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Половое размножение является доминирую-
щим, но не единственным способом размножения 
у покрытосеменных растений. Бесполое размно-
жение семенами (апомиксис) существует у мно-
гих видов растений, включая злаки [1], и является 
запасным вариантом размножения для растений в 
отсутствие опылителя или при расхождении сро-
ков созревания яйцеклетки, центральной клетки и 
спермиев в неблагоприятных погодных условиях. 
При апомиксисе эмбрион и эндосперм начинают 
развиваться спонтанно, без опыления.

Апомиксис у растений возникает в результате 
переключения с полового размножения на бес-
полое при запуске каскада генов (программы) в 
условиях отсутствия опыления [2–5]. 3а послед-
ние годы получен ряд данных, касающихся срав-
нительной экспрессии генов метилирования ДНК 
у современных сортов кукурузы с исключительно 
половым размножением и апомиктичных гибридов 
кукурузы и трипсакума [6–8].

Апомиксис, как правило, не наблюдается у 
культурных форм растений, поскольку традицион-
ная селекция культурных растений на протяжении 
тысячелетий проводилась человеком путем гибри-
дизации и отбора (т. е. путем полового размноже-
ния). Например, дикий предок кукурузы трипса-
кум (Tripsacum dactyloides L.) и гибриды кукурузы 
и трипсакума способны к апомиктичному способу 

размножения [1, 2, 9]. А кукуруза (Zea mays L.) в 
ходе селекции человеком в течение нескольких 
тысяч лет приобрела ряд важных агрономических 
свойств, но утеряла некоторые признаки дикого 
предка, в частности способность к бесполому раз-
множению [10].

Предполагается, что апомиктичные формы рас-
тений могут репродуцироваться непосредственно 
производителями сельскохозяйственной продук-
ции без помощи семеноводческих хозяйств, по-
скольку не требуется получения гибридов, что зна-
чительно снижает затраты на получение, хранение, 
поддержание, транспортировку семенного матери-
ала, сокращает зависимость от зарубежных произ-
водителей семян.

Путем скрещиваний и селекции во второй по-
ловине XX и начале XXI в. в Саратове (Россия) 
были получены уникальные линии, у которых за-
фиксированы элементы апомиксиса: независи-
мое от опыления начало развития эмбриона и эн-
досперма (автономный матроклинный партеноге-
нез). В частности, саратовскими селекционерами 
около 40 лет назад была получена линия кукуру-
зы АТ-1 [11] и ее производные АТ-3 [12], АТT [13], 
АТТМ [14], у которых автономные (без опыления) 
эмбрио- и эндоспермогенез наблюдались с повы-
шенной (6–50% и более) частотой.
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Линия AТ-1 выделена в самоопыленном потом-
стве гибрида, полученного после скрещивания ли-
ний Stock 6 и Коричневый тестер [11]. Для линии 
АТ-1 характерен наследуемый тип партеногенеза 
с независимым от опыления эндоспермогенезом, 
полиэмбрионией, образованием гаплоидов в по-
томстве. Этот признак контролируется генами, 
расположенными в ядре растительной клетки. Но 
линия АТ-1 плохо вызревала в условиях Юго-Вос-
тока России. У более скороспелой линии АТ-3 пар-
теногенетические зародыши развивались из нео-
пыленных яйцеклеток через 7–10 дней после по-
явления пестичных рыльцев [12]. У тетраплоидной 
линии АТТ (исходной для диплоидной линии АТ-4) 
было обнаружено 0.6% зародышевых мешков с раз-
вивающимися зародышами (от двухклеточных до 
глобулярных (93 клетки)) [13]. На данный момент 
известен ряд генов, которые связывают с незави-
симым от опыления началом развития эмбриона и 
эндосперма.

Кандидатами для изучения генов, связанных с 
независимым от опыления развитием зародыша и 
эндосперма у кукурузы, являются гены с различ-
ным уровнем экспрессии при половом и апомик-
тичном развитии [8, 15–18].

