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Аннотация. В нашем исследовании мы проанализировали репитом 12 растений рода Citrus, включая 3 
предковых вида и 8 наиболее распространённых таксонов, и обнаружили у них высокое содержание LTR 
элементов Athila и Sire, нетипичное для цветковых растений. Для этих растений, на основании прочтений 
из открытых баз данных и впервые полученных прочтений из нашей коллекции, были построены 
филогенетические деревья на основе ядерного репитома, пластома и 35S рДНК цистрона. При этом было 
показано, что пластом несёт выраженный филогенетический сигнал, наиболее согласующийся с обновлённой 
классификацией рода Citrus, показывая картину, отличную от двух других филогенетических деревьев.

The study of citrus plant evolution based on repetitive genomic elements,  
chloroplast genome, and 35S rDNA
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Summary. In our study, we analyzed the repeatomes of 12 Citrus plants, including 4 ancestral species and 8 the 
most widespread cultivated species. We detected an atypically high content of “Athila” and “Sire” LTR retrotransposons 
for angiosperms. For these plants, phylogenetic trees were constructed based on the nuclear repeatome, plastome, and 
35S rDNA cistron, using sequencing data from open databases and, for the first time, sequencing data from our collec-
tion. The analysis demonstrated that the plastome carries a strong phylogenetic signal, which is most consistent with 
the updated classification of the Citrus genus, showing a distinct pattern compared to the other two phylogenetic trees.
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Введение

Цитрусовые растения (род Citrus L.) крайне 
популярны и распространены по всему миру. За 
2023 г. мировой урожай всех культивируемых 
цитрусовых культур (в основном лимон, лайм, 
апельсин, помело, грейпфрут и мандарин) соста-
вил более 169 млн тонн (FAOSTAT. URL: https://
www.fao.org). Цитрусовые растения ценятся за 
счёт высоких вкусовых качеств, декоративности, 
содержания эфирных масел, микро- и макроэле-
ментов, кроме того, они широко используются 
в народной медицине в регионах выращивания 
(Lu et al., 2023).

Несмотря на свою распространённость в 
мире, растения рода Citrus не имеют единой 
общепринятой классификации, а их системати-
ка чрезвычайно запутана и разрознена. В ран-
них исследованиях Tanaka в 1954 г. выделил 157 
видов Citrus, в 1977 г. – 162 вида рода (Tanaka, 
1954, 1977). В период с 1943 по 1967 гг. Swingle 
основывал свою классификацию на морфологи-
ческих и биохимических признаках, факторах 
вегетативного размножения, в частности, фа-
культативном апомиксисе (Swingle, 1943, 1967). 
Таким образом, он и другие исследователи при-
знали 17 видов (Bhattacharya, Dutta, 1956), 36 ви-
дов (Hodgson, 1961) и 31 вид (Singh, Nath, 1969). 
Ollitrault заявил, что такое количество видов 
является следствием того, что большинство из 
них представляют собой сортовые группы кло-
нального происхождения внутри одного вида 
и появились вследствие факультативного апо-
миксиса. Ollitrault   предложил триномиальную 
концепцию классификации, учитывающую ре-
тикулярную эволюцию, частичный апомиксис и 
бесполое разнообразие от предковых гибридов, 
но при этом отметил, что в настоящее время ге-
номные данные разрозненны, и для окончатель-
ной классификации р. Citrus необходимы даль-
нейшие исследования (Ollitrault et al., 2020).

До сих пор не существует единой системы 
классификации р. Citrus. В течение длительного 
времени несколько исследователей классифици-
ровали род по-разному (Swingle, 1943; Mabberley, 
1997; Wu et al., 2018). Показателен пример Citrus 
hindsii Govaerts, 1999 (Fortunella japonica (Thunb.) 
Swingle, 1915), который разные авторы отно-
сят то к р. Citrus (Mabberley, 1998; Wang et al., 
2022), то к р.  Fortunella Swingle, 1915 (Swingle, 
1915; Kashkush et al., 2003; Ma, Clemants, 2006). 
Сегодня продолжается масштабное изменение 
классификации цитрусовых, в рамках которого 
Ву и Оллитраутом (Wu et al., 2018; Ollitrault et 

al., 2020) было предложено включить новокале-
донский р.  Oxanthera Montrouz., а также ранее 
исключенные р. Microcitrus Swingle, Eremocitrus 
Swingle, Clymenia Swingle, Poncirus Raf. и For-
tunella в р. Citrus.

