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Уважаемые читатели! 

Сегодня особое внимание в области прикладной био-
технологии растений и маркер-ориентированнной селек-
ции уделяется вегетативно размножаемым культурам 
и их устойчивости к различным факторам биотического 
стресса. Несколько статей текущего номера посвящены 
решению этих вопросов.

Представлена обзорная работа по землянике садовой, 
обобщающая и систематизирующая сведения об извест-
ных генах и локусах количественных признаков, контро-
лирующих устойчивость к грибным заболеваниям, таким 
как антракнозная гниль, мучнистая роса и др. Приведена 
информация о ДНК-маркерах, ассоциированных c дан-
ными локусами устойчивости, в том числе о маркерах, 
уже используемых в практической селекции для моле-
кулярного скрининга коллекционного и селекционного 
материала земляники.

Также представлены результаты оригинального иссле-
дования, посвященного поиску доноров гена Rpv3 среди 
бессемянных сортов столового винограда. Данный ген 
обеспечивает устойчивость к одному из наиболее распро-
страненных грибных заболеваний виноградной лозы – 
милдью. Для определения аллельного состояния гена 
Rpv3 использовали аллель-специфичные ДНК-маркеры. 

Выделены пять сортов – носителей функционального 
аллеля данного гена, которые могут быть использованы 
в селекции бессемянных сортов как доноры устойчиво-
сти к милдью.

Понимание организации гибридного генома лука 
многоярусного, изучению которой при помощи мето-
дов молекулярной цитогенетики посвящена следующая 
работа, позволит пролить свет на механизмы устойчиво-
сти лука к факторам биотического стресса.

Другое направление, на котором делается акцент 
в текущем номере – генетические подходы к изуче-
нию и получению продовольственных зерновых культур 
с повышенной питательной ценностью. Сегодня улуч-
шение соответствующих показателей зерна для удовлет-
ворения потребностей населения в продуктах для дие-
тического, специализированного и функционального 
питания – одно из наиболее актуальных направлений 
селекции злаков. Одним из привлекательных объектов 
для работы в этом направлении является сорго – высо-
коурожайная жаростойкая и засухоустойчивая куль-
тура, зерно которой обладает значительным содержа-
нием белка. В номере представлен обзор работ по исполь-
зованию методов генетической инженерии и геномного 
редактирования для улучшения питательной ценности 
зерна сорго, описаны потенциальные гены-мишени и их 
функциональная роль. Также представлены результаты 
оригинального исследования, направленного на оценку 
степени генетического разнообразия и анализ гене-
тической структуры отечественной коллекции сорго. 
В  результате разработана единая система мультиплекс-
ного ПЦР-анализа на основе 12 полиморфных микро-
сателлитных локусов, позволяющая проводить анализ 
образцов растений в одну стадию. Обработка получен-
ных экспериментальных данных позволила дифференци-
ровать более 200 образцов шести видов сорго по группам 
в соответствии c классификацией по морфологическим 
и агрономическим признакам.

Представленные работы будут интересны как для 
широкого круга читателей в области биологии растений, 
так и для специалистов, занимающихся частной генети-
кой и селекцией упомянутых выше культур.

Главный редактор,
профессор РАН,
Е. К. Хлесткина 

ОТ ГЛАВНОГО РЕДАКТОРА / FROM THE EDITOR IN CHIEF

Plant Biotechnology and Breeding 2019;2(3)
5



Оригинальное исследование / Original article DOI: 10.30901/2658-6266-2019-3-o2

РАЗНООБРАЗИЕ ХРОМОСОМНОГО СОСТАВА ОБРАЗЦОВ  
ЛУКА МНОГОЯРУСНОГО ALLIUM × PROLIFERUM (MOENCH) SCHRAD. 
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DIVERSITY OF CHROMOSOMAL COMPOSITION 
IN TOP ONION A LL I U M × PROL I F ERU M 
(MOENCH) SCHR AD. EX W ILLD. ACCESSIONS 
FROM THE VIR I N V I T RO  COLLECTION

Актуальность. Лук многоярусный Allium  ×  proliferum (Moench) 
Schrad. ex  Willd., 1809 (2n=2x=16) – вид, для которого харак-
терно только вегетативное размножение: воздушными 
или подземными луковицами. Показано, что образцы этого вида 
являются гибридами Allium cepa и Allium fistulosum (Fiskesjo, 
1975; Vosa, 1976; Schubert  et  al., 1983; Puizina, Papes, 1999). В  кол-
лекции in vitro ВИР сохраняются образцы A. × proliferum, которые 
были получены из разных источников, однако, их родословная 
нам неизвестна. Поэтому существует необходимость опреде-
ления уровня плоидности и геномного состава образцов, под-
держиваемых в коллекции. Материал и  методы. В исследо-
вании использовали 13 образцов A.  ×  proliferum, сохраняемых 
в коллекции in  vitro ВИР. Для характеристики уровня плоид-
ности и геномного состава образцов использовали методы моле-
кулярной цитогенетики: FISH c хромосомоспецифичными мар-
керами: 5S и 18S/25S рДНК и GISH с дифференциально мечеными 
ДНК предполагаемых родительских видов: A. cepa и A. fistulosum. 
Результаты. GISH анализ показал, что все изученные образцы 
представляют собой гибриды A.  cepa c  A.  fistulosum. Большая 
часть (10 из 13 изученных) образцов были определены как дипло-
идные гибриды, кариотип которых включает восемь хромосом 
A.  cepa и восемь хромосом A.  fistulosum. Образец К  3206 также 
представляет собой диплоидный 16-ти хромосомный гибрид 
с восемью хромосомами A.  cepa, семью – A.  fistulosum и одной 
перестроенной хромосомой. Образцы К  3205 и К  3202 пред-
ставляют собой полиплоидные формы. У  A.  ×  proliferum К  3202 
выявлено семь хромосом, A. cepa и 16 хромосом A. fistulosum, одна 
из которых имеет локализованную терминально интрогресию 
генетического материала A.  cepa. Для образца К  3205 харак-
терно наличие 16-ти хромосом, A. cepa и 13 хромосом A. fistulosum. 
У этого образца выявлена только одна хромосома Allium fistulosum 
c локусом 5S рДНК. Выводы. Таким образом, в коллекции пред-
ставлены образцы лука многоярусного, имеющие кариотипи-
ческие различия.

Ключевые слова: лук многоярусный, Allium × proliferum, межви-
довые гибриды, in situ гибридизация.
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Background. Top onion, Allium  ×  proliferum (Moench) Schrad. ex 
Willd., 1809 (2n=2x=16), is a species that is characterized by vegetative 
propagation by air or underground bulbs only. Accessions of this species 
have been shown to be hybrids of Allium cepa and Allium fistulosum 
(Fiskesjo, 1975; Vosa, 1976; Schubert et al., 1983; Puizina and Papes, 
1999). Accessions of Allium  ×  proliferum were obtained from vari-
ous sources and conserved in the in vitro collection of VIR. However, 
their pedigree was unknown, therefore there was a need to determine the 
ploidy level and genomic composition of these accessions. Materials 
and Methods. Thirteen Allium × proliferum accessions from the VIR 
in vitro collection were studied. To characterize the ploidy level and 
genomic composition of the accessions, the research employed FISH 
with chromosome-specific markers (5S and 18S/25S rDNA) and GISH 
with differentially labeled DNA of the putative parent species,  i.e., 
A. cepa and A. fistulosum. Results. According to GISH, all the studied 
accessions were hybrids of A. cepa and A. fistulosum. Most (10 out of 13) 
accessions were determined as diploid hybrids with eight A. cepa and 
eight A. fistulosum chromosomes. The accession К 3206 turned out to 
be a diploid 16-chromosome hybrid with eight A. cepa, seven A. fistulo-
sum chromosomes and one rearranged chromosome. Accessions К 3205 
and К 3202 were found to be polyploids. The A. × proliferum accession 
К 3202 contained seven A. cepa and 16 A. fistulosum chromosomes. The 
accession К 3205 is characterized by the presence of 16 chromosomes 
hybridizing with A. cepa DNA and 13 chromosomes hybridizing with 
A. fistulosum DNA. Only one chromosome of A. fistulosum in this acces-
sion was revealed to have a 5s rDNA locus. Conclusions. The above 
shows that the collection contains top onion accessions with karyotypic 
differences.

Key words: top onion, Allium × proliferum, interspecific hybrids, in situ 
hybridization.
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Введение

Лук многоярусный Allium  ×  proliferum (Moench) 
Schrad. ex Willd., 1809 – многолетнее растение, размно-
жающееся только вегетативно: воздушными или под-
земными луковицами. Его характерной особенностью 
является образование на семенных стрелках луковиц 
вместо цветков в 2, 3 и даже в 4 яруса. Наряду с луко-
вицами, в соцветиях могут формироваться стерильные 
цветки (Puizina, 2013). В литературе можно встретить 
этот вид под названиями A.  aobatum Araki и A.  wakegi 
Araki – для образцов восточно-азиатской группы, или 
Allium cepa L. var. viviparum (Metzg.) Alef и A.  cepa var. 
proliferum (Moench) Schrad.  – для образцов евразийской 
группы (Fritsch, Friesen, 2002). Изначально его класси-
фицировали как разновидность лука репчатого (Helm, 
1956). Это диплоидный вид (2n=4x=16), однако карио-
тип лука многоярусного является псевдодиплоидным. 
На основании результатов сравнительного морфологи-
ческого анализа хромосом Allium cepa L. var. viviparum 
(Metzg.) Alef, A.  cepa L. и A.  fistulosum L. было выдви-
нуто предположение о гибридной природе лука много-
ярусного (Bozzini,1964). Позднее это было подтверждено 
в  ряде исследований с использованием методов диффе-
ренциального окрашивания хромосом (Fiskesjo, 1975; 
Vosa, 1976; Schubert  et  al., 1983). Основываясь на дан-
ных, подтверждающих гибридную природу лука мно-
гоярусного, Шуберт с соавторами вводят название вида 
Allium  ×  proliferum (Moench) Schrad. (Schubert  et  al., 
1983). В дальнейшем при изучении различных образ-
цов посредством геномной in situ гибридизации (GISH) 
и флуоресцентной in situ гибридизации (FISH) с исполь-
зованием в качестве проб (зондов) 5S и 18S рДНК было 
подтверждено, что лук многоярусный и A.wakegi Araki 
являются межвидовыми гибридами между A.  cepa L. 
и  A.  fistulosum L. (Friesen, Klaas, 1998; Puizina, Papes, 
1999; Hizume, 1994; Khrustaleva et al., 2010). Анализ раз-
нообразия A. × proliferum с использованием пяти систем 
изоферментов подтвердил гибридную природу этого 
вида, а также выявил его политопическое происхождение 
(Maass, 1997).

Лук многоярусный не является столь широко воз-
делываемой и экономически значимой культурой, как 
лук репчатый A.  cepa или чеснок A.  sativum. Тем не 
менее, культивирование этого многолетнего вида широ-
ко распространено на приусадебных и дачных участках 
в Европе, Северной Америке, Северо-Восточной Азии 
(Fritsch, Friesen, 2002) для использования в пищу зеленых 
листьев, которые отрастают, начиная с весны и до осен-
них холодов. Это холодостойкая культура, выдержива-
ющая мороз до 45 градусов под снежным покровом без 
дополнительного укрытия (Avrov, 1961). Один из родите-
лей лука многоярусного – лук батун A. fistulosum является 
источником ряда ценных признаков, таких как устойчи-

вость к ряду патогенов, таких как возбудители антракноза 
Colletotrichum gloeosporioides (Galvan et al, 1997), листо-
вой гнили Botrytis squamosa (Curran, Maude, 1984), розо-
вой корневой гнили Purenjchaeta terrestris (Netzer  et  al, 
1985). Поэтому батун привлекают в межвидовые скрещи-
вания с луком репчатым. Описаны формы, полученные 
на основе межвидовых гибридов, обладающие устойчи-
востью к таким патогенам, как возбудитель пероноспоро-
за Peronospora destructor, возбудитель стемфилиоза лука 
Stemphylium vesicarium, полученные на основе межви-
довых гибридов (Budylin et  al., 2014; Kudryavtseva et  al., 
2019).

Существуют данные о получении растений, сходных 
с луком многоярусным, в экспериментах по межвидовой 
гибридизации. Так, Ершов и Юрьева сообщают, что при 
скрещивании A.  vavilovii c A.  fistulosum среди растений 
F1 была выявлена форма, сходная по фенотипическим 
характеристикам с луком многоярусным: на стрелках 
образовывались воздушные луковицы, цветки в соцвети-
ях не развивались, в последующих вегетативных поколе-
ниях признаки многоярусного лука сохранялись (Ershov, 
Yureva, 1985). В этой же публикации авторы приводят 
информацию о выявлении растения с признаками лука 
многоярусного среди растений поколения F3 гибрида лука 
репчатого и батуна. У форм, выщепляющихся в  поко-
лениях более поздних, чем F1, и фенотипически схожих 
с луком многоярусным, кариотип может претерпеть изме-
нения.

В коллекции in vitro ВИР сохраняются образцы 
A. × proliferum, которые были получены из разных источ-
ников, однако, их родословная нам неизвестна. Целью 
нашей работы было изучение разнообразия геномно-
го и хромосомного состава образцов лука многоярусно-
го A. × proliferum (Moench) Schrad. из коллекции in vitro 
ВИР с использованием методов молекулярной цитогене-
тики.

Материалы и методы.

В работе были исследованы 13 образцов лука много-
ярусного A. × proliferum (Moench) Schrad. ex Willd. 1809, 
11 из которых были получены из полевой коллекции ВИР, 
введены и сохраняются в in vitro с 2003 г., 1 – собран на 
территории республики Марий Эл, около города Йош-
кар-Ола, где культивировался на садовом участке более 
30 лет, в культуре in vitro с 2014 г.; 1  – из Германии, в 
культуре in vitro с 2018 г. Использованные в работе образ-
цы лука из коллекции in vitro представлены в таблице 1.

Образцы Allium  cepa К  5320 и Allium  fistulosum Рус-
ский зимний (К 3244) использовали для получения мече-
ных проб ДНК родительских геномов для GISH экспе-
риментов. Растения лука-батуна получены из семян и 
выращены в почвенной культуре.
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Растения образцов лука многоярусного высаживали 
из культуры in vitro в почву и выращивали в условиях 
естественных фотопериода и температуры в весенне-лет-
ний период. Для анализа использовали по 3 растения каж-
дого образца.

Фиксация материала и подготовка препаратов 
митотических хромосом. Для цитогенетического анализа 
корешки укорененных в почве растений помещали в воду 
со льдом (0°С) на сутки, затем в фиксатор 3:1 (96% этило-
вый спирт: ледяная уксусная кислота), фиксации хранили 
в морозильнике (- 20°С) до использования. Для цитогене-
тического анализа готовили давленые препараты из кор-
невой меристемы, обработанной в течение 50 мин. раство-
ром мацерирующих ферментов, содержащим целлюлазу 
(1,07 U/mg, Sigma, Cellulace c22178, Япония) в концентра-
ции 40 мг/мл и пектолиазу (0,94 U/mg, Sigma, Pectolyase 
p3026, Япония) в концентрации 10 мг/мл.

Подготовка ДНК. ДНК A. cepa и A. fistulosum выделяли 
по протоколу Бернатского и Тенксли (Bernatzky, Tanksley, 
1986).

Геномную ДНК A. cepa и A. fistulosum и плазмидную 
ДНК, несущую 18S/25S pДНК (зонд Ver17) (Yakura,Tanifuji, 
1983) метили методом Nick – трансляции с использованием 
DIG-Nick Translation Mix и Bio-Nick Translation Mix (Roche 
Diagnostics); меченую биотином 5S рДНК получали мето-
дом ПЦР с использованием праймеров согласно Gottlob-
McHugh с соавторами (Gottlob-McHugh et al., 1990).

Флюоресцентная in situ гибридизация (FISH, GISH). 
Флюоресцентную in situ гибридизацию проводили, 

взяв за основу стандартные методики (Leitch et al, 1994; 
Pendinen et al, 2008). 

FISH c дифференцально мечеными 18S/25S (DIG) и 5S 
(BIO) pДНК провели для определения их числа и локали-
зации на митотических хромосомах лука многоярусного. 
Затем для идентификации геномной принадлежности хро-
мосом на тех же препаратах провели GISH с дифференци-
ально мечеными ДНК A. cepa и A. fistulosum. В двухцветной 
GISH-FISH для детекции биотиновой пробы использова-
ли streptavidin–Cy3 (CyTM-conjugated Streptavidin, Jacson 
Immuno Research Laboratories, Inc. Dianova) в концентра-
ции 6 ng/μl, для детекции дигоксигениновой метки – Anti 
Digoxigenin-Fluorescein (Roche Diagnostics) в концентра-
ции 6 ng/μl. Хромосомы контрастировали раствором DAPI 
(4′,6-diamidino-2-phenylindole, 1.0 ng/μl).

Анализ препаратов и создание изображений прово-
дили с использованием эпифлюоресцентного микроско-
па AxioImager M2 с камерой AxioCamMRm и программ-
ным обеспечением AxioVision Rel 4.8.(ZEISS, Германия)

Результаты

Анализ хромосомного состава образцов лука мно-
гоярусного из коллекции in vitro ВИР с использовани-
ем FISH и хромосомспецифичных маркеров (5S и 18/25S 
рДНК) и GISH c дифференциально мечеными ДНК пред-
полагаемых родительских видов выявил их гибридную 
природу.

Таблица 1. Образцы Allium из коллекции in vitro ВИР, использованные в исследовании
Table 1. Studied Allium accessions from the VIR in vitro collection.

№ 
п/п Вид № по 

каталогу Происхождение Год введения в 
культуру in vitro

1 A. × proliferum 3202 Сибирский ботанический сад 2003

2 A. × proliferum 3203 Ленинградская область (ЛСХИ) 2003

3 A. × proliferum. 3204 Ленинградская область 2003

4 A. × proliferum 3205 Ленинградская область 2003

5 A. × proliferum 3206 Алтайский край. 2003

6 A. × proliferum 3207 Ленинградская область 2003

7 A. × proliferum 3208 Ленинградская область 2003

8 A. × proliferum 3209 Алтайский край 2003

9 A. × proliferum 3210 Краснодарский край 2003

10 A. × proliferum 3211 Ленинградская область, завезен из Омской области 2003

11 A. × proliferum 3212 Ленинградская область 2003

12 A. × proliferum И: о157901 Республика Марий Эл, Россия, 2014

13 A. × proliferum И: 632061 Германия, Мекленбург - Передняя Померания 2018

14 A. cepa ssp. ascalonicum 5320 Алтайский край 2004
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В геноме родительских видов сайты 18S/25S рДНК 
локализованы терминально в коротких плечах двух 
пар хромосом (хромосомы 6 и 8) генома A.  cepa (рису-
нок 1а, в, г), одна из которых со спутником (хромосома 6, 

рис.1в), и в коротком плече одной пары спутничных хро-
мосом A. fistulosum (рис. 1д, ж), сайты 5S рДНК, локали-
зованы в коротких плечах 7-й хромосомы: A. cepa (2 сай-
та, рис. 1б) и A. fistulosum (1 сайт) (рис. 1д, е).

Рис. 1. Локализация маркеров 5S 18/25S рДНК на митотических хромосомах A. cepa (a – г) 
и А. fistulosum (д – е). a – FISH с хромосомами A. cepa (К 5320) – идентифицированы: б – пара 

хромосом 7 с двойным 5S маркером в коротком плече, в – пара хромосом 6 с сателлитом в коротком 
плече, г – пара хромосом 8 с 18/25S маркером в коротком плече; д – FISH с хромосомами А. fistulosum 
Русский зимний: е – пара хромосома 7 с одним 5S маркером в коротком плече, ж – пара хромосом 

с сателлитом в коротком плече.
Fig. 1. Localization of 5S and 18/25S rDNA markers on mitotic chromosomes of A. cepa (a – г) and 

A. fistulosum (д – е). а – FISH with A. cepa (k-5320) chromosomes; identified: б –chromosome 7 pairs with a 
double 5S marker on the short arm, в – chromosome 6 pair with a satellite on the short arm, г – chromosome 
8 pair with 18/25S marker on the short arm; д – FISH with A. fistulosum (cv. Russkii zimnii) chromosomes: 
е – chromosome 7 pair with one 5S marker on the short arm, ж – pair of chromosomes with a satellite on the 

short arm.

GISH анализ показал, что все изученные образцы 
A.  ×  proliferum представляют собой межвидовые гибри-
ды A. cepa с A. fistulosum (таблица 2, рисунки 2 – 4), одна-
ко, было выявлено некоторое разнообразие кариотипов 
и  уровня плоидности.

Большая часть образцов A. × proliferum – 10 из 13 пред-

ставляют собой гибриды (2n=2x=16), в кариотипе которых 
выявлены по восемь хромосом родительских видов (табл. 2, 
рис. 2, б, и). У семи из них (К 3204; К 3208; К 3210; К 3211; 
К 3212; К 3209; И:632061) число и распределение на хромо-
сомах маркеров рДНК соответствует этой характеристике 
родительских видов (рис. 2., а – ж).
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Таблица 2. Характеристика хромосомного состава образцов A. × proliferum из коллекции in vitro ВИР
Table 2. Details of chromosome composition of A. × proliferum accessions from the VIR in vitro collection

Образцы
Число хромосом Хромосом с маркером

всего сepa* fist** cepa/fist 
18S/25S 5S 

cepa fist cepa fist
К 3204; К 3208; К 3210; К 3211; К 3212; 
К 3209; И:632061 16 8 8 0 2 1 1 1 

К 3202; К 3207; И:о157901 16 8 8 0 3 1 1 1
К 3206 16 8 7 1 2 1 1 1
К 3205 29 16 13 0 4 2 2 1
К 3203 23 7 15 1*** 3+1*** 4 1 2
A. cepa ssp. ascalonicum К 5320 16 16 - - 4 - 2 -
A. fistulosum К 3244 16 - 16 - - 2 - 2

* - A. cepa; ** - A. fistulosum, *** - хромосома A. fistulosum c небольшой терминальной интрогрессией A. cepa, несущей 18S/25S маркер.

