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E.V. Ageeva, I.N. Leonova, I.E. Likhenko, V.V. Sovetov The ear grain weight and the thousand grain weight as productivity 
traits in varieties of spring bread wheat of different ripening groups

2021 • 7 • 1 • 5-11

Масса зерна колоса и масса тысячи зерен как признаки 
продуктивности у сортов яровой мягкой пшеницы разных 
групп спелости в условиях лесостепи Приобья
Е.В. Агеева 1 , И.Н. Леонова 2, И.Е. Лихенко 1, 2, В.В. Советов1  

Аннотация: Подбор и изучение исходного материала – важный этап селекционного процесса, который необходим для 
выделения источников хозяйственно ценных признаков. В статье приведены данные сравнительного анализа показателей 
массы зерна колоса и массы 1000 зерен у сортов яровой мягкой пшеницы различных групп спелости в экологических условиях 
лесостепи Приобья в 2018–2019 гг. В целом погодные условия изучаемых лет были благоприятными для формирования урожая. 
Обильное выпадение осадков в июне 2018 г. способствовало увеличению продолжительности периода «всходы – колошение» 
у рассматриваемого набора сортов, а в 2019 г. дефицит осадков и теплая погода в этот же период вегетации привели к 
более раннему вступлению растений изучаемых генотипов в фазу колошения. Продолжительность вегетационного периода 
сортообразцов варьировала от 71 (раннеспелый сорт Новосибирская 16 в 2018 г.) до 104 (среднепоздний сорт Велют в 2018 г.) 
сут. Между продолжительностью вегетационного периода и температурным режимом отмечена высокая достоверная взаи-
мосвязь (r = 0.91–0.94). Масса зерна колоса у сортов изучаемого набора в 2018 г. варьировала от 0.83 (Новосибирская 16) до 1.55 
(Бэль) г, в 2019 г. – от 0.55 (Новосибирская 31) до 1.00 (Обская 2) г. Масса 1000 зерен колебалась в пределах от 26.8 (сорт Тризо, 
2018 г.) до 41.5 (сорт Чернява 13, 2018 г.) г. Перспективными для использования в селекции на высокую продуктивность колоса 
и массу 1000 зерен отмечены генотипы среднераннего сорта Чернява 13 и среднеспелого сорта Бэль.
Ключевые слова: сорт; яровая мягкая пшеница; масса зерна колоса; масса тысячи зерен; вегетационный период.

Благодарности: Экспериментальная работа выполнена при поддержке бюджетного проекта ИЦиГ СО РАН № 0259-2021-0018.  
Статистическая обработка и оформление результатов проведены при финансовой поддержке гранта РНФ № 16-16-00011-П. 

Для цитирования: Агеева Е.В., Леонова И.Н., Лихенко И.Е., Советов В.В. Масса зерна колоса и масса тысячи зерен как признаки 
продуктивности у сортов яровой мягкой пшеницы разных групп спелости в условиях лесостепи Приобья. Письма в Вавиловский журнал 
генетики и селекции. 2021;7(1):5-11. DOI 10.18699/LettersVJ2021-7-01

The ear grain weight and the thousand grain weight as 
productivity traits in varieties of spring bread wheat of different 
ripening groups in the conditions of the Priob’e steppe
E.V. Ageeva 1 , I.N. Leonova 2, I.E. Likhenko 1, 2, V.V. Sovetov1 

Abstract: The selection and study of the wheat varieties is an important stage in the breeding process, which is necessary to identify 
the sources of agronomically valuable traits. The article presents the data of a comparative analysis of the ear grain weight and the 
1000 grain weight in varieties of spring soft wheat of various groups of ripeness in the ecological conditions of the forest-steppe 
of the Ob region for the period 2018–2019. Overall, the weather conditions of the studied years were favorable for the formation of 
the yield in the varieties of soft spring wheat. Abundant precipitation in June 2018 contributed to an increase in the duration of the 
sprouting–heading period in the set of varieties under consideration, and in 2019, a lack of precipitation and warm weather during the 
same growing season contributed to the fact that the plants of the studied genotypes entered the heading phase earlier. In general, 
the duration of the growing season of the studied varieties varied from 71 (early ripening variety Novosibirskaya 16 in 2018) to 104 
(medium late variety Velut in 2018) days. There was a high reliable relationship between the duration of the growing season and the 
temperature regime (r = 0.91–0.94). The grain weight of an ear in the varieties of the studied set varied from 0.83 (Novosibirskaya 16) to 

1 Сибирский научно-исследовательский институт растениеводства и селекции – филиал Федерального исследовательского центра Институт 
цитологии и генетики Сибирского отделения Российской академии наук, р.п. Краснообск, Новосибирская область, Россия

2 Федеральный исследовательский центр Институт цитологии и генетики Сибирского отделения Российской академии наук, Новосибирск, Россия 
1 Siberian Research Institute of Plant Production and Breeding – Branch of the Institute of Cytology and Genetics of Siberian Branch of the Russian Academy 

of Sciences, Krasnoobsk, Novosibirsk region, Russia
2 Institute of Cytology and Genetics of Siberian Branch of the Russian Academy of Sciences, Novosibirsk, Russia
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Масса зерна колоса и масса тысячи зерен как признаки 
продуктивности у сортов яровой мягкой пшеницы

Е.В. Агеева, И.Н. Леонова, И.Е. Лихенко, В.В. Советов

Введение
Яровая мягкая пшеница является одной из наиболее 

важных зерновых культур, выращиваемых в Западно-Си-
бирском регионе. Площади посевов яровой пшеницы на-
считывают 12.3 млн гектаров, что составляет более 15% всех 
посевов в Российской Федерации1. Новосибирская область 
входит в двадцатку крупнейших регионов по посевным пло-
щадям пшеницы (Силаева, Баринова, 2019)2. Урожайность 
мягкой пшеницы значительно зависит от устойчивости ге-
нотипов к биотическим (болезни, насекомые) и абиотиче-
ским (засуха, засоление) факторам, что в свою очередь вли-
яет на степень адаптивности и экологической пластичности 
сорта (Bell et al., 1995; Morgounov et al., 2010).

Непосредственное влияние на урожайность пшеницы 
оказывает продуктивность колоса, при этом степень про-
дуктивности колоса зависит от проявления генетических 
факторов, детерминирующих признаки, в различных ус-
ловиях вегетации растений (Цильке, 2005; Лепехов, Коро-
бейников, 2013). В качестве элементов структуры продук-
тивности колоса оценивают такие параметры, как число 
фертильных и стерильных колосков в колосе, степень озер-
ненности колоска и главного колоса, масса зерна с колоса 
и масса 1000 зерен. В условиях континентального климата 
Западной Сибири для повышения урожайности яровой мяг-
кой пшеницы основное значение придают массе зерна ко-
лоса и массе 1000 зерен (Пискарев и др., 2016). 

На адаптивность яровой мягкой пшеницы и возможность 
защиты ее растений от неблагоприятных факторов среды 
существенно влияет продолжительность вегетационного 
периода. Значимость продолжительности вегетационного 
периода возрастает в условиях континентального климата 
и нестабильных погодных условий Западной Сибири, со-
провождающихся весенней засухой и ранним наступлени-
ем холодов в начале осени. Установлено, что позднеспелые 
сорта яровой пшеницы не всегда успевают созреть до насту-
пления ранних осенних заморозков (Шаманин и др., 2017). 
В то же время раннеспелые сорта утрачивают способность 
использовать благоприятные условия, которые наступают 
после окончания весенне-летней засухи, поскольку основ-
ные этапы органогенеза пройдены (Лубнин, Советов, 1999). 

Важным этапом селекционного процесса являются под-
бор и изучение исходного материала в различных условиях 
вегетации для выделения источников, характеризующихся 

1 Посевные площади пшеницы в России. Итоги 2019 года. Агровестник; 
2019 [обновлено 21 августа 2019; процитировано 29 июля 2020]. Доступ-
но: https://www.agrovesti.net
2 Об итогах работы агропромышленного комплекса Новосибирской 
области за 2019 год. Агровестник; 2020 [обновлено 24 мая 2020; 
процитировано 29 июля 2020]. Доступно: https://www.agrovesti.net

ценными в хозяйственном отношении признаками. В свя-
зи с тем что основной вклад в урожайность яровой мягкой 
пшеницы вносят такие признаки, как масса зерна колоса и 
масса 1000 зерен, для создания новых сортов необходимо 
иметь источники, характеризующиеся высокой выражен-
ностью этих признаков. Цель данной работы – изучение 
количественных признаков «масса зерна колоса» и «масса 
1000 зерен» у сортообразцов яровой мягкой пшеницы раз-
личных групп спелости для выявления генотипов, наиболее 
адаптированных к эколого-климатическим условиям регио-
на и сочетающих высокие значения этих показателей.

Материалы и методы 
Исследования проведены в 2018–2019 гг. на опытном 

поле лаборатории селекции, семеноводства и технологии 
возделывания полевых культур СибНИИРС – филиала ИЦиГ 
СО РАН (Новосибирская область). 

Почвенный покров опытного поля представлен чернозе-
мом выщелоченным среднемощным малогумусным средне-
суглинистым. Содержание гумуса составляет 4.2%, общего 
азота – 0.34%, подвижного фосфора и калия по Чирикову – 
29 и 13 мг/100 г почвы соответственно, pH – 6.7–6.8, глубина 
пахотного слоя – 41–46 см. 

Материалом исследований служили 11 сортов яровой 
мягкой пшеницы отечественной селекции различных групп 
спелости, большинство из которых рекомендованы для 
выращивания в Западно-Сибирском регионе (табл. 1). 
Опыт закладывался по общепринятой методике (Методика 
государственного сортоиспытания…, 1989). Посев прово-
дился во второй декаде мая, площадь опытной делянки – 
2 м2, повторность – двукратная, размещение – системати-
ческое. 

В полевых условиях во время фенологических наблю-
дений отмечены даты наступления основных фаз развития 
растений. Корреляционный анализ данных проводили по 
Б.А. Доспехову (1985) с использованием Microsoft Office Excel 
2013. Сравнение образцов по признакам с целью выделе-
ния лучших выполняли по 9-балльной системе выражения 
количественных признаков, применяемой в отделе генети-
ческих ресурсов пшеницы ВИР (Зуев и др., 1999; Пискарев и 
др., 2018), где 9 – самое высокое, 7 – высокое, 5 – среднее, 
3 – низкое, 1 – самое низкое значение признака. Принцип 
расчетов был следующим: для каждого признака в преде-
лах одного года исследований определяли максимальные 
и минимальные значения, разницу делили на пять, находи-
ли интервал балла. Для установления лучших образцов по 
отдельным селекционно ценным признакам использовали 
средний балл, рассчитанный как среднее арифметическое 

1.55 (Bel) g in 2018, and in 2019 from 0.55 (Novosibirskaya 31) to 1.00 (Obskaya 2) g. Over the years of research, the mass of 1000 grains 
varied from 26.8 (in the Trizo variety in 2018) to 41.5 (in the Chernyava 13 variety in 2018) g. The mid-early variety Chernyava 13 and 
the mid-season variety Bel were identified as promising genotypes for use in breeding for high ear productivity and 1000 grain weight.
Key words: variety; spring soft wheat; ear grain weight; 1000 grain weight; vegetation period.

For citation: Ageeva E.V., Leonova I.N., Likhenko I.E., Sovetov V.V. The ear grain weight and the thousand grain weight as productivity traits in 
varieties of spring bread wheat of different ripening groups in the conditions of the Priob’e steppe. Pisma v Vavilovskii Zhurnal Genetiki i Selektsii = 
Letters to Vavilov Journal of Genetics and Breeding. 2021;7(1):5-11. DOI 10.18699/LettersVJ2021-7-01 (in Russian)
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было в пределах 33–48 сут, при этом отмечены существен-
ные различия в сроках колошения между образцами 
(табл. 2). Наиболее продолжительный период «всходы – ко-
лошение» как в 2018 г., так и 2019 г. наблюдался у сорта Ве-
лют (47 и 48 сут соответственно). У большинства образцов 
наступление фазы колошения отмечено за 39–41 сут, лишь у 
раннеспелых сортов Новосибирская 15 и Новосибирская 16 
продолжительность фазы составила от 33 до 35 сут. 

Обильное выпадение осадков в первой половине вегета-
ции 2018 г. (особенно в июне) способствовало увеличению 
продолжительности периода «всходы – колошение» у рас-
сматриваемых сортов, а в 2019 г. дефицит осадков и теплая 
погода в этот же период вегетации (июнь) привели к более 
раннему вступлению растений изучаемых генотипов в фазу 
колошения. 

По одной из предложенных моделей сорта для лесостеп-
ной зоны оптимальная продолжительность вегетационного 
периода составляет 75–88 сут (Гончаров Н.П., Гончаров П.Л., 
2009). Продолжительность вегетационного периода изучен-
ных сортообразцов варьировала от 71 (раннеспелый сорт 
Новосибирская 16 в 2018 г.) до 104 (среднепоздний сорт 
Велют в 2018 г.) сут. Несмотря на такой диапазон продолжи-
тельности вегетационного периода, все генотипы смогли 
сформировать урожай в условиях лесостепи Приобья за оба 
года изучения. Между продолжительностью вегетационно-
го периода и температурным режимом отмечена высокая 
достоверная взаимосвязь. Величина коэффициента корре-
ляции в 2018 г. составила 0.94, в 2019 г. – 0.91. Высокая вза-
имосвязь также установлена между продолжительностью 
вегетационного периода и количеством осадков (r = 0.72 и 
0.87 соответственно).

Наибольший интерес для Западной Сибири представля-
ют сорта с коротким вегетационным периодом, способные 
сочетать оптимальные сроки созревания и урожайность. 
В связи с этим при сравнении образцов по системе селекци-
онно ценных признаков, применяемой в ВИР, максимальный 
балл (9) присваивался сортам, рано входившим в фазы ко-
лошения и созревания. В результате обильного выпадения 
осадков в первый год исследования большинство геноти-
пов при оценке по системе селекционно ценных признаков 

за конкретные годы изучения. Для статистического анализа 
брали по 25 растений каждого сорта. 

Погодные условия изучаемых лет сложились благо-
приятно для формирования урожая у сортов мягкой яро-
вой пшеницы (рис. 1, 2). За летний период в 2018 г. выпало 
380.3 мм осадков, в 2019 г. – 194.7 мм, тогда как среднемно-
голетнее значение составляет 220.0 мм. 

В начале вегетации в 2018 г. наблюдалась холодная и до-
ждливая погода. В мае отклонение от среднемноголетнего 
значения температуры составило 4 °C, гидротермический 
коэффициент Г.Т. Селянинова (ГТК) > 2. В первую половину 
вегетации превышение количества выпавших осадков в 
среднем за два месяца было более 80% среднемноголетних 
данных (211.4 мм). Наиболее дождливым в этот год оказался 
июнь – 130.2 мм осадков (ГТК = 2.8). В то же время в июне 
зафиксирована жаркая погода: показания температуры 
воздуха были выше среднемноголетних значений на 2.2 °C. 
Во  второй половине вегетации не наблюдалось таких рез-
ких перепадов температурного режима, лишь в августе от-
мечен дефицит осадков (49.7% среднемноголетних значе-
ний, ГТК = 0.4).

В 2019 г. также отмечены неравномерное выпадение осад-
ков и заметное колебание температуры в конце вегетации. 
Дождливая погода зафиксирована в мае (43.2 мм осадков) и 
июле (89.9 мм), в июне и августе недобор осадков в среднем 
составил 50% (ГТК 0.7 и 0.5 соответственно). Нараста ние тем-
пературы установлено в третьей декаде июля и сохранялось 
в первой декаде августа – 19–21 °C. В среднем отклонение от 
среднемноголетних значений температуры воздуха в июле 
составило +0.4 °C, в августе +2.2 °C.

Результаты и обсуждение
Вегетационный период. Огромное значение при фор-

мировании урожайности растения имеет период от всходов 
до колошения. В ряде работ показано, что обеспеченность 
влагой растений пшеницы в период формирования трубки 
и колошения является определяющим для формирования 
урожая фактором (Добротворская и др., 2013; Лазарев, Ски-
пин, 2013; Волкова, 2016). Варьирование продолжительно-
сти периода «всходы – колошение» у изучаемых генотипов 

Таблица 1. Исследованные сортообразцы яровой мягкой пшеницы, группа спелости и происхождение

Образец Группа спелости Оригинатор

Новосибирская 15
Раннеспелый СиБНИИРС – филиал ИЦиГ СО РАН

Новосибирская 16

Новосибирская 29

Среднеранний 

СиБНИИРС – филиал ИЦиГ СО РАН

Чернява 13 Тюменский научный центр СО РАН 

Новосибирская 31 СиБНИИРС – филиал ИЦиГ СО РАН

Бэль

Среднеспелый 

СиБНИИРС – филиал ИЦиГ СО РАН

Обская 2 СиБНИИРС – филиал ИЦиГ СО РАН

Саратовская 29 ФАНЦ Юго-Востока

Новосибирская 18 СиБНИИРС – филиал ИЦиГ СО РАН

Тризо
Среднепоздний

Deutsche Saatveredelung AG (DSV), Германия

Велют ИЦиГ СО РАН
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Масса зерна колоса и масса тысячи зерен как признаки 
продуктивности у сортов яровой мягкой пшеницы

Е.В. Агеева, И.Н. Леонова, И.Е. Лихенко, В.В. Советов

Таблица 2. Продолжительность периодов «всходы – колошение» и «всходы – созревание» у сортов яровой мягкой 
пшеницы (2018–2019 гг.)

Сорт
Всходы – колошение Всходы – созревание
Сутки Балл Сутки Балл

Новосибирская 15 35.0 9.0 73.0 9.0
Новосибирская 16 34.0 9.0 72.0 9.0
Новосибирская 29 39.5 7.0 84.5 5.0
Чернява 13 40.0 6.0 87.0 4.0
Новосибирская 31 41.5 5.0 83.5 6.0
Бэль 39.5 6.0 83.5 6.0
Обская 2 40.5 6.0 89.0 4.0
Саратовская 29 40.0 6.0 86.5 4.0
Новосибирская 18 39.0 7.0 83.0 6.0
Тризо 41.0 5.0 86.0 5.0
Велют 47.5 1.0 97.5 1.0
Среднее 39.8 – 84.1 –

НСР05 3.5 – 5.9 –
Примечание: здесь и далее в табл. 3 представлено среднее значение признака за исследуемый период

Рис. 1. Метеорологические условия вегетационных периодов 2018–2019 гг. (по данным гидрометеостанции пос. Огурцово, Новосибирская 
область)

Рис. 2. Гидротермический коэффициент Г.Т. Селянинова за вегетационные периоды 2018–2019 гг.
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попали в группу со средним (Бэль, Новосибирская 31, Ново-
сибирская 18 и Саратовская 29) или низким (Новосибирская 
29, Чернява 13, Тризо и Обская 2) значением. В 2019 г. в эти 
группы вошли всего четыре образца: Чернява 13 (81 сут), 
Обская 2 (81 сут), Тризо (81 сут) и Саратовская 29 (85 сут). 
Минимальный балл за период изучения продемонстриро-
вал сорт Велют с вегетационным периодом 91–104 сут.

Средние баллы по продолжительности периода от всхо-
дов до созревания за оба года исследований с высоким 
средним баллом (9–7 баллов) имели местные раннеспелые 
и среднеспелые сорта (Новосибирская 15, Новосибирская 
16 и Новосибирская 18).

Масса зерна колоса. Оптимальная масса зерна колоса, 
по мнению Н.П. Гончарова и П.Л. Гончарова (2009), составля-
ет 0.8–1.0 г. Масса зерна колоса у изучаемых сортов в 2018 г. 
варьировала от 0.83 (Новосибирская 16) до 1.55 (Бэль) г, в 
2019 г. – от 0.55 (Новосибирская 31) до 1.00 (Обская 2) г. 

Достоверное превышение средней массы зерна колоса 
отмечено у генотипов Бэль (1.19 г) и Чернява 13 (1.08 г), но 
масса зерна колоса у этих сортов значительно варьировала 
за годы исследований (табл. 3). 

Масса зерна колоса у сортов Новосибирская 15, Новоси-
бирская 29, Бэль, Чернява 13, Обская 2 и Велют в условиях 
вегетационного периода 2018 г. была значительно выше, 
чем в 2019 г. У скороспелых сортов под воздействием коле-
баний температур за вегетацию масса зерна колоса меняет-
ся в меньшей степени, чем у среднеспелых и позднеспелых 
(Пискарев и др., 2010), что наблюдалось в проведенном экс-
перименте. Разница по признаку в пределах одного сорта 
составила от 0.33 (Новосибирская 15) до 0.73 (Бэль) г.

Следует выделить сорт Обская 2, у которого масса зерна 
колоса в 2019 г. была выше полученной массы зерна колоса 
в 2018 г. на 0.2 г и составила 1 г, что является благоприятным 
вкладом в урожайность сорта. 

Высоким средним за годы изучения баллом (8–9) при 
оценке массы зерна колоса характеризовались 7 образцов, 

исходя из этого они представляют интерес для селекции по 
данному признаку. 

Двухфакторный дисперсионный анализ данных массы 
зерна колоса (рис. 3, а) показал, что вклад изменчивости, 
вызванный условиями выращивания (фактор В), составляет 
35%, а генотипическая изменчивость (фактор А) и взаимо-
действие факторов А и В – 34 и 25% соответственно от обще-
го фенотипического варьирования признака. В то же время 
на долю изменчивости, вызванной случайными факторами, 
приходится 6%, что может быть связано с агротехническими 
условиями. 

Масса 1000 зерен также играет существенную роль в 
формировании продуктивности колоса. За годы исследо-
ваний данный признак варьировал от 26.8 (у сорта Тризо 
в 2018 г.) до 41.5 (у сорта Чернява 13 в 2018 г.) г. В 2018 г. 
массой 1000 зерен выделились сортообразцы Бэль (37.2 г), 
Чернява 13 (41.5 г) и Новосибирская 18 (35.3 г), в 2019 г. – 
Бэль (36.5 г), Чернява 13 (36.5 г), Новосибирская 16 (36.6 г) и 
Саратовская 29 (37.8 г). 

Величина массы 1000 зерен зависит не только от условий 
среды, но и сортовой специфики, о чем свидетельствуют по-
казатели у сортов Обская 2 и Новосибирская 18, у которых 
за исследуемый период масса 1000 зерен была неизменной 
и высокой – 39.7 и 35.5 г. соответственно. 

Несмотря на нестабильные погодные условия, в 2019 г. 
в среднем у большинства сортов наблюдалось формирова-
ние более крупного зерна (34.7 г), чем в 2018 г. (33.9 г). Воз-
можно, это связано с тем, что во второй половине вегетации 
второго года исследований сложились более благоприят-
ные условия для интенсивной работы фотосинтетического 
аппарата и аккумуляции накопленных продуктов фотосин-
теза в зерне.

В среднем раннеспелые сорта (Новосибирская 15 и Но-
восибирская 16) превосходили по массе 1000 зерен такие 
сорта, как Тризо, Новосибирская 31 и Велют. Среднюю и 
выше средней массу 1000 зерен (4–8) имели 7 образцов.

