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ГЕНОМНЫЕ МАРКЕРЫ, АССОЦИИРОВАННЫЕ С УСТОЙЧИВОСТЬЮ
К НИЗКИМ ТЕМПЕРАТУРАМ У Brassica rapa L.
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Возделывание хозяйственно ценного вида Brassica rapa L. в регионах рискованного земледелия тре-
бует получения сортов, устойчивых к низким температурам. Механизм низкотемпературного стрес-
сового ответа представляет собой сложную сеть процессов, которая затрагивает экспрессию многих
генов, включая рибосомные, а также коррелирует с хромосомной изменчивостью растений. В пред-
ставленной работе методами FISH- и ПЦР-анализа впервые проведено изучение внутривидовой
изменчивости хромосом по числу и локализации кластеров 45S и 5S рДНК генов, а также ком-
плекса молекулярных маркеров холодоустойчивости у озимых сортов B. rapa, районированных в
регионах рискованного земледелия. В результате исследования выявлены SSR-маркеры (Na10-
CO3, BrgMS5339-1) и SCAR-маркеры (BoCCA1-F/BoCCA1-1R1, BoCCA1-F/BoCCA1-2R1), при-
годные для диагностики устойчивых и восприимчивых к холоду генотипов B. rapa. У масличных
и листовых сортов обнаружено большое число маркеров холодоустойчивости и высокий уровень
полиморфизма по распределению на хромосомах кластеров 45S и 5S рДНК, в том числе наличие ге-
тероморфных вариантов хромосом. У кормовых сортов выявлены менее устойчивые к холоду геноти-
пы и меньше полиморфных вариантов хромосом с сайтами рДНК. Таким образом, показано, что наи-
менее устойчивые генотипы обладают меньшим хромосомным полиморфизмом по распределению
кластеров рибосомных генов и наоборот. Полученные результаты могут представлять интерес для
практической селекции при выведении новых, устойчивых к низким температурам сортов B. rapa.
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45S рДНК, 5S рДНК, хромосомный полиморфизм
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ВВЕДЕНИЕ
Brassica rapa L. (Brassicaceae) – широко рас-

пространенный вид семейства капустных, кото-
рый включает в себя разнообразные хозяйствен-
но ценные листовые и корнеплодные культуры
масличного, овощного и кормового назначения
[1]. Считается, что геномы предковых форм B. rapa
(2n = 2x = 20, геном АА) и родственного вида Brassi-
ca oleracea L. (капуста огородная) (2n = 2x = 18, ге-
ном СС) стали природными донорами аллополип-
лоидного генома еще одной хозяйственно ценной
культуры ‒ рапса Brassica napus L. (2n = 4x = 38, ге-
ном AACC) [2, 3]. В ходе эволюции и доместика-

ции появилось большое число морфотипов вида
B. rapa, которые возделывают в районах с различ-
ными климатогеографическими условиями [1,
4‒6]. Культивация B. rapa в регионах рискованного
земледелия требует получения и использования
сортов и форм, устойчивых к низким температу-
рам, что считается одним из определяющих факто-
ров успешного роста, развития и высокой продук-
тивности сельскохозяйственной культуры.

Механизм низкотемпературного стрессового
ответа представляет собой сложную сеть процес-
сов, которая изменяет метаболизм и экспрессию
генов растений [7, 8]. Факторы транскрипции и

Сокращения: FISH – флуоресцентная гибридизация in situ; QTL (Quantitative Trait Loci) – локусы количественных призна-
ков; SCAR (Sequence Characterized Amplified Region) – маркер ‒ фрагмент геномной ДНК в одном генетически определен-
ном локусе, который идентифицируется с помощью ПЦР-амплификации с использованием пары специфических олиго-
нуклеотидных праймеров; SSR-маркеры (Simple Sequence Repeats) – ДНК-маркеры, основанные на полиморфизме мик-
росателлитных последовательностей генома.

УДК 575.113:575.2

ГЕНОМИКА.
ТРАНСКРИПТОМИКА



604

МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 54  № 4  2020

АМОСОВА и др.

эффекторные гены, участвующие в реакции рас-
тений на холодовой стресс, в совокупности называ-
ются холодорегулируемыми генами (COR, cold-reg-
ulated) [9]. В настоящее время гены COR выделены
и идентифицированы у нескольких видов растений,
в том числе у видов, родственных B. rapa: Arabidopsis
thaliana и B. napus [10‒12]. Показано, что эти гены
могут индуцироваться и другими факторами абио-
тического стресса, в том числе обезвоживанием и
засолением почвы [13, 14]. У устойчивых растений
при холодовом стрессе активируется синтез крио-
протекторов [15] и фосфатидной кислоты, которая
входит в состав липидов клеточных мембран
[16‒18]. Обнаружено, что при высоком содержании
малонового диальдегида (MDA, malondialdehyde) в
мембранах растений происходит ускорение пере-
кисного окисления липидов, в результате чего сни-
жается устойчивость растения к холоду [19]. У рап-
са, B. napus, выявлена отрицательная корреляция
относительной проводимости мембран с устойчи-
востью к холоду [20]. Обнаружено, что у B. rapa сте-
пень повреждения растений отрицательными
температурами также коррелирует с содержани-
ем MDA и относительной проводимостью мем-
бран, а также выявлены ДНК-маркеры, основан-
ные на полиморфизме микросателлитных последо-
вательностей генома (SSR-маркеры): Na10-CO3,
BrGMS4511 и BrGMS397, ‒ пригодные для диа-
гностики устойчивых и восприимчивых к холоду
генотипов [21]. При оценке устойчивости к хо-
лоду B. napus по SSR-маркерам идентифицировано
три локуса количественных признаков (QTL, Quan-
titative Trait Loci): qSPADYL-6, qSPADYS-6 и qMAD-
YS-6, ‒ ассоциированных с содержанием MDA и
расположенных в одной области группы сцепле-
ния ‒ LG6. BLAST-анализ показал, что последова-
тельности маркеров, сцепленных c этими QTL,
коллинеарны с последовательностями ДНК хро-
мосомы A08 у B. rapa [22]. Также у B. napus выявле-
ны два гена, BnaA08g05330D и BnaA08g15470D, ко-
дирующие COR-белки, связанные с формирова-
нием холодостойких генотипов. Кроме того,
обнаружено высокое сходство последовательностей
генов COR у B. napus с генами Bra039858 и Bra01579
у B. rapa [22].

