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ВВЕДЕНИЕ 

В начале 70-х годов прошлого столетия наметился существенный 

прогресс в исследованиях, проводившихся в области популяционной 

генетики. Такое развитие стало возможным благодаря использованию 

физико-химического метода белкового электрофореза для анализа раз-

личного рода ферментов. Хотя к этому периоду времени теоретический 

аспект данного методического подхода был уже довольно хорошо раз-

вит, особенно школой S.Wright [405, 406], анализ ферментных систем 

изучаемых организмов, в отсутствие различных и многочисленных мо-

лекулярно-генетических маркеров, мог быть подтвержден только лишь 

прямыми экспериментальными данными. В доказательство этому, в по-

следующие тридцать лет появились сотни работ по изучению аллофер-

ментного и изоферментного полиморфизма у различных организмов. 

Так, например, в конце 1980-х годов было опубликовано несколько ос-

новных библиографических обзоров, посвященных рассмотрению по-

лиморфизма аллоферментов как в царстве растений, так и в царстве жи-

вотных [164, 278].  

Подробные исследования на уровне аллоферментов проводились 

в различных дисциплинах (физиология, биохимия, генетика, селекция) 

для решения различных по своим целям задач (изучение структуры по-

пуляций и полиплоидии, при проведении гибридизации и анализе гиб-

ридов, в систематике и др.) [221, 270]. Аллоферментный анализ относи-

тельно прост и легок в исполнении. Как правило, для проведения алло-

ферментного анализа приготовляется гомогенат из какой-либо ткани, и 

полученный экстракт разделяется в полиакриламидном или крахмаль-

ном геле. При этом белки, находящиеся в этом экстракте, последова-

тельно разделяются по зарядам и размерам. После электрофореза гель 

окрашивается в соответствии с ферментативной активностью выявляе-

мого фермента. Для этого добавляют ферментный субстрат и краситель, 

которые, при вступлении в определенную биохимическую реакцию, ок-

рашивают белковые полосы ферментов в том положении на геле, кото-

рое соответствует миграционному положению ферментного белка. В за-

висимости от числа локусов, их состояния (гомо- или гетерозиготно-

сти), и конфигурации ферментной молекулы, проявляется от одной до 

нескольких полос на геле. Позиции этих полос могут быть полиморф-
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ными, а поэтому информативными при определении генных локусов и 

групп сцепления.  

Для анализа и выявления генетического полиморфизма в различ-

ного рода популяциях могут использоваться и изоферменты. Так, на-

пример, в ряде работ на томате, изоферменты были использованы не 

только при анализе генетического разнообразия [38, 375], но и при ло-

кализации экономически важных генов [366], при мониторинге чистоты 

гибридных семян [371], при выявлении интрогрессии генов и хромосом 

диких видов [312], при проведении пыльцевой селекции [415], а также 

при скрининге гаплоидных генотипов, регенерированных в культуре 

клеток и тканей in vitro [414]. Однако существует несколько ограниче-

ний, не позволяющих широко использовать алло- и изоферменты в ка-

честве молекулярных маркеров [297]. Для того чтобы молекулярный 

маркер стал таковым, особенно при составлении молекулярно-

генетических карт, строго обязательно выполнение, как минимум, сле-

дующих условий: 1) для наиболее полного маркирования каждой хро-

мосомы (группы сцепления), в геноме должно быть достаточное коли-

чество маркерных локусов, которые равномерно располагались бы друг 

от друга на расстоянии не более чем 15-20 сМ; 2) маркерный локус 

должен быть достаточно полиморфным с таким расчетом, что любое, 

проводимое скрещивание, выявляло бы расщепление по интересующе-

му исследователя маркерному локусу [75]. Это как раз и есть те два ос-

новных, предъявляемых молекулярным маркерам, требования, которым 

изоферменты не могут отвечать. Более полный список необходимых ус-

ловий приведен в [14]. Кроме того, при использовании изоферментов в 

качестве маркеров, чисто техническим ограничением является возмож-

ность (точнее невозможность) детекции и установления ферментной ак-

тивности, вследствие отсутствия соответствующих красителей, исполь-

зуемых для выявления ферментативной активности. Так, например, в 

различных организмах идентифицировано более 3500 ферментов, а из-

вестно всего лишь около 100 красителей, используемых при анализе 

ферментативной активности, и менее половины из них пригодны для 

анализа изоферментов растений [387].  

Следует подчеркнуть, что иногда термины «изоферменты» и «ал-

лоферменты» взаимозаменяют, что является некорректным. Изофер-
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менты — это ферменты, которые распознают и расщепляют одни и те 

же субстраты, но не обязательно являются продуктами одного и того же 

гена. Изоферменты могут быть активны в различные стадии жизни ор-

ганизма или в различных клеточных тканях и/или органеллах. Алло-

ферменты — это изоферменты, которые являются продуктами ортоло-

гичных генов, и которые, вследствие наличия аллельных отличий между 

кодирующими их генами, различаются в своем аминокислотном составе 

по одной или нескольким аминокислотам. 

Однако как бы ни были хороши белковые маркеры, они имеют 

целый ряд ограничений. Прежде всего, следует отметить то, что белки 

не являются первичными носителями генетической информации, а яв-

ляются продуктом транскрипции и трансляции, кодирующих их генов. 

Помимо этого, полиморфизм белков, выявляемый одномерным элек-

трофорезом, может быть подвержен как качественному, так и количест-

венному изменению из-за воздействия на растения экологического 

стресса, обусловленного, например, недостатком элементов питания 

[79, 336-338, 351, 362]. Необходимо учитывать и возможность механи-

ческих повреждений (порывов) и/или несоблюдение стандартизации ус-

ловий экстракции белков и полипептидов при их выделении и очистке, 

а также при проведении электрофореза, что может приводить к появле-

нию неспецифических электрофоретических спектров [77, 87, 265, 338, 

339]. Вырожденность генетического кода также является ограничитель-

ным фактором, поскольку значительно сужает спектр, а значит и воз-

можности, полиморфизма, выявляемого на уровне аминокислотных по-

следовательностей по сравнению с полиморфизмом, который можно 

выявить на уровне первичных нуклеотидных последовательностей. 

Кроме того, как известно, не весь геном, а всего лишь его треть или да-

же меньше кодирует и экспрессирует какие-либо белки. Все это приво-

дит к тому, что геномные изменения в некодирующей его части или ре-

гуляторной частях генов (а это более 70% генома), выпадает из поля 

зрения исследователей. С появлением методологий позволяющих опе-

рировать с ДНК (основным носителем генетической информации на 

молекулярном уровне) внимание исследователей в значительной степе-

ни переключилось на нуклеиновые кислоты, как источник информатив-

ного полиморфизма. Это связано с тем, что каждая отдельно взятая нук-
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леотидная последовательность уникальна по своей структуре. Последо-

вательность ДНК может быть использована для любых исследований 

генетического разнообразия и взаимодействия между организмами. В 

последние десятилетия был разработан широкий спектр идентификации 

полиморфизма нуклеотидных последовательностей. Результатом таких 

работ явилась разработка молекулярных методов исследования орга-

низмов с использованием ДНК-маркеров. Совокупность этих методов, 

получившая название ДНК-фингерпринтинг, довольно широко исполь-

зуется в современных исследованиях для решения различных задач в 

различных биологических дисциплинах, в том числе при изучении раз-

личного рода генетических и селекционных популяций. 

В целом появление молекулярных маркеров на уровне ДНК зна-

чительно ускорило последующее развитие и популяционной генетики 

[300]. Следует заметить, что если аллоферменты и изоферменты, также 

как другие типы белков, принадлежат к относительно однородному ти-

пу маркеров — биохимических, то молекулярные маркеры и методы ис-

следований на уровне ДНК позволяют выявлять значительно большее 

количество гетерогенности генома, определяемое его полиморфизмом и 

формой эволюции различных геномных районов. Кроме того, наличие 

полиморфизма может быть выявлено и в геномах разнообразных кле-

точных компартаментов (хлоропласты, митохондрии), имеющих свою 

собственную наследственность и эволюцию. Благодаря результатам, 

полученным с помощью молекулярных ДНК маркеров, такая традици-

онная область популяционной генетики, как анализ генетической струк-

туры природных и селекционных популяций был значительно консоли-

дирован и укреплен. Пригодность маркеров нуклеиновых кислот и в 

особенности доступность к базам данных ДНК, не только открыли но-

вые области их применения, но и сделали возможным уточнение боль-

шого количества полученных ранее данных по истории происхождения 

и эволюции разнообразных популяций, в том числе образцов Генных 

Банков генетических ресурсов растений (ГРР). Наглядным примером 

одного из разделов биологической науки, которые, несомненно, выиг-

рали от применения ДНК-маркерных технологий, и которые активно 

развиваются, в том числе исследователями ГРР, является филогенетика 

(см., например, [1, 2, 4, 9]). Кроме того, дополнительное сравнение ге-
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неалогической информации с географическим распределением видов и 

популяций, то есть с их филогеографией, позволило с большей отдачей 

реализовать на практике пути интеграции популяционной генетики в 

построении естественной системы организмов и установлении путей их 

эволюции.  

В настоящей книге рассмотрены возможности широкого приме-

нения молекулярных маркеров в популяционной генетике и селекции 

сельскохозяйственных растений, а также их диких родичей. В первой 

главе, не создавая классификационного перечня методов, основанных 

на различных маркерах или маркерных системах, и не детализируя их, 

как это было сделано ранее [14, 17], с помощью сравнительного подхода 

кратко обрисованы особенности и свойства их применения, относящие-

ся к трем основным направлениям популяционной генетики дикорасту-

щих и возделываемых видов растений, а именно: изучение биоразнооб-

разия, как природного, так и сохраняемого в Генных Банках ГРР, диф-

ференциации и дрейфа генов.  

Во второй главе описывается как можно с помощью молекуляр-

ных маркеров получить более полную картину генетического разнооб-

разия, существующего внутри отдельно взятых видов или их структур-

ных комплексов, популяций, и прежде всего селекционных. Взаимоот-

ношения между молекулярной дивергенцией, фенотипической дивер-

генцией и сопроисхождением; взаимосвязь между молекулярной дивер-

генцией и гетерозисом; маркерная помощь при беккроссировании поли-

генного признака и использование молекулярных маркеров для защиты 

новых сортов, а также ряд других тем также рассматривается в этой 

главе. Следует отметить, что такого рода информация особенно важна 

для системного управления генетическими ресурсами растений, также 

как и для рационального использования ГРР в селекционных програм-

мах, на что обращается особое внимание во второй главе. Разделы вто-

рой главы, посвященные вкладу изучения разнообразия в практическую 

селекцию, а также применению методов классификации в гетерозисные 

группы и управлению генетическими ресурсами растений, написаны 

при участии к.с.-х.н. А.М.Артемьевой, за что авторы выражают ей осо-

бую благодарность. Завершается вторая глава описанием использования 

молекулярных маркеров генов при интрогрессии желаемых аллелей ге-
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ном и/или QTL (Quantitative Trait Loci) в реципиентный геном селекци-

онно значимых форм и отдельно взятых сортов. 

Третья глава посвящена вопросам проявления, идентификации и 

локализации на хромосомах локусов количественных признаков, прояв-

ляющих свое действие в популяциях. Показаны принципы установления 

различия эффектов действия «диких» аллелей, ответственных за измен-

чивость количественных признаков в популяциях, включая определение 

QTL, учитывающих молекулярно-генетические маркеры обособленно и 

посредством анализа варианс популяции F2. Рассмотрены достоинства и 

недостатки популяций, наиболее часто используемых для определения 

QTL. Проведено сравнение популяций F2, беккроссов, удвоенных гап-

лоидов и рекомбинантных инбредных линий. Освещается генетическая 

и молекулярная основа вариации количественных признаков в различ-

ного рода популяциях, эффекты доминирования, трансгрессия, эпистаз, 

эффекты действия окружающей среды и некоторые характерные осо-

бенности QTL.  

В четвертой главе, являющейся логическим продолжением треть-

ей, рассмотрены случаи контроля признака одним основным или, так 

называемым, менделевским геном. В этой главе описаны два основных 

пути, позволяющие провести в ограниченном районе генома поиск мар-

кера, генетически сцепленного с интересующего исследователя геном. 

Эти два подхода предполагают использование для поиска и картирова-

ния основных или менделевских генов почти изогенные линии и сово-

купный сегрегационный анализ популяций, что позволяет не только 

решить проблему картирования, но и высвободить значительное коли-

чество времени, а также существенно сократить расходы финансово-

экономических средств, требующихся на установление взаимосвязи 

«маркер-ген». 

В пятой главе описаны конкретные примеры практического кар-

тирования и идентификации локусов количественных признаков, обу-

славливающих проявление физиологических и биохимических призна-

ков в популяциях, в том числе в условиях абиотического стресса. Пока-

зано, что при рассмотрении влияния различных видов стрессоров и раз-

нообразных стрессовых условий, включая общие наблюдения по целому 

ряду признаков, становится ясно, что QTL распределены по геному не 
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случайным образом, а довольно часто образуют кластеры. Такое кла-

стирование проявляется не только для коррелирующих свойств на 

уровне организации, которая может быть тривиальной, но и на уровне 

свойств и признаков различных организационных уровней. Обращается 

внимание на то, что в условиях стресса могут проявляться новые кла-

стеры QTL, обозначая новые гены или группы генов, которые становят-

ся более важными в объяснении изменчивости признаков в популяциях 

при их выращивании в определенных эколого-географических услови-

ях. Это означает, что при отборе на устойчивость к стрессу, наиболее 

благоприятный аллель не будет найден в том же локусе, как и при усло-

виях отсутствия стресса. В материалах пятой главы подчеркивается, что 

если ген является «физиологически» ключевым, то его изменение в се-

лекционных поколениях популяций может оказаться противоположным 

желаемому направлению отбору, причем таким образом, что никакие 

QTL невозможно будет определить. Подчеркивается, что физиологи, 

генетики и селекционеры уже сегодня могут начать изучение охаракте-

ризованные сегрегирующие маркерные популяции и маркер-

специфичные генетически изогенные линии вместо простых разновид-

ностей и гетерогенных по своему составу образцов растений. 

В заключительной шестой главе представлена информация об ос-

новных технических средствах и программном обеспечении, повсемест-

но используемых для проведения статистических расчетов и установле-

ния неравновесного сцепления маркер/признак, а также выявления ассо-

циаций между целевыми признаками/генами и молекулярными марке-

рами которые основываются на идентификации неравновесного сцепле-

ния. Кратко обсуждены предназначения основных компьютерных про-

грамм, наиболее широко используемых для проведения генетического 

картирования и установления ассоциаций маркер/признак. Приводятся 

интернет-ссылки, позволяющие заинтересованным пользователям вос-

пользоваться необходимым для них программным обеспечением. 

Авторы будут благодарны за любые замечания или пожелания, 

высказанные читателями, и постараются их учесть в последующих из-

даниях данной книги. 

 

Ю.В. Чесноков, Н.В. Кочерина, В.М. Косолапов 
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Глава I. НЕКОТОРЫЕ АСПЕКТЫ ИСПОЛЬЗОВАНИЯ  

МОЛЕКУЛЯРНЫХ И ТРАДИЦИОННЫХ МАРКЕРОВ  

В ПОПУЛЯЦИОННОЙ ГЕНЕТИКЕ 

 

Как известно, научное развитие в популяционной генетике в ос-

новном происходит за счет реализации двухступенчатого алгоритма 

достижения поставленной цели. При этом исследователь либо (1) огра-

ничивается описательным анализом генетического разнообразия внутри 

какого-то числа организменных генетических единиц (например, виды, 

популяции), либо, (2) исходя из описательного анализа разнообразия, 

продолжает дальше прояснять и устанавливать эволюционные взаимо-

связи (размер популяций, уровень миграции, поток генов и т.п.). Сдвиг 

от ставших традиционными (фенотипических, биохимических) марке-

ров в сторону молекулярных, позволяет значительно расширить научно-

практический опыт исследователя и упростить решение этих двух задач. 

Достигается это благодаря следующим преимуществам: существенному 

увеличению числа аллелей, выявляемых на локус; увеличению числа 

анализируемых или выявляемых локусов; реализации доступа к поли-

морфизму цитоплазматических геномов, а также возможности секвени-

рования и установления распределения аллелей [14, 17]. 

 

1.1. Мультиаллелизм 
 

Иногда ферментные локусы могут иметь много аллелей. Однако 

такие аллели, как правило, являются аллелями с низко сбалансирован-

ной частотой их проявления [164]. Напомним, что, хотя некоторые мо-

лекулярно-генетические подходы, где используется ПЦР амплификация 

с использованием случайных праймеров (например, RAPD, AFLP), вы-

являют только два аллеля (присутствие или отсутствие фрагмента), дру-

гие методы (RFLP, SSCP, DGGE, STS, SSR) позволяют выявлять доста-

точно высоко мультиаллельные локусы (см. [14, 15, 17]). В естествен-

ных популяциях для одного микросателлитного локуса обычно можно 

выявить от 10 до 30 аллелей [26, 111, 325]. Благодаря этому мультиал-

лелизм микросателлитов оказался преимущественно востребованным в 

исследованиях посвященных изучению условий репродуктивного про-

цесса и дрейфа генов [55]. В то же время аллоферменты вполне подхо-
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дят для установления различий у самоопыляющихся и перекрестно 

опыляющихся видов растений [54], или для приблизительного описания 

ареала распространения пыльцы [21, 119]. Но если требуется реконст-

руировать происхождение или родословную интересующих образцов 

или особей с помощью сравнительно небольшого числа локусов, то та-

кую возможность предоставляют микросателлиты. Например, в иссле-

дованиях на различных видах дуба было показано [111, 355], что доста-

точно от четырех до шести локусов для идентификации родительских 

форм, даже если исходная родительская популяция по своим размерам 

была очень мала. Подобного рода данные могут быть использованы как 

для установления физического расстояния, на котором исследуемые 

формы находятся друг от друга, так и для выявления максимально воз-

можной дистанции распространения пыльцы и семян. 

 

1.2. Увеличение числа локусов 
 

Как указывалось выше, многочисленные исследования, проведен-

ные в 70-80-х годах прошлого столетия как на животных, так и на рас-

тениях [164, 278] позволили установить, что с помощью изоферментных 

маркеров полиморфизм может быть проанализирован только на ограни-

ченном числе локусов (то же самое можно отнести и к другим типам 

белков). В растениях число локусов хромосом или генов, выявляемых с 

помощью белковых генетических маркеров, редко превышает 30 [374]. 

Причиной тому, помимо генетических, могут служить и чисто техниче-

ские ограничения. Как известно, из-за присутствия многочисленных 

вторичных метаболитов, выделение ферментов из растений является 

достаточно деликатным делом и, кроме того, проведение почти всех 

специфично окрашивающих реакций лимитировано отсутствием соот-

ветствующих красителей, необходимых для выявления ферментативной 

активности [387]. Не следует забывать и о влиянии физиологических 

факторов, поскольку активность некоторых ферментных локусов явля-

ется тканеспецифичной. Теоретические исследования [277] позволили 

установить, что для выявления генетического разнообразия необходи-

мость увеличения числа анализируемых в геноме локусов более важна, 

чем увеличение числа анализируемых особей. Молекулярные маркеры, 

в отличие от алло- и изоферментов, предоставляют возможность прове-
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дения более систематического исследования генома. Для изучения раз-

нообразия, основанного на биологических особенностях естественных 

или селекционно-значимых генетических ресурсов растений, необходи-

мо, как можно более точно, установить генетический полиморфизм 

внутри исследуемой популяции. Наиболее эффективно это можно сде-

лать при помощи маркеров, позволяющих выявлять и определять гете-

рогенность генома. Более того, если при этом у исследователя имеется 

возможность использовать значительное число маркеров, ассоцииро-

ванных с исследуемыми признаками, и к тому же нанесенных на гене-

тические карты, то это гарантирует лучшее покрытие генома изучаемо-

го генотипа и, как следствие, позволяет более точно определять и ис-

пользовать генетическое разнообразие изучаемых образцов [11, 13, 14].  

 

1.3. Анализ полиморфизма цитоплазматической ДНК 
 

Цитоплазматические геномы имеют особенности, которые делают 

их эффективным инструментом для проведения исследований в попу-

ляционной генетике. Наследование цитоплазмотических геномов обыч-

но монородительское. Митохондрии передаются преимущественно по 

материнской линии. Для хлоропластов ситуация варьирует. У покрыто-

семенных они у 70% родов наследуются по материнской линии, а у ос-

тальных 30% родов наследование происходит через цитоплазму обоих 

родителей [167]. У голосеменных и особенно у Pinaceae и Taxodiaceae 

форма наследования варьирует внутри семейств, но хлоропласты пре-

имущественно передаются по отцовской линии [173]. Несмотря на то, 

что цитологические исследования уже подтвердили различия в способе 

передачи цитоплазматического генома по отцовской и материнской ли-

ниям [64, 78], экспериментальные данные о характере наследования 

хлоропластов были получены в основном на основе сегрегационного 

анализа маркеров хлДНК (хлоропласной ДНК), а для мтДНК (митохон-

дриальной ДНК) — в специальных контролируемых скрещиваниях 

[173, 316].  

Изучение полиморфизма цитоплазматической ДНК создало новое 

направление исследований в популяционной генетике [251]. Дифферен-

циация популяций на ядерном и цитоплазматическом уровнях, прежде 

всего, может быть применена для установления степени распростране-
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ния семян и пыльцы. Кроме того, монородительское наследование ци-

топлазматических органелл упрощает реконструкцию родословной 

(происхождения). Например, отцовское наследование хлоропластов и 

материнское наследование митохондрий позволяют проследить про-

странственное распространение семян и пыльцы у представителей рода 

Pinaceae исключительно посредством изучения полиморфизма ДНК ор-

ганелл [110]. И, наконец, поскольку виды растений посредством рас-

пространения семян могут колонизировать новые для их произрастания 

территории, то выявление пространственного распределения полимор-

физма в геномах органелл позволяет установить пути колонизации того 

или иного вида или популяции [293]. К тому же анализ полиморфизма 

хлоропластной ДНК значительно облегчается наличием «универсаль-

ных» маркеров, подходящих для исследования хлоропластного генома 

у разных, как дикорастущих, так и культурных, видов растений.  

 

1.4. Распределение аллелей 
 

Как указывалось выше, при анализе полиморфизма алло- и изо-

ферментов, обычно, изучают различные аллели, взаимоотношения меж-

ду которыми не всегда поддаются какой-либо регламентации или клас-

сификации. Так, сделанные в начале 1970-х годов [281] попытки интер-

претировать электрофоретические варианты изоферментных профилей 

как аллели, полученные один от другого вследствие изменения элек-

трофоретического заряда (модель поэтапного мутирования белков), ока-

зались недейственными и неэффективными. Особенно когда модель 

сталкивалась с экспериментальными данными, для которых различия в 

заряде не было единственной причиной, ответственной за электрофоре-

тическую подвижность [138]. В случае молекулярных маркеров взаимо-

отношение между аллелями может быть установлено как функция фор-

мы мутации. Для районов тандемных повторов (мини- и микросателли-

ты, рибосомальная ДНК) аллели могут отличаться один от другого за 

счет добавления или изъятия одной или нескольких единиц повторов 

[340]. Благодаря этому, они могут быть систематизированы в соответст-

вии с их размерами (модель поэтапного мутирования нуклеиновых ки-

слот). Тем не менее, даже принимая во внимание особую форму эволю-

ции геномных повторов, необходимо отметить, что два аллеля одной и 
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той же длины не обязательно идентичны по происхождению. Для дру-

гих районов генома, каждая мутация может (в разумных пределах) быть 

принята во внимание как уникальная (модель неограниченного числа 

ДНК-аллелей). Поэтому два аллеля с идентичной последовательностью, 

с высокой долей вероятности, будут идентичны и по происхождению. В 

этом случае филогенетическое древо аллелей может быть построено ис-

ходя из их нуклеотидных последовательностей. Если только не было 

рекомбинации (например, в хлДНК), можно построить филогенетиче-

ское древо исходя из молекулярно-генетических карт сцепления или ре-

стрикционных профилей различных аллелей.  

Информацию о способах и путях пространственного и эволюци-

онного распространения аллелей можно использовать для упрощения 

установления генетического разнообразия ГРР, поскольку доступность 

информации о последовательностях ДНК различных аллелей позволяет 

«закрепить» генетику популяций на «ретроспективном» пути исследо-

ваний посредством изучения генеалогии аллелей (теория сращивания, 

[181]). На основе информации о последовательностях ДНК различных 

аллелей, можно получить множество разнообразных данных. Так, на-

пример, может быть установлено время объединения (сращивания) ал-

лельных множеств, а также число поколений, разделяющих происходя-

щих от одного общего предка аллелей, включая позиционное распреде-

ление различных узловых точек на их генеалогическом древе. В целом 

при анализе полиморфизма видов живых организмов подход сращива-

ния предлагает основанный на теории вероятностей метод, позволяю-

щий делать выводы о демографических и генетических параметрах ис-

ходя из генеалогии генов [343]. 

 

1.5. Анализ молекулярного разнообразия 
 

Обилие различных вариантов доступных молекулярных маркеров 

привело к разработке значительного числа методов анализа генетиче-

ского разнообразия, существующего в естественных популяциях дико-

растущих и селекционных популяциях возделываемых видов растений. 

Эти методы разделены на две большие группы. Первая ограничена так 

называемой фенотипической интерпретацией данных. В этом случае 

различия между генетическими единицами определяются индексами 
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(коэффициентами) диссимилярности [230] и мультивариантными стати-

стическими методами, которые позволяют описать общую организацию 

разнообразия. Такой подход используют, если доступны маркеры, полу-

ченные в результате проведения генетического фингерпринтинга. При-

рода маркеров имеет значение только при качественном сравнении раз-

личных исследований: если не установлено, что локусы должны опре-

делять характерные черты (придавать индивидуальный характер), то 

границы применимости используемых маркеров определяются случаем 

исследования. Во второй группе, данные анализируют в генетических 

терминах, используя при этом кодоминантные (например, RFLP, STS, 

SSR, SNP) или доминантные маркеры (RAPD, AFLP), а выявленные ло-

кусы рассматривают индивидуально. В целом, молекулярно-

генетический анализ богаче фенотипического и лучше подходит для по-

строения логических умозаключений по эволюции и структуре популя-

ций, в том числе и селекционных. Исходя из анализа нуклеотидного по-

лиморфизма, разнообразие, отмечаемое на молекулярном уровне, может 

быть выражено количественно, в частности, посредством вычисления 

среднего числа замен на нуклеотидный сайт. Это число может быть ус-

тановлено исходя либо из анализа первичной структуры нуклеотидной 

последовательности, либо из данных, полученных с помощью молеку-

лярных маркеров. 

 

1.5.1. Установление молекулярной дивергенции на основе  

первичной структуры нуклеотидной последовательности 
 

Рассмотрим два аллеля известной нуклеотидной последовательно-

сти, которые проявляют различия по сайтам 5 и 14: 
 

cайт             5           14 

аллель 1  ACCTGGCTATCTTACCGACGGTCGCGATGATA 

аллель 2  ACCTCCCTATCTTAGGGACGGTCGCGATGATA 
 

Предположим, что оба аллеля эволюционировали отдельно друг 

от друга за период времени Т (Т также может быть число поколений). 

Каждая последовательность подвергалась мутациям, которые явились 

результатом замены одних нуклеотидов другими. Пусть K будет сред-

нее число замен на нуклеотидный сайт, продуцируемых последователь-
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ностью за время Т, n — размер последовательности, а nd — число нук-

леотидных сайтов, показывающих (устанавливающих) различия между 

двумя последовательностями после прохождения времени Т (nd = 2 в 

случае аллелей 1 и 2, сравниваемых в качестве примера выше). Если 

частота нуклеотидной замены низка, то число замен, наблюдаемых на 

период времени Т, будет ближе к реально продуцируемому, т.е.   

     (2/30 в нашем примере). С другой стороны, если уровень замен 

высок, некоторые замены в тех же нуклеотидных сайтах могут произой-

ти повторно. Например, даже если аллели 1 и 2 содержат одно и то же 

основание А в сайте 8, возможно, что за период времени Т произошло 

несколько замен, но конечный результат оказался таким же, как будто 

никаких замен не происходило. Вследствие этого, среднее число замен, 

наблюдавшихся после прохождения времени Т, будет меньше реально 

продуцируемых. В свое время различными группами ученых были 

предложены принимавшие во внимание рекуррентные замены методы 

установления K [191, 199, 364]. Эти методы дают сравнимые результаты 

при K < 0,5 и поэтому наиболее часто используют самый простой из них 

[191]: 
 

      
 

 
        

 

 

  

 
      (1) 

 

При более низких значениях K (< 0,10) может быть использован прямой 

метод (      ) [274]. K еще называют нуклеотидной дивергенцией 

между двумя последовательностями.  

Установление значения K имеет большое эволюционное значение. 

Если λ есть уровень нуклеотидной замены на единицу времени для од-

ного сайта (равная частоте мутации m, рассматриваемой в рамках ней-

тралистской теории), то мы будем иметь:  
 

   λ       (2) 
 

Коэффициент 2 получен на основании того факта, что замены возника-

ли в двух (одной или другой) последовательностях. Из данного линей-

ного уравнения, устанавливающего отношения между числом аккуму-

лированных замен и временем, берет свое начало концепция «молеку-

лярных часов». Кроме того, его используют для установления времени 

дивергенции между последовательностями (табл. 1). 
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Таблица 1 

 

Сравнение нуклеотидного полиморфизма гена, 

кодирующего большую субъединицу рибулозо-1,5-дифосфаткарбоксилазы 

(rbcL) у различных видов растений (по [48]) 

 

Виды 

Длина по-

следова-

тельности 

Число  

замен 
K1 K2 K3 

Zea mays (О) 1422 232 0,163 0,184 0,186 

Triticum aestivum (О) 1425 227 0,159 0,179 0,181 

Serenoa repens (М) 985 122 0,124 0,135 0,137 

Magnolia macrophylla (М) 1425 165 0,116 0,126 0,128 

Spinacia oleracea (О) 1425 214 0,150 0,168 0,171 

Quercus rubra (М) 1425 173 0,121 0,132 0,134 

Itea virginica (М) 1407 166 0,118 0,128 0,129 

Petunia hybrida (О) 1425 209 0,147 0,163 0,166 
 

О — однолетнее растение; М — многолетнее растение; K1 — число замен на нук-

леотидную последовательность (K = nd/n, см. текст); K2 — число замен на сайт с 

коррекцией по [191]; K3 — число замен на сайт с коррекцией по [199]. Коррекции, 

которые принимают в расчет рекуррентные замены в одном и том же нуклеотидном 

сайте, подтверждаются фактом, что значения K1 относительно высоки (см. текст). 

Следует заметить, что оба метода коррекции дают очень схожие результаты. Нук-

леотидный полиморфизм варьирует в соответствии с однолетним или многолетним 

периодом вегетации изученных видов. Как следует из приведенных данных, моле-

кулярная эволюция гена, кодирующего rbcL, происходила намного быстрее у одно-

летних растений, чем у многолетних.  

 

1.5.2. Установление нуклеотидной дивергенции  

методами маркерных технологий 
 

Методы маркерных технологий, разработанные на основе исполь-

зования рестриктных ферментов или ПЦР амплификаций, объединяет 

тот факт, что они выявляют полиморфизм сайта узнавания последова-

тельности в зависимости от используемого подхода. Это — сайт рест-

рикции в случае RFLP, сайт гибридизации праймеров для RAPD или два 

сайта в случае AFLP. Посредством набора сайтов узнавания, молеку-

лярные маркеры позволяют измерять или устанавливать нуклеотидное 

разнообразие по шкале генома. Метод установления базируется на 

предположении, что любое изменение последовательности, например, 

замена, в сайте узнавания (или между двумя сайтами узнавания) выра-

жается в присутствии или отсутствии полосы на электрофоретическом 

профиле. Средняя пропорция полос общих для двух последовательно-
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стей G, в принципе, является индикатором или показателем среднего 

числа нуклеотидных замен на сайт узнавания. Подробности методиче-

ских подходов, использованных для установления нуклеотидного раз-

нообразия по шкале генома, описаны ранее для RFLP [156, 275, 276], 

для RAPD [83] и для AFLP [184]. Здесь мы лишь попытаемся кратко 

суммировать принципы этих подходов. Детали математических выкла-

док и расчетов можно найти в оригинальных статьях [83, 156, 184, 275, 

276]. 

Для примера рассмотрим сайт узнавания длиной r (где r число ос-

нований). Если время дивергенции Т между двумя последовательностя-

ми А и В не слишком велико, то число нуклеотидных замен в данном 

сайте соответствует распределению Пуассона с математическим ожида-

нием λТ. Вероятность Р того, что сайт узнавания остается неизменным в 

течение периода Т, равна: 
 

             (3) 
 

Используя уравнение K = 2 λТ можно получить для K: 
 

    
 

 
         (4) 

 

Более того, показано [275], что простое отношение может быть установ-

лено между Р и G: 
 

          
       (5) 

 

Как указывают те же авторы [275], Р может быть найдено с помощью 

итеративного метода, принимая (P0 = G
1/4
) в качестве исходного значе-

ния. Значение G может быть установлено исходя непосредственно из 

электрофоретического профиля: 
 

              ,     (6) 
 

где MAB обозначает число полос общих для двух последовательностей А 

и В, а MA и MB обозначают число полос у последовательностей А и В, 

соответственно.  

Предположим, что при прохождении эволюционного процесса 

полоса сохранилась, сайты узнавания должны при этом оставаться не-
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изменными и за то же время не должен образоваться полиморфизм, вы-

званный инсерцией-делецией (инделом). Так, в случае RFLP анализа, 

сравнение прямого (     ) и не прямого методов (      

    
   ) на модельных последовательностях, показало, что второй при-

меним для значений K менее 0,05 и что использование рестрикционных 

ферментов, распознающих в качестве сайта рестрикции четыре пары 

оснований (п.о.), оказывается более предпочтительным по сравнению с 

ферментами, распознающими в качестве сайта рестрикции шесть п.о. 

[156, 193].  

Применение данного метода в отношении продуктов амплифика-

ции, особенно RAPD, представляется более сложным, даже если резуль-

таты моделирования являются обнадеживающими [83]. Действительно, 

гомология амплифицированных фрагментов не всегда постоянна и не-

сомненна, а нуклеотидная замена (особенно на 5´-конце сайта) не обяза-

тельно препятствует амплификации. Поэтому в таких случаях установ-

ление нуклеотидной дивергенции может оказаться недооцененным. 

Указанный риск, несомненно, меньше в случае AFLP, поскольку допол-

нительные нуклеотиды находятся на 3´-конце, и благодаря этому прави-

ла несоответствия не позволяют провести амплификацию. Теоретиче-

ские расчеты показывают, что методы по выявлению разнообразия на 

нуклеотидном уровне во всем геноме, основанные на электрофоретиче-

ских профилях AFLP, являются надежными, если K меньше чем 0,10 

[184]. Однако при этом количество вариантов установления разнообра-

зия увеличивается с увеличением K. 

Следует отметить, что почти все эти подходы разработаны для 

случаев гаплоидного генома. Для того чтобы распространить их на дип-

лоидные геномы, как предложено ранее [83], должны быть известны ал-

лельные частоты, что наиболее трудно в случае доминантных маркеров 

(этот случай будет рассмотрен ниже). 

Основная привлекательность непрямого метода заключается в 

том, что он предлагает возможность сравнения генетических парамет-

ров, установленных с помощью различных маркеров на уровне всего 

генома. Как будет показано в следующих разделах, параметры разнооб-

разия можно определить на нуклеотидном уровне, параллельно то же 

самое может быть сделано на уровне аллелей. «Снижение» этих пара-
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метров до нуклеотидного уровня делает возможными сравнения между 

различными маркерами.  

 

1.6. Полиморфизм внутри популяции 
 

Установление дивергенции между двумя аллелями, упомянутыми 

в предыдущем параграфе, в данном разделе будет экстраполировано на 

набор аллелей, присутствующих в популяции. В случае генетических 

ресурсов растений это могут быть естественные популяции (дикие виды 

или примитивные формы), сохраняемые в Генных Банках ГРР. Внутри-

популяционный полиморфизм de facto является балансом различных 

эволюционных сил: мутаций как источника полиморфизма, миграций, 

приводящих к его распространению, и генетического дрейфа, имеющего 

тенденцию к сокращению возникающего полиморфизма. Как можно 

видеть из материала, представленного в предыдущей главе (см. также 

[14, 16]), различные методические подходы не равным образом эффек-

тивны в установлении полиморфизма. Поэтому уровень наблюдаемого 

полиморфизма будет зависеть как от уровня мутаций и рекомбинаций 

[7] в рассматриваемом районе, так и от использованного маркерного 

подхода. Более подробно характерные параметры внутрипопуляционно-

го полиморфизма рассмотрены рядом авторов ранее [53, 206, 400] и ими 

же сделаны статистические выкладки, позволяющие оценить возни-

кающий внутри популяции полиморфизм. Рассмотрим некоторые из 

этих параметров.  

 

1.6.1. Выражение внутрипопуляционного полиморфизма 

 

Существующий полиморфизм, как правило, вызван присутствием 

множественных вариантов внутри какой-либо генетической единицы. 

Если генетической единицей являются генотип, популяция или вид, то 

полиморфными вариантами, исходя из методических подходов, исполь-

зуемых для их определения, могут быть гаплотипы или нуклеотиды. Та-

ким образом, понятие полиморфизма соотносится с маркером и с гене-

тической единицей. Используемые в экологии [296], а также в популя-

ционной генетике [53, 274], показатели полиморфизма, называемые в 

научной литературе индексами или коэффициентами полиморфизма, 

условно могут быть разделены на две большие категории: те, которые 



23 

принимают во внимание или в расчет число вариантов внутри проана-

лизированных генетических единиц и те, которые основываются на от-

носительной частоте вариантов. 

 

1.6.1.1. Показатели полиморфизма, принимающие во внимание  

(в расчет) число вариантов 

 
Число вариантов очень чувствительно к размеру, т.е. к количест-

венной величине образца ГРР [159], и не может быть использовано в тех 

случаях, где эта величина варьирует значительно, даже если использо-

ванные статистические подходы корректируют показатели полимор-

физма (индексы, коэффициенты) до постоянной величины [183, 120]. 

Проблемы становятся более острыми, если использованные при этом 

маркеры характеризуются проявлением одного, но часто встречающего-

ся варианта или многочисленными, но редкими вариантами (случай 

изоферментов). Более того, число (маркерных?) вариантов может быть 

неинформативным, особенно, если оно граничит с верхним пределом (2 

в случае RAPD или AFLP).  

 

1.6.1.2. Показатели полиморфизма, принимающие во внимание  

(в расчет) частоты вариантов 
 

Наиболее часто используемый индекс полиморфизма получен на 

основе показателя, выведенного при проведении исследований в эколо-

гии [341]. Он был перенесен в популяционную генетику [243] и введен в 

употребление под названием показатель генного разнообразия (h) [272, 

274]. Генное (оно же генетическое в узком смысле этого слова) разно-

образие определяют как вероятность того, что два варианта, отобранные 

внутри генетической единицы случайным образом, будут отличаться 

друг от друга. Этот показатель очень популярен в популяционной гене-

тике, особенно при работе с ГРР, поскольку он эквивалентен уровням 

гетерозиготности в популяции при панмиктическом равновесии и пото-

му его значение существенно зависит от количества наиболее часто 

встречающихся аллелей, и тем самым ограничивает число образцов, не-

обходимых для его установления или оценки.  