Рис. 3. Результаты дисперсионного анализа данных массы зерна колоса (а) и массы 1000 зерен (б) у сортов яровой мягкой пшеницы. 
Факторы А и В указывают на влияние генотипа и условий внешней среды соответственно на фенотипическое проявление признаков

Взаимодействие 
25% Взаимодействие 

34%

Фактор А 34% Фактор А 53%

Фактор В 35%

Фактор В 
10%

Случайное 6% Случайное 3%а б
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Масса зерна колоса и масса тысячи зерен как признаки 
продуктивности у сортов яровой мягкой пшеницы

Е.В. Агеева, И.Н. Леонова, И.Е. Лихенко, В.В. Советов

Результаты двухфакторного дисперсионного анализа 
массы 1000 зерен показали, что вклад изменчивости, вы-
званный условиями выращивания (фактор В), составляет 
10%, что значительно меньше, чем изменчивость, обуслов-
ленная влиянием генотипа (фактор А, 53%) (см. рис. 3, б). 
Взаимодействие факторов А и В составило 34% общего фе-
нотипического варьирования признака.

Сравнение сортов по степени выраженности обоих при-
знаков показывает, что сорта среднепоздней группы спело-
сти характеризировались значительно меньшими показате-
лями массы 1000 зерен, при этом не уступали другим сортам 
по массе зерна колоса. Данные других авторов также свиде-
тельствуют, что выраженность элементов продуктивности 
(число зерновок, масса зерна колоса, урожайность) ниже 
у среднепоздних сортов по сравнению со среднеранними 
при выращивании в различных регионах Западной Сибири 
(Беляев, Соколова, 2015; Бойко и др., 2015). 

Заключение
Значительный интерес в условиях лесостепи Новоси-

бирской области представляют сорта, способные за корот-
кий вегетационный период сформировать колос с высо-
кой продуктивностью и крупностью зерна. Оптимальное 
сочетание показателей изученных признаков выявлено 
для сортов среднеранней и среднеспелой групп спелости.  
Сортообразцами, сочетающими высокие показатели массы 
зерна колоса и массы 1000 зерен, являются среднеранний 
сорт Чернява 13 и среднеспелый сорт Бэль. Эти сорта мож-
но рекомендовать в качестве перспективных генотипов для 
использования в селекции на высокую продуктивность ко-
лоса и массу 1000 зерен.
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Экспрессия генов адренорецепторов в сосудистой стенке  
у гипертензивных крыс линии НИСАГ (ISIAH)

М.А. Рязанова, А.Л. Маркель

2021 • 7 • 1 • 12-16

Экспрессия генов адренорецепторов в сосудистой стенке  
у гипертензивных крыс линии НИСАГ (ISIAH)
М.А. Рязанова1, А.Л. Маркель1, 2

Аннотация: Артериальная гипертония – широко распространенное заболевание, снижающее качество жизни и приводящее к 
фатальным сердечно-сосудистым осложнениям. Симпатоадреналовая система участвует в регуляции артериального давления 
и патогенезе артериальной гипертонии. Также симпатоадреналовая система является одной из ведущих причин появления 
реакции на стрессовые события. На сегодняшний день известно, что стресс в совокупности с наследственной предрасположен-
ностью является одним из важных факторов, способствующих развитию артериальной гипертонии в человеческой популяции. 
В Институте цитологии и генетики СО РАН путем селекции на повышение артериального давления в условиях мягкого эмоци-
онального стресса получены крысы линии НИСАГ (ISIAH), которые характеризуются рядом морфологических и физиологиче-
ских признаков, свойственных больным артериальной гипертонией. Исследования указывают на повышенную функцию сим-
патоадреналовой системы у крыс гипертензивной линии НИСАГ. Повышение артериального давления в ответ на стрессовую 
стимуляцию может также зависеть от генетически обусловленного изменения профиля экспрессии генов адренорецепторов 
в артериальной стенке. Цель работы – ис следовать экспрессию генов альфа1А-, альфа1B-, альфа2А-, бета1- и бета2-адрено-
рецепторов в сосудистой стенке артерии у крыс НИСАГ со стресс-чувствительной артериальной гипертонией. Методом ПЦР 
в реальном времени показано снижение уровня экспрессии мРНК генов Adra1A и Adra1B адренорецепторов, опосредующих 
вазоконстрикцию в хвостовой артерии у крыс НИСАГ, что может указывать на компенсаторные изменения экспрессии генов 
адренорецепторов при артериальной гипертензии. Показано отсутствие экспрессии мРНК гена бета1-адренорецепторов в ар-
териальной стенке у крыс НИСАГ, что свидетельствует о преобладающей роли бета2-адренорецепторов в этом сосуде.
Ключевые слова: альфа1А-адренорецепторы; альфа1B-адренорецепторы; альфа2А-адренорецепторы; бета1-адренорецепто-
ры; бета2-адренорецепторы; ПЦР в реальном времени; артериальные сосуды; артериальная гипертония; крысы НИСАГ.
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Expression of adrenergic receptor genes in the vascular wall  
of hypertensive ISIAH rats
M.A. Ryazanova1, A.L. Markel1, 2

Abstract: Arterial hypertension is a common disease, which reduces the quality of life and leads to fatal cardiovascular complications. The 
sympathetic adrenal system is involved in the regulation of blood pressure and in the pathogenesis of arterial hypertension. To date, it is 
known that stress, together with a hereditary predisposition, is one of the important factors contributing to the development of arterial 
hypertension in the human population. Using selection for an increase in blood pressure under conditions of mild emotional stress, ISIAH 
rats that are characterized by a number of morphological and physiological traits typical for patients with essential hypertension were 
obtained at the Institute of Cytology and Genetics of Siberian Branch of the Russian Academy of Sciences (Novosibirsk, Russia). The studies 
point to increased sympathetic adrenal system function in the hypertensive ISIAH line. However, an increase in blood pressure in response 
to stress stimulation is possible may depend on a genetically determined change in the expression profile of adrenergic receptor genes 
in the arterial wall. The aim of the work was to study the expression of alpha1A-, alpha1B-, alpha2A-, beta1-, beta2-adrenergic receptor 
genes in the vascular artery wall of ISIAH rats with stress-sensitive arterial hypertension. Decreased mRNA levels of Adra1A and Adra1B 
adrenoreceptor genes mediating vasoconstriction in the tail artery in ISIAH rats have been found, which may indicate compensatory 
changes under conditions of arterial hypertension. In addition, the absence of mRNA expression of the beta1-adrenergic receptor gene 
in the arterial wall of the studied rat strain was shown, which indicates on predominant role the beta2-adrenergic receptors in this vessel.
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Введение
Артериальная гипертония – широко распространенное 

заболевание, снижающее качество жизни и приводящее к 
фатальным сердечно-сосудистым осложнениям. Симпато-
адреналовая система (САС) участвует в регуляции артери-
ального давления (АД) и патогенезе артериальной гиперто-
нии. Также САС является одной из ведущих причин реакции 
на стрессовые события. На сегодняшний день известно, что 
стресс в совокупности с наследственной предрасположен-
ностью способствует развитию гипертонии в человеческой 
популяции. В Институте цитологии и генетики СО РАН путем 
селекции на повышение АД в условиях мягкого эмоциональ-
ного стресса (Markel, 1992) получены крысы линии НИСАГ 
(ISIAH), которые характеризуются рядом морфологических 
и физиологических признаков, свойственных пациентам 
с гипертонической болезнью, в том числе гипертрофией 
стенок левого желудочка и мелких артериальных сосудов 
(Маркель и др., 1985; Markel, 1992; Максимов и др., 1999). 

В действительности сердце и сосуды являются тем ко-
нечным звеном, на которое направлена стимуляция со сто-
роны САС и ренин-ангиотензиновой системы, приводящая к 
повышению АД. Ранее показано, что гипертензивное состо-
яние у крыс НИСАГ связано не с гиперфункцией ренин-анги-
отензиновой системы (Amstislavsky et al., 2005) (гипертонию 
у крыс НИСАГ можно охарактеризовать как низкоренино-
вую), а скорее с повышением тонуса САС (Markel et al., 1999; 
Markel et al., 2007; Рязанова, 2012). Это ожидаемо, так как се-
лекция линии крыс НИСАГ велась на повышение уровня АД 
в условиях мягкого эмоционального стресса, связанного с 
активацией центральной нервной системы и ее симпатиче-
ского отдела. Однако повышение АД в ответ на стрессовую 
стимуляцию возможно не только по причине усиленного от-
вета со стороны САС, но и вследствие увеличения реактив-
ности сердечно-сосудистой системы на симпатический раз-
ряд. В нашем случае можно предположить, что в результате 
селекции на повышенный уровень АД в условиях стресса 
могла сформироваться соответствующая генетическая база, 
обеспечивающая повышенный ответ мелких артериальных 
сосудов, от которых зависит общее сопротивление крово-
току и уровень АД, на симпатическую стимуляцию. Такое 
повышение реактивности сосудов может быть следствием 
генетически обусловленного изменения профиля экспрес-
сии генов адренорецепторов в артериальной стенке. 

Задачей работы было изучение транскрипционной ак-
тивности генов адренорецепторов в стенке артерий мы-
шечного типа у крыс линии НИСАГ в сравнении с нормо-
тензивными крысами Вистар (WAG). В качестве мишени 
избрана вентральная артерия хвоста крысы. Исследована 
экспрессия генов следующих адренорецепторов: альфа1А, 
альфа1B, альфа2А, бета1 и бета2.

Материалы и методы
Исследование проведено на трехмесячных крысах-

самцах двух инбредных линий: НИСАГ (ISIAH), n = 6, и WAG 
(Wistar Albino Glaxo), n = 5. Крыс содержали в стандартных 
условиях вивария Института цитологии и генетики СО РАН 
со свободным доступом к воде и сбалансированному корму. 
Исследование выполнено в соответствии с международны-
ми правилами по работе с экспериментальными животны-
ми (Этический кодекс от 1985 г.). В возрасте 3 мес. крыс взве-
шивали, измеряли АД непрямым методом (tail-cuff method) 
на аппарате CODA-HT8 (Kent Scientific, США). Через 5 дней 
крыс декапитировали, хвостовую артерию быстро выделя-
ли и помещали в жидкий азот, а затем хранили при –70 °С 
для дальнейшего выделения РНК. 

Выделение суммарной РНК из хвостовой артерии прово-
дили с использованием TRI Reagent (RNA/DNA/Protein isola-
tion agent, Molecular Research Center, США) согласно реко-
мендациям производителя, с некоторыми модификациями.

Примеси геномной ДНК удаляли с помощью ДНКазы 
(Promega, США) согласно рекомендациям производителя. 
Концентрацию РНК измеряли в водном растворе с помо-
щью спектрофотометра Nanodrop 2000 (Thermo Scientific, 
США) по поглощению на 260 нм. Качественными считали 
образцы РНК, для которых D260/D280 ≈ 2.0. Для получения 
кДНК смешивали 1 мкг РНК и 0.25 нмоль случайных (random 
N9) праймеров-наномеров (ПАО «Биосинтез», Россия).  
Конечный раствор смеси реакции обратной транскрипции 
объемом 50 мкл содержал: 1 мкг РНК и 0.25 нмоль случай-
ных праймеров-наномеров (ПАО «Биосинтез», Россия), 
5  мкл буфера F2, 5 мкл 4 мM dNTP, 25 мкл 40% трегалозы, 
1 мкл BSA (10 мг/мл) и 5 мкл 40 ед. акт. обратной транскрип-
тазы MoMLV (реактивы производства АО «Вектор-Бест», Рос-
сия). Синтез кДНК проводили при 37 °С – 1 ч, 42 °С – 50 мин, 
50 °С – 10 мин. Фермент инактивировали при 75 °С в течение 
5 мин.

Для проверки отсутствия геномной ДНК в полученных 
растворах проводили ПЦР с раствором РНК и праймерами 
на ген Adra2A (Рязанова и др., 2017). Оценку качества обрат-
ной транскрипции для каждого образца кДНК проверяли 
постановкой ПЦР в реальном времени с праймерами на ген 
Rpl30 (Рязанова и др., 2017).

ПЦР в реальном времени проходила в следующем тем-
пературном режиме: предварительный прогрев при 94 °С –  
2 мин, затем 38–45 циклов: денатурация при 94 °С – 15 с, от-
жиг – 20 с, элонгация при 72 °С – 20 с, сбор данных по флуо-
ресценции – 10 с (таблица). После окончания ПЦР снимали 
кривые плавления для контроля специфичности реакции. 
Полуколичественную оценку экспрессии мРНК исследуемых 
генов осуществляли с помощью ПЦР в реальном времени 

Key words: alpha1A-adrenergic receptors; alpha1B-adrenergic receptors; alpha2A-adrenergic receptors; beta1-adrenergic receptors; 
beta2-adrenergic receptors; real-time PCR; arterial vessels; arterial hypertension; ISIAH rats.
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относительно количества мРНК гена домашнего хозяйства 
Rpl30. Из полученных образцов кДНК для каждой структуры 
делали усредненный раствор кДНК, который использовали 
для построения калибровочных кривых, по которым опре-
деляли относительный уровень кДНК для целевых генов и 
гена сравнения в образцах. Праймеры, используемые для 
определения экспрессии генов (см. таблицу), были подо-
браны с использованием онлайн-олигоанализатора (https://
www.eu.idtdna.com) и проверены в базе данных Blast (Basic 
Local Alignment Search Tool) на специфичность. 

Статистическую обработку данных проводили с исполь-

Праймеры, используемые для ПЦР в реальном времени 
Gene-specific primers used for RT-PCR

Ген / Gene Праймеры / Primer sequence
Т, °С Длина продукта, 

п.н. / Amplificate 
fragment, bp.Отжиг / Annealing Регистрация / Detection

Rpl30

F: 5’-ATGGTGGCTGCAAAGAAGAC-3’
R: 5’- CAAAGCTGGACAGTTGTTGG -3’ 61–64 84 165

Adra1A F: 5’ - TGCCATCTTTGAGATCCTG-3’
R: 5’- GGTAGCTCACACCAATGTA -3’ 64 87 143

Adra1B F: 5’- CCAAAACCTTGGGCATTGTA -3’ 
R: 5’- TAGATGATGGGATTGAGGCA -3’ 64 87 166

Adra2A F: 5’-TATGGGCTACTGGTACTTT-3’
R: 5’-CCCACACAGTGACAATGAT-3’ 63 90 191

Adrb1 F: 5’-CAAGACACTGGGCATCAT-3’
R: 5’-CCAGTTGAAGAAGACGAАGA-3’ 64 87 124

Adrb2 F: 5’-ACTCTGCCTTCAATCCTCTTA-3’
F: 5’-TTCATTTTCTTTCTCCTGCCC-3’ 62 85 188

Рис. 1. Величина артериального давления у крыс линий WAG и  
НИСАГ при стрессе (измерение при помещении животного в сетча-
тую трубку) 
* p < 0.05 по сравнению с крысами WAG, критерий Манна – Уитни

Fig. 1. The value of blood pressure in WAG rats and ISIAH rats under 
stress (measurement in a mesh tube)
* significantly different from WAG, p < 0.05, Mann – Whitney U-test
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зованием пакета программ Statistica 10.0. Анализ экспрес-
сии генов выполняли с помощью методов непараметриче-
ской статистики с использованием критерия Манна – Уитни.

Результаты 
Масса тела трехмесячных крыс НИСАГ составила 295.8 ± 

± 10.5 г, WAG – 282.3 ± 7.6 г. Уровень АД у крыс НИСАГ был 
достоверно выше, чем у крыс WAG (рис. 1). Исследование 
экспрессии генов адренорецепторов в стенке хвостовой 
артерии у крыс гипертензивной линии НИСАГ показало ста-
тистически значимое снижение количества мРНК генов аль-
фа1А- и альфа1B-адренорецепторов (рис. 2) по сравнению 
с крысами WAG. Экспрессии генов альфа2А- и бета2-адре-
норецепторов достоверно не различались у нормо- и ги-
пертензивных крыс, а экспрессия бета1-адренорецептора 
у обеих исследованных линий крыс была очень низкой (на 
грани чувствительности метода) (см. рис. 2).

Обсуждение
Симпатоадреналовая система опосредует реакцию на 

стрессовые воздействия путем взаимодействия норадре-
налина и адреналина со специфическими мембранными 
G-белок-связанными адренергическими рецепторами, вы-
зывая соответствующие физиологические ответы организ-
ма. Регуляция просвета кровеносных сосудов является важ-
ным параметром, определяющим общее сопротивление 
кровяного русла кровотоку и, как следствие, уровень АД. 
Именно поэтому активацию САС рассматривают в качестве 
одного из основных факторов патогенеза эссенциальной 
артериальной гипертонии. Предполагают, что периоди-
ческая избыточная активация САС, в том числе в услови-
ях хронического стресса, напрямую участвует в развитии 
гипертонической болезни (Fink, 2009; Hering et al., 2015). 
Повышенное АД впоследствии становится фактором раз-
вития изменений структуры и функции сосудов различного 
калибра, которые в свою очередь рассматриваются как ор-
ганы-мишени при гипертонии. Эти изменения, вызванные 
повышенным артериальным давлением, способствуют фор-
мированию патологии в различных органах, главным обра-
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зом почках, поддерживая высокое АД (Grassi et al., 2009; На-
зарова О.А., Назарова А.В., 2012). В регуляции сосудистого 
тонуса со стороны САС принимают участие альфа1-, альфа2- 
и бета-адренорецепторы, локализованные в стенке сосу-
дов (Guimaraes, Moura, 2001). В данной работе исследованы 
альфа1А-, альфа1B-адренорецепторы как наиболее распро-
страненные в сосудах и реализующие вазоконстрикторные 
эффекты норадреналина (Piascik et al., 1990; Jähnichen et al., 
2004; Docherty, 2010), а также альфа2А-адренорецепторы 
как основные регуляторы выхода норадреналина в синап-
тическую щель посредством отрицательной обратной связи 
(Altman et al., 1999; Hein et al., 1999; Bucheler et al., 2002). Кро-
ме того, исследованы бета1- и бета2-адренорецепторы, сти-
муляция которых вызывает главным образом релаксацию 
гладкомышечных клеток сосудов. При этом следует учесть, 
что вовлечение каждого подтипа бета-адренорецепторов в 
этот процесс зависит от локализации в сосуде и вида живот-
ного (O’Donnell, Wanstall, 1984; Guimaraes et al., 1993; Shen et 
al., 1994; Begonha et al., 1995). 

Наличие стойкого гипертензивного статуса у крыс линии 
НИСАГ предполагало повышение экспрессии генов адре-
норецепторов альфа1А и альфа1B, посредством которых 
и реализуются вазоконстрикторные влияния САС. Однако 
вопреки ожиданиям в нашем случае экспрессия генов этих 
адренорецепторов оказалась значительно ниже (см. рис. 2). 
При этом следует учитывать, что продукция норадреналина 
и адреналина – факторов, стимулирующих адренорецеп-
торы, – у крыс НИСАГ значительно повышена (Markel et al., 
2007). То есть наблюдается типичная картина реципрокно-
го взаимоотношения концентраций лиганда и рецептора, 
которая описана для разнообразных регуляторных си-

стем (Wilkinson et al., 1994; Ranheim et al., 1995; Morel et al., 
2000; Red-Horse et al., 2001). Таким образом, можно сделать 
следующий главный вывод: рост уровня симпатической 
стимуляции сосудистой системы у крыс НИСАГ имеет цен-
тральное происхождение за счет повышения тонуса моз-
говых центров регуляции симпатической активности. Под-
тверждением этому служат недавно полученные данные об 
увеличении концентрации норадреналина в гипоталамусе 
крыс НИСАГ (неопубликованные результаты). В литературе 
также не представлено данных об усилении альфа-адре-
нергического рецепторного звена в сосудистой системе 
у крыс с экспериментальной артериальной гипертонией 
(Michel et al., 1990; Luo et al., 2003). Результаты у больных ар-
териальной гипертонией весьма противоречивы и не дают 
однозначной оценки, что свидетельствует о значительной 
гетерогенности патогенетических механизмов гипертони-
ческой болезни у людей.

Заключение
Впервые получены данные об особенностях адреноре-

цепторного звена сосудистой стенки у крыс НИСАГ с на-
следственной индуцированной стрессом артериальной ги-
пертонией. Показан низкий уровень экспрессии мРНК генов 
альфа1А- и альфа1B-адренорецепторов, опосредующих ва-
зоконстрикцию, что может указывать на компенсаторные из-
менения в условиях артериальной гипертензии. Кроме того, 
продемонстрировано отсутствие экспрессии мРНК гена бе-
та1-адренорецептора в вентральной хвостовой артерии у 
исследованных линий крыс, что свидетельствует о преобла-
дающей роли бета2-адренорецепторов в этом сосуде.

Рис. 2. Содержание мРНК генов адренорецепторов в хвостовой артерии у крыс линий WAG и НИСАГ 
* p < 0.05 по сравнению с крысами WAG, критерий Манна – Уитни

Fig. 2. мRNA content of adrenergic receptor genes in the tail artery of WAG and ISIAH rats 
* significantly different from WAG rats, p < 0.05, Mann – Whitney U-test

Adra1A Adra1В Adra2A Adrb2Adrb1

3.0

2.8

2.6

2.4

2.2

2.0

1.8

1.6

1.4

1.2

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0

м
РН

К 
ре

це
пт

ор
а 

/ м
РН

К 
Rp

l 30

W
AG

*

Н
И

СА
Г

*

Экспрессия  
на уровне фона



16 Письма в Вавиловский журнал генетики и селекции / Letters to Vavilov Journal of Genetics and Breeding • 2021 • 7 • 1

Экспрессия генов адренорецепторов в сосудистой стенке  
у гипертензивных крыс линии НИСАГ (ISIAH)

М.А. Рязанова, А.Л. Маркель

Список литературы / References
Максимов В.Ф., Коростышевская И.М., Маркель А.Л., Филюшина Е.Е., 

Шмерлинг М.Д., Якобсон Г.С. Метаболическое повреждение мио-
карда у нормотензивных и гипертензивных крыс (морфометри-
ческий анализ). Морфология. 1999;115(1):19-23.

 [Maksimov V.F., Korostyshevskaya I.M., Markel A.L., Filyushina E.E., 
Schmerling M.D., Jacobson G.S. Metabolic myocardial injury in 
normotensive and hypertensive rats (morphometric analysis). 
Мorfologia = Morphology. 1999;115(1):19-23. (in Russian)]

Маркель А.Л., Ерисковская Н.К., Еремеев С.И., Семенова Л.А., Целла-
риус Ю.Г. Адреналиновые повреждения миокарда у крыс с на-
следственно обусловленной артериальной гипертензией. Бюлл. 
экспер. биол. и мед. 1985;99(3):356-358. 

 [Markel A.L., Eriskovskaya N.K., Eremeev S.I., Semenova L.A., Cellarius 
Yu.G. Adrenaline myocardial injury in rats with hereditary arterial hy-
pertension. Byulleten Eksperimentalnoy Biologii i Meditsiny = Bulletin of 
Experimental Biology and Medicine. 1985;99(3):356-358. (in Russian)]

Назарова О.А., Назарова А.В. Поражение сосудов при артериаль-
ной гипертензии. Вестник Ивановской медицинской академии. 
2012;17(2):60-66.

