contribution of exotic genomes to 984 three-way-
crossderived (exotic/elite1//elite2) pre-breeding lines (PBLs) 
for accelerating grain yield gains using exotic wheat genetic  
resources.

Molecular markers and genetic maps. Recent develop-
ments in genome sequencing and or resequencing has resulted 
in development of large number of molecular markers in 
different crops. Availability of molecular markers linked to 
specific traits enhances pre-breeding efficiency and effective-
ness through marker assisted selection  (MAS). Molecular 
markers that are linked to the genes of a desired trait known 
as diagnostic markers can be indirectly used for selection of 
target traits (Xu, Crouch, 2008). A major earlier success for 
crop breeding using genomic markers was the marker-assisted 
introgression of the ethylene response factor, known as Sub-
mergence 1A (Sub1A) gene, for submergence tolerance into 
high-yielding commercial rice varieties which acts by limiting 
shoot elongation during the inundation period (Bailey-Serres 
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et al., 2010). Riar et al. (2012) used polymorphic D-genome-
specific SSR markers for analysing the cosegregation of the 
5DS anchored markers (Xcfd18, Xcfd78, Xfd81 and Xcfd189) 
with the rust resistance in an F2 population, and mapped the 
leaf rust resistance gene (LrAC, a novel homoeoallele of an 
orthologue Lr57) on the short arm of wheat chromosome 5D. 
Vikal et al. (2014) used SSR markers for pyramiding of candi-
date genes for xa8, the resistance gene against Bacterial blight 
disease in elite rice varieties. Ellur et al. (2016) incorporated a 
novel Bacterial blight resistance gene Xa38 in variety PB1121 
from donor parent PR114-Xa38 using a modified marker-
assisted backcross breeding (MABB) scheme.

Genomics has provided powerful approaches to understand 
interaction between many genes and complex signalling path-
ways in case of polygenic traits like resistance to abiotic and 
biotic stresses. In rice breeding, high-density genome maps 
are being effectively used in background selection integrated 
with foreground selection of bacterial blight resistance (xa13 
and Xa21 genes), amylose content (waxy gene) and fertility 
restorer gene in order to identify superior lines with maximum 
recovery of Basmati rice genome along with the quality traits 
and minimum non-targeted genomic introgressions of the do-
nor chromosomes (Gopalakrishnan et al., 2008). Quantitative 
trait loci (QTL) analysis of the genome linked to quantita
tive phenotypic traits, has yielded climate goverened QTL in 
diverse crop species (Scheben et al., 2016). Rodrigues et al. 
(2017) determined protein content and genetic divergence 
of twenty-nine soybean genotypes using 39  microsatellite 
markers from QTL regions of the trait grain protein content 
for plant breeding purposes. The pairs of genotypes with 
greater genetic distances and protein contents were selected to 
produce populations with higher means and genetic variances 
and greater gains with selection.

Genome wide association studies (GWAS) could over-
come several constraints of conventional linkage mapping 
and provide a powerful complementary strategy for dissecting 
complex traits. GWAS make use of past recombinations in 
diverse association panels to identify genes linked to pheno-
typic traits at higher resolution than QTL analysis. GWAS has 
become a powerful tool for QTL mapping in plants because a 
broad range of genetic resources may be accessed for marker 
trait association without any limitation on marker availability. 
Different approaches used for GWAS include:
(a) SNP marker arrays or SNP chips approach. Discovery and 

tagging of new genes using GWAS or QTL analysis have 
now become much easier. The availability of high-density 
SNP marker arrays has opened a way for cost effective 
GWAS using natural populations. Wang et al. (2017) de-
veloped a high-throughput NJAU 355K SoySNP array and 
conducted GWAS in 367 soybean accessions (including 
105 wild and 262 cultivated) across multiple environments 
and reported a strong linkage disequilibrium region on 
chromosome 20 significantly correlated with seed weight. 
Zhao et al. (2019) carried out meta-analysis GWAS using 
775  tomato accessions (including wild accessions) and 
2,316,117 SNPs from three GWAS panels and discovered 
305  significant associations for the contents of sugars, 
acids, amino acids, and flavor related volatiles.

(b) Genotyping by sequencing (GBS) approach. As the cost 
of sequencing is continuously declining, GBS also known 

as next generation genotyping method, is becoming more 
common for discovering novel plant SNPs and used them 
for GWAS studies (Arruda et al., 2016). Kim et al. (2016) 
reported the whole-genome resequencing of 137 rice mini 
core collection and conducted genome wide association 
studies on four agriculturally important traits including 
‘grain pericarp colour’, ‘amylose content’, ‘protein con-
tent’, and ‘panicle number’ and identify some novel alleles. 
Similarly, Arora et al. (2017) genetically characterized 
177 A. tauschii accessions using GBS to study the varia-
tion for grain size using genome-wide association study.

Genomic selection. Genomics assisted breeding approach 
known as genomic selection (GS) is a better approach which 
simultaneously uses large genotypic data (genome wide) (ex-
ceeding phenotypic data), phenotypic data and modelling us-
ing statistical tools to predict the genomic estimated breeding 
values (GEBVs) for each individual (Meuwissen et al., 2001; 
Crossa et al., 2017). In genomic selection, a statistical model 
is generated using a representative population of the breed-
ing population known as training population. This model is 
subsequently used to calculate the allelic effects of all marker 
loci, i. e. genomic assisted breeding values without having 
phenotypic data and these values can be used for preselec-
tion of trait-specific genotypes (Heffner et al., 2011). Xu et 
al. (2012) and Spindel et al. (2016) highlighted that coupling 
of genome wide data with genomic selection offered great 
specificity and predictability which can be used to accelerate 
prebreeding. Using GS, complex traits can be improved rap-
idly through generation of reliable phenotypes by shortening 
the selection cycle. GS application in pasture grass Lolium 
perenne resulted in four-year reduction in the breeding cycle 
(Lin et al., 2016). In genomic selections, genomic estimated 
and true breeding values were found to be closely correlated, 
even for polygenic traits with low heritability (Jia, Jannink, 
2012). GS can facilitate selection of complex traits, e. g., grain 
yield (Saint Pierre et al., 2016) and tolerance to abiotic and 
biotic stress.

In genomic selection, genetic diversity specific to the po
pulation or family (species) of interest is captured through 
markers developed through GBS which minimized the ascer-
tainment bias. GS is superior in respect of fixing all the ge-
netic variation and to select individuals with higher Genomic 
Breeding Value (GEBV) without any phenotyping. In case of 
polyploid species, polysomic inheritance and possibility of 
double reduction requires specific consideration while using 
for genomic selection.  