Были предложены и другие показатели: например, эффективное 

число аллелей [88], информационная функция Shannon-Weaver [220] и 



24 

пропорция гетерозиготных локусов. Однако все они выводились, тем 

или иным способом, либо из числа вариантов, либо из меры генетиче-

ского (генного?, что в данном контексте равноценно генетическому) 

разнообразия. Более того, информация, которую они предоставляли, как 

правило, ограничена описанием и сравнением полученных значений в 

различных генетических единицах. Исходя из этих показателей, можно 

сделать лишь ограниченное число выводов или умозаключений относи-

тельно эволюции изучаемых популяций. С другой стороны, были не за-

быты и также широко изучались флуктуации в числе вариантов и в ген-

ном разнообразии, которые возникали в течение эволюции популяций 

[274]. Для популяций эволюционировавших согласно модели Wright-

Fisher (постоянный размер популяции, отсутствие миграций между ни-

ми, тип мутаций соответствует наличию неограниченного числа алле-

лей с не упорядоченными аллельными вариантами), уравнения значений 

числа аллелей (А) и генетического разнообразия (h) могут быть записа-

ны следующим образом [168, 274]:  
 

   
   

       

 
    ,     (7) 

 

             ,     (8) 
 

где N — это эффективный размер каждой из популяций, μ — доля (про-

цент, пропорция) мутаций, а х — размер образца. 

Таким образом, в отсутствии миграций уровень генного разнооб-

разия зависит от дрейфа и частоты мутаций. Поскольку дрейф действует 

в одном и том же направлении для всех маркеров, то различия, наблю-

даемые между маркерами, тем существеннее, чем выше частота мута-

ций (табл. 2 и 3). Наконец, проведенная для этих двух показателей мно-

гоплановая компиляция данных аллоферментного анализа, позволила в 

свое время предложить их в качестве стандартов при измерении генети-

ческого разнообразия [164].  
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1.7. Оценка уровня разнообразия  

с помощью различных типов маркеров 
 

1.7.1. На уровне аллелей 
 

Наиболее общее математическое выражение генетического разно-

образия h дикорастущих и возделываемых видов растений дано в 1973 

году [272]. Если объектами изучения являются гаплотипы или аллели 

данного локуса с А количеством вариантов, то уравнение можно запи-

сать так: 
 

       
  

   ,     (9) 

или так: 

        
 
   
   

 
   , 

 

где pi (или pj) частота аллеля i (или j).  

В этом уравнении предполагается, что аллели расположены в 

произвольном порядке. Если же они могут быть упорядочены на основе 

какой-либо «внешней», например, фенологической информации, а их 

взаиморасположение выражено как функция дистанции ∆ij между алле-

лями i и j, то уравнение разнообразия примет вид: 
 

        
 
   
   

 
          (10) 

 

Важно заметить, что это с количественной точки зрения больше 

не является вероятностью, по которой два аллеля выбранные случайным 

образом из популяции, будут отличаться, но есть средняя дистанция 

(или, как ее еще называют, генетическое расстояние) между аллелями, 

присутствующими в популяции.  

Для большинства маркеров практически невозможно получить 

информацию, которая смогла бы облегчить упорядочение аллелей. В 

этом случае ∆ij равно 1 для всех пар рассматриваемых аллелей и урав-

нение (10) становится эквивалентным уравнению (9). С другой стороны, 

для маркеров, основанных на использовании последовательностей тан-

демных повторов (например, микросателлитов, рДНК), преобразование 

одного аллеля в другой часто происходит посредством добавления или 

удаления единицы повтора. Следовательно, число единиц повторов, 

разделяющих два подобного рода маркера, может влиять на точность 
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установления генетической дистанции между ними. Наконец, если дос-

тупны последовательности ДНК аллелей, то ∆ij может быть получено 

исходя из их нуклеотидной дивергенции K (уравнения (1) и (4)). В ком-

петенции исследователя сделать выбор, каким образом устанавливать 

дистанцию между аллелями при измерении разнообразия. Такое реше-

ние, как правило, принимается в зависимости от целей проводимых 

изысканий. В случае если необходимо сравнить различные исследова-

ния, и если принимать в расчет ∆ij, то тогда должна быть задана или оп-

ределена избранная для измерения консенсусная единица.  

 

1.7.2. Особый случай доминантных маркеров 

 

Для того чтобы измерить аллельное разнообразие для доминант-

ных маркеров (RAPD, AFLP), должны быть известны частоты алле-

лей — 1 (присутствие фрагмента) и 0 (отсутствие фрагмента). При этом, 

если популяция (этой популяцией может быть образец ГРР) подчиняет-

ся уравнению Харди-Вайнберга, то частота q нуль-аллеля (отсутствие 

фрагмента) может быть определена исходя из частоты Q особей, в кото-

рых электрофоретические профили не демонстрируют или не проявля-

ют этот фрагмент:     . В случае же, если популяция не подчиняется 

уравнению Харди-Вайнберга, частоту q [80, 215] устанавливают так:  
 

   
  

      
                ,   (11) 

 

где F — индекс фиксации, который определяет расхождение (отклоне-

ние) при равновесии между теоретической гетерозиготностью, Не и на-

блюдаемой гетерозиготностью, Но (         ) [168]. Значение F 

может быть также получено и из известных кодоминантных маркеров, 

выявленных у тех же самых изучаемых видов или образцов. Очевидно, 

что уравнение (11) можно использовать только, если индекс фиксации F 

является тем же самым, который вычислялся для кодоминантных мар-

керов, использованных при установлении F, и тем же для которого оп-

ределялось q. Строго говоря, уравнение (11) может быть применено 

только для нейтральных маркеров и при сравнимых уровнях мутирова-

ния. Если нет информации по F, доступной для изучаемой популяции, 

или если есть сомнения в достоверности полученных от различных мар-
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керов значений, то F всегда возможно установить исходя из значений Q, 

определенного для двух следующих друг за другом поколений одной и 

той же популяции [232].  

Если установление частоты нуль-аллеля производят исходя из 

частот гомозигот, проявляющих нуль-аллели, то в этом случае может 

обнаруживаться существенная погрешность измерения, но только если 

число гомозиготных генотипов при этом будет меньше трех [232]. Ав-

торы рекомендуют обратить внимание на то, что локусы, для которых 

частота гомозигот по нуль-аллелям меньше чем 3/N0 (где N0 размер об-

разца), не должны сохраняться или поддерживаться в образце популя-

ции, а при сравнении, выполненном с помощью кодоминантных марке-

ров, сделали выводы о том, что размеры исследуемого образца должны 

увеличиваться от 2 до 10 раз. Эти рекомендации также применимы и к 

оценке разнообразия образцов ГРР. Так использование доминантных 

маркеров для определения генетического разнообразия требует наличия 

большего количества локусов в образце, чем в случае кодоминантных 

маркеров, и элиминации «наихудших» полиморфных локусов. Увеличе-

ние числа локусов, которые облегчают использование мультилокусных 

маркеров, таких как RAPD или AFLP, может компенсировать потерю 

точности по каждому локусу. Это было установлено в специальных ис-

следованиях [241]. Так, например, показано, что, несмотря на плохую 

точность на уровне одного локуса, AFLP предпочтительнее для оценки 

генетического разнообразия на уровне целого генома, потому что слу-

чайное распределение учитывает огромную гетерогенность (неоднород-

ность), существующую в геноме. Компиляция данных сравнительных 

исследований по установлению генетического разнообразия ГРР, про-

веденных с разнообразными типами маркеров показывает, что различ-

ные оценки выявляемого разнообразия достоверно коррелировали ме-

нее чем в 12% случаев (табл. 3). Модельные исследования [241] выдви-

гают в качестве возможной гипотезы предположение, что причиной от-

сутствия корреляций может быть: во-первых, небольшое количество 

использованных для исследования локусов, во-вторых, низкая диффе-

ренциация популяций по их уровню разнообразия и, в-третьих, неурав-

новешенность ситуации при проведении анализа.  
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1.7.3. Оценка на нуклеотидном уровне 
 

Правила оценки разнообразия на нуклеотидном уровне разработа-

ны на основе принципа, который был предложен и используется для 

уровня аллелей. Возьмем пример аллелей с известными последователь-

ностями и постоянной (константной) длиной n и рассмотрим каждый 

нуклеотидный сайт в качестве локуса с четырьмя «аллелями» (по числу 

четырех оснований: A, T, G, C).  

В сайте k разнообразие нуклеотидов может быть оценено сле-

дующим образом [276, 363]:  
 

          
 
   ,    (12) 

 

где xik частота нуклеотида i (i варьирует от 1 до 4 для оснований A, T, G 

и C, соответственно) в сайте k. Среднее разнообразие нуклеотидов h на 

протяжении n сайтов, составляющих последовательность, будет равно: 
 

  
 

 
   

 
       (13) 

 

Это выражение эквивалентно тому, в которое введены переменные час-

тот различных гаплотипов pi и pj: 
 

           
 
       ,     (14) 

 

где πij дивергенция нуклеотидов между гаплотипами i и j (K из уравне-

ния (1)). Авторы данного уравнения [276] показывают, что πij, среднее 

число нуклеотидных замен, может быть оценено посредством     

    , если πij меньше чем 0,02 и посредством аппроксимации Jukes и 

Cantor [191] (уравнение (1)), когда πij больше, чем 0,02. 

Сравнение уравнений (12) и (14) с уравнением (10) показывает, 

что разнообразие на нуклеотидном уровне эквивалентно разнообразию 

на уровне аллелей, если аллели распределены как функция их нуклеотид-

ной дивергенции. 

 

1.8. Установление различий между популяциями ГРР 
 

Существующее разнообразие анализируют, как правило, на не-

скольких, а не на одной популяции. В связи с этим может быть выделе-

но два иерархических уровня: разнообразие между популяциями ГРР, 
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обычно называемое дифференциация, и внутрипопуляционное разнооб-

разие, которое мы рассмотрели в предыдущем разделе. Безусловно, 

обобщение возможно и на других иерархических уровнях. Степень 

дифференциации между популяциями очень сильно зависит от времени 

расхождения или разделения популяций ГРР и поддерживаемого между 

ними обмена генами. Таким образом, информация о степени дифферен-

циации популяций говорит нам об истории изучаемых популяций.  

 

1.8.1. Общее выражение дифференциации 
 

Дифференциация может быть выражена двумя способами, кото-

рые в итоге дают один и тот же результат [274]. Первый состоит из рас-

смотрения дистанций dxy между всеми парами популяций x и y: 
 

        
     

 
,     (15) 

 

где hx (или hy) — разнообразие в популяции x (или y соответственно) 

(уравнения (9), (10), (13) или (14) согласно рассматриваемому уровню), 

а hxy — внутрипопуляционное разнообразие (если аллели i и j в упомя-

нутых выше уравнениях получены от двух различных популяций x и y). 

Из этого, (все)общая дифференциация (dst) вычисляется как среднее 

всех значений dxy по всем парам популяций (включая реципрокные пары 

и даже те, которые ассоциированы со своей собственной популяцией): 
 

    
 

  
      

 
 

 
 ,     (16) 

 

где s — число рассмотренных популяций. 

Второй подход состоит из подразделения генетического разнооб-

разия на два иерархических уровня (отдельные популяции и совокуп-

ность популяций). Разнообразие совокупности нескольких популяций 

ГРР рассматривают как разнообразие единой популяции (называют об-

щим разнообразием, ht) и вычисляют, принимая частоты в уравнениях 

(9), (10), (13) или (14) за средние частоты всех популяций, составляю-

щих данную совокупность. Среднее разнообразие отдельных популяций 

вычисляют как среднее внутрипопуляционных разнообразий hs. Можно 

показать [274], что дифференциация между популяциями (уравнение 

(16)) выражается также как различие разнообразий, установленных на 

двух иерархических уровнях. 
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              (17) 
 

Затем дифференциацию Gst можно выразить относительно к общему 

разнообразию: 
 

    
   

  
      (18) 

 

В упрощенной модели эволюции популяций (без отбора), соглас-

но которой все популяции одного и того же размера обмениваются рав-

ным числом генов (островная модель Wright, [406]), ожидаемое значе-

ние вычисляют с помощью следующего уравнения, устанавливающего 

отношения между миграцией и дрейфом [274]:  
 

    
 

      
 

   
  μ    

     (19) 

 

где m — уровень миграции, s — количество субпопуляций эффективно-

го размера N, µ — частота (уровень) мутаций. Если уровень мутаций 

много меньше, чем уровень миграции и если число собранных популя-

ций велик, то это отношение принимает более упрощенную форму 

[168]:  

    
 

     
     (20) 

 

Параметр дифференциации Gst был определен в рамках модели с фик-

сированными эффектами, т.е. учитывалась только дифференциация 

внутри собранных популяций. Модель со случайными эффектами вве-

дена [400, 402] в виде параметра θ, эквивалентного Fst Wright [244]. Па-

раметр θ, выраженный на уровне аллелей (θw на уровне локуса), являет-

ся коэффициентом корреляций между генами различных особей одной 

популяции. Две модели отличаются друг от друга по лежащим в их ос-

нове гипотезам, определению параметров дифференциации и методам 

оценки. При этом одни исследователи [400, 402] разработали гипотезу, 

согласно которой все популяции получены из одной популяции-

предшественника и что эти популяции эволюционировали без мигра-

ций, мутаций или отбора, другой автор [274], в противоположность 

этому, не строил никаких гипотез по истории популяций. Однако, в ко-

нечном счете, ряд авторов, как в случае гаплоидных данных [299], так и 

в случае диплоидных данных [298], распространили разложение по Nei 

[274] (уравнение (17)) на модель случайных эффектов, без особо силь-
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ных ограничений генетической гипотезы модели Weir и Cockerham [400, 

402]. Вследствие этого последняя модель примиряет оба подхода. Срав-

нения, сделанные на основе экспериментальных данных, показывают, 

что оценка двух параметров (Gst и Fst) сходится, если число популяций 

высоко [67, 299]. Как следует из литературных источников, параметры 

дифференциации на уровне аллелей и на уровне нуклеотидов инспири-

руют (наполняют своим содержанием) то одну, то другую, то третью, 

т.е. одну из трех упомянутых выше моделей, которые далее будут обо-

значены как NE для Nei, WE для Weir и Cockerham и PO для Pons и 

Petit.  

 

1.8.2. Измерение дифференциации внутри маркерных систем 
 

Уравнения (15) и (18) устанавливают общие рамки для выражения 

дифференциации, которая может быть применена ко всем маркерам как 

на уровне аллелей, так и на уровне нуклеотидов. 

 

1.8.2.1. Уровень аллелей 
 

Значения Gst, полученные вычислением ht и dst при использовании 

уравнений (9), (16) или (17), имеют различные меры в соответствии с 

избранной (для счисления) моделью. Так же, как и в случае определения 

разнообразия, дистанция между аллелями может быть введена (уравне-

ние (10)) аналогичным образом, как это было сделано в рамках модели 

WE [125] и модели РО [299]. Случай микросателлитов является особым. 

Так, например, если в качестве рабочей принята модель последователь-

ных мутаций, то дифференциация может быть вычислена принятием 

различий в числе единиц повторов в качестве дистанции между аллеля-

ми. Методы оценки, представленные в литературе и примененные к 

особому случаю микросателлитов, были выведены на основе модели NE 

(параметр Rst, [344]) или модели WE (параметр Φst, [264]).  

 

1.8.2.2. Уровень нуклеотидов 
 

Дифференциация на уровне нуклеотидов была получена заменой 

членов уравнения выраженных в h в уравнении (15) на математические 

элементы, приведенные в уравнениях (12) и (14). Такое же математиче-

ское выражение, соответствующее модели NE, было введено и Nei 
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[273], но в качестве элемента γst. Дифференциация на нуклеотидном 

уровне была оценена также и с помощью анализа варианс (параметр β 

аналог параметру θ модели WE) [401]. Другие доступные методы ин-

спирированы больше моделью РО. Исключая сравнение популяций са-

мих с собой в уравнении (14), ряд авторов [182, 231] приблизились к 

модели случайных эффектов (Nst для параметра, введенного ранее, Fst 

для параметра введенного позднее). Эти два параметра отличаются друг 

от друга только в тех случаях, когда они принимают, либо не принима-

ют в расчет поправку Jukes и Cantor (уравнение (1)). В этой связи была 

предложена оценочная функция [175] без погрешности измерения по 

Nei [273], которая делает γst сравнимым с Fst по Wright [404].  

Точно так же, как и в случае разнообразия, дифференциация на 

нуклеотидном уровне эквивалентна дифференциации на уровне аллелей, 

если аллели ранжированы (организованы и систематизированы) как 

функция их нуклеотидной дивергенции. 

Опубликованные экспериментальные результаты относятся глав-

ным образом к данным первичных нуклеотидных последовательностей 

[63, 249]. Тем не менее, метод оценки нуклеотидной дивергенции на ос-

нове анализа рестрикционных фрагментов или случайных амплифика-

ций (уравнение (4)) может быть использован для установления нуклео-

тидной дифференциации, но только в том случае, если избранная в ка-

честве рабочей гипотеза имеет к этому отношение.  

Теоретически дифференциация относительно независима от типа 

использованного маркера, если маркеры нейтральны. Ее значение в 

уравнении не находится под влиянием уровня мутаций, если этот уро-

вень ничтожен по сравнению с уровнем миграции (уравнение (20)). 

Следовательно, дифференциация зависит преимущественно от размера 

исследуемой популяции и уровня миграции, которые являются посто-

янными факторами, действующими в одном направлении и с одной ам-

плитудой на различные маркеры. Экспериментальные данные, позво-

ляющие сравнивать значения дифференциации, рассчитанной на основе 

использования различных маркеров, как правило, подтверждают эти на-

блюдения. Однако для высокополиморфных маркеров (микросателли-

ты) можно ожидать более низкую дифференциацию, чем для других 

маркеров, поскольку для них уровень мутаций, как правило, очень вы-
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сок и, безусловно, не может постоянно сбрасываться со счетов. Теоре-

тические же исследования, проведенные с помощью моделирования, 

показывают, что Gst не зависит от числа аллелей анализируемого марке-

ра, тем самым, подтвердив «универсальную» природу этого параметра 

[254].  

 

1.9. Поток генов 
 

Анализ потока генов с помощью таких генетических маркеров, 

как изоферменты, всегда оставался ограничен непрямыми оценками 

числа мигрантов. При этом выводы делались на основе дифференциа-

ции, выявленной у соседствующих друг с другом природных популя-

ций. Такие оценки всегда были очень сырыми, грубыми и приблизи-

тельными, поскольку они строго зависят от нереального эволюционного 

сценария (преимущественно основанного на модели островов). Кроме 

того, порой требовался достаточно длительный период времени для их 

накопления на протяжении нескольких следующих одно за другим по-

колений. Однако, благодаря разработке методов отдельной оценки 

дифференциации ядерной и цитоплазматической ДНК, стало возмож-

ным подразделение общего потока генов на индивидуальные уровни 

миграции пыльцы и семян, что существенно улучшило непрямые мето-

ды анализа тока генов. В дополнение к этому, появление высоко поли-

морфных кодоминантных маркеров позволило производить реконст-

рукцию родословной на основе изучения двух последовательных поко-

лений и, как результат, прослеживать передвижение пыльцы и/или се-

мян в пространстве.  

 

1.9.1. Непрямое измерение потока генов 
 

1.9.1.1. Сравнительные уровни миграции семян и пыльцы 
 

Монородительское наследование цитоплазматических генов при-

водит к сокращению эффективного размера популяций ГРР, как мини-

мум, наполовину по сравнению с ядерными генами [41, 42]. Уменьше-

ние, обусловленное слабым потоком генов между популяциями, выра-

жается в большей чувствительности к генетическому дрейфу и, как 

следствие, индуцирует более высокую дифференциацию между популя-

циями по цитоплазматическим генам. Такие умозаключительные про-
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гнозы были подтверждены практическими аналитическими разработка-

ми и выводами [43, 291]. Свои теоретические выкладки сравнительной 

эволюции дифференциации у строго аллогамного растения авторы 

вполне убедительно обосновали с помощью хлоропластных и ядерных 

маркеров. Из полученных результатов анализа можно сделать три важ-

ных вывода [291]: 

 если передача хлоропластов идет преимущественно по материнской 

линии, то дифференциация ядерного маркера явно меньше, чем диф-

ференциация хлоропластного маркера (α > 0,5, где α — уровень пере-

дачи женским родителем); 

 если передача хлоропластов происходит с равной вероятностью обо-

ими родителями (α = 0,5), то дифференциация хлоропластного марке-

ра будет того же порядка увеличения, что и для ядерного маркера; 

 дифференциация хлоропластного маркера может внезапно увеличи-

ваться, причем настолько быстро, насколько минимальная передача 

хлоропластов осуществляется другим родителем (α ≈ 0,95 при проти-

вопоставлении α = 1). 

Указанные теоретические выкладки позволяют найти отношение 

уровней миграции семенами и пыльцой со значениями Gst (островная 

модель цитоплазматических и ядерных генов) маркера с материнским 

типом наследования и с маркером, проявляющим двуродительский тип 

наследования. Для этого было предложено следующее уравнение [121, 

122]:  
 

  

  
 

                      

          
,    (21) 

 

где mp и mg соответственно обозначают уровни миграции посредством 

пыльцы и посредством семян, а Gstm и Gstn — значения дифференциа-

ции для маркеров с материнским и двуродительским типами наследова-

ния, соответственно. Таблица 4 иллюстрирует контраст между диффе-

ренциацией на ядерном уровне и дифференциацией генома, наследуе-

мого по материнской линии, так же как ассиметрию токов генов по этим 

двум векторам. 
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1.9.1.2. Происхождение колонизирующих генотипов 
 

Анализ дифференциации в подмножествах популяций, использо-

вавших при своем распространении, как это было показано выше, раз-

личные стратегии и динамики колонизации, может помочь в установле-

нии происхождения колонизирующих генотипов. Эволюция дифферен-

циации в теоретическом варианте была описана для групп популяций, 

обменивающихся друг с другом равным числом мигрантов (островная 

модель Wright, [406]). В этой модели при равновесии между миграцией 

и дрейфом, дифференциация того же порядка увеличения, что и для 

подмножества рассматриваемых популяций. Это явление еще более 

резко выражено на границе ареала распространения, т.е. там, где виды 

больше всего подвержены колонизации и поэтому такая ситуация 

должна приводить к более высоким уровням дифференциации ГРР, чем 

это может наблюдаться в центральной части ареала распространения. 

Это наблюдение было приведено [252] при аргументации аналитическо-

го выражения дифференциации между недавно образовавшимися попу-

ляциями (    
 в выражении McCauley, [252]):  

 

    
 

 

  
     

 

  
     

,    (22) 
 

где k обозначает число колонизаторов, формирующих новую популя-

цию, Φ — вероятность того, что два гена отобраны случайным образом 

из основателей популяции, произошедших из одной и той же популя-

ции-источника, и     
 — дифференциация между популяциями, устано-

вившимися ранее (исходные популяции). Такими исходными популя-

циями могут быть популяции диких родичей культурных растений, если 

речь идет об образцах возделываемых видов, сохраняемых в Генных 

Банках. С другой стороны, если Φ стремится к нулю, то дифференциа-

ция между вновь созданными популяциями образуется главным обра-

зом за счет числа основателей. При этом колонизация стремится к раз-

рушению существовавшей раньше структуры, а основатели представ-

ляют собой особей, происходящих из разных популяций. В противопо-

ложность этому, если Φ стремится к 1, то основатели происходят из ог-

раниченного числа популяций, а колонизация стремится к увеличению 

дифференциации. Таким образом, величина Φ позволяет получить важ-
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ную информацию по динамике колонизации, а значит и о возможных 

уровнях сходства и дифференциации образцов Генных Банков ГРР. 

Как показано ранее [252], k можно установить посредством демо-

графических данных,     
 и     

 высчитывают исходя из показателей 

образца вновь образованных и показателей образца установившихся по-

пуляций, а Φ может быть выведено из уравнения (22). В примере, при-

веденном в работе [252], значения Φ были 0,73 для аллоферментов и 

0,89 для ДНК хлоропластов, указывая на то, что колонизаторы распро-

странились преимущественно из одной популяции-источника. Более то-

го, незначительное различие между двумя значениями Φ наводит на 

мысль, что некоторые колонизаторы происходят от одних родителей, 

присутствовавших в популяции-источнике.  

 

1.9.2. Прямое измерение потока генов 
 

В противоположность к непрямому измерению потока генов, ус-

танавливаемому на основе длительной дифференциации среди популя-

ций ГРР, измерение дифференциаций, реализовавшихся за более корот-

кий срок, не зависит от эволюционных моделей и базируется на изуче-

нии миграций, произошедших за последние два поколения. Благодаря 

стабильности методов молекулярного ДНК-анализа (например, микро-

сателлитов), каждому генотипу данной природной популяции ГРР мож-

но подобрать уникальный генетический фингерпринт. Затем необходи-

мо сравнить фингерпринты у различных особей и, если фингерпринты 

совместимы друг с другом, устанавливают генетические взаимоотноше-

ния. Вслед за этим обычно проводят анализ родословной. Делают это 

посредством установления взаимоотношений в назначенных взаимосвя-

зях типа «родители-потомки» между членами подросткового (ювениль-

ного) и взрослого контингентов в исследуемой природной популяции 

ГРР. Такой популяцией может быть, например, популяция дикорасту-

щих родичей культурных растений. Если маркеры высоко вариабельны, 

то задание может быть выполнено только после исключения всех несо-

четаемых или несовместимых пар генотипов. В большинстве случаев 

такая процедура приводит преимущественно к назначению в качестве 

родителя взрослого генотипа, который проявляет мультилокусное по-

строение, сочетаемое с таковым у ювенильного растения. Если же не 
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могут быть применены простые методы исключения, например, когда 

сочетаемыми являются более чем один, т.е. несколько взрослых геноти-

пов, то в таких случаях используют методы максимального правдопо-

добия и наиболее вероятных родителей отбирают в соответствии с 

оценкой и расчетом правдоподобия [255]. Для этого заранее необходи-

мо в общих чертах наметить ареал (какую-то площадь или участок), в 

котором все взрослые растения генотипированы и с которыми совмес-

тимы генотипы ювенильной когорты. Если изучаемый ареал находится 

в непрерывной (сплошной) популяции, то может случиться так, что со-

четания совсем не будет найдено и реальный родитель окажется за пре-

делами ареала изучения. В дополнение к этому, если маркерная система 

не полиморфна в достаточной степени, вполне вероятно, что совмести-

мый родительский генотип, идентифицированный внутри ареала изуче-

ния, окажется неправильно установленным родителем и что реальный 

родитель находится за пределами избранного для изучения ареала 

(скрытый ток генов). Доступные сейчас компьютерные программы, по-

зволяют вычислять отношения правдоподобия для различных возмож-

ных родителей и устанавливать скрытый поток генов, а также недопу-

щение вероятности неверного отбора [148, 244]. Это следует учитывать 

при привлечении в коллекции ГРР новых образцов культурных и осо-

бенно дикорастущих видов растений во избежание повторного сбора 

уже имеющихся в коллекции генотипов. 

У растительных организмов анализ родословной может сталки-

ваться с ограничениями практического свойства. Так, в случае условий, 

когда известна численность всех взрослых генотипов растений, было 

установлено, что анализ родословной приводит к идентификации менее 

чем 50% мужских родителей в ареале изучения площадью от 5 до 10 га. 

Лабораторные условия, как правило, не позволяют производить оценку 

и апробацию более чем нескольких сотен взрослых генотипов и поэтому 

уменьшают размер изучаемого ареала. Следовательно, для видов, у ко-

торых наблюдаются большие дистанции распространения пыльцы, этот 

метод игнорирует более чем половину таких событий популяции [112, 

355]. Во-вторых, если производят анализ родословной, например, уста-

навливают отцовство и материнство, то данный метод позволяет иден-

тифицировать родительские пары, но не раздельное установление от-
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цовского и материнского родителя. В этом случае могут оказаться по-

лезны маркеры цитоплазматических геномов, но только если они поли-

морфны внутри ареала. Альтернативный метод заключается в раздель-

ном изучении ДНК оболочки семян и зародыша, что тоже позволяет ус-

танавливать родительский генотип, поскольку, как известно, что гено-

тип оболочки идентичен диплоидному генотипу материнского растения 

[153]. 

В качестве анализа родословной зачастую требуется экстенсивное 

генотипирование. В последнее время стали разрабатывать альтернатив-

ные методы, которые позволят обойти генотипирование всех предпола-

гаемых родителей и тем самым значительно сократить объемы работ. 

Так, например, предлагается сравнивать аллельные частоты в пулах 

пыльцы, опыляющих различные женские растения, собранные в попу-

ляции. Как установлено, в этом случае, мужская гаметная гетероген-

ность среди женских родителей, выраженная как коэффициент генети-

ческой дифференциации Φft, должна быть обратно пропорциональна 

среднему распространению пыльцы и физическому расстоянию, разде-

ляющему матерей [28, 348]. Если расстояние между женскими расте-

ниями достаточно велико (больше чем в 5 раз среднего расстояния рас-

пространения пыльцы), то Φft становится независимым от дистанции, 

разделяющей материнские растения, и зависит только от расстояния 

распространения пыльцы. Данный подход не требует высокополиморф-

ных маркеров, но если мужской или женский мультилокусные массивы 

(совокупности или множества) не могут быть однозначно, т.е. недву-

смысленно, разделены на уровне потомков, то метод должен быть от-

клонен.  

 

Заключение 
 

Использование различных молекулярных маркеров для описания 

генетического полиморфизма, существующего в естественных популя-

циях ГРР, чаще всего ограничено лишь сравнительным анализом видов, 

что, как правило, не позволяет делать какие-либо обобщающие заклю-

чения по структуре изучаемого генетического разнообразия. В то же 

время, ранее с помощью ряда семейств маркеров были проведены мета-

анализы ([164], для изоферментов; [280], для RAPD). Интересно в этих 
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случаях то, что если сравнение проводили с эволюцией развития при-

знаков изучаемых видов, то указанные маркеры выявляли схожие тен-

денции вариаций между видами по разнообразию и дифференцировке. 

Однако тенденции проявления вариаций внутри видов могут различать-

ся, если исследования разнообразия проводить с помощью различных 

маркеров, но на одном и том же наборе популяций. Как показано в таб-

лице 3 уровни разнообразия ГРР, выявленные с помощью разных мар-

керных систем, в редких случаях существенно коррелируют. Низкие 

корреляции, наблюдаемые между различными типами маркеров, несо-

мненно, подчеркивают недостаток в апробировании отобранных локу-

сов и очень высокую гетерогенность полиморфизма внутри генома. По-

этому контроль (мониторинг) за генетическим разнообразием ГРР сле-

дует вести по возможно большему числу локусов. Согласно теоретиче-

ским выкладкам, если для анализа использованы различные типы мар-

керов, то в противоположность разнообразию, дифференциация среди 

популяций ГРР реже выражает конгруэнтные результаты. Применение 

сравнительного маркерного анализа полиморфизма генома ядра и цито-

плазматических компартментов дало толчок более глубокому изучению 

тока генов у растений. Кроме того, теоретические прогнозы эволюции 

цитоплазматических геномов подтверждены экспериментальными ре-

зультатами: ядерная дифференциация всегда меньше, чем цитоплазма-

тическая дифференциация (табл. 4). Быстрое развитие ДНК- и, прежде 

всего, микросателлитных маркеров (для ядерных и даже хлоропластных 

геномов) сделало возможным выявление эффективных физических рас-

стояний миграции пыльцы и семян, а также установление успеха членов 

популяции при репродукции. 
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Глава II. НЕКОТОРЫЕ АСПЕКТЫ ПРИМЕНЕНИЯ  

МОЛЕКУЛЯРНЫХ МАРКЕРОВ В СЕЛЕКЦИИ 

 

Одной из важнейших областей практического применения моле-

кулярных маркеров является селекция растений. Можно выделить два 

основных направления их использования в этой области растениеводст-

ва. Во-первых, с помощью маркеров можно получить более полную 

картину генетического разнообразия, существующего внутри отдельно 

взятых видов или их структурных комплексов, популяций (см. Главу I). 

Эта информация особенно важна для системного управления генетиче-

скими ресурсами растений, так же как и для рационального использова-

ния ГРР в селекционных программах [10, 11]. Наиболее перспективные 

направления применения подходящих для этих целей молекулярных 

маркеров приведены в первой части настоящей главы. Во-вторых, мар-

керы дают возможность построения насыщенных генетических карт, 

которые, в свою очередь, позволяют идентифицировать и локализовать 

хромосомные локусы, имеющие количественный или качественный эф-

фект действия, а также устанавливать степень проявления этого эффек-

та [13, 15] (см. Главы III и IV). Такая информация сама по себе пред-

ставляет прямой и непосредственный интерес для селекционеров. Са-

мым простым примером тому может служить использование маркеров 

генов при интрогрессии желаемых аллелей в реципиентный геном или 

геномы. Рассмотрению этих вопросов посвящена вторая часть настоя-

щей главы. 

 

2.1. Вклад изучения разнообразия в практическую селекцию 
 

Некоторые из методов, описанные в предыдущих наших работах 

[14, 17], могут быть использованы как для анализа генотипов, состав-

ляющих генетическое разнообразие, или компонентов коллекций ГРР 

(в последующем именуемые — образцы, популяции или инбредные (се-

лекционные) линии), так и для их непосредственного применения в се-

лекционных программах. Для начала рассмотрим взаимоотношения 

различного рода полиморфизмов, выявляемых с помощью маркеров, 

фенотипические различия и, так называемый, коэффициент сопроисхо-

ждения, т.е. коэффициент вероятности общего происхождения. Исходя 
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из характера этих взаимоотношений, как будет показано ниже, можно 

предложить ряд подходов их практического применения. Вслед за этим 

вопрос об использовании маркеров будет рассматриваться в русле ре-

шения двух задач, которые так или иначе связаны с созданием гибридов 

и гибридных сортов — это (1) классификация материала в предбридин-

говые гетерозисные группы и (2) предсказание гибридной (силы) вели-

чины. И, наконец, кратко будет рассмотрено использование молекуляр-

но-генетических методических подходов для защиты сортов растений. 

 

2.1.1. Основные методы анализа данных 
 

Среди методов, используемых для изучения генетического разно-

образия, определение генетической дистанции всегда являлось предме-

том особого интереса и внимания селекционеров растений. В этой свя-

зи, более четверти века тому назад, было показано, что если данные ин-

терпретировать исходя из аллельных вариаций в данном локусе, то по 

аллельным частотам можно установить различные индексы дистанций 

[101]. В таком случае дистанция D между двумя наиболее часто исполь-

зуемыми в том или ином исследовании популяциями x и y будет равна 

[322]: 
 

    
 

  
     

     
      

    
 
   ,    (23) 

 

где L — число локусов, использованных для вычисления дистанции, 

nl — общее число аллелей в локусе l, а 
la

xf  (или 
la

yf ) — частота аллеля al 

в локусе l в популяции x (или y соответственно). Это выражение эквива-

лентно уравнению (15) в предыдущей главе. В случае чистых линий Dxy 

просто равно пропорции локусов, для которых линии зафиксировали 

различные аллели. Когда информация не может быть проанализирована 

в пределах аллельных вариаций (например, когда используется коди-

ровка «наличие-отсутствие» полос), то в таких случаях обычно исполь-

зуется дистанция по Nei и Li [275]. С другой стороны, если в значениях 

аллельных вариаций можно анализировать только какую-то часть ин-

формации, то в этом случае может оказаться полезным определение 

взвешенных средних дистанций по Rodgers и Nei и Li [105]. Точность 

установления дистанции увеличивается с числом принятых во внимание 
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локусов (табл. 5). Следует заметить, что доверительные интервалы не 

симметричны (даже если установленная дистанция равна 50%). Напри-

мер, для 10 маркеров реальная дистанция (для всего генома) равная 

30,8% может привести к нулевому значению установленной дистанции 

с вероятностью 2,5% [(1 – 0,308)
10
], причем таким образом, что довери-

тельный интервал для нулевой дистанции будет находиться в интервале 

от 0% до 30,8%. Для данного числа маркеров равномерное их располо-

жение на генетической карте, по сравнению со случайным распределе-

нием, в целом также повышает точность установления дистанций [106, 

395]. С другой стороны, для увеличения точности установления генети-

ческих дистанций в расчет может быть принята дистанция на карте ме-

жду генетическими маркерами. Для этого, как правило, используют со-

ответствующие статистические подходы [106].  

Таблица 5 

 

Точность установления генетических дистанций между двумя линиями 

как функция числа (N) использованных для счисления дистанции локусов  

(по [29]) 

 

N 
D 

0% 10% 20% 30% 50% 

10 0-30,8 0,2-44,5 2,5-55,6 6,6-65,2 18,8-81,2 

20 0-16,8 1,2-31,7 5,7-43,6 11,8-54,3 27,2-72-8 

30 0-11,5 2,1-26,5 7,7-38,5 14,7-49,4 31,3-68,7 

50 0-7,1 3,3-21,8 10,0-33,7 17,8-44,5 35,6-64,4 

100 0-3,6 4,9-17,6 12,7-29,2 21,2-40,0 39,9-60,1 

200 0-1,8 6,2-15,0 14,7-26,2 23,7-36,9 42,9-57,1 

 

Генетические дистанции могут служить основой для классифика-

ции интересующего исследователя, например, куратора коллекций или 

селекционера, материала. Таким материалом могут быть линии, образ-

цы, популяции и т.п. На сегодняшний день используют различные алго-

ритмы определения генетических дистанций. Наиболее часто применя-

ют такой алгоритм счисления среднего сцепления (обычно называемый 

UPGMA — невзвешенный среднеарифметический парно-групповой ме-

тод), в котором дистанция между двумя группами определяется как 

средняя дистанция между элементами групп, а также метод Ward [397], 

который минимизирует вариацию внутри формируемых групп. Эти ана-
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лизы могут быть дополнены другими наглядными подходами установ-

ления степени генетической изменчивости, такими как анализ главных 

компонент или факториальный анализ соответствий.  

 

2.1.2. Взаимоотношения между молекулярной дивергенцией,  

фенотипической дивергенцией и сопроисхождением 
 

Достоверная корреляция между дистанцией и сопроисхождением 

обычно отмечается, когда в расчет берется достаточно большое число 

генетических маркеров (см. обзор [256]). Низкие или короткие дистан-

ции могут наблюдаться только для высоких уровней сопроисхождения 

(см., например, [346]). Тем не менее, для схожих степеней сопроисхож-

дения дивергенция между двумя особями, как правило, не одна и та же 

из-за генетического дрейфа и эффекта отбора. Например, в случае полу-

чения рекомбинантных инбредных линий посредством последователь-

ного самоопыления потомства, полученного от скрещивания линий А и 

Б, некоторые линии получаются ближе к А чем другие, даже если все 

линии имеют один и тот же коэффициент сопроисхождения с А. Это 

может быть проиллюстрировано результатами работы [37], в которой 

показано, что у кукурузы вклад данного родителя в полученные от него 

инбредные линии, подобным упомянутому выше способом, может 

варьировать между 80% и 20%. Если говорить об информации о сопро-

исхождении, то при ее получении генетические маркеры имеют явное 

преимущество, поскольку принимают во внимание эффекты дрейфа и 

селекционного отбора и, вследствие этого, обеспечивают более акку-

ратную оценку генетической схожести. 

Во многих исследованиях делались попытки установить точные 

взаимоотношения между индексами дистанций, выявленными с помо-

щью генетических маркеров. Первоначально в таких работах использо-

вали изоферментные маркеры [89]. Впоследствии стали применять мо-

лекулярные маркеры [29, 60, 61, 105, 269]. В целом, если результаты 

анализов изобразить графически, то на графике они, как правило, пока-

зывают треугольновидную форму распределения отношения взаимоот-

ношений между двумя типами дистанций. Это означает, что если две 

особи близки на уровне молекулярных маркеров, то почти всегда они 

имеют схожий фенотип. С другой стороны, большие дистанции на 
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уровне маркеров не позволяют делать какие-либо умозаключения ни 

относительно сходства, ни относительно фенотипического расхождения 

исследуемых особей. Такие взаимоотношения могут быть объяснены 

полигенной основой признаков обычно принимаемых в расчет при 

оценке и установлении фенотипической дистанции. Если предположить 

наличие четырех биаллельных локусов с равными эффектами и, если 

благоприятные и неблагоприятные аллели обозначить + и -, соответст-

венно, то линии, несущие комбинации аллелей ++ -- и -- ++ будут иметь 

один и тот же фенотип, даже если они отличаются по каждому локусу 

(детально данный анализ приведен в [60]).  

