
ISSN 1999-9127

Государственное научное учреждение
«ИНСТИТУТ ГЕНЕТИКИ И ЦИТОЛОГИИ 

НАЦИОНАЛЬНОЙ АКАДЕМИИ НАУК БЕЛАРУСИ»

МОЛЕКУЛЯРНАЯ И ПРИКЛАДНАЯ ГЕНЕТИКА 

СБОРНИК НАУЧНЫХ ТРУДОВ
ТОМ 34 

 
Издается с 2005 года

Выходит два раза в год

Минск
2023



УДК [577.21+575] (082)

Молекулярная и прикладная генетика: сб. науч. тр. / Институт генетики и цитологии НАН 
Беларуси; редкол.: А. В. Кильчевский (гл. ред.) [и др.]. – Минск: Институт генетики и цитоло-
гии НАН Беларуси, 2023. – Т. 34. – 144 с. – ISSN 1999-9127.

В сборнике научных трудов публикуются обзорные и экспериментальные статьи в области молекулярной и при-
кладной генетики растений, микроорганизмов, животных, человека, отражающие исследования генетических 
процессов на молекулярном, клеточном, организменном и популяционном уровнях. Особое внимание уделяет-
ся наиболее актуальным проблемам геномики, генетической и клеточной инженерии. Публикуются результаты  
изучения генетических основ селекции растений, животных и микроорганизмов, разработки эффективных био-
технологий для сельского хозяйства, здравоохранения, охраны окружающей среды, биобезопасности.

Сборник предназначен для специалистов, работающих в области генетики, преподавателей, аспирантов и сту-
дентов ВУЗов биологического, сельскохозяйственного и медицинского профиля.

Редакционная коллегия:
А. В. Кильчевский — главный редактор, Л. В. Хотылёва  — зам. главного редактора;  

О. Ю. Баранов, К. У. Вильчук, С. И. Гриб, Е. В. Гузенко, Н. И. Дубовец,  
А. Н. Евтушенков, А. П. Ермишин, А. И. Ковалевич, С. А. Красный, В. А. Лемеш,  
С. А. Лихачёв, Н. П. Максимова, М. Е. Михайлова, П. М. Морозик, И. Б. Моссэ,  
М. Е. Никифоров, В. Е. Падутов, Ф. И. Привалов, В. Н. Решетников, В. В. Титок,  

И. П. Шейко, Р. И. Шейко — члены редколлегии;  
Е. М. Селихова — ответственный секретарь.

								        УДК [577.21+575] (082)
									         ISSN 1999-9127

© Институт генетики 
и цитологии НАН Беларуси, 2023



Молекулярная и прикладная генетика. Том 34, 2023 г.

СОДЕРЖАНИЕ

О. Г. Бабак, Е. В. Дрозд, Н. А. Некрашевич, Н. В. Анисимова, К. К. Яцевич, А. В. Кильчевский
Новый аллель гена Golden 2-like, его фенотипическое проявление и селекционное  
значение у Solanum lycopersicum.................................................................................................. 6

О. А. Орловская, С. И. Вакула, Л. В. Хотылёва, А. В. Кильчевский
Аминокислотный состав зерна линий мягкой пшеницы с интрогрессиями генетического 
материала видов рода Triticum.................................................................................................... 17

Е. В. Лагуновская
Оценка гомозиготности и аллельного состава генов, ассоциированных с хозяйственно  
ценными признаками, у линий удвоенных гаплоидов пшеницы и тритикале...................... 28

Е. Л. Романишко, М. Е. Михайлова, А. И. Киреева, Р. И. Шейко
Альфа-маннозидоз — генетический дефект в белорусской популяции  
абердин-ангусского крупного рогатого скота........................................................................... 41

В. А. Лемеш, В. Ю. Агеец, А. И. Царь, М. С. Парфенчик, В. Н. Кипень, Т. А. Сергеева
Генетическое разнообразие племенного ремонтно-маточного стада амурского сазана 
Cyprinus carpio haematopterus, выращиваемого в аквакультуре в Беларуси.......................... 49

Е. В. Гузенко
Популяционно-генетические характеристики пчелосемей Apis mellifera L.,  
разводимых на пасеках Минской области Республики Беларусь........................................... 60

И. Н. Андреева, Е. П. Михаленко, Е. И. Кузьминова, О. М. Малышева, А. В. Байда,  
Н. Б. Кузнецова, А. В. Кильчевский

Интегративная оценка параметров липидного обмена и полиморфных вариантов  
гена CYP19A1 у жителей Беларуси старшей возрастной группы........................................... 76

Ю. С. Станкевич, Е. П. Михаленко, А. Н. Щаюк, Е. И. Кузьминова, М. Н. Шепетько,  
Д. В. Лапицкий, А. В. Кильчевский

Генетический полиморфизм ферментов антиоксидантной защиты у пациентов  
с раком легкого и хронической обструктивной болезнью легких.......................................... 87

О. Д. Левданский, Р. С. Шулинский, Е. А. Мишук
Возможности применения CNV анализа для поиска потенциальных маркеров 
предрасположенности к наследственным заболеваниям......................................................... 96

К. Ю. Песоцкая, А. Л. Лагоненко, А. Н. Евтушенков
Влияние делеции гена OhrR на продукцию факторов вирулентности фитопатогенными 
бактериями Erwinia amylovora................................................................................................. 109

И. М. Голоенко, В. Г. Объедков, Т. С. Голубева, Т. В. Докукина, А. В. Ходжаев
Актуальность фармакогенетического тестирования при антипсихотической терапии  
шизофрении................................................................................................................................ 121



4

Молекулярная и прикладная генетика. Том 34, 2023 г.

Содержание

Профессия — ученый (к юбилею академика Л. В. Хотылёвой)........................................... 133



Молекулярная и прикладная генетика. Том 34, 2023 г.

CONTENTS

O. G. Babak, E. V. Drozd, N. A. Nekrashevich, N. V. Anisimova, K. K. Yatsevich, A. V. Kilchevsky
New allele of the Golden 2-like gene, its phenotypic manifestation and breeding significance  
in Solanum lycopersicum................................................................................................................. 6

O. A. Orlovskaya, S. I. Vakula, L. V. Khotyleva, A. V. Kilchevsky
Amino acid composition of the grain of common wheat lines with introgressions of the  
genetic material of Triticum species.............................................................................................. 17

E. V. Lagunovskaya
Evaluation of homozygosity and the allelic composition of genes associated with 
economically valuable traits in doubled haploid wheat and triticale lines.................................... 28

E. L. Ramanishka, M. E. Mikhailova, A. I. Kireyeva, R. I. Sheiko
Alfa-mannosidosis — a genetic defect in the belarusian Aberdeen Angus cattle population....... 41

V. A. Lemesh, V. Yu. Ageyets, N. I. Tsar, M. S. Parfenchyk, V. N. Kipen, T. A. Sergeeva
Genetic diversity of the Amur sazan Cyprinus carpio haematopterus broodstock grown  
in the aquaculture of Belarus......................................................................................................... 49

E. V. Guzenko
Population and genetic characteristics of bee colonies Apis mellifera L. bred in the apiaries  
of Minsk region of the Republic of Belarus.................................................................................. 60

I. N. Andreeva, E. P. Mikhalenka, E. I. Kuzminova, O. M. Malysheva, A. V. Bayda,  
N. B. Kuznetsova, A. V. Kilchevsky

Integrative assessment of lipid metabolism parameters and CYP19A1 gene polymorphic  
variants in the residents of Belarus belonging to the senior age group......................................... 76

Y. S. Stankevich, E. P. Mikhalenka, A. N. Shchayuk, A. I. Kusminova, M. N. Shapetska,  
D. V. Lapitsky, A. V. Kilchevsky

Genetic polymorphism of antioxidant protection enzymes in patients with lung cancer and 
chronic obstructive pulmonary disease.......................................................................................... 87

A. D. Liaudanski, R. S. Shulinski, Y. A. Mishuk
Possible applications of CNV analysis to search for potential markers to a hereditary  
disease predisposition.................................................................................................................... 96

K. Yu. Pesotskaya, A. L. Lagonenko, A. N. Evtushenkov
Influence of the OhrR gene deletion on the production of virulence factors by the 
phytopathogenic bacteria Erwinia amylovora............................................................................. 109

I. M. Halayenka, V. G. Obyedkov, T. S. Golubeva, T. V. Dokukina, A. V. Hodzhaev
Relevance of pharmacogenetic testing in the antipsychotic therapy of schizophrenia............... 121

Profession — scientist (for the anniversary of academician L. V. Khotyleva)............................ 133



Молекулярная и прикладная генетика. Том 34, 2023 г.

О. Г. Бабак, Е. В. Дрозд, Н. А. Некрашевич, Н. В. Анисимова, К. К. Яцевич, А. В. Кильчевский

НОВЫЙ АЛЛЕЛЬ ГЕНА GOLDEN 2-LIKE, ЕГО ФЕНОТИПИЧЕСКОЕ 
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В результате исследования полиморфизма гена транскрипционного фактора Golden 2-like найден новый 
аллель U-del52. Установлено, что делеция в 52 п. н. (конец экзона 2 – начало интрона 2) в гене U ведет к вы-
падению экзона 2 из зрелой мРНК при ее сплайсинге и синтезу белковой последовательности без MYB-like 
SANT домена, что изменяет ответную реакцию растения на факторы окружающей среды, прежде всего на ин-
тенсивность солнечного света. Выявлено фенотипическое проявление данного аллеля: светло-зеленые плоды 
со слабым увеличением концентрации хлорофилла у плодоножки на стадии технической спелости, более рав-
номерное распределение пигментов в плодах по сравнению с нормальным аллелем U гена GLK2. Разработан 
молекулярный SCAR маркер U-del52 для выявления данного аллеля. Показана более высокая концентрация 
антоциана у плодоножки у форм с сочетанием аллелей U и Ant1 и равномерное распределение по поверхно-
сти плода у образцов с аллелями U-del52 и Ant1. Создан новый селекционный материал для более детального 
изучения взаимодействия аллелей при накоплении пигментов в плодах и селекции, направленной на улучше-
ние качества плодов.

Ключевые слова: Solanum lycopersicum, полиморфизм гена GLK2, регуляция синтеза пигментов, ДНК маркеры.

Введение
Ген Golden 2-like является одним из двух ге-

нов транскрипционного фактора GLK в рас-
тениях. На начальных этапах изучения GLK 
транскрипционных факторов их относили 
к MYB ТФ из-за наличия MYB ДНК-связы-
вающего домена в составе. Однако последние 
исследования по сравнительному анализу по-
следовательностей белков и генов позволили 
выделить отдельную филогенетическую груп-
пу — надсемейство GARP специфичных для 
растений факторов транскрипции [1–3]. Бел-
ки GLK составляют отдельную группу внутри 
надсемейства. В целом белки надсемейства 
GARP участвуют в восприятии сигналов окру-
жающей среды (свет, уровень питательных 
элементов и др.) и регуляции развития хло-
ропластов, колебания циркадных часов, гор-
мональной сигнализации [1–3]. Большинство 
GLK ТФ содержат два высококонсерватив-
ных домена: ДНК-связывающий домен MYB 
и С-концевой (GCT) бокс [3]. Данные белки 
прежде всего регулируют способность к све-
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тостимулированию фотосинтеза путем контро-
ля образования хлоропластов. Возможность 
генетической регуляции уровня фотосинте-
за и накопления вторичных метаболитов пу-
тем изменения экспрессии и структуры генов 
GLK ТФ вызывает широкий интерес исследо-
вателей в различных странах и имеет важное 
практическое значение [2–8].

Синтез GLK белков определяется парой ге-
нов GLK1 и GLK2, достаточно хорошо изу-
ченных у кукурузы, риса, арабидопсиса, овса, 
томата и других культур [2–5]. Также в лите-
ратуре представлены данные об особенностях 
экспрессии GLK1 и GLK2 в тканях растений 
с C3 и С4 фотосинтетическими путями [6–8].

A. L. T. Powell и др. [9] идентифицировали 
гены GLK1 и GLK2 у томата и показали, что 
аллель U гена SlGLK2 определяет накопление 
и распределение хлорофилла в развивающих-
ся плодах и приводит к образованию плодов 
с темно-зеленым пятном у плодоножки. Авто-
ры выяснили, что однонуклеотидная инсерция 
аденина (A) в первом экзоне гена GLK2 тес-
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но связана с другим известным фенотипом 
— uniform ripening (u). Данная мутация приво-
дит к сдвигу рамки считывания, образованию 
раннего стоп-кодона и, как следствие, синтезу 
нефункционального белка. Плоды с гомозигот-
ным генотипом по аллелю u имеют однород-
ную светло-зеленую окраску на этапе начала 
созревания, что может быть внешне привле-
кательным, однако накопление хлорофилла, 
каротиноидов и сахаров у форм с u аллелем 
меньше, чем с нормальным U аллелем.

C. V. Nguyen и др. [10] в своих работах по-
казали, что гены GLK1 и GLK2 у томата коди-
руют функционально сходные пептиды, при 
этом дифференциальная экспрессия делает 
ген GLK1 более важным в листьях, в то время 
как действие гена GLK2 преобладает в плодах. 
Данные результаты показывают большую важ-
ность гена GLK2 в селекции на улучшение ка-
чества плодов по сравнению с GLK1.

В ранее выполненных исследованиях на ос-
нове данных по полиморфизму гена GLK2 [9] 
нами разработан SCAR маркер u-7A, позво-
ляющий дифференцировать формы томата по 
наличию в них аллелей u или U. Других по-
лиморфизмов данного гена в литературе не 
описано. ДНК-маркирование известных ал-
лелей и фенотипическая оценка широкой кол-
лекции форм томата по признаку накопления 
и распределения пигментов на стадии техни-
ческой спелости выявила новые фенотипы, от-
личные от двух вышеописанных. В связи с чем 
целью нашей работы был поиск нового поли-
морфизма гена GLK2 и оценка его значимости 
в селекции, направленной на улучшение каче-
ства плодов томата. Для этого были поставле-
ны следующие задачи: оценить наблюдаемое 
фенотипическое проявление признака «нако-
пление и распределение пигментов в плодах 
томата на стадии начала созревания плодов 
(на стадии технической спелости)»; выпол-
нить ресиквенс гена Golden 2-like у форм 
Solanum lycopersicum с различным распреде-
лением пигментов (хлорофиллов и антоциа-
нов) в плодах; оценить влияние выявленного 
генетического полиморфизма GLK2 на струк-
туру мРНК, аминокислотной последователь-
ности, на фенотип плодов томата; подобрать 
праймеры для ДНК-типирования выявленных 
полиморфизмов и оценить возможность мар-
кирования новых фенотипических проявлений 

накопления и распределения пигментов в пло-
дах на основе выявленных структурных изме-
нений последовательности изучаемого гена.

Материалы и методы
Объектами для исследований полиморфизма 

гена GLK2 являлись константные формы c раз-
личным фенотипическим проявлением при-
знака «накопление и распределение пигментов 
в плодах на стадии технической спелости», 8 
диких видов (подвидов): S. pimpinellifolium, 
S. humboldtii, S. glandulosum, S. peruvianum, 
S. chilense, S. cheesmanii, S. paviflorum, 
S. hirsutum. Для изучения связи выявленных 
полиморфизмов гена GLK2 с фенотипом, 
а также для изучения связи между аллельным 
составом гена и накоплением антоцианов ис-
пользовались популяции F2 с различным со-
ставом аллелей генов Anthocyanin1 (Ant1) 
Golden 2-like (GLK2): 157 образцов Индиго 
(Ant1, U) × Дачный (ant1, U-del52) и 79 образ-
цов F2 Индиго (Ant1, U) × № 17-2020 (ant1, u). 

Выделение ДНК проводили при помощи на-
бора реагентов компании Праймтех из моло-
дых верхушечных листьев растений томата 
согласно протоколу производителя. Количе-
ство ДНК в образце определяли на спектро-
фотометре Ultrospec 3300 pro.

Нуклеотидные последовательности гена 
GLK2 у образцов S. lycopersicum определяли 
путем секвенирования. Для этого фрагмен-
ты амплификации, полученные на геномной 
ДНК с подобранными геноспецифическими 
праймерами на основе последовательности 
участка хромосомы 10 томата (NC_015447), 
где локализован ген U (табл. 1), были секве-
нированы с применением набора Big Dye® 
Terminator v 3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied 
Biosystems) согласно методике производи-
теля. Для дизайна праймеров использовали 
программу Primer-BLAST на сайте Центра 
биотехнологической информации NCBI [11]. 
Продукты секвенирующей реакции очища-
ли спиртовым осаждением и растворяли в 20 
мкл формамида, денатурировали нагреванием 
до 95 °С в течение 2 мин и далее проводили 
капиллярный электрофорез с использовани-
ем ДНК-секвенатора ABI PRISM™ 310 Genetic 
Analyzer (Applied Biosystems). Компьютер-
ную обработку данных, полученных в резуль-
тате секвенирования, проводили в программе 
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Таблица 1
Праймеры для секвенирования гена GLK2 у томата

Sequencing Analysis Software v 5.2 (Applied 
Biosystems).

Для оценки влияния выявленных полимор-
физмов на структуру мРНК гена GLK2 была 
выделена РНК гена с помощью набора Total 
RNA Purification Kit (Jena Bioscience) и очи-
щена ДНК-азой (Thermo Scientific), после че-
го синтезирована кДНК с использованием 
набора реактивов Maxima First Strand cDNA 
Synthesis Kit for RT-qPCR (Thermo Scientific) 
по инструкции производителя. На матрице 
кДНК исследуемых образцов с использова-
нием ранее сконструированных праймеров  
U-F2/U-R3 к экзонным областям гена GLK2 
после проведения ПЦР были получены ампли-
коны, которые затем секвенировали. Постро-
ение аминокислотных последовательностей 
проводили с использованием программы Blast 

на сайте Центра биотехнологической инфор-
мации NCBI [11].

Для ДНК-типирования аллелей гена Ant1 
(Ant1/ant1) у образцов расщепляющихся попу-
ляций использовали CAPS маркер Ant1-NcoI 
[12], аллелей гена GLK2 (U/u) — разработан-
ный нами SCAR маркер u-7A.

ПЦР-реакцию проводили в Термоциклере 
Biometra T Professional Basic (Германия). Ре-
акционная ПЦР-смесь объемом 15 мкл содер-
жала 60–100 нг геномной ДНК; 2,5 мM dNTP 
Mix (Thermo Scientific); 1,4 единицы Tornado 
DNA-полимеразы в инкубационном буфе-
ре «F» (Праймтех, Беларусь) и 0,25 пмоль/
мл олигонуклеотидных праймеров (Прайм-
тех, Беларусь). Режим ПЦР был следующим: 
95 °С — 15 мин, затем следовало 35 циклов, 
состоящих из инкубаций: 99 °С — 1 cек,  

Наименование 
праймера

Область 
секвенирования

Последовательность праймера,
5' → 3'

Температура 
отжига, °С

Размер ПЦР 
продукта, п. н.

U-F1/R1 5’ UTR – экзон 1

TGATGTCACCAAATTCTTCATCCT

60 1 168

ACGACTAGAACCGTCAACGA

U-F2/R2 Экзон 1 – экзон 2

TGTGAAGAACCTGCTATTCATGG

60 1 171

TCCCAAATTGCAAAAATGGCGATA

U-F3a/R3 Конец экзона 
2 – экзон 4

GAGCTTATGGCAACTCATGGTC

60 1 172

CGCTGATGTTATTGGCGCAG

U-F4a/R4a Конец экзона 
4 – экзон 5

CTGCGCCAATAACATCAGCG

60 528

CCGTTAGAGGAAAAGGGTATATGT

U-F5/R5 Экзон 6

ACATATACCCTTTTCCTCTAACGG

60 1 185

TGGGGGTATTTTGGTAATCCCTT
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Таблица 2
Праймеры для ДНК-типирования аллелей генов Ant1 и GLK2

55–60 °С — 30 сек и 72 °С — 1 мин. Реакцию 
завершали при 72 °С в течение 7 мин.

Продукты ПЦР реакции CAPS маркера Ant1-
NcoI разделяли методом электрофореза в 2% 
агарозном геле в присутствии бромистого эти-
дия и документировали с помощью системы 
Bio-Rad GelDoc2000. В качестве маркера моле-
кулярного веса использовали 100 bp Plus DNA 
ladder (Thermo Scientific). Рестрикционная 
смесь объемом 20 мкл включала 1 мкл ампли-

кона, 2 мкл 10Х-буфера, 16 мкл mQ, 1 мкл NcoI. 
Режим рестрикции — 16 ч при 37 °С. Продук-
ты ПЦР с использованием SCAR маркера u-7A 
разделяли электрофорезом в полиакриламид-
ном геле с использованием ДНК-секвенато-
ра ABI PRISM™ 310 Genetic Analyzer (Applied 
Biosystems). Размер ампликонов определяли 
с использованием стандарта Liz500. Использу-
емые праймеры и ожидаемые продукты пред-
ставлены в таблице 2.

Название маркера Последовательность праймера,
5' → 3'

Температура 
отжига, °С

Размер ПЦР 
продукта, п. н.

CAPS маркер Ant1-NcoI [12]
GGAAGGACAGCTAACGATGTG-

55 478
GTTGCATGGGTGGTAAATTAAG

SCAR маркер u-7A
ACGGTGGAGATTTACTGCCA -FAM

60 221 / 222
ACGACTAGAACCGTCAACGA

Эффективность разработанных маркеров 
на основе выявленных новых структурных 
изменений гена GLK2 оценивали по соответ-
ствию между наблюдаемыми и ожидаемыми 
по результатам ДНК-типирования фенотипа-
ми методом Хи-квадрат (χ2), где общей мерой 
отклонения практических данных от теорети-
ческих, т. е. критерия соответствия χ2, явля-
ется сумма отношений квадратов разностей 
между частотами практического fn и теорети-
ческого Fn распределений к частотам теорети-
ческого Fn распределения для данной группы 
(формула 1) [13].

χ2 = ∑ ((fn – Fn)2 / Fn)

Результаты и обсуждения
Исследования по изучению полиморфизма 

гена GLK2 были начаты с выявления извест-
ных аллелей U и u с использованием разра-
ботанного нами SCAR маркера u-7A (табл. 2) 
на широкой коллекции форм томата. Сопо-
ставление результатов молекулярного анализа 
и фенотипической оценки признака «окраска 
плодов и характер распределения хлорофил-
ла в них на стадии технической спелости» 

выявило новые фенотипы, отличные от двух 
известных [9]. На основании полученных ре-
зультатов выполнен ресиквенс гена Golden 
2-like (Gene ID: 101055613) у форм Solanum 
lycopersicum с различным распределением 
хлорофиллов и антоцианов в плодах на ста-
дии технической спелости. С помощью разра-
ботанных праймеров (табл. 1) была проведена 
амплификация с образцами томата Бурштын 
(U), Дзивосны (U), Патрикеевна (u), выполнен 
сиквенс полученных фрагментов и их вырав-
нивание (рис. 1).

Сравнительный анализ полученных после-
довательностей показал идентичность гена 
GLK2 у сорта Патрикеевна мутантному ал-
лелю u (вставка аденина в первом экзоне ге-
на). На основе секвенирования форм томата 
с различным характером распределения пиг-
ментов в генотипе образцов Бурштын и Дзи-
восны выявлен новый полиморфизм гена 
GLK по сравнению с нормальным аллелем 
U — 4 SNP (1 в экзонной и 3 в интронной об-
ласти), 2 однонуклеотидные вставки (в ин-
тронной области), делеция размером 52 п. н., 
затрагивающая область конца второго экзо-
на – начала второго интрона.

(1)
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Рис. 1. Выравнивание последовательностей ДНК гена GLK2 у образцов томата Бурштын, Дзивосны и Патрикеевна

Учитывая, что сорта Бурштын и Дзи-
восны имеют общее происхождение, вы-
полнена амплификация ДНК родительских 
форм Дачный и Индиго с использованием 
пары праймеров U-F3a/U-R2, позволяющей 
выявить делецию размером 52 п. н. (рис. 2). 
Аллель с вновь выявленным генетическим по-
лиморфизмом выявлен у сорта Дачный. ПЦР 
с использованной парой праймеров дал про-
дукты размером в 298 п. н. (Индиго — аллель 
U) и 246 п. н. у образцов Дачный, Дзивосны.

Так как делеция размером 52 п. н. затрагивает 
область конца второго экзона – начала второго 
интрона (рис. 1), нами сделано предположе-
ние о ее влиянии на процесс сплайсинга мРНК. 
Для проверки данного предположения выделе-
на РНК форм с различными полиморфизмами 
данного гена, синтезирована кДНК, выполнен 

Рис. 2. Продукты амплификации образцов томата с па-
рой праймеров U-F3a/U-R2. М — маркер молекулярного 

веса, 1 — Дачный, 2 — Дзивосны, 3 — Индиго

сиквенс последовательности (рис. 3А), полу-
чены ампликоны на кДНК с различными пара-
ми праймеров (рис. 3Б). Сравнительный анализ 
показал, что в отличие от контрольного сорта 
Индиго (контроль 95-1 рис. 3А) в зрелой мРНК 
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Рис. 3. Выявление нарушения сплайсинга у аллеля U-del52. А — частичный сиквенс последовательности кДНК 
гена GLK2 у томата с нормальным аллелем U и мутантным U-del52; Б — продукты амплификации с двумя парами 
праймеров к экзонным областям: М — маркер молекулярного веса; 1,7 — растение томата делянки 95-1(Индиго); 
2–6, 8–12 — индивидуальные растения томата сорта Дачный, К– — отрицательный контроль. Праймеры U-F2/U-R3 

(дорожки 1–6) и U-F2/U-R5 (дорожки 7–12); В — схема структуры мРНК у сортов Индиго и Дачный

сорта Дачный полностью отсутствует второй 
экзон (рис. 3В) и, как следствие, не образу-
ется функциональный белок. Полученные 

результаты подтверждают выявление ново-
го аллеля гена GLK2, который назван нами 
U-del52.

Наряду с вышеописанной делецией, вновь 
выявленный аллель U-del52 характеризуется 
наличием SNP в первом экзоне A/G. Данная за-
мена расположена до старт-кодона и не может 
влиять на последовательность аминокислот 
синтезируемого транскрипционного фактора. 
На рисунке 4 представлены белковые последо-
вательности, формируемые на базе трех алле-
лей GLK2 согласно программе Blast на сайте 
NCBI [11], с указанием аннотированных регу-
ляторных элементов ТФ растений.

Выравнивание последовательностей по-
казало, что, по сравнению с нормальным 
белком GLK, аллель u позволяет сформиро-
вать лишь 75 аминокислот из 311, при этом 
сдвиг рамки считывания приводит к замене 
двух последних аминокислот, полному об-
рыву цепи и, как следствие, невозможности 
выполнять регуляторные функции. У аллеля 
U-del52 вырезание второго экзона ведет к вы-
падению аминокислот с 85 по 135 (50 из 311), 
что практически совпадает с расположением 
MYB ДНК-связывающего домена, важней-
шей функцией которого является регуляция 
экспрессии структурных генов в зависимо-
сти от потока солнечной энергии. При этом 

консервативный SH[AL]QKY[RF] мотив на 
конце домена не нарушен, что, возможно, со-
храняет определенный уровень ответных ре-
акций на действие факторов окружающей 
среды, прежде всего светового потока. Срав-
нение структуры ДНК-связывающего домена 
класса SHAQKYF с последовательностями ре-
гуляторных элементов в программе SMART 
[14] выявило высокий уровень сходства дан-
ного домена с доменом животных HOX (82–
147 рис. 4) — ДНК-связывающего фактора, 
участвующего в транскрипционной регуля-
ции ключевых процессов развития, что указы-
вает на важность нарушения структуры белка 
в данной области для растительных и живот-
ных организмов.

