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ВВЕДЕНИЕ 

Актуальность темы исследования 

У более чем 70% видов всех растений не было секвенировано ни одного 

участка ДНК, не говоря уже о полном геноме [1]. Из 1310 геномов отдельных видов 

растений, опубликованных в NCBI по состоянию на сентябрь 2023 г., 1256 

относятся к покрытосеменным, 24 — к голосеменным, 20 — к мхам, 4 — к 

папоротникам и 4 — к плаунам [2]. Таксономическое распределение публично 

доступных геномов растений довольно смещено в сторону сельскохозяйственных 

культур [3]. Многие опубликованные геномы, хотя и достаточно полные на уровне 

последовательности, имеют очень фрагментарные сборки. Обилие псевдогенов, 

увеличенное число генных семейств [4] и пролиферирующая активность 

мобильных элементов [5,6] затрудняют корректную сборку и аннотацию многих 

растительных геномов. 

Хвойные — древняя группа голосеменных растений. Более 600 видов этой 

группы имеют важную роль в экосистемах бореальных лесов [7,8]. К их 

отличительным особенностям, помимо прочего, относятся крайне большие 

размеры генома, а также высокое содержание повторяющейся ДНК и мобильных 

элементов, что делает расшифровку таких геномов более трудоемкой и затратной 

по времени, чем у других растений. Несколько мегагеномов хвойных видов были 

недавно секвенированы и собраны до чернового состояния [9–17], что позволяет, 

несмотря на их неполноту, уже сейчас проводить структурный и функциональный 

анализ. Неполный геном также может быть ценным источником данных для 

понимания регуляторных отношений между элементами генома. 

Лиственница сибирская (Larix sibirica Ledeb.) — листопадное хвойное дерево, 

является одним из главных компонентов хвойных лесов, и занимают около 40% 

лесистой территории России [18-19]. Этот вид отличается высокой устойчивостью 

к низким температурам и гниению древесин, а также быстрым ростом, что делает 

его особенно ценным для использования в строительстве. Геном лиственницы 
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сибирской был впервые опубликован в 2019 году [12], а её аннотация получена в 

представленном здесь исследовании [20]. 

Степень разработанности темы 

Благодаря быстро развивающимся технологиям высокопроизводительного 

секвенирования были секвенированы и опубликованы геномы для одиннадцати 

видов хвойных в семействе Pinaceae, включая ель обыкновенную (Picea abies (L.) 

Karst.) [17], ель белую (P. glauca) [16], сосну ладанную (Pinus taeda L.) [13,21,22], 

сосну сахарную (Pinus lambertiana Douglas) [23], псевдотсугу Мензиса 

(Pseudotsuga menziesii (Mirb.) Franco) [14], пихту белую (Abies alba Mill.) [11], 

лиственницу сибирскую (Larix sibirica), лиственницу японскую (Larix kaempferi 

(Lamb.) Carr.) [9], сосну красную китайскую (Pinus tabuliformis Carr.) [10], ель 

Энгельмана (Picea engelmannii Parry ex Engelm.) (NCBI BioProject PRJNA504036) и 

ель ситхинскую (Picea sitchensis (Bong.) Carr.) (NCBI BioProject PRJNA304257). 

Важное экологическое и экономическое значение лиственницы сибирской 

стимулировало изучение ее популяционной структуры [24–26] и разработку 

молекулярно-генетических маркеров [27,28]. Полногеномное секвенирование 

позволило разработать дополнительные высокоинформативные видоспецифичные 

микросателлитные маркеры (т.н. SSR-маркеры от «simple sequence repeats») 

L. sibirica [29,30], которые могут использоваться для различных практических 

целей, включая борьбу с незаконными рубками [31]. Публикация первых ядерного 

[12], хлоропластного [32] и митохондриального [33] геномов лиственницы 

сибирской, а недавно и лиственницы Кемпфера [9] значительно способствовали 

развитию геномного ресурса для рода Larix. 

Цели и задачи исследования 

Основной целью данного исследования было получение аннотации полного 

генома лиственницы сибирской Larix sibirica Ledeb., а также ее улучшение с 

помощью полногеномного предсказания сайтов начала транскрипции.  

Исходя из поставленной цели, были сформулированы следующие задачи: 
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1. проанализировать относительное содержание высокоповторяющихся 

элементов в геномной сборке лиственницы сибирской; 

2. выполнить структурную и функциональную аннотацию генов для 

лиственницы сибирской и сравнить с имеющимися аннотациями для других видов 

семейства Pinaceae; 

3. предсказать de novo сайты начала транскрипции (transcription start sites, TSS) 

для генома лиственницы и других видов хвойных; 

4. разработать видоспецифичные SSR-маркеры для лиственницы сибирской. 

Научная новизна исследования 

Впервые представлена подробная аннотация генов и мобильных элементов 

генома лиственницы сибирской. Данная аннотация является первым публично 

доступным ресурсом для рода Larix. Была получена комплексная видоспецифичная 

библиотека повторов, которая может использоваться для поиска мобильных 

элементов в геномах других голосеменных растений. Были разработаны и 

протестированы полиморфные SSR-маркеры для лиственницы сибирской, 

подходящие также для популяционно-генетических исследований лиственниц 

Гмелина и Каяндера. С помощью компьютерных методов, основанных на 

максимизации ожидания и нейронных сетях, были предсказаны сайты начала 

транскрипции для трех видов семейства Pinaceae. Для проверки точности 

предсказаний был использован метод валидации de novo, основанный на 

распределении длин 5′-нетранслируемой области, профиле распределения 

свободной энергии ДНК дуплексов и позиционном распределении сайтов 

связывания транскрипционных факторов. Эта работа является первым 

полногеномным предсказанием TSS в геномах размером более 10 млрд. п.н. 

Теоретическая и практическая значимость работы 

Теоретическая значимость работы обусловлена тем, что черновые сборки и 

аннотации геномов хвойных являются ценным ресурсом для дальнейших 

генетических и геномных исследований. Существующие аннотации геномов 

хвойных позволяют выявлять различия между голосеменными и 
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покрытосеменными видами на уровне генома, проявляющиеся в различной 

представленности генов в функциональных категориях. 

Разработанные в данной работе полиморфные SSR маркеры позволяют 

оценивать уровень генетического разнообразия и дифференциации популяций 

лиственницы сибирской. Данные маркеры могут успешно применяться для 

изучения так же лиственниц Гмелина и Каяндера. Они разработаны на основе 

длинных три-, тетра- и пентануклеотидных мотивов, и поэтому могут 

анализироваться при помощи простого гель-электрофореза, в том числе в 

лабораториях, где отсутствует техническая возможность проведения капиллярного 

электрофореза. 

Идентификация TSS и соответствующих промоторных областей является 

важным ресурсом для экспериментальной проверки и понимания регуляции генов, 

а также для исследования эволюционных связей между голосеменными и 

покрытосеменными растениями. Эта информация может быть использована в 

генетической селекции и редактировании генома для более точного картирования 

функциональных областей генома и локусов количественных признаков (QTL), 

таких как скорость роста, устойчивость к холоду и засухе, резистентность к 

патогенам и инвазии.  

Все данные, полученные в данной работе, включая файлы аннотации и 

комплексную библиотеку повторов, доступны публично в figshare 

(DOI 10.6084/m9.figshare.19785913) и в репозитории суперкомпьютерного центра 

СФУ. Геномные последовательности, треки с генными моделями, предсказания 

TSS и данные о покрытии РНК-секвенирования доступны в геномном браузере 

Persephone (https://web.persephonesoft.com). 

Положения выносимые на защиту 

1. Получена подробная структурная и функциональная аннотация ядерного, 

митохондриального и хлоропластного геномов для вида Larix sibirica. Размер 

митохондриального генома составил 11,7 млн.п.н., что на текущий момент является 

самым большим митогеномом из известных. 

https://web.persephonesoft.com/
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2. Оценка доли повторов в геноме лиственницы составляет порядка 66%. 

Вероятный период массированного встраивания ретротранспозонов в геном 

лиственницы может быть оценен порядка 4–5 млн лет назад. 

3. 14 полиморфных микросателлитных маркеров, разработанных в данном 

исследовании для лиственницы сибирской, могут так же использоваться для 

популяционно-генетических исследований, Гмелина и Каяндера. 

Апробация результатов исследования 

Данные по теме диссертации докладывались на ежегодных заседаниях 

кафедры геномики и биоинформатики СФУ в 2018–20122 г. Материалы 

диссертации представлены в 6 статьях, включая 5 опубликованных в 

международных рецензируемых изданиях, индексируемых в базах Web of Science 

и Scopus, а также в 14 тезисах международных и всероссийских конференций. 

Доклады по теме диссертации проводились на ежегодных заседаниях кафедры 

геномики и биоинформатики ИФБиБТ СФУ в 2018-2022 г. Промежуточные и 

итоговые результаты работы были представлены на российских и международных 

конференциях: VII Международная научная конференция «Генетика, геномика, 

биоинформатика и биотехнология растений» («PlantGen2023», 10–15 июля 2023 г., 

Казань), III Всероссийская конференция «Высокопроизводительное 

секвенирование в геномике» (19–24 июня 2022 г, Новосибирск), 6-ая 

Международная научная конференция «Plant Genetics, Genomics, Bioinformatics, 

and Biotechnology («PlantGen2021», 14–18 июня 2021 г, Новосибирск), 

Международная конференция американской ассоциации RASA Global (2020, 

online), 12-ая международная конференция «Биоинформатика регуляции и 

структуры генома\системная биология BGRS» (06-10 июля 2020 г, Новосибирск), 

6-я международная конференция-совещание «Сохранение лесных генетических 

ресурсов» (16-20 сентября 2019 г, Щучинск, Казахстан), 11-я международная 

конференция «Биоинформатика регуляции и структуры генома\системная 

биология BGRS» (2018 г, Новосибирск). 
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Vol. 21, Iss. 1. – P. 1-12.  

4. Bondar, E. I. Siberian larch (Larix sibirica Ledeb.) chloroplast genome and 

development of polymorphic chloroplast markers / E. I. Bondar, Y. A. Putintseva, N. 

V. Oreshkova, K. V. Krutovsky // BMC bioinformatics. – 2019. – Vol. 20, Iss. 1. – 

P. 47-52.  

5. Орешкова, Н. В. Разработка ядерных микросателлитных маркеров с длинными 

(трех-, четырех-, пяти- и шестинуклеотидными) мотивами для трех видов 

лиственницы на основе полногеномного de novo секвенирования лиственницы 

сибирской (Larix sibirica Ledeb.) / Н. В. Орешкова, Е. И. Бондар, Ю. А. 

Путинцева, В. В. Шаров, Д. А. Кузьмин, К. В. Крутовский // Генетика. – 2019. – 

Т. 55, № 4. – С. 418-425. 

Личный вклад автора в проведенные исследования 

Автором работы выполнены лично: аннотация хлоропластного генома, 

проверка сборки и анализ повторов в митохондриальном геноме, черновая 

аннотация митохондриального генома, идентификация и анализ повторов в 
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ядерном геноме, оценка эволюционного времени расхождения (дивергенции) или 

вставки дуплицированных длинных концевых повторов-ретротранспозонов (LTR-

RT) внутри вида, функциональная аннотация ядерного генома, сравнительный 

анализ представленности категорий генной онтологии, предсказание сайтов начала 

транскрипции и анализ статистических свойств геномов хвойных, подготовка 

данных к публикации и написание рукописей статей. 

Секвенирование транскриптома лиственницы сибирской проводилось 

сотрудниками лаборатории лесной геномики СФУ в рамках гранта Правительства 

РФ (договор № 14.Y26.31.0004). Сборка транскриптомных данных выполнена 

сотрудником лаборатории лесной геномики СФУ Бирюковым В.В. 

Секвенирование и сборка митохондриального генома лиственницы сибирской 

проводились в рамках гранта РФФИ № 16-04-01400, выделение интактных 

митохондрий и обогащенной митохондриальной ДНК проводилась в СИФИБР СО 

РАН в лаборатории генетической инженерии растений под руководством 

Константинова Ю.М., работы по аннотации митохондриального генома выполнены 

совместно с Путинцевой Ю.А. Идентификация генов с лейцин богатыми повторами 

проводилась Мирошниковой К.А. Организация запуска пайплайна для аннотации 

на 448 ядерном вычислительном кластере СФУ проводилась совместно с 

сотрудниками кафедры высокопроизводительных вычислений СФУ под 

руководством Кузьмина Д.А. и Феранчука И.С. Образцы лиственницы сибирской 

для тестирования микросателлитных локусов предоставлены сотрудниками отдела 

мониторинга состояния лесных генетических ресурсов Центра защиты леса г. 

Красноярска. 

Структура и объём диссертации 

Диссертация состоит из введения, обзора литературы, материалов и методов, 

результатов и их обсуждения, заключения, выводов, списка сокращений и 

условных обозначений; списка литературы (360 источников) и 7 приложений. 

Общий объём составляет 151 страницу, содержит 26 рисунков и 13 таблиц. 
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ГЛАВА 1. ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ 

Аннотирование генома — это процесс идентификации функциональных 

элементов в последовательности ДНК. Аннотация придает смысл геному, указывая 

расположение и функцию генов (кодирующих белок или выполняющих иные 

функции), а также регуляторных элементов и областей, лежащих в основе биологии 

живых организмов. Наличие известного набора функциональных областей генома 

облегчает последующий анализ, такой как поиск дифференциально 

экспрессирующихся генов, определение локусов количественных признаков, поиск 

ассоциации между однонуклеотидными полиморфизмами и изменчивостью 

отдельных признаков [34]. 

1.1 Обзор публично доступных геномов и аннотаций высших растений 

Представители клады высших (эукариотических или зеленых) растений 

(Viridiplantae) являются фундаментальной движущей силой глобальных экосистем, 

внося огромный вклад в сельское хозяйство, медицину и естественные 

экологические процессы [35]. На сегодняшний день численность видов в этой 

группе составляет почти полмиллиона [1,3]. Поскольку проблемы разрушения 

среды обитания, потери видов, изменения климата и резкого изменения 

взаимодействия сообществ стоят как никогда остро, информация о структуре и 

свойствах геномов представителей растительного мира имеет крайне важное 

значение для поиска решений тех фундаментальных проблем, с которыми сегодня 

сталкивается человечество. Несмотря на это, наши текущие знания об организации, 

структуре и функциональных особенностях растительных геномов значительно 

отстают от таковых в области, например, геномики позвоночных, для которых 

сейчас разрабатывается и тестируется основная масса молекулярно-генетических 

протоколов и биоинформатических алгоритмов [1]. 

Геномы многих представителей царства животных обычно относительно 

компактны, но их размеры широко варьируют от 19,6 млн. п.н. у нематоды 

(Pratylenchus coffeae Goodey) до 132,83 млрд. п.н. у двоякодышащей рыбы 
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мраморного протоптера (Protopterus aethiopicus Heckel) [36,37]. Схожим образом, 

для наземных растений размеры генома варьируют от ∼60–64 млн. п.н. для 

некоторых видов рода Genlisea [38] до 148,9 млрд. п.н. у париса японского (Paris 

japonica (Thunb.) D.Don ex G.Don) [39], обладателя самого большого из известных 

эукариотических геномов. За такую изменчивость размера генома у растений чаще 

всего ответственны два механизма: неоднократные эпизоды полногеномной 

дупликации (whole genome duplication — WGD или полиплоидия), 

распространенные у растений, и динамика встраивания-элиминации мобильных 

генетических элементов — транспозонов и ретротранспозонов (Рисунок 1Б). 

Количество белок-кодирующих генов в растительных геномах относительно 

стабильно и по некоторым оценкам составляет около 40 000 [40], однако также 

может варьировать от 27 655 у модельного Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. [41], до 

50 894 у тетраплоидной люцерны (Medicago trunculata Gaertn.) [42], 74 350 у 

тетраплоидного хлопчатника (Gossypium hirsutum L.) [43] и 80 495 у китайской 

красной сосны (P. tabuliformis) [10] (Рисунок 1А). Также для черновых сборок 

нескольких хвойных видов число генов оценено в 94 205 для A. alba [11], 102 915 

для P. glauca [16] и 118 906 для Sequoia sempervirens (D.Don) Endl. [44]. 

Для более чем 70% всех видов растений не было секвенировано ни одного 

участка ДНК, не говоря уже о полном геноме [1]. Из 1310 геномов отдельных видов 

растений, опубликованных в NCBI по состоянию на сентябрь 2023 г., 1256 

относятся к покрытосеменным, 24 — к голосеменным (11 Pinacea, 7 Cupressaceae, 

2 Taxaceae, Cycas, Ginkgo, Gnetum, Welwitschia), 20 — к мхам, 4 — к папоротникам 

и 4 — к плаунам [2]. Таксономическое распределение доступных геномов довольно 

асимметрично и, по понятным причинам, смещено в сторону 

сельскохозяйственных культур. Так, например, самыми хорошо представленными 

семействами являются Poaceae (114 видов), Brassicaceae (105 вид), Fabaceae (87 

вид) и Solanaceae (77 видов). Наличие значимой информации о геноме для 1416 

видов растений — это лишь малая часть из более чем 412 000 существующих видов 

высших (зеленых) растений [3]. Таксономический архив NCBI содержит порядка 

247 376 видов высших (зеленых) растений (по состоянию на сентябрь 2023 г.) [45], 
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что составляет лишь около половины предполагаемого видового разнообразия 

высших растений. Для многих из этих видов было секвенировано лишь 

ограниченное количество генов. Более того, истинная численность видов внутри 

некоторых из этих таксономических групп по большей части остается неизвестной 

[1]. 

 

Рисунок 1. Геномы семенных растений, секвенированных и аннотированных к 2023 году: А — 

отношение размеров генома к общему числу генов; Б — отношение размеров генома к доле 

повторов 

Голосеменные возникли примерно 360 млн. лет назад, когда они составляли 

преобладающую часть наземной растительности на Земле [7,46]. Ныне живущие 

голосеменные растения насчитывают около 1 000 видов [7], причем хвойные 

представляют собой самую разнообразную и многочисленную группу. Являясь 

одними из древнейших семенных растений, они рассматриваются как связующее 

звено между покрытосеменными и папоротниковыми. Благодаря быстро 
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развивающимся высокопроизводительным технологиям были секвенированы 

геномы для 24 видов голосеменных растений, включая 11 видов в семействе 

Pinaceae, 7 видов в семействе Cupressaceae, 2 вида в семействе Taxaceae, а также 

геномы Cycas panzhihuaensis L. Zhou & S. Y. Yang, Gnetum montanum Markgr., 

Welwitschia mirabilis Hook.f. и Ginkgo biloba L. (Таблица 1). 

Таблица 1. Статистика секвенированных геномов голосеменных растений 

Семейство Вид 

Размер 

сборки, 

млрд. п.н. 

Число 

генов 

Повторы, 

% 
Источник 

Welwitschiaceae Welwitschia mirabilis 6,8  26 990 87 Wan et al. (2021) 

Gnetaceae Gnetum montanum 4,1 27 491 86 Wan et al. (2018) 

Cycadaceae Cycas panzhihuaensis 10,5 32 353 76 Liu et al. (2022) 

Ginkgoaceae Ginkgo biloba 10,6 41 840 77 Guan et al. (2016) 

Cupressaceae 

Thuja plicata 9,1 39 659 – DOE-JGI, Project ID: 1191975  

Sequoiadendron 

giganteum 
8,1 41 632 73 Scott et al. (2020) 

Sequoia sempervirens 26,5 118 906 70 Neale et al. (2022) 

Chamaecyparis obtusa 8,5 5 814 – 

Shirasawaa et al. (2023) 
Cryptomeria japonica 9,2 34 468 – 

Cunninghamia 

lanceolata 
11,7 53 750 – 

Cupressus 

sempervirens 
10,0 – – 

NCBI PRJNA833966, WGS 

project JAPHAW01 

Taxaceae 
Taxus chinensis 10,2 42 746 76 Xiong et al. (2021) 

Taxus wallichiana 10,9 44 008 85 Cheng et al. (2021) 

Pinaceae 

Abies alba 18,2 94 205 78 Mosca et al. (2019) 

Larix kaempferi 10,9 45 828 67 Sun et al. (2022) 

Larix sibirica 12,3 39 370 66 Kuzmin et al. (2019) 

Picea abies 12,3 70 968 70 Nystedt et al. (2013) 

Picea glauca 
25,3 102 915 – 

Birol et al. (2013);  

Warren et al. (2015) 

Picea engelmannii 24,9 – – NCBI PRJNA504036 

Picea sitchensis 20,5 – – NCBI PRJNA304257 

Pinus lambertiana 27,6 85 053 79 Gonzalez-Ibeas et al. (2016) 

Pinus tabuliformis 25,4 80 495 69 Niu S. et al. (2022) 

Pinus taeda 
22,1 50 172 82 

Neale et al. (2014);  

Zimin et al. (2017) 

Pseudotsuga menziesii 15,7 54 830 72 Neale et al. (2017) 

Геномы хвойных голосеменных имеют ряд особенностей, отличающих их от 

других растений, самая примечательная из них — огромный размер, не 

являющийся результатом полиплоидизации, по крайней мере, недавней. Он 

варьирует среди секвенированных видов от 4 млрд. п.н. у G. montanum [47] до 31 

млрд. п.н. у сахарной сосны P. lambertiana [15,23], что намного больше, по 
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сравнению с типичными диплоидными покрытосеменными растениями, например, 

135 млн. п.н. у двудольного A. thaliana [48] или 3,1 млрд. п.н. у двудольного 

подсолнечника (Helianthus annuus L.) [49], но сопоставимо с некоторыми 

полиплоидными покрытосеменными, например, 14,5 млрд. п.н. у мягкой пшеницы 

(Triticum aestivum L.) [50] или 150 млрд. п.н. у Париса японского (P. japonica) [39]. 

У секвенированных хвойных также, вероятно, различается и количество генов, так 

как количество предсказанных генных моделей варьирует от 26 990 у W. mirabilis 

[51] и 32 353 у саговника паньчжихуанского (C. panzhihuaensis) [52] до 102 915 у 

ели белой (P. glauca) [16] и 118 906 у секвойи вечнозелёной (S. sempervirens) [44]. 

Было показано, что разница в размере генома хвойных не связана с недавней 

полиплоидизацией или дупликацией всего генома [53], однако число копий генов 

у голосеменных выше, чем у большинства покрытосеменных видов, что может 

быть связано с транспонированной дупликацией («копирование» гена из исходного 

местоположения в новое, «транспонированное») и диспергированной дупликацией 

генов (создание двух копий генов, которые не являются ни соседними, ни 

коллинеарными; происходит по всей видимости случайным образом, механизм их 

появления неясен) [4]. Еще одной характеристикой геномов хвойных является 

большая доля повторяющейся ДНК, составляющая, по разным оценкам, 70–82% от 

размера генома [14,21,54,55]. Предполагается, что именно вставки и экстенсивная 

пролиферация мобильных элементов были в основном ответственны за увеличение 

размеров генома хвойных [5]. 

Многие опубликованные геномы растений, хотя достаточно полные на уровне 

последовательности, имеют очень фрагментарные сборки. Из-за обилия 

псевдогенов, увеличения числа генных семейств и пролиферирующей активности 

мобильных элементов корректная сборка и аннотация многих растительных 

геномов сильно осложнена [6]. Учитывая то, что связь между размером генома 

растения и содержанием мобильных элементов обычно является линейной в 

пределах одного уровня плоидности [56], вариации в динамике процессов 

пролиферации-элиминации мобильных элементов являются самым большим 

источником вариаций размера генома растений, что делает их намного более 
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сложными, чем геномы позвоночных [1]. Стоит отметить, однако, что качество и 

полнота сборок начинают значительно улучшаться в последние годы за счёт 

большего использования длинных прочтений в сочетании с новыми методами 3D 

геномики.  

1.2 Краткая характеристика вида лиственницы сибирской  

Лиственница сибирская была впервые описана как самостоятельный вид в 

1832 г. Карлом Фридрихом Ледебуром (Carl Friedrich von Ledebour) в его «Flora 

altaica» в ходе первой ботанической экспедиции, обследовавшей весь Алтай. До 

этого Петром Палласом она относилась к Pinus larix Pall., т.е. к тому же виду, к 

которому принадлежала лиственница, растущая в Европе. В настоящее время 

большинство исследователей под именем Larix sibirica понимают лиственницу, 

произрастающую в северо-восточной части Европейской России, на Урале, в 

Западной и части Восточной Сибири, на Алтае, в Саянах и Монголии [57]. 

Лиственница сибирская это высокое, до 35–40 м, дерево, с глубоко идущим 

стержневым корнем, что делает ее ветроустойчивой, с хорошо развитыми 

боковыми корнями. Крона у лиственницы сибирской обычно яйцевидно-

конической формы. Кора у взрослых деревьев толстая, глубоко-бороздчатая, 

серовато-бурая, отделяющаяся крупными кусками. Хвоя мягкая, узколинейная, 

ярко-зелёная с сизоватым налётом, одиночная на удлиненных побегах и сидящая 

пучками на укороченных, прямая или слегка серповидно-изогнутая. На 

укороченных побегах располагаются мужские микростробилы и женские шишки. 

Женские шишки 2,5–4 см длиной, яйцевидные, с ложкообразными опушёнными 

семенными чешуями (Рисунок 2). Опыление у L. sibirica начинается одновременно 

с развертыванием листьев в конце апреля и продолжается до середины мая. Семена 

у лиственницы сибирской могут достигать 6 мм в длину, крылатые (крыло 8–17 

мм), с твердой оболочкой, желто-коричневого цвета. В популяциях, 

произрастающих южнее, время рассеивания семян приходится на осень; в 

растущих в средней и северной части ареала — на февраль–март. При высокой 

влажности шишки раскрываются позже, вплоть до лета следующего года. После 
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выпадения семян шишки могут оставаться на дереве до трёх лет. Живет 

лиственница около 300–450 лет, предельный возраст составляет 900 лет [57]. 

 

Рисунок 2. Larix sibirica [58]. 1 — общий вид дерева (осеняя окраска); 2 — ростовой 

побег; 3 — ветвь с макро- и микростробилами; 4 — ветвь с микростробилами; 5 — 

сформировавшаяся шишка; 6 — зрелая шишка; 7 — семя с крылом. 

На протяжении своего обширного ареала лиственница сибирская далеко 

неоднородна, сильно варьирует по целому ряду признаков. Внутри вида нередко 

выделяют по крайней мере несколько географических рас или экотипов. Ареал 

произрастания расположен в западной и восточной частях севера России, а также в 

Сибири. На юге она встречается на территории Урала, Алтая и Саян, а на западе 

граничит с ареалом лиственницы Сукачева [59]. В горных районах высотность мест 

ее произрастания может доходить до 2100–2500 м над уровнем моря [19]. 

