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were found. The first group included seven genes, namely: CBF1, DHN3, HXK2, 
SnRK1.1, SPS, SWEET3 and SWEET1. The second group consisted of eight 
genes, including: DHN2, SnRK1.3, HXK3, RS1, RS2, LOX6, SUS4 and BAM5. 
A high level of correlation indicates a high bond strength of genes that can be 
co-expressed or can be associated with regulons. The present study demonstrates 
that micro-shoots of tea undergo a number of adaptations to cope with osmotic 
stress in vitro. However, some important genes that are associated with stress were 
turned off or suppressed osmoregulation in microshoots. Of the 31 genes studied, 
9 genes (DHN2, BAM, SUS4, RS1, RS2, SnRK1.3, TPS11, LOX1 and LOX6) 
were significantly activated in tea microshoots leaves under the action of mannitol, 
six of them are associated with sugar metabolism. These genes can be proposed as 
reliable markers of the tea plant's response to drought.

Key words: Camellia sinensis (L.) Kuntze, tea microshoots in vitro, osmotic stress 
in vitro, mannitol, selective media, gene expression. 
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Цитрусовые и чай являются одними из важных культур с точки зрения ми-
рового производства. Коллекции ФИЦ СНЦ РАН произрастают в погранич-
ном климатическом для данных культур регионе, обладают более высоким 
потенциалом генетической вариабельности и представляют собой ценный 
селекционный материал. На сегодняшний день, современные молекулярные 
методы исследований позволяют значительно ускорить селекционные про-
цессы, путём маркерной селекции, необходимым этапом которой является 
установление генотип-фенотип связей. В данном исследовании проводился 
РСА-анализ для установления таких связей на основе мультилокусных ДНК 
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SCoT-маркеров (12 – для коллекции цитрусовых и 6 – для коллекции чая) и 
ценных для селекции морфологических признаков местных коллекций ци-
трусовых и чая. В результате исследования, главные компоненты F1 и F2 на 
графике биплота показали совокупную вариативность 34,91 % для цитру-
совых и 27,95 % для чая. Были установлены корреляционные связи между 
SCoT-маркерами (SCoT6_1500, SCoT12_850, SCoT14_800), сортами лимонов 
и лайма и признаком высоты дерева; маркерами (SCoT9_1200, SCoT12_500, 
SCoT12_1200, SCoT12_2000, SCoT21_600, SCoT21_900), генотипами ман-
даринов и апельсинов и морфологическими признаками (цвет мякоти, вкус 
мякоти, консистенция мякоти). Кроме этого, установлены взаимосвязи мар-
кер-признак по SCoT21_1150, SCoT21_2100, SCoT31_1300, SCoT6_2500, 
SCoT36_1300 и консистенции кожуры, количеству эмбрионов в семени, коли-
честву семян. Установлены корреляции между SCoT-маркерами (SCoT06_А8, 
SCoT07_А1, SCoT07_А5, SCoT12_А1, SCoT33_А5, SCoT33_А9, SCoT33_
А10) и морфологическими признаками чая (поверхность листа, форма листа, 
соотношение длины и ширины листа) в коллекциях чая. Полученные резуль-
таты будут важны для последующей ускоренной признак-ориентированной 
селекции данных коллекций.

Ключевые слова: Camellia sinensis (L.) Kuntze, Citrus (L.), SCoT-маркеры, ге-
нотип-фенотип, маркер-признак, корреляции, морфологические признаки. 

Введение. Западный Кавказ – один из самых северных регио-
нов в мире, в котором возможно промышленное выращивание ряда 
ценных сельскохозяйственных культур. Так, коммерчески важные 
сорта рода Citrus L. являются наиболее производимыми фруктами 
в мире: в 2018 году было произведено более 153 миллионов тонн [8]. 
Зародышевая плазма цитрусовых была завезена сюда в 1902 году из 
Средиземноморья, США, Турции, Ирана и Японии. В результате тради-
ционной селекции за последние 80 лет были выведены десятки адап-
тированных к местным условиям сортов лимона, мандарина, поме-
ло и т. д. В настоящее время эта коллекция цитрусовых насчитывает 
более 200 образцов, хранящихся в ФИЦ СНЦ РАН, фенотипически 
охарактеризованных на протяжении десятилетий [22]. Вместе с этим, 
существует проблема апомиксиса, которая часто встречается у цитру-
совых культур, что усложняет процесс выведения новых сортов [13]. 