В регуляции многих физиологических и мета-
болических процессов растений важную роль иг-
рают циркадные ритмы. Показано, что ассоции-
рованный с циркадными ритмами белок CCA1
(транскрипционный фактор семейства MYB),
участвует в позитивной регуляции холодового отве-
та растений путем индукции экспрессии генов CBF
(C-repeat-binding factor), что определяет различия
сельскохозяйственных культур по степени устойчи-
вости к низким температурам [23]. У B. oleracea в ге-
не BoCCA1 обнаружены многочисленные инсер-
ции, делеции и однонуклеотидные полиморфизмы
(SNP) и установлены последовательности фраг-
ментов геномной ДНК в этом локусе, которые

идентифицируют с помощью ПЦР (SCAR-марке-
ры, Sequence Characterized Amplified Region), что
позволяет выявлять их наличие в двух аллелях гена
(BoCCA1-1 и BoCCA1-2), ассоциированных с устой-
чивостью и восприимчивостью растений к низким
температурам [24].

Воздействия неблагоприятных факторов окру-
жающей среды могут проявляться на уровне
структурно-функциональной организации хро-
матина и коррелируют с хромосомной изменчи-
востью растений [25]. Одним из самых нестабиль-
ных геномных регионов является рДНК [26]. У
некоторых видов растений (A. thaliana, Phaseolus
vulgaris, виды рода Capsicum и др.), произрастаю-
щих в разных природно-климатических услови-
ях, выявлены значительные различия в размере
генома из-за вариации числа копий 45S рДНК
[27‒29]. Показано также, что хромосомное рас-
пределение и число кластеров 45S и 5S рДНК, а
также транскрипционная активность рибосомных
генов у особей одного и того же вида растений мо-
жет меняться под влиянием различных факторов
окружающей среды [30‒33]. У видов рода Brassica
выявлен внутривидовой полиморфизм по хромо-
сомной локализации кластеров 45S и 5S рДНК
[34‒38]. В кариотипах озимых сортов рапса обна-
ружена сортовая специфичность сочетаний поли-
морфных вариантов хромосом и особенности хро-
мосомного распределения 45S и 5S рДНК [39, 40].

Вместе с тем комплексного изучения хромо-
сомной изменчивости рибосомных генов и моле-
кулярных маркеров холодоустойчивости среди
различных подвидов полиморфного вида B. rapa с
широким ареалом распространения не проводи-
лось. Такие исследования могут предоставить но-
вые сведения о формировании геномных меха-
низмов стрессового ответа в процессе эволюции
и селекции.

Целью работы было изучение внутривидовой
изменчивости хромосомного распределения кла-
стеров генов 45S и 5S рРНК, а также комплекса
молекулярных SSR- и SCAR-маркеров холодо-
устойчивости у масличных, листовых и кормовых
озимых сортов B. rapa, районированных в регио-
нах рискованного земледелия.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Материалом исследования служили образцы

восьми морозостойких сортов Brassica rapa L. из
разных мест произрастания (табл. 1). Семена по-
лучены из коллекции ФИЦ Всероссийского ин-
ститута генетических ресурсов растений им.
Н.И. Вавилова (ВИР), Санкт-Петербург, Россия.

Митотические хромосомные препараты гото-
вили из корневой меристемы проростков семян с
использованием ДНК-интеркалирующего агента
9-аминоакридина (9-AMA) по методу, разрабо-
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танному ранее для растений с хромосомами не-
больших размеров [41].

Для проведения FISH-анализа использовали
следующие пробы ДНК:

1) pTa71, содержащую 18S-5.8S-26S (45S) по-
следовательность рДНК мягкой пшеницы дли-
ной 9 т.п.н. [42];

2) pTa794, содержащую последовательность 5S
рДНК пшеницы длиной 420 п.н. [43].

Эти пробы ДНК метили (прямое мечение)
флуорохромами SpectrumAqua и SpectrumRed
(“Abbott Molecular”, Германия) с использовани-
ем метода ник-трансляции в соответствии с про-
токолами фирмы-производителя.