Такие особенности и свойства взаимосвязи между индексами дис-

танций, установленными на фенотипическом уровне и индексами дис-

танций, определенными с помощью молекулярных маркеров, имеют два 

существенных практических результата или следствия. Во-первых, аг-

рономические признаки особи могут быть предсказаны, если они на 

уровне генетических маркеров подобны таковым особи с известным фе-

нотипом. Это особенно важно для морфологических признаков, которые 

требуют для своего определения длительного периода времени или их 

определение является очень дорогостоящим. Подобного рода прогнози-

рование может быть сделано эмпирически или формализовано посред-

ством подходящих для этих целей статистических методов (см. раздел, 

посвященный прогнозированию гетерозиса). Второе следствие заключа-

ется в возможности распознавать, являются ли две особи или образца, 

близкие фенотипически, схожими на уровне генетических маркеров. 

Если предположить, что маркерные локусы дают представительный 

пример (образчик) всего генома, то особи с высоким уровнем симиляр-

ности на уровне маркеров, скорее всего, несут схожие аллели основных 

QTL или генов, в то время как особи с высокой дивергенцией одних и 

тех же молекулярных маркеров вероятнее всего содержат различные ал-

лели. Это особенно важно для осуществления длительного сохранения и 

практического использования генетических ресурсов. Например, образ-

цы, которые схожи как на фенотипическом уровне, так и на уровне мар-

керов могут рассматриваться как излишние (или резервные) и, вследст-

вие этого, некоторые из них могут быть либо удалены из коллекции или 

объединены для упрощения и удешевления их сохранения. С другой 



48 

стороны, образцы, которые схожи на фенотипическом уровне, но отли-

чаются на уровне маркеров, могут быть определены как оригинальные.  

 

2.2. Применение методов классификации: гетерозисные группы 

и управление генетическими ресурсами 
 

Первые экспериментальные исследования по созданию гибридных 

сортов кукурузы выявили существование корреляционных взаимоотно-

шений между проявлением свойств гибридов и происхождением их ро-

дительских линий (исходных популяций или ареала распространения 

культуры). Во-первых, было обнаружено, что скрещивания между ли-

ниями, которые являются генетически родственными (по родословной) 

обычно приводят к получению менее продуктивных гибридов, чем те, 

которые получены от неродственных родительских линий [169, 207]. 

Более того, отдельные пары из некоторых популяций проявляют ком-

плементарность при их использовании в гибридной селекции. Обычно, 

в этом случае, к получению хороших гибридов приводят линии, полу-

ченные из одной популяции, если их скрещивают с линиями не из той 

же, а из другой популяции [207]. Как правило, именно на основе таких 

эмпирических результатов селекционеры и определяют необходимые 

им пребридинговые гетерозисные группы, включающие в себя линии с 

сопоставимым эффектом скрещивания и часто с общим происхождени-

ем (например, традиционные сорта-популяции со свободным типом 

опыления). Подобным образом были созданы группы Lancaster и Reid 

Yellow Dent, широко используемые в Corn Belt (кукурузный пояс) в 

США. 

Некоторые авторы изучали репрезентативные наборы линий пре-

бридинговых гетерозисных групп посредством генетических маркеров, 

при этом статистический анализ полученных результатов проводился с 

помощью методов, описанных ранее: иерархическая классификация на 

основе установления молекулярных дистанций или факториальный ана-

лиз. Во всех исследованиях, проведенных на кукурузе, классификация 

групп, определенная на основе молекулярной информации, согласовы-

валась с традиционной классификацией пребридинговых гетерозисных 

групп [44, 114, 115, 152, 226, 259, 260]. Такие же результаты были полу-

чены и на подсолнечнике [147, 376]. А работа, выполненная на кукурузе 
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[114], проиллюстрировала дивергенцию между американскими и евро-

пейскими кремнистыми линиями этой культуры. Выявленные между 

группами различия отражали их расхождения на уровне аллельных час-

тот по целой серии локусов. Результаты [114] приводят к двум основ-

ным заключениям важным для практической селекции. Во-первых, если 

имеются гетерозисные группы, хорошо идентифицированные на основе 

большого числа эмпирических исследований, то генетические маркеры 

могут быть использованы для установления филогенетического проис-

хождения генетического материала ГРР (линии, образца, популяции) 

неясного генезиса и его таксономического, генетического и иного рода 

месторасположения по отношению к этим группам. Как правило, по-

рядка 60 мультиаллельных локусов вполне достаточно для получения 

ответа на подобного рода вопрос, который периодически возникает у 

любого исследователя, имеющего дело с исходным селекционным ма-

териалом и не только [114]. Такое подразделение пребридинговых 

групп значительно облегчает выбор тестеров, которые должны быть 

скрещены с изучаемым материалом с целью установления его комбина-

ционной способности. С другой стороны, если внутри интересующих 

исследователя разновидностей нет идентифицированных гетерозисных 

групп, так же как и в случае с вновь отобранными для работы генотипа-

ми или генотипами у которых гибрид был получен недавно, анализ с 

помощью генетических маркеров может помочь установить структуру 

изучаемой популяции в историко-селекционном аспекте ее формирова-

ния (см., например, результаты [30] по луку). В качестве второго шага, в 

этом случае, необходимо оценить какие пары групп являются наиболее 

подходящими для создания гибридов с высокими агрономическими или 

хозяйственно ценными качествами.  

Даже если задача и не заключается в определении пребридинго-

вых гетерозисных групп анализ структуры генетического разнообразия 

ГРР и определение совокупностей внутри видов или популяций может 

оказаться очень полезным для рационального управления и использова-

ния генетических ресурсов в селекции [103, 197, 258]. Так, на основе 

выработанной классификации и ее практического применения, посред-

ством перекрестного опыления отдельных особей одной группы, может 

быть составлен так называемый «общий пул». Такие пулы представля-
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ют интерес для реализации «пребридинговых» программ по увеличению 

частоты и расширению спектра генотипической изменчивости, что 

крайне важно при создании сортов [139]. Классификации также могут 

быть использованы как один из основополагающих принципов отбора 

при создании стержневых коллекций (core collections), являющихся ре-

презентативной выборкой генетического разнообразия всей коллекции 

[51]. Такую коллекцию можно создать, например, посредством отбора 

определенного числа образцов из каждой группы, образовавшихся в 

процессе классификации. Для создания стержневых коллекций были 

предложены и другие подходы, например, оптимизация отбора образцов 

на основе повторяющегося или, так называемого, итеративного процес-

са отбора [157, 389]. Как известно, такие стержневые коллекции полез-

ны при управлении генетическими ресурсами растений. В частности, 

они упрощают обмены между программами и странами, и могут быть 

использованы для вычленения отдельных особей из больших по объему 

коллекций, в которых собраны образцы со специфичными признаками 

(например, с устойчивостью к заболеваниям).  

 

2.2.1. Взаимосвязь между молекулярной дивергенцией и гетерозисом 
 

С помощью теоретических расчетов можно показать [126], что 

степень гетерозиса гибрида, определяемая как различия между характе-

ристиками данного гибрида и средними показателями его родителей, 

соотносится с дивергенцией родителей по QTL, проявляющих эффекты 

доминирования. В рамках диаллельной модели показатель гетерозиса 

Hxy, наблюдаемый при скрещивании двух популяций x и y может быть 

выражен следующим образом: 
 

        
 

 
 
    

 
        

     
   

 
,   (24) 

 

где dl — эффект доминирования QTL l (другие обозначения точно такие 

же, как и в уравнении (23)). В гибридах F1 гетерозис связан с гетерози-

готностью QTL, которые проявляют эффект доминирования. Если локу-

сы имеют равные эффекты доминирования, то величина гетерозиса бу-

дет прямо пропорциональна средней величине гетерозиготности. На ос-

нове этой теоретической выкладки, а также упомянутых выше экспери-

ментальных результатов по оценке эффекта инбридинга, многие генети-
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ки пытались предсказать гетерозис исходя из индексов различий между 

родителями. Результаты, полученные на основе морфологических кри-

териев, в целом оказались разочаровывающими (см. [218]). Это частич-

но может быть объяснено причинами, обозначенными ранее: линии, с 

одними и теми же значениями количественного признака, могут содер-

жать различные аллели для каждого конкретного локуса [70]. В этом 

случае гетерозис, предсказанный для гибрида между двумя линиями 

данного типа, будет нулевым, в то время как реально наблюдаемый — 

максимальным. 

Мы видим, что генетические маркеры так же, как и количествен-

ные признаки, предоставляют информацию о дивергенции генотипов по 

индивидуальным локусам. Поэтому среднее значение гетерозиготности 

гибрида может быть установлено исходя из анализа его родительских 

линий. На основе этого предположения было проведено несколько ис-

следований, в которых авторы пытались предсказать гетерозис посред-

ством соизмерения индексов дистанций, установленных с помощью ге-

нетических маркеров [217]. Анализ результатов, полученных на кукуру-

зе и других видах растений [100], приводит к нескольким общим заклю-

чениям:  

 в целом, прогнозы, сделанные с помощью многочисленных молеку-

лярных, например, RFLP, маркеров кажутся более эффективными, 

чем предсказания, сделанные на основе ограниченного числа фер-

ментных (белковых) маркеров (см. в особенности исследования 

[346]), что может быть объяснено лучшим покрытием генома и более 

высоким числом аллелей молекулярных (RFLP) маркеров на локус; 

 когда наблюдаются существенные корреляции коэффициентов, ин-

дексы дивергенций могут проявлять бо льшую взаимосвязь со специ-

фичной комбинационной способностью [352], также называемой спе-

цифичным гетерозисом [145], чем с непосредственными характери-

стиками гибридов.  

Такие выводы можно объяснить с помощью моделей количест-

венной генетики. Прежде всего, следует отметить, что оценка гибридов 

частично зависит от QTL, имеющих однозначно аддитивный эффект, и 

для которых гетерозиготность не предоставляет какое-либо преимуще-

ство, в то время как специфичный гетерозис не зависит от этих локусов. 
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Это заключение представляет интерес только в тех пределах, в которых 

специфичная комбинативная способность существует как компонент 

гибридного значения, что является наиболее трудным для предсказания 

на основе «классических» агрономических композиционных построе-

ний. Общая комбинационная способность данной инбредной линии мо-

жет быть более аккуратно установлена на основе средних показателей 

характеристик потомков гибрида, полученных с помощью подходящих 

для этих целей тестеров. При этом результаты исследований, как прави-

ло, напрямую зависят от изучаемого материала. Однако следует отме-

тить, что максимальная корреляция значений, прежде всего, была полу-

чена в исследованиях, включавших родственные гибриды (скрещивания 

между родственными линиями). Так, например, исследования [345] 

включали гибриды, имеющие высокий коэффициент родственности 

(около 0,9) и, вследствие этого, вели к высокой корреляции. С другой 

стороны исследования [152] не включали родственные гибриды и, как 

результат, не приводили к выявлению существенных достоверных 

взаимоотношений. Корреляция уменьшалась, когда родственные гибри-

ды убирали из набора исследуемых гибридов [22, 61, 70]. Эти результа-

ты подтверждают общую тенденцию, установленную на уровне изо-

ферментов у кукурузы [133] и впоследствии на горчице [334]. И, нако-

нец, в исследованиях, выполненных на гетерозисных «межгрупповых» 

гибридах (см. выше), не выявлено никакого взаимоотношения между 

характеристиками гибрида и дивергенцией по ним родителей [44, 257]. 

Аналогичная информация была получена и на межсубвидовом уровне у 

риса [326, 407].  

Как видно из представленных выше работ, полученные в них дан-

ные довольно многоплановые. И, тем не менее, несмотря на их много-

плановость, такие разнообразные результаты можно проанализировать 

теоретически. Для этого, прежде всего, следует предположить, что все 

используемые генетические маркеры являются фенотипически ней-

тральными. Кроме того, для того, чтобы значение было предсказуемым, 

между маркерными аллелями и аллелями QTL должно существовать 

неравновесное сцепление (linkage disequilibrium, LD) [76]. Неравновесие 

особенно высоко внутри вновь образованных популяций, полученных 

из ограниченного числа родителей. Это может быть проиллюстрировано 
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результатами работы [360], в которой получили картирующую популя-

цию F3 при проведении скрещивания линий кукурузы В73 и Мо17. Ка-

ждое изученное растение F3 было скрещено с каждой из родительских 

линий, и затем была оценена средняя продуктивность соответствующе-

го гибридного потомства. Установленная продуктивность высоко кор-

релировала (коэффициент корреляции был равен 0,68) со средней гете-

розиготностью в маркерных локусах. Как известно, внутри генетиче-

ской группы неравновесное сцепление может существовать, если группа 

создана из ограниченного числа родителей недавно или подверглась 

достоверному влиянию процесса генетического дрейфа. У аллогамных 

видов, предполагающих панмиктический тип репродукции, неравновес-

ное сцепление будет ослабевать с каждым поколением, приводя к 

уменьшению корреляций во взаимоотношении между генетической 

дистанцией и гетерозисом [76]. 

В свете вышеизложенного особенно интересен случай гибридов 

между линиями, происходящими от различных генетических групп, по-

скольку, во-первых, для отношения существующего между дивергенци-

ей и характеристиками этих гибридов должно быть не только неравно-

весное сцепление между маркерами и QTL внутри каждой рассматри-

ваемой группой, но и ассоциации, выявляемые между маркерными ал-

лелями и аллелями QTL, должны быть одинаковыми для различных 

гибридных групп [73]. Вторым условием, в большинстве случаев не все-

гда выполнимым, является наличие линий представителей различных 

групп, которые, как правило, получены от различных популяций и ко-

торые эволюционировали независимо друг от друга на протяжении 

очень длительного периода времени. И, наконец, когда внутри- и меж-

групповые гибриды рассматривают одновременно, то различия между 

генетическими группами могут объяснить существование неравновес-

ного сцепления (специфичные аллели групп сцеплены между собой), 

даже если неравновесие равно нулю внутри каждой из групп. Таким об-

разом, существующая возможность различения и, соответственно, раз-

деления межгрупповых и внутригрупповых гибридов, позволяет увели-

чить предсказуемость получения гибридов с желаемыми характеристи-

ками, как это проиллюстрировано результатами работы, выполненной 

на бобах [279]. 
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На степень проявления взаимосвязи между гетерозисом и молеку-

лярной дивергенцией, особенно эпистазом и относительно важными 

эффектами доминирования у QTL, могут действовать и другие генети-

ческие факторы. Однако результаты совмещения экспериментальных и 

теоретических данных, как оказалось, могут совпадать с общеприняты-

ми представлениями о взаимоотношениях между гетерозисом и молеку-

лярной дивергенцией, а также с условиями, в которых ожидаемое пред-

сказание окажется эффективным [256]. 

Наконец, важность гибридов между неродственными инбредными 

линиями приводит к поиску других подходов предсказания гетерозиса. 

Эти подходы основаны на идеях, развитых ранее и заключающихся в 

том, что если два гибрида А × Б и А´ × Б´ имеют родителей близкород-

ственных на уровне генетических маркеров (А´ близок к А и Б´ близок к 

Б), то их гетерозис или специфичные комбинативные способности бу-

дут схожими. Для формализации этого подхода был разработан метод 

[36], основанный на BLUP (best linear unbias prediction, [172]). Дистан-

ции между линиями применяли здесь для установления коэффициентов 

сопроисхождения [35], которые затем использовали для установления 

ковариаций между особями, чьи характеристики известны, с одной сто-

роны, и особями, чьи характеристики необходимо предсказать, с другой 

стороны. Затем, на основе полученных ковариаций и известных харак-

теристик, посредством использования соответствующей формулы в 

рамках рассматриваемого подхода, были сделаны необходимые матема-

тические расчеты и на их основе ожидаемые прогнозы. Эксперимен-

тальные результаты демонстрируют, что этот подход может быть эф-

фективным в ситуациях, где метод установления генетических дистан-

ций невозможно применить [71]. Следует заметить, что использование 

BLUP позволяет увеличить точность в определении оценки общей ком-

бинационной способности инбредных родительских линий. Это также 

может быть использовано на любом этапе селекционной программы, в 

частности для того, чтобы лучше оценить индивидуальные качества и 

характеристики особей. 

 

2.3. Использование маркеров для защиты новых сортов 
 

Молекулярные ДНК-маркеры могут быть использованы для оцен-
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ки сходства двух особей по многим локусам, и преимущество таких 

маркеров заключается в том, что они явно превосходят в этом феноти-

пические маркерные признаки. Это открывает отличные перспективы 

их использования для правовой защиты вновь создаваемых сортов 

[349]. Возможность такого применения молекулярных маркеров вызва-

ла неподдельный интерес селекционеров, несмотря на то, что использо-

вание молекулярных ДНК-маркеров для этих целей все еще пока не 

принято и не одобрено к применению UPOV (Union pour la Protection 

des Obtentions Vegetales) — организацией, занимающейся персонализа-

цией и защитой новых сортов. Кратко основную идею использования 

молекулярных маркеров в идентификации сортов можно выразить так: 

если после анализа многих полиморфных локусов новый сорт Б иденти-

чен существующему сорту А, можно утверждать, что сорт Б есть копия 

сорта А. Следует заметить, что утверждение неидентичности сортов А и 

Б на основе разницы по одному маркеру не обеспечивает надлежащей 

защиты, так как генотип особи по данному локусу может быть легко 

изменен, например, простым обратным скрещиванием. Это было также 

декларировано в конвенции UPOV от 1991 года, в которой говорилось, 

что понятие «существенных различий» должно быть обязательным об-

разом введено (www.upov.int/en/publications/conventions/ndex.html). По-

нятие «существенных различий» применимо и в ситуации, когда линия 

Б, даже несмотря на то, что она отличается от линии А, по своим эконо-

мическим характеристикам и использованному при ее получении селек-

ционному процессу подобна линии А. Это значит, что должны быть ус-

тановлены соответствующая граница или некое пороговое значение, оп-

ределяющее различия между сортами. Например, как минимум 25% ло-

кусов должны иметь фиксированные различающиеся аллели, как это 

было предложено в [347]. Точность в установлении таких различий — 

это ключевой момент при проведении подобного рода анализов и экс-

пертиз.  
 

2.4. Перспективы изучения генетического разнообразия 
 

Упомянутые выше методические подходы в большинстве своем 

уже повсеместно используются в различных селекционных программах 

за рубежом. В России интерес к ним также увеличивается (см. [17]). 

http://www.upov.int/en/publications/conventions/
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Среди других потенциальных применений молекулярных маркеров, в 

частности, для изучения генетического разнообразия образцов дикорас-

тущих и культивируемых видов растений, следует отметить подбор и 

идентификацию родительских форм, на основе которых получают но-

вые селекционные популяции, что до сих пор остается ключевым мо-

ментом для большинства селекционеров. Ценность популяции для про-

ведения селекционно значимого отбора зависит не только от среднего 

значения ее характеристик, но также и от степени их варьирования 

[139]. Среднее популяции в целом может быть предсказано исходя из 

среднего характеристик родителей. Молекулярные маркеры позволяют 

прогнозировать некоторую степень варьирования, что, как правило, бы-

вает особенно полезным. Во-первых, изучение свойств взаимоотноше-

ния между фенотипом и молекулярными дистанциями приводит к за-

ключению, что если предстоит получить селекционную популяцию из 

двух линий, которые близки на фенотипическом уровне, то варьирова-

ние полученной популяции будет выше для линий, которые различают-

ся по маркерным локусам, нежели в случае линий, которые схожи по 

ним. Кроме того, в рамках определенной гипотезы, можно также пока-

зать, что варьирование количественного признака внутри популяции 

напрямую коррелирует или зависит от разнообразия этой популяции по 

QTL, ответственным за ее вариацию. Поэтому разнообразие, установ-

ленное на уровне маркерных локусов, может являться предсказанием 

степени разнообразия популяции. Некоторые экспериментальные ре-

зультаты поддерживают тот факт, что популяции, полученные от роди-

телей с высокой маркерной симилярностью, действительно проявляют 

низкое генетическое варьирование [236] (для сои). Однако другие ис-

следования показывают низкие корреляционные коэффициенты между 

генетической вариацией популяций и молекулярной дистанцией между 

родительской парой ([259], для кукурузы; [200], для сои; [59], для яро-

вой пшеницы), и, вследствие этого, необходимы дополнительные ис-

следования для установления возможностей и ограничений данного 

подхода.  
 

2.5. Маркерная помощь селекции (отбору) 
 

Любой вклад молекулярных маркеров в селекцию основан на пер-

спективности использования маркеров, сцепленных с генами, отвечаю-
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щими за изменчивость отбираемых признаков [358]. Таким образом, 

термин «маркерная помощь селекции (отбору)» относится к любой 

форме селекции (отбора), использующей маркеры для: 

 управления рекомбинацией, с целью накопления желаемых генов или 

сегментов хромосом в одном генотипе и 

 установления, как минимум частично, генотипического значения 

(ценности, полезности) особи посредством идентификации генотипа в 

различных маркерных локусах.  

Указанные стратегические подходы могут быть использованы как 

для получения или создания новых и/или специфичных генотипов, так и 

для улучшения существующих популяций посредством рекуррентной 

селекции. 

 

2.5.1. Создание генотипов 
 

2.5.1.1. Маркерная помощь при беккроссировании генотипов  

с моногенным признаком 
 

Некоторые моногенные признаки, такие, например, как устойчи-

вость к заболеваниям и насекомым, трудно или дорого оценивать в про-

цессе проведения циклов беккроссирования. Более того, в случае пере-

носа рецессивных генов для выявления рецессивных гомозигот необхо-

димо «вставить» одно поколение самоопыления после скрещивания с 

рекуррентным родителем, что по сравнению с вариантом перенесения 

доминантного гена, удлиняет процесс переноса. Молекулярные марке-

ры предлагают решение этих проблем. Кодоминантные маркеры, позво-

ляющие идентифицировать гетерозиготные генотипы, значительно об-

легчают процесс. Однако, как мы указывали ранее [13], использование 

практически изогенных линий и BSA (bulk segregant analysis) является 

приемом, в котором выбирают маркеры, тесно сцепленные с интрогрес-

сируемым геном. Эти маркеры обычно доминантны (RAPD, AFLP и 

др.), но они также могут быть использованы в маркерной помощи бек-

кроссированию. Такое становится возможным в случаях сцепления до-

минантного аллеля маркерного локуса с желаемым аллелем, который 

необходимо интрогрессировать. Это означает, что ситуация становится 

похожей на ситуацию с кодоминантными маркерами и «вставка» само-



58 

опыленного поколения уже не требуется. Другое достоинство примене-

ния маркеров заключается в том, что особи могут быть отобраны на-

много проще, чем в случае традиционной беккроссной селекции и к то-

му же без нанесения какого-либо вреда окружающей среде. Таким обра-

зом, использование молекулярных маркеров экономит время и, что со-

вершенно очевидно, позволяет существенно сократить расход денеж-

ных средств.  

Более того, как известно, основным недостатком классического 

беккроссирования является тот факт, что не только ген родителя-

донора, но также и фрагмент хромосомы, окружающий этот ген, интро-

дуцируется в растение-реципиент. Поскольку мейоз рекомбинирует ге-

ном довольно грубо, то длина донорного фрагмента, несущего селекти-

руемый ген уменьшается очень медленно и только через поколения. 

Так, например, после пяти беккроссов остается примерно около 30 сМ 

от фрагмента хромосомы в 100 сМ [166, 353]. Это было проверено экс-

периментально на различных линиях томата, в которых ген устойчиво-

сти к вирусу табачной мозаики Tm-2 был интрогрессирован посредст-

вом беккроссов [413]. Полученные авторами результаты свидетельст-

вуют о том, что практическая изогенность интрогрессированных линий 

относительна. Зная, что в геноме в среднем наблюдается несколько де-

сятков генов на сМ (и даже если все они не являются полиморфными), 

становится ясным, что интрогрессированные линии могут существенно 

отличаться от рекуррентной линии по различным признакам. Молеку-

лярные маркеры предлагают частичное решение этой проблемы за счет 

использования методологии полиморфизма длин рестрикных интроду-

цированных сегментов. Кроме того, маркеры предоставляют возмож-

ность ускорить возврат к изогенности за пределами интродуцирован-

ного сегмента. В идеале для этого должно быть два типа маркеров: 

 те, которые фланкируют находящийся под вопросом локус, и, тем са-

мым определяют справа и слева «окно», причем таким образом, что-

бы можно было определить ближайший (насколько возможно) крос-

совер гена. Практически невероятно, что в одном поколении будет 

найден целевой двойной рекомбинант. Вследствие этого, выявление 

кроссоверов будет происходить последовательно. Сначала в ВС1 

(первое беккроссное поколение) необходимо найти рекомбинацию с 
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одной стороны гена и затем в ВС2 с другой. Вероятность этих собы-

тий может быть определена как функция размера популяции и пози-

ции маркеров, находящихся по соседству с геном, что позволяет вы-

числить размер популяции, с которой необходимо производить мани-

пуляции [177]. 

 те, которые позволят ускорить возврат к рекуррентному родителю и, 

вследствие этого, они должны быть распределены по всему геному. 

Как правило, для достижения этих целей порядка двух маркеров на 

плечо хромосомы вполне достаточно. В основном такие маркеры ис-

пользуют после ВС2, преимущественно в ВС3. Однако они могут 

быть использованы и на каждом из предыдущих шагов, если в распо-

ряжении исследователя имеются несколько растений с благоприят-

ным рекомбинантным событием.  

За три поколения с помощью молекулярных маркеров можно по-

лучить такую изогенность, которая будет лучше, чем изогенность, по-

лученная традиционными методами селекции. Теоретические исследо-

вания показывают, что такая стратегия, по сравнению с традиционными 

технологиями, сокращает время, как минимум, на два поколения [178]. 

Это очень хорошо проиллюстрировано экспериментами на кукурузе 

[310]. Так, ген Bt, который кодирует инсектицидный белок, был интро-

дуцирован трансгенезом в одну из линий кукурузы. Генетический ана-

лиз показал, что Bt располагался в единичном локусе на хромосоме 1. 

Необходимо было беккроссированием перенести этот ген в другую хо-

зяйственно ценную линию. Посредством молекулярных маркеров воз-

врат к геному рекуррентного родителя был осуществлен уже после трех 

беккроссов. Это, как было доказано, оказалось эквивалентно тому, что 

можно было бы получить за шесть поколений, используя методы тради-

ционной селекции. После третьего беккросса в отобранных особях оста-

вался гетерозиготным только фланкирующий ген район (между 2% и 

24% общей длины хромосомы). После четвертого беккросса расстояние 

сократилось максимум до 8,4%, что соответствует дистанции 14,5 сМ.  

Тот же процесс можно применить и в случае нескольких генов, но 

число поколений и/или размер популяции при этом должны быть уве-

личены. 
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2.5.1.2. Маркерная помощь при беккроссировании полигенного признака 

 

2.5.1.2.1. Перенос хромосомного сегмента, несущего QTL 
 

Описанный выше процесс, или его варианты, порой применяют 

для переноса, представляющего интерес идентифицированного в про-

цессе выявления и локализации QTL хромосомного сегмента, который 

называют QTA (от англ. Quantitative Trait Allele). В этом случае, донор-

ным генотипом является один из родителей, участвовавших в скрещи-

вании, применявшегося для определения QTL, а реципиентный роди-

тель в качестве второго генотипа. Помимо существенной трудности фе-

нотипической оценки, существует еще одна трудность, которая заклю-

чается в том, что в каждом беккроссном поколении QTA будет переда-

ваться с вероятностью менее чем ½ нежели какой-либо ген. Действи-

тельно, как это было показано нами ранее [13], доверительный интервал 

позиции QTL, т.е. хромосомный сегмент, где QTL может находиться, 

обычно довольно велик. Это значит, что в течение мейоза существует 

вероятность рекомбинации внутри сегмента. Для сохранения QTA не-

обходимо увеличить на ½ вероятность с таким расчетом, чтобы не было 

рекомбинации внутри сегмента. Для сегмента в 20 сМ, маркированного 

по краям и в середине, эта вероятность передачи составит около 0,4 

вместо 0,5, т.е. (1-0,1)
2
, с приближением, что 10 сМ соответствует 

р = 0,1. Кроме того, показано, что использование трех маркеров на QTA 

позволяет осуществлять контроль за переносом [177].  

Известен пример переноса QTA, при использовании для этого 

маркеров, у томата [369]. Авторы нашли QTL для серии признаков в 

ВС2 популяции, полученной в результате скрещивания сорта культур-

ного вида Lycopersicon esculentum (рекуррентный родитель) с диким ви-

дом L. pimpinellifolium (донорный родитель). Фенотипические значения 

каждой ВС2 особи были измерены как в поколении ВС3, так и в попу-

ляции, полученной в результате скрещивания данной особи с тестером. 

Найденные три QTL (один — оказывающий влияние на массу плодов и 

два других — на их размер) были независимо интрогрессированы для 

получения практически изогенных линий. Сравнение этих линий после 

скрещивания с тестером показало, что в каждом случае интрогрессия 

существенно модифицировала значение признака в направлении ожи-
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даемого эффекта данного QTL, измеренного в ВС2. Так, QTА L. 

pimpinellifolium расположенный на хромосоме 8, делал плоды круглее, 

чем у культивируемого вида (–38% по шкале длины). Другой QTА, оп-

ределяющий размер плодов, расположенный на хромосоме 1, удлинял 

плоды (+8%). Необходимо заметить, что в двух последних случаях 

QTА, с которыми проводились манипуляции, давали эффект противо-

положный тому, что ожидался у родительского фенотипа: плоды L. 

pimpinellifolium круглые и очень маленькие, а у L. esculentum — боль-

шие и удлиненные. Благодаря этому было возможным отличить дикую 

форму, которая исходно была не похожа на что-либо другое, от QTА 

улучшающего некоторые «культивируемые» признаки культурного сор-

та. Этот подход, сделавший использование молекулярных маркеров на-

много более простым, чем в предыдущем варианте, несомненно, являет-

ся многообещающим методом для маркер вспомогательной селекции, 

включая практическое использование генетических ресурсов растений.  

 

2.5.1.2.2. Перенос нескольких хромосомных сегментов 
 

Принцип беккроссирования с несколькими генами может быть 

применен и для случая переноса нескольких желаемых QTА. Если при-

нять во внимание вероятность отсутствия или нереальности рекомбина-

ции внутри сегмента, то в этом случае проведенные вычисления пока-

зывают, что для популяции размером примерно в 300 особей не пред-

ставляется возможным осуществлять манипуляции одновременно более 

чем с четырьмя QTА [177]. Очевидно, что проведение подобного рода 

действий гораздо легче для популяций с бо льшим числом особей и с 

маркерами, которые очень тесно или даже непосредственно сцеплены с 

генами. 

Если обрисовать схематично, то беккроссирование может быть 

выполнено, если придерживаться некоторых правил, согласно которым 

необходимо: 

 отдавать приоритет желаемым QTА донорного родителя. Эти QTА, 

которые будут всегда поддерживаться в гетерозиготном состоянии 

благодаря и посредством получения поколений беккроссов, не долж-

ны быть потеряны. 

 отбирать особи, которые несут желаемые QTA, для их изогенности с 
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рекуррентным родителем за пределами манипулируемых фрагментов. 

 заканчивать процесс беккроссирования одним или двумя самоопыле-

ниями для закрепления интрогрессированных QTА. 

Эксперимент по изучению признака урожая зерна у кукурузы ясно 

показал роль и значение генетического построения вспомогающего 

маркерного генотипа для повышения комбинационной способности ро-

дителей гибрида [177, 179]. Так гибрид В73 × Мо17 был улучшен ин-

трогрессией желаемого QTА двух других линий, Тх303 и Oh43. Поиск 

QTL показал наличие шести хромосомных районов, для которых Тх303 

может улучшить В73 и шесть других, с помощью которых Oh43 может 

улучшить Мо17. Три беккросса, следующие за двумя самоопылениями, 

были выполнены в каждом из этих случаев. Отбор по маркерам (RFLP) 

авторы начали проводить со второго беккросса: особи отбирали на ос-

нове числа перенесенных сегментов и процента генома рекуррентного 

родителя. Результаты оказались обнадеживающими. Скрещивания меж-

ду «улучшенной В73» и Мо17, а также между В73 и «улучшенной 

Мо17», дали гибриды, которые в целом имели лучшие характеристики, 

чем контрольный В73 × Мо17. Частота улучшения составила 8-15%. 

Анализ улучшенных линий показал, что максимальное число перене-

сенных сегментов не превышало трех и что большинство содержало 

только один сегмент, полученный от донорного родителя: сегмент 6L 

для В73 и сегмент 4S для Мо17. Эти два QTL, по-видимому, имели наи-

более существенный эффект действия на генотип улучшаемых линий. 

Ни одна из линий не содержала все шесть ожидаемых фрагментов, по-

скольку вероятность получить их была очень мала. Ясно, что такое 

улучшение невозможно осуществить в столь короткие сроки при ис-

пользовании традиционных методов селекции. 

 

2.5.1.3. Маркерная помощь при отборе по потомству 
 

В поколении F2, вместо проведения беккроссирования, среди осо-

бей, полученных самоопылением (F3, F4 и т.д.), можно попытаться ото-

брать те, которые получили лучшие QTА.  

Для того чтобы отобрать линии на основе значения их характери-

стик per se, обычно необходимо произвести отбор линий, которые могут 

быть или были получены от одной особи. Самоопыление гетерозигот-
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ной особи не позволяет напрямую получить величину значения харак-

теристик этих линий. Такая величина, как известно, указывает пределы 

отбора по потомству, как впрочем, и преимущества гаплодиплоидиза-

ции. С другой стороны, явное превосходство маркеров заключается в 

том, что они позволяют нам предсказывать это значение для маркиро-

ванных локусов. Пусть al будет равно половинному значению различия 

между двумя гомозиготами по QTL l. Для данного признака среднее 

значение линий, что может быть определено исходя из генотипа i, мо-

жет быть записано как: 
 

        
 

 ,      (25) 
 

где   
       

 ,   
    –1 или +1 в соответствии с тем, является ли генотип 

в избранном маркере гомозиготным по аллелю от неблагоприятного ро-

дителя или от благожелательного, соответственно. Генотипическое зна-

чение семьи, полученной в результате самоопыления ее исходного пра-

родителя, также можно прогнозировать, принимая во внимания эффек-

ты доминирования. Примером действенности данного подхода может 

служить работа, выполненная на томатах [285]. Авторы сравнили эф-

фективность отбора, проведенного на основе только лишь маркеров с 

отбором по фенотипу, при этом отбор выполнялся на особях F2, а ответ 

изучался в семьях F3. Для рН плодов (признак, который наследуется 

средне) отбор по маркерам имел эффективность, сравнимую с отбором 

по фенотипу. В противоположность этому, для массы плодов, более на-

следуемый признак, отбор по фенотипу был более эффективным, в то 

время как для концентрации растворимых сахаров, плохо наследуемый 

признак, отбор на основе маркеров был наиболее эффективным (табл. 

6). Таким образом, как следует из результатов данной работы [285], от-

бор по фенотипу более эффективен для признаков с высокой наследуе-

мостью, поскольку он базируется на источниках изменчивости всех 

QTL одновременно, в то время как отбор по маркерам задействует толь-

ко те QTL, которые сцеплены с маркерами. Следовательно, в случае 

низкой наследуемости признака генетические значения лучше устанав-

ливать посредством молекулярных маркеров, нежели по фенотипу, если 

размер популяции при этом, по определяемым QTL, достаточно велик. 
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Преимущество отбора только по маркерам для улучшения при-

знака «урожай зерна» также было проверено и у кукурузы [356]. Отбор 

F6 семей (потомство совокупно самоопыленных растений F2) на основе 

только информации полученной с помощью маркеров, сцепленных с 

определенных в F2 QTL, позволило получить в среднем такой же ре-

зультат, как и в случае отбора по фенотипу. В то же время, менее чем 

50% изменчивости в данном случае можно было объяснить, используя 

для этих целей только лишь маркеры.  

Таблица 6 

 

Относительная эффективность отбора по родословной в F2 на основе значений, 

определенных с помощью маркеров, в сравнении с отбором по фенотипу 

в скрещивании Lycopersicon esculentum x L. chesmanii (по [285]) 
 

 Масса плодов рН плодов 

Концентрация 

растворимых 

веществ 

Наследуемость 0,45 0,25 0,15 

Число установленных QTL 7 5 4 

R
2
 (%) – процент фенотипиче-

ской изменчивости QTL 
72 34 44 

Относительная эффективность 

маркеров 
0,66 1,07 2,20 

 

С другой стороны, если целью является отбор линий по их комби-

национной способности с тестером, то в этом случае необходимо уста-

новить эффекты QTL по данной способности. Таким образом, значение 

линий, каждая из которых получена от одной отдельной особи, будут 

спрогнозированы посредством суммирования эффектов каждого QTL, в 

соответствии с имеющимися в наличии аллелями. В то же время обра-

батывать такой материал надо так, как если бы работа велась с аддитив-

ным признаком [139].  

 

2.5.2. Маркерная помощь рекуррентной селекции  

(рекуррентному отбору) 
 

Если число QTА, которые должны быть объединены в одном ге-

номе, велико, то вероятность получить необходимый генотип за один 

цикл маркерной помощи создания такого генотипа быстро уменьшается. 

Поэтому, как представляется, изначально лучше получить популяцию, в 
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которой частота желаемого генотипа будет приумножена за счет увели-

чения частот каждого из необходимых QTA. Сделать это можно посред-

ством проведения нескольких циклов отбора следующих за рекомбина-

цией. Такая маркерная помощь рекуррентному отбору, базирующаяся 

только на использовании маркеров, может быть осуществлена с или без 

учета эффектов QTA. Однако существует проблема, так называемой, 

немаркерной генетической изменчивости, которая для комплексных аг-

рономических признаков, остается в целом достаточно высокой (при-

мерно 50% и выше). Эта изменчивость может быть использована только 

в рамках «традиционных» методов рекуррентного отбора, и только если 

наследуемость для этого достаточна. Таким образом, для максимально-

го увеличения эффективности генетического процесса будет достаточно 

скомбинировать оба типа отбора (на уровне маркеров и по фенотипу) по 

рекуррентной схеме. При этом первая стадия этой схемы должна быть 

применена к популяции F2, где QTL и были определены. 

 

2.5.2.1. Рекуррентный отбор, основанный только на маркерах 
 

Возможен прямой отбор маркеров, дающих одинаковое значение 

для каждого QTА. Цель такого метода — увеличить частоты нужных 

маркеров, т.е. маркеров, которые сцеплены с желаемым QTА. Теорети-

ческие исследования [142, 179, 229] показали, что частота отбираемых 

аллелей увеличивается быстро. Например, для 10-ти независимых локу-

сов частота желаемых аллелей повышается с 0,50 до 0,90 всего за три 

поколения отбора. Благодаря этому частота получения необходимого 

генотипа возрастает с 0,001 до 0,35. Вслед за этим, вполне доступно по-

лучить наилучший маркерный генотип для улучшенной популяции. 

Эффективность такого подхода зависит в основном от того, насколько 

тесно сцеплены маркер и QTL. Если они сцеплены не тесно, то реком-

бинация между маркерами и QTL быстро уменьшит часть изменчиво-

сти, объясняемой маркерами. В таком случае использование фланки-

рующих маркеров позволит увеличить эффективность отбора. В то же 

время, принимая во внимание уровень фиксации, а также риск рекомби-

нации между маркерами и ассоциированными с ними QTL, лучше огра-

ничить применение этого метода лишь некоторыми подходящими для 

этих целей циклами отбора.  
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2.5.2.2. Рекуррентный отбор по аддитивному значению,  

прогнозируемому с помощью маркеров 

 
Для увеличения эффективности схемы рекуррентного отбора важ-

но спрогнозировать аддитивное значение особей — кандидатов на от-

бор, причем только то значение, которое передается из одного поколе-

ния в другое. Это значение прогнозируют по-разному, сообразно тому 

улучшался ли материал с целью получения гибридного или линейного 

сорта.  