 [Nazarova O.A., Nazarova A.V. Vascular lesion in arterial hyperten-
sion. Vestnik Ivanovskoy Medicinskoy Academii = Bulletin of the Iva-
novo Medical Academy. 2012;17(2):60-66. (in Russian)] 

Рязанова M.A., Прокудина O.И., Плеканчук В.С., Алехина T.A. Экспрес-
сия генов системы катехоламинов в среднем мозге и реакция 
престимульного торможения у крыс с генетической кататонией. 
Вавиловский журнал генетики и селекции. 2017;21(7):798-803. DOI 
10.18699/VJ17.296. 

 [Ryazanova M.A., Prokudina O.I., Plekanchuk V.S., Alekhina T.A. Ex-
pression of catecholaminergic genes in the midbrain and prepulse 
inhibition in rats with a genetic catatonia. Vavilovskii Zhurnal Genetiki 
i Selektsii = Vavilov Journal of Genetics and Breeding. 2017;21(7):798-
803. DOI 10.18699/VJ17.296. (in Russian)]

Рязанова М.А. Экспрессия генов альфа1А- и альфа2А-адренорецеп-
торов в миокарде и ткани почки у гипертензивных крыс линии 
НИСАГ (ISIAH). Бюлл. СО РАМН. 2012;32(1):43-47. 

 [Ryazanova M.A. Expression of the Alpha1A and Alpha2A adren-
ergic receptor genes in myocardial and kidney tissues of hyper-
tensive ISIAH rats. Bull. SO RAMN = Bull. SB RAMS. 2012;32(1):43-47.  
(in Russian)] 

Altman J.D., Trendelenburg A.U., Macmillan L., Bernstein D., Limbird L., 
Starke K., Kobilka B.K., Hein L. Abnormal regulation of the sympa-
thetic nervous system in α2A-adrenergic receptor knockout mice. 
Mol. Pharmacol. 1999;56:154-161. DOI 10.1124/mol.56.1.154. 

Amstislavsky S., Welker P., Fruhauf J.H., Maslova L., Ivanova L., Jensen B., 
Markel A.L., Bachmann S. Renal and endocrine changes in rats with 
inherited stress-induced arterial hypertension (ISIAH). Histochem Cell 
Biol. 2005;8:1-9. DOI 10.1007/s00418-005-0118-5.

Begonha R., Moura D., Guimaraes S. Vascular b-adrenoceptor-mediated 
relaxation and the tone of the tissue in canine arteries. J. Pharm. 
Pharmacol. 1995;47:510-513. DOI 10.1111/j.2042-7158.

Bucheler M.M., Hadamek K., Hein L. Two alpha(2)-adrenergic receptor 
subtypes, alpha(2A) and alpha(2C), inhibit transmitter release in 
the brain of gene-targeted mice. Neuroscience. 2002;109:819-826.  
DOI 10.1016/S0306-4522(01)00531-0.

Docherty J.R. Subtypes of functional alpha1-adrenoceptor. Cell Mol. Life 
Sci. 2010;67(3):405-417. DOI 10.1007/s00018-009-0174-4. 

Fink G.D. Sympathetic activity, vascular capacitance, and long-term 
regulation of arterial pressure. Hypertension. 2009;53:307-312.  
DOI 10.1161/HYPERTENSIONAHA.108.119990. 

Grassi G., Arenare, F., Pieruzzi, F., Brambilla, G., Mancia, G. Sympa-
thetic activation in cardiovascular and renal disease. J. Nephrol. 
2009;22:190-195. 

Guimaraes S., Mota A., Begonha R. The effectiveness of b-adrenoceptor 
stimulation and the contribution of b-adrenoceptors increase from 
the proximal to the distal part of the canine saphenous vein. Nau-
nyn Schmiedebergs Arch. Pharmacol. 1993;347:596-600. DOI 10.1007/
BF00166942.

Guimaraes S., Moura D. Vascular adrenoceptors: an update. Pharmacol. 
Rev. 2001;53(2):319-356. 

Hein L., Altman J.D., Kobilka B.K. Two functionally distinct alpha2-ad-
renergic receptors regulate sympathetic neurotransmission. Nature. 
1999;402:181-184. DOI 10.1038/46040. 

Hering D., Lachowska K., Schlaich M. Role of the Sympathetic Nervous 
System in Stress-Mediated Cardiovascular Disease. Curr. Hypertens. 
Rep. 2015;17(10):80. DOI 10.1007/s11906-015-0594-5. 

Jähnichen S., Eltze M., Pertz H. Evidence that alpha (1B)-adrenocep-
tors are involved in noradrenaline-induced contractions of rat 
tail artery. Eur. J. Pharmacol. 2004;488(1-3):157-67. DOI 10.1016/j.
ejphar.2004.02.020.

Luo М., Hess M.C., Fink G.D., Olson L.K., Rogers J., Kreulen D.L., Dai X., Gal-
ligan J.J. Differential alterations in sympathetic neurotransmission in 
mesenteric arteries and veins in DOCA-salt hypertensive rats. Auton 
Neurosci. 2003;104(1):47-57. DOI 10.1016/S1566-0702(02)00287-4.

Markel A.L. Development of a new strain of rats with inherited stressin-
duced arterial hypertension. Genetic Hypertension. Ed. J. Sassard. 
London: John Libbey Eurotext. 1992;218:405-407.

Markel A.L., Maslova L.N., Shishkina G.T., Bulygina V.V., Machanova N.A., 
Jacobson G.S. Development influences on blood pressure regula-
tion in ISAH rats, Development of the Hypertensive Phenotype: Basic 
and Clinical Studies. Handbook Hypertension. Elsevier, Amsterdam. 
1999;19:495-526.

Markel A.L., Redina O.E., Gilinsky M.A., Dymshits G.M., Kalashnikova E.V., 
Khvorostova Yu.V., Fedoseeva L.A., Jacobson G.S. Neuroendocrine pro-
filing in inherited stress-induced arterial hypertension rat strain with 
stress-sensitive arterial hypertension. J. Endocrinol. 2007;195:439-450. 
DOI 10.1677/JOE-07-0254. 

Michel М.С., Brodde O.E., Insel P.A. Peripheral Adrenergic Receptors in 
Hypertension. Hypertension. 1990;16:107-120. 

Morel Y., Schiano de Colella J.M., Harrop J., Deen K.C., Holmes S.D., Wat-
tam T.A., Khandekar S.S., Truneh A., Sweet R.W., Gastaut J.A., Olive D., 
Costello R.T. Reciprocal expression of the TNF family receptor herpes 
virus entry mediator and its ligand Light on activated T cells: Light 
down-regulates its own receptor. J. Immunol. 2000;165:4397-4404. 
DOI 10.4049/jimmunol.165.8.4397. 

O’Donnell S.R., Wanstall J.C. Beta-1 and beta-2 adrenoceptor-mediated 
responses in preparations of pulmonary artery and aorta from young 
and aged rats. J. Pharmacol. Exp. Ther. 1984;228:733-738. 

Piascik M.T., Kusiak J.W., Barron K.W. α1-Adrenoceptor subtypes and 
the regulation of peripheral hemodynamics in the conscious 
rat. Eur. J. Pharmacol. 1990;186(2-3):273-278. DOI 10.1016/0014-
2999(90)90443-a. 

Ranheim Е.А., Cantwell M.J., Kipps T.J. Expression of CD27 and its li-
gand, CD70, on chronic lymphocytic leukemia B cells. Blood. 
1995;85(12):3556-3565. 

Red-Horse K., Drake P.M., Gunn M.D., Fisher S.J. Chemokine ligand and 
receptor expression in the pregnant uterus. Reciprocal patterns in 
complementary cell subsets suggest functional roles. Am. J. Pathol. 
2001;159(6):2199-2213. DOI 10.1016/S0002-9440(10)63071-4. 

Shen Y.T., Zhang H., Vatner S.F. Peripheral vascular effects of beta-3 ad-
renergic receptor stimulation in conscious dogs. J. Pharmacol. Exp. 
Ther. 1994;268:466-473. 

Wilkinson H.A., Fitzgerald K., Greenwald I. Reciprocal changes in ex-
pression of the receptor lin-12 and its ligand lag-2 prior to commit-
ment in a C. elegans cell fate decision. Cell. 1994;79(7):1187-1198.  
DOI 10.1016/0092-8674(94)90010-8. 

Конфликт интересов. Авторы заявляют об отсутствии конфликта интересов.

Поступила в редакцию 15.09.2020. После доработки 25.09.2020. Принята к публикации 27.09.2020.

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC1850586/
https://dx.doi.org/10.1016%2FS0002-9440(10)63071-4


17Обзоры / Reviews

N.V. Shatskaya Methods of viroid sequencing

2021 • 7 • 1 • 17-22

Секвенирование вироидов
Н.В. Шацкая  

Аннотация: Вироиды представляют собой небольшие патогенные РНК-молекулы длиной от 246 до 467 нуклеотидов, состоя-
щие из одноцепочечной кольцевой РНК, без капсида и последовательностей, кодирующих белок. Вироиды проникают в рас-
тения и используют систему хозяина для размножения. Они индуцируют структурные и физиологические изменения в клетках 
хозяйского организма, которые впоследствии приводят к развитию различных заболеваний. Выявление вироидов непростая 
задача, с которой довольно успешно справляется NGS-секвенирование. С 2009 г. технологию NGS начали использовать в не-
скольких областях вирусологии растений, включая секвенирование геномов вироидов, открытие новых видов и определе-
ние уже известных. Также NGS-секвенирование может быть использовано в экологии, эпидемиологии, изучении репликации 
и транскрипции вироидов. В вирусологии растений данная технология наиболее удобна для определения уже известных и 
новых вироидов в инфицированных растениях. Предполагается, что NGS будет играть значительную роль во многих исследо-
ваниях по вирусологии растений и в дальнейшем.
Ключевые слова: секвенирование нового поколения; вироиды; патогены; биобезопасность.
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Abstract: Viroids are small, single-stranded pathogenic RNA-molecules from 246 to 467 bp, circular, non-encapsulated and they do not 
code proteins. Viroids penetrate to plants and depend on host enzymes for their replication. They induce structural and physiological 
changes in host plant that become to diseases. Viroids detection is not so simple problem, and NGS-sequencing can help to solve it. 
In 2009, NGS technologies began to be applied to several areas of plant virology including virus/viroid genome sequencing, discovery 
and detection, ecology and epidemiology, replication and transcription. Identification and characterization of known and unknown 
viroid in infected plants are currently among the most successful applications of these technologies. It is expected that NGS will play 
very significant role in plant virology.
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Со времен открытия вироиды остаются одними из самых 
загадочных биологических молекул и являются самыми ма-
ленькими из известных инфекционных РНК. Вироиды пред-
ставляют собой РНК-репликоны длиной от 246 до 467 ну-
клеотидов, состоящие из одноцепочечной кольцевой РНК, 
в которой отсутствуют последовательности, кодирующие 
белок (Katsarou et al., 2015). Первый вироид открыт Теодо-
ром Динером в 1967 г. и впоследствии назван вироидом ве-
ретеновидности клубней картофеля (PSTVd) (Diener, Raymer, 

1967). Вироиды подразделяют на два семейства. Вироиды 
семейства Pospiviroidae реплицируются в ядре по ассиме-
тричному кольцевому механизму. Большинство членов это-
го семейства имеют структуру, состоящую из пяти доменов: 
терминального левого, патогенного, центрального, вариа-
бельного и терминального правого. Выделяют пять родов: 
Pospiviroid (potato spindle tuber viroid, PSTVd), Hostuviroid 
(hop stunt viroid, HSVd), Cocadviroid (coconut cadang-cadang 
viroid, CCCVd), Apscaviroid (apple scar skin viroid, ASSVd) и 

https://orcid.org/0000-0002-7232-1191
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Coleviroid (coleus blumei viroid 1, CbVd-1).
Вироиды другого семейства, Avsunviroidae, – неболь-

шая группа, состоящая из трех родов: Avsunviroid (avocado 
sunblotch viroid, ASBVd), Pelamoviroid (peach latent mosaic 
viroid, PLMVd) и Elaviroid (eggplant latent viroid, ELVd).  
Типичный представитель этого семейства – PLMVd, вироид 
латентной мозаики персика, кодирует саморазрезающиеся 
РНК (рибозимы типа hammerhead), которые реплицируются 
в хлоропластах через симметричный кольцевой механизм 
(Oliver, Fuchs, 2011). 

Симптомы заражения и методы определения 
Вироиды могут индуцировать структурные и физиологи-

ческие изменения в клетках хозяйского организма (Di Serio 
et al., 2013), которые впоследствии приводят к развитию 
различных заболеваний (Flores et al., 2012). Симптомы инфи-
цирования вироидами могут варьировать по степени про-
явления. Иногда эти проявления могут быть очень слабы-
ми. Заражение вироидами может быть выражено только в 
отдельных органах растения или проходить бессимптомно, 
как в случае диких растений (Flores et al., 2005). Надо отме-
тить, что вироиды переносятся механически и для своего 
размножения используют транскрипционный механизм 
хозяина. Репликация вироидов происходит по симметрич-
ному или ассиметричному круговому циклу и обусловлена 
активностью ДНК-зависимой РНК-полимеразы хозяина, ко-
торая использует РНК вироидов как матрицу для создания 
новых копий кольцевой РНК через промежуточную форму 
двуцепочечных РНК (дцРНК) (Flores et al., 2011). Произво-
дные дцРНК вироидов также реплицируются при помощи 
хозяйской РНК-зависимой РНК-полимеразы, включенной в 
механизм РНК-сайленсинга растения-хозяина (Di Serio et al., 
2010). 

В инфицированной вироидом клетке в процессе репли-
кации происходят изменения в нуклеотидной последова-
тельности вироидных потомков. Образовавшиеся популя-
ции полиморфных молекул РНК могут служить источником 
адаптации к новым хозяевам и новым условиям жизненного 
цикла. Таким образом, после инфицирования каждый вари-
ант вироида способен продуцировать свою популяционную 
динамику в хозяйском растении. Эта концепция носит на-
звание квазивидов и впервые предложена в 1993 г. (Eigen, 
1993). Чрезвычайная изменчивость нуклеотидных последо-
вательностей вироидов характеризует их как наиболее бы-
стро развивающуюся из известных биологических систем 
(Matousek, 2002). 

Как отдельный класс патогенов, вироиды отчетливо от-
личаются от вирусов. Хотя вироиды и демонстрируют неко-
торые структурные и биологические сходства с вирусом ге-
патита дельта, последний в пять раз больше и кодирует два 
белка с одной рамки считывания (Flores et al., 2016). Неко-
торые вироиды и вирусы могут иметь бессимптомное про-
явление в организме хозяина. Однако эти латентные агенты 
могут быть патогенами для других хозяев. Существующие 
специфические методы, такие как ПЦР, очень чувствитель-
ны, но детектируют только известные вироиды или вирусы. 
Эти методы не способны показать плохо охарактеризован-
ные или сильно вариабельные вироиды. Более того, часто 

хозяйское растение может быть заражено несколькими 
патогенами, как известными, так и экзотическими, которые 
стандартные скрининговые методы не могут обнаружить.  
В данном случае может быть полезно секвенирование но-
вого поколения (next generation sequence, NGS) для выявле-
ния, исследования и сертификации патогенов.

Выбор платформы для секвенирования
Значительный прогресс в технологии секвенирования 

произошел в последние два десятилетия и привел к раз-
витию новых подходов выявления и идентификации вирои-
дов. Данные подходы относят к метагеномике, при которой 
производится полное секвенирование суммарной ДНК в 
образцах зараженных растений с помощью NGS с последу-
ющей идентификацией патогенов биоинформатическими 
методами. Поскольку обычно вироиды присутствуют в рас-
тениях в низких концентрациях и весьма вариабельны, их 
обнаружение – сложная задача для многих лабораторий, 
занимающихся патологией растений. Это является одной из 
причин того, что с момента открытия за 40 лет идентифици-
рованы менее 40 видов вироидов из двух семейств. Плат-
форма NGS появилась в начале 2000 г., и ее использование 
с 2004 г. изменило подход к исследованиям во многих об-
ластях, включая растительную вирусологию. 

NGS-технологии можно разделить на две группы: пер-
вая  – с короткими прочтениями (100–600 п.н.) и высокой 
точностью, вторая – с длинными прочтениями (900 × 103 п.н.) 
и большим количеством ошибок. Это привело к разным 
подходам приготовления образцов, секвенирования, де-
текции и анализа данных (Васильев, 2014) (табл. 1). Наибо-
лее часто используют короткие прочтения, поскольку этот 
вариант дешевле и точность прочтения выше. Однако при 
коротких прочтениях имеется ограничение в возможности 
прочтения сложных участков с повторами или последова-
тельности гетерозигот, для которых больше подходят техно-
логии с длинными прочтениями. Illumina, Ion Torrent, 454 Life 
Science, SOLiD – платформы, которые созданы для коротких 
прочтений (см. табл. 1). Среди приборов с длинными про-
чтениями – MinION, который использует технологию нано-
порового секвенирования, и PacBio c детекцией молекул в 
реальном времени.

Выбор подхода секвенирования вироидной РНК
Поскольку вироиды содержат РНК, которая не кодирует 

полезные им в жизненном цикле белки, знание структуры, 
помогающей вироидам адаптироваться, важно как для по-
нимания взаимодействия хозяина и патогена, так и самого 
цикла размножения вироида. С момента открытия вирои-
дов их молекулярная структура оставалась неизвестной, 
поскольку они не проявляли физически узнаваемых харак-
теристик, таких как клеточная структура у бактерий или 
белки у вирусов. Первая структура молекулы вироида полу-
чена для PSTVd с помощью секвенирования в геле и сборки 
перекрывающихся последовательностей (Gross et al., 1978). 
Характеризация вироидных РНК с помощью NGS выполнена 
в 2009 г. у винограда и персиков (Di Serio et al., 2009; Navarro 
et al., 2009). С этого времени NGS активно используют для 
анализа взаимодействий вироидов и хозяев у травянистых 
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и древесных растений (Hadidi et al., 2016). Сочетание био-
информатических подходов со сборкой контигов и поиском 
гомологов вироидных последовательностей в базах данных 
NGS библиотек малых РНК широко и эффективно применя-
ют для идентификации известных и новых вироидов. Разра-
ботанные в последнее время алгоритмы позволяют произ-
водить независимую от гомологии идентификацию новых 
вироидов или вироид-подобных РНК, например вироидов 
яблок или винограда (Wu et al., 2012; Zhang et al., 2014). 

Также необходимо отметить такую проблему, как гете-
рогенность вироидов. Например, для вироида экзокортиса 
цитрусовых (CEVd) секвенировано 17 вариантов, которые 
делят на два класса, отличающихся как минимум на 26 ну-
клеотидов и с вариациями по длине от 370 до 375 нукле-
отидов. Степень проявления симптомов у растения во 
время заражения может сильно варьировать. Один штамм 
вироида может индуцировать несколько явных и серьезных 

симптомов, в то время как другой штамм индуцирует незна-
чительные проявления (Visvader, Symons, 1985). Варианты 
секвенирования PSTVd, с отличиями в несколько нуклеоти-
дов (около 40 разных вариантов длиной 359–360 п.н.), были 
разделены на штаммы по симптомам проявления: мягкие, 
средние, обычные и летальные (Herold et al., 1992; Lakshman, 
Tavantzis, 1993). 

Для увеличения выхода вироидной РНК возможны не-
сколько стратегий обогащения и специфичного секвени-
рования вироидов. Один из вариантов – избавление от хо-
зяйской рибосомальной РНК (Poojari et al., 2013; Zhang et al., 
2014).

Например, при анализе полной последовательности РНК 
растений винограда Syrah использована платформа 454 Life 
Sciences и обнаружены последовательности HSVd (hot stunt 
viroid – вироид, замедляющий рост хмеля), GYSVd (grapevine 
yellow speckle viroid – желтый крапчатый вироид винограда) 

Таблица 1. Платформы для NGS (Barba et al., 2014)

Прибор  
(производитель)

Метод ампли-
фикации Метод детекции Длина про-

чтения, п.н.

Скорость 
секвенирова-
ния, п.н./ч

Точ-
ность, 
%

Мисматчи, инсерции, 
делеции

454 Life Science 
(Roche)

Эмульсионная 
ПЦР

Пиросеквениро-
вание 400–700 13 млн п.н. 99.9 0.10/0.3/0.02  

(Archer et al., 2012)

Illumina (Illumina) Мостиковая 
ПЦР

Обратимое терми-
нирование 100–300 25 млн п.н. 99.9 0.12/0.004/0.006  

(Archer et al., 2012)

SOLiD (Life 
Technologies)

Эмульсионная 
ПЦР Лигирование 75–85 21–28  

млн п.н. 99.9
Ошибка больше, чем  
в Illuminа (Meyerand, 
Kircher, 2010)

PacBio (Pacific 
Biosciences)

Без амплифи-
кации

Флуоресцентно ме-
ченые нуклеотиды

15000–
30000

50–115  
млн п.н. 95 1, 2, 12  

(Carniero et al., 2012)

Ion Torrent (Life 
Technologies)

Эмульсионная 
ПЦР

Детекция высво-
бождаемых ионов 100–400 100 млн п.н. – 

64 млрд п.н. 99

Инсерции = 0.06,
инсерции +
делеции = 1.38  
(Bragg et al., 2013)

MinION (Oxford 
Nanopore 
Technologies)

Нанопоровое 
секвенирова-
ние

Сила тока при про-
хождении через 
пору

900 × 103 90–95 5–10%

Таблица 2. Новые вироиды, определенные с помощью NGS

Способ обогащения Платформа NGS Количество опреде-
ленных вироидов Хозяин Источник литературы

Тотальная РНК 454 3 Виноград Al Rwahnih et al., 2009

РНК без рибосомной 
фракции Illumina 4 Виноград Poojari et al., 2013

Двуцепочечная РНК 454 3 Виноград Al Rwahnih et al., 2009

Малые РНК Illumina 1 Томат Li et al., 2012

Малые РНК Illumina 2 Виноград Giampetruzzi et al., 2012; Wu et al., 2012; 
Seguin et al., 2014

Малые РНК Illumina 2 Мандарин Loconsole et al., 2012

Малые РНК Illumina 2.2 Яблоко,  
виноград

Zhang et al., 2014
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и AGVd (australian grapevine viroid – австралийский вироид 
винограда). В этом исследовании присутствие известных 
вироидов в образце может быть подтверждено поиском го-
мологичных последовательностей при помощи таких плат-
форм, как VirFind, VirusDetect или Virtool (Ho, Tzanetakis, 2014; 
Rott et al., 2017; Zheng et al., 2017a). 

Поскольку дцРНК синтезируется вирусами и вироидами 
и не производится самим растением, то секвенирование 
общей дцРНК сильно увеличивает число последователь-
ностей, специфичных для вироидов. Например, сравнение 
глубокого секвенирования общей РНК и дцРНК растений 
показало, что число ридов вируса возросло с 2 до 53% по-
сле обогащения по дцРНК (Al Rwahnih et al., 2009) (табл. 2). 
Более того, дцРНК-интермедиаты вироидов, или сателлит-
ные РНК, также процессируются в малые интерферирующие 
РНК (миРНК) в растениях. 