Процедуру FISH с комбинацией меченных проб
45S и 5S рДНК, а также отмывку хромосомных
препаратов проводили по ранее описанному ме-
тоду [44].

После процедуры FISH хромосомные препа-
раты окрашивали флуоресцентным красителем
DAPI (4',6-диамидин-2-фенилиндол), растворен-
ным в среде Vectashield в конечной концентраци-
ей 0.1 мкг/мл (“Vector Laboratories”, Великобри-
тания).

Хромосомные препараты анализировали с ис-
пользованием эпифлуоресцентного микроскопа
Olympus BX61 (“Olympus”, Япония), соединенно-
го с монохромной CCD-камерой (“Roper Scientif-
ic, Inc. Cool Snap”, США). Полученные изобра-

жения обрабатывали с использованием стандарт-
ного программного обеспечения Adobe Photoshop
10.0 (“Adobe”, США). Для каждого сорта анализи-
ровали не менее пяти растений и 15 метафазных
пластинок. Идентификацию хромосомных пар в
кариотипах проводили на основе анализа размеров
и морфологии хромосом, а также распределения
хромосомных маркеров в соответствии с цитологи-
ческой номенклатурой, предложенной ранее [45].

Геномную ДНК выделяли из 100‒300 мг све-
жих листьев индивидуальных растений образцов
B. rapa с помощью набора реактивов для выделения
и очистки ДНК Genomic DNA Purification Kit со-
гласно инструкции фирмы-производителя (“Ther-
mo Fisher Scientific”, США). Концентрацию ДНК и
степень ее очистки определяли с использованием
спектрофотометра Implen Nano Photometer N50
(“Implen”, Германия). Для оценки генетической ге-
терогенности исследовали не менее 15 индивиду-
альных растений каждого сорта.

Целевые фрагменты ДНК амплифицировали с
локусспецифическими парами праймеров, флан-
кирующими участки последовательностей генов,
детерминирующих различия в устойчивости к по-
ниженным отрицательным температурам и устой-
чивости к замораживанию у семейства Brassicaceae.

ПЦР проводили на амплификаторе SimpliAmp
Thermal Cycler (“Applied Biosystems”) со следую-
щими условиями реакции амплификации для

Таблица 1. Список изученных сортов B. rapa из разных мест произрастания

№
Номер

по каталогу 
ВИР

Название вида Название сорта Страна 
происхождения

1 к-45 Капуста полевая Brassica rapa ssp. oleifera (DC.) Metzg. 
(syn. Brassica campestris L.; Brassica rapa subsp. campestris (L.) 
A.R. Clapham)

Gruber Финляндия

2 к-44 Капуста полевая Brassica rapa ssp. oleifera (DC.) Metzg. 
(syn. Brassica campestris L.; Brassica rapa subsp. campestris (L.) 
A.R. Clapham)

Rapido Финляндия

3 к-371 Капуста полевая Brassica rapa ssp. oleifera (DC.) Metzg. 
(syn. Brassica campestris L.; Brassica rapa subsp. campestris (L.) 
A.R. Clapham)

Злата Россия

4 к-109 Капуста полевая Brassica rapa ssp. oleifera (DC.) Metzg. 
(syn. Brassica campestris L.; Brassica rapa subsp. campestris (L.) 
A.R. Clapham)

Латвийская Латвия

5 к-1406 Репа кормовая – турнепс, Brassica rapa L. ssp. rapa Metzg. Brunstadnepe Норвегия

6 к-1405 Репа кормовая – турнепс, Brassica rapa L. ssp. rapa Metzg. Ova Daehnfeldt Дания

7 к-242 Репа листовая форма комацуна, Brassica rapa L. ssp. rapa 
var. komatsuna Makino

Goseki Late Япония

8 к-217 Репа листовая форма сирона, Brassica rapa L. ssp. rapa f. shi-
rona Kitam

Okute Oosaka Shi-
rona

Япония
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ДНК-маркеров (табл. 2): 5 мин при 95°С; 35 цик-
лов: 15 с при 95°С, 30 с при температуре отжига
(см. табл. 2, колонка Та), 45 с при 72°С; и 10 мин
при 72°С.

ПЦР проводили в 25 мкл реакционной смеси,
содержащей буфер Taq Turbo (“Евроген”, Рос-
сия): 2.5 мM MgCl2, 0.40 мкМ каждого праймера,
0.1 мкM каждого dNTPs, 0.04 ед. HS Taq ДНК-по-
лимеразы (“Евроген”) и 50‒100 нг суммарной
ДНК.