Установлено, что подавление экспрессии ге-
нов, кодирующих хроматин-модифицирующие 
белки (ХМБ) (Chr106, Hdt104, Hon101), и генов, 
кодирующих ДНК-метилтрансферазы (Dmt102, 
Dmt103, Dmt105), коррелирует с признаками апо-
миксиса у гибридов кукурузы и трипсакума [8, 19]. 
Уровни экспрессии ХМБ у партеногенетических 
линий (АТ-3 и АТ-4) и обычных линий кукурузы 
(ГПЛ-1) существенно не различались, за исключе-
нием генов Hon101 и Hdt104 [20]. Уровни экспрес-
сии Hon101 и Hdt104 были в 3 и 1.4 раза ниже со-
ответственно в зародышевых мешках линии AT-3 
по сравнению с таковыми у линии ГПЛ-1. Кроме 
того, уровень экспрессии гена Hon101 был в 2 раза 
ниже в эндосперме линии AT-3, чем в эндоспер-
ме линии ГПЛ-1 [20]. Гены метилирования ДНК 
(Dmt103, Dmt105) и гены, кодирующие фермен-
ты, модифицирующие хроматин (Chr106, Hdt104, 
Hon101), имели значительно более высокий уро-
вень экспрессии в партеногенетических зародышах 
линии АТ-4 по сравнению с неопыленными заро-
дышевыми мешками [21]. Изменение экспрессии 
генов Hdt104, Hon101 может быть связано с перехо-
дом к партеногенетическому развитию у линий АТ.

Гены, контролирующие у кукурузы развитие эн-
досперма (fertilization independent endosperm, Fie), 
входят в Рolycomb Repressive Complex 2 (PRC2) [22]. 
PRC2 представляет собой четырехсубъединичный 
гистон-метилтрансферазный комплекс, который 
катализирует триметилирование лизина 27 на ги-
стоне H3 (H3K27me3), что способствует измене-
нию структуры хроматина и длительной репрессии 
генов [22]. У Arabidopsis thaliana (резуховидки Таля) 

идентифицированы три гена, которые контроли-
руют независимое от оплодотворения развитие се-
мян: FIS1/MEDEA, FIS2 и FIS3/FIE [23–25]. В от-
личие от резуховидки Таля, имеющей единствен-
ный ген Fie, у кукурузы [15] и риса [26] обнаружены 
два гена Fie. Для мутантов Osfie2 риса показано ав-
тономное образование зародышеподобной струк-
туры в отсутствие оплодотворения, а для двойных 
мутантов Osfie1/Osfie2 ‒ автономное образование 
эмбриона и эндосперма с высокой частотой [27]. 
Аналогичные структуры наблюдались и у партено-
генетических линий кукурузы АТ [11, 28].

У кукурузы и риса Zm_Fie2 является, вероятно, 
репрессором развития эндосперма до опыления 
[15, 16, 18]. Экспрессия Zm_Fie1 зарегистрирована 
исключительно в центральной клетке кукурузы по-
сле опыления [15, 16, 18]. У партеногенетической 
линии кукурузы АТ-4 в 2021 г. нами был впервые 
зафиксирован необычный характер экспрессии 
генов ZmFie1 и ZmFie2 по отношению к непарте-
ногенетическим линиям, наряду с экспрессией не-
которых генов, контролирующих хроматин-моди-
фицирующие белки, что может явиться причиной 
спонтанного (без опыления) развития зародыша и 
эндосперма [21]. В дальнейшем предстоит выяс-
нить, какие гены связаны с наследуемым партено-
генезом у линий кукурузы саратовской селекции и 
какие изменения нуклеотидной последовательно-
сти генов и функционирования кодируемых белков 
привели к этому.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Растения

Партеногенетическая линия кукурузы АТ-1 
была выделена в самоопыленном потомстве ги-
брида линии-гаплоиндуктора Stock 6 (США) [29] и 
линии Коричневый тестер (США) [11]. Линия АТ-3 
была получена путем скрещивания линии АТ-1 со 
скороспелой линией саратовской селекции ГПЛ-
1 (дигаплоидизированный гаплоид, Саратов) [28]. 
Партеногенетическая линия кукурузы АТТ была 
получена путем скрещивания линии АТ-1 с тетра-
плоидной линией Кр-П-1 (Краснодар) и последу-
ющим отбором диплоидной формы гибрида из те-
траплоидной партеногенетической линии АТТ [13, 
30]. В потомстве линии АТТ среди 850 тетраплоид-
ных растений было обнаружено одно диплоидное 
растение, отличавшееся от тетраплоидов меньшей 
высотой и более ранним цветением. В течение не-
скольких лет проводился отбор растений с наи-
большим количеством двоен и гаплоидов, а также 
с высокой частотой автономных зародышей, в ре-
зультате чего была получена линия АТ-4. Для всех 
линий АТ характерны такие элементы апомиксиса, 
как независимое от опыления развитие зародыша 
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Таблица 1. Праймеры для секвенирования генов партеногенеза кукурузы