Чайное растение (Camellia sinensis (L.) Kuntze) – ещё одна из важ-
нейших многолетних культур, посевные площади и мировое производ-
ство которой за последние 5 лет увеличились вдвое [15]. Для увеличе-
ния генетического разнообразия местной гермоплазмы чая на Кавказе 
и создания новых элитных сортов с ценными сельскохозяйственными 
признаками ранее уже были проведены селекционные мероприятия, 
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такие как химический мутагенез и γ-облучение, клоновая селекция и 
направленное скрещивание. В результате был выведен ряд элитных ге-
нотипов с широким диапазоном фенотипической изменчивости. В част-
ности, мутантные сорта чайного растения могут быть очень полезны для 
производителей, поскольку они часто являются полиплоидными, что 
приводит к превосходству в вегетативном росте, более высокой урожай-
ности и повышенной устойчивости по сравнению с диплоидами.

Таким образом, коллекции геноресурсов за пределами основных 
регионов выращивания являются важным источником генетического 
разнообразия для усовершенствования сельскохозяйственных культур. 
Пограничные регионы произрастания являются ценным источником 
появления отличительных признаков и вариабельности, расширяющим 
генетический потенциал культур, при этом повышая их адаптивность к 
изменяющимся условиям среды. Так, коллекции чая и цитрусовых ФИЦ 
СНЦ РАН, произрастающие в экстремальном для них климатическом 
регионе, обладают более широким спектром устойчивости к различным 
агроклиматическим условиям и поэтому являются ценным ресурсом для 
целенаправленной селекции. Однако для этого необходима комплексная 
характеристика генетических и фенотипических признаков коллекций, 
которые доместицировались в атипичных регионах произрастания.

Для решения таких задач по усовершенствованию культур маркер-
опосредованный отбор является неотъемлемым инструментом селек-
ционного процесса. Создание и улучшение качественных сортов раз-
личных культур основано на отборе наиболее подходящих генотипов 
с точки зрения повышенной урожайности, улучшенного качества и 
способности к различным абиотическим и биотическим стрессам [7]. 
Установление связи между генетическим и фенотипическим матрик-
сами является необходимым условием ускорения маркерной селекции 
(мarker-assisted selection (MAS)) растений [24]. Таким образом, иден-
тификация генетических маркеров, ассоциированных с ценными при-
знаками местных генотипов цитрусовых и чая, может использоваться 
для эффективного скрещивания, а потомство, имеющее наиболее под-
ходящую комбинацию аллелей, можно идентифицировать с помощью 
этих же установленных маркеров [11].

Для молекулярно-генетических исследований растений было раз-
работан и использован ряд систем ДНК-маркеров, таких как RAPD 
[17], SSRs [16], SRAP [12], IRAP [10], SCoT [2, 10, 13], ISSR [20] или 
оргДНК [9]. Среди них, start codon targeted (SCoT) являются эффектив-
ными, воспроизводимыми и высокополиморфными мультилокусными 
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маркерами для анализа генетического разнообразия [18, 19]. Маркеры 
SCoT основаны на полиморфизме короткой консервативной области 
генов растений, окружающей кодон инициации трансляции ATG. 
Область, фланкирующая стартовый кодон ATG, высококонсерватив-
на у всех видов растений [6]. Таким образом, маркеры SCoT могут 
быть полезны для поиска корреляций между фенотипическими и ге-
нетическими данными коллекций гермоплазм цитрусовых и чая. 

В связи с этим, целью данного исследования был поиск и анализ 
корреляционных связей между генетическими данными на основе 
SCoT-маркеров и хозяйственно-ценными признаками в коллекциях 
Citrus и Camellia sinensis.

Объекты и методы исследований. Растительный материал. 
Материалом исследования служили образцы листьев из коллекций 
цитрусовых (91 образец) и чая (43 образца) ФИЦ СНЦ РАН. 

Экстракция ДНК. ДНК выделяли из свежих листьев. Навеску 
в 70–100 мг каждого образца измельчали в ступке с жидким азо-
том. Экстракцию ДНК проводили по протоколу CTAB [5]. Качество 
выделенной ДНК проверяли с помощью электрофореза в 1 % ага-
розном геле, концентрацию ДНК измеряли на спектрофотометре 
BioDrop µLite (Кембридж, Великобритания). Все образцы разводи-
ли до 20 нг мкл-1 и хранили при –20 оС.