Лиственница сибирская является господствующим видом в центральной и юго-
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западной частях Алтая, в его засушливых горных степных и полупустынных 

районах порой является единственной древесной породой [60]. 

Лиственница сибирская имеет специфические генетические механизмы 

адаптации, позволяющие ей выживать в суровых условиях холодного севера, в том 

числе способность сбрасывать хвою в зимний период («листопадность»), что среди 

семейства сосновых Pinaceae характерно только для лиственниц [61]. При 

достаточном освещении ее фотосинтетический аппарат обеспечивает высокую 

интенсивность фотосинтеза и эффективную терморегуляцию за счет энергичной 

транспирации и интенсивного развития поверхностной корневой системы и 

придаточных корней — приспособления к произрастанию на мерзлых почвах в 

условиях короткого периода вегетации [60]. Этот вид является одним из наименее 

требовательных к климатическим условиям. В пределах ареала лиственница 

встречается как на многолетней мерзлоте, так и на болотистой местности. 

Лиственница сибирская может переносить низкие температуры, мириться с 

коротким летним периодом и со значительной сухостью почвы, однако избегает 

бедных песчаных почв, предпочитая известняки и гипсы [19]. 

На долю лиственничных лесов в России приходится наибольшая часть запасов 

древесины. По техническим характеристикам, скорости роста и качеству древесина 

лиственницы превосходит древесину всех произрастающих на территории России 

хвойных видов. Сучковатость лиственницы в два-три раза меньше, чем у других 

хвойных и твердолиственных пород [62]. Лиственничная древесина очень твердая, 

плотная и тяжелая, что создает определенные проблемы при ее обработке. Однако 

благодаря большому количеству смолы она хорошо противостоит гниению и 

отлично сохраняется в воде, ввиду чего используется в судостроении и на 

гидротехнических сооружениях, при изготовлении шпал, столбов, свай, 

водоспусков, а также для отделки. В перерабатывающей промышленности из нее 

получают целлюлозу, этиловый спирт, камедь [57]. 

Определенную ценность представляет кора лиственницы, на которую 

приходится порядка 30% от объема заготовленной древесины. В лиственничной 

коре содержится до 20% целлюлозы, 47% лигнина, около 7% пентозанов [62]. Кора 
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лиственницы содержит до 13% таннидов (производных многоатомных фенолов); 

экстракт коры используется в качестве дубителя и красителя, окрашивающего в 

желтые, розоватые и коричневые тона. Из смолы добывают терпентин (скипидар). 

Хвоя, корни и ветви лиственницы считаются ценным сырьем для выработки 

эфирных масел — в ветвях содержится 0,2–0,32%, а в хвое — 0,40–0,35% эфирных 

масел от веса сухого вещества. 

Промышленные выбросы негативно сказываются на хвое лиственницы, 

однако листопадность делает ее более дымо- и газоустойчивой породой, чем другие 

хвойные — благодаря этому лиственница становится полезной при создании 

лесопарковых ландшафтов для городского озеленения [19]. Кроме этого, 

лиственничные леса применяются в полезащитном лесоразведении [62]. 

К настоящему времени для популяционно-генетических исследований 

лиственницы сибирской разработан набор из 11 высокополиморфных 

видоспецифичных динуклеотидных микросателлитных локусов. [63]. Однако 

применение таких SSR-маркеров требует использования капиллярного 

электрофореза, которым располагают не все генетические лаборатории. На 

обычных гель-электрофорезах крайне трудно работать со столь короткими 

мотивами при различии фрагментов по длине всего на пару нуклеотидов. В то же 

время, многие подразделения, входящие в состав профильных институтов, 

подотчетных Федеральному агентству лесного хозяйства, а также лаборатории 

филиалов Центра защиты леса РФ и лаборатории институтов РАН, 

специализирующиеся на изучении разнообразия лесов, нуждаются в современных 

молекулярно-генетических методиках оценки видового разнообразия и 

мониторинга происхождения древесины. Таким образом, существует объективная 

потребность в разработке генетических микросателлитных маркеров с более 

длинными мотивами, с которыми удобно работать в условиях обычной 

генетической лаборатории, с использованием простого гель-электрофореза. 

Полные геномы для рода лиственницы на сегодняшний день доступны только 

для двух видов, Larix kaempferi и Larix sibirica [9,12,32]. Отсутствие полной 

геномной аннотации, а также разнообразного арсенала геномных данных, 
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становится препятствием для проведения более сложных ассоциативных 

исследований и разработки маркеров для геномной селекции. 

1.3 Общий подход к геномной аннотации 

Аннотирование генома остается трудоемким и ресурсоемким процессом, 

который сочетает в себе многочисленные типы анализа последовательностей и 

эвристического прогнозирования [64]. Учитывая размер и сложность многих 

растительных геномов, первым шагом к полногеномной сборке, как правило, 

является получение данных секвенирования с короткими прочтениями для 

получения черновой сборки и предсказания генных моделей. Фактически для 

получения последовательности генома можно полагаться на NGS секвенирование 

(Next Generation Sequencing, секвенирование следующего поколения), для которого 

разработаны специализированные методы сборки последовательностей. Этот 

подход позволяет получить черновую сборку, достаточную для оценки числа генов 

и содержания повторов, но имеет ограниченную полезность для исследований 

хромосомной организации и структурных перестроек в геноме. Однако, несмотря 

на их недостаточность для оценки структурной организации генома, такие 

черновые сборки способствуют получению первоначальных данных, выявляя 

сложности, возникающие в результате повышенной копийности генных семейств 

или полногеномной дупликации. Кроме того, черновые сборки информативны в 

исследовании эволюции видов — служа источником маркеров для изучения 

филогении, они помогают генерировать гипотезы для дальнейшего исследования 

видов и служат важным первым шагом к более цельной последовательности 

генома. 

Одним из ключевых этапов в предсказании генных моделей является не только 

наличие готовой геномной сборки, но и получение данных РНК-секвенирования из 

разнообразного набора тканей. Эти данные используются в качестве 

поддерживающего «доказательства» при комбинировании результатов ab initio 

(или de novo) предсказания генов и, как правило, должны быть получены от того 

же самого вида. Предсказание генов ab initio представляет собой идентификацию 
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генов на основе базовых характеристик последовательности, которые определяют 

их как генные структуры.  

Также немаловажным шагом является идентификация мобильных элементов 

в геноме. Активные транспозоны и ретротранспозоны в своей структуре содержат 

открытые рамки считывания и участки, кодирующие ферменты, опосредующие их 

размножение и встраивание в другие места генома, например, гены капсида, 

интегразы, обратной транскриптазы и рибонуклеазы у ретротранспозонов класса I 

с длинными концевыми повторами. В неактивных мобильных элементах такие 

гены накапливают замены, вставки и делеции. Тем не менее в процессе 

предсказания генных моделей эти структуры могут быть ошибочно приняты за 

реальные белок-кодирующие гены хозяина. Поэтому важно выполнять 

предварительный поиск повторов и их маскировку в геноме. На практике 

маскировка повторов заключается в записи нуклеотидов в соответствующих 

участков генома в нижнем регистре (так называемая «мягкая» маскировка) или 

замене их на символы «N» («жесткая» маскировка). 

Весь процесс аннотации состоит, как правило, из следующих этапов: 

1) маскирование высокоповторяющихся элементов в геномной 

последовательности для облегчения аннотации; 

2) использование транскриптов и белков одного и того же или родственного 

вида для верификации ab initio предсказаний генных структур; 

3) использование алгоритмов поиска генов ab initio для идентификации 

возможных генных структур; 

4) комбинирование этих данных для создания первичного набора генных 

моделей; 

5) фильтрация результатов по качеству, для определения наиболее вероятных 

генных моделей, которые представляют полноразмерные или почти 

полноразмерные белок-кодирующие участки [34]. 

К наиболее общим ошибкам относится ложная классификация локусов как 

ретроэлеменов или псевдогенов, появление пересекающихся координат генных 

моделей, наличие генов, фрагментированных между несколькими скаффолдами, 
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пропущенные генные модели и ошибки в определении интрон-экзонной структуры 

[34]. Длинные интроны (>100 т.п.н.), нередко встречающиеся у видов c большим 

геномом, могут представлять проблему при конструировании генных моделей, так 

как не все генные предикторы учитывают возможность наличия таких больших 

интронов; кроме того, длинные интроны в сочетании с фрагментированной 

сборкой повышают вероятность «разрыва» генной модели между скаффолдами. 

Определение точной интрон-экзонной структуры представляет проблему не только 

для больших и сложных геномов растений. По результатам сравнения всех белок-

кодирующих транскриптов и транскриптов длинной некодирующей РНК (lncRNA) 

в базах RefSeq и Gencode только 27,5% транскриптов Gencode имели точно такие 

же интроны, как и соответствующие им гены RefSeq [64,65]. Таким образом, даже 

после 20 лет усилий точная интрон-экзонная структура многих белок-кодирующих 

генов человека не установлена. Аннотации же большинства других эукариот, за 

исключением возможно небольших, широко изучаемых модельных организмов, 

таких как дрожжи или арабидопсис, находятся в еще более незавершенном 

состоянии [64]. 

1.3.1 Поиск и маскировка высокоповторяющихся элементов генома 

В течение миллиардов лет мобильные элементы встраивались в геномы 

эукариот, оставляя в них свои копий. Эти копии, как правило, вредны или 

бесполезны для своих хозяев, следовательно имеют тенденцию эпигенетически 

подавляться (например, через метилирование) и со временем удаляться из генома. 

В зависимости от относительной скорости встраивания и удаления мобильных 

элементов из генома посредством случайных делеций, часть генома, состоящая из 

встроившихся в разное время повторов, может варьфировать у разных видов, 

занимая до 84% у некоторых злаков и до 81% у сосны ладанной P. taeda [13,55]. 

Доля повторов растет линейно для геномов размером до 10 млрд. п.н., а затем 

выходит на плато [66] (Рисунок 1Б). 

На первый взгляд, идентификация повторов и последующее построение 

консенсусной последовательности, представляющей исходный мобильный 

элемент, кажутся достаточно тривиальной задачей. Если большинство копий 
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повтора деградируют естественным образом, накопление замен и вставок должно 

быть случайным, и, при наличии некоторых представлений о паттернах накопления 

нейтральных мутаций и достаточном количестве копий, поиск исходного 

мобильного элемента должен сводиться к реконструкции филогенетических 

отношений между мутирующими копиями одной последовательности. Однако 

здесь существует много сложностей. 

Если копии мобильного элемента накопили 20% замен с момента своей 

вставки в геном хозяина, расстояние между любыми двумя копиями составляет в 

среднем 40%. Обнаружение схожих последовательностей с таким низким уровнем 

сходства требует очень чувствительного выравнивания при сравнении 

последовательностей друг против друга (self-comparison), что делает процесс 

непрактично медленным. Чтобы обеспечить более точное выравнивание, 

программы могут работать с меньшим объемом данных, беря на вход лишь  порцию 

генома, но в таком случае повторы с меньшей копийностью могут остаться 

незамеченными [67]. 

Одной из серьезных проблем при нахождении концевых участков повтора 

является обширная фрагментация. Элементы, встроившиеся относительно давно, 

как правило, сильно фрагментированы либо из-за частичного удаления фрагментов 

генома, либо из-за вставок других повторов. У многих видов копии мобильных 

элементов в основном накапливаются в определенных гетерохроматиновых, 

бедных генами или межгенных областях генома, отчасти из-за того, что в этих 

областях их влияние на геном хозяина, скорее всего, является нейтральным. В 

таких участках общая плотность повторов может приближаться к 100%, из-за 

вложенных друг в друга вставок повторов [68,69]. Соотношение коротких 

одиночных элементов и полных копий может быть очень высоким, что затрудняет 

реконструкцию длинного повтора. Часто об активности ДНК-транспозона 

свидетельствует только наличие небольших элементов с концевыми 

инвертированными повторами (TIR) [67]. Рекомбинация между активными 

мобильными элементами также является обычным явлением. Это особенно верно 

для длинных концевых ретротранспозонов (LTR), которые пролиферируют через 
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РНК-интермедиаты. Благодаря этому механизму возникают как химерные LTR, так 

и идентичные LTR, фланкирующие совершенно разные внутренние 

последовательности [70]. 

До недавнего времени считалось, что известные эукариотические мобильные 

элементы имеют размер от 80 п.н. до 15 тыс. п.н. На сегодняшний день в 

немодельных организмах обнаружены повторы громадных размеров, чаще всего 

это LTR-элементы размером до 30 тыс. п.н. у растений [21,55], а также новые 

повторы размером до 180 тыс. п.н. у рыб [71]. Экстремально длинные повторы 

представляют проблему для программ, специфичных к идентификации 

определенных классов повторов, которые чаще всего содержат ограничения на 

размеры при поиске повторов de novo [67]. 

Классические методы обнаружения повторов разделяются на три группы: 

1) методы de novo/ab initio, обнаруживающие семейства повторов на основе 

общего принципа повторяемости подпоследовательности; 

2) методы на основе сигнатур, использующие предварительно известные 

характеристики классов повторов для их обнаружения; 

3) методы на основе готовых библиотек, полностью зависящие от 

предварительно подготовленного набора, содержащего консенсусные 

последовательности семейств повторов. 

Методы de novo и основанные на сигнатурах, обычно используются в качестве 

входных данных для библиотечных методов [67]. Методы de novo имеют 

преимущество перед методами, основанными на сигнатурах, так как могут 

идентифицировать семейства, не принадлежащие к известным классам повторов 

или не имеющие одной или нескольких общих известных характеристик, 

используемых методами на основе сигнатур. Они работают, обнаруживая точные 

или близко совпадающие повторения последовательности, расширяя эти 

совпадения и в некоторых случаях группируя их в семейства связанных 

последовательностей. На анализ всего генома, как правило, способны методы, 

использующие сравнение последовательностей против самих себя, за которым 

следует кластеризация для разрешения семейств повторов из данных попарного 
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выравнивания. Такие подходы требуют значительного времени и вычислительных 

ресурсов. Точная кластеризация выравниваний при этом бывает затруднена из-за 

высокой фрагментации и мозаичности, присутствующих в семействах повторов. К 

программам, работающим на основе выравнивания последовательности самой на 

себя, относят RECON [72], RepeatFInder [73], RepeatScout [74] и TE_finder [75]. 

Методы, основанные на сигнатурах, определяют повторы распознавая 

особенности конкретных классов повторов (концевые инвертированные повторы, 

прямые повторы, белковые мотивы и т. д.), а также отличительные признаки 

вставок мобильный элементов, например, наличие дупликации целевого сайта 

(target site duplication, TSD — короткие геномные последовательности, 

дуплицированные во время вставки) [67]. Часто необходимо использовать 

несколько характеристик совместно, чтобы компенсировать низкую 

специфичность каждой из них. Однако, несмотря на это, методы на основе сигнатур 

обычно страдают от высокого уровня ложноположительных результатов. LTR-

элементы и неавтономные ДНК-транспозоны являются особенно подходящей 

целью для этой группы методов из-за наличия длинных прямых и инвертированных 

повторов, фланкирующих интактные копии. Алгоритмы поиска LTR и MITE 

элементов используют подход на основе сигнатур для идентификации 

потенциальных совпадений-кандидатов, которые затем дополнительно 

оцениваются на наличие дупликаций целевого сайта TSD, неповторяющихся 

фланкирующих последовательностей и мотивов специфичных белковых доменов. 

К программам, работающим на основе такого подхода, можно отнести LTR_Finder 

[76], LTRdigest [77], LTRharvest [78], MITE-Hunter [79]. 

1.3.2 Ab initio предсказание генов 

Классическая структура прокариотических и эукариотических генов включает 

стартовые (AUG) и стоп-кодоны (UAA/UAG/UGA), которые сигнализируют об 

этапах инициации и терминации трансляции белка. Эти кодоны вместе с 

некоторым нуклеотидным контекстом вокруг них определяют кодирующую 

последовательность (CDS) экзона или экзонов в гене. В геномах эукариот 

кодирующая часть гена не обязательно является непрерывной, но напротив, часто 
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прерывается интронами длиной в несколько сотен или тысяч нуклеотидов [80], 

которые затем вырезаются в ходе сплайсинга при процессинге мРНК. 

Границы интронов в большинстве случаев определяются каноническими (GT-

AG, GT на 5'-конце и AG на 3'-конце интрона) и неканоническими (GC-AG и AT-

AC) сайтами сплайсинга. Было показано, что в геномах растений частота 

встречаемости канонического сайта сплайсинга GT-AG составляет 98,7%; доля 

неканонических 1,2% для GC-AG, 0,06% для AT-AC и 0,09% для других 

комбинаций нуклеотидов [81,82]. Вырожденность генетического кода приводит к 

тому, что одной аминокислоте может соответствовать несколько синонимичных 

кодонов. В кодирующих участках частота встречаемости таких синонимичных 

кодонов определяет предпочтение кодонов (codon usage bias). Предпочтение 

кодонов варьирует между видами из-за разницы в силе отбора и скорости 

накопления мутаций [83], позволяя идентифицировать кодирующие части ДНК в 

геноме конкретного вида. Эти сигналы — наличие старт- и стоп-кодонов, 

нуклеотидный контекст, предпочтение кодонов, наличие сайтов сплайсинга — 

позволяют разрабатывать методы in silico предсказания местонахождения и 

определения интрон-экзонной структуры генов [34]. 

Так, например первые алгоритмы для ab initio предсказания генов, такие как 

GeneMark [84] и GLIMMER [85] использовали скрытые марковские цепи — 

стохастическую модель, описывающую последовательность состояний, в которой 

вероятность следующего состояния зависит только от предыдущего — для 

фиксации зависимостей между последовательными нуклеотидами и позициями 

кодонов, определяя таким образом начало и конец гена в нуклеотидном контексте 

[34]. Для предсказания генов лучше всего подходят марковские цепи пятого 

порядка, в которых вероятность следующего нуклеотида зависит от пяти 

предыдущих, так как они фиксируют зависимости между последовательными 

аминокислотами в белках [34]. После первичной оценки предположительных 

генных моделей используются алгоритмы, определяющие оптимальную структуру 

гена. 
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Идентификация эукариотических генов по сравнению с их 

прокариотическими аналогами требует больше усилий из-за их длины и 

прерывистой, интрон-экзонной структуры. Точность же таких предсказаний ниже, 

чем в прокариотических геномах [34]. При предсказании генов необходимо 

соблюдать компромисс между чувствительностью (доля нуклеотидов, 

определенных как кодирующие, среди всех кодирующих), и специфичностью (доля 

действительно кодирующих нуклеотидов, среди всех предсказанных). Поскольку 

эти два показателя взаимосвязаны, увеличение одного часто уменьшает другое. 

Отсутствие правильного начала и конца экзона снижает чувствительность и 

специфичность предсказания гена на уровне экзона. Точность же для всего гена 

зачастую бывает еще ниже из-за сложности определения правильной комбинации 

экзонов в геноме. При этом моноэкзонные и короткие гены, кодирующие малые 

белки [86], часто выбрасываются из конечной аннотации, поскольку в большинстве 

алгоритмов применяется порог минимальной длины для уменьшения доли 

ложноположительных предсказаний. Обычные методы предсказания белок-

кодирующих генов испытывают сложности с предсказанием и верификацией генов 

малых белков, и мало эффективных алгоритмов было разработано для их 

идентификации [86]. Однако, несмотря на известные проблемы с точностью, ab 

initio методы предсказания генов позволяют получить первичный полногеномный 

набор генных моделей, которые впоследствии можно уточнить и верифицировать 

с помощью сравнительных и экспериментальных методов. 

1.3.3 Использование данных РНК-секвенирования и белковых баз 

данных для повышения точности предсказания генов 

Секвенирование полноразмерных мРНК или их фрагментов, представляющих 

экспрессирующиеся участки гена (expressed sequence tags, ESTs), а также наличие 

базы известных белков вида, чей геном аннотируется, являются основным 

подходом к повышению точности ab initio аннотации генов. Вместо того, чтобы 

полагаться на статистические свойства кодирующих последовательностей и 

сигналы, которые их определяют, прямое выравнивание транскрибируемых или 

транслируемых из генома последовательностей дает возможность опираться на 
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экспериментальные доказательства структуры гена. Проблема выравнивания таких 

доказательств на «голый» геном была решена с помощью алгоритмов 

динамического программирования, которые учитывают сайты сплайсинга и экзон-

интронную структуру эукариотических генов [34]. К классическим инструментам 

для выравнивания транскриптов на геномную последовательность относят TopHat 

[87], STAR [88] и Hisat2 [89]. Процесс выравнивания аминокислотных 

последовательностей на геном требует трансляции геномной последовательности в 

несколько вариантов с разной рамкой считывания и стрэнда ДНК, и нахождения 

оптимального выравнивания мультиэкзонной структуры с родственным белком. 

Выравнивание аминокислотных последовательностей для предсказания генов в 

больших геномах может быть чрезвычайно время- и ресурсоемким 

вычислительным процессом. Однако использование РНК и белковых данных 

способны существенно повысить точность предсказания. 

В основе сборки всегда лежат риды, сгенерированные в процессе 

секвенирования, и, хотя современные секвенаторы имеют относительно низкий 

уровень ошибок, данные, которые они производят, не свободны от ошибок [90]. 

Такие свойства последовательности как относительное содержание гуаниновых и 

цитозиновых нуклеотидов, длина, состав k-меров напрямую влияют на качество 

сборки. Первым шагом в de novo сборке транскриптома является контроль 

качества, включающий в себя фильтрацию и обрезку прочтений по уровню 

качества и удаление адаптеров. Данные секвенирования часто содержат 

неопределенные нуклеотиды (обозначаемые символом N в последовательности). 

Участки, содержащие большое количество таких неопределенных нуклеотидов, 

рекомендуется удалять, так как их наличие мешает корректной сборке и 

последующему анализу. Точно так же данные могут быть отфильтрованы, чтобы 

сохранить только те прочтения или их части, которые содержат основания с 

наилучшим показателем качества (Q). Этот показатель [91] отражает вероятность 

того, что конкретный нуклеотид был определен верно. Прочтения, содержащие 

некоторое предельное количество нуклеотидов с низким показателем качества, 

могут либо полностью исключаться, либо обрезаться, если падение качества 
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наблюдается на концах прочтений, что часто происходит при секвенировании, 

например, Illumina. Так же зачастую исключаются очень короткие прочтения (<30 

п.н.) [92]. 

Современные эксперименты по РНК-секвенированию генерируют сотни 

миллионов прочтений с целью реконструкции всех экспрессирующихся 

транскриптов для получения референсных транскриптомов. Хотя это повышает 

вероятность обнаружения транскриптов с низкой экспрессией, такой подход также 

производит слишком много прочтений уже достаточно хорошо представленных 

транскриптов, создавая переизбыток прочтений для определенных генов, что ведет 

к увеличению времени обработки и ресурсоемкости при ассемблировании. Чтобы 

избежать этого, применяется нормализация, при которой прочтения количественно 

оцениваются на основе содержания в них k-меров и либо сохраняются, либо 

удаляются в соответствии с определенными пользователем пороговыми 

значениями. Результатом является существенное сокращение объема прочтений 

таким образом, что может быть достигнута полная реконструкция подавляющего 

большинства транскриптов, вместе с уменьшением количества прочтений, 

поступающих в ассемблер [92]. 

Для de novo сборки транскриптомов доступно большое количество 

ассемблеров, наиболее популярные из которых — это Trinity [93], SOAPdenovo-

Trans [94], и rnaSPAdes [95]. Trinity и rnaSPAdes применяют стратегию 

множественных k-меров, стремясь использовать преимущества малых и больших 

длин k-меров для максимального восстановления транскриптов [92]. 

Немаловажным этапом является проверка качества и полноты полученной 

сборки. В идеальном случае транскриптомная сборка должна восстановить 

большую часть секвенированных транскриптов. Одним из общепринятых методов 

для оценки полноты сборки является проверка на наличие в ней ортологов 

универсальных, постоянно экспрессирующихся генов, которые встречаются в 

геномах всех представителей определённой группы (позвоночные, членистоногие, 

высшие растения и т.д.). Такой анализ может быть выполнен с использованием 

программы BUSCO (Benchmarking Universal Single-Copy Orthologs) [96], которая 
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использует обновляемые курируемые наборы универсальных однокопийных генов 

из базы данных ортологов OrthoDB [97]. Полнота сборки в данном случае 

оценивается из того, сколько универсальных генов имеют совпадения во 

проверяемом транскриптоме и являются ли эти совпадения дублированными, 

фрагментированными или полноразмерными [92]. 

Использование РНК-данных имеет несколько важных оговорок. РНК-

секвенирование не охватывает все гены в геноме, некоторые гены экспрессируются 

на низком уровне или только в нескольких тканях, на некоторых стадиях 

онтогенеза или в определённых условиях, и они могут быть полностью упущены. 

Кроме того, многие из экспрессируемых транскриптов представляют собой не 

полностью сплайсированные транскрипты или могут быть просто артефактом. 

Следовательно, необходима независимая проверка, прежде чем присвоить любой 

экспрессируемой области статус функционального гена. Даже для генов, которые 

показывают неоднократную высокую экспрессию, определение того, кодируют ли 

они белки или представляют собой некодирующие РНК, остается часто трудно 

решаемой проблемой [64]. 

1.3.4 Функциональная аннотация на основе гомологии 

После нахождения генов и определения их структуры, следующим 

необходимым шагом является присвоение генам биологической функции. 

Выполнение этого этапа все еще остается сложной задачей, несмотря на 

накопление обширных знаний о функции генов в модельных и культивируемых 

видах. До сих пор существует большой процент обнаруженных у разных видов 

генов, функция которых не установлена [98]. Среди всех растений A. thaliana по 

сей день остается эталонным, модельным видом с наиболее изученным геномом и 

тщательно проаннотированными генами — во многом благодаря огромным 

усилиям ресурсов The Arabidopsis Information Resource (TAIR) [48] и AraPort 

[41,99], которые объединяют аннотации, курируемые сообществом с информацией, 

доступной из литературных данных. Тем не менее, несмотря на такой обширный 

ресурс и более чем двадцать лет, прошедших после публикации первой 

последовательности генома арабидопсиса в 2000 году [100], текущее состояние 
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сборки арабидопсиса все еще «почти полное», так как в геноме все еще остаются 

неразрешенные пробелы, предположительно состоящие из повторяющихся 

последовательностей — теломерных и центромерных участков, кластеров 5S рДНК 

и областей ядрышковых организаторов, содержащих 45S рДНК [98,101]. 