На подготовительном этапе получения гибридных сортов или ли-

ний, материал можно улучшить, используя его комбинационную спо-

собность со специфичным тестером. Как описано выше, такую комби-

национную способность можно спрогнозировать посредством простого 

суммирования эффектов QTL. Если целью является улучшение внутри-

популяционной комбинационной способности, то тогда необходимо 

иметь возможность устанавливать аддитивные эффекты. Без маркеров 

аддитивное значение особи, как правило, определяют посредством изу-

чения потомства, полученного по нескольким сопряженным друг с дру-

гом схемам. При наличии маркеров, если известны частота маркера и 

ассоциированный с ним эффект, появляется непосредственная возмож-

ность установить это значение. В поколении F2 при частоте каждого 

маркерного аллеля равной 0,5 аддитивный эффект прямо пропорциона-

лен половине различия между двумя гомозиготами. Однако, в зависи-

мости от того как долго проводился отбор, аддитивный эффект аллеля 

меняется, поскольку он зависит от частоты встречаемости аллеля. По-

этому можно получить средний эффект действия данного аллеля в ком-

бинации с другими аллелями популяции [139]. Возможность установле-

ния аддитивного значения QTL, по-видимому, является основным вкла-

дом молекулярных маркеров в рекуррентный отбор. Для каждого инди-

видуального кандидата на отбор можно посчитать значение, проявляе-

мого им аддитивного эффекта ассоциированное с картированным QTL. 

Общее аддитивное значение получают простым сложением величин, 

спрогнозированных для каждого QTL. Если целью является получение 

линейных сортов, то, в этом случае, необходимо отбирать по величине 

значений характеристик линий, которые могли бы быть получены из 
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данного генотипа [139]. Как и при отборе по родословной, преимущест-

ва маркеров заключаются в том, что они позволяют установить нужное 

значение посредством вычисления ½ величины различий между двумя 

гомозиготами и суммированием предсказанных для каждого QTL зна-

чений. 

Точность прогнозируемых аддитивных значений зависит от гене-

тических значений R
2
 установленных QTL (% генетической изменчиво-

сти, объясняемой с помощью маркеров), наследуемости признака и раз-

мера изучаемой популяции. Последний должен быть тем больше, чем 

ниже наследуемость. В случае популяции достаточно большого разме-

ра, если процент генетической изменчивости, объясняемой с помощью 

маркеров больше, чем наследуемость в узком смысле этого слова, отбор 

на основе прогнозируемых значений, при их равной интенсивности, бу-

дет более эффективным, чем отбор только по фенотипу [210]. Посколь-

ку отбор, основанный только на маркерах, не требует полевой оценки и 

поскольку идентификация генотипов по маркерам производится очень 

быстро, продолжительность селекционного цикла может быть умень-

шена, как минимум, на одно поколение. Такой анализ можно проводить 

как в условиях недостаточности временно го интервала для осуществле-

ния циклов или манипуляций традиционной селекции, так и в условиях 

искусственного выращивания материала или в период межсезонья. 

Вследствие этого, маркерная селекция, на единицу времени, может быть 

более выгодной, чем классический отбор по фенотипу, даже когда мар-

керный отбор менее эффективен на цикл. Порой через несколько циклов 

селекционного отбора возникает проблема рекомбинации между уста-

новленными QTL и их маркерами. Из-за этого относительная эффектив-

ность данного метода будет падать с каждым циклом, поэтому строгое 

сцепление между маркерами и QTL всегда предпочтительней. В идеале, 

конечно, было бы неплохо иметь доступные маркеры в самих QTL. При 

отсутствии такой ситуации, как в случае предыдущей схемы отбора 

только по маркерам, лучше сократить схему реализации отбора всего до 

нескольких циклов. По-видимому, для короткого периода времени та-

кой подход будет более эффективным, нежели упомянутая выше схема, 

в которой каждому QTL придается одинаковая значимость. Обратное 

будет верным для длительного временно го периода. 
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Таблица 7 

 

Результаты экспериментов (по [357]) по изучению признака урожай зерна, 

сравнение цикла отбора только по маркерам (после определения QTL)  

и цикла классического фенотипического отбора (массовый отбор) 

 

Тип отбора 

Ответ (реакция) 

Урожай зерна 
Изменчивость в частоте 

желаемых QTА 

Положительный отбор по: 

только маркеры 

фенотип 

 

151,2 

151,7 

 

+0,19 

+0,06 

Негативный отбор по: 

только маркеры 

фенотип 

 

107,7 

122,4 

 

–0,19 

–0,06 

 

Результаты экспериментов [357] на популяции F2 кукурузы ясно 

показывают вклад маркеров в селекционный процесс — цикл отбора 

только на основе маркеров является столь же продуктивным, как и се-

лекция по фенотипу, а для некоторых признаков, даже более эффектив-

ным (табл. 7). Эксперименты также показали, что частота желаемых 

маркерных аллелей увеличивается много больше с отбором на основе 

маркеров, нежели с отбором по фенотипу, в то время как конечный ре-

зультат получается один и тот же. Отбор по фенотипу, как правило, ис-

пользует другие источники изменчивости, в частности, немаркирован-

ные QTL. Вследствие этого, становится очевидным, что комбинирован-

ный отбор, основанный как на фенотипе, так и на маркерах, является 

более эффективным. К такому же заключению можно прийти, проана-

лизировав результаты экспериментов, выполненных и на томатах 

(табл. 6) [285]. 

 

2.5.3. Комбинированный отбор, основанный на фенотипе и маркерах 

 

2.5.3.1. Принцип и ожидаемая эффективность 
 

В некоторых экспериментах, преимущественно на популяциях F2, 

маркерный отбор на единицу времени оказался вполне эффективным. 

Кроме того, он не требовал полевой перепроверки. Однако через не-

сколько поколений его эффективность может упасть очень быстро из-за 

фиксации желаемых QTА и рекомбинации между QTL и маркерами. В 

этом случае, существует вероятность переоценки взаимоотношения ме-
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жду маркерами и улучшенным признаком и, как результат, исследова-

тель может ошибочно продолжить отбор только по маркерам. В то же 

время, существует много QTL с очень слабыми для их выявления эф-

фектами, изменчивость которых не может быть использована при отбо-

ре. При одновременном отборе как по фенотипу, так и по маркерам за-

действуются все источники изменчивости и, вследствие этого, оконча-

тельный результат будет намного лучше. 

При таком подходе маркеры необходимо рассматривать как ассо-

циированные признаки: их генетическая корреляция с основным при-

знаком прямо пропорциональна квадратному корню процента изменчи-

вости, объясняемой с помощью маркеров. Из общих соображений по 

много признаковому отбору можно предсказать, что наиболее эффек-

тивный путь использования двух источников информации — это ком-

бинирование их в индексе I фенотипического значения P и аддитивного 

значения, предсказанного по маркерам A [210]:  

 

         ,     (26) 
 

где b1 и b2 коэффициенты частичной регрессии истинного генетического 

значения G у Р и у А, соответственно, которые могут быть получены на 

основе регрессионной теории с помощью модели случайных эффектов. 

Можно показать, что: 

 

   
       

  

    
 

   (27)  и     
    

    
 
,    (28) 

 

где h
2
 наследуемость в узком смысле этого слова, rp

2
 (или rG

2
) часть фе-

нотипической (или генотипической) изменчивости, объясняемой марке-

рами. Как указывают авторы [210]: 

 

  
      

 ,      (29) 
 

это уравнение показывает, что при фиксированном rG
2
 вес (мера), при-

данный фенотипическому значению, увеличивается с наследуемостью 

признака, в то время как вес (мера), данный маркерам ослабевает. 

Если наследуемость высока, то вклад молекулярных маркеров 

мал. Преимущество комбинированного отбора на основе фенотипа и 
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маркеров может проявиться только для достаточно низкой наследуемо-

сти. Однако если наследуемость получается слишком низкой, относи-

тельно того какой она должна быть для данного числа генотипирован-

ных растений, то число ошибок в определении QTL (фальшивых пози-

тивов, низкая точность при определении эффектов QTL) будет возрас-

тать. В таком случае маркеры ничего не вкладывают в отбор и даже мо-

гут приводить к ошибкам. Для того чтобы сохранить преимущества 

комбинированного отбора, размер популяции должен быть больше, 

особенно, если наследуемость низка. Как правило, только у выборки от 

100 до 300 растений имеется наследуемость, которая максимизирует от-

носительный интерес комбинирования отбора по фенотипу и по марке-

рам и он находится в пределах 0,15-0,20 [141, 267].  

Очевидно, что эффективность молекулярных маркеров тем выше, 

чем больше процент генетической изменчивости, объясняемой с помо-

щью маркеров. Обычно это результат Nh
2
rG, который необходимо при-

нимать во внимание, при этом N — это размер популяции [143, 210]. 

Таким образом, область действенности маркерной помощи комбиниро-

ванному отбору соответствует очень низкой наследуемости (между 0,10 

и 0,30), очень высокой плотности маркеров и достаточно большому 

размеру популяции [141]. 

Проблема, которая появляется с этим типом отбора — затраты в 

финансовом плане, поскольку переоценки взаимоотношения маркер-

признак требуются при проведении каждого селекционного цикла. Если 

совместить маркерную селекцию и отбор по фенотипу, сравнив в их оп-

тимуме по одним и тем же вложениям, то комбинированная маркерная 

помощь отбору, как представляется, имеет небольшие преимущества 

[268]. Эффективное решение, включая материальные вложения в гено-

типирование и проведение эксперимента, может заключать в себе пере-

межающееся комбинирование «фенотип + маркерная селекция» с отбо-

ром только по маркерам [142, 180]. Причем отбор только по маркерам 

можно сделать для двух или трех циклов с целью получения так назы-

ваемых, «форсированных» поколений, поскольку такой подход не тре-

бует полевой оценки. Следовательно, прогресс на единицу времени 

здесь будет выше, чем в случае совмещенного отбора.  
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2.5.3.2. Результаты моделирования 
 

Ожидаемая эффективность комбинированного отбора была про-

верена моделированием [422], но на большом размере популяции, кото-

рый дает преимущества даже при низкой наследуемости. Моделирова-

ние [149, 150, 180] привело к следующим наблюдениям: 

 прогресс достигает своего плато намного быстрее, если неравновесие 

маркер-QTL не переоценивается в каждом поколении: изменчивость, 

объясняемая с помощью маркеров, быстро исчезает и наилучшие ре-

зультаты можно получить посредством использования другого под-

множества маркеров, установленных в новом исследовании взаимо-

действия маркер-признак; 

 индекс (показатель) эффектов плотности и числа маркеров, кажется 

относительно низким по сравнению с индексом (показателем), полу-

ченным для размера популяции; 

 метод комбинированного отбора лучше всего подходит для случаев с 

низкой наследуемостью; 

 отбор не должен быть слишком жестким или строгим, особенно когда 

QTL находятся в фазе отталкивания; 

 увеличение числа маркеров на хромосому не обязательно приводит к 

более достоверному результату отбора. 

 

2.5.3.3. Сравнение на основе создания генотипов 
 

Методы маркерной помощи отбору не сразу приводят к получе-

нию особых, т.е. обладающих исключительными свойствами, генотипов 

из популяций ГРР. Однако если отбор в популяции, проведенный на ос-

нове только маркеров, сравнить с маркерной помощью беккроссам, то 

становится очевидно, что цель в обоих случаях одна: собрать в одном 

генотипе максимальное число желаемых аллелей. Построение генотипа 

беккроссированием, управляемое отбором, является результатом пред-

почтительных рекомбинаций. На уровне популяций процесс более веро-

ятностный (пробабилистичный) благодаря увеличению частот желае-

мых QTА. В обоих случаях результатом является полученная в конце 

процесса селекционная популяция, из которой должны быть отобраны 

лучшие генотипы, предназначенные облегчить беккроссирование. 
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Схожим образом рекуррентный фенотип + маркерный отбор уве-

личивают частоту ассоциаций интересующих исследователя генов по-

средством увеличения частот маркированных и немаркированных же-

лаемых QTА. Здесь также необходимо отобрать лучшие генотипы, ко-

торые более эффективно могут быть получены посредством гаплодип-

лоидизации, безусловно, если этот подход может быть реализован на 

рассматриваемых видах. И, конечно, необходимо учитывать маркерную 

помощь отбору по родословной. Преимущества комбинированного от-

бора «фенотип + маркер» заключается в том, что он использует все ис-

точники изменчивости. Скрещивания между комплементарными расте-

ниями могут быть рассмотрены для увеличения вероятности трансгрес-

сии с целью сохранения изменчивости немаркированных QTL. Однако 

при наличии достаточного большого числа маркированных QTL управ-

ление системой становится более трудным и более затратным в финан-

совом плане, нежели случайное перекрестное скрещивание отселекти-

рованных растений.  

 

2.5.3.4. Выбор между использованием маркеров и увеличением числа  

репликаций (репродукции, повторности, воспроизводства) 
 

Для комбинированной маркерной помощи отбору важным пре-

имуществом является то, что маркеры позволяют устанавливать геноти-

пическое значение, которое равно степени увеличения наследования. 

Действительно, генетическое значение является более точно предска-

зуемым за счет использования маркеров, ассоциированных с QTL, по-

скольку каждая особь, несущая маркер QTA является своеобразной реп-

ликой нужного QTA. Чем больше особей содержат данный QTA, тем 

больше точность отбора. Таким образом, оценка по маркерам может 

быть заменена настоящими репликами особей, с хорошо известными 

средними значениями для увеличения наследуемости. Оба способа уве-

личения наследуемости, как это было показано ранее [140, 141], должны 

быть в арсенале любого селекционера. Селекционер должен иметь воз-

можность выбора между тем, чтобы делать большее число репродукций 

без использования маркеров, с одной стороны, и использованием мар-

керов, что позволяет существенно уменьшить число репродукций, с 
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другой стороны. Таким образом, проблема из биологической по сущест-

ву становится чисто экономической. 

Если снова вернуться к маркерной помощи отбору, то, как пред-

ставляется, применение молекулярных маркеров может сократить время 

селекционного процесса в межсезонный период, и, прежде всего, за счет 

отсутствия необходимости проведения полевой оценки. Более того, 

маркеры просто незаменимы для управления процессом рекомбинации 

для того, чтобы аккумулировать желаемые аллели в одном генотипе так 

быстро насколько это возможно. Но для того, чтобы использовать дос-

тоинства и преимущества молекулярных маркеров полностью необхо-

димо разработать новые схемы рекуррентной селекции или создания 

рекуррентных генотипов.  

 

Заключение 
 

Генетические маркеры могут быть использованы на различных 

стадиях реализации селекционных программ: оптимизация сохранения 

генетических ресурсов, подбор родительских пар, идентификация же-

лаемых аллелей и получение генотипов, аккумулирующих в себе такие 

аллели. В целом ряде лабораторий биотехнологических и селекционных 

фирм, таких как TraitGenetics, Enza Zaden, Icon Genetics и др., для неко-

торых из этих направлений исследований молекулярные маркеры при-

меняют уже повседневно. Значительное число частных и государствен-

ных программ уже сейчас на постоянной основе могли бы использовать 

анализ генетической изменчивости с целью организации и классифика-

ции селекционного или иного материала в различного рода группы (или 

для подтверждения статуса существующих групп), а также маркерную 

помощь селекции при проведении различного рода беккроссов. Другие 

области применения молекулярных маркеров на сегодня по большей 

части остаются прерогативой научно-исследовательской деятельности в 

биологической и сельскохозяйственной науках. Это в основном случаи 

селекционного отбора генотипов по количественным признакам, для 

которых основополагающие принципы уже разработаны, но для кото-

рых пока еще накоплено не так много экспериментальных данных. По-

этому данная область генетики и селекции растений пока остается лишь 

своеобразным полигоном для разработки новых и оптимизации сущест-
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вующих методических подходов и приемов. Последующее развитие 

этих методов будет зависеть от полученных результатов, так же как и от 

изменения цены информационных данных (генотипирования особи в 

расчете на один локус). Тем не менее, молекулярные маркеры уже необ-

ратимо дополнили собой ряд имеющихся, разработанных к сегодняш-

нему дню и доступных для селекционеров методов по управлению гене-

тической изменчивостью, включая ее практическое использование [11, 

14, 17, 94, 412].  
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Глава III. КАРТИРОВАНИЕ И ХАРАКТЕРНЫЕ ОСОБЕННОСТИ 

ХРОМОСОМНЫХ ЛОКУСОВ, ОПРЕДЕЛЯЮЩИХ 

ПРОЯВЛЕНИЕ КОЛИЧЕСТВЕННЫХ ПРИЗНАКОВ  

В ПОПУЛЯЦИИ 

 

Формальная популяционная генетика имеет дело с дискретными, 

четко различимыми, чаще всего противительными вариациями (или 

проявлениями) признака, такими как: круглые/морщинистые семена у 

гороха, белая/красная окраска цветов у петунии, нормаль-

ный/карликовый рост растения и др. Существует значительное число 

признаков, проявление которых контролируется одним геном, и для ко-

торых «дикий» фенотип ясно отличается от «мутантного» фенотипа. 

Молекулярный анализ показывает, что, в своей массе, мутантные фено-

типы являются следствием крупных изменений в структуре гена (на-

пример, ген r у гороха, определяющий морщинистую форму семени, 

инактивирован инсерцией; [40]). В природных популяциях мутации 

обычно редки, поскольку они, как правило, подвергаются действию ес-

тественного отбора, являющегося результатом их явно выраженного 

фенотипического эффекта.  

В то же время, множество признаков в популяциях проявляют не-

прерывно варьирующую изменчивость. По таким, так называемым, ко-

личественным признакам, особи не могут быть разделены на классы, 

как в случае дискретной, четко различимой изменчивости, но могут 

быть измерены. Такое продолжительное распределение может быть 

объяснено без нарушения законов менделевской генетики, посредством 

простого предположения, что несколько сегрегирующих локусов влия-

ют на изменение признака, проявление которого может зависеть от 

взаимодействия «генотип – окружающая среда». С начала 1980-х годов 

такие локусы стали называть локусами количественных признаков или 

QTL. Тем не менее, этот термин не может прояснить, чем данные, так 

называемые, локусы количественных признаков отличаются по своей 

природе от тех, что ответственны за дискретную изменчивость. Было 

выдвинуто предположение о том, что существует возможность с боль-

шой точностью устанавливать различия эффектов действия «диких» 

(или активных) аллелей, ответственных за изменчивость количествен-
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ных признаков популяции. Причем даже с большей точностью, чем в 

случае дискретного противопоставления «мутант – дикий тип». Иссле-

дования QTL признака высоты растений у кукурузы, лучший пример 

подтверждения правильности данной гипотезы, поскольку многие из 

них картированы в тех же районах, что и гены карликовости [31, 171]. 

Например, у потомства кукурузы QTL высоты растения были найдены 

на хромосоме 9 в районе гена карликовости d3. Возможно это один ло-

кус с различными аллельными эффектами, отвечающими как за прояв-

ление QTL, так и за проявление мутантного фенотипа в случае аллеля с 

потерей исходной функции [380]. Идентификация некоторых генов с 

количественными эффектами у растений поддерживает эту концепцию 

[62, 109, 411]. 

До последнего времени генетика количественных признаков или 

количественная генетика базируясь на статистике, не могла обеспечить 

общее описание генетических свойств этих признаков, за исключением 

определения более или менее верного числа генов, относительного зна-

чения аддитивных варианс, доминирования и эпистаза варианс в целом 

и расчета результата отбора на основе сходства между родственными 

генотипами. Даже если предположить, что этот раздел биологической 

науки достиг большого успеха в генетическом улучшении растений и 

животных, традиционная генетика количественных признаков до сих 

пор не может оценить индивидуальные эффекты QTL, их межлокусное 

(доминирование) и внутрилокусное (эпистаз) взаимодействие, а также 

их позицию в геноме, также как она не может дать никаких данных по 

их молекулярной идентификации. И это несмотря на то, что принцип 

картирования QTL известен с давних пор. В 1923 году впервые была ус-

тановлена связь между окраской (моногенный признак) и массой (поли-

генный признак) семян гороха и высказано предположение, что ген, 

контролирующий окраску, генетически сцеплен с одним или несколь-

кими факторами, контролирующими признак массы семян [330]. В по-

следующие десятилетия последовательно были опубликованы другие 

примеры того же типа, но они никогда не приводили к систематизиро-

ванному методу идентификации QTL. Как известно, маркеры с визуаль-

ным эффектом (фенотипические) присутствуют в сравнительно не-

большом количестве в данном генетическом окружении (геноме) и мо-
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гут противоречить или даже мешать изучению количественного призна-

ка (например, фенотип карликовости очень трудно использовать в каче-

стве маркера для определения QTL признака роста). Несколько лучше 

дело обстоит с изоферментными маркерами, которые являют собой об-

разец примерной иллюстрации предложенных в 1961 году принципов 

анализа QTL [378], но лишь молекулярные ДНК-маркеры, охватываю-

щие весь геном, оказались способны привести к появлению нового под-

хода в идентификации и локализации локусов QTL в количественной 

генетике. Достаточно подробно различные типы маркеров, их достоин-

ства и недостатки, рассматривались ранее [10, 11, 14] и в данном случае 

обсуждаться не будут.  

 

3.1. Принципы картирования QTL 
 

Картирование QTL основываются на систематизированном поис-

ке неравновесного сцепления (LD) между маркерными локусами и QTL. 

Для этого необходимо следующее: 

 иметь сегрегирующую популяцию (в которой существуют взаимоот-

ношения между неравновесным сцеплением и генетической дистан-

цией). Для генетического картирования наиболее эффективными яв-

ляются такие популяции, которые получены в результате скрещива-

ния двух гомозиготных линий; 

 для каждой особи популяции посредством серии маркерных локусов 

распределенных по геному определить ее генотип (отобранные мар-

керы должны позволить построить насыщенную генетическую кар-

ту); 

 измерить значения количественного признака для каждой особи по-

пуляции; 

 использовать биометрические методы для нахождения маркеров, чье 

генотипическое проявление коррелировало бы с признаком(ами), и 

установить генетические параметры идентифицированных QTL. 

Существует три пути определения значения признака для каждой 

особи: 

 замерить собственные значения особи (в этом случае признак должен 

иметь высокую наследуемость) или среднее у генетически идентич-

ных особей (если последнее возможно то, лучше, если измерения бу-
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дут проводиться у удвоенных гаплоидов или рекомбинантных ин-

бредных линий); 

 вычислить среднее значение семьи, полученной от самоопыленной 

особи. Увеличение точности, таким образом, позволит ограничить 

число особей которые должны быть генотипированы. Однако в слу-

чае популяции F2 установленная степень доминирования будет 

уменьшена на половину [359];  

 установить среднее потомства, полученного от скрещивания изучае-

мой особи и гомозиготы «тестерного» генотипа. Данный случай ин-

тересен для селекции растений, в частности, когда необходимо полу-

чить гибридные сорта. В этом случае доминирование не может быть 

оценено, поскольку нет гетерозигот Q1Q2, но есть два генотипа Q1T и 

Q2T (1:1), где Т — аллель тестера. 

Биометрические подходы нахождения коррелирующих с призна-

ком маркеров могут быть разделены на две категории: (1) те, которые 

базируются на помаркерном (т.е. маркер за маркером) анализе и (2) те, 

которые берут в расчет одновременно два или более маркеров. 

 

3.1.1. Определение QTL, учитывающих маркеры обособленно 
 

Этот подход, впервые предложенный в 1976 году [350] и активно 

используемый с начала 1980-х годов [372], основывается на анализе ва-

рианс или на тесте Стьюдента (так называемый t-тест). Принцип состо-

ит в простом нахождении отношений между генотипом каждого мар-

керного локуса и значением рассматриваемого количественного при-

знака [107, 117, 196, 360]. 

 

3.1.2. Нахождение QTL посредством анализа варианс популяции F2 
 

Случай потомства F2 наиболее подходящий для иллюстрации по-

иска QTL на основе принципа «маркер за маркером», поскольку это 

единственный случай, при котором один локус может быть представлен 

тремя возможными отличающимися друг от друга генотипами. Другие 

наиболее часто используемые популяции рассмотрены в разделе Срав-

нение F2, беккроссов, удвоенных гаплоидов и рекомбинантных инбред-

ных линий.  
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В случае кодоминантного маркерного локуса М, особи популяции 

F2 распределяются на три генотипических класса М1М1, М1М2 и М2М2. 

Для каждого класса изучаемого количественного признака вычисляется 

среднее и проводится анализ варианс с целью определения достоверных 

различий между найденными средними. Если это проделать для каждо-

го отдельно взятого маркера популяции (при этом становится возмож-

ным специфичное подразделение популяции), то можно построить кар-

ту генетических районов, где есть ассоциация между маркером и коли-

чественным признаком. Данный эффект в упрощенном виде проиллю-

стрирован на рисунке 1. Если маркер генетически сцеплен с полиморф-

ным QTL, то подразделение потомства по маркерному локусу соответ-

ствует подразделению того же потомства по QTL. Наличие достоверных 

различий между средними означает, что эффекты двух аллелей QTL 

достоверно различаются по определяемому результату (проявлению). В 

дальнейшем, для «упрощенной» интерпретации, будем исходить из то-

го, что только один QTL находится поблизости от маркера. Однако на 

практике обычно случается так, что два близлежащих QTL «мимикри-

руют» действие одного прилежащего к ним QTL и только исследования 

по точному картированию может различить их [124, 284].  

Если уровень рекомбинации r между маркером и QTL равен нулю, 

то существуют два параметра, которые определяют действие QTL и ко-

торые легко установить — это аддитивный эффект а и степень домини-

рования d. В этом случае аддитивный эффект а равен            , 

где m22 и m11 средние значения гомозигот генотипов М2М2 и М1М1 (по-

скольку r = 0, то генотипы в QTL будут, соответственно, Q2Q2 и Q1Q1). 

Аддитивный эффект также «разжижает» линии проходящие сквозь 

среднее значения генотипов М2М2 и М1М1. Это происходит, если гено-

типы выстраиваются согласно числу доз какого-нибудь одного из алле-

лей. Понятно, что а может быть отрицательным. Знак а показывает, ко-

торый из родителей несет «предпочтительный» аллель, т.е. аллель, 

дающий наибольшее значение признака. Согласно нашим обозначени-

ям, положительное значение а означает, что желаемый аллель получен 

от родителя 2, а отрицательное — от родителя 1. И наконец, удобно 

рассматривать эффект двойного замещения одного аллеля на другой в 

виде следующего выражения:           . 



80 

   Л1      Л2 

   M´1  QTL1     M´2  QTL2 

 

 

 

 

 

   M´1  QTL1     M´2  QTL2 
 

       F1 
 

         M´1     QTL1 

 

 

 

 

 

         M´2     QTL2 
 

           самоопыление 

 

 

  M´1  QTL1       M´1     QTL1        M´2       QTL2 

 

 

 

 

 

  M´1  QTL1       M´2     QTL2          M`2       QTL2 

 

Рисунок 1. Интерпретация различий между значениями модельного одиночного 

QTL прилежащего к маркеру. На схеме представлены только случаи, в которых не 

было рекомбинации между маркером и обозначенными QTL. QTL1 и QTL2 — два 

различных аллеля QTL. 

 

Cтепень доминирования — это различие между значениями гето-

розигот М1М2 и полусуммой гомозигот:                    . 

Однако более содержательно использовать отношение    , которое по-

зволяет классифицировать доминирование. Так, если      , то это 

случай аддитивности. Если          , то проявляется частичное 

доминирование, а в случае       — полное доминирование. И, нако-

нец, неравенство         означает сверхдоминирование. 

В общем случае, QTL и маркеры связаны не полностью. Послед-

ствия рекомбинации в данном случае таковы, что особи гомозиготные 

по маркеру не все гомозиготны по сцепленному с ним QTL. Этот фено-

мен является следствием того, что в исследуемом локусе присутствует 
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другой аллель в пропорции, зависящей от уровня рекомбинации между 

маркером и QTL. Другими словами, установленный аддитивный эф-

фект — это аддитивный эффект в маркерном локусе а´. Отношение ме-

жду а и а´ зависит только от уровня рекомбинации между маркером и 

QTL:           . Например, QTL имеющий аддитивный эффект  

a = 7,5 г для признака вес фруктов, приводит к кажущемуся аддитивно-

му эффекту a = 5 г, если он локализован на расстоянии 20,3 сМ от мар-

кера (согласно дистанции по Haldane [13]).  

 

3.1.3. Измерение эффектов QTL 
 

Есть два общеприменимых способа определить «эффект» QTL. 

Прежде всего это, как указано выше, относится к различиям эффектов 

между аллелями, которые могут быть определены как аддитивный эф-

фект (а или a´) или как эффект двойной замены (2а или 2a´). Например, 

группой немецких ученых установлено [107], что в скрещивании между 

сортами гороха Erygel и 661 маркер, расположенный на группе сцепле-

ния b, имел место кажущийся эффект соответствующий 14 см высоты 

растения, что отличалось от значений размеров особей М1М1 и М2М2 по 

данному маркеру. Схожим образом, на хромосоме 4 найден маркер с 

эффектом двойного замещения равный 3,4 (измерения проводили по 

шкале от 0 до 5) по устойчивости к Ascochyta bliht [107]. Аддитивный 

эффект или эффект двойного замещения иногда выражают в единицах 

стандартного отклонения:      или      , где σ — фенотипическое 

стандартное отклонение популяции. 

С другой стороны, каждый сегрегирующий QTL привносит свою 

часть в проявление общей фенотипической изменчивости. Часть фено-

типической вариабельности, определяемой маркером (например, QTL, 

сцепленным с ним), обозначают как R
2
 и устанавливают вычислением 

соотношения суммы квадратов к общей сумме квадратов,    

             , где SSM — сумма квадратов, а SSE — ошибка суммы 

квадратов. Например, R
2
 = 0,15 означает, что 15% фенотипической из-

менчивости является следствием расщепления QTL. Если маркер не 

строго сцеплен с QTL, уменьшение различий между средними умень-

шает сумму квадратов и таким образом уменьшает значение R
2
. Сумма 

значений R
2
 различных независимых QTL каждого отдельного признака 
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не может превышать 1 (100% наблюдаемой изменчивости), но на прак-

тике достижение этого значения практически невозможно. Это объясня-

ется несколькими причинами. Во-первых, QTL со слабыми эффектами, 

потенциально многочисленные, не могут быть определены из-за огра-

ниченной силы тестов. Во-вторых, причиной части общей изменчивости 

являются эффекты воздействия окружающей среды (наследование при-

знака никогда не равно 1). И, наконец, в-третьих, часть изменчивости 

может быть результатом эпистаза между QTL (см. раздел Эпистаз ни-

же). 

Эти два способа оценки эффекта действия QTL, по понятным 

причинам, не зависят от того, каким методом анализа варианс их вы-

числяли в F2, и они остаются адекватными в независимости от того, ка-

кой метод для их вычисления был использован. 

 

3.1.4. Ограничения определения QTL по одиночным маркерам 
 

Основное достоинство определения QTL по одиночным марке-

рам — это простота. Кроме того, для статистического анализа больших 

серий может быть использовано любое компьютерное программное 

обеспечение. Такого рода анализы достаточно устойчивы к отклонени-

ям от норм и насыщенная генетическая карта в данном случае не нужна. 

Более того, рассматриваемые модели могут быть легко изменены, на-

пример, введением переменной в качестве кофактора или принятием во 

внимание комплексного расчета. Однако если плотность маркеров низ-

ка, то в оценке действительной позиции и эффектов QTL этот метод не 

подходит. В этой связи уже сейчас разработаны другие более эффектив-

ные методы, которые позволяют картировать QTL, находящиеся в ин-

тервале между двумя маркерами и точно оценивать их эффекты в дан-

ной позиции.  

 

3.2. Определение QTL по двум или более маркерам 
 

3.2.1. Методы интервального картирования 
 

Методы интервального картирования основаны на гипотезе, что в 

интервале между сцепленными друг с другом маркерами G и D, с уров-

нем рекомбинации r, существует один QTL. Генотипические значения 

каждого из возможных генотипов в двух локусах G и D (например, в F2 
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их девять) могут быть выражены как функция значений a и d данного 

QTL и уровнями рекомбинации между QTL и фланкирующих его мар-

керов. При решении такой системы уравнений устанавливают уровни 

рекомбинации между QTL и его маркерами, а также значения a и d 

[202]. Другой популярный метод выявления наличия QTL в интервале 

между двумя маркерами основывается на определении, так называемо-

го, LOD (logarithm of odds) score — оценке десятичного логарифма шан-

сов. Для каждой позиции хромосомы (например, с шагом 2 сМ) вычис-

ляется десятичный логарифм отношения правдоподобия: 
 

         
        

        
 ,      (30) 

 

где V(a1, d1) значение функции правдоподобия в случае присутствия 

QTL, где оценки параметров будут равны a1 и d1, а V(a0, d0) значение 

функции правдоподобия в случае отсутствия QTL (нуль-гипотеза), что 

бывает, когда a0 = 0 и d0 = 0 [211]. Например, LOD = 2 означает, что ги-

потеза, альтернативная нулевой, является в 10
2
 = 100 раз более вероят-

ной, LOD = 3 — в 10
3
 = 1000 раз, и так далее. В большинстве исследо-

ваний пороговым значением принято считать LOD = 3. Таким образом, 

кривая LOD может быть прослежена как функция позиции на группе 

сцепления. Максимум кривой, если она соответствует определенному 

пороговому пределу, указывает на наиболее вероятное местонахожде-

ние QTL. Доверительный интервал позиции QTL обычно определяют 

как фрагмент хромосомы соответствующий понижению максимального 

значения LOD на 1 единицу, что означает уменьшение отношения прав-

доподобия в десятки раз. Подробное описание определения интервала 

доверительности можно найти у [235]. Для наиболее частого количества 

образцов (обычно от 100 до 200 особей), и для QTL, имеющих средние 

эффекты, доверительные интервалы редко меньше 20 сМ.  

Существует также подход, равный по своей силе с упомянутым 

выше, суть которого состоит в использовании тестов и установлении 

модели линейной регрессии [161] вместо комплексных вычислений 

максимума правдоподобия. Кроме того, этот метод имеет преимущест-

ва, поскольку он менее зависим от типа экспериментальных популяций 

и более гибок в использовании.  
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Сравнение эффективности выявления QTL методом индивидуаль-

ных маркеров и методом фланкирующих маркеров указывает, что для 

интервалов менее 20 сМ последний подход в расчетах лишь на 5% луч-

ше, чем предыдущий. Вследствие этого, метод интервального картиро-

вания очень быстро набирает свою популярность [315].  

Основное ограничение интервального картирования заключается 

в том, что такой подход не позволяет выявить точное определение близ-

лежащих QTL на той же хромосоме. Таким образом, в случае, когда два 

QTL локализованы близко друг от друга и действуют в одном направ-

лении проявления признака (фаза спаривания гамет), существует риск 

выявления локуса-«призрака» между двумя реально существующими 

QTL [247]. С другой стороны, если два QTL достаточно далеки друг от 

друга (более чем 50 сМ), то легче установить эффект и позицию второго 

фиксированием позиции первого [211]. Однако эта процедура эффек-

тивна только лишь в том случае, если оба QTL не локализованы на 

смежных интервалах, и если, как минимум один, имеет относительно 

сильный эффект. Альтернативный метод заключается в поиске QTL в 

двух размерностях посредством рассмотрения пар QTL с различными 

комбинациями маркерных интервалов и с помощью использования 

множественной линейной регрессии [161, 247]. Справедливости ради, 

необходимо отметить, что в случае, когда на хромосоме присутствует 

одиночный QTL, последний подход менее эффективен и более непово-

ротлив в использовании, чем классический метод интервального карти-

рования. 

 

3.2.2. Методы множественных маркеров 
 

В конце прошлого столетия был предложен иной подход, осно-

ванный на регрессии аддитивных эффектов маркеров, а´i, по количеству 

(1 – 2ri), где ri уровень рекомбинации между маркером i и гипотетиче-

ским QTL [195]. При локализации QTL с линейным отношением 

  
          , регрессия которого определяется а, существует воз-

можность установления аддитивного эффекта QTL. Для данной группы 

сцепления такая регрессия действенна на уровне каждых 2 сМ. Напри-

мер, ri соответствует частотам рекомбинации между гипотетической по-

зицией QTL и каждым из маркеров i. Наиболее вероятная позиция QTL 
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та, при которой остаток регрессионного уравнения наименьший. В ка-

честве достоинства данного метода можно назвать простоту, но он и 

имеет и некоторые ограничения. В частности, данный подход не может 

быть использован для доминантных маркеров популяций F2.  

Примерно в это же время был предложен способ, основанный на 

комбинации интервального картирования и регрессии по маркерам. Та-

кой подход должен был помочь более точно определять множественные 

QTL [186]. На практике, в качестве кофакторов в данном случае исполь-

зуют привлечение других присутствующих в геноме, представленных 

своими маркерами QTL, что уменьшает часть остаточной изменчивости 

индуцируемой их сегрегацией. Выбор маркеров, которые должны быть 

включены в рассматриваемую гипотетическую схему, является важным 

этапом. Так, например, для каждой хромосомы наиболее достоверные 

маркеры регрессионной модели было предложено отбирать последова-

тельно друг за другом [187]. Можно также провести предварительный 

поиск QTL простым интервальным картированием и затем выбрать 

маркеры, наиболее близко прилежащие к выявленным QTL [419]. Но-

вые и усовершенствованные методы идентификации и локализации 

QTL, использующие кофакторы, появляются быстро и, благодаря этому, 

у исследователей появляется новый инструмент, позволяющий повы-

шать точность оценки эффектов QTL и локализации их позиции. 

Кроме того, был предложен подход линейной модели, в котором 

посредством нескольких сцепленных QTL с помощью кодоминантных 

маркеров могут быть определены хромосомные эффекты [321]. Этот 

метод представляет интерес в случае, если ассоциированные QTL име-

ют очень мягкие индивидуальные эффекты или противоположные зна-

ки, но он не подходит для определения отдельных, неассоциированных 

QTL.  

 

3.3. Факторы, влияющие на определение QTL 
 

Хотя принцип определения QTL сравнительно прост, существует 

несколько факторов, которые влияют на результаты исследований, и ко-

торые должны быть учтены для оптимизации постановки эксперимен-

тов. 
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3.3.1. Определение силы и изменчивости внутри классов 
 

В статистике ошибка I типа (α) есть вероятность наблюдения эф-

фекта фактора, когда его нет, т.е. наблюдать эффект случайным обра-

зом. Применительно к определению QTL, это соответствует вероятно-

сти определения «фальшивого» QTL. Ошибка II типа (β) соответствует 

вероятности не наблюдать эффект фактора, когда этот эффект есть. В 

случае определения QTL данный вариант соответствует вероятности то-

го, что тест не выявит QTL, когда этот локус есть. Сила теста, 1 – β, есть 

вероятность принятия верного решения. В нашем случае — это опреде-

ление реального QTL. Таким образом, при проведении исследований по 

идентификации QTL необходимо находить компромиссное решение для 

ограничения числа фальшивых позитивов без особо сильного уменьше-

ния силы теста. Вдобавок к этому, выбор α и β всегда будет зависеть от 

целей эксперимента. Так, например, если требуется провести предвари-

тельное установление «вероятных» позиций QTL может быть допущена 

высокая ошибка I типа α (около 0,05 или 0,1), а если планируется прове-

дение клонирования QTL, то тогда должно быть взято значительно бо-

лее низкое значение α. Для данного количества образцов сила определе-

ния QTL зависит, с одной стороны, от аддитивного эффекта QTL (очень 

маленькие различия эффектов между аллелями не могут быть найдены 

достоверно) и, с другой стороны, от изменчивости внутри генотипиче-

ских классов или внутриклассовая вариабельность. Это изменение зави-

сит от нескольких факторов: 

 Во-первых, от эффектов воздействия окружающей среды (контроль 

изменений, возникающих под воздействием окружающей среды, уве-

личивает силу теста). 

 Во-вторых, от других сегрегирующих QTL в геноме. Действительно, 

особи генотипического класса данного QTL не фиксированы по дру-

гим распределенным по остатку генома QTL и, таким образом, могут 

представлять различные фенотипические значения (проявления при-

знака), в соответствии с их генотипом в других QTL. Эпистатические 

эффекты могут лишь ухудшать или отягчать этот феномен. Для того 

чтобы улучшить силу детекции локусов QTL с мягким эффектом про-

явления, находящихся в генетическом окружении, где есть QTL с 

сильным эффектом, может быть использована двустадийная модель 
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анализа варианс, в которой одним из факторов должен быть маркер 

QTL с сильным эффектом. При обобщении этого принципа были 

предложены описанные выше методы множественных маркеров [187, 

419]. Кроме того, экспериментальное решение данной проблемы кро-

ется в работе с популяциями, в которых QTL с сильным эффектом 

фиксированы посредством самоопыления (см. подсекцию Популяции 

в которых генетическое окружение частично фиксировано). 