В настоящее время существует 5 видов, ко-
торые считаются родоначальниками р. Citrus: 
C.  cavaleriei H. Lév., C. maxima (Burm.) Merr,  
C. medica Linnaeus, C. micrantha Wester, C. re-
ticulata Blanco (Ollitrault et al., 2020). В нашем 
исследовании мы проанализировали 4 из них:  
C. cavaleriei, C. maxima, C. medica и C. reticulata, 
а также 8 наиболее распространённых таксонов 
C. sinensis Sauvage et Dabry de Thiersant, C. unshiu 
Marcow., C. hindsii (Champ. ex Benth.) Govaerts, 
C. clementina Yu.  Tanaka, C. limon (L.) Osbeck,  
C. mangshanensis S. W. He et G. F. Liu, C. trifoliata 
(L.) Raf. и цитрумело (Citrus × paradisi × Citrus tri-
foliata).

Хорошо известно, что большая часть гено-
ма растений состоит из повторяющейся ДНК 
(Puterova et al., 2017). Существует два типа по-
вторяющейся ДНК: транспозируемые элементы 
и тандемные повторы (Ahmed, Liang, 2012), при-
чём первые подразделяют на ретротранспозоны 
и ДНК-транспозоны. В свою очередь, ретротран-
спозоны, на основании наличия длинных терми-
нальных повторов (от английского long terminal 
repeats, LTR), делятся на не-LTR ретротранспо-
зоны и LTR ретротранспозоны. Транспозоны (от 
английского transposable elements, TE) – это по-
следовательности ДНК, способные перемещать-
ся в пределах генома. Так, у некоторых растений 
ретроэлементы с LTR составляют значительную 
часть ядерного генома, и их доля может превы-
шать 50 % (Domingues et al., 2012; Vitte et al., 2014; 
Du et al., 2018; Neumann et al., 2019). TE обладают 
способностью распространяться в геноме и уве-
личивать свою численность. Однако у высших 
организмов развились регуляторные системы, 
такие как метилирование ДНК, которые огра-
ничивают распространение TE: при этом транс-
крипция и транспозиця TE эпигенетически по-
давляются из-за их потенциального негативного 
влияния на организм.

Было установлено, что достоверные данные 
о репитоме могут быть получены при полно-
геномном секвенировании с низким охватом в 
диапазоне от 0,5 до 0,01 (Novák et al., 2010). Для 
работы с репитомом растений ввиду удобного 
интерфейса и широкого функционала можно ис-
пользовать программу RepeatExplorer2, которая 
с помощью кластеризации аннотирует повторы 
и проводит их количественную оценку (Novák et 
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al., 2010, 2013, 2020). Dodsworth и др.   использо-
вали такую сравнительную кластеризацию для 
отслеживания филогенетических сигналов из 
повторов путём подсчёта количества прочтений 
по видам в каждом кластере (Dodsworth et al., 
2015). Vitales и др. рассчитывали парные гене-
тические расстояния между всеми кластерами, 
после чего строили консенсусное дерево на ос-
новании расстояний (Vitales et al., 2020). Herklotz 
и др. корректировали количество подаваемых 
прочтений для RepeatExplorer2 относительно 
размера генома, чтобы нивелировать разницу 
в обилии повторов у разных видов. Также они 
суммировали все различия для каждого класте-
ра в основной матрице расстояний (Herklotz et 
al., 2021).