Genome editing. Recent advancements in genomics have 
also made feasible the editing of genomes and their use in 
crop improvement programs. Pre-breeding involves genetic 
transformation through recombination and genome editing 
(GE) tools provide an alternative. To replace conventional 
genetic engineering, a number of genome editing technolo-
gies have been developed during last two decades including 
antisense, RNA interference (RNAi), virus-induced gene si-
lencing (VIGS), oligonucleotide directed mutagenesis (ODM), 
zinc finger nuclease (ZFN), transcription activator-like effects 
nucleases  (TALENs), and clustered regularly interspaced 
short palindromic repeats/Cas9 (CRISPR/Cas9) (Sauer et 
al., 2015). These genome editing technologies can accelerate 
pre-breeding programs through beneficial knockout mutations, 
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e. g. identification of genes for disease resistance or suppress-
ing of unwanted traits linked with desired traits in wild spe-
cies, as products of these technologies are not considered a 
genetically modified organism (GMO) (Huang et al., 2016). 
Most of these genome editing tools except RNAi, act by insert-
ing, removing or replacing specific regions of genome with 
the help of specific nucleases known as “molecular scissors” 
(Esvelt, Wang, 2014).

GE approaches can be used to modify genes with defined 
quantitative trait nucleotides (QTNs) that cause a sizeable phe-
notypic effect. Further, GE tools can be used for broadening 
the allele pool through generating targeted variations useful 
for genomic selection (Scheben, Edwards, 2017; Scheben et 
al., 2017). Using GE tools, desired traits can be physically 
linked to ensure their co-segregation known as “trait stacking” 
(Urnov et al., 2010). For example, ZFN-assisted gene targeting 
helped insertion of heritably insert herbicide-resistant genes 
(SuRA/SuRB and PAT) in the Z. mays genome (Shukla et 
al., 2009). Zhang et al. (2016) recently used CRISPR/Cas9 
system for production of homozygous transgene free wheat 
mutants. Jenko et al. (2015) showed that GE and GS, both 
can be combined and referred as the promotion of alleles 
by genome editing (PAGE) which also has a great potential 
for pre-breeding. Recently, Gupta (2019) reviewed the latest 
modification of CRISPR/Cas9 system, a base editing techno
logy applicable to DNA as well as RNA, has revolutionized 
GE and demonstrated in several crops including rice, maize, 
wheat, etc. will be highly useful for base broadening to be 
used for genomic selection and relating phenotypes to genes 
through mutant development, particularly in primitive land-
races and wild species and will provide a new direction to 
pre-breeding programmes.

PGR Informatics
PGR Informatics is the management (creation, storage, re-
trieval and presentation) and analyses (discovery, exploration 
and extraction) of diverse information (facts, figures, statis-
tics, knowledge and news). PGR Informatics has assumed 
significance because of the following factors: (i)  increased 
awareness about PGRFA, (ii) various international agreements 
(CBD, GPA, ITPGRFA) coming into force, (iii) availability of 
information in text, images, maps, videos, etc., (iv) technolo-
gies to record, link and archive such diverse types of informa-
tion, (v) growing power (and falling costs) of computers and 
internet to facilitate access and retrieval. Fundamental merit 
of an organized digital information system is that it provides 
fair and just opportunity for all to access. On-line portals, as a 
consequence of PGR Informatics, enable non-exclusive access 
to PGR information to a large number of users involved in 
overlapping research areas on PGR management. Typically 
information is collected on details of multitude of passport 
data including taxonomy, biogeography, and ethnobotany of 
the germplasm acquisitions (domestic collections and exotic 
introductions), their seed health, multiplication for supply 
and conservation, regeneration, experimental data on char-
acterization and evaluation leading to utilization. In addition 
to field data, it also includes biochemical and genomic data 
as well as publications. Once the information is digitized and 
stored, computer technologies allow management and analysis 

irrespective of the scale and types of data leading to better 
visualization and predictions. 

The need for countries to develop, maintain and exchange 
information “from all publicly available sources, relevant 
to conservation and sustainable use of biological diversity” 
including “results of technical, scientific and socio-economic 
research” has been recognized in the Convention on Biologi-
cal Diversity (CBD, Articles 7d, 17), and the Global Plan of 
Action (GPA, priority activities 17 and 18). Information of 
this nature is imperative for planning and implementing ac-
tivities; sustainable use and sharing of benefits accrued from 
its use. Global assessment indicates that many of the world’s 
PGR are insufficiently and poorly documented. The passport 
information and characterization and evaluation data on 
genebank accessions conserved in genebanks are either lack-
ing or poorly recorded or scattered at different places, such 
as passport data sheets, reports of collection and exploration 
missions, crop catalogues, published articles, etc. In addition, 
there exist informal or non-coded knowledge held by tradi-
tional farmers and indigenous people. To use this information 
efficiently and effectively, valuable information needs to be 
collected, collated, maintained and exchanged with the help 
of PGR Informatics. 

Important PGR Informatics applications developed and 
maintained at NBPGR are:
–  PGR Portal pgrportal.nbpgr.ernet.in 
–  Import Permit and EC Data Search exchange.nbpgr.ernet.in 
–  Genebank Dashboard genebank.nbpgr.ernet.in 
–  PGR Map pgrinformatics.nbpgr.ernet.in/pgrmap 5
–  National Herbarium of Crop Plants pgrinformatics.nbpgr.

ernet.in/nhcp 
–  Biosystematics Portal pgrinformatics.nbpgr.ernet.in/cwr 
–  PGR Climate pgrinformatics.nbpgr.ernet.in/pgrclim 
–  PGR and IPRs http://pgrinformatics.nbpgr.ernet.in/ip-pgr/ 

Recent advances in PGR Informatics in India
NBPGR has been striving to establish PGR information set up 
since 2002 (Archak, Agrawal, 2012). Development of mobile 
apps in PGR Informatics facilitates enhanced access to PGR 
information which in turn could lead to enhanced utilization. 
NBPGR has developed two mobile apps “Genebank” and 
“PGR  Map”. Both the apps are first of their kind for any 
genebank in the world. The apps have been developed for both 
Android and iOS. No other ICAR app is available for iPhone. 
Licenses were purchased and the apps have been hosted on 
Google Play and App Store. 

Genebank app provides a dashboard view of indigenous 
collections (state-wise), exotic collections (country-wise), 
addition of accessions to genebank, etc. The app also helps 
generate routine genebank reports. The app uses databases live 
on the backend and hence always gives updated information. 