Рис. 2. FISH c маркерами 5S и 18/25S рДНК и GISH c геномными ДНК A. cepa и A. fistulosum митотических 
хромосом диплоидных образцов A. × proliferum (а – ж) – К 3212: а – результат FISH c 5S и 18/25S маркера-
ми, б – та же клетка после GISH; в, г – хромосомы 7 с 5S маркером геномов A. fistulosum и A. cepa соот-
ветственно, д – е – хромосомы с маркером 18/25S – спутничная хромосома A. fistulosum (д) и 2 хромосомы 
A. cepa (е, ж), одна из которых хромосома 6 – спутничная (е). (з – п) – И:о157901: з – результат FISH c 5S 
и 18/25S хромосомными маркерами, и та же клетка после GISH; к, л – хромосомы 7 с 5S маркером хромо-
сом A. fistulosum и A. cepa соответственно; м – п хромосомы с маркером 18/25S – спутничная хромосома 

A. fistulosum (м) и три хромосомы A. cepa (н – п), одна из которых хромосома 6 – спутничная (н).
Fig. 2. FISH with 5S and 18/25S rDNA markers and GISH with genomic DNA A. cepa and A. fistulosum mi-
totic chromosomes of labeled accessions A. × proliferum (а – ж) – k-3212: а – the result of FISH with 5S and 
18/25S markers, б – the same cell after GISH; в, г – chromosomes 7 with 5S marker of A. fistulosum and A. cepa 
genomes, respectively; д  –  е  – chromosomes with 18/25S marker – satellite chromosome of A.  fistulosum (д) 
and two A. cepa chromosomes (е, ж), one of which i.e., chromosome 6, is a satellite chromosome (e). (з – п) – 
I:o157901: з – the result of FISH with 5S and 18/25S chromosome markers, and the same cell after GISH; к, л – 
chromosomes 7 with 5S marker of A. fistulosum and A. cepa, respectively; м – п – chromosomes with 18/25S 
marker – satellite chromosome of A. fistulosum (m) and 3 chromosomes of A. cepa (н – п), one of which, i.e., 

chromosome 6, is a satellite chromosome (н).
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У перечисленных семи образцов сайты 18S/25S 
рДНК локализованы терминально в коротких плечах 
двух хромосом A.  cepa (рис.  2, а, е, ж) и в одной хромо-
соме A. fistulosum (рис. 2, а, г), сайты 5S рДНК выявлены 
у A. cepa в одной хромосоме (2 сайта, рис. 2, г) и в одной 
хромосоме A.  fistulosum (1 сайт, рис.  2, в). У трех образ-
цов (К 3202, К 3207, И:о157901), наряду с 18S/25S марке-
ром в двух хромосомах, дополнительно выявлена еще одна 
хромосома с этим маркером, локализованным терминаль-
но в коротком плече одной из субметацентрических хро-
мосом A. cepa (рис. 2, н – п). Число и локализация марке-

ра 5S рДНК у этих форм также сходны с родительскими 
видами (табл. 2, рис. 2, к, л), причем у образца И:о157901 
были изучены как растения из культуры in vitro, так и рас-
тения исходного клона, все время культивируемые in vivo. 
Кариотипические характеристики обеих форм совпали.

У всех трех изученных растений одного из диплоидных 
образцов лука многоярусного (2n = 2x=16) (К 3206) выяв-
лено восемь хромосом A. fistulosum, семь хромосом A. cepa 
и одна рекомбинантная хромосома A.  fistulosum/ A.  cepa, 
в которой генетический материал A. cepa, охватывает боль-
шую часть одного из плеч (рис. 3, а, в).

Рис. 3. GISH c геномными ДНК A. cepa и A. fistulosum различных растений и FISH c маркерами 5S и 18/25S 
рДНК диплоидного образца A. × proliferum К 3206. а – GISH хромосом растения 1 с дифференциально мече-
ными ДНК A. cepa и A. fistulosum; б, в – FISH хромосом растения 2 и та же клетка после GISH соответствен-
но; г – перестроенная хромосома генома A. fistulosum c интрогрессией генетического материала A. cepa.

Fig. 3. GISH with genomic DNA of A. cepa and A. fistulosum of different plants and FISH with 5S and 18/25S 
diploid rDNA probes on A. × proliferum accession К 3206. а – GISH of plant 1 chromosomes with differentially 
labeled A .cepa and A. fistulosum DNA; б, в – FISH of plant 2 chromosomes and the same cell after GISH, respec-
tively; г – rearranged chromosome of the A. fistulosum genome with introgression of A. cepa genetic material.

Число и распределение на хромосомах сайтов гибри-
дизации с зондами 18S/25S, 5S рДНК соответствуют этим 
характеристикам родительских видов. Перестроенная 
хромосома не несет этих сайтов (рис. 3, б – г).

Два образца, в кариотипе которых также выявлены 
хромосомы A  .cepa и A.  fistulosum, отличаются по чис-
лу родительских хромосом от типичных представителей 
лука многоярусного (рисунок 4).

У A.  ×  proliferum К  3203 выявлено семь хромосом 
A. cepa и 16 хромосом A. fistulosum, одна из которых несет 
терминальную интрогрессию генетического матери-
ала A.  cepa в длинном плече (рис.  4,  б). В четырех хро-
мосомах A.  cepa выявлены сайты 18S/25S рДНК: в хро-
мосоме 6  – спутничной  – хорошо идентифицируемый 
в терминальной части короткого плеча  – в районе спут-
ника, и терминально расположенные минорные сай-
ты в коротких плечах трех хромосом (рис.  4, а, д, е). В 
коротком плече хромосомы 7 A.  cepa, как и у родитель-
ского вида, выявлены два сайта 5S рДНК (рис.  4,  а,  в). 
Среди хромосом A. fistulosum выявлена пара спутничных 
хромосом (хромосома 8), несущих сайты 18S/25S рДНК 
(рис.  4,  а,  ж). Кроме того, в коротком плече еще одной 
из хромосом A.  fistulosum выявлен терминально лока-

лизованный минорный сайт 18S/25S рДНК (рис.  4,  з). 
В одной паре хромосом локализован сайт 5S рДНК 
(рис.  4,  г). Расположение 5S маркера на обеих хромосо-
мах 7 A.  fistulosum соответствует этой характеристике 
родительского кариотипа, но гомологичные хромосомы 
различаются размерами сайтов гибридизации с зондом 5S 
рДНК (рис. 4, г). В длинном плече одной из субметацен-
трических хромосом выявлена терминально расположен-
ная интрогрессия генетического материала A. cepa с тер-
минальным минорным маркером 18/25S в интрогрессиро-
ванном фрагменте (рис. 4, и).

Образец К 3205 представляет собой близкую к тетра-
плоидной форму с 16 хромосомами A.  cepa и 13 хромо-
сомами A. fistulosum (рис. 4, л). Среди хромосом A. cepa 
этого образца, как и у родительского вида, идентифици-
рованы две пары хромосом (шестой – спутничной и вось-
мой) с терминально локализованными в коротких пле-
чах сайтами 18S/25S рДНК (рис. 4, к, о) и пара хромосом 
7 с двумя сайтами 5S рДНК в коротком плече (рис. 4, м). 
Среди хромосом A.  fistulosum выявлена пара спутнич-
ных хромосом, несущих сайт 18S/25S рДНК (рис. 4, к, р) 
и лишь одна хромосома 7 с сайтом 5S рДНК в коротком 
плече (рис. 4, к, н).
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Рис. 4. FISH c использованием зондов 5S и 18/25S рДНК и GISH c геномными ДНК A. cepa и A. fistulosum 
применительно к образцам A. × proliferum с отличным от диплоидного числом хромосом. (а – и) – К 3203 
(2n=23): а –FISH c 5S и 18/25S хромосомными маркерами, б – та же клетка после GISH – 7 хромосом 
A. cepa и 16 A. fistulosum, в, г – одна хромосома 7 A. cepa и две хромосомы A. fistulosum соответственно; 
д – е – хромосомы с маркером 18/25S у A. cepa – одна спутничная хромосома 6 (д) и три хромосомы с ми-
норными терминально локализованными маркерами (e) A. fistulosum – пара спутничных хромосом (ж), 
хромосома с минорным теломерно локализованным маркером (з, и), и – хромосома A. fistulosum с ин-
трогрессией генетического материала и минорным 18/25S маркером в интрогрессированном фрагмен-
те; (к – р) – К 3205 (2n =29): к – FISH c 5S и 18/25S хромосомными маркерами, л – та же клетка после 
GISH –  16 хромосом A. cepa и 13 A. fistulosum; м, н – две хромосомы 7 A. cepa и одна A. fistulosum соот-
ветственно; о – р – три пары хромосом с маркером 18/25S: две A. cepa (о, п), одна из них спутничная (о), 

одна пара спутничных хромосом A. fistulosum (р).
Fig. 4. FISH with 5S and 18/25S rDNA as probes and GISH with genomic DNA from A. cepa and A. fistulosum 
as applied to A. × proliferum accessions with polyploid chromosome numbers. (а – и) – К 3203 (2n=23): а – FISH 
with 5S and 18/25S chromosome markers, б – the same cell after GISH – seven A. cepa and 16 A. fistulosum chro-
mosomes, в, г – one chromosome 7 of A. cepa and two A. fistulosum chromosomes, respectively; д – е – of A. cepa 
chromosomes with 18/25S marker – one satellite chromosome 6 (д) and three chromosomes with minor telomeric 
markers (e); A. fistulosum chromosomes – a pair of satellite chromosomes (ж), a chromosome with a minor telo-
meric marker (з, и), и – A.  fistulosum chromosome with introgression of genetic material and a minor 18/25S 
marker in the introgressed fragment; (к – р) – k-3205 (2n = 29): к – FISH with 5S and 18/25S markers, л – the 
same cell after GISH – 16 A. cepa and 13 A. fistulosum chromosomes; м, н – two chromosomes 7 of A. cepa and one 
A. fistulosum chromosome, respectively; о – р – three pairs of chromosomes with 18/25S marker: two A. cepa chro-

mosomes (о, п), one of them satellite (о), and one pair of satellite chromosomes of A. fistulosum (р).
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Обсуждение

Результаты анализа локализации сайтов рДНК образ-
цов видов  – носителей родительских геномов лука мно-
гоярусного A.  ×  proliferum согласуются с литературны-
ми данными (Sato, 1981, Ricroch  et  al., 1992; Do  et  al., 
2001; Gernand  et  al., 2007). Среди исследованных нами 
образцов лука многоярусного выявлены формы (К  3202, 
К  3207, И:о157901) с локализацией 18/25S рДНК в трех 
хромосомах A.  cepa, одна из которых спутничная и две 
с терминальными минорными сайтами. Однако, как сви-
детельствуют результаты ряда авторов, у этого вида сай-
ты 18S/25S рДНК локализованы в коротких плечах толь-
ко двух пар хромосом (хромосомы 6- и 8) у A. cepa, одна 
из которых спутничная (Sato, 1981, Ricroch  et  al., 1992; 
Do et al., 2001; Gernand et al., 2007). Выявление дополни-
тельного минорного сайта 18/25S рДНК у этих образцов 
не является следствием изменений кариотипа при куль-
тивировании в условиях in vitro, поскольку для расте-
ний клона И:о157901, культивируемого in vivo, и того же 
образца после культивирования in vitro эти характери-
стики совпадают. Возможно, у лука репчатого существу-
ет полиморфизм количества минорных сайтов гибридиза-
ции с зондами 18/25S рДНК, и различное их количество 
у образцов лука многоярусного обусловлено полиморфиз-
мом по этому признаку у родительских форм A. cepa.

У одного из диплоидных 16-ти хромосомных образ-
цов – К 3206 – выявлена одна рекомбинантная хромосома 
A.  cepa. Происхождение такой перестроенной хромосо-
мы у этой формы не вполне понятно. Следует предполо-
жить, что эта форма еще до введения в культуру in vitro 
несла перестроенную хромосому, поскольку, при под-
держании и размножении in vitro микроклонирование 
осуществляется, как и в естественных условиях, путем 
образования адвентивных почек. Образования каллуса, 
в процессе которого могут возникать изменения карио
типа, при этом не происходит. Можно предположить, 
что исходный гибрид не являлся луком многоярусным, 
лишенным способности к образованию цветков. Заро-
дыш мог образоваться из неоплодотворенной яйцеклетки 
с диплоидным набором хромосом, явившейся следстви-
ем отсутствия редукции числа хромосом в первом деле-
нии мейоза. В таком случае рекомбинантных хромосом, 
составленных из генетического материала обоих роди-
тельских видов, было бы две – одна от A. cepa, а другая 
от A. fistulosum. Однако у образца К 3206 нами выявлена 
только одна такая хромосома. Исходя из данных литера-
туры, может быть предложена следующая гипотеза воз-
никновения диплоидного гибрида с одной рекомбинант-
ной хромосомой. Для гибридов A.  cepa с A.  fistulosum 
описана cпонтанная полиплоидизация (Levan, 1941, 
Budylin  et  al., 2014). Тетраплоидные формы могут быть 
фертильными и давать семена. Возврат к диплоидному 
состоянию у таких растений мог быть результатом гапло-
идного апомиксиса, например, развития зародыша из не

оплодотворенной яйцеклетки. Такой зародыш мог иметь 
одну хромосому, составленную из генетического мате-
риала обоих родительских видов. Эта форма, из-за изме-
нения ее геномного состава, могла приобрести свой-
ства лука многоярусного. В литературе есть информация 
о выявлении растения с признаками лука многоярусно-
го среди растений поколения F3 гибрида лука репчатого 
и батуна (Ershov, Yureva, 1985).

Среди изученных нами образцов были выявлены 
две полиплоидные формы лука многоярусного: К  3203 
(2n = 23) и К 3205 (2n = 29). Для 23-хромосомного гибри-
да К  3203 характерно наличие семи хромосом A.  cepa 
и диплоидного набора хромосом A.  fistulosum, при-
чем FISH c 5S рДНК выявил различие в размерах сай-
тов гибридизации этого зонда у разных гомологов хро-
мосомы 7 A.  fistulosum. Это позволяет предположить, 
что 23-хромосомный триплоидный гибрид был полу-
чен либо с участием нередуцированной (2n) гаметы бату-
на, либо это растение получено при беккроссировании 
гибрида пыльцой A. fistulosum. У этого растения выявле-
на одна хромосома A. fistulosum c интрогрессией генети-
ческого материала A. cepa. Среди хромосом A. cepa выяв-
лено четыре хромосомы с сайтами гибридизации зонда 
18/25S рДНК. Хромосомный состав этого образца тре-
бует более детального изучения с идентификацией инди-
видуальных хромосом. Исследованный нами образец 
К  3205 (2n  =  4x  –  3  =  29) представляет собой гипопло-
идный тетраплоид с шестнадцатью хромосомами A. cepa 
и тринадцатью A. fistulosum.

Для объяснения возникновения полиплоидных форм 
нужно обратиться к результатам, изучения экспери-
ментально полученных форм от скрещиваний A.  cepa 
и A.  fistulosum (Budylin  et  al.,  2014; Kudryavtseva  et  al., 
2019). Триплоидные формы (2n = 3x = 24) были выявле-
ны в F2 экспериментально полученных гибридов в этой 
комбинации скрещивания, одно растение имело гаплоид-
ный набор хромосом A. сepa и диплоидный A. fistulosum, 
у двух, наоборот, идентифицированы восемь хромо-
сом A.  fistulosum и шестнадцать A.  сepa (Budylin  et  al., 
2014). Кроме того, в различных поколениях в потомстве 
гибридов были выявлены 32-х хромосомные тетрапло-
иды с диплоидными наборами хромосом родительских 
видов, среди которых встречались формы с рекомби-
нантными хромосомами, а также 30-ти хромосомное рас-
тение с 16-ю хромосомами A.  cepa и 14-ю хромосома-
ми A.  fistulosum (2n  =  4x  –  2  =  30) (Budylin  et  al., 2014; 
Kudryavtseva  et  al.,  2019). Все эти формы были получе-
ны спонтанно без искусственного удвоения числа хромо-
сом. Механизм полиплоидизации неясен. Авторы пред-
полагают, что полиплоидные формы могли произойти 
в результате отсутствия редукции числа хромосом в мей-
озе и участии в образовании зиготы нередуцированных 
гамет. Другой возможной причиной мог быть факульта-
тивный апомиксис. Это предположение связано с наличи-
ем такого типа размножения у ряда видов лука, например, 
у A. tuberosum, A. ramosum (Yamashita et al, 2012; Kojima, 
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Nagato, 1992). Также одним из возможных механизмов, 
как предполагают авторы, мог быть цитомиксис в мате-
ринских клетках пыльцы.

Заключение

С использованием методов молекулярной цитогенети-
ки (GISH, FISH c зондами 5S и 18/25S рДНК) охаракте-
ризован геномный состав образцов лука многоярусного 
Allium × proliferum из коллекции in  vitro ВИР. Показано, 
что в коллекции представлены образцы лука многоярус-
ного, имеющие кариотипические различия. Выявлены 
как типичные для Allium  ×  proliferum аллодиплоидные 
формы (2n = 2x =16), гибридный геном которых включает 
восемь хромосом A. cepa и восемь хромосом A. fistulosum, 
так и формы с хромосомными перестройками (К  3206, 
К 3203) и отличающиеся от Allium × proliferum уровнем 
плоидности (К 3205 и К 3203).

Работа выполнена в рамках государственного зада-
ния №  0662-2019-0004.
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ДНК-МАРКЕРНАЯ ИДЕНТИФИКАЦИЯ ГЕНА УСТОЙЧИВОСТИ 
К МИЛДЬЮ Rpv3 В БЕССЕМЯННЫХ СОРТАХ ВИНОГРАДА
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Столовый виноград является ценным диетическим продуктом. Бес-
семянный виноград пользуется повышенным спросом у потребителя. 
По этой причине селекция бессемянных сортов – одно из востребо-
ванных направлений в современном виноградарстве, равно как и про-
изводство экологически безопасной продукции. Милдью (Plasmopara 
viticola (Berk. & M.A. Curtis) Berl. & De Toni) – одно из наиболее рас-
пространённых грибных заболеваний виноградной лозы. Боль-
шинство устойчивых к милдью форм винограда принадлежат 
к северо-американским видам – Vitis aestivalis Michx., V.  berlandieri 
Planch., V.  cinerea (Engelm. ex A. Gray) Engelm.  ex Millard, V.  riparia 
Michx., V. rupestris  Scheele и др. Поиск доноров генов устойчивости – 
актуальная задача. Один из наиболее эффективных генов устойчиво-
сти – Rpv3. Источником гена являются некоторые северо-американ-
ские виды винограда. Цель проводимой работы – выявление мето-
дом ДНК- маркерного анализа гена устойчивости к милдью Rpv3 
в генотипах бессемянных сортов винограда. Объект исследования – 
сорта винограда с рудиментарным развитием семени в ягодах, име-
ющие в родословной северо-американские виды. В качестве положи-
тельного контроля использовали сорта Дунавски лазур, Сейв Вил-
лар 12-375, несущие референсные аллели. В качестве отрицательного 
контроля использовали V.  vinifera  L. В  исследовании использовали 
ДНК-маркеры UDV305 и UDV737, позволяющие идентифицировать 
аллельное состояние гена Rpv3. Работа проведена методом полимераз-
ной цепной реакции. Разделение продуктов реакции – методом капил-
лярного электрофореза с использованием автоматического генетиче-
ского анализатора ABI Prism 3130. Оценка результатов при помощи 
программного обеспечения GeneMapper и PeakScanner. В  генотипах 
винограда Кишмиш запорожский, Леди Патриция, Ремейли сидлесс, 
Памяти Смирнова и Шаян выявлено наличие функциональных алле-
лей гена устойчивости к милдью Rpv3. Во всех сортах выявлен один 
гаплотип из семи известных – Rpv3299 - 279. Анализ родословных изучен-
ных сортов показал, что вероятными донорами гена являются роди-
тельские формы – гибриды Сейв Виллар и Зейбель. Формы винограда 
с идентифицированным геном Rpv3 могут быть использованы в селек-
ции бессемянных сортов как доноры устойчивости к милдью.

Ключевые слова: доноры устойчивости, Plasmopara viticola, бессе-
мянность, ПЦР.