Инфицирование вироидом запускает продукцию боль-
шого количества производных перекрывающихся миРНК, 
которые покрывают геном с высокой плотностью (Di Serio et 
al., 2009) и могут составлять до 30% общих РНК, выделенных 
из растения. Вироидные и вирусные миРНК являются про-
дуктами ответа иммунной системы хозяина на инфекцию и 
имеют специфический профиль распределения по разме-
рам в различных видах благодаря Dicer-подобным белкам. 
При обогащении и секвенировании миРНК анализируют по-
следовательность с помощью компьютерных алгоритмов, 
которые фильтруют перекрывающиеся малые РНК (filtering 
of overlapping small RNAs, PFOR) (Wu et al., 2012, 2015) (рису-
нок). Вироидные миРНК не могут быть собраны в полный ге-
ном вироида с помощью обычных алгоритмов сборки, таких 
как Velvet, в силу высокой гетерогенности популяции виро-

идов. Алгоритм PFOR оставляет вироидные миРНК, подхо-
дящие для сборки генома, прогрессивно удаляя миРНК, ко-
торые не перекрываются или перекрываются, но не могут 
быть собраны точно с повторяющимися РНК. Последние об-
новления этого алгоритма значительно увеличили произво-
дительность с помощью изменений в программе на стадии 
фильтрации, которая занимает более 90% времени (Zhang 
et al., 2014). Новый вироид – латентный вироид винограда 
(grapevine latent viroid, GLVd) – идентифицирован с помо-
щью такого подхода. 

Изменения в транскриптоме  
при инфицировании вироидами

Чтобы понимать взаимодействие хозяйского растения и 
вироида, изучают транскриптом растений и обнаруживают 
изменения в экспрессии генов, участвующих в фотосинте-
зе, структуре клеточной стенки, РНК-регуляции, биосин-
тезе гормонов, метаболизме белков и прочих ответах на 
стресс, который вызывает вироид. В основном эти данные 
относятся к семейству Pospiviroidae (Kappagantu et al., 2017; 
Xia et al., 2017; Zheng et al., 2017b). Например, изучение 
транскриптома огурца, инфицированного двумя вариан-
тами HSVd, показало, что заражение вироидом ингибирует 
фотосинтез, нарушает гормональный гомеостаз и запускает 
основные защитные механизмы и экспрессию генов, коди-
рующих РНК-зависимую РНК-полимеразу (Xia et al., 2017). 
Листья хмеля, инфицированные HSVd, продемонстриро-
вали основное отличие в дифференциальной экспрессии 
генов, которые отвечают за защиту, и генов, участвующих в 
липидном и терпеноидном метаболизмах (Kappagantu et al., 
2017). При полном анализе транскриптома растений хмеля, 

Ключевые моменты компьютерных алгоритмов, которые фильтруют перекрывающиеся малые РНК (PFOR)

Неперекрывающиеся мРНК

Убираем

Перекрывающиеся мРНК

Пул мРНК

Настоящие мРНК

Сборка1 1

8

9
10

8

Внутренние мРНК Внутренние мРНК Внутренние мРНК

Крайние мРНК

Убираем

1

8
2

7 3
6

4

5

Крайние мРНК

Убираем

Крайние мРНК

Убираем



21Обзоры / Reviews

N.V. Shatskaya Methods of viroid sequencing

инфицированных CBCVd, выявлено массивное изменение 
активности около 2000 генов, включая генов, ответственных 
у растения за иммунный ответ, фитогормональные сигналь-
ные пути, фотосинтез, метаболизм пигментов, белков и са-
харов (Mishra et al., 2018). Наиболее часто для исследований 
берут листья, но для секвенирования РНК томатов, зара-
женных двумя вариантами веретеновидности клубней кар-
тофеля – слабым и обычным, использовали корни растений. 
Результаты показали дифференциальную экспрессию генов, 
связанных с клеточной стенкой. На ранних этапах инфици-
рования их экспрессия была подавлена, а на поздних стади-
ях количество генов с возросшей экспрес сией значительно 
увеличилось. Также обнаружено влияние на экспрессию 
генов, связанных с биосинтезом и сигнальными путями 
ауксина и цитокинов, которые критичны для развития лате-
ральных корней. При сравнении двух вариантов инфекции 
выявлено, что обычный вариант вироида индуцирует транс-
крипционные изменения сильнее, чем слабый вариант, осо-
бенно на поздних стадиях инфицирования. Таким образом, 
инфицирование патогеном провоцирует ответ иммунной 
системы хозяина (Góra-Sochacka et al., 2019).

Заключение
NGS является эффективным инструментом метагеномики 

растений, диагностики и идентификации новых вироидов. 
Также NGS-технологии – мощный способ решения вопро-
сов, связанных с карантином растений, требующих быстрой 
и аккуратной идентификации вироидов и вирусов в образ-
цах. Исследование вирома является важным для биобезо-
пасности, так как многие вирусы и вироиды не обладают 
морфологическими эффектами, но в то же время быстрая 
изменчивость делает их источником разных угроз (Kochetov 
et al., 2017; Pooggin, 2018; Takahashi et al., 2019).
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Мировой опыт создания пивоваренных сортов ячменя  
на основе беспроантоцианидиновых мутантов
О.Ю. Шоева  

Аннотация: Актуальным направлением отечественной селекции ячменя в настоящее время является получение пивоварен-
ных сортов. Поскольку именно от качества используемого сырья в первую очередь зависит качество готового продукта, пиво-
варенная промышленность предъявляет высокие требования к таким сортам. Одной из главных качественных характеристик 
пива является его стойкость при хранении, которая определяется временем помутнения пива и влияет, таким образом, на срок 
годности. Различают биологическое помутнение, образующееся в результате размножения микроорганизмов, и небиологиче-
ское (коллоидное), в основе которого лежит взаимодействие белков и полифенолов пива с образованием стабильных нерас-
творимых комплексов. Традиционная селекция пивоваренных сортов направлена на снижение содержания белка, однако, как 
показал мировой опыт, высококачественные сорта можно также получить с помощью снижения содержания в зерне полифе-
нольных соединений. В обзоре суммированы данные о синтезе главных полифенольных компонентов коллоидного помутне-
ния пива – проантоцианидинов, которые легли в основу получения пивоваренных беспроантоцианидиновых сортов ячменя. 
Реализованный в мировой практике опыт может быть полезен при разработке отечественных селекционных программ, на-
правленных на создание высококачественных пивоваренных сортов ячменя.
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Abstract: Currently, the breeding of the barley malting cultivars is a priority direction of the domestic breeding programs. Since the 
quality of the raw materials used determine primarily the quality of the beer, the brewing industry makes high demands on such 
cultivars. One of the main quality characteristics of beer is its haze stability, which determines shelf life of beer. There are two types 
of turbidity: biological one is resulted from the propagation of microorganisms, and nonbiological (colloidal) one is based on the 
interaction of proteins and polyphenols of beer with the formation of stable insoluble complexes. Traditional breeding of malting 
cultivars is aimed at reducing the protein content, however, high-quality cultivars can also be obtained by reducing the content of 
polyphenolic compounds in grain as well. Here, the data on studies of the main polyphenolic components of colloidal haze of beer 
proanthocyanidins is summarized. These data represented the basis for breeding of malting proanthocyanidin-free cultivars. The world 
experience implemented in practice can be useful for the development of domestic breeding programs aimed at creating high-quality 
malting barley cultivars.
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Пивоваренные сорта ячменя на основе 
беспроантоцианидиновых мутантов

О.Ю. Шоева

Пиво – слабоалкогольный напиток, получаемый спир-
товым брожением солодового сусла с помощью пивных 
дрожжей, обычно с добавлением хмеля. Сырьем для при-
готовления пива служит ячменный солод. Его получают из 
пивоваренных сортов ячменя в процессе солодоращения – 
проращивания зерна в контролируемых условиях с целью 
накопления в них ферментов, способных расщеплять глюка-
ны, крахмалы и белки зерна на необходимые для спиртово-
го брожения компоненты (Главачек, Лхотский, 1977).

К пивоваренным сортам предъявляют ряд требований, 
обусловленных как технологическим процессом производ-
ства солода, так и качественными характеристиками готово-
го продукта. В нашей стране существует многоступенчатая 
система оценки сортов пивоваренного ячменя, при успеш-
ном прохождении которой сорта могут быть рекомендова-
ны для внесения в Государственный реестр селекционных 
достижений, допущенных к использованию на территории 
РФ (Кобелев и др., 2015). Система оценки сортов включает 
полевые испытания на госсортоучастках, где оценивают 
их урожайность, устойчивость к болезням, полегаемость и 
другие сельскохозяйственные признаки, и лабораторные 
исследования, в ходе которых определяют качество зерна 
(по таким показателям, как крупность и натура, способность 
прорастать на 5-й день, пленчатость, содержание белка и 
крахмала, массовая доля экстракта в сухом веществе ячме-
ня) и качество приготовленного из него солода (содержа-
ние белка, некрахмальных полисахаридов, число Кольбаха, 
продолжительность осахаривания, массовая доля экстрак-
та в сухом веществе солода) (Кобелев и др., 2015).

Одной из важных характеристик пивоваренных сортов 
является содержание белка. Хотя белок служит источником 
усвояемых дрожжами азотистых соединений и определяет 
пенную стойкость пива, его содержание в зерне пивоварен-
ного назначения не должно превышать 11.5%. Более вы-
сокое содержание белка снижает экстрактивность (сумму 
растворенных веществ, которые при затирании переходят 
в сусло), затрудняет фильтрацию и вызывает коллоидное 
помутнение пива (Steiner et al., 2011). Помутнение являет-
ся главной причиной пониженной стойкости пива, которая 
определяется временем от розлива пива до образования 
заметного помутнения. Различают биологическое помутне-
ние, образующееся в результате размножения дрожжей или 
других микроорганизмов, и небиологическое (коллоидное), 
возникающее при нарушении коллоидного равновесия 
(Главачек, Лхотский, 1977). Коллоидное помутнение пива 
наступает с понижением температуры и исчезает при нагре-
вании. При длительном хранении и воздействии кислорода 
воздуха, света, ионов металлов холодное помутнение пре-
вращается в необратимое, неисчезающее. Если проблема 
биологического помутнения на сегодняшний день успешно 
решена путем использования пастеризации и обеспложи-
вающей фильтрации, то вопрос коллоидного помутнения 
является более сложным и, несмотря на пристальное вни-
мание ученых, до конца не решен. Сегодня известно, что 
основу коллоидного помутнения составляют белковая и 
полифенольная фракции, а также в незначительных количе-
ствах другие вещества, главным образом сахариды и неко-
торые катионы (Steiner et al., 2010). Традиционная селекция 

пивоваренных сортов ячменя направлена на снижение со-
держания белковой фракции, однако, как показал мировой 
опыт, снижение полифенольной фракции также может быть 
эффективным способом повышения качества и продолжи-
тельности хранения готового пива (von Wettstein, 2007).

Благодаря шведской программе индуцированного му-
тагенеза в 70–90-х гг. получена уникальная коллекция му-
тантов ячменя, насчитывающая более 700 индивидуальных 
линий, у которых был нарушен синтез флавоноидных со-
единений. С помощью теста на аллелизм идентифициро-
ваны тридцать групп комплементации, мутации в которых 
приводили к нарушению синтеза антоцианов и/или проан-
тоцианидинов на различных стадиях их синтеза (Jende-Strid, 
1993). Наибольший интерес для пивоваренной промышлен-
ности представляли мутанты, у которых был нарушен синтез 
проантоцианидинов. Эти полимерные соединения образу-
ются в оболочке зерна ячменя и сначала из солода, а потом 
из сусла попадают в готовое пиво, где во время охлаждения 
способны связываться с белками и приводить к его помут-
нению. В ходе селекционных программ в ряде европейских 
стран на основе некоторых мутантов созданы и зарегистри-
рованы высокоурожайные пивоваренные сорта (von Wett-
stein, 2007).

В представленном обзоре отражены результаты много-
летних исследований флавоноидного метаболизма у ячме-
ня с использованием коллекции индуцированных мутантов, 
которые легли в основу селекционных программ, направ-
ленных на преодоление проблемы коллоидного помутне-
ния пива. Представленные данные могут быть полезны при 
разработке отечественных селекционных программ по соз-
данию высококачественных сортов ячменя пивоваренного 
назначения.

Фенольные соединения пива и их роль  
в коллоидном помутнении

Фенольные соединения являются важными компонен-
тами пива, определяющими его вкус, цвет, коллоидную ста-
бильность (Wannenmacher et al., 2018). К этим соединениям 
относятся простые фенолы, содержащие одну фенольную 
группу, и полифенолы, имеющие в своем строении несколь-
ко фенольных групп. Источниками фенольных соединений 
пива является сырье, из которого его готовят – ячмень и 
хмель. В зерне ячменя фенольные соединения представ-
лены свободными и связанными фенольными кислотами, 
лигнанами, фениламидами (конъюгатами фенольных кис-
лот с аминами) и флавоноидами, в том числе их полимерной 
группой – проантоцианидинами. Наибольшее содержание 
фенольных кислот обнаружено во внешних слоях зерновок 
ячменя (чешуях, перикарпе, оболочке зерна, клетках алей-
рона), где они присутствуют в основном в связанном с поли-
сахаридами клеточных стенок виде. При этом в алейроно-
вом слое зерновок преобладает транс-феруловая кислота, 
а в цветковых чешуях – p-кумаровая (Nordkvist et al., 1984).

Хмель добавляют в пиво для придания горечи, прият-
ного хмелевого аромата и повышения его микробиологи-
ческой стабильности. Ценными ингредиентами хмеля яв-
ляются твердые и мягкие смолы, полифенолы и эфирные 
масла. Как и у ячменя, фенольные соединения хмеля пред-
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ставлены фенольными кислотами, моно- и олигомерными 
флавоноидными соединениями: флавонолами, гликозида-
ми флавонолов (кемпферол, кверцетин), проантоцианиди-
нами (Wannenmacher et al., 2018). Среди наиболее изучен-
ных фенольных соединений хмеля особое место занимает 
ксантогумол, обладающий высокой биологической актив-
ностью. Это соединение образуется из тетрагидроксихал-
кона с помощью реакции пренилирования и метилирова-
ния (Venturelli et al., 2016). Хотя ячменный солод содержит 
значительно меньше фенольных соединений на единицу 
массы, чем хмель, именно фенольные соединения ячмен-
ного происхождения составляют 70–80% всех фенольных 
соединений пива, вызывающих его коллоидное помутнение 
(Wannenmacher et al., 2018). Исследования компонентного 
состава помутнения показали, что активными в отношении 
помутнения белками являются богатые пролином запасные 
белки зерна ячменя – гордеины. При этом содержание про-
лина определяет степень помутнения: чем больше пролина, 
тем выше помутнение (Asano et al., 1982). Поиск фенольного 
компонента помутнения проведен с помощью модельной 
системы, в которой к активным в отношении образова-
ния помутнения белкам добавляли различные фенольные 
соединения. Так, установлено, что фенольные кислоты и 
большинство мономерных полифенолов ячменя и хмеля не 

участвуют в формировании помутнения (Asano et al., 1984). 
Небольшое помутнение пива обнаружено при добавлении 
в систему мономеров проантоцианидинов – эпикатехина и 
катехина. Димеры (процианидин B3 и продельфинидин B3) 
и полимеры проантоцианидинов показали наибольшую ак-
тивность в формировании помутнения, при этом чем выше 
степень полимеризации, тем большее помутнение наблю-
далось (Asano et al., 1984; Siebert, Lynn, 1998). Исследова-
ние динамики помутнения в зависимости от соотношения 
в буферном растворе белков и полифенолов позволило 
предложить модель взаимодействия компонентов, соглас-
но которой полифенольные соединения с как минимум 
двумя рядом расположенными гидроксильными группами 
связываются с пролинами разных белковых молекул с фор-
мированием сложных комплексов (рис. 1). При этом наибо-
лее эффективное связывание наблюдается при почти рав-
ном соотношении полифенолов и связывающих их белков 
(Siebert, 1999).

Для решения проблемы коллоидного помутнения пива 
используют различные технологические приемы: хране-
ние пива при низких температурах, добавление протео-
литических ферментов или адсорбентов, специфических к 
активным в отношении образования помутнения белкам 
(силикагель) либо полифенолам (поливинилпирролидон). 

Рис. 1. Коллоидное помутнение пива связано со взаимодействием богатых пролином белков пива и полифенольных соединений (Siebert, 
Lynn, 1998)

Fig. 1. Beer haze formation is caused by interaction proline-rich proteins and polyphenolic compounds (Siebert, Lynn, 1998)
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Перечисленные приемы помогают снизить концентра-
цию белков, полифенолов или обоих этих компонентов 
(Siebert, Lynn, 1998). Однако предложенные техники дей-
ствуют достаточно неспецифически и помимо нежелатель-
ных компонентов удаляют из состава пива важные для его 
качества компоненты. В 70-х гг. прошлого века в качестве 
альтернативы технологической обработке готового пива 
для повышения его стабильности при хранении предложен 
и реализован нетрадиционный подход: снижение фракции 
проантоцианидинов в зерне пивоваренного назначения 
за счет введения в селекцию практики мутантных аллелей 
генов биосинтеза проантоцианидинов (von Wettstein, 2007). 
Это стало возможным благодаря полученным в Швеции ин-
дуцированным мутантам ячменя с нарушенным синтезом 
антоцианов и/или проантоцианидинов.

Проантоцианидины ячменя и их синтез
Проантоцианидины представляют собой олиго- и поли-

мерные производные флаван-3-олов, относящихся к классу 
флавоноидов. Все флавоноиды имеют С15-углеродный ске-
лет, состоящий из двух бензольных колец, А и В, соединен-
ных С3-фрагментом, который с атомом кислорода образует 
С-кольцо (рис. 2). Степень окисления С-кольца определяет 
класс флавоноидного соединения (Бриттон, 1986). Флаван-
3-олы являются наиболее восстановленной группой фла-
воноидов. У этих соединений гидроксильная группа в С3- и 

фенил в С2-положениях могут быть расположены как в цис-
ориентации (эпикатехины), так и транс-ориентации (катехи-
ны) относительно плоскости пирана.

Структура проантоцианидина зависит от типа моно-
меров (в том числе их пространственной организации), 
паттерна гидроксилирования и этерификации их гидрок-
сильных групп, степени полимеризации и типа связи между 
мономерами. Выделяют три класса проантоцианидинов: 
процианидины, продельфинидины и пропеларгонидины. 
Процианидинами называют олигомеры с гидроксильными 
группами в 3’- и 4’-положениях B-кольца, продельфинидины 
и пропеларгонидины являются смешанными олигомерами, 
в которых по крайней мере один из мономеров содержит 
гидроксильные группы в 3’-, 4’-, 5’-положениях и 4’-положе-
нии соответственно (Dixon et al., 2005). Мономерные еди-
ницы могут быть соединены тремя типами связи. Наиболее 
распространенной является B-связь С4β → С8α. Связь, при 
которой мономерные единицы соединены одновременно 
связями С2β → O7α и С4β → С8α, называется А-связью; она 
является более жесткой по сравнению с B-связью. Наконец, 
выделяют С-связь, в которой мономеры соединены через 
C4 → C6 атомы углерода (Aron, Kennedy, 2008).

У ячменя проантоцианидины образованы (+)-катехино-
выми (К) и (+)-галлокатехиновыми (ГК) мономерными еди-
ницами. В зерне ячменя выявлены два димерных и четыре 
тримерных проантоцианидина, среди которых наиболее 

Рис. 2. Структура флаван-3-олов, являющихся мономерными единицами проантоцианидинов (а), проантоцианидиновые димеры (b) и три-
меры (c) зерна ячменя (Jende-Strid, 1993)
K – катехин, ГК – галлокатехин; (+) и (–) соответствуют транс- и цис-изоформам

Fig. 2. Structure of barley flavan-3-ols, that represent monomeric units of proanthocyanidins (a), dimeric (b) and trimeric (c) proanthocyanidins in 
barley grain (Jende-Strid, 1993)
K – catechin, ГК – gallocatechin; (+) and (–) correspond to trans- and cis-isoforms 
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Рис. 3. Схема синтеза проантоцианидинов у растений (Jende-Strid, 1993; Winkel-Shirley, 2001)
4CL – 4-кумарат-КоА-лигаза; ANR – антоцианидинредуктаза; ANS – антоцианидинсинтаза; CHI – халконфлаванонизомераза; С4H – циннамат-4-
гидроксилаза; CHS – халконсинтаза; DFR – дигидрофлавонол-4-редуктаза; F3H – флаванон-3-гидроксилаза; F3’H – флавоноид-3’-гидроксилаза; F3’5’H –  
флавоноид-3’,5’-гидроксилаза; UFGT – UDP-флавоноид-3-О-гликозилтрансфераза;  LCR – лейкоантоцианидинредуктаза; ОМТ – О-метилтрансфераза;  
PAL – фенилаланинаммиаклиаза; RT – рамнозилтрансфераза

Fig. 3. Schematic representation of the flavonoid biosynthesis pathway (Jende-Strid, 1993; Winkel-Shirley, 2001)
4CL – 4-coumarate-CoA ligase; ANR – anthocyanidin reductase; ANS – anthocyanidin synthase; CHI – chalcone-flavanone isomerase; C4H – cinnamate-4-
hydroxylase; CHS – chalcone synthase; DFR – dihydroflavonol 4-reductase; F3H – flavanone 3-hydroxylase; F3’H – flavonoid 3’-hydroxylase; F3’5’H – flavonoid 
3’,5’-hydroxylase; UFGT – UDP-glucose flavonoid 3-O-glucosyltransferase; LCR – leucoanthocyanidin reductase; PAL – phenylalanine ammonia-lyase;  
RT – rhamnosyltransferase
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представленными являются процианидин B3, продель-
финидин B3, процианидин C2 (αК8-4, βК8-4, γК) и продель-
финидин C2 (αК8-4, βК8-4, γГК) (Zimmermann, Galensa, 2007)  
(см. рис. 2).

Биосинтез всех флавоноидных соединений, включая 
проантоцианидины, начинается с фенилаланина (рис. 3). 
Фенилаланинаммиаклиаза (PAL), циннамат-4-гидроксилаза 
(С4H), 4-кумарат-КоА-лигаза (4CL), действуя поочередно, 
преобразуют фенилаланин в 4-кумарил-КоА. Последую-
щая конденсация одной молекулы 4-кумарил-КоА и трех 
молекул малонил-КоА с помощью халконсинтазы (CHS) 
приводит к образованию тетрагидроксихалкона, который 
является предшественниками различных классов флаво-
ноидных соединений. Под действием халконфлаванони-
зомеразы (CHI) тетрагидроксихалкон превращается в на-
рингенин. Последний является субстратом для ферментов, 
осуществляющих реакции гидроксилирования С-кольца 
в положение С3 либо B-кольца в положение С3’. Так, на-
рингенин с помощью фермента флаванон-3-гидроксилазы 
(F3H) преобразуется в дигидрокемпферол (DHK), а с помо-
щью флавоноид-3’-гидроксилазы (F3’H) – в эриодиктиол. 
Гидроксилирование дигидрокемпферола с помощью F3’H 
или флавоноид-3’,5’-гидроксилазы (F3’5’H) приводит к обра-
зованию дигидрокверцетина (DHQ) или дигидромирицети-
на (DHM) соответственно. Полученные дигидрофлавонолы 
восстанавливаются дигидрофлавонол-4-редуктазой (DFR) 
до соответствующих флаван-3,4-диолов – лейкопеларгони-
дина, лейкоцианидина и лейкодельфинидина. Флаван-3,4-
диолы являются субстратами для двух ферментов – антоци-
анидинсинтазы (ANS) и лейкоантоцианидинредуктазы (LCR). 
ANS преобразует флаван-3,4-диолы в соответствующие 
3-ОН-антоцианидины – пеларгонидин, цианидин и дель-
финидин, являясь специфическим для антоциановой ветви 
биосинтеза ферментом. В последующих этапах биосинтеза 
антоцианов участвуют ферменты, относящиеся к классам 
метил- (МТ), гликозил- (GT) и ацилтрансфераз (АТ).