PGR Map app offers three benefits: “What’s around me” 
helps user to obtain quickly the accessions that have been 
collected and conserved in the genebank from a particular 
location in India where the user is located at the moment; 
“Search the map” helps user to list the accessions that have 
been collected and conserved in the genebank from any 
selected location in India; “Search for species” helps user to 
map the collection sites of a crop species.
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Perspectives
All countries are interdependent for their PGR requirements 
and cannot acquire and conserve resources to satisfy all their 
needs. There is a need to collaborate at local, regional and 
international levels for the acquisition and conservation of the 
germplasm. It is also imperative to obey the quarantine and 
biosafety rules for the safe movement of germplasm. Priority 
collection trips are required to identify areas which are not 
sufficiently covered so far and a repeated visits are required to 
be made in areas that showed diversity in the past. New tools 
of geographical information system (GIS) and remote sensing 
need to be deployed to supplement the existing ground data 
in PGR programmes to exploit agro-biodiversity particularly 
in difficult/inaccessible areas.

There is a need to adopt complementary conservation strate-
gies involving both in situ and ex situ approaches. For in situ 
conservation due attention is required to be given to geneti-
cally rich hotspots including tribal belts and to strengthen and 
expand the network of germplasm conservation by including 
all the stakeholders, including the communities. Characteri
zation and evaluation are essential to promote the utilization 
of materials. These tasks require substantial inputs and a de-
centralized evaluation network. There is a need to modify the 
descriptors for evaluation accordingly, and make the search for 
the desired characteristics in the database as quick and efficient 
as possible. The core collection concept is more structured and 
efficient approach to identify limited sets of diverse germplasm 
and utilise the same more effectively. Pre-breeding is needed to 
incorporate new kinds of pest resistance, to bring in new levels 
of productivity and stability of performance, and to provide 
quality traits for food and feed products. Awareness genera-
tion of the people at various levels (policy makers, scientific, 
administration, farmers, etc.) about the value of PGR wealth, 
its protection and conservation is essential. In addition the 
interface among different stakeholders is likely to bring out 
new useful PGR management alternatives. 
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Коллекция ризосферных микроорганизмов:  
значение для исследования растительно-бактериальной 
ассоциативности
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Аннотация. Коллекции микроорганизмов – один из важнейших компонентов биологической науки, который обес
печивает исследователей необходимым материалом и сохраняет биологические ресурсы. Таковой является Коллек-
ция ризосферных микроорганизмов Института биохимии и физиологии растений и микроорганизмов Российской 
академии наук (ИБФРМ РАН), деятельность которой сосредоточена в первую очередь на выделении и сохранении 
микроорганизмов, выделенных из корневой зоны растений. Интерес мировой науки к микроорганизмам этой эко-
логической ниши не ослабевает по причине их большой значимости для роста и развития растений и, следова-
тельно, для растениеводства. Группа бактерий, обладающих полезными для растений свойствами, получила назва-
ние PGPR (plant growth promoting rhizobacteria – стимулирующие рост растений ризобактерии). К ним относятся 
и почвенные азотфиксирующие альфа-протеобактерии рода Azospirillum, составляющие ядро вышеназванной кол-
лекции. Азоспириллы, открытые в 70-х гг. прошлого века бразильскими учеными, в настоящее время являются при-
знанными во всем мире модельными объектами для изучения молекулярных механизмов растительно-микробных 
взаимодействий. Фиксация атмосферного азота, продукция фитогормонов, солюбилизация фосфатов, контроль па-
тогенов, формирование у растений индуцированной системной устойчивости – целый комплекс полезных свойств 
делает их универсальным инструментом для фундаментальных исследований и практического применения. В об-
зоре обсуждается современное состояние исследований по бактериям рода Azospirillum с акцентом на результатах, 
полученных коллективом ИБФРМ РАН (г. Саратов). Экспедиции по Саратовской области, проведенные микробио-
логами института в начале 1980-х гг., заложили основу уникального собрания представителей этого бактериального 
таксона, которое сегодня включает более 160 штаммов и считается одним из самых крупных в Европе. Исследования 
сотрудников ИБФРМ РАН преимущественно сосредоточены на структурах азоспирилл, вовлеченных в образова-
ние ассоциативного симбиоза с растениями. Прежде всего это внеклеточные полисахаридсодержащие комплексы 
и лектины. Развитие методов иммунохимии во многом позволило выяснить, как в целом организована поверхность 
бактерий. Благодаря изучению генома азоспирилл существенно углубилось понимание роли вышеупомянутых 
структур, а также подвижности бактерий и формирования ими биопленок при заселении корней. В прикладном 
аспекте заслуживают внимания исследования азоспирилл, направленные на развитие агро- и экотехнологий, а так-
же технологии «зеленого» синтеза наночастиц золота, серебра и селена. Коллекция продолжает развиваться, по-
полняясь новыми штаммами, показывая большое значение специализированных собраний микроорганизмов для 
создания и поддержания исследовательской базы и эффективного решения фундаментальных и прикладных задач 
микробиологии.
Ключевые слова: коллекция микроорганизмов; Azospirillum; ризосфера; стимулирующие рост растений ризобакте-
рии; ассоциативный симбиоз.
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The Collection of Rhizosphere Microorganisms: its importance 
for the study of associative plant-bacterium interactions
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Abstract. Microbial culture collections are very important components of biological science. They provide researchers with 
material for studies and preserve biological resources. One such collection is the Collection of Rhizosphere Microorganisms, 
kept at the Institute of Biochemistry and Physiology of Plants and Microorganisms of the Russian Academy of Sciences, 
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Saratov (IBPPM). Its activity is primarily directed toward the isolation and preservation of microorganisms from the plant 
root zone. The international research interest in microorganisms from this ecological niche is not waning, because they 
are very important for plant growth and development and, consequently, for plant breeding. The group of bacteria with 
properties of significance for plants has been given the name “plant-growth-promoting rhizobacteria” (PGPR). This group 
includes nitrogen-fixing soil alpha-proteobacteria of the genus Azospirillum, which form the core of the IBPPM collection. 
First discovered by Brazilian scientists in the 1970s, azospirilla are now a universally recognized model object for studying 
the molecular mechanisms underlying plant-bacterium interactions. The broad range of useful properties found in these 
microorganisms, including the fixation of atmospheric nitrogen, production of phytohormones, solubilization of phos-
phates, control of pathogens, and formation of induced systemic resistance in the colonized plants, make these bacteria 
an all-purpose tool that has been used for several decades in basic and applied research. This article reviews the current 
state of Azospirillum research, with emphasis on the results obtained at the IBPPM. Scientific expeditions across the Saratov 
region undertaken by IBPPM microbiologists in the early 1980s formed the basis for the unique collection of members of 
this bacterial taxon. Currently, the collection has more than 160 Azospirillum strains and is one of the largest collections 
in Europe. The research conducted at the IBPPM is centered mostly on the Azospirillum structures involved in associative 
symbiosis with plants, primarily extracellular polysaccharide-containing complexes and lectins. The development of im-
munochemical methods contributed much to our understanding of the overall organization of the surface of rhizosphere 
bacteria. The extensive studies of the Azospirillum genome largely deepened our understanding of the role of the afore-
said bacterial structures, motility, and biofilms in the colonization of host plant roots. Of interest are also applied studies 
focusing on agricultural and environmental technologies and on the “green” synthesis of Au, Ag, and Se nanoparticles. The 
Collection of Rhizosphere Microorganisms continues to grow, being continually supplemented with newly isolated strains. 
The data presented in this article show the great importance of specialized microbial culture repositories, such as the IBPPM 
collection, for the development and maintenance of the microbial research base and for the effective solution of basic and 
applied tasks in microbiology.
Key words: microbial culture collection; Azospirillum; rhizosphere; plant-growth-promoting rhizobacteria; associative 
symbiosis.
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Введение
Сохранение и развитие биологических коллекций на 
территории Российской Федерации является частью 
приоритетной межведомственной и междисциплинар­
ной  проблемы сохранения биоресурсов, биоразнообра­
зия, укрепления био- и продовольственной безопасности 
государства, решение которой служит основой устойчи­
вого развития российской науки в целом, современных 
наукоемких производств, подготовки квалифицирован­
ных кадров (Рекомендации «круглого стола»…, 2011). По 
данным Всемирной федерации коллекций культур (World 
Federation for Culture Collections, WFCC), на сегодняшний 
день насчитывается 715 коллекций (http://www.wfcc.info/
ccinfo). Они условно делятся на три категории (Кала­
куцкий и др., 1996; Ившина, 2012): широкого профиля 
(сервисные, комплексные, общественные), специализиро­
ванные (для изучения и сохранения микроорганизмов 
конкретных групп для конкретных целей) и исследова­
тельские (частные, узкоспециальные). До недавнего вре­
мени весьма многочисленные российские коллекции на­
ходились на грани прекращения своей деятельности из-за 
отсутствия достаточного финансирования. В последние 
годы, с утверждением Плана «Развития биотехнологий и 
генной инженерии» (Распоряжение Правительства РФ, 
2013) делается попытка оказания целевой организацион­
ной и финансовой поддержки активно работающим кол­
лекциям.