Название гена Праймер Последовательность нуклеотидов 5´→ 3´

Chr106 seq1-1-F TCTCGGCCTGTTCCCTTCTAT

seq1-1-2-R GAAGCTGGTCTTCGTCCTTG

seq1-2-F GACGAAGACCAGCTTCTGGA

seq1-2-R CGACTTCAACTTCCCACCAGT

seq2-F AAAAGGCCAAGACAGCAGTG

seq2-R TCCCAGTCAAAAGGAGCTTG

seq3-F ATTGAGGGAGATGAAGCGCA

seq3-R TGCGTGCAAGTAGGGAAGTT

seq4-F TGGAACAACAAGCCTTTATCC

seq4-R GCGTTAGGCTTTGCTCTTTC

seq6-F GTGGTGATAGGCAAGGGACA

seq6-R AACCGATAAAGCATGGCAGT
Hdt104 seq1-F CAATGGAGTTCTGGGGTGAA

seq1-R TCTTCTTGCCAACTACTACCTCA
rt-F1 ACCCTAAACCCAGCACCAG

seq2-F TGGTGATGATGATGATTTCACTG
seq2-R TTTGGGGGACTTCTTGTCAG

seq3-F CAACTTCTCATCCTGCAAAGC

seq3-R GGCCTTACGGGTCACAATAA
Fie1 seq1-F CCGCCACCATATAGAACCAC

seq1-R AAATTGAACCCGATGGCATA
seq2-F TATGCCATCGGGTTCAATTT
seq2-R CAGCCCCTGCAAAGACTAAG
seq3-F CTGCCAGCAAGGATGAATCT

seq3-R GGACTGCACTTCCCAGACAT

seq4-F CAGATGGCAATAGGCAACAA

seq4-R TCCACGGTGCAAATTAACAA
Fie2 seq1-F1 GCGGAACCGGAAATCTTG

seq1-R1 AGATTCATCCTTGCTTGCAGA
seq1-F2 GCCATGGCGACTCAATAAAT

seq1-R2 TGGACTGTACTTCCCACACG

seq1-F3 GCGATAGGCAACCGTGAA

seq1-R3 TTTCCACCAACGGATTCAAC
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до стадии глобулы, начало эндоспермогенеза, по-
лиэмбриония, а также псевдогамия [31, 32].

Определение нуклеотидной 
последовательности транскриптов генов

РНК выделяли из завязей початков, материал 
замораживали и хранили при –70℃. кДНК полу-
чали согласно инструкции производителя реверта-
зы (Евроген, Россия). Участки кДНК исследуемых 
генов амплифицировали с помощью набора реак-
тивов Tersus Plus PCR kit (Кат. № PK121, Евроген) 
и специфических праймеров (Евроген) для получе-
ния перекрывающихся фрагментов последователь-
ностей. Праймеры подбирали с помощью ресурса 
Primer-Blast (табл. 1).

ПЦР-продукты очищали при помощи набора 
Cleanup Mini (Кат. № BC023S, Евроген) и секве-
нировали в компаниях Евроген (Россия) и Синтол 
(Россия). Транскрипты генов Chr106, Hdt104, Fie1 
использованных в статье линий кукурузы были 
секвенированы и представлены в базе данных Gen-
Bank (см. Результаты и обсуждение).