 В-третьих, от дистанции между маркером и QTL. Как можно видеть, 

рекомбинация приводит к присутствию обоих аллелей QTL в каждом 

классе генотипов у маркера. Это увеличивает внутриклассовое рас-

хождение, которое связано с уменьшением различий между средни-

ми, что, в свою очередь, редуцирует силу теста при увеличении r. Ес-

ли при проведении анализов выявлен слабый эффект действия QTL, 

то нельзя сделать однозначное заключение (как минимум с помощью 

методов индивидуальных маркеров), что это: QTL с сильным эффек-

том, но находящийся поодаль от маркера, или QTL со слабым эффек-

том, но тесно сцепленный с маркером. Тем не менее, тот факт, что ре-

комбинация влияет на формы внутриклассового распределения, мо-

жет помочь в различении данных двух QTL [27, 195, 403].  

 

3.3.2. Размер популяции и плотность маркеров 
 

В начале 1990-х годов было показано [93], что сила определения 

QTL и точность расположения (локализация) QTL в большей степени 

зависит от размера популяции, чем от плотности маркеров. Это значит, 

что, если средняя плотность маркеров достигла 20-25 сМ, любые допол-

нительные значения должны быть получены за счет анализа большего 

числа особей, но не за счет увеличения количества маркеров. Результа-

ты исследования влияния размера изучаемой популяции на силу выяв-

ления QTL, как функции их эффекта [74], показывают, что QTL с 

бóльшим эффектом будет обнаружен с достаточно высокой вероятно-

стью и практически независимо от численности популяции, но для оп-

ределения QTL со средним эффектом (R
2
 = 5%) необходимо использо-

вать большее число особей.  

Следует также заметить, что для данного общего числа особей 

лучше увеличить число генотипов популяции, чем увеличить число ре-
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пликаций на генотип. Одна репликация на большом числе генотипов 

позволяет достичь максимума силы. Дополнительные данные по изуче-

нию силы теста, как функции размера и типа изучаемых популяций, бы-

ли опубликованы ранее [201].  

 

3.3.3. Выбор статистических рисков 
 

Во многих экспериментальных исследованиях ошибка I типа, вы-

бранная для анализа варианс по индивидуальным маркерам, равна α = 

0,05 или α = 0,01. Поскольку, как правило, проводится большое число 

анализов, такие высокие значения ошибки I типа неизбежно приводят к 

выявлению фальшивых QTL (100 независимых тестов с α = 0,05 проду-

цируют в среднем пять фальшивых позитивов). Даже если маркеры не 

независимы, должны выбираться низкие уровни α. Выбор должен опи-

раться на число маркеров, при этом необходимо помнить, что подобно-

го рода выбор увеличивает ошибку II типа (т.е. уменьшает силу теста). 

Схожим образом, при интервальном картировании, всеобщая ошибка I 

типа (при α = 0,05 для целого генома) придает довольно высокое значе-

ние LOD на интервал, размер которого, в свою очередь, зависит от 

плотности маркеров и генетической длины генома. Так, например, для 

генома в 1000 сМ с маркерами через каждые 15 сМ была предложена 

пороговая величина LOD равная 2,4 [211]. Вслед за этим появился ме-

тод [314], с помощью которого можно было производить аналитическое 

вычисление приближенной пороговой величины LOD для каждой груп-

пы сцепления. Пороговая величина вычислялась как функция длины и 

маркерной плотности данной группы сцепления. Одновременно были 

предложены тесты преобразования [81], основанные на случайном пе-

ревыборе (resampling) данных для оценки эмпирической и устойчивой 

пороговой величины. И, наконец, необходимо заметить, что уменьше-

ние числа анализируемых особей уменьшает силу проводимых тестов, 

т.е. настоящие QTL будут «утеряны», особенно те, которые производят 

слабый эффект, а выявленные QTL не будут достоверными. Риск, что 

установленный QTL является фальшивым позитивом, равен выбранной 

исследователем ошибке I типа α, и не зависит от размера популяции. 
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3.3.4. Отклонение от нормальности 
 

Метод интервального картирования, основанный на LOD score, 

применяемый для признаков с непрерывной изменчивостью, дает нор-

мальное распределение математических остатков. Для признаков, изме-

ряемых по шкале (часто градуированной от 0 до 5), например, устойчи-

вости к болезням и/или признаков с высоко ассиметричным распреде-

лением, при использовании данного метода существует риск получить 

отклоняющиеся от нормы результаты. В таком случае можно применять 

непараметрические тесты, которые не требуют выдвижения предполо-

жения о распределении данных [208] или специфичные методы для при-

знаков в классах [160]. Тем не менее, несмотря на высказанные опасе-

ния, показано [313], что если изучаемая популяция достаточно велика, 

то тест интервального картирования, основанный на регрессии, на-

столько же эффективен, как и непараметрические тесты, и поэтому он 

достоверен в случае большого диапазона распределений.  

 

3.4. Достоинства и недостатки популяций,  

наиболее часто используемых для определения QTL 
 

3.4.1. Сравнение популяций F2, беккроссов, удвоенных гаплоидов  

и рекомбинантных инбредных линий 
 

При использовании популяций беккроссных, удвоенных гаплои-

дов или рекомбинантных инбредных линий, в отличие от популяций F2, 

как правило, сравнивают только значения двух средних по данному 

маркеру. Такие расчеты могут быть сделаны посредством критерия 

Стьюдента (t-тест) или более сложным методом. Но не все эффекты 

QTL возможно оценить с помощью этих популяций. Для удвоенных га-

плоидов и рекомбинантных инбредных линий, может быть установлена 

а, но не доминирование. Для беккроссов, где гомозиготный генотип 

сравнивается с гетерозиготным, выявленный эффект (m12 – m11) или 

(m12 – m22), будет равен ± а или (± а´) только в рамках предположения об 

отсутствии доминирования. В противном случае, найденное значение, 

поскольку оно равно ± (a + d) или ± (a – d), будет зависеть от двух па-

раметров, причем без какой-либо возможности оценить их отдельно 

друг от друга (за исключением варианта, где используют реципрокные 
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беккроссы). При полном доминировании, где | d | = | a |, QTL может 

быть определен, только если доминантный аллель не является фиксиро-

ванным аллелем рекурентного родителя. Для рекомбинантных инбред-

ных линий рекомбинация между маркером и QTL будет уменьшать ус-

тановленный аддитивный эффект быстрее, чем в случае других типов 

популяций. Так, для высоко рекомбинантных инбредных линий, т.е. ли-

ний при создании которых, для увеличения уровня рекомбинации, меж-

ду потомством F2 и поколениями самоопыления случайным образом 

«вставлены» несколько поколений, можно показать, что           , 

где             [13]. Таким образом, для фиксированных r и a, от-

ношение аддитивных эффектов установленных у маркера между реком-

бинантными инбредными линиями и популяциями F2 будет         . 

Например, если r = 0,1 то аддитивный эффект у маркера для рекомби-

нантных инбредных линий будет оставлять 0,8 уровня других популя-

ций.  

Если примерно половина особей популяции F2 являются гетерози-

готами по данному локусу, то в этом случае они не могут быть инфор-

мативными для установления а. Таким образом, при равном размере 

популяции, сила тестов для двойных гаплоидов или рекомбинантных 

инбредных линий должна быть однозначно превосходящей. Однако 

этот прирост частично (но только частично) компенсируется тем фак-

том, что внуриклассовая вариация выше для двух последних типов по-

пуляций из-за отсутствия гетерозигот среди других QTL. Для рекомби-

нантных инбредных линий аддитивный эффект с определенным r реду-

цируется быстрее, чем уменьшение силы тестов. В то же время, по не-

сколько особей каждого генотипа все же могут быть проанализированы, 

как, например, это делается в случае удвоенных гаплоидов.  

Если есть доминирование в маркерном локусе, смешение особей 

гомозиготных по одному из аллелей с гетерозиготами будет уменьшать 

силу теста для выявленных QTL. Кроме того, такое смешение будет 

мешать установлению генетических параметров, включая определение 

доминирования у данного QTL. И, наконец, если фенотипическое зна-

чение особей F2 оценено, как это обычно делается, по среднему их по-

томков F3, то найденная степень доминирования будет равна половине 



91 

реальной степени доминирования, поскольку потомство гетерозиготно-

го генотипа F2, как известно, заключает в себе только 50% гетерозигот. 

 

3.4.2. Потомство, полученное от гетерозиготных родителей 
 

Если гомозиготные родительские линии недоступны (у строго ал-

логамных видов и видов с длинным периодом генерации, как, например, 

у древесных), то определение QTL затруднено, поскольку родители, в 

данном случае, могут различаться более чем по двум аллелям и поэтому 

фаза (спаривания или расхождения гамет) для генетического сцепления 

маркер-QTL может отличаться от одной семьи к другой. И, тем не ме-

нее, различающееся друг от друга потомство все же может быть исполь-

зовано. Так, например, если известны генотипы маркерных локусов 

прародителей («бабушек» и «дедушек»), то это может облегчить детек-

цию QTL посредством использования фаз ассоциации между смежными 

маркерами, которые, в свою очередь, тоже должны быть идентифициро-

ваны. Такой тип популяции, содержащей три различных поколения 

(прародители, родители и потомство), был привлечен для локализации 

QTL плотности древесины у тополя [49]. У эвкалипта, напротив, для 

изучения возможности вегетативного размножения использовали ин-

формацию о двух поколениях семей потомков одних и тех же родителей 

[158]. Более подробно о решении проблем определения QTL в популя-

циях F1, полученных от нефиксированных родителей, описано в посвя-

щенных этому вопросу исследованиях [219].  

 

3.4.3. Популяции с частично фиксированным 

генетическим окружением 
 

В данном генетическом окружении степень силы определения от-

дельных (единичных или специфичных) QTL всегда ниже по отноше-

нию к силе многочисленных и/или тех QTL, которые имеют более силь-

ный эффект. Популяции, используемые чаще всего, как правило, содер-

жат особи, геномы которых (статистически) включают в себя фрагмен-

ты обоих родительских геномов в равных частях. Такая ситуация пред-

почтительна для определения QTL со слабым эффектом, поскольку она, 

как минимум, максимизирует число QTL в расщеплении, а также воз-

можные эпистатические взаимодействия, и, вследствие этого, приводит 
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к большой внутриклассовой вариации. По этой причине и во избежание 

возможных проблем при проведении идентификации QTL у томата бы-

ли созданы картирующие интрогрессивные линии [123]. Для этого авто-

ры последовательными беккроссами и отбором с помощью RFLP мар-

керов получили примерно 50 линий культивируемого вида Lycopersicon 

esculentum геном, каждый из которых содержал хромосомный сегмент 

(33 сМ в среднем) дикого вида L. pennellii. Таким образом, полученная 

популяция представляла собой своеобразную разновидность «геномной 

библиотеки» L. pennellii, находящейся в геноме L .esculentum. Для поис-

ка и идентификации QTL полученные линии сравнили по интродуциро-

ванным фрагментам с родительской культивируемой формой. Благодаря 

фиксации остатка генома, сравнение удалось провести даже более эф-

фективно, чем в случае классического скрещивания. Так, например, в 

исследованной популяции удалось определить 23 QTL признака содер-

жания сухого вещества плодов и 19 массы плодов [124], в то время как 

для популяции рекомбинантных инбредных линий, полученных в ана-

логичном скрещивании [154], для тех же признаков выявлены лишь 7 и 

13 QTL, соответственно. 

Полученный материал, в свою очередь, послужил отправной точ-

кой для экспериментов по точному картированию. С этой целью прове-

ли скрещивание между интродуцированной и обычной культивируемой 

линиями и получили популяцию F2. В полученной популяции F2 особи, 

рекомбинантные по интродуцированному фрагменту, были самоопыле-

ны и в результате выделены фиксированные линии для различных суб-

групп исходного интродуцированного фрагмента, которые и использо-

вали для точного картирования. Например, на длинном плече хромосо-

мы 2, где был найден QTL признака массы плода, на фрагменте в 55 сМ 

авторы выявили три QTL, в районах 3,2 сМ, 3,7 сМ и 14,1 сМ, соответ-

ственно [124].  

Другой способ получить частично фиксированное генетическое 

окружение заключается в поиске QTL в так называемых «усовершенст-

вованных» или «продвинутых» беккроссах (ВС2, ВС3, ВС4) [373]. Та-

кая стратегия с успехом использована для скрининга позитивных алле-

лей из диких родственных видов, что позволило сэкономить на получе-

нии нескольких поколений, улучшающих исследуемые линии, посколь-
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ку определение QTL и отбор генотипов делался одновременно в одном 

и том же поколении (см. также секцию Трансгрессия). 

 

3.4.4. Селективное генотипирование 
 

Большая сила теста, а также значительная экономия временных и 

финансовых затрат, могут быть достигнуты за счет молекулярного ге-

нотипирования исключительно тех особей, которые проявляют крайние 

значения изучаемого признака (так называемое селективное генотипи-

рование) [211]. Такие особи действительно имеют высокий шанс акку-

мулирования (накопления) либо множества благоприятных, либо мно-

жества неблагоприятных аллелей для различных QTL изучаемого при-

знака, причем таким образом, что для каждого маркера сцепленного с 

QTL, одновременно будут существовать значительные различия между 

средними и меньшие вариации для внутриклассовой генетической из-

менчивости. Поскольку фенотипические данные обычно не так трудно 

получить, как данные по молекулярному картированию, то при феноти-

пировании можно работать с большими популяциями и, таким образом, 

иметь высококонтрастные крайние классы. Но этот подход бесполезен, 

если необходимо измерить несколько признаков, поскольку вряд ли ге-

нетически одинаковые особи окажутся в крайних классах (за исключе-

нием случая, когда существуют сильные корреляции между изучаемы-

ми признаками). С другой стороны, аддитивные эффекты могут быть 

переоценены, поскольку в данном случае генотипы различных QTL не 

будут более независимыми: особи с высоким значением фенотипиче-

ского признака зафиксируют благоприятные аллели в большинстве из 

своих QTL, а часть особей с меньшим фенотипическим значением при-

знака зафиксируют неблагоприятные аллели [91].  

В подобного рода случаях для признаков с высокой наследствен-

ностью и для QTL с бóльшими эффектами может быть использован со-

вокупный сегрегационный анализ (bulked segregant analysis — BSA), ко-

торый, в свое время, был предложен для картирования основных (мен-

делевских) генов (см. Главу IV) [68, 396]. Найденные маркеры, корре-

лирующие с изучаемым признаком, также могут соответствовать одно-

му или нескольким несцепленным с ними QTL. Поэтому подобного ро-

да QTL необходимо проверять картированием [379]. Так, например, с 
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помощью метода BSA было найдено [365] несколько RAPD маркеров, 

очень тесно сцепленных с QTL, определяющих признак содержания 

олеиновой кислоты у рапса. Другие авторы [238, 239], анализируя край-

ние фенотипические классы популяции F2 сои, содержащей 280 реком-

бинантных инбредных линий, полученных от 69 особей, применили 

этот же подход для проверки надежности QTL компонентов урожая. 

Для этих целей они гибридизовали RFLP пробы, которые позволяли вы-

являть QTL в F2, со смесью ДНК особей крайних фенотипов и, таким 

образом, смогли подтвердить первичное сцепление. Вслед за этим дру-

гими авторами [92] показано, что данный подход можно сделать более 

эффективным, если аллельные частоты в каждой группе выразить коли-

чественно. 

 

3.5. Генетическая и молекулярная основа вариации  

количественных признаков 

 

3.5.1. QTL (почти) всегда определяемы 
 

С того времени, когда стало возможным проведение картирования 

QTL, несколько независимых исследовательских групп показали, что 

даже с популяциями умеренных размеров (иногда чуть больше 50 осо-

бей), некоторые QTL практически всегда определимы почти для всех 

типов признаков [194, 367]. Это значит, что во многих случаях, бóльшая 

часть изменчивости может быть объяснена сегрегацией нескольких QTL 

с основными (менделевскими) эффектами. Случаи, когда находят оди-

ночные QTL, объясняющие 20% изменчивости или даже больше, неред-

ки. А поскольку R
2
 в целом учитывает и вариацию окружающей среды, 

то генетическая изменчивость, приписываемая QTL, обычно больше. 

Данные полученные на кукурузе, злаках, капусте, томате и других рас-

тениях, у которых было картировано множество QTL, указывают на то, 

что эффекты QTL, определяемые их R
2
, графически распределяются со-

образно с L-образной кривой, посредством нескольких QTL, имеющих 

сильный или очень сильный эффект, и бóльшего количества QTL, 

имеющих средний или слабый эффект [194]. Позднее было показано 

[46, 47], что биохимические, генетические и статистические факторы 

вполне могут объяснить такое распределение.  
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Для популяций с наиболее частым размером (от 60 до 400 особей), 

и в зависимости от изучаемых признаков, обычно определяют от одного 

до десяти QTL [194, 367]. Эти числа дают минимально возможную 

оценку количеству QTL в исследуемых сегрегирующих популяциях по 

нескольким причинам: 

 некоторые QTL имеют эффект действия ниже определяемой порого-

вой величины. Когда изучают большие популяции, QTL со слабым 

эффектом можно определить вполне эффективно. Так, например, для 

популяции F2 размером в 1700 особей было определено несколько 

QTL, объясняющих менее чем 1% общей фенотипической изменчи-

вости [117].  

 благодаря наличию нескольких сцепленных QTL может наблюдаться 

эффект хромосомного сегмента. 

 если два QTL со сравнимыми эффектами тесно сцеплены, то QTL бу-

дет выявлен только при наличии фазы спаривания гамет, т.е. если по-

зитивные аллели в двух локусах получены от одного и того же роди-

теля. 

Более того, как это обычно бывает в формальной генетике, моно-

морфные локусы в исследуемой популяции не могут быть обнаружены. 

Поэтому серии QTL, ответственные за изменчивость признака, как пра-

вило, не соответствуют серии генов, которые должны быть функцио-

нальны при проявлении признака, имеющего явно выраженный харак-

тер. Если признак рассматривает, например, концентрацию конечного 

продукта линейного метаболического пути, то все гены пути должны 

быть функциональны для данного продукта, который в свою очередь 

должен присутствовать, но только полиморфная часть этой группы в 

изучаемой популяции может влиять на изменчивость этого признака. 

Более того, порой бывает, что серии QTL для данного признака в двух 

различных популяциях только частично перекрываются [31, 370]. Наи-

более подходящее объяснение данного явления, в добавление к возмож-

ным эффектам эпистаза (см. секцию Эпистаз ниже), по-видимому, за-

ключается в том, что это не одни и те же локусы, которые в обеих попу-

ляциях являются полиморфными. 
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3.5.2. Эффекты доминирования 
 

Даже если тесты достоверности проводить достаточно редко, то, 

как представляется, и в этом случае эффекты доминирования должны 

обнаруживаться довольно часто. Ряд авторов считают, что в некоторых 

исследованиях, значение       однозначно падает ниже 1, если сущест-

вует сверхдоминирование для определяемого QTL [360]. Однако в дру-

гой интерпретации предполагается, что исследователи имеют дело не с 

одним, а с двумя сцепленными QTL в фазе расхождения гамет, с эффек-

том доминирования для каждого из них. Таким образом, двойные гете-

розиготы +
_
/
_
+ будут иметь более высокое фенотипическое значение, 

чем каждая из двойных гомозигот +
_
/+

_
 и 

_
+/

_
+. Например, благодаря 

экспериментам по тонкому картированию с использованием практиче-

ски изогенных линий, происхождение установленного различимого 

сверхдоминирования в районе 37 сМ, определяющего содержание рас-

творимых веществ в плодах томата, может быть интерпретировано как 

результат сцепления между двумя доминантными QTL в фазе расхож-

дения гамет [124]. Если тонкое картирование не позволяет сделать вы-

бор между двумя выдвигаемыми предположениями, то тогда для уста-

новления истины может понадобиться проведение позиционного кло-

нирования локуса или локусов QTL. 

 

3.5.3. Трансгрессия 
 

Явление трансгрессии наблюдается тогда, когда особи потомства 

превышают изменчивость родительских форм по данному признаку. 

Этот феномен может быть генетически проанализирован посредством 

картирования QTL. Трангрессию легко объяснить на основе простой 

модели с двумя независимыми локусами. Если родители имеют, соот-

ветственно, генотипы + 
_
/+ 

_
 и 

_
 +/

_
 +, то их потомство будет содержать 

особи ++/++ и 
_
 
_
/
_
 
_
, генотипические значения которых будут превосхо-

дить значения родительских форм. Обобщая и распространяя эту мо-

дель на несколько локусов можно ожидать, что чем больше родители 

различаются по рассматриваемым признакам, тем меньше трансгрес-

сивных особей среди потомков, и тем больше родители будут генетиче-

ски гомогенными в различных определяемых QTL (т.е. можно ожидать, 

что если «благоприятные» аллели зафиксированы для большинства 
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QTL, то другие аллели будут «неблагоприятными»). В исследованиях 

многих признаков на томате удалось подтвердить этот прогноз [99]. В 

противоположность этому трансгрессии и QTL можно обнаружить так-

же в популяциях, чьи родители не проявляют никаких различий по изу-

чаемым признакам, просто потому, что данное значение признака мож-

но получить у различных генотипов для QTL-локусов признака (это 

можно ожидать исключительно с неродственными особями). 

Интересно заметить, что даже когда в качестве родителей для по-

лучения картирующей популяции, выбирают высоко контрастные осо-

би, нередко находятся фракции QTL, показывающие эффект противопо-

ложный тому, который можно ожидать исходя из значений признака, 

наблюдаемого у родительских форм. При установлении QTL контроли-

рующего устойчивость к Ascochyta blight у гороха [107], авторы обна-

ружили, что устойчивый родительский сорт имел фиксированный ал-

лель чувствительности для одного из трех выявленных QTL (того, кото-

рый проявлял самый слабый эффект). Исходя из этого, устойчивость 

данной линии может быть улучшена интрогрессией устойчивого аллеля, 

найденного у чувствительного родителя. Этот тип интрогрессии был 

эффективно применен на томате при межвидовых скрещиваниях между 

культурным видом Lycopersicon esculentum и родственными ему дикими 

видами L. hirsutum и L. pimpinellifolium. Анализ улучшающих беккрос-

сов (ВС3) позволил картировать QTL агрономически важные признаки 

[33]. Последующее создание практически изогенных линий, несущих 

интрогрессии для желаемых диких QTL-аллелей, позволило выявить 

наблюдаемое фенотипическое улучшение для большинства исследован-

ных признаков [34]. 

 

3.5.4. Эпистаз 
 

Попытки поиска эпистаза между QTL предпринимались неодно-

кратно. Посредством n-кратного дисперсионного анализа существую-

щих взаимодействий, в принципе, можно проследить взаимодействия 

любого порядка между локусами QTL. Однако на практике этот подход 

ограничен взаимодействиями между парами QTL, поскольку увеличе-

ние числа локусов быстро редуцирует число особей на генотипический 

класс. При взаимодействиях второго порядка (между тремя QTL) в F2 
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образуется 27 генотипических классов, что приводит к очень низкому 

числу (несколько штук) особей на класс и очень низкой силе теста. Бо-

лее того, даже принимая в расчет взаимодействия первого порядка, 

двумерный анализ варианс необходимо проводить многократно. Так для 

N локусов, необходимо провести N(N – 1)/2 тестов, что в свою очередь 

поднимает проблему выбора ошибки I типа. Несмотря на эти трудности, 

эпистатические взаимодействия QTL были установлены в различных 

исследованиях и на различных культурах. В некоторых случаях досто-

верные взаимодействия между QTL наблюдались, например, для устой-

чивости к стрессу, вызванному низкими дозами фосфора [317], и архи-

тектурному построению у кукурузы [108], солеустойчивости у томата 

[50], устойчивости к холоду у ячменя [282], компонентам устойчивости 

к Phytophthora capsici у перца [216] и даже молекулярным биохимиче-

ским признакам, таким как концентрация белка [90]. 

Тем не менее, целый ряд авторов подчеркивали, что эпистатиче-

ское взаимодействие QTL происходит нечасто [286, 332, 360, 367 и др.]. 

Эти наблюдения, со всей очевидностью, противоречат как многочис-

ленным результатам классической количественной генетики, которая 

часто обнаруживает варианты эпистаза, так и теории метаболических 

процессов, в которой эпистаз определяется как внутреннее присущее 

качество или свойство [192]. Как было установлено, основная причина 

такого противоречия, несомненно, является статистической: используе-

мые популяции часто имеют ограниченный размер и, вследствие этого, 

анализ варианс, применяемый для определения взаимодействий, имеет 

ограниченную силу. Действенным способом увеличения силы анализа 

варианс является элиминация «фонового шума» или «шума генетиче-

ского окружения», возникающего из-за других QTL. При этом в качест-

ве родителей изучаемых популяций используют практически изогенные 

линии с интересующими исследователя QTL. Например, израильские 

исследователи, используя полудиаллельную схему скрещивания, скре-

стили 10 интрогрессивных линий томата, содержащих в геноме куль-

турного томата Lycopersicon esculentum (хозяйское генетическое окру-

жение) специфический фрагмент генома L. pennellii [124]. Благодаря 

этому авторы смогли показать и доказать многочисленные достоверные 

эпистатические взаимодействия QTL. Схожим образом, проведена про-
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верка эпистатического взаимодействия между QTL вовлеченных в эво-

люционное происхождение кукурузы из ее предшественника (теосинте). 

При этом два аллельных QTL теосинте, по которым в предварительных 

экспериментах установлены значительные морфологические различия 

между теосинте и кукурузой, были интрогрессированы в генетическое 

окружение (геном) кукурузы. Растения каждого из четырех двулокус-

ных гомозиготных классов двух QTL авторы сравнили между собой. В 

результате, как на морфологическом уровне, так и на уровне мРНК од-

ного из генов (tb1), вовлеченных в эволюцию кукурузы, наблюдались 

эффекты сильного взаимодействия между QTL [228].  

С другой стороны, отсутствие эпистаза между QTL может наблю-

даться не потому, что QTL не проявляют эпистатического взаимодейст-

вия с другими отдельно взятыми QTL, а потому, что их эффект, по-

видимому, независим от хозяйского генетического окружения. Как по-

казано ранее [108], эффекты двух QTL одомашнивания кукурузы явля-

ются более слабыми, когда они сегрегируют в генетическом окружении 

«теосинте», нежели в F2 генетического окружения «кукуруза × теосин-

те». Схожим образом при изучении трех популяций рекомбинантных 

инбредных линий кукурузы, полученных в результате трех возможных 

скрещиваний между тремя линиями, показано [72] достоверное влияние 

хозяйского генетического окружения на экспрессию нескольких QTL 

признаков времени цветения и урожая.  

 

3.5.5. Генетический анализ корреляций между признаками 
 

Картирование QTL дает уникальный подход для изучения генети-

ческих основ корреляций между признаками. Когда признаки коррели-

руют, то можно ожидать, что как минимум некоторые из их QTL ока-

жутся общими (или, как минимум, генетически сцепленными). Было 

отмечено, что это действенно и может быть с пользой применено на 

практике. Например, в уже упоминавшейся популяции F2 гороха, для 

самых сильных QTL высоко коррелирующих друг с другом признаков 

высоты растения, времени цветения и числа узелков, был найден один 

общий район [107]. Такое же явление наблюдалось у пшеницы [19] и 

ячменя для признаков высоты растения и времени цветения [39]. Для 

последнего вида дополнительно установлены два специфичных QTL, 
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определяющих высоту растения и отдельно семь QTL признака времени 

цветения. У кукурузы в условиях стресса недостатка питания по фосфо-

ру, где уровни роста проростков и корней молодых побегов коррелиру-

ют друг с другом, поиск QTL показал, что четыре из шести идентифи-

цированных хромосомных районов были вовлечены в контроль обоих 

признаков, каждый из оставшихся двух контролировали только по од-

ному из признаков [317]. Возможность различия общих QTL от специ-

фичных может быть полезно при селективном отборе или скрининге се-

лекционных образцов. Если два желаемых признака отрицательно кор-

релируют (обратно пропорциональны), идентификация специфичных 

QTL позволяет оценить пределы, до которых каждый из признаков мо-

жет быть улучшен без негативного последствия на другой признак. В 

этой связи был предложен [204, 205] статистический тест, в котором, 

используя информацию коррелирующих признаков, можно локализо-

вать QTL, контролирующие одновременно несколько признаков. Авто-

ры показали, что такой подход эффективнее увеличивает силу опреде-

ления QTL, чем при использовании методологии поиска «признак за 

признаком».  

В случае явной ко-локализации QTL, контролирующих различные 

признаки, нет прямого способа, позволяющего сделать выбор между 

присутствием одиночного QTL с плейотропным эффектом или двумя 

сцепленными QTL. В последнем варианте ключ к решению может дать 

тонкое картирование. Тем не менее, даже в этом варианте нет соразмер-

ности частей доказательства: невозможность нахождения двух QTL не 

доказывает, что существует только один QTL-локус, но может указы-

вать, что поблизости есть сцепление. Дополнительно, помимо примене-

ния методов молекулярной биологии, можно полагаться и на непрямые 

аргументы:  

 если известно, что мутация одновременно влияет на оба признака, то 

это значит, что возможны плейотропные связи. Если в дополнение к 

этому мутация и QTL ко-локализованы, то мутантный локус пред-

ставляет собой подходящий QTL-кандидат.  

 если оба признака одновременно имеют долю не в одном, а в двух 

или более очевидно общих QTL, то тем самым вероятность плейо-

тропии подкрепляется. Действительно, если совпадение позиции не 
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невероятно из-за размера доверительных интервалов позиций QTL, то 

множественные совпадения весьма вероятны и должны быть вследст-

вие случайности событий.  

 могут выдвигаться и анализироваться предположения физиологиче-

ского и/или морфологического порядка. Если, например, найденный у 

потомства кукурузы общий QTL признака содержания абсцизиевой 

кислоты и признака устьичной проводимости подчиняется воздейст-

вию водного стресса, то возможны причинные связи или взаимозави-

симость [303](см. Главу V).  

 если есть плейотропия, то наследование ассоциации маркер-признак 

на протяжении нескольких поколений будет стабильным, до тех пор, 

пока в случае сцепления из-за рекомбинации оно не спадет. В то же 

время, в случае тесного сцепления наблюдаемый спад может быть 

очень медленным.  

 и, наконец, в случае плейотропии корреляция должна наблюдаться 

даже в отсутствии неравновесного сцепления (LD), т.е. у неродствен-

ных особей. 

Если необходимо анализировать генетическую основу сложных 

(комплексных) признаков, фокусируясь при этом на их составных час-

тях, которые, как предполагается, имеют более высокую наследствен-

ность, то картирование QTL становится особенно привлекательным. 

Например, признак урожая зерна у кукурузы может быть проанализиро-

ван посредством изучения серии характеристик початка [359], признак 

высоты растения — посредством исследования числа узелков, длины 

междоузлий и высоты стебля у початка [116] и т.д. Другие авторы [392] 

изучали признак урожая зерна у кукурузы и шесть из определяющих его 

компонентов (число початков на растение, средняя длина и диаметр по-

чатка, среднее число рядов, и т.д.). Из 14 идентифицированных районов, 

несущих QTL, девять влияли более чем на один компонент, а два кон-

тролировали четыре и пять компонентов, соответственно (с различными 

корреляционными значениями между признаками). Можно также попы-

таться оценить роль физиологических компонентов в экспрессии при-

знаков развития или морфологии. Так, например, был исследован слу-

чай явной ко-локализации QTL [65], отвечающих за активность фермен-

тов метаболизма углерода, и QTL роста у кукурузы. Схожим образом, 
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рассмотрение компонентов сложных признаков при исследовании ус-

тойчивости к заболеванию позволяет пополнить наши знания о меха-

низмах реализации этого процесса. Например, у кукурузы инфициро-

ванной грибом Exserohilum turcium, вместо проведения общей феноти-

пической оценки признаков заболевания, отдельно изучали размер и 

число поражений [134]. Авторы показали, что эти два компонента нахо-

дятся под независимыми генетическими контролями, поскольку их QTL 

(два и три, соответственно) не совпадают. Так же было показано [216], 

что устойчивость к Phytophthora capsici у перца, исследованная посред-

ством изучения шести отдельных компонентов данного признака, соот-

ветствующих различным реакциям органов и стадиям инфекции, кон-

тролировалась несколькими QTL, некоторые из которых были специ-

фичны к одному компоненту, другие оказались общими для нескольких. 

 

3.5.6. Эффекты действия окружающей среды 
 

Окружающая среда является тем фактором, который может иметь 

и имеет существенное влияние на эффекты проявления QTL. Неизбеж-

ный результат данного факта заключается в том, что взаимодействие 

генотип-среда может частично модифицировать проявление генотипов 

таким образом, что амплитуда эффектов QTL будет варьировать от од-

них условий внешней среды к другим, и даже если QTL определен в од-

них условиях внешней среды, то в других условиях тот же QTL может 

быть и не найден, и наоборот. Такое явление довольно часто встречает-

ся, даже если условия внешней среды влияют на проявление QTL са-

мым разнообразным образом сообразно признакам, ранжированию вы-

бранных условий внешней среды и размеру популяции [19, 56, 170, 203, 

285, 331, 360]. Важная концепция, на которой базируются эти исследо-

вания, заключается в том, что некоторые QTL можно выявить во всех 

или почти во всех исследуемых условиях внешней среды и поэтому они 

«универсальны», в то время как другие находят лишь в определенных 

условиях внешней среды и, вследствие этого, они — «специфичны». 

Такое подразделение необходимо брать в расчет при реализации так на-

зываемой маркерной вспомогательной селекции, причем делать это не-

обходимо сообразно типу и ранжированию условий внешней среды для 

которых создаются сорта.  
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Если давать определения в методологических терминах, то, как 

правило, в большинстве исследований просто ищут QTL для каждого из 

условий внешней среды и затем сравнивают выявленные QTL. Другие 

исследования используют модели анализа варианс или множественной 

регрессии включая, в добавление к эффектам QTL и окружающей сре-

ды, взаимодействия «генотип – окружающая среда» [32, 188, 170, 417]. 

Для изучения таких случаев и картирования QTL были разработаны со-

ответствующие компьютерные программы [204, 418]. При разработке и 

апробации более сложного метода [323], рассмотрены данные [170] по 

урожайности зерен у ячменя в 16-ти различающихся условиях окру-

жающей среды. Авторы впервые провели принципиальный компонент-

ный анализ взаимодействия «матрица генотипа × окружающая среда» и 

нашли QTL для основных компонентов этого взаимодействия. Благода-

ря такому подходу установлены четыре хромосомных сегмента, кото-

рые отвечали за отличия в проявлении признаков в различных условиях 

внешней среды. 

 

3.5.7. Сравнительное картирование QTL 
 

Используя данные сравнительного картирования, ряд исследова-

телей попытались установить могут ли QTL данных признаков быть 

найдены в гомологичных позициях геномов родственных видов. Наибо-

лее наглядный пример обнаружен в роде Vigna (семейство Fabaceae), 

где QTL признака массы семян был картирован в геноме видов V. 

unguiculata и V. radiata [128]. На основе результатов проведенного ана-

лиза с использованием молекулярных маркеров районы хромосом, не-

сущие QTL с наибольшим эффектом для каждого вида (R
2
 равно 36,5% 

и 32,5%, соответственно), проявили гомологию. Дополнительным аргу-

ментом в пользу идентичности установленных QTL стало эпистатиче-

ское взаимодействие. Идентичные QTL, с которыми выявленные основ-

ные QTL имели эпистатическое взаимодействие, также были располо-

жены в гомологичных районах. Вдобавок к этому, применение молеку-

лярных проб общих для Fabaceae позволило установить, что QTL при-

знака массы семян у гороха [379] и у сои [250] соответствуют одному из 

двух ранее идентифицированных QTL Vigna. Компиляция QTL призна-

ков одомашнивания у риса, кукурузы, сорго и сахарного тростника так-
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же выявила совпадение локализации QTL более частое, чем можно бы-

ло бы ожидать просто по случаю, особенно для признаков размера зер-

на, размалывания и времени цветения при коротком дне [287]. И, нако-

нец, аналогичные выводы сделаны в отношении и трех видов рода 

Lycopersicon, включая культурный томат [154, 285].  

Полученные результаты интересны не только как дополнительные 

примеры эволюционной идиоадаптации синтении. Примечательным 

фактом является то, что виды, которые дивергировали много лет тому 

назад (семейство Poaceaе, например, насчитывает порядка 60 миллио-

нов лет) и, жившие в очень разнообразных экологических условиях, до 

сих пор выявляют гомологичные полиморфные локусы, объясняющие 

изменчивость некоторых признаков. И в то же время, все это напомина-

ет нам, что сравнение двух потомств на внутривидовом молекулярно-

генетическом уровне может привести к получению частично различаю-

щихся серий QTL.  

 

3.5.8. Некоторые характерные особенности QTL 
 

Характеризовать QTL задача не из легких. Из-за слабых феноти-

пических эффектов и шума генетического окружения, производимого 

другими QTL, а также из-за влияния условий окружающей среды, иден-

тификация локусов QTL приобретает комплексный и более многогран-

ный характер. У растений на молекулярном уровне со всей определен-

ностью были охарактеризованы всего несколько QTL. С другой сторо-

ны, совершенно очевидно, что познание природы QTL несет огромный 

фундаментальный и прикладной аспект. В этой связи следует помнить, 

что современная интерпретация словосочетания «идентификация QTL» 

обычно подразумевает необходимость использования одного из двух 

методических подходов для придания реального смыслового значения 

данному термину. Во-первых, если ничего не известно о физиологиче-

ских и молекулярных основах признака, необходимо использовать гене-

тические и молекулярно-биологические подходы для того, чтобы кло-

нировать изучаемый QTL («позиционное клонирование»). Во-вторых, 

если установлено, что в проявление признака вовлечены гены с извест-

ной функцией, более правильным будет искать те из них, чей полимор-
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физм составляет определенную часть изменчивости изучаемого призна-

ка (подход «генов-кандидатов»). Рассмотрим эти подходы. 

 

3.5.8.1. Клонирование QTL 
 

Для идентификации и выделения QTL методом позиционного 

клонирования могут быть использованы генетические подходы, опи-

санные нами ранее [13]. Однако отсутствие дискретности, присущей 

менделеевским признакам, или, другими словами, наличие продолжи-

тельности вариации у количественных признаков делает задачу более 

сложной. Прежде всего, по статистическим причинам. Это значит, что 

научный план проведения экспериментов должен быть по возможности 

всеобъемлющ. В случае использования практически изогенных линий 

или метода BSA для скрининга генотипов необходимо воспользоваться 

маркерами, фланкирующими QTL, поскольку проведение фенотипиче-

ского скрининга с целью клонирования QTL при этом обычно невоз-

можно. По этой же причине для установленных районов QTL требуется 

картирование с высоким разрешением. Позиционное клонирование ре-

ально осуществимо только лишь тогда, когда QTL локализован в интер-

вале меньше, чем одна сантиморганида и пока только у видов с малень-

ким размером генома. В идеале необходимо достичь дистанции между 

маркерами и QTL равной примерно размеру YAC или BAC клона или 

даже меньше. Для идентификации «неясных» QTL может понадобиться 

проведение трансформации с целью установления истинной функцио-

нальной активности клонированных QTL. С другой стороны, вероятнее 

всего, другие доказательства могут оказаться более эффективными, на-

пример те, что упомянуты в Главе IV при описании методологии клони-

рования основных (менделевских) генов: картирование с высоким раз-

решением единичных генов-кандидатов с целью нахождения ко-

сегрегирующих с признаком клонов, биоинформативный анализ пер-

вичных аминокислотных и нуклеотидных последовательностей или 

изучение соответствующей экспрессии (см. ниже). В любом случае 

идентификация QTL посредством клонирования, по-видимому, должна 

быть возможна или, как минимум, легче для QTL с большими эффекта-

ми и/или для признаков, у которых известны мутантные формы (напри-
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мер, клонированные гены карликовости очень удобны для характери-

стики QTL высоты растения).  