ПЦР-продукты разделяли электрофорезом в
2.0%-ном агарозном геле с добавлением раство-
ра бромида этидия до конечной концентрации
0.5 мкг/мл при напряжении 100 В в течение 60 мин.
Результаты электрофореза документировали с
использованием системы E-Box CX5 (“Vilber”,
Германия), программное обеспечение E-Box CX5
TS Edge 18.01.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Структурные варианты хромосом

В результате проведенного FISH-анализа проб
45S и 5S рДНК в кариотипах изученных образцов
B. rapa обнаружено от 8 до 12 кластеров 45S рДНК
и 6‒10 кластеровов 5S рДНК (табл. 3, рис. 1). При
визуальном анализе выявлена вариабельность по
размерам (интенсивности сигналов гибридиза-
ции) кластеров 45S и 5S рДНК на хромосомах 1, 2,
3, 4 и 5 (табл. 3, рис. 1). Кроме того, обнаружен

полиморфизм по числу кластеров 45S рДНК на
хромосомах образцов масличного сорта Rapido
к-44 (8‒9‒10 сайтов) и листового сорта Okute Oo-
saka Shirona к-217 (10‒11‒12 сайтов). В кариоти-
пах образца масличного сорта Латвийская к-109
обнаружен полиморфизм по числу кластеров 5S
рДНК (6‒7‒8). В кариотипе одного растения об-
разца масличного сорта Gruber к-45 выявлена пе-
рестройка (изохромосома) одного из гомологов
пары хромосомы 3. Кроме того, обнаружены до-
полнительные кластеры 45S и 5S рДНК в карио-
типах образца листового сорта Goseki Late к-242
(хромосома 9L), а также сайт 45S рДНК у образца
листового сорта Okute Oosaka Shirona к-217 (хро-
мосома 7L). Следует заметить, что в кариотипах
образцов масличных сортов Rapido к-44, Gruber
к-45, Латвийская к-109 и листового сорта Okute
Oosaka Shirona к-217 идентифицированы как го-
моморфные, так и гетероморфные сочетания го-
мологов хромосом 3, 4 и 7 (табл. 3, рис. 1). В кари-
отипах кормовых сортов Brunstadnepe к-1406 и
Ova Daehnfeldt к-1405 внутрисортовой полимор-
физм по размерам и локализации кластеров 45S и
5S рДНК не выявлен. Между собой кариотипы
этих сортов различались только размерами класте-
ров 45S рДНК на длинном плече хромосом 2 и 4.

SSR-анализ
При анализе с использованием SSR-маркера

Na10-CO3 выявлен амплифицируемый фрагмент

Таблица 2. Олигонуклеотиды, использованные для амплификации генетических маркеров

Примечание. F‒ прямой праймер, R ‒ обратный праймер.

Генетический маркер Последовательность, 5' → 3' Ta, °C Ссылка

Na 10-CO3 F: 5'-TTGGGTGTCTTTGTTACCCC-3'
R: 5'-ACCGAGAAGACTGATACGGG-3'

58.0 [46]

CB10578 F: 5'-TGTCCACTCACTCTCTTTGTT-3'
R: 5'-AGGCTAAGTTGAAGTGCAAG-3'

56.0 [46]

BrgMS653 F: 5'-AGGAAGGAAATTGTGATTGCTC-3'
R: 5'-TGTAAAAGAGGTGTGGATTTGC-3'

57.0 [47]

BrgMS609 F: 5'-ATGGCTGTGAACTTGTGATGTG-3'
R: 5'-CGGATGTTGGAAAGATGAGATT-3'

59.0 [47]

BrgMS5339 F: 5'-CTACCTGAAGATGACCCAGACG-3'
R: 5'-GCATACAAACCTCGTCCTAAGC-3'

60.0 [47]

BoCCA1 (F/1R1) F: 5'-TGCCTTGAGGCTTTACGGTAGAG-3'
R: 5'-CTGAGCAGTTGTCTTCCTGCAGA-3'

60.0 [24]

BoCCA1 (F/2R1) F: 5'-TGCCTTGAGGCTTTACGGTAGAG-3'
R: 5'-CAGTTCCGGTCTTTCTAGGATAAGGG-3'

60.0 [24]

BoCCA1 (1F2/1R2) F: 5'-AACGTCTCTGTCACATGCTCCTC-3'
R: 5'-CCATTCTCTTGCCTCTCCACCAAAG-3'

62.0 [24]

BoCCA1 (2F2/2R2) F: 5'-GGACAAGGTCTCTATCACATGCTCCTA-3'
R: 5'-CTGCCTCAACATCATCACTACTCGAA-3'

62.0 [24]
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Рис. 1. Кариотипы изученных сортов B. rapa. Кариограммы и метафазные пластинки образцов после проведения про-
цедуры FISH с пробами 45S (зеленые сигналы) и 5S (красные сигналы) рДНК. Стрелки указывают на гетероморфные
сочетания гомологов хромосом; i – изохромосома. Масштабный отрезок – 5 мкм.
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размером 222 п.н. у масличных сортов Rapido к-44 и
Злата к-371, а также у листового сорта Goseki Late
к-242. У остальных сортов (масличных cортов
Gruber к-45 и Латвийская к-109, листового сорта
Okute Oosaka Shirona к-217 и двух кормовых сор-
тов Brunstadnepe к-1406 и Ova Daenfeldht к-1405)
эта последовательность не обнаружена (рис. 2).