Наряду с аннотированными регуляторны-
ми элементами, анализ нормальной после-
довательности GLK ТФ в базе SMART [14] 
позволил предсказать с определенной долей 
вероятности наличие еще 8 регуляторных эле-
ментов (доменов, повторов, мотивов) не анно-
тированных в базе NCBI для S. lycopersicum. 
Таким образом, выявленный новый аллель 
U-del52, по сравнению с аллелем U, характери-
зуется выпадением важного MYB ДНК-связы-
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Рис. 4. Аминокислотные последовательности GLK ТФ и их регуляторные элементы: 82–310 — PLN03162 GLK2 
ТФ; 85–140 — ДНК-связывающий домен класса SHAQKYF; 87–137 — Myb- подобный ДНК-связывающий SANT 

домен [11]

Рис. 5. ДНК-типирование образцов популяции F2 гибрида Индиго (U, Ant1) × Дачный (аллель U-del52, ant1) 
с помощью маркера U-del52 (образцы 1–47)

вающего домена из ТФ и изменением реакции 
растения на уровень солнечной радиации.

Для выявления нового аллеля разработан 
SCAR маркер U-del52, ограничивающий об-
ласть гена парой праймеров U-F3a/U-R2, 
позволяющей выявить делецию 52 п. н. и, со-
ответственно, аллель U-del52:

U-F3a: GAGCTTATGGCAACTCATGGTC
U-R2: TCCCAAATTGCAAAAATGGCGATA.
Проведен скрининг широкой коллекции 

Solanum lycopersicum и диких видов то-
мата (более 100 форм различного проис-
хождения). Данный аллель не обнаружен у 
диких родственных видов (S. pimpinellifolium, 
S. humboldtii, S. glandulosum, S. peruvianum, 
S. chilense, S. cheesmanii, S. paviflorum, 
S. hirsutum). У Solanum lycopersicum новый 
аллель U-del52 выявлен у двух образцов кол-

лекции Всероссийского института генетиче-
ских ресурсов растений им. Н. И. Вавилова 
(ВИР): Желтый деликатес (вр.к.-15368) и Топ 
модель (вр.к.-17185).

Для изучения фенотипического проявления 
аллеля U-del52 и подтверждения статистиче-
ской достоверности эффективности разрабо-
танного маркера проведено ДНК-типирование 
157 образцов популяции F2 гибрида Индиго (U, 
Ant1) × Дачный (аллель U-del52, ant1) с помо-
щью маркера U-del52 (рис. 5).

В результате сопоставления данных моле-
кулярного маркирования и фенотипических 
описаний изучаемых форм, выполненных 
в 2022 г., установлено, что плоды форм с го-
мозиготным аллелем U-del52 имели на ста-
дии технической спелости светло-зеленую 
окраску со слабым увеличением концентра-
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ции хлорофилла у плодоножки (рис. 6А). Бо-
лее равномерное распределение пигментов в 
плодах может способствовать уменьшению 
радиальных трещин на них при стрессовых 
условиях окружающей среды, при этом на-
копление каротиноидов в плодах будет про-
межуточным между таковым у образцов с U 
и u аллелями. При наличии в генотипе доми-
нантных аллелей Ant1 и U пятно у плодонож-
ки было насыщенно-фиолетовое, при наличии 
Ant1 и U-del52 — слабо-фиолетовое или едва 
заметное в зависимости от количества пада-
ющего света на плод. По результатам данных 

исследований разработан Протокол ДНК-ти-
пирования нового аллеля U-del52 гена GLK, 
связанного с накоплением и распределением 
пигментов (хлорофилла, каротиноидов, фла-
воноидов) в плодах томата.

Данные оценки соответствия методом 
Хи-квадрат (χ2) между наблюдаемыми и ожи-
даемыми по результатам ДНК-типирования 
фенотипами представлены в таблице 3. Про-
веденный анализ подтвердил статистическую 
достоверность выявленной связи с фенотипи-
ческим проявлением признака — слабое зеле-
ное пятно у плодоножки.

Рис. 6. Фенотипическое проявление аллелей u (1), U (2) и U-del52 (3) гена GLK2. А — образцы с аллелем ant1; 
Б — образцы с аллелем Ant1

Таблица 3
Результаты анализа расщепления популяции F2 — Индиго (U) × Дачный (U-del52) методом χ2

Показатели
Расщепление

Сумма
U/U U/U-del52 U-del52/U-del52

Ожидаемое расщепление (НО) 1 2 1 4

Наблюдаемые частоты (f) 39 85 33 157

Ожидаемые частоты (F) 39 78 39 157

Разность частот (f–F) 0 7 –6 –

Квадрат разности (f–F)2 0 49 36 –

Отношение (f–F)2/F 0 0,63 0,92 1,66 = χ2

Окраска плода на стадии 
технической спелости

Ярко-зеленое / 
фиолетовое пятно  

у плодоножки

Зеленое / фиолетовое 
пятно у плодоножки

Светло-зеленое /
фиолетовое пятно  

у плодоножки

Примечание. Нулевая гипотеза (H0) — ожидаемое расщепление: 1 U/U : 2 U/U-del52 : 1 U-del52/U-del52
Число степеней свободы — (с–1) × (k–1) = (3–1) × (2–1) = 2; по таблице определяем χ2

теор = 6,0;
χ2

факт = 1,66 < χ2
теор (6,0) следовательно, гипотеза верна и расщепление соответствует 1 : 2 : 1
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Одной из задач наших исследований была 
оценка влияния различных аллелей GLK2 
на накопление антоцианов в плодах, для 
чего, наряду с популяцией F2 Индиго (Ant1, 
U) × Дачный (ant1, U-del52), использована по-
пуляция Индиго (Ant1, U) × № 17-2020 (ant1, 
u). Наличие аллеля Anthocyanin 1 (Ant1) у роди-
тельской формы Индиго позволило также оце-
нить в расщепляющейся популяции характер 
накопления антоцианов в плодах в зависи-
мости от комбинации аллелей U, U-del52 или 
u гена GLK2. Так была установлена более вы-
сокая концентрация антоциана у плодоножки 
у форм с сочетанием аллелей U и Ant1 и более 
равномерное распределение по поверхности 
плода у образцов с аллелями U-del52 и Ant1, 
а также u и Ant1. При этом при увеличении 
интенсивности солнечного света количество 
антоциана в кожице плодов заметно увеличи-
валось в области его попадания на плод неза-
висимо от части плода (рис. 6Б).

В настоящее время нами созданы формы 
с различным сочетанием генов биосинтеза ка-
ротиноидов (tangerine, beta), регуляторов на-
копления антоцианов (Anthocyanin1) и трех 
аллелей гена GLK2, созданы новые гибриды 
F1 c их различным сочетанием для более де-
тального изучения взаимодействия аллелей 
при накоплении пигментов в плодах.

Заключение
Таким образом, в результате исследова-

ния полиморфизма гена транскрипционного 
фактора Golden 2-like найден новый аллель 
U-del52. Установлено, что делеция в 52 п. н. 
(конец экзона 2 – начало интрона 2) в гене U 
ведет к выпадению экзона 2 из зрелой мРНК 
при ее сплайсинге и синтезу белковой после-
довательности без MYB-like SANT домена, 
что изменяет ответную реакцию растения на 
факторы окружающей среды, прежде всего на 
интенсивность солнечного света. Выявлено 
фенотипическое проявление данного аллеля: 
светло-зеленые плоды со слабым увеличени-
ем концентрации хлорофилла у плодоножки 
на стадии технической спелости, более рав-
номерное распределение пигментов в плодах 
по сравнению с нормальным аллелем U гена 
GLK2. Разработан молекулярный SCAR мар-
кер U-del52 для выявления данного аллеля. По-
казана более высокая концентрация антоциана 

у плодоножки у форм с сочетанием аллелей 
U и Ant1 и более равномерное распределение 
по поверхности плода у образцов с аллелями 
U-del52 и Ant1. Создан новый селекционный 
материал для дальнейшего детального изуче-
ния взаимодействия аллелей при накоплении 
пигментов в плодах и селекции, направленной 
на улучшение качества плодов.
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As a result of the study of the gene polymorphism of the Golden 2-like transcription factor, a new U-del52 allele 
was found. It was established that the deletion of 52 bp (the end of exon 2 and the beginning of intron 2) in the U 
gene leads to the loss of exon 2 from the mature mRNA during its splicing and the synthesis of a protein sequence 
without the MYB-like SANT domain, which changes the plant's response to environmental factors, primarily to the 
level of sunlight. The allele’s phenotypic manifestation was identified: light green fruits with a slight increase in the 
concentration of chlorophyll at the stalk at the stage of technical ripeness; a more uniform distribution of pigments 
in fruits compared to the normal U allele of the GLK 2 gene. The molecular SCAR marker U-del52 was developed 
for the identification of this allele. A higher concentration of anthocyanin at the stake was shown in the forms with a 
combination of U and Ant1 alleles and a uniform distribution over the fruit surface in the samples with U-del52 and 
Ant1 alleles. The new breeding material was developed for further detailed study of the interaction of alleles during 
the accumulation of pigments in fruits and breeding aimed to improve the quality of fruits.
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Исследован аминокислотный состав зерна сортов яровой мягкой пшеницы, образцов тетраплоидных и гек-
саплоидных видов рода Triticum, а также 19 интрогрессивных линий, полученных с их участием (урожай 2020 
и 2021 гг.). Суммарное количество заменимых и незаменимых аминокислот в зерне сородичей пшеницы (64,75% 
и 25,92% соответственно) незначительно превышало данные показатели сортов (64,70% и 25,84% соответствен-
но). У большинства линий с чужеродным генетическим материалом уровень накопления незаменимых амино-
кислот превосходил обоих родителей, а содержание заменимых аминокислот было ближе к значениям сорта. 
Значимое превышение интрогрессивных линий над родительскими генотипами установлено по накоплению 
как заменимых (аспарагиновая кислота, глицин, аргинин, аланин), так и незаменимых аминокислот (изолей-
цин, треонин, валин). Выделены интрогрессивные линии с высоким содержанием незаменимых аминокислот, 
которые представляют интерес для увеличения питательной ценности зерна пшеницы.

Ключевые слова: виды рода Triticum, интрогрессивные линии мягкой пшеницы, заменимые и незамени-
мые аминокислоты в зерне.

Введение
Пшеница — одна из самых распространен-

ных сельскохозяйственных культур, которая 
является основным источником калорий, 
белка, витаминов и минералов для 2,5 млрд 
человек [1]. Белок играет значимую роль 
в питании человека, в связи с чем содержа-
ние и аминокислотный состав белка в зер-
не — важные показатели его питательной 
ценности [2]. Наибольшую часть запасных 
белков зерна пшеницы составляют проламины 
и глютелины, которые богаты аспарагином, 
глютамином, аргинином и пролином, однако 
имеют низкое содержание важнейших незаме-
нимых аминокислот — лизина, триптофана, 
треонина и изолейцина [3, 4, 5]. Незаменимы-
ми аминокислотами считают такие, которые 
либо не синтезируются в организме, либо 
синтезируются со скоростью, недостаточной 
для обеспечения пластических и регенера-
тивных процессов, связанных с образованием 
новых клеток и тканей [6]. Известно восемь 
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жизненно необходимых для человека амино-
кислот: лизин, метионин, триптофан, валин, 
изолейцин, лейцин, треонин, фенилаланин [7]. 
Для детей незаменимой аминокислотой так-
же является гистидин. У взрослых гистидин 
может синтезироваться из других веществ, 
но в очень малом количестве, поэтому его 
также нужно получать с пищей, как и незаме-
нимые аминокислоты. Идеальными белками 
по составу и пропорциям незаменимых ами-
нокислот являются белки молока и куриного 
яйца. Аминокислотный состав белка пшеницы 
несбалансирован из-за низкого уровня незаме-
нимых аминокислот, общее количество кото-
рых составляет только 42% от их содержания 
в идеальном белке [8]. Недостаточное посту-
пление незаменимых аминокислот приводит 
к нарушению обмена веществ, патологиче-
ским изменениям в нервной системе, органах 
внутренней секреции, составе крови и т. д. 
В связи с этим важно улучшать аминокислот-
ный состав зерна пшеницы. Родственные виды 
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мягкой пшеницы часто имеют лучшие каче-
ственные показатели зерна, чем культивиру-
емые сорта. Например, в зерне однозернянки 
(Triticum monococcum L.), культурной полбы 
(Triticum dicoccum (Schrank) Schuebl.), дикой 
полбы (Triticum dicoccoides (Körn. ex Aschers. 
et Graebn.) Schweinf.), спельты (Triticum 
spelta L.) выявлен повышенный уровень 
накопления микроэлементов по сравнению 
с сортами T. aestivum [9–2]. В работе Х. Jiang 
с соавторами анализ аминокислотного состава 
зерна 17 видов рода Triticum и сортов мягкой 
пшеницы показал, что сородичи пшеницы 
превосходят сорта по содержанию многих 
аминокислот и белка [8]. Таким образом, ди-
кие и примитивные пшеницы могут служить 
источником для улучшения питательной 
ценности зерна современных сортов пшени-
цы. С целью обогащения генофонда мягкой 
пшеницы в скрещивания с сортами T. aestivum 
нами были привлечены образцы видов рода 
Triticum (T. dicoccoides, T. dicoccum, T. durum, 
T. spelta, T. kiharae). Проведенное ранее из-
учение коллекции интрогрессивных линий 
пшеницы с помощью молекулярно-цитогене-
тического анализа показало, что в геноме этих 
линий чужеродный генетический материал 
представлен как в виде небольших участков, 
так и в виде целых хромосом [13, 14]. Цель 
данного исследования — оценка особенностей 
аминокислотного состава зерна линий мягкой 
пшеницы с интрогрессиями генетического 
материала видов рода Triticum.

Материалы и методы
В исследование включены 3 сорта яровой 

мягкой пшеницы (Рассвет, Саратовская 29, 
Фестивальная), тетраплоидные T. dicoccoides, 
T. dicoccum и гексаплоидные T. spelta, T. kiharae 
виды рода Triticum, а также 19 интрогрессив-
ных линий, полученных нами. Из 19 изученных 
линий 6 создано с участием T. dicoccoides (29 
Рассвет × T. dicoccoides к-5199; 8 Саратовская 
29 × T. dicoccoides; 13-3, 15-7-1, 15-7-2, 16-5 
T. dicoccoides × Фестивальная), 6 — с T. kiharae 
(19, 20-1, 25-2 T. kiharae × Саратовская 29; 
28, 34-1, 34-2 T. kiharae × Фестивальная) 
и 5 — с T. dicoccum (1-3, 2-7 T. dicoccum 
к-45926 × Фестивальная, 206-2, 208-3, 213-1 
Pitic S62 × T. dicoccum к-45926), 2 — с T. spelta 
(7 T. spelta к-1731 × Саратовская 29, 1-8 

T. spelta к-1731 × Рассвет). Образцы чужерод-
ных доноров получены из коллекции ВИР. 
Растения выращивали на экспериментальных 
полях Института генетики и цитологии 
НАН Беларуси в 2020 и 2021 гг. (г. Минск, 
Республика Беларусь) на дерново-подзолистой 
супесчаной почве. Минеральные удобрения 
вносили в следующих дозах: азотные — 80 
кг д.в./га, фосфорные — 70 кг д.в./га, калий-
ные — 90 кг д.в./га.

Определение концентрации 8 заменимых 
(аспарагиновая кислота, глутаминовая кислота, 
серин, глицин, аргинин, аланин, тирозин, про-
лин) и 7 незаменимых (лизин, валин, изолей-
цин, лейцин, треонин, фенилаланин, гистидин) 
аминокислот в зерне пшеницы проводили 
в Республиканском контрольно-испытательном 
комплексе по качеству и безопасности про-
дуктов питания РУП «Научно-практический 
центр НАН Беларуси по продовольствию» 
с помощью высокоэффективной жидкостной 
хроматографии с применением компьютерной 
системы регистрации. Методика соответствует 
требованиям ГОСТ 8.010-90. Общее содер-
жание белка в зерне пшеницы определяли на 
инфракрасном анализаторе «Инфра ЛЮМ 
ФТ-12» (Люмэкс, Россия).

Результаты эксперимента обобщены 
с использованием методов описательной 
статистики, метода главных компонент (англ. 
principal component analysis, PCA). Средние 
значения накопления аминокислот в зерне 
трех групп (сорта, образцы видов Triticum, 
интрогрессивные линии) сравнивали с по-
мощью дисперсионного анализа и критерия 
Тьюки. Для визуализации структуры данных 
содержания незаменимых аминокислот 
использовали скрипичные графики (violin 
plot), которые объединяют диаграммы размаха 
(box-and-whiskers plot) и графики плотности, 
позволяющие оценить меры центральной 
тенденции, разброс данных, равномерность 
распределения наблюдений внутри исследо-
ванных групп. Статистические процедуры 
реализованы в программной среде R.

Результаты и их обсуждение
Мы оценили аминокислотный состав зерна 

родительских форм (3 сорта T. aestivum и 5 
образцов видов рода Triticum) и 19 интро-
грессивных линий пшеницы, созданных 
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Таблица 1
Содержание заменимых аминокислот в зерне трех групп генотипов пшеницы в среднем за 

два года, %

с их участием (урожай 2020 и 2021 гг.). 
Данные двухлетнего эксперимента обобщены 
в средние значения признаков аминокислот-
ного состава зерна для каждого генотипа. 
Все изученные генотипы пшеницы больше 
всего накапливали глутаминовой кислоты 
(29,56–35,01%) и пролина (8,98–11,47%), 
что согласуется с литературными данными. 
Например, в сортах пшеницы индийской 
селекции также показано максимальное 
накопление данных аминокислот [15, 16]. 
В работе Wang et al. отмечена наибольшая 
концентрация глутаминовой кислоты для 
сортов пшеницы, возделываемых в Китае [17]. 
Содержание остальных заменимых аминокис-
лот у исследованных нами генотипов находи-
лись в следующих диапазонах: серин — от 
4,22 до 5,01%; глицин — от 3,22 до 4,67%; 
аланин — от 2,90 до 3,90%; аргинин — от 3,59 
до 5,0%; тирозин — от 1,81 до 2,78% и было 
в пределах показателей, полученных в работах 
зарубежных ученых [2, 15, 16]. Известно, что 
белки злаковых культур неполноценны по ряду 
незаменимых аминокислот, прежде всего по 
лизину, метионину, триптофану и треонину 
[18]. В нашем исследовании также показа-
но низкое содержание лизина и треонина 
(содержание метионина и триптофана не 
определяли). Больше всего изученные гено-
типы пшеницы накапливали незаменимой 
аминокислоты лейцина — 5,85–7,39%.

Оценка различий в уровне накопления 
аминокислот в зерне между группами (сорта, 
образцы видов Triticum, интрогрессивные 
линии) на основании теста множественных 
сравнений Тьюки показала, что сорта и соро-
дичи пшеницы достоверно не отличались по 
содержанию всех изученных аминокислот. 
В среднем за два года общее количество 
заменимых аминокислот в зерне сородичей 
пшеницы и сортов составило 64,75% и 64,70% 
соответственно, а незаменимых 25,92% 
и 25,84% соответственно. Содержание замени-
мых аминокислот было несколько выше у со-
ртов, чем у родственных видов пшеницы, за 
исключением аспарагиновой и глютаминовой 
кислот (табл. 1). Больше всего аспарагиновой 
кислоты нами выявлено в зерне T. dicoccoides 
к-5199 (5,35%), а глютаминовой — в T. kiharae 
(35,01%). Анализ аминокислотного состава 
зерна китайскими учеными также показал бо-
лее высокий уровень накопления данных ами-
нокислот у родственных видов по сравнению 
с сортами T. aestivum [8]. Следует отметить 
важную роль аспарагиновой и глютаминовой 
кислот для человека, так как среди заменимых 
аминокислот, в соответствии с современными 
нормами потребности, доминируют именно 
эти аминокислоты [6]. Кроме того, глюта-
миновая кислота участвует в формировании 
клейковины, определяющей хлебопекарные 
свойства пшеничной муки [19].

Группа
генотипов

Асп Глу Сер Гли Арг Ала Тир Про ∑  
кол-во

Среднее (минимум–максимум)

Сорта
4,47

(4,03–
5,25)

31,44 
(30,04–
32,65)

4,67
(4,34–
4,88)

4,11
(3,78–
4,27)

4,17 
(3,98–
4,40)

3,29 
(3,04–
3,41)

2,42
(2,05–
2,63)

10,13 
(9,88–
10,57)

64,7
(62,84–
66,48)

Виды рода Triticum
4,87

(4,48–
5,35)

32,60 
(30,36–
35,01)

4,44
(4,40–
4,51)

3,59
(3,36–
3,73)

3,89 
(3,61–
4,19)

3,12 
(2,90–
3,21)

2,21
(1,81–
2,76)

10,03 
(9,75-
10,44)

64,75
(61,22–
66,13)

Интрогрессивные линии
5,41 

(4,73–
6,11)

31,48 
(29,78–
33,65)

4,69
(4,22–
5,01)

4,05
(3,22–
4,67)

4,36 
(3,59–
5,0)

3,51 
(3,05–
3,90)

2,38
(2,03–
2,78)

9,99 
(8,98-
11,47)

65,89
(62,11–
68,08)

Примечание. Асп — аспарагиновая кислота, Глу — глутаминовая кислота, Сер — серин, Гли — глицин, 
Арг — аргинин, Ала — аланин, Тир — тирозин, Про — пролин
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Статистически недостоверное превосход-
ство сородичей пшеницы над сортами наблю-
дается по накоплению таких незаменимых 
аминокислот, как фенилаланин, изолейцин 
и лизин. Исключение составил только образец 
T. spelta к-1731, у которого выявлено самое 
низкое содержание данных аминокислот 
среди родительских форм — 4,47%, 2,93% 
и 2,21% соответственно, что отражено на 
рисунке 1 в виде выбросов в нижней части 
скрипичного графика. Можно отметить, что 
данный образец характеризовался мини-
мальным уровнем накопления изученных 
незаменимых аминокислот среди видов рода 
Triticum (суммарное количество незаменимых 
аминокислот составило 23,70%). Полученные 
нами результаты согласуются с литературны-
ми данными. Так, венгерскими учеными при 
изучении аминокислотного состава диплоид-
ных, тетраплоидных и гексаплоидных видов 
рода Triticum установлено, что образцы видов 
T. dicoccoides, T. dicoccum, T. petropavlovskyi, 
T. turgidum (геном ААВВ) превышали сорта 
T. aestivum по содержанию незаменимых 
аминокислот на 14,5–27,3%, в то время как 
виды T. spelta, T. compactum, T. macha (геном 
AABBDD) имели приблизительно такой же 
аминокислотный состав, как сорта мягкой 
пшеницы [20]. Значимых различий по амино-
кислотному составу зерна между генотипами 
спельты и мягкой пшеницы не установлено 
также в работе Smolková с соавторами [21]. 
Образцы T. dicoccum к-45926 и T. kiharae ха-
рактеризовались максимальным количеством 
фенилаланина (5,14% и 5,19% соответственно) 
и лизина (2,87% и 2,86% соответственно) сре-
ди родительских форм. Образец культурной 
полбы также имел самый высокий уровень 
изолейцина — 4,02%. Содержание большин-
ства незаменимых аминокислот в зерне сорта 
Фестивальная ниже, чем у сортов Рассвет 
и Саратовская 29, что отражено в бимодальном 
распределении анализируемых признаков 
в этой группе (рис. 1).

У гибридных генотипов суммарное коли-
чество заменимых аминокислот варьировало 
от 62,11 до 68,08% и в среднем составило 
65,89%, что незначительно выше показателя 
родительских форм (табл. 1). Содержание 
заменимых аминокислот было, как правило, 
ближе к значениям сорта и превышало 

показатели сородичей пшеницы (табл. 1). 
Можно отметить, что сорта, виды рода Triticum 
и интрогрессивные линии имели очень схожий 
уровень накопления пролина — 10,13%, 
10,03% и 9,99% соответственно. Достоверное 
превышение интрогрессивных линий над 
обоими родителями выявлено по количеству 
аспарагиновой кислоты (р = 0,004 и р = 0,04), 
превышение над сородичами пшеницы — по 
содержанию глицина (р = 0,04), аргинина 
(р = 0,03) и аланина (р = 0,003). Содержание 
заменимых аминокислот у интрогрессивных 
линий варьировало в широких пределах, 
и только размах варьирования по накоплению 
глутаминовой кислоты не превышал таковой 
исходных форм (табл. 1). Можно выделить 
линию 8 Саратовская 29 × T. dicoccoides, кото-
рая, как правило, превосходила родительские 
генотипы по накоплению всех заменимых 
аминокислот и обладала максимальным коли-
чеством серина, глицина, аргинина и аланина.

В среднем за два года в группе интро-
грессивных линий уровень накопления 
незаменимых кислот, как правило, был выше, 
чем у родительских форм. Только средние 
значения содержания лейцина во всех трех 
группах были приблизительно на одном 
уровне, а содержание фенилаланина у линий 
было как у сородичей пшеницы (рис. 1). 
Интрогрессивные линии значимо превышали 
обоих родителей по количеству изолейцина 
(р = 0,001 и р = 0,009), а родственные виды 
мягкой пшеницы — треонина (р = 0,006) и ва-
лина (р = 0,02). Подавляющее большинство 
интрогрессивных линий накапливало больше 
данных аминокислот, чем исходные формы. 
Например, из 19 линий по содержанию трео-
нина уровня лучшего родителя не достигали 
только 3 линии, изолейцина — 4, а валина — 5. 

Распределение наблюдений внутри группы 
интрогрессивных линий чаще всего характе-
ризуется непрерывностью, низким эксцессом 
и положительной асимметрией (рис. 1), что 
обусловлено большим объемом выборки 
относительно небольших родительских 
групп, а также гибридной природой линий, 
сочетающих гены диких и культурных форм. 