Table grapes are a valuable dietary product. Seedless grapes are in high 
demand among consumers. For this reason, the breeding of seedless 
varieties is one of the popular trends in modern viticulture, along with 
the production of environmentally friendly products. Downy mildew 
(Plasmopara viticola (Berk. & M.A. Curtis) Berl. & De Toni) is one of 
the most common fungal diseases of the grapevine. Most downy mildew 
resistant grape accessions belong to North American species like Vitis 
aestivalis Michx., V. berlandieri Planch., V. cinerea (Engelm. ex A. Gray) 
Engelm. ex Millard, V.  riparia Michx., V.  rupestris  Scheele, etc. The 
search for donors of resistance genes is an urgent task. Rpv3 is one of the 
most significant resistance genes from a number of North American grape 
varieties. The aim of this work is to identify the downy mildew resistance 
gene Rpv3 in seedless grape varieties by means of DNA-marker analy-
sis. The grape varieties with rudimentary development of seed in ber-
ries and with North American species in the pedigree were chosen as the 
object of the study. The varieties “Dunavski lazur” and “Seyve Villard 
12-375” with reference alleles were used as the positive control, while 
V.  vinifera  L. was used as the negative control. UDV305 and UDV737 
DNA-markers were used in this study to identify the allelic type of the 
Rpv3 gene. The work was performed using the polymerase chain reaction. 
The reaction products were separated by capillary electrophoresis using 
the ABI Prism 3130 automatic genetic analyzer. Evaluation of the results 
was done using the GeneMapper and PeakScanner software. Functional 
alleles of the downy mildew resistance gene Rpv3 were revealed in grape 
varieties “Kishmish zaporozhskiy”, “Lady Patricia”, “Remaily seedless”, 
“Pamyati Smirnova” and “Shayan”. Rpv3299-279, one of the seven known 
haplotypes, was identified in all the varieties. The pedigree analysis of 
the studied varieties indicated that the parental forms – “Seyve Villard” 
and “Seibel” hybrids  – are presumably the donors of the gene. Grape 
accessions with the identified Rpv3 gene can be used in seedless varieties 
breeding as donors of resistance to downy mildew.

Key  words: donors of resistance, Plasmopara viticola, seedlessness, 
PCR.
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Введение

Виноград возделывают издревле для двух основных 
направлений – непосредственного употребления в пищу 
и переработки ягод на виноделие. Столовый виноград 
является диетическим продуктом, может потребляться, 
как в свежем виде, так и в засушенном (изюм) – обла-
дает высокой калорийностью (900-1000 ккал/кг) и слож-
ным химическим составом, включающим сахара в виде 
фруктозы и глюкозы, органические кислоты, витамины 
А, B1, В2, B9, С, D, E, Р, K1, PP и др., минеральные соли, 
белки, азотистые вещества (Naumova, 2004; Radchevskiy, 
Troshin, 2010).

Грибковые заболевания, в частности милдью пред-
ставляют большую угрозу для виноградарства. Патоген 
(Plasmopara viticola (Berk. et Curt.) Berl. et de Toni) вызы-
вает дефолиацию растений винограда, повреждение ягод 
вплоть до полной гибели урожая, что приводит к огром-
ным потерям в виноградарстве (Gessler et al., 2011). 
В настоящее время милдью контролируется с помощью 
фунгицидов и в условиях, благоприятных для разви-
тия заболевания количество обработок может достигать 
14-16 за сезон (Margaryan et al., 2018). Снижение хими-
ческих обработок и получение экологически безопас-
ной продукции – актуальная проблема. Создание устой-
чивых столовых сортов винограда – особо важная задача, 
так как ягоды этих сортов напрямую используются чело-
веком в пищу и риск сохранения в них остатков вредных 
реагентов наиболее высок; урожай технических сортов, 
например, подвергается переработке на винопродукцию 
или соки.

Большинство устойчивых к милдью сортов винограда 
принадлежат к североамериканским видам – Vitis aesti-
valis Michx., V.  berlandieri Planch., V.  cinerea (Engelm.  ex 
A. Gray) Engelm. ex Millard, V. riparia Michx., V. rupestris 
Scheele и  др. (Alleweldt, Possingham, 1988). Указанные 
виды активно используются в селекционной работе 
совместно с сортами V.  vinifera  L., которым характерно 
высокое качество, но в основном низкая устойчивость 
к большинству патогенам винограда. Согласно опублико-
ванным данным в настоящее время идентифицировано 27 
локусов устойчивости к P.  vitiсola (Rpv1-Rpv27), ко мно-
гим генам разработаны ДНК-маркеры (www.vivc.de).

Один из наиболее эффективных генов устойчиво-
сти – Rpv3 впервые был картирован в сложном межви-
довом гибриде винограда «Бианка», в родословной кото-
рого присутствует несколько североамериканских видов 
винограда (Bellin et al., 2009). В результате проведенных 
молекулярно-генетических исследований были опреде-
лены тесно сцепленные фланкирующие микросателлит-
ные маркеры, позволяющие идентифицировать гапло-
типы Rpv3 гена: UDV305, UDV737 (Di Gaspero et al, 2012). 
Установлено, что ген имеет семь консервативных гапло-
типов, определяющих устойчивость к милдью и наследу-
емых от разных североамериканских видов. Гаплотипы 

Rpv3 соответствуют следующим аллельным состоя-
ниям локусов UDV305 и UDV737: Rpv3299 - 279 (наследуется 
от V.  rupestris), Rpv3null - 297 (V.  rupestris или V.  lincecumii), 
Rpv3321-312 (V. labrusca или V. riparia), Rpv3null - 271 (V. labrusca 
или V. riparia), Rpv3361 - 299 (V. rupestris), Rpv3299 - 314 (V. rupes-
tris), Rpv3null - 287 (V.  rupestris или V.  labrusca) (Di  Gaspero 
et al, 2012). Использование молекулярных маркеров, сце-
пленных с ценными генами, обеспечивает новый инстру-
ментарий для селекционеров. Объединение несколь-
ких генов резистентности в одном генотипе позволяет 
создать высокоустойчивые формы, а использование 
ДНК-маркеров ускоряет этот процесс (Eibach et al., 2007; 
Saifert et al., 2018; Sánchez-Mora et al., 2017; Foria et al., 
2019). Первый этап в данных работах – поиск доноров 
ценных генов среди накопленного генофонда.

Бессемянные сорта винограда наиболее привлека-
тельны для потребителя, в связи с чем селекция киш-
мишных сортов является одним из востребованных 
направлений в селекции винограда. При этом возде-
лывание органической продукции, которая безопасна, 
как для человека, так и для окружающей среды, обеспе-
чивает современный подход к системе виноградарства. 
Выделение доноров генов устойчивости среди генотипов 
бессемянных сортов – актуальная задача, решение кото-
рой нацелено в конечном итоге на создание сортов, даю-
щих урожай привлекательный и безопасный для потреби-
теля и высокорентабельных для производства.

Целью данного исследования было выявить методом 
ДНК-маркерного анализа ген устойчивости к милдью 
Rpv3 в бессемянных сортах винограда Анапской ампело-
графической коллекции.

Материалы и методы

В исследования были включены бессемянные сорта 
винограда Анапской ампелографической коллекции, 
которые, согласно анализу их родословных, могли 
бы нести ген устойчивости, поскольку в исходных 
родительских формах присутствуют североамерикан-
ские виды (Таблица). В качестве положительного кон-
троля использовали формы, несущие референсные 
аллели, а именно сорта Дунавски лазур и Сейв Виллар 
12-375 (СВ  12-375) (Di  Gaspero et al, 2012). Также вклю-
чили в работу два древних аборигенных бессемянных 
сорта (Кишмиш чёрный, Кишмиш розовый). В качестве 
условно отрицательного контроля использовали рас-
тения вида V. vinifera.

Образцы ДНК выделяли из молодых верхушек побе-
гов растений, экстракцию ДНК осуществляли с помо-
щью буфера на основе ЦТАБ (цетилтриметиламмоний 
бромида) (Rogers, Bendich, 1985). Полимеразную цепную 
реакцию (ПЦР) проводили в конечном объеме 25   мкл 
по ранее отработанному протоколу (Ilnitskaya  et  al., 
2018). В исследовании использовали микросателлитные 
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ДНК-маркеры UDV305 и UDV737, позволяющие иденти-
фицировать аллельное состояние гена Rpv3. Последова-
тельность праймерных олигонуклеотидов синтезирована 
согласно литературным данным (Di  Gaspero  et  al, 2012). 
Прямые праймеры были синтезированы с флуоресцент-
ной меткой TAMRA («Синтол», Россия). Амплификацию 
осуществляли с использованием прибора BioRad. Образ-
цы-контроли были использованы для корректировки раз-
меров фрагментов, полученных в ходе ПЦР анализа. Раз-
деление продуктов реакции методом капиллярного элек-
трофореза и оценка результатов проведены с использо-
ванием автоматического генетического анализатора ABI 
Prism 3130 и специального программного обеспечения 
GeneMapper и PeakScanner.

Результаты и обсуждение

По результатам ДНК-маркерного анализа во всех 
сортах, которые предположительно могли нести ген 

устойчивости, выявлен гаплотип Rpv3299-279 (Таблица). 
Аллели локусов UDV305 (299, 361) и UDV737 (279, 299), 
коррелирующие с наличием функциональных аллелей 
устойчивости гена, выделены в таблице полужирным 
шрифтом. Следует отметить, что в генотипах Кишмиш 
розовый и Кишмиш чёрный выявлены аллели в локусе 
UDV737, размером 279 пар нуклеотидов; это не противо-
речит уже известным данным о возможном существова-
нии указанной аллели в генотипах V. vinifera (Di Gaspero 
et  al, 2012). На наличие гаплотипа, определяющего 
устойчивость, указывает одновременное присутствие 
целевых аллелей в локусах UDV305 и UDV737 (рисунок).

Анализ родословной сортов Кишмиш запорожский, 
Леди Патриция, Ремейли сидлесс, Памяти Смирнова и 
Шаян позволил установить, что донорами гена являются 
гибриды Сейв Виллар (СВ) и Зейбель. Данные гибриды, 
так называемые гибриды-прямые производители, созда-
вались как комплексные источники устойчивости для 
селекции винограда путём сложных межвидовых скре-
щиваний, включающих в себя гибридизацию несколь-
ких североамериканских видов и V. vinifera.

Таблица. Результаты ДНК-маркерного анализа сортов винограда
Table. The results of DNA marker analysis of grape varieties

Сорт
Variety

Происхождение
Pedigree

Идентифицированные аллели, пн*
Identified alleles, bp

UDV305 UDV737

Дунавски Лазур Ркацители х СВ 12-375 299 326 279 295

СВ 12-375 Зейбель 6468 х Зейбель 6905 299 361 279 299
Кишмиш 
запорожский

Виктория ((V. vinifera x V. amurensis) x СВ 12-304) x Русбол 
(СВ 12-375 x Сверхранний бессемянный) 299 - 279 -

Леди Патриция Зейбель 14665 x СВ 20-365 299 - 279 -

Ремейли сидлесс Леди Патриция (Зейбель 14665 x СВ 20-365) x NY 33979 299 343 279

Памяти Смирнова СВ 12-375 x Кишмиш таировский розовый 299 343 279

Шаян Шамбурсен (СВ 12-417 x Зейбель 7053) x Янги Ер (Мадлен 
Анжевин x Аскери) 299 - 279 -

Кишмиш розовый Аборигенный армянский сорт V. vinifera 342 349 279 287

Кишмиш чёрный Древний средне-азиатский сорт V. vinifera 301 279

Примечание: *- размер фрагментов ДНК приведён с учетом корректировки (см. Материал и методы)

По данным среднемноголетних наблюдений рас-
тения сортов Кишмиш запорожский, Леди Патриция, 
Ремейли сидлесс, Памяти Смирнова и Шаян характери-
зуются повышенной устойчивостью к милдью (Egorov et 
al., 2018; Maistrenko et al., 2017).

Если рассматривать данные сорта в качестве роди-

тельских форм для селекции бессемянных сортов, 
то следует отметить, что ягоды винограда геноти-
пов Кишмиш запорожский, Памяти Смирнова и Шаян 
имеют достаточно крупные рудименты семян (Ilnitskaya 
et al., 2019a; Maistrenko et al., 2017). По признаку «класс 
бессемянности» выделяется сорт Ремейли сидлесс 
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Рисунок. Профили локусов UDV305 и UDV737 сорта Памяти Смирнова при фрагментном ана-
лизе. По оси абсцисс отложена длина фрагментов ДНК, пн, по оси ординат - интенсивность 

соответствующего сигнала. В скобках указано значение с учётом корректировки относительно 
образца-контроля.

Fig. Profiles of UDV305 and UDV737 loci of “Pamjati Smirnova” variety in fragment analysis. Figures 
correspond to the fragment sizes of detected alleles; DNA fragment sizes are plotted on the X axis (bp), 
and the intensity of the corresponding signal on the Y axis. The value corrected according to the con-

trol sample is given in parentheses.

280(279)

UDV305 UDV737

длина  
фрагмента 
ДНК (пн)

(Remaily Seedless), характеризующийся практически 
полным отсутствием рудиментов семян в ягодах, что 
делает его наиболее привлекательным в качестве источ-
ника ценных признаков именно для селекции бессемян-
ных сортов (Ilnitskaya et al., 2019a; Pool et al., 1981).

Так как сорта винограда являются диплоидами, 
за  редким исключением, в одном генотипе методами 
традиционной селекции для усиления фенотипиче-
ского эффекта гена можно объединить только два гапло-
типа гена Rpv3 из семи известных. Эффективным для 
создания высокоустойчивых форм будет гибридиза-
ция сортов, несущих ген Rpv3 с сортами, унаследо-
вавшими гены устойчивости к милдью Rpv10 и Rpv12 
от V.  amurensis (Foria et al., 2019). Так например, Rpv10 
детектирован в ДНК бессемянного сорта Коринка рус-
ская (Ilnitskaya et al., 2019b). Анализ происхождения 
сорта Кишмиш запорожский говорит о присутствии 
V. amurensis в его родословной, и есть вероятность, что 
данный сорт также может обладать генами устойчи-
вости амурского винограда к милдью от родительской 
формы – сорта Виктория ((V. vinifera x V. amurensis) x СВ 
12-304). Однако сорт Кишмиш запорожский на наличие 
указанных генов нами ещё не проверен и информация 
в литературе не найдена. Работа в данном направлении 
будет продолжена.

В образцах аборигенного армянского сорта Кишмиш 

розовый и древнего среднеазиатского сорта Кишмиш чёр-
ный гаплотипы гена Rpv3, определяющие устойчивость 
к милдью, не обнаружены, что и ожидалось.

Заключение

Методами ДНК-маркерного анализа в образцах вино-
града Кишмиш запорожский, Леди Патриция, Ремейли 
сидлесс, Памяти Смирнова и Шаян выявлено нали-
чие функциональной аллели гена устойчивости к мил-
дью Rpv3, определён один гаплотип Rpv3299-279. Указанный 
гаплотип по литературным данным происходит изна-
чально от североамериканского вида V.  rupestris. Анализ 
родословных сортов подтвердил, что источником гена 
явились сложные межвидовые гибриды винограда Сейв 
Виллар и Зейбель. Исследованные нами сорта винограда 
могут быть использованы в селекции бессемянных сортов 
как доноры устойчивости к милдью.

Работа выполнена при финансовой поддержке 
Российского фонда фундаментальных исследований 

(грант № 19-416-230051 р_а) и Администрации 
Краснодарского края. 
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This study is focused on evaluation of the genetic structure and diversity of the 
national sorghum collection. Analyzing the genetic diversity of crop species 
is of great importance for genetic resources management and food security of 
any country. Huge genetic diversity of sorghum provides a great opportunity to 
improve the agronomic characteristics of this crop. The efficiency of microsat-
ellite analysis has been demonstrated in many studies on the genetic diversity 
of different races and geographical groups of sorghum plants. Development of 
multiplex PCR analysis systems based on a set of polymorphic microsatellite 
loci will facilitate genetic tests on a large number of plant samples, thus making 
the research on sorghum diversity more efficient and comprehensive. A system 
of multiplex PCR analysis based on 12 polymorphic microsatellite loci was de-
veloped to perform single-stage high-throughput screening of cultivated and 
wild forms preserved in the sorghum germplasm collection. As a result of the 
microsatellite analysis of 200 sorghum plants, 229 alleles were detected. The 
studied loci showed high polymorphism. More than 17 alleles were identified in 
most loci, their polymorphic index content (PIC) ranging from 0.694 to 0.954. 
The value of the effective multiplex ratio (EMR) in the developed system was 
estimated at 0.833. The microsatellite analysis of sorghum accessions resulted 
in obtaining quantized gene expressions profiles, with a DNA profile for each 
accession, and revealed significant polymorphism among the plants of different 
sorghum varieties (races). The developed multiplex PCR system was shown 
to be efficient for evaluation of the genetic diversity and genetic relationships 
of sorghum plants from different races. The analysis of the obtained data using 
three bioinformatic techniques, NJ cluster analysis, PCoA, and the Bayesian 
model-based clustering, helped to classify the analyzed sorghum accessions 
into cluster groups according to their morphological and agronomic traits.

Key words: sorghum, genetic diversity, genetic identification, microsatellites 
(SSR), multiplex PCR analysis, DNA fragment analysis.
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Данное исследование направлено на оценку степени генетического разно-
образия и анализ генетической структуры отечественной коллекции сорго. 
Исследование генетического разнообразия видов сельскохозяйственных 
культур имеет большое значение для управления генетическими ресур-
сами и обеспечения продовольственной безопасности любой страны. 
Значительное генетическое разнообразие сорго представляет большие воз-
можности для улучшения агрономических признаков этой зерновой куль-
туры. Эффективность анализа полиморфизма микросателлитных локусов 
для изучения генетического разнообразия и генетических взаимосвязей 
представителей различных рас и различных эколого-географических групп 
сорго продемонстрирована во многих исследованиях. Значительно уско-
рить генетический анализ большого количества растительных образцов 
позволяет использование мультиплексных систем ПЦР‑анализа на основе 
набора полиморфных микросателлитных локусов. Для исследования гене-
тического разнообразия коллекции культурных и дикорастущих форм сорго 
разработана единая система мультиплексного ПЦР‑анализа на основе 12 
полиморфных микросателлитных локусов, позволяющая проводить ана-
лиз образцов растений в одну стадию. В результате микросателлитного 
анализа 200 растений сорго было выявлено 229 аллелей. Исследованные 
локусы продемонстрировали высокий полиморфизм. В большинстве локусов 
было выявлено более 17 аллелей. Индексы полиморфности локусов (PIC) 
варьируют от 0,694 до 0,954. Установлен высокий показатель эффектив-
ного мультиплексного отношения (EMR) разработанной системы – 0,833. 
В результате микросателлитного анализа исследуемых образцов были 
получены оцифрованные генетические профили, составлены генетиче-
ские паспорта каждого образца, установлен значительный полиморфизм 
среди представителей разных разновидностей (рас) сорго. В работе про-
демонстрирована эффективность применения разработанной мультило-
кусной системы для оценки генетического разнообразия и генетических 
взаимосвязей образцов сорго, относящихся к различным разновидностям. 
Анализ полученных данных тремя взаимодополняющими методами: кла-
стерным анализом родства NJ, факторным анализом PCoA и кластерным 
анализом на основе байесовской модели позволил дифференцировать 
образцы по группам в соответствии c классификацией по морфологиче-
ским и агрономическим признакам.

Ключевые слова: сорго, генетическая идентификация, микросателлиты, 
мультиплексный анализ.
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Введение

Сорго [Sorghum bicolor (L.) Moench, 2n = 20] занима-
ет пятое место в мире среди зерновых культур и является 
основной продовольственной зерновой культурой в полу-
засушливых тропиках (Salih et al., 2016). Крупнейшими 
производителями сорго, по данным продовольственной 
и сельскохозяйственной организации Объединенных Наций, 
опубликованным на интернет-портале http://faostat.fao.org, 
являются США, Нигерия, Судан, Мексика, Эфиопия и Индия. 
В России эта теплолюбивая культура выращивается преи-
мущественно в южных регионах.

Культура сорго — ценный сельскохозяйственный и про-
мышленный ресурс. Она отличается быстрым ростом 
и созреванием, устойчивостью к высоким температурам 
и низкому плодородию почвы. Сорго — культура многоце-
левого использования. Она широко используется для про-
изводства муки, крупы, крахмала и сахара, в качестве кор-
ма для домашних животных, является одним из ценных 
источников биотоплива (биоэтанол, биогаз, твердое топли-
во), применяется в севообороте для возобновления почвы 
(Bolshakov et al., 2008).

Род Sorghum Moench., относящийся к семейству Роасеае, 
характеризуется большим видовым и сортовым разнообра-
зием. Таксономия рода неоднократно пересматривалась 
и уточнялась. Основы ботанической классификации сорго 
были разработаны O. Stapf, J. D. Snowden, J.M.J. De Wet, 
J. P. Huckabay, J. R. Harlan, Е. С. Якушевским и рядом дру-
гих исследователей (Stapf, 1934; Snowden, 1936; De Wet, 
Huckabay, 1967; Yakushevsky, 1969; Harlan, de Wet, 1972).

На основе морфологических признаков колосков и зер-
новок J. D. Snowden подразделил род сорго на две секции: 
Eu-Sorghum и Para-Sorghum. Возделываемые виды были 
отнесены к серии Sativa секции Eu-Sorghum, и объединены 
в 6 подсерий: Bicoloria, Guineensia, Caffra, Durra, Nervosa, 
Drummondii (Snowden, 1936). В дальнейшем вследствие 
отсутствия генетических барьеров между таксонами, выде-
ленными J. D. Snowden, J.M.J. de Wet и J. P. Huckabay объеди-
нили все формы сорго в один вид — S. bicolor (L.) Moench. 
(De Wet, Huckabay, 1967).

J. R. Harlan и J.M.J. de Wet предложили упрощенную 
классификацию вида S. bicolor, разделив его на два под-
вида –S. bicolor ssp. bicolor и S. bicolor ssp. arundinaceum. 
Все культурные формы авторы отнесли к подвиду S. bicolor 
ssp. bicolor, в котором на основе морфологических особен-
ностей колосков и зерновок выделили пять основных рас: 
Bicolor, Caudatum, Durra, Guinea, Kafir и десять вариан-
тов, являющихся результатом межрасовых скрещиваний 
(Harlan, de Wet, 1972).