В указанный выше План входит создание крупных био­
ресурсных центров  (БРЦ), которые станут важнейшим 
элементом, обеспечивающим развитие биотехнологии 
в России (Калакуцкий, Озерская, 2011), интеграцию в 
европейскую и глобальную (мировую) информационные 

сети биологических ресурсов. Следует отметить, что в 
мире уже довольно много БРЦ, которые представлены как 
ведомственными, так и частными некоммерческими орга­
низациями. В 2014 г. на базе одной из ведущих российских 
коллекций был создан Национальный биоресурсный 
центр – Всероссийская коллекция промышленных мик­
роорганизмов (БРЦ ВКПМ), призванный стать основой 
инфраструктуры в области микробных генетических ре­
сурсов биотехнологического назначения, необходимой для 
обеспечения исследований в области живых систем (http://
www.genetika.ru/vkpm). На статус БРЦ может претендо­
вать еще ряд крупных российских коллекций. Большая же 
часть собраний, представленная специализированными 
коллекциями при научных и учебных организациях, не 
соответствует критериям таких крупных структур, однако 
заслуживает не меньшего внимания. Как правило, эти кол­
лекции обладают одновременно значительным массивом 
культур и наиболее полной информацией о них, что дает 
им существенное преимущество. Именно такой являет­
ся Коллекция ризосферных микроорганизмов Института 
биохимии и физиологии растений и микроорганизмов 
Российской академии наук (ИБФРМ РАН).

Коллекция ризосферных микроорганизмов 
ИБФРМ РАН
Созданный в Саратове в 1980  г. Институт биохимии и 
физиологии растений и микроорганизмов Академии наук 
СССР был ориентирован на исследования, связанные с 
задачами повышения урожайности сельскохозяйственных 
культур в Поволжском регионе. Одной из задач было 
обоснование возможности использования микробиоло­
гического удобрения и в связи с этим выяснение роли 
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ассоциативных азотфиксирующих микроорганизмов в 
обеспечении азотным питанием зерновых культур. Для 
ее решения в качестве одного из модельных объектов 
исследований была выбрана диазотрофная бактерия 
азоспирилла (род Azospirillum), первые публикации о ко­
торой на тот момент только появились в научной печати 
(Tarrand et al., 1978). Микробиологи института освоили 
методы изоляции и идентификации этих микроорганиз­
мов, отработали способы их консервации. Экспедиции по 
Саратовской области, предпринятые с целью получения 
представительной выборки ассоциированных с дикими 
и культурными злаками (пшеница, рожь, овес, просо, ку­
куруза, сорго и др.) штаммов азоспирилл (Федорова и др., 
1985; Позднякова и др., 1988), позволили заложить основу 
уникального собрания представителей изучаемого бакте­
риального таксона (см. рисунок), вошедшего в коллекцию 
непатогенных микроорганизмов ИБФРМ РАН.

Ключевыми характеристиками азоспирилл на первых 
этапах выделения являлись: рост колоний на среде с кон­
го красным (Caceres, 1982) и на картофельном агаре (Tar­
rand et al., 1978), а также микроскопирование и окраска по 
Граму. Поскольку основными интересующими признака­
ми выделяемых бактерий были фиксация атмосферного 
азота и стимуляция роста растений, осуществлялся скри­
нинг изолятов на нитрогеназную и ИУК-продуцирующую 
активность.

C оригинальными штаммами азоспирилл проводились 
исследования таксономической направленности. Помимо 
межвидовой дифференциации с применением методов, 
основанных на ДНК-ДНК-гибридизации, оценивали 
внутривидовые различия посредством двух вариантов 
геномной дактилоскопии  – RFLP и AFLP (Позднякова 
и др., 1988; Nikiforov et al., 1994). Изучали плазмидный 
состав штаммов (Matveev et al., 1988), тестировали актив­
ность эндонуклеаз рестрикции (Никифоров и др., 1994). 
В течение четырех лет были оптимизированы способы 
хранения. Многолетние наблюдения показали, что при 
–70  °С с предварительным замораживанием в жидком 
азоте штаммы азоспирилл сохраняют высокую жизне­
способность и основные дифференциальные свойства.