Учитывая текущий уровень аннотирования растительных геномов, 

неудивительно, что часто единственным практичным методом аннотирования 

становится поиск сходства последовательностей с модельным A. thaliana. На 

практике, часто выполняется простой поиск BLAST с использованием 

генома/транскриптома в качестве входных данных и протеома A. thaliana в 

качестве референсной базы. Другой подход заключаются в том, чтобы 

использовать поиск открытых рамок считывания, кодирующих функциональные 

домены, с помощью TransDecoder (https://github.com/TransDecoder). Инструменты, 

которые специализируются на идентификации доменов в последовательности, 

имеют преимущества перед простым поиском по сходству, поскольку 

последовательности доменов обычно высоко консервативны между генами. 

Домены часто представлены в виде профилей скрытых марковских моделей 

(HMM), полученных из множественных выравниваний последовательностей, 

происходящих от нескольких видов — таким образом фиксируется типичное 

разнообразие последовательностей в отдельных сайтах. Это обеспечивает более 

чувствительный подход к проблеме аннотации последовательности [98]. 

Функциональная аннотация обычно подразумевает перенос информации о 

функции от одного гена к другому, при этом предполагается, что первоначальная 

функциональная аннотация верна. Однако, даже в тех случаях, когда перенос 

аннотации был успешен, необходимо решать вопрос о ее качестве. Учитывая, что 

белки обычно состоят из одного или нескольких отдельных консервативных 

доменов, встроенных в более общие кодирующие участки, методы, учитывающие 

только сходство последовательностей, но не учитывающие, что для выполнения 

функции необходимы определенные домены, могут привести к неправильной 

аннотации. Следует иметь в виду, что к функциональным аннотациям следует 

https://github.com/TransDecoder
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относиться с осторожностью и рассматривать их скорее как рабочие гипотезы, 

которые могут нуждаться в экспериментальной проверке [98]. 

Наиболее широко используемой базой для функциональной аннотации 

является «Gene Ontology» (GO) — онтология, которая классифицирует генные 

продукты тремя отдельными категориями («терминами»): «биологический 

процесс», «клеточный компонент» и «молекулярная функция». Онтология GO 

структурирована как ориентированный ациклический граф, позволяющий вывести 

более общие термины из конкретного, что позволяет дополнительно группировать 

данные [102,103]. Существует ряд программных решений, выполняющих 

присвоение функций на основе популярных онтологий, такие как KEGG Automatic 

Annotation Server (KAAS) [104], Mercator [105], AHRD 

(https://github.com/groupschoof/AHRD) или Blast2GO [106,107]. Показано, что 

последний дает самую высокую точность аннотирования, но имеет самое больше 

время работы [98]. 

1.4 Структура промоторной области и типичные регуляторные мотивы в 

геноме растений 

Транскрипция — это процесс передачи информации от гена к матричной РНК, 

который осуществляется РНК-полимеразой II. Регуляция этого процесса 

достигается благодаря связыванию факторов транскрипции (ТФ) с геномными 

сайтами, содержащими регуляторные нуклеотидные мотивы, которые находятся в 

пределах промоторной области, 1000 п.н. выше (левее) от сайтов начала 

транскрипции (transcription start site, TSS). Положение TSS соответствует первому 

нуклеотиду, транскрибируемому РНК-полимеразой II. Эукариотические гены 

могут иметь несколько альтернативных TSS [108,109]. 

Базовый промотор представляет собой участок ДНК длиной до 250 п.н., 

расположенный непосредственно перед TSS и необходимый для инициации 

транскрипции. Существует два типа инициации транскрипции: сфокусированная, 

обычно связанная с регуляцией тканеспецифичных генов и генов ответа на стресс, 

и диспергированная, обычно встречающаяся в генах домашнего хозяйства при 

https://github.com/groupschoof/AHRD
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конститутивном паттерне экспрессии [110]. Если область инициации транскрипции 

широкая, то соответствующий диспергированной транскрипции участок 

называется областью начала транскрипции (transcription start region, TSR). В 

ключевых областях промотора наиболее известным регуляторным мотивом 

является ТАТА-бокс (консенсус ТАТА(А/Т)А(А/Т)), который распознается TATA-

связывающим белком и встречается в до 60% всех промоторов [109,111–115]. Еще 

одним распространенным мотивом является Inr с консенсусной 

последовательностью YYA+1NT/AYY, который обнаруживается в месте начала 

транскрипции. Inr мотив более широко распространен, чем любой другой мотив 

экспрессии [110], и обычно встречается в генах домашнего хозяйства, 

транскрипция которых инициируется сверхдиспергированными промоторными 

областями [116], в то время как промоторы, содержащие мотив ТАТА, обычно 

более узкие и связаны с экспрессией генов, зависящей от типа ткани или контекста 

[117].  

Поиск промоторов является важным этапом аннотации генома, так как они 

играют ключевую роль в регуляции транскрипции генов [114]. В настоящее время 

существуют высокопроизводительные методы идентификации сайтов начала 

транскрипции и связывания транскрипционных факторов, которые позволяют 

получать значительное количество данных о регуляторных элементах растений. 

Такие методы, как иммунопреципитация хроматина в сочетании с анализом на 

микрочипах или секвенированием (ChIP-chip и ChIP-seq), определение 

гиперчувствительности к ДНКазе I (DNase I-hypersensitive sites, DHS) и кэп-анализ 

экспрессии генов (cap analysis of gene expression, CAGE) позволили накопить 

значительный объем данных о регуляторных элементах растений [118,119]. 

Однако, эти методы являются трудоемкими и затратными. Поэтому были 

разработаны вычислительные подходы, которые позволяют быстро и точно 

прогнозировать местоположение TSS и регуляторных мотивов в масштабе всего 

генома. Подходы полногеномного обнаружения новых цис-регуляторных мотивов 

с использованием позиционно-весовых матриц (PWM) и данных экспрессии были 

успешно реализованы для риса и арабидопсиса [115,120], хмеля [121] и 
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виноградной лозы [122]. Полногеномный анализ основных промоторных 

элементов с использованием PWM и прогнозирования на основе ортологов был 

выполнен для нескольких видов однодольных и двудольных растений [123]. 

Форма молекулы ДНК определяется «кривизной» («искривленностью») и 

«изгибаемостью» (гибкостью или «мягкостью»), которые обусловлены внутренней 

энергией системы или воздействием внешней силы. Набор форм, которые ДНК 

принимает без воздействия внешних сил называется «кривизной» ДНК, тогда как 

способность ДНК деформироваться под действием внешней силы, называется 

«изгибаемостью» [124]. Оба эти параметра зависят от состава последовательности 

ДНК. Промоторы отличаются от других участков генома своей низкой 

стабильностью ДНК, высокой изгибаемостью и кривизной [113,125–127]. Для 

определения положения TSS используется метод изменения стандартной 

свободной энергии ДНК дуплекса, который успешно применяется для 

идентификации промоторов у разных видов эукариот [128]. Изгибаемость ДНК в 

области перед TSS также является важной особенностью, поскольку она 

взаимодействует с ДНК-связывающими белками [126,129–131]. Кроме этого, 

промоторы также обладают GC-асимметрией и отличаются пониженной 

генетической изменчивостью. [113,127,132]. Для нескольких видов растений и 

животных был отмечен избыток цитозиновых нуклеотидов над гуаниновыми (GC-

skew) в смысловом стрэнде ДНК вокруг TSS [133–135]. Было высказано 

предположение, что GC-skew вокруг TSS может быть связан с более высокой 

вероятностью дезаминирования цитозина во время транскрипции из-за 

предпочтительной защиты РНК-полимеразой нуклеотидов на нетранскрибируемой 

цепи [135]. 

Исследования показали, что свойства кодирующей и промоторной областей 

имеют взаимосвязь. Важным свойством кодирующих областей является частота 

встречаемости гуаниновых и цитозиновых нуклеотидов в третьем положении 

(GC3). Это связано с тем, что нуклеотиды в третьем положении менее подвержены 

отбору, чем первые два, из-за вырожденности генетического кода. Было замечено, 

что на основе GC3-состава геномы можно разделить на две группы, с 
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унимодальным и бимодальным распределением GC3. Так, большинство 

секвенированных в настоящее время геномов трав имеют бимодальное 

распределение GC3, в то время как кодирующие последовательности двудольных 

растений показывают унимодальное распределение [136,137]. Ранее считалось, что 

бимодальность GC3 является специфической особенностью геномов трав. Позже 

было показано, что GC3-состав у других видов однодольных, таких как куркума 

длинная (Curcuma longa L.), имбирь лекарственный (Zingiber officinale Roscoe), 

масличная пальма (Elaeis guineensis Jacq.) и зантедеския (Zantedeschia aethiopica 

(L.) Spreng.), также демонстрирует бимодальное распределение GC3 [138–140]. 

Было показано, что гены с более высоким содержанием GC3 также имеют более 

высокую частоту встречаемости ТАТА-бокса и с большей вероятностью связаны 

со стрессом [137]. 

1.5 Применение микросателлитных маркеров для изучения генетического 

разнообразия растений 

Высокоповторяющиеся последовательности низкой сложности занимают 

большую долю в геномах растений. Одним из наиболее частых классов таких 

последовательностей являются микросателлитные повторы (simple sequence 

repeats, SSRs), определяемые как многократное повторение нуклеотидного мотива 

размером 1–9 п.н. Большинство микросателлитных повторов находятся в 

некодирующих участках генома [141] и обладают высокой скоростью 

мутирования, в основном за счет потери или добавления «мономеров», вызванных 

проскальзыванием или сбоем работы ДНК-полимеразы во время репликации [142]. 

Микросателлитные локусы наследуются кодоминантно и имеют равномерное 

распределение по хромосомам. Все это позволяет использовать их для оценки 

внутри- и межпопуляционного полиморфизма с высокой точностью [143]. Еще 

одно преимущество микросателлитного анализа заключается в его относительной 

простоте и экономической выгоде. SSR маркеры требуют лишь проведения ПЦР 

реакции с известными праймерами; визуализацию продуктов реакции и 

генотипирование можно осуществить с помощью гель-электрофореза, обычно в 
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полиакриламидном геле. Это позволяет применять микросателлитный анализ для 

маркерной селекции и анализа генетического разнообразия практически в любых 

лабораториях, с минимальным оснащением. Было показано успешное применение 

микросателлитных маркеров для индивидуального и популяционно-генетического 

анализа, филогенетического анализа близкородственных видов внутри рода, а 

также для определения происхождения деревьев [144,145]. 

Одним из недостатков микросателлитных маркеров до недавнего времени 

считались трудоёмкость и дороговизна в их разработке, требовавшей получения 

геномных библиотек, обогащенных микросателлитными локусами с последующим 

их клонированием и секвенированием, что осложняло их использование для 

исследования новых видов. Польза SSR, как генетических маркеров для древесных 

видов также была ограниченна тем, что разработанные праймеры часто не могли 

амплифицировать тот же самый локус у родственных таксонов, если данный 

повтор не фланкирован высоко-консервативными последовательностями. Еще 

одна проблема, связанная с SSR-маркерами это присутствие «нуль» аллелей — 

отсутствие амплификации ввиду неполной комплементарности праймеров из-за 

наличия мутаций в данном регионе. Такое чаще происходит при использовании 

праймеров, изначально разработанных для другого родственного вида. Наличие 

нуль-аллелей ведет к сложностям в оценке частот аллелей и недооценке уровня 

гетерозиготности [146]. Отчасти это может компенсироваться выявлением и 

анализом нуль-аллелей с помощью специализированных программ, таких как 

Micro-Checker [147]. 

Для изучения популяций применяют не только ядерные микросателлитные 

маркеры, но и цитоплазматические: митохондриальные [141] и хлоропластные 

[148,149]. Несмотря на то, что средний уровень их изменчивости ниже, чем у 

ядерных, цитоплазматические маркеры представляют особый интерес ввиду 

специфического характера наследования у разных групп растений. У большинства 

видов передача как хлоропластного, так и митохондриального геномов 

осуществляется по материнской линии. Однако, например, у хвойных геном 

пластид передается потомству с пыльцой, а геном митохондрий — с семенами 
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[150,151], что позволяет изучать наследование по разным линиям — материнской 

и отцовской, соответственно. 

Для представителей рода Larix за последнее время были опубликованы данные 

по разработке микросателлитных маркеров для лиственниц японской [152], 

европейской [153], Гмелина [152], Лайэля и западной [154,155]. В. Л. Семериков 

вместе с коллегами изучали генетическое разнообразие лиственницы сибирской на 

Урале, используя полиморфизм цитоплазматических маркеров и частично ядерных 

генов [25,156,157]. Н.В. Орешкова с соавторами в 2013 году впервые применили 

для оценки генетического разнообразия популяций лиственницы сибирской набор 

из семи микросателлитных маркеров, разработанных изначально для других видов 

лиственницы [28]. Авторы уточняют, что полученные высокие значения 

наблюдаемой гомозиготности, по сравнению с ожидаемой, связаны не только с 

инбридингом в анализируемых популяциях, но скорее с присутствием скрытых 

нуль-аллелей, которые могут возникать из-за недостаточной комплиментарности 

используемых праймеров, предназначенных для работы с другими видами Larix. 

Это приводит к недоамплификации аллелей, по которым праймер не полностью 

совпадает с сайтом отжига, и как результат к неправильному генотипированию 

гетерозигот как гомозигот и искусственному завышению их частоты, создавая при 

этом ложную видимость инбридинга. В другом исследовании для оценки 

генетического полиморфизма и индивидуальной гетерозиготности лиственницы 

сибирской использовались восемь полиморфных ядерных микросателлитных 

локусов, также разработанных для других видов лиственницы [27]. Аналогичным 

образом авторы отмечают, что малое количество полиморфных маркеров 

потенциально способно привести к уменьшению информативности, и, как 

следствие, к искаженной оценке генетического разнообразия. 

1.5.1 Методика разработки и анализа микросателлитных маркеров 

Общая процедура создания нового набора полиморфных SSR-маркеров для 

конкретного вида заключается в: 

− поиске в нуклеотидных последовательностях подходящих локусов с 

достаточным числом тандемных повторов, имеющих достаточно длинные 
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фланкирующие последовательности для выбора сайтов отжига и дизайна ПЦР 

праймеров, 

− подборе соответствующих праймеров, 

− оптимизации условий ПЦР на относительно небольшом числе образцов ДНК,  

− разделении амплифицированных фрагментов с помощью гель-

электрофореза, 

− тестировании праймеров на большом количестве образцов ДНК.  

Зачастую разработанные маркеры тестируют так же на близкородственных 

видах, с целью проверить их универсальность и полиморфность. Для конкретного 

вида могут быть адаптированы микросателлитные локусы известные для другого, 

близкородственного вида или рода. Известно, что фланкирующие участки имеют 

более низкую скорость мутации, чем сами SSR-повторы, что делает возможным 

кросс-видовое применение некоторых праймеров [158], однако в этом случае есть 

опасность неполного соответствия праймеров сайтам отжига, что будет приводить 

к появлению нуль-аллелей и ошибочному генотипированию гетерозигот по таким 

аллелями как гомозигот. 

1.5.2 Идентификация тандемных повторов и подбор праймеров для 

микросателлитных локусов 

Поиск тандемных повторов может быть осуществлен при помощи 

разнообразного программного обеспечения, такого как Tandem Repeat Finder (TRF) 

[159] и MISA [160], предназначенного для поиска тандемных повторов. Для 

идентификации микросателлитных повторов в геномных данных большого объёма 

было разработано программное обеспечение GMATo [161]. 

Для проведения успешной амплификации целевых маркерных 

последовательностей важно, чтобы праймеры к ним были специфичны — то есть 

последовательности праймеров для данного маркера должны встречаться в геноме 

только в одном месте. Для этого при помощи инструментов выравнивания 

необходимо исключить последовательности праймеров, встречающиеся в геноме 

более одного раза. 

Следующим шагом на пути к созданию SSR-маркеров является подбор 
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праймеров и их проверка с помощью ПЦР амплификации. Длина прямого и 

обратного праймеров может варьировать от 18 до 30 п.н. Однако, длина в 21–23 

п.н. считается наиболее оптимальной для амплификации микросателлитных 

локусов [162]. Желательно, чтобы праймеры имели 40–60% GC-состав. 

Образование димеров праймеров можно избежать путем поиска более подходящих 

сайтов отжига, праймеры для которых не образуют димеров, или с использованием 

специальной ДНК полимеразы (hot start Taq DNA polymerase) и «горячего» старта 

в протоколе ПЦР. 

1.5.3 Оптимизация условий ПЦР и гель-электрофореза для анализа 

микросателлитных маркеров 

При проведении SSR-анализа ПЦР используется для амплифицирования 

микросателлитных локусов с помощью подобранных праймеров комплиментарных 

сайтам отжига фланкирующим микросателлитные локусы, с последующим 

определением длин фрагментов. Обычно ПЦР программа состоит из примерно 35 

циклов смены температурного режима, каждый из которых включает в себя стадию 

денатурации при 95°C, отжига праймеров при 55–65°C и элонгации при 72°C. Для 

успешной амплификации маркерных локусов необходимо соответствующим 

образом оптимизировать условия ПЦР, в противном случае велика вероятность 

различных осложнений, таких как отсутствие амплификации, низкий выход 

целевого продукта и большое количество неспецифичных фрагментов, 

возникающих вследствие ошибок в связывании праймеров и образовании праймер-

димеров. Подбор правильной температуры отжига праймеров играет здесь крайне 

важную роль. При слишком высокой температуре не произойдет связывание 

праймера с ДНК-матрицей, а при слишком низкой может происходить 

неспецифическое связывание. Слишком большое количество циклов также ведет к 

появлению неспецифичных продуктов. 

Другая разновидность ПЦР-программ — так называемый «горячий старт», 

который используется для предотвращения образования димеров, самоотжига и 

самоудлиннения через образование «шпилек», неспецифического отжига 

праймеров на первых стадиях ПЦР. С неспецифической амплификацией так же 
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можно бороться посредством программ с «touchdown». В этом случае целевые 

локусы амплифицируются при высокой температуре отжига первые несколько 

циклов реакции, с последующим понижением температуры в последующих 10–15 

циклах до определённого уровня. 

Для генотипирования SSR-локусов на основании длин амплифицированных 

фрагментов используются три типа гель-электрофореза. Самый простой из них — 

электрофорез в агарозном геле высокого разрешения с окрашиванием в растворе 

бромистого этидия [163]. Второй метод использует полиакриламидный гель, 

который, хотя и является более дорогим и сложным в приготовлении, однако имеет 

еще более высокую разрешающую способность, чем агарозный. Наконец, самым 

точным методом для определения полиморфизма длин микросателлитных локусов 

является капиллярный электрофорез с использованием секвенаторов типа ABI 

PRISM (Applied Biosystems). Данная методика показывает крайне высокую 

эффективность, а также позволяет создавать мультиплексные панели, уменьшая 

стоимость и трудоемкость анализа. Минусом является его высокая стоимость, и 

недоступность для некоторых лабораторий, ввиду отсутствия 

специализированного оборудования. 

 

  



43 

ГЛАВА 2. МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

2.1 Аннотация ядерного генома лиственницы сибирской 

Для аннотации была использована сборка генома лиственницы сибирской v1.0 

(NCBI GCA_004151065.1) общей длиной 12,34 млрд. п.н. и минимальной длиной 

контига 200 п.н. (Таблица 2), полученная в лаборатории лесной геномики СФУ [12]. 

Таблица 2. Статистика сборки генома лиственницы сибирской. 

Сборка Количество, 

млн 

N50, п.н. Максимальная 

длина, п.н. 

Суммарная длина, 

млрд. п.н 

Контиги 12,40 1 074 128 642 7,99 

Скаффолды 11,33 6 443 354 326 12,34 

Для обеспечения поддержкой предсказанных генных моделей были 

использованы референсные транскриптомы пяти тканей — почки, хвои, камбия, 

проростка и побега первого года, также полученные в лаборатории лесной 

геномики СФУ. Прочтения транскриптомов доступны в NCBI SRA: SRX9464971, 

SRX14986114, SRX14997110, SRX14997111 и SRX14997112. Сборки 

транскриптомов доступны в NCBI: GIXH00000000, GJYD00000000, 

GJYL00000000, GJYN00000000 и GJYW00000000 [20]. 

2.1.1 Анализ и маскирование высокоповторяющихся элементов 

Для поиска тандемных повторов и мобильных элементов был использован 

RepeatModeler v.1.0.11 [164], использующий программы обнаружения повторов de 

novo RepeatScout и RECON [72,74]. Поскольку для оптимизации компьютерного 

времени RepeatScout использует для анализа не все скаффолды или контиги, а 

только некоторую случайно выбранную их часть, было решено взять для анализа 

только скаффолды длиной более 100 Кб (2869 скаффолдов суммарной длиной 360 

млн. п.н.). RepeatMasker open-4.0.6 [165] использовался для маскирования областей 

низкой сложности и повторов на основе комбинированной библиотеки повторов; 

база RepBase RepeatMasker 2017.01.27 [166] была расширена видоспецифичной 

библиотекой повторов для лиственницы, полученной с помощью RepeatModeler 

open-1.0.8, который был запущен с настройками по умолчанию. Эта 



44 

комбинированная база данных использовалась в дальнейшем в пайплайне 

MAKER2 для маскировки повторов (Рисунок 3) [20]. 

Рисунок 3. Схема маскировки повторов в геномной сборке 

Для оценки относительной представленности известных семейств повторов 

был использован RepeatMasker на полной сборке генома (12,34 млрд. п.н.). Для 

получения наиболее полной библиотеки повторов, библиотека de novo, созданная 

RepeatModeler, была дополнена кластеризацией часто встречающихся ридов из 

данных полногеномного секвенирования. Кластеры прочтений были собраны с 

помощью Inchworm из TrinityRnaSeq v2.2.0, в результате чего были получены 

консенсусные последовательности, которые должны представлять сильно 

повторяющиеся участки генома лиственницы. Нераспознанные элементы из 

библиотеки повторов de novo, созданной RepeatModeler, и кластеры часто 

встречающихся прочтений были охарактеризованы с помощью TEclass v2.1.3, 

который классифицирует транспозоны с использованием метода опорных векторов 

и нейронной сети LVQ [167] (Рисунок 4). 

 

Рисунок 4. Схема анализа представленности классов повторов в геномной сборке 

Для поиска мобильных элементов и оценки их относительной 

представленности в геноме была использована комбинированная база повторов, 
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включающая библиотеку RepeatModeler, классифицированную с помощью TEclass, 

библиотеку RepBase (версия 2017.01.27), библиотеку базы данных повторяющихся 

элементов MIPS [168], пользовательскую базу данных повторяющихся элементов 

CPRD [169] и библиотеку диспергированных повторов сосны PIER v1.0 [21,169] 

(Ошибка! Источник ссылки не найден.Рисунок 4). Часть длинных прочтений O

xford Nanopore, доступная для лиственницы сибирской, также использовалась для 

оценки доли повторов в геноме. Пользовательский R-скрипт применялся для 

анализа результатов RepeatMasker в соответствии с классификацией RepBase. 

Классификация мобильных элементов проводилась в соответствии с обновлением 

Repbase [170]. Для поиска тандемных повторов были использованы программы 

GMATo [161] и TRF [20,159]. 

2.1.2 Оценка времени вставки ретротранспозонов LTR-RT 

Существует два распространенных метода оценки времени вставки 

ретротранспозонов с длинными концевыми повторами (LTR-RT):  

1) измерение расхождения последовательностей между двумя фланкирующими 

LTR и расчёт времени их расхождения с учётом скорости видоспецифичных 

мутаций; 

2) анализ попарных генетических расстояний между последовательностями, 

кодирующими ретротранспозон, которые принадлежат к паралогичным элементам 

одной и той же монофилетической группы. 

Хотя эти методы могут давать разные оценки времени для некоторых линий 

LTR, профили распределения времени, полученные обоими методами, аналогичны 

[171]. 

Для дополнительного de novo поиска элементов LTR-RT был использован 

LTRharvest [78] с параметрами «-tis -suf -lcp -des -ssp -sds -dna». Для исключения 

потенциальных ложноположительных предсказаний и получения более строгого 

набора LTR-RT, был использован LTR_retriever [172], обрабатывающий 

результаты LTRharvest, с параметрами «-u 1,57e-8 -missrate 0,4 -noanno» [20]. 

Zhou с соавторами [173] создали библиотеку LTR элементов для 301 растения, 

включая доступные полные геномы 10 голосеменных растений. Интактные 
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длинно-концевые повторы (367 повторов) из библиотеки Zhou с соавторами [173] 

были использованы для сравнения с повторами, найденными с помощью 

LTRharvest и LTR_retriever, при помощи blastn. Последовательности без 

совпадений были добавлены в окончательную базу длинно-концевых повторов для 

лиственницы сибирской. Оценка времени вставки других видов голосеменных 

была проведена на повторах также взятых из [173]. Расхождение 

последовательностей было рассчитано с использованием модели замен Jukes-

Cantor [172]: 

𝑇 =
𝑑

2𝜇
,  𝑑 =

−3

4
𝑙𝑛⁡ (1 −

4

3
𝑝),     (1) 

где d — генетическое расстояние по Jukes-Cantor (показатель степени 

расхождения), μ — частота мутаций и p — доля различий последовательностей (p 

= 1 — идентичность, которая аппроксимируется с помощью blastn). Время вставки, 

преобразовано в миллионы лет, при скорости синонимичных замен μ = 1,57 × 10–8 

на сайт в год [174]. 

2.1.3 Идентификация генов с лейцин богатыми повторами (LRR) 

Поиск LRR проводился в ORF транскриптов лиственницы сибирской (NCBI 

SRA SRX9464971, SRX14986114, SRX14997110, SRX14997111 и SRX14997112). 

ORF были идентифицированы с помощью Transdecoder v.5.5.0 

(https://github.com/TransDecoder). ORF транскриптов были просканированы с 

помощью HMMER 3.2.1 [175] с использованием моделей Pfam [176]. 

Дополнительно был проведен поиск R-генов NBS (NB-ARC PF00931из базы Pfam 

32.0) для проверки принадлежности некоторых последовательностей с LRR к R-

генам [20]. 

2.1.4 Тренировка программы AUGUSTUS для de novo поиска генных 

моделей 

Для автоматизированной генной аннотации сборки генома был использован 

MAKER2 [177]. MAKER2 поддерживает несколько предикторов генов ab initio, 

включая SNAP [178], GeneMark [179] и AUGUSTUS [180]. Все они требуют 

предварительного обучения для получения видоспецифичных параметров, 

https://github.com/TransDecoder
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описывающих паттерны экзон-интронной структуры. В данной работе для поиска 

предварительных генных моделей был выполнен с помощью AUGUSTUS v3.2.1 

[180,181]. 