В России предпочитают систематику Е. С. Якушевского. 
Он классифицировал все возделываемые в разных странах 
мира сорговые культуры с учетом хозяйственного назначе-
ния, биологических и эколого-географических особенно-
стей как отдельные виды: сорго зерновое гвинейское, сорго 

зерновое кафрское, сорго зерновое китайское, сорго зерно-
вое негритянское, сорго зерновое хлебное, сорго сахарное, 
сорго техническое или веничное, суданская трава и сорго 
щедрое (Yakushevsky, 1969). Эта систематика считается более 
естественной и удобной, хотя и имеет недостатки в эволю-
ционно-филогенетическом отношении (Shepel et al.,1985).

Согласно современной номенклатуре таксонов расте-
ний, опубликованной на интернет-портале http://www.the-
plantlist.org/, все культивируемые формы сорго объединены 
в вид сорго двуцветное (Sorghum bicolor (L.) Moench) и рас-
сматриваются как расы или разновидности, а не как отдель-
ные виды (Deu, Hamon, 1994; Wiersema, Dahlberg, 2007).

Сорго характеризуется большим генетическим разно-
образием. Наибольшее разнообразие форм этого растения 
обнаружено в северо-восточном регионе Африки, который 
считается центром происхождения или разнообразия этой 
культуры (Vavilov, 1935; Vavilov, Chester, 1951). В коллекци-
ях генетических ресурсов сорго в настоящее время сохраня-
ется более 42 тысяч образцов (Tesfaye et al., 2017). Одна из 
крупнейших коллекций находится в Международном науч-
но-исследовательском координирующем центре растение-
водства полузасушливых тропиков (ICRISAT — International 
Crops Research Institute for the Semi-Arid Tropics) (Billot et 
al., 2013). В России самая большая коллекция, насчитыва-
ющая более 8 тыс. образцов, находится во Всероссийском 
научно-исследовательском институте генетических ресур-
сов растений им. Н. И. Вавилова (ВИР) (Malinovskaya, 2007). 
Исследование генетического разнообразия и паспортизация 
образцов, интегрированных в мировые коллекции, имеет 
большое значение для классификации и управления гене-
тическими ресурсами сорго.

Использование генетически различных форм является 
ключевым условием любой селекционной программы для 
получения перспективных сортов (Ramu et al., 2013). Пони-
мание генетического разнообразия сорго будет способство-
вать более целенаправленному подбору исходного материа-
ла для селекции и интрогрессии генов и позволит улучшить 
агрономические показатели этой зерновой культуры.

Традиционным методом оценки генетического разнообра-
зия является анализ морфологических признаков, поскольку 
их анализ не требует сложного оборудования и методоло-
гии. Исследование морфологических признаков позволяет 
проводить предварительную оценку разнообразия в посе-
вах. Однако, для исследования генетического разнообразия 
этих признаков бывает недостаточно, из-за их небольшо-
го числа, ограниченного полиморфизма и вариабельности 
проявления в изменчивых условиях окружающей среды.

Наиболее надежным подходом является исследование 
разнообразия на генетическом уровне с использованием 
ДНК‑маркеров. По сравнению с морфологическими призна-
ками, они стабильны, хорошо воспроизводимы и не зави-
сят от влияния факторов окружающей среды. Исследования 
генетического разнообразия сорго с использованием моле-
кулярных маркеров были начаты в начале 1990-х годов. На 
начальных этапах разработки и применения молекулярных 
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маркеров значительную роль в идентификации геномных 
областей, ответственных за важные агрономические при-
знаки, исследованиях генетического разнообразия и срав-
нительном картировании генома играли RFLP‑маркеры, 
основанные на анализе полиморфизма длин рестрикцион-
ных фрагментов ДНК. С помощью RFLP‑маркеров M. Deu 
и P. Hamon (1994) впервые дифференцировали образцы сор-
го в зависимости от расы и происхождения.

Микросателлитные маркеры (SSR, simple sequence 
repeats) являются эффективным инструментом для изуче-
ния генетического разнообразия, поскольку они широко 
представлены в геноме растений, характеризуются высо-
ким полиморфизмом, точностью воспроизведения резуль-
татов и кодоминантным типом наследования, что позволяет 
получать информацию о гомозиготном или гетерозиготном 
состоянии локусов. Анализ полиморфизма микросателлит-
ных локусов дает возможность установить индивидуальную 
характеристику каждого отдельного генотипа — ДНК‑про-
филь. Микросателлитные маркеры сорго были разработа-
ны независимо несколькими исследовательскими группа-
ми (Brown et al., 1996; Taramino et al., 1997; Bhattramakki 
et al., 2000; Kong et al., 2000; Schloss et al., 2002; Srinivas et 
al., 2009; Li et al., 2009; Wang et al., 2012) и широко приме-
нялись для исследования генетических взаимосвязей меж-
ду представителями разных рас и эколого-географических 
групп, в том числе в рамках международного проекта “The 
Generation Challenge Programme” (Ali et al., 2008; Sagnard 
et al., 2011; Ng'uni et al., 2011, 2012; Billot et al., 2012; 2013; 
Ramu et al., 2013; Salih et al., 2016; Ouedraogo et al., 2017; 
Maina et al., 2018).

Ранее на основе 17 микросателлитных локусов мы раз-
работали две мультиплексные системы – «Сорго‑7» и «Сор-
го‑10» (Aniskina et al., 2018), которые дали возможность диф-
ференцировать выборку из 249 образцов коллекции сорго 
ВИР. Однако для анализа большого количества образцов 
требуется создание единой системы ПЦР‑анализа, позво-
ляющей сократить сроки проведения молекулярно-генети-
ческого анализа.

Цель настоящего исследования заключается в разра-
ботке единой системы генотипирования сорго на основе 
мультиплексного анализа полиморфизма микросателлит-
ных локусов и выяснение возможности ее использования 
для оценки уровня генетического разнообразия образцов 
сорго коллекции ВИР.

Материалы и методы

Исходный материал для исследования включал 200 образ-
цов видов Sorghum, в том числе: 9 образцов гвинейского сор-
го (S. guineensia Snowd), 47 − кафрского сорго (S. caffrorum 
(Beauv.) Snowd.), 12 − китайского сорго (S. nervosum Bess.), 
19  − негритянского сорго (3 образца S. bantuorum L. и 16 образ-
цов S. caudatum (Hack.) Stapf), 23 − хлебного сорго (9 образцов 

S. cernum (Host.) Gram. и 14 образцов S. durra (Forsk.) Stapf.), 
59 − сахарного сорго (S. saccaratum (L.) Pers.), 13 − венично-
го сорго (S. technicum (Koern.) Snowd и 18 − суданской тра-
вы (S. sudanense Stapf.) (Приложение). Видовые названия 
образцов приведены в соответствии с классификацией Е.С. 
Якушевского по способу использования и хозяйственно - 
ценным признакам.

Методики выделения ДНК, амплификации и фрагмент-
ного анализа описаны нами ранее (Анискина и др., 2018).

Для оценки уровня полиморфизма использовали значение 
коэффициента полиморфизма PIC (polymorphic information 
content). Коэффициент полиморфизма был рассчитан отдель-
но для каждого локуса микросателлитных последователь-
ностей генома сорго. Значение коэффициента вычисляли 
по формуле: PIC = 1 – Σ(Pi)2, где Pi − частота встречаемости 
i-ой аллели (Ali et al., 1979).

Для определения эффективности предлагаемой муль-
типлексной системы был произведен расчет эффективного 
мультиплексного отношения (effective multiplex ratio, EMR) 
(Chesnokov et al., 2015). EMR находится с помощью произ-
ведения общего числа полиморфных локусов и доли поли-
морфных локусов от их общего числа: EMR = np(np/n), где 
np – число полиморфных локусов, n – общее число локусов.

Для выяснения генетической структуры изученной выбор-
ки образцов сорго использовались три взаимодополняющих 
подхода. Для оценки генетических расстояний между рас-
тительными образцами в программе DARwin 6.0.21 были 
выполнены кластерный анализ родства NJ (Neighbor Joining) 
и факторный анализ PCoA (Principle Coordinate Analysis). 
Различия между всеми парами отдельных генотипов были 
оценены на основе стандартной процедуры сопоставления. 
Факторный анализ позволил получить общее представле-
ние о разнообразии выборки, в то время как генетические 
отношения между образцами коллекции были проанали-
зированы построением дендрограммы с использованием 
метода Neighbor Joining (NJ).

Для исследования популяционной структуры и рас-
пределения изученных образцов по подгруппам (K) был 
выполнен кластерный анализ на основе байесовской модели 
с использованием программного обеспечения STRUCTURE 
2.3.4 (Pritchard et al., 2000). Байесовская модель предпола-
гает, что каждый индивид происходит от одной из популя-
ций К. Были установлены следующие параметры анализа: 
алгоритм Admixture model, корреляция с частотой алле-
лей, 100000 итераций Burn-in и 200000 повторов MCMC. 
Для каждого K в диапазоне от 2 до 10 было выполнено пять 
независимых анализов.

Результаты

Для создания эффективной системы мультиплексного 
микросателлитного анализа, позволяющей надежно различать 
и идентифицировать образцы растений определяющее значение 
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имеет подбор наиболее информативных микросателлитных 
маркеров. С этой целью было проведено исследование 
полиморфизма более 40 микросателлитных локусов. При 
выборе локусов по литературным данным учитывались такие 
данные как количество аллелей, выявленных в локусе (более 5), 
расположение на разных хромосомах, обеспечивающее 
независимое наследование ДНК-маркеров, и небольшая 
длина получаемых фрагментов (100-300 пн) для проведения 
достоверного анализа длин ПЦР-фрагментов. Полиморфизм 
данных локусов был исследован экспериментально у образцов 
расширенной коллекции сорго. В результате были отобра-
ны наиболее полиморфные микросателлитные локусы, 
с использованием которых получены четко интерпретируемые 
и воспроизводимые результаты (Aniskina et al., 2018). 
Мономорфные микросателлитные локусы, трудно ампли-
фицируемые или дающие неоднозначные и нестабильные 
результаты были исключены из исследования.

С целью разработки универсальной системы мультиплекс-
ного микросателлитного анализа для оценки генетического 
разнообразия сорго были отобраны 12 локусов, которые, 
по данным проведенных ранее исследований, характеризу-
ются наиболее высокими индексами полиморфности (PIC). 
Модифицированная мультиплексная система обозначена 
нами как «Сорго-12» (таблица 1).

В предложенной системе анализ каждого микросателлит-
ного локуса осуществляется с парой специфичных праймеров, 
один из которых помечен определенным флуоресцентным 
красителем (FAM, R6G, TAMRA, ROX или Sy630), в соответ-
ствии с ранее опубликованным протоколом (Анискина и др., 
2018). Это позволяет анализировать получаемые по каждому 
локусу ПЦР-фрагменты отдельно по соответствующему 
каналу детекции (см. табл. 1). В используемой мультиплексной 

системе по каждому каналу осуществлялся анализ 2–3 локусов, 
подобранных по длине таким образом, чтобы диапазоны 
длин их фрагментов не перекрывались (см. табл. 1). Для 
одновременной амплификации микросателлитных локусов 
в одной ПЦР-пробе подобрана единая оптимальная темпера-
тура отжига нескольких пар праймеров (Тотж= 55 0C). Длина 
полученных ПЦР-фрагментов определяется с точностью 
до одного нуклеотида при разделении электрофорезом 
высокого разрешения в капиллярах на автоматическом 
генетическом анализаторе «Нанофор-05».

На рисунке 1 в качестве примера представлены результаты 
фрагментного анализа сорта “Feterita” негритянского сорго. 
Каждый пик на электрофореграмме представляет собой 
фрагмент определенной длины, соответствующий одной 
из аллелей микросателлитного локуса (рисунок 1А). Длина 
каждого микросателлитного фрагмента определена с точно-
стью до одного нуклеотида. Совокупность фрагментов всех 
локусов представляет собой оцифрованный генетический 
профиль, который может быть записан в виде генетического 
паспорта (рисунок 1Б).

Уникальные генетические характеристики были получены 
для каждого образца коллекции (Приложение). Большинство 
исследуемых генотипов характеризуются гомозиготным 
состоянием локусов. Однако у некоторых образцов, напри-
мер, у представителей суданской травы и технического сор-
го, некоторые локусы оказались гетерозиготными. Отметим, 
что стерильные и фертильные линии-аналоги (83-А и 83-В, 
Перспектива 80-A и Перспектива 80-B) имеют абсолютно 
идентичные профили.

В результате анализа коллекции сорго по 12 микроса-
теллитным локусам было выявлено 229 аллелей, или так 
называемых дескрипторов генетического разнообразия. 

Таблица 1. Характеристика микросателлитных локусов сорго, входящих в состав 
мультиплексной системы «Сорго – 12»

Table 1. Characteristics of sorghum SSR loci involved in the Sorghum – 12 multiplex system

№ 
п/п Буквенный индекс Локус Повтор Краситель

Длина 
фрагмента, 

пн
Число 

аллелей
PIC 

локуса*

1 A Sb4-15 (AG) FAM 111 - 149 9 0,694
2 B Sb4-32 (AG) FAM 170 - 242 25 0,880
3 C Sbl-10 (AG) FAM 255 - 322 22 0,802
4 D Xtxp25 (CT) R6G 126 - 212 27 0,920
5 E Dsenhsbm4 (TG) R6G 245 - 265 10 0,855
6 F SbAGA01 (AG) TAMRA 99 - 133 17 0,826
7 G Xtxp10 (СТ) TAMRA 145 - 171 10 0,758
8 H Sb6-36 (AG) TAMRA 173 - 225 17 0,859
9 I Sb5-206 (AС) ROX 116 - 184 23 0,904
10 J Sb6-84 (AG) ROX 194 - 250 25 0,860
11 K SbAGH04 (AG) Sy630 110 - 186 31 0,954
12 L Sb6-342 (AС) Sy630 242 - 308 13 0,789
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Исследованные локусы продемонстрировали высокий поли-
морфизм. В каждом локусе было выявлено от 9 до 31 алле-
лей. Частота встречаемости аллелей варьировала от 0,004 
до 0,49. Редкие аллели, встречающиеся с частотой менее 
0,01, составили 26 % от числа всех выявленных аллелей. 
Доля наиболее часто встречающихся аллелей (0,20 – 0,49) 
составила 5 %. Индекс полиморфности локусов (PIC) варьи-
ровал от 0,694 до 0,954, что свидетельствует о высоком уров-

не информативности используемых микросателлитных мар-
керов (см. табл. 1). При этом индекс полиморфности локу-
са может существенно различаться среди представителей 
различных разновидностей сорго. На основе полученных 
данных был вычислен показатель эффективного мульти-
плексного отношения (EMR) разработанной системы. Его 
значение составило 0,833, что свидетельствует об эффек-
тивности созданной мультиплексной системы.

Рис. 1. Генетический профиль (А) и генетический паспорт (Б) сорта сорго “Feterita”, полученные в 
результате анализа с использованием мультилокусной системы «Сорго-12». Латинскими буквами обозна-
чены исследуемые микросателлитные локусы (см. табл. 1), цвет пика на графике соответствует цвету канала 
детекции на приборе «Нанофор-05». По оси абсцисс отложена длина фрагментов ДНК, по оси ординат - интен-
сивность соответствующего сигнала. Генетический паспорт –совокупность аллелей, выявленных в 12 локусах.
Fig. 1. DNA profile (A) and genetic passport (B) obtained after analyzing the sorghum cultivar «Feterita» with 
the developed multiplex system «Sorghum-12». Latin letters indicate the SSR loci (see Table 1), peak colors on 
the graph correspond to the detection channels of the Nanofor-05 device; figures correspond to the fragment sizes of 
detected alleles, bp; DNA fragment sizes are plotted on the X axis (bp), and the intensity of the corresponding signal 

on the Y axis. The genetic passport is a set of alleles identified at 12 loci.

Для оценки генетического разнообразия сорго на основе 
данных микросателлитного анализа были использованы три 
взаимодополняющих подхода. Кластерный анализ родства 
NJ и факторный анализ PCoA позволили установить гене-
тические расстояния между образцами.

Из полученной в программе DARwin 6.0.21 дендрограм-
мы (рисунок 2А) следует, что все образцы технического 
сорго, 78% сахарного сорго, 79 % кафрского сорго, 83% 
китайского сорго и 56 % хлебного сорго образуют отдель-
ные кластеры в соответствии с ботанической классифика-
цией (таблица 2). Некоторые образцы сахарного, кафрско-

го, гвинейского и негритянского сорго, а также суданской 
травы объединились в кластеры с представителями других 
рас. Так, например, в единый кластер вместе с растениями 
кафрского сорго вошли представители других разновид-
ностей зернового сорго и сахарного сорго. Такие образцы 
могут относится к промежуточным формам, возникшим 
вследствие высокой способности сорго к гибридизации 
и сложной селекционной истории.

Так, например, сорт сахарного сорго Schrock (к-3046, 
образец № 140) является межрасовым гибридом сахарно-
го и зернового сорго и группируется в кластер с зерновым 
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негритянским сорго. Образец № 149 (линия ДНВ-26, к-9402) 
является межрасовым гибридом суданской травы и зернового 
сорго и группируется в кластер с зерновым кафрским сорго.

В изученной выборке образцов сорго также были выяв-
лены дублированные образцы с одинаковыми генотипами. 
Так, например, образец негритянского сорго с номером 
по каталогу к-2827 был представлен в коллекции дважды: 
как №78 – SPT-20 (S. caudatum) и №87 - SBT-20 (S. bantuorum).

Данные факторного анализа методом PCoA, проведен-
ного в программе DARwin 6.0.21, в целом соответствуют 
результатам кластерного анализа с использованием алгоритма 

Neighbor Joining (NJ) и позволяют дифференцировать группы 
образцов сорго в соответствии c классификацией по морфо-
логическим и агрономическим признакам. При рассмотрении 
по осям 1/2 большинство образцов сахарного сорго были 
сгруппированы в левом верхнем квадранте, большинство 
образцов кафрского сорго − в правом верхнем квадранте, 
образцы китайского и негритянского сорго − в левом ниж-
нем квадранте (рисунок 2Б). Образцы технического сорго 
локализованы обособленно в левом верхнем квадранте 
при рассмотрении по осям 2/3.

Рис. 2. Обработка результатов генетического анализа образцов сорго методами многомерной статистики 
в программе DARwin. А – Кластеризация образцов с использованием алгоритма NJ. Цвет шрифта 
соответствует таксономической классификации образцов: 1 – гвинейское (S. guineensia), 2 – кафрское 
(S. caffrorum), 3 – китайское (S. nervosum), 4 – негритянское (S. caudatum / S. bantuorum), 5 – сахарное 
(S. saccaratum), 6 – суданская трава (S. sudanense), 7 – техническое (S. technicum), 8 –хлебное (S. cernum / S. durra);  

Б – Группировка образцов выборки по результатам факторного анализа (PCoA). 1 – оси 1/2; 2 – оси 2/3.

Fig. 2. Processing the results of the genetic analysis of sorghum accessions using multivariate statistics based on the 
DARwin sofware. A – NJ analysiS. Font colors correspond to the taxonomic classification of accessions: 1 – S. guineensia, 
2 –S. caffrorum, 3 –S. nervosum, 4 – S. caudatum / S. bantuorum, 5 – S. saccaratum, 6 – S. sudanense, 7 – S. technicum, 

8 – S. cernum / S. durra; Б – Principle coordinate analysis (PCoA). 1 – axes 1/2; 2 – axes 2/3.
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Для исследования популяционной структуры и распре-
деления образцов сорго по подгруппам (K) в программе 
STRUCTURE был выполнен кластерный анализ на основе 
байесовской модели. Было исследовано от 2 до 10 возмож-
ных подгрупп (K). Достаточно четкой дифференциации всех 
рас удалось достичь при значении К = 8. Кластерный ана-
лиз, выполненный при K = 8, в целом подтвердил резуль-
таты, полученные методами NJ и PCoA. Анализ структуры 
изученной выборки образцов сорго показывает, что 100% 

образцов технического сорго (7), 88% суданской травы (6), 
81% сахарного сорго (5), 83% китайского сорго (3), 71% 
кафрского сорго (2), 66% гвинейского сорго (1), 65% хлеб-
ного сорго (8) и 52% негритянского сорго (4) группируются 
в кластеры в соответствии с их ботанической классифика-
цией (рисунок 3, см. табл. 2). Значение величины диффе-
ренциации образцов (FST) в полученных кластерах (груп-
пах) составил от 0,286 до 0,635.

Таблица 2. Кластеризация разновидностей сорго на основе результатов NJ анализа и структурного 
анализа на основе байесовской модели (BM)

Table 2. Clustering of sorghum accessions using the Neighbour-Joining (NJ) method and Bayesian 
model − based (BM) clustering technique

Метод
Кластеры образцов сорго

1 2 3 4 5 6 7 8
DARwin NJ 55% 79% 83% 47% 78% 38% 100% 56%
Structure BM 66% 71,5% 83% 52% 81% 88% 100% 65%

Примечание: цифрами обозначены разновидности сорго, объединенные в соответствующие кластеры:
1 − гвинейское (S. guineensia), 2 − кафрское (S. caffrorum), 3 − китайское (S. nervosum), 4 − негритянское (S. caudatum − S. bantuorum), 
5 − сахарное (S. saccaratum), 6 − суданская трава (S. sudanense), 7 − техническое (S. technicum), 8 − хлебное (S. cernum / S. durra).
Note: the numbers indicate sorghum varieties, grouped into corresponding clusters:
1 − S. guineensia, 2 − S. caffrorum, 3 − S. nervosum, 4 − S. caudatum − S. bantuorum, 5 − S. saccaratum, 6 − S. sudanense, 7 − S. technicum, 
8 − S. cernum − S. durra.