В 2014  г. коллекция непатогенных микроорганизмов 
была преобразована в Коллекцию ризосферных микро­
организмов ИБФРМ РАН (www.collection.ibppm.ru; http://

ckp-rf.ru). Она заявлена как специализированная научная 
коллекция, ориентированная на собрание и поддержание 
непатогенных бактерий, выделенных в основном из кор­
невой зоны растений. Входит под номером 975 в WFCC 
и зарегистрирована во Всемирном центре данных о 
микроорганизмах (World Data Centre for Microorganisms, 
WDCM), № 1021.

В настоящее время каталог коллекции (www.collection.
ibppm.ru) насчитывает около 500  культур ризосферных 
бактерий, относящихся к 28 родам: Acidovorax, Aeromonas, 
Alcaligenes, Aquaspirillum, Arthrobacter, Azospirillum, Ba­
cillus, Bradyrhizobium, Brevundimonas, Comamonas, Ensifer 
(Sinorhizobium), Enterobacter, Herbaspirillum, Kocuria, 
Micrococcus, Moraxella, Mycobacterium, Nitrospirillum, 
Niveispirillum, Nocardioides, Ochrobactrum, Paenibacillus, 
Pectobacterium, Pseudomonas, Rhizobium, Rhodococcus, 
Stenotrophomonas, Xanthomonas. Среди них бактерии, 
изолированные из ризосферы и ризопланы различных ди­
ких и культурных растений, штаммы-эндофиты, штаммы, 
ассоциированные с водными растениями (макрофита­
ми), и др.

Бактерии рода Azospirillum составляют примерно по­
ловину фонда коллекции. Помимо оригинальных изо­
лятов, выделенных в Саратовской области, присутствуют 
штаммы различного географического происхождения 
(из Бразилии, Индии, Сенегала, США, Эквадора и др.), 
полученные от авторов или из других коллекций. Кроме 
того, поддерживаются практически все из доступных в 
общественных депозитариях типовые штаммы известных 
видов азоспирилл. Ряд коллекционных культур предпо­
ложительно могут быть отнесены к новым видам этого 
рода (Голубев и др., 2018). Таким образом, собрание азо­
спирилл в Коллекции ризосферных микроорганизмов 
ИБФРМ РАН весьма представительно. Для сравнения: 
в DSMZ (Deutcsche Sammlung von Mikroorganismen und 
Zellkulturen, www.dsmz.de) общий фонд бактерий рода 
Azospirillum составляет 27 штаммов, из которых 6 типо­
вых; в BCCM/LMG (Belgian Co-ordinated Collections of 
Micro-organisms/Laboratory of Microbiology, Faculty of 
Sciences of Ghent University, bccm.belspo.be) – 37 и 10, в 
JCM (Japan Collection of Microorganisms, jcm.brc.riken.jp) – 
13 и 5, в ATCC (American Type Culture Collection, www.
lgcstandards-atcc.org) – 14 и 3 соответственно.

а вб

Визуализация бактерий рода Azospirillum:
а – рост на картофельном агаре; б – клетки на жидкой среде, 18 ч, фазовый контраст; в – клетка под электронным микроскопом, 18 ч, × 25 000, контрасти-
ровано уранил-ацетатом (Позднякова и др., 1988). 
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Azospirillum – характеристика рода
Впервые этот микроорганизм был выделен М. Бейерин­
ком в 1923 г. и описан как «азотфиксирующая спирилла», 
но автор не смог подтвердить свойство микроорганизма 
фиксировать азот в чистой культуре и назвал его Spirillum 
lipoferum (Beijerinck, 1925). Род Azospirillum был пере­
открыт и описан Tarrand et al. (1978), а широко известен 
стал благодаря научному энтузиазму и компетентности 
Дж.  Доберейнер, внесшей существенный вклад в фун­
даментальные и прикладные исследования азоспирилл 
(Döbereiner, Day, 1976; Hartmann, Baldani, 2006).

Систематика рода Azospirillum, принадлежащего семей­
ству Rhodospirillaceae порядка Rhodospirillales класса 
α-Proteobacteria, весьма динамично развивается. Если 
с момента описания двух первых видов A.  lipoferum и 
A. brasilense (Tarrand et al., 1978) и до конца XX в. было 
сообщено об открытии лишь еще четырех видов: A. ama­
zonense (Magalhaes et al., 1983), A. halopraeferens (Reinhold 
et al., 1987), A. irakense (Khammas et al., 1989) и A. largi­
mobile (Dekhil et al., 1997), то начиная с 2000 г. таковых 
описано уже 16, с валидно опубликованными названиями: 
A. doebereinerae (Eckert et al., 2001), A. oryzae (Xie, Yokota, 
2005), A. melinis (Peng et al., 2006), A. canadense (Mehnaz 
et al., 2007a), A. zeae (Mehnaz et al., 2007b), A. rugosum 
(Young et al., 2008), A. picis (Lin et al., 2009), A. thiophilum 
(Lavrinenko et al., 2010), A. formosense (Lin et al., 2012), 
A. humicireducens (Zhou et al., 2013), A. fermentarium (Lin 
et al., 2013), A. soli (Lin et al., 2015), A. agricola (Lin et al., 
2016), A. ramasamyi (Anandham et al., 2019), A. griseum 
(Yang et al., 2019) и A. palustre (Tikhonova et al., 2019). 
Вместе с тем в 2014 г. вид A. irakense был реклассифици­
рован в Niveispirillum irakense comb. nov., а вид A. ama­
zonense  – в Nitrospirillum amazonense gen. nov., sp. nov. 
(Lin et al., 2014). Таким образом, на момент написания 
этой статьи род Azospirillum включает 20 валидированных 
видов. Важно отметить, что членами рода признают еще 
два вида – A. himalayense (Tyagi, Singh, 2014) и A. palatum 
(Zhou et al., 2009), наименования которых не были офи­
циально опубликованы в соответствии с правилами Меж­
дународного кодекса номенклатуры бактерий.

С началом эпохи геномного секвенирования на пер­
вый план вышла разработка надежных критериев для 
сравнительной оценки геномов бактерий и архей в целях 
таксономии и систематики. Недавно для группы бактерий 
рода Azospirillum, чьи геномы представлены в базе дан­
ных GenBank, получены первые результаты применения 
набора филогенетических тестов в рамках развиваемой 
геномной таксономии микробов (Щеголев, 2018). Автором 
установлена зависимость оценки систематического по­
ложения штаммов от типа используемых полногеномных 
данных, относящихся к базовой или базовой и подвижной 
составляющим пангенома. При этом отмечено, что единой 
системы отнесения изолятов к тому или иному виду пока 
не существует. До тех пор пока геномные базы данных 
не наполнены в необходимой степени качественным ма­
териалом, в таксономии и систематике прокариот наибо- 
лее корректным остается «полифазный подход», основан­
ный на комбинации фенотипических, хемотаксономиче­
ских и генотипических характеристик.