Обучение AUGUSTUS проводилось в несколько этапов. В начале предиктор 

запускался с параметрами по умолчанию для Arabidopsis thaliana, в результате чего 

было получено 916 тыс. предварительных генных моделей с относительно низкой 

точностью предсказания. Чтобы собрать начальный обучающий набор генов, были 

использованы данные секвенирования РНК. Прочтения транскриптома были 

сопоставлены с геномом с помощью TopHat [87], полученные выравнивания были 

использованы с Cufflinks для аннотирования кодирующих областей [182]. Это 

позволило получить 16 тысяч генных моделей, предсказанный на основе 

транскриптома. Затем два набора генов от AUGUSTUS и Cufflinks были 

объединены вместе, чтобы отфильтровать исходный набор предсказаний, и 

выбрать гены с более чем одним экзоном. Этот процесс запуска AUGUSTUS с 

набором генов, полученным из транскриптома, фильтрации полученных на выходе 

предсказаний и получения улучшенных параметров обучения повторялся три раза 

(Ошибка! Источник ссылки не найден.), пока точность предсказания не стала с

равнимой со средней точностью для AUGUSTUS. Окончательные параметры 

обучения использовались в MAKER2 [20]. 

 

Рисунок 5. Схема аннотации генома лиственницы сибирской 
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2.1.5 Аннотация с использованием программы MAKER2  

MAKER2 версии 2.31.8 использовался для получения структурной аннотации. 

Для BLAST использовалась версия ncbi-blast-2.2.29+. В качестве вспомогательных 

данных использовались транскриптом лиственницы сибирской и общедоступные 

сборки транскриптомов родственных видов хвойных, депонированные на веб-

сайте проекта PlantGenIE (https://plantgenie.org). В качестве референсной базы 

данных белков использовалась база Uniprot (https://www.uniprot.org/) [20]. 

Аннотирование генома с помощью MAKER2 было выполнено на 448 ядерном 

вычислительном кластере СФУ с 56 серверами IBM BladeCenter HS21 (16 ГБ ОЗУ 

на сервер). Организация запуска MAKER2 на суперкомпьютерном кластере 

проводилась совместно с сотрудниками кафедры высокопроизводительных 

вычислений СФУ под руководством к.т.н. Кузьмина Д.А. и к.ф.-м.н. Феранчука 

С.И. 

2.1.6 Оценка полноты сборки и функциональная аннотация 

Оценка полноты проводилась с помощью BUSCO v4.0.5 [96] на основе 

референсной базы Embryophyta и аминокислотных последовательностей, 

полученных из аннотации MAKER2 для генома лиственницы сибирской. Наборы 

белков для других видов голосеменных были взяты из базы данных treegenes 

(https://treegenesdb.org). 

Поскольку в референсной базе меньшего размера вероятность определения 

отдаленных гомологов выше [183], из базы последовательностей NCBI nr была 

сформирована выборка, путем фильтрации по идентификатору таксономии на 

уровне Embryophyta. Поиск белковых доменов проводился с помощью InterProScan 

[184,185] на веб-сервере EMBL-EBI. Картирование терминов генной онтологии 

(GO) было выполнено с использованием программного обеспечения Blast2GO, 

интегрированного в платформу OmixBox [106,107]. Все предсказанные гены были 

картированы против базы данных NCBI GenBank nr с использованием BLASTp. 

Совпадения с бактериями, грибами и археями (e-value < 1×10-5, процент совпадений 

https://plantgenie.org/
https://www.uniprot.org/
https://treegenesdb.org/
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> 20, доля покрытых high-scoring pair > 20) были удалены, чтобы исключить гены, 

которые потенциально могут представлять белки других организмов [20]. 

Для сравнения лиственницы с другими голосеменными и покрытосеменными 

видами, аннотации геномов пяти других хвойных (P. glauca, P. abies, 

P. lambertiana, P. taeda и P. menziesii) и пяти покрытосеменных растений (Betula 

pendula, Fagus sylvatica L., Populus trichocarpa Torr. & A.Gray ex. Hook., Quercus 

robur L. и Vitis vinifera L.) использовались для поиска ассоциаций с терминами 

генной онтологии. Для выявления терминов GO со значимым различием в числе 

картированных генов использовался тест пропорций. Для коррекции p-value были 

использованы два метода расчёта FDR согласно [186] и [187]. 

2.2 Аннотация органельных геномов лиственницы сибирской 

2.2.1 Сборка и аннотация хлоропластного генома 

Для получения сборки генома хлоропласта были использованы данные 

полногеномного секвенирования трех деревьев лиственницы сибирской, 

полученные с помощью секвенирующей платформы Illumina HiSeq 2000 [12]. 

Образцы ДНК были выделены из хвои и гаплоидного каллуса трех деревьев 

лиственницы сибирской, представляющих разные регионы России — Урал, 

Красноярский край и Республику Хакасия. Для секвенирования были 

использованы библиотеки paired-end (PE) и mate-pair (MP), с размерами 

фрагментов 400–500 п.н. (Уральское и Красноярское деревья) и 300–400 п.н. 

(Хакасское дерево). В качестве референса для сборки и аннотации были 

использованы хлоропластные геномы Larix decidua Mill. [188] и L. occidentalis Nutt. 

[189] (NCBI Genbank AB501189.1 и FJ899578.1, соответственно). Полученные 

прочтения были картированы на референсные геномы хлоропластов L. decidua и 

L. occidentalis с помощью Bowtie2 [190]. Выровненные прочтения были собраны с 

помощью ассемблера SPAdes [191]. Полученные контиги снова картировались на 

референсный геном L. decidua с помощью BLAST, таким образом были отобраны 

контиги, представляющие наиболее удачно собранные консервативные участки 

генома. Эти контиги были использованы в новой итерации сборки SPAdes под 
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флагом «--trusted-contigs», дающим им боле высокий приоритет [32]. 

Завершающим этапом сборки был скаффолдинг, который выполнялся с 

использованием сгенерированных контигов и MP-прочтений с помощью SSPACE 

[192]. 

Для аннотации использовался сервис Rapid Annotation with Subsystem 

Technology (RAST) [193]. Для верификации и уточнения функции гипотетических 

кодирующих областей, полученную аннотацию сравнивали с аннотациями 

близкородственных L. decidua и L. occidentalis, некоторые фрагменты также были 

проверены вручную с помощью BLAST. Собранный хлоропластный геном L. 

sibirica был депонирован в NCBI GenBank (NC_036811.1) [32]. 

2.2.2 Сборка и аннотация митохондриального генома 

Митохондриальный геном был собран из ДНК, выделенной из хвои 

референсного дерева лиственницы сибирской, которое использовалось в проекте 

полногеномного de novo секвенирования [12]. Для получения полной сборки было 

использовано два подхода. В первом случае, общая геномная ДНК была выделена 

после обогащения мтДНК путем выделения и очистки митохондрий. Выделение 

интактных митохондрий и получение обогащенной мтДНК проводилось на базе 

СИФИБР СО РАН под руководством д.б.н. Юрия Михайловича Константинова. 

Эта ДНК, а также необогащенная высокомолекулярная ДНК, были использованы 

для секвенирования на платформе HiSeq 2000 (PE и MP библиотеки, 2 ×100 

циклов). Во втором случае, тотальная высокомолекулярная ДНК была 

использована для получения длинных прочтений с использованием MinION с R9 

FlowCells (FLO-MIN106, Oxford Nanopore Technologies, Inc., Оксфорд, 

Великобритания). Секвенирование проводилось сотрудниками лаборатории 

лесной геномики СФУ [33]. 

Качество ридов Illumina оценивалось с помощью FastQC v.0.11.5 [194]. 

Последовательности адаптеров были обрезаны, а короткие прочтения 

отфильтрованы с минимальным качеством 19 и минимальной длиной 35 п.н. с 

использованием Trimmomatic v.0.36 [195]. Из PE и MP прочтений была получена 

предварительная сборка с помощью CLC Assembly Cell v.5.0.0 (QIAGEN 
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Bioinformatics, Hilden, Germany), BESST [196] и Sealer 

(https://github.com/bcgsc/abyss/tree/master/Sealer). Длинные прочтения Oxford 

Nanopore были использованы для улучшения сборки митогенома. Обработка 

сырых данных и оценка качества прочтений MinION были выполнены с помощью 

Albacore (https://github.com/dvera/albacore). Гибридная сборка с использованием 

длинных ридов MinION и коротких ридов PE Illumina проводилась с помощью 

MaSuRCA v.3.2.8 [197], сотрудниками лаборатории лесной геномики В. Шаровым 

и Ю.А. Путинцевой. Для извлечения митохондриальных контигов из гибридной 

сборки использовался поиск BLAST по всем последовательностям 

митохондриальных растений, доступным в NCBI GenBank. После сопоставления 

этой сборки с базой данных митохондрий растений было, собрано 9 

митохондриальных контигов общей длиной 11,7 млн. п.н. [33]. Оценка точности 

гибридной сборки была проведена с помощью REAPR v1.0.18 [198]. 

Для поиска повторов в сборке митогенома был использован RepeatModeler 

v.1.0.11 [164]. Неклассифицированные повторы были классифицированы с 

помощью TEclass [167]. В дополнение к библиотекам de novo и RepBase [166], для 

запуска RepeatMasker v. 4.0.6 [165] было использовано несколько дополнительных 

библиотек повторов: Repeat Element Database [168], Custom Plant Repeat Database 

[169] и Pine Interspersed Repeats Resource library PIER v1.0 [21]. Анализ результатов 

RepeatMasker проводился в соответствии с актуальной классификацией RepBase 

[166] с помощью пользовательского R-скрипта [33]. 

Митогеном лиственницы сибирской был проверен на гомологию с 

митогеномами других растений, имевшимися в базе данных NCBI GenBank, с 

использованием BLAST. Mitofy [199] также использовался для предварительной 

аннотации митогенома. Гены тРНК были проаннотированы с помощью ARAGORN 

[200] и tRNAscan-SE [201]. Рибосомальные РНК (рРНК) были проаннотированы с 

помощью RNAmmer [33,202]. 

https://github.com/bcgsc/abyss/tree/master/Sealer
https://github.com/dvera/albacore
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2.3 Предсказание TSS 

2.3.1 Геномные данные и фильтрация генов 

Сборка генома Pinus taeda и аннотация Pita_v2_01 [13,21,55] были взяты из 

базы данных на https://treegenesdb.org/FTP/Genomes/Pita/v2.01. Сборка генома 

PG29_v3.0 и соответствующая аннотация для Picea glauca [16,203] взяты с 

ftp://plantgenie.org/Data/ConGenIE/Picea_glauca/PG29/v3.0/. Также была учтена 

ручная аннотация части генов для сборки PG29_v4.0, которая была добавлена к 

аннотации версии 3.0. Для Picea abies [17] геном Pabies_v1.0 был взят с 

ftp://plantgenie.org/Data/ConGenIE/Picea_abies/v1.0. Соответствующие аннотации 

для набора с высокой достоверностью (предсказанные генные модели с гомологией 

более 70% к референсным белкам) и набора со средней достоверностью 

(предсказанные генные модели с гомологией от 30% до 70% к референсным 

белкам), предоставленные авторами, были объединены в один набор. Для L. sibirica 

[12] использовалась сборка генома версии v1.0 (NCBI GCA_004151065.1; [12]) и 

данные аннотации, описанной в данной работе [204]. 

Чтобы отфильтровать возможные псевдогены и отобрать наиболее вероятные 

функциональные гены, все генные модели, извлеченные согласно геномным 

аннотациям, были сопоставлены с базой данных фрагментов РНК, включая EST и 

TSA родственных видов с использованием HISAT2 [89], а также с базой 

растительных белков RefSeq с помощью BLASTp [204]. 

2.3.2 Предсказание позиций TSS с помощью алгоритма TSSPlant 

Предсказание TSS было выполнено на нуклеотидных последовательностях, 

определенных как области –1000 и +250 п.н. вокруг стартового кодона каждого 

гена, с использованием программы TSSPlant [205]. TSSPlant использует нейронные 

сети для оценки таких параметров, как наличие классических растительных 

промоторных мотивов (TATA, INR, DPE, YP), вариации нуклеотидного состава 

(CG-skew и AT-skew), оценка представленности олигомеров и др. Поскольку 

результатом работы является предсказание нескольких возможных сайтов с 

лучшими показателями, был использован выбор наилучшего предсказания, чтобы 

https://treegenesdb.org/FTP/Genomes/Pita/v2.01
ftp://plantgenie.org/Data/ConGenIE/Picea_glauca/PG29/v3.0/
ftp://plantgenie.org/Data/ConGenIE/Picea_abies/v1.0


53 

определить один наиболее вероятный TSS для каждого гена. Предполагая, что 

длина 5'-UTR может быть описана гамма-распределением, был составлен пул длин 

5'-UTR на основе аннотаций нескольких модельных растений (Arabidopsis thaliana, 

Oryza sativa L., Sorghum bicolor (L.) Moench и Populus trichocarpa) и вычислены 

параметры k и θ, определяющие форму и масштаб распределения длин 5'-UTR 

[204]: 

Θ= v/m, k = m/θ      (2) 

Для выбора наиболее вероятных положений TSS была применена функция 

плотности вероятности [204]. 

2.3.3 Анализ нуклеотидного состава промоторов и генов 

Анализ частот нуклеотидов в промоторах был проведен на 

последовательностях, центрированных по позиции предсказанного TSS (–1000, 

+1000 вокруг TSS). Расчет частот мотивов CA и TATA выполнен в скользящем 

окне (ширина = 20 п.н., шаг = 10 п.н.) с использованием пакета stringr R. CG-skew 

определялся как пропорция (C-G)/(C+G) и рассчитывался в скользящем окне 

(ширина = 50 п.н., шаг = 10 п.н.). GC3 рассчитывался в кодирующих 

последовательностях генов с помощью пакета seqinr R. Степень наклона GC3-

градиента оценивалась с использованием линейной регрессии между GC3 и 

положением относительно первого кодирующего нуклеотида (ATG) на основе 

первых 1000 п.н. сплайсированной последовательности транскрипта. GC3-бедные 

и GC3-богатые гены выделялись по 10% и 90% квантилям величины GC3. 

Стабильность ДНК-дуплекса оценивалась с помощью PromPredict [206] в 

скользящем окне размером 15 п.н. Все манипуляции с координатами 

последовательностей производились с помощью пакета bedtools и 

пользовательских скриптов на языках R и C [204]. Поиск известных сайтов 

связывания транскрипционных факторов выполнялся с использованием базы 

данных TRANSFAC и программы MATCH [207].  
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2.4 Разработка и апробация микросателлитных маркеров  

2.4.1 Идентификация повторов и дизайн праймеров 

Для поиска тандемных повторов была использована сборка полного генома 

L. sibirica (NCBI GCA_004151065.1; [12]). При помощи GMATo v1.2 [161] был 

проведен отбор контигов, содержащих микросателлитные повторы с 

необходимыми параметрами: тандемные повторы с длиной мотива от 3 до 6 п.н. и 

минимальным числом повторений мотива 15 раз для трехнуклеотидных, 10 для 

четырехнуклеотидных, 7 раз для пяти- и шестинуклеотидных мотивов. Для всех 

потенциальных микросателлитных локусов было задано ограничение на 

расположение не ближе, чем 20 п.н. к началу и концу контига [30]. Дизайн 

праймеров был выполнен в онлайн-сервисе WebSat 

(https://bioinfo.inf.ufg.br/websat/). При проведении гель-электрофореза фрагментов, 

которые различаются всего на несколько нуклеотидов, с большей надежностью 

определяются те, что имеют относительно небольшую длину. Поэтому при отборе 

последовательностей праймеров предпочтение отдавалось целевому размеру 

продукта 140–280 п.н. 

Поскольку поиск повторов выполнялся в полногеномной сборке, была 

проведена проверка на наличие среди выявленных повторов тех, что принадлежат 

хлоропластному и митохондриальному геномам. Для этого с помощью BLAST 

было проведено выравнивание контигов, содержащих повторы с подобранными 

праймерами, на сборку хлоропластного генома и черновую сборку 

митохондриального генома лиственницы сибирской. Выровнявшиеся контиги 

затем дополнительно проверялись выравниванием на базу NCBI для уточнения их 

сходства с митохондриальными последовательностями других растений [30]. 

Для отбора специфичных праймеров (т.е. таких, которые не имеют повторений 

в геноме) их последовательности были выравнены при помощи BLAST (task blastn, 

perc_identity 100) против исходных контигов L. sibirica. Все последовательности, 

имевшие более одного точного совпадения, удалялись. Прошедшие фильтрацию 

https://bioinfo.inf.ufg.br/websat/
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последовательности праймеров были синтезированы в ЗАО «Евроген», и 

использовались для дальнейшего тестирования [30]. 

2.4.2 Отбор полиморфных маркеров 

На первом этапе отбирались праймеры с успешной амплификацией, а также 

проводилась оптимизация условий ПЦР. Биологическим материалом послужила 

выборка хвои лиственницы сибирской, собранная в 2016 г. близ поселка Туим 

Республики Хакасия. Способность праймеров давать амплификат проверялась на 

образцах ДНК четырех деревьев L. sibirica, с последующим проведением 

электрофореза в полиакриламидном геле и окрашиванием продуктов ПЦР при 

помощи раствора бромистого этидия [30]. В работе использовалась программа ПЦР 

с «touchdown» (Таблица 3) для уменьшения неспецифической амплификации [30]. 

После оптимизации условий амплификации каждый локус тестировался на 8–10 

образцах из одной выборки лиственницы сибирской с целью выявления 

полиморфизма и наличия нуль-аллелей. По результатам данной проверки были 

отобраны локусы, демонстрирующие наиболее стабильные интерпретируемые 

спектры [30]. 

Таблица 3 — Программа ПЦР амплификации 

 

Поскольку иногда локусы, оказавшиеся мономорфными для конкретной 

выборки, могут являться полиморфными для другого вида, изменчивость всех 

отобранных перспективных локусов проверяли далее на восьми образцах от трех 
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видов из географически отдаленных популяций — L. sibirica, L. gmelinii и L. 

cajanderi [30]. 

Препараты тотальной ДНК были выделены модифицированным методом с 

применением цетилтриметиламмониумбромида (CTAB) из образцов тканей хвои, 

высушенной при помощи силикагеля (Рисунок 6) [208]. Для проведения ПЦР 

использовали готовые реакционные смеси для амплификации ДНК «GenePak PCR 

Core» производства ООО «Лаборатория Изоген» (Москва, Россия), содержащие 

ингибированную для «горячего старта» Taq-ДНК-полимеразу, 

дизоксинуклеозидтрифосфаты и хлорид магния [30]. Продукты амплификации 

разделяли путем электрофореза в 6%-ом полиакриламидном геле с использованием 

трис-EDTA-боратного электродного буфера в камерах для вертикального фореза. 

Окраску геля проводили в растворе бромистого этидия с последующей 

визуализацией в ультрафиолетовом свете. Маркером стандартных длин служила 

ДНК плазмиды pBR322 E. coli, обработанная рестриктазой HpaII (Рисунок 6) [30]. 

 

Рисунок 6. Лабораторное оборудование, используемое для проведения тестового 

популяционно-генетического исследования лиственницы: А — высушенная хвоя в ступке для 

измельчения, Б — амплификатор и стрипы с образцами для проведения ПЦР, В — маркер 

стандартных длин HpaII, Г — вертикальный электрофорез в полиакриламидном геле (фото 

автора). 

Для окончательного тестирования локусов были взяты выборки из четырёх 

географически отдаленных популяций трех видов лиственницы, представляющих 
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разные части их ареалов [30]. Названия популяций и их местоположения 

представлены в Таблице 4.  

Таблица 4 — Географическое расположение четырёх популяций лиственницы, 

использованных для тестирования отобранных микросателлитных локусов 

 

Стоит отметить, что в работе мы не заостряем внимание на дискуссионных 

вопросах систематики видов рода Larix и придерживаемся взглядов А.П. Абаимова 

и И.Ю. Коропачинского, по мнению которых лиственницы Гмелина и Каяндера — 

два разных вида [209,210]. Объем популяционных выборок всех видов 

лиственницы составил 24 дерева. 

2.4.3 Оценка показателей генетического разнообразия 

Для оценки уровня генетического разнообразия были рассчитаны среднее 

число аллелей на локус (A), средняя наблюдаемая (Ho) и ожидаемая 

гетерозиготности (He) и эффективное число аллелей (NE). Среднее число аллелей 

на локус (NA) оценивалось путем деления общего числа обнаруженных аллелей на 

число исследуемых локусов [30]. Наблюдаемая гетерозиготность (Ho) 

рассчитывалась как отношение числа гетерозиготных образцов к общему числу 

проанализированных по данному локусу образцов. Расчет показателя ожидаемой 

гетерозиготности производился по формуле: 

𝐻𝑒 = 1 − ∑𝑓𝑘
2,      (3) 

где fk — частоты аллелей, выявленных для k-го локуса.  
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Эффективное число аллелей было рассчитано по формуле: 

𝑛𝑒 =
1

(1−𝐻𝑒),
      (4) 

где He — уровень гетерозиготности по всем проанализированным локусам. 

Для оценки популяционной структуры и степени генетической 

подразделенности популяций были рассчитаны показатели F-статистик Райта 

[211]. Индекс фиксации в субпопуляциях (FIS):  

𝐹𝐼𝑆 = 1 −
𝐻𝑜

𝐻𝑒́
       (5) 

где Ho — наблюдаемая гетерозиготность; 𝐻𝑒́ — средняя ожидаемая 

гетерозиготность. Индекс фиксации особи относительно вида (FIT) вычислялся из 

соотношения: 

𝐹𝐼𝑇 = 𝐹𝐼𝑆 + (1 − 𝐹𝐼𝑆)𝐹𝑆𝑇      (6) 

Коэффициент межпопуляционной дифференциации (FST) был рассчитан для 

каждого i-того аллеля конкретного локуса, и далее усреднялся для всего локуса: 

𝐹𝑆𝑇 =
𝐻𝑇−𝐻́𝐸

𝐻𝑇
 , в которой 𝐻𝑇 = 1 − ∑ 𝑝́𝑖

2    (7) 

где 𝑝́𝑖— средняя частота i-го аллеля. Значения данных параметров, рассчитанные 

для каждого локуса отдельно, далее усреднялись по всем локусам. 

Количественная оценка уровня дивергенции между исследованными 

популяциями была определена с использованием стандартного генетического 

расстояния М. Нея [212] по формуле: 

𝐷 = −𝑙𝑛𝐼𝑁 , в которой 𝐼𝑁 =
∑∑ 𝑌𝑗𝑘

𝑥
𝑗𝑘

√(∑∑𝑥𝑗𝑘
2 )(∑∑𝑦𝑗𝑘

2 )

,    (8) 

где I — показатель генетического сходства; 𝑥𝑗𝑘 и 𝑦𝑗𝑘 — частоты j-го аллеля k-го 

локуса в сравниваемых популяциях. Все показатели были рассчитаны при помощи 

программного обеспечения GenAlEx 6.5 [30,213]. Для проверки правильности 

генотипирования использовалась программа Micro-Checker [147]. С ее помощью 

была проведена оценка частот возможных нуль-аллелей в локусах и 

скорректированы число гомозиготных генотипов и частота амплифицированных 

аллелей в популяциях. Частоты скрытых нуль-аллелей рассчитывались согласно 

правилу Харди-Вайнберга.  
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ГЛАВА 3. РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 

3.1 Ядерный геном лиственницы сибирской 

3.1.1 Анализ высокоповторяющихся элементов генома 

К основным факторам, ответственным за увеличение размера генома у 

высших растений относятся полиплоидия и пролиферация мобильных элементов, 

которые не только увеличивают размер генома, но также вносят изменения в 

кодирующие и регуляторные области генов, повышая скорость мутаций и изменяя 

паттерны экспрессии генов. В литературе обсуждается необратимость процесса 

накопления повторов в геномах покрытосеменных и хвойных [5,17]. Мнения по 

этому поводу противоречивы: одни исследователи считают это результатом 

резкого повышения пролиферации мобильных элементов [214–218], в то время как 

другие предполагают, что накопление повторов могло происходить постепенно с 

течением времени, конкурируя при это с процессом элиминации повторов, что 

могло также сокращать размера генома [5,219,220]. 

Видоспецифичная библиотека повторов для лиственницы сибирской, 

созданная de novo с помощью RepeatModeler, содержала 1721 консенсусную 

последовательность. С помощью сборки консенсусных последовательностей 

скриптом Inchworm из пакета TrinityRnaSeq удалось получить ~31 000 

консенсусных последовательностей, которые, с высокой долей вероятности, 

представляют повторяющиеся участки генома лиственницы сибирской. Эти 

консенсусные последовательности были сравнены с de novo библиотекой 

RepeatModeler, а также с библиотекой повторов PIER. Гомологи были найдены для 

~12 000 консенсусных последовательностей в библиотеке, полученной из 

RepeatModeler, и для ~7 000 последовательностей в базе данных PIER. 

Реципрокный BLAST показал, что 1045 из 1721 последовательностей, полученных 

с помощью RepeatModeler, имели близкую гомологию с консенсусными 

последовательностями, полученными с помощью кластеризации [20]. Отдельная 

библиотека RepeatModleler для лиственницы сибирской, а также комбинированная 

библиотека повторов, депонированы в figshare с DOI 10.6084/m9.figshare.19785913, 
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и размещены в облачном хранилище вычислительного кластера СФУ по адресу 

https://hpccloud.sfu-kras.ru/owncloud/index.php/s/PMnkYcj8Lbb1X5R [20]. 

Относительная представленность классифицированных семейств повторов в 

геноме лиственницы сибирской аналогична ранее описанному для других хвойных. 

Общее количество повторяющихся элементов в сборке генома составило 20,9 млн 

с общим размером 4,8 млрд. п.н, что составляет около 40% от размера генома 

(Приложение А). Доля генома, покрытая повторами в части длинных ридов Oxford 

Nanopore, по оценке RepeatMasker, составила 66% п.н. [20]. 

Использование TEclass позволило лучше реконструировать группы и 

семейства мобильных элементов, составляющих большую часть генома. 

Ретротранспозоны класса I надсемейства LINE, I, Gypsy и Copia оказались наиболее 

многочисленными, причем элементы LINE также имеют самый длинный средний 

размер и занимают наибольшую часть генома (Приложение А, Рисунок 7А) [20]. 