Исследован полиморфизм SSR-маркеров
CB10578-1, BrgMS653-2, BrgMS609-1 и BrgMS5339-1
из группы сцепления LG6 B. napus, ассоциирован-
ных с QTL-областями qSPADYL-6, qSPADYS-6 и
qMDAYS-6. Установлено, что SSR-маркеры
CB10578-1, BrgMS653-2 и BrgMS609-1 электрофо-
ретически мономорфны, поэтому дифференциро-
вать по ним изученные сорта B. rapa не представ-
лялось возможным (рис. 3а‒в). Для SSR-маркера
BrgMS5339-1, фланкирующего области qSPADYS-6

и qMDAYS-6, определены полиморфные фраг-
менты. Последовательность размером 313 п.н. де-
тектировали у масличных сортов Gruber к-45, Rapi-
do к-44, Злата к-371 и Латвийская к-109. У листо-
вого сорта Goseki Late к-242 и кормового сорта
Brunstadnepe к-1406 идентифицированы поли-
морфные фрагменты размером 313 п.н. и 363 п.н.,
а у листового сорта Okute Oosaka Shirona к-217 и
кормового сорта Ova Daehnfeldt к-1405 ‒ после-
довательность размером 298 п.н. (рис. 3г).

Анализ с помощью SCAR-маркеров

У всех исследованных масличных и листовых
сортов ПЦР-анализ с использованием праймеров
BoCCA1-F/BoCCA1-1R1 выявил фрагмент разме-
ром 987 п.н., соответствующий аллелю BoCCA1-1,

Рис. 2. Электрофоретическое разделение ампликонов для SSR-маркера Na10-CO3. Генотипы сортов B. rapa: 1 – Rapi-
do, 2 – Gruber, 3 – Латвийская, 4 – Злата, 5 – Okute Oosaka Shirona, 6 – Goseki Late, 7 – Ova Daehnfeldt, 8 – Brunstad-
nepe. М* ‒ маркер длин ДНК (здесь и далее).

1 2 3 4 5 6 7 8 М*

222 п.н.

Рис. 3. Электрофоретическое разделение ампликонов для SSR-маркера: CB10578-1 (а), BrgMS653-2 (б); BrgMS609-1
(в), BrgMS5339 (г). Генотипы сортов B. rapa: 1 – Rapido, 2 – Gruber, 3 – Латвийская, 4 – Злата, 5 – Okute Oosaka Shi-
rona, 6 – Goseki Late, 7 – Ova Daehnfeldt, 8 – Brunstadnepe.

1 2 3 4 5 6 7 8М* 1 2 3 4 5 6 7 8М*

1 2 3 4 5 6 7 8М*

1 2 3 4 5 6 7 8М*
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который связан с формированием холодоустой-
чивости у B. oleracea и B. napus. Для сортов репы
кормовой Ova Daehnfeldt к-1405 и Brunstadnepe
к-1406 идентифицирован фрагмент размером
752 п.н., который соответствовал аллелю BoCCA1-2,
характерному для восприимчивых к холоду форм
B. napus (рис. 4а). ПЦР-анализ с праймерами
BoCCA1-1F2/BoCCA1-1R2 выявил у масличного
сорта Злата к-371 амплифицируемый фрагмент
размером 528 п.н., а для остальных изученных сор-
тов B. rapa фрагмент размером 555 п.н. (рис. 4б).

В результате ПЦР-анализа с праймерами
BoCCA1-F/BoCCA1-2R1 последовательность ал-

леля BoCCA1-2 обнаружена у всех исследованных
масличных и листовых сортов. Так, у масличного
сорта Rapido к-44 выявлен фрагмент размером
792 п.н.; у масличных сортов Gruber к-45, Лат-
вийская к-109, Злата к-371 и листовых сортов
Okute Oosaka Shirona к-217 и Goseki Late к-242 ‒
размером 700 п.н. У всех этих сортов также иден-
тифицирован фрагмент размером 552 п.н., а у
кормовых сортов репы Ova Daehnfeldt к-1406 и
Brunstadnepe к-1405 детектировали только этот
фрагмент (рис. 4в). При использовании прайме-
ров BoCCA1-2F2/BoCCA1-2R2 у всех изученных
сортах выявлен фрагмент размером 531 п.н.

Рис. 4. Электрофоретическое разделение ампликонов для аллеля BOCCA1-1 (F/1R1) (а), BOCCA1-1 (1F2/1R2) (б),
BOCCA1-2 (F/2R1) (в). Генотипы сортов B. rapa: 1 – Rapido, 2 – Gruber, 3 – Латвийская, 4 – Злата, 5 – Okute Oosaka
Shirona, 6 – Goseki Late, 7 – Ova Daehnfeldt, 8 – Brunstadnepe.
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В регионах рискованного земледелия экстре-
мальные погодные условия представляют серьез-
ную проблему для сельского хозяйства, что вызыва-
ет необходимость получения новых сортов, устой-
чивых к абиотическому и в частности к холодовому
стрессу [13, 48]. Установлено, что растения отвеча-
ют на холодовой стресс путем индукции экспрессии
факторов транскрипции, регулирующих гены даун-
стрим, что обеспечивает им устойчивость к низким
температурам. [49]. В этом случае белки CBF распо-
знают и связываются с последовательностью CRT/
DRE (C-repeat/dehydration responsive element) в
промоторе многих COR-генов, таким образом ре-
гулируя транскрипцию генов даунстрим [50]. По-
казано, что при холодовом стрессе у растений бе-
лок STCH4 (sensitive to chilling 4) модулирует про-
цессинг рРНК и, будучи фактором биогенезиса
рибосом, модулирует их формирование и запус-
кает процесс устойчивости к холоду путем стиму-
ляции трансляции белков CBF, необходимых для
выживания растений при низких температурах
[51]. Семейство генов рРНК занимает большую
часть ядерного генома и отличается, с одной сторо-
ны, высокой степенью сохранности последова-
тельностей и функций, а с другой ‒ широким диа-
пазоном вариабельности по числу копий (CNV) и
их локализации в геноме [26]. Показано, что число
копий рДНК может варьировать как между вида-
ми, так и внутри видов [28, 42, 52, 53]. Например, в
геноме L. usitatissimum число лабильных последо-
вательностей ДНК, таких как гены рРНК, может
изменяться в зависимости от условий окружаю-
щей среды [54, 55]. При абиотическом (холодо-
вом) стрессе в геноме Solanum tuberosum CNV на-
блюдали для генов, связанных с адаптацией и
устойчивостью растений; причем в этот процесс
было вовлечено около 30% генома, в том числе
рДНК [56]. Понятно, что это привело к высокой
гетерогенности генома.