Скрипичные графики показывают, что 
среди интрогрессивных линий присутствуют 
генотипы, превосходящие лучшего родителя 
по содержанию всех изученных незаменимых 
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Рис. 1. Скрипичные графики содержания незаменимых аминокислот в зерне трех групп генотипов пшеницы 
(сорта, образцы видов Triticum, интрогрессивные линии) в среднем за два года

▫ среднее, — 25–75%, Ṯ— минимум–максимум, • — выбросы
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аминокислот (рис. 1). Например, линии, 
созданные с участием дикой и культурной 
полбы, превышали обоих родителей по 
суммарному количеству незаменимых ами-
нокислот (исключение составили только 
линии 13-3 и 213-1). Особенно следует 
выделить линию 15-7-2, у которой содержа-
ние всех незаменимых аминокислот было 
выше, чем у родительских форм. Линия 16-5 
превосходила все исследованные генотипы 
по накоплению изолейцина (4,39%), а линия 
29 — лизина (3,43%). Линия 1-3 показала 
максимальный уровень гистидина, треонина 
и лейцина (2,96%, 2,96% и 7,39% соответствен-
но); линия 206-2 — валина (4,97%). Среди 
линий с генетическим материалом T. kiharae 
наиболее высокое суммарное количество 
незаменимых аминокислот характерно для 
линии 19 — 28,38%. Можно также отметить 
линию 34-2, которая превышала все генотипы 
по содержанию фенилаланина — 5,44%. 
Возможно, исходные формы имеют разные 
гены (аллели), детерминирующие накопление 
данных аминокислот в зерне, сочетание 
которых в гибридном генотипе обеспечило 
превосходство интрогрессивных линий 
пшеницы над обоими родителями.

Ценность аминокислот определяется 
возможностью их биосинтеза в организ-
ме. Например, для человека абсолютно 
незаменимыми являются лизин и треонин, 
которые не образуются в организме и поэтому 
должны непрерывно поступать с пищей. 
Недостаточное содержание лизина в широко 
распространенных зерновых продуктах 
и сравнительно высокая потребность в нем 
(3–5 г в сутки) делают его одной из наиболее 
важных незаменимых аминокислот. Эта ами-
нокислота необходима для усвоения кальция 
и его доставки к костям, также она участвует 
в сохранении мышечной ткани, поддержании 
уровня энергии и здоровья сердца. Недо-
статок в пище лизина приводит к снижению 
количества эритроцитов и уменьшению в них 
гемоглобина, к нарушению кровообраще-
ния, азотистого баланса и кальцификации 
костей [22]. Треонин принимает участие 
в синтезе аминокислот серина и глицина, 
которые в свою очередь необходимы для 
производства коллагена и эластина — белков 
соединительной и мышечной ткани. Кроме 

того, треонин требуется для здоровой работы 
печени и пищеварительного трактата, а также 
поддерживает работу иммунной системы. Из 
19 проанализированных линий в среднем за 
два года по накоплению треонина и лизина 
превышали обоих родителей 16 и 9 линий со-
ответственно. Особенно высокое содержание 
треонина в зерне выявлено для линий 1-3, 8, 
25-2 и 19 (2,96%, 2,65%, 2,57% и 2,52% соот-
ветственно). Самый высокий процент лизина 
характерен для линий 29, 19 и 15-7-2 (3,43%, 
3,15% и 2,93% соответственно). Следует отме-
тить линию 29, которая обладала повышенным 
накоплением обеих аминокислот.

Остальные незаменимые аминокислоты 
в определенных количествах могут синте-
зироваться в организме человека за счет 
реакций трансаминирования, но объем их 
синтеза является недостаточным. Суточная 
потребность человека в незаменимых ами-
нокислотах (по данным Ф. М. Пруцкова, 
А. А. Покровского и др.) составляет (в г): ли-
зина — 3–5,2, валина — 3,8–4, лейцина — 4–9, 
изолейцина — 3–4, метионина — 2–4, треони-
на — 2–3,5, триптофана — 1–1,1, фенилалани-
на — 2–4,4 [22]. Лейцин, изолейцин и валин 
имеют похожие эффекты действия в орга-
низме. Данные аминокислоты обеспечивают 
защиту от неоправданных трат серотонина, то 
есть предупреждают его дефицит и связанные 
с этим состояния: депрессии, апатии, трево-
жные расстройства. Кроме того, изолейцин 
участвует в регуляции уровня сахара, синтезе 
гемоглобина, ускорении заживлений после 
травм, ран и ожогов. Лейцин — регулятор 
усваиваемости белка и, как следствие, роста 
мышечной массы. При недостатке лейцина 
в питании у детей происходит задержка 
роста и снижение массы тела, отмечают 
изменения в почках и щитовидной железе 
[23]. Валин — демонстрирует аналогичные 
лейцину действия, а также обладает спо-
собностью защищать миелиновую оболочку 
нервных волокон. Гистидин играет важную 
роль в образовании гемоглобина крови. При 
декарбоксилировании гистидин превращается 
в гистамин — вещество, имеющее большое 
значение в расширении сосудистой стенки 
и ее проницаемости. Недостаток гистидина, 
так же как и избыток, ухудшает условно-реф-
лекторную деятельность [24]. Фенилаланин 
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регулирует функцию щитовидной железы 
и надпочечников. Из него образуется гормон 
тироксин, а также аминокислота тирозин, 
из которого, в свою очередь, образуется 
адреналин. Тирозин может образовываться из 
фенилаланина, однако обратного образования 
фенилаланина из тирозина не происходит [6].

Таким образом, незаменимые аминокислоты 
широко вовлечены в процессы биосинтеза не 
только протеинов, но и ферментов, витаминов, 
некоторых гормонов и играют большую роль 
в жизнедеятельности организма человека. 
В связи с этим линии с высоким содержанием 
данных аминокислот представляют большой 
интерес для увеличения питательной ценности 
зерна пшеницы.

Для изучения и упрощения сложных 
наборов данных используется метод анализа 
главных компонент (Principal component 
analysis, PCA). Поиск общих закономер-
ностей между аминокислотным составом 
и содержанием белка мы провели с помощью 
анализа главных компонент, основанного 
на корреляционной матрице 27 генотипов 
пшеницы. На основании собственных зна-
чений (Eigen value, EV) были выделены три 
главные компоненты, объясняющие большую 
часть общей дисперсии 71,69%. Первая 
компонента (EV = 8,75; 48,6% изменчивости) 
разделяет генотипы пшеницы по суммарному 
количеству незаменимых аминокислот, 
аргинина и аланина; вторая (EV = 2,37; 13,2% 
изменчивости) — по накоплению изолей-
цина, гистидина, лизина, глицина и белка; 
третья (EV = 1,78; 9,9% изменчивости) — по 
содержанию глутаминовой кислоты. Для 
визуализации результатов анализа главных 
компонент использовали диаграммы рас-
сеяния, сочетающие проекции наблюдений 
и переменных на плоскости трех главных 
компонент (PCA1, PCA2, PCA3) (рис. 2).

Отрицательные значения координат первой 
главной компоненты, определяющей высокое 
содержание аланина, аргинина и суммарного 
количества незаменимых аминокислот, имеют 
сорт Саратовская 29 и подавляющее большин-
ство интрогрессивных линий (12 из 19 линий): 
15-7-2, 16-5, 29, 8, 1-3, 2-7, 206-2, 208-3, 19, 
25-2, 28, 34-2. Высокие положительные счета 
второй главной компоненты, ассоциированной 
с повышенным накоплением гистидина 

и глицина, но пониженным содержанием белка 
в зерне, имеют все родительские сорта, вид 
T. dicoccoides k-5199, линии 1-3, 2-7, 213-1. 
Отрицательные координаты по второй глав-
ной компоненте (РС2 <–1,5) соответствуют 
интрогрессивным линиям 13-3, 16-5, 206-2 
и образцам T. dicoccum k-45926, T. dicoccoides, 
T. kiharae. Это высокобелковые формы, 
с повышенной концентрацией незаменимых 
аминокислот изолейцина и лизина. Третья 
главная компонента коррелирует с уровнем 
глутаминовой кислоты. Положительное 
значение данной координаты характерно для 
большинства родительских форм (исключение 
составили сорт Саратовская 29 и T. dicoccoides 
k-5199) и для 8 из 19 интрогрессивных линий. 
Максимальное количество глутаминовой кис-
лоты выявлено для T. kiharae (35,01%). Следу-
ет отметить, что среди линий с генетическим 
материалом данной синтетической пшеницы 
только линия 20-1 T. kiharae × Саратовская 29 
имела низкий уровень глутаминовой кислоты 
(30,15%). Для остальных линий комбинаций 
T. kiharae × Саратовская 29 и T. kiharae × Фе-
стивальная данный показатель варьировал от 
32,05 до 33,65%, и был, как правило, выше, 
чем у других интрогрессивных линий.

В проекции наблюдений на диаграммах 
рассеяния отражена генетическая структу-
ра изучаемой выборки. Сородичи мягкой 
пшеницы характеризуются исключительно 
положительными координатами первой глав-
ной компоненты, преимущественно низкими 
значениями второй и высокими значениями 
третьей компонент. Это группа с высоким 
содержанием белка, низким суммарным коли-
чеством незаменимых аминокислот, высокими 
уровнями изолейцина, лизина и глутаминовой 
кислоты. Общей характеристикой роди-
тельских сортов пшеницы является высокое 
значение второй главной компоненты, что 
отражает низкие концентрации белка, изо-
лейцина, лизина при высоком содержании 
гистидина и глицина. Для линий с чужерод-
ным генетическим материалом выявлена 
более широкая дисперсия значений изученных 
признаков, чем у исходных форм. Макси-
мальная плотность дисперсии наблюдений 
данной группы соответствует отрицательным 
значениям первой и третьей компонент, 
равномерным распределением вдоль второго 



24 О. А. Орловская и др. Аминокислотный состав зерна...

Молекулярная и прикладная генетика. Том 34, 2023 г.

Рис. 2. Проекции наблюдений (образцы пшеницы) и переменных (содержание 15 аминокислот и белка в зерне) 
на плоскость 1-й и 2-й компонент PCA и на плоскость 1-й и 3-й компонент PCA 

главного фактора. Всего одна линия (13-3) 
проецируется в нижнюю четверть графика, 
что соответствует низкой суммарной концен-
трации незаменимых аминокислот в зерне при 
высоких уровнях белка, изолейцина и лизина. 
Анализ диаграммы трех главных компонент 
PCA анализа аминокислотного состава белка 
позволил выделить интрогрессивные линии, 
превосходящие обоих родителей по содержа-
нию комплекса аминокислот в оба года:

линия 15-7-2 T. dicoccoides × Фестиваль-
ная — аспарагиновой кислоты, аланина, 
тирозина, треонина, валина, фенилаланина;

линия 8 Саратовская 29 × T. dicoccoides — ас-
парагиновой кислоты, серина, глицина, 
аргинина, аланина, гистидина, фенилаланина, 
изолейцина;

линия 1-3 T. dicoccum к-45926 × Фестиваль-
ная — серина, глицина, аргинина, аланина, 
гистидина, треонина, валина; 

линия 2-7 T. dicoccum к-45926 × Фести-
вальная — аспарагиновой кислоты, глицина, 
аргинина, аланина, гистидина, треонина; 

линия 28 T. kiharae × Фестивальная — ас-
парагиновой кислоты, серина, глицина, 

аргинина, аланина, гистидина, треонина, 
валина, изолейцина;

линия 34-1 T. kiharae × Фестивальная — ас-
парагиновой кислоты, серина, глицина, 
аргинина, треонина, валина;

линия 34-2 T. kiharae × Фестивальная — ас-
парагиновой кислоты, серина, глицина, 
аргинина, аланина, гистидина, треонина, 
валина, фенилаланина, изолейцина;

линия 25-2 T. kiharae × Саратовская 29 — ас-
парагиновой кислоты, глицина, аргинина, 
аланина, гистидина, изолейцина.

Заключение
Оценка аминокислотного состава зерна 

пшеницы в течение двух лет показала, что 
суммарное количество заменимых и неза-
менимых аминокислот в группе сородичей 
пшеницы (64,75% и 25,92% соответственно) 
статистически недостоверно превышало 
данные показатели в группе сортов (64,70% 
и 25,84% соответственно). Можно отметить, 
что содержание заменимых аминокислот было 
несколько выше у сортов, чем у родственных 
видов пшеницы, за исключением аспараги-
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новой и глютаминовой кислот. Небольшое 
превосходство сородичей пшеницы над 
сортами наблюдалось по накоплению таких 
незаменимых аминокислот, как фенилаланин, 
изолейцин и лизин. Среди родительских гено-
типов максимальные значения по содержанию 
серина, глицина, аргинина, аланина, треонина 
и лейцина выявлены для сорта Саратовская 29; 
пролина, гистидина и валина для сорта 
Рассвет; тирозина, изолейцина и лизина для 
T. dicoccum; аспарагиновой кислоты для 
T. dicoccoides; глютаминовой кислоты и фени-
лаланина для T. kiharae. Линии с чужеродным 
генетическим материалом характеризовались 
более широким генетическим разнообразием 
признаков аминокислотного состава, чем 
исходные формы. Содержание заменимых 
аминокислот интрогрессивных линий, как 
правило, было ближе к значениям сорта 
и превосходило показатели сородичей пше-
ницы. Накопление незаменимых аминокислот 
большинства линий (13 из 19) было выше, чем 
у обоих родителей. Значимое превышение 
интрогрессивных линий над родительскими 
формами установлено по накоплению как 
заменимых (аспарагиновая кислота, глицин, 
аргинин, аланин), так и незаменимых амино-
кислот (изолейцин, треонин, валин).

Среди исследованных генотипов выделены 
линии с максимальным накоплением неза-
менимых аминокислот: изолейцина (линия 
16-5), лизина (линия 29), гистидина, треонина 
и лейцина (линия 1-3), фенилаланина (линия 
34-2), а также линии с высоким содержанием 
комплекса аминокислот (линии 15-7-2, 8, 
1-3, 2-7, 28, 25-2, 34-1 и 34-2). Данные линии 
представляют интерес для увеличения пи-
тательной ценности зерна пшеницы, так как 
аминокислоты широко вовлечены в процессы 
биосинтеза не только протеинов, но также 
ферментов, витаминов, некоторых гормонов 
и играют большую роль в жизнедеятельности 
организма человека.
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The amino acid composition for spring common wheat varieties, the samples of tetraploid and hexaploid species 
of the genus Triticum, as well as 19 introgressive lines obtained with their involvement (2020–2021yield) were 
studied. The total amount of nonessential and essential amino acids in the grain of wheat relatives (64,75% и 25,92% 
respectively) were slightly higher than in the T. aestivum varieties (64,70% and 25,84% respectively). In most lines with 
foreign genetic material, the level of accumulation of essential amino acids exceeded both parents, and the content of 
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Введение
Пшеница (Triticum aestivum) и тритикале 

(×Triticosecale Wittm.) являются ценными зер-
новыми культурами в большинстве стран ми-
ра, в том числе и в Республике Беларусь. На 
долю пшеницы приходится почти 25% от об-
щего количества калорий и белка, потребля-
емых людьми во всем мире, больше, чем для 
любого другого источника продовольствия. 
Тритикале, представляющее собой гибрид 
между пшеницей и рожью, также является 
ценной злаковой культурой, с уникальным со-
четанием целого ряда свойств, присущих ис-
ходным видам. К их числу относятся высокий 
потенциал урожайности зерна и зеленой мас-
сы, повышенные адаптивные свойства, ком-
плексный иммунитет к грибным заболевани-
ям, высокое содержание лизина и крахмала 
в зерне и т. д. Зерно тритикале в основном ис-
пользуется на фураж и как техническое сырье 
для крахмального и спиртового производства, 
однако в последние годы, в связи с высоким 
качеством новых сортов, созданных белорус-
скими селекционерами, тритикале с успехом 
применяется в хлебопекарной промышлен-

ности при изготовлении хлеба и печенья [1].
Несмотря на достигнутые успехи, пшеница 

и тритикале, как и другие сельскохозяйствен-
ные культуры, требуют дальнейшего совер-
шенствования. Низкая пластичность сортов 
(особенно у тритикале), связанная прежде все-
го с ограниченным генетическим разнообра-
зием исходного материала, приводит к зна-
чительному снижению продуктивности под 
воздействием абиотических и биотических 
факторов.

Линии удвоенных гаплоидов (doubled 
haploid lines, DH-линии), созданные методом 
индуцированного андрогенеза in vitro, явля-
ются эффективным материалом для улучше-
ния генетического разнообразия, поскольку 
ценные сельскохозяйственные признаки мо-
гут сохраняться в последующих поколениях 
и усиливаться по сравнению с исходным ге-
нотипом [2].

При получении удвоенных гаплоидов с ис-
пользованием метода андрогенеза in vitro осо-
бое внимание уделяется чистоте получен-
ных линий. Поскольку удвоенные гаплоиды 
пшеницы и тритикале, полученные в куль-
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Выделены 7 генотипов пшеницы и 3 генотипа тритикале с комплексом благоприятных аллелей.

Ключевые слова: пшеница, тритикале, Triticum aestivum, ×Triticosecale Wittm., линии удвоенных гаплоидов, 
ISSR локусы, KASP, масса 1 000 зерен, качественные характеристики зерна.
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туре пыльников in vitro, могут иметь как га-
метофитное (из микроспор, гомозиготы), так 
и спорофитное (из тканей пыльника, гетеро-
зиготы) происхождение, необходим контроль 
гомозиготности полученных растений-реге-
нерантов. Для этого используют морфологи-
ческую оценку полученных форм, однако бо-
лее быстрые и точные результаты могут быть 
получены с использованием ДНК-маркеров.

Метод ISSR-анализа (Inter simple sequence 
repeat — межмикросателлитные повторы) ос-
нован на амплификации области между обрат-
но ориентированными, близко расположенны-
ми микросателлитами. ISSR-маркирование не 
требует предварительного знания нуклеотид-
ной последовательности исследуемой ДНК, 
одиночные праймеры длиной 15–24 п. о. со-
стоят из нескольких коротких нуклеотидных 
повторов, используемых для амплификации 
этих областей, и, как правило, несут на 5’ или 
3’ конце несколько селективных нуклеотидов. 
Конечный продукт амплификации представ-
ляет собой множество фрагментов, отобра-
жающихся на электрофореграмме в виде дис-
кретных полос. Применение ISSR-маркеров, 
сравнительно равномерно распределенных по 
растительному геному, позволяет одновремен-
но определить изменчивость по группе не свя-
занных между собой локусов, что позволяет, 
в частности, объективно оценить гомозигот-
ность исследуемых DH-линий [3, 4].

Другой областью применения ДНК-марке-
ров является маркер-сопутствующая селек-
ция (marker assisted selection, MAS) — под-
ход, позволяющий при помощи генетических 
маркеров отбирать генотипы, несущие жела-
тельные аллели интересующих исследовате-
ля генов. Поиск и определение генетических 
маркеров, наиболее эффективно контролиру-
ющих хозяйственно ценные признаки, в тра-
диционной селекции зерновых культур про-
водится путем изучения исходного материала 
в полевых коллекциях, включения его в те-
стерные, анализирующие и др. виды скрещи-
вания и, как правило, занимает от четырех до 
шести лет. Применение современных методов 
изучения исходного материала с использова-
нием ДНК-технологий позволяет с высокой 
степенью достоверности выделить среди име-
ющихся образцов те, которые несут необходи-
мый маркированный локус и таким образом 

сократить период анализа до месяцев при од-
новременном увеличении объемов исследуе-
мого материала и сокращении трудовых затрат.

Однонуклеотидный полиморфизм (SNP, 
Single Nucleotide Polymorphism) — замена од-
ного нуклеотида в любой части генома в ре-
зультате естественной мутации — является 
наиболее изучаемым полиморфизмом в гено-
ме растений. Одним из самых эффективных 
и быстрых способов анализа SNP является 
технология KASP (Kompetitive Allele Specific 
PCR) — конкурентная аллель-специфичная 
ПЦР по конечной точке с флуоресцентной де-
текцией, в которой полиморфизм выявляют 
с помощью специфичных олигонуклеотидов, 
содержащих на 3’-конце детектируемую за-
мену. Такая высокопроизводительная геном-
ная маркерная технология очень эффектив-
на для тритикале и мягкой пшеницы (Triticum 
aestivum L.), поскольку среди злаков геном 
пшеницы оценивается как один из наименее 
полиморфных.

Ключевыми параметрами, на которые не-
обходимо опираться при проведении селек-
ции с целью получения высокопродуктивных 
сортов пшеницы, являются урожайность, ка-
чество зерна и устойчивость абиотическим 
и биотическим факторам.

Признак «масса 1 000 зерен» является од-
ним из основных количественных показате-
лей, определяющим урожайность пшеницы. 
Он позволяет оценить наличие запасных пи-
тательных веществ в зерне, а также рассчитать 
нормы посева. Данный показатель находится 
под контролем различных локусов, контро-
лирующих как морфометрические параме-
тры (длина, ширина и толщина зерновки), так 
и активность различных ферментов растений, 
в частности, ключевых энзимов, участвующих 
в углеводном обмене. К генам, контролиру-
ющим массу 1 000 зерен, относятся, в част-
ности, TaTGW6-A1, TaGASR7-A1, TaGs3-D1, 
TaCKX6-D1 [5].

Качество зерна у пшеницы контролирует-
ся генами Gps-B1, Ppo-A1, Lox-B1, Psy-A1, 
TaPod-A1, Zds-A1 и др. Большинство этих ге-
нов кодируют ферменты, связанные с био-
синтезом и биодеградацией каротиноидов [6]. 
Каротиноиды (лютеин, зеаксантин, крипток-
сантин) определяют цвет муки. В синтезе ка-
ротиноидов участвуют ферменты, включая 
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фитоенсинтазу, ζ-каротин-десатуразу, фито-
ен-десатуразу и др. Пероксидазы, широко 
распространенные в злаках, вызывают дегра-
дацию ß-каротина и окисление лютеина. Ак-
тивность всех этих ферментов тесно связана 
с цветом муки и производимых из нее про-
дуктов, а также с изменением исходного цве-
та в процессе хранения. Ген Gps-B1 оказывает 
влияние на содержание белка в зерне пшени-
цы, определяя ее пищевую ценность [7].

Установлено, что определенные SNP, ин-
серции и делеции в последовательностях ука-
занных выше генов оказывают значительное 
влияние на активность кодируемых ими фер-
ментов и, как следствие, величину параметра 
«масса 1 000 зерен» и качественные характе-
ристики зерна у пшеницы и тритикале [6, 8].

Целью работы являлась оценка гомозигот-
ности полученных нами в культуре пыльни-
ков in vitro линий удвоенных гаплоидов пше-
ницы и тритикале, и KASP-генотипирование 
отобранных гомозиготных линий по генам, 
влияющим на массу 1 000 зерен и качествен-
ные характеристики зерна.

Материалы и методы
Материалом для исследований служили 18 

линий удвоенных гаплоидов мягкой яровой 
пшеницы, 53 линии удвоенных гаплоидов яро-
вого гексаплоидного тритикале, сорт- стандарт 
для мягкой яровой пшеницы Любава, сорт-стан-
дарт для ярового гексаплоидного тритикале 
Узор. Линии удвоенных гаплоидов пшеницы 
и тритикале созданы в лаборатории генети-
ческой и клеточной инженерии Института ге-
нетики и цитологии НАН Беларуси на основе 
гибридов F1 и F2, полученных от скрещивания 
сортов белорусской и зарубежной селекции, 
и линий удвоенных гаплоидов, различающихся 
по отзывчивости в культуре пыльников in vitro 
[9, 10]. Сорта пшеницы и тритикале предостав-
лены РУП «Научно-практический центр НАН 
Беларуси по земледелию».

Выделение ДНК проводили из индивиду-
альных зерновок стандартным фенол-хло-
роформным методом [11]. Концентрацию 
ДНК определяли на спектрофотометре «N50-
Touch» (Implen, Германия). Для оценки го-
мозиготности линий удвоенных гаплоидов 
пшеницы и тритикале использовали прай-
меры к 13 ISSR локусам: ISSR 2, ISSR 17, 

UBC 807, UBC 808, UBC 810, UBC 811, UBC 
815, UBC 834, UBC 835, UBC 836, UBC 840, 
UBC 841, UBC 856 (ОДО «Праймтех», Бе-
ларусь) [12, 13]. ПЦР проводили в реакци-
онной смеси объемом 25 мкл, содержащей 
из расчета на одну реакцию: смесь для ПЦР 
5× qPCRmix-HS (Евроген, Россия) — 5 мкл, 
праймер с концентрацией 5 пМ для анализа 
определенного ISSR локуса — 2,5 мкл; део-
низированную стерильную воду — 12,5 мкл. 
Концентрация геномной ДНК составля-
ла 100 нг на 25 мкл. Программа амплифика-
ции: 94 °С — 5 мин, [94 °С — 30 сек, T отжи-
га °С — 45 сек, 72 °С — 2 мин] — 35 циклов, 
72 °С — 10 мин. Температуру отжига выби-
рали в зависимости от последовательности 
используемого праймера: 52 °С — UBC 840; 
53 °С — ISSR 17; 54 °С — UBC 808, UBC 815, 
UBC 834 ;  55 °С  —  UBC 810 ,  UBC 811 , 
UBC 835, UBC 856; 56 °С — ISSR 2, UBC 807, 
UBC 836, UBC 841. Визуализацию результа-
тов амплификации осуществляли с помощью 
электрофоретического разделения в 1,2% ага-
розном геле, при напряжении 90 В в течение 
1–1,5 ч. Результаты документировали с помо-
щью системы гель-документирования GelDoc 
Quantum St4 (Vilber Lourmat, Франция). Разме-
ры амплифицированных фрагментов опреде-
ляли с помощью маркера молекулярного ве-
са GeneRuler 100 bp и 100 bp+ DNA Ladder 
(Thermo Scientific, Литва).

Гомозиготность исследуемых DH-линий 
определяли с помощью анализа электрофо-
ретического спектра по каждому ISSR локусу 
для 10 индивидуальных растений. Гомозигот-
ной считали линию с идентичным количе-
ством и размером полученных фрагментов 
у всех анализируемых индивидуальных рас-
тений по всем исследуемым ISSR локусам.

KASP-генотипирование образцов прово-
дили по 4 генам, ассоциированным с при-
знаком «масса 1 000 зерен», (TaTGW6-A1, 
TaGASR7-A1, TaGs3-D1, TaCKX-D1) и 6 генам 
(Gps-B1, TaPod-A1, Zds-A1, Lox-B1, Psy-A1, 
Ppo-A1), контролирующим качественные ха-
рактеристики зерна у пшеницы и тритикале.

Для определения аллельных вариантов ото-
бранных генов методом KASP-генотипиро-
вания с использованием различных баз дан-
ных (GenBank, GrainGenes, Gramene, European 
Wheat Database) и литературных источников 
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нами подобраны аннотированные ДНК после-
довательности для моделирования и синтеза 
KASP праймеров. Информация о детектиру-
емых полиморфизмах представлена в табли-
це 1. Хромосомная позиция указана для сбор-
ки генома Triticum aestivum IWGSC CS RefSeq 
v2.1 (GCF_018294505.1) [14].