Класс I Длинные концевые ретротранспозоны (LTR), представленные в 

основном элементами Gypsy и Copia, составляют наибольшую часть всех 

мобильных элементов. Значительная часть LTR была гомологична библиотекам 

искусственных бактериальных хромосом (BAC) сосны ладанной и 

последовательностям фосмид [169,221]. Были идентифицированы PtTalladega 

(3 646 копий в геноме лиственницы сибирской), PtOuachita (1025), IFG (990), 

PtAppalachian (773), PtConagree (731) и еще восемь семейств повторов 

гомологичных повторам сосны ладанной. Однако большинство LTR-

ретротранспозонов не были классифицированы в более мелкие семейства 

(«неклассифицированные LTR» в Приложении 1) [20]. 

https://hpccloud.sfu-kras.ru/owncloud/index.php/s/PMnkYcj8Lbb1X5R
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Рисунок 7. Повторы в геноме лиственницы сибирской: А — относительное содержание 

семейств повторов в геноме лиственницы сибирской; Б — плотность микросателлитных 

локусов (число локусов с ди-, три-, тетра-, пета-, гекса-, гепта- и октонуклеотидными мотивами 

на 1 млн. п.н.) для нескольких видов хвойных покрытосеменных видов, оцененная с помощью 

GMATo; В — среднее число микросателлитных локусов найденное с использованием GMATo и 

TRF. 

Среди non-LTR-ретротранспозонов LINE/L1, I, Penelope и SINE вместе 

составляют около 98% всех non-LTR-ретротранспозонов, которые покрывают 12% 

длины сборки. Большинство повторов среди разных семейств повторов были 

относительно небольшими по длине, менее 1 тыс. п.н. Небольшая часть самых 

длинных повторов достигала почти 15 тыс. п.н.; они принадлежат элементам LINE 

и неклассифицированным LTR. Наиболее частые повторы для каждого семейства 

были короче 1 тыс. п.н. Некоторые группы повторов имеют бимодальное 

распределение длины (Gypsy, DIR, LINE/I, Helitron, Penelope), но оба пика в 

распределениях были менее 1 тыс. п.н. [20]. 

LTR составил наибольшую долю всех подвижных элементов с преобладанием 

семейства Gypsy, что также широко наблюдается у других хвойных 

[14,17,54,55,222] и покрытосеменных [223]. В то время как LINE и SINE являются 
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общими для геномов растений, элементы подобные семейству Penelope (PLE) 

долгое время считались особенностью геномов животных и грибов [224,225], пока 

множественные Penelope (EN(+) элементы типа PLE и Dryad не были обнаружены 

также и у сосны обыкновенной [226], а элементы типа RTE AdLINE3 — у ряда видов 

цветковых растений [227]. Описанный в литературе филогенетический анализ 

семейств Dryad и AdLINE3 предполагает горизонтальный перенос мобильных 

элементов, возможно, между членистоногими и предком хвойных примерно 340 

млн лет назад [226,227]. 

DNA транспозоны класса II покрывают около 5% размера сборки, большая 

часть из которых (4,5%) не были классифицированы с помощью TE-class 

(«неклассифицированные» в Приложении 1) [20]. Среди классифицированных 

транспозонов наиболее многочисленны терминальные инвертированные повторы 

(TIR, 0,16% DNA транспозонов), Helitron (0,06%), EnSpm (0,02%), hAT (<0,01%). 

Всего с помощью GMATo в геноме лиственницы сибирской было обнаружено 

1 129 244 микросателлитных локуса с размером мотива 2-8 п.н. при средней 

плотности микросателлитов 268,7 локусов на миллион п.н. По сравнению с 

другими видами, сборка генома лиственницы также имела относительно высокую 

плотность микросателлитов, аналогичную геномам ели европейской и тополя 

черного (Рисунок 7Б) [20]. В работах [55] и [21] сообщалось о плотности SSR 10–20 

локусов/Мbp для сосны ладанной, ели белой и ели обыкновенной, при оценке с 

помощью TRF. На тех же геномных сборках TRF идентифицировал 17 145 локусов 

с тем же размером мотива и с общей плотностью 4,1 локуса/Мbp. В среднем 

GMATo обнаружил в девять раз больше локусов SSR, чем TRF, на основе семи 

видов растений (Рисунок 7В; в среднем 197 и 21 локус/Мбп для GMATo и TRF 

соответственно) и оказался более эффективным для обработки больших геномных 

последовательностей [20]. 

Хотя типы повторов и их распределение в геноме лиственницы сибирской 

соответствуют таковым у других хвойных растений, только 40% ее текущей 

геномной сборки составляют простые повторы и мобильные элементы. Однако, 

оценка RepeatMasker показала, что доля генома, покрытого повторами в порции 
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длинных прочтений Oxford Nanopore, составляет 66% п.н. Это может указывать на 

то, что репитомная часть генома лиственницы сибирской была слишком 

фрагментирована для включения ее в окончательную сборку [20]. Эта оценка тем 

не менее ниже, чем у всех остальных голосеменных растений. Похожие данные 

были в 2021 году получены для двух других видов лиственницы, L. decidua и L. 

kaempferi [228], что может говорить о том, что сравнительно меньшая доля 

повторов в геноме характерна для видов рода Larix. 

3.1.2 Оценка времени вставки ретротранспозонов LTR-RT 

Ретротранспозоны класса I размножаются за счет интеграции своей 

промежуточной РНК в геном хозяина посредством ретротранскрипции в кДНК с 

использованием механизма транскрипции хозяина и собственных ферментов. 

Между длинными концевыми повторами находится кодирующая часть, 

содержащая гены gag и pol. [229,230]. Эта кодирующая часть включает протеазу, 

обратную транскриптазу, рибонуклеазу-H и интегразу, которые отвечают за 

расщепление белка Pol и РНК, копирование РНК ретротранспозонов в кДНК и 

интеграцию кДНК в геном хозяина (Рисунок 8А) [231]. 

У высших растений преобладают повторы с прямыми LTR [171,232]. 

Фланкирующие LTR на 5’ и 3’-концах повторов идентичны в момент вставки, но 

со временем они мутируют [233], при этом частота их мутаций, по всей видимости, 

выше, чем в кодирующих областях, поскольку повторы в отличие от генов не 

находятся под давлением отбора. Количество различий между двумя 

фланкирующими LTR можно использовать для оценки времени вставки элемента 

в геном. Это может помочь понять эволюционные аспекты организации генома и 

обнаружить недавние и древние события повторной экспансии. 
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Рисунок 8. LTR повторы: А — структура Copy- и Gypsy-подобных LTR ретротранспозонов; Б 

— оценка времени вставки LTR-RT элементов в геноме девяти покрытосеменных; В — оценка 

времени вставки LTR-RT элементов в геноме лиственницы сибирской; Г — оценка времени 

вставки суперсемейств Copia и Gypsy; Д — оценка времени вставки TGCA/non-TGCA LTR 

элементов. По оси абсцисс — время вставки в млн. лет. 

LTRharvest с последующей обработкой LTR_retriever идентифицировали 347 

LTR элементов и 36 интактных LTR в сборке лиственницы сибирской. Эти 36 

интактных LTR были объединены с 367, идентифицированными [173]. Возможное 

перекрытие было проверено с помощью blastn против LTR Larix из [173]. Оценка 

количества замен в концевых повторах 403 LTR элементов позволяет 

предположить, что вероятная волна встраивания ретротранспозонов в геном 

лиственницы произошла порядка 4–5 млн лет назад (Рисунок 8В) [20]. Хотя 

суперсемейства Copia (PR-INT-RT) и Gypsy (PR-RT-INT) имеют немного разные 

профили оценки времени встраивания, их средние и медианные значения близки 

(среднее = 3,16 млн лет назад и медиана = 3,03 млн лет назад для Copia, среднее 

значение = 3,11 млн лет назад и медиана = 2,96 млн лет назад для Gypsy) (Рисунок 

8Г). LTR с разными фланкирующими мотивами, типичными 5'-TG…CA-3', и 

другими менее распространенными вариантами мы также сравнивали с точки 

зрения времени их вставки. Точно так же LTR с фланкирующими мотивами 

TG…CA имели небольшой пик с медианой 2,56 млн лет назад, а LTR с другими 
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фланкирующими мотивами имели медиану 2,60 млн лет назад (Рисунок 8Д). По 

сравнению с профилями других голосеменных, лиственница показала самый 

древний всплеск LTR, даже по сравнению с гнетумом и гингко (Рисунок 8Б) [20]. 

Содержание остаточной ДНК LTR было намного выше, чем содержание 

интактных LTR, что позволяет предположить, что после массивной пролиферации 

ретротранспозонов в геноме лиственницы сибирской могла произойти элиминация 

повторяющейся ДНК. Типичные оценки времени вставки в геномы растений 

варьируются от 1 до 2,5 млн лет назад для покрытосеменных [234–238]. 

Сообщается, что у голосеменных растений время внедрения составляет 10–15 млн 

лет назад [51]. На основании идентификации LTR, проведенной [173] 

приблизительное время экспансии LTR голосеменных можно оценить в 2–4 млн 

лет назад. У лиственницы на оценку времени может влиять либо эффективный 

механизм элиминации повторов в сочетании с истинной вставкой древних 

повторов, либо фрагментарный характер черновой сборки и, следовательно, малое 

количество найденных LTR. Однако черновые геномы ели европейской и пихты 

белой имеют сравнимую степень цельности сборки (N50 = 6 443, 5 206 и 14 051 п.н. 

для лиственницы сибирской, ели европейской и пихты, соответственно), и, 

несмотря на заметное различие в числе идентифицированных LTR (403 у 

лиственницы, 31 016 у ели европейской и 34 952 у пихты), оценки времени 

встраивания LTR для них также сходны. 

3.1.3 Идентификация генов с лейцин богатыми повторами (LRR) 

Многие белки содержат богатые лейцином повторы (LRR), которые имеют 

подковообразную структуру и могут участвовать в белок-белковых 

взаимодействиях. Особенно выделяются белки NBS-LRR, которые играют важную 

роль в защите растений от патогенов. Участки LRR имеют высокую изменчивость, 

что обеспечивает специфичность распознавания молекул патогенов, и вероятно 

связаны с иммунным ответом растений на биотический стресс [239–242].  

Среди всех тканях было обнаружено 4 482 транскрипта, содержащих LRR-

домен. Наибольшее количество LRR-доменов содержалось в транскриптоме побега 

(1 846), несколько меньше в транскриптоме камбия (1 599), но их доли в общем 
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количестве транскриптов для каждой ткани были примерно одинаковыми для всех 

тканей и составляли не более 2%. Как видно на рисунке в Приложении 2, 

наибольшее количество транскриптов содержало семейство LRR-4 во всех тканях 

[20]. 

Белки NBS-LRR имеют длину от  860 до  1 900 аминокислот, но большинство 

транскриптов, содержащих домен LRR, были короче на 300–400 аминокислот 

(Приложение Б). Все последовательности короче 850 были отфильтрованы и среди 

них был проведен поиск домена NBS. Всего в транскриптоме побега было 

обнаружено 56 предполагаемых белков NBS-LRR, 18 в камбии, 5 в проростке и 2 в 

осенней почке. OmicsBox подтвердил наличие доменов NB-ARC и LRR в 

транскриптах, а InterProScan не обнаружил других функциональных доменов в этих 

последовательностях. Вероятно, эти последовательности содержат гены 

устойчивости к заболеваниям и стрессу, так как они включают семейства P-loop 

NTPase и LRR [20]. Последовательности, содержащие идентифицированные 

домены LRR и NB-ARC, размещены в figshare (DOI 10.6084/m9.figshare.19785913) 

и в облачном хранилище суперкомпьютерного кластера СФУ https://hpccloud.sfu-

kras.ru/owncloud/index.php/s/PMnkYcj8Lbb1X5R. 

3.1.4 Структурная аннотация с использованием программы MAKER2 

Работа с такими большими геномами, как у хвойных, часто затруднена из-за 

ограниченности вычислительных ресурсов, таких как время вычислений и объем 

памяти, необходимый для обработки геномных данных. Структурная аннотация 

полногеномной сборки лиственницы сибирской с помощью пайплайна MAKER2 

на кластере из 448 ядер (с тактовой частотой 2,3 ГГц/ядро и 896 ГБ оперативной 

памяти при средней загрузке процессора около 61%) заняла 22 дня, исключая 

настройку AUGUSTUS и подбор базы данных повторов. 

Сравнительный анализ с помощью BUSCO выявил 317 полных и 307 

фрагментированных генов из 1 614 однокопийных ортологов. Относительно 

высокая доля фрагментированных генов (19% фрагментированных генов против 

38,6% всего найденных) может объясняться большой долей фрагментированных 

скаффолдов в сборке. При этом в геномных сборках других хвойных относительное 

https://hpccloud.sfu-kras.ru/owncloud/index.php/s/PMnkYcj8Lbb1X5R
https://hpccloud.sfu-kras.ru/owncloud/index.php/s/PMnkYcj8Lbb1X5R
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количество фрагментированных генов по оценке BUSCO в среднем ниже (7,5% 

против 80,9% для Pinus lambertiana, 11,5% против 32,6% для Picea glauca, Таблица 

5) [20]. 

Таблица 5. Оценка полноты генного состава для нескольких видов группы хвойных с 

помощью BUSCO в режиме сравнивания белковых последовательностей. 

Вид Полные, % Частичные, % Полные и частичные, % 

Pinus lambertiana 73,4 7,5 80,9 

Pseudotsuga menziesii 68,5 11,8 80,3 

Pinus taeda  41,7 19,4 61,1 

Picea abies  28,1 27,3 55,4 

Larix sibirica  19,6 19,0 38,6 

Abies alba 15,8 17,9 33,7 

Picea glauca  21,1 11,5 32,6 

Используя транскрипты из нескольких тканей, транскриптомные сборки 

родственных видов хвойных и референсные белки Uniprot в качестве отправной 

точки для аннотаций MAKER2, было получено 39 370 моделей генов в 37 206 

скаффолдах, состоящих из 134 271 экзона и 94 901 интрона (Таблица 6). Среди них 

24 551 генная модель была полноразмерной, а 14 819 — частичными (6 476 

усеченных с начала, 7 545 усеченных с конца и 798 усеченных с обеих сторон). 

Средняя длина генов составила около 1 841 п.н., один ген содержал в среднем 3,41 

экзона, при этом наиболее частым числом экзонов было 2, что согласуется с 

прогнозом ~4 экзона на ген для Pinus taeda [243]. Максимальная длина CDS 

составила 7 216 п.н., что меньше длины самого длинного интрона, 10 153 п.н. 

(Таблица 6) [20]. 

Таблица 6. Статистика геномной сборки и аннотации лиственницы сибирской. 

Примечание: сборка в а контигах, б скаффолдах 



68 

Количество предсказанных моделей генов у лиственницы сибирской (39 370) 

примерно такое же, как у сосны обыкновенной (50 172) и пихты Дугласа (54 830), 

но значительно меньше, чем у пихты белой (94 205), сосны сахарной (71 117), ели 

белой (102 915) и ели европейской (70 968) [20]. MAKER2 использует показатель 

контроля качества, называемый редакционным расстоянием аннотации (AED), 

который впервые был представлен в проекте Sequence Ontology [245,246]. Он 

измеряет соответствие между моделью гена и сопутствующими подтверждающими 

данными, вместо оценки расстояния между аннотациями, как это было сделано в 

проекте Sequence Ontology [177]. По оценке MAKER2 AED, рассчитанное для 

аннотации лиственницы сибирской, было ниже 0,5 для 95% моделей генов, что 

сравнимо с таковым для генома мыши GRCm37 [177]. Однако, учитывая малое 

количество подтверждающих данных для данного вида, которые можно 

использовать в предсказании генов и для контроля качества, эта оценка может быть 

в некоторой мере завышена. 

Для областей, идентифицированных RepeatMasker как повторы, также были 

обнаружены пересечения с кодирующими участками из предсказанных генных 

моделей. Всего 6 884 гена имели по крайней мере 20% перекрытия с повтором 

(Приложение В). Эти генные модели были помечены как «связанные с повторами»; 

2 247 (33%) из них пересекались с семейством Non-LTR I, 241 (3%) с LINE, 571 

(8%) с LTR Gypsy, 523 (8%) с Copia и 312 (5%) с простыми повторами. Наиболее 

частыми функциональными аннотациями для генов с перекрывающимися 

повторами были рецептороподобные протеинкиназы, белки, богатые лейцином, 

повторы (LRR), факторы транскрипции, АТФ-связывающие переносчики, 

ферменты синтазы, редуктазы, эстеразы и пероксидазы, ферменты цитохрома С, 

белки цитохрома Р450 и другие (Приложение В) [20]. 

Так же, как и размеры генома, средняя длина интрона также больше у 

хвойных, чем у покрытосеменных растений [247]. В аннотации, полученной с 

помощью MAKER2, 94 901 интрон был идентифицирован в общей сложности в 

36 183 генах со средней длиной 361 п.н. и самым длинным интроном 10 153 п.н., 

что меньше, чем у других видов хвойных; 289 интронов были длиннее 5 тыс. п.н. 
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[20]. При сравнении 10% самых длинных интронов, интроны лиственницы были 

сопоставимы по длине с таковыми у A. thaliana и P. taeda, хотя самые длинные 

интроны лиственницы были намного короче, чем у других видов ели P. abies и 

P. glauca, или в богатых повторами геномах Populus thicocarpa, Vitis vinifera и Zea 

mays (Рисунок 9).  

 

Рисунок 9. 10% самых длинных интронов в 11 видах покрытосеменных и хвойных растениях 

В сумме интроны составляли до 47 % (34,25 млн. п.н.) генного пространства и 

0,29 % сборки генома. Содержание повторов в интронах было ниже, чем в геноме 

в целом, только 4,59 млн. п.н. (13% интронного пространства) покрыты повторами. 

В интронах лиственницы наиболее распространёнными оказались 

ретротранспозоны класса I LINE и I (6 135 и 2 195 элементов соответственно), за 

которыми следуют LTR Gypsy и Copia (1 879 и 1 214 элементов соответственно). 

Среди ДНК-транспозонов класса II наиболее часто встречались элементы TIR и 

EnSpm (362 и 245 элементов соответственно) [20]. 

Средняя длина интрона в геноме лиственницы была в 1,8–3,2 раза короче, чем 

у других хвойных. При сравнении верхних 10% самых длинных интронов, интроны 

лиственницы были намного короче, чем у других видов хвойных, таких как P. abies, 

P. glauca и P. taeda (Рисунок 9). Это расхождение может быть объяснено (1) 

недооценкой размера интрона пайплайном MAKER2 [16], который использует 

встроенные пороговые значения для разрешения экзон-интронной структуры, или 
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(2) естественными различиями внутри группы хвойных. Цельность сборок у L. 

sibirica и P. abies близка, о чем свидетельствует их N50 (Таблица 7), а их средняя и 

максимальная длина интрона различаются в 2,8 и 6,7 раза соответственно. Точно 

так же средний размер интрона у L. sibirica и P. glauca был близким, различаясь в 

1,8 раза (Таблица 7), а их N50 различались в 7,2 раза. Тем не менее, возможно, что 

различия в размерах интронов в геноме хвойных могут быть объяснены разницей в 

цельности сборок [20]. 

Таблица 7. Статистика геномных сборок и генных аннотаций для некоторых видов хвойных и 

покрытосеменных 

Параметр L. sibirica P. taeda P. abies P. glauca P. trichocarpaа 

Размер генома, Gbp  12,03 20,15 19,57 15,79 0,48 

Размер сборки, Gbpб 12,34 22,10 12,30 25,47 0,42 

N50, bpб 6,443 110,557 7,747 46,559 – 

Количество хромосом 12 12 12 12 19 

GC состав (%) 35,41 38,06 38,81 37,08  

Содержание повторов, % 65,98 81,8 70,0в – 41 

Количество предсказанных 

генных моделей 
39,370 50,172  70,968  102,915  41,377 

Количество полно-длинных 

генных моделей 
24,551 – – – – 

Средняя длина CDS, bp 244,29 419,81 287,21 283,56 233,05 

Средняя длина интрона, bp 360,93 1146,12 997,94 642,73 468,08 

Максимальны длина 

интрона, bp 
10,153 568 968 68 268 44 113 96 842 

Примечание: а сборка хромосомного уровня, б скаффолды, в на основе несобранных прочтений 

[17]. 

3.1.5 Функциональная аннотация 

87% предсказанных моделей генов лиственницы (34 358 из 39 370) имели 

гомологию с белками Arabidopsis thaliana при минимальных пороговых значениях 

е-value ≤ 10–5, покрытие ≥ 20% и идентичность ≥ 20%) (Рисунок 10). Доля 

картированных белков у лиственницы была выше, чем у большинства других 

голосеменных растений, но ниже, чем у сосны китайской P. tabuliformis и 

некоторых модельных покрытосеменных растений, таких как тополь черный, 

виноград культурный, дуб обыкновенный и бук европейский (Рисунок 10Б). При 

этом, при обратном картировании 72% белков Арабидопсиса (19 706 из 27 416, при 

минимальных пороговых значениях покрытия ≥ 20% и идентичности ≥ 20) имели 

гомологов среди белков лиственницы [20]. 
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Рисунок 10. Гены, имеющие сходство с белками арабидопсиса (покрытие qcovhsp выше 

указанного порога, минимальная идентичность 20%): А — кумулятивное количество, Б — доля 

в процентах. Голосеменные отмечены штрих-линией, покрытосеменные — пунктиром, 

лиственница сибирская — сплошной линией. 

Присвоение категории GO было основано на идентификации доменов с 

помощью InterProScan и поиске гомологии с BLAST. В результате было получено 

30 512 аннотированных моделей генов (78%), по крайней мере, с одним 

присвоенным термином GO. Для более детального анализа все гены были 

разделены на 20 функциональных категорий. Функции классифицированы в 

соответствии с последней версией словаря генной онтологии: 5 категорий в 

биологическом процессе, 6 в молекулярной функции, 5 в клеточном компоненте 

(Рисунок 11А). Все белки из соответствующей категории были картированы на 

базу белков Arabidopsis с помощью blastp (e ≤ 10–5, pident> 50 и qcovhsp> 50). От 

50% (в категории транскрипционной активности) до 85% (в категориях 

транспортная активность, митохондрия и хлоропласт) аннотированных белков 

лиственницы сибирской оказались гомологами белков арабидопсиса (Рисунок 11Б) 

[20]. 
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Рисунок 11. Функциональная аннотация генов лиственницы сибирской: А — доля 

предсказанных генов в трех функциональных категориях (ВР — биологический процесс, МФ — 

молекулярная функция и СС — клеточный компонент); Б — процентное содержание белков 

лиственницы в различных функциональных категориях, картированных на белки арабидопсиса 

(BLASTP e ≤ 10–5, pident > 20 and qcovhsp > 20). 

Хвойные отличаются от цветковых древесных растений рядом признаков, в 

том числе отсутствием сосудов в ксилеме и ситовидных трубок и клеток-спутников 

во флоэме, иной структурой древесины, гаплоидным мегагаметофитом (в отличие 

от триплоидного эндосперма у покрытосеменных), мегаспорофиллами, 

репродуктивными структурами, представленными шишками, а не цветками. 

Хвойные, в отличие от покрытосеменных, в основном вечнозеленые растения, и 

очень немногие из них имеют сезонное опадение иголок (сезонное старение), 

которое встречается у видов родов Glyptostrobus, Metasequoia, Taxodium, 

Pseudolarix и Larix.  
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3.1.5.1. Клеточная стенка и метаболизм фенилаланина 

Структура клеточных стенок оказывает влияние на свойства древесины, 

которая содержит гемицеллюлозу, пектин (в первичной клеточной стенке) и 

лигнин (во вторичной клеточной стенке) [248]. У покрытосеменных древесных 

растений состав лигнина вторичной клеточной стенки отличается от хвойных, где 

основными строительными блоками являются p-кумариловый спирт и 

конифериловый спирт. [249–252]. 

Различия между хвойными и покрытосеменными древесными видами можно 

четко увидеть по количеству генов в терминах GO, связанных с организацией 

клеточной стенки и катаболизмом лигнина (Рисунок 12). Ферменты клеточной 

стенки, участвующие в биосинтезе лигнина из p-кумарилового и кониферилового 

спиртов, идентифицированы у всех шести проанализированных видов хвойных 

[20].  

Одним из основных предшественников биосинтеза лигнина и производства 

вторичных метаболитов является фенилаланин. Хвойные используют больше 

углерода для биосинтеза лигнина и фенилпропаноидов, которые играют важную 

роль в защите от насекомых и микробных патогенов [253–255].  

Биосинтез фенилаланина и фенилпропаноидов также демонстрирует различие 

между хвойными и покрытосеменными растениями (Рисунок 12) [20]. У растений 

основными ферментами, участвующими в биосинтезе фенилаланина, являются 

префенат-аминотрансфераза (PAT), которая превращает префенат в арогенат, и 

арогенатдегидратаза (ADT), которая превращает арогенат в фенилаланин, который, 

наконец, превращается фенилаланин-аммиак-лиазой (PAL) в коричную кислоту в 

цитозоле, первый компонент фенилпропаноидного пути [253,256]. Ранее было 

показано, что хвойные имеют более разнообразные семейства генов ADT и PAT по 

сравнению с покрытосеменными [257,258]. 
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Покрытосеменные: BP — Betula pendula; FS — Fagus sylvatica; PR — Populus trichocarpa; QR 

— Quercus robur; VV — Vitis vinifera. Голосеменные: PM — Pseudotsuga menziesii; PT — Pinus 

taeda; PL — Pinus lambertiana; PG — Picea glauca; PA — Picea abies; LS — Larix sibirica. 

Рисунок 12. Процент генов, аннотированных терминами GO, связанными с развитием и 

строением клеточной стенки. Листопадные покрытосеменные представлены черными серыми 

столбцами, вечнозеленые голосеменные — белыми, лиственница сибирская — желтым. 

Диаграммы размаха демонстрируют разницу в количестве генов между двумя группами: 

вечнозелеными (белый) и листопадными (серый). 

3.1.5.2. Запрограммированная гибель клеток и аутофагия  

Программируемая клеточная гибель (PCD), также известная как апоптоз у 

животных, является процессом регулируемого клеточного самоубийства, который 

может быть вызван внешними факторами или происходить по физиологическим 
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причинам в процессе развития организма. Растительные клетки имеют жесткую 

клеточную стенку, которая препятствует образованию апоптотических телец и не 

обладают классическими каспазами, действующими как основные индукторы PCD, 

или фагоцитозом [259]. Вместо этого они используют каспазоподобные протеазы 

(метакаспазы) для индукции PCD [260] и вакуоли для переваривания содержимого 

своих клеток [261,262]. PCD у растений можно разделить на два основных типа. 