Таким образом, исследуемые образцы сорго образовали 
восемь хорошо отличимых групп (кластеров) как в резуль-
тате использования метода NJ (DARwin), так и кластерного 
анализа на основе байесовской модели BM (STRUCTURE). 
В кластерах, полученных разными методами, наблюдается 
значительное соответствие состава и числа образцов. (см. 
табл. 2). В целом, распределение образцов сорго по груп-
пам соответствует их расовой принадлежности.

Обсуждение

Ключевым фактором в селекции сельскохозяйственных 
культур для создания перспективных сортов является подбор 
родительских форм, характеризующихся большим генети-
ческим разнообразием. Анализ разнообразия на генетиче-
ском уровне с использованием микросателлитных маркеров 
является самым надежным и экономически оправданным 
методом выявления различий между генотипами.

Ранее для исследования генетического разнообразия 
представителей разных рас сорго были разработаны 2 муль-
типлексные системы «Сорго-7» и «Сорго-10» на основе 17 
микросателлитных локусов (Aniskina et al., 2018). Однако 
несмотря на все достоинства этих ПЦР-систем, оказалось, 
что не все локусы подходят для дифференциации рас (раз-
личные разновидности сорго могут иметь сходный состав 
аллелей по некоторым микросателлитным локусам), и 

использование таких локусов в кластерном анализе может 
способствовать объединению растений разных рас в общий 
кластер. Кроме того, этот подход оказался недостаточно 
удобен для анализа большой партии растительных образ-
цов, поскольку анализ каждого образца необходимо осу-
ществлять в 2 стадии.

Поэтому в целях оптимизации этапов проведения широ-
комасштабного генетического анализа была разработана 
единая мультиплексная система, позволяющая проводить 
ПЦР-анализ в одну стадию. Данный подход является более 
технологичным и экономичным, поскольку позволяет суще-
ственно сократить стоимость и сроки проведения подобных 
исследований. Для создания мультиплексной системы из 
17 локусов сорго, выбранных ранее для оценки генетиче-
ского разнообразия, были отобраны 12 локусов с наиболее 
высокими показателями PIC. Эти локусы характеризуют-
ся большим числом аллелей, а также низкой или средней 
частотой их встречаемости. Из анализа были исключены 
локусы с небольшим числом аллелей и высокой частотой 
их встречаемости.

Высокий уровень полиморфизма микросателлитных 
локусов, входящих в мультиплексный набор, позволил полу-
чить генетические паспорта всех образцов коллекции. На 
основании генетических профилей, полученных в резуль-
тате использования данной мультиплексной системы, все 
исследуемые образцы были дифференцированы и установ-
лены их генетические взаимосвязи. Достаточно четкие отли-
чия наблюдались между образцами зернового и сахарного 
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сорго. Аналогичная дифференциация генотипов сахарного 
и зернового сорго также была достигнута другими автора-
ми при использовании технологий секвенирования следу-
ющего поколения (NGS) (Zheng et al., 2011).

Генетические взаимосвязи, выявленные среди образ-
цов сорго с использованием дистанционных методов пар-
ной дифференциации, PCoA и NJ-анализа, и кластерного 
анализа на основе байесовской модели, подтвердили диф-
ференциацию образцов в соответствии с классификацией 
по расам, разработанной J.R. Harlan и J.M.J. de Wet (1972) 
и классификацией Е.С.Якушевского (1969). Тем не менее, 
представители некоторых рас сорго оказались распределе-
ны в другие группы в результате кластерного анализа. Это 
может быть связано со сложной селекционной историей 
исследуемых образцов и наличием в коллекции промежу-
точных форм (межрасовых гибридов). Дальнейшее иссле-
дование расширенной коллекции позволит более четко диф-
ференцировать образцы сорго спорного происхождения.

Похожие результаты были получены другими исследова-
тельскими группами. Так, например, в результате исследова-
ния 3367 образцов сорго разных рас и разного географическо-
го происхождения с использованием 41 микросателлитного 

локуса также было выявлено глобальное совпадение в рас-
пределении образцов по группам на основе результатов NJ 
анализа и байесовской модели кластерного анализа (Billot 
et al., 2013). Среди культивируемых форм, за исключением 
кафрского сорго, практически не было обнаружено совпа-
дения между расой и группой, сформированной на основе 
микросателлитных маркеров. Представители рас Bicolor, 
Caudatum, Durra и Guinea сгруппировались в три и более 
различных кластеров. Исследователи сообщают о под-
тверждении популяционной структуры сорго, и считают, 
что кластеризация образцов сорго по расам связана с их 
географическим происхождением (Billot et al., 2013). Разде-
ление представителей сорго по расам в пределах географи-
ческого происхождения также было продемонстрировано 
этой исследовательской группой в исследовании эталонно-
го набора сорго из 384 образцов пяти рас сорго и их проме-
жуточных форм (Ramu et al., 2013). 

Авторы объясняют выявленную географическую диф-
ференциацию исследуемых растений и различия в клас-
сификации, составленной на основе микросателлитных 
маркеров, и классификацией по расам, основанной на мор-
фологических и агрономических признаках, следующими 

Рис. 3. Структура изученной выборки образцов коллекции сорго, полученная с использованием 
программы STRUCTURE. На основании байесовского анализа (K = 8), образцы сорго 

распределились по восьми кластерам, которые обозначены разными цветами.
Fig. 3. Structure of the studied samples from the sorghum collection obtained using 
the STRUCTURE program. According to the Bayesian analysis (K = 8) sorghum 

samples are lotted up in eight clusters which are differently colored.
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факторами: географическим распространением радиально 
в направлениях от центра происхождения и сложными эво-
люционными процессами, а также обменом генами между 
культурными и дикими типами, обеспечивающим динами-
ку популяции (Billot et al., 2013). 

Работы других исследователей также свидетельствуют 
об определяющем значении таких факторов, как географи-
ческое происхождение и поток генов между культурными и 
дикорастущими растениями сорго для классификации сор-
го (Sagnard et al., 2011; Salih et al., 2016).

Сокращение числа исследуемых локусов, а, следователь-
но, и выявляемых аллелей (дескрипторов) существенно не 
повлияло на распределение представителей сорго по кла-
стерам. В целом, результаты анализа генетического разно
образия исследуемых образцов сорго соответствуют резуль-
татам исследования, полученным нами ранее (Aniskina et 
al., 2018), но обработка результатов с помощью более рас-
ширенного арсенала биоинформатических методов (PCoA 
и NJ-анализа, и кластерного анализа на основе байесовской 
модели) позволила получить более точное распределение 
исследуемых представителей сорго по кластерам.

Заключение

Разработана единая система мультиплексного анали-
за сорго на основе 12 микросателлитных локусов, которая 
может быть использована в исследованиях генетического 
разнообразия коллекционных образцов сорго. Использование 
данной системы позволяет проводить анализ в одну ста-
дию и, следовательно, сократить сроки его проведения, по 
сравнению с ранее предложенным подходом (Aniskina et 
al., 2018). Технология позволяет получать оцифрованные 
генетические профили, что значительно повышает точность 
идентификации растительных образцов при широкомас-
штабном исследовании. С использованием разработанной 
технологии был проведен генетический анализ отечествен-
ной коллекции сорго и получены уникальные генетические 
профили каждого образца коллекции. Анализ полученных 
данных тремя взаимодополняющими методами позволил 
дифференцировать образцы в соответствии с их классифи-
кацией по морфологическим и агрономическим признакам.

Понимание географического, экологического и социаль-
ного аспектов формирования генетического разнообразия 
является ключом к устойчивому управлению генетически-
ми ресурсами. Применение разработанной технологии для 
идентификации генотипов культуры сорго, характеризу-
ющейся высоким уровнем морфо-биологического разно
образия, будет способствовать уточнению классификации 
недостаточно изученных образцов сорго, формированию 
стержневых коллекций, что позволит уменьшить число 
ежегодно размножаемых образцов и сократить затраты на 
их содержание.

 

Работа выполнена в рамках государственного задания 
№ 0574-2019-0003. Авторы благодарны сотрудникам ЦКП 
«Биотехнология» за помощь при работе на генетическом 
анализаторе «Нанофор-05».
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УСТОЙЧИВОСТЬ ЗЕМЛЯНИКИ К ОСНОВНЫМ ГРИБНЫМ 
ФИТОПАТОГЕНАМ: R-ГЕНЫ И ИХ ДНК-МАРКЕРЫ

Храбров И. Э.1*, Антонова О. Ю.1, Шаповалов М. И.2, 
Семёнова Л. Г.3

STRAWBERRY RESISTANCE TO THE MAJOR 
FUNGAL PHYTOPATHOGENS: R-GENES  
AND THEIR DNA MARKERS

The garden strawberry Fragaria × ananassa (Duchesne ex Weston) Duch-
esne ex Rozier (1785) is a perennial herbaceous plant of the Rosaceae fam-
ily; it is cultivated all around the world. It accounts for more than half of 
the global volume of berries production. In Russia, more than 160 tons of 
garden strawberries are grown annually, but according to Russian scien-
tists, this crop has a much higher productivity potential. Various pathogens, 
including bacterial, viral and fungal infections, negatively affect the pro-
ductivity of strawberry. Anthracnose (caused by Colletotrichum Corda.), 
crown rot (Phytophthora cactorum Lebert & Cohn), red core disease 
(Phytophthora fragariae var. fragariae Hickman), fusarium wilt (Fusar-
ium oxysporum f. sр. fragariae Winks & Williams ) and strawberry pow-
dery mildew (Podosphaera aphanis [Sphaerotheca macularis] (Wallr.) 
U.  Braun  &  S.  Takam) are among the most important fungal diseases of 
strawberry. This review discusses the current data about the known genes 
and quantitative trait loci (QTLs) associated with resistance to listed plant 
pathogens. The review also offers information about molecular markers 
of different types: SDRF, AFLP, SSR, SCAR, SNP, associated with these 
genes/QTLs and used in the molecular screening of strawberry collections 
for practical purposes.

Key words: strawberries, Fragaria × ananassa, R-genes, QTL, fungal dis-
eases, Colletotrichum, Phytophthora cactorum, Phytophthora fragariae 
var. fragariae, Fusarium oxysporum f. sр. fragariae, Podosphaera aphanis
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Садовая земляника Fragaria × ananassa (Duchesne ex Weston) Duchesne 
ex Rozier (1785) – многолетнее травянистое растение из семейства 
розоцветных (Rosaceae), возделываемое по всему миру. На её долю 
приходится больше половины объема мирового производства ягод. 
В  России ежегодно выращивается более 200  тонн земляники садо-
вой, но по данным отечественных учёных у данной культуры потен-
циал продуктивности намного больше. На урожайность земляники 
негативно влияют различные патогены, в том числе грибные инфек-
ции. К числу важнейших грибных заболеваний земляники относятся 
антракнозная гниль (вызывается несколькими видами грибов-аско-
мицетов рода Colletotrichum Corda), гниль рожка земляники (воз-
будитель – Phytophthora cactorum Lebert & Cohn), фитофторозная 
корневая гниль (Phytophthora fragariae var. fragariae Hickman), фуза-
риоз (Fusarium oxysporum f. sр. fragariae Winks & Williams) и  муч-
нистая роса (Podosphaera aphanis [Sphaerotheca macularis] (Wallr.) 
U. Braun & S. Takam). В обзоре рассмотрены актуальные сведения об 
известных генах и локусах количественных признаков (QTL), контро-
лирующих устойчивость к  данным фитопатогенам, и  представлена 
информация об ассоциированных с ними молекулярных маркерах раз-
ных типов (SDRF, RAPD, AFLP, SSR, SCAR, SNP и т. д.) в том числе 
о маркерах, используемых в практической селекции для молекуляр-
ного скрининга коллекций земляники.

Ключевые слова: Fragaria  ×  ananassa, гены устойчивости, QTL, 
грибные болезни, Colletotrichum, Phytophthora cactorum, Phytophthora 
fragariae var. fragariae, Fusarium oxysporum f.  sр. fragariae, Podos-
phaera aphanis.
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Введение

Земляника садовая или ананасная – Fragaria  ×  ana-
nassa (Duchesne ex Weston) Duchesne ex Rozier (1785)  – 
многолетнее травянистое растение, обладающее исклю-
чительной пищевой ценностью с хорошими вкусовыми 
качествами ягод. Благодаря наличию не только сахаров, 
органических кислот и пектинов, но и комплекса микро-
нутриентов она является перспективным объектом здо-
рового питания. Наибольшей ценностью земляника обла-
дает в качестве источника витаминов С, полифенольных 
соединений (антоцианы, гидроксикоричные кислоты), 
фолата, а также минеральных веществ – калия, железа 
(Akimov et al., 2019).

Земляника садовая возделывается в 75 странах 
мира, на ее долю приходится свыше 2/3 объема мирово-
го производства ягод. В России под землянику отводят 
до 30-40 % площадей, занимаемых всеми ягодниками. 
В настоящее время производственный объем земляни-
ки в РФ достигает примерно 230 тысяч тонн и ежегод-
но возрастает в среднем на 3,7% (Govorova, Govorov, 
2019). Потенциал продуктивности земляники ананасной 
очень высок, по мнению российских ученых он может 
достигать 112 т/га (Popova et al., 1990), однако реаль-
ная урожайность намного ниже – средняя урожайность 
в мире составляет 12,8 т/га; в США - 37,1 т/га, Испании – 
37,7 т/га, Японии – 12,8 т/га, (Pshikhacheva, 2012), в Рос-
сии – 6-8 т/га в разные годы (Govorova, Govorov, 2019).

Отрицательное влияние на урожайность оказыва-
ет целый ряд неблагоприятных факторов и, в том числе, 
различные грибные инфекции. К числу важнейших гриб-
ных заболеваний земляники относятся (антракнозная 
гниль (возбудитель – Colletotrichum acutatum Simmonds), 
гниль рожка земляники (Phytophthora cactorum (Lebert & 
Cohn) J. Schröte), фитофторозная корневая гниль (фитоф-
торозное увядание) (Phytophthora fragariae var. Fragari-
ae Hickman), фузариоз (Fusarium oxysporum f. sр. fragari-
ae Winks et Williams) и мучнистая роса – Podosphaera 
aphanis (Wallr.) U. Braun & S. Takam [Sphaerotheca macu-
laris (Wall. еx Fries) Jazz f. sp. fragariae (Peries)]. Пораже-
ние возделываемых сортов этими болезнями приводит 
к значительному снижению продуктивности плантаций 
(от 15 до 92 %), а массовое развитие грибных заболева-
ний способно приводить к 100 % гибели урожая (Govo-
rova, 2004; Folta, Davis, 2006; Smith, 2008; Newton et  al., 
2010). В последнее время в связи с изменением клима-
та, активным импортом посадочного материала, обменом 
им внутри страны и влиянием узкоспециализированных 
фунгицидов происходит расширение ареалов грибных 
патогенов земляники, а также появление новых видов/
рас возбудителей. Поэтому задача создания новых сортов, 
устойчивых к грибным патогенам, является чрезвычайно 
актуальной. Огромную помощь при этом может оказать 
метод маркер-вспомогательной селекции, использующий 
ДНК-маркеры, ассоциированные с генами устойчивости 

на молекулярно-генетических картах.
Однако для молекулярно-генетического анали-

за F.  ×  ananassa является сложным объектом. Этот 
октоплоидный вид (2n = 8x = 56) представляет собой 
межвидовой гибрид между американскими вида-
ми F.  chiloensis (L.) Mill. и F.  virginiana Duch, спонтан-
но возникший более 250 лет назад при их совместном 
выращивании в Европе (Darrow, 1966). Согласно совре-
менным представлениям, родительские виды были обра-
зованы путем слияния и взаимодействия геномов четы-
рех диплоидных видов – предшественников – F. vesca L., 
F.  nipponica Lindl., F.  iinumae Makino, F.  viridis Duch 
(Edger et al., 2019). На основании изучения сегрегации 
хромосом у F.  ×  ananassa было предложено несколь-
ко вариантов геномных формул: вариант AABBBBCC, 
предполагающий один тетраплоидный и два диплоид-
ных субгенома (Федорова, 1946), варианты AAA’A’BBBB 
и AAA’A’BBB’B’, в которых два генома имели боль-
шую или меньшую степень дивергенции (Senanayake and 
Bringhurst, 1967; Bringhurst, 1990). Позднее было показа-
но, что для большинства ядерных генов садовой земляни-
ки наблюдается дисомическое наследование (Ashley et al. 
2003), то есть геном F. × ananassa сформирован четырь-
мя разными субгеномами, которые было предложено обо-
значать символами А, B, C и D. При этом субгеном, унас-
ледованный от F. vesca, является «доминирующим», его 
последовательности более полно представлены в гено-
ме F.  ×  ananassa по сравнению с последовательностя-
ми других видов-предшественников – на 20.2% больше 
белок-кодирующих и на 14.2% lncRNA (long non-coding 
RNA) генов. Соответственно, порядок букв при обо-
значении субгеномов соответствует степени их близо-
сти к геному F.  vesca (Edger et al., 2019). Размер генома 
F. × ananassa оценивается в 708–720 Mb (Akiyama et al., 
2001), он полностью секвенирован с использованием тех-
нологий Next Generation Sequencing или NGS (Hirakawa 
et al., 2014; Edger et al., 2019).

Сложность генома F.  ×  ananassa требует специ-
альной стратегии для картирования генов, в том чис-
ле генов устойчивости. Ранее было предложено исполь-
зовать маркеры SDRF- (Single Dose Restriction Fragment) 
(Wu et  al., 1992). Под SDRF понимают фрагменты ДНК, 
присутствующие только в одной хромосоме только одно-
го из родителей и сегрегирующие в соотношении 1:1 
независимо от плоидности организма. При построении 
карт сцепления отдельно учитывают сегрегацию SDRF 
маркеров материнской формы (Aaaaaaaa  ×  aaaaaaaa) 
и отдельно  – отцовской (аaaaaaaa  × Aaaaaaaa), в резуль-
тате получают материнские и отцовские карты сцепле-
ния (Lerceteau-Köhle et al., 2003). Для каждого из субгено-
мов были также разработаны подробные карты хромосом 
при помощи микросателлитных маркеров (van Dijk et al., 
2014). В настоящее время практически все работы 
по генотипированию и картированию у F.  ×  ananassa 
основываются на технологии ДНК-микрочипирования. 
Чаще всего используют чип IStraw90 Axiom® на базе 
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платформы Affymetrix®. ДНК-чипирование земляни-
ки позволяет проводить генетический анализ, включая 
создание карт сцепления высокой плотности, анализ 
GWAS® (genome – wide association studies – полногеном-
ный поиск ассоциаций), идентификацию локусов коли-
чественных признаков, обеспечивая тем самым основу 
для молекулярной селекции этой высокоценной культуры 
(Bassil  et  al., 2015). В данном обзоре мы рассматриваем 
известные на настоящий момент у земляники гены устой-
чивости к грибным патогенам и ассоциированные с ними 
маркеры, в том числе пригодные для практического при-
менения в MAS (маркер-опосредованная селекция).

Антракнозная (черная) гниль – патоген 
Colletotrichum acutatum

Болезнь вызывают несколько видов грибов-аскомице-
тов рода Colletotrichum: C.  fragariae Brooks, C. gloeospo-
rioides Penz. (Sacc.) Ston и C.  acutatum (Kotova, 
Kungurtseva, 2014; Govorova, Govorov, 2019).

Наиболее часто растения земляники в Европе пора-
жает C.  acutatum (Govorova, Govorov, 2019). До недав-
него времени в России возбудитель антракноза не был 
характерен для микобиоты земляники, однако в послед-
ние годы в связи с массовым завозом зарубежного поса-
дочного материала C. acutatum выявляют на насажде-
ниях земляники не только в южной зоне, но и в средней 
полосе РФ (Holod et al., 2018). Возможно также пораже-
ние земляники другим патогеном – C.  gloeosporioides 
(Kotova, Kungurtseva, 2014). Антракнозная гниль наносит 
посадкам земляники большой ущерб, в некоторых случа-
ях приводя к потере 80% урожая (Metlitsky et al., 2007). 
Большинство сортов земляники в разной степени воспри-
имчивы к C. acutatum (Metlitsky et al., 2007; Leandro et al., 
2001).

Для C.  аcutatum выделено значительное количество 
изолятов, которые относят к двум группам патогенно-
сти. В работе французских исследователей из 14 изолятов 
10 были способны поражать сорта земляники «Addie», 
«Sequoia» и «Dover» (1 группа патогенности), в то вре-
мя как 4 изолята группы патогенности 2 были вирулент-
ны для сорта «Addie», но не поражали сорта «Sequoia» 
и «Dover» (Denoyes, Baudry, 1995).

Устойчивость к расам C.  аcutatum первой группы 
патогенности носит полигенный характер, что было пока-
зано в работе Denoyes-Rothan с соавторами (2004). Авто-
ры использовали уже известную молекулярно-генети-
ческую карту F.  ×  ananassa, которая была разработана 
с использованием различных типов маркеров, в том чис-
ле маркеров SDRF (Lerceteau-Köhler et al., 2003). Мате-
ринская карта состояла из 263 маркеров (244 AFLP, 13 
SSR и 6 SCAR), распределенных по 47 группам сцепле-
ния, на отцовской карте 322 маркера (279 AFLP, 26 SSR 
и 3 SCAR) распределились по 45 группам сцепления. 