Азоспирилла, выбранная в качестве объекта исследо­
ваний на заре становления института, оказалась прекрас­
ной моделью для изучения явления растительно-мик­
робной ассоциативности. В настоящее время это одна 
из признанных во всем мире и широко изучаемых так 
называемых ростстимулирующих ризобактерий (plant 
growth promoting rhizobacteria  – PGPR) (Fukami et al., 
2018). Такие микроорганизмы играют важную роль в 
адаптации растения к внешним воздействиям. При этом 
нередко образуется единая растительно-микробная ассо­
циация (ассоциативный симбиоз) с новыми свойствами, 
детерминированными положительным взаимодействием 
партнеров.

Для азоспирилл характерно чрезвычайное разнообра­
зие заселяемых видов растений, что говорит о многочис­
ленности экологических стратегий, реализуемых этими 
бактериями, а также об их широких адаптационных 
возможностях (Bashan et al., 2004; Baldani et al., 2014; 
Pereg et al., 2016). Последние осуществляются благодаря 
таким способностям микроорганизмов, как фиксация 
атмосферного азота, солюбилизация фосфатов, продук- 
ция экзополисахаридов, лектинов, фитогормонов, сиде­
рофоров, поли-β-гидроксибутирата и  пр. Есть данные, 
указывающие на то, что азоспириллы участвуют в фор­
мировании у растений-партнеров так называемой инду­
цированной системной устойчивости (induced systemic 
resistance – ISR) в условиях биотического стресса, а также 
индуцированной системной толерантности (induced sys­
temic tolerance – IST) в условиях абиотического стресса 
(Fukami et al., 2018).

Большинство видов азоспирилл выделено из ризосфе­
ры сухопутных растений. Из водных биотопов изолиро­
ваны пока лишь три вида – A. largimobile (Dekhil et al., 
1997), A. thiophilum (Lavrinenko et al., 2010) и A. griseum 
(Yang et al., 2019). Секвенирование генома Azospirillum 
показало, что бактерия перешла от водного существова­
ния к наземному около 400 млн лет назад – в то же самое 
время, когда появились на суше сосудистые растения 
(Wisniewski-Dyé  et al., 2011). Почти половина генома 
Azospirillum была приобретена в результате горизонталь­
ного переноса генов от других наземных бактерий. Боль­
шая часть горизонтально приобретенных генов кодирует 
функции, имеющие решающее значение для адаптации.

Обладание механизмами фитостимуляции делает азо­
спириллу одним из лучших инокулянтов, успешно при­
меняемых в разных странах при создании коммерческих 
биопрепаратов для повышения урожайности различных 
сельскохозяйственных культур: Azo-Green™, Zea-Nit™, 
Graminante™, BioPower® и др. (Mehnaz, 2015).

Основные результаты исследования 
азоспирилл в ИБФРМ РАН
В ИБФРМ РАН использование штаммов азоспирилл в 
качестве модельного объекта было сосредоточено в ос­
новном на исследовании структур, вовлеченных в обра­
зование ассоциативного симбиоза и/или имеющих важное 
таксономическое значение. В первую очередь это внекле­
точные полисахаридсодержащие комплексы, играющие 
весьма важную и разнообразную роль в формировании и 
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успешном функционировании растительно-микробных 
ассоциаций. Установлено, что азоспириллы содержат в 
капсульном материале и продуцируют в окружающую 
среду сложные высокоагрегированные соединения из 
полисахаридов (ПС), липидов и белков, а также свобод­
ные ПС с молекулярной массой до 20 кДа (Konnova et 
al., 1994). Выявлено, что капсульные ПС-содержащие 
компоненты азоспирилл принимают участие в адсорбции 
бактерий на корнях растений. Впервые показана их спо­
собность индуцировать деформации корневых волосков 
пшеницы (Yegorenkova et al., 2001). Получена приоритет­
ная информация о первичной структуре повторяющихся 
звеньев ПС из поверхностных липополисахаридов (ЛПС) 
и капсульных ПС более 40 штаммов азоспирилл различ­
ного происхождения (Fedonenko et al., 2013; Федоненко 
и др., 2015). Для ряда штаммов, изолированных на раз­
ных континентах из корневой системы разнообразных 
растений, показано явление молекулярной мимикрии 
гликополимеров поверхности бактериальных клеток, 
обусловленное присутствием идентичных или близких 
по структуре повторяющихся звеньев в O-специфическом 
ПС (О-ПС). Резонно предположить, что мимикрия может 
быть связана с реализацией в процессе формирования 
ассоциации с растениями определенных стратегий, воз­
можно, обусловленных наличием нескольких механизмов 
взаимодействия, например эндо- и эктосимбиоза (Коннова 
и др., 2008; Федоненко и др., 2015).

Для исследования поверхностных бактериальных 
структур хорошие возможности предоставляют методы 
иммунохимии, позволяющие на основе изучения дета­
лей строения поверхностных антигенов азоспирилл вы­
яснить, как в целом организована поверхность бактерий, 
функционирующих в ризосфере растений. ЛПС является 
мажорным антигеном бактериальной поверхности азоспи­
рилл, в связи с чем строение его О-ПС определяет имму­
нохимическую специфичность микроорганизмов (Матора 
и др., 2005). С учетом иммунохимических особенностей 
углеводных антигенов бактерий рода Azospirillum создана 
биотест-система их серологической идентификации (Bo­
gatyrev et al., 1992).

На примере азоспирилл описан принципиально новый 
характер микробной R-S-диссоциации, обусловленный 
перераспределением вкладов двух разных (полноценных) 
О-ПС в архитектуру клеточной поверхности бактерий в 
зависимости от возраста культур (Матора и др., 2005). Вы­
делены и исследованы углеводные фрагменты гликозили­
рованного флагеллина полярного жгутика типового штам­
ма A. brasilense Sp7, определено их химическое строение 
(Belyakov et al., 2012). Обнаружена их иммунохимическая 
идентичность одному из двух О-ПС соматического анти­
гена данного штамма. С учетом полученных результатов, 
свидетельствующих об идентичности антигенных детер­
минант в составе капсульных ПС, экзополисахаридов и 
ЛПС азоспирилл, можно предположить наличие некоего 
общего пути (либо нескольких перекрещивающихся пу­
тей) биосинтеза углеводных поверхностных структур у 
бактерий рода Azospirillum.