В результате проведенного нами FISH-анали-
за с использованием зондов 45S и 5S рДНК выяв-
лен значительный полиморфизм по числу и рас-
пределению кластеров рибосомных генов на хро-
мосомах озимых сортов B. rapa, районированных
в регионах рискованного земледелия. Как прави-
ло, в кариотипах B. rapa кластеры 45S рДНК лока-
лизованы на парах хромосом 1, 2, 3, 4 и 5, а кла-
стеры 5S рДНК – на парах хромосом 1, 3, 4, 5 и 10,
причем на четырех парах хромосом (1, 3, 4 и 5)
сайты 45S и 5S рДНК обычно расположены сов-
местно [38, 45]. Сходное распределение кластеров
рДНК наблюдали на хромосомах изучаемых нами
кормовых сортов, за исключением отсутствия сиг-
налов 5S рДНК на хромосомах 1 и 4. Кроме того,
эти сорта были наименее полиморфными по лока-
лизации кластеров рДНК на хромосомах среди всех
изученных нами сортов. У масличных сортов часто

встречался гетероморфизм гомологов по локализа-
ции кластеров 45S и 5S рДНК, а у масличного
сорта Gruber к-45 была обнаружена изохромосома
по длинному плечу хромосомы 3 с удвоением всех
сайтов рДНК. У изученных листовых сортов, как и
у масличных сортов, мы наблюдали гетеромор-
физм гомологов по локализации сайтов рДНК, а
также редкие полиморфные варианты наличия
кластеров 45S и 5S рДНК на хромосоме 9 и 45S
рДНК на хромосоме 7. Ранее подобная локализа-
ция сайтов рДНК на хромосомах 7 и 9 не была опи-
сана для B. rapa и других видов рода Brassica, со-
держащих A-субгеном [38, 45]. Наличие полимор-
физма по числу и активности рибосомных генов
считается одним из генетических показателей, от-
ражающих устойчивость к абиотическому стрессу.
Известно, что большое число генов, участвующих
в различных функционально значимых клеточных
механизмах, в том числе холодоустойчивости, тес-
но связаны с экспрессией рРНК [51, 56, 57]. При
изучении популяций некоторых видов хвойных
растений обнаружено влияние стрессовых факто-
ров среды на уровень внутривидового полимор-
физма по числу копий рДНК [58, 59], а также на
изменение числа локусов 45S и 5S рДНК, выявля-
емое в кариотипах методом FISH [60, 61]. Изме-
нение числа локусов 45S рДНК в зависимости от
мест произрастания популяций наблюдали в ка-
риотипах и других видов растений, в том числе
Phaseolus vulgaris [27] и видов рода Capsicum [29].
Внутривидовая изменчивость числа сайтов 45S и
5S рДНК обнаружена в кариотипах сортов озимо-
го и ярового рапса, адаптированных к определен-
ным климатическим зонам [39]. В результате про-
веденного нами исследования показано, что в ка-
риотипах изученных масличных, листовых и
кормовых озимых сортов B. rapa повышен уровень
хромосомного полиморфизма по числу и распреде-
лению сайтов рибосомных генов. Таким образом,
подтверждена отмеченная другими авторами адап-
тивная значимость этого показателя.

Ранее отмечено, что в формировании устойчи-
вости B. rapa и родственных видов B. oleracea и B. na-
pus к низким температурам задействовано множе-
ство генов, запускающих ответ на холодовой
стресс [21, 22, 24]. Для анализа сортов B. rapa мы
использовали различные молекулярные марке-
ры, выявляющие холодоустойчивость генотипов
у всех трех родственных видов. Так, Huang и др.
[21] идентифицировали SSR-маркер Na10-CO3, ас-
социированный с пониженным содержанием MDA
и относительной проводимостью клеточной мем-
браны у растений B. rapa. Этот ДНК-маркер позво-
лял достоверно дифференцировать устойчивые и
неустойчивые к холоду растений F2 популяции
B. rapa, полученной от скрещивания холодостойко-
го сорта Longyou 6 и не устойчивого к холоду сорта
Tianyou 4. Использование маркера Na10-CO3 поз-
волило нам обнаружить последовательность раз-
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мером 222 п.н., определяющую устойчивость к
пониженным температурам, только у двух мас-
личных сортов и одного листового сорта. У кор-
мовых сортов устойчивость по этому маркеру не
обнаружена. Учитывая, что кормовую репу тра-
диционно выращивают в районах рискованного
земледелия, нами подтверждено, что устойчи-
вость и чувствительность к холодовому стрессу
обеспечивается комплексом генов.