ПЦР-анализ. В работе использовались 36 SCoT-праймеров, кото-
рые первоначально были разработаны для Oryza sativa [3]. Поэтому 
мы сначала оценили переносимость этих праймеров на 10 образцах 
цитрусовых и чая. Для дальнейшей оценки были выбраны эффек-
тивные для целей исследования маркеры SCoT (12 – для цитрусовых 
и 6 – для чая) (табл. 1). 

Реакционная смесь состояла из 10 мкл реакционного буфера 
2 × HS-TaqPCR («Биолабмикс», Новосибирск, Россия), содержаще-
го Taq-полимеразу Hot Start, 0,4 мкл праймера (10 мкМ), 2 мкл ДНК 
(20 нг мкл-1) и воду, обработанную DEPC, общим объёмом ПЦР 20 мкл. 
Амплификацию проводили в термоциклере MiniAmp (Thermo Fisher 
Scientific, Массачусетс, США) по следующей программе: первич-
ная денатурация 5 мин при 95 оС, отжиг 35 циклов, денатурация при 
95 оС 1 мин, отжиг при 52 оС в течение 1 мин, элонгация при 72 оС 
в течение 2 мин и финальная элонгация при 72 оС в течение 5 мин. 
Разделение фрагментов SCoT проводили на 2%-ном агарозном геле 
в течение 2,5 ч при 90 В в буфере 1 × TAE.
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Таблица 1. Характеристика SCoT-праймеров
Table 1. Characteristics of ScoT-primers

Название 
праймера Сиквенс праймера 5′3′ Первоначальный 

вид Источник

Citrus 
SCoT2 CAACAATGGCTACCACCC Oryza sativa [3]
SCoT6 CAACAATGGCTACCACGC Oryza sativa [3]
SCoT9 CAACAATGGCTACCAGCA Oryza sativa [3]
SCoT12 ACGACATGGCGACCAACG Oryza sativa [3]
SCoT13 ACGACATGGCGACCATCG Oryza sativa [3]
SCoT14 ACGACATGGCGACCACGC Oryza sativa [3]
SCoT18 ACCATGGCTACCACCGCC Oryza sativa [3]
SCoT20 ACCATGGCTACCACCGCG Oryza sativa [3]
SCoT21 ACGACATGGCGACCCACA Oryza sativa [3]
SCoT23 CACCATGGCTACCACCAG Oryza sativa [3]
SCoT31 CCATGGCTACCACCGCCT Oryza sativa [3]
SCoT36 GCAACAATGGCTACCACC Oryza sativa [3]

Camellia sinensis 
SCoT6 CAACAATGGCTACCACGC Oryza sativa [3]
SCoT7 CAACAATGGCTACCACGG Oryza sativa [3]
SCoT8 CAACAATGGCTACCACGT Oryza sativa [3]
SCoT12 ACGACATGGCGACCAACG Oryza sativa [3]
SCoT26 ACCATGGCTACCACCGTC Oryza sativa [3]
SCoT33 CCATGGCTACCACCGCAG Oryza sativa [3]

Фенотипическая оценка коллекций. Основными измеряемыми мор-
фологическими параметрами для образцов цитрусовых были: морозо-
стойкость, высота дерева, наличие шипов, количество семян, количество 
эмбрионов в семени, вес плода, цвет кожуры, поверхность кожуры, кон-
систенция кожуры, вкус кожуры, цвет мякоти, консистенция мякоти, вкус 
мякоти, консистенция плодовых мембран; для образцов чая – холодоустой-
чивость, длина черешка, угол прикрепления листа, длина листа, ширина 
листа, соотношение длины и ширины листа, площадь листа, форма листа, 
форма основания листа, форма края листа, поверхность листа, степень за-
зубренности листа, глубина зазубренности листа.