Впервые предложен вариант твердофазного иммунофер­
ментного анализа (ИФА) микроосадков почвенных сус­

пензий с использованием антител на ЛПС азоспирилл, 
позволяющий проводить выявление соматического бак­
териального антигена в почве. На основе оптимизирован­
ного варианта ИФА исследована динамика наличия in situ  
соматического антигена интродуцированных в почву ассо­
циативных бактерий A. brasilense (Широков и др., 2015).

Видное место в развитии методологии иммунохимиче­
ских исследований в ИБФРМ РАН занимает изучение уни­
кальных физико-химических и биохимических свойств 
наночастиц золота и их биоконъюгатов. С использованием 
коллоидного золота в качестве носителя и адъюванта и 
метода фагового дисплея развиты процедуры получения 
антител к разнообразным антигенам и гаптенам (Матора 
и др., 2005; Dykman et al., 2010). Получены конъюгаты 
золотых и золото-серебряных наночастиц с антителами 
на флагеллин, ЛПС и обладающие родовой специфично­
стью на поверхностные белковые детерминанты типового 
штамма A. brasilense Sp7. Электронно-микроскопический 
анализ с использованием меченных металлическими 
наночастицами антител позволил обнаружить в составе 
клеточной поверхности A. brasilense Sp245 детерминанты 
флагеллина полярного жгутика, исходно экранированные 
у данных бактерий от окружающей среды ЛПС чехлом 
(Широков и др., 2017).

Существенные научные знания привнесены в направ­
ление генетики подвижности, биологии плазмид и ор­
ганизации и динамики генома азоспирилл (Katsy, 2011, 
2014). Выявлен новый вид социальной подвижности  – 
распространение в полужидкой среде с образованием 
микроколоний. Именно такое распространение имеет 
определяющее значение при заселении азоспириллами 
корней пшеницы, в то время как доминирующим спосо­
бом социальной подвижности в лабораторных условиях 
является роение (Шелудько и др., 2010). Показано, что на 
социальное поведение бактерий оказывают большое вли­
яние как внешние факторы (присутствие определенных 
растительных лектинов, экссудатов растений и др.), так 
и спонтанные и индуцированные изменения в геноме, в 
частности в структуре мегаплазмид. Последние сопро­
вождаются фенотипическими вариациями в социальной 
подвижности азоспирилл (роение → ускоренное роение; 
роение → распространение с образованием микроколо­
ний; распространение с образованием микроколоний → 
ускоренное роение) и могут приводить к изменениям в 
формировании биопленок и на первых этапах колониза­
ции корней растений (Katsy, Prilipov, 2009; Schelud’ko et 
al., 2009).

Впервые описаны инсерционные элементы, обуслов­
ливающие пластичность мегаплазмид A. brasilense. По­
лучена информация о первичной структуре и функциях 
ряда таких плазмид (Katsy, Prilipov, 2009). Инсерционные 
элементы ISAzba1 и ISAzba3, опосредующие слияние 
резидентной плазмиды A. brasilense Sp245 с чужеродной 
ДНК, способствуют обогащению генома азоспирилл но­
вым материалом. Динамика генома A. brasilense оказы­
вает существенное влияние на строение бактериальных 
ЛПС азоспирилл и их антигенные свойства, а также на 
устойчивость этих бактерий к ионам тяжелых металлов 
и нитритам (Кацы, Петрова, 2015). Идентифицированы 
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гены азоспирилл, регулирующие продукцию ЛПС, жгу­
тиков, подвижность и денитрификацию. Создана коллек­
ция мутантов A. brasilense, рекомбинантных плазмид и 
штаммов Escherichia coli, содержащих клонированные 
гены азоспирилл (Ковтунов и др., 2013).

Еще один компонент клеточной поверхности азоспи­
рилл – это лектины, углеводсвязывающие белки, являю­
щиеся важными структурами в системе «узнавания»  и 
установления взаимного партнерства на начальных этапах 
формирования ассоциативных взаимоотношений  «бак­
терия–растение». Исследования лектинов азоспирилл в 
ИБФРМ РАН начались во второй половине 1980-х  гг. 
(Никитина и др., 2005). Впервые на поверхности азо­
спирилл, различающихся по источникам и регионам вы­
деления (30 штаммов), обнаружены лектины, имеющие 
штаммовые различия по специфичности к углеводам. 
Установлено, что лектины распределены равномерно на 
наружной мембране азоспирилл и не принадлежат каким-
либо морфологическим структурам типа пилей, жгутиков 
(Карпунина и др., 1995). Выявлена зависимость лектино­
вой активности бактерий от условий культивирования. 
Условия, неблагоприятные для роста культуры, стиму­
лировали активность этих молекул, и наоборот. Лектины 
азоспирилл, связанные с внешней мембраной, играют су­
щественную роль в адгезии бактерий к корням проростков 
пшеницы. Обнаружена их способность взаимодействовать 
с экзокомпонентами, компонентами мембранной фракции 
и лектинами корней проростков растений (Никитина и др., 
1996). Методом конфокальной лазерной сканирующей 
микроскопии показана локализация меченных тритием 
лектинов азоспирилл исключительно на плазматической 
мембране клеток корней проростков пшеницы. Выявлен 
целый спектр ответных биохимических реакций, вызы­
ваемых лектинами на начальных этапах взаимодействия 
с корнями (Alen’kina et al., 2014).

Бактериальные лектины оказывали воздействие на про­
растание семян высших растений, в зависимости от дозы 
подавляя или стимулируя его. Установлено регуляторное 
влияние лектинов азоспирилл в отношении ряда соб­
ственных и растительных гидролитических ферментов 
(Alen’kina et al., 2006). На основании обнаруженного взаи­
модействия полисахаридсодержащих комплексов азоспи­
рилл с собственными лектинами, а также с поверхностно 
локализованными агглютинирующими белками других 
почвенных микроорганизмов (бацилл и ризобий) можно 
судить об участии этих внеклеточных гликополимеров в 
процессах агрегации азоспирилл и в межбактериальных 
контактах в ходе образования почвенного ценоза.

Впервые для азоспирилл описана способность восста­
навливать золото (III) (AuCl–             4) и селен (IV) (SeO2–

          3  ) до эле­
ментарного состояния (Купряшина и др., 2014; Tugarova et 
al., 2014a, b) с образованием наночастиц. Предложена про­
стая схема бактериального синтеза селеновых наночастиц 
с экстраклеточной локализацией (Tugarova et al., 2018).