Несмотря на перечисленные трудности, возникающие в реализа-

ции данного подхода, в ряде случаев удалось добиться успешного пози-

ционного клонирования QTL. Например, у томата клонирован QTL 

fw2.2 в значительной мере ответственный за существенное увеличение 

размера плода, произошедшее в процессе одомашнивания вида. Карти-

рование с высоким разрешением позволило идентифицировать YAC-

клон с этим QTL. При переносе методом трансгеноза космиды, выде-

ленной из fw2.2 района мелкоплодных диких видов и содержащей один 

из пяти генов, найденных в YAC (ORFX), в сорта с большими плодами, 

произошло уменьшение размера плодов до предсказанного и ожидаемо-

го уровня [132]. В потомстве томата же, состоящем из 7000 растений F2, 

с высокой точностью был картирован локус QTL, увеличивающий со-

держание сахара в плодах. В данном случае, при использовании практи-

чески изогенных линий для идентификации упомянутого QTL, картиро-

вание высокого разрешения позволило установить предельные значения 

идентифицируемого QTL в районе размером 484 п.о., включающем эк-

зон и интрон гена инвертазы — фермента, который модулирует силу 

налива плодов томата [135]. У риса посредством картирования высокого 

разрешения был идентифицирован ген основного количественного при-

знака, Hd1, контролирующий ответ на изменение фотопериода. Для это-

го авторы использовали 1505 сегрегантов, которые позволили им опре-

делить геномный район размером всего лишь в 12 т.п.о. Этот район стал 

своеобразным геном-кандитатом для Hd1. Последующий анализ вы-

явил, что Hd1 соответствует гену гомологичному CONSTANS у 

Arabidopsis [411]. И, наконец, с помощью схожих подходов у Arabidop-

sis клонирован QTL времени цветения [118].  

 

3.5.8.2. Гены-кандидаты 
 

Подход «генов-кандидатов» фактически есть ничто иное как два 

разных подхода, которые в чем-то похожи друг на друга (табл. 8). 
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Таблица 8 

Подходы идентификации генов-кандидатов 
 

 

«Функциональные» гены-кандидаты 

 

 

«Позиционные» гены кандидаты 

 

Гены с известной функцией 

 

 

 

Генетическое картирование QTL 

 

 
 

Полиморфизм? 
 

 

 

 

Гены/мутации в районе? 
 

 

 

Представляет ли этот полиморфизм хотя 

бы часть изменчивости признака? 
 

 

Соответствует ли хотя бы один/одна 

 из них QTL? 

 

3.5.8.3. «Функциональные» гены-кандидаты 
 

Для некоторых количественных признаков физиология служит 

отличительной чертой исследуемых функций. Если доступны соответ-

ствующие гены, то являются ли они генами-кандидатами локусов QTL 

изучаемого признака или нет, зависит от их воздействия на эффекты 

полиморфизма (любого), проявляющегося в изменчивости признака 

[295]. 

У растений первым опубликованным примером гена с известной 

функцией, который соответствовал QTL, по-видимому, был ген Srunken-

2, кодирующий одну из субъединиц АДФ-глюкозопирофосфорилазы 

(АДФ-ГПФ) — ключевого фермента в синтезе сахаров зерна. Амери-

канские ученые в популяции примерно из 100 семей F3 кукурузы нашли 

QTL с очень сильным эффектом, определяющим содержание сахаров, и 

локализовали его точно в районе расположения гена АДФ-ГПФ [155]. 

Другим примером служит сахарозосинтетаза, ответственная за гидролиз 

сахаров на глюкозу и фруктозу. Французские исследователи в популя-

ции рекомбинантных инбредных линий кукурузы обнаружили QTL, оп-

ределяющие активность этого фермента, один из которых они сумели 

локализовать в девятой хромосоме точно в месторасположении струк-

турного гена Sh1 [65]. Более того, в том же районе авторы локализовали 

QTL признака содержания гексозы и один QTL раннего прорастания. 

Таким образом, полиморфизм Sh1 может быть причиной вариации ак-
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тивности фермента, который в свою очередь, объясняет присутствие 

QTL продуктов реакции фермента и влияет на признак роста растения.  

Другим примером идентификации QTL посредством использова-

ния подхода функционального гена-кандидата является изучение при-

знака содержания майзина (англ. maysin) в пестиках початка кукурузы. 

Майзин — это флавоноид, который ингибирует рост и развитие гусени-

цы американской хлопковой совки (Helicoverpa zea Boddie). Пути его 

биосинтеза хорошо известны, а гены, кодирующие основные ферменты, 

и большинство регуляторных факторов этого процесса клонированы. 

Используя в качестве маркеров геномные и кДНК пробы этих генов, 

группа ученых [62] провела в популяции F2 поиск локусов QTL, опреде-

ляющих содержание майзина. В результате ими выявлен (R
2
 = 58%) ак-

тиватор транскрипции р1, играющий одну из основных ролей в биосин-

тезе майзина. Найденный QTL действовал аддитивным образом, причем 

с большими различиями эффектов между аллелями: средние классы 

Q1Q1, Q1Q2 и Q2Q2 оказались, соответственно, равны 0,023%, 0,280% и 

0,630% свежего веса пестиков початка. Отличительная, по сравнению со 

структурными генами, кодирующими ферменты, роль данного генного 

регулятора, может быть, простой случайностью, но это согласуется с 

теорией метаболического контроля [192]. Кроме того, авторы показали, 

что вариации в эффективности структурных генов ферментов в ком-

плексных путях метаболизма в целом имеют умеренные последствия в 

отличие от вариаций регуляторных факторов. Приведенный пример 

также иллюстрирует важную точку зрения, заключающуюся в том, что 

проблема характеристики QTL не обязательно является проблемой 

идентификации и клонирования новых генов. Даже если известны все 

гены и их функции в модельных объектах, то вопрос об их влиянии на 

количественную вариацию признака все равно останется нерешенным. 

 

3.5.8.4. «Позиционные» гены-кандидаты 
 

Для многих признаков нет физиолого-биохимических данных 

служащих ориентиром при выборе генов с известной функцией. В этом 

случае стратегия заключается в картировании QTL настолько точно, на-

сколько это возможно, и в поиске района QTL для генов или мутаций, 

которые могут оказаться хорошими кандидатами. 
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Особый интерес вызывают мутации, придающие ярко выраженное 

значение изучаемому признаку. Например, QTL-локус хромосомы 1 ку-

курузы, влияющий на длину стеблей у потомства, полученного при 

скрещивании кукурузы и теосинте, совпадает с мутацией Teosinte 

branched 1 (Tb1), придающей кукурузе фенотип частично схожий с фе-

нотипом теосинте, т.е. обуславливает развитие длинных латеральных 

стеблей. Последовательное клонирование Tb1 с помощью генетических 

и молекулярных методических подходов (см. ниже) подтвердило, что 

локус Tb1 соответствует QTL, для которого ранее были найдены три 

типа аллелей: полностью активный аллель кукурузы; аллель, названный 

tb1 + teosinte, проявляющий примерно половину активности Tb1 тео-

синте и инактивированный аллель tb1 мутантов кукурузы.  

Модельные виды с малыми полностью секвенированными гено-

мами особенно полезны в контексте подхода генов-кандидатов. Вполне 

иллюстративен в этом отношении пример гена CO (CONSTANS) резуш-

ки Тале (Arabidopsis thaliana). Мутант (со) задерживает время цветения 

при длинном фотопериоде, но не при коротком, и, тем самым, уменьша-

ет реакцию на яровизацию. Зонд гена СО и еще 10 дополнительных 

проб молекулярных маркеров, сцепленных с геном СО в соответствую-

щей ему группе сцепления примерно в 7,5 сМ, были картированы в по-

пуляции беккроссов Brassica nigra посредством RFLP. Из-за произо-

шедших в процессе эволюции генома B. nigra дупликаций, группы сце-

пления были найдены в трех различных районах, два из которых несли 

QTL времени цветения, совпадающие с гомологами СО. Таким образом, 

полученные результаты обозначили гомолог СО арабидопсиса в качест-

ве подходящего гена-кандидата времени цветения у B. nigra [209].  

 

3.5.9. Проверка генов-кандидатов 

 
Независимо от того, использовалась ли методология позиционно-

го клонирования или применялась стратегия генов-кандидатов, роль 

выделившегося гена в изменчивости количественного признака может 

быть установлена посредством различных не исключающих друг друга 

подходов. 

 

 



110 

3.5.9.1. Секвенирование аллелей генов-кандидатов 
 

Присутствие полиморфизма среди аллелей гена-кандидата должно 

быть установлено до начала изучения его функций. При этом исследо-

ванию подлежит не только кодирующий район гена, но также и его ре-

гуляторные части. Как показано для Tb1 кукурузы (см. выше), поли-

морфизм может находиться и в промоторном районе гена. Секвениро-

вание аллельных серий гена-кандидата, найденных в популяции с ми-

нимальным неравновесным сцеплением (LD), является другим спосо-

бом, с помощью которого можно подтвердить роль кандидата, напри-

мер, посредством поиска полиморфизма на уровне единичного поли-

морфизма (англ. single nucleotide polymorphism, SNP), коррелирующего 

с признаком. Достоверная корреляция не предполагает случайных взаи-

моотношений, поскольку LD на короткой дистанции может объяснить 

наблюдаемую корреляцию. Как минимум, она указывает, что наблю-

даемый полиморфизм признака генетически коррелирует с SNP. 

 

3.5.9.2. Определение экспрессии QTL или активности генов-кандидатов 
 

Необходимым (но не достаточным) условием отбора кандидата 

является то, что уровень его экспрессии (мРНК или концентрация бел-

ка) и/или его активность (для ферментов, транспортеров, транскрипци-

онных факторов и т.п.) должны быть вариабельными в изучаемой попу-

ляции. В дополнение к этому экспрессия или активность QTL/гена 

должны быть со-локализованы с QTL изучаемого фенотипического при-

знака. Разработка высокопроизводительных методов анализа экспрес-

сии транскриптов и белков делает этот подход более легким. 

 

3.5.9.3. Трансформация 
 

Трансформационный генно-инженерный перенос или трансфор-

мация фрагментов ДНК, несущих предполагаемые QTL, в модельные 

(и не только) объекты, способна помочь принять определенное решение 

относительно исследуемых QTL. Однако трансформация может выдви-

нуть специфичные проблемы, связанные с QTL, поскольку в целом за-

дача сводится не к комплементированию неактивного гена активным, 

а к сравнению эффектов двух активных аллелей гена или QTL, что мо-

жет оказаться статистически трудным. Кроме того, гомологичная 



111 

трансформация пока еще не возможна у растений, и поэтому месторас-

положение и/или эффекты дозы могут привести к неоднозначным ре-

зультатам [12]. 

 

3.5.9.4. Количественная комплементация 
 

Если выявляемый QTL имеет большой эффект и известен мутант, 

который определяет крайнее значение признака, то для изучения канди-

дата может быть использована генетическая комплементация. Для этого 

проводят скрещивания между особью гетерозиготной по QTL и особью 

гомозиготной по мутации или дикой/мутантной гетерозиготой. При до-

минировании «максимальных» аллелей, расщепление в потомстве будет 

наблюдаться только если QTL и локус, несущий мутацию, полностью 

совпадут (соответственно, 1:1 и 3:1). В противном случае будет наблю-

даться комплементация, рецессивные аллели двух локусов будут замас-

кированы (скрыты), а популяция не проявит расщепление. Такой вари-

ант генетического взаимодействия продемонстрирован для локуса Tb1 

[108, 109]. Мутация, придававшая кукурузе фенотип, в некоторой сте-

пени, схожий с фенотипом теосинте, оказалась одним из QTL ответст-

венных за различия между кукурузой и теосинте.  

 

Таблица 9 

Количественная комплементация* 

 

Кандидат,  

соответствует QTL 

Кандидат,  

не соответствует QTL 

 

ПИЛС 

 

ПИЛС 

   + 

   + 

m 

m 

QX+ 

QX+ 

QXm 

QXm 

ПИЛQ  ПИЛQ  

QH 

QH 

+ 

QH 

m 

QH 

QH+ 

QH+ 

QX+ 

QH+ 

QXm 

QH+ 

QL 

QL 

+ 

QL 

m 

QL 

QL+ 

QL+ 

QX+ 

QL+ 

QXm 

QL+ 
 

*ПИЛQ и ПИЛС соответствуют практически изогенным линиям для QTL и локуса-

кандидата. QX — аллель QTL линий +/+ и m/m, в случае когда ген-кандидат не со-

ответствует QTL. 

 

Однако при реализации этого теста однозначный результат может 

быть получен лишь в редких случаях, поскольку QTL, как правило, 
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имеют слабые эффекты и проявляют доминирование. В таких случаях 

следует применить общий подход по установлению количественной 

комплементации, даже если сам тест и его интерпретация окажутся бо-

лее сложными [127]. Рассмотрим несколько подробнее. Пусть QH и QL 

(H и L — высокий и низкий или максимальный и минимальный, соот-

ветственно) будут два аллеля QTL обнаруженных в потомстве. Посред-

ством проведения беккроссных скрещиваний с помощью маркеров, по-

лучают пару практически изогенных линий (ПИЛ, англ. near isogenic 

lines, NIL) QH/QH и QL/QL. Одновременно необходимо получить пару 

ПИЛ дикого типа и мутанта по гену-кандидата, с генотипами +/+ и m/m, 

соответственно. Скрещивания QH/QH × +/+, QL/QL × +/+, QH/QH × m/m и 

QL/QL × m/m дадут представленные в таблице 9 генотипы, сообразно 

тому, соответствует ли кандидат району QTL (один локус) или нет (два 

локуса). Если кандидат соответствует QTL, то тогда различия между ге-

нотипическими значениями m/QH и m/QL, как ожидается, должны быть 

выше чем различия между +/QH и +/QL (если только аллель + полностью 

рецессивен по отношению к аллелям QH и QL; если аллель + строго до-

минантен над QH и QL, то тогда не будет различий между +/QH и +/QL). 

Если кандидат не соответствует QTL, то в этом случае не ожидается, 

что различия между QX+/QH+ и QX+/QL+ будут достоверно отличаться 

от тех, что будут получены между QXm/QH+ и QXm/QL+, каким бы то ни 

было доминирование между аллелем QX и аллелями QH и QL (различия 

равны нулю, если QX строго доминирует над QH и QL). Таким образом, 

следует помнить, что этот тест тоже не является однозначным, посколь-

ку выявленные достоверные различия могут быть результатом эписта-

тического взаимодействия между геном-кандидатом и одним или не-

сколькими другими генами. В этом случае кандидат будет соответство-

вать QTL, оказывающему влияние на признак, но не изучаемому QTL 

локусу. 

 

Заключение 
 

Первые эксперименты по локализации QTL у растений берут свое 

начало с середины 1980-х годов. Однако уже на сегодня становится оче-

видным, что идентификация QTL позволит расширить наше понимание 

молекулярной и физиологической основы изменчивости комплексных 
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признаков. В селекции растений это делает проведение мониторинга 

самих QTL даже в большей степени привлекательным, чем поиск и 

идентификация их маркеров.  

Накопленные на нескольких видах растений данные выявили яс-

ные тенденции в архитектонике геномов, в особенности, в частоте слу-

чаев явной ко-локализации между локусами количественных признаков 

и генами с количественными эффектами (например, генами, контроли-

рующими устойчивость к патогенам, карликовости, чувствительности к 

фотопериоду, архитектурному построению и др.). Даже если огромная 

задача по идентификации и локализации QTL останется и должна будет 

случай за случаем подтверждать, что QTL и гены с количественными 

эффектами принадлежат одним и тем же локусам, полученные резуль-

таты, также как и первые эксперименты по идентификации и характери-

стике QTL у растений, животный и человека, ясно подтверждают не-

прерывный характер спектра между дискретной и непрерывной измен-

чивостью. В этом контексте становится понятным, что картирование 

конкретных генов более предпочтительно, чем картирование аноним-

ных маркеров, поскольку они являются источниками генов-кандидатов. 

Программы систематического секвенирования EST (англ. expressed 

sequence tags; — последовательности с невыявленной функцией, экс-

прессированные в исследуемом объекте целевым образом) у растений 

помогут ускорить получение таких карт. В особенности, выделение 

кДНК, специфичных к определенной стадии развития, органа или полу-

ченных под воздействием какого-либо стресса и так далее, а также вы-

бор согласно изучаемому признаку, может установить предварительный 

тест. Необходимо снова хочется подчеркнуть, что проведенное полное 

секвенирование геномов Arabidopsis thaliana, риса (Orisa sativa) и дру-

гих возделываемых растений представляет огромный и поистине неоце-

нимый источник информации, который можно и должно использовать 

при решении задач, стоящих перед генетиками, селекционерами и кура-

торами коллекций генетических ресурсов растений, сохраняемых в Ген-

ных Банках различных стран мира.  
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Глава IV. КАРТИРОВАНИЕ ОСНОВНЫХ (МЕНДЕЛЕВСКИХ) 

ГЕНОВ 
 

В случае если признак контролируется одним геном, сцепленные с 

ним маркеры, могут быть найдены посредством создания генетических 

карт сцепления [13, 15]. Однако неразумно картировать целый геном 

(если при этом необходимо найти маркеры в очень ограниченном рай-

оне) для поиска маркеров в очень ограниченном районе. Кроме того, ве-

роятность найти маркеры, тесно сцепленные с искомым геном, исполь-

зуя подобного рода методологию, ничтожно мала. Существует два пути, 

позволяющие решить эту проблему и высвободить при этом значитель-

ное количество времени и денег — это использование практически изо-

генных линий (NIL) и совокупного сегрегационного анализа (bulked 

segregant analysis, BSA). Рассмотрим эти подходы. 
 

4.1. Подходы к картированию основных (менделевских) генов 
 

4.1.1. Практически изогенные линии 
 

Изогенные линии можно определить как линии, которые имеют 

один и тот же генотип (аналогичные генотипы). Линии, практически 

изогенные (NIL) по данному локусу, — это линии, имеющие один и тот 

же генотип, за исключением локуса, который содержит фиксированные, 

но различные аллели. На практике такой случай встречается редко, по-

скольку в данном локусе генома должны произойти мутации и эти му-

тации должны быть зафиксированы. Для получения генетически схоже-

го материала проводят следующие один за другим беккроссы между 

«донорной» линией, несущей желаемый аллель, и реципиентной (или 

рекуррентной) линией, содержащей другой аллель, после чего материал 

фиксируют посредством самоопыления. Для хромосомы, несущей ин-

трогрессированный аллель, этот процесс приводит к умеренной изоген-

ности: в каждом беккроссном поколении, отбор особей, содержащих 

желаемый аллель, приводит к переносу части хромосомы с данным ге-

ном («hitch-hiking» эффект) (рис. 2). 

С помощью такого материала маркеры, сцепленные с геном, мо-

гут быть найдены сравнением донорной линии Д, рекуррентный линии 

Р и линии Р΄, получившей ген (Р и Р΄ практически изогенны). Для дан-

ного маркера возможны три ситуации: 
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Рисунок 2. Практически изогенные линии (NIL). В течение процесса последова-

тельных беккроссов, направленных на замену нежелательного аллеля (–) «реципи-

ентной» линии (Р) желаемым аллелем (+) «донорной» линии (Д), часть генома роди-

теля Д переносится с интрогрессируемым аллелем.  

 

 Д, Р и Р΄ идентичны: локус является мономорфным и неинформатив-

ным (рис. 3а); 

 Д отличается от Р, но Р и Р΄ идентичны: аллель Д неинтрогрессирован 

в Р΄ (рис. 3б). Следовательно, маркер не сцеплен с интрогрессирован-

ным геном. 

 Р и Р΄ различаются и Р΄ идентичен Д (рис. 3в): аллель Д интрогресси-

рован в Р΄. Следовательно, маркер сцеплен с интрогрессированным 

геном. 

 

 

 

 

 

 Р Д    Р΄   Р    Д       Р΄      Р       Д          Р΄ 
 

  А        Б           В 

 

Рисунок 3. Возможные профили электрофореграмм при проведении сравнительного 

электрофоретического анализа практически изогенных линий (NIL). Р — реципи-

ентная линия; Д — донорная линия; Р΄ — линия, получившая часть генома родителя 

Д. А — неполиморфный маркер; Б — полиморфизм за пределами интрогрессируе-

мого района; В — полиморфизм между Р и Р΄ как результат интрогресии исследуе-

мого района.  

+ + – 



116 

Поскольку в процессе беккроссирования интрогрессии подверга-

ется совершенно незначительная часть генома, то, как правило, чаще 

всего встречаются первые две ситуации. Поэтому для поиска маркеров 

изучаемого гена достаточно сравнить Р и Р΄, но при этом Д должен быть 

использован в качестве контроля. Такая постановка проверочного экс-

перимента позволит удостовериться, что аллель Р΄ действительно полу-

чен от Д, а не является технической (ложные полоски на геле) или гене-

тической ошибкой (генетическое загрязнение перекрестным опылени-

ем).  

Для сравнительного анализа подойдет любой тип маркера, но 

лучше использовать геномный ДНК-фингерпринтинг, поскольку он мо-

жет предоставить широкий набор маркеров (электрофоретических по-

лос) в одном эксперименте, например, AFLP, ISSR и др. Тот факт, что 

эти маркеры, как правило, доминантны, не является проблемой, по-

скольку в данном случае для любой фазы сцепления или расхождения 

гамет, различия могут быть найдены. Если необходимо, то из доми-

нантных маркеров можно получить кодоминантные маркеры (например, 

SCAR). Чтобы удостовериться, что найденные подобным образом мар-

керы сцеплены с изучаемым геном, их необходимо картировать. 

 

4.1.2. Совокупный сегрегационный анализ 
 

В первой половине 1990-х годов с помощью практически изоген-

ных линий были картированы несколько основных (менделевских) ге-

нов, прежде всего определяющих устойчивость к заболеваниям, [104, 

246, 261, 262, 290, 328, 388]. Создание такого материала — процедура 

довольно длительная по времени, поскольку требуется получить не-

сколько поколений, и иногда выявляются так называемые «фальшивые 

позитивы» (сегмент родителя Д интрогрессируется, но не несет желае-

мый ген). В этом случае используют методологический подход, полу-

чивший название, совокупный сегрегационный анализ (BSA) [24, 263]. 

Этот подход заключается в сравнении совокупности ДНК отдельных 

особей, имеющих один и тот же генотип. Например, необходимо опре-

делить различия между совокупностью особей RR (устойчивая гомози-

гота) и совокупностью особей rr (неустойчивая гомозигота) для попу-

ляции F2, рекомбинантных инбредных линий или удвоенных гаплоидов, 
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расщепляющихся по гену устойчивости. Только сцепленные с геном 

маркеры покажут различия, либо изменением месторасположения элек-

трофоретической полосы на геле (кодоминантные маркеры), либо са-

мим фактом ее присутствия/отсутствия (доминантные маркеры; снова 

подчеркнем, что методы ДНК-фингерпринтинга наиболее подходящи 

для BSA анализа). Как указывалось выше, эти сцепления должны быть 

проверены картированием идентифицированных проявляющих разли-

чия маркеров.  

Минимальный размер совокупности определяют установлением 

максимальной вероятности возможности различить несцепленный по-

лиморфный маркер от сцепленного с геном. Эта вероятность зависит 

как от типа популяции, так и от наследования маркера. Например, для 

доминантного маркерного расщепления в популяции F2, вероятность 

нахождения независимого сцепленного с геном маркера, при размере 

совокупности n, равна                  . Если в совокупности будет 

всего лишь 4 особи, то тогда доля фальшивых позитивов составит 1%, а 

в случае 10 особей: 2 × 10
-6
. Именно поэтому, как правило, для анализа 

используют от 10 до 15 особей. С другой стороны, BSA не обязательно 

дает ответ по принципу «все или ничего». Иногда, вследствие того, что 

в совокупности могут присутствовать один или несколько отдельных 

индивидуальных рекомбинантных генотипов, а сцепление маркера и 

изучаемого гена есть не у всех отобранных для анализа особей, между 

совокупностями могут наблюдаться различия в интенсивности полос.  

И, тем не менее, несмотря на эти ограничительные особенности, 

целый ряд исследователей с успехом использовали BSA для картирова-

ния основных (менделевских) генов у растений. Например, ген, опреде-

ляющий пол у фисташкового дерева [176], а также ген – восстановитель 

фертильности у рапса [95]. Еще больше примеров можно найти для ге-

нов устойчивости к болезням, например, у салата [198, 234, 263], бобов 

[162] или сосны [98]. Ряд других примеров приведен у Michelmore [261]. 

Этот метод можно использовать также и для заполнения пробелов 

в картах. Для этого совокупности должны быть составлены на основе 

генотипов маркеров, фланкирующих интервал, который необходимо за-

полнить, при этом во внимание принимают только особи нерекомби-

нантные по данным локусами (например, особи G1D1/G1D1 сравнивают с 
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особями G2D2/G2D2). Схожим образом маркеры концов хромосом могут 

быть найдены посредством BSA анализа переферических маркеров 

групп сцепления. Таким образом, шаг за шагом устанавливают точку 

генома, в которой нет «удлиняющих» карту маркеров [318].  

В принципе BSA и NIL взаимосвязаны друг с другом. Совокупно-

сти выглядят как практически изогенные линии (NIL) с гетерозиготным 

геномом, потому что в случае локусов, не связанных с желаемым геном, 

они содержат две родительские аллели в статистически равных пропор-

циях. Тем не менее, при доминировании в изучаемом локусе и маркере, 

маркеры, которые находятся в фазе расхождения (англ. repulsion) с ге-

ном, не могут быть определены в совокупности беккроссов и F2, даже, 

если они полностью генетически сцеплены, поскольку электрофорети-

ческая полоса появится в двух совокупностях (табл. 10). Именно поэто-

му, в среднем, вдвое больше маркеров необходимо протестировать в 

случае использования двойных гаплоидов или рекомбинантных инбред-

ных линий. Существует только один способ обойти эту проблему — 

сравнить совокупность rr проявляющую полосу на геле с родителем 

RR, который не проявляет ее. 
 

Таблица 10 
 

Совокупный сегрегационный анализ и нахождение маркеров сцепленных  

основными (менделевскими) генами
(1)

 

 

Типы популяций 
Фаза Информативные 

маркеры сцепление расхождение 

F1 (генотипы) R1/r0 R0/r1  

Удвоенные гаплоиды [R1] и [r0] [R0] и [r1] все 

Беккроссы
(2)

 [R1] и [r0] [R1] и [r1] 
только если есть 

сцепление 

F2 [R1] и [r0] [R1]
(3)

 и [r1] 
только если есть 

сцепление 

Рекомбинантные  

инбредные линии 
[R1] и [r0] [R0] и [r1] все 

 

(1) — сравнение потомства, когда доминирование отмечалось для изучаемого локу-

са и у маркера. R и r обозначают, соответственно, доминантный и рецессивный ал-

лели, а 1 и 0 — присутствие или отсутствие полосы полностью сцепленного с ге-

ном маркера. Фенотипы двух групп, полученные в каждой ситуации, обозначены в 

скобках.  

(2) — беккроссирование проведено на родительскую гомозиготу с рецессивным ал-

лелем изучаемого гена (в противном случае сегрегация не будет выявлена). 

(3) — этот фенотипический класс гетерогенен по особям [R1] и [R0] в пропорции 

2:1. 
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4.2. Использование маркеров для клонирования основных  

(менделевских) генов 
 

4.2.1. Принцип позиционного клонирования 
 

Ген с неидентифицированными мРНК или белком может быть 

выделен с помощью транспозонинсерционного мутагенеза или позици-

онного клонирования. Преимуществом транспозонинсерционного мута-

генеза является способность мобильных элементов к инактивации ге-

нов, в которые они встраиваются. Если мутант найден по его фенотипи-

ческому проявлению, то ген может быть выделен с помощью мобильно-

го элемента, явившегося причиной мутации. Как правило, такое воз-

можно только для видов, у которых хозяйский генетический материал 

может вызывать транспозиции мобильных элементов, как, например, 

у кукурузы.  

Позиционное клонирование не столь специфично, поскольку для 

выделения гена использует тесно сцепленные с геном маркеры. В ис-

ходном методе или «прогулке по хромосоме» [324] желаемый ген полу-

чают постепенным приближением к нему с помощью скринирования 

перекрывающихся друг с другом геномных клонов (космиды, YAC, 

BAC) [58, 398]. Помимо трудностей тестирования каждого нового клона 

на наличие в нем нужного гена этот подход у высших растений может 

занимать значительное количество времени из-за размеров их геномов. 

Даже если маркер находится на расстоянии 1 сМ от искомого гена, фи-

зически это может составлять несколько сотен или тысяч т.п.о. (тысяч 

пар оснований), которые почти невозможно полностью проскриниро-

вать. «Прыжки по хромосоме» [324] в определенном смысле являются 

усовершенствованием этого подхода, но методология поиска маркеров, 

основанная на использовании NIL или BSA, совместно с точными кар-

тирующими методами, представляет собой более сильное орудие для 

поиска и клонирования генов. Идея заключается в том, что на практиче-

ски изогенных линиях можно проскринировать несколько тысяч марке-

ров и найти среди них те, которые находятся на генетической дистан-

ции, соответствующей физическому размеру YAC, BAC или космидно-

му клонам. При скринировании библиотек с большими фрагментами 

ДНК с помощью молекулярных маркеров, как минимум для видов с не-
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большими геномами, можно совершенно точно отобрать клоны, содер-

жащие интересующие исследователя гены. Такой подход порой назы-

вают «посадка на хромосому» (chromosome landing) [368].  

 

4.2.2. Картирование высокого разрешения 
 

Если полиморфные маркеры уже отобраны, то порядок их карти-

рования должен определяться поиском такого маркера, который нахо-

дится ближе всего к изучаемому гену. Обычно для этого применяют 

картирование высокого разрешения, требующее анализа большого чис-

ла особей несколькими десятками маркеров (если, например, геном раз-

мером 2000 сМ скринирован 8000 маркеров, то около желаемого гена в 

интервале 10 сМ можно ожидать наличие порядка 40 маркеров). Чтобы 

получить разрешение меньше чем десять сантиморганид, что является 

минимумом для нахождения клона, содержащего искомый ген, понадо-

бится более 3000 беккроссных особей (при условии, что с вероятностью 

0,95 необходимо выявить, по крайней мере, одну рекомбинацию). Од-

ним из способов уменьшить объем работы — анализировать особи по-

пуляции только по двум маркерам, о которых известно, что они флан-

кируют ген и лишь потом, для последующего анализа с помощью дру-

гих маркеров, привлекать только те особи, о которых известно, что они 

рекомбинировали. Другая стратегия основывается на анализе совокуп-

ности особей [82]. Она заключается в разделении особей популяции со-

гласно генотипам изучаемого локуса, с последующим анализом ДНК 

отделённых друг от друга совокупностей генотипов. Уровень рекомби-

нации между маркером и желаемым геном может быть вычислен исходя 

из пропорции совокупностей с профилями, которые выявляют хотя бы 

один кроссовер и в которых его нет. Как только каждая совокупность 

будет проанализирована серией маркеров, можно провести трехточко-

вые тесты и идентифицировать наиболее близко расположенные к гену 

маркеры.  

 

4.2.3. Поиск необходимого гена в геномных клонах 
 

Для скринирования библиотек с большими фрагментами геном-

ной ДНК (YAC, BAC или космиды) используют маркеры, наиболее тес-

но сцепленные с геном. Отобранные положительные клоны среди дру-
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гих генов, как правило, содержат и необходимый ген. Одним из спосо-

бов выявить подходящих кандидатов является биоинформативный ана-

лиз нуклеотидной последовательности выявленного клона. Клон также 

может быть использован для скрининга библиотек кДНК, что приведет 

к получению дополнительных генов-кандидатов. Для установления, ка-

кой из выявленных кандидатов является необходимым, самым прямым 

и действенным методом является трансформация. Проведение генети-

ческой трансформации позволяет получить практически однозначный 

ответ о функциональном назначении и роли выявленного гена-

кандидата в проявлении изучаемого признака или о сцеплении с ним, 

поэтому ее следует проводить всякий раз, когда это возможно. Другой 

подход — это картирование с высоким разрешением отобранного клона 

с целью идентификации в нем гена, который ко-сегрегирует с призна-

ком. И наконец, для некоторых признаков, действенным способом явля-

ется изучение экспрессии гена-кандидата. Данный подход базируется на 

том факте, что экспрессия вовлеченного в ответ на стресс гена должна 

индуцироваться или контролироваться этим стрессом.  

Кроме того, для выделения генов у различных видов растений, как 

правило, с небольшими размерами геномов, с успехом использовалось 

позиционное клонирование. Так, например, были клонированы: ген 

ABI3 ответственный за уменьшение воздействие абсцизиевой кислоты в 

Arabidopsis [151], ген, кодирующий омега-3-десатуразу арабидопсиса 

[25], ген Pto устойчивости к Pseudomonas syringae томата [245], ген Axr1 

нечувствительности Arabidopsis к ауксину [222] и некоторые другие. 

Информацию о генах устойчивости к заболеваниям и о симбиотических 

генах корней растений можно прочесть в ряде обзоров [163, 189, 262, 

354]. 

 

Заключение 
 

Несмотря на то, что большинство хозяйственно ценных признаков 

являются количественными, в геноме живых организмов имеются при-

знаки, которые контролируются единичными или основными (менде-

левскими) генами. Выявление и картирование таких генов, наряду с 

картированием QTL, также остается одной из основных задач генетиков 

и селекционеров. Использование практически изогенных линий и сово-
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купного сегрегационного анализа позволяет решать эту задачу наиболее 

эффективно. Накопленные к сегодняшнему дню данные выявили ясные 

тенденции в архитектонике геномов, в особенности в частоте случаев 

явной ко-локализации между локусами хромосом, определяющих про-

явление количественных признаков, и основными (менделевскими) ге-

нами, проявляющими в своем большинстве моногенное наследование и 

такие же эффекты действия (например, гены, контролирующие устой-

чивость к патогенам, карликовости, чувствительности к фотопериоду, 

архитектурному построению и др.). Даже если огромная задача по иден-

тификации и локализации QTL останется и должна будет раз за разом, 

эксперимент за экспериментом подтверждать, что QTL и гены с количе-

ственными эффектами принадлежат одним и тем же локусам, получен-

ные результаты, также как и первые эксперименты по идентификации и 

характеристике QTL у растений, животный и человека, ясно указывают 

на непрерывный характер спектра между дискретной и непрерывной 

изменчивостью. В этом контексте, становится понятным, что картиро-

вание конкретных основных (менделевских) генов более предпочти-

тельно, чем картирование анонимных маркеров, поскольку они являют-

ся источниками генов-кандидатов. Программы систематического секве-

нирования EST (англ. expressed sequence tags; — последовательности с 

неустановленной функцией, экспрессированные в исследуемом объекте 

целевым образом), позиционное клонирование, скринирование YAC и 

BAC геномных библиотек, а также картирование высокого разрешения 

у растений помогут ускорить получение таких карт. В особенности, вы-

деление кДНК специфичных к определенной стадии развития, органа 

или полученных под воздействием какого-либо стресса. 

С появлением все большего и большего количества насыщенных 

генетическими маркерами молекулярных карт, полученных для наибо-

лее распространенных видов растений, а также с доступностью таких 

карт для все более широкого круга исследователей и сфер их деятельно-

сти, физиологи и генетики, а в перспективе и селекционеры, будут нуж-

даться только в скрининге родителей известных картированных попу-

ляций для установления вариаций в экспрессии представляющих инте-

рес признаков, что позволит методом экстраполяции оценить соответст-

вующую картированную популяцию по изучаемому признаку. Разуме-



123 

ется, что использование QTL анализа для тестирования генов-

кандидатов будет требовать наличия картированных генов, в том числе 

основных (менделевских), в уже изученной популяции. Однако техники 

и методологии картирования с каждым десятилетием становятся все 

легче и быстрее, и нет принципиальных ограничений (пожалуй, только 

за исключением финансовых возможностей) для обеспечения исследо-

вателей современным лабораторным оборудованием, необходимым для 

проведения молекулярно-биологических работ и исследований в этом 

направлении. 
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Глава V. АБИОТИЧЕСКИЙ СТРЕСС  

И ЛОКУСЫ КОЛИЧЕСТВЕННЫХ БИОХИМИЧЕСКИХ 

И ФИЗИОЛОГИЧЕСКИХ ПРИЗНАКОВ У РАСТЕНИЙ 

 

Несмотря на то, что генетики и физиологи, изучающие количест-

венные признаки растений, имеют дело с изменчивостью, подходы ко-

торые они применяют для изучения природы исследуемой ими измен-

чивости, у них различаются. Генетики в основном заинтересованы в 

объяснении природы и использовании генетической основы изменчиво-

сти, а физиологи обычно стремятся минимизировать генетическую ком-

поненту, для того чтобы сконцентрироваться на изменчивости, возни-

кающей под воздействием окружающей среды. Наследуемость, являю-

щаяся частью общей фенотипической изменчивости, обусловленной ге-

нетическими различиями, используется генетиками для определения то-

го, может ли признак использоваться в генетико-селекционных иссле-

дованиях (т.е. является достаточно изменчивым или полиморфным), в 

частности, для картирования соответствующих генов или локусов хро-

мосом. При этом если исследователи имеют дело со сложными или ко-

личественными признаками, то они учитывают тот факт, что несколько 

локусов могут определять один признак. Появление молекулярных мар-

керов позволило начать картирование локусов количественных призна-

ков или QTL (quantitative trait loci) [286]. Это делает возможным физи-

ческое разделение генетических компонентов (или их составляющих) 

количественных признаков на небольшое число хромосомных локусов и 

оценить вклад каждого из таких локусов в определение генетической 

изменчивости у изучаемого организма. Ранние попытки локализовать 

QTL основных агрономических свойств выявили, что позиции QTL не 

оставались стабильными от одного эксперимента или установленного 

локуса к другому, что указывало на значительный эффект воздействия 

окружающей среды на проявление признака. Чтобы установить это в 

ряде экспериментов под воздействием различных условий окружающей 

среды была протестирована стабильность QTL. У томата, например, 350 

потомков поколения F2 выращивались в трех различных экологических 

точках (две в США и одна в Израиле). В результате проведенных экспе-

риментов было выявлено 29 QTL, причем 15 из них были специфичны 
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лишь для какой-то одной точки и только 5 оказались общими для всех 

трех точек тестирования [285]. В то же время более слабый эффект воз-

действия окружающей среды был обнаружен у кукурузы, которая вы-

ращивалась в шести различных экологических точках [360]. В этом слу-

чае пропорция идентифицированных общих QTL в проведенных экспе-

риментах была выше.  

Поиск QTL, проявление которых связано с реакцией на окружаю-

щую среду, может показаться несколько странным, поскольку генетиче-

ски локализовать взаимодействие «генотип-среда» невозможно, особен-

но в случае количественных признаков, когда признак формируется под 

воздействием различных лимитирующих факторов среды и проявление 

одного и того же признака в разных условиях среды определяют разные 

гены или генные хромосомные локусы. В то же время, так называемая 

изменчивость окружающей среды — это переменный фактор общей из-

менчивости организма, который остается после исключения генетиче-

ской изменчивости из общей составляющей того или иного признака. 

Это значит, что изменчивость окружающей среды включает в себя не 

только соответствующую климатическую изменчивость, являющуюся 

по своей сути различного рода стрессорами, но и значительную часть 

экспериментальной ошибки, с которой приходится сталкиваться при 

проведении и воспроизведении экспериментов. При установлении QTL, 

имеющих отношение к стрессу, возникающему под воздействием окру-

жающей среды, необходима тщательная постановка эксперимента с со-

ответствующими повторами. К сожалению, в этом ключе проведено 

сравнительно небольшое количество экспериментов. 