Статистический анализ. PCA-анализ использовался для обнаружения 
корреляционных ассоциаций между признаками в коллекциях цитрусовых 
и чая. Совместная матрица для этих анализов содержала данные фенотипи-
ческой матрицы (14 оценённых признаков – для цитрусовых и 14 – для 
чая) и данные генетических маркеров (39 полиморфных полос для 
образцов цитрусовых и 26 полос – для образцов чая). Стандартизация 
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данных осуществлялась с помощью функции «Coding by ranks» в про-
грамме XLSTAT. Это кодирование выполнялось для генетических данных 
и для морфологических данных отдельно. После этого результаты кодиро-
вания объединялись в совместную матрицу и анализировались методом 
Pearson (n) PCA типа (уровень значимости при α = 0,05).

Результаты и их обсуждение. Чтобы обнаружить возможную корреля-
цию и соответствие между генетическими и морфологическими данными, 
мы использовали биплот PCA, представляющий связанные характеристики 
и отношения переменных (полосы ДНК, морфологические признаки) и на-
блюдений (образцы коллекций ФИЦ СНЦ РАН Camellia sinensis и Citrus). 
Главные компоненты F1 и F2 показали совокупную вариативность 34,91 % 
для цитрусовых и 27,95 % для чая (рис. 1-2).

Биплот PCA по данным коллекции цитрусовых показал распределе-
ние образцов в несколько отдельных групп: мандариновая, апельсиновая, 
лимонная и лаймовая, и группа кумкватов и понцирусов (рис. 1). В целом 
наши предыдущие результаты [14] по относительному генетическому по-
лиморфизму среди популяций цитрусовых коллекций соответствовали 
расположению образцов на графике PCA: самый широкий разброс точек 
данных наблюдался в популяциях с наибольшим относительным генетиче-
ским полиморфизмом (кумкваты и лаймы). Напротив, плотно сгруппиро-
ванные точки данных указывают на низкий уровень относительного гене-
тического полиморфизма.

Близость образцов к векторам с высокой нагрузкой согласовывалась 
с влиянием этих характеристик. Так, образцы лимонов и лаймов распо-
лагались на положительной стороне F1, вблизи вектора морфологиче-
ского признака высоты дерева с высокой нагрузкой и маркерных полос 
SCoT6_1500, SCoT12_850, SCoT14_800, что соответствует более высо-
кой высоте деревьев в этой группе образцов, следовательно, и высокой 
корреляцией этого морфологического признака с данными маркерами. 
Кроме того, по биплоту PCA образцы P. trifoliata были вблизи векто-
ра морозостойкости, что согласуется с большей устойчивостью этих 
образцов к холоду [4]. Также группы мандаринов и апельсинов были 
помещены близко к векторам нескольких морфологических признаков 
(цвет мякоти, вкус мякоти, консистенция мякоти) и нескольких мар-
керных полос (SCoT12_500, SCoT12_1200, SCoT9_1200, SCoT21_900, 
SCoT12_2000, SCoT21_600). Векторы морфологических признаков, 
таких как консистенция кожуры, количество эмбрионов в семени, ко-
личество семян, а также некоторые маркерные полосы (SCoT21_1150, 
SCoT21_2100, SCoT31_1300, SCoT6_2500, SCoT36_1300) сильно кор-
релировали друг с другом и были расположены с высокой положитель-
ной нагрузкой по оси F1.
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Большинство векторов морфологических признаков чая были рас-
пределены с высокой нагрузкой и располагались на положительной 
сторонах F1 и F2 (рис. 2). Разброс точек данных образцов соответство-
вал относительному генетическому полиморфизму в базовой коллек-
ции чая. Близость образцов к векторам согласовывалась с сильным 
влиянием этих характеристик (векторов) на ближайшие образцы. На-
пример, образцы генотипов № 619, № 316, № 2697, № 1102, № 1385 и 
т. д. были размещены ближе к векторам нескольких морфологических 
признаков с высокой положительной нагрузкой по F2 (ширина листа, 
площадь листа, поверхность листа, степень зазубренности листа), что 
соответствовало наибольшей ширине, площади и схожей фактуре по-
верхности листа в этой группе образцов [21]. 

Кроме того, несколько маркерных полос SCoT08_А14 и SCoT06_
А15 показали тесную связь с образцами ‘Kolkhida’, № 501, № 1405, 
№ 57, однако их нагрузка по F2 была невысокой. С другой стороны, 
морфологические признаки, такие как поверхность листа, форма ли-
ста, соотношение длины и ширины листа и некоторые маркерные по-
лосы (SCoT06_А8, SCoT07_А1, SCoT07_А5, SCoT12_А1, SCoT33_А5, 
SCoT33_А9, SCoT33_А10), сильно коррелировали друг с другом и 
были расположены с высокой положительной нагрузкой в F1. Кроме 
того, результаты PCA показывают, что ряд признаков листьев значи-
тельно коррелировали друг с другом, что согласуется с некоторыми 
другими исследованиями [1, 23].