LCR катализирует специфическое для синтеза проанто-
цианидинов NADPH-зависимое восстановление флаван-
3,4-диолов до соответствующих 2,3-транс-флаван-3-олов, 
например (+)-катехина. У некоторых видов растений, напри-
мер арабидопсиса и люцерны, проантоцианидины образо-
ваны цис-изоформами флаван-3-олов с участием антоциа-
нидинредуктазы (ANR). Хотя активность фермента выявлена 
в развивающемся зерне ячменя, цис-изоформы флаван-3-
олов в зерне не обнаружены (Dixon et al., 2005). Наименее 
исследованными на сегодняшний день остаются последние 
этапы сборки мономерных флаван-3-олов в проантоциани-
диновые олигомеры (Dixon, Sarnala, 2020).

Коллекция безантоциановых/
беспроантоцианидиновых мутантов ячменя

Первоначальная коллекция мутантов ячменя с нарушен-
ным синтезом антоцианов, легко выявляемых визуально, 
получена на селекционной станции в Свалёве (Швеция) в 
ходе программы радиационного мутагенеза, инициирован-
ной в 1928 г. Германом Нильсоном-Эле и Оке Густафссоном 
(Lundqvist, 2014). Коллекция насчитывала 52 мутанта, у 41 из 
которых наблюдалось снижение содержания антоцианов в 

вегетативных органах по сравнению с исходными сортами, 
а у 11 – увеличение (Jende-Strid, 1978). С помощью каче-
ственных реакций на проантоцианидины, проводимых по-
средством замачивания зерна в растворах ванилина с HCl 
(Aastrup et al., 1984) или щелочи (Lamkin, Miller, 1980), под 
действием которых эти соединения приобретают коричне-
вую окраску, выявлен первый мутант ant13.13, у которого 
отсутствие антоцианов в вегетативных органах сопрово-
ждалось отсутствием проантоцианидинов в зерне (Jende-
Strid, 1978). Именно с него фактически началась программа 
селекции беспроантоцианидиновых сортов, инициирован-
ная пивоваренной компанией Carlsberg (Дания). Позже с 
введением в практику химического мутагенеза азида на-
трия получено еще 560 мутантов на более чем 80 сортах и 
селекционных линиях ячменя из Европы, Америки и Япо-
нии. В общей сложности на наличие проантоцианидинов в 
зерне протестировано более 8.5 млн растений M2, получен-
ных после обработки мутагеном. Частота мутаций, обуслов-
ливающих нарушение синтеза этих соединений, оценена в 
0.003% (von Wettsein, 2007). Позднее разработан метод при-
жизненного тестирования проантоцианидинов в зерне яч-
меня, заключающийся в локальном нарушении целостности 
оболочек зерна и обработки места среза реагентами для 
выявления проантоцианидинов (Kristensen, Aastrup, 1986). 
Благодаря разработанной методике идентифицированы до-
полнительные 107 мутантов, у которых был нарушен только 
синтез проантоцианидинов, тогда как мутации не влияли на 
синтез антоцианов (von Wettsein, 2007).

В настоящий момент коллекция, объединяющая мутан-
тов с нарушенным синтезом, антоцианов и проантоциани-
динов насчитывает 766 индивидуальных мутантов, которые 
с помощью тестов на аллелизм были сгруппированы в 30 
групп комплементации, или локусов (табл. 1). Все иденти-
фицированные локусы можно разделить на четыре группы.  
В первую группу входят локусы, мутации в которых при-
водят к одновременному отсутствию антоцианов в веге-
тативных органах и проантоцианидинов в зерне. К таким 
локусам относятся Ant13, Ant17, Ant18, Ant21, Ant22 и Ant30.  
В следующую группу объединены локусы, мутации в ко-
торых затрагивают синтез антоцианов, но не проантоциа-
нидинов. К ним относятся локусы Ant1, Ant2, Ant5 и Ant20. 
Мутации в локусе Ant20 приводят к усилению синтеза 
антоцианов, тогда как мутации в остальных локусах этой 
группы – к его подавлению. В третью группу входят локусы, 
мутации в которых подавляют синтез проантоцианидинов 
и не затрагивают синтез других групп флавоноидных со-
единений. В эту группу объединены локусы Ant19, Ant25-29.  
В последнюю, четвертую, группу отнесены локусы, мутации 
в которых снижают количество антоциановых пигментов в 
вегетативных органах. К ним относятся Ant3, Ant4, Ant6-12, 
Ant14-16, Ant23 и Ant24. Эти локусы рассматривают как моду-
ляторы биосинтеза антоцианов (Jende-Strid, 1993).

Исследование биохимического состава зерна ячменя и 
активности ферментов биосинтеза флавоноидов позволи-
ло определить функции ряда Ant-локусов, для некоторых 
из них выделены гены. Установлено, что Ant18 кодирует 
DFR (Kristiansen, Rohde, 1991), Ant30 – CHI (Druka et al., 2003), 
Ant17 и Ant22 – субъединицы F3H (Jende-Strid, 1993; Himi, 
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Таблица 1. Коллекция беспроантоцианидиновых/безантоциановых мутантов ячменя. Указана хромосомная локализация 
локуса; присутствие антоцианов в вегетативных органах и проантоцианидинов в зерне согласно данным B. Jende-Strid 
(1978, 1993); для каждого локуса представлен номер паспорта в Barley Genetics Stock (BGS, https://www.nordgen.org/bgs/
index.php), содержащий его описание

Table 1. Collection of proanthocyanidin-free/anthocyanin-free barley mutants. The chromosomal localization of the locus and 
the presence of anthocyanins in vegetative organs and proanthocyanidins in grain according to B. Jende-Strid (1978, 1993) are 
indicated; a Barley Genetics Stock passport number (BGS, https://www.nordgen.org/bgs/index.php) for each locus containing its 
description is listed

№ Локус
Хромосомная 
локализация

Антоцианы  
в вегетативных 
органах

Проантоциани-
дины в зерне

BGS Молекулярные функции Источник литературы

Мутанты с нарушенным синтезом антоцианов и проантоцианидинов

1 Ant13 6HL – – 598

2 Ant17 3HS – – 599
Флаванон-3-
гидроксилаза

Himi, Taketa, 2015

3 Ant18 3H – – 600
Дигидрофлаванол-4-
редуктаза

Kristiansen, Rohde, 1991

4 Ant21 6H – – 603

5 Ant22 2HL – – 604
Флаванон-3-
гидроксилаза

Meldgaard, 1992

6 Ant30 5HL – – 610
Халконфлаванони-
зомераза

Druka et al., 2003

Мутанты с нарушенным синтезом антоцианов, но не проантоцианидинов

7 Ant1 7HS – + 33 ТФ R2R3-MYB 
Himi, Taketa, 2015b; 
Shoeva et al., 2015; 
Zakhrabekova et al., 2015

8 Ant2 2HL – + 80 TФ bHLH
Cockram et al., 2010; 
Shoeva et al., 2016

9 Ant5 2HL или 5HL – + 596

10 Ant20 ↑ + 602
Мутанты с нарушенным синтезом проантоцианидинов, но не антоцианов

11 Ant19 + – 601
Лейкоантоцианидин-
редуктаза

Jende-Strid, 1993

12 Ant25 ↓ – 605
13 Ant26 + – 606
14 Ant27 + – 607
15 Ant28 3HL + – 608 ТФ R2R3-MYB Himi et al., 2012

16 Ant29 + ↓ 609

Мутанты с количественными изменениями в содержании антоцианов/проантоцианидинов
17 Ant3 ↓ + 594
18 Ant4 4H или 6H ↓ + 595
19 Ant6 ↓ + 597
20 Ant7 ↓ +
21 Ant8 ↓ +
22 Ant9 ↓ +
23 Ant10 ↓ +
24 Ant11 ↓ +
25 Ant12 ↓ +
26 Ant14 ↓ +

27 Ant15 ↓ +

28 Ant16 ↓ +
29 Ant23 2HL или 5HL ↓ + 746 Druka et al., 2011

30 Ant24 ↓ + 747

Примечание. ↑ и ↓ – повышение и понижение содержания соединения; ТФ – транскрипционный фактор
Note. ↑and ↓ mean increasing and decreasing of the content of compound; TF – transcription factor
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Taketa, 2015a). 
Кроме структурных генов, кодирующих ферменты био-

синтеза, также идентифицированы локусы, мутации в 
которых произошли в регуляторных генах, кодирующих 
транскрипционные факторы. Среди них: Ant2, кодирующий 
bHLH-подобный регуляторный фактор, определяет синтез 
антоцианов в вегетативных органах, таких как ости, лемма, 
листовые влагалища, ушки листового влагалища (Cockram 
et al., 2010); Ant1, кодирующий MYB-подобный транскрип-
ционный фактор, контролирует антоциановую окраску ос-
нования растения (Himi, Taketa, 2015b; Shoeva et al., 2015; 
Zakhrabekova et al., 2015). 

Единственный выделенный к настоящему моменту регу-
ляторный ген, специфически контролирующий накопление 
проантоцианидинов в зерновках ячменя, – Ant28 – кодирует 
MYB-подобный транскрипционный фактор (Himi et al., 2012). 
Молекулярные функции для остальных двадцати пяти Ant-
локусов до сих пор не установлены (см. табл. 1).

Использование мутантов  
для селекции пивоваренных сортов ячменя

В начале 1970-х гг. в лаборатории Carlsberg начата селек-
ционная программа по созданию беспроантоцианидино-
вых пивоваренных сортов ячменя. С использованием клас-
сического селекционного подхода скрещивания и отбора 
мутантные аллели генов синтеза проантоцианидинов пере-

несены от доноров в коммерческие сорта (табл. 2). Сравни-
тельные исследования линий с мутациями, одновременно 
нарушающими синтез антоцианов и проантоцианидинов, 
несмотря на высокие показатели коллоидной стабильно-
сти приготовленного из них пива, показали их неэффек-
тивность в качестве доноров из-за снижения урожайности 
полученных сортов и вкусовых качеств получаемого пива. 
Потери в урожайности мутантных линий по сравнению с ро-
дительским сортами составляли до 20–25%, как, например, 
в случае мутантной линии ant13.13, полученной на основе 
сорта Foma. Авторы предположили, что наблюдаемое сни-
жение урожайности обусловлено повышенной чувстви-
тельностью линии ant13.13 к мучнистой росе (von Wettstein 
et al., 1977). Также низкой продуктивностью обладал сорт 
Galant, полученный в 1985 г. на основе мутанта ant17.148 
сорта Triumph (van Harten, 1998). Однако оценка качества 
солода высокопродуктивных рекомбинантных линий, полу-
ченных на основе мутантов ant13 и ant17, продемонстриро-
вала, что некоторые из них имели показатели экстрактивно-
сти, вязкости, содержания азота и число Кольбаха на уровне 
исходных сортов (von Wettstein et al., 1985).

Японские исследователи на основе линии ant13.347 и пи-
воваренного сорта Haruna Nijo разработали селекционную 
линию Mokkei 92–130. Пиво, сваренное из Mokkei 92–130, 
показало превосходную коллоидную стабильность, однако 
в процессе хранения быстро теряло вкусовые характери-
стики, что может быть связано со снижением содержания 

Таблица 2. Коммерческие пивоваренные сорта ячменя, созданные на основе беспроантоцианидиновых мутантов

Table 2. Commercial barley varieties for brewing obtained based on proanthocyanidin-free mutants

Сорт Родословная
Год  
создания

Организация Источник литературы

Caminant ant28.484 (Grit) × Blenheim 1994 
Seet Plantbreeding (Хорсенс, 
Дания)

von Wettstein, 1995, 2007

Clarity 1993
CRISP Malting Group (Норфолк, 
Англия)

CLARITY. 
Proanthocyanidin-free 
malt, 1999

Galant ant17.148 (Triumph)* 1985
Carlsberg Laboratory (Копенгаген, 
Дания)

van Harten, 1998

Gant ant499 × Alexis* 1997
Seet Plantbreeding (Хорсенс, 
Дания)

Theuer, 2001

NFC 8808 ant27.488 (Zenit) × Sewa × Fergie 1994 
Seet Plantbreeding (Хорсенс, 
Дания)

von Wettstein, 1995

Prominant Caminant × Vintage 1999
Seet Plantbreeding (Хорсенс, 
Дания)

Briggs et al., 2004;
Ingvordsen, 2014

Radiant ant29.667 (Harrington) × Baronesse 2003

Washington State University 
Agricultural Research Center  
and the Idaho and Oregon AESs  
and USDA-ARS (США) 

von Wettstein et al., 2004

Yeongbaekchal Radiant × Saechalssal 2013
National Institute Crop Science,  
RDA (Ванджу, Республика Корея)

Lee et al., 2016

* по данным NordGen (https://www.nordgen.org/bgs/index.php)
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полифенольных соединений, обладающих антиоксидантны-
ми свойствами, и, как следствие, быстрым окислением от-
ветственных за вкус компонентов пива (Fukuda et al., 1999).

Неудачные попытки использовать в селекции мутанты, 
у которых мутации затрагивали гены основного пути био-
синтеза флавоноидов, объясняются важностью этих со-
единений в росте и развитии растений (Dixon et al., 2005). 
Чтобы минимизировать негативные последствия от таких 
мутаций, разработчики беспроантоцианидиновых сортов 
решили применять линии, в которых мутации затрагивали 
последние этапы синтеза проантоцианидинов, тогда как 
синтез других групп флавоноидных соединений, включая 
антоцианы, не менялся либо изменялся незначительно. 
На  основе некоторых этих мутантов получены высокоуро-
жайные сорта, успешно прошедшие полевые испытания и 
тестирования органолептических качеств и коллоидной 
стабильности.

Так, в 1994 г. в Дании зарегистрированы сорта NFC8808 
[ant27.488 (Zenit) × Sewa × Fergie] и Caminant [ant28.484 
(Grit) × Blenheim] – оба созданы на основе мутаций в ло-
кусах, специфических для синтеза проантоцианидинов. 
Урожайность сорта Caminant в 1991–1994 гг. превосходила 
стандарт на 4%. Полученный сорт не уступал распростра-
ненному в те годы в Европе пивоваренному сорту Alexis 
по качественным характеристикам зерна, солода и сусла, 
таким как индекс прорастания, экстрактивность, цвет сус-
ла, содержание азота, диастатическая сила и содержание 
β-глюканов. Стойкость пива, сваренного из Caminant, была 
выше, чем стойкость, достигнутая с помощью технологи-
ческих приемов (применение поливинилпирролидона на 
этапе фильтрации пива). Пиво, сваренное из NFC8808 и 
Caminant, не отличалось по вкусовым характеристикам и 
органолептическим свойствам от пива, сваренного из тра-
диционных пивоваренных сортов ячменя, а также беспро-
антоцианидиновых сортов, но с добавлением индивиду-
альных проантоцианидинов и их различных комбинаций. 
Сделан важный вывод о том, что проантоцианидины не вли-
яют на вкус пива (Delcour et al., 1984). NFC8808 и Caminant 
выращивали в промышленных масштабах для получения 
солода и производства пива на пивоварнях Carlsberg (von 
Wettstein, 2007).

Помимо Дании беспроантоцианидиновые сорта ячменя 
активно разрабатывали и тестировали в Великобритании.  
В сотрудничестве с лабораторией Carlsberg там создан 
высокопродуктивный качественный пивоваренный сорт 
Clarity (1999), который показал хорошую урожайность при 
выращивании в восточных областях страны. Испытания пи-
лотных партий пива, приготовленных из этого сорта, пока-
зали его преимущества в сравнении с пивом, выполненным 
из традиционных сортов ячменя, по таким признакам, как 
пониженное содержание полифенолов и высокая коллоид-
ная стабильность при хранении. Также продемонстрирова-
на возможность использования более высоких температур 
(+4 °С по сравнению с –1 °С) для стабилизации готового пива. 
Однако распространения этот сорт не получил, посколь-
ку имел пониженную экстрактивность1. По коммерческим 

1 CLARITY. Proanthocyanidin-free malt. 1999. CRISP Malting Group. 
Доступно: https://www.yumpu.com/en/document/read/4110511/

соображениям авторы не обозначили мутантную линию, 
на основе которой выведен сорт Clarity, однако указанное 
в описании сорта наличие антоциановой пигментации на 
ушках и стебле2 подразумевает, что этот сорт был создан на 
основе линии с мутацией в гене, специфичном для синтеза 
проантоцианидинов.

Еще один сорт на основе беспроантоцианидиновых му-
тантов – Radiant [ant29.667 (Harrington) × Baronesse] – создан 
в США в 2003 г. Помимо коллоидной стабильности, высокой 
урожайности, устойчивости к патогенным микроорганизмам 
сорт имел улучшенные пищевые характеристики: каши, при-
готовленные на его основе, имели светлый (не серый) цвет, 
что делает этот сорт привлекательным для использования 
не только в пивоваренной, но и пищевой промышленности 
(von Wettstein et al., 2004). На основе Radiant в Республи-
ке Корея выведен голозерный сорт пищевого назначения 
Yeongbaekchal [Radiant × Saechalssal] (Lee et al., 2016).

Создание беспроаноцианидиновых пивоваренных со-
ртов ячменя возможно на основе мутантов с нарушенным 
синтезом флавоноидных соединений. Однако из-за плей-
отропного эффекта мутантные аллели большинства генов 
синтеза флавоноидов не могут быть использованы в се-
лекции таких сортов, поскольку приводят к снижению уро-
жайности и качественных характеристик солода и готового 
пива. Наиболее удачным оказался опыт использования в 
селекции беспроаноцианидиновых сортов мутантов, у ко-
торых мутации произошли в генах, контролирующих заклю-
чительные этапы синтеза проантоцианидинов, и которые, 
таким образом, оказывают наименьшее влияние на физио-
логические процессы, протекающие в организме растений.

Заключение
Анализ мирового опыта указывает на возможность улуч-

шить пивоваренные сорта ячменя с помощью снижения со-
держания проантоцианидинов в зерне с использованием 
селекционно-генетических методов. Такой подход позво-
ляет увеличить сроки хранения готового пива за счет повы-
шения его коллоидной стабильности без применения до-
полнительных технологических приемов. Хотя созданные в 
прошлом столетии беспроантоцианидиновые сорта ячменя 
не получили широкого распространения среди крупных 
производителей, по-видимому, ввиду высокой стандарти-
зации способа производства и ассортимента, сегодня такие 
сорта могут быть успешно использованы в ремесленном 
(крафтовом) пивоварении, характеризующемся высокой 
гибкостью ассортимента продукции, способностью быстро 
учитывать меняющиеся пожелания клиентов, а также нова-
торством и экспериментаторством.
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Аннотация: Развитие методов секвенирования ДНК нового поколения стало одним из основных двигателей прогресса в 
биологических исследованиях последних лет. Эти методы позволили активно применять ДНК-баркодирование для решения 
широкого спектра биологических задач. Ключевым этапом работ с баркодированными молекулами ДНК является создание 
библиотеки баркодированных плазмид. Данная статья посвящена описанию методики с использованием клонирования по 
Гибсону. Клонирование методом Гибсона позволяет создавать сложные генетические конструкции, состоящие из большого 
числа фрагментов. Кроме того, этот метод допускает использование олигонуклеотидов с вырожденными позициями, что удоб-
но для разработки баркодированных библиотек. Применение данной методики позволяет получать библиотеки с высоким раз-
нообразием (более 105) баркодированных молекул. В статье описаны основные этапы создания баркодированной библиотеки, 
в частности рассмотрены принципы дизайна последовательностей баркодированных олигонуклеотидов и особенности сбор-
ки библиотек методом Гибсона. Приведены условия очистки реакционной смеси на магнитных частицах и оптимальные пара-
метры электропорации созданных конструкций в клетки бактерий. Описаны протоколы наращивания культур бактериальных 
клонов, выделения плазмидной ДНК и очистки ее от молекул вектора, не несущих вставки, с помощью дополнительного гидро-
лиза эндонуклеазами рестрикции и обработки препарата плазмидной ДНК экзонуклеазой Plasmid-Safe. Важным этапом работы 
являются характеристика полученного препарата и оценка разнообразия баркодированных молекул в библиотеке. В статье 
также представлено описание подготовки библиотеки для последующего секвенирования на платформе Illumina без исполь-
зования амплификации. Кроме того, приведен алгоритм биоинформатического анализа данных секвенирования для оценки 
разнообразия баркодированных молекул. Полученная таким способом библиотека может быть использована в исследованиях 
для анализа индивидуальных молекул ДНК. Представленная в настоящем исследовании библиотека будет применена для из-
учения рекомбинации в ранних эмбрионах мыши.
Ключевые слова: ДНК-баркодирование; плазмидная библиотека; клонирование по Гибсону. 
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Abstract: The development of next-gen DNA sequencing methods has become one of the main drivers of progress in biological 
research in recent years. These methods made it possible to actively use DNA barcoding to solve a wide range of biological problems. 
The key step for working with barcoded DNA molecules is the creation of a library of barcoded plasmids. This protocol is devoted to the 
description of such a technique using the Gibson cloning approach. Gibson cloning allows the creation of complex genetic constructs 
from a large number of fragments. The method allows the use of oligonucleotides with degenerate positions, which is convenient for 
creating barcoded libraries. The application of the described technique allows one to obtain libraries with high diversity (more than 
105) barcoded molecules. The article describes the main stages of the process of creating a barcoded library. In particular, the principles 
of the design of barcoded oligonucleotides are discussed. We also feature technical details of assembling libraries using the Gibson 
method. A protocol for growing bacterial clones, isolation of plasmid DNA and its purification from empty vectors using treatment of 
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Введение
Развитие методов секвенирования ДНК нового поколения 
привело к значительному прогрессу в биологических ис-
следованиях последних лет. Рост доступности методов 
секвенирования не только позволил определить последо-
вательности нуклеотидов в геномах человека, модельных и 
немодельных организмов, но и приступить к масштабным 
проектам чтения геномов, таким как The Darwin Tree of Life, 
нацеленным на прочтение геномов всех 60 тыс. эукарио-
тических организмов, населяющих Великобританию и Ир-
ландию. Однако помимо классического применения – для 
исследования существующих биологических молекул (ге-
номы и транскриптомы организмов) – технологии секвени-
рования нового поколения можно использовать для узко-
специализированных задач. Например, с помощью антител, 
конъюгированных с ДНК-олигонуклеотидами, возможно 
количественно характеризовать антигенный профиль от-
дельных клеток (Arnold et al., 2018). В данном случае секве-
нирование олигонуклеотидов позволяет определять, какие 
из множества антител связались с клеткой. Такие олигону-
клеотиды используют и в других экспериментах, когда не-
обходимо детектировать отдельные молекулы. Искусствен-
но синтезированная последовательность нуклеотидов ДНК 
служит уникальным идентификатором, который можно 
опознать после секвенирования. Эта последовательность и 
получила название ДНК-баркода (англ. barcode – штрихкод, 
маркировка). 