Таким образом, дополнительная идентификация и проведение 

анализа выявленных локусов QTL, позволили бы установить присутст-

вие или отсутствие ко-локализации QTL-признаков, определяющих не-

которые физиологические процессы (например, налив зерна, ответ на 

тот или иной абиотический или биотический стресс и др.), а также воз-

можна ли ко-локализация QTL и генов-кандидатов, связанных с тем или 

иным QTL. Ко-локализация означает ко-сегрегацию, которая может 

быть использована селекционерами и биотехнологами растений при по-

лучении новых растительных форм и реализации селекционных про-

грамм. Ко-локализация QTL для некоторых признаков может опреде-
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лять ко-регуляцию экспрессии. Более того, если QTL ко-локализованы с 

генами с известной функцией, то эти гены представляют интерес как 

гены-кандидаты и могут быть использованы для объяснения фенотипи-

ческих корреляций между признаками [302, 303]. 

На сегодня этот подход проиллюстрирован полевыми экспери-

ментами по анализу ряда агрономических признаков и экспериментами, 

проведенными в теплице и направленными на более точный анализ эф-

фектов различных стрессов преимущественно на ранних стадиях разви-

тия растений. Так, например, с помощью QTL проанализировано не-

сколько различных количественных признаков и ответов на изучаемый 

стресс [302, 303], таких как урожайность, рост корней и проростков, фо-

тосинтетический обмен газов, содержание абсцизовой кислоты (АК) в 

ксилеме, содержание углеводов и активность расщепляющих их фер-

ментов (инвертазы, сахарозосинтазы и АДФ-глюкозофосфорилазы).  

 

5.1. Некоторые элементы методологии 
 

Принцип и методология определения QTL достаточно подробно 

была описана ранее [13, 14, 303] (см. также Главы III и IV). Коротко, ос-

новным необходимым условием для определения QTL необходимы, во-

первых, линии расщепляющихся популяций, полученные от двух гомо-

зиготных родителей. При этом чтобы получить достаточную точность 

эксперимента, минимальное число линий, которое необходимо проана-

лизировать, должно быть равно 100-150. Сегрегационными линиями 

могут быть расщепляющиеся популяции F2, удвоенные гаплоиды или 

рекомбинантные инбредные линии (recombinant inbred lines, RIL). Ре-

комбинантные инбредные линии обычно получают как минимум четы-

рехкратным самоопылением поколения F2, произошедшего из одного 

семени. Основное достоинство такой процедуры заключается в том, что 

полученные RIL являются практически гомозиготными, т.е. генетически 

однородными. Вторым требованием является картирование популяций с 

достаточной плотностью насыщения генетическими маркерами таким 

образом, чтобы число групп сцепления на генетической карте было рав-

но числу хромосом. При соблюдении этих условий для каждой сегрега-

ционной линии становится возможным распознавать генотип (либо пер-

вого, либо второго родителя) по каждому отдельно взятому маркеру. 
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Принцип определения QTL заключается в измерении варианс 

признаков в процессе изучения во всех сегрегационных популяциях и 

последующей проверке одного маркированного локуса за другим с це-

лью установления зависимости среднего значения признака от генотипа 

в данном локусе. Если результат статистически достоверен, то это зна-

чит, что QTL, определяющий изменчивость данного признака, располо-

жен поблизости от данного маркера. Этот точечный пошаговый метод, 

основанный на ANOVA (ANalysis Of VAriance — статистический тест, 

который количественно устанавливает различия между значениями 

двух или более групп), на сегодня постепенно замещается интерваль-

ным картированием, которое позволяет идентифицировать локализацию 

между маркерами (как, например, MAPMARKER-QTL). Более совре-

менный метод, названный методом комбинированного интервального 

картирования (англ. composite interval mapping, CIM), совмещает в себе 

интервальное картирование и введение кофакторов, которые с одной 

стороны увеличивают чувствительность определения, но с другой сто-

роны также увеличивают и риск выявления фальшивых позитивных 

QTL [335]. Наиболее важным параметром, вычисляемом в дополнение к 

установлению локализации QTL, является величина R
2
, представляю-

щая процент фенотипической вариансы объясняемой QTL. 

 

5.2. QTL и абиотический стресс 
 

5.2.1. Высокая температура (термоустойчивость) 
 

Хотя большинство данных по картированию QTL физиологиче-

ских параметров, так или иначе, связаны с определением водного стату-

са растений, одни из первых исследований направленных на идентифи-

кацию QTL признаков имеющих отношение к климатическим адаптаци-

ям были эксперименты по выявлению QTL термоустойчивости пыльцы 

[137]. При этом для этих целей авторы использовали всего 45 популя-

ций RIL, с помощью которых им удалось установить пять и шесть QTL 

прорастания пыльцы и роста пыльцевой трубки соответственно. 
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5.2.2. Состояние засухи на вегетативных стадиях развития 

 

5.2.2.1. Корневая система, морфология и признаки проростков у риса 
 

Совершенно очевидно, что морфология корней является важным 

фактором при определении устойчивости растений к засухе. В одном из 

первых экспериментов по QTL анализу, проведенном в 1995 году, уда-

лось картировать пять связанных с этим признаком QTL [69]. Экспери-

менты проводились на рисе (203 RIL в тройной повторности), который 

выращивался как в теплице, так и в полевых условиях. Двенадцать из 

сорока хромосомных районов, несущие QTL ассоциированные с поле-

вой устойчивостью к засухе, также содержали QTL морфологии корней. 

Большинство идентифицированных QTL определяли толщину корней и 

соотношения: корень/проросток, сухой вес корней/побег. Толщина и су-

хой вес корней на побег являлись признаками, которые, как было уста-

новлено, в последнюю очередь подвержены влиянию окружающей сре-

ды в условиях теплицы. Корреляции экспериментов, проведенных в те-

плице с устойчивостью к засухе, в полевых условиях оказались досто-

верными, но не очень предсказуемыми. Эти первые результаты позво-

лили авторам идентифицировать аллели в маркерных локусах, ассоции-

рованных с фенотипом корней, и получить засухоустойчивые сорта. С 

целью изучения приспособления растений к осмотическому стрессу и 

выявления признаков устойчивости к дегидратации с использованием 

тех же рисовых популяций, но на гораздо меньшем количестве образцов 

(52 RIL) были проведены дальнейшие более полные исследования. Ав-

торы предположили, что один основной локус, ассоциированный с ос-

мотолерантностью должен быть гомеологичен к схожему локусу того 

же признака у пшеницы. В популяциях, осмотолерантность и признак 

устойчивости к дегидратации негативно коррелировали с признаком 

морфологии корней, ассоциированного с устойчивостью к дегидрата-

ции. К счастью высокая приспособленность к осмотическому стрессу и 

признак устойчивости к дегидратации оказались генетически связанны-

ми с одним и тем же родительским аллелем. Это вселяет надежду на 

разрыв нежелательного сцепления между осмотолерантностью и неко-

торыми признаками морфологии корней [223].  
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Последующие исследования также базировались на изучении 

морфологии корней, но без учета влияния водного стресса. В этом слу-

чае использовали 105 линий риса, полученных из популяций удвоенных 

гаплоидов [409]. Авторы установили, что основное количество QTL 

сконцентрировано в определенных компактных районах хромосом 1, 2, 

3, 6, 7, 8 и 9. Индивидуальные QTL отвечали за варьирование признаков 

от 4 до 22%. Взаимодействие между QTL и маркерами, расположенны-

ми на разных хромосомах, показали антагонистические эффекты. Срав-

нение с другими популяциями показало, что от одного до трех QTL на 

признак были общими.  

Другие авторы исследовали QTL признаков, имеющих отношение 

к засухоустойчивости у проростков риса [84]. В двух различных эколо-

гических точках на 85-105 линиях удвоенных гаплоидов под воздейст-

вием различных степеней засухи они измеряли признаки скручивания и 

высыхания листьев, относительное содержание воды и относительный 

уровень роста. Как показали проведенные эксперименты, некоторые 

QTL были общими для всех исследованных признаков. Среди одинна-

дцати возможных QTL скручивания листьев три (на хромосомах 1, 5 и 

9) оказались общими во всех трех проведенных испытаниях, а четыре 

дополнительных QTL (на хромосомах 3, 4 и 9) — лишь в двух. Один 

QTL признака высыхания листьев на хромосоме 4 и один относительно-

го содержания воды на хромосоме 1 совпали по своему проявлению в 

двух различных эколого-географических экспериментах, в то время как 

не было идентифицировано ни одного QTL относительного уровня рос-

та, проявление которых было бы обусловлено воздействием стресса, вы-

званного недостаточностью обеспечения влагой. Некоторые из QTL 

скручивания и высыхания листьев, а также относительного содержания 

воды картированы в тех же локусах на хромосомах, что и QTL контро-

лирующие морфологию корней, и которые были идентифицированы в 

предыдущих исследованиях, включавших те же самые расщепляющиеся 

маркированные популяции. Локализация некоторых QTL, установлен-

ная в этом исследовании, оказалась точно такой же, как и локализация 

аналогичных QTL, определенная другими авторами с помощью других 

популяций.  
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5.2.2.2. Осмотолерантность у риса 
 

Как это уже отмечалось ранее [223, 420] адаптация к осмотиче-

скому стрессу или осмотическая приспособленность (ОП) может играть 

роль в засухоустойчивости, обеспечивая возможность поддержания 

клеточного тургора при снижении водного потенциала. Эта проблема 

была рассмотрена на примере ячменя с использованием QTL-

методологии [377]. Набор рекомбинантных инбредных линий ячменя, 

полученных в результате скрещивания сортов Tadmor (засухоустойчи-

вый родитель) и Er/Apm (чувствительный родитель), выращивали в 

климакамере в условиях различной влажности грунта (14% и 100% по-

левой емкости почв по этому признаку, соответственно). Карта сцепле-

ния была построена с использованием 167 RIL генотипированных по-

средством 78 RFLP, 32 RAPD и трех морфологических маркеров. Благо-

даря сильному эффекту воздействия условий окружающей среды на 

изучаемые свойства (изменчивость варьировала от 0,04 до 0,44) интер-

вал-картирование и одномаркерный ANOVA-анализ позволили опреде-

лить три QTL признака относительного содержания воды (ОСВ), четыре 

QTL общего осмотического потенциала, два QTL осмотического потен-

циала при полном тургоре и один QTL ОП при 14% влажности почвы. В 

поливных условиях выявлены только два QTL: один для ОСВ и один 

для осмотического потенциала при полном тургоре. Два хромосомных 

района оказались ответственны за некоторые изменения свойств, сопут-

ствующие ОП, и поэтому могут считаться как районы, контролирующие 

ОП. Они располагались на хромосомах 1 (7Н) и 6 (6Н), в то время как 

другие районы были специфичны только для какого-то одного свойства. 

Никаких основных QTL найдено не было. В то же время, как представ-

ляется, геномные районы на хромосоме 1 (7Н) у ячменя, вовлеченные в 

регуляцию сопутствующих ОП свойств, должны быть консервативны в 

отношении изменчивости ОП у злаков.  

 

5.2.2.3. Листья и абсцизовая кислота (АК) у кукурузы 
 

Большинство исследований по изучению эффектов засухи у рас-

тений проводились на вегетативных органах, прежде всего на листьях. 

Потеря воды, как правило, приводит к двум типам реакций в зависимо-

сти от возраста растительных тканей: 1) быстрой остановке роста клеток 
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в молодых растущих органах, 2) уменьшению уровня фотосинтеза и из-

менению метаболизма сахарозы в зрелых листьях. АК, выделяемая кон-

чиками корней и циркулирующая в ксилеме, играет важную триггерную 

роль в подобного рода ответных реакциях. Сталкиваясь с многочислен-

ными взаимозависимыми взаимодействиями очень трудно установить 

причинные связи, которые объяснили бы наблюдаемый ответ целого 

растения, вызываемый несколькими предполагаемыми ключевыми эле-

ментами. Прояснение этого вопроса особенно важно для возделывае-

мых растений, поскольку идентификация таких основных элементов 

или генов позволит получить способ воздействия на организм с целью 

повышения адаптации или усиления устойчивости растительного орга-

низма к стрессу. С этой точки зрения, использование методологии QTL 

наиболее подходящий подход, поскольку она позволяет устанавливать 

корреляции между различными признаками. Кроме того, ко-

локализация QTL может предоставить информацию по сцеплению меж-

ду признаками на разных уровнях интеграции (от активности ферментов 

до обмена газов или роста листьев).  

Первая попытка выявить QTL, определяющие количественные 

уровни АК по отношению к степени проявления водного стресса, была 

предпринята на расщепляющихся маркированных популяциях F2 пше-

ницы и кукурузы [307, 309]. Несмотря на то, что плотность маркеров 

была довольно низка (32 у кукурузы) авторам удалось продемонстриро-

вать принципиальную возможность применения данного метода. Более 

тщательный анализ проведен уже на 81 популяции кукурузы F2 и 84 

маркерах. В дополнение к АК проблема водного стресса была перепро-

верена и в отношении других свойств, таких как устьичная проводи-

мость, водный потенциал, тургор, число корней, сила натяжения кор-

ней, флуоресценция хлорофилла и некоторых параметров пыльников 

[214]. За счет увеличения числа маркеров месторасположение большин-

ства QTL АК подтверждено на хромосомах 1, 3, 6, 7 и 8, но на хромосо-

ме 2 выявлены новые QTL АК. Когда авторы приняли во внимание все 

признаки, ими был сделан вывод о том, что QTL различных признаков 

имели тенденцию к ко-локализации с одновременным образованием 

кластеров. Так, например, в середине короткого плеча хромосомы 1 

возле маркера umc11 картированы сразу четыре QTL: числа корней, си-
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лы натяжения корней, АК ксилемы и устьичной проводимости. Схожим 

образом QTL как минимум четырех признаков ко-локализованы на хро-

мосомах 3 и 7.  

Для того чтобы рассортировать бессистемные взаимоотношения 

был предложен усовершенствованный метод [214], основанный на 

сравнении двух возможных регрессионных линий, полученных после 

схематизирования аллельных эффектов для двух признаков по двена-

дцати маркерам объединяющих максимальные дистанции. В этом слу-

чае, если регрессия признак1/признак2 была более достоверна, чем рег-

рессия признак2/признак1, то предполагалось, что признак2 контроли-

руется признаком1. Например, r = –0,067* для регрессии проводи-

мость/АК и r = –0,43
NS

 для реципрокной регрессии может означать, что 

количество АК более вероятно контролируется проводимостью, чем на-

оборот. Хотя этот результат хорошо согласуется с проведенными ранее 

физиологическими исследованиями, сам метод не вполне четкий, по-

скольку с теоретической точки зрения он не берет в расчет возможные 

различия в изменчивости каждого признака.  

Другой путь установления корреляций между признаками был 

предложен при изучении межвидовых сравнений [308]. Принцип бази-

руется на использовании Закона гомологических рядов в наследствен-

ной изменчивости Н.И.Вавилова [3] и том предположении, что сцеп-

ленные гены у одного вида схожим образом связаны друг с другом и у 

другого родственного вида. Для того чтобы установить, что ассоциация 

между геном и QTL или между генами не является артефактом, прово-

дят сравнение картированных позиций гомологичных генов, локализо-

ванных в точке изучения. Авторы перепроверили предыдущие данные, 

которые показали, что у стоящих особняком листьев риса имеет место 

негативная корреляция между накоплением АК и размером листа 

(меньшие по размеру листья продуцировали больше АК). Из установле-

ния факта ко-локализации различных QTL и выявления того, что только 

один QTL АК и один QTL размера листа согласовывались с противопо-

ложным эффектом действия аллелей, авторы заключили, что причиной 

ассоциации между количеством АК и размером листа в большей степе-

ни являлось генетическое сцепление, чем прямой эффект размера листа 

на аккумуляцию АК или vice versa. Особый интерес представлял 
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Vrn1 — основной ген ответственный за яровизацию у пшеницы. Этот 

ген оказался ассоциирован с основными эффектами QTL, определяю-

щих размер листьев, число побегов и накопление АК. Однако локализа-

ция гомологичных генов у Orysa sativa не выявила какого-либо совпа-

дения месторасположения генов АК и QTL морфологии листьев у риса. 

В ряде исследований рассмотрены взаимосвязи проявления ак-

тивности QTL АК по отношению к уровню водного стресса в полевых 

условиях. Так, например, в течение двух лет проводились замеры кон-

центрации L-АК в листьях на двух стадиях развития (элонгация стебля 

и закладка пыльников) [383]. Хотя ни число линий (80), ни число карти-

рованных маркеров (106) не было очень высоко, авторы определили ше-

стнадцать различных QTL, и только четыре из них согласовались между 

собой в пределах образцов. В то же время, эти четыре QTL учитывали 

66% фенотипической изменчивости. Аллели, которые увеличивали кон-

центрацию L-АК, были привнесены родителем с высоким содержанием 

АК в тканях (Os420). Два наиболее важных QTL были картированы на 

хромосоме 2 возле csu133 и csu109a. Эффекты, ассоциированные с QTL, 

расположенным возле csu133, более резко проявляли свое действие в 

тканях вблизи пыльников. Доверительные интервалы для четырех пер-

вичных QTL L-АК не перекрывали интервалов картированных позиций 

аналогичных QTL у мутантов с ухудшенным биосинтезом АК. Прове-

дены исследования также и по измерению устьичной проводимости, 

температуре листьев, относительному содержанию воды в листьях и 

учету массы зерен [327]. Анализ эффектов каждого района QTL по ис-

следуемым признакам показал, что концентрация L-АК представляет 

собой индикатор уровня стресса засухи, испытанной растением во вре-

мя сбора (отбора) образцов, поскольку увеличение содержания L-АК в 

тканях в основном ассоциировано с уменьшением устьичной проводи-

мости, падением урожая зерна и с увеличением температуры листьев. 

Противоположные результаты по этим признакам наблюдались для 

районов QTL на хромосоме 7 возле RFLP-локуса asg8, что предполага-

ет, в данном случае, наличие плейотропного эффекта.  
 

5.2.2.4. Клеточно-мембранная стабильность у риса 
 

Клеточно-мембранная стабильность (КМС), которая, как предпо-
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лагают, должна быть весьма важна при предотвращении тока ионов в 

условиях стресса, впервые была исследована с использованием метода 

QTL-картирования в 2000 году [382]. Авторы избрали этот признак для 

анализа засухоустойчивости у риса. Для этого в условиях теплицы были 

изучены 104 линии удвоенных гаплоидов Oryza sativa L., полученных из 

генотипов F1 — потомков скрещивания CT9993-5-10-1-M × IR62266-42-

6-2. 50-дневные растения подвергались пропорционально увеличиваю-

щемуся стрессу посредством приостановки подачи воды или недоста-

точного полива. После этого на образцах листьев, собранных как в кон-

троле (нормальный полив), так и у подвергнутых стрессу растений (60-

65% полива от контроля), проведен стандартный тест на КМС. И хотя 

существенных различий между двумя родителями по засухоустойчиво-

сти обнаружено не было, также как и среди 104 линий в условиях стрес-

са, КМС у исследованных линий оказалась различной. Это указывает на 

то, что изменчивость по КМС генотипична по своей природе. Насле-

дуемость изучаемого признака в проведенных экспериментах составила 

34%. Карта сцепления маркированной популяции включала 145 RFLP, 

153 AFLP и 17 микросателлитных маркеров. Все они были использова-

ны для QTL анализа. Сравнительное интервальное картирование выяви-

ло девять предполагаемых QTL КМС расположенных на хромосомах 1, 

3, 7, 8, 9, 11 и 12. Количество фенотипической изменчивости, опреде-

ляемое индивидуальными QTL, ранжировало от 13,4% до 42,1%. Иссле-

дователи обнаружили четыре достоверных (р < 0,05) пары дигенных 

взаимодействий между выявленными определяющими КМС QTL. Эти 

результаты продемонстрировали возможность использования КМС в 

качестве селективного признака в селекции по увеличению засухоус-

тойчивости у риса.  

 

5.3. Условия засухи на стадии созревания  

и QTL компонентов урожая 

 

5.3.1. Кукуруза 
 

Урожай кукурузы сильно падает, когда водный стресс приходится 

на фазу цветения растений. В соответствии с этим основная задача для 

многих селекционеров — это улучшение или повышение урожая в ус-
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ловиях засухи. Однако это трудная задача, поскольку признак засухоус-

тойчивости обычно полигенен и коррелирует с другими признаками 

частично. Для того чтобы попытаться найти решение этой сложной 

проблемы был использован метод идентификации QTL, с конечной це-

лью разработать стратегии маркер вспомогательной селекции по данно-

му признаку у кукурузы [319]. В течение двух лет растения кукурузы 

выращивали при трех разных поливных условиях: хороший полив, а 

также промежуточный и строгий водный стресс. При этом авторы изме-

ряли следующие агрономические признаки: время созревания пыльни-

ков (ВСП), время цветения мужского и женского соцветий, урожай зер-

на (УЗ), число початков, число зерен на початок и масса 100 зерен. В 

качестве родителей для получения 234 самоопыленных F2 растений в 

экспериментах использованы две тропические инбредные линии, про-

являющие контрастный ответ на засуху. Основные измерения проводи-

ли на растениях F3. Все 234 линии F2 были генотипированы по 142 ло-

кусам. 

Первый результат воздействия водного стресса, обнаруженный у 

маркированных кукурузных линий, заключался в установлении увели-

чения генетической изменчивости ВСП и широкого разброса наследуе-

мости признака времени цветения каждого из соцветий. Многочислен-

ные QTL, определенные для этих признаков, составляли 47-48% отме-

чаемой фенотипической изменчивости. В условиях недостатка полива 

четыре QTL оказались общими для времени цветения мужского и жен-

ского соцветий, один — для ВСП и для времени цветения мужского со-

цветия, а четыре — для ВСП и для времени цветения женского соцве-

тия. Число ко-локализаций QTL было связано с уровнем корреляций 

между признаками. Так, например, признак ВСП проявил трансгрессив-

ный характер. Установленные значения ВСП у исследованных линий 

кукурузы были либо выше, либо ниже значений этого же признака у ро-

дительских форм. При этом, как оказалось, засухочувствительный роди-

тель привносил аллели, обнаруженные в двух QTL, редуцирующих ВСП 

(4 дня). Аллели, привнесенные устойчивым родителем в других четырех 

QTL, отвечали за 7-дневное уменьшение ВСП. Эти четыре QTL, состав-

ляющие примерно 9% карты сцепления, оставались стабильны годами и 

не зависели от уровня стресса. Авторы [319] аргументировано показали, 



136 

что маркерная селекция, основанная на определении QTL ВСП, являет-

ся сильным инструментом для улучшения засухоустойчивости у тропи-

ческих кукурузных инбредных линий.  

Во второй части своих исследований те же авторы [320] анализи-

ровали компоненты урожайности: урожай зерна, число початков, число 

зерен на початок и массу 100 зерен. Засуха выражалась в 60% увеличе-

нии УЗ в условиях жесткого стресса. Семьи, которые давали лучший 

урожай в условиях полива, как было установлено, должны быть про-

порционально более подвержены стрессу. Их урожай уменьшался под 

воздействием жесткого стресса и обратно пропорционально проявлялся 

в условиях засухи. Это значит, что селекция по улучшению урожайно-

сти в поливных условиях не очень эффективна, в отличие от селекции 

по этому же признаку в условиях засухи. В то же время, в работе не бы-

ли установлены QTL компонентов урожая для более чем 13% феноти-

пической изменчивости. Другое важное наблюдение заключалось в том, 

что позиции QTL оказались недостаточно консервативны по отноше-

нию к водному режиму. Это было квалифицировано авторами как «не-

совместимость» [320], но, по-видимому, это явление в большей степени 

является индикатором того, что стресс-специфичные гены взаимодейст-

вуют друг с другом (см. ниже). 

Использование комплексного интервального картирование 

(Сomposite Interval Mapping, CIM) позволило оценить взаимодействие 

«QTL-окружающая среда» (Q × Е) и таким образом идентифицировать 

«стабильные» в условиях засухи QTL. Два таких QTL УЗ, обнаружен-

ные на хромосомах 1 и 10, совпадали с двумя QTL, определяющими 

число зерен. Более того, четыре геномных района были идентифициро-

ваны как ответственные за проявления признаков УЗ и ВСП. Для неко-

торых из них, аллельные вклады короткого ВСП на хромосоме 10 соот-

ветствовали редуцированию урожая. Из полученных результатов авто-

ры заключили [320], что для улучшения урожая в условиях засухи с по-

мощью маркерной селекции необходимо комбинировать «лучшие» 

QTL, вовлеченные в становление компонентов урожая, с «лучшими» 

QTL вовлеченными в ВСП. При этом отбираемые QTL должны быть 

стабильными во всех предполагаемых условиях окружающей среды и 
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представлять настолько большой насколько возможно процент феноти-

пической изменчивости. 

Схожий анализ был проведен и для генотипов кукурузы адапти-

рованных к температурным перепадам воздуха [136, 329]. Измерения 

компонентов урожая включали: длину початка, вес початка, вес зерен, 

число зерен, вес 50 зерен и признаки, имеющие отношение к развитию и 

цветению растений (ВСП, время цветения, высота растения). 142 ре-

комбинантные инбредные популяции 142 семей, полученные в резуль-

тате скрещивания В73 × Н99 и генотипированные по 173 локусам 

(RFLP, микросателлитам и AFLP), были оценены в поливных и водно-

стрессовых условиях. Индекс засухоустойчивости авторы определяли 

как отношение между средними значениями признаков в двух различ-

ных экологических условиях окружающей среды. Для признаков ком-

понентов урожая достоверные позитивные корреляции обнаружены для 

двух водных режимов. При этом более чем 50% QTL оказались общими, 

а аллельное увеличение признака привнесено в основном от линии В73. 

В то же время, несколько QTL идентифицированы как общие для двух 

или более признаков. Однако при определении индекса устойчивости, 

большинство QTL были специфичны для одного компонента и различа-

лись для тех, что контролировали основные признаки. В дополнение 

можно сказать, что основная часть аллельного увеличения устойчивости 

предоставлена линией Н99. 

При анализе признаков развития некоторые исследователи [329] 

не только картировали соответствующие QTL, но и сравнили между со-

бой районы хромосом, в которых располагались локусы засухоустойчи-

вости связанные с признаками развития растений и временем цветения. 

Анализ сцепления выявил, что в условиях контроля и стресса для при-

знаков времени цветения мужского соцветия и высоты растения, основ-

ные идентифицированные QTL совпадали для обоих признаков. В про-

тивоположность этому признак времени цветения женского соцветия и 

ВСП, регулировались различными QTL как в контроле, так и в условиях 

стресса. Все QTL подтверждающие устойчивость к засухе идентифици-

рованы в различных хромосомных локусах, как это было установлено в 

сравнении с картированными позициями факторов контролирующих 

признак per se. Данное наблюдение позволило предположить [329], что 
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устойчивость растений в ее различных компонентах, не может быть от-

несена к присутствию предпочтительных аллельных комбинаций, кон-

тролирующих признак, а базируется на физиологических свойствах не 

напрямую ассоциированных с контрольным элементом того или иного 

свойства. Эта концепция заслуживает особого внимания, поскольку она 

содержит в себе элементы определения стратегии дальнейшего развития 

маркерной селекции. Возможное логическое допущение, объясняющее 

наблюдаемое несовпадение между так, называемыми факторами, позво-

ляющими проведение селекции по засухоустойчивости и QTL, может 

заключаться в том, что эти факторы контролируются полигенно, и что в 

зависимости от условий среды происходит переопределение контроли-

рующих локусов, как это наблюдалось для инвертаз кукурузы [288].  

 

5.3.2. Сорго 
 

Сорго является одним из наиболее засухоустойчивых растений и 

может быть предложено в качестве модельного объекта по оценке ме-

ханизмов устойчивости. В ряде исследований одновременно проанали-

зировано 98 рекомбинантных инбредных линий сорго, полученных от 

скрещивания двух контрастных линий, Т × 7078 (устойчивая до начала 

цветения и чувствительная после цветения) и В35 (чувствительная до 

начала цветения и устойчивая после цветения) [384]. Вся популяция 

была оценена в условиях засухи и контроля (отсутствие засухи) по при-

знакам, ассоциированным как с засухоустойчивостью в период после 

завершения цветения, так и с компонентами развития зерна. QTL были 

картированы в 13 геномных районах, ассоциированных с одним или бо-

лее признаками засухоустойчивости в период после цветения. Иденти-

фицированы два QTL с большими эффектами по признакам урожайно-

сти и проявления «зеленой окраски» в период засухи после времени 

цветения. Эти локусы были также ассоциированы с урожайностью в ус-

ловиях полной ирригации подтверждая, что идентифицированные QTL 

устойчивости имеют плейотропный эффект на урожайность в условиях 

отсутствия засухи. Анализ признаков указывает на наличие многих ло-

кусов, которые ассоциированы как со скоростью, так и с продолжитель-

ностью развития зерен. Высокая скорость и короткий период развития 

зерен были в целом ассоциированы с большим размером зерна, но толь-
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ко два из этих локусов были ассоциированы с различиями в стабильно-

сти их проявления в условиях засухи. Эти результаты значительно от-

личаются от результатов, полученных для кукурузы [319, 320], у кото-

рой QTL компонентов урожая были расположены на тех же самых по-

зициях в условиях наличия засухи и в контроле (отсутствие засухи).  

Важность свойства «сохранение зеленого цвета» (СЗЦ) как при-

знака устойчивости в период прохождения цветения была подтверждена 

для зерен сорго [85]. QTL контролирующие старение и созревание были 

измерены на рекомбинантных инбредных линиях, помеченных 142 

RFLP маркерами, для того, чтобы изучить их возможную взаимосвязь в 

условиях засухи в период прохождения цветения. RIL и их родитель-

ские формы были оценены в четырех различных условиях произраста-

ния. Простое интервальное картирование выявило семь QTL признака 

СЗЦ и два QTL созревания. Три основных QTL СЗЦ делали вклад в 42% 

фенотипической изменчивости (LOD = 9,0) и четыре минорных QTL 

многозначительно делали вклад в дополнительные 25% фенотипиче-

ской изменчивости в номинальную характеристику свойства СЗЦ. Два 

основных QTL делали вклад в 40% и 17% (соответственно, LOD = 10,0 

и LOD = 4,9) фенотипической изменчивости соответственно. Сложное 

интервальное картирование подтвердило изложенные выше результаты 

посредством дополнительного анализа взаимодействия «QTL × окру-

жающая среда». Хотя номинальная характеристика свойства СЗЦ имеет 

взаимосвязь с созреванием (коэффициент корреляции r = 0,22, р < 0,05), 

шесть из семи QTL признака СЗЦ были независимы от QTL, влияющих 

на созревание. Схожим образом один QTL созревания был независим от 

QTL свойства СЗЦ. Один QTL признака СЗЦ, однако, был картирован 

по соседству от QTL созревания и все маркеры по соседству от незави-

симого QTL созревания обладали высокозначимой корреляционной свя-

зью (р < 0,1) с номинальной характеристикой свойства СЗЦ. Молеку-

лярно-генетический анализ QTL влияющих на свойство СЗЦ и созрева-

ние совместно с ассоциацией между этими двумя взаимообразно зави-

симыми признаками обеспечивает основу для дальнейших исследова-

ний молекулярно-физиологических механизмов и для улучшения засу-

хоустойчивости растений посредством многоступенчатых благоприят-

ствующих QTL.  
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Идентификация генетических факторов, вовлеченных в феноти-

пическое проявление признака СЗЦ по отношению к ответу растений на 

засуху у сорго, была перепроверена [408] с целью уменьшения чувстви-

тельности растений в период стресса после цветения. QTL контроли-

рующие проявление признака СЗЦ и содержание хлорофилла были оп-

ределены при помощи RFLP карты полученной от популяции рекомби-

нантной инбредной линии. Четыре QTL признака СЗЦ были идентифи-

цированы и локализованы на трех группах сцепления (2 на группе А и 

по одному на группах Q и J). Три QTL по содержанию хлорофилла объ-

ясняли 25-30% фенотипической изменчивости, в то время как два QTL 

признака СЗЦ на группе А объясняли 13-20% и 20-30% соответственно, 

во всех испытаниях, проведенных в различных экологических точках в 

течение двух лет. Три хлорофильных QTL совпадающих с тремя QTL 

районами, контролирующими проявление признака СЗЦ (группы А и Q) 

давали 46% фенотипической вариабельности. QTL признака СЗЦ на 

группе А были также расположены районах, содержащих гены ключе-

вых фотосинтетических ферментов, белков теплового шока и АК-

зависимых генов. Такое пространственное расположение показало, что 

группа сцепления А важна для засухо- и жароустойчивости, а также по-

лучения урожая у сорго. Авторы исследования [408] полагают, что вы-

сокоразрешающее картирование и клонирование совместимых QTL, оп-

ределяющих проявление свойства СЗЦ может помочь в получении засу-

хоустойчивых гибридов.  

 

5.3.3. Засоление 
 

Растения возделываемых форм томата очень чувствительны к за-

солению как на стадии прорастания, так и на стадии вегетации. Однако 

его дикие родственные виды проявляют значительную устойчивость к 

засолению. Для изучения проблемы устойчивости томата к засолению 

QTL солеустойчивости были интродуцированы в инбредные линии, по-

лученные от межвидового скрещивания солечувствительного 

Lycopersicum esculentum и солеустойчивого L. pimpinefolium [130, 131]. 

Авторы проанализировали 190 семей полученных из популяций семей 

возвратного скрещивания, насыщенных 151 RFLP маркером. Солевой 

стресс достигался посредством применения раствора содержащего 
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150 mM NaCl + 15 mM CaCl2 (–0,85 МРа). Измерялись процент прорас-

тания семян и признаки вегетативного роста. Результаты выявили нали-

чие небольших, но важных корреляций (r = –0,22, p < 0,05) между уров-

нем прорастания семян и процентом выживания растений в условиях 

солевого стресса. Выявлено семь и пять QTL определяющих солеустой-

чивость в процессе прорастания семян и вегетативного роста, соответ-

ственно. Наряду с тем, что в большинстве случаев расположение QTL 

прорастания отличалось от локализации QTL вегетативного роста, на-

блюдались и некоторые совпадения месторасположения QTL, что со-

гласовалось с небольшой фенотипической корреляцией, наблюдаемой 

между обоими признаками. В терминах практической селекции это оз-

начает, что возможно проведение одновременного улучшения признака 

устойчивости к засолению как на стадии прорастания семян, так и на 

стадии вегетативного роста растений. Всего было идентифицировано 

семь хромосомных сайтов, имевших существенные эффекты на прояв-

ление признака солеустойчивости. При этом образец L. pimpinefolium 

имел предпочтительные QTL аллели в шести сайтах. Процент феноти-

пической вариации, определяемый индивидуальными QTL, ранжировал 

от 6,5 до 15,6%, а совокупное действие всех существенных для проявле-

ния данного признака QTL составляло до 44,5% от общего фенотипиче-

ского варьирования. В дополнение можно сказать, что всего идентифи-

цировано 12 парных эпистатических взаимодействий, включая четыре 

между QTL-сцепленными и QTL-несцепленными районами, а также во-

семь между QTL-несцепленными локусами. Трансгрессивные фенотипы 

наблюдались в направлении солечувствительности. Авторы заключили 

[131], что высокое соответствие между фенотипами противоположных 

семейств и их QTL генотипами указывает на то, что солеустойчивость 

томата может быть улучшена с помощью маркерной селекции посред-

ством межвидовой генетической изменчивости.  

Citrus — это другой солечувствительный вид растений. В качестве 

первого шага по идентификации QTL, имеющих отношение к солевому 

стрессу, был рассмотрен эффект 40 mM NaCl на родительские разно-

видности Poncirus trifoliate, Citrus grandis, а также на их потомство об-

ратного скрещивания и F1 [381]. Анализ концентрации ионов Na
+
 и Cl

-
 в 

различных тканях помог идентифицировать 38 признаков как для усло-
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вий засоленности, так и условий отсутствия засоления. Всего на основе 

достоверного LOD score (> 3,0) картировано 73, так называемых, потен-

циальных QTL. Определено семнадцать районов, 8 из которых с боль-

шим эффектом QTL. Многие QTL накопления ионов Na
+
 и соотношения 

Cl
–
/Na

+
 образовали кластеры на отдельных группах сцепления.  

Ряд проведенных исследований по изучению солеустойчивости у 

растений направлены на изучение более общих вопросов применимо-

сти, как в отношении любой неспецифичной популяции, так и в отно-

шении найденного маркера, который должен быть ассоциирован с QTL 

в исследуемой популяции [129]. В отсутствие адекватных генов-

кандитатов, определяющих солеустойчивость, генетики и селекционеры 

обычно используют подход соотнесения «локуса количественного при-

знака/маркер вспомогательной селекции» (QTL/MAS). Так, например, в 

картированной обычным образом популяции риса удалось обнаружить 

вероятные маркеры ионного транспорта и селективности, идентифици-

рованные при анализе AFLP. Однако девять из этих маркеров показали 

неспецифичную ассоциацию со схожими признаками в близкородст-

венных популяциях рекомбинантных инбредных линий или при отборе 

сортов. Эти результаты свидетельствуют против любых ожиданий об-

щей применимости маркеров по физиологическим признакам. Авторы 

заключили [129], что необходима конкретная информация о генах, во-

влеченных в эти процессы. Путь по идентификации и подтверждению 

действия этих генов поможет установить условия, при которых QTL 

дифференцированно проявляют себя в результате экспериментального 

воздействия.  

 

5.4. Идентификация генов-кандидатов 
 

Как это ранее отмечалось разными авторами, использование QTL 

в качестве селективного признака может быть рискованным, особенно, 

если маркер не очень тесно связан с геном, отвечающим за изменение 

признака. Действительно, увеличение дистанции между маркером и со-

ответствующим локусом увеличивает шанс прерывание связки из-за ре-

комбинации между ними. Таким образом, лучшая ситуация заключается 

в том, когда маркером является сам ген. Процесс выявления таких ге-

нов, объясняющих природу изменчивости признака, получил название 
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идентификация генов-кандидатов. Такой подход обычно состоит из 

двух фаз. Поиск гена-кандидата посредством оценки генов картирован-

ных около QTL локуса с целью нахождения гена, который сильнее всего 

генетически связан с признаком. Вторая фаза выявления гена-кандидата 

заключается в установлении того факта, что его молекулярный поли-

морфизм имеет эффект воздействия на генетическую изменчивость при-

знака. Описанная выше процедура и есть процедура известная как пози-

ционная идентификация гена-кандидата. Другой не исключающий по-

зиционной идентификации метод (подход), названный «функциональ-

ная идентификация гена-кандидата», основывается на a priori выборе 

гена(ов), функционально связанного с признаком. Этот подход, который 

может пренебрегать QTL шагом, широко применяется в исследованиях 

генома человека. Корреляция между степенью проявления признака и 

аллельным полиморфизмом гена-кандидата обеспечивает строгий аргу-

мент в оценке степени проявления гена-кандидата [102, 302]. У расте-

ний «функциональный подход» может быть проиллюстрирован приме-

ром определения роли полиморфизма р1 — гена, кодирующего транс-

крипционный фактор, который в свою очередь определяет содержание 

майзина в шелковидных нитеобразных пестиках початков неспелой ку-

курузы [62].  

«Позиционный подход» предпочтителен в случае использования 

практически изогенных линий (NIL), которые отличаются друг от друга 

лишь отдельными интересующими исследователя зонами хромосом. 

Для получения посредством рекомбинации таких линий с редуцирован-

ным размером зон необходимо проведение возвратного скрещивания, 

что, в конечном счете, позволяет проводить прямую идентификацию 

гена. В ряде удачно поставленных экспериментов [135] было продемон-

стрировано, что желаемый аллельный эффект в QTL, отвечающем за 

содержание глюкозы и фруктозы у томата, определяется единичной 

нуклеотидной заменой в 484 пар нуклеотидном (п.о.) районе, охваты-

вающем экзон и интрон инвертазы специфичной для плодов. Более точ-

ные исследования выявили, что этот район являлся горячей точкой ре-

комбинации. Важной особенностью этой работы явилось то, что QTL 

были определены не в результате использования RIL. Для идентифика-

ции QTL авторы, посредством системной интрогрессии фрагментов 
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хромосом дикого вида (Lycopersicon pinnellii) в культивируемый вид, а 

также рядом повторных возвратных скрещиваний и отбором линий, не-

сущих различные хромосомные фрагменты, получили замещенные ли-

нии. Каждая линия являлась практически изогенной по отношению к 

культивируемой родительской форме за исключением интрогрессиро-

ванного фрагмента. Позиция маркерного района была картирована, а 

локализация QTL легко определена идентификацией этих линий, пред-

ставляющих собой эффект проявления генотипа по признаку.  