Таким образом, уникальные полосы ДНК на основе SCoT, связанные 
с векторами важных агроэкономических признаков и точками данных об-
разцов исследуемых коллекций цитрусовых и чая, могут быть полезны в 
качестве важных маркеров для дальнейших селекционных работ.

Заключение. В результате исследования на основе РСА анализа 
были установлены корреляционные связи между генетическими дан-
ными SCoT-маркеров и ценными сельскохозяйственными признаками 
в коллекциях Citrus и Camellia sinensis.

Установлены корреляции в коллекции цитрусовых: между SCoT-
маркерами (SCoT6_1500, SCoT12_850, SCoT14_800), сортами лимонов 
и лайма и признаком высоты дерева; между маркерами (SCoT9_1200, 
SCoT12_500, SCoT12_1200, SCoT12_2000, SCoT21_600, SCoT21_900), 
генотипами мандаринов и апельсинов и морфологическими признаками 
(цвет мякоти, вкус мякоти, консистенция мякоти); установлены корре-
ляции маркер-признак по SCoT21_1150, SCoT21_2100, SCoT31_1300, 
SCoT6_2500, SCoT36_1300 и консистенции кожуры, количеству эм-
брионов в семени, количеству семян;
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Установлены корреляции между SCoT-маркерами (SCoT06_А8, 
SCoT07_А1, SCoT07_А5, SCoT12_А1, SCoT33_А5, SCoT33_А9, 
SCoT33_А10) и морфологическими признаками (поверхность листа, 
форма листа, соотношение длины и ширины листа) в коллекциях чая.

Таким образом, молекулярные маркеры могут быть эффективными 
для подбора родительских пар при направленном скрещивании. Кроме 
того, использование комплексных маркерных систем позволит значи-
тельно ускорить процесс селекции и повысить её эффективность. По-
лученные данные будут полезны для маркерной признак-ориентиро-
ванной селекции исследуемых культур.
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Citrus and tea are among the important crops in terms of global production. 
The collections of the Federal Research Centre the Subtropical Scientific Centre 
of RAS are cultivated in a climatic region, which is borderline for these crops; 
they have a higher genetic variability potential and represent valuable breeding 
material. To date, modern molecular research methods can significantly accelerate 
breeding processes through marker-based selection, the necessary stage of which 
is the establishment of genotype-phenotype relationships. In this study, PCA-
analysis was performed to establish such connections based on multilocus 
DNA SCoT markers (12 for the citrus collection and 6 for the tea collection) 
and morphological traits valuable for breeding local citrus and tea collections. 
As a result of the study, the main components F1 and F2 on the biplot graph 
showed a combined variability of 34.91 % for citrus fruits and 27.95 % for tea. 
Correlations were established between SCoT markers (SCoT6_1500, SCoT12_850, 
SCoT14_800), lemon and lime cultivars and a sign of tree height; markers 
(SCoT9_1200, SCoT12_500, SCoT12_1200, SCoT12_2000, SCoT21_600, 
SCoT21_900), genotypes of mandarins and oranges and morphological traits (pulp 
colour, pulp taste, pulp consistency). In addition, marker-trait relationships have 
been established for SCoT21_1150, SCoT21_2100, SCoT31_1300, SCoT6_2500, 
SCoT36_1300 and peel consistency, the number of embryos in the seed, and the 
number of seeds. Correlations have been established between SCoT markers 
(SCoT06_A8, SCoT07_A1, SCoT07_A5, SCoT12_A1, SCoT33_A5, SCoT33_
A9, SCoT33_A10) and morphological traits of tea (leaf surface, leaf shape, leaf 
length and width ratio) in tea collections. The results obtained will be important for 
the subsequent accelerated trait-oriented selection of these collections.

Key words: Camellia sinensis (L.) Kuntze, Citrus (L.), correlations, genotype-
phenotype, marker-trait, morphological characters, SCoT-markers.