Баркодированные молекулы позволяют решать ши-
рокий спектр биологических задач (Юнусова, Баттулин, 
2016). В частности, с помощью мечения клеток ДНК-
баркодированными лентивирусами показано, что клетки 
могут наследовать способность к репрограммированию в 
индуцированные плюрипотентные клетки (Yunusova et al., 
2017). Благодаря баркодированным молекулам ДНК возмо-
жен многочисленный скрининг функциональных вариан-
тов, влияющих на активность генов в массовых параллель-
ных репортерных анализах (massively parallel reporter assays, 
MPRA) (Klein et al., 2020). Кроме того, недавно с помощью 
инъекций баркодированных молекул ДНК в пронуклеус 
зиготы мыши мы впервые показали чрезвычайно высокую 
активность гомологичной рекомбинации в ранних эмбрио-
нах (Smirnov et al., 2020). Ключевым этапом работ с баркоди-
рованными молекулами ДНК является создание библиотеки 
баркодированных плазмид. Данная работа посвящена опи-
санию такой методики с использованием клонирования по 
Гибсону (Gibson et al., 2009). 

the plasmid DNA preparation with plasmid-safe nuclease is described. An important stage in the work is the characterization of the 
obtained library and the assessment of the diversity of barcoded molecules in the library. We describe the preparation of the library 
for sequencing on the Illumina platform, and we present an algorithm for computational analysis of sequencing data to assess the real 
diversity of barcoded molecules. Library obtained by such method could be used in studying individual DNA molecules. Library from 
the current research will be used for studying recombination in early mouse embryos. 

Key words: DNA barcoding; plasmid library; Gibson cloning.
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Клонирование по Гибсону – метод, который позволяет 
объединять несколько молекул ДНК, имеющих частично 
перекрывающиеся последовательности на концах (так на-
зываемые плечи). В настоящей работе мы применили этот 
способ для получения кольцевых молекул с парами барко-
дов, что позволило сохранить высокое разнообразие (бо-
лее 105) и равномерное распределение уникальных меток. 
Полученную библиотеку мы планируем использовать для 
инъекций в пронуклеус зигот, чтобы проанализировать 
процесс рекомбинации концов молекул при трансгенезе. 

Материалы и методы
Целью исследования является получение конструкций, в 
которых в плазмидном векторе содержатся два баркода, 
разделенных спейсерным участком. Для сборки библиотеки 
мы разработали оптимальные для двух методов секвениро-
вания (Nanopore и Illumina) последовательности баркодов, 
которые включили в одноцепочечные олигонуклеотиды с 
выступающими концами для перекрывания с плазмидным 
вектором и спейсерным участком (фрагменты, обозна-
ченные синим и черным цветами, на рис. 1). Спейсерный 
участок (обозначен черным цветом) амплифицирован из 
человеческого генома (локус AAVS1). Для клонирования 
методом Гибсона мы смешали четыре фрагмента: линеа-
ризованный плазмидный вектор CAG-Cherry, два одноце-
почечных олигонуклеотида с выступающими концами для 
перекрывания и спейсерный участок. После реакции Гиб-
сона (NEBuilder HiFi DNA Assembly) мы провели электропо-
рацию клеток Top10 E.сoli разработанными конструкциями 
и получили около 160000 колоний (итоговое разнообразие 
библиотеки). После выделения плазмидной ДНК из клеток 
мы очистили ее от плазмид без встройки (исходного плаз-
мидного вектора) и провели NGS-анализ библиотеки. Этапы 
исследования схематично представлены на рис. 1.

Этап 1: дизайн баркодированных олигонуклеотидов 
Выбранные принципы конструирования баркодов зави-
сят от целей эксперимента и планируемого разнообразия 
библиотеки. Плазмидная библиотека, протокол для клони-
рования которой представлен ниже, применяется для из-
учения рекомбинации молекул ДНК в эмбрионах с после-
дующим анализом на платформах секвенирования третьего 
поколения (Oxford Nanopore, PacBio). К сожалению, у них 
есть значительный недостаток – высокая вероятность оши-
бочного прочтения нуклеотида. По нашему опыту, вероят-
ность ошибки в конкретной букве составляет около 15%, 
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это означает, что ошибки будут возникать при чтении почти 
каждого баркода независимо от его длины. Разработанный 
нами дизайн баркода вида NNCGANNGCANNTGCNNAGCNNC
TGNNTCANN отличается большей длиной (32 нуклеотида и 
из них 14 вырожденных позиций) по сравнению с обычно 
используемыми баркодами (Yunusova et al., 2017; Lebedev 
et al., 2019). При этом вероятность возникновения ошибки 
при чтении баркода составляет 14 * 0.15 = 2.1%. Однако ре-
альное разнообразие готовой библиотеки составило около 
160000 молекул – при таких параметрах вероятность из-за 
ошибок в прочтении перепутать его с другим баркодом из 
библиотеки составляет менее 0.1%. В баркодах постоянные 
триплеты нуклеотидов чередуются с вырожденными пози-
циями, чтобы избежать неравновесия по GC-составу между 
баркодами. Несмотря на то что последовательности барко-
дов разработаны для секвенирования методами третьего 
поколения для изучения рекомбинации в эмбрионах, такой 
дизайн подходит и для секвенирования методом Illumina 
для анализа баркодированной библиотеки после сборки, 
который мы и описываем в настоящей работе.  

Помимо баркодной части олигонуклеотиды должны со-
держать выступающие концы (плечи, overlaps) для сборки 
методом Гибсона. Один из таких концов олигонуклеоти-
да должен перекрываться с участком линеаризованного 
вектора, другой – с ПЦР-продуктом, служащим спейсером 

между баркодами (рис. 2). Температура отжига плеч долж-
на быть выше 50 °С при длине 22–25 п.о. Перед началом 
клонирования олигонуклеотидов важно оценить разно-
образие синтезированных олигонуклеотидов описанным 
ранее методом (Lebedev et al., 2019). Для этого необходимо 
включить полученные олигонуклеотиды в ПЦР-фрагмент, 
после чего провести его секвенирование методом Сэнге-
ра. По полученным пикам в хроматограмме можно оценить 
представленность каждого нуклеотида в вырожденной по-
зиции: в олигонуклеотидах хорошего качества в каждой из 
них должно быть четыре пика равной высоты. Финальная 
последовательность пары олигонуклеотидов представлена 
на рис. 2.

Этап 2: подготовка ДНК-фрагментов  
для сборки библиотеки

Материалы:
• программируемый ПЦР-амплификатор Bio-Rad,
• олигонуклеотиды для амплификации выбранного участ-

ка генома,
• реактивы для ПЦР с высокоточной Q5-полимеразой 

(NEB #M0493),
• набор для выделения ДНК из агарозного геля (Macherey-

Nagel NucleoSpin Gel and PCR Clean up, #740609.50),
• геномная ДНК человека с концентрацией ~50 нг/мкл,

Рис. 1. Схема последовательности экспериментов по созданию библиотек баркодированных плазмид с помощью метода клонирования 
по Гибсону

Fig. 1. Experimental pipeline for creating barcoded plasmid libraries by using the Gibson cloning method
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• рестриктаза SalI («СибЭнзим» #E115),
• плазмида pCAGGS-Cherry (Addgene #41583) или другой 

вектор по выбору. 

ПЦР-амплификация участка генома 
Основное назначение описываемой плазмидной библиоте-
ки – изучение рекомбинации на концах баркодированных 
молекул, поэтому необходимо разделить пары баркодов 
спейсерным участком (см. рис. 2). Спейсер используют для 
линеаризации плазмидной библиотеки в районе между 
баркодами с помощью рестриктаз или нуклеазы Cas9 и 
направляющих гРНК (single guide RNA). В качестве такого 
спейсерного участка в нашем случае выбран участок AAVS1 
локуса человека (Chr19:55115511-55115987, 477 п.о.), так как 
он содержит несколько протестированных районов для на-
правляющих гРНК. 

Для ПЦР-амплификации участка генома человека приме-
няют высокоточную полимеразу Q5 (NEB). Это необходимо, 
чтобы избежать мутаций в финальной библиотеке. 

Последовательности праймеров для амплификации рай-
она AAVS1: 

5’-TCGGTACCGAGAACCGGGCAGGTCACGC-3’ (F), 5’-GTGGT
ACCCTAGCTCTTCCAGCCCCCTG-3’ (R). Протокол проведения 

ПЦР представлен в Приложении 1. 
Целевой ПЦР-продукт должен иметь размер 477 п.н. и 

может быть выявлен методом геля-электрофореза в 2% ага-
розном геле с последующим выделением из геля на колон-
ках (Macherey-Nagel NucleoSpin Gel and PCR Clean up). 

Линеаризация вектора
В качестве вектора для клонирования баркодирован-
ной библиотеки использовали плазмиду pCAGGS-Cherry 
(Addgene #41583). Мы внесли небольшую модификацию в 
районе сайта SalI, однако это не повлияло на общую схему 
клонирования.

Для получения линеаризованного вектора проводится 
инкубация с избытком фермента SalI. Протокол приведен в 
Приложении 2. 

Реакционная смесь инкубируется при температуре 37 °С 
в течение 12–16 ч. Как правило, время инкубации можно 
сократить до нескольких часов, но с учетом того что при-
сутствие в финальной библиотеке плазмид без баркодов 
(«пустые» плазмиды) не желательно, этого лучше не делать. 
Обратного лигирования липких концов SalI в реакции Гиб-
сона не происходит, о чем говорит низкий фон (менее 0.1%) 
в контрольной трансформации (см. ниже). 

Рис. 2. Схема клонирования баркодов по методу Гибсона. В центре рисунка показаны ДНК-фрагменты, использованные для получения 
библиотеки. Одноцепочечные олигонуклеотиды синтезированы в разных ориентациях
Желтые треугольники – сайты KpnI, которые необходимы для инвертированной ПЦР. Cas9 target site – целевой сайт узнавания Cas9 с гРНК в AAVS1-
локусе (5’-GGGCCACTAGGGACAGGAT-3’ + TGG PAM); SalI – сайт узнавания одноименной эндонуклеазы рестрикции в исходном векторе; plasmid 
backbone overlap – плечо плазмидного вектора, barcode – баркод; AAVS1 PCR overlap – плечо ПЦР-продукта AAVS1; ss oligo left – левый одноцепо-
чечный олигонуклеотид; ss oligo right – правый одноцепочечный олигонуклеотид; AAVS1 PCR product – ПЦР-продукт AAVS1; CAG-Cherry backbone – 
вектор CAG-Cherry

Fig. 2. Scheme of barcode cloning using Gibson method. DNA fragments used for cloning are depicted in the middle. Single-strand oligonucleotides 
were synthesized in opposite orientations 
Yellow triangles are KpnI sites, which are required for inverse PCR. Cas9 target site is situated in the AAVS1 region (5’-GGGCCACTAGGGACAGGAT-3’ + TGG 
PAM). SalI is the SalI restriction enzyme site in the initial vector 

Plasmid backbone 
overlap 
24 bp

Barcode (14N) 
32 bp

AAVS1 PCR 
overlap 
22 bp

cgaaaagtgccacctgggcatgcgNNCGANNACTNNATGNNACGNNCTGNNTCANNtcggtaccgagaaccgggcagg

CAG-Cherry 
backbone

CAG-Cherry 
backbone

Cas9 
target site

ss oligo right 
79 bp

ss oligo left 
78 bp

gctggaagagctagggtaccacNNTACNNCGANNTAGNNACGNNTTCNNGAGNNcgctagcaacgtaggagcgacattg

SallSall

X X

AAVS1 
PCR overlap 

22 bp
Barcode (14N) 

22 bp

Plasmid backbone  
overlap 
25 bp

AAVS1 
PCR produсt 

477 bp



38 Письма в Вавиловский журнал генетики и селекции / Letters to Vavilov Journal of Genetics and Breeding • 2021 • 7 • 1

A.V. Smirnov, A.M. Yunusova, А.A. Muravyova,  
E.S. Valeev, V.S. Fishman, N.R. Battulin

Creation of barcoded plasmids libraries using  
the Gibson cloning method

Линеаризованная плазмида должна иметь размер 5475 
п.о. при детекции методом геля-электрофореза в 1% агароз-
ном геле. После выделения ДНК из геля желательно скон-
центрировать ее до 50–200 нг/мкл для удобного проведе-
ния реакции Гибсона.

Этап 3: сборка библиотеки методом Гибсона
Материалы:

• программируемый ПЦР-амплификатор,
• NEBuilder® HiFi DNA Assembly Master Mix (NEB #E2621),
• магнитные частицы AMPure XP (Beckman Coulter 

#A63880),
• магнитный штатив для 0.2 мкл пробирок,
• этанол 96%.

Клонирование методом Гибсона позволяет создавать 
сложные генетические конструкции из большого числа 
фрагментов (Gibson et al., 2009). Реакционная смесь содер-
жит три фермента. Один из них – экзонуклеаза, которая 
отщепляет нуклеотиды с двухцепочечных концов ДНК в на-
правлении 5’-3’, оставляя выступающие 3’-концы длиной до 
нескольких сотен нуклеотидов. Одноцепочечные концы от-
жигаются между собой за счет перекрывающихся участков 
(overlaps), внесенных с праймерами, и высокоточная поли-
мераза застраивает бреши в районах отжига 3’-концов. На-
конец, T4-лигаза лигирует одноцепочечные разрывы между 
молекулами.  

Для клонирования библиотеки методом Гибсона необ-
ходимо смешать ДНК-фрагменты и добавить к ним реакци-
онную смесь ферментов. Приведенные ниже концентрации 
ДНК-фрагментов рассчитаны исходя из соотношения 1 : 6 : 
10 : 10 (вектор : ПЦР-фрагмент : олигонуклеотид 1: олигону-
клеотид 2). Эти условия хорошо зарекомендовали себя для 
клонирования данной плазмидной библиотеки. В случае за-
мены клонируемых ДНК-фрагментов следует оптимизиро-
вать их соотношение, подсчитав количество колоний после 
контрольных трансформаций. 

Смешайте в пробирке на льду в указанном порядке:
1. 2.5 мкл ddH2О,
2. 0.5 мкл (11.82 фмоль линеаризованного вектора 

pCAGGS-Cherry (5475 п.о., 40 нг),
3. 1 мкл (67.84 фмоль) ПЦР-продукта AAVS1 (477 п.о., 20 нг),
4. 0.5 мкл (124.4 фмоль) одноцепочечного олигонуклеоти-

да 1 (78 п.о., 3 нг),
5. 0.5 мкл (122.8 фмоль) одноцепочечного олигонуклеоти-

да 2 (79 п.о., 3 нг),
6. 5 мкл смеси NEBuilder® HiFi DNA Assembly Master Mix.

Общий объем реакции составляет 10 мкл. Реакционную 
смесь инкубируют при 50 °C в течение часа и затем хранят 
при температуре –20 °C. 

Для контроля также следует поставить реакцию без од-
ноцепочечных олигонуклеотидов, заменив их водой. Это 
позволит оценить число исходной «пустой» плазмиды в кон-
трольной трансформации.

Дополнительная опция: очистка смеси на магнит-
ных частицах. Несмотря на то что в протоколе про-
изводителя набора NEBuilder® HiFi DNA Assembly 
Master Mix не рекомендуется дополнительно очи-
щать реакционную смесь перед электропорацией, это, 

как правило, значительно улучшает эффективность 
трансформации. Для очистки можно использовать преци-
питацию этанолом или спин-колонки, однако оптимальным 
является метод связывания ДНК на магнитных частицах.  
С протоколом такой очистки можно ознакомиться в Прило-
жении 3.

Этап 4: приготовление плазмидной баркодированной  
библиотеки

Материалы:
• бактериальный термошейкер,
• электропоратор для бактериальных клеток (MicroPulser 

Electroporator, Bio-Rad),
• кюветы для электропорации 1 мм (Bio-Rad #1652089),
• ультрацентрифуга с адаптерами под 50 мл пробирки,
• глицерин,
• набор для выделения плазмидной ДНК Plasmid Midiprep 

2.0 («Евроген» #BC124) или аналог,
• набор diaGene для выделения плазмидной ДНК из бак-

терий («Диаэм» #3316.0250),
• ДНКаза Plasmid-Safe™ ATP-Dependent DNase (Lucigen 

#E3101),
• рестриктаза SalI, («СибЭнзим» #E115),
• карбенициллин, 
• жидкая среда LB (на 100 мл содержит: бактотриптон 1 г, 

бактериально-дрожжевой экстракт 0.5 г, NaCl 0.5 г),
• агаризованная среда LB (на 100 мл содержит: бактотрип-

тон 1 г, бактериально-дрожжевой экстракт 0.5 г, NaCl 
0.5 г, агар 1.5 г),

• среда SOC (на 100 мл содержит: бактотриптон 2 г, бакте-
риально-дрожжевой экстракт 0.5 г, 10 мM NaCl, 2.5 мM 
KCl, 10 мM MgCl2, 10 мM MgSO4, 20 мM глюкозы), 

• электрокомпетентные клетки Top10 (с компетентностью 
не ниже 109),

• рестриктазы SphI-HF (NEB #R3182), NheI-HF (NEB #R3131), 
KpnI-HF (NEB #R3142),

• буфер TE (10 мM Tris-HCl, 1 мM EDTA).

Контрольная трансформация 
Для оценки эффективности клонирования библиотеки сле-
дует поставить контрольную электропорацию с небольшим 
объемом реакции Гибсона. Все манипуляции проводят 
на льду. Один микролитр реакции (1/3 исходной реакции 
Гисбона, очищенной магнитными частицами) добавляют к 
электрокомпетентным клеткам Top10 (50 мкл). Электропо-
рацию проводят в 1 мм кюветах при стандартных настрой-
ках (предварительные настройки, Ec1, 1.8 кВ) в приборе 
MicroPulser (Bio-Rad). После электропорации клетки быстро 
вымывают из кюветы в 1 мл среды SOC и инкубируют в бак-
териальном термошейкере (220 об/мин) при температуре 
37 °C в течение 30 мин. Затем 1/10 объема клеток равномер-
но распределяют до впитывания на чашке Петри с агаризо-
ванной средой LB и карбенициллином (100 мкг/мл). Чашку 
Петри с бактериями помещают в термостат и инкубируют 
при 37 °C в течение 14–18 ч.

Цель контрольной трансформации – оценить потенци-
альное число колоний (разнообразие библиотеки барко-
дов) с учетом всех факторов. Например, в представленном 
протоколе для контрольной трансформации использовано 
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1/3 стандартной реакции Гибсона и 1/8 от 50 мкл (разбавле-
ние 10% глицерином) с компетентностью 2 × 109 (Morrison, 
2001). На чашку высажено 1/10 клеток из 1 мл SOC. Всего на 
чашке выросло 2 тыс. колоний. Это означает, что ожидае-
мое разнообразие библиотеки составляет 3 × 8 × 10 × 2000 = 
480000 на 40 нг вектора (стандартная реакция Гибсона) при 
электропорации в 50 мкл неразбавленных клеток. Такая 
эффективность клонирования библиотеки является хоро-
шим результатом, сравнимым с клонированием одиночных 
фрагментов методом Гибсона или рестрикции и лигирова-
ния (Lebedev et al., 2019).

Для предварительной характеристики библиотеки сле-
дует также провести рестрикционный анализ плазмидных 
субклонов. Случайным образом выбрать 15–20 колоний, 
нарастить ночные культуры в небольшом объеме LB и вы-
делить плазмидную ДНК на колонках (miniprep) (набор 
diaGene для выделения плазмидной ДНК из бактерий). Для 
характеристики библиотеки следует выполнять рестрикци-
онный анализ клонов с парой рестриктаз NheI-HF и SphI-HF, 
а также KpnI-HF, сайты для которых присутствуют в баркоди-

рованных олигонуклеотидах. С протоколом рестрикцион-
ного анализа можно ознакомиться в Приложении 4. Затем 
проводится детекция методом геля-электрофореза в 1% 
агарозном геле.

Предварительный рестрикционный анализ библиотеки 
показывает, правильно ли происходит встройка баркодов 
методом Гибсона (рис. 3). Следует обратить внимание на 
ожидаемый размер встройки, наличие «пустых» плазмид, 
а также на встречающиеся иногда некорректные варианты 
плазмид (см. рис. 3, два случая), которые связаны с мутаци-
ями в сайтах рестрикции ферментов KpnI, SphI или NheI. Де-
тектируемые в районе олигонуклеотидов мутации (5–10% 
олигонуклеотидов) представляют собой нуклеотидные за-
мены и небольшие делеции и связаны как с ошибками син-
теза олигонуклеотидов, так и рекомбинацией при встройке 
олигонуклеотидов методом Гибсона. Если число мутантных 
олигонуклеотидов больше, необходимо заказать их у ново-
го поставщика. Присутствие небольшого фона мутаций не-
избежно и не влияет на общее качество библиотеки, так как 
при дизайне эксперимента сайты для рестриктаз или прай-

Рис. 3. Рестрикционный анализ субклонов плазмидной библиотеки. Для оценки выделяли плазмиды из случайных колоний, выросших 
на чашках после электропорации смеси реакции Гибсона. a – рестрикция по сайтам SphI и NheI. Сайты расположены на дальних (отно-
сительно ПЦР-фрагмента) 5’-концах баркодированных олигонуклеотидов (см. схему). Ожидаемый размер фрагментов – 5467 + 561 п.о. 
b – рестрикция по сайтам KpnI. Сайты расположены на внутренних (относительно ПЦР-фрагмента) 3’-концах баркодированных олигону-
клеотидов. Ожидаемый размер фрагментов – 5545 + 483 п.о. 

Fig. 3. Restriction analysis of the subclones from the barcoded plasmid library. Plasmids were purified from overnight incubations of random 
bacterial colonies, which were obtained after electroporation with Gibson reaction mix. (a) Restriction digestion at SphI and NheI sites. Sites are 
located at the distant (relative to the PCR fragment) 5’-ends of barcoded oligonucleotides (scheme). Predicted size of fragments 5467 + 561 b.p. 
(b) Restriction digestion at KpnI sites. Sites are located at the inner (relative to the PCR fragment) 3’-ends of barcoded oligonucleotides (scheme). 
Predicted size of fragments 5545 + 483 b.p.
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меров можно выбрать на расстоянии от олигонуклеотидов. 
В некотором смысле мутации даже создают дополнитель-
ное разнообразие в библиотеке, но это нужно учитывать 
при биоинформатическом анализе данных NGS (см. ниже).