Различные аспекты существования азоспирилл актив­
но изучаются с использованием современных инстру­
ментальных методов, в том числе различных вариантов 
спектроскопии: мёссбауэровской, ИК-Фурье и комби­
национного рассеяния (Kamnev et al., 2001, 2018; Kam­

nev, Tugarova, 2017). На примере глутаминсинтетазы, 
выделенной из клеток A. brasilense Sp245, была показана 
возможность применения ядерной гамма-резонансной 
спектроскопии (на ядрах 57Co) для изучения структурной 
организации сайтов связывания катионов металлов в 
активных центрах ферментов (Kamnev, Tugarova, 2017). 
Впервые для азоспирилл изучены ассимиляция железа 
и особенности состава и структуры железосодержащих 
клеточных компонентов (Kovács et al., 2016), а также 
взаимодействие и метаболические превращения ионов ко­
бальта культурами A. brasilense (Kamnev, Tugarova, 2017).

Наиболее выраженным откликом на негативные воз­
действия у азоспирилл является синтез поли-β-гидрокси­
бутирата  (ПГБ), особенности и различия накопления 
которого выявлены у штаммов A. brasilense Sp7 (эпифит) 
и Sp245 (эндофит) в реакции на стресс, вызванный тя­
желыми металлами (Kamnev et al., 2018). Показано сни­
женное содержание ПГБ в биопленке (6 сут), образуемой 
мутантом A. brasilense Sp245.1610, лишенным жгутиков, 
по сравнению со штаммом дикого типа Sp245, что может 
влиять на формирование и стабильность биопленок (Tu­
garova et al., 2017).

Известно, что в неблагоприятных условиях обитания 
преимущества имеют растения, у которых в состав ризо­
сферных ассоциаций входят микроорганизмы, выпол­
няющие широкий комплекс функций, включая питание 
растений, их устойчивость к абиотическим стрессам, 
биоконтроль (защита от патогенов), освобождение почв от 
загрязнителей (Тихонович, Проворов, 2009). В последнем 
случае это осуществляется за счет микроорганизмов – де­
структоров поллютантов. Азоспириллы, обладая практи­
чески всеми вышеперечисленными свойствами, являют­
ся  типичными представителями таких защитных ассо- 
циаций. Скрининг штаммов из Коллекции ризосферных 
микроорганизмов ИБФРМ РАН позволил выявить нефте­
окисляющую активность у представителей Azospirillum 
(Муратова и др., 2005). На модели A. brasilense SR80–пше­
ница показано, что нефть не препятствует проявлению 
ростстимулирующей активности бактерии и не влияет 
на продукцию ею ИУК. Штамм проявлял хемотаксис 
по отношению не только к корневым экссудатам пшени­
цы, но и к сырой нефти (Муратова и др., 2005). Он был 
устойчив также к токсическому действию глифосата, 
показывая в его присутствии стабильно высокий уровень 
синтеза ауксина (Крючкова и др., 2005). На основе полу­
ченных результатов разработан способ фиторемедиации 
загрязненного углеводородами грунта с использованием 
смеси бобовых и злаковых растений и A. brasilense SR80 в 
качестве инокулянта (Патент RU 2403102). Существенный 
интерес для экологической биотехнологии представляет 
штамм A.  brasilense Sp245, способный в ассоциации с 
корнями проростков пшеницы «Саратовская 29» транс­
формировать неорганические формы мышьяка (арсенит 
в арсенат), снижая токсичность этого металлоида (Lyubun 
et al., 2006).

На основе штамма A. zeae из Коллекции ризосферных 
микроорганизмов ИБФРМ РАН сотрудниками группы 
компаний «Бионоватик» разработан и производится био­
препарат Organit N, направленный на улучшение азотного 
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питания растений (bionovatic.ru). Согласно спецификации 
производителя, препарат эффективен на зерновых и зер­
нобобовых культурах, кукурузе, сахарной свекле. 

Высокая эффективность искусственных растительно-
микробных ассоциаций, создаваемых in vitro с участием 
азоспирилл, показана в развитии технологий микро­
клонального размножения растений с целью повышения 
качества посадочного материала сельскохозяйственных 
культур и сохранения редких видов растений – источников 
ценных биологически активных соединений (Tkachenko 
et al., 2015). 

Заключение
Несмотря на довольно продолжительный период изучения 
бактерий рода Azospirillum, интерес к ним мирового на­
учного сообщества не ослабевает; количество посвящен­
ных им публикаций в течение последнего десятилетия 
неуклонно растет, достигнув 250 статей в год (по данным 
www.scholar.google.com). Полученные знания служат 
базой для расширения исследований разнообразных 
бактерий, образующих ассоциации и симбиозы с растени­
ями. Именно в этом направлении развивается Коллекция 
ризосферных микроорганизмов ИБФРМ РАН в настоя­
щее время, и в этом смысле роль подобных специализи­
рованных коллекций трудно переоценить. В результате 
участия ИБФРМ РАН в российско-европейском проекте 
7-й Рамочной программы Европейского Союза «Банки 
ризосферных микроорганизмов» (Banking Rhizosphere 
Micro-Organisms) BRIO No. 266106 (2011–2014 гг.) часть 
штаммов Коллекции включена в паневропейскую базу 
данных ризосферных микроорганизмов, предназначенную 
для поддержки как научных исследований микробиома 
ризосферы, так и практической биотехнологии (Declerk 
et al., 2015).

Следует отметить, что описанные выше результаты 
получены в ИБФРМ РАН с использованием современных 
методов, в том числе в рамках российских и междуна­
родных проектов (РНФ, РФФИ, грантов Президента 
России, государственных программ, МНТЦ, INTAS, 
NATO, FP-7 и др.). Эти данные легли в основу более 80 за­
щищенных  кандидатских и докторских диссертаций. 
Опубликовано более 600 работ в российских и междуна­
родных научных изданиях. Создана научная школа под 
руководством профессора, д.б.н., заслуженного деятеля 
науки  РФ В.В.  Игнатова, неоднократно поддержанная 
грантами Президента  РФ. Ряд изобретений защищены 
патентами РФ. Штаммы – стимуляторы роста растений 
и деструкторы поллютантов – в последнее время стали 
объектом пристального интереса со стороны отечествен­
ного малого бизнеса.

Таким образом, на примере Коллекции ризосферных 
микроорганизмов ИБФРМ РАН весьма отчетливо видно 
значение подобных специальных собраний для фундамен­
тальных и прикладных аспектов биологической науки.
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