Методы биоинформатики

Нуклеотидные последовательности кодирую-
щих ХМБ и Fie генов партеногенетических ли-
ний кукурузы сравнивали между собой, с лини-
ями, не обладающими данными признаками, и 
референсной линией B73 методом множествен-
ного выравнивания с использованием программ 
BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) и 
Clustal Omega (https://www.ebi.ac.uk/jdispatcher/
msa/clustalo). Филогенетический анализ генов был 
проведен в программе MEGA 11 [33]. Эволюцион-
ные расстояния были вычислены с использовани-
ем метода максимального составного правдоподо-
бия [34].

Микроскопический анализ 
зародышевых мешков кукурузы

Семяпочки кукурузы фиксировали и окрашива-
ли, как описано в работе [20]. Анализ препаратов 
проводили под микроскопом AxioScope A1 (Karl 
Zeiss, Германия).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Для экспериментальной задержки опыления 

изоляцию рылец линии кукурузы АТ-4 осущест-
вляли пергаментными пакетами на 7–14 дней.  
У партеногенетической линии кукурузы АТ-4 без 
опыления наблюдаются элементы апомиксиса, та-
кие как независимое от опыления развитие заро-
дыша до стадии глобулы, начало эндоспермогенеза 
(рис. 1).

Как видно из рис. 1, неопыленный (10 дней по-
сле изоляции рылец) зародышевый мешок (ЗМ) 

кукурузы линии АТ-4 содержит развивающийся 
партеногенетический (36-клеточный) зародыш и 
4-ядерный партеногенетический эндосперм. Эм-
бриологический анализ зародышевых мешков семи 
растений линии АТ-4 (2021–2022 гг.) в отсутствие 
опыления (через 7–10 суток после появления ры-
лец) показал, что автономные зародыши у них фор-
мируются с частотой 28–52% и содержат от двух до 
120 клеток. У трех растений выявлено автоном-
ное развитие эндосперма, содержащего от двух до  
16 ядер (1–8% зародышевых мешков). В несколь-
ких мегагаметофитах наблюдалось одновременное 
развитие автономного зародыша и эндосперма 
(рис. 1). У растений исходной тетраплоидной ли-
нии АТТ частота автономного эмбриогенеза была 
значительно ниже, чем у диплоидной линии АТ-4, 
и составляла 0.5–5.9% [13].

Как правило, у линий АТ развивающиеся пар-
теногенетические зародыши и эндосперм начина-
ют деградировать на 12–14 день после изоляции 
рылец. Полностью развившихся без опыления 
зародыша и эндосперма не удавалось наблюдать 
в многолетних исследованиях на большом стати-
стическом материале (250–300 тыс. зародышевых 
мешков) [35]. Одной из возможных причин можно 
назвать несоответствие плоидности эндосперма у 
спонтанно делящейся центральной клетки и отсут-
ствие соответствующих сигнальных молекул для 
развивающегося зародыша. Но тем не менее у ча-
сти ЗМ (0.5–5.9%) линии АТТ происходит деление 
яйцеклетки и центральной клетки [13]. Примерно 

Рис. 1. Зародышевый мешок (ЗМ) кукурузы дипло-
идной линии АТ-4, содержащий партеногенетиче-
ские зародыш и эндосперм. Неопыленный ЗМ выде-
лен через 10 дней после изоляции пестичных нитей. 
Полевой сезон 2022 г. Тонкой стрелкой показан пар-
теногенетический (36-клеточный) зародыш; толстой 
стрелкой показан 4-ядерный партеногенетический 
эндосперм. Ув. × 400, микроскоп – Axio Scope A1 
(Karl Zeiss, Германия).

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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Рис. 2. Выравнивание нуклеотидных последовательностей транскриптов гена Zm_Chr106 линий КМ, АТ-3 и АТ-4 
и референсной линии B73. Точками показано нуклеотидное сходство с последовательностью референсной линии 
В73; ОНЗ у линий КМ, ЗМС-8 и ЗМС-П обозначены буквами; дефис обозначает отсутствие нуклеотида, рамка 
обозначает вставку нуклеотида; на рисунке представлены фрагменты гена, в которых обнаружены мутации.
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такой же процент (до 6) спонтанных проэмбрио на-
блюдается у партеногенетической линии АТ-3 [30]. 
У линии АТ-1, исходной для линий АТ-3 и АТ-4, 
частота появления спонтанных зародышей состав-
ляла 82%, а ядер эндосперма – 52% [36]. Что яв-
ляется триггером начала спонтанного деления яй-
цеклетки и центральной клетки, пока неизвестно.