Первый тип — вакуолярная, также известная как аутолитическая или 

апоптозоподобная PCD, характеризующаяся поглощением цитоплазмы 

литическими вакуолями и последующим высвобождением вакуолярных гидролаз 

в цитозоль вследствие разрыва тонопласта. Второй тип — PCD 

гиперчувствительного ответа, которая характеризуется сморщиванием клеток и 

повышенной аутофагической активностью [259,263–265]. Первый тип обычно 

происходит во время дифференцировки элементов ксилемы, старения листьев и 

мегаспорогенеза, а второй активируется в ответ на инвазию патогена для 

предотвращения дальнейшего распространения инфекции [265]. Было показано, 

что PCD и аутофагия тесно связаны со старением [266,267]. 

В категории GO:0012501, связанной с PCD, лиственница сибирская имеет 

число генов, более близкое к таковому у листопадных покрытосеменных деревьев, 

чем у вечнозеленых хвойных. Количество генов, связанных с аутофагией, также 

выше у листопадных покрытосеменных и лиственницы, чем у других хвойных 

(Рисунок 13). Однако гены группы GO:0012502 (индукция PCD) были аннотированы 

только для хвойных видов (20 у дугласовой пихты, 6 у сосны обыкновенной, 2 у 

сахарной сосны, 42 у ели белой, 22 у ели европейской и 12 у сибирской) [20]. 
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Покрытосеменные: BP — Betula pendula; FS — Fagus sylvatica; PR — Populus trichocarpa; QR 

— Quercus robur; VV — Vitis vinifera. Голосеменные: PM — Pseudotsuga menziesii; PT — Pinus 

taeda; PL — Pinus lambertiana; PG — Picea glauca; PA — Picea abies; LS — Larix sibirica. 

Рисунок 13. Процент генов, аннотированных терминами GO, связанными с 

запрограммированной гибелью клеток (PCD) и аутофагией. Листопадные покрытосеменные 

представлены черными серыми столбцами, вечнозеленые голосеменные — белыми, 

лиственница сибирская — желтым. Диаграммы размаха демонстрируют разницу в количестве 

генов между двумя группами: вечнозелеными (белый) и листопадными (серый). 

Известно, что обработка этиленом запускает PCD в клетках зоны опадания, а 

применение поглотителей активных форм кислорода замедляет опадание [268]. 

Было высказано предположение, что PCD регулируется через сигнальный путь 

этилена, поскольку мутанты с дефектом биосинтеза этилена демонстрируют 

повышенную продолжительность жизни листьев [269]. Активация аутофагии в 

процессе PCD и старения была показана на мутантах арабидопсиса с дефицитом 

аутофагии, которые демонстрировали ускоренное старение и PCD [270,271]. 

3.1.5.3. Гормоны 

Абсцизовая кислота (АБК), жасмоновая кислота (ЖАК) и этилен являются 

важными фитогормонами, играющими важную роль в ответе на абиотический и 

биотический стресс и старении листьев. АБК важна для устойчивости к 

абиотическим стрессам и заражению патогенами; она вызывает закрытие устьиц, 

тем самым уменьшая потерю воды через транспирацию в ответ на дефицит воды 

или тепловой стресс [272]. Мутанты арабидопсиса с дефицитом АБК имеют 

пониженную устойчивость к холоду [273–276]. На примере многих растений было 

показано, что АБК участвует в старении листьев [277,278]. Обработка риса и 
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арабидопсиса экзогенной АБК ускоряет пожелтение и старение листьев [279,280], 

а уровни эндогенной АБК увеличиваются во время старения листьев у кукурузы и 

арабидопсиса [281,282]. 

Лиственница сибирская имеет наибольшее количество аннотированных генов, 

связанных с реакцией на гормоны, процессом биосинтеза ЖАК, сигнальным путем, 

активируемым АБК, и связыванием АБК (Рисунок 14). Напротив, у всех хвойных, 

включая лиственницу сибирскую, количество генов связывания этилена, 

активность рецепторов этилена и реакция на этилен относительно ниже, чем у 

большинства покрытосеменных [20]. Это наблюдение можно назвать ожидаемым, 

учитывая, что последние компоненты канонического сигнального пути этилена 

появились уже после отделения покрытосеменных от голосеменных [283,284]. 

Покрытосеменные: BP — Betula pendula; FS — Fagus sylvatica; PR — Populus trichocarpa; QR 

— Quercus robur; VV — Vitis vinifera. Голосеменные: PM — Pseudotsuga menziesii; PT — Pinus 

taeda; PL — Pinus lambertiana; PG — Picea glauca; PA — Picea abies; LS — Larix sibirica. 

Рисунок 14. Процент генов, аннотированных терминами GO, связанными с передачей 

гормональных сигналов и реакцией. Листопадные покрытосеменные представлены черными 

серыми столбцами, вечнозеленые голосеменные — белыми, лиственница сибирская — желтым. 

Диаграммы размаха демонстрируют разницу в количестве генов между двумя группами: 

вечнозелеными (белый) и листопадными (серый). 
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ЖАК и ее производные также участвуют в регуляции экспрессии генов в ответ 

на различные абиотические стрессы. Процесс запускается абиотическим стрессом, 

вызывающим накопление ЖАК в цитоплазме стрессированных листьев [285–287] 

и активирующим ЖАК-сигнальные пути. Высокий уровень ЖАК активирует гены, 

чувствительные к жасмонату, которые в норме подавляются комплексом репрессии 

транскрипции [287]. ЖАК смягчает последствия водного дефицита и засоления 

почвы [288–290], низкой температуры [237,291], чрезмерного воздействия 

ультрафиолета [292–294] и участвует в механизмах защиты от патогенов у 

голосеменных [295,296]. 

3.2 Органельные геномы лиственницы сибирской 

3.2.1 Хлоропластный геном 

Общая длина окончательной сборки хлоропластного генома составила 122 560 

п.н., что очень близко к 122 474 п.н. у близкородственной европейской 

лиственницы (L. decidua). Полученная сборка была депонирована в GenBank NCBI 

(NC_036811.1). Аннотация с помощью RAST и путем сравнения с имеющимися 

аннотациями для L. decidua и L. occidentalis позволила идентифицировать 110 

генов, из которых 34 представляют собой гены тРНК, 4 — рРНК и 72 — белок-

кодирующие гены (Рисунок 15) [32].  

Геном хлоропластов у хвойных, в том числе у видов лиственниц [297], имеет 

уникальное строго отцовское наследование через пыльцу, в отличие от 

покрытосеменных, у которых он имеет материнское наследование через семена 

[298]. Он позволяет проследить отцовский генный поток и линии отдельно от 

материнских (митохондриальные гены) и двуродительских (ядерные гены). 

Поэтому хлоропластная ДНК является крайне важным источником генетических 

маркеров для изучения распределения отцовских генов и основанных на отцовстве 

филогенетических отношений у хвойных. Изменчивость генома хлоропластов 

также можно эффективно использовать для различения разных популяций одного 

и того же вида. Например, Дж. Б. Уиттол с соавторами [299] продемонстрировали 

сильную дифференциацию между материковой и островной популяциями сосны 
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Торри (Pinus torreyana) на основе 5 SNPs, обнаруженных во всем хлоропластном 

геноме размером 120 т.п.н. Однако при средней длине 120–160 т.п.н. и наличии 

около 130 генов хлоропластные геномы достаточно велики и сложны, включают 

структурные и точечные мутации, отражающие популяционную дифференциацию 

и эволюционную дивергенцию [300]. 

 

Рисунок 15. Карта расположения генов в хлоропластном геноме лиственницы сибирской. Гены, 

принадлежащие к разным функциональным группам, отмечены соответствующими цветами. 

Темно-серым и светло-серым цветами на внутреннем круге изображены GC- и AT-состав, 

соответственно. 

Изменчивость генома хлоропластов у большинства растений часто ограничена 

из-за относительно низкой частоты мутаций в этой органелле. Например, скорость 

мутаций хлоропластного генома у сосен составляет примерно 0,2–0,4 × 10–9 

синонимичных замен на нуклеотид в год [301,302]. 

В отличие от покрытосеменных, хлоропластная ДНК (хпДНК) хвойных не 

имеет больших инвертированных повторов (IR), но содержит диспергированные 

повторы, связанные со структурными перестройками. Помимо крупных 

диспергированных повторов, хпДНК хвойных также обладает рядом мелких 
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повторов — вариабельное число тандемных повторов размером от 124 до 150  п.н., 

которые связаны с областью полиморфной перестройки вблизи trnK-psbA, где 

имеется дупликация гена psbA [303]. 

Большая часть изменчивости генома хлоропластов связана с 

микросателлитными локусами [304,305]. Однако эти маркеры имеют слишком 

высокую частоту мутаций, что может привести к неверным выводам о 

филогенетических связях [306–308]. SNP могут быть более подходящими 

маркерами для реконструкции филогенетических связей, и для обнаружения этих 

маркеров необходимы сравнительные полные исследования геномов 

хлоропластов. 

3.2.2 Митохондриальный геном 

На основании ~19,7 миллионов парно-концевых ридов (PE), полученных с 

помощью секвенатора Illumina HiSeq 2000 из образцов, обогащенных 

митохондриальной ДНК (мтДНК), и  ~ 625,5 миллионов mate-pair ридов (MP), 

полученных для полного генома [12], с помощью CLC Assembly Cell и BESST была 

получена предварительная черновая сборка, которая после картирования на 

митогеномы семенных растений и фильтрации ядерных и пластидных контигов, 

составила 53 скаффолда общей длиной 11,09 млн.п.н. Для улучшения сборки 

митогенома были использованы те же PE риды Illumina, что и в предварительной 

сборке CLC, а также длинные риды Oxford Nanopore. После сопоставления 

гибридной сборки MaSuRCa с базой митохондриальных последовательностей 

растений было собрано девять митохондриальных контигов общей длиной 11,7 

млн.п.н. (максимальная длина контига 4 008 762 п.н.). На текущий момент это 

самый длинный митохондриальный геном из известных [33]. Для дополнительной 

оценки правильности окончательной сборки был использован REAPR v1.0.18, по 

результатам которого доля безошибочных нуклеотидов составляла 92,13% от 

сборки, что сопоставимо с 86% для референсного генома человека GRCh37 или 

90,3% для генома Caenorhabditis elegans [198]. В ходе аннотации всего было 

предсказано и аннотировано 40 белок-кодирующих гена, 3 гена рРНК и 31 ген 

тРНК (Рисунок 16, Таблица 8). Для гена atp8 были обнаружены две копии [33]. 
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Рисунок 16. Карта расположения генов в митохондриальном геноме лиственницы сибирской. 9 

скаффолдов составляют 11,7 млн.п.н. А — Круговое отображение. Внешний круг: разным 

цветом показаны 9 скаффолдов. Внутренние круги: на синем фоне показаны гены прямого 

стрэнда, на оранжевом — гены обратного стрэнда, зеленым — гистограмма содержания GC, 

черным/ красным — skewed GC. Б — Линейное отображение, серым цветом показаны 9 

скаффолдов.  
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Таблица 8 — Гены, идентифицированные в митохондриальном геноме 

лиственницы сибирской. 

 

Для обнаружения и классификации часто повторяющихся элементов в 

собранных скаффолдах были использованы RepeatModeler и TEclass. 

RepeatModeler обнаружил 122 мобильных элемента, среди которых TEclass 

идентифицировал 27 ДНК-транспозонов, 38 длинных концевых повторов (LTR), 12 

длинных диспергированных ядерных элементов (LINE) и 9 коротких 

диспергированных ядерных элементов (SINE). Всего с использованием 

комбинированной библиотеки повторов был идентифицирован 7 691 повтор, что 

составляет 11,14% от 11,7 млн.п.н сборки. LTR, LINE и простые повторы оказались 

наиболее распространены среди классифицированных повторов (4%, 2% и 0,8% 

соответственно; Рисунок 17) [33]. Диспергированные повторы суммарно составляют 

7,9% от размера митогенома. 

LTR представлены в основном семействами Gypsy, Copia, DIRS и Gymny. 

Представитель последнего ранее был обнаружен в геноме сосны и родственен 

элементам Athila у арабидопсиса [309]. Среди non-LTR ретротранспозонов SINE, I 

и Penelope вместе составляют около 20,56% non-LTR, что составляет 0,53% всего 

митогенома. RepeatMasker обнаружил три элемента Penelope, все с относительно 

им score и длиной от 57 до 813 п.н. [33]. Penelope-подобные элементы считаются 

обычными для животных, но недавно были обнаружены и у хвойных, в частности 

в геноме сосны обыкновенной [226]. Предполагается, что эти элементы были 

переданы предку хвойных около 340 млн. лет назад. 
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Рисунок 17. Относительное содержание повторяющихся элементов, идентифицированных в 

митогеноме лиственницы сибирской. 

ДНК-транспозоны класса II составляют 0,7% сборки митогенома и 

представлены семействами повторов EnSpm, Harbinger, hAT, Helitron, MuDR, 

TcMar и Maverick (Polinton). В сборке митогенома был обнаружен только один 

элемент Polinton длиной 18 п.н. [33]. Хотя полинтоны не характерны для геномов 

растений, некоторые элементы, родственные Maverick, обнаружены в цитоплазме 

и митохондриях некоторых растений и грибов [310,311]. 

Размер митогенома у семенных растений варьирует по крайней мере на один 

порядок в диапазоне от ~ 222 т.п.н. у Brassica napus [312] и ~ 316 т.п.н. у Allium cepa 

[313] до ~ 3,9 млн.п.н.у Amborella trichopoda [314] и ~ 11,3 млн.п.н.у Silene conica 

[315]. Митогеномы растений отличаются от митогеномов животных более высокой 

сложностью и размером из-за наличия интронов, межгенных последовательностей, 

повторяющихся и мобильных элементов [316, 317]. Причины чрезвычайно 

большого размера митогеномов у растений до сих пор полностью не выяснены, но 

могут быть, по крайней мере, частично объяснены переменным числом мобильных 

генетических элементов, интронов и связанных с плазмидами последовательностей 

[320], и могут зависеть от различных факторов, таких как как пролиферация 

ретротранспозонов, генерация повторяющейся ДНК путем рекомбинации и 

перенос чужеродных последовательностей из пластидных или ядерных геномов 
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или посредством горизонтального обмена мтДНК [33,321]. Кодирующие 

последовательности основных митохондриальных генов относительно 

консервативны [318,319]. 

Данная сборка митохондриального генома не состоит из одной 

последовательности, которую можно было назвать мастер-кольцом, но во многих 

недавних публикациях показано, что представление митогенома растений в виде 

единой кольцевой молекулы не всегда точно из-за его сложности и динамического 

смешения форм мтДНК внутри одного растения [33,322]. 

Митогеномы как растений, так и животных часто рассматриваются как одна 

кольцевая последовательность, и до недавнего времени эта модель преобладала 

при сборке митогеномов. Однако все чаще высказываются предположения о том, 

что митохондриальные геномы обладают более нетривиальной структурой. 

Например, митогеном огурца (Cucumis sativus) был собран только в три кольцевые 

хромосомы размером 1,6, 84 и 45 т.п.н. соответственно [323, 324], а митогеном 

Silene noctiflora (6,7 млн.п.н.) фрагментирован более чем на 50 кольцевых хромосом 

[315]. Интересно, что в митогеномах многих сосудистых растений обнаруживаются 

чужеродные последовательности, полученные либо путем внутриклеточного 

переноса генов из пластид [199,325], либо путем горизонтального переноса генов 

из митохондрий других видов [326]. Большинство этих чужеродных 

последовательностей являются некодирующими или псевдогенами, хотя иногда 

встречаются в кодирующих областях [325]. Напротив, перенос гена из митогенома 

в пластиду считается редким. Более того, принято считать, что гены митохондрий 

растений эволюционируют медленнее, чем пластидные или ядерные, а частота 

мутаций в кодирующих областях митогеномов растений примерно на два порядка 

ниже, чем в генах митохондрий животных [327–330].  

Важно отметить, что даже при наилучшем возможном протоколе обогащения 

мтДНК и наличии достаточного количества интактных молекул мтДНК все равно 

будет очень сложно проверить, представляет ли конкретная большая сборка 

митогенома растения единую кольцевую молекулу или нет. Все субгеномные 

кольца теоретически могут быть обнаружены, если будут получены очень длинные 
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прочтения, сравнимые с размерами этих субгеномных колец, что пока 

представляется затруднительным, учитывая огромную длину митогенома хвойных. 

Для получения однозначных альтернативных сборок длина прочтений должна 

составлять несколько млн.п.н. Однако даже если бы митогеном был собран как 

единая кольцевая структура, это не гарантировало бы его действительной 

кольцевой природы. В митохондриях могут существовать альтернативные 

физические структуры, способные образовывать некольцевые структуры, такие как 

конкатамеры «голова к хвосту» и линейные молекулы со специфическими 

перестановками [33,331]. 

3.3 Предсказание сайтов начала транскрипции (TSS) в полногеномных 

сборках ели белой, ели норвежской, сосны ладанной, сосны сахарной и 

лиственницы сибирской 

3.3.1 Предсказание TSS 

Для предсказания сайтов начала транскрипции (TSS) были взяты публично 

доступные аннотации для геномов Pinus taeda, Picea glauca, Picea abies и 

полученная в данной работе аннотация Larix sibirica. Для предсказания промоторов 

был выбран алгоритм TSSPlant, который использует нейронные сети для оценки до 

17 признаков, таких как наличие классических мотивов, вариации нуклеотидного 

состава и другие [205]. Использование TSSPlant позволило предсказать 22 633 

позиции TSS у P. taeda, 25 889 у P. abies, 44 651 у P. glauca и 62 420 у L. sibirica. 

От 13,3% до 14,3% идентифицированных позиций TSS находились в кодирующих 

частях соответствующих моделей генов и были исключены [204]. 

Чтобы выбрать наиболее вероятную позицию TSS среди нескольких, 

предсказанных для данного гена, мы сравнили длину каждой 5'-UTR с 

распределением длин 5'-UTR для четырех видов растений, двух двудольных, 

A. thaliana и P. trichocarpa, и двух однодольных растения O. sativa и S. bicolor 

(Приложение Г.1). Два параметра k и theta, определяющие форму и масштаб гамма-

распределения, рассчитывались следующим образом: theta = v/m, k = m/theta. 

Используя k = 0,62 и theta = 238,99, был выбраны предсказания, которые лучше 
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соответствуют теоретическому распределению длин 5'UTR. После фильтрации 

предсказаний на предмет попадания в кодирующую область и выбора позиций с 

наибольшей вероятностью соответствия теоретическому распределению, 10 367 

позиций для P. abies, 16 629 для P. glauca, 9 149 для P. taeda и 23 016 для L. sibirica 

были идентифицированы как предполагаемые TSS [204]. Все модели генов с 

соответствующими предсказанными TSS доступны в геномном браузере 

Persephone (https://web.persephonesoft.com/). 

Аннотации геномов лиственницы сибирской и ели белой были выполнены с 

помощью пайплайна MAKER с использованием данных транскриптома и 

доступных данных EST и RNA-seq для этих и других близких видов. Это позволило 

автоматически предсказать 13 228 UTR для лиственницы сибирской и 14 056 UTR 

для ели белой на основе доступных данных EST. При сравнении TSS, 

предсказанных MAKER и алгоритмом TSSPlant с фильтрацией, основанной на 

распределении длин 5'-UTR модельных видов растений, было показано, что 

позиционное распределение TSS, предсказанное методом de novo, похоже на 

распределение TSS, предсказанное методом с использованием поддержки РНК 

(Приложение Г.2) [204]. 

В предсказанных промоторах появление мотива ТАТА(А/Т)А(А/Т) 

демонстрирует ярко выраженный пик примерно на 20 п.н. выше предсказанного 

положения TSS для всех четырех видов (Рисунок 18), что хорошо соответствует 

каноническому расположению ТАТА-бокса, поскольку эукариотические 

промоторы содержат ТАТА-бокс в положении на 40-15 п.н. выше TSS [204]. 

При сравнении количества промоторов, содержащих мотив ТАТА-бокс или 

мотив СА, примерно половина проанализированных последовательностей (46–

53%) имела мотив СА в пределах области [–2; +2] вокруг TSS, а ТАТА-бокс 

обнаружен у 5–8% промоторов в области [–40; –20] относительно TSS. Среди 

ТАТА-содержащих промоторов примерно половина из них содержала мотивы как 

ТАТА, так и СА. Растения полагаются на ТАТА-бокс, чтобы инициировать 

транскрипцию большинства генов. ТАТА-бокс расположен примерно на 40 п.н. 

выше TSS у хвойных. Хотя наиболее распространенное расположение ТАТА-бокса 

https://web.persephonesoft.com/
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находится на расстоянии от 20 до 40 п.н. выше TSS, ранее сообщалось, что у 

некоторых растений, таких как Vitis vinifera, ТАТА-бокс наблюдался в пределах –

70 п.н. относительно TSS [123]. Высота пика частоты TATA напрямую измеряет 

точность предсказания TSS [204]. 

 

Рисунок 18. Частота мотива TATA(A/T)A(A/T) в TSS-центрированных промоторах для четырех 

видах хвойных и арабидопсиса. 

В дополнение к ТАТА-боксу стандартная модель базового промотора у 

растений [332] включает наличие инициаторного мотива в области TSS, AGGA-

бокс (YA2-5KNGA2-4YY, ~ 80 п.н. выше TSS, [332,333]), и нижний промоторный 

элемент, DPE (RGWYVT, ~ 28–32 п.н. ниже TSS, [332]). Существуют 

принципиальные различия в организации промотора растений и животных. 

Промоторы млекопитающих обычно имеют CAAT-бокс [334] вместо 

растительного AGGA. ТАТА-бокс появляется менее чем в 10% промоторов 

млекопитающих. Мотив DPE обычно встречается в промоторах без ТАТА; однако 

ТАТА и DPE могут возникать одновременно [332]. Промоторы животных также 

могут содержать элементы BRE и motif ten (MTE), отсутствующие в промоторах 

растений [334]. Сообщалось, что гены могут иметь двунаправленные промоторы 

[335,336]; эта особенность была тщательно изучена у млекопитающих и менее 

широко у растений. Мортон и соавторы [119] проанализировали образцы корней A. 

thaliana, чтобы найти точное местоположение TSS, и обнаружили, что 

большинство промоторов не содержат ТАТА-бокса, но содержат специфическую 
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комбинацию сайтов связывания факторов транскрипции, регулирующих 

экспрессию генов. Ямамото и соавторы [337], изучавшие базовые промоторы в 

геноме A. thaliana, такие как TATA и GA, заметили, что архитектура промотора 

связана со структурой гена. Длина 5'-UTR также отрицательно коррелирует с 

уровнем экспрессии соответствующих генов [137]. 

Изменение стандартной свободной энергии ДНК-дуплекса в 

последовательности генома является индикатором промоторной области и 

успешно применяется для предсказания промотора. Мы использовали это в 

качестве подтверждающего доказательства для промоторов, предсказанных 

TSSPlant. Профиль свободной энергии показывает пик около –40 п.н.. и резкое 

снижение около предполагаемого TSS (Рисунок 19) [204]. 

 

Рисунок 19. Распределение свободной энергии ДНК-дуплексов вокруг позиции TSS 

предсказанной TSSPlant. 

Несколько курируемых баз данных содержат коллекции PWM, такие как 

JASPAR, PlantRegMap [338] или TRANSFAC [339]. Несмотря на постоянное 

совершенствование методов поиска PWM, они дают много ложноположительных 

предсказаний. Короткая длина и высокая вариабельность фактических мотивов 

связывания ТФ приводят к тому, что большинство совпадений с матрицей 

пропускают функциональные сайты связывания, либо предсказанные сайты имеют 

низкую вероятность в действительности быть функциональным [340]. Тем не 

менее, PWM-сканирование может служить полезным предварительным этапом для 
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создания списка TFBS-кандидатов, которые можно дополнительно отфильтровать 

с использованием других методов. Постоянство в расположении конкретных 

мотивов также может указывать на точно предсказанный промотор.  

Чтобы определить позиционное распределение сайтов связывания 

транскрипциооных факторов (TFBS), мы просканировали идентифицированные 

промоторные области на наличие нескольких связанных с развитием и стрессом 

TFBS, используя TRANSFAC и MATCH. Позиционно-взвешенные матрицы 

(PWM), принадлежащие мотивам гомеодомена (Homeodomain), белкам теплового 

шока и транскрипционным факторам Myb, показывают два пика в их позиционном 

распределении (Рисунок 20b–d), в то время как мотивы связывания факторов 

AP2/EREBP имеют явное снижение вблизи области TATA-бокса (Рисунок 20) [204]. 

Надсемейство AP2/EREBP является одним из крупнейших ТФ растений и 

может быть разделено на три семейства: семейства AP2, RAV и ERF (фактор 

отклика на этилен). Наиболее распространенное семейство ERF делится на 

подсемейства ERF и DREB. ERF ТФ могут связываться с элементом GCC-box 

(AGCCGCC) и участвуют в путях передачи гормонов и регуляции генов, связанных 

с патогенезом. DREB ТФ связываются с элементом, чувствительным к 

обезвоживанию (DRE) с мотивом A/GCCGAC, и регулируют экспрессию генов, 

чувствительных к стрессу [341,342].  

Гомеодоменовые ТФ представляют собой широко консервативные белки, 

составляющие примерно 15–30% всех ТФ у эукариот, которые управляют 

транскрипцией генов, ответственных за клеточную дифференцировку, морфогенез 

и поддержание плюрипотентности стволовых клеток. Они обладают ДНК-

связывающим доменом, содержащим структуру спираль-поворот-спираль (helix-

turn-helix, HTH), которая распознает короткий мотив 5'-TAAT-3' с очень умеренной 

специфичностью [343,344].  
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Рисунок 20. Позиционное распределение сайтов связывания факторов транскрипции (TFBS) для 

Larix sibirica, Picea abies, Picea glauca и Pinus taeda на основе PWM -сканирования с 

использованием TRANSFAC: (а) факторы, связанные с AP2/EREBP; (b) Homeodomain; (c) 

факторы транскрипции теплового шока; (d) Факторы транскрипции Myb. 