Нами исследован полиморфизм четырех мар-
керных микросателлитных локусов из группы
сцепления LG6 B. napus, сцепленных с QTL, ассо-
циированными с холодостойкостью. Ранее уста-
новлено, что гены устойчивости к пониженным
температурам могут располагаться в области
1.069–15.652 M на хромосоме A08. Выявлено два
гена, BnaA08g05330D и BnaA08g15470D, кодирую-
щих COR-белки, и установлено, что эти гены
определяют формирование холодостойких гено-
типов у B. napus. Замечено высокое сходство по-
следовательностей генов COR B. napus с генами
Bra039858 и Bra01579 B. rapa [22]. Нами установле-
но, что три SSR-маркера: CB10578-1, BrgMS653-2
и BrgMS609-1 ‒ мономорфны и не дифференци-
руют изученные сорта B. rapa. Для SSR-маркера
BrgMS5339-1 идентифицированы полиморфные
фрагменты размером 313 п.н. и 363 п.н. у листово-
го сорта Goseki Late к-242 и кормового сорта
Brunstadnepe к-1406. У всех исследованных мас-
личных сортов детектировали только последова-
тельность размером 313 п.н. Используя этот маркер,
мы обнаружили один фрагмент размером 298 п.н. у
листового сорта Okute Oosaka Shirona и кормово-
го сорта Ova Daehnfeldt. Можно предположить,
что выявленные различия по длине фрагментов
связаны с микроделециями, инсерциями или то-
чечными мутациями в геномах изученных сортов.

Известно, что циркадные ритмы влияют на
многие физиологические и метаболические про-
цессы у растений. Белок CCA1 играет важную роль
в фитохромзависимой индукции фотосинтетиче-
ских генов и регуляции циркадных ритмов. В усло-
виях воздействия пониженных температур CCA1
определяет различия растений по степени устойчи-
вости к холоду [23]. У B. oleracea обнаружены два
аллеля гена BoCCA1: BoCCA1-1 (тип BN106, ассо-
циированный с морозостойкостью) и BoCCA1-2
(тип BN106, определяющий чувствительность рас-
тений к отрицательным температурам) [24]. Учиты-
вая близкое родство геномов B. rapa и B. oleracea,
мы провели поиск гомеологичных аллелей гена
BoCCA1 у изученных сортов.

Ранее показано, что пары праймеров BoCCA1-
F/BoCCA1-1R1 и BoCCA1-1F2/BoCCA1-1R2 поз-
воляют выявлять последовательности, связанные
с формированием холодоустойчивости у B. olera-
cea и B. napus. Первая пара праймеров фланкирует
аллель BoCCA1-1 и позволяет амплифицировать

фрагмент размером 987 п.н. у устойчивых к холо-
ду форм B. oleracea и B. napus [24, 40]. Кроме того,
у восприимчивых к холоду форм B. napus эта пара
праймеров также выявляет фрагмент размером
752 п.н., который соответствует размеру после-
довательности аллеля BoCCA1-2 [40]. Вторая па-
ра праймеров позволяет амплифицировать
фрагмент размером 555 п.н. у устойчивых к хо-
лоду форм B. oleracea [24]. Проведенный нами
ПЦР-анализ с использованием пары праймеров
BoCCA1-F/BoCCA1-1R1 позволил выявить у
изученных масличных и листовых сортов аллель
BOCCA1-1, характерный для холодостойких форм
(фрагмент размером 987 п.н.). Заметим, что толь-
ко у сортов репы кормовой амплифицировался
фрагмент размером 752 п.н., характерный для
чувствительных к холоду форм и соответствую-
щий аллелю BoCCA1-2. Учитывая тот факт, что раз-
меры амплифицируемых фрагментов у изученных
сортов B. rapa соответствовали размерам гомеоло-
гичных фрагментов у B. oleracea и B. napus, исполь-
зование пары праймеров BoCCA1-F/BoCCA1-1R1
можно считать перспективным для эффективно-
го выявления SCAR-маркера, дифферецирующе-
го аллели BoCCA1-1 и BoCCA1-2 у B. rapa. Третья
пара праймеров, BoCCA1-1F2/BoCCA1-1R2, вы-
являла у изученных сортов фрагмент размером
555 п.н., характерный для устойчивых к холоду
форм B. oleracea [24]. Однако размеры амплифи-
цируемых фрагментов практически не отлича-
лись у изучаемых сортов B. rapa, что не позволило
нам дифференцировать сорта по этой последова-
тельности.