Несмотря на то, что большая часть видов 
цитрусовых является диплоидами с хромосом-
ным числом 2n = 18, по размеру генома данная 
группа достаточно вариативна. Единственные 
приведённые в базе королевских ботанических 
садов Кью (KEW. URL: https://cvalues.science.
kew.org/) данные по размеру генома видов Citrus 
относятся к 5 видам: C. medica – 0,40 пг/1C,  
C. limon – 0,40 пг/1C, C.  reticulata – 0,47 пг/1C 
(Marie, Brown, 1993), C. sinensis – 0,60 пг/1C 
(Guerra, 1984). Также, по нашим оценкам на ос-
нове данных, взятых из других источников, мож-
но судить о размерах геномов следующих видов:  
C. trifoliata – 0,27 пг/1C (Peng et al., 2020), C. un- 
shiu – 0,36 пг/1C (Isobe et al., 2023), C. cavale- 
riei – 0,37 пг/1C (Wang et al., 2017), C. hindsii –  
0,38 пг/1C (Zhu et al., 2019), C.  maxima – 0,39 
пг/1C, C. clementina – 0,31 пг/1C, C. mangshanen-
sis – 0,37 пг/1C (Wu et al., 2024), цитрумело – 0,27 
пг/1C (Zhang et al., 2016). Средний размер гено-
ма составляет 0,35 пг; самый маленький геном 
у цитрумело, самый большой – у C. sinensis. По-
добные различия у родственных видов как пра-
вило обусловлены именно накоплением повто-
ряющихся последовательностей ДНК, причём 
в разных группах могут накапливаться разные 
классы повторов и с разной скоростью (Lozano 
et al., 2021; Kress et al., 2022; Nie et al., 2024). 

В нашем исследовании мы сконструировали 
филогенетические деревья на основе репитома 
(Herklotz et al., 2021), 35S рДНК цистрона (Garcia 
et al., 2020) и пластома (Moreno-Aguilar et al., 
2020) цитрусовых для проведения сравнитель-
ного анализа методик; а также проанализирова-
ли содержание LTR элементов в геноме каждого 
изученного растения.

Материалы и методы

Образцы
В исследовании использовались парные про-

чтения Illumina 12 видов Citrus. Прочтения об-
разцов C.  unshiu (SRR15099909), C. cavaleriei 
(SRR17023266), C. maxima (SRR25409037), 
C.  hindisii (SRR22345194), C. mangshanensis 
(SRR17013816), цитрумело (Citrus × paradisi × 
Citrus trifoliata) (SRR1210645) были получены 
из библиотеки NCBI. Образцы C.  clementina, 
C. limon, C.  medica, C.  reticulata, C. sinensis,  
С. trifoliata были отобраны из коллекции Всерос-
сийского научно-исследовательского института 
сельскохозяйственной биотехнологии (ВНИ-
ИСБ) и секвенированы авторами. Секвениро-
ванные последовательности были загружены в 
NCBI (PRJNA1231762).

Растения р. Citrus из коллекции ВНИИСБ и 
их секвенирование

Во ВНИИСБ была собрана коллекция цитру-
совых растений. Растения получили из коллек-
ции Российского государственного аграрного 
университета – МСХА им. К. А. Тимирязева, а 
также коммерческих питомников: «Павловский 
питомник», «Павловский лимон», «Садовод 
Крыма».

Для выделения ДНК по протоколу CTAB 
(Rogers,Bendich, 1985) использовали молодые, 
свежие листья растений. ДНК, растворённую в 
свободной от нуклеаз воде, использовали для 
полного геномного секвенирования. Концен-
трацию, количество и качество выделенной 
ДНК проверяли с помощью спектрофотоме-
тра NanoDrop OneC (Thermo Fisher Scientific 
Waltham, MA, United States). Образцы ДНК с по-
казателями OD260/280 в диапазоне от 1,8 до 2,0 
и OD260/230 в диапазоне от 1,8 до 2,0 считались 
качественными. Библиотеки кДНК синтезиро-
вали по технологии “Shotgun” с помощью набора 
Swift 2S® Turbo DNA Library Kit (Swift Bioscience, 
Ann Arbor, MI, USA) в соответствии с протоко-
лом производителя. Секвенирование проводили 
на приборе Illumina NextSeq с набором NextSeq 
500/550 Mid Output Kit v2.5 (300 циклов), как 
описано в протоколах Illumina для “paired-end” 
прочтений. Секвенирование проводилось в 
ООО «Геномед» (Москва, Россия).

Контроль качества прочтений
Отобранные прочтения загружались на плат-

форму Galaxy (GALAXY. URL: https://galaxy-elixir.
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cerit-sc.cz/), после чего были проверены на каче-
ство, очищены от адаптеров и прочтений короче 
148 п. н. Оставшиеся прочтения были объеди-
нены и конвертированы в формат FASTA с по-
мощью инструментов “FastQC”, “Trimmomatic” и 
“Preprocessing of FASTQ paired-end reads” с пара-
метрами по умолчанию.