Zm_Hdt104

Сиквенсы гена Zm_Hdt104, кодирующего ги-
стоновую деацетилазу линий кукурузы АТ-3 и 
АТ-4, представлены нами в базе данных GenBank 
(MW222955.1 (АТ-3) и OK557951.1 (АТ-4)). Нукле-
отидные последовательности транскрипта гена 
Zm_Hdt104 линий АТ-4 и АТ-3 сравнивали с по-
следовательностью мРНК Zm_Hdt104 референсной 
линии В73 (NM_001148367.1). У линии АТ-4 одно-
нуклеотидных замен (ОНЗ) обнаружено не было, 
у линии АТ-3 выявлено шесть ОНЗ. Как влияют 

обнаруженные ОНЗ на функцию белка HDT104 у 
линии АТ-3, пока неизвестно.

Zm_Chr106

Ген кукурузы Zm_Chr106 кодирует белок, ко-
торый участвует в ремоделировании хроматина. 
Транскрипты гена Chr106 кукурузы секвенирова-
ны и представлены нами в базе данных GenBank 
(MW441336.1 ‒ для линии КМ и OL649771.1 ‒ для 
линии АТ-4). Полученные нуклеотидные последо-
вательности транскрипта гена Zm_Chr106 линий 
КМ, АТ-3 и АТ-4 сравнивали с нуклеотидной по-
следовательностью мРНК Zm_Chr106 референсной 
линии В73. Количество ОНЗ на 1000 нуклеотидов 
у гена Zm_Chr106 у разных линий колеблется от 2.7 
до 6.8. В белок-кодирующей части гена Zm_Chr106 
у линии КМ обнаружены семь ОНЗ, у линии АТ-3 
– десять ОНЗ и две делеции, у линии АТ-4 ‒ 15 ОНЗ 
(рис. 2). Как влияют обнаруженные ОНЗ на функ-
цию белка CHR106 у линий АТ, пока неизвестно.

Рис. 3. Множественное выравнивание нуклеотидных последовательностей гена Zm_Fie1 линий кукурузы саратов-
ской селекции и референсной линии B73. Точками показано нуклеотидное сходство с последовательностью рефе-
ренсной линии В73; ОНЗ у линий АТ-1, АТ-3, АТ-4 обозначены буквами; дефис обозначает отсутствие нуклеотида; 
на рисунке представлены фрагменты гена, в которых обнаружены мутации.
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Zm_Fie1

Ген Zm_Fie1 кукурузы экспрессируется в начале 
развития эндосперма и играет важную роль в его 
развитии [16]. Транскрипт гена Zm_Fie1 кукурузы 
линии АТ-3 секвенирован и представлен нами в 
базе данных GenBank (MW222954.1), а для линий 
АТ-1 и АТ-4 транскрипты представлены на рис. 3. 

Ген Zm_Fie1 у линии АТ-1 имеет десять ОНЗ в 
белок-кодирующей области; у линии АТ-3 ‒ три 
ОНЗ в положениях, отличающихся от АТ-1 и АТ-
4, и делецию из шести нуклеотидов в положении 
1362‒1367 (рис. 3). Линия АТ-4 имеет 11 ОНЗ в бе-
лок-кодирующей области гена Zm_Fie1. Количе-
ство ОНЗ на 1000 нуклеотидов у гена Zm_Fie1 ис-
следованных линий колеблется от 1.9 до 7.5. Линии 
АТ-1 и АТ-4 имеют десять ОНЗ в одинаковых поло-
жениях, a линия АТ-4 имеет дополнительную ОНЗ 
в положении 512 (рис. 3). Возможно, линия АТ-4 
унаследовала этот ген от линии АТ-1 и приобрела 
дополнительную ОНЗ.