Было обнаружено 5 QTL устойчивости к C.  acutatum 
первой группы патогенности (изолят 494а), из которых 
3 QTL были локализованы в группах сцепления мате-
ринской карты и 2 QTL в группах сцепления отцовской 
карты (Denoyes-Rothan, et  al., 2004). Недавно исполь-
зование методов ДНК-микрочипирования и GWAS – ана-
лиза позволило выявить на хромосоме 6В основной локус 
FaRCa1, контролирующий устойчивость к изолятам пер-
вой группы патогенности (02-163, 02-179 и 03-32) (Sali-
nas et  al., 2019). Изменчивость по гену FaRCa1 объяс-
няла по меньшей мере 50% фенотипической дисперсии 
по признаку устойчивости к C.  аcutatum. Авторы выде-
лили несколько SNP-маркеров, сцепленных с  FaRCa1 
(AX-89796486, AX-89838962 AX-89808208, AX-89838986 
и AX-89896208), однако маркеров для практической MAS 
селекции на их основе разработано не было (Salinas et al., 
2019).

Моногенная устойчивость у земляники выявлена 
к расам C. acutatum второй группы патогенности. Она 
контролируется доминантным геном Rca2. Картирова-
ние данного гена было проведено для популяции из 113 
гибридов F2 от скрещивания сорта «Capitola» и селек-
ционного клона CF1116. Авторы применили AFLP-ана-
лиз, причем из совокупного числа фрагментов (789) были 
отобраны только 727, подходившие под критерии мар-
керов SDRF (смотри ранее). В результате были постро-
ены две карты: материнская (F) – покрытие 1,604 сМ, 
235 маркеров и отцовская (M) – 1,496 cM, 280 маркеров 
(Lerceteau-Köhler al., 2003). На картах методом сегрега-
ционного bulk-анализа (BSA-Bulked segregant analysis) 
картировали ген Rca2 и идентифицировали сцепленные 
с ним AFLP-маркеры mf1, mf2, mf3 и mf4. Два из них 
были конвертированы в ПЦР-маркеры STS-Rca2_240 
и STS-Rca2_417. Ген Rca2 был картирован на расстоя-
нии 2,8 cM от маркера STS-Rca2_240 и 0,6 сМ от маркера 
STS-Rca2_417 (Guerin et al., 2003; Lerceteau-Köhler et al., 
2005).

Маркер STS-Rca2_240 активно использовался в моле-
кулярном скрининге различных коллекций земляни-
ки в том числе и российскими исследователями (табли-
ца). В работе И.В. Лукъянчука с соавторами (Lukyanchuk, 
2018) проведен молекулярный скрининг сортов зем-
ляники как отечественной («Ласточка», «Привлека-
тельная», «Урожайная ЦГЛ», «Фейерверк», «Флора», 
«Яркая»), так и зарубежной селекции, а также образцов 
дикорастущих видов рода Fragaria L.  (F.  orientalis Los., 
F. moschata Duch., F. ovalis Rydb., F. virginiana Rydb. ssp. 
platypetala). Диагностический фрагмент маркера STS-
Rca2_240 присутствовал только у  зарубежного сорта 
«Laetitia». А. С. Лыжин с соавторами (Lyzhin et al., 2019) 
проводили оценку аллельного состояния гена устойчи-
вости к антракнозу Rca2 для 24 российских и 15 зару-
бежных сортов. В результате ПЦР-анализа маркер STS-
Rca2_240 был идентифицирован у  двух зарубежных 
сортов «Elianny», «Troubadour» и у одного отечественно-
го – «Сударушка» (Lyzhin et al., 2019).
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Маркер STS-Rca2_417 применяют реже, несмотря 
на то, что показана его большая эффективность в выяв-
лении устойчивых к C.  acutatum сортов. Так, в работе 
E. Lerceteau-Köhler et al. (2005) из 28 устойчивых сортов 
13 (46,4%) имели диагностические фрагменты обо-
их маркёров, и еще 8 (28,6%) – только маркера STS-
Rca2_417. Связь с устойчивостью не была абсолютной – 
7 устойчивых сортов (25,0%) вообще не детектировали 
диагностических фрагментов. Некоторые авторы (Miller-
Butler  et  al.,  2019) сообщают о полной неэффективно-
сти обоих маркеров для молекулярного скрининга, одна-
ко в данной работе отсутствие взаимосвязи устойчивости 
и маркера можно объяснить методическими проблема-
ми – помимо диагностического фрагмента авторы выяв-
ляли у сортов земляники неспецифичные ПЦР-продукты 
различной длины (Miller-Butler et al., 2019).

Генетика устойчивости к C.  gloeosporioides была 
изучена в работе Anciro с соавторами (2018) мето-
дом GWAS-анализа. На базе платформы Affymetrix ® 
с использованием ДНК чипов IStraw90 Axiom ® 

и IStraw35 384HT Axiom ® произведено SNP генотипи-
рование 24 родительских линий и гибридов от различных 
комбинаций их скрещиваний – всего 1621 клон с извест-
ной устойчивостью. На полученной карте в группе сце-
пления LG6В был идентифицирован один основной 
локус FaRCg1, ассоциированный с 18-ю SNP-маркера-
ми. Следует отметить, что на хромосоме LG6В карти-
рован также основной ген устойчивости FaRCa1 к дру-
гому возбудителю антракноза земляники – C.  acutatum 
(Salinas  et  al.,  2019). Вероятно, в этой области распола-
гается кластер генов, контролирующих устойчивость 
к представителям рода Colletotrichum.

Ассоциированные с геном FaRCg1 SNP-маркеры были 
конвертированы в маркеры для HRM- анализа (High-Res-
olution Melting или анализ кривых плавления с высо-
ким разрешением). Максимальную связь c устойчиво-
стью показали маркеры AX-89864339 (положение в LG6В 
67.43 cM) и AX-89906235 (положение в LG6В 68.88 cM). 
В скрининге коллекций земляники эти маркеры пока 
не использовались, однако не исключено, что они ока-

Таблица. Результаты молекулярного скрининга коллекций сортов земляники 
с использованием маркеров STS-Rca2_240 и STS-Rca2_417 по данным литературы.

Table. Results of molecular screening of strawberry collections using STS- Rca2_240 
and STS- Rca2_417 markers according to the literary sources.

№ Литературный  
источник

Изученный  
материал

Присутствие маркера 
STS-Rca2_240  

у сорта

Присутствие маркера 
STS-Rca2_417  

у сорта

1 Lukyanchuk et al., 
2018

6 отечественных сортов, 
12 зарубежных сортов. «Laetitia» Не изучали

2 Lyzhin et al., 
2019

24 отечественных сорта,  
15 зарубежных сортов.

«Elianny»,  
«Troubadour», 
«Сударушка»

Не изучали

3 Lerceteau-Köhler et al., 
2005

43 сорта:
28 устойчивых (R) 
14 поражаемых (S) 
1 умеренно устойчивый 
(R/S)

13 сортов. 
Совпадение 
с устойчивостью 62,8 %

22 cорта.  
Совпадение 
с устойчивостью 81,4%

4 Miller-Butler et al., 
2019

31 сорт: 
6 устойчивых (R) 
25 поражаемых (S)

22 сорта.  
Маркер признан 
неэффективным.

21 сорт. 
Маркер признан 
неэффективным.

5 Njuguna,  
2010 112 сортов.

36 сортов. 
Данные по  
устойчивости 
не приведены

Не изучали

6 Sturzeanu et al.,  
2016 6 сортов. «Benton» совпадение  

с устойчивостью 100 % Не изучали

7 Sturzeanu et al.,  
2017 17 сортов

7 сортов.  
Совпадение 
с устойчивостью 57,1 %

Не изучали
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жутся эффективными для выявления устойчивых форм 
(Anciro et al., 2018).

Фитофтороз (фитофторозное увядание)

Фитофтороз, или фитофторозное увядание земляни-
ки, вызывают псевдогрибы из рода Phytophthora de Bary, 
относящегося к семейству Pythiaceae Pringsh, отдел 
Oomycota G. Winter. На землянике паразитируют два вида 
этого рода. Первый – Ph.  cactorum вызывает гниль рож-
ка земляники, заболевание также называют фитофто-
розной кожистой гнилью. Другим представителем рода 
Phytophthora, наносящим большой вред плантациям зем-
ляки, является возбудитель фитофторозной корневой гни-
ли Ph. fragariae var. fragariae (Govorova, Govorov, 2019).

Гниль рожка земляники – патоген 
Phytophthora cactorum

Впервые Ph. cactorum был описан как патоген кактусов 
в 1870 году. Вид имеет широкий спектр хозяев – более 250 
видов растений, в том числе и садовая земляника. Мето-
дом AFLP-анализа идентифицировано значительное число 
изолятов Ph. cactorum (Eikemo et al., 2004), при этом изо-
ляты, поражающие землянику, отличаются по своему гене-
тическому составу от паразитирующих на других культу-
рах (Eikemo et al., 2004; Bhat et al., 2006).

На землянике Ph. cactorum впервые был отмечен в Гер-
мании в 1952 году (Deutschmann, 1954). К настоящему вре-
мени болезнь широко распространена не только за рубежом, 
но и в нашей стране – она отмечена в большинстве регио-
нов, где выращивают землянику – в 17 из 23 (Golovin, 2010).

Патоген вызывает корневую гниль земляники, гниение 
и дисфункцию сосудистой системы, а также гниль плодов. 
Он наносит большой ущерб как плантациям, так и маточ-
никам (Govorova, Govorov, 2019); в Краснодарском крае, 
по данным Говоровой Г.Ф., от этого заболевания гибнет 
5-30 % растений, а поражение плодов в зависимости от вос-
приимчивости сорта и погодных условий колеблется от 3,8 
до 91,7 % (Govorova, 1992).

Устойчивые к гнили рожка земляники формы обнару-
живаются среди сортов садовой земляники, в популяциях 
диких диплоидных видов и полиплоидных видов F. chiloen-
sis и F. virginiana – предполагаемых предков F. × ananassa 
(Harrison et al., 1998; Eikemo et al., 2010). В работах многих 
авторов было показано, что устойчивость у F. × ananassa 
контролируется полигенно, при этом характер устойчиво-
сти не зависит от расового состава патогена и не уклады-
вается в модель наличия одного основного гена и несколь-
ких генов-модификаторов (Denoyes-Rothanet  al., 2004; 
Shaw et al., 2006, 2008; Nellist et al., 2019).

Denoyes-Rothan с соавторами (2004) с использова-

нием картирующей популяции от скрещивания «Capi-
tola»  ×  «CF116» (185 растений) выявили в совокупно-
сти 5 QTL устойчивости к Ph. cactorum. Два QTL были 
локализованы на группах сцепления материнской карты 
и три – на группах сцепления отцовской карты (Denoyes-
Rothan et al., 2004; Lerceteau-Köhler et al., 2004). Аддитивное 
влияние нескольких генов было показано и при изучении 
сегрегации устойчивости в популяциях потомков 50 комби-
наций скрещиваний селекционных сортов (Show et al., 2008).

Mangandi с соавторами (2017) провели исследова-
ние устойчивости F.  ×  ananassa к гнили рожка земля-
ники с использованием комплексных популяций (более 
1100 сеянцев из 139 семей), полученных при скрещива-
нии 61 сорта. Все родительские формы и сеянцы генотипи-
ровали на базе платформы Affymetrix® с использованием 
ДНК чипов IStraw90 Axiom®. Основной локус устойчи-
вости к Ph. cactorum – FaRPc2 – был картирован в группе 
сцепления LG7D. В этой области выявили 19 связанных 
с устойчивостью SNPs, сочетания аллелей которых фор-
мировали 14 уникальных гаплотипов. Четыре из них (1H-
H4) были широко распространены в протестированных 
популяциях. Гаплотипы 1H и H4 определяли восприим-
чивость к патогену, а гаплотипы H2 и H3 – устойчивость, 
при этом H2 и H3 доминировали над 1H и H4. Гапло-
типы H2 и H3 были маркированы специфическими SNP-
вариантами. Совместная сегрегация этих аллельных вариан-
тов с устойчивостью была показана у гибридов комбинации 
«Holiday» × «Korona», в которой сорт «Holiday» имел гапло-
тип Н3, а сорт «Korona» – Н2. Таким образом, данные SNP-
маркеры могут быть использованы для проведения моле-
кулярного скрининга коллекций земляники (Mangandi et 
al., 2017). 

Еще три QTL, связанные с устойчивостью к Ph. 
cactorum – FaRPc6C, FaRPc6D и FaRPc7D – были обнару-
жены у потомков (181 генотип) двуродительского скрещи-
вания «Emily» × «Fenella», в котором сорт «Fenella» про-
являл устойчивость к гнили рожка земляники. В работе 
была использована платформа Affymetrix® с применением 
микрочипов IStraw90 Axiom® Array28 и Axiom® IStraw35 
384HT. Молекулярно-генетическая карта IStraw90 состояла 
из 11 598 SNP-маркеров, распределенных по 28 группам сце-
пления, соответствующим каждой из семи хромосом в четы-
рех субгеномах F. × ananassa. Карта Straw35 насчитывала 
8 348 SNP-маркеров, также распределенных по 28 хромо-
сомам. QTL FaRPc6C, FaRPc6D и FaRPc7D – были распо-
ложены в группах сцепления 6C, 6D и 7D в непосредствен-
ной близости от SNP-маркеров Affx88882258, Affx88880166 
и Affx88902178 соответственно. Еще несколько SNPs было 
выявлено при помощи GWAS-анализа 114 генотипов зем-
ляники с известной устойчивостью к Ph. cactorum – два 
маркера (Affx88897773 и Affx88897860В) в группе LG7A 
и по одному маркеру в группах LG5D (Affx88859864) 
и LG7D (Affx88900641). Эти маркеры не были связаны 
с QTL, выделившимися при анализе потомков двуроди-
тельских скрещиваний (Nellist et al., 2019). Насколько нам 
известно, ни один из этих SNP-вариантов в настоящее время 

Биотехнология и селекция растений 2019;2(3)
34



не был конвертирован в маркеры для использования в моле-
кулярной селекции.

Фитофторозная корневая гниль – патоген 
Phytophthora fragariae var. fragariae.

Заболевание было впервые описано в Шотландии в рай-
оне Ланкашира в 1920 году, поэтому первоначально оно 
называлось Ланкаширская болезнь. В настоящее время 
этот вид фитофторозного увядания встречается практиче-
ски по всему миру (Whitaker, 2011). В России патоген был 
впервые обнаружен и идентифицирован Г.Ф.  Говоровой 
в 1962 году на Северном Кавказе (Govorova, 1964).

Для зараженных растений характерно разрушение кор-
невой системы. Отгнивание кончиков корней сообщает им 
характерный вид «крысиных хвостов». Наземная часть рас-
тения образует мало побегов, молодые листья становятся 
сине-зеленого цвета, а старые приобретают красно-желтую 
или коричневую окраску. Слабо пораженные растения спо-
собны к плодоношению, однако происходит резкое снижение 
урожайности (Govorova, Govorov, 2019). Визуальная диагно-
стика патогена затруднена сходством симптомов поражения 
с воздействием стрессовых факторов абиотической природы 
(De los Santos et al., 2004; Alexandrov et al., 2007).

В работе van de Weg (1989) на основе анализа заражения 
сортов земляники различными изолятами Ph. fragariae var. 
fragariae было показано, что устойчивость к корневой гнили 
соответствует концепции «ген на ген». Позднее у земляники 
идентифицировали 5 генов, контролирующих устойчивость 
к генам Avr1–Avr5, которые присутствовали у 11 изолятов 
патогена различного происхождения (van de Weg 1997a). В 
европейских селекционных программах устойчивость к кор-
невой гнили определяется в основном присутствием генов 
Rpf1, Rpf2 и Rpf3, сорта селекции США также несут ген 
Rpf1 в комбинации с Rpf2 и/или Rpf3 (van de Weg, 1997a, b).

Ген Rpf1 контролирует устойчивость не менее чем к 16 
расам Ph. fragariae var. fragariae, включая североамери-
канские изоляты A1, A2, A3, A4, A6, A9, A10, NS1 и NS2 
(Nickerson, Murray 1993; Van de Weg 1997a). В работе Haymes 
с соавторами (1997) функциональный аллель гена Rpf1 
был ассоциирован с рядом RAPD-маркеров (OPO-16C438, 
OPO-8A1450 OPC-8D510), позднее полиморфные RAPD-
фрагменты были конвертированы в SCAR-маркеры SCAR-
R1A и SCAR-R1B (Haymes et al., 2000). Маркер SCAR-R1A 
при скрининге сортов и селекционных клонов земля-
ники продемонстрировал хорошую связь с устойчивостью 
(Haymes et al., 2000; Njuguna, 2010; Sturzeanu et al., 2016, 
2017), которая, однако, не была абсолютной. Например, 
Haymes с соавторами (2000) выявили диагностический фраг-
мент 285 пн только у 23 из 34 устойчивых к корневой гнили 
генотипов, при этом маркер присутствовал у поражаемого 
сорта «Cambridge Vigour». Аналогично, среди 14 сортов, 
проскринированных в работе W. Njuguna (2010) (всего 112 
образцов) и имевших диагностический фрагмент, присут-

ствовал восприимчивый сорт «Aberdeen». С другой стороны, 
маркер SCAR-R1A не был выявлен у устойчивых к корневой 
гнили сортов «Allstar», «Darrow» и «MD 683».

Отечественные исследователи также использовали мар-
кер SCAR-R1A для определения доминантой аллели гена 
Rpf1. Лукъянчук с соавторами (Lukyanchuk  et  al.,  2018) 
провели анализ 22 образцов земляники различного эколо-
го-географического происхождения из коллекции ФНЦ им. 
И. В. Мичурина, в том числе 18 сортов российской и зарубеж-
ной селекции. Диагностический фрагмент маркера SCAR-
R1A (285пн), не был детектирован ни в одном из изученных 
сортов, что предположительно свидетельствует о рецессив-
ном гомозиготном состоянии гена Rpf1 у изучаемых гено-
типов (Lukyanchuk et al., 2018).

Другие гены устойчивости к Ph. fragariae var. fragariae 
изучены слабо. Ген Rpf2 присутствует в таких сортах 
как «Climax», «Redgauntlet», «Siletz» и «Sparkle» (Van de 
Weg, 1997b), насколько нам известно, он не картирован. Гены 
Rpf3 и Rpf6 у устойчивого сорта «Yalova-4» были картиро-
ваны при помощи AFLP-анализа и ассоциированы с марке-
рами E36M59H и E39M51B соответственно (Haymes et al., 
1998; Hokanson, Maas, 2010). Однако конвертация полимор-
фных AFLP-фрагментов в маркеры для практического моле-
кулярного скрининга не проводилась.

Мучнистая роса – патоген Podosphaera aphanis 
[S.phaerotheca macularis]

Мучнистая роса земляники, вызываемая облигат-
ным патогеном P.  aphanis из рода аскомицетных грибов 
Podosphaera Kunze (семейство Erysiphaceae), является 
одним из наиболее вредоносных заболеваний этой куль-
туры. В США потери урожая у восприимчивых сортов 
превышают 60% (Horn et al., 1972), в России потери уро-
жая доходят до 100 %, могут гибнуть и сами растения 
(Govorova, Govorov, 2004).

Устойчивость земляники к мучнистой росе считается 
комплексным признаком, находящимся под контролем 
нескольких генов (Darrow, 1966; Зубов, Петрова, 1973; 
Зубов, 1992; Simpson, 1987). В разных работах наследуе-
мость этого признака – H2 – оценивают в пределах 0.44–
0.71 (Nelson et al., 1995), 0.44–0.50 (Davik, Honne, 2005), 
0,46–0,56 (Lifshitz et al, 2007). При этом на степень прояв-
ления признака влияют как аддитивные, так и неаддитив-
ные компоненты (Simpson 1987; Davik and Honne 2005). 
Существуют данные о влиянии на устойчивость цито-
плазматических генов (Harland, King, 1957), хотя в дру-
гих работах эта точка зрения не находит подтверждения 
(Davik, Honne, 2005; Govorova, Govorov, 2019). Кроме 
того, выраженность признака может зависеть от плей-
отропного проявления других генов, например, сильная 
положительная корреляция (г = 0,86±0,01) была выявлена 
между устойчивостью к P. aphanis и толщиной кутикулы 
листьев (Зубов, 1992).
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В связи со сложностью признака, до недавнего вре-
мени генетика устойчивости F.  ×  ananassa к мучни-
стой росе оставалась слабо изученной. Новые возможно-
сти в этой области появились с развитием методов NGS 
и ДНК-чипирования. В работе H. Cockerton с соавторами 
(2018) QTL устойчивости к мучнистой росе были карти-
рованы при помощи платформы Affymetrix® с использо-
ванием чипов Аxiom® IStraw90 (около 90000 SNP-мар-
керов). При генотипировании двух расщепляющихся 
популяций – потомков скрещиваний «Emily» × «Fenella» 
и «Redgauntlet»  ×  «Hapil» в совокупности было выяв-
лено 12 количественных локусов устойчивости, однако 
в каждой из изученных комбинаций выявленные QTL 
были различными. Наиболее значимым для комбина-
ции «Emily»  ×  «Fenella» оказался локус FaRPa1C (хро-
мосома 1С), ассоциированный с маркером Affx.88811437, 
в то время как в комбинации «Redgauntlet»  ×  «Hapil»  – 
локус FaRPa6D2 (хромосома 6D) и ближайший к нему 
маркер – Affx.88904022. Большинство QTL при объеди-
нении в одном генотипе демонстрировали кумулятивный 
эффект (Cockerton et al., 2018).