Финальная электропорация
После оценки примерного разнообразия библиотеки нуж-
ный объем реакции Гибсона добавляют к электрокомпетен-
тым клеткам, чтобы получить планируемое число колоний. 
В нашем случае взяты 1 мкл очищенной реакции Гибсона 
(1/3 исходной реакции) и одна фасовка 50 мкл клеток с ком-
петентностью 2 × 109. Электропорацию проводят по описан-
ному ранее протоколу. При работе с большим числом коло-

ний (>100000) оптимально использовать 6–8 крупных чашек 
Петри размером 23 × 23 см. Для получения качественной 
библиотеки клетки должны быть распределены по чашкам 
равномерно. Необходимо также аккуратно заливать чашки 
с агаром, так как неравномерная глубина агара приведет 
к различию в размере колоний. Затем чашки с бактериями 
помещают в термостат и инкубируют при 37  °C в течение 
14–18 ч. Подсчет колоний можно провести разделив чашку 
на равные секторы 4 × 4 см и оценив среднее число колоний 
в 5–6 секторах. При значительном разнообразии библиоте-
ки такой метод позволяет достаточно точно оценить коли-
чество баркодов. В нашем случае число колоний составило 
около 150 тыс.

Для выделения плазмидной библиотеки из колоний их 
смывают с культуральных чашек средой LB (200–400 мл) и 
осаждают центрифугированием (5000g 10 мин). Затем оса-
док клеток обрабатывают в зависимости от выбранного 
набора для выделения плазмидной ДНК. Смытого коли-
чества клеток хватает для получения ДНК-библиотеки 
около 400  мкг. Для увеличения выхода следует разбавить 
смытые клетки дополнительным объемом LB до низких зна-
чений оптической плотности (OD) (около 0.5) и инкубиро-
вать библиотеку несколько часов при 37 °C для достижения 
оп тимального OD (>2). Стоит отметить, что продолжитель-
ные инкубации >1  ч нежелательны, так как несинхрон-
ные де ления клеток приводят к сдвигу представленности  
баркодов.

Дополнительная опция: заморозка клеток с глицери-
ном для длительного хранения.

Необходимо ресуспендировать часть клеток с чашек в 
среде LB, смешанной с глицерином (финальная концентра-
ция глицерина – 33%). Затем ресуспедированные клетки 
можно разделить на аликвоты по 1 мл, заморозить в азоте 
и поместить для длительного хранения при –80 °C. После 
характеристики библиотеки глицериновые стоки можно ис-
пользовать для наработки новой библиотеки с известными 
баркодами.

Удаление «пустых» векторов ДНКазой Plasmid-Safe 
Полученную плазмидную библиотеку можно сразу исполь-
зовать для экспериментов. Однако для некоторых задач, на-
пример для изучения рекомбинации между баркодирован-
ными молекулами, присутствие даже небольшого (менее 
0.1%) числа исходных «пустых» векторов, без встройки, яв-
ляется нежелательным. Сначала исходные «пустые» векто-
ры конвертируют в линейные молекулы за счет обработки 
плазмидной библиотеки рестриктазой SalI (сайты узнавания 
SalI должны разрушаться при встройке баркодированных 
фрагментов). ДНКаза Plasmid-Safe представляет собой экзо-
нуклеазу, которая деградирует двухцепочечные линейные 
молекулы ДНК. В дополнение к удалению «пустых» векторов 
ДНКазная обработка Plasmid-Safe помогает удалить фраг-
менты бактериальной геномной ДНК и случайно линеари-
зованные молекулы баркодированных плазмид, которые 
всегда присутствуют в плазмидных выделениях (см. напри-
мер одну из двух дорожек геля плазмидной библиотеки 
midiprep на рис. 4). Полный протокол очистки экзонуклеа-
зой Plasmid-Safe представлен в Приложении 5.

Рис. 4. Удаление «пустых» векторов из баркодированной библиоте-
ки. На форезе представлены образцы баркодированной библиоте-
ки в равных количествах. Выделенная ДНК-библиотека последова-
тельно обработана рестриктазой SalI и экзонуклеазой Plasmid-Safe. 
После обработки линейные молекулы размером 6028 п.о. исчезают 
(соответствующий фрагмент обозначен черным треугольником). 
Число линейных молекул искусственно завышено, так как SalI до-
полнительно гидролизует молекулы по сайтам в небольшом про-
центе баркодов (3%), однако это создает заметный фрагмент на 
электрофореграмме, наглядно иллюстрирующий активность  
ДНКазы 

Midiprep preparations – выделение midiprep; after SalI – после 
гид ролиза ферментом SalI; after Plasmid-Safe – после обработки 
Plasmid-Safe

Fig. 4. Elimination of empty vectors from the barcoded plasmid library. 
Equal amounts of barcoded plasmid library samples were successively 
treated with SalI and Plasmid-Safe exonuclease. As can be seen, linear 
molecules of 6028 b.p. length disappear (fragment is indicated with 
black triangle). The amount of linear copies was increased artificially 
because SalI sites can be found in 3% of barcodes 
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Этап 5: подготовка библиотеки для NGS-секвенирования 
на приборе Illumina HiSeq X Ten в режиме парных чтений 
2 × 150 п.о.

Материалы:
• KAPA HyperPrep Kit (Roche #07962312001) с адап-

терами KAPA Unique Dual-Indexed Adapters (Roche 
#08278555702),

• магнитные частицы AMPure XP (Beckman Coulter 
#A63880),

• магнитный штатив для 0.2 мкл пробирок,
• прибор Qubit 4.0 (Thermo Fisher Scientific) с расходни-

ками,
• прибор Bioanalyzer 2100 (Agilent) с расходниками,
• рестриктазы SpeI-HF (NEB #R3133) и BspHI (NEB #R0517),
• набор для выделения ДНК из агарозного геля (Macherey-

Nagel NucleoSpin Gel and PCR Clean up, #740609.50).

Рестрикция плазмидной библиотеки 
Чтобы избежать рекомбинации или мутаций в парах барко-
дов, подготовку библиотеки для NGS рекомендуется про-
водить без стадии ПЦР-амплификации. Поэтому фрагмент 
с парой баркодов, разделенных сайтом AAVS1, вырезают 
из плазмиды при помощи рестриктаз. Важно отметить, что 
сайты рестрикции не должны располагаться дальше, чем 
100 п.о. от баркодов (предел прочтения большинства при-
боров для массового параллельного секвенирования со-
ставляет 150 п.о.). Для плазмидной библиотеки на основе 
pCAGGS-Cherry, описанной в данном протоколе, следует ис-
пользовать рестриктазы SpeI-HF и BspHI, сайты рестрикции 
которых расположены на расстоянии 7 и 62 п.о. от баркоди-

рованных олигонуклеотидов соответственно. С учетом того 
что целевой рестрикционный фрагмент составляет около 
10% размера плазмиды, в реакцию рестрикции необходимо 
взять большое количество библиотеки. Полный протокол 
рестрикции представлен в Приложении 6. 

Фрагмент ожидаемой длины (681 п.о.) (рис. 5, a) выделя-
ют из геля с помощью соответствующего набора и использу-
ют для последующего лигирования адаптеров для NGS.

Лигирование фрагмента библиотеки с адаптерами 
для NGS 
Для лигирования адаптеров на приборе Illumina HiSeq X 
Ten в режиме парных чтений 2 × 150 п.о. используют на-
бор KAPA HyperPrep. Подготовку образцов проводят без 
стадии амплификации (Library Amplification). Подробный 
протокол представлен в Приложении 7 или на сайте про-
изводителя: https://sequencing.roche.com/en/products-
solutions/products/sample-preparation/dna-reagents/library-
preparation/kapa-hyperprep.html

Анализ ДНК-библиотеки и расчеты необходимого  
количества ДНК
Итоговый анализ концентрации ДНК-библиотеки проводят 
на приборах Qubit 4.0 и Bioanalyzer 2100. Определяемый 
размер итоговой библиотеки отличается от ожидаемого: 
1000–2000 вместо ~800 п.о. (см. рис. 5, b). Это артефакт, ко-
торый характерен для библиотек, приготовленных без ста-
дии амплификации, и связан с наличием на концах целевых 
молекул одноцепочечных участков Y-адаптеров, которые 
замедляют движение молекул в геле. 

Рис. 5. Подготовка фрагмента с парой баркодов из плазмидной библиотеки для NGS. a – рестрикция плазмидной библиотеки по сай-
там SpeI и BspHI. ДНК-фрагмент, отмеченный стрелкой (681 п.о.), содержит пары баркодов, разделенные сайтом AAVS1. b – анализ ДНК-
библиотеки после лигирования адаптеров на приборе Bioanalyzer 2100 

Исходя из этих данных, основная часть ДНК-фрагментов имеет размер в диапазоне 1000–2000 п.о., однако это является артефактом детек-
ции из-за наличия на концах молекул одноцепочечных адаптеров, которые меняют подвижность молекул в геле. Как показывает дальней-
ший NGS-анализ, реальный размер библиотеки соответствует ожидаемому 

Fig. 5. Preparation of fragments with barcode pairs for NGS. (a) Restriction digestion of initial library at SpeI and BspHI sites. Indicated DNA fragment 
(681 b.p.) contains barcode pairs separated by the AAVS1 site. (b) DNA library analysis on the Bioanalyzer 2100

These data imply that the main fraction of the fragments is in a 1000–2000 b.p. range. This is a mere artefact of detection, because attaching single-
stranded adapters to the ends of the DNA molecules change mobility of the molecules in gel. The following NGS analysis revealed that the real size 
of the library matches well the predicted outcomes
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Перед отправкой образцов на NGS необходимо оценить 
оптимальное число прочтений, с которым нужно секвени-
ровать библиотеку. Для описанной в данном протоколе 
библиотеки с ожидаемым разнообразием ~150000 вари-
антов (см. оценку числа колоний ранее) оптимальное чис-
ло прочтений можно оценить как «разнообразие» × 1000 
ридов, т. е. ~150 млн ридов. Это соответствует ~100 пг ДНК-
библиотеки в финальном образце для NGS.

Этап 6: анализ баркодов в данных NGS
Анализ проведен с использованием операционной систе-
мы Linux. При обработке данных использованы следующие 
вспомогательные программы:
1. Cutadapt v2.8 – распознавание и удаление технических 
последовательностей;
2. Python v3.7:
• biopython: работа с данными секвенирования,
• networkx: построение графов,
• pandas/pandarallel: работа с таблицами,
• scipy.stats: пакет для статистической обработки данных,
• Levenstein: вычисление расстояния Левенштейна,
• matplotlib: построение графиков.

Определение последовательности баркода в составе 
прочтения
Анализ данных секвенирования необходимо начинать с 
определения последовательности ДНК-баркода в соста-
ве рида. Для этого можно использовать два альтернатив-
ных подхода: определение баркода с помощью утилиты 
cutadapt (Martin, 2011) либо выравнивание рида на ожида-
емую последовательность баркода с помощью алгоритма 
bwa (Li, Durbin, 2009). По нашему опыту, решить эту задачу 
можно с помощью обоих подходов, однако cutadapt позво-
ляет сделать это быстрее и проще. Cutadapt запускали со 
следующими параметрами:

&quot;cutadapt -j $threads -e $error_rate -g $seq_1R -g 
$seq_1F -G $seq_1R -G $seq_1F –O

$search_length -o test_R1.fq -p test_R2.fq input_R1.fq 
input_R2.fq&quot,

где:
• error_rate = 0.1 – допустимая доля ошибок в искомой по-

следовательности;
• seq_1F, seq_1F – 15-буквенные фрагменты плазмиды, 

примыкающие к баркодам; 
• search_length = 15 – минимальная длина перекрытия, 

равная длине искомого фрагмента (т. е. поиск фрагмента 
только внутри рида).

Определение правого и левого баркодов 
Правый и левый баркоды в риде определяли по уникальным 
последовательностям в окружении баркода. Если позиция 
обрезки совпадала с предполагаемой (± 2 буквы) – рид счи-
тали подходящим: ему присваивали соответствующую букву 
(F или R) и с краю вырезали 34 буквы (длина баркода + 2).

Объединение баркодов в пары 
Для определения пар баркодов использовали метод по-
строения графа с помощью библиотеки NetworkX (Hagberg 
et al., 2008). Вершинами графа были последовательности 
баркодов, весами ребер – количество попаданий баркодов 
в пару. После отсечения пар баркодов, подтвержденных не-

достаточным количеством ридов (сutoff level), составляли 
список баркодов и их пар, отсортированных по числу свя-
зей. Анализ этого списка позволяет получить оценку разно-
образия библиотеки баркодированных молекул.

Заключение
Наша недавняя работа показала, что ДНК-баркоды не бло-
кируют рекомбинацию на концах молекул трансгенов и 
даже помогают детектировать специфические паттерны 
рекомбинации (Smirnov et al., 2020). ДНК-баркоды нечасто 
применяют для изучения процессов рекомбинации. Как 
правило, в работах ведут анализ полиморфизмов в ДНК-
последовательностях (SNP, сайты рестрикции), перенос 
которых между молекулами указывает на копирование ге-
нетического материала (genetic conversion) (Kan et al., 2014; 
2017). Баркоды создают пул из тысяч индивидуально мече-
ных молекул, каждая из которых может давать информацию 
о рекомбинации. Стоит отметить, что использование метода 
Гибсона позволяет осуществлять сборку большого числа 
фрагментов. К примеру, в описанном нами протоколе два 
фрагмента ДНК объединяются с двумя олигонуклеотида-
ми. После подбора условий можно провести клонирова-
ние трех фрагментов ДНК и трех олигонуклеотидов, полу-
чив библиотеку плазмид с тремя сайтами баркодирования. 
Объединив две такие независимые библиотеки, можно 
получить мультибаркодированные плазмиды, содержащие 
пять – шесть баркодов по всей длине. Такой дизайн поможет 
в исследовании рекомбинации, которая происходит вдали 
от двухцепочечных концов молекул, что является приори-
тетной задачей для объяснения патологических путей ре-
комбинации (Verma, Greenberg, 2016; Piazza, Heyer, 2019). 
Прочтение мультибаркодированных библиотек можно осу-
ществлять методами секвенирования третьего поколения 
(Nanopore, PacBio) для упрощения анализа баркодов. 
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Приложение 1
Условия реакции с Q5-полимеразой:
1. 32.5 мкл ddH2О,
2. 10 мкл буфера Q5 5x,
3. 1 мкл дНТФ 10 мM (финальная концентрация 200 мкМ),
4. 2.5 мкл праймера F 10 мкM (финальная концентрация 0.5 мкМ),
5. 2.5 мкл праймера R 10 мкM (финальная концентрация 0.5 мкМ),
6. 0.5 мкл Q5-полимеразы (финальная концентрация 0.02 ед/мкл),
7. 1 мкл (50 нг) геномной ДНК.
Итоговый объем 60 мкл.
Условия ПЦР: начальная денатурация ДНК – 98 °С в течение 30 с с последующей амплификацией (35 циклов), вклю-

чая денатурацию при 98 °С – 15 с, отжиг праймеров при 60 °C – 30 с и элонгацию при 72 °C – 1 мин. Финальная элон-
гация: 72 °С – 3 мин.

Приложение 2. Протокол проведения реакции рестрикции с ферментом SalI
Смешать в пробирке на льду в указанном порядке:
1. 50-X мкл ddH2O, где Х – объем остальных компонентов;
2. 5 мкл буфера О («СибЭнзим») 10x;
3. 2 мкл (20U) SalI;
4. 0.5–5 мкл (3 мкг) плазмиды pCAGGS-Cherry.

Приложение 3
Для очистки 10 мкл реакции Гибсона на магнитных частицах AMPure XP (Beckman Coulter) необходимо: 
1. Предварительно нагреть раствор магнитных частиц до комнатной температуры (30 мин). 
2. Перемешать раствор на вортекс-миксере. Добавить раствор частиц к реакционной смеси Гибсона в соотно-

шении 1 : 1 (в нашем случае 10 мкл). Ресуспендировать.
3. Инкубировать 10–15 мин при комнатной температуре, чтобы ДНК связалась с частицами.
4. Поставить смесь в магнитный штатив и дождаться осаждения частиц на стенке пробирки. Это занимает 5–10 

мин.
5. Не вынимая пробирки из штатива дважды промыть частицы большим объемом свежеприготовленного 80% 

этанола. Убрать этанол.
6. Дождаться испарения излишков этанола при комнатной температуре в течение 3–5 мин. Важно не допустить 

пересыхания осадка, поэтому нужно контролировать процесс высыхания визуально. Осадок магнитных ча-
стиц должен иметь матовый блеск без трещин. Пересушивание частиц приводит к снижению выхода ДНК пос-
ле элюции.

7. Ресуспендировать подсохшие частицы в подходящем объеме ddH2O (3–10 мкл) для элюции ДНК. Инкуби-
ровать раствор 5–10 мин при комнатной температуре. Вернуть пробирки в магнитный штатив и дождаться 
осаждения частиц на стенке пробирки. Отобрать чистый раствор ДНК – его можно сразу использовать для 
электропорации клеток или хранить при –20 °C.

Приложение 4. Протокол рестрикционного анализа библиотеки
Смешайте в пробирке на льду в указанном порядке:
1. 30-X мкл ddH2O, где Х – объем остальных компонентов;
2. 3 мкл буфера CutSmart 10x;
3. 0.1 мкл SphI-HF (2U) + 0.1 мкл NheI-HF (2U) или 0.1 мкл KpnI-HF (2U);
4. 0,5–5 мкл плазмидного клона (1 мкг).
Реакция инкубируется при 37 °C в течение 2 ч. 

Приложение 5. Протокол очистки библиотеки от линейных молекул экзонуклеазой Plasmid-Safe
Для удаления линейных плазмидных молекул из раствора плазмидной библиотеки сначала смешайте плазмидную 

библиотеку с рестриктазой SalI в пробирке на льду в указанном порядке:
1. 200-X мкл ddH2O, где Х – объем остальных компонентов;
2. 20 мкл буфера О («СибЭнзим») 10x;
3. 5 мкл (50U) SalI;
4. 10–100 мкл (50 мкг) плазмидной библиотеки.
Инкубировать при 37 °C в течение 2 ч и очистить ДНК переосаждением этанолом на спин-колонках или магнитных 

частицах, элюировав в 50 мкл буфера TE. Затем смешать следующую реакцию на льду:
1. 250-X мкл ddH2О, где Х – объем остальных компонентов;
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2. 25 мкл буфера Plasmid-Safe 10x;
3. 10 мкл АТФ 25 мM (финальная концентрация 1 мМ);
4. 15 мкл (150U) ДНКазы Plasmid-Safe;
5. 10–100 мкл (~50 мкг) SalI-обработанной плазмидной библиотеки.
Общий объем реакции составляет 250 мкл. Реакция инкубируется при 37 °C в течение 2 ч, затем проводят инактивацию 

фермента при 70 °C в течение 30 мин. Далее реакцию необходимо переосадить спиртом, очистить на спин-колонке или 
магнитных частицах. Финальный раствор плазмидной библиотеки в буфере TE можно использовать для дальнейших экс-
периментальных задач, включая NGS-секвенирование библиотеки.

Приложение 6. Протокол линеаризации библиотеки перед секвенированием
Смешайте в пробирке на льду в указанном порядке:
1. 50-X мкл ddH2O, где Х – объем остальных компонентов;
2. 5 мкл буфера CutSmart 10×;
3. 1 мкл (20U) SpeI-HF; 
4. 2 мкл (20U) BspHI;
5. 4–40 мкл (20 мкг) плазмидной библиотеки.

Приложение 7. Протокол подготовки библиотеки к секвенированию 
Шаг 1. Достройка концов и аденилирование (End Repair and A-Tailing)
Смешайте в пробирке на льду в указанном порядке:
1. 50 мкл ДНК (300 нг), разбавленной в ddH2О; 
2. 7 мкл буфера End Repair & A-Tailing;
3. 3 мкл End Repair & A-Tailing Enzyme Mix.
Общий объем реакции составляет 60 мкл. Cмесь инкубируется при 20 °C в течение 30 мин, затем при 65 °C в течение 

30 мин.
Шаг 2. Лигирование адаптеров (Adapter Ligation)
Смешайте в пробирке на льду в указанном порядке:
1. 60 мкл предыдущей реакции (шаг 1), 
2. 5 мкл выбранного адаптера (15 мкМ сток) (Kapa Adapters),
3. 5 мкл ddH2O,
4. 30 мкл лигазного буфера,
5. 10 мкл ДНК-лигазы.
Общий объем реакции составляет 110 мкл. Смесь инкубируется при 20 °C в течение 30 мин.
Шаг 3. Очистка на магнитных частицах, как описано ранее, с соотношением магнитных частиц к объему реакции  

0.8 : 1 (0.8×)
Шаг 4 (опционально). Дополнительная очистка на магнитных частицах для удаления димеров адаптеров (короткие 

фрагменты длиной менее 100 п.о., см. рис. 5, b) в соотношении 1 : 1 (1×)
Элюировать ДНК в 30 мкл ddH2O. Далее раствор можно использовать для NGS, предварительно оценив концентрацию 

ДНК.
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Мемориальные статьи / Memorial articles

11 октября 2020 г. скоропостижно скончалась извест-
ный биохимик и селекционер растений, международный  
эксперт по качеству зерна доктор биологических наук,  
профессор агрономии Айгуль Изтелеуовна Абугалиева.

Айгуль Изтелеуовна родилась 20 августа 1959 г.  
в городе Алма-Ата Казахской ССР в семье известного  
ученого в области земледелия, растениеводства и селекции  
Изтелеу Абугалиевича Абугалиева1. В 1981 г. с отличием 

1 А.И. очень гордилась семьей. Отец – Изтелеу Абугалиевич Абугали-
ев (1930–2004) – окончил Казахский государственный университет им. 
С.М. Кирова (1953). Доктор с.-х. наук (1976), профессор (1988), действи-
тельный член Казахской академии с.-х. наук (1994), Национальной ака-
демии наук Казахстана (1996), чл.-кор. ВАСХНИЛ (1978). Дедушка – Елю-
бай Умурзаков (1899–1974) – народный артист Казахской ССР (1931), 
лауреат Сталинской премии и Государственной премии КазССР.

In memory of professor Aigul I. Abugalieva (1959–2020) 
N.P. Goncharov1, A.I. Morgunov2, V.P. Shamanin3, V.I. Tsygankov4, M.A. Yessimbekova5, I.G. Loskutov6, C. Guzman7,  
P.R. Shewry8, M. El Solh9

For citation: Goncharov N.P., Morgunov A.I., Shamanin V.P., Tsygankov V.I., Yessimbekova M.A., Loskutov I.G., Guzman C., Shewry P.R., El Solh M.  
In memory of professor Aigul I. Abugalieva (1959–2020). Pisma v Vavilovskii Zhurnal Genetiki i Selektsii = Letters to Vavilov Journal of Genetics and 
Breeding. 2021;7(1):46-65. DOI 10.18699/LettersVJ2021-7-06 (in Russian)

окончила Казахский государственный университет имени 
С.М. Кирова (ныне Казахский национальный университет 
имени аль-Фараби) по специальности «биолог, преподава-
тель химии и биологии», в 1985 г. – аспирантуру в Казахском 
НИИ земледелия им. В.Р. Вильямса (ныне ИЦ ТОО «Казахский 
научно-исследовательский институт земледелия и расте-
ниеводства», КазНИИЗиР) по специальности «биохимия».