Известно, что пары праймеров BoCCA1-F/
BoCCA1-2R1 и BoCCA1-2F2/BoCCA1-2R2 могут
выявлять последовательности, характерные для
восприимчивых к холоду генотипов B. oleracea и
B. napus. Первая пара, фланкирующая аллель
BoCCA1-2, позволяет амплифицировать у воспри-
имчивых к холоду образцов фрагмент размером
792 п.н., а вторая пара определяет фрагмент раз-
мером 531 п.н. [24, 40]. Использование первой па-
ры праймеров позволило нам выявить аллель
BoCCA1-2 у всех изученных масличных и листо-
вых сортов; при этом, у масличного сорта Rapido
к-44 обнаружен фрагмент размером 792 п.н., со-
ответствующий аналогичному фрагменту у B. na-
pus, а у масличных сортов Gruber к-45, Латвий-
ская к-109, Злата к-371 и листовых сортов Okute
Oosaka Shirona к-217 и Goseki Late к-242 ‒ фраг-
мент меньшего размера (700 п.н). Также у всех
этих сортов выявлен фрагмент размером 552 п.н.
Ранее в последовательности гена ССA1 выявили
многочисленные делеции, инсерции и точечные
мутации [24]. из чего можно предположить, что у
ряда сортов B. rapa произошла делеция в последо-
вательности аллеля BoCCA1-2, но это пока только
гипотеза. Использование второй пары прайме-
ров, BoCCA1-2F2/BoCCA1-2R2, позволило нам
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выявить у всех масличных, листовых и кормовых
сортов последовательность размером 531 п.н., ко-
торая также связана с чувствительностью образ-
цов к холоду [24, 40]. Одинаковый размер фраг-
мента, амплифицируемого этими праймерами,
не представляет возможности дифференцирова-
ния изучаемых сортов по этому параметру.

Таким образом, в представленной работе опре-
делены пары праймеров, выявляющие полиморф-
ные фрагменты ДНК, которые позволяют диффе-
ренцировать генотипы B. rapa по устойчивости и
восприимчивости к низким температурам и выяв-
лять аллели BoCCA1-1 и BoCCA1-2, ассоциирован-
ные с этими особенностями генотипов.

В результате проведенного нами сравнитель-
ного анализа полученных результатов показано,
что для кормовых сортов ‒ у них выявлено наи-
меньшее число полиморфных вариантов хромо-
сом с сайтами 45S и 5S рДНК ‒ характерны наиме-
нее устойчивые к холоду генотипы. У масличных и
листовых сортов B. rapa обнаружено наибольшее
число маркеров, связанных с холодоустойчиво-
стью; при этом в кариотипах этих сортов выявлен
высокий уровень полиморфизма по числу и лока-
лизации на хромосомах кластеров рДНК, в том чис-
ле наличие гетероморфных вариантов хромосом.

Таким образом, в результате комплексного изу-
чения хромосомной изменчивости рибосомных ге-
нов и молекулярных маркеров холодоустойчиво-
сти, проведенного среди масличных, листовых и
кормовых сортов высокополиморфного вида B. ra-
pa, обнаружено, что наименее устойчивые геноти-
пы обладают меньшим хромосомным полимор-
физмом по числу и хромосомной локализации
кластеров рибосомных генов и наоборот. Полу-
ченные в настоящей работе результаты могут
представлять интерес для практической селекции
при выведении новых, устойчивых к низким тем-
пературам сортов B. rapa.

Работа выполнена при финансовой поддержке
Российского Фонда Фундаментальных Исследова-
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GENOMIC MARKERS ASSOCIATED
WITH COLD-HARDINESS IN Brassica rapa L.

A. V. Amosova1, T. E. Samatadze1, G. V. Mozgova2, V. N. Kipen2, A. G. Dubovskaya3, A. M. Artemyeva3, 
O. Yu. Yurkevich1, S. A. Zoshchuk1, V. A. Lemesh2, and O. V. Muravenko1, *

1Engelhardt Institute of Molecular Biology, Russian Academy of Sciences, Moscow, 119991 Russia
2Institute of Genetics and Cytology, National Academy of Sciences of Belarus, Minsk, 220072 Belarus

3Vavilov All-Russian Institute of Plant Genetic Resources (VIR), St. Petersburg, 190000 Russia
*e-mail: olgmur1@yandex.ru

Brassica rapa L. is a valuable and widespread species, but its cultivation in the risk farming areas requires de-
velopment of high quality cold-hardy varieties. Mechanisms of cold stress regulation in plants involve expres-
sion of numerous genes including ribosomal ones, and relate to plant chromosome variability. In the present
study, with the use of FISH- and PCR-based methods, the investigation of intraspecific chromosomal poly-
morphism on number and localization of 45S and 5S rDNA clusters and also variability of molecular markers
associated with cold-hardiness was performed for the first time within winter B. rapa cultivars from the risk
farming areas. Our study identified the SSR-markers (Na10-CO3, BrgMS5339-1) and SCAR-markers
(BoCCA1-F/BoCCA1-1R1, BoCCA1-F/BoCCA1-2R1) which can be used as a diagnostic for determina-
tion of cold-resistant and cold-susceptible genotypes of B. rapa. In oilseed and leaf cultivars, we revealed
more molecular markers associated with cold-hardiness and a higher level of polymorphism on chromosomal
distribution of 45S and 5S rDNA including chromosome heteromorphism, if compared with to the fodder
cultivars. Thus, the genotypes which were least resistant to cold possessed lowest level of chromosomal poly-
morphism on distribution of 45S and 5S rDNA clusters and vice versa. Our findings could be useful for the
development of new cold-tolerant B. rapa varieties.

Keywords: Brassica rapa L., cold-resistance, SSR-markers, alleles, SCAR-markers, FISH, 45S rDNA, 5S
rDNA, chromosomal polymorphism
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