В последнем исследовании Sargent с соавторами 
(2019) популяция из 145 гибридных сеянцев на основе 
скрещивания «Sonata»  ×  «Babette» была генотипирована 
при помощи маркеров ddRAD (double digest Restriction-
site Associated DNA) и SNP из массива Axiom® 
iStraw90k (i90k). Авторам удалось выявить три значи-
мых QTL устойчивости к мучнистой росе – FxaPMR7A, 
FxaPMR7X2 и FxaPMR5b, два из них были идентифи-
цированы в полевых экспериментах и один – в опытах 
с тепличными растениями. В названиях QTL отражены 
группы сцепления, в которых они картированы, при этом 
названия субгеномов (A, b, X1 и X2) даны в соответ-
ствии с картой, ранее разработанной этой группой авто-
ров (Sargent et al., 2016). Локусы FxaPMR7A, FxaPMR7X2 
и FxaPMR5b ассоциированы с маркерами: 8082 (LOD 
= 9.74, процент объясненной дисперсии 34.2 %), 
AX-89800832 (LOD = 5.17, процент объясненной диспер-
сии 19%) и AX-89836603 (LOD = 4.97, процент объяснен-
ной дисперсии 18.3%) соответственно, где LOD – Levels 
Of Detail или уровни детализации. Путем привязки пере-
численных маркеров к полногеномному сиквенсу F. vesca 
v4.0 удалось определить положение QTL на физиче-
ской карте и определить кандидаты в гены устойчивости. 
Так, в соответствующем локусу FxaPMR7A районе хро-
мосомы 7A был идентифицирован кластер генов, отно-
сящихся к классу TIR-NBS-LRR (Sargent et al., 2019). 
Однако маркеры для практического скрининга пока 
не разработаны.

Вероятно, слабое развитие генетики устойчиво-
сти земляники к мучнистой росе способствовало началу 
работ в другом направлении – блокировании S-ге-
нов «восприимчивости» (susceptibility). Белковые про-
дукты этих генов необходимы для проникновения гифов 
гриба в растение, соответственно, их отсутствие затруд-
няет это проникновение и тем самым способствует устой-

чивости к патогену. Устойчивость за счет инактивации 
S-генов носит рецессивный характер, при этом обеспе-
чивается защита растения одновременно от нескольких 
рас патогена, или даже от разных патогенов. Из числа 
S-генов у различных культур наиболее изучен ген MLO 
(mildew resistance locus). Впервые он был идентифици-
рован у ячменя (Büschges  et  al.,  1997). Впоследствии 
его обнаружили у целого ряда культурных растений – 
ячмень, томат, горох, кабачок и  т. д. Гены MLO коди-
руют специфичные белки растений, молекулы которых 
имеют семь трансмембранных спиралей и С - терминаль-
ный кальмодулин-связывающий домен. Идентификация 
MLO-подобных последовательностей была проведена 
и для земляники (Jambagi and Dunwell, 2017). Для этого 
использовали известную последовательность гена MLO 
дикой сливы Prunus americana Marsh., поиск ее  гомо-
логов выявил в геноме F.  vesca не менее 16 MLO-генов 
(FvMLO). RNA-seq-анализ (секвенирование РНК) двух 
сортов земляники показал, что 12 из этих генов экспрес-
сируются при заражении растений земляники мучни-
стой росой. Авторы делают вывод о возможности соз-
давать устойчивые к мучнистой росе формы, подавляя 
MLO-гены земляники методами генной инженерии и / или 
геномного редактирования (Jambagi, Dunwell, 2017). Дей-
ствительно, при трансформации растений F.  ×  ananassa 
конструкциями, содержащими в двух разных ориента-
циях ген PpMlo1 персика, экспрессия антисмысловой 
последовательности данного гена в трансгенных линиях 
земляники придавала им устойчивость к мучнистой росе 
(Jiwan et al. 2013).

Фузариозное увядание – патоген 
Fusarium oxysporum f. sр. fragariae.

Фузариозное увядание или фузариоз – заболевание 
культурных и диких растений, вызываемое анаморфными 
аскомицетовыми грибами из рода Fusarium Link (семей-
ство Nectriaceae). Возбудитель фузариоза земляники 
F. oxysporum f. sp. fragariae был впервые описан в Австра-
лии в 1965 году. Заражение растений может приводить 
к значительным потерям урожая (до 50%) и гибели розе-
ток (Govorova, Govorov, 2019). Меры борьбы до недав-
него времени включали обработку почвы фумигантами, 
при этом наиболее часто использовали метилбромид 
в сочетании с хлорпикрином (Lloyd, Gordon, 2016). Эти 
химикаты, однако, были запрещены как разрушающие 
озоновый слой атмосферы, а равноценная замена им пока 
отсутствует. Поэтому усилия селекционеров разных стран 
направлены на создание устойчивых к фузариозу сортов 
(Takahashi et al., 2003; Paynter et al., 2014).

Однако устойчивость земляники к фузариозу оста-
ется мало изученной, генетические факторы контроля 
пока не определены, а данные разных исследовате-
лей о наследовании признака противоречат друг другу. 
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М.  Paynter с соавторами (2014) при изучении 14 рас-
щепляющихся популяций потомков от самоопыления 
и попарного скрещивания четырех сортов F.  ananassa, 
(два из которых – «Festival» и «Sugarbaby» – были устой-
чивы к возбудителю фузариоза) сделали вывод в пользу 
количественного характера устойчивости с высокой 
аддитивной составляющей. Японские ученые (Mori 
et al., 2005) в популяциях, полученных от скрещива-
ния «Asuka Wave» ×  «Sanchiigo» наблюдали сегрегацию 
одного гена, сопровождающуюся значительной феноти-
пической дисперсией внутри групп устойчивых и пора-
жаемых генотипов.

Значительный вклад в решение этого вопроса вносит 
недавнее исследование Pincot с соавторами (2018). Мето-
дом GWAS-анализа были изучены 565 образцов коллек-
ции земляники, а также расщепляющиеся популяции 
потомков от самоопыления сортов «Fronteras» и «Portola». 
Для генотипирования был использован микрочип 
Affymetrix® IStraw35 Axiom, всего было проанализиро-
вано 14408 SNP-маркеров. Авторы идентифицировали 
один доминантный ген Fw1 и  картировали его в группе 
сцепления 2С; результаты картирования для двух расще-
пляющихся популяций совпадали. Скрининг коллекции 
образцов земляники показал, что именно ген Fw1 обеспе-
чивает устойчивость к F. oxysporum f. sр. fragariae у пода-
вляющего большинства современных сортов (Pincot et al., 
2018).

Ген Fw1 был ассоциирован с 11 SNP-маркерами, один 
из которых – AX-166521396 – находился в неравновес-
ном сцеплении с устойчивостью. В  последовательно-
сти маркера AX-166521396 для доминантной аллели Fw1 
(устойчивость) был характерен SNP-вариант A  (аденин), 
а  для рецессивной аллели (восприимчивость) – SNP-ва-
риант G  (гуанин). С  помощью маркера AX-166521396 
оказалось возможным предсказать фенотипы устойчиво-
сти к фузариозному увяданию у  97% протестированных 
образцов: большинство генотипов A/A и A/G были устой-
чивыми, тогда как большинство генотипов G/G воспри-
имчивыми. Только семь генотипов G/G были устойчивы 
и, вероятно, содержали другие, еще не идентифициро-
ванные гены устойчивости к F. oxysporum f. sр. fragariae. 
Таким образом, AX-166521396 оказался перспективным 
для использования в MAS (Pincot et al., 2018).

Заключение

Развитие методов молекулярной биологии на совре-
менном этапе делает возможным значительное ускорение 
селекционного процесса за счет использования марке-
ров функциональных аллелей генов хозяйственно-ценных 
признаков и, в частности, генов устойчивости к патоге-
нам. Для садовой земляники, имеющей сложный октопло-
идный геном, только технология молекулярных маркеров 

позволяет создавать генетические карты и локализовать 
на них гены устойчивости. Особенно большие успехи 
были достигнуты в последние годы благодаря мето-
дам секвенирования нового поколения – картированы 
гены устойчивости к F.  oxysporum, C.  gloeosporioides, 
Ph. cactorum и другим заболеваниям, на физической карте 
генома земляники определены гены-кандидаты, потен-
циально контролирующие устойчивость, выявлены ассо-
циированные с устойчивостью маркеры. Однако инстру-
ментарий для практического проведения молекулярного 
скрининга у земляники все еще ограничен. На  прак-
тике используют небольшое число маркеров – SCAR 
маркеры гена Rca2 (устойчивость к антракнозу) и гена 
Rpf1 – (устойчивость к Ph.  fragariae var.  fragariae). Для 
генов FaRCa1 (устойчивость к C.  gloeosporioides) и Fw1 
(устойчивость к F. oxysporum f. sр. fragariae) разработаны 
соответственно HRM- и SNP-маркеры, но данных по их 
использованию в MAS пока не приводится. Расширение 
числа маркеров для молекулярного скрининга земляники, 
разработка маркеров недавно картированных методами 
NGS-анализа генов FxaPMR (устойчивость к мучнистой 
росе), FaRPc (устойчивость к гнили рожка) и других – 
задачи работы будущих исследователей.

Работа выполнена в рамках  
тематического плана 0481-2019-0002.
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Представлен обзор работ по использованию методов генетической 
инженерии и геномного редактирования для улучшения питательной 
ценности зерна сорго. За последние 5-7 лет в результате эксперимен-
тов, выполненных несколькими группами исследователей, созданы 
трансгенные линии, несущие генетические конструкции для РНК-сай-
ленсинга разных подклассов кафиринов (проламинов зерна сорго). 
В экспериментах по геномному редактированию с использованием 
системы CRISPR/Cas9 получены мутанты с делециями и инсерциями 
в сигнальной последовательности гена, кодируюшего 22 кДа α-ка-
фирин сорго. Такие линии и мутанты характеризуются улучшенной 
перевариваемостью белков зерна в системе in vitro, измененной уль-
траструктурой белковых телец и повышенным содержанием лизина. 
РНК-сайленсинг α-кафирина повышал перевариваемость белков сырой 
муки, а также муки, подвергшейся кипячению, тогда как сайленсинг 
γ-кафирина приводил к улучшению перевариваемости белков только 
сырой муки. Зерновки линий с сайленсингом α-кафирина имеют муч-
нистый тип эндосперма, что снижает их ценность для прямого ком-
мерческого использования поскольку рыхлый мучнистый эндосперм 
уменьшает механическую прочность зерновок и способствует их 
контаминации микрофлорой; однако эти линии могут быть использо-
ваны в качестве доноров высокой перевариваемости запасных белков 
при скрещивании с линиями сорго, адаптированными к местным усло-
виям, для улучшения их питательной ценности. Зерновки линий с сай-
ленсингом γ-кафирина характеризуются разными типами эндосперма: 
мучнистым, стекловидным или модифицированным типом с вкрапле-
ниями стекловидного эндосперма в мучнистый. Этот факт указывает 
на возможность получения агрономически-ценных линий сорго с высо-
кой перевариваемостью кафиринов и твердым эндоспермом. Повы-
шенное содержание лизина в зерновках линий сорго с подавленным 
синтезом кафиринов может быть связано с балансировкой уровня белка 
в эндосперме за счет синтеза других белков, в том числе, с более высо-
ким содержанием незаменимых аминокислот. Наряду с улучшением 
перевариваемости кафиринов, генно-инженерный подход позволил 
создать линии сорго с увеличенным содержанием в зерне провитамина 
А и его повышенной стабильностью при хранении. Результаты работ 
свидетельствуют о перспективности использования методов РНК-ин-
терференции и геномного редактирования для создания линий сорго 
с улучшенной питательной ценностью зерна.

Ключевые слова: кафирины, РНК-сайленсинг, геномное редактирование, 
перевариваемость белка in vitro, эндосперм, Sorghum bicolor (L.) Moench.
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УЛУЧШЕНИЕ ПИТАТЕЛЬНЫХ СВОЙСТВ ЗЕРНОВОГО СОРГО НА 
ОСНОВЕ МЕТОДОВ СОВРЕМЕННОЙ ГЕНЕТИКИ И БИОТЕХНОЛОГИИ

Эльконин Л. А.1*, Панин В. М.1, Кенжегулов О. А.1, 
Геращенков Г. А.2

IMPROVEMENT OF GRAIN SORGHUM 
NUTRITIVE PROPERTIES USING MODERN 
GENETIC AND BIOTECHNOLOGICAL METHODS

The paper presents a review of the studies on the use of genetic engineer-
ing and genome editing tools for improving nutritional properties of sorghum 
grain. As a result of experiments performed over the past 5-7 years by sev-
eral research groups, the created transgenic lines carry genetic constructs for 
RNA silencing of different kafirin sub-classes (prolamins of sorghum grain). 
The CRISPR/Cas9 genome editing experiments have yielded mutants with 
deletions and insertions in the signal sequence of the gene encoding the 22 
kDa α-kafirin in sorghum. These lines and mutants were characterized by 
improved in vitro digestibility of grain proteins, altered ultrastructure of pro-
tein bodies and an increased content of lysine. RNA silencing of α-kafirin 
increased the digestibility of proteins of both raw and cooked flour, while 
silencing of γ-kafirin led to improved digestibility of proteins of only raw 
flour. The lines with α-kafirin silencing have kernels with the floury endo-
sperm type that discourages their direct commercial use because of fragility 
and reduced tolerance to fungal contamination; however, these lines can be 
used as donors of high digestibility trait when crossed with sorghum lines 
adapted to local conditions to improve their nutritional value. Kernels of the 
lines with γ-kafirin silencing may have different endosperm types: floury, vit-
reous, or a modified type with vitreous endosperm interspersed in the floury 
endosperm. This fact indicates the possibility of producing agronomically 
important sorghum lines with high kafirin digestibility and hard endosperm. 
The increased lysine level in kernels of sorghum lines with the suppressed 
synthesis of kafirins may be caused by rebalancing of protein synthesis in 
endosperm of developing kernels due to the synthesis of other proteins, 
including those with a higher content of essential amino acids. Alongside 
with improving the digestibility of kafirins, the genetic engineering approach 
allowed the creation of sorghum lines with a high content of provitamin A in 
grain and its increased stability during long-term storage. The results of these 
works show that it is promising to use RNA-interference and genome editing 
for creating sorghum lines with improved nutritional value of grain.

Key words: kafirins, RNA silencing, genome editing, in vitro protein digest-
ibility, endosperm, Sorghum bicolor (L.) Moench.
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Введение

Улучшение питательной ценности зерна – одно 
из наиболее актуальных направлений селекции злаков. 
Эта задача особенно важна для сорго – высокоурожайной 
жаростойкой и засухоустойчивой культуры, зерно кото-
рой обладает значительным содержанием белка (в сред-
нем, 10-12%, а у некоторых линий до 15%) и крахмала 
(в среднем, 70-72%, а у некоторых линий до 78%) (Bean 
et al., 2018). Сорго входит в число пяти наиболее широ-
ко возделываемых злаковых культур мирового сельскохо-
зяйственного производства и является источником пита-
ния для сотен миллионов людей во многих странах мира 
(Mudge et al., 2016). В связи с глобальным потеплением 
климата и связанной с ним устойчивой тенденцией к уве-
личению среднегодовой температуры Земли на протяже-
нии последних 150 лет (Hansen et al., 2006), значение этой 
культуры будет неуклонно возрастать. Кроме того, благо-
даря отсутствию в составе запасных белков сорго глюте-
нинов, его зерно может использоваться для приготовле-
ния продуктов питания для людей, больных целиакией 
(непереносимостью глютена) и вынужденных соблюдать 
безглютеновую диету.

Однако большинство существующих сортов и гибри-
дов сорго характеризуются более низкой питательной 
ценностью по сравнению с другими зерновыми культу-
рами. Так, перевариваемость белков зерна сорго в желуд-
ке у крупного рогатого скота составляет 63-65%, тогда 
как у кукурузы этот показатель достигает 76%, а у ячме-
ня и пшеницы – 95-98% (Godwin et al., 2009). В основе 
низкой питательной ценности сорго лежит устойчивость 
запасных белков зерна (кафиринов) к действию протеаз, 
а также низкая питательная ценность самих кафиринов, 
содержащих незначительное количество незаменимых 
аминокислот (Oria et al., 1995; Henley et al., 2010; Bean et 
al., 2018). Такая устойчивость кафиринов к протеолити-
ческому расщеплению не только снижает их усвояемость 
животными и человеком, но и уменьшает переварива-
емость крахмала зерна и муки сорго, поскольку непере-
варенные кафирины препятствуют полноценному амило-
литическому расщеплению крахмальных гранул (Zhang, 
Hamaker, 1998; Ezeogu et al., 2005; Wong et al., 2009).

Устойчивость кафиринов к протеолитическому рас-
щеплению имеет многофакторную природу. В ее осно-
ве лежит (1) аминокислотный состав кафиринов, богатых 
серосодержащими аминокислотами, способными образо-
вывать внури- и межмолекулярные дисульфидные связи, 
«цементирующие» молекулы белков; (2) взаимодействие 
кафиринов с некафириновыми белками и небелковыми 
компонентами, в частности, с таннинами, снижающи-
ми активность протеаз, и полисахаридами, входящими 
в состав крахмальных гранул клеток эндосперма; (3) про-
странственная организация различных кафиринов в бел-
ковых телах клеток эндосперма; (4) способность γ-ка-
фирина к формированию олиго- и полимеров с высокой 

молекулярной массой, устойчивых к расщеплению проте-
азами (Belton et al., 2006; De Mesa-Stonestreet et al., 2010).

Как известно, у злаков запасные белки, накапли-
вающиеся в клетках эндосперма в процессе созрева-
ния зерновок, депонируются в специальных структу-
рах – белковых тельцах, формирующихся из мембран 
эндоплазматического ретикулюма (Shewry, 2007). У сор-
го процесс формирования белковых телец начинает-
ся с накопления в них проламинов: γ- и β-кафиринов (28 
и 18 kDa, соответственно). В дальнейшем, запускается 
синтез α-кафиринов (25 и 22 kDa), составляющих основ-
ную массу (до 80%) кафиринов. При этом происходит 
депонирование α-кафиринов во внутренних слоях бел-
ковых телец, что отодвигает γ-кафририн в периферий-
ную зону. Считается, что γ-кафирин, имеющий в своем 
составе значительную долю цистеина, образующего вну-
тримолекулярные S-S связи, отличается наиболее высо-
кой устойчивостью к протеолитическому расщеплению. 
Занимая периферийное положение в белковых тельцах 
клеток эндосперма, γ-кафирин блокирует доступ протеаз 
к α-кафиринам, которые располагаются внутри белковых 
телец (Belton et al., 2006; De Mesa-Stonestreet et al., 2010; 
Bean et al., 2018).

Важным аргументом в пользу этой гипотезы стали 
данные, полученные при исследовании мутанта P721Q, 
индуцированного с помощью химического мутагенеза 
и характеризующегося повышенной перевариваемостью 
кафиринов (Mohan, 1975 цит. по Weaver et al., 1998). У 
этого мутанта белковые тельца клеток эндосперма имеют 
неправильную форму, отличаясь значительными впади-
нами и инвагинациями. При этом, γ-кафирин располагал-
ся только на дне таких впадин, не образуя непрерывно-
го слоя, затрудняющего доступ протеаз к α-кафиринам 
(Weaver et al., 1998; Oria et al., 2000). Данная мутация 
ведет к формированию зерновок с мучнистый типом 
эндосперма и повышенным содержанием лизина, в свя-
зи с чем для ее обозначения был введен символ hdhl (high 
digestibility high lysine). Последующие исследования, 
однако, позволили установить, что ген, кодирующий 22 
кДа α-кафирин, присутствует в геноме сорго в количестве 
10 копий, которые образуют генный кластер в хромосоме 
5. Было показано, что у мутанта P721Q в нуклеотидной 
последовательности одной из этих 10 копий имеется точ-
ковая мутация в сигнальной последовательности, ответ-
ственной за упаковку α-кафирина внутри белкового тель-
ца (Wu et al., 2013). Очевидно, что эта мутация изменяет 
ультраструктуру белковых телец, повышая их перевари-
ваемость.

Решение проблемы улучшения перевариваемости 
запасных белков и питательной ценности зерна сорго воз-
можно с помощью различных методов современной гене-
тики и биотехнологии: экспериментальной индукции 
мутантов с нарушенным синтезом или измененным ами-
нокислотным составом кафиринов (Mehlo et al., 2013); 
выявления существующих в природе аллельных вариан-
тов кафиринов (Laidlaw et al., 2010; Cremer et al., 2014; 
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Chiquito-Almanza et al., 2016); введения генетических кон-
струкций, вызывающих сайленсинг генов γ- и/или α-ка-
фиринов (Da Silva et al., 2011a; Kumar et al., 2012; Elkonin 
et al., 2016; Grootboom et al., 2014); редактирования нукле-
отидных последовательностей генов γ- и/или α-кафи-
ринов с целью их нокаута (Li et al., 2018). Кроме того, 
улучшение питательной ценности может быть достигну-
то путем введения генетических конструкций, кодирую-
щих синтез белков с повышенным содержанием лизина 
или усиливающих синтез или нарушающих катаболизм 
аминокислот или витаминов. Данный обзор посвящен 
анализу работ, в которых на основе использования таких 
подходов были получены новые генотипы сорго с улуч-
шенной питательной ценностью.