С 1981 г. и до конца жизни работала в Казахском 
НИИ земледелия и растениеводства младшим науч-
ным сотрудником, старшим научным сотрудником, за-
ведующей отделом программирования ВЦ, заведующей 
лабораторией технологической оценки качества зерна, ге-
неральным директором, заместителем директора по науке.  
С 1998 г. совмещала работу с преподавательской деятельно-
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стью: была профессором кафедры селекции, семеноводства 
и биотехнологии Казахского национального аграрного ис-
следовательского университета (Алма-Ата). В 2004–2006 гг. – 
директор центральной лаборатории по качественной оцен-
ке и идентификации сельскохозяйственных культур ГСИ 
Министерства сельского хозяйства Республики Казахстан.

В 1985 г. А.И. Абугалиева в Институте молекуляр-
ной биологии и биохимии им. М.А. Айтхожина защитила  
кандидатскую диссертацию на тему «Глиадин – показатель 
для выделения и изучения глиадиновых биотипов пшени-
цы» по специальности «биохимия», в 1994 г. в Казахском 
НИИ земледелия им. В.Р. Вильямса – докторскую по спе-
циальностям «селекция и семеноводство» и «биохимия».  
В 2000 г. Айгуль Изтелеуовне присвоено ученое звание про-
фессора агрономии. В 2001 г. прошла стажировку по теме 
«Улучшение индустриального качества пшеницы: теория и 
методология» в Международном центре улучшения куку-
рузы и пшеницы (CIMMYT, Мексика), в 2006 г. – стажировку 
по управлению научными сельскохозяйственными иссле-
дованиями в центре Консультативной группы по между-
народным сельскохозяйственным исследованиям (CGIAR, 
Вашингтон, США). В 2006 г. окончила курсы CGIAR по ме-
неджменту и организации исследований (Ренауд Фостер, 
Торонто, Канада).

А.И. Абугалиеву отличала активная жизненная позиция. 

Она была членом Международной научно-информаци-
онной сети, экспертом по качеству зерна (СИММИТ-ЦАЗ, с 
1995  г.), членом ученого совета ИНТАС (ЕС, Бельгия, 2002–
2006 гг.), попечительского совета Международного центра 
сельскохозяйственных исследований в засушливых реги-
онах (ICARDA; Алеппо, Сирия, 2006–2009 гг.), международ-
ного экспертного совета при Высшей научно-технической 
комиссии РК (2007–2009 гг.), экспертного совета Комитета 
по контролю в сфере образования и науки РК (биологиче-
ские науки) (2008–2010 гг.), экспертом АО «Национальный 
центр государственной научно-технической экспертизы» 
(2012–2013 гг.).

Айгуль Изтелеуовна была руководителем проектов МСХ 
РК и грантов МОН РК, EU INTAS, проектов Всемирного банка 
и МСХ РК «Повышение конкурентоспособности сельскохо-
зяйственной продукции», СИММИТ-ГТЦ-Казахстан, казах-
станско-австралийского проекта, ИКАРДА-ФАО и многих 
других.

Принимала участие в разработке регламента использо-
вания различных типов молекулярно-генетических марке-
ров в селекции сельскохозяйственных культур РК. Обосно-
вала целесообразность и важность селекции на качество 
в соответствии с конечным типом использования зерна: 
пищевое, кормовое, биотехнологическое (глубокая перера-
ботка). Под руководством А.И. Абугалиевой проводены ис-

А.И. Абугалиева (20 августа 1959 г. – 11 октября 2020 г.) 
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следования по DUS-тестированию сортов на отличимость, 
однородность и стабильность согласно унифицированной 
методике Международного союза по охране новых сортов 
растений (UPOV). Айгуль Изтелеуовна способствовала до-
стижению целей, описанных в Конвенции UPOV, которые со-
стоят в обеспечении признания членами Союза достижений 
селекционеров, занимающихся выведением новых сортов 
растений, путем предоставления им права интеллектуаль-
ной собственности на основании четко оговоренных прин-
ципов. Особое место в исследованиях Айгуль Изтелеуовны, 
посвященных качеству зерна пшениц Казахстана, отведено 
определению его конкурентоспособности на мировых рын-
ках согласно требованиям стран-экспортеров.

А.И. Абугалиева с сотрудниками активно изучала ге-
нофонд диких и культурных растений по биохимическим, 
технологическим и питательным свойствам зерна, устой-
чивости к био- и абиотическим факторам среды, фотосин-
тетическому потенциалу продуктивности. Выполнила цикл 
работ по определению общей комбинационной способно-
сти генотипов и генотип-средовых взаимодействий, ранжи-
ровав коммерческие сорта зерновых культур Казахстана по 
устойчивости формирования классов качества с учетом их 
продуктивности. Провела технологические исследования 
и обосновала использование смесей зерна пшеницы с зер-
ном других зерновых и зернобобовых культур как сырья 
для функционального питания. Активно изучала генофонд 
диких и культурных растений из коллекции ВИР. С начала 
1980-х гг. занималась идентификацией пшеницы по запас-
ным белкам с использованием мировой коллекции. В по-
следующем неоднократно посещала ВИР и принимала уча-
стие в различных семинарах, конференциях и совместных 
научных проектах. Способствовала обмену растительными 
ресурсами между РК и РФ. Благодаря усилиям А.И. Абуга-
лиевой коллекция ВИР постоянно пополнялась новым се-
лекционным материалом казахстанского происхождения.

Айгуль Изтелеуовна играла ключевую роль в организа-
ции успешного функционирования Казахстанско-Сибир-
ской сети улучшения яровой пшеницы (КАСИБ), созданной 
в 2000 г. и в настоящее время объединяющей 22 селекци-
онные программы России и Казахстана. КАСИБ успешно 
работает до сих пор в значительной степени благодаря 
А.И. Абугалиевой, которая сплотила казахстанских селекци-
онеров и способствовала их активному взаимодействию с 
учеными России. В последние годы она уделяла значитель-
ное внимание расширению генетического разнообразия 
(гермоплазмы) пшеницы за счет отдаленной гибридизации 
мягкой пшеницы с другими видами рода Triticum L. и ее со-
родичами. В результате этих исследований получены пер-
спективные высокоурожайные, устойчивые к основным 
для Республики Казахстан болезням и обладающие высо-
ким качеством зерна линии. Лучшие из них зарегистриро-
ваны в Национальной системе гермоплазмы растений Ми-
нистерства сельского хозяйства США.

А.И. Абугалиева внесла весомый вклад в пропаганду до-
стижений казахстанской науки в мире, участвуя в между-
народных проектах и исследованиях, крупных форумах и 
конгрессах по пшенице. С 1992 г. Айгуль Изтелеуовна – член 
Международного общества по науке и технологии зерна 

(ICC, Вена, Австрия). В 2016  г. присоединилась к Эксперт-
ной рабочей группе по улучшению качества пшеницы для 
переработки и здоровья в рамках объединения «Пшенич-
ная инициатива» (Expert Working Group on Improving Wheat 
Quality for Processing and Health of the Wheat Initiative). В на-
стоящее время экспертная группа включает 80 ученых из 30 
стран мира, имеющих опыт в исследовании качества зерна 
пшеницы. А.И. Абугалиева активно участвовала во всех ме-
роприятиях организации, в том числе трех международных 
встречах, которые прошли в Вене (Австрия), Teскоке (Мек-
сика) и Саскатуне (Канада); работала над международными 
проектами и расширением сотрудничества. Она интере-
совалась изучением качества как мягкой, так и твердой 
пшеницы. В частности, анализировала влияние различных 
сред и состава глютенинов на качество переработки и ко-
нечное использование зерна. 

Айгуль Изтелеуовна приложила значительные усилия 
для всестороннего изучения различных видов синтетиче-
ской (искусственно созданной) пшеницы по хозяйственно 
важным показателям и признакам качества зерна для ис-
пользования в продовольственных целях. Новые сорта син-
тетиков пшеницы продемонстрировали представляющие 
научный интерес характеристики, а также были исследова-
ны как источник увеличения генетической изменчивости 
(полиморфизма) для улучшения питательных свойств зерна 
пшеницы с повышенным содержанием цинка и железа.

В 2017–2019 гг. А.И. Абугалиева руководила проек-
том Европейской платформы фенотипирования растений 
(European Plant Phenotyping Platform) по изучению ионо-
мики зерна яровой пшеницы. В рамках данного проекта 
обширный материал из производственных посевов, а также 
из пяти точек КАСИБ (более 2500 образцов) проанализиро-
ван в Центре иономики Университета Ноттингема (Велико-
британия). При этом определены концентрации 20 элемен-
тов, включая макро- и микроэлементы, тяжелые металлы.  
В 2021 г. в журнале Communications in Soil Science and Plant 
Analysis были опубликованы результаты исследования, в ко-
тором показана высокая пищевая безопасность зерна яро-
вой пшеницы, выращенного в западных, северных и восточ-
ных районах Казахстана и в Омской области. Концентрация 
вредных элементов оказалась ниже порога определимости, 
свидетельствуя о безопасности зерна из Северного Казах-
стана и Западной Сибири.

В 2006–2009 гг. А.И. Абугалиева – член попечительского 
совета ICARDA. Внесла существенный вклад в развитие ис-
следовательской программы этой международной органи-
зации в Центральной Азии и на Кавказе (ЦАК), определение 
приоритетов исследований и обеспечение устойчивого 
роста сельского хозяйства в регионе. Способствовала все-
стороннему сотрудничеству и поддержке партнерства 
участников ICARDA с учеными-аграриями различных науч-
но-исследовательских институтов ЦАК и России.

Профессором А.И. Абугалиевой подготовлены восемь 
кандидатов наук, два PhD и один доктор наук. А.И. Абугалие-
ва – член диссертационных советов Казахского НИИ земле-
делия и растениеводства и Института физиологии, генетики 
и биоинженерии, экспертного совета ВАК РК; редакционных 
коллегий журналов «Вестник сельскохозяйственной науки 
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Памяти профессора Айгуль Изтелеуовны АбугалиевойН.П. Гончаров, А.И. Моргунов, В.П. Шаманин, В.И. Цыганков, 
М.А. Есимбекова, И.Г. Лоскутов, К. Гузман, П.P. Шеври, М. Эль-Солх

В лаборатории техоценки Казахского НИИ земледелия им. В.Р. Вильямса, п. Алмалыбак, 2000 г.  
Из домашнего архива Т.В. Савина
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In memory of professor Aigul I. Abugalieva

Отбор и оценка экспериментального материала. Поля КазНИИЗиР, п. Алмалыбак, 11 мая 2020 г.  
Из домашнего архива Т.В. Савина
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М.А. Есимбекова, И.Г. Лоскутов, К. Гузман, П.P. Шеври, М. Эль-Солх

Осмотр экспериментальных посевов ОмГАУ. Совещание КАСИБ, Омск, 2018 г.
А.И. Абугалиева, М. Кишии (СИММИТ, Мексика), А.И. Моргунов (СИММИТ, Турция), М.А. Левшунов  
(КФХ «Тритикум», Омск) и В.П. Шаманин (ОмГАУ) (слева направо). Фото пресс-службы ОмГАУ

На делянках ячменя. КазНИИЗиР, п. Алмалыбак, 26 июня 2013 г. А.И. Абугалиева, К.К. Кожахметов (справа налево).  
Фото Н.П. Гончарова
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In memory of professor Aigul I. Abugalieva

Красивейшее место Казахстана – экспериментальные поля КазНИИЗиР. п. Алмалыбак, 27 июня 2013 г. Фото Н.П. Гончарова

С участниками 14-й Международной конференции EWAC. Стамбул, 6–10 мая 2007 г.  
Источник: http: www.ewac.eu/docs/ewac_nl2007.pdf
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Памяти профессора Айгуль Изтелеуовны АбугалиевойН.П. Гончаров, А.И. Моргунов, В.П. Шаманин, В.И. Цыганков, 
М.А. Есимбекова, И.Г. Лоскутов, К. Гузман, П.P. Шеври, М. Эль-Солх

А.И. Абугалиева с лауреатом Нобелевской премии мира 1970 года Норманом Борлоугом (CIMMYT). Казахский НИИ 
земледелия им. В.Р. Вильямса, 1998 г. Из домашнего архива Т.В. Савина

На международном симпозиуме по генетике и селекции твердой пшеницы, посвященном памяти профессора  
Джана Томмазо Скарассия Мугноцца. Рим, 28 мая 2013 г. Фото Н.П. Гончарова
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M.A. Yessimbekova, I.G. Loskutov, C. Guzman, P.R. Shewry, M. El Solh

In memory of professor Aigul I. Abugalieva

В перерыве международной конференции. 25 апреля 2017 г. Из домашнего архива Т.В. Савина
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Памяти профессора Айгуль Изтелеуовны АбугалиевойН.П. Гончаров, А.И. Моргунов, В.П. Шаманин, В.И. Цыганков, 
М.А. Есимбекова, И.Г. Лоскутов, К. Гузман, П.P. Шеври, М. Эль-Солх

Доклад на совещании КАСИБ. Павлодар, 2008 г. Фото В.И. Цыганкова

На развалинах Древнего Рима. 29 мая 2013 г. Фото Н.П. Гончарова
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In memory of professor Aigul I. Abugalieva

В кругу семьи. 1-й ряд слева направо: А.И. Абугалиева, И.А. Абугалиев, Г.Е. Умурзакова, 2-й ряд слева направо:  
Э.В. Савин, Т.В. Савин, С.И. Абугалиева. п. Алмалыбак, 2002 г. Из домашнего архива Т.В. Савина

Дедушка А.И. Абугалиевoй народный артист Казахской ССР Елюбай Умурзаков (1-й ряд, 2-й справа) на читке пьесы  
в Казахском академическом театре драмы им. М.O. Ауэзова. Алма-Ата, 1954 г. Из домашнего архива Т.В. Савина
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Памяти профессора Айгуль Изтелеуовны АбугалиевойН.П. Гончаров, А.И. Моргунов, В.П. Шаманин, В.И. Цыганков, 
М.А. Есимбекова, И.Г. Лоскутов, К. Гузман, П.P. Шеври, М. Эль-Солх

С отцом – И.А. Абугалиевым. Алма-Ата, 1999 г. Из домашнего архива Т.В. Савина
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M.A. Yessimbekova, I.G. Loskutov, C. Guzman, P.R. Shewry, M. El Solh

In memory of professor Aigul I. Abugalieva

С младшей сестрой д-ром биол. наук С.И. Абугалиевой на 8-м Международном симпозиуме по пшеницевым 
(ITS-2017). Вернигероде (Германия), 13 июня 2017 г. Фото Н.П. Гончарова
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Памяти профессора Айгуль Изтелеуовны АбугалиевойН.П. Гончаров, А.И. Моргунов, В.П. Шаманин, В.И. Цыганков, 
М.А. Есимбекова, И.Г. Лоскутов, К. Гузман, П.P. Шеври, М. Эль-Солх

Казахстана», «Письма в Вавиловский журнал генетики и се-
лекции» и др.

А.И. Абугалиева – автор более 800 научных работ, в том 
числе 9 монографий, 15 патентов на селекционные дости-
жения, 4 патентов на изобретения и 35 зарегистрированных 
и допущенных к использованию в РК сортов сельскохозяй-
ственных культур (пшеница, ячмень, рис, кукуруза, сорго, 
соя и тритикале). Написала главу для 3-го тома известного 
издания «Всемирная книга пшеницы» (World Wheat Book) по 
истории возделывания и селекции пшеницы в Южном Ка-
захстане, напечатанного в 2016 г. в Париже.

Лауреат премии ЦК ЛКСМ Казахстана (1986), Союза мо-
лодежи и конгресса предпринимателей РК (1995). Обла-
датель стипендии Президента РК за выдающийся вклад в 
развитие науки и техники (2000–2002) и премии «Парасат» 
АО «Национальный центр научно-технической информа-
ции» в номинации «Казахстанские авторы с наибольшей 
публикационной активностью в зарубежной базе Web of 
Science, Thomson Reuters». За особые заслуги в сохранении 
Коллекции генетических ресурсов растений ВИР награжде-
на медалью академика Н.И. Вавилова (2012, РФ), медалью 
Министерства сельского хозяйства Республики Казахстан 
«60-летие освоения Целины» (2014), нагрудным знаком 
Министерства сельского хозяйства Республики Казахстан 
«Ауыл шаруашылығы саласынын уздігі» (2014).

А.И. Абугалиева была необыкновенно добрым, искрен-
ним, дружелюбным и открытым человеком. Все, кто знал 
Айгуль Изтелеуовну Абугалиеву, опечалены известием о ее 
безвременной кончине.

Хронологический указатель основных  
научных трудов А.И. Абугалиевой

1983
Соотношение субфракций глиадина у биотипов озимой пшеницы // 

Вестник с.-х. науки Казахстана. 1983. № 3. С. 38–40.

1984
Качество зерна биотипов пшеницы // Вестник с.-х. науки Казахстана. 

1984. № 5. С. 29–32.

1985
Глиадин-глютениновые биотипы пшеницы // Доклады ВАСХНИЛ. 

1986. № 6. С. 4–5. (соавт. Перуанский Ю.В., Булатова К.М., 
Нехорошева Л.М.)

Изменчивость биотипного состава озимой пшеницы и качество 
зерна // Вестник с.-х. науки Казахстана. 1985. № 1. С. 33–36. (соавт. 
Сейфуллина М.П.)

Изопероксидазы проростков глиадиновых биотипов пшеницы 
Богарная 56 // Вестник АН КазССР. 1985. № 4. С. 72–75. (соавт. 
Перуанский Ю.В., Тажибаева Т.Л.)

Методические указания по идентификации сортов пшеницы и 
ячменя на основе составляющих их проламиновых биотипов / 
сост. Перуанский Ю.В., Абугалиева А.И., Надиров Б.Т., Духнов С.Н., 
Савин В.Н. ВО ВАСХНИЛ: Алма-Ата, 1985. 14 с.

Множественность глиадиновых биотипов у сорта пшеницы 
// Селекция и семеноводство. 1985. № 3. С. 23–24. (соавт. 
Перуанский Ю.В.)

Разнокачественность глиадиновых биотипов пшеницы // Селекция 
и семеноводство. 1986. № 2. С. 30–31. (соавт. Перуанский Ю.В.)

Соотношение компонентов глиадина у биотипов пшеницы // 
Известия АН КазССР. Серия биол. 1985. № 2. С. 35–37. (соавт. 
Перуанский Ю.В.)

Сходство глиадиновых биотипов внутри сорта пшеницы // Доклады 

ВАСХНИЛ. 1985. № 9. С. 7–9. (соавт. Перуанский Ю.В.)
Сходство и различие в соотношении компонентов глиадина у 

биотипов пшениц // Вестник с.-х. науки Казахстана. 1985. № 3. 
С. 38–40. (соавт. Перуанский Ю.В.)

1987
Сходство и различие биотипов пшеницы по содержанию 

дисульфидных связей в глиадине // Известия АН КазССР. Серия 
биол. 1987. № 3. С. 35–37. (соавт. Перуанский Ю.В., Надиров Б.Т.)

1991
Генетический паспорт сортов пшеницы // Новости науки Казахстана. 

1991. № 2. С. 52–53. (соавт. Абугалиева С.И.)
Моделирование качества зерна озимой пшеницы сухостепного 

агроэкотипа на основе генетических маркеров // Вестник с.-х. 
наук Казахстана. 1991. № 11. С. 17–21. (соавт. Булатова К.М.)

Полиморфизм запасных и каталитических белков – основа базы 
данных для идентификации генотипов пшеницы в селекции 
и биотехнологии // Вестник с.-х. науки Казахстана. 1991. № 3.  
С. 20–24.

1992
Кластерный анализ в оценке генотип-средовых взаимодействий 

урожайности коллекционного и селекционного материала 
ячменя // Вестник с.-х. науки Казахстана. 1992. № 3. С. 19–23. 
(соавт. Омарова Р., Сариев Б.С.)

Метод инфракрасной спектроскопии в определении содержания 
белка, крахмала, клейковины в зерне пшеницы // Вестник с.-х. 
науки Казахстана. 1992. № 4. С. 8–10. (соавт. Баймаганова Г.Ш.)

1993
Зависимость между компонентами глиадина, субъединиц глюте-

нина и качеством зерна пшеницы // Доклады РАСХН. 1993. № 4.  
С. 9–14. (соавт. Перуанский Ю.В., Булатова К.М., Новоха тин В.В.)

Информационно-техническая база НИУ // Вестник с.-х. науки 
Казахстана. 1993. № 11/12. С. 28–32. (соавт. Аткешев Ж.С., 
Изотова Х.З.)

Полиморфизм и качество зерна пшеницы сорта Зернокормовая 50 
// Вестник с.-х. науки Казахстана. 1993. № 9–10. С. 31–34. (соавт. 
Перуанский Ю.В.)

Инфракызыл спектроскопиянын кемегімен дәннін сапасын 
бакылаую // Жаршы. 1993. № 5/6. Б. 11–12.

1994
Компоненты глиадина и субъединицы в селекции пшеницы на 

качество зерна: автореф. дис. ... д-ра биол. наук. пос. Алмалыбак, 
1994. 52 c.

1995
Методические указания по компьютеризации исследовательских 

работ НИУ биологического профиля (программное обеспечение 
в селекции). Алматы, 1995. 36 с. (соавт. Савин В.Н.)

1996
Генетические маркеры в изучении сортового разнообразия ячменя 

// Вестник с.-х. науки Казахстана. 1996. № 2. С. 41 –49. (соавт. 
Туруспеков Е.К., Абугалиева С.И.)

Генетические маркеры пшеницы и ячменя и их использование в 
селекции // Новости науки Казахстана. 1996. № 1. С. 33–37. (соавт. 
Туруспеков Е.К., Абугалиева С.И.)

Методы биохимической оценки коллекционного и селекционного 
материала / сост. Абугалиева А.И., Савин В.Н.; под ред. 
Перуанского Ю.В. Алматы, 1996. 123 с. 

Показатель твердозерности – критерий качества зерна 
хлебопекарных пшениц // Вестник с.-х. науки Казахстана. 1996. 
№ 6. С. 30–37.

Системный подход и генетические маркеры в селекции и 
семеноводстве на примере хлебопекарной пшеницы. I. 
Эмпирическая кластеризация вида Triticum aestivum L. // Вестник 
с.-х. науки Казахстана. 1996. № 10. С. 19–27. (соавт. Кожемякин Е.В., 
Савин В.Н.)

Сортовой генофонд ячменя Казахстана Hordeum vulgare L. (методы 
исследований, идентификация и каталог сортов). Алматы, 1996. 
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134 с. (соавт. Туруспеков Е.К., Скокбаев С.А., Морунова Г.М., 
Драчева Л.М., Абугалиева С.И., Савин В.Н.)

1997
Биохимическая характеристика дигаплоидов ячменя // Биотехно-

логия. 1997. № 3. С. 87. (соавт. Алимгазинова Б.Ш.)
Оптимизация селекции пшеницы: белковые маркеры, базы данных 

и программное обеспечение // Доклады РАСХН. 1997. № 4. С. 5–7. 
(соавт. Абугалиев И.А.)

Система оценки и интерпретации качества зерна пшеницы 
в селекции // Доклады РАСХН. 1997. № 1. С. 22–25. (соавт. 
Абугалиев И.А.)

Сортовой генофонд ячменя в Казахстане. Сообщ.1. Базы данных 
// Вестник с.-х. науки Казахстана. 1997. № 7. С. 25–31. (соавт. 
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