ПЦР при выполнении KASP-генотипирова-
ния проводили в реакционной смеси объемом 
10 мкл, содержащей следующие компоненты: 
30× KASP by Design Primer Mix (содержит ал-
лель-специфичные праймеры: 3 KASP-прай-
мера, специальным образом синтезированных 
для анализа целевого участка с SNP или встав-
кой/делецией (LGC Biosearch Technologies, Ве-
ликобритания)) — 0,14 мкл; KASP V4.0 2X 
Master mix (LGC Biosearch Technologies, Ве-
ликобритания) — 5,0 мкл; ДНК исследуемых 
генотипов пшеницы 15–30 нг / 2 мкл, биди-
стилированная вода — до конечного объема. 
Для проведения амплификации с детекцией 
в режиме реального времени программиро-
вали прибор CFX96 Real-time PCR Detection 
System (Bio-Rad, США) следующим образом: 
94,0 °С — 15 мин, [94,0 °С — 20 сек, 61,0 °С — 

Таблица 1
Полиморфизмы генов, ассоциированных с хозяйственно ценными признаками у пшеницы 

и тритикале, детектируемые с помощью KASP-маркеров

60 сек] — 10 циклов, [94,0 °С — 20 сек, 55,0 °С 
— 60 сек] — 26 циклов, шаг считывания флуо-
ресцентного сигнала на 37 °С в течение 1 мин.

Визуализацию результатов осуществляли 
с использованием программы CFX Maestro™, 
BioRad. Результаты генотипирования оцени-
вали на основании анализа 2D-графика ал-
лельной дискриминации, на котором по оси 
X показаны стандартизованные данные фи-
нального уровня флуоресценции для первого 
флуорофора FAM (RFU1, относительные еди-
ницы флуоресценции), по оси Y — для второ-
го флуорофора HEX (RFU2). 

На первом этапе исследования каждая про-
ба представляла собой пул из ДНК пяти инди-
видуальных растений одного генотипа. Если 
в результате генотипирования проба опреде-
лялась как гетерозигота, проводили повтор-
ное генотипирование с использованием ДНК 
каждого индивидуального растения в отдель-
ности. В зависимости от значений уровней 
флуоресценции RFU1 и RFU2, а также от со-
отношения RFU1 / RFU2, для каждого исследу-
емого образца пшеницы устанавливали опре-
деленный генотип.

Локус Хромосомная позиция Полиморфизм 
FAM / HEX Аллель Фенотип Ссылка

TaTGW6-A1 Chr.3A:722646994G > A
(NC_057800.1) G / A TaTGW6-A1a/ 

TaTGW6-A1b
Высокая / низкая 
масса 1 000 зерен [15]

TaGASR7-A1
Chr.7A:175964414- 

175964406_ins1369b.p.
(NC_057812.1)

инсерция – /
инсерция + H1g / H1c

Уменьшение / 
увеличение длины 
зерновки и массы 

1 000 зерен

[16]

TaGs3-D1 Chr.7D:6833179G > T
(NC_057814.1) G / T TaGS3-D1a / 

TaGS3-D1b

Увеличение / 
уменьшение длины 
зерновки и массы 

1 000 зерен

[17]

TaCKX-D1 Chr.3D:del107236227- 
107236244 (NC_057802.1)

делеция +/
делеция –

TaCKX-D1a / 
TaCKX-D1b

Высокая / низкая 
масса 1 000 зерен [18]

Xuhw89 (тесно 
сцеплен (0,1 

сМ) с Gpc-B1)

Chr.6B:del140409139- 
140409142 (NC_057810.1)

делеция + /
делеция –

Gpc-B1b /
Gpc-B1a

Высокое / низкое 
содержание белка [7]

TaPod-A1 Chr.3A:731158150G > A
(NC_057800.1) G / А TaPod-A1b / 

TaPod-A1a

Высокая / низкая 
активность 

пероксидазы
[19]
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Результаты и обсуждение
Для оценки гомозиготности полученных 

удвоенных гаплоидов с помощью 13-ти мар-
керов к ISSR-локусам были изучены 18 ли-
ний удвоенных гаплоидов пшеницы и 53 ли-
нии удвоенных гаплоидов тритикале. Выбор 
ISSR-маркеров, использованных в исследова-
нии, основывался на данных литературы [12, 
13]. В данном исследовании были использо-
ваны маркеры, показавшие наибольший поли-
морфизм и, как следствие, информативность 
для исследуемых линий.

Полученные результаты выявили как отсут-
ствие, так и наличие внутрилинейного поли-
морфизма по исследуемым локусам у линий 
удвоенных гаплоидов пшеницы и тритикале. 
На рисунке 1 представлен пример внутри-
линейного полиморфизма у индивидуаль-
ных растений удвоенного гаплоида пшеницы  
DH-66-2-1-12. Стрелками показаны некоторые 
полиморфные фрагменты. У данной линии по-
лиморфизм проявился в отсутствии у одного 
из 10 индивидуальных растений двух фрагмен-
тов, присутствующих у остальных 9 растений.

В результате проведенного исследования бы-
ли получены данные по количеству гомо- и ге-
терозиготных линий удвоенных гаплоидов для 
каждого ISSR локуса (табл. 2)

Следует отметить, что степень гомозигот-
ности по исследуемым ISSR локусам разли-
чалась у линий пшеницы и тритикале. Толь-
ко локус ISSR 17 демонстрировал невысокую 
гомозиготность для обеих групп DH-линий, 
в остальном низко гомозиготные локусы для 

DH-линий пшеницы могли одновременно 
быть высоко гомозиготными для DH-линий 
тритикале.

Так, у линий удвоенных гаплоидов пшеницы 
наименьший полиморфизм наблюдался для ло-
куса ISSR 2, гомозиготность по которому обна-
ружена у 94,4% линий. По локусам UBC 815, 
UBC 834, UBC 836, UBC 840, и UBC 841 го-
мозиготность выявлена у 88,9% DH-линий. 
По локусам UBC 808, UBC 810 и UBC 811, 
UBC 835 гомозиготность наблюдалась у 83,3% 
исследованных линий. По локусам ISSR 17, 
UBC 807 и UBC 856 77,8% линий оказались 
гомозиготными.

Для тритикале наименьший внутрилиней-
ный полиморфизм наблюдался для локуса 
UBC 856, гомозиготность по которому обна-
ружена у 96,2% исследованных линий. При 
этом для DH-линий пшеницы гомозиготность 

Локус Хромосомная позиция Полиморфизм 
FAM / HEX Аллель Фенотип Ссылка

Zds-A1 Chr.2A:325477392C > G
(NC_057797.1) C / G Zds-A1a /  

Zds-A1b

Низкое / высокое 
содержание желтого 

пигмента
[20]

TaLox-B1 Chr.4B:30022405G > C
(NC_057804.1) G / С TaLox-B1b / 

TaLox-B1a

Высокая / низкая 
активность 

липоксигеназы
[21]

Psy-A1
Chr.7A:735889561_

ins38b.p.
(NC_057812.1)

инсерция – / 
инсерция +

Psy-A1a /  
Psy-A1b

Высокое / низкое 
содержание желтого 

пигмента
[22]

Ppo-A1 Chr.2A:715938171A > T
(NC_057797.1) A / T Ppo-A1a / 

Ppo-A1b

Высокая / низкая 
активность 

полифенолоксидазы
[23]

Рис. 1. Внутрилинейный полиморфизм по ISSR локусу 
UBC 807 у линии DН-66-2-1-12

Окончание таблицы 1
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по этому локусу была одной из самых низких.
Гомозиготность по локусу UBC 836 

выявлена  у  90 ,6% линий,  по  локусу 
UBC 807 — у 88,7%, по локусам UBC 808, 
UBC 834, UBC 835 — у 86,8% линий. По ло-
кусам UBC 811 и UBC 840 гомозиготность 
проявили 84,9% линий, по локусу UBC 
841 — 83,0%, по локусу UBC 815 — 81,1%, 
по локусам ISSR 2 и UBC 810 — 79,2% иссле-
дованных линий удвоенных гаплоидов. Наи-
больший полиморфизм наблюдался по локусу 
ISSR 17, гомозиготными по которому являлось 
77,4% линий.

Анализ полученных данных позволил выде-
лить гомо- и гетерозиготные линии удвоенных 
гаплоидов пшеницы и тритикале (рис. 2). По 
оси Х указано количество гомозиготных ISSR 
локусов для конкретной DH-линии.

Таким образом, с применением 13 ISSR 
маркеров определена степень гомозиготно-
сти линий удвоенных гаплоидов, полученных 
в культуре пыльников in vitro. Из 18 созданных 

линий удвоенных гаплоидов пшеницы гомози-
готными по всем 13 ISSR локусам оказались 14 
линий (77,8%). Для тритикале из 53 созданных 
DH-линий гомозиготными оказались 24 линии 
(45,3%). Линии, проявившие гетерозиготность 
хотя бы по одному исследуемому локусу, бы-
ли отбракованы, и дальнейшая работа велась 
только с линиями с подтвержденной гомози-
готностью по всем 13 локусам.

Для выяснения целесообразности включе-
ния созданных линий удвоенных гаплоидов 
пшеницы и тритикале в селекционный про-
цесс, отобранные гомозиготные линии удвоен-
ных гаплоидов были оценены на наличие бла-
гоприятных аллелей генов, контролирующих 
хозяйственно-ценные признаки — масса 1 000 
зерен и качественные характеристики зерна.

Нами проведено KASP-генотипирование 
14 гомозиготных линий удвоенных гаплоидов 
и сорта-стандарта для мягкой яровой пшени-
цы Любава, а также 24 линий и сорта-стан-
дарта для ярового гексаплоидного тритикале 

Таблица 2
Соотношение гомо- и гетерозиготных DH-линий пшеницы и тритикале по отдельным  

ISSR локусам 

ISSR локус
DH-линии пшеницы DH-линии тритикале

гомозиготные, 
шт. % гетерозиготные, 

шт. % гомозиготные, 
шт. % гетерозиготные, 

шт. %

ISSR 2 17 94,4 1 5,6 42 79,2 11 20,8

ISSR 17 14 77,8 4 22,2 41 77,4 12 22,6

UBC 807 14 77,8 4 22,2 47 88,7 6 11,3

UBC 808 15 83,3 3 16,7 46 86,8 7 13,2

UBC 810 15 83,3 3 16,7 42 79,2 11 20,8

UBC 811 15 83,3 3 16,7 45 84,9 8 15,1

UBC 815 16 88,9 2 11,1 43 81,1 10 18,9

UBC 834 16 88,9 2 11,1 46 86,8 7 13,2

UBC 835 15 83,3 3 16,7 46 86,8 7 13,2

UBC 836 16 88,9 2 11,1 48 90,6 5 9,4

UBC 840 16 88,9 2 11,1 45 84,9 8 15,1

UBC 841 16 88,9 2 11,1 44 83,0 9 17,0

UBC 856 14 77,8 4 22,2 51 96,2 2 3,8
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Рис. 2. Количество гомозиготных ISSR локусов у линий удвоенных гаплоидов пшеницы (А) и тритикале (Б), 
созданных методом индуцированного андрогенеза in vitro

Узор по 4 генам (TaTGW6-A1, TaGASR7-A1, 
TaGs3-D1, TaCKX-D1), ассоциированным 
с признаком «масса 1 000 зерен» и 6 генам 
(Gps-B1, TaPod-A1, Zds-A1, Lox-B1, Psy-A1, 
Ppo-A1), ответственным за качественные ха-
рактеристики зерна с целью выявления гено-
типов с благоприятными аллелями и гапло-

типами указанных генов (TaTGW6-A1a, H1c, 
TaGS3-D1a, TaCKX-D1a, Gpc-B1b, TaPod-A1a, 
Zds-A1b, TaLox-B1a, Psy-A1a, Ppo-A1).

Данные, полученные при KASP-генотипи-
ровании по генам, ассоциированным с при-
знаком «масса 1 000 зерен», представлены на 
рисунке 3.

Рис. 3. 2D-график аллельной дискриминации: А — для однонуклеотидной замены G > A в гене TaTGW6-A1; 
Б — для наличия / отсутствия инсерции в гене TaGASR7-A1; В — для наличия / отсутствия делеции в гене 

TaCKX6-D1; Г — для однонуклеотидной замены G > T в гене TaGs3-D1 
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Ген TaTGW6-A1, расположенный на хро-
мосоме 3А пшеницы, кодирует фермент 
ИУК-гликозил-гидролазу. Три SNP (G > A 
в положении 339 п. н., T > C в положении 
368 п. н. и C > G в положении 418 п. н), об-
наруженные между сортами с более высокой 
и низкой массой 1 000 зерен, образуют два ал-
леля: TaTGW6-A1a и TaTGW6-A1b. Наличие 
аллеля TaTGW6-A1a коррелирует с увеличени-
ем массы 1 000 зерен [15]. Все исследованные 
линии пшеницы и тритикале несли благопри-
ятный аллель TaTGW6-A1a (рис. 3А).

Ген TaGASR7-A1 пшеницы располагает-
ся на хромосоме 7A, является гомологом ге-
на GASR7 риса, связанного с длиной зернов-
ки, влияет как на длину зерновки, так и на 
массу 1 000 зерен. Описаны 2 основных га-
плотипа (H1c и H1g), различающиеся нали-
чием либо отсутствием инсерции размером 
1 495 п. н. в 5ꞌ-проксимальной области в по-
ложении –124 п. н. перед стартовым кодоном 
[16]. Среди исследованных сортов и линий 
пшеницы и тритикале благоприятный гапло-
тип H1c выявлен у десяти генотипов: одно-
го генотипа пшеницы (сорт Любава) и девяти 
DH-линий тритикале (DH 1-41-52-15, DH 1-53-
14-15, DH 2-50-16-15, DH 80-1-13, DH 80-3-13, 
DH 80-4-13, DH 81-5-13, DH 82-3-13, DH 82-
4-13). Неблагоприятный гаплотип H1g выяв-
лен у 30 образцов (рис. 3Б).

Ген TaCKX6-D1, расположенный на хромо-
соме 3D пшеницы, относится к мультигенно-
му семейству генов CKX, кодирующих белки 
цитокининоксидазы/дегидрогеназы и играю-
щих важную роль в продуктивности расте-
ний. В зависимости от наличия/отсутствия де-
леции во втором интроне выделяют 2 аллеля: 
TaCKX6-D1a и TaCKX6-D1b [18]. Поскольку 
локус располагается на D-геноме, у тритикале 
он не может быть идентифицирован, а все об-
разцы пшеницы несли неблагоприятный ал-
лель TaCKX6-D1b (рис. 3В).

Ген TaGs3-D1, также являющийся гомоло-
гом гена риса, расположен на хромосоме 7D 
пшеницы и контролирует размер зерновки. 
Наличие SNP G > T во втором интроне при-
водит к возникновению двух аллелей TaGs3-
D1a и TaGs3-D1b [17]. Среди исследованных 
образцов пшеницы были выявлены 4 образ-
ца с генотипом G / G (благоприятный аллель 
TaGs3-D1а) — DH 65-5-12, DH 67-9-12, DH 

67-1-12, DH 69-2-12 (рис. 3Г).
Для выявления генотипов, несущих благо-

приятные аллели генов, контролирующих ка-
чественные характеристики зерна, проведено 
KASP генотипирование исследуемых образ-
цов по генам Gps-B1, Ppo-A1, Lox-B1, Psy-A1, 
TaPod-A1, Zds-A1 (рис. 4).

Ген Gpc-B1 контролирует содержание бел-
ка в зерновках. Функциональный аллель Gpc-
B1b, улучшает ремобилизацию азота из сте-
бля, увеличивая содержание белка в зерновке, 
и сокращает период налива зерна. Для выявле-
ния функционального аллеля часто использу-
ют кодоминантный маркер Xuhw89, располо-
женный на расстоянии 0,1 cM от Gpc-B1 [7]. 
Анализ полученных данных показал, что по 
гену Gpc-B1, связанному с накоплением бел-
ка в зерновке, все исследованные генотипы 
несут неблагоприятный аллель Gpc-B1a, свя-
занный с пониженным содержанием белка 
(рис. 4А). Это согласуется с данными, полу-
ченными другими авторами. Аллель Gpc-B1b 
обнаруживается лишь в небольшом количе-
стве современных коммерческих сортов пше-
ницы. Так, скрининг 196 сортов мягкой пше-
ницы из базовой коллекции INRA (Франция) 
показал, что только пять из них несут аллель 
дикого типа Gpc-B1b [24]. Также в результа-
те скрининга 365 сортов и линий озимой мяг-
кой пшеницы, культивируемых в Китае, не бы-
ло обнаружено ни одного сорта, содержащего 
функциональный аллель Gpc-B1b [25]. При 
этом скрининг 138 сортов яровых пшениц, 
имеющих северное происхождение (Сканди-
навия, Финляндия, Карелия и Кольский полу-
остров), было обнаружено, что аллель дикого 
типа несли 33% образцов [24], что позволяет 
говорить о том, что сорта, несущие функцио-
нальный аллель, преимущественно произрас-
тают в северных широтах и, возможно, играет 
роль в адаптации к холодному климату.

Ген TaPod-A1 расположен на длинном пле-
че хромосомы 3A, кодирует фермент перок-
сидазу, вызывающий деградацию пигментов, 
в частности, окисление бета-каротина и лю-
теина, чем ухудшает цвет муки и качество ко-
нечных продуктов. Сорта с низкой и высокой 
активностью полифенолоксидазы несут ал-
лели TaPod-A1a и TaPod-A1b соответственно. 
Между двумя аллелями в экзонах TaPod-A1 об-
наружено пять однонуклеотидных полимор-
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Рис. 4. 2D-график аллельной дискриминации: А — для наличия / отсутствия делеции в гене Gpc-B1; Б — для 
однонуклеотидной замены A > G в гене TaPod-A1; В — для однонуклеотидной замены C > G в гене Zds-A1; 
Г — для однонуклеотидной замены С > G в гене TaLox-B1; Д — для инсерции/делеции в гене Psy-A1; Е — для 

однонуклеотидной замены A > T в гене Ppo-A1

физмов: A > G в положении 138 п. н., G > T 
в положении 237 п. н., A > G в положении 
462 п.н., A > G в положении 769 п. н. и T > A 
в положении 866 п. н. [19]. Благоприятный 
аллель TaPod-A1a, связанный с низкой перок-
сидазной активностью, несли 15 образцов: 5 
генотипов пшеницы (Любава, DH 8-5/10, DH 
66-2-2-12, DH 66-2-3-12, DH 66-3-(О)-12) и 10 
генотипов тритикале (Узор, DH 1-41-52-15, DH 
2-50-16-15, DH 2-50-15-15, DH 80-1-13, DH 80-
3-13, DH 80-4-13, DH 84-1-13, DH 97-2-1-15, 
DH 99-6-2-15) (рис. 4Б).

Ген Zds-A1 расположен на хромосоме 2А, 
кодирует фермент ζ-каротин-десатуразу, ко-
торый является ключевым ферментом в пути 

биосинтеза каротиноидов и определяет содер-
жание желтого пигмента в зернах пшеницы. 
На основании SNP C > G в двенадцатом ин-
троне выделяют два аллеля: Zds-A1a и Zds-A1b 
[20]. Показано, что среди 217 сортов и линий 
пшеницы, выращиваемой в Китае, среднее со-
держание желтого пигмента в зерне у 126 со-
ртов с аллелем TaZds-A1b было на 7,8% вы-
ше, чем у 91 сорта с аллелем TaZds-A1a [20]. 
Большинство исследуемых нами образцов нес-
ли благоприятный аллель TaZds-A1b (генотип 
G / G, ассоциирован с высоким содержанием 
желтого пигмента), кроме образцов пшеницы 
Любава, DH 66-2-2-12, DH 66-2-3-12 и образ-
цов тритикале DH 85-4-15. Сорт Узор по гену 
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Zds-A1 был неоднороден, что подтверждено 
отдельным генотипированием каждого инди-
видуального растения. Три из пяти проанали-
зированных индивидуальных растений имели 
генотип C / C (аллель TaZds-A1a), два расте-
ния являлись гетерозиготами по данному ге-
ну (генотип C / G, TaZds-A1a/TaZds-A1b). На 
2D-графике аллельной дискриминации этот 
сортообразец представлен как гетерозигота 
(обозначен треугольником) (рис. 4В).

Ген TaLox-B1 расположен на коротком пле-
че хромосомы 4B, кодирует фермент липокси-
геназу, активность которой в зерне влияет на 
цвет и качество обработки продуктов на ос-
нове пшеницы. Обнаружено, что низкая ак-
тивность или делеция гена TaLox-B1 могут 
эффективно снижать окисление липидов, тем 
самым уменьшая окислительное разрушение 
зерна и продлевая период хранения и повы-
шая коммерческую ценность сортов. На ос-
новании SNP C > G в третьем экзоне выделя-
ют два аллеля: TaLox-B1a и TaLox-B1b [21]. 
С использованием KASP-маркеров к данно-
му гену продукт амплификации был получен 
только у образцов пшеницы, на ДНК образцов 
тритикале данный праймер не отжигался. Все 
15 исследованных нами генотипов пшеницы 
несли благоприятный аллель TaLox-B1a (гено-
тип C / C), связанный с низкой активностью 
липоксигеназы (рис. 4Г).

Ген Psy1-A1 расположен на хромосоме 7А, 
кодирует фитоен-синтазу 1 — один из ключе-
вых ферментов в пути биосинтеза каротинои-
дов, активность которого напрямую коррели-
рует с содержанием желтого пигмента в зерне 
пшеницы [26]. Все исследуемые генотипы нес-
ли нежелательный аллель Psy-A1b (инсерция 
в 37 п. н.), связанный с низким содержанием 
желтого пигмента (рис. 4Д).

Ген Ppo-A1 расположен на хромосоме 2A, 
кодирует фермент полифенолоксидазу — ши-
роко распространенный медьсодержащий фер-
мент, вызывающий реакции потемнения во 
многих растительных продуктах, в том числе 
приготовленных из злаков. На основании SNP 
A > T в первом интроне выделяют два алле-
ля: Ppo-A1a и Ppo-A1b [23]. Большинство ис-
следованных генотипов несли благоприятный 
аллель Ppo-A1b, связанный с низкой актив-
ностью фермента, кроме образцов тритикале 
Узор DH 1-41-52-15, DH 1-53-14-15, DH 1-26-

36-15, DH 2-50-16-15, которые несли аллель 
Ppo-A1a (рис. 4Е).

Таким образом, KASP-генотипирование 
40 линий удвоенных гаплоидов пшеницы 
и тритикале по генам, ассоциированным с хо-
зяйственно ценными признаками, показало, 
что все исследованные линии несут не менее 
2 благоприятных аллелей исследованных ге-
нов. Наибольшее количество благоприятных 
аллелей (пять) обнаружено у семи образцов 
пшеницы (сорт Любава, DH 8-5/10, DH 65-5-
12, DH 66-3-(О)-12, DH 67-9-12, DH 67-1-12, 
DH 69-2-12). Остальные линии удвоенных 
гаплоидов пшеницы несли по 4 благоприят-
ных аллеля. Среди исследованных генотипов 
тритикале по пять благоприятных аллелей вы-
явлено у линий DH 80-1-13, DH 80-3-13, DH 
80-4-13, по 4 аллеля — у линий DH 1-41-52-15, 
DH 2-50-16-15, DH 81-5-15, DH 82-3-13, DH 
82-4-13, DH 84-1-13, DH 97-2-1-15, DH 99-6-2-
15. У сорта-стандарта Узор обнаружено всего 
2 благоприятных аллеля по генам TaTGW6-A1 
и TaPod-A1.

Полученные данные об аллельном составе 
исследуемых генов и частоте встречаемости 
благоприятных и неблагоприятных аллелей 
в целом согласуются с данными, полученны-
ми нами ранее при анализе сортов и сорто-
образцов пшеницы белорусской и зарубежной 
селекции и информацией по европейским со-
ртам [24, 27].

Заключение
Линии удвоенных гаплоидов пшеницы 

и тритикале представляют собой новый се-
лекционный материал и могут превосходить 
родительские генотипы по ряду параметров, 
однако необходим контроль генетической чи-
стоты получаемого материала, в частности их 
гомозиготности. Использование ISSR-марке-
ров позволяет эффективно и быстро выделять 
гомозиготные и гетерозиготные DH-линии. 
KASP-генотипирование по генам, контроли-
рующим хозяйственно-ценные признаки, с це-
лью выявления генотипов с благоприятными 
аллелями и включения их в систему скрещи-
ваний, позволяет значительно ускорить полу-
чение новых высокоурожайных сортов пше-
ницы и тритикале, обладающих требуемым 
качеством зерна для изготовления определен-
ных конечных продуктов в зависимости от ре-
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гиона их потребления.
Установлено, что полученные нами линии 

удвоенных гаплоидов пшеницы и тритикале 
с подтвержденной гомозиготностью не усту-
пают контрольным сортам по наличию бла-
гоприятных аллелей генов, ассоциированных 
с важными хозяйственно ценными признака-
ми, такими как масса 1 000 зерен, сниженная 
активность ферментов, ухудшающих качество 
муки и производимых из нее продуктов, содер-
жание желтого пигмента в зерне и могут быть 
включены в селекционный процесс для уско-
ренного получения новых высокоурожайных, 
с повышенным качеством зерна, сортов пше-
ницы и тритикале.
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Aiming to determine the homozygosity degree of doubled haploid wheat and triticale lines developed using an 
induced in vitro androgenesis technique, an analysis of the intralinear polymorphism of 71 genotypes (18 wheat lines 
and 53 triticale lines) was carried out by 13 ISSR loci. Homozygosity for 14 DH wheat lines and 24 DH triticale 
lines was confirmed. KASP genotyping of selected homozygous lines was carried out by four genes associated with 
the trait “thousand kernel weight” (TaTGW6-A1, TaGASR7-A1, TaGs3-D1 and TaCKX-D1) and six genes (Gps-B1, 
TaPod-A1, Zds-A1, Lox-B1, Psy-A1 and Ppo-A1) controlling the quality characteristics of grain. It was shown that all 
investigated lines carry at least two favourable alleles of the aforementioned genes. Seven wheat genotypes and three 
triticale genotypes, carrying the complex of favourable alleles, were selected.
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Альфа-маннозидоз (МА) — моногенное летальное аутосомно-рецессивное лизосомальное заболевание 
абердин-ангусской породы крупного рогатого скота, приводящее к неонатальной смертности телят. Согласно 
литературным данным, частота гетерозиготных носителей альфа-маннозидоза у абердинов составляла от 2,4% 
в Австралии до 12,5% в Тасмании. С использованием KASP-технологии нами проведено генотипирование 
выборки животных для детекции однонуклеотидного полиморфизма (SNP) g.13957949T > C в гене MAN2B1, 
вызывающего альфа-маннозидоз. Скрининг выборки из белорусской популяции абердин-ангусского скота 
(n = 220 гол.) не выявил животных-носителей мутантного аллеля (МАC) как среди исследованных коров, так 
и среди быков.

Ключевые слова: ДНК-тестирование, генетический дефект, альфа-маннозидоз, MAN2B1, KASP, SNP, КРС, 
абердин-ангусская порода.

Введение
В настоящее время в Беларуси разводит-

ся крупный рогатый скот мясного направ-
ления продуктивности следующих пород: 
абердин-ангусской, лимузинской, герефорд-
ской и шаролезской. Поэтому особый инте-
рес представляет такая скороспелая порода, 
как абердин-ангусская, в связи с востребо-
ванностью получения высококачественной 
говядины согласно Межгосударственному 
стандарту ГОСТ 33818-2016 «Мясо. Говядина 
высококачественная». Благодаря прекрасным 
акклиматизационным способностям живот-
ные данной породы обладают такими ценны-
ми качествами, как быстрое физиологическое 
и хозяйственное созревание, хорошие воспро-
изводительные способности, а также высокий 
генетический потенциал по показателям мяс-
ной продуктивности [1].