Кластеризация и аннотация повторов и 
рДНК в Repeat Explorer

Анализ состава и долей в геноме повто-
ров был проведён с помощью инструмента 
RepeatExplorer2 в соответствии с методом, опи-
санным Novák и др. (Novák et al., 2020). Для 
индивидуального анализа нами отбирался слу-
чайным образом один миллион пар прочтений 
для достижения рекомендованного покрытия 
генома (0,1×–0,5×). Для сравнительного анали-
за отбирались количества прочтений, обратно 
пропорциональные ожидаемым размерам гено-
ма видов (Herklotz et al., 2021). Кластеризация 
проводилась с использованием базовых настро-
ек RepeatExplorer2 (90 % сходство, минимальное 
покрытие = 55; порог размера кластера = 0,01 %) 
с параметром времени обработки “extra long”.

Сборка пластома и цистрона
Мы провели de novo сборку пластома и 35S 

рДНК цистрона для всех 12 образцов.
Для сборки пластома использовали прочте-

ния, которые прошли контроль качества и были 
объединены в один fasta-файл. Сборка проводи-
лась с помощью программы Novoplasty версии 
4.3.5 (Dierckxsens et al., 2016), в качестве рефе-
ренсного генома использовали пластом C. limon 
(MT880608.1), в качестве начального участка 
сборки – ген RuBP (V00171.1). Сборки хлоро-
пластного генома приложены к статье (см. прил. 
1 на сайте журнала).

Сборку 35S рДНК цистрона проводили в про-
грамме QIAGEN CLC Genomics Workbench 24.0.2 
(https://digitalinsights.qiagen.com/). В сборке 
также использовали объединённые прочтения, 
прошедшие контроль качества, с картированием 
на референсную последовательность 35S рДНК 
C. reticulata (ON479678.1) (Moreno-Aguilar et al., 
2020, 2022).

Построение филогенетического дерева на 
основе репитома

Филогенетический анализ проводился с ис-
пользованием данных о копийности кластеров, 
полученных в результате сравнительного кла-

стерного анализа RepeatExplorer2. Были уда-
лены данные о кластерах митохондриальной и 
хлоропластной ДНК, а также кластеры с низкой 
копийностью (менее 50 прочтений в кластере). 
Данные были нормализованы – количество про-
чтений каждого кластера было переведено в 
процент от общего количества прочтений всех 
кластеров, без учёта кластеров с низкой копий-
ностью. Филогенетическое дерево по методу 
ближайших соседей было построено в R 4.4.0 (R 
core team, 2024): сначала из нормализованных 
данных была получена матрица евклидовых рас-
стояний с использованием функции distance па-
кета philentropy (Drost, 2018), далее с помощью 
функции NJ (“neighbor joining”, метод ближай-
ших соседей) пакета ape (Paradis et al., 2004) было 
получено дерево, которое отредактировали в 
iTol версии 6 (Letunic, Bork, 2024).

Построение филогенетических деревьев на 
основе последовательностей пластома и ци-
строна

Собранные пластомы выровняли с помощью 
программы MAFFT версии 7 (Katoh, Standley, 
2013), после построили в ней филогенетиче-
ское дерево методом ближайших соседей. Так-
же на основе палстома было построено дерево 
ML (“maximum likehood”, метод максимального 
правдоподобия) в R 4.4.0 с помощью функци-
онала пакета phangorn (Schliep, 2011). Сборки 
рДНК цистрона выравнивали с помощью функ-
ционала CLC, в этой же программе было постро-
ено NJ дерево на основе выравниваний. Деревья 
отредактировали для визуализации в iTol.

Результаты и их обсуждение

Состав репитома
В наших образцах мы идентифицировали 

8 групп повторяющихся последовательностей 
из 16, принадлежащих к суперсемейству Copia: 
Ale, Alesia, Angela, Ikeros, Ivana, SIRE, Tar, Tork; 
и 6 групп из 14, относящихся к Gypsy: CRM, 
Galadriel, Reina, Tekay, Athila, Retand. 