Zm_Fie2

Белок FIE2 контролирует экспрессию генов, 
связанных с началом развития эндосперма [15]. 
Транскрипты гена Zm_Fie2 кукурузы линий АТ-1, 
АТ-3 и АТ-4 секвенированы и представлены нами 
на рис. 4. У гена Zm_Fie2 линий АТ-1 и АТ-4 в бе-
лок-кодирующей части обнаружено по одной ОНЗ, 
а у линии АТ-3 наблюдаются две ОНЗ в белок-ко-
дирующей части (рис. 4).

У белка FIE2 аминокислотные последователь-
ности для всех трех линий полностью идентичны 
аминокислотной последовательности белка рефе-
ренсной линии B73 (данные не показаны). Коли-
чество ОНЗ на 1000 нуклеотидов у гена Zm_Fie2 
исследованных линий колеблется от 0.6 до 1.2. По-
скольку белок FIE2 контролирует экспрессию ге-
нов, связанных с началом развития эндосперма, в 
том числе, предположительно, гена Zm_Fie1, впол-
не объяснима его консервативность и схожесть у 
непартеногенетических и партеногенетических 
линий кукурузы. Правда, консервативность бел-
ка FIE2 не объясняет экспрессии гена Zm_Fie1, 

Рис. 4. Множественное выравнивание фрагмента нуклеотидных последовательностей гена Zm_Fie2 партеногене-
тических линий кукурузы АТ саратовской селекции и референсной линии B73. Выделенные буквы обозначают 
нуклеотидные замены.
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которую мы наблюдали у партеногенетической ли-
нии АТ-4 без опыления, что не характерно для не-
партеногенетических линий кукурузы [21].

Таким образом, можно заключить, что ген Zm_
Fie2 является высококонсервативным, и кодируе-
мые им белки не различаются у партеногенетиче-
ских и непартеногенетических линий, а спонтан-
ное (без опыления) начало развития эндосперма 
контролируется другими генами.

Для выявления филогенетического родства  
изучаемых линий кукурузы были построены фи-
лограммы с использованием последовательностей 
транскриптов генов Zm_Chr106 (рис. 5) и Zm_Fie1 
(рис. 6).

На филограмме, построенной на основе сход-
ства последовательностей гена Zm_Chr106, линии 
кукурузы разделились на две группы с р-расстоя-
нием (эволюционное расхождение) 0.0020. Пар-
теногенетические линии АТ-3 и АТ-4 находятся в 

разных группах. Линия АТ-3 и референсная линия 
B73 имеют р-расстояние 0.0065.

Линии АТ-1 и АТ-4 имеют много совпадений по 
ОНЗ у гена Zm_Fie1 (рис. 3) и входят в одну группу 
(рис. 6). Линия АТ-3 от них сильно отличается и 
находится в отдельной группе, хотя обе линии (АТ-
3 и АТ-4) являются прямыми потомками линии 
АТ-1. То есть между АТ-3 и АТ-4 наблюдается раз-
ница как по гену Zm_Chr106 (рис. 5), так и по гену 
Zm_Fie1 (рис. 6). Линия АТ-3 и референсная линия 
B73 имеют р-расстояние 0.1849. Возможно, делеция 
в шесть нуклеотидов в положении 1362‒1367 (рис. 
3) послужила причиной таких различий (рис. 6).

Таким образом, из четырех исследованных ге-
нов (Hdt104, Chr106, Fie1 и Fie2) у партеногенети-
ческих линий кукурузы АТ-1, АТ-3, АТ-4 наиболее 
консервативными являются гены Hdt104 и Fie2, 
нуклеотидные замены в которых маловероятно 
приводят к изменению функции соответствующих 
белков.
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Рис. 5. Филограмма линий кукурузы, построенная по гену Zm_Chr106 с помощью программы MEGA 11. Квадрата-
ми отмечены исследованные в данной статье линии.
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Partenogenesis Maize genes: Comparative Mutations Analysis
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The article presents an analysis of the polymorphism of nucleotide sequences of the genes presumably 
associated with the parthenogenetic development of the embryo and endosperm in maize. Sequencing 
and subsequent multiple alignment of transcripts of the target genes (Hdt104, Chr106, Fie1 and Fie2) 
studied in the work of the AT-1, AT-3 and AT-4 parthenogenetic maize lines and the reference line B73 
determined the presence of SNP, deletions and insertions.The phylogenetic trees for the studied genes 
were constructed.
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