Одной из задач Государственной программы 
«Аграрный бизнес» на 2021–2025 гг. (утвер-
ждена Постановлением Совета Министров 
Республики Беларусь от 01.02.2021 № 59) яв-
ляется увеличение численности поголовья 
племенных животных, позволяющее нарас-
тить объемы реализации племенной продук-

ции (материала). Поэтому перед учеными и 
племенными службами республики наряду 
с улучшением селекционируемых признаков 
маточного поголовья и быков-производите-
лей отечественной селекции, встала задача 
сохранения и совершенствования продуктив-
ных и племенных качеств завезенного скота. 
Однако искусственный отбор по желательным 
признакам нередко приводит к тому, что полу-
ченные животные оказываются носителями 
генетических дефектов, приводящих к высо-
кой смертности, снижению репродуктивных 
функций и снижению качества мяса. Это за-
частую приводит к значительным экономиче-
ским потерям [2, 3].

Применение современных методов ДНК-те-
стирования животных позволяет исключить 
животных-носителей генетических дефектов 
как в племенных стадах, так и в завозимом 
в страну семенном материале, полученном от 
высокопродуктивных быков-лидеров поро-
ды. Одной из главных проблем современного 
животноводства в мире стало снижение фер-
тильности. Значительную роль в снижении 
воспроизводительных качеств коров играют 
рецессивные мутации в последовательности 
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ДНК, которые в гомозиготном состоянии мо-
гут быть летальными и приводить к эмбрио-
нальным потерям. Абердин-ангусская порода 
не стала исключением, у животных этой по-
роды, как и у всех мясных пород зарубежной 
селекции, выявлены генетические дефекты, 
проявление которых связано со снижением 
фертильности коров [4–6]. Одним из таких 
дефектов является альфа-маннозидоз (Alpha-
mannosidosis, MA) [7].

Альфа-маннозидоз — моногенное леталь-
ное аутосомно-рецессивное лизосомальное 
заболевание, вызванное дефицитом фермента 
лизосомальная альфа-маннозидаза (MAN2B1) 
или лизосомальная экзогликозидаза, участву-
ющая в упорядоченной деградации N-связан-
ных олигосахаридов [8]. Данное заболевание 
выявлено у человека [9], крупного рогато-
го скота [10], кошек [11] и морских свинок 
[12, 13]. Ген MAN2B1 кодирует полипептид, 
который подвергается посттрансляционной 
модификации в эндоплазматическом рети-
кулуме. Во время созревания и эндосомаль-
ного транспорта белка MAN2B1 в лизосомы 
он протеолитически расщепляется на три ос-
новных полипептида, получивших названия 
«abc», «d» и «e» и имеющих молекулярную 
массу 70, 42 и 15 кДа соответственно. В хо-
де дальнейшего процессинга субъединицы 
массой 70 кДа образуется в общей сложно-
сти пять различных полипептидов. Наиболее 
высокие уровни экспрессии MAN2B1 отме-
чаются в легких, почках, поджелудочной же-
лезе, лейкоцитах и спинном мозге. Мутации 
в гене MAN2B1 приводят к нарушению функ-
ции кодируемого им фермента, что влечет за 
собой уменьшение расщепления гликопроте-
инов, к прогрессирующему накоплению бога-
тых маннозой олигосахаридов во всех тканях, 
и к нарушению нормальной функции клеток 
и их апоптозу. В зависимости от характера 
мутации гена MAN2B1 патологически изме-
ненный белок MAN2B1 обнаруживается во 
внутриклеточных компартментах, таких как 
эндоплазматический ретикулум и лизосомы. 
Например, может быть нарушена конфор-
мация белка, при которой он «застревает» 
в эндоплазматическом ретикулуме, если же 
конформация белка не нарушается, то он 
транспортируется в неактивном виде в лизо-
сомы [14].

У крупного рогатого скота абердин-ан-
гусской породы альфа-маннозидоз (OMIA: 
000625-9913) относится к дефектам I класса, 
которые являются летальными и существенно 
нарушают или снижают репродуктивные по-
казатели животного и приводят к неонаталь-
ной смертности телят [15, 16]. У крупного 
рогатого скота альфа-маннозидоз обусловлен 
однонуклеотидной несинонимичной заменой 
тимина на цитозин в кодирующей области 
гена MAN2B1 в 7 хромосоме (7:g.13957949, 
c.961T > C, p.Phe321Leu) [17]. Замена фенила-
ланина на лейцин в 321 положении приводит 
к образованию функционально неактивного 
белка. Дефицит α-D-маннозидазы приводит 
к глобальным нарушениям обмена веществ 
у крупного рогатого скота. Гомозиготные по 
мутантному аллелю телята рождаются без 
признаков физических недостатков. Затем 
в течение первого года жизни развиваются 
прогрессирующие неврологические наруше-
ния: атаксия, головокружение, тремор, агрес-
сия и предсмертный паралич. Клинические 
проявления связаны с накоплением богатых 
маннозой соединений, вызванных дефицитом 
фермента альфа-маннозидазы [16–21].

В связи с высокой частотой встречаемости 
в мировой популяции ангусов мутантного 
аллеля гена MAN2B1, существует риск рас-
пространения данной патологии и среди абер-
дин-ангусского скота в Беларуси. Согласно 
Положению о порядке проведения молекуляр-
но-генетической экспертизы племенной про-
дукции государств — членов Евразийского 
экономического союза (№ 74 от 02.06.2020 г.), 
рекомендовано проводить исследование био-
логического материала животных абердин-ан-
гусской породы на выявление генетически 
детерминированных заболеваний, в том числе 
на альфа-маннозидоз. Поэтому целью нашего 
исследования является разработка ДНК-тех-
нологии выявления мутантного аллеля гена 
MAN2B1, детерминирующего альфа-маннози-
доз и выявление животных-носителей данного 
генетического дефекта в белорусской популя-
ции абердин-ангусского скота.

Материалы и методы
Объектом исследования являлся круп-

ный рогатый скот абердин-ангусской поро-
ды. Материалом для исследования служила 
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ДНК, выделенная из биологического матери-
ала — цельной крови, проб ткани (ушной вы-
щип) и спермы. Выделение ДНК проводили 
набором реагентов «Нуклеосорб» («Прайм-
тех», Беларусь). Количество выделенной ДНК 
определяли с помощью флуориметра DeNovix 
DS 11 FS с использованием набора реагентов 

для измерения концентрации ДНК DeNovix 
dsDNA Broad Range Kit (DeNovix, США). 
Для ДНК-идентификации альфа-маннозидо-
за абердин-ангусского крупного рогатого скота 
были использованы следующие методы: KASP 
и секвенирование по Сэнгеру для валидации 
метода (табл. 1).

Таблица 1
ДНК-идентификация наследственного заболевания у абердин-ангусского скота

KASP-анализ (конкурентная аллель-специ-
фичная ПЦР)

Полимеразную цепную реакцию проводи-
ли на приборе CFX96 (Bio-Rad, США). Ре-
акционная смесь для ПЦР в объеме 10 мкл 
содержала: ×2 KASP Мастер Микс, смесь 
специфических праймеров (КASP Assay mix), 
деионизированную MQ-H2O и 25 нг геном-
ной ДНК.

Полимеразную цепную реакцию про-
водили по программе: 94 °С — 15 мин; 
94 °С — 20 сек, 60 °С — 1 мин ((со сниже-
нием каждого цикла на 0,6 °С) 10 циклов); 
94 °С — 20 сек, 55 °С — 60 сек (26 циклов). 

Анализ и учет полученных результатов ПЦР 
осуществляли с использованием программно-
го обеспечения Bio-Rad CFX Mаestro.

Двуаллельная дискриминация достигает-
ся за счет конкурентного связывания двух 
аллель-специфических прямых праймеров. 
Дискриминацию аллелей для определения 
генотипов проводили по значениям RFU (от-
носительные единицы флуоресценции) для ка-
налов FAM и HEX (табл. 2).

Технология KASP позволяет значительно 
сократить время проведения анализа, что вы-
годно отличает его от традиционного ПЦР-
ПДРФ анализа.

Наследственное 
заболевание Ген Хромосома Локализация Тип мутации Метод

Альфа-маннозидоз (МА) MAN2B1 7 13957949 961T > C
(Phe321Leu) KASP

Таблица 2
Последовательность нуклеотидов исследуемого локуса гена MAN2B1 

Ген Последовательность ДНК FAM
Аллель

HEX
Аллель

MAN2B1
TGCAGGGTAAGCTCTACCGCACCAAACACACTGTGATGACCATGGGC
TCAGAC[T/C]TCCAGTACGAGAATGCCAACACGTGGTTCAAAAATCTT-

GACAAGCTCATCCAGTTGGTCAATGCCCAGGTGAGT
С Т

Секвенирование по Сэнгеру
Методом прямого секвенирования после-

довательности ДНК проверена специфич-
ность полученных фрагментов гена MAN2B1. 
Дизайн праймеров для получения специ-
фичных фрагментов гена MAN2B1 длиной 
157 п. н. осуществлялся с помощью про-
граммы Primer 3. Анализ нуклеотидной по-
следовательности данного гена проводили с 

помощью Еnsembl в форматах FASTA. Реак-
ционная смесь для ПЦР в 20 мкл содержала: 
10× ПЦР буфер («Thermo Scientific», Литва), 
2 ед. Taq-полимеразы («Thermo Scientific», 
Литва), 2 mM MgCl2 («Thermo Scientific», 
Литва), 0.2 mM dNTPs («Thermo Scientific», 
Литва), 0.5 µМ каждого праймера, MQ-H2O и 
по 20 нг геномной ДНК для каждого образца. 
Программа амплификации: 95 °С — 5 мин; 
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Рис. 1. Дискриминация аллелей однонуклеотидного полиморфизма 961T > C в гене MAN2B1 с использованием 
технологии KASP-генотипирования: 1 кластер — особи с генотипом TT (MAF); 2 — контроль без матрицы (NTC)

Рис. 2. Результаты секвенирования: 1 (1–5 — ПЦР фрагмент референсных образцов для секвенирования локуса 
гена MAN2B1, М — маркер молекулярной длины, DNA Ladder SM1103 («Thermo scientific», EU); ОКО — отри-

цательный контрольный образец), 2 — гомозиготное здоровые животное (MAF)

95 °С — 30 сек, 65 °С — 40 сек, 72 °С— 50 сек, 
72 °С — 40 сек, 72 °С — 1 мин (35 циклов).

ПЦР-продукты контрольных образцов изу-
чаемого локуса гена вырезали из геля и очи-
щали с помощью набора реагентов Silica Bead 
DNA Gel Extraction Kit («Thermo scientific», 
Литва). Для постановки секвенирующей 
ПЦР использовали Big Dye Terminator v3.1 
Cycle Sequencing Kit. Секвенирующую ПЦР 
проводили согласно следующим условиям: 
96 °С — 1 мин; 25 циклов: 96 °С — 10 сек, 
50 °С — 5 сек, 60 °С — 4 мин; 16 °С — 5 мин. 
ПЦР-продукты после секвенирующей ПЦР 
очищали от непрореагировавших флуорес-
центно меченых терминаторных нуклеотидов 

переосаждением этанолом/Na2ЭДТА. Опреде-
ление нуклеотидной последовательности ДНК 
проводили на приборе 3500 Genetic Analyzer 
(«Applied Biosystems», США).

Результаты исследования
С помощью разработанной нами методики 

была исследована выборка (n = 220 гол.) круп-
ного рогатого скота абердин-ангусской породы 
3-х популяций Гомельской (n = 31 гол.), Мин-
ской (n = 70 гол.) и Брестской (n = 119 гол.) 
областей Республики Беларусь. Визуализа-
ция результатов KASP-анализа представлена 
на рисунке 1.

Согласно рекомендации American Angus 

Association, животных с аллелями дикого ти-
па гена MAN2B1 обозначают MAF (свободные 
от мутации, здоровые). Животных-носителей 
мутантного аллеля в гетерозиготе обознача-
ют MAC (носители мутации). Не жизнеспо-
собных животных, носителей 2-х мутантных 
аллелей в гомозиготе, обуславливающих на-
следственное заболевание альфа-маннозидоз, 

обозначают MAA [16].
Генотипирование контрольных образцов 

показало полное совпадение результатов, по-
лученных с помощью метода KASP-анализа 
и секвенирования по Сэнгеру (рис. 2).

Животными-носителями альфа-маннозидо-
за (MAC) могут быть как быки, так и коровы, 
которые ничем не отличаются от здоровых 
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Таблица 3
Результаты ДНК-тестирования выборки из популяции абердин-ангусского крупного 

рогатого скота (n = 220 гол.) для выявления животных-носителей мутантного аллеля гена 
MAN2B1, вызывающего альфа-маннозидоз (МА)

животных (МАF). Ранее генотипирование 
крупного рогатого скота абердин-ангусской 
породы в Республике Беларусь не проводи-
лось и, соответственно, отсутствовали данные 
о наличии генетического дефекта MA в бело-
русской популяции. Нами исследована вы-
борка абердин-ангусского скота, отобранного 
из племенных хозяйств республики (табл. 3).

Согласно исследованию Неaly Р. J. с со-
авторами, частота гетерозиготных носи-
телей альфа-маннозидоза у абердинов 

составляла 5,4% в Австралии [23]. Исследо-
вание Tollersrud O. K. и соавторов установило 
частоту гетерозиготных носителей альфа-ман-
нозидоза у абердинов, которая составляла от 
2,4% в Австралии до 12,5% в Тасмании [22]. 
Согласно исследованию Jolly R. D. c соавтора-
ми примерно 10% ангусов в Новой Зеландии 
были гетерозиготны по альфа-маннозидо-
зу до начала массового генотипирования жи-
вотных [24]. Высокая частота встречаемости 
животных-носителей мутантного аллеля ис-

Область Хозяйство

Количество 
протестированных 

животных, гол.

Частота свободных 
от мутации здоровых 
животных (МАF), %

Частота животных-
носителей мутантного 

аллеля (МАC), %

В
се

го

Бы
ко

в

К
ор

ов

В
се

го

Бы
ко

в

К
ор

ов

В
се

го

Бы
ко

в

К
ор

ов

Гомельская Агро-Лясковичи 31 15 16 100 100 100 – – –

Минская
Трайпл-Агро 7 – 7 100 – 100 – – –

КФХ «Весна-агро» 63 32 31 100 100 100 – – –

Брестская Агро-Мотоль 119 – 119 100 – 100 – – –

следуемого локуса гена MAN2B1 в популяциях 
ангусов разных стран и наличие животных-но-
сителей в родословной лидеров быков-про-
изводителей этой породы подтверждает 
необходимость проведения молекулярно-ге-
нетического тестирования племенных живот-
ных, завозимых в республику. На данном этапе 
не выявлено животных-носителей (МАC), не-
сущих мутантный аллель гена MAN2B1 как 
среди быкопроизводящих коров, так и сре-
ди быков-производителей. Дальнейшее 
ДНК-типирование расширенного поголовья 
абердин-ангусского крупного рогатого скота 
позволит дать более полные данные о распро-
странении генетического дефекта альфа-ман-
нозидоз в поголовье абердин-ангусского скота 
в Республике Беларусь.

Заключение
До недавнего времени в республике не бы-

ло возможности проводить ДНК-тестиро-
вание на выявление генетических дефектов 
у абердин-ангусского крупного рогатого ско-
та, а также завозимого племенного материа-
ла (животных, эмбрионов, спермы). Поэтому 
страна находилась в зоне риска появления 
и распространения генетических дефектов 
в популяции мясного скота. Как известно, воз-
никновение генетических дефектов легче не 
допустить, чем впоследствии бороться с ано-
малиями, которые могут привести к серьезным 
экономическим потерям. Животные, в родос-
ловных которых один из родителей является 
носителем MA, обязательно должны быть ге-
нотипированы.



46 Е. Л. Романишко и др. Альфа-маннозидоз — генетический дефект...

Молекулярная и прикладная генетика. Том 34, 2023 г.

Разработанная нами методика обнаружения 
мутантного аллеля гена MAN2B1, вызываю-
щего альфа-маннозидоз, позволяет проводить 
молекулярно-генетическую экспертизу пле-
менной продукции в Республике Беларусь 
в порядке, установленном международно-пра-
вовыми актами, составляющими право Ев-
разийского экономического союза, с целью 
профилактики распространения данного ле-
тального аутосомно-рецессивного заболевания 
среди племенных животных абердин-ангус-
ской породы крупного рогатого скота.

Работа выполнена при финансовой под-
держке ГП «Наукоемкие технологии и тех-
ника» на 2021–2025 гг., подпрограммы 1 
«Инновационные биотехнологии–2020», ме-
роприятие 2ИБ «Разработать ДНК-техноло-
гию идентификации полиморфных вариантов 
генов, влияющих на репродуктивные признаки, 
с целью повышения воспроизводительной спо-
собности КРС мясного направления».
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Дана оценка генетического разнообразия племенного ремонтно-маточного стада амурского сазана Cyprinus 
carpio haematopterus, выращиваемого в аквакультуре в Беларуси, с использованием 14-ти микросателлитных 
локусов. Для двух выборок 2021 и 2022 гг. рассчитаны показатели: среднее число аллелей на локус (Na), эф-
фективное число аллелей (Ne), уровни ожидаемой (Hе) и наблюдаемой (Но) гетерозиготности, значение ин-
формационного индекса Шеннона (I) и индексы фиксации FIS и FST. Установлено, что выборка 2 превосходит 
выборку 1 по количеству выявленных аллелей, однако по числу эффективных аллелей уступает выборке 1. 
Выявлено снижение генетического разнообразия в выборке 1 по сравнению с выборкой 2. Показатель наблю-
даемой гетерозиготности (Ho) в обеих выборках соответствует таковому для особей, обитающих в естествен-
ных условиях. Выявлено 5 локусов, обладающих наибольшим дифференцирующим потенциалом. Получен-
ные результаты свидетельствуют о достаточно высоком генетическом разнообразии искусственных популяций 
амурского сазана, разводимого в аквакультуре в Беларуси, что дает возможность оптимизировать процессы 
поддержания ремонтно-маточного стада и подбора пар для гибридизации, а также выявлять перспективных 
производителей для участия в селекционных программах.

Ключевые слова: амурский сазан, Cyprinus carpio haematopterus, генетическое разнообразие, микросател-
литные локусы.

Введение
В селекционных программах по выведению 

новых пород карпа самцов амурского саза-
на Cyprinus carpio haematopterus используют 
в качестве отцовского компонента для гибри-
дизации с карпом и получения гетерозисного 
эффекта при промышленном выращивании 
гибридов первого поколения. При проведении 
комплексной оценки пищевой ценности амур-
ского сазана и карпа разной породной принад-
лежности отмечается среднее положение амур-
ского сазана среди пород карпа коллекционного 
стада. Амурский сазан характеризуется сравни-
тельно низким значением коэффициента упи-
танности и обхвата тела и в сравнении с карпом 
имеет сниженные темпы роста, однако отлича-

УДК 575:577.29:639.3

ется высокой комбинационной способностью, 
выживаемостью и повышенной резистентно-
стью к основному заболеванию карповых рыб 
— воспалению плавательного пузыря. 

Недавние исследования показали, что 
в «одомашненных» популяциях европейских 
и азиатских пород карпа генетическое разно-
образие в сравнении с дикими популяциями 
значительно ниже [1]. Потеря изменчиво-
сти в закрытых популяциях может возникать 
во время становления (эффект основателя) 
и в последующих поколениях посредством 
генетического дрейфа, возникающего из-за 
первоначально небольшого числа особей. 
О негативном влиянии разведения в неволе 
свидетельствует значительное снижение ге-
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нетической изменчивости у культивируемого 
карпа в «одомашненные» популяции [1]. По-
скольку амурский сазан, выращиваемый в ак-
вакультуре, является исходным родительским 
видом в скрещиваниях при выведении новых 
пород карпа, необходимо изучение его гене-
тического разнообразия с целью выведения 
из ремонтно-маточного стада и гибридизации 
особей с относительно невысоким генетиче-
ским разнообразием, и, следовательно, обога-
щения генофонда коллекционных стад карпа, 
поддерживаемых в аквакультуре в Беларуси.

Цель исследования — оценить генетиче-
ское разнообразие племенного ремонтно-ма-
точного стада амурского сазана Cyprinus 
carpio haematopterus, выращиваемого в аква-
культуре в Беларуси, с использованием 14-ти 
микросателлитных маркеров.

Материалы и методы
Материалом для исследований служили 

биологические образцы (плавники) 30 особей 
амурского сазана выборки 2021 г. (выборка 1) 
и 50 особей амурского сазана выборки 2022 г. 
(выборка 2). Выборка 1 представлена особями 
второй генерации 9 поколения амурского са-
зана, разводимого в аквакультуре в Беларуси. 
Выборка 2 представляет собой опытную груп-
пу третьей генерации, полученную с исполь-
зованием молок амурского сазана, завезенного 
из Российской Федерации с целью расширения 
генетического разнообразия маточного стада. 
ДНК выделена из биологических образцов 
с помощью методики, в которой используется 
фенол-хлороформная смесь [2].

Генетическое разнообразие оценивали по 
четырнадцати SSR-локусам (англ. simple 
sequence repeats; сокр. — SSR) — MFW1, 
MFW2, MFW6, MFW9, MFW10, MFW11, 
MFW13, MFW16, MFW20, MFW24, MFW26, 
MFW28, MFW29 и Cid0909 [3, 4].

Определение размеров ампликонов осу-
ществлялось путем капиллярного гель-элек-
трофореза на приборе с высокой разрешаю-
щей способностью ABI 3500 Genetic Analyzer, 
который, считывая флуоресцентный сигнал, 
определял размер фрагмента в сравнении 
с размерным стандартом Orange 500 DNA Size 
Standard (Nimagen, Нидерланды). Обработка 
полученного массива данных проводилась 
с использованием ПО GeneMapper Software v5.

Статистический анализ данных проводили 
с использованием программ GenAIEx v.6.5 
[5], PAST v.3.17 [6]. Рассчитаны показатели, 
характеризующие генетическую структуру 
популяции амурского сазана:

Na (количество выявленных аллелей на ло-
кус) — показатель, который позволяет оценить 
аллельное разнообразие в популяции, основы-
ваясь на общем числе выявленных вариантов;

Ne (количество эффективных аллелей) — по-
казатель, который характеризует распростра-
ненность аллелей, которые теоретически не-
обходимы для достижения той же ожидаемой 
гетерозиготности, что и в изучаемой попу-
ляции; позволяет определить разнообразие 
с учетом частоты встречаемости аллелей по 
конкретному локусу;

He (ожидаемая гетерозиготность) — пока-
затель, который описывает долю гетерози-
готных генотипов, ожидаемых в равновесии 
Харди-Вайнберга [7];

Ho (наблюдаемая гетерозиготность) — по-
казатель изменчивости (полиморфности) по-
пуляции, который описывает долю гетерози-
готных генотипов в эксперименте [7];

I (индекс разнообразия Шеннона) — коли-
чественная мера, которая отражает, сколько 
различных типов (например, субпопуляций) 
имеется в наборе данных (популяции); индекс 
позволяет произвести статистическую оценку 
выборок и оценить значимость различий меж-
ду уровнями разнообразия; может принимать 
значение от 0 до 5 [8];

FIS (индивидуальный индекс фиксации) по-
зволяет оценить степень родственного спари-
вания особей в субпопуляции, отражает откло-
нения генотипических частот с точки зрения 
недостатка (принимает значение от 1 до 0) 
или избытка (принимает значение от 0 до –1) 
гетерозигот [9].

FST (индекс фиксации) характеризует сни-
жение гетерозиготности из-за ограничения 
миграции и генетического дрейфа между 
субпопуляциями и указывает на степень дивер-
генции субпопуляций с течением времени [9].

С использованием GenAIEx v.6.5 рассчи-
таны генетические дистанции по методу 
AMOVA. В программе PAST v.3.17 выполне-
но построение графика главных компонент 
на основе расчета генетических дистанций по 
методу AMOVA.
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Таблица 1
Генетическая характеристика амурского сазана выборки 1 по 14 SSR-локусам

Результаты и обсуждение
Для выборки 1 амурского сазана в 14-ти ис-

следованных SSR-локусах идентифицировали 
212 аллелей, в том числе 119 редких (с часто-
той встречаемости менее 5,0%), что состав-
ляет 56% от общего количества выявленных 
аллелей. Количество выявленных аллелей 
(Na) в исследованных локусах варьировало от 
10 до 21, среднее значение — 15,143 ± 3,278. 
Наибольшее число аллелей представлено 
по локусу MFW11 (табл. 1). Число эффек-
тивных аллелей (Ne) в локусах варьировало 
от 4,286 (локус MFW2) до 12,676 (MFW11), 
среднее значение — 7,808 ± 2,573. Индекс 
биоразнообразия Шеннона (I), рассчитанный 
для совокупности 14-ти SSR-локусов, соста-
вил 2,284 ± 0,284 (табл. 1), что указывает на 
среднюю сложность структуры популяции 

амурского сазана выборки 1 [10].
Наибольшее значение показателя ожида-

емой гетерозиготности (Hе) выявлено для 
локуса MFW11 (0,921), наименьшее — для 
локуса MFW2 (0,767), при среднем значении 
0,859 ± 0,045 (табл. 1). Наибольшее значение 
показателя наблюдаемой гетерозиготности 
(Ho) отмечено для локусов MFW9 и MFW1 
(0,800), наименьшее — для локуса MFW28 
(0,310), при среднем значении 0,635 ± 0,133 
(табл. 1).

Наибольшее значение индивидуального 
индекса фиксации (FIS) отмечено для локу-
са MFW28 (0,626), наименьшее — для ло-
куса MFW9 (0,032), при среднем значении 
0,262 ± 0,148 (табл. 1).

Для выборки 2 амурского сазана в 14-ти ис-
следованных SSR-локусах идентифицировали 

SSR-локус Na Ne I He Ho FIS

MFW 1 14 8,571 2,343 0,883 0,800 0,094

MFW 2 12 4,286 1,860 0,767 0,600 0,217

MFW 6 16 12,245 2,613 0,918 0,700 0,238

MFW 9 13 5,769 2,059 0,827 0,800 0,032

MFW 10 13 6,250 2,127 0,840 0,533 0,365

MFW 11 21 12,676 2,758 0,921 0,600 0,349

MFW 13 20 9,231 2,566 0,892 0,667 0,252

MFW 16 17 7,692 2,377 0,870 0,700 0,195

MFW 20 17 9,890 2,538 0,899 0,633 0,295

MFW 24 10 5,600 1,947 0,821 0,643 0,217

MFW 26 14 7,258 2,235 0,862 0,667 0,227

MFW 28 16 5,861 2,153 0,829 0,310 0,626

MFW 29 18 8,780 2,481 0,886 0,767 0,135

Cid0909 11 5,202 1,914 0,808 0,467 0,422

Среднее значение 15,143 7,808 2,284 0,635 0,859 0,262

Cтандартное 
отклонение 3,278 2,573 0,284 0,133 0,045 0,148



52 В. А. Лемеш и др. Генетическое разнообразие племенного...