Повышение перевариваемости кафиринов 
на основе технологии РНК-интерференции

Как известно, в основе технологии РНК-
интерференции лежит взаимодействие коротких РНК, 
транскрибированных с введенных в геном генетических 
конструкций, и мРНК целевых генов, функционирование 
которых желательно подавить. Двухцепочные РНК, воз-
никающие в результате такого взаимодействия, подверга-
ются ферментативному гидролизу, что ведет к разруше-
нию мРНК целевого гена и, тем самым, к подавлению его 
экспрессии.

В последние годы технология РНК-интерференции 
интенсивно использовалась для подавления синтеза 
запасных белков у разных видов злаков  (см. обзор: 
Elkonin et al., 2016a). Эти эксперименты способствовали 
получению новой информации о механизмах формиро-
вания белковых телец, а также роли различных классов 
проламинов и глютенинов в развитии эндосперма и их 
влиянии на технологические свойства муки и теста.

У сорго интенсивные исследования по индукции 
РНК-сайленсинга генов кафирина были предприняты 
несколькими исследовательскими группами (Da Silva 
et al., 2011; Kumar et al., 2012; Grootboom et al., 2014). 
Основной целью этих экспериментов было улучше-
ние перевариваемости протеазами в результате пода-
вления синтеза различных подклассов кафиринов. При 
этом, в зависимости от структуры генетической кон-
струкции уровень перевариваемости кафиринов значи-
тельно различался (см. Таблицу). Так, генетические кон-
струкции, созданные в процессе реализации проекта 
ABS (Africa Biofortified Sorghum) содержали инвертиро-
ванные повторы нескольких генов кафиринов (α-, γ-, δ-), 
разделенных последовательностью интрона гена алко-
гольдегидрогеназы (ADH1) (DaSilva et al., 2011). мРНК, 
транскрибированная с такой конструкции, образует двух-
цепочную «шпильку» и подвергается распаду. Созданные 
конструкции управлялись промотором 19-kDa α-зеина 
кукурузы. В другом исследовании (Kumar et al., 2012) 

генетическая конструкция, использованная для индуци-
рования сайленсинга γ-кафирина, состояла из полной 
последовательности гена γ-кафирина под контролем соб-
ственного промотора. В качестве терминатора использо-
вали последовательность гена рибозима вируса табачной 
мозаики, экспрессия которого должна была разрушать 
мРНК γ-кафирина. В другой конструкции для индукции 
сайленсинга α-кафирина, использовали инвертирован-
ные повторы α-кафирина, разделенные последователь-
ностью интрона гена арабидопсиса, кодирующего белок 
сплайсосомы D1; эта конструкция управлялась промото-
ром α-кафирина (Kumar et al., 2012). Позже для получения 
трансгенных растений сорго с сайленсингом кафиринов 
была использована другая сложная конструкция, состоя-
щая из инвертированных фрагментов генов γ1-, γ2- и δ-ка-
фиринов (Grootboom et al., 2014).

В экспериментах каждой из этих групп были полу-
чены линии трансгенного сорго с подавленным синте-
зом γ- и/или α-кафиринов и эндоспермом мучнистого 
типа. К сожалению, наличие мучнистого эндосперма 
является существенным недостатком полученных линий, 
поскольку отсутствие стекловидного слоя увеличивает 
хрупкость зерновки и снижает ее устойчивость к пораже-
нию грибными заболеваниями.

В наших экспериментах для индукции сайленсинга 
гена γ-кафирина, была использована генетическая кон-
струкция, управлявшаяся 35S-промотором, в которой 
инвертированные фрагменты γ-кафирина были разделены 
между собой интроном гена убиквитина кукурузы (ubi1) 
(Elkonin et al., 2016b). Использование такой конструк-
ции позволило получить трансгенные растения, которые 
имели зерновки с разными типами эндосперма: наблю-
дался либо обычный эндоспермом с толстым или тонким 
стекловидным слоем, мучнистый эндосперм или моди-
фицированный тип эндосперма, в котором стекловид-
ный слой развивался в виде секторов или пятен, окружен-
ных мучнистым эндоспермом. Эти зерновки по текстуре 
эндосперма напоминали зерновки рекомбинантных 
линий сорго, полученных путем гибридизации мутанта 
hdhl с линиями сорго с обычным стекловидным типом 
эндоспермом (Tesso et al., 2006). Ранее трансгенные рас-
тения с вкраплениями стекловидного эндосперма, окру-
женными мучнистым эндоспермом, наблюдали также 
у трансгенной линии сорта Tx430, содержащей генети-
ческую конструкцию для сайленсинга α- и γ-кафиринов 
(DaSilva et al., 2011). В то же время, ко-супрессия под-
классов δ-кафирина и γ-кафиринов не изменяла фенотип 
эндосперма у этого сорта. По-видимому, образование раз-
ных типов эндосперма обусловлено особенностями экс-
прессии генетических конструкций в геноме реципиент-
ной линии.

Наиболее важным следствием сайленсинга кафири-
нов у трансгенных растений сорго является повышен-
ная перевариваемость кафиринов, которая наблюдалась 
при обработке муки пепсином. Так, трансгенные рас-
тения сорта Tx430, несущие генетическую конструк-
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цию для сайленсинга α- и γ-кафирина, характеризова-
лись улучшенной перевариваемостью белков в системе 
in vitro, при этом уровень перевариваемости при обра-
ботке пепсином сырой муки и муки, подвергшейся проце-
дуре варки, составлял, соответственно, 78% и 61%, тогда 
как в нетрансгенном контроле эти показатели варьи-
ровали в пределах 40-50% и 34-40% соответственно 
(DaSilva, 2012). Генетическая конструкция для сайлен-
синга δ- и γ-кафиринов также вызывала улучшение 
перевариваемости сырой муки, но не влияла на перева-
риваемость муки, подвергшейся процедуре варки. В экс-
периментах Т. Кумара с соавт. (Kumar et al., 2012), мука 
из зерновок трансгенных растений, несущих генетиче-
скую конструкцию для подавления γ-кафирина, подверг-
шаяся процедуре варки, не отличалась от нетрансгенного 
контроля, тогда как подавление α-кафирина улучшало 
перевариваемость такой муки.

Трансгенные растения, полученные в наших экспе-
риментах с использованием генетической конструкции 
для сайленсинга γ-кафирина, также имели значительно 
улучшенную перевариваемость белков муки в системе 
in vitro (Elkonin et al., 2016b). Сравнение электрофоре-
тических спектров до и после расщепления пепсином 
показало, что в трансгенном растении количество непе-
реваренных мономеров α-кафирина и общего неперева-
ренного белка было значительно меньше (в 1,7-1,9 раза, 
согласно количественному анализу SDS-PAGE), чем 
у исходной нетрансгенной линии. Уровень перевари-
ваемости достигал 85,4%, тогда как в исходной линии 
это значение составляло около 60%. Примечательно, 
что у зерновок трансгенного растения № 94-3-08 (Т2) 
с толстым стекловидным эндоспермом различия в пере-
варивании кафиринов были более выраженными: количе-
ство непереваренных мономеров было в 17,5 раз меньше, 
а количество общего непереваренного белка – в 4,7 раза 
меньше, чем в исходной линии, при этом уровень перева-
риваемости достигал 92%.

Растения из поколения T3 наследовали улучшен-
ную перевариваемость кафиринов. У этих растений зер-
новки имели либо мучнистый, либо модифицированный 
тип эндосперма, либо эндосперм с хорошо выраженным 
стекловидным слоем. Уровень перевариваемости бел-
ков эндосперма у этих растений составлял 83-90%, зна-
чительно превышая аналогичный показатель у исходной 
нетрансгенной линии. По-видимому, снижение уровня 
γ-кафирина повышает перевариваемость α-кафиринов. 
Это увеличение может быть связано с химическими при-
чинами (снижение количества полимеров) и/ или физи-
ческими причинами (изменение пространственного рас-
положения α-кафиринов в белковых телах, которые 
увеличивают их доступность для расщепления пепси-
ном). Эффект повышенной перевариваемости кафиринов 
наблюдался также у растений из поколения Т4, однако 
в некоторых случаях он исчезал, возможно, из-за неста-
бильности введенной генетической конструкции, либо 
из-за ее сайленсинга (см. ниже).

Балансировка протеома зерновки 
и улучшение ее питательной ценности

Важным следствием сайленсинга генов проламинов 
у злаков является усиление синтеза других белков, в том 
числе, с более высоким содержанием незаменимых ами-
нокислот, лизина и треонина. Так, у растений трансгенной 
кукурузы с сайленсингом α-зеинов наблюдалось удвоен-
ное содержание незаменимых аминокислот триптофана 
и лизина (Huang et al., 2006). На рисе было показано, 
что сайленсинг генов 13 кДа-проламина увеличивает общее 
содержание лизина до 56% в результате компенсаторного 
повышения синтеза лизин-богатого глютелина, глобулинов 
и шаперонов (Kawakatsu et al., 2010). Значительное увели-
чение содержания лизина (до 3,3 г/100 г белка, по сравне-
нию с 2.1 г/100 г белка в нетрансгенном контроле) было 
обнаружено у трансгенных растений сорго, несущих слож-
ные генетические конструкции для РНК-сайленсинга α-, γ-, 
δ-кафиринов и гена лизин-кетоглутарат-редуктазы, контро-
лирующего катаболизм свободного лизина (DaSilva, 2012).

У полученных нами трансгенных растений, харак-
теризующихся высокой перевариваемостью кафиринов 
в системе in vitro, общее содержание аминокислот в зер-
новках растений поколения T2 снизилось на 22.8-40.2% 
по сравнению с исходной, нетрансгенной линией (Elkonin 
et al., 2016b). В то же время, относительное содержание 
двух основных незаменимых аминокислот, лизина и тре-
онина, значительно увеличилось. Доля лизина увеличи-
лась в 1.6-1.7 раза: с 1.54% от общего содержания амино-
кислот в муке исходной нетрансгенной линии до 2.41-2.63% 
у трансгенных растений. Такое увеличение в сочетании со 
значительным снижением общего уровня аминокислот, 
по-видимому, было вызвано снижением содержания α-ка-
фиринов, бедных лизином и треонином, тогда как син-
тез других белков оказался не нарушен. Соответственно, 
относительные пропорции лизина и треонина увеличились. 
Возможно, подавление синтеза γ-кафирина препятствует 
накоплению α-кафиринов, но не влияет на синтез других 
белков, более богатых лизином и треонином.

Восстановление белкового баланса эндосперма явля-
ется частым явлением у трансгенных растений с генети-
ческими конструкциями для РНК-сайленсинга запасных 
белков семян. Было высказано предположение, что куку-
руза имеет компенсаторный механизм, который чувстви-
телен к содержанию белка, при этом, нарушение синтеза 
зеина в развивающихся зерновках усиливает трансля-
цию других мРНК (Wu, Messing, 2014). Примечательно, 
что у трансгенных растений сои с подавленным синтезом 
основных запасных белков, в семенах сохранялся почти 
идентичный уровень общего белка, свойственный нетранс-
формированным сортам сои (Schmidt et al., 2011). Эти дан-
ные свидетельствуют о том, что восстановление баланса 
протеома может быть довольно распространенным явле-
нием, обеспечивающим постоянный приток азота во время 
созревания семян.
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Нестабильность генетической конструкции 
для РНК-сайленсинга гена γ-кафирина

В наших экспериментах мы обнаружили, что потом-
ство трансгенных растений с высокой перевариваемо-
стью белков эндосперма в системе in vitro иногда теря-
ет этот признак. Даже разные метелки одного и того же 
растения имели разные значения перевариваемости. 
ПЦР-анализ растений поздних поколений (T4, T5) пока-

зал, что в ходе онтогенеза у некоторых растений проис-
ходит элиминация конструкции для РНК-сайленсинга. 
Тем не менее, у других растений из того же потом-
ства конструкция была стабильной. Кроме того, у расте-
ний из поколений Т4 была обнаружена элиминация nos-
промотора, управляющего экспрессией маркерного гена 
bar, присутствовавшего в генетической конструкции 
для сайленсинга гена γ-кафирина (рисунок). Таким обра-
зом, эти растения фактически оказались функционально 
безмаркерными трансгенными растениями.

Рис. ПЦР-анализ трансгенных растений сорго (поколение Т4), несущих генетическую конструкцию	
 для сайленсинга γ-кафирина (Elkonin et al., 2016b) с праймерами, амплифицирующими 
фрагмент nos- промотора, расположенного в составе конструкции перед маркерным геном bar 
(А), и ubi1-интрона, расположенного в конструкции между инвертированными фрагментами гена 
γ-кафирина (B). C+ ДНК Agrobacterium tumefaciens GV3101/pNRKAF (положительный контроль); 
C – отрицательный контроль (нет ДНК); M – маркеры длины фрагментов ДНК. Специфические 
фрагменты отмечены стрелками.
Fig. PCR analysis of transgenic sorghum plants (T4 generation) carrying a genetic construct for silencing 
γ-kafirin (Elkonin et al., 2016b) with primers amplifying a nos promoter fragment located in the construct in 
front of the bar marker gene (A) and ubi1-intron located in the construct between the inverted fragments of 
the γ-kafirin gene (B). C+ DNA of Agrobacterium tumefaciens GV3101/pNRKAF (positive control); C–  negative 
control (no DNA); M – markers of DNA fragment length. Specific fragments are marked with arrows.
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Редактирование нуклеотидных 
последовательностей генов кафиринов

В приведенных выше примерах подавление синте-
за кафиринов осуществляется посредством механизма 
РНК-сайленсинга, включающего синтез коротких интер-
ферирующих РНК (siРНК), последующего расщепле-
ния мРНК гена-мишени и ингибирования трансляции – 
то-есть, в результате функционирования ряда важных 
эпигенетических механизмов. Однако известно, что эпи-
генетические механизмы у растений проявляют высо-
кую чувствительность к условиям выращивания и факто-
рам окружающей среды (температура, влажность почвы 
и воздух и т.д.). Сообщалось, что температура может 
оказывать существенное влияние на РНК-сайленсинг 
(Tuttle et al., 2008). Также было показано, что деграда-
ция мРНК, индуцированная посредством микро-РНК, 
и ингибирование трансляции зависят от температуры 
роста растений (von Born et al., 2018). Следовательно, 
эффективность подавления синтеза кафирина конструк-
циями для РНК-сайленсинга может быть чувствитель-
на к условиям выращивания растений. У полученных 
нами трансгенных растений с генетической конструкци-
ей для сайленсинга γ-кафирина, выращенных на экспери-
ментальном участке, перевариваемость запасных белков 
в системе in vitro была значительно ниже, чем у расте-
ний из той же семьи, выращенных в вегетационных сосу-
дах в климатической камере (Elkonin, Italyanskaya, 2017). 
Кроме того, сама генетическая конструкция, введенная 
в геном для индукции РНК-сайленсинга, может подвер-
гаться «замолканию» (своего рода, «сайленсинг сайленсе-
ра» – Reihel et al., 2011). В этой связи, индукция мутаций, 
которые нарушают функционирование генов кафирина 
на генетическом уровне, может быть более эффективным 
подходом для изменения содержания разных подклассов 
кафиринов в зерновках сорго.

Разработка методов редактирования генома, 
и, прежде всего, использование системы редактирования 
CRISPR / Cas9, открывает новые перспективы в решении 
проблемы увеличения питательной ценности зерна сорго, 
поскольку позволяет направленно индуцировать мутации 
в генах, контролирующих нужные признаки. 

Подробное рассмотрение CRISPR/Cas-техноло-
гии геномного редактирования дано во множестве обзо-
ров (Xing et al., 2014; Xu et al., 2015; Kuluev et al., 2019). 
В системе редактирования на основе нуклеазы Cas9 
узнаваемая первой последовательность, соседствующая 
с протоспейсером (мишенью) (Protospacer Adjacent Motif, 
PAM), расположена вслед за протоспейсером. Класси-
ческий вариант нуклеазы Cas9 узнает PAM-последова-
тельность NGG‑3′, которая, тем самым, служит опозна-
вательным знаком мишени в редактируемой геномной 
ДНК. Протяженность спейсерных последовательностей 
гРНК (guide RNA) этих нуклеаз составляют 20 нукле-
отидов. Наиболее важную для узнавания протоспейсе-

ра часть спейсерной последовательности, прилегающую 
к PAM -участку, называют “seed sequence” или “якорный 
участок”. Ее длина для нуклеаз из группы Cas9 состав-
ляет 8–12 нуклеотидов. Эндонуклеаза Cas9 произво-
дит двунитевые разрывы в ДНК-мишени, расположен-
ные на 3  нуклеотида выше PAM-последовательности. 
В результате таких разрывов в целевом сайте возникают 
инсерции или делеции, которые могут приводить к сдви-
гам рамки считывания и нуль-мутациям.

Недавно, используя инструмент редактирования гено-
ма CRISPR/Cas9, Ли с коллегами (Li et al., 2018) инду-
цировали мутации в консервативной области генов, 
кодирующих сигнальный пептид 22 кДа α-кафирина, 
ответственный за упаковку α-кафирина в белковые тель-
ца. Мутации сайта-мишени были получены в каждом 
из 20 генов семейства k1C и представляли собой неболь-
шие делеции (1-33 пн), и – реже – инсерции (1-16 пн). 
В  зерновках растений T1 и T2 наблюдалось снижение 
уровня α-кафирина, сопровождавшееся измененной уль-
траструктурой белковых телец и модификацией тексту-
ры эндосперма. У некоторых растений из поколения T2 
отмечена повышенная перевариваемость белка и содер-
жание лизина. Вполне очевидно, что этот подход откры-
вает новые перспективы в создании линий сорго с улуч-
шенной питательной ценностью зерна.

Обогащение аминокислотами 
и витаминами

Многочисленные исследования, опубликованные 
до настоящего времени, четко продемонстрировали, 
что методы генной инженерии могут быть весьма пер-
спективны для обогащения зерна злаков незаменимы-
ми аминокислотами (лизином, триптофаном, метиони-
ном) и микроэлементами (см. обзор: Elkonin et al., 2016a). 
При использовании эндосперм-специфичных промото-
ров экспрессия вводимых генов обеспечивается имен-
но в зерновках, а не в соматических тканях растения. К 
сожалению, на сегодняшний день опубликовано лишь 
одно сообщение о получении трансгенных растений сор-
го с повышенным содержанием лизина (до 40-60%) (Zhao 
et al., 2003). Очевидно, что развитие работ в этом направ-
лении сдерживалось отсутствием до недавнего време-
ни высокоэффективных методов получения трансгенных 
растений сорго. По мере развития технологий генетиче-
ской трансформации, исследования в этом направлении 
будут развиваться.

Во многих странах Азии и Африки, в которых сор-
го является основным продуктом питания, люди страда-
ют от нехватки β-каротина (провитамина А). В зерне сор-
го его содержание составляет 0.5 мг/кг, причем оно резко 
падает в процессе хранения зерна из-за его окисления. 
Для увеличения содержания β-каротина в зерне сорго 
и обеспечения его стабильности при хранении в генотип 
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сорта Тх430 было введено три генетические конструк-
ции, кодирующие ферменты, участвующие в его биосин-
тезе (Che et al., 2016), а также ген ячменя HGGT, коди-
рующий геранил-трансферазу, участвующую в синтезе 
витамина Е, препятствующего окислению β-каротина. В 
результате были получены трансгенные линии, у которых 
содержание β-каротина значительно возросло: до 7.3–
12.3 мкг/г против 0.5 мкг/г в нетрансгенной контрольной 
линии, при этом время его полураспада увеличилось с 4 
до 10 недель. Это исследование является ярким примером 
эффективности подхода генной инженерии для измене-
ния метаболизма растений для удовлетворения потребно-
стей человека.

Заключение

Результаты экспериментов, выполненных несколь-
кими группами исследователей, убедительно свидетель-
ствуют о возможности улучшения питательной ценности 
зернового сорго с помощью инструментов современной 
генетики и биотехнологии. Полученные линии и мутан-
ты характеризуются улучшенной перевариваемостью 
белков зерна в системе in vitro, повышенным содержа-
нием незаменимых аминокислот (лизина) или витами-
нов (каротина). При этом, наиболее перспективным под-
ходом представляется использование методов геномного 
редактирования, которые позволяют вносить изменения 

в структуру генов, кодирующих ключевые процессы 
биосинтеза, но не изменять их экспрессию на эпигене-
тическом уровне, что имеет место при использовании 
РНК-интерференции.

Дальнейший прогресс в данном направлении свя-
зан с совершенствованием методов генетической транс-
формации сорго, а именно, с использованием питатель-
ных сред для эффективной индукции соматического 
эмбриогенеза и регенерации растений в культуре in vitro 
(Elkonin, Pakhomova, 2000; Nirwan, Kothari, 2003; Belide 
et al., 2017);  «гипервирулентных» штаммов с дополни-
тельными копиями vir-генов на специально сконструиро-
ванных Ti-плазмидах («супербинарных» векторах), либо 
на дополнительных («хелперных») плазмидах (Wu et al., 
2014; Che et al., 2018); векторов, содержащих гены мор-
фогенетических регуляторов Baby boom (Bbm) и Wuschel 
(Wus) (Lowe et al., 2016; Mookkan et al., 2017). При этом 
включение в состав генетических конструкций гена 
рекомбиназы Cre и сайтов loxP, фланкирующих гены Bbm 
и Wus, позволяет получать трансгенные растения, несу-
щие только целевой ген и не содержащие генов Bbm, Wus 
и Cre. Применение данного подхода может быть перспек-
тивным для получения безмаркерных трансгенных расте-
ний и, что особо значимо, трансгенных линий, которые 
могут быть использованы в пищевых целях.
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