Холод, соленость, засуха и другие стрессовые факторы, повреждающие белки, 

вызывают активацию и тримеризацию HSF, что позволяет связывать каждый 

мономер HSF с элементом теплового шока (HSE). HSE расположен в TSS генов 

HSP и включает по крайней мере два инвертированных повтора с консенсусным 

мотивом 5'-nGAAn-3' (5'-nGAAnnTTCn-3') выше TATA-бокса [345,346]. MYB-

подобные белки контролируют метаболизм растений, развитие, судьбу клеток и 

реакцию на стресс. ТФ, содержащие характерный для растений домен MYB R2R3-

типа, обычно связываются с AC-обогащенным мотивом ДНК (AC-элементами), 

таким как 5'-ACC(A/T)A(A/C)-3' [347,348]. PWM, принадлежащие Homeodomain, 

Heat shock и Myb ТФ, имеют два пика (Рисунок 20b–d), которые соответствуют AT-

богатым участкам, на позициях 0 и –40 п.н., соответствующим TSS и TATA-box 

соответственно. Точно так же ТФ AP2 / EREBP с их GC- богатыми мотивами 

связывания имели выраженное падение вблизи области ТАТА-бокса (Рисунок 20а) 

[204]. 
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3.3.2 Анализ нуклеотидного состава промоторов и кодирующих 

последовательностей 

Большинство геномов покрытосеменных имеют отчетливый уменьшающийся 

от 5' до 3' градиент содержания GC в кодирующих областях. Этот эффект больше 

всего проявляется в третьем положении кодона. Существует возможная связь 

между рекомбинацией и градиентом 5'-3' GC, поскольку скорость рекомбинации 

выше вокруг TSS, что создает градиент рекомбинации 5'-3' [349,350]. Было 

высказано предположение, что градиент 5'-3' GC может указывать на инициацию 

рекомбинации на TSS [351]. 

Мы рассчитали GC3 для всех кодирующих областей, которые имели 

поддержку RNA-seq. Подобно другим двудольным растениям, хвойные обладают 

унимодальным распределением GC3 со средним значением 0,43 (sd = 0,087, Рисунок 

21) [204]. Анализ кодирующих последовательностей у нескольких видов растений 

показал градиент GC3 от 5'-конца к 3'-концу гена [137,352]. Все четыре 

проанализированных вида имели сходный градиент GC3, который постепенно 

уменьшался начиная с 250 п.н. после старта кодирующей последовательности 

(Рисунок 21а).  

Мы разделили гены на категории GC3-бедных и GC3-богатых, используя 10% 

и 90% квантили GC3. Взаимосвязь между положением кодона в кодирующей 

последовательности и содержанием GC3 была определена для обеих категорий GC3, 

с помощью линейной регрессии на первых 1000 нуклеотидах кодирующей 

последовательности (Рисунок 21b). У лиственницы сибирской и риса наклон линии 

регрессии выражен сильнее, чем у сосны обыкновенной и арабидопсиса. Эти 

результаты согласуются с предыдущим сообщением о характере распределения GC 

в голосеменных растениях [140]. 
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Рисунок 21. Некоторые статистические показатели распределения GC для четырех видов 

хвойных, Larix sibirica, Picea abies, Picea glauca, Pinus taeda и двух модельных видов растений, 

Arabidopsis thaliana и Oryza sativa: А — градиент GC3 в кодирующих последовательностях, Б 

— наклон градиента GC3, В — Распределение GC3 по всем CDS, Г — CG-асимметрия вокруг 

TSS. 

Обогащение ДНК гуаниновыми и цитозиновыми нуклеотидами связано с 

более высокой компактностью и плотностью генов и более высокими скоростями 

рекомбинации, чем менее обогащенные GC участки [351]. Было замечено, что у 

многих видов гены можно сгруппировать в два класса на основе содержания GC в 

третьем положении нуклеотидов кодирующих последовательностей [353–355]. Как 

сообщают Serres-Giardi с соавторами [140] и Татаринова с соавторами [137], у 

некоторых растений GC3-бедные и GC3-богатые гены значительно различаются по 

длине, при этом более длинные кодирующие последовательности, как правило, 

имеют более низкую частоту нуклеотидов G+C в третьем положении. Также 

считается, что преобладание нуклеотидов GC в более коротких генах является 

результатом их длины, так как содержание GC гена представляет собой среднее 

значение существующего градиента GC. Более короткие GC-богатые гены, как 

правило, либо моноэкзонны, либо имеют меньшее количество экзонов и интронов 

в целом, что напрямую влияет на среднее содержание GC, поскольку интроны 
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имеют более низкое содержание GC, чем экзоны. Согласно [351], унимодальное 

распределение содержания GC3 указывает на меньший градиент GC внутри генов 

и более низкую скорость рекомбинации. Также ранее было замечено, что гены, 

богатые GC3, могут демонстрировать более вариабельную экспрессию, чаще иметь 

ТАТА-зависимые промоторы и обычно участвуют в путях ответа на стресс. 

Наблюдаемый пик перекоса CG вокруг предсказанных TSS (Рисунок 21d) ранее был 

связан с эффективностью транскрипции и статусом метилирования генов, богатых 

GC3 [138]. 

Подобно A. thaliana и O. sativa [134,135], GC-skew у четырех исследованных 

видов хвойных показал отчетливый пик вокруг TSS (Рисунок 21d). Высота пика у 

четырех видов хвойных ниже, чем у арабидопсиса. Это может быть связано с 

биологическими различиями или более низким качеством сборки генома [204]. 

Чтобы проверить, можно ли наблюдать разницу в длине генов между GC3-

бедными и GC3-богатыми геномами в группе голосеменных, мы сравнили эти два 

класса генов (Рисунок 22). U-критерий Манна-Уитни показал, что длина CDS в 

генах с низким содержанием GC3 была значительно больше, чем в генах с высоким 

содержанием GC3 (2,20 × 10–16 <p <6,09 × 10–12) [204]. 

Между двумя классами генов была значительная разница в количестве 

экзонов; эта тенденция сохраняется для всех исследованных голосеменных и 

покрытосеменных растений. Согласно текущим аннотациям генома, GC3-богатые 

гены, как правило, имеют от двух до четырех экзонов у лиственницы сибирской и 

сосны обыкновенной и два или меньше экзона у европейской и белой ели (Рисунок 

23) [204]. Гены с более чем пятью экзонами, как правило, являются GC3-бедными 

у всех видов. 

 



94 

 

Рисунок 22. Разница в длине кодирующей последовательности между GC3-бедными и GC3-

богатыми генами. 10% и 90% квантили использовались для разделения генов на классы с 

низким содержанием GC3 и с высоким содержанием GC3 (синий и красный соответственно). 

CG-skew в геномах четырех хвойных были ниже, чем у A. thaliana, но чтобы 

сделать вывод, было ли это связано с качеством сборки генома хвойных или с 

различиями между голосеменными и покрытосеменными (или однодольными и 

двудольными), необходимо проанализировать гораздо больше геномов, что 

выходит за рамки данного исследования [204]. Тем не менее, это можно сделать с 

помощью представленных здесь инструментов, и это может стать перспективным 

направлением для будущих исследований. 
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Рисунок 23. Распределение числа экзонов на ген в GC3-бедных и GC3-богатых генах у L. 

sibirica, P. abies, P. glauca и P. taeda. Количество генов в категориях GC3-бедных и GC3-

богатых было одинаковым в каждом организме. 

3.4 Разработка микросателлитных маркеров для оценки генетического 

разнообразия лиственниц сибирской, Гмелина и Каяндера 

3.4.1 Отбор повторов и дизайн праймеров 

После работы алгоритма по поиску тандемных повторов GMATo было 

найдено 1015 регионов с повторяющимися трех-, четырех-, пяти- и 

шестинуклеотидными мотивами (Таблица 9). После отбора тандемных повторов по 

минимальному числу повторения мотивов и положению в контиге при помощи 

WebSat был выполнен дизайн праймеров для выбранных 222 микросателлитных 

локусов (Таблица 9) [30]. 
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Таблица 9 — Микросателлитные маркеры для ядреного генома L. sibirica, отобранные для 

дизайна праймеров 

Нуклеотидный 

мотив 

Минимально

е число 

повтора 

мотива 

Число 

соответствующ

их SSR-

повторов 

Число 

микросателлито

в с праймерами 

Количество 

пар 

праймеров 

после 

проверки на 

специфичност

ь 

Трехнуклеотидные 15 423 78 27 

Четырехнуклеотидн

ые 
10 249 57 12 

Пятинуклеотидные 7 132 36 12 

Шестинуклеотидные 7 211 51 9 

 ∑ = 1015 ∑ = 222 ∑ = 60 

Выравнивание контигов, содержащих отобранные повторы, на 

последовательности митохондрий растений выявило наличие среди отобранных 

контигов одного, вероятнее всего принадлежащего митохондриальному геному. 

Данный контиг с соответствующим ему микросателлитным повтором из 

дальнейшего анализа был исключен в данной работе, но может представлять собой 

ценный маркер для изучения материнский линий. Проверка на наличие 

хлоропластных последовательностей не выявила их присутствия среди отобранных 

контигов [30]. 

После проверки полученных последовательностей праймеров на 

специфичность при помощи выравнивания на исходную сборку была выявлена 161 

пара праймеров, имеющих более одного точного совпадения в использованной 

сборке ядерного генома. Эти праймеры были признаны недостаточно 

специфичными для амплификации конкретных SSR-локусов, и удалены из 

дальнейшего анализа. Оставшиеся 60 пар праймеров были отобраны для 

дальнейшего тестирования в лаборатории (Приложение Д.1) [30].  

3.4.2 Отбор полиморфных маркеров 

Первичный анализ отобранных праймеров показал, что из 60 пар праймеров 

14 обнаружили отсутствие амплифицированного продукта, а для остальных 13 

амплифицированный продукт был не того размера. Остальные 33 локуса проявили 

более-менее устойчивую амплификацию в подобранных условиях. Эти праймеры 
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далее тестировались на увеличенной выборке деревьев. По результатам данной 

проверки было отобрано 23 локуса, демонстрировавших наиболее стабильные 

интерпретируемые спектры [30]. 

Для уточнения полиморфности маркеров была проведена проверка всех 23 

маркеров на выборках от трех видов из трех географически отдаленных популяций 

— L. sibirica, L. gmelinii и L. cajanderi. Два локуса, Ls_8778872 и Ls_291006, были 

признаны мономорфными для трех видов лиственницы и исключены из 

дальнейшего анализа. Еще четыре локуса, Ls_2672894, Ls_4040657, Ls_980491 и 

Ls_3542003, при тестировании на 8 образцах показали себя мономорфными для L. 

sibirica, но полиморфными для L. gmelinii и L. cajanderi. Два локуса, Ls_3765334 и 

Ls_254200, проявили себя как мономорфные для L. gmelinii и L. cajanderi, но 

полиморфные для L. sibirica (Таблица 10) [30]. 

Таблица 10 — Результаты тестирования 23 ядерных микросателлитных локусов на 8 образцах.  

 
Примечание. П — полиморфный, М — мономорфный 
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Тестирование отобранного 21 локуса на 24 образцах из четырех 

географически отдаленных популяций лиственницы показало, что при расширении 

выборки локусы Ls_1664757 и Ls_3542003 по-прежнему остаются мономорфными 

(Рисунок 24). 

 

Рисунок 24. Число микросателлитных локусов на каждом из этапов проверки разработанных 

праймеров. 

Остальные 14 протестированных локусов были полиморфными и пригодными 

для проведения пробного популяционно-генетического анализа (Приложение Д.2). 

Из них наиболее простые спектры с одной зоной активности и числом аллелей от 3 

до 5 показали семь локусов (Ls_980491, Ls_2672894, Ls_4040657, Ls_1008427, 

Ls_417667, Ls_2552367 и Ls_3765334). Примеры электрофореграмм данных 

локусов показаны на Рисунке 25. 

Локус Ls_1524449 является высокополиморфным для L. sibirica, с 9 

аллельными вариантами, тогда как для L. gmelinii и L. cajanderi данный маркер 

показал нестабильные спектры с большим числом нуль-аллелей, с отсутствием 

амплификации, вероятно, вследствие мутаций в зоне отжига праймеров. Локус 

Ls_951631 также показал себя полиморфным для L. sibirica, но в популяции 

лиственницы Каяндера дает слишком большой разброс в различии аллельных 

вариантов и, вероятно, имеет две перекрывающихся зоны активности, что сильно 

затрудняет генотипирование. Локус Ls_254200, при первичной проверке 

выглядевший мономорфным на лиственницах Каяндера и Гмелина, в дальнейшем 

проявил слабую полиморфность для этих видов, а для L. sibirica был полиморфным, 
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но с большим числом нуль-аллелей и нестабильной амплификацией. Для локусов 

Ls_1898261 и Ls_897755 обнаружено слишком большое количество 

неспецифической амплификации [30]. 

  

Рисунок 25. Примеры электрофореграмм некотрых ядерных микросателлитных локусов, 

цифрами обозначены аллели по длине фрагмента ДНК (лист 1 из 2, фото автора). 
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Рисунок 25 (лист 2 из 2, фото автора). 

3.4.3 Оценка показателей генетического разнообразия видов L. sibirica, 

L. gmelinii и L. cajanderi 

В процессе исследования 14 ядерных микросателлитных локусов в четырех 

популяциях лиственниц сибирской, Гмелина и Каяндера из различных районов их 

естественного произрастания выявлено 86 аллельных вариантов, 28 (32,5%) из 

которых оказались общими. Так же для 9 локусов были выявлены нуль-аллели.  У 

изученных нами популяций идентифицированные микросателлитные локусы 

существенно отличались по составу и частотам встречаемости выявленных 

аллелей. Так, например, у лиственницы сибирской выявлено 57 аллелей, из 

которых 11 оказались специфичными. У лиственницы Гмелина выявлено 62 

аллеля, из которых только 7 специфичные, а у лиственницы Каяндера — 61 аллель 

и специфичных лишь 5. Локус Ls_980491 в популяции лиственницы из Забайкалья 

проявил себя как мономорфный. Так же мономорфным себя показал и локус 

Ls_4040657 для обеих выборок лиственниц сибирских (Приложение Д.3) [30]. 
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Самый высокий уровень аллельного разнообразия в исследованных популяциях 

лиственницы имеют локусы Ls_752897, Ls_954234 Ls_3952800, в которых 

выявлено 13, 11 и 10 аллелей соответственно (Приложение Д.3). 

На основании аллельных частот 14 локусов были рассчитаны основные 

показатели генетической изменчивости исследованных популяций лиственниц 

сибирской, Гмелина и Каяндера (Таблица 11).  

Таблица 11 — Показатели генетической изменчивости, рассчитанные для трех видов 

лиственниц по результатам SSR-анализа  

Популяция N NA NE HO HE F 

Larix sibirica 

ЛС-СЕ 24 4,07 ± 0,47 2,39 ± 0,25 0,56 ± 0,07 0,50 ± 0,06 –0,12 ± 0,07 

ЛС-ТУ 24 3,29 ± 0,32 2,22 ± 0,22 0,56 ± 0,08 0,48 ± 0,06 –0,16 ± 0,09 

В среднем для вида 3,68 ± 0,29 2,31 ± 0,16 0,56 ± 0,05 0,49 ± 0,04 –0,14 ± 0,06 

Larix gmelinii 

ЛГ-Ч 24 4,9 ± 0,7 2,7 ± 0,52 0,46 ± 0,08 0,47 ± 0,07 0,01 ± 0,03 

Larix cajanderi 

ЛК-Я 24 4,50 ± 0,61 2,35 ± 0,43 0,41 ± 0,07 0,43 ± 0,07 0,06 ± 0,05 

В среднем для всех 

популяций 4,19 ± 0,28 2,41 ± 0,18 0,49 ± 0,04 0,47 ± 0,03 –0,05 ± 0,03 

Примечание. N — число деревьев в выборке, NA — среднее число аллелей на локус, NE — 

эффективное число аллелей на локус, HO — наблюдаемая гетерозиготность, HE — ожидаемая 

гетерозиготность, F— индекс фиксации, ± — стандартная ошибка. 

Анализ показателей генетического разнообразия показал, что наиболее 

высокое аллельное разнообразие было выявлено в популяциях лиственниц 

Гмелина (NA = 4,93 и NE = 2,69) и Каяндера (NA = 4,50 и NE = 2,35), что объясняется 

наличием большего количества редких аллелей, чем у лиственницы сибирской. 

Однако по средним уровням наблюдаемой и ожидаемой гетерозиготности гораздо 

большую изменчивость показывают выборки из популяций лиственницы 

сибирской (HO = 0,558 и HE = 0,491) [30]. Такая картина вполне согласуется с 

литературными данными [28], и может быть объяснена условиями, в которых 

произрастают данные виды. 

В изученных популяциях лиственниц Гмелина и Каяндера выявлен дефицит 

гетерозиготных генотипов, тогда как в двух популяциях лиственницы сибирской, 

напротив, обнаружен небольшой избыток гетерозигот (F = –0,142). Высокие 

индексы фиксации были выявлены в якутской и читинской выборках лиственниц 
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Каяндера (F = 0,061) и Гмелина (F = 0,009). Это может быть связано с инбридингом 

или подразделённостью популяций. Особенности этих выборок, приведшие к 

такому высокому значению индекса фиксации (F), заключается в том, что данные 

регионы регулярно подвергаются сильным пожарам. Послепожарное 

восстановление древостоя на данных участках происходило главным образом за 

счет небольшого числа неповрежденных или слабо повреждённых деревьев, что 

может вести к инбридингу. Но инбридинг оказывает одинаковое влияние на все 

локусы, и положительные значения индекса должны наблюдаться для всех или 

большинства локусов. Однако они наблюдаются только для некоторых локусов, 

что может объясняться не инбридингом, а подразделённостью популяции или 

наличием нуль-аллелей в данных локусах [30]. В целом, в выборках лиственницы 

из Якутии и читинского района избыток гомозигот подтверждают ранее 

полученные аналогичные данные в северных популяциях рода Larix [356]. Высокий 

уровень инбридинга характерен для видов рода Larix по причине высокой частоты 

самоопыления, поскольку пыльца лиственницы не имеет воздушных мешков, в 

следствии чего не летит от кроны на большое расстояние [28,356–358]. 

Оценка популяционной структуры на основе F-статистик Райта (Таблица 12) 

показала, что индекс фиксации особи относительно популяции в среднем 

составляет около 8% (FIS = –0,077), и относительно вида 7% (FIТ = 0,074) [211]. 

Приблизительно 13% от всей наблюдаемой изменчивости (FSТ = 0,134) приходится 

на межпопуляционную. Внутри популяций сосредоточено 86,6% всего 

генетического разнообразия. Наибольший вклад в дифференциацию изученных 

популяций вносят локусы Ls_980491, Ls_611965, Ls_840190 и Ls_3765334 (Таблица 

12). Данные локусы могут служить в качестве диагностических для генетической 

маркировки выборок из разных географических районов [30]. Приведенные оценки 

межпопуляционной изменчивости согласуются с ранее опубликованными 

данными, как по анализу SSR-маркеров [28], так и по анализу аллозимных 

маркеров для лиственниц сибирской и Гмелина [19,356]. 
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Таблица 12 — Значение показателей F-статистик Райта 

Локус Число аллелей FIS FIT FST Значения χ2 

Ls_1008427 5 0,17 0,26 0,10 76,11 (15) *** 

Ls_1247092(2) 7 -0,09 0,03 0,10 106,14 (28) *** 

Ls_2552367 4 -0,01 0,03 0,04 15,78 (6) * 

Ls_2672894 3 -0,08 -0,05 0,03 0,43 (3) ns 

Ls_305132 6 -0,02 0,12 0,14 28,85 (21) ns 

Ls_3765334 5 -0,11 0,08 0,17 27,71 (15) * 

Ls_3952800 9 -0,13 0,04 0,15 253,67 (45) *** 

Ls_4040657 3 0,14 0,22 0,09 65,23 (6) *** 

Ls_417667 5 -0,49 -0,26 0,16 11,94 (10) ns 

Ls_611965 7 0,08 0,32 0,26 38,87 (21) * 

Ls_752897 12 0,07 0,18 0,12 210,36 (78) *** 

Ls_840190  7 0,19 0,34 0,18 59,71 (28) *** 

Ls_954234 10 -0,07 -0,01 0,06 146,08 (55) *** 

Ls_980491 3 -0,74 -0,27 0,27 8,56 (3) * 

Среднее -0,077 ± 0,068 0,074 ± 0,050 0,134 ± 0,020  

Примечание: FIS — индекс фиксации особи относительно популяции, FIT — индекс 

фиксации особи относительно вида, FST — коэффициент межпопуляционной дифференциации. 

χ2 — тест на гетерогенность аллельных частот; в скобках указано число степеней свободы. 

Уровни значимости: * — P < 0,05; ** — P < 0,01; *** — P < 0,001, ns — не значимо. 

Уровень генетической дифференциации между исследованными популяциями 

был определён с использованием стандартного генетического расстояния (DN) Нея 

[212], на основании частот аллелей 14 SSR-локусов (Таблица 13). 

Таблица 13 — Генетические расстояния DN между изученными популяциями лиственниц. 

 ЛГ-Ч ЛК-Я ЛС-СЕ ЛС-ТУ 

ЛГ-Ч –    

ЛК-Я 0,104 –   

ЛС-СЕ 0,246 0,282 –  

ЛС-ТУ 0,265 0,323 0,092 – 

Из приведенных в Таблице 13 данных видно, что значения DN между 

популяциями лиственницы варьируют в достаточно широких пределах: от 0,09 до 

0,32. Анализ индивидуальных генотипов (генотипических дистанций) [213] 

изученных видов лиственницы также показал подразделенность популяций и 

соответствие их географическому расположению (Рисунок 26) [30]. 
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Рисунок 26. Проекция изученных выборок лиственницы на плоскости двух координат по 

данным анализа главных координат (PCoA) матрицы генотипических расстояний. 

Согласно данным расчётов, наиболее генетически удалёнными друг от друга 

являются выборки лиственницы Каяндера из Якутии и лиственницы сибирской из 

Хакасии (DN = 0,323). Наименьшее значение генетического расстояния 

наблюдается между выборками одного вида — лиственницы сибирской (DN = 

0,092), что вполне естественно. Стоит так же обратить внимание, что значение 

расстояния Нея между выборками из лиственниц Гмелина и Каяндера лишь 

немногим больше (DN = 0,104) [30]. Эти данные могут служить подтверждением 

гипотезы о том, что данные виды L. gmelinii и L. cajanderi на самом деле являются 

не разными видами, а, скорее, двумя расами одного вида [19,359]. Установленный 

уровень дифференциации включенных в исследование выборок из популяций 

лиственницы наглядно показывает расположение популяций на плоскости двух 

координат (Рисунок 26). 

Таким образом, использование 14 ядерных микросателлитных локусов, 

разработанных в данной работе, позволило получить оценки генетического 

разнообразия и дифференциации для выборок из популяций широко 

распространенных видов лиственниц сибирской, Гмелина и Каяндера из разных 

частей их ареалов. Полученные результаты согласуются с аналогичными данными, 

полученными не только с использованием SSR-маркеров, разработанных для 

других видов лиственниц [28,360], но и с данными, полученными по другим 

генетическим маркерам для рода Larix [19,156,356,358,360].  
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

Работа с полными геномами хвойных представляет собой нетривиальную 

задачу, так как из-за огромных размеров требует серьезных вычислительных 

ресурсов (время вычислений, объем памяти), необходимых для обработки 

геномных данных. Структурная аннотация полногеномной сборки лиственницы 

сибирской на 448 ядрах вычислительного кластера заняла 22 дня, а отдельный 

запуск RepeatMasker для идентификации повторов на основе гомологии на полной 

сборке генома с использованием 40 ядер занял 20 дней.  

В рамках данной работы впервые получена подробная структурная и 

функциональная аннотация генов для лиственницы сибирской, а также были 

получены сборки транскриптомов нескольких тканей. Эти данные представляют 

собой первый публично доступный ресурс для рода Larix. Сравнение полученных 

в ходе аннотации белок-кодирующих генов с набором генов арабидопсиса 

показывает, что вероятно большая часть генов (72%) была идентифицирована и 

охарактеризована. Таким образом, данную аннотацию можно использовать в 

качестве ресурса и основного референса для дальнейших геномных исследований 

рода Larix. Несмотря на фрагментарность и неполноту, сборки и аннотации 

геномов хвойных по-прежнему представляют собой ценный ресурс для 

дальнейших геномных и генетических исследований. Текущее состояние геномных 

аннотаций хвойных позволяет сравнивать различия между видами голосеменных и 

покрытосеменных растений на геномном уровне, что было продемонстрировано в 

данной работе на примере различий в представленности генов в различных 

функциональных категориях, таких как организация клеточной стенки и 

метаболизм, программируемая клеточная смерть и аутофагия, биосинтез гормонов 

стресса. 

Характерной особенностью геномов хвойных является большое количество 

повторов, в том числе транспозонов и ретротранспозонов. Типы выявленных 

повторов и их распределение в геноме лиственницы сибирской соответствуют 

таковым у других хвойных. Доля генома, покрытого повторами в порции длинных 

прочтений Oxford Nanopore, по оценке RepeatMasker, составила 66%, что близко к 
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таковым оценкам для лиственниц японской, однако свидетельствует о том, что 

часть повторов в геноме лиственницы сибирской была слишком фрагментирована, 

чтобы быть включенной в окончательную сборку. В данной работе была получена 

комплексная видоспецифичная библиотека повторов, которая может 

использоваться для поиска мобильных элементов в геномах других голосеменных 

растений. 

На основании проведенной идентификации LTR, а также имеющихся в 

литературе данных, вероятный период массированного встраивания 

ретротранспозонов в геном лиственницы произошел порядка 4-5 млн лет назад. 

Типичные оценки времени встраивания LTR в геномы растений варьируются от 1 

до 2,5 млн лет назад для покрытосеменных растений и 10–15 млн лет назад для 

голосеменных. На данную оценку у лиственницы могут влиять как эффективный 

механизм элиминации повторов в сочетании с вставкой древних повторов, так и 

фрагментарный характер черновой сборки, приведший к малому количеству 

найденных LTR.  

Для трёх других видов семейства Pinaceae были предсказаны сайты начала 

транскрипции, с помощью вычислительных подходов, основанных на методе 

максимизации ожидания и классификации нейронной сетью. Был опробован метод 

валидации предсказаний de novo на основе распределения длин 5′-

нетранслируемой области, профиля распределения свободной энергии ДНК 

дуплексов и позиционного распределения сайтов связывания транскрипционных 

факторов. Эта работа является первым полногеномным предсказанием TSS в 

геномах размером более 10 млрд.п.н. Предсказанные TSS и соответствующие им 

промоторные области обеспечивают основу для будущей экспериментальной 

проверки и представляют собой ценный ресурс для лучшего понимания регуляции 

генов и исследования эволюционных отношений между голосеменными и 

покрытосеменными. Идентификация TSS может найти свое применение в 

генетической селекции и редактировании генома, предоставляя возможности для 

более точного картирования в функциональных областях генома и локусах 

количественных признаков, связанных с адаптивными чертами, такими как 
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скорость роста, устойчивость к холоду и засухе. резистентность и устойчивость к 

инвазии патогенов. 