Молекулярная и прикладная генетика. Том 34, 2023 г.

220 аллелей, в том числе 119 редких, что состав-
ляет 60,8% от общего количества выявленных 
аллелей. Количество выявленных аллелей (Na) 
в исследованных локусах варьировало от 7 до 
24, среднее значение — 15,714 ± 5,690. Наи-
большее число аллелей представлено по мар-
керным локусам MFW11 и MFW20 (табл. 2). 
Число эффективных аллелей (Ne) в локу-
сах варьировало от 2,778 (MFW6) до 15,060 
(MFW11), среднее значение — 7,647 ± 3,251. 
Индекс биоразнообразия Шеннона (I) соста-
вил 2,234 ± 0,465 (табл. 2), что указывает на 
среднюю сложность структуры популяции 
амурского сазана выборки 2 [10].

Наибольшее значение показателя ожида-
емой гетерозиготности (Hе) выявлено для 
локуса MFW11 (0,934), наименьшее — для 
локуса MFW6 (0,640), при среднем значении 

0,840 ± 0,084 (табл. 2). Наибольшее значение 
показателя наблюдаемой гетерозиготности 
(Ho) отмечено для локуса Cid0909 (0,898), 
наименьшее — для локуса MFW24 (0,380), 
при среднем значении 0,687 ± 0,166.

Наибольшее значение индивидуального 
индекса фиксации (FIS) отмечено для локуса 
MFW24 (0,518), наименьшее — для локу-
са MFW10 (–0,284), при среднем значении 
0,170 ± 0,238 (табл. 2).

Проведен сравнительный анализ данных 
научных исследований, посвященных оценке 
генетического разнообразия популяций евро-
пейских и азиатских пород биологического 
вида Cyprinus carpio haematopterus, особи ко-
торого обитают в естественных условиях или 
в аквакультуре [11, 12, 13], и особями, разво-
димыми в аквакультуре в Беларуси (табл. 3).

Таблица 2
Генетическая характеристика амурского сазана выборки 2 по 14 STR-локусам

SSR-локус Na Ne I He Ho FIS

MFW 1 16 8,475 2,421 0,882 0,840 0,048

MFW 2 14 8,306 2,355 0,880 0,820 0,068

MFW 6 7 2,778 1,375 0,640 0,700 –0,094

MFW 9 17 8,547 2,438 0,883 0,880 0,003

MFW 10 8 3,177 1,412 0,685 0,880 –0,284

MFW 11 24 15,060 2,896 0,934 0,600 0,357

MFW 13 14 6,321 2,104 0,842 0,460 0,454

MFW 16 20 6,821 2,431 0,853 0,700 0,180

MFW 20 24 10,425 2,753 0,904 0,563 0,378

MFW 24 7 4,744 1,674 0,789 0,380 0,518

MFW 26 19 5,981 2,225 0,833 0,680 0,183

MFW 28 19 9,398 2,517 0,894 0,700 0,217

MFW 29 19 10,846 2,588 0,908 0,520 0,427

Cid0909 12 6,180 2,088 0,838 0,898 –0,071

Среднее значение 15,714 7,647 2,234 0,687 0,840 0,170

Cтандартное 
отклонение 5,690 3,251 0,465 0,166 0,084 0,238
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Таблица 3
Генетическая характеристика популяций амурского сазана по SSR-локусам

Страна / популяция SSR Na Ho Ссылка

Беларусь / Выборка 1* 14 15,143 0,859

Беларусь / Выборка 2* 14 15,714 0,84

Вьетнам / SOL* 4 9,50 0,71 [11]

Вьетнам / YEB* 4 9,50 0,75

Вьетнам / TBR** 4 9,50 0,80

Вьетнам / BAK* 4 9,25 0,82

Вьетнам / THN* 4 9,00 0,70

Вьетнам / RER* 4 11,00 0,83

Вьетнам / LOR** 4 10,75 0,82

Вьетнам / BGR* 4 10,00 0,82

Вьетнам / SOR** 4 9,50 0,81

Вьетнам / DAL* 4 9,25 0,82

Вьетнам / LAR** 4 8,75 0,83

Китай / HX* 20 5,80 0,75

[12]

Китай / CZ** 20 7,00 0,76

Китай / LC* 20 5,85 0,68

Китай / JZ* 20 7,25 0,68

Китай / WX* 20 5,85 0,68

Китай / WK* 20 7,50 0,71

Китай / XZS* 20 7,75 0,70

Китай / BL* 20 9,65 0,76

Китай / DRY* 20 1,62 0,70

Китай / MA* 20 10,40 0,72

Польша / Polish strain Zator* 11 5,64 0,59

[13]

Польша / Polish strain 3 (Ochaby strain)* 11 4,73 0,42

Польша / Polish strain 2 (Landek strain)* 11 4,55 0,51

Польша / Polish strain K (Knyszyn strain)* 11 4,27 0,44

Польша / Polish strain 6 (Gołysz strain)** 11 4,27 0,71

Польша / Polish strain Sobieszyn* 11 3,46 0,50

Польша / Polish strain Jaktorow** 11 3,36 0,62

Примечание. * — среднее значание FIS >0 (в совокупности по всем SSR-локусам); ** — FIS <0 (в совокупности 
по всем SSR-локусам) 
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Рис. 1. График главных компонент (PCA) для амурского сазана выборок 2021 и 2022 гг.: PC1 = 33,04%, 
PC2 = 13,25%, PC3 = 8,75%

Установлено, что выборки амурского сазана, 
разводимого в Беларуси, характеризуются наи-
большим количеством выявленных аллелей 
(Na) — 15,143 для выборки 1 и 15,714 для вы-
борки 2. Показатель наблюдаемой гетерозигот-
ности (Ho) соответствует таковому для особей, 
обитающих в естественных условиях [11, 13].

Для иллюстративной генетической харак-
теристики популяции амурского сазана, раз-
водимого в аквакультуре Беларуси, построен 
график главных компонент (англ. principal 
component analysis; сокр. — PCA), используя 
программу PAST v.3.17 (рис. 1): красным цве-
том обозначены особи амурского сазана из вы-
борки 1, черным — из выборки 2. На рисунке 1 
в системе координат PC1 и PC2, объясняющих 
33,04% дисперсии, выборки 1 и 2 разнесены 
друг относительно друга и образуют два непе-
рекрывающихся массива. Это связано с тем, 

что выборка 1 представлена особями второй 
генерации 9 поколения амурского сазана, раз-
водимого в Беларуси, т. е. для нее характерен 
более высокий уровень инбридинга и она 
представляет собой гомогенную группу. Вы-
борка 2 представляет собой опытную группу 
третьей генерации, полученную с использова-
нием молок амурского сазана, завезенного из 
Российской Федерации, т. е сопоставляемые 
выборки различаются по аллельному спектру.

В системе координат PC1 и PC3, объясняю-
щих 13,25% дисперсии, и PC2 и PC3, объяс-
няющих 8,75% дисперсии, выборки частично 
перекрываются. Это обусловлено тем, что 
и для выборки 1 и для выборки 2 использова-
лись при разведении самки амурского сазана 
белорусской популяции.

Для полной генетической характеристики 
ремонтно-маточного стада амурского сазана, 
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выращиваемого в аквакультуре Беларуси, по-
строен график генетического подобия с ис-
пользованием алгоритма Neighbour joining 
(рис. 2): красным цветом обозначены особи 
амурского сазана из выборки 1, черным — из 
выборки 2. Дендрограмма условно образована 
двумя ветвями: одна ветвь представляет собой 
часть выборки 2 и составлена несколькими 

кластерами; другая ветвь образована особя-
ми из выборки 1, формирующими отдельный 
кластер, и остальными особями из выборки 2, 
формирующими несколько кластеров. В вы-
борке 1 наиболее генетически близкими меж-
ду собой являются особи 1201 и 1210, а особи 
1185, 1191, 1186, 1190, 1187, 1188 формируют 
хорошо различимый субкластер.

Рис. 2. График генетического подобия (алгоритм Neighbour joining), графически отображающий степень схожести 
образцов амурского сазана выборок 1 и 2

Из 14-ти исследованных SSR-локусов наи-
большим потенциалом по дифференциации 
исследуемых выборок амурского сазана об-
ладают те, для которых рассчитанные значе-
ния FST являются максимальными (табл. 4). 
Набольшие рассчитанные значения FST пока-
заны для пяти SSR-локусов: MFW10, MFW6, 

Cid0909, MFW16 и MFW26.
В таблице 5 представлена информация 

об аллельном разнообразии и частоте рас-
пространения конкретных аллелей для пяти 
SSR-локусов, обладающих наибольшим диф-
ференцирующим потенциалом. Как следует из 
данных таблицы, аллельный спектр изученных 

Таблица 4
SSR-локусы, обладающие наибольшим дифференцирующим потенциалом (результаты анализа 

locus-by-locus AMOVA) для выборок амурского сазана (p-уровень <0,001 для всех локусов)

Локус MFW10 MFW6 Cid0909 MFW16 MFW26

FST 0,120 0,113 0,077 0,060 0,058
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SSR-локусов для двух выборок, весьма разно-
образен. Например, в локусе MFW10 аллель 
128 в выборке 2 представлен с частотой 0,460, 
а в выборке 1 не выявлен. По этому же локусу 
аллель 212 в выборке 1 представлен с часто-
той 0,250, а в выборке 2 данный аллель не об-
наружен. Таким образом, можно качественно 
и количественно охарактеризовать аллельный 
спектр SSR-локусов, выявленный для выборок 
амурского сазана, разводимого в Беларуси.

Заключение
Проведен молекулярно-генетический анализ 

двух выборок амурского сазана из племенно-
го ремонтно-маточного стада, разводимого 
в аквакультуре в Беларуси, по четырнадца-
ти SSR-локусам — MFW1, MFW2, MFW6, 
MFW9, MFW10, MFW11, MFW13, MFW16, 
MFW20, MFW24, MFW26, MFW28, MFW29 
и Cid0909. Для выборки 1 идентифицировали 
212 аллелей, в том числе 119 редких (с часто-
той встречаемости менее 5,0%), что составляет 
56% от общего количества выявленных алле-
лей. Для выборки 2 — идентифицировали 220 
аллелей, в том числе 119 редких, что состав-
ляет 60,8% от общего количества выявленных 
аллелей. Установлено, что выборка 2 превос-
ходит выборку 1 по количеству выявленных 
аллелей (средние значения: 15,714 ± 5,690 
и 15,143 ± 3,278), однако по числу эффектив-
ных аллелей уступает выборке 1 (средние 
значения: 7,647 ± 3,251 и 7,808 ± 2,573) соот-
ветственно. Расчет индекса фиксации аллелей 
внутри выборок (FIS) позволил выявить увели-
чение генетического разнообразия в выборке 2 
по сравнению с выборкой 1 (FIS = 0,170 ± 0,238 
и 0,262 ± 0,148 соответственно). Полученные 
результаты свидетельствуют о достаточно 
высоком генетическом разнообразии искус-
ственных популяций амурского сазана. При 
сравнении данных, представленных в анало-
гичных исследованиях, посвященных оценке 
генетического разнообразия популяций евро-
пейских и азиатских пород, установлено, что 
выборки амурского сазана, разводимого в ак-
вакультуре в Беларуси, характеризуются наи-
большим числом выявленных аллелей (Na). 
Показатель наблюдаемой гетерозиготности 
(Ho) для выборки 1 и 2 составил 0,635 ± 0,133 
и 0,687 ± 0,166, что соответствует таковому 
для особей, обитающих в естественных усло-

виях [11, 12, 13].
Выявлено 5 SSR-локусов, обладающих наи-

большим дифференцирующим потенциалом 
MFW10, MFW6, Cid0909, MFW16 и MFW26 
(FST >0,05, p-уровень <0,001). На основании 
рассчитанных генетических дистанций осо-
би амурского сазана из племенного ремонт-
но-маточного стада формируют две группы, 
которые, однако, не полностью обособлены 
друг от друга. Данный результат объясняется, 
с одной стороны, использованием для разведе-
ния самок амурского сазана белорусской по-
пуляции в обоих выборках, с другой стороны 
— отдельным содержанием выборок и внесе-
нием новых генотипов в выборку 2 (опытная 
группа с использованием молок амурского са-
зана, завезенного из Российской Федерации).

Таким образом, проводимые исследования 
позволяют выявить перспективных произво-
дителей для дальнейшего участия в селек-
ционных программах исходя из высоких по-
казателей гетерозиготности и генетического 
разнообразия, а также оптимизировать про-
цессы поддержания ремонтно-маточного ста-
да и подбора пар для гибридизации, а также 
выявлять перспективных производителей для 
участия в селекционных программах.
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This study aimed to investigate, using 14 microsatellite loci, the genetic diversity of the Amur sazan (Cyprinus 
carpio haematopterus) breeding replacement broodstock being grown in Belarus. For two samples of 2021 and 2022, 
the following indicators were calculated: the average number of alleles per locus (Na), the effective number of alleles 
(Ne), the levels of expected (He) and observed (Ho) heterozygosity; the value of the Shannon diversity index (I) and FIS 
and FST fixation indices. It was found that sample 2 is superior to sample 1 in terms of the number of alleles identified; 
however, it is inferior to sample 1 in terms of the number of effective alleles. A decrease in genetic diversity in sample 
1 compared to sample 2 was revealed. The observed heterozygosity (Ho) in both samples corresponds to that for 
individuals living in natural conditions. Five loci with the highest differentiating potential were identified. The results 
obtained indicate a fairly high genetic diversity of artificial populations of the Amur sazan bred in the aquaculture of 
Belarus, which makes it possible to optimize the processes of maintaining the replacement broodstock and selecting 
hybridization pairs, as well as to identify promising producers for breeding programs.

Keywords: Amur sazan, Cyprinus carpio haematopterus, genetic diversity, microsatellite loci.
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Введение
Медоносные пчелы (Apis mellifera L., 

Hymenoptera: Apidae) — основные насеко-
мые-опылители на нашей планете. Облетая 
около 80% дикорастущих и культурных 
растений, п способствуют получению мак-
симальных урожаев. Опыление пчелами 
положительно отражается на питательных 
и вкусовых качествах плодов и посевных 
кондициях семян [1]. С каждым годом рас-
тет актуальность исследований, связанных 
с изучением биологии медоносных пчел. 
Это обусловлено негативными процессами, 
такими как уменьшение биоразнообразия 
и снижение количества пчелиных семей, 
наблюдаемыми в большинстве стран. Так 
в Европе за последние 20 лет количество 
пчелосемей снизилось на 16% [2], в США 
ежегодные потери приближаются к 50% [3]. 
Среди генетических причин, вызывающих 
резкое сокращение численности пчелосемей, 
называют массовую гибридизацию вследствие 
бесконтрольного завоза и научно-необосно-
ванного разведения пчел.

В результате гибридизации пчелы теряют 
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В статье представлены данные молекулярно-генетического анализа пчелосемей, разводимых на пасеках 
Минской области (Беларусь). Определены информативные SSR-маркеры, позволяющие с высокой степенью 
достоверности выявлять межсемейный и внутрисемейный полиморфизм, устанавливать чистоту и гибридность 
пчелосемей. Моделирование в программе STRUCTURE v.2.3.4 позволило дифференцировать исследуемые 
пчелосемьи на три кластера. Точность принадлежности варьировала от 79,3 до 99,3%. Выявлены пчелосемьи 
с разной степенью метизации. Рассчитанное значение индекса фиксации FIS (в среднем 0,107) свидетельство-
вало о преобладании гетерозигот в исследуемых пчелосемьях, а значение Ho < He — об интенсивном процессе 
межпородной гибридизации. Анализ мтДНК установил два варианта локуса COI-COII мтДНК — PQ и Q, что 
свидетельствует о принадлежности образцов к эволюционным линиям М и С.

Ключевые слова: медоносная пчела, Apis mellifera L., гибридизация, метизация, молекулярно-генетические 
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комплекс адаптивных признаков [4]. Пока-
зано, что гибридные пчелы менее устойчи-
вы к абиотическим стресс-факторам [5, 6], 
воздействию пестицидов [7, 8], характеризу-
ются пониженным иммунитетом [9, 10], что 
повышает их восприимчивость к паразитам 
[11, 12] и патогенам [13, 14]. Результатом 
межпородной метизации становится сниже-
ние адаптации гибридных пчелиных семей 
к меняющимся условиям окружающей среды, 
что также приводит к увеличению их гибели. 
При гибридизации и потери чистопородности 
происходит утрата генофондов аборигенных 
подвидов пчел [15]. В настоящее время темная 
лесная пчела Apis mellifera mellifera L., один 
из уникальных подвидов медоносной пчелы, 
признан исчезающим на территории Европы 
[16]. Таким образом, вопросы сохранения чи-
стопородности A. mellifera приобретают ми-
ровое значение.

Одно из основных условий сохранения ге-
нофонда любого биологического вида являет-
ся его достоверная идентификация. Наиболее 
часто таксономическую принадлежность пчел 
оценивают по морфометрическим характери-
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стикам. Однако последние исследования пока-
зали, что точность данного метода зависит от 
выбранных для анализа признаков [17]. В ус-
ловиях массовой гибридизации пчел основны-
ми инструментами идентификации становятся 
методы молекулярно-генетического анализа.

Секвенирование митохондриальной ДНК 
(мтДНК) пчел выявило существование поли-
морфизма в спейсерном участке, локализо-
ванном между генами СОI и СОII (последо-
вательность между генами цитохромоксидазы 
I и цитохромоксидазы II). Известно, что этот 
участок образован последовательностью гена 
тРНК-Leu и сложными повторами АТ-пар [18]. 
Повторы сгруппированы Р и Q элементами. 
Элемент Р длиной 54 п. н. состоит только из 
АТ-пар, содержание АТ-пар в элементе Q со-
ставляет 93% [19]. В сложных повторах Р-Q 
элементов Р может иметь варианты Р0, Р1, 
Р2, отличающиеся небольшими делециями 
и инсерциями. Пчелы разных пород характе-
ризуются разными комбинациями элементов 
Р и Q. Наиболее короткий фрагмент локуса 
COI–COII мтДHK, содержащий единствен-
ный элемент Q, выявляется у подвидов юж-
ных пород пчел (серая горная кавказская, кар-
патская, итальянская и др.), у среднерусской 
породы регистрируются несколько вариантов 
локуса — PQQ, PQQQ, PQQQQ (от 500 п. н. 
до 1 500 п. н.). Вариабельность длины ме-
жгенного локуса COI–COII мтДHK обнару-
живается ПЦР, дополнительный полиморфизм 
выявляется при ПДРФ-анализе (DraI-тест), 
который позволяет дифференцировать свыше 
100 гаплотипов медоносной пчелы [20]. Од-
нако, материнский тип наследования мтДНК 
создает некоторые ограничения для молеку-
лярно-филогенетических исследований пчел 
и позволяет установить происхождение только 
по материнской линии.

Микросателлитные локусы являются удоб-
ным инструментом для анализа генетической 
структуры популяций, оценки гетерозиготно-
сти, степени инбридинга, определения коэф-
фициентов генетического родства, вычисления 
генетических дистанций между популяциями 
и подвидами и оценки включения чужеродных 
генов одних видов в генные комплексы дру-
гих. Это связано с тем, что микросателлитные 
локусы имеют ряд преимуществ: они много-
численны, гипервариабельны, чрезвычайно 

информативны и широко представлены по 
всему геному.

Первые микросателлитные локусы у Apis 
mellifera были описаны в 1993 г. [19]. К насто-
ящему времени у медоносных пчел известно 
около 552 полиморфных STR-маркеров [21], 
что позволило создать на их основе карту 
сцепления [22]. В геноме медоносной пчелы 
60% всех микросателлитов приходится на 
кодирующую область, при этом 50% трину-
клеотидных и 25% динуклеотидных повторов 
расположены в экзонах [23]. Все эти локусы 
полиморфные и многие из них успешно ам-
плифицируются у других видов рода Apis — 
A. cerana (58%), A. dorsata (59%) и A. florea 
(38%). К настоящему времени на основании 
данных о степени полиморфизма STR-локу-
сов охарактеризованы популяции медоносных 
пчел Европы [24, 25], Ближнего Востока [26] 
и Африки [27]. 

Пчеловодство — важная отрасль сельско-
го хозяйства и древний промысел населения 
Беларуси с тысячелетним опытом и традици-
ями. Характерными этапами его становления 
и развития выступали охота за медом, борт-
ничество, колодное пасечное хозяйство, ра-
мочная система содержания пчел. Разрушение 
местных, аборигенных, пчел в Беларуси нача-
лось в послевоенные годы, когда для восста-
новления пчеловодства в колхозы и совхозы 
тысячами завозились пчелопакеты с Север-
ного Кавказа и Закавказья. Был внедрен план 
породного районирования, в результате кото-
рого повсеместно использовались пчеломатки 
южных подвидов [28]. К сожалению, и в на-
стоящий момент на территории республики 
продолжает осуществляться активная и пла-
номерная инвазия зарубежных пород пчел 
с целью максимального получения товарного 
меда. На фоне бесконтрольного завоза пчел 
и последующей их метизации, все более акту-
альным становится сохранение и разведение 
чистопородных пчел.

В Беларуси нами начаты системные молеку-
лярно-генетические исследования пасечных 
и бортевых медоносных пчел, обитающих 
на территории республики [29, 30]. Цель ра-
боты заключалась в определении комплекса 
ДНК-маркеров, позволяющих устанавливать 
чистопородность и выявлять метизацию ме-
доносных пчел.
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Таблица 1
Перечень образцов медоносных пчел, использованных в исследовании

Материалы и методы
Материалом для исследований служили ра-

бочие пчелы Apis mellifera, собранные само-
стоятельно владельцами пасек. Нами случай-
ным образом отбирались по 10 особей из 50 
пчел каждой семьи, которые привозили с пасек 
в лабораторию, выделялась ДНК и проводился 
индивидуальный анализ. В таблице 1 указано 
название линии/породы пчел (со слов пчело-
вода) и расположение пасеки.

Отобранных для исследования пчел фик-
сировали в 96% этаноле и хранили до вы-
деления ДНК при –10 °С. Выделение ДНК 
проводили из торакса (груди) и брюшка. 
Материал измельчали, ресуспендировали 
в 200 мкл ТЕ буфера (10 mM Tris-HCl, pH 7,5; 
1 mM EDTA). Для выделения ДНК использо-
вали Genomic DNA Purification Kit (#K0512) 
(Thermo Fisher Scientific) в соответствии с ин-
струкцией производителя. Анализ полимор-
физма локуса COI-COII в мтДНК проводили 
с использованием ПЦР со специфическими 
праймерами (GGCAGAATAAGTGCATTG; 
CAATATCATTGATGACC). Реакционная 
смесь включала 20 нг геномной ДНК, по 
5 пмоль прямого и обратного праймера, 2 

мМ смеси дНТП (dNTPs), 50 мМ МgCl2 и 5 
ед./мкл Taq-полимеразы. ПЦР проводили 
в термоциклере MyCycler™ (BioRad, США) 
в следующих условиях: 92 °С в течение 
3 мин, 30 циклов с параметрами: денатура-
ция при 92 °С — 30 сек, отжиг праймеров 
при 500 °С — 1 мин 30 сек, элонгация при 
63 °С — 2 мин. Конечная элонгация при 
72 °С — 10 мин. Качество прохождения ре-
акции оценивалось по гель-электрофорезу. 
При наличии продукта реакции проводили 
рестрикционный анализ (DraI-тест) с исполь-
зованием эндонуклеазы DraI (SibEnzyme®) 
в соответствии с инструкцией производите-
ля. Продукты рестрикции оценивали в 1,5% 
агарозном геле.

Анализ полиморфизма микросателлитных 
повторов ДНК проводили с использованием 
ПЦР с флуоресцентно-мечеными праймера-
ми [31]. Реакционная смесь включала 20 нг 
геномной ДНК, по 5 пмоль прямого и обрат-
ного праймера, 2 мМ смеси дНТП (dNTPs), 50 
мМ МgCl2 и 5 ед./мкл Taq-полимеразы. ПЦР 
проводили в термоциклере Thermal Cycler 
С1000 (BioRad, США) в следующих услови-
ях: 94 °С — 3 мин, 30 циклов с параметрами: 

№ Линия/порода, происхождение Расположение пасеки

1 Маркен 1. Бакфаст. Голландия

Минский район

2 Маркен 2. Бакфаст. Голландия

3 КВ057 × КВ294. Линия Келд. Бранштруб

4 Альгердас Альшеюс. Каунас. Литва

5 Бакфаст. Кричев. Беларусь

6 Линия 81. Краинка. Австрия

7 Nieska. Краинка. Польша

8 Альпийка. Польша

9 Среднерусская
Полесский радиоэкологический 

заповедник.10 Среднерусская

11 Среднерусская

12 Гибрид Краинка × Карпатка Молодечненский район
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денатурация при 94 °С — 30 сек, отжиг прай-
меров — 30 сек (температура отжига подби-
ралась в зависимости от праймера), элонгация 
при 72 °С — 30 сек. Конечная элонгация при 
72 °С — 10 мин. Качество прохождения реак-
ции оценивалось по гель-электрофорезу. При 
наличии продукта реакции фрагменты разде-
лялись на приборе с большей разрешающей 
способностью ABI3500 Genetic Analyzer, ко-
торый, считывая флуорофор метки, определял 
размер фрагмента в сравнении со стандартом 
MCLAB’s Orange DNA Size Standard. Уровни 
генетической структуры популяции вычисля-
ли на основе R-статистики Райта.

Филогенетические отношения установлены 
путем расчета парных генетических расстоя-
ний Nei [32] с использованием GenAlEx 6.41 

[33]. Кластерный анализ был проведен с по-
мощью программы STRUCTURE 2.3.4 [34]. 
Количество кластеров (К) находилось в диапа-
зоне от 1 до 10. Для визуализации результатов, 
их математического подтверждения методами 
Evanno [35] была использована веб-программа 
STRUCTURE Harvester [36].

Результаты и обсуждения
Специфичность образцов по полиморфизму 

локуса COI-COII мтДНК
При индивидуальном ДНК-анализе пчел 

по локусу COI-COII, особи с разными гапло-
типами внутри семьи не выявлены. При ана-
лизе межсемейного полиморфизма найдены 
два варианта фрагмента P-Q локуса COI-COII 
мтДНК — Q и PQ (табл. 2).

У пчел семьи 1 в локусе COI-COII ампли-
фицирован фрагмент размером 600–650 п. н., 
у пчел семей 2–12 — фрагмент размером 
500–550 п. н. Наиболее коротким фрагментом 
локуса COI-COII мтДHK, содержащим толь-
ко элемент Q в одной копии, характеризуются 
южные подвиды пчел эволюционной ветви С 
(meda, caucasica, cecropia, carnica, ligustica), 
обитающие на территории от Ближнего Вос-
тока до Италии. Подвиды пчел, относящиеся 
к эволюционным ветвям A, M, O, Y и Z, ха-
рактеризуются более длинным фрагментом 
локуса COI-COII мтДHK и содержат одну ко-
пию элемента P в разных вариантах и от 1 до 
5 копий элемента Q [37].