Группа SIRE имеет наибольшее содержа-
ние в надсемействе Copia (1,91–2,74 %). Группа 
Alesia имеет наименьшее содержание (0,02– 
0,05 %) и присутствует только в таксонах цитру-
мело, C. limon, C. reticulata, C. trifoliata, C. unshiu. 
В надсемействе Gypsy наиболее представленной 
группой является Athila (5,24–9,59 %), а наиме-
нее представленной – Reina (0,02–0,09 %), ко-
торая не представлена в таксонах C. cavaleriei, 
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C. clementina и цитрумело (табл. 1). При этом, 
по литературным данным, у цветковых расте-
ний, как правило, преобладают группы Retand и 
Angela (Burke et al., 2002). У цитрусов из нашего 

анализа эти линии имели высокое, но не мак-
симальное содержание в геноме: Retand (0,86– 
2,17 %) и Angela (0,66–0,97 %).

Филогенетические деревья
На основе данных репитома и последователь-

ностей 35S рДНК цистрона были построены фи-
логенетические деревья методом NJ. Для пласто-
ма дополнительно использовали метод ML. Все 
полученные деревья укоренились от С. trifoliata. 
Деревья, построенные на основе пластома раз-
ными методами (NJ и ML), продемонстрировали 
высокую степень сходства (рис. 1). Расхождения 
между ними были незначительными: в 4 узлах с 
поддержкой bootstrap < 100 % наблюдались раз-
личия в значениях в пределах 20,5 %; виды оди-
наково группировались в клады, однако распо-
ложение видов внутри своих клад менялось. Для 
последующего анализа мы выбрали NJ-дерево на 
базе пластома (рис. 1а), так как в нём использо-
вался тот же алгоритм (NJ), что и при создании 
деревьев на основе репитома и 35S рДНК ци-
строна, а различия между NJ и ML-топологиями 
пластома были статистически несущественны.

Филогенетические деревья, построенные ме-
тодом NJ на базе репитома, цистрона и пластома 
были сопоставлены на рис. 2. Деревья на осно-
вании разных данных имеют существенные раз-
личия по распределению таксонов, это связано с 
разной интенсивностью филогенетического сиг-
нала, в зависимости от исходных генетических 
данных и методики определения филогенетиче-
ских связей. Наибольшее сходство с существу-
ющими положениями о таксономии цитрусов, 
по нашим данным, имеет филогенетическое де-
рево на основе хлоропластного генома (рис. 2B) 
(Ollitrault et al., 2020), выраженное, например, 
близким расположением С. maxima и C. sinensis. 
Нахождение C. reticulata и C. clementina в одном 
узле дерева (рис. 2B) соответствует результатам 
предыдущих исследований пластома р. Citrus 
(Sun, Lin, 2021). Однако есть и несоответствие 
существующей классификации: так, близкие 
виды C. sinensis и C. reticulata находятся, по на-