 

5.5. QTL биохимических признаков и гены-кандидаты 

 

5.5.1. QTL активности ферментов 
 

Обычно гены, контролирующие агрономические признаки, трудно 

идентифицировать, в то время как гены-кандидаты, вовлеченные в био-

химические количественные признаки, определяющие активность фер-

ментов, концентрации различных субстратов или продуктов биохими-

ческих реакций a priori легче определять с помощью QTL. Например, 

когда QTL ферментной активности установлены, можно ответить на во-

прос какой из этих QTL ко-локализован со структурным геном данного 

фермента? Этот подход впервые был применен в исследовании, в кото-

ром по биохимическим признакам анализировали сравнительно не-

большую популяцию (всего 65 RIL) [65]. Авторы измеряли активности 

ключевых ферментов углеводородного метаболизма, а также концен-

трации их субстратов и продуктов реакций (сахарозы, глюкозы, фрукто-

зы и крахмала) в листьях кукурузы верхних и нижних ярусов. В упомя-

нутых выше RIL для каждого идентифицированного фермента, напри-

мер, АДФ-глюкозопирофосфорилазы, сахарозосинтазы (нижние ли-

стья), сахарозофосфатсинтазы и двух инвертаз (нижние листья) были 

получены соответствующие кДНК и картированы соответствующие ло-

кусы QTL. Измерения делались на стадии 3-4 листьев в нескольких по-

вторностях по каждому признаку. Бесспорная ко-локализация была ус-

тановлена между количеством субстрата и продуктов реакций, а также 

QTL активности одного из следующих соответствующих структурных 

генов: сахарозофосфатсинтазной активностью и Sps-локусом на восьмой 
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хромосоме, а также сахарозосинтазной активностью и Sh1-локусом на 

хромосоме 9.  

Последующий анализ родительских форм и изученных RIL куку-

рузы показал, что при потере воды одной из ранних реакций растений 

на данный стресс является повышение активности вакуолярной инвер-

тазы, которая синхронизирована с увеличением содержания глюкозы и 

фруктозы, в то время как фотосинтетический уровень уменьшается не-

много позже [289].  

Этот ответ на воздействие стресса оказался тесно связан с уров-

нем мРНК одного из генов инвертазы (Ivr2) кодирующего вакуолярную 

изоформу. Поскольку активность вакуолярной инвертазы изначально 

была различна у обоих родителей, то это открывало возможность поис-

ка QTL имеющих отношение к водному стрессу, обусловленному дан-

ным биохимическим признаком. Кроме того, на тех же самых растениях 

авторы замерили различные фотосинтетические признаки такие как: 

водный статус листьев, а также рост корней и листьев. Для получения 

результата почти 120 RIL выращивались до стадии четвертого нормаль-

ного листа, после чего полив на 9 дней приостанавливался и производи-

лись измерения. Эксперимент повторялся четыре раза. Во всех случаях 

вычислялись средние значения, что минимизировало влияние эффекта 

выращивания в теплице на определяемые показатели.  

Несмотря на то, что QTL изучаемых признаков выявлены на всех 

10 хромосомах, распределение QTL по хромосомам у кукурузы оказа-

лось неслучайным. Как показал анализ полученных результатов, основ-

ные кластеры QTL сосредоточены на хромосомах 1, 4, 5, 6, 7 и 9. Кла-

стер соотносился к данному хромосомному району, если более 3 QTL 

находились в пределах 10 сМ. Следуя этому определению, удалось ус-

тановить более чем 12 таких кластеров, обычно содержащих QTL раз-

личных фенотипических классов (углеводородного метаболизма, фото-

синтеза, водного стресса, роста и др.). Например, два кластера QTL со-

держащих 6 и 12 QTL из четырех классов, присутствовали на хромосо-

мах 1 и 7, а шесть кластеров, содержащих QTL трех классов — локали-

зованы на хромосомах 1, 4, 7 и 9. Из всех выявленных кластеров пять, 

расположенные на хромосомах 1, 4, 7 и 9, по-видимому, определяли ре-

акцию растений на физиологический стресс. В противоположность это-



146 

му, QTL многих морфологических признаков (длина, ширина, площадь 

и число листьев, высота растений, относительное содержание воды и 

транспирация) были картированы в тех же самых позициях в различных 

условиях произрастания. Такие QTL могут быть названы универсаль-

ными и можно высказать предположение, что это основные локусы фи-

зиологического гомеостаза. Возможное объяснение подобного рода кла-

стирования заключается в том, что эти же гены или близлежащие локу-

сы контролируют схожие признаки. Это предсказуемо для признаков, 

принадлежащих той же фенотипической группе, например, длина, ши-

рина и площадь листа, но менее очевидно, когда признаки принадлежат 

разным группам. В последнем случае можно предположить, что некото-

рые основные гены контролируют признаки на различных организаци-

онных уровнях. Другое общее наблюдение относится к кластерной ком-

позиции определенных групп признаков. Например, основная пропор-

ция признаков роста оказалась ассоциирована с углеводородным мета-

болизмом в большей степени, чем с признаками фотосинтеза [289]. Это 

согласуется с тем фактом, что отбор по уровню фотосинтеза или Руби-

ско в целом не дает значительного улучшения урожайности [86]. 

Реакция растений на водный стресс может быть проанализирована 

сравнением распределения QTL схожих признаков, выявленных в как 

условиях наличия, так и отсутствия стресса. В результате проведенных 

экспериментов установлено, что количество QTL, которое может быть 

идентифицировано у растений в условиях стресса гораздо больше, чем в 

контроле. Так, например, 52% всех выявленных QTL были специфичны 

только для условий водного стресса и лишь 16% оказались общими как 

для контроля, так и для условий стресса. Причем основные стресс спе-

цифичные кластеры оказались локализованы лишь на хромосомах 1, 4, 

5, 7 и 9. Некоторые отвечали только за физиологические признаки, дру-

гие в основном за морфологические либо как за те, так и за другие вме-

сте взятые. Такое стресс-зависимое распределение означает, что в усло-

виях недостатка воды различные наборы генов являются наиболее важ-

ными элементами адаптации и позволяют растениям приспосабливать 

их метаболизм и рост к новым условиям окружающей среды. Кластиро-

вание QTL из различных классов, наблюдавшееся снова, по-видимому, 

означает то, что гены, контролирующие эти QTL, с малой вероятностью 
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кодируют одну и/или простую функцию, поскольку, как правило, не-

сколько функций вовлечены в процесс адаптации к стрессу, вызванному 

недостатком воды. В этом случае чрезвычайно важна роль регулятор-

ных генов. Однако из сравнения параметров поглощения двуокиси уг-

лерода и содержания АК в условиях стресса вытекает явное несогласие 

с таким кластированием генов. Оба признака должны коррелировать, 

поскольку увеличение ксилемной АК предполагает закрывание устьиц. 

В действительности, ко-локализация QTL очень редка, и отмечалось 

лишь некоторыми авторами [214]. Возможное объяснение полученных 

результатов экспериментов, скорее всего, кроется в процедуре проведе-

ния анализа образцов [289]. Каждое растение анализировали спустя 9 

дней после прекращения полива. В течение этого времени эффективная 

концентрация АК необходимая для закрывания устьиц, скорее всего, 

уже была достигнута.  

Используя преимущества RFLP карты, основанной на маркерах 

хорошо согласующихся с известными функциями, особенно с метабо-

лизмом углеводородов [66], проведен сравнительный анализ локализа-

ций QTL активности ферментов и соответствующих структурных генов, 

который выявил интересные ко-локализации, позволяющие применять 

установленные гены в качестве генов-кандидатов. Можно привести три 

примера таких генов-кандидатов. У кукурузы QTL активности АДФ-

глюкозопирофосфорилазы листьев картирован в той же позиции на 

хромосоме 1, что и локус специфичного для листьев гена малой субъе-

диницы этого же фермента [301]. На хромосоме 8 отмечена ко-

локализация [65] активности SPS (sucrose-phosphate-synthase) и Sps-гена. 

Третьим примером может быть ко-локализация отмеченная для инвер-

тазы и водного стресса. Как указывалось ранее, одна из первых реакций 

водного стресса в зрелых листьях — это существенное увеличение ко-

личества инвертазы в вакуолях и одновременно содержания гексозы. 

Данная реакция генотип-зависима и, вследствие этого, широко варьиру-

ет в RIL (трансгрессионный эффект). Как результат, у кукурузы не-

сколько QTL идентифицированы как в контроле (3 QTL), так и в усло-

виях водного стресса (7 QTL) на хромосомах 1, 2 и с 5 по 10. Наиболее 

интересная локализация выявлена на хромосоме 5. В этом случае один 

QTL контроля и один водного стресса объясняли 17% и 5% изменчиво-
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сти, соответственно, причем оба QTL, как оказалось, расположены 

очень близко к гену Ivr2, который кодирует вакуолярную инвертазу. 

Дальнейший анализ экспрессии этого гена в родительских линиях про-

демонстрировал, что Ivr2 только один из шести известных генов инвер-

тазы либо клеточной стенки, либо их вакуолярных форм, который, что-

бы иметь такой же профиль индукции как и у вакуолярной инвертазы, 

должен быть индуцируем водным стрессом в листьях, представлять та-

кую же генотип-зависимую экспрессию и ферментную активность, а 

также присутствовать в клетке в соответствующих удельных пропорци-

ях. Все эти доводы поддерживают Ivr2 в качестве гена-кандидата для 

инвертазных QTL кукурузы [288]. Другие QTL инвертазной активности 

были найдены недалеко от углеводородных QTL и некоторые из них 

образовывали совместные «стрессовые кластеры».  

 

5.5.2. QTL анализа белков 2D-электрофорезом 
 

Двумерный (2D)-электрофорез, также может быть использован 

для анализа различных количественных признаков у растений. Так, на-

пример, после проведения 2D-электрофореза, с помощью специальных 

компьютерных программ становится возможным количественно иден-

тифицировать интенсивность отдельных белков (белковых электрофо-

ретических зон, БЭЗ). Поскольку БЭЗ обычно являются генетически ва-

риабельными, несколько сотен зон потенциально представляют собой 

количественные признаки, проявляющиеся на биохимическом уровне, и 

могут быть использованы в этом качестве. Более того, существенный 

прогресс в секвенировании выделенных из геля полипептидов уже сей-

час позволяет проводить идентификацию все большего и большего чис-

ла неизвестных ранее белков. Так, стало возможным одновременно оп-

ределять QTL количества белка в БЭЗ (PQLs, Protein Quantity Loci) и, в 

случае, если белок в БЭЗ — фермент, QTL его ферментной активности, 

либо QTL соответствующего фенотипического признака. Ранее в ре-

зультате проведенного биохимического анализа группой ученых [102] 

было установлено, что 78 белков из 413 исследованных имели досто-

верную количественную изменчивость (увеличение или ее уменьше-

ние), а 38 из них проявляли различный экспрессионный уровень в обоих 

родительских генотипах. Количественный уровень одиннадцати белков 
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увеличивался в растениях в условиях стресса, а 8 белков обнаружива-

лись только в подвергнутых стрессу растениях, при этом отбор велся на 

основе результатов микросеквенирования аминокислотных последова-

тельностей, находящихся внутри аминокислотной цепи. Сравнительный 

анализ аминокислотных последовательностей установил, что 16 из сек-

венированных белков симилярны идентифицированным ранее белкам. 

В дополнение к уже известным, вовлеченным в реакцию водного стрес-

са белкам (например, RAB17, который подвержен влиянию АК), были 

идентифицированы несколько ферментов (например, элолаза и триозо-

фосфатизомераза) вовлеченных в основной метаболизм растительных 

организмов, включая гликолиз и цикл Кребса. Также были установлены 

и некоторые другие ферменты, такие, например, как кафеат-О-

метилтрансфераза, индуцирование которой связано с процессом одре-

веснения растений. Впервые методология PQL проиллюстрирована на 

примере фосфоглицератмутазы и некоторых других белков кукурузы, 

сверхэкспрессия которых наблюдалась в условиях засухи [102].  

 

Заключение 
 

При рассмотрении влияния различных видов стрессоров и раз-

личных стрессовых условий, включая общие наблюдения по целому ря-

ду признаков, становится ясно, что QTL распределены по геному не 

случайным образом, а довольно часто образуют кластеры. Такое кла-

стирование проявляется не только для коррелирующих свойств на 

уровне организации, которая может быть тривиальной, но и на уровне 

свойств и признаков различных организационных уровней. Это наблю-

дение подтверждено рядом авторов [5-7, 14, 19, 165, 394]. Теоретически 

такая точка зрения была сформулирована в конце 70-х годов ХХ века 

[96]. Эта теория [96] вводила так называемое понятие «linkat» как «на-

бор локусов, которые агрегируют в одном и том же хромосомном сек-

торе в течение дифференцировки видов. Эти linkats (=кластеры) прояв-

ляют сильный эпистатический эффект и в целом проявляют или пред-

ставляют ко-адаптированные функции». Каждый linkat должен быть 

защищен против собственного разобщения низким уровнем рекомбина-

ции, а его содержание должно быть наполнено генными дупликациями 

таким образом, чтобы все это поддерживало функциональные свойства 
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linkat в ряду поколений. Наши знания по организации геномов, накоп-

ленные к сегодняшнему моменту, хорошо согласуются с высказанными 

ранее [96] теоретическими выкладками.  

В условиях стресса проявляются новые кластеры QTL, указывая 

на то, что новые гены или группы генов становятся более важными в 

объяснении изменчивости признаков. Это наблюдалось, например, у 

подвергнутой водному стрессу кукурузы, для некоторых районов хро-

мосом 1 и 5. Это означает, что при отборе на устойчивость к стрессу, 

наиболее благоприятный аллель не будет найден в том же локусе, как и 

при условиях отсутствия стресса. Хотя накопленных до сегодняшнего 

дня данных явно не достаточно, это, вне всякого сомнения, заслуживает 

внимания для проверки в отношении некоторых видов растений, под-

вергаемых различным стрессам (водному стрессу, засолению и т.п.), 

особенно если некоторые QTL стресса окажутся общими. Например, 

некоторые биохимические процессы, такие как реакции антиокисления, 

являются частью условий возникновения целого ряда стрессов. В лю-

бом случае, очень важным элементом в достижении прогресса является 

идентификация генов, соответствующих определенным QTL. Методо-

логия генов-кандидатов дает средство для достижения поставленной 

цели. Для стресса этот подход в основном ограничивается структурны-

ми генами метаболизма углеводородов. Хотя ко-локализация для одного 

признака может наблюдаться для трех ферментов, наиболее близких к 

QTL, которые расположены повсеместно. Эти локусы, как представля-

ется, вовлечены в стресс-зависимую регуляцию, и поэтому очень важно 

идентифицировать их.  
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Глава VI. ПРОГРАММНОЕ ОБЕСПЕЧЕНИЕ  

ДЛЯ ГЕНЕТИЧЕСКОГО КАРТИРОВАНИЯ  

И АНАЛИЗА АССОЦИАЦИЙ МАРКЕР/ПРИЗНАК 

 

Для того чтобы получить необходимую информацию о месторас-

положении QTL в геноме проводят их молекулярно-генетическое кар-

тирование, в результате которого определяют не только их локализа-

цию, но и то, от какого родителя получен тот или иной аллель QTL, 

процент фенотипической изменчивости, определяемый каждым из вы-

явленных QTL, и, конечно же, молекулярный маркер или маркеры с ко-

торыми сцеплены идентифицированный локус или локусы на группах 

сцепления. Одним из важнейших требований для картирования QTL яв-

ляется возможность производить обмеры и статистический анализ вари-

анс исследуемых признаков для установления достоверных корреляций 

между QTL и тем или иным маркером. Подробности применения таких 

подходов были описаны нами ранее [8, 13]. 

Еще одним из необходимых требований, на основе которого стро-

ятся современные генетические карты — это наличие ассоциаций мар-

кер-признак и неравновесного сцепления (LD) между ними [14, 15, 367]. 

LD связано с исторически или эволюционно неравным и разнородным 

уровнем рекомбинации специфичных аллелей в различных локусах, оп-

ределяющих проявление изучаемой генетической изменчивости в попу-

ляции. Неравновесное сцепление может быть установлено статистиче-

ски и его выявление уже широко используется для картирования и даже 

клонирования генов, определяющих сложные признаки у человека, жи-

вотных и растений [14, 16, 18]. С изменением направления вектора уси-

лий по идентификации и локализации генов/локусов хромосом от дву-

родительского скрещивания к естественным популяциям линий или об-

разцов коллекций ГРР, и от традиционного QTL картирования к LD ас-

социативному анализу, исследователи получили новый мощный инст-

румент по картированию интересующих их генов. Ассоциативное или 

LD картирование позволяет не только проводить анализ, классифициро-

вать и группировать естественные и селекционные популяции (дикие 

виды, примитивные формы, сорта, линии), но и более эффективно ис-
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пользовать их в практической селекции с целью улучшения возделы-

ваемых культур. 

Построение генетических карт, с использованием для этих целей 

молекулярных маркеров, и применение созданных карт для анализа ас-

социаций маркер/признак, являются двумя предварительными условия-

ми, требуемых для реализации маркер вспомогательной селекции 

(marker assisted selection, MAS). Отличительной чертой проведения ге-

нетического картирования и установления ассоциаций маркер/признак, 

является оперирование большими объемами данных, полученных в ре-

зультате экспериментальной оценки различных классов генетических 

маркеров и различного рода картирующих популяций. Для оперативно-

го решения этой проблемы на сегодняшний день существует большое 

число статистических методологий и подходов, а также информацион-

но-программных средств, подходящих для анализа различных типов 

популяций и маркеров.  

В настоящей главе приведено краткое описание предназначений 

основных компьютерных программ, наиболее широко используемых 

для проведения генетического картирования и установления ассоциаций 

маркер/признак. Без точной, статистически выверенной информации о 

такого рода ассоциациях невозможно проведение маркер-

вспомогательной селекции, что в свою очередь, как ожидается, будет 

способствовать ускорению селекционного процесса, включая создание 

новых сортов с желаемыми характеристиками, в том числе для их при-

менения в системе точного земледелия. В то же время мы надеемся, что 

в ближайшее время будут разработаны и использованы в практических 

целях новейшие программные обеспечения, которые позволят более 

эффективно на современном информационном уровне находить и оце-

нивать ассоциации маркер/признак в новых типах популяций. 

 

6.1. Построение генетической карты 
 

Генетическая карта может быть построена посредством использо-

вания сегрегирующих популяций различных типов для видов с различ-

ным уровнем плоидности. Первым и наиболее часто используемым про-

граммным обеспечением для построения карт является 

MAPMAKER/EXP, которое было разработано в 1987 году [212]. Почти 
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все молекулярные карты, основанные на первом поколении молекуляр-

ных маркеров (RFLP), были построены с помощью этого программного 

продукта. Альтернативой является MAP MANAGER CLASSIC — гра-

фическая, интерактивная программа для картирования менделевских 

локусов. Она проводит все необходимые расчеты и построения на осно-

ве информации, полученной при межвидовых скрещиваниях с кодоми-

нантными маркерами, беккроссных (backcross, ВС) или рекомбинант-

ных инбредных линий (RIL) у экспериментальных растений или живот-

ных ([237]; http://www.mapmanager.org/mapmgr.html). 

Иногда для построения карт могут быть нужны некоторые специ-

альные статистические модификации, при этом используют маркеры со 

строгим расхождением с сегрегацией в популяциях. MAPDISTO 

(http://mapdisto.free.fr/) — программа для картирования генетических 

маркеров в случае сегрегационного расхождения при использовании та-

ких расщепляющихся экспериментальных популяций как ВС, удвоен-

ные гаплоиды (double haploid, DH) и RIL. Она может: (1) рассчитывать и 

рисовать генетические карты посредством графического интерфейса и 

(2) облегчать анализ маркерных данных, экспонируя сегрегационные 

расхождения благодаря различиям в жизнеспособности гамет или зигот. 

Карты или данные от множественных популяций, полученных в 

результате различных скрещиваний, могут быть объединены в одну или 

консенсусную карту посредством совместного картирования (joint 

mapping). JOINMAP представляет собой программное обеспечение для 

построения карт генетического сцепления для нескольких типов карти-

рующих популяций: BC1, F2, RIL, и DH, регенерированные из F1 и F2 

поколений, а также семейств полных сибсов, полученных в результате 

скрещиваний неблизкородственных родителей (http://www.kyazma.nl/ 

index.php/mc.JoinMap/). Она может объединять (соединять — join) дан-

ные, полученные из нескольких источников в интегрированную карту и 

реализовывать некоторые другие функции, включая определение групп 

сцепления, автоматическое определение фазы для семейств полных 

сибсов, полученных в результате скрещиваний неблизкородственных 

родителей, некоторые построения диагностических графиков и карт 

[390].  



154 

Программным обеспечением со сравнительными функциями яв-

ляется CMAP, которое было разработано, как основанное на использо-

вании интернет-технологий, средство, позволяющее пользователям ви-

деть сравнения генетических и физических карт. Пакет программы 

включает в себя инструменты для исправления данных карт 

(http://www.gmod.org/wiki/CMap; [399]).  

 

6.2. Картирование QTL, основанное на сцеплении 
 

В экспериментах по картированию было продемонстрировано 

сцепление/ассоциации между целевыми признаками/генами и молеку-

лярными маркерами, которое основывается на генетическом сцеплении 

и неравновесном сцеплении (LD). Средства технической поддержки, 

необходимые для установления ассоциаций генотип-фенотип, обычно 

включают в себя: (1) статистические методы и программные средства 

для установления, оценки и сравнения ассоциаций генотип-фенотип по-

средством картирования сцепления, LD или ассоциативного картирова-

ния и картирования in silico, использующие для этого единообразные 

популяции, множественные популяции или все генетические ресурсы со 

всей доступной информацией обо всех разнообразных испытаниях по 

годам, временам года и местам их проведения; (2) статистические мето-

ды и программные средства для идентификации эффектов генетическо-

го фона или генетической среды окружения, аллелях локусов количест-

венных признаков (QTL) во множественных локусах и множественных 

аллелях в локусе; (3) программные средства, облегчающие процесс 

оценки от сцепленных маркеров до функциональных маркеров и генов-

кандидатов; и (4) программные средства, облегчающие управление ге-

нетическими популяциями, картами и сопутствующими маркерными и 

фенотипическими данными.  

Существует много коммерческих и находящихся в свободном 

доступе пакетов программного обеспечения, предназначенных для ус-

тановления ассоциаций между маркерными генотипами и фенотипами 

признаков. Наиболее распространенными и часто используемыми явля-

ются QTL Cartographer, MAPQTL, PLABQTL и QGENE. Все они опери-

руют только с двуродительскими популяциями, в то время как MCQTL 

[190] также проводит QTL картирование в многоаллельных ситуациях, 
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включая двуродительские сегрегирующие популяции, а также наборы 

(серии, ряды) двуродительских или двуаллельных популяций. Наиболее 

часто используемым программным обеспечением в 1980-1990-х годах 

было MAPMAKER/QTL, являющее сестринской программой 

MAPMAKER/EXP, разработанной [212] (http://www-genome.wi.mit.edu/ 

genome_software). Это ПО основывается на установлении максимально-

го правдоподобия сцепления между маркером и фенотипом, используя 

для этого интервальное картирование, которое имеет дело с несложным 

QTL и несколькими стандартными популяциями. Другое раннее про-

граммное обеспечение MAPL (MAPping and QTL analysis; 

http://lbm.ab.a.u-tokyo.ac.jp/software.html; [385]) позволяет пользовате-

лям получать результаты по уровню расщепления, тесту сцепления, 

значению рекомбинации, группировать маркеры, располагать маркеры в 

определенном порядке посредством метрического многомерного мас-

штабирования, рисовать карту и графически изображать генотип и кар-

ту QTL посредством интервального картирования и дисперсионного 

анализа (analysis of variance, ANOVA). 

Широко используемым для картирования QTL является про-

граммное обеспечение QTL Cartographer (http://statgen.ncsu.edu/qtlcart/ 

cartographer.html), которое обеспечивает выполнение нескольких стати-

стических методов, используя множество маркеров одновременно, 

включая сложное интервальное картирование (CIM) и множественное 

композитное интервальное картирование (англ. multiple composite 

interval mapping, MCIM). Взаимодействие между идентифицированны-

ми QTL также может быть установлено. PLABQTL использует состав-

ное интервальное картирование со многими функциями схожими с QTL 

Cartographer. QTL может быть локализовано и охарактеризовано в по-

пуляциях, полученных самоопылением потомков двуродительского 

скрещивания, или получением линий удвоенных гаплоидов (DH). Про-

стое и составное интервальное картирование производят, используя мо-

дель множественной регрессии. В качестве дополнительной функции ко 

многим другим пакетам ПО, может быть использован анализ взаимо-

действия QTL-окружающая среда [386].  

Программа QGENE (http://www.qgene.org/) предназначена для 

проведения сравнительного анализа наборов данных по картированию 
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QTL посредством вычислений, наиболее часто используемых пользова-

телем. Кроме того, она написана вместе с дополнительным программ-

ным модулем построения (структурирования) программной системы, 

что позволяет ее расширять. QGENE начиналась в 1991 году как про-

грамма для картирования и моделирования популяций, в которую потом 

была добавлена возможность QTL анализа. Сравнительно недавно 

QGENE была переписана на языке Java, что позволяет ее использование 

на любом компьютере с любой оперативной системой. Она предлагает 

наиболее общепринятые методы QTL картирования и позволяет их па-

раллельное (одновременное) сопоставление. Ее интерфейс по желанию 

может быть описан на языке пользователя, для этого необходимо само-

стоятельно написать трансляционный файл к программе. QGENE может 

быть использована для анализа признаков, QTL и пермутаций (матема-

тических перестановок), а также моделирования популяций и призна-

ков.  

Некоторые пакеты ПО могут быть использованы для построения 

карт сцепления у отдаленных скрещиваемых видов растений. Например, 

программа ONEMAP, созданная на языке программирования R, предос-

тавляет такие возможности. Для этого используют семейства полных 

сибсов, полученных в результате скрещиваний неблизкородственных ро-

дителей (http://cran.r-project.org/web/packages/OneMap/index.html; [144]). 

Другим ПО является MAPQTL — программное обеспечение, предна-

значенное для расчета позиций QTL (https://www.kyazma.nl/index.php/ 

MapQTL/; [391]), которое может быть использовано для нескольких ти-

пов картирующих популяций, включая BC1, F2, RIL, DH и семейства 

полных сибсов, полученных в результате скрещиваний неблизкородст-

венных родителей. Она может быть применена для картирования QTL 

посредством интервального, композитного интервального и непарамет-

рического картирования, с функцией для автоматического кофакторно-

го отбора и проведения теста пермутации.  

Несколько компьютерных программ для картирования рассматри-

вают эпистаз (взаимодействия неаллельных генов) при картировании 

QTL. EPISTACY — это SAS программа, созданная для тестирования 

всех возможных двулокусных комбинаций для эпистатических взаимо-

действий или эффектов количественных признаков. Программа является 
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настоящим SAS программным шаблоном, который пользователи долж-

ны настроить для того, чтобы она подходила к их данным. В простей-

ших случаях пользователи могут изменить только названия файлов, со-

держащих их данные. Однако алгоритмы программы основаны на мето-

де наименьших квадратов и нет возможности проводить интервальное 

картирование [174].  

Байесовскому картированию QTL в последние годы было уделено 

много внимания и, благодаря этому, на его основе были разработаны 

специальные компьютерные программы. Например, программное обес-

печение BQTL (байесовское картирование локусов количественных 

признаков — Bayesian Quantitative Trait Locus mapping) было разработа-

но для картирования генетических признаков в популяциях, получен-

ных от скрещивания линий и в RIL (http://hacuna.ucsd.edu/bqtl; [45]). 

Оно выполняет: (1) установление максимального правдоподобия в 

мультигенных моделях; (2) байесовское оценивание мультигенных мо-

делей посредством аппроксимаций Лапласа; и (3) интервальное и ком-

позитное интервальное картирование генетических локусов. Программа 

BLADE (байесовское картирование неравновесного сцепления — 

Bayesian LinkAge DisEquilibrium mapping) была создана для байесовско-

го анализа гаплотипов с целью неравновесного LD (linkage 

disequlibrium) картирования (http://www.people.fas.harvard.edu/~junliu/ 

TechRept/03.html; [225, 227]). MULTIMAPPER — программное обеспе-

чение для байесовского картирования QTL при анализе ВС, DH и дан-

ных поколения F2, полученного в результате скрещивания инбредных 

линий [248]. Программа MULTIMAPPER/OUTBRED дополнила этот 

список популяциями, полученными от беспородных линий 

(http://www.rni.helsinki.fi/~mjs/).  

Несколько пакетов ПО по картированию было разработано для 

картирования QTL, необходимых в особых специфичных случаях. Про-

грамма MCQTL разработана для одновременного картирования QTL во 

множественных скрещиваниях и популяциях (http://www.genoplante.com; 

[190]). Она позволяет анализировать обычные популяции, полученные в 

результате скрещивания инбредных линий, и может соединять (связы-

вать) семейства при допущении, что месторасположение QTLу всех у 

них одно и то же. Более того, возможно также диаллельное моделиро-
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вание эффектов QTL, если используют множественные родственные 

семейства. Программа MAPPOP была предложена для селективного 

картирования и картирования при выбранном интервале значений слу-

чайной величины (bin mapping), посредством выбора хороших образцов 

из картирующих популяций, и для локализации новых маркеров на 

предсуществующих картах [393]. В дополнение была разработана про-

грамма QTLNetwork, для картирования и визуализации генетической 

архитектуры, подчеркивающей сложные признаки, в эксперименталь-

ных популяциях, полученных в результате скрещивания двух инбред-

ных линий (http://ibi.zju.edu.cn/software/qtlnetwork; [410]).  

Как только базирующиеся на Интернет–технологиях программ-

ные средства стали все более и более востребованы, использующее Ин-

тернет–технологии QTL аналитическое программное обеспечение стало 

доступным. В качестве примера можно привести программу WEBQTL, 

созданная как интерактивная Интернет страница, полезная для изучения 

и анализа генетической модуляции тысяч фенотипов, собранных за бо-

лее чем 30-летний период сотнями исследователями, используя рефе-

ренсные панели рекомбинантных инбредных штаммов мышей 

(http://www.genenetwork.org/home.html). WEBQTL включает плотные, 

проверенные на ошибки генетические карты, так же как и наборы дан-

ных экстенсивной экспрессии генов (фирмы Affymetrix), полученные в 

результате анализов более чем 35 штаммов мышей. Использующий ин-

тернет-технологии удобный для пользователя пакет QTL EXPRESS 

(http://qtl.cap.ed.ac.uk; [333]), предназначенный для картирования QTL в 

беспородных популяциях, был разработан для скрещенных линий, се-

мейств полусибс, а также ядерных семейств и сибсовых пар. Этот пакет 

предлагает две опции для тестов значимости QTL: тесты пермутации 

для определения эмпирических уровней значимости и метод ступенча-

того перехода от малых значений к большим или наоборот 

(bootstrapping) для установления эмпирических доверительных интерва-

лов локализации QTL. Фиксированные эффекты/ковариаты (независи-

мые переменные) могут быть подогнаны, а модели могут включать оди-

ночные или множественные QTL.  
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6.3. Картирование посредством установления  

неравновесного сцепления 
 

В последнее десятилетие ассоциативное или LD картирование 

стало очень популярным. Оно использует неструктурированные попу-

ляции, содержащие неродственных особей, образцы коллекций генети-

ческих ресурсов или случайным образом отобранные сорта [14, 16]. До 

ассоциативного картирования генотипированные единицы подвергают-

ся статистическому анализу для удаления наиболее существенного фак-

тора — популяционной структуры, которая может быть причиной лож-

ноположительных ассоциаций, возникающих в большей степени из-за 

зависящих от обстоятельств, побочных корреляций, чем за счет настоя-

щего сцепления. Для этих целей может быть использована программа 

STRUCTURE (http://pritchardlab.stanford.edu/structure.html; [304]). Для 

ассоциативного картирования были разработаны некоторые пакеты ПО, 

в которые функциональные возможности анализа структуры популяций 

уже включены. STRAT, как программа, дополняющая STRUCTURE, 

использует структурированный ассоциативный метод для ассоциатив-

ного картирования разрешающий достоверные (действенные) методы 

изучения «случай-контроль» даже при наличии структуры у популяции 

(https://web.stanford.edu/group/pritchardlab/software/STRAT. html; [305]).  

 

6.3.1. Картирование QTL, основанное на LD 
 

TASSEL — это универсальная программа для анализа признаков 

посредством установления ассоциаций, эволюционных отношений и 

сцепления, которая выполняет различные генетические анализы, вклю-

чая ассоциативное картирование, установление разнообразия и расчет 

неравновесного сцепления (http://sourceforge.net/projects/tassel/; [423]). 

Анализ LD между генотипами и фенотипами может быть выполнен либо 

посредством общей линейной модели, либо смешанной линейной моде-

ли. Общая линейная модель позволяет пользователям анализировать 

сложные (комплексные) полевые исследования, взаимодействия с окру-

жающей средой и эпистаз. Смешанная модель разработана для обработ-

ки полигенных эффектов на множественных уровнях связанностей, 

включая информацию родословной. Эти анализы позволяют проводить 

установление и исследование LD у многих видов растений и животных.  

https://web.stanford.edu/group/pritchardlab/software/STRAT.%20html
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Другие пакеты программного обеспечения включают в себя про-

грамму мультиаллельного межаллельного неравновесного анализа 

(Multiallelic Interallelic Disequilibrium Analysis Software, MIDAS), кото-

рая была разработана для анализа и визуализации межаллельного не-

равновесия между мультиаллельными маркерами (http://www.oege.org/ 

software/midas/index.shtml, [146]) и PEDGENIE (http://www-genepi.med. 

utah.edu/Genie/PedGenieDetail.html [23]), которая создана как универ-

сальное средство для анализа ассоциаций и перенос (распределение) не-

равновесия между генетическими маркерами и признаками в семьях 

произвольного размера и структуры. В эту программу может быть вве-

дена любая родословная любого размера от отдельных независимых 

особей до больших генеалогий. Анализ независимых особей и семей 

может проводиться совместно.  

GENERECON (http://www.daimi.au.dk/~mailund/GeneRecon/) — 

другая программа, которая применяет для ассоциативного картирования 

теорию сращивания (слияния). Она основывается на методе Монте-

Карло по байесовской схеме цепи Маркова для тонкого ассоциативного 

картирования, используя при этом высокоплотные маркерные карты у 

животных. GENERECON предлагает недвусмысленные модели генеало-

гии образца в случае родственных хромосом по локусу, обуславливаю-

щему заболевание. Исследуемый случай и данные контроля представ-

ляются в виде информации о генотипе или гаплотипе, при этом про-

грамма производит оценку ряда параметров, наиболее важный из кото-

рых установление позиции локуса заболевания на хромосоме [233]. 

 

6.3.2. Полногеномное ассоциативное картирование 
 

Исследования по полногеномным ассоциациям (genome-wide 

association, GWA) на сегодня довольно часто применяют для нахожде-

ния связи между генетической изменчивостью и общими заболеваниями 

у человека, а также агрономически важных признаков у растений. В 

идеале хорошо оснащенные GWA исследования включают в себя изме-

рения сотни тысяч полиморфизмов, выявляемых на уровне единичного 

нуклеотида (single nucleotide polymorphism; SNP) у тысяч особей. Чис-

тый объем данных, генерируемый этими экспериментами, порождает 

очень высокие аналитические запросы. В ней есть ряд важных этапов, 

http://www.oege.org/software/midas/index.shtml
http://www.oege.org/software/midas/index.shtml
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которые необходимо пройти в процессе анализа этих данных, многие из 

которых представляют собой критические моменты, ограничивающие 

производительность системы. Данные должны быть загружены и анали-

зированы для выполнения изначального контроля качества до начала 

процедуры тестирования неравновесного сцепления. Оценка результа-

тов может включать последующий статистический анализ, например, 

тест пермутаций, или последующий контроль качества ассоциирован-

ных маркеров, например, проверка недоработанных интенсивностей ге-

нотипирования. Наконец, существенные ассоциации должны быть рас-

положены в соответствии с приоритетом, используя для этого функцио-

нальные и биологические методы интерпретации, просмотр и редакти-

рование имеющихся в распоряжении биологических примечаний и по-

яснений, информационных путей и модели неравновесного сцепления 

[294]. GOLDSURFER2 (GS2) универсальная программа для анализа и 

визуализации GWA исследований была предложена ([294]; 

http://www.well.ox.ac.uk/gs2). GS2 — это интерактивное, удобное для 

пользователя графическое приложение, которое может быть использо-

вано на любых этапах GWA проекта от контроля качества исходных 

данных и анализа биологической оценки до проверки достоверности 

полученных результатов. Программа составлена на языке Java и может 

быть использована на всех платформах. С помощью GS2 очень большие 

наборы данных (например, 500000 маркеров и 5000 образцов) могут 

быть качественно оценены, быстро проанализированы и интегрированы 

в информацию о геномных последовательностях. При этом могут быть 

отобраны и функционально оценены кандидаты SNP. 

Другие программные средства, предназначенные для исследова-

ний GWA, включают: GENOMIZER — не зависящая от типа операци-

онной системы Java программа, определенная для анализа GWA экспе-

риментов (http://www.ikmb.uni-kiel.de/genomizer), PLINK — набор инст-

рументальных средств программирования, разработанный для полноге-

номного анализа неравновесного сцепления (http://zzz.bwh.harvard.edu/ 

plink/; [306]), MAPBUILDER — созданная для широкого хромосомного 

ассоциативного картирования (http://bios.ugr.es/BMapBuilder; [20]) и 

калькулятор расчета степени ассоциаций с двустадийной композицией 

(Calculator for Association with Two Stage design, CATS), который рас-
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считывает степень и другие необходимые величины для двустадийных 

GWA исследований (http://csg.sph.umich.edu/abecasis/CaTS/; [342]). 

Результаты масштабных GWA исследований все чаще и чаще 

размещаются в общедоступных базах данных. Но доступное программ-

ное обеспечение для анализа и интерпретации наборов GWA данных 

часто может быть затруднительным для использования [57]. В настоя-

щее время существует острая потребность в разработке усовершенство-

ванных программных обеспечений для обработки наборов GWA дан-

ных, результаты которых было бы достаточно легко анализировать и 

исследователям проще обмениваться ими друг с другом, а также необ-

ходимо повысить качество таких программных продуктов, которые 

имели бы дело с увеличивающимся расчетными запросами, предъяв-

ляемыми этими наборами данных.  

 

Заключение 
 

Таким образом, исходя из выше изложенного, можно заключить, 

что на сегодняшний день существует большое количество разнообраз-

ных и разноплановых программных обеспечений, позволяющих прово-

дить не только статистическую обработку данных, строить генетически 

карты, но и довольно эффективно устанавливать, а также оценивать ас-

социации маркер/признак. И хотя картирование с помощью молекуляр-

ных маркеров требует специализированной технической оснащенности 

(например, программного обеспечения, лабораторного оборудования), а 

также опыта, знаний и компетентности в понимании разрешающей спо-

собности того или иного метода, включая интерпретацию полученных 

результатов, совершенно очевидно, что в перспективе исследователи 

для того, чтобы прокартировать интересующий их ген или локусы хро-

мосом, не будут нуждаться в том, чтобы начинать с нуля широкомас-

штабный физиолого-генетический эксперимент по идентификации и 

анализу QTL или установлению ассоциаций маркер/признак, а смогут 

оперировать существующими, постоянно пополняемыми базами данных 

и современным программным обеспечением, позволяющими проводить 

статистически достоверный и оперативный анализ внутригеномных 

взаимодействий.  
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