С целью подтверждения полученных данных 

мы проводили DraI-тест. Известно, что ме-
жгенная область COI-COII мтДНК A. mellifera 
вариабельна по длине за счет различного ко-
личества копий последовательности Q (192–
196 п. н.) и полной или частичной делеции 
последовательности P0 (67 п. н.). Анализ ва-
риации длины фрагмента P-Q и полиморфиз-
ма сайта рестрикции легли в основу теста для 
дополнительной характеристики гаплотипов 
мтДНК. Разработчики теста изучили 302 пче-
лосемьи, принадлежащих к 12 подвидам, и об-
наружили 21 вариант гаплотипов, которые 
были однозначно отнесены к той или иной 
эволюционной линии подвида по мтДНК [20]. 
В результате ПЦР и последующей рестрик-
ции выявляются 7 вариантов гаплотипов: P0Q, 

Таблица 2
Выявленные варианты локуса COI-COII мтДНК

№ Линия/порода пчел Элемент № Линия/порода пчел Элемент

1 Маркен 1. Бакфаст PQ 7 Nieska. Краинка Q

2 Маркен 2. Бакфаст Q 8 Альпийка Q

3 КВ057 × КВ294. Линия Келд Q 9 Среднерусская Q

4 Альгердас Альшеюс Q 10 Среднерусская Q

5 Бакфаст Q 11 Среднерусская Q

6 Линия 81. Краинка Q 12 Гибрид Краинка × Карпатка Q
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Таблица 3
Характеристика проанализированных STR-локусов

P0QQ, P0QQQ, PQ, PQQ, PQQQ, Q, которые 
имеют различные сочетания трех последова-
тельностей P0 (67 п. н.), P (54 п. н.) и Q (192–
196 п. н.) [20]. 

Результаты проведенного нами DraI-теста 
показали, что у образцов семьи 1 самый «тяже-
лый» фрагмент рестрикции был приблизитель-
но 500 п. н., у образцов семей 2–12 самый «тя-
желый» фрагмент рестрикции — 400–430 п. н. 
Сравнивая полученные данные с картой ре-
стрикции [20], мы установили, что образцы 
семьи 1 соответствуют гаплотипу М2, кото-
рый характеризуется наличием фрагмента ре-
стрикции 483/487 п. н. и соответствует пчелам 
западно-европейского происхождения, образ-
цы семей 2–12 соответствуют гаплотипу С1, 
который характеризуется наличием фрагмен-
та рестрикции 420–422 п. н. и соответствует 
пчелам, обитающим в регионе северного Сре-
диземноморья.

Таким образом, по анализу мтДНК уста-
новлено, что пчелосемьи 1 и 2, заявленные 

как аналогичные, принадлежат к разным под-
видам: 1 пчелосемья — A. m. mellifera или 
A. m. iberiensis; 2 пчелосемья — A. m. caucasica, 
или A. m. carnica, или A. m. ligustica. Образцы 
семей 9, 10, 11 заявленные как среднерусская 
порода пчел (A. m. mellifera) по данным ана-
лиза мтДНК принадлежат к южным породам 
пчел (A. m. caucasica, или A. m. carnica, или 
A. m. ligustica).

Генетическое разнообразие, чистота и ги-
бридность пчелосемей 

По данным литературы, нами подобраны 8 
STR-локусов, которые являются наиболее по-
лиморфными у большинства подвидов пчел, 
обитающих на территории Европы и России. 
Оптимизация условий ПЦР позволила полу-
чить четкую картину амплификации и устано-
вить внутрисемейный (чистота) и межсемей-
ный полиморфизм.

Всего было идентифицировано 172 аллеля 
размером от 65 до 316 п. н. (табл. 3).

STR-локус Номер 
хромосомы

Количество 
выявленных 

аллелей

Количество 
редких аллелей

Размер аллеля, п. н.

минимальный максимальный

А24 7 15 9 (60,0%) 95 214

A88 8 12 4 (33,3%) 136 156

A113 6 29 15 (51,7%) 124 246

AP043 3 27 14 (51,8%) 110 222

HB-THE-03 13 19 4 (21,1%) 179 204

HB-C16-01 16 34 14 (42,2%) 247 316

HB-C16-05 1 18 12 (66,7%) 65 108

A28а 14 18 10 (55,6%) 112 144

Число выявленных аллелей варьировало 
в зависимости от пчелосемьи и от локуса: от 
1 (А24) до 11 (АР043), среднее число аллелей 
на локус составляло от 3,7 (HB-C16-05) до 7,3 
(HB-C16-01) (табл. 4). Среднее эффективное 
число аллелей составило 3,3. Обнаружено 82 
редких аллеля, что составляет 47,7% от об-
щего числа аллелей, частота встречаемости 

редких аллелей варьировала от 0,050 до 0,25. 
Наиболее полиморфными оказались микро-
сателлитные локусы НВ-С16-01, НВ-ТНЕ-03, 
А113, АР043, в которых выявлялось от 7 до 11 
аллелей. Самым полиморфным из всех вось-
ми SSR-локусов был локус НВ-С16-01, в нем 
зафиксировано 34 аллеля, из них 14 редких 
(с частотой встречаемости менее 0,3%).
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Таблица 4
Популяционно-генетические параметры исследуемых пчелосемей

Локус Na Ne I Ho He uHe FIS

семья №1. Маркен 1. Бакфаст. Голландия

HB-C16-05 3 2,571 1,011 0,500 0,611 0,667 0,182

HB-C16-01 6 5,143 1,705 1 0,806 0,879 –0,241

HB-THE-03 5 3,273 1,352 0,833 0,694 0,758 –0,200

А88 4 3,600 1,330 0,833 0,722 0,788 –0,154

А113 7 4,909 1,736 0,778 0,796 0,843 0,023

АР043 7 4,909 1,754 0,778 0,796 0,843 0,023

А24 5 2,382 1,165 0,444 0,580 0,614 0,234

А28а 6 2,783 1,363 0,375 0,641 0,683 0,415

среднее 5,375 3,696 1,427 0,693 0,706 0,759 0,035

σ 0,498 0,402 0,098 0,079 0,032 0,034 0,082

семья №2. Маркен 2. Бакфаст. Голландия

HB-C16-05 3 2,740 1,049 0,700 0,635 0,668 –0,102

HB-C16-01 9 4,444 1,817 1 0,775 0,816 –0,290

HB-THE-03 9 6,667 2,030 1 0,850 0,895 –0,176

А88 4 2,597 1,094 0,700 0,615 0,647 –0,138

А113 8 4,878 1,803 0,700 0,795 0,837 0,119

АР043 11 7,692 2,221 0,900 0,870 0,916 –0,034

А24 5 3,509 1,392 0,900 0,715 0,753 –0,259

А28а 5 3,175 1,331 0,800 0,685 0,721 –0,168

среднее 6,750 4,463 1,592 0,838 0,743 0,782 –0,131

σ 1,013 0,661 0,154 0,046 0,034 0,035 0,046

семья №3. КВ057 × КВ294. Линия Келд. Бранштруб

HB-C16-05 2 1,835 0,647 0,700 0,455 0,479 –0,538

HB-C16-01 5 2,909 1,249 1 0,656 0,700 –0,524

HB-THE-03 4 2,746 1,132 0,222 0,636 0,673 0,650

А88 2 1,105 0,199 0,100 0,095 0,100 –0,053

А113 5 4 1,474 0,750 0,750 0,800 0

АР043 7 4,444 1,653 0,800 0,775 0,816 –0,032

А24 1 1 0 0 0 0 –



66

Молекулярная и прикладная генетика. Том 34, 2023 г.

Е. В. Гузенко. Популяционно-генетические характеристики...

Продолжение таблицы 4

Локус Na Ne I Ho He uHe FIS

А28а 7 4,444 1,678 0,700 0,775 0,816 0,097

среднее 4,125 2,810 1,004 0,534 0,518 0,548 –0,057

σ 0,811 0,498 0,230 0,131 0,109 0,116 0,143

семья №4. Альгердас Альшеюс. Каунас. Литва

HB-C16-05 3 2,667 1,040 0,700 0,625 0,658 –0,120

HB-C16-01 7 5,128 1,749 1 0,805 0,847 –0,242

HB-THE-03 5 4,348 1,511 1 0,770 0,811 –0,299

А88 2 1,969 0,685 0,875 0,492 0,525 –0,778

А113 6 4,082 1,569 0,800 0,755 0,795 –0,060

АР043 3 1,942 0,791 0,600 0,485 0,511 –0,237

А24 3 1,942 0,791 0,500 0,485 0,511 –0,031

А28а 3 1,653 0,687 0,400 0,395 0,416 –0,013

среднее 4 2,966 1,103 0,734 0,602 0,634 –0,222

σ 0,627 0,477 0,155 0,079 0,056 0,059 0,088

семья №5. Бакфаст. Кричев. Беларусь

HB-C16-05 2 1,600 0,562 0,500 0,375 0,395 –0,333

HB-C16-01 4 2,353 1,063 0,700 0,575 0,605 –0,217

HB-THE-03 5 3,175 1,331 0,900 0,685 0,721 –0,314

А88 3 2,778 1,055 0,800 0,640 0,674 –0,250

А113 4 1,800 0,855 0,556 0,444 0,471 –0,250

АР043 4 2,326 0,996 0,800 0,570 0,600 –0,404

А24 5 1,942 1,010 0,300 0,485 0,511 0,381

А28а 5 3,774 1,431 0,800 0,735 0,774 –0,088

среднее 4 2,468 1,038 0,669 0,564 0,594 –0,184

σ 0,378 0,261 0,095 0,071 0,044 0,046 0,087

семья №6. Линия 81. Краинка. Австрия

HB-C16-05 2 1,220 0,325 0,200 0,180 0,189 –0,111

HB-C16-01 8 4,878 1,803 0,900 0,795 0,837 –0,132

HB-THE-03 8 5,714 1,874 1 0,825 0,868 –0,212

А88 4 2,410 1,013 1 0,585 0,616 –0,709

А113 3 2,198 0,856 1 0,545 0,574 –0,835
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Локус Na Ne I Ho He uHe FIS

АР043 5 3,922 1,449 0,900 0,745 0,784 –0,208

А24 8 4,082 1,692 0,900 0,755 0,795 –0,192

А28а 4 1,527 0,708 0,100 0,345 0,363 0,710

среднее 5,250 3,244 1,215 0,750 0,597 0,628 –0,211

σ 0,861 0,579 0,202 0,132 0,082 0,087 0,164

семья №7. Nieska. Краинка. Польша

HB-C16-05 3 2,462 0,974 1 0,594 0,633 –0,684

HB-C16-01 5 3,057 1,330 1 0,673 0,712 –0,486

HB-THE-03 5 2,893 1,268 0,556 0,654 0,693 0,151

А88 2 1,117 0,215 0,111 0,105 0,111 –0,059

А113 3 1,906 0,787 0,667 0,475 0,503 –0,403

АР043 5 2,531 1,164 0,556 0,605 0,641 0,082

А24 4 2,492 1,087 0,667 0,599 0,634 –0,113

А28а 4 2,348 1,088 0,556 0,574 0,608 0,032

среднее 3,875 2,351 0,989 0,639 0,535 0,567 –0,185

σ 0,398 0,214 0,126 0,100 0,065 0,069 0,107

семья №8. Альпийка. Польша

HB-C16-05 4 2,381 1,089 0,600 0,580 0,611 –0,034

HB-C16-01 8 5,882 1,900 1 0,830 0,874 –0,205

HB-THE-03 7 3,774 1,608 0,900 0,735 0,774 –0,224

А88 4 1,905 0,914 0,300 0,475 0,500 0,368

А113 4 2,656 1,168 0,778 0,623 0,660 –0,248

АР043 5 3,636 1,383 0,800 0,725 0,763 –0,103

А24 2 1,835 0,647 0,700 0,455 0,479 –0,538

А28а 3 1,515 0,639 0,200 0,340 0,358 0,412

среднее 4,625 2,948 1,169 0,660 0,595 0,627 –0,072

σ 0,706 0,510 0,158 0,099 0,059 0,062 0,113

семья № 9. Среднерусская. Полесский радиоэкологический заповедник

HB-C16-05 6 3,846 1,500 0,800 0,740 0,779 –0,081

HB-C16-01 9 4,762 1,843 1 0,790 0,832 –0,266

Продолжение таблицы 4
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Локус Na Ne I Ho He uHe FIS

HB-THE-03 2 2 0,693 1 0,500 0,600 –1

А88 4 3,175 1,258 0,900 0,685 0,721 –0,314

А113 5 3,846 1,448 0,900 0,740 0,779 –0,216

АР043 6 2,857 1,373 0,600 0,650 0,684 0,077

А24 3 1,412 0,566 0,333 0,292 0,318 –0,143

А28а 2 1,117 0,215 0,111 0,105 0,111 –0,059

среднее 4,625 2,877 1,112 0,706 0,563 0,603 –0,250

σ 0,844 0,454 0,197 0,117 0,087 0,090 0,116

семья № 10. Среднерусская. Полесский радиоэкологический заповедник

HB-C16-05 6 3,240 1,455 0,778 0,691 0,732 –0,125

HB-C16-01 11 5 2,025 0,900 0,800 0,842 –0,125

HB-THE-03 4 2,571 1,120 0,444 0,611 0,647 0,273

А88 5 2,469 1,201 0,700 0,595 0,626 –0,176

А113 9 6,061 1,970 0,800 0,835 0,879 0,042

АР043 7 5 1,739 0,700 0,800 0,842 0,125

А24 7 5,714 1,831 0,900 0,825 0,868 –0,091

А28а 3 2,800 1,061 0,286 0,643 0,692 0,556

среднее 6,500 4,107 1,550 0,688 0,725 0,766 0,060

σ 0,926 0,526 0,138 0,077 0,036 0,037 0,089

семья № 11. Среднерусская. Полесский радиоэкологический заповедник

HB-C16-05 5 2,128 1,051 0,400 0,530 0,558 0,245

HB-C16-01 9 5,556 1,968 0,900 0,820 0,863 –0,098

HB-THE-03 9 6,452 2,013 0,800 0,845 0,889 0,053

А88 6 4,651 1,640 0,600 0,785 0,826 0,236

А113 9 5,714 1,947 0,900 0,825 0,868 –0,091

АР043 8 3,390 1,610 0,900 0,705 0,742 –0,277

А24 5 2,740 1,261 0,500 0,635 0,668 0,213

А28а 2 1,471 0,500 0,200 0,320 0,337 0,375

среднее 6,625 4,013 1,499 0,650 0,683 0,719 0,082

σ 0,905 0,650 0,188 0,094 0,065 0,068 0,078

Продолжение таблицы 4
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Примечание. Na — количество выявленных аллелей, Ne — количество эффективных аллелей, I — информаци-
онный индекс Шеннона, Ho — наблюдаемая гетерозиготность, He — ожидаемая гетерозиготность, FIS — коэф-
фициент инбридинга

Локус Na Ne I Ho He uHe FIS

семья № 12. Гибрид Краинка х Карпатка

HB-C16-05 6 3,390 1,440 0,900 0,705 0,742 –0,277

HB-C16-01 7 5,556 1,825 0,900 0,820 0,863 –0,098

HB-THE-03 6 2,778 1,330 0,300 0,640 0,674 0,531

А88 6 3,226 1,446 1 0,690 0,726 –0,449

А113 5 2,941 1,277 1 0,660 0,695 –0,515

АР043 4 3,175 1,258 1 0,685 0,721 –0,460

А24 4 3,448 1,304 1 0,710 0,747 –0,408

А28а 2 2 0,693 0,400 0,500 0,526 0,200

среднее 5 3,314 1,322 0,813 0,676 0,712 –0,184

σ 0,567 0,359 0,111 0,103 0,031 0,033 0,132

Окончание таблицы 4

В таблице 5 приведены результаты вычисле-
ний популяционно-генетических параметров 
исследуемых пчелосемей. Анализ высокопо-
лиморфных STR-локусов показал, что в трех 
из двенадцати исследованных пчелосемей от-
мечен незначительный дефицит гетерозигот 
(семьи 1, 10, 11) (табл. 4), остальные семьи не 
испытывали дефицита гетерозигот (Ho < He), 
что свидетельствует об интенсивном процессе 
межпородной гибридизации в данных пчело-
семьях. Наибольшее генетическое разнообра-
зие по величине индекса Шеннона установле-
но у пчелосемей 2 (I = 1,592), 10 (I = 1,550), 
11 (I = 1,499), наименьшее — у пчелосемьи 7 
(I = 0,989).

Индекс фиксации FIS варьировал от 0,187 до 
–0,236 в зависимости от локуса, и в среднем 
составил –0,107, что подтверждает преобла-
дание гетерозигот (табл. 5). Значения индекса 
FSTтакже показали, что 78,7% всего разнообра-
зия обусловлено внутрисемейными различи-
ями и только 21,3% приходится на межсемей-

ные различия. Минимальные межсемейные 
различия отмечены по локусу АР043 (11%), 
максимальные — по локусу А88 (30%).

Микросателлитные маркеры достаточно 
информативны и активно используются при 
изучении генетического разнообразия медо-
носных пчел. Cornuet J. M. показал, что для 
получения статистически значимой оценки 
структуры популяции медоносной пчелы, 
а также для отнесения особей неизвестного 
происхождения к популяциям на основании 
генетического расстояния между особями 
и популяциями достаточно изучить полимор-
физм 10 микросателлитных маркеров [38]. 
Современные исследования специалистов 
доказали, что достоверные результаты могут 
быть получены и при меньшем количестве 
SSR-маркеров.

На основе изучения вариабельности 7 
микросателлитных локусов определена зо-
на интрогрессии между пчелами подвидов 
A. m. mellifera и A. m. ligustica в Альпах на гра-
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Таблица 5
Коэффициенты F-статистики Райта, рассчитанные для исследуемых пчелосемей

SSR-локус FIS FIT FST

HB-C16-05 –0,157 0,117 0,237

HB-C16-01 –0,236 –0,005 0,186

HB-THE-03 –0,060 0,158 0,206

А88 –0,221 0,151 0,305

А113 –0,168 0,086 0,217

АР043 –0,110 0,013 0,110

А24 –0,093 0,202 0,270

А28а 0,187 0,329 0,175

среднее –0,107 0,131 0,213

Σ 0,047 0,038 0,021

нице между Францией и Италией [16], в Швей-
царии, Норвегии, Франции [39], Польше [40]. 
Анализ вариабельности 6 микросателлитных 
локусов позволил выяснить относительную 
чистоту линий иберийской популяции пчел 
подвида A. m. iberiensis в Испании и доказать 
генетическую изоляцию от популяции пчел 
подвида A. m. intermissa из Северной Африки 
и Португалии [41].

Мы изучили полиморфизм восьми высо-
кополиморфных SSR-локусов в пчелосемьях 
и выполнили анализ структуры с использова-
нием моделирования в STRUCTURE v.2.3.4. 
Обнаружена достоверная разница между об-
разцами и показана дифференциация на три 
четко выраженных кластера (K = 3). Точность 
консолидированности большинства особей 
в пределах кластера 1 (34 особей из 120 вклю-
ченных в анализ) варьировала в пределах от 
79,3 до 99,2%. Аналогичный показатель для 
особей в пределах кластера 2 (56/120) — от 
75,9 до 99,2% и для особей в пределах кластера 
3 (25/120) — от 88,0 до 99,3%. Зафиксирова-
но пять пчел, вероятность отнесения которых 
к тому или иному кластеру колебалась от 30,8 
до 68,3%. Индивидуальный молекулярно-ге-
нетический анализ пчел позволил оценить 
степень метизации в семьях. Установлено, 
что пчелосемья 1 состоит из особей, которые 
относятся к разным кластерам (4 : 5 : 1). Ана-

логичная, но в меньшей степени, ситуация 
наблюдается в пчелосемьях 4 (8 : 2), 5 (8 : 2), 
9 (7 : 3), 10 (6 : 4). Выявление в одной семье 
рабочих пчел с разными генотипами связа-
но с особенностями биологии размножения 
пчел — полиандрией. Это означает, что пчело-
матка одновременно спаривалась с трутнями, 
отличающимися по своему генетическому про-
исхождению (разные породы, экотипы и т. д.).

Пчелосемьи 2, 3, 6, 7, 8, 11, 12 являются ге-
нетически выровненными (чистыми) и одно-
значно кластеризуются.

Анализ генетических дистанций показал, 
что все пчелосемьи делятся на две ветки: 
к одной принадлежат пчелосемьи 1, 2, 3, 4, 
5, 7, 8, 9, 10, 11, 12; к другой — только одна 
пчелосемья 6 (рис. 1). Это означает, что ше-
стая семья имеет отличное от других генети-
ческое происхождение, что совпадает с ин-
формацией о стране происхождения данного 
образца — линия краинской породы пчел ав-
стрийской селекции, которая, по данным мо-
лекулярно-генетического анализа, является 
«чистой», т. е. генетически однородной.

Остальные образцы — это разнообразные 
гибриды южных подвидов пчел. Анализ ден-
дрограммы подтверждает данное заключение. 

Семьи 1, 2, 3, 4, 5, 8 — принадлежат одной 
ветви дендрограммы с небольшими генетиче-
скими дистанциями между собой. Анализируя 
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происхождение данных пчелосемей, можно 
однозначно заключить, что это гибриды по-
роды Бакфаст. Данный вывод подтверждается 
максимальной генетической близостью 1 и 2 
семьи, что совпадает с их заявленным общим 
происхождением (линии Бакфаст) (табл. 1, 
рис. 1). Известно, что порода Бакфаст полу-
чена путем скрещивания медоносных пчел 
подвида A. m. ligustica и местных популяций 
медоносных пчел Великобритании. Следова-
тельно, образцы 3, 4, 5, 8 генетически близки 
к южному подвиду A. m. ligustica.

Семьи 7, 9, 10, 11, 12 также группируются 
на одной ветке дендрограммы, следовательно, 
являются генетически близкими. Образцы 7 
и 12 заявлены как «Nieska. Краинка. Поль-
ша» и «гибрид Краинка × Карпатка». Веро-
ятнее всего, это гибриды южных подвидов 
A. m. carnica, A. m. carpatica, которые широ-
ко используются в разведении на территории 
Восточной Европы, в том числе Беларуси (бы-
товое название Краинка и Карпатка). Семьи 9, 
10, 11 были заявлены как среднерусские пчелы 
(табл. 1), однако анализ мтДНК и SSR-анализ 
опровергли эту информацию. Данные образ-
цы однозначно являются южными подвидами 
пчел, а так как на дендрограмме они группиру-
ются вместе с образцами 7, 12, то являются ги-
бридами подвидов A. m. carnica, A. m. carpatica 
(табл. 1, рис. 1).

Таким образом, комплексный молекуляр-
но-генетический анализ пчелосемей с ис-
пользованием восьми высокоэффективных 

Рис. 1. Генетические расстояния между исследуемыми пчелосемьями

SSR-маркеров (HB-C16-05, HB-C16-01, HB-
THE-03, А88, А113, АР043, А24, А28а) и мар-
керов митохондриального генома позволил 
с высокой степенью достоверности выявить 
межсемейный и внутрисемейный полимор-
физм, установить происхождение, чистоту 
и гибридность пчелосемей.

Заключение
Для сохранения генофонда аборигенных 

пчел и чистопородного разведения необходи-
ма точная идентификация подвидовой при-
надлежности и происхождения семей. Только 
использование молекулярно-генетических 
методов оказывается эффективным для разли-
чения подвидов медоносной пчелы с большим 
уровнем достоверности в условиях их массо-
вой гибридизации. Нами определены катего-
рии информативных SSR-маркеров с высоким 
дифференцирующим потенциалом. Обнару-
жена достоверная разница в генетической 
структуре исследуемых пчелосемей и показа-
но разделение на три кластера. Выявлен вну-
трисемейный и межсемейный генетический 
полиморфизм, установлены чистопородные 
и помесные пчелосемьи. Представленные 
в статье результаты исследований являются 
новыми данными о генетическом полимор-
физме медоносных пчел, разводимых в Респу-
блике Беларусь.
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Методом прямого секвенирования определены частоты встречаемости полиморфных вариантов rs10046 
и rs4646 гена CYP19A1 у жителей Беларуси старше 60 лет. Выявлены гендерные различия в распределении по-
лиморфных вариантов rs10046 и rs4646: у мужчин младше 90 лет достоверно чаще, чем у женщин, встречались 
гомозиготные варианты ТТ (rs10046) и GG (rs4646), ассоциированные с повышенной активностью ароматазы 
(p = 0,028 и p = 0,019 соответственно). Установлено, что носительство полиморфного локуса ТТ rs10046 гена 
CYP19A1 достоверно чаще встречается у женщин с избыточной массой тела (ИМТ ≥25) по сравнению с жен-
щинами с нормальной массой тела (ИМТ <25) (р = 0,046). Выявлена ассоциация полиморфных вариантов гена 
СYР19А1 с показателями липидного обмена (общий холестерин, ХС ЛПНП, ХС ЛПВП) у людей старше 60 лет 
с повышенной массой тела.

Ключевые слова: долголетие, старение, ароматаза, прямое секвенирование, генетический полиморфизм, 
ген CYP19A1.

Введение
Одним из важных факторов социально-э-

кономического развития общества является 
увеличение продолжительности жизни. Со-
гласно статистическим данным за 2021 г., из 
9 349 645 человек населения Беларуси около 
1,54% (143 692 чел.) — люди старше 85 лет 
и около 21,6% (2 021 505 чел.) — люди в воз-
расте 60–85 лет [1]. Такое процентное соотно-
шение свидетельствует о том, что в Республи-
ке Беларусь, как и во всем мире, наблюдается 
тенденция к увеличению доли людей пожило-
го и старческого возраста. Старение населения 
ставит задачи укрепления здоровья и расши-
рения функциональных возможностей пожи-
лых людей для увеличения их активной, пол-
ноценной жизни [2].

Особое значение проблема «здорового ста-
рения» приобретает в пожилом возрасте, ког-
да человек становится наиболее уязвимым 
в экономическом, социальном и психологи-

УДК 577.121:577.125.2:612.681

ческом отношении, а также существенно ос-
лабевают внутренние и внешние механизмы 
защиты от воздействия различных факто-
ров риска, число которых в настоящее время 
резко возросло [3, 4]. В результате снижения 
уровня метаболической активности в орга-
низме лиц пожилого и старческого возраста 
наблюдается снижение содержания мышеч-
ной массы и увеличение доли жировой ткани. 
С усугубляющимися при этом нарушениями 
липидного гомеостаза сопряжены ускорение 
процессов атерогенеза и высокий риск разви-
тия ряда мультифакторных возраст-ассоцииро-
ванных заболеваний. Избыточная масса тела 
(индекс массы тела (ИМТ) ≥25 кг/м2) и ожире-
ние (ИМТ ≥30 кг/м2) часто наблюдаются у па-
циентов пожилого возраста с выраженной ги-
пертриглицеридемией. 

Известно, что жировая ткань функционирует 
как эндокринный орган и секретирует различ-
ные биологически активные вещества, которые 



И. Н. Андреева и др. Интегративная оценка параметров...

Молекулярная и прикладная генетика. Том 34, 2023 г.