Таблица 1. Содержание LTR элементов в геноме растений р. Citrus
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Ale 0,09 0,63 0,05 0,06 1,02 0,09 0,07 0,23 0,18 0,21 0,17 0,26
Alesia 0,00 0,04 0,00 0,00 0,05 0,00 0,00 0,00 0,05 0,00 0,05 0,02
Angela 0,93 0,69 0,67 0,97 0,82 0,95 0,76 0,86 0,64 0,66 0,67 0,71
Ikeros 0,00 0,23 0,10 0,04 0,24 0,08 0,05 0,12 0,10 0,14 0,06 0,02
Ivana 0,07 0,14 0,16 0,11 0,21 0,14 0,12 0,15 0,16 0,17 0,20 0,14
SIRE 2,10 1,75 1,91 2,68 3,79 2,45 1,96 2,27 2,73 2,05 2,74 2,29
Tar 0,09 0,22 0,26 0,23 0,33 0,21 0,23 0,25 0,21 0,29 0,22 0,28
Tork 0,60 1,22 1,06 0,57 1,83 0,82 0,74 1,20 1,16 1,26 1,10 1,24
Copia total 3,88 4,92 4,21 4,66 8,29 4,74 3,93 5,08 5,23 4,78 5,21 4,96
CRM 0,54 0,59 0,63 0,22 0,42 0,19 0,51 0,87 0,17 0,72 0,12 0,62
Galadriel 0,17 0,18 0,25 0,15 0,25 0,16 0,13 0,20 0,38 0,19 0,32 0,17
Reina 0,00 0,00 0,00 0,02 0,09 0,02 0,00 0,06 0,02 0,03 0,02 0,03
Tekay 0,19 0,33 0,49 0,04 0,55 0,24 0,01 0,26 0,54 0,49 0,56 0,52
Athila 5,76 5,24 7,35 5,66 9,59 6,17 6,08 7,82 5,99 7,55 6,07 6,54
Retand 0,91 0,86 1,60 0,95 2,17 1,15 0,95 1,56 1,22 1,59 1,38 1,14
Gypsy Total 7,57 7,20 10,32 7,04 13,07 7,93 7,68 10,77 8,32 10,57 8,47 9,02
Unclass 1,06 0,72 0,80 0,63 0,21 0,71 2,75 1,07 1,20 0,93 1,18 2,06
TOTAL 12,5 12,84 15,33 12,33 21,57 13,38 14,36 16,92 14,75 16,28 14,86 16,04
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шим данным, на отдалении друг от друга. Такое 
отдаление может быть следствием неполной до-
стоверности филогенетического сигнала, полу-
ченного из пластома, недостаточной выборки 
растений, или же возможных недостатков суще-
ствующей систематики, которая интенсивно до-
полняется и корректируется.

Филогенетическое дерево на основе 35S 
рДНК цистрона (рис. 2С) может быть недосто-

верным ввиду относительно коротких прочте-
ний (до 429 пар нуклеотидов), полиморфизмы 
в которых оказывают чрезмерное или недоста-
точное влияние при филогенетическом анализе. 
Расхождение образцов у дерева на основе репи-
тома (рис.2С) не показало связи с размером ге-
нома и также, как и дерево на основе 35S рДНК 
имеет низкое соответствие с существующими 
положениями о систематике р. Citrus.

Рис. 1. Филогенетические деревья двенадцати представителей р. Citrus на основе пластома, полу-
ченные ML методом (a) и NJ методом (b).

Несмотря на ограниченный филогенетиче-
ский сигнал данных о 35S рДНК цистроне и ре-
питоме генома для реконструкции эволюцион-
ных деревьев, эти элементы сохраняют ценность 
при изучении внутривидовой и межвидовой из-
менчивости в цитогенетике. Так, последователь-
ности 35S рДНК цистрона широко применяются 
в качестве FISH-проб для хромосомного карти-
рования (Chen et al., 2008; Garcia et al., 2010; He et 
al., 2021). Однако их использование сопряжено с 
рядом проблем: отсутствием унифицированной 
терминологии, техническими ограничениями 
методов и субъективностью интерпретации ре-

зультатов (Rosselló et al., 2022). Отдельный ин-
терес представляют данные о репитоме – видо-
специфичных повторах, которые также служат 
основой для разработки FISH-маркеров. На-
пример, тандемные повторы, характерные для 
конкретных таксонов, успешно используются 
для идентификации хромосомных перестроек и 
анализа геномной архитектуры (Lee et al., 2018; 
Novák et al., 2020). Таким образом, интеграция 
данных о цистронах и репитоме с другими цито-
генетическими подходами позволяет преодолеть 
ограничения отдельных методов, обеспечивая 
комплексный анализ эволюционных процессов.
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Заключение

Полученные нами филогенетические деревья 
на основе копийности повторов и 35S рДНК ци-
строна имели низкое соответствие с существую-
щими положениями таксономии р. Citrus. Дан-
ные на основе хлоропластного генома показали 
большее соответствие с существующей система-
тикой. Пропорции разных групп LTR элементов 
в геноме растений р. Citrus имеют отличия, от-

носительно других цветковых растений. Если у 
большинства покрытосеменных растений пре-
обладают LTR элементы групп Retand и Angela, 
то у описанных растений р. Citrus преобладают 
группы Athila и SIRE.
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Рис. 2. Филогенетические деревья двенадцати представителей р. Citrus на основе репитома (A), пла-
стома (B) и 35S рДНК цистрона (C).
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