На основе полногеномных данных были разработаны и проверены 14 

перспективных микросателлитных локусов для лиственницы сибирской, 

демонстрирующих также средне- и высоко-полиморфные спектры для лиственниц 

Гмелина и Каяндера. Результаты первичного популяционно-генетического 

анализа, проведенного с использованием разработанных SSR-маркеров, позволили 

получить оценки уровня генетического разнообразия и дифференциации четырех 

выборок из популяций лиственниц сибирской, Гмелина и Каяндера. Разработанные 

в данной работе маркеры могут успешно применяться для изучения не только 

лиственницы сибирской, но также лиственниц Гмелина и Каяндера. Дальнейший 

анализ уровней изменчивости природных и искусственных популяций 

лиственницы с помощью предложенных маркеров позволит получить 

количественные оценки их генетической структуры, таких как 

внутрипопуляционное аллельное и генное разнообразие, генетическая 

подразделенность и дифференциация на разных иерархических уровнях, степень 

инбридинга и др.  
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ВЫВОДЫ 

1. Впервые получена подробная структурная и функциональная 

аннотация ядерного, митохондриального и хлоропластного геномов, а также 

сборки транскриптомов нескольких тканей для лиственницы сибирской. Эти 

данные представляют собой первый публично доступный геномный ресурс для 

рода Larix. 

2. На примере поиска различий в представленности генов в 

функциональных категориях организации клеточной стенки и метаболизма, 

программируемой клеточной смерти и аутофагии и биосинтеза гормонов 

стресса, продемонстрирована возможность использования данной аннотации, а 

также аннотаций других видов семейства Pinaceae в качестве основного 

референса для сравнительного геномного анализа. 

3. Оценка доли повторов в геноме лиственницы на основе длинных 

прочтений Oxford Nanopore составила 66%, что позволяет предположить, что 

репитомная часть генома была слишком фрагментирована, чтобы быть 

включенной в окончательную сборку. Получена комплексная видоспецифичная 

библиотека повторов, которая может использоваться для поиска мобильных 

элементов в геномах других голосеменных растений. 

4. На основании идентифицированных интактных длинных концевых 

повторов, а также имеющихся в литературе данных, вероятный период 

массированного встраивания ретротранспозонов в геном лиственницы может 

быть оценен порядка 4-5 млн лет назад. 

5. Для L. sibirica, а также для трех других видов семейства Pinaceae — 

P. abies, P. glauca и P. taeda — были предсказаны сайты начала транскрипции. 

Был опробован метод валидации предсказаний de novo на основе распределения 

длин 5’-UTR, профиля распределения свободной энергии ДНК и позиционного 

распределения сайтов связывания транскрипционных факторов. Эта работа 

является первым полногеномным предсказанием TSS в геномах размером более 

10 млрд.п.н. 
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6. Были разработаны 14 микросателлитных маркеров для лиственницы 

сибирской, демонстрирующих также средне- и высоко-полиморфные спектры 

для лиственниц Гмелина и Каяндера и удобные для анализа простым гель-

электрофорезом в лабраториях не оборудованных дорогостоящими приборами 

для капиллярного гель-электрофореза. Результаты первичного популяционно-

генетического анализа, проведенного с использованием разработанных 

маркеров, позволили получить оценки уровня генетического разнообразия и 

дифференциации четырех выборок из популяций лиственниц сибирской, 

Гмелина и Каяндера.  
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Список сокращений и условных обозначений 

АБК — абсцизовая кислота 

ДНК — дезоксирибонуклеиновая кислота 

ЖАК — жасмоновая кислота 

млн.л.н. — миллион лет назад  

млн.т.п. — миллионов пар нуклеотидов  

млрд.п.н. — миллиардов пар нуклеотидов  

п.н. — пар нуклеотидов  

РНК — рибонуклеиновая кислота 

т.п.н. — тысяч пар нуклеотидов  

тыс.л.н. — тысяч лет назад  

ТФ — транскрипционный фактор 

BLAST — basic local alignment search tool 

BUSCO — benchmarking universal single-copy orthologs 

EST — expressed sequence tag 

FDR — false discovery rate 

GO — gene ontology 

LRR — leucine-rich repeat 

LTR — long tandem repeat 

MITE — miniature inverted-repeat transposable elements 

NCBI — national center for biotechnology information 

NGS — next generation sequencing 

PWM — positional weight matrix 

UTR — untranslated region 

SNP — single-nucleotide polymorphism 

SSR — simple sequence repeat 

TAIR — the Arabidopsis Information Resource 

TE — transposable element 

TFBS — transcription factor binding site 

TIR — terminal inverted repeat 

TSA — transcriptome shotgun assembly 

TSD — target site duplication 

TSS — transcription start site 

WGD — whole genome duplication  
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ПРИЛОЖЕНИЯ 

Приложение А  
Относительное содержание семейств и классов повторов в сборке генома лиственницы 

сибирской, аннотированных с помощью комбинированной библиотеки повторов.

Суперсемейство Длина, п.н. Количество Доля от длины 

генома, % 

Class I: LTR retrotransposon 

Gypsy 192527487 878785 1,60 

Gypsy/PtTalladega 1663158 3646 0,01 

Gypsy/IFG 254098 990 

<0,01 

Gypsy/PtAppalachian 208844 773 

Gypsy/PtOuachita 191626 1025 

Gypsy/Gymny 138565 476 

Gypsy/PtBastrop 94602 594 

Gypsy/RLG 62107 1004 

Gypsy/PtOzark 24665 234 

Gypsy/ALISEI 21741 209 

Gypsy/PsAppalachian 16203 108 

Gypsy/PtAngelina 497 4 

Total Gypsy 195203593 887848 1,63 

Copia 125043599 627489 1,04 

Copia/PtConagree 115681 731 

<0,01 
Copia/Silava_Pta 115133 581 

Copia/PtPineywoods 64007 401 

Copia/PtCumberland 32521 251 

Total Copia 125370941 629453 1,04 

DIR 7936310 51295 0,07 

ERV 444525 7717 

<0.01 

BEL 418006 7389 

DIRS 135235 2287 

ATGP 22493 272 

RNLTR 10324 197 

RMER 6732 110 

RIRE 6682 100 

Unclassified LTR 1703439143 6246018 14,19 

Total LTR 2032993984 7832686 16,94 

Class I: Non-LTR retrotransposon 

LINE 1124723825 4237879 9,37 

LINE/I 265525048 1577725 2,21 

LINE/L1 21091550 94925 0,18 

Total LINE 1411340423 5910529 11,76 

Penelope 15970080 79330 0,13 

Penelope/Poseidon 39219 411 <0,01 

Total Penelope 16009299 79741 0,13 
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Продолжение Таблицы А 

Суперсемейство Длина, п.н. Количество 
Доля от длины 

генома, % 

SINE 10566091 79177 0,09 

LOA 19191 275 

<0,01 

Jockey 15690 120 

TRAS 14525 228 

LIN#_SM 10491 169 

BovB 9128 155 

Outcast 6887 121 

Hero 6599 122 

Other non-LTR 22649056 133018 0,19 

Total non-LTR 1460647380 6203655 12,17 

Other retrotransposons 390376007 1771180 3,25 

Total Class I  3884017371 15807521 32,36 

Class II: DNA transposon 

TIR 19582568 105413 0,16 

Helitron 6739134 28439 0,06 

EnSpm 2142128 28885 0,02 

MuDR 587040 8191 

<0,01 

MuDR/Vandal 29783 546 

MuDR/Rehavkus 15474 220 

MuDR/Arnold 13638 151 

MuDR/ATMU 8652 143 

MuDR/OSMU 6609 85 

Total MuDR 661196 9336 <0,01 

Mariner 462692 7270 

<0,01 

REP 167449 1355 

Maverick 517499 5211 

hAT 1073811 15821 

Mite 32189 505 

TcMar 30674 446 

Harbinger 20160 316 

Stowaway 3957 72 

PiggyBac 1065 20 

Tourist 845 16 

Unclassified 539184594 2226370 4,49 

Total Class II 570619961 2429475 4,76 

Others 

Unclassified 262494312 1345055 2,19 

Simple repeats 46499317 983566 0,39 

Host 12847092 18499 0,11 

Low complexity 11560642 211886 0,09 

Other 1215941 76131 0.01 

tRNA 299376 4982 

<0,01 rRNA 189617 1947 

RNA 1325 16 

Caulimovirus 401990 3767 <0,01 

Grand Total 4790146944 20882845 39,91 
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Приложение Б 

LRR гены 

 
А–Д — количество транскриптов содержащих LRRs найденных с использованием девяти 

семейств (lrr1-lrr9) в транскриптомах пяти тканей (например, в ткани почки 43 транскрипта 

найдены в каждом из семейств LRR-1, LRR-4 и LRR-8), Е — распределение длин 

аминокислотных последовательностей предполагаемых R-генsов, LRR — транскрипты, 

содержащие LRR domain (голубой), LRR и ARC — транскрипты, содержащие LRR и ARC 

домены (красный). 



143 

Приложение В  

Повторы, пересекающиеся с генными моделями 

А — число повторов, пересекающихся с кодирующей частью гена по крайней мере на 20%; Б 

— наиболее частые функциональные категории генов, имеющих по крайней мере 20% 

пересечение с повторами. 
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Приложение Г.1 

Распределение длин 5’UTR на основе генных аннотаций A. thaliana, P. trichocarpa, O. sativa и 

S. bicolor 

 

А — частота встречаемости, Б — функция плотность вероятности распределения длин 5’UTR. 

 

Приложение Г.2 

Сравнение распределения длин of 5’UTR предсказанных MAKER и TSSPlant 

 

A — в геноме L. sibirica, B — в геноме P. glauca  



145 

Приложение Д.1  

60 локусов, отобранных для первичного тестирования 

Локус Мотив Последовательности праймеров 
Размеры 

продукта 

Ls_1247092(2) CTT(19) 
FW: AAACGCCAACCACAGAATTTAC 

RV: TTATCAAACGAGGGATGCTTCT 
214 

Ls_3956537 TCA(19) 
FW: TAGCAAGGAATTGTGGGATCA 

RV: GGATGATGATGCTGATGAAGATAG 
261 

Ls_611965 CAG(18) 
FW: GCAAGTTCCGATTCAAGAGTTT 

RV: GTTGCTGCTGAGGCATGTAG 
236 

Ls_3542003 TCA(18) 
FW: AACGATTTGGCATTTGACTAGC 

RV: ATGGTGCTTGCATTACCACTAA 
142 

Ls_3765334 GAG(17) 
FW: GTGGGATGACTAGGTGAGAAGG 

RV: TATTGTCGATGTGCTCTGCCTA 
270 

Ls_1127198 TAT(17) 
FW: CATGTAAACCGAAGTCAACCAT  

RV: AACTCCTTCATCACCTGAATTG 
262 

Ls_417667 AAT(16) 
FW: CAGAGGATCTCATTCCTGTTGA 

RV: CTCGAAGGCCAATTAGGATAAA 
238 

Ls_1664757 TCT(16) 
FW: TATTGTACGGCCCTGTCTGAGT 

RV: TCCCACCAAGAAGAGAAAGAGA 
144 

Ls_761180 CAT(16) 
FW: ATCCGCATTGTTATTGGCAT  

RV: CTTGTCCTTCTTCCATGCTTCT 
242 

Ls_1294905 TTC(16) 
FW: TTCTTCTTCCCTCCATCTTTTG 

RV: GGAGAGGTTAGGGCACATACAC 
230 

Ls_1513987 ATT(16) 
FW: GTTTGACTCGGTTGTGACCTTA 

RV: GGGTTTCTTTCCTTTTGAACTC 
272 

Ls_2221540 TCT(16) 
FW: CACTCATGTGGTTGAGAAGAGC 

RV: AATCCTTTGGTGAGAAGATTGC 
273 

Ls_3272325 GAG(16) 
FW: CTTAGCTCTGTTTCGATGATTGTC 

RV: GATTTTCCTCACTCTCCAATGC 
259 

Ls_3901474 TAG(16) 
FW: GGGCTATGTACCCTTTGACTTTT 

RV: AAGAATTGTGCAACCACATCAG 
231 

Ls_254200 AAT(15) 
FW: TTGTAATGCACCTTCAACTCCA 

RV: ACCATTTTGGGCAGTGTTTG 
252 

Ls_752897 AAG(15) 
FW: GCAGATGTTGATACAGTGGAGG 

RV: CAGCTTCATTTCGTGGCTAAT 
252 

Ls_951631 ATC(15) 
FW: GAAACATCGTGACTTCCTTTGA 

RV: CAACGAAACAATGGCTACAAAC 
150 

Ls_954234 ATT(15) 
FW: TGGCGTTTGGCTAAGTTGTAA 

RV: GGTTGATTTATGTGTGTGTATGTGG 
202 

Ls_840190 TAC(15) 
FW: GATTCTAGCAACTATCACACATGGA 

RV: ATGTCCCTATCCAAAAGAAAGC 
232 

Ls_896374 CAT(15) 
FW: TCCTCTCTACCACTAGACCTAATTGAC 

RV: TGCATGGTTTATTCTCTCATGG 
172 

Ls_1743538 TAA(15) 
FW: GTCTTTTCATCCCAAAGTTCCA 

RV: TGCCTCAACATCTCCATACAAA 
274 

Ls_1911570 GAG(15) 
FW: AATTCCTTCTGGATGGGGTATT 

RV: ATTAGAGTCATCACCGTCGTCC 
278 

Ls_3075816 ATA(15) 
FW: ACACACTTTTGCATGAATGGAG 

RV: AGAAGGATGTCTGCTCGAAGAT 
215 

Ls_3452564 ATT(15) 
FW: CTCGGTTTGTTGTTGTTGTTGT 

RV: GTTTCATTTGGTCAATCAGTGG 
165 

Ls_8000298 ATT(15) 
FW: CCGGTCAACATAAGTCAAATGAG 

RV: ATATGGAGAAGCCAGCCCC 
246 
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Продолжение Таблицы Д.1 

Локус Мотив Последовательности праймеров 
Размеры 

продукта 

Ls_4591490 ATA(15) 
FW: GGTCATGCCAATAATGAGAGTG 

RV: AATTGAACTCGTGGCCTCTAAA 
214 

Ls_4569173 TTC(15) 
FW: AGCTCGCACCTCTAAAGAACAA 

RV: TGGGAATTGTGGTCATATCAAG 
240 

Ls_1008427 ATAG(13) 
FW: CACCCCTATCCCACAAATCTTA 

RV: ATTTATCTTTGGCCCTCATGC 
181 

Ls_1898261 ACAT(13) 
FW: CCGAAGGTAGGTTTACAAGCAC 

RV: CAAACACACACACACACACACA 
191 

Ls_1524449 ATAG(13) 
FW: CGACAACACAGTCCATTTCATC 

RV: ACATCTATTCCCCTCCCAATTC 
179 

Ls_980491 CTAT(12) 
FW: TAAGCATTGAGCCTTACAACCA 

RV: TATAGGGAAAAGGGGAATCTCA 
228 

Ls_2672894 TTTG(11) 
FW: CAAAGGATGGAATGTGTCTCAA 

RV: GTTGGTATGGTTTCCCAGAGTG 
163 

Ls_65728 CATA(11) 
FW: ACTAGCTTTCGCGGTTTTCC 

RV: TATAGTGTCTACGGCTGGGTGG 
262 

Ls_2552367 CTAT(10) 
FW: AAAGGTGCAATCACGTAAAGAC 

RV: ATCGAAGCGGAAAATGTGTA 
280 

Ls_3952800 TATG(10) 
FW: AGGATAGAGTGCAGAAGGGTGA 

RV: AGAGCATTGGATCACTTTGGAT 
252 

Ls_291006 AAAG(10) 
FW: TTGAAGGTGGGTTTTACCATTC 

RV: TAATACTGGATGCACCGTTGAG 
168 

Ls_648469 TATG(10) 
FW: GTGATCCATGTTTATGGGGTTA 

RV: CTCTGGTGTGCCTCTTTTACTG 
268 

Ls_1512487 TAGA(10) 
FW: CGATGAGAGGAGAAGAGGTTTT 

RV: AGTACACTTGACCCATCTTACTGC 
277 

Ls_1639381 TATG(10) 
FW: AAGACTCAAGCAATGTGACTAACG 

RV: ACAGAACCAAATTCTCAATCCC 
198 

Ls_127910 TTATC(8) 
FW: CTAGGGAAGAGGAGAAAGGGAT 

RV: TGAGGGGTAACATAGTCAATCG 
262 

Ls_897755 ACCAT(7) 
FW: TGGATGCAAATGAAGGAGTTC 

RV: AGCAATGGAAAATGGACTAGGA 
265 

Ls_1453099 CCCTA(7) 
FW: AGTGGAATAGTTGAGTGGTCACA 

RV: TCTTGGGAAGGATAGGGTTATG 
255 

Ls_1588893 TTTCT(7) 
FW: AAATCCCTCCATCAAGTGTGTC 

RV: TCCCTATCACCATAGTTAGGCG 
275 

Ls_556114 GATAG(7) 
FW: GGTTAGCGAGAAACTAATGGTAGTG 

RV: ATAGCAATCCCTGTCCTAGCC 
261 

Ls_4367625 TTTAT(7) 
FW: TGTTTGAGTTGTCTAGCCTTGG 

RV: GGTCAATGGGACGAGAAGATAC 
222 

Ls_4581133 AGATA(7) 
FW: ACTTCTGGTTTGGCAGAGTTTC 

RV: TCTTTTGTCATTTGTGGGCA 
260 

Ls_7621662 AGATA(7) 
FW: ACCCTAGAACCAAGTCACCTCA 

RV: AGTTTCTGTTTGATTGCCGACT 
248 

Ls_77608 ATGTA(7) 
FW: CCCCTTGTGCATACCATGTAA 

RV: GACCGACCAATGCTAATCTTTC 
263 

Ls_143980 AGATA(7) 
FW: CCTATGGGGTAGTTAATCCACG 

RV: TCCTACATACTGGAGCAGCAGA 
261 

Ls_934362 ATGTA(15) 
FW: CCGAATGAGACACCAGATGATA 

RV: AGCTCCACTACCTTTGCCTCTA 
271 
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Окончание Таблицы Д.1 

Локус Мотив Последовательности праймеров 
Размеры 

продукта 

Ls_2472377 TGGATC(7) 
FW: GAAGTAATCGGCAACAAAATGG 

RV: ACAGATCCAAATCCAGATCCAG 
306 

Ls_2520134 AATTTC(7) 
FW: CCAATTCCCCATTTCCAA 

RV: GAAAATAAAACCGGCAACG 
321 

Ls_3541267 TTTTTC(7) 
FW: GTCTTCTTACGCATTCATTCCT 

RV: CCAACCACACTATTTCATTTCC 
249 

Ls_2161695 TAGTT(8) 
FW: GTAAATTCTAAGCAACGTCGGG 

RV: AAGGTTCCATGTCCTCTCTTCA 
239 

Ls_4040657 TCACTT(11) 
FW: TTCACTTTCACAAACCATCACC 

RV: ACATCTGGCATTTAACCGAAGT 
245 

Ls_4875128 TGGCTC(7) 
FW: GGCTCTCTGGGATTATGGTGTA 

RV: GAGGTCAAGCGAATTACAAAGG 
273 

Ls_305132 GTCGGA(7) 
FW: GCAGAGCCGTTATTCGATCTAT 

RV: CCCTCGTTTCCTCTTCTGACTA 
219 

Ls_8778872 TGTTGA(7) 
FW: TAGGATTCTTCGGTGTGACCTT 

RV: GCTATCTGGTATGTCCTCTGGG 
221 

Ls_2104879 ATATAG(10) 
FW: CCCACTTCACATAAAGATTTGTCC 

RV: AGCCCCTTGCGGGTATTTA 
375 
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Приложение Д.2 

14 локусов, отобранных по результатам тестирования на трех видах лиственницы 

Локус Мотив 
Нуклеотидная последовательность 

праймеров 

Размеры 

продукта 

Количество 

выявленных 

аллелей 

Ls_3765334 GAG(17) 
FW: GTGGGATGACTAGGTGAGAAGG 

RV: TATTGTCGATGTGCTCTGCCTA 
174-213 5 

Ls_1247092(2) CTT(19) 
FW: AAACGCCAACCACAGAATTTAC 

RV: TTATCAAACGAGGGATGCTTCT 
201-228 7 

Ls_417667 AAT(16) 
FW: CAGAGGATCTCATTCCTGTTGA 

RV: CTCGAAGGCCAATTAGGATAAA 
207-243 5 

Ls_611965 CAG(18) 
FW: GCAAGTTCCGATTCAAGAGTTT 

RV: GTTGCTGCTGAGGCATGTAG 
222-276 7 

Ls_752897 AAG(15) 
FW: GCAGATGTTGATACAGTGGAGG 

RV: CAGCTTCATTTCGTGGCTAAT 
216-264 12 

Ls_840190 TAC(15) 
FW: GATTCTAGCAACTATCACACATGGA 

RV: ATGTCCCTATCCAAAAGAAAGC 
216-249 7 

Ls_954234 ATT(15) 
FW: TGGCGTTTGGCTAAGTTGTAA 

RV: GGTTGATTTATGTGTGTGTATGTGG 
171-204 10 

Ls_3952800 TATG(10) 
FW: AGGATAGAGTGCAGAAGGGTGA 

RV: AGAGCATTGGATCACTTTGGAT 
200-264 9 

Ls_980491 CTAT(12) 
FW: TAAGCATTGAGCCTTACAACCA 

RV: TATAGGGAAAAGGGGAATCTCA 
204-240 3 

Ls_2672894 TTTG(11) 
FW: CAAAGGATGGAATGTGTCTCAA 

RV: GTTGGTATGGTTTCCCAGAGTG 
152-164 3 

Ls_2552367 CTAT(10) 
FW: AAAGGTGCAATCACGTAAAGAC 

RV: ATCGAAGCGGAAAATGTGTA 
184-196 4 

Ls_1008427 ATAG(13) 
FW: CACCCCTATCCCACAAATCTTA 

RV: ATTTATCTTTGGCCCTCATGC 
152 - 174 5 

Ls_4040657 TCACTT(11) 
FW: TTCACTTTCACAAACCATCACC 

RV: ACATCTGGCATTTAACCGAAGT 
194-218 3 

Ls_305132 GTCGGA(7) 
FW: GCAGAGCCGTTATTCGATCTAT 

RV: CCCTCGTTTCCTCTTCTGACTA 
210-240 6 
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Приложение Д.3  

Число аллелей для 14 микросателлитных локусов, протестированных на 24 образцах четырех 

популяций лиственниц сибирской, Гмелина и Каяндера. 

Локусы Аллели 
ЛС-СЕ ЛС-ТУ ЛГ-Ч ЛК-Я 

24 24 24 24 

Ls_980491 

204 0,479 0,479 - - 

236 0,521 0,521 1,000 0,917 

240 - - - 0,083 

Ls_2672894 

152 0,938 0,979 0,875 0,958 

156 - - 0,083 0,021 

164 0,062 0,021 0,042 0,021 

Ls_4040657 

194 1,000 1,000 0,958 0,895 

200 - - - 0,063 

218 - - 0,042 0,042 

null     0.167   

Ls_1008427 

152 0,458 0,625 0,916 0,896 

160 0,292 0,271 0,042 0,083 

164 - 0,104 - - 

168 0,146 - 0,042 0,021 

174 0,104 - - - 

null     0.229  

Ls_417667 

207 - - 0,021 0,146 

213 - - 0,021 - 

219 0,021 0,021 0,063 0,021 

228 0,625 0,521 0,895 0,833 

243 0,354 0,458 - - 

Ls_840190  

216 - 0,062 - - 

228 - - - 0,146 

237 0,542 0,188 0,250 0,687 

240 0,229 0,729 0,604 0,167 

243 0,208 - 0,146 - 

246 0,021 - - - 

249 - 0,021 - - 

null 0.229    

Ls_954234 

171 - - 0,021 - 

174 - - 0,021 0,042 

177 0,645 0,521 0,438 0,396 

180 - - 0,021 - 

183 0,125 0,250 - 0,042 

186 0,063 - - 0,021 

192 - - 0,332 - 

195 0,146 0,208 0,104 0,313 

198 - - 0,021 0,021 

204 0,021 0,021 0,042 0,165 

null 0.104   0.146   
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Продолжение Таблицы Д.3 

Локусы Аллели ЛС-СЕ ЛС-ТУ ЛГ-Ч ЛК-Я 

Ls_752897 

216 - - 0,124 0,122 

225 - - 0,021 0,042 

228 - - 0,125 0,188 

231 0,124 - 0,104 0,063 

237 0,042 0,166 0,042 0,063 

240 0,021 0,021 0,167 - 

243 0,188 0,188 0,208 0,292 

246 0,021 - 0,188 0,021 

249 0,604 0,625 - 0,125 

251 - - 0,021 - 

255 - - - 0,042 

264 - - - 0,042 

null 0.104  0.188  

Ls_2552367 

184 0,854 0,688 0,895 0,750 

188 0,021 0,083 0,021 - 

192 0,104 0,208 0,063 0,208 

196 0,021 0,021 0,021 0,042 

Ls_1247092(2) 

201 - - 0,062 - 

207 0,125 0,417 0,229 0,104 

210 0,083 - 0,396 0,021 

216 0,542 0,208 0,188 0,188 

222 - - 0,021 0,354 

225 0,167 0,375 0,104 0,229 

228 0,083 - - 0,104 

null 0.313   0.188 0.125 

Ls_3765334 

174 - - 0,354 0,625 

177 0,750 0,75 0,625 0,375 

192 0,021 - - - 

198 - 0,021 - - 

213 0,229 0,229 0,021 - 

Ls_611965 

222 0,708 0,500 0,062 0,125 

231 - - 0,146 0,083 

237 0,125 0,187 0,729 0,75 

240 - - - 0,021 

243 - - 0,021 - 

261 0,125 0,313 0,042 0,021 

276 0,042 - - - 



151 

Окончание Таблицы Д.3 

Локусы Аллели ЛС-СЕ ЛС-ТУ ЛГ-Ч ЛК-Я 

Ls_3952800 

200 0,021 - 0,250 0,521 

212 - - - 0,061 

216 - 0,188 0,082 - 

224 - - 0,042 - 

240 - - 0,354 0,313 

244 0,521 0,333 0,146 - 

252 0,333 0,479 0,063 0,021 

256 0,083 - 0,021 0,063 

264 0,042 - 0,042 0,021 

null 0.375 0.313 0.375   

Ls_305132 

210 0,083 0,083 - 0,021 

216 0,104 0,250 - - 

222 0,521 0,542 0,854 0,874 

228 0,292 0,104 0,125 0,042 

234 - 0,021 - 0,042 

240 - - 0,021 0,021 

null   0.250     

 

 

 

 

 