77

принимают участие в регуляции углеводно-
го обмена (адипонектин, резистин), липидно-
го обмена (лептин, ингибитор транспортного 
белка холестериновых эфиров), асептического 
воспаления [5, 6]. Кроме того, жировая ткань 
является источником синтеза стероидных гор-
монов. В ней под действием ферментов проис-
ходит конверсия андрогенов в эстрогены.

Ароматаза — ферментный комплекс микро-
сом, реализующий биосинтез эстрона из ан-
дростендиона и эстрадиола из тестостерона. 
Повышенный уровень ароматазы у женщин 
старшей возрастной группы регистрируется 
в жировой ткани, так как именно в жировой 
ткани происходит синтез эстрогенов у жен-
щин в период постменопаузы [7, 8]. Ген аро-
матазы CYP19A1 человека локализован на 
15-й хромосоме в локусе 15q21.2 (51,500,254-
51,630,807), кодирующий регион размером 
около 30 т. п. н. включает девять (II–X) ко-
дирующих экзонов [9, 10]. Ген ароматазы 
CYP19А1 — высокополиморфный. При этом 
существуют выраженные межпопуляцион-
ные различия в частоте встречаемости поли-
морфных вариантов гена [11]. Полиморфизмы 
rs10046, rs4646 оказывают влияние на изме-
нение экспрессии ароматазы.

Цель данного исследования — изучить ал-
лельный полиморфизм гена CYP19А1, коди-
рующего ароматазу, у добровольцев старшей 
возрастной группы (старше 60 лет).

Материалы и методы
Было получено 427 образцов биологическо-

го материала добровольцев старшей возраст-
ной группы, из которых 158 человек долгожи-

тели (старше 90 лет) и 269 человек в возрасте 
60–89 лет, проходивших лечение в отделениях 
Республиканского клинического госпиталя ин-
валидов Великой Отечественной Войны имени 
П. М. Машерова. Сбор биологического мате-
риала проводился с соблюдением этических 
норм (добровольность, конфиденциальность) 
с письменного информационного согласия 
пациентов.

На первом этапе из данного исследования 
были исключены пациенты, имеющие эндо-
кринные заболевания и сахарный диабет 2-го 
типа, т. к. эти нозологии связаны с нарушени-
ем липидного обмена и гормонального состо-
яния человека.

Молекулярно-генетические и клинические 
исследования были проведены у 327 добро-
вольцев старше 60 лет. Антропометрические 
исследования проведены у 305 человек, у 22 
человек отсутствуют данные об ИМТ. В за-
висимости от индекса массы тела сформиро-
ваны две группы: группа 1 — основная груп-
па — пациенты старше 60 лет с избыточной 
массой тела (ИМТ ≥25) — 113 человек; груп-
па 2 — группа сравнения — пациенты стар-
ше 60 лет с нормальной массой тела (ИМТ 
<25) — 192 человека (табл. 1.).

Геномную ДНК выделяли из периферической 
венозной крови методом фенольно-хлороформ-
ной экстракции с использованием протеиназы 
К с последующей очисткой этанолом. Для ге-
нотипирования локусов rs10046 и rs4646 гена 
CYP19A1, кодирующего фермент метаболизма 
эстрогенов ароматазу, использовали метод пря-
мого секвенирования. В таблице 2 представле-
ны праймеры и программа проведения ПЦР.

Таблица 1
Характеристика пациентов в исследуемых группах

Показатели Группа 1
(основная группа)

Группа 2
(группа сравнения)

Всего 113 192

Старше 90 лет 24 82

60–89 лет 89 110

Мужчины 50 88

Женщины 63 104



78 И. Н. Андреева и др. Интегративная оценка параметров...

Молекулярная и прикладная генетика. Том 34, 2023 г.

Таблица 2
Последовательности праймеров и программа проведения ПЦР гена CYP19A1

Ген Полиморфизмы Последовательность 
праймера Программа проведения ПЦР

Размер 
продукта, 

п. н.

CYP19A1

rs10046 F 5'-ccttgcacccagatgagac-3' 94 °С — 3 мин,  
[94 °С — 40 сек, 56 °С — 40 сек, 

72 °С — 40 сек] ×35циклов,  
72 °С — 10 мин

310

rs4646 R 5'-cctcaaactcttggcctctg-3'

Условия ПЦР подбирали эксперименталь-
но. Детекцию амплифицированного фраг-
мента проводили в горизонтальном агароз-
ном геле с концентрацией 2,2%, обработку 
данных — с помощью компьютерной про-
граммы ImageLab. Терминирующую реакцию 
проводили с помощью коммерческого набора 
BigDye Terminator v3.1 Cycle Seguencing Kit 
(«Applied Biosystems», США). Определение 
нуклеотидной последовательности осущест-
вляли на автоматическом генетическом анали-
заторе Applied Biosystems 3500 DNA Analyzer. 
Для анализа полученных сиквенсограмм ис-
пользовали программу SequenceScanner v1.0.

Определены биохимические показатели 
крови: триглицериды (ТГ), общий холестерин 
(ОХ) и его фракции — холестерин липопроте-
инов низкой плотности (ХС ЛПНП), холесте-
рин липопротеинов высокой плотности (ХС 
ЛПВП) у 145 пациентов старшей возраст-
ной группы. Использовались коммерческие 
диагностические наборы CORMAY (Поль-
ша), DIALAB (Австрия), Витал Диагностикс 
СПб (Россия), Erba Mannheim (Франция), 
Biomaxima (Польша). Измерения проводи-
лись на биохимических анализаторах Dialab 
Autolyzer (Австрия), Clima MC-15 (Испания). 
Биохимические исследования осуществлялись 
в лаборатории Института физиологии Нацио-
нальной академии наук Беларуси.

Статистическую обработку данных про-
водили с использованием онлайн-програм-
мы SNPStats (http://bioinfo.iconcologia.net/
SNPstats_web) и программы GraphPad InStat 
Version 3.05. При сравнении частот генотипов 
использовался стандартный критерий χ2 Пир-

сона и отношение шансов (OR) с расчетом 95% 
доверительного интервала (95% CI). Проверку 
числовых значений на нормальность распре-
деления проводили с помощью критерия Ша-
пиро-Уилка. Все количественные параметры 
соответствовали закону нормального распре-
деления, поэтому проводили анализ с помо-
щью t-критерия Стьюдента и однофакторного 
дисперсионного анализа при межгрупповом 
сравнении. Количественные данные представ-
ляли в виде среднего арифметического и стан-
дартной ошибки (Mean ± SE). Статистически 
значимыми являлись различия при p <0,05 
независимо от метода применяемого анализа.

Результаты и обсуждения
В таблице 3 представлены частоты встречае-

мости полиморфных вариантов гена CYP19A1 
с учетом пола и возраста обследуемых.

Среди обследуемых добровольцев младше 
90 лет выявлены статистически значимые 
различия в распределении полиморфных ва-
риантов rs10046 и rs4646 между мужчинами 
и женщинами. Носители генотипа GT rs4646 
гена CYP19A1 достоверно чаще встречаются 
среди женщин (40,3%) по сравнению с муж-
чинами (21,1%), уровень значимости p = 0,01 
(рис. 1). В то же время у мужчин младше 90 лет 
достоверно чаще, чем у женщин, встречались 
гомозиготные варианты ТТ (rs10046) и GG 
(rs4646), ассоциированные с повышенной ак-
тивностью ароматазы и развитием некоторых 
заболеваний сердечно-сосудистой системы 
(уровень значимости p = 0,028 и p = 0,019 со-
ответственно).

Результаты анализа полиморфных вариантов 
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Примечание. * достоверные различия между мужчинами и женщинами 

Рис. 1. Анализ полиморфных вариантов гена CYP19A1 у добровольцев 60–89 лет в зависимости от пола

Таблица 3
Частота встречаемости полиморфных вариантов гена CYP19A1 с учетом пола и возраста 

добровольцев

Генотип

Мужчины
(старше 90 лет)

Женщины
(старше 90 лет)

Мужчины
(60–89 лет) 

Женщины
(60–89 лет)

n % n % n % n %

CYP19A1 rs10046

T/T
C/T
C/C

27
39
10

35,5
51,3
13,2

13
27
11

25,5
52,9
21,6

30
30
11

42,2
42,2
15,6

35
71
23

27,1* 
55,5
17,8

CYP19A1 rs4646

G/G
G/T
T/T

49
25
2

64,5
32,9
2,6

30
18
3

58,8
35,3
5,9

52
15
4

73,2
21,1
5,6

71
52
6

55,5*

40,3*

4,7

rs10046 и rs4646 у обследуемых в зависимо-
сти от ИМТ показали отсутствие статистиче-
ски значимых различий изучаемых локусов 
гена CYP19A1 при сравнении групп с разным 

ИМТ (табл. 4). 
Однако статистический анализ с учетом 

пола и ИМТ обследуемых выявил связь по-
лиморфного варианта rs10046 гена CYP19A1 
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Таблица 4
Частоты встречаемости полиморфных вариантов rs10046 и rs4646 в группе 1 и группе 2

Модель Генотип Группа 2
(ИМТ <25)

Группа 1
(ИМТ ≥25) OR (95% CI) P-value

rs10046

Кодоминантная

T/T 60 (31,2%) 42 (37,2%) 1,00

0,57C/T 99 (51,6%) 54 (47,8%) 1,28 (0,77–2,15)

C/C 33 (17,2%) 17 (15%) 1,36 (0,67–2,75)

Доминантная
T/T 60 (31,2%) 42 (37,2%) 1,00

0,29
C/T-C/C 132 (68,8%) 71 (62,8%) 1,30 (0,80–2,12)

rs4646

Кодоминантная

G/G 124 (64,6%) 65 (57,5%) 1,00

0,27G/T 58 (30,2%) 44 (38,9%) 0,69 (0,42–1,13)

T/T 10 (5,2%) 4 (3,5%) 1,31 (0,40–4,34)

Доминантная
G/G 124 (64,6%) 65 (57,5%) 1,00

0,22
G/T-T/T 68 (35,4%) 48 (42,5%) 0,74 (0,46–1,20)

с избыточной массой тела в зависимости от 
пола пациентов (рис. 2). Среди обследованных 
добровольцев носители генотипа ТТ rs10046 
гена CYP19A1 достоверно чаще встречались 
в группе женщин с избыточной массой тела 
по сравнению с женщинами с нормальной мас-
сой тела (OR = 0,52; CI:0,29–0,93; р = 0,046), 
что может являться фактором риска развития 
хронических заболеваний, связанных с мета-
болическими нарушениями.

Таким образом, в нашем исследовании уста-
новлена взаимосвязь генетического полимор-
физма CYP19A1 с повышенной массой тела 
у женщин. Данные результаты могут быть 
связаны с вовлеченностью ароматазы в ме-
таболизм эстрадиола, повышенный уровень 
которого у женщин в менопаузе определяется 
в жировой ткани.

Уровень эстрогенов в значительной степе-

ни связан с двумя полиморфизмами в 3’UTR 
rs10046 (замена c.1531 C > T) и rs4646 (заме-
на c.1673 G > T) гена CYP19A1. Стоит отме-
тить, что полиморфизмы в 3’UTR (rs10046 
и rs4646) расположены на расстоянии 142 
п. н. друг от друга и находятся в неравно-
весном сцеплении [12, 13]. В исследованиях 
показана ассоциация аллеля C полиморфизма 
rs10046 с низким уровнем эстрона и эстра-
диола, а аллель Т определяет повышенную 
активность ароматазы и увеличение содержа-
ния эстрогенов [14, 15]. Этот полиморфный 
локус связан с артериальной гипертензией 
у женщин, с изменением функции гипофиза 
у женщин в пременопаузе и с риском рака 
молочной железы (РМЖ) [16, 17, 18]. Более 
того, доказано, что у пациентов с генотипом 
T/T rs10046 снижается возраст развития РМЖ 
до 50 лет [19, 20]. Помимо rs10046, на регу-
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ляцию синтеза эстрона и эстрадиола влияет 
rs4646. Известно, что генотипы G/T и T/T 
rs4646 ассоциированы со снижением риска 
развития РМЖ и инсульта среди лиц старше 
64 лет [11, 21–22].

С возрастом возникает тенденция к ожире-
нию и атеросклерозу, сахарному диабету 2-го 
типа, особенно у женщин в период постмено-
паузы [23–25]. Снижение содержания тесто-
стерона и повышенный уровень эстрадиола 
рассматриваются в качестве основных мар-
керов у мужчин, способствующих развитию 
абдоминального ожирения и метаболического 
синдрома [26]. В таком случае в жировой тка-
ни происходит повышенный синтез женских 
половых гормонов. В свою очередь, повы-
шенное содержание эстрогенов в сочетании 
с нарушением обмена веществ является одним 
из факторов риска патологических состояний 
(метаболический синдром, дислепидемия, сер-
дечно-сосудистые заболевания), приводящих 
к ранней смертности населения.

Поэтому представляет несомненный интерес 
поиск генетических маркеров, влияющих на 
липидный обмен у людей пожилого возраста.

На следующем этапе нашего исследования 
была проведена интегративная оценка пара-
метров липидного обмена с данными молеку-
лярно-генетических исследований (табл. 5, 6). 
Выявлена связь полиморфных вариантов гена 
СYР19А1 с показателями липидного обмена 

у людей с повышенной массой тела. Установ-
лено, что у носителей генотипа СС rs10046 
достоверно выше уровень ХС ЛПНП по 
сравнению с носителями генотипов СТ и ТТ 
(р = 0,01) независимо от пола обследуемых. 
Эта же закономерность сохраняется и у муж-
чин с повышенной массой тела (р = 0,015). Для 
полиморфизма rs4646 также отмечается до-
стоверно высокий уровень ХС ЛПНП у людей 
с повышенной массой тела и генотипом GG по 
сравнению с носителями генотипов GТ и TT 
(р = 0,027) независимо от пола обследуемых. 
Кроме того, у мужчин с повышенной массой 
тела и генотипом GG rs4646 отмечается досто-
верно высокий уровень общего холестерина 
(р = 0,015) ХС ЛПНП (р = 0,004) и ХС ЛПВП 
(р = 0,013) (табл. 6).

В нашем исследовании показано несомнен-
ное влияние генетического полиморфизма 
CYP19A1, участвующего в метаболизме по-
ловых гормонов, на липидный статус (общий 
холестерин, ХС ЛПНП, ХС ЛПВП) у добро-
вольцев старшей возрастной группы с избы-
точной массой тела (ИМТ ≥25). Полученные 
нами результаты согласуются с данными дру-
гих исследователей, которые показали вли-
яние некоторых полиморфных локусов гена 
CYP19A1 на изменения уровней биохимиче-
ских показателей липидного обмена и на риск 
развития ожирения, гипертонии, различных 
эстроген-зависимых заболеваний у женщин 

Рис. 2. Частоты полиморфных вариантов rs10046 гена CYP19A1 в старших возрастных группах в зависимости 
от индекса массы тела (ИМТ) и пола
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и мужчин, таких как рак молочной железы, 
рак эндометрия, рак предстательной железы 
[13, 27].

Заключение
Установлены гендерные различия в рас-

пределении полиморфных вариантов rs10046 
и rs4646: у мужчин младше 90 лет достовер-
но чаще, чем у женщин, встречались гомози-
готные варианты ТТ (rs10046) и GG (rs4646), 
ассоциированные с повышенной активностью 
ароматазы (уровень значимости p = 0,028 
и p = 0,019 соответственно). Кроме того, но-
сительство полиморфного локуса ТТ rs10046 
гена CYP19A1 достоверно чаще встречается 
у женщин с избыточной массой тела (ИМТ 
>25) не имеющих сахарного диабета 2 типа по 
сравнению с женщинами с нормальной массой 
тела (р = 0,046).

Выявлена связь полиморфных вариантов 
гена СУР19А1 с показателями липидного об-
мена (триглицериды, общий холестерин, ХС 
ЛПНП, ХС ЛПВП) у людей с повышенной 
массой тела. 

Гендерные различия в частоте встречаемо-
сти полиморфных вариантов гена СУР19А1, 
влияние данных полиморфизмов на индекс 
массы тела и липидный статус добровольцев 
свидетельствует о возможности включения 
данных локусов в панели предрасположенно-
сти к дислепидемии и заболеваниям, ассоци-
ированным с нарушением липидного статуса 
(сердечно-сосудистые, онкологические).
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The frequency of occurrence of polymorphic variants rs10046 and rs4646 of the CYP19A1 gene in the residents of 
Belarus over 60 years old was determined using direct sequencing. Gender differences were revealed in the distribution 
of rs10046 and rs4646 polymorphic variants. In men under 90 years of age, homozygous TT (rs10046) and GG (rs4646) 
variants associated with increased aromatase activity were significantly more common than in women (p = 0.028 and 
p = 0.019, respectively). Carriage of the polymorphic rs10046 locus of the CYP19A1 TT genotype was found to be 
significantly more common in overweight women (BMI ≥25) compared to women with normal body weight (BMI <25) 
(p = 0.046). An association of polymorphic variants of the CYP19A1 gene with lipid metabolism indicators (total 
cholesterol, LDL cholesterol, HDL cholesterol) was found in people over 60 years of age with increased body weight.
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Введение
Рак легких (РЛ) и хроническая обструктив-

ная болезнь легких (ХОБЛ) являются ведущи-
ми причинами заболеваемости и смертности во 
всем мире. ХОБЛ является третьей по частоте 
причиной смерти, а рак легкого — седьмой [1]. 
Важно отметить, что 45–63% пациентов с ра-
ком легкого во всем мире страдают ХОБЛ [2]. 
Несмотря на современные разработки в обла-
сти диагностики и лечения, эти патологии ока-
зывают серьезное экономическое и социальное 
давление на системы общественного здравоох-
ранения [3]. Поэтому понимание механизмов 
развития РЛ и ХОБЛ, в особенности на молеку-
лярном и генетическом уровнях, очень важно 
как для профилактики, так и для составления 
подходящего плана лечения [4, 5, 6].

Риск развития РЛ и ХОБЛ зависит от образа 
жизни, перенесенных легочных заболеваний, 
вирусных и бактериальных инфекций, генети-
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Исследована частота встречаемости полиморфных вариантов генов SOD2 (rs4880), CAT (rs7943316, rs1001179) 
и GSTP1 (rs1695) у пациентов с раком легкого (138 чел.), пациентов с хронической обструктивной болезнью 
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полиморфизмов в группах исследования не было обнаружено. Выявлена статистически значимая зависимость 
между генотипом G/G гена GSTP1 (rs1695) и курением у пациентов с раком легкого по сравнению с контроль-
ной группой (OR (95% CI) 2,98 (1,14–7,83)) и группой пациентов с ХОБЛ (OR (95% CI) 4,47 (1,20–16,63)). Уста-
новлено, что гомозиготные варианты А/А (rs7943316) и С/С (rs1001179) (OR (95% CI) 2,21 (1,05–4,65)) гена 
САТ ассоциированы с преимущественным развитием плоскоклеточного рака легкого в сравнении с аденокар-
циномой (OR (95% CI) 4,33 (1,28–14,68) и 2,21 (1,05–4,65) соответственно).
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ческой предрасположенности [7]. В 80% слу-
чаев общим экологическим фактором риска 
возникновения РЛ и ХОБЛ является курение, 
так как в сигаретном дыме присутствует мно-
жество вредных веществ: полициклические 
ароматические углеводороды, нитрозамины, 
ароматические амины, винилхлорид, радон 
и продукты его разложения (висмут и поло-
ний) и т. д. Действие этих соединений может 
приводить к апоптозу эпителиальных клеток 
дыхательных путей или к повреждению ДНК 
[7, 8]. Помимо этого, оксиданты, содержащие-
ся в сигаретном дыме, выхлопных газах, лако-
красочных изделиях, увеличивают количество 
активных форм кислорода (АФК) в клетках, что 
приводит к возникновению такого состояния, 
как оксидативный стресс, когда уровень АФК 
значительно превышает антиоксидантную си-
стему защиты клетки, что может приводить 
к повреждениям клеток и их содержимого [9].
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Для борьбы со свободными радикалами 
и активными формами кислорода существует 
сложная система ферментов антиоксидантной 
защиты, которые выполняют ступенчатое пре-
образование АФК до молекул воды и кислоро-
да. В ткани легкого эта система представлена 
следующими ферментами: супероксиддисму-
таза (SOD), каталаза (CAT), глутатион перок-
сидаза (GPX), глутатион S-трансферазы (GST) 
[10, 11]. Активность этих ферментов может 
быть связана с полиморфизмом генов, кото-
рые их кодируют.

Цель нашего исследования — изучить ге-
нетический полиморфизм ферментов анти-
оксидантной защиты GSTP1 (rs1695), CAT 
(rs7943316 и rs1001179) и SOD2 (rs4880) у па-
циентов с раком легких и хронической об-
структивной болезнью легких.

Материалы и методы
В исследования включены образцы ДНК 138 

пациентов с немелкоклеточным раком легкого 
(плоскоклеточный и аденокарцинома) в возрас-
те 55–90 лет и 101 пациента с ХОБЛ в возрасте 
55–73 года. Контрольную группу составили 192 
образца ДНК людей в возрасте 61–90 лет без 
клинических проявлений легочных патологий. 

Сбор биологического материала проводился 
с соблюдением этических норм (доброволь-
ность, конфиденциальность) с письменного 
информированного согласия пациента.

Геномную ДНК выделяли из лейкоцитов пе-
риферической венозной крови методом феноль-
но-хлороформной экстракции с использованием 
протеиназы К с последующей очисткой этано-
лом [12]. Для выявления полиморфизмов rs1695 
гена GSTP1 и rs7943316 гена CAT использовали 
метод ПЦР с анализом длин рестрикционных 
фрагментов (ПЦР-ПДРФ). Определение поли-
морфизма rs1001179 гена CAT производилось 
методом прямого секвенирования по Сэнгеру 
с помощью капиллярного электрофореза на ге-
нетическом анализаторе ABI PRISM 3500. По-
лученные нуклеотидные последовательности 
анализировались с использованием программ 
Sequence Scanner v1.0. Для генотипирования 
полиморфизма rs4880 гена SOD2 проводилась 
ПЦР в режиме реального времени на амплифи-
каторе BioRad CFX96 Real-time System, анализ 
результатов осуществлялся в компьютерной 
программe BioRad CFX Maestro.

В таблице 1 представлены условия ПЦР, 
праймеры и эндонуклеазы рестрикции, ис-
пользованные в работе.

Таблица 1
Условия ПЦР, подобранные для генотипирования, и размер фрагментов

SNP Размер 
фрагмента

Последовательность праймера
5’-3’

Условия 
амплификации

Эндонуклеазы 
рестрикции

GSTP1 
(A313G) 
rs1695

433 п. н. F: TAGTTTGCCCAAGGTCAAG
R: GCCACCTGAGGGGTAAG

3 мин — 94 °С
[1 мин — 94 °С

1 мин 30 сек — 59 °С
1 мин 30 сек — 72 °С]

30 циклов
7 мин — 72 °С

Alw26I 
(ThermoFisher Scientific).
Буфер 10× Buffer Tango 

(with BSA) 
(Thermo Fisher Scientific)

САТ 
(–21A < T) 
rs7943316

250 п. н. F: AATCAGAAGGCAGTCCTCCC
R: TCGGGGAGCACAGAGTGTAC

3 мин — 95 °С
[30 сек — 95 °С
30 сек — 61 °С
1 мин — 72 °С]

34 цикла
5 мин — 72 °С

Hinf1 
(New England BioLabs).

Буфер CutSmart 
(New England BioLabs)

САТ
(–262С < T) 
rs1001179

445 п. н. F: AATCAGAAGGCAGTCCTCCC
R: TCGGGGAGCACAGAGTGTAC

3 мин — 95 °С
[30 сек — 95 °С
30 сек — 61 °С
1 мин — 72 °С]

34 цикла
5 мин — 72 °С

Экзонуклеаза I 
(Exo I) и щелочная 
фосфатаза (Shrimp 

Alkaline Phosphatase) 
производства «Thermo 

Scientific»
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Статистическая обработка данных про-
водилась с помощью онлайн-инструмента 
SNPStats.

Результаты и обсуждение
В ходе исследования проведен анализ че-

тырех полиморфизмов: GSTP1 (rs1695), CAT 
(rs7943316 и rs1001179) и SOD2 (rs4880) в трех 
группах — пациенты с РЛ, пациенты с ХОБЛ 
и люди без легочных патологий. Для определе-
ния связи полиморфных вариантов изучаемых 
генов с риском развития РЛ и ХОБЛ проводили 
сравнение с контрольной группой и групп с РЛ 
и ХОБЛ между собой. Кроме того, проведен 
анализ зависимости между полиморфизмами 
и статусом курения, онкоанамнезом, стадией 
и гистологией рака легкого. Для описания ас-
социаций использовали кодоминантную и до-
минантную модели.

Распределение частот полиморфных вариан-
тов исследуемых локусов во всех группах со-
ответствовало равновесию Харди-Вайнберга. 

Частоты встречаемости генотипов в иссле-
дуемых группах представлены в таблице 2.

Во всех группах преобладающим геноти-
пом в локусе rs4880 SOD2 оказался промежу-
точный С/Т (52,6–56,7%), варианты С/С и Т/Т 
распределены примерно поровну. В локусах 
rs1001179 CAT и rs1695 GSTP1 наибольшую 
частоту встречаемости имеют генотипы 262С/С 
(59,0–59,4%) и 313А/А (51,0–53,1%) соответ-
ственно, менее всего — 262Т/Т (4,7–8,2%) 
и 313G/G (5,2–12,2%). При анализе полимор-
физма rs7943316 гена САТ преобладающим 
оказался генотип 21Т/Т (44,7–45,8%), следу-
ющим по частоте идет промежуточный 21А/Т 
(38,2–41,8%), реже всего выявляется 21А/А 
(13,3–16,0%). При этом мы не выявили досто-
верных различий между исследуемыми груп-
пами при изучении взаимосвязи между стадией 

SNP Размер 
фрагмента

Последовательность праймера
5’-3’

Условия 
амплификации

Эндонуклеазы 
рестрикции

SOD2
(Т47С)
rs4880

–

F:CTGTGCTTTCTCGTCTTCAG
R: CGTTGATGTGAGGTTCCAG

FAM: CTGGCTCCGGTTTTGGGG
VIC:CTGGCTCCGGCTTTGGGG

3 мин — 95 °С
[15 cек — 95 °С
30 cек — 64 °С
30 cек — 72 °С]

40 циклов

–

Окончание таблицы 1

онкологического заболевания и клинико-мор-
фологическими признаками.

По результатам статистического анализа 
установлена ассоциация между статусом ку-
рения и полиморфными вариантами в гене 
GSTP1 у пациентов с РЛ. Так, генотип G/G 
гена GSTP1 достоверно чаще встречался у ку-
рящих людей с РЛ, по сравнению с контроль-
ной группой (OR (95% CI) 2,98 (1,14–7,83)) 
и группой пациентов с ХОБЛ (OR (95% CI) 
4,47 (1,20–16,63)). Результаты представлены 
на рисунке 1.

При сравнении контрольной группы и па-
циентов с ХОБЛ с учетом статуса курения 
статистически достоверных различий не об-
наружено.

Также исследована зависимость меж-
ду гистологией опухоли (аденокарцинома 
и плоскоклеточный РЛ) и полиморфными 
вариантами гена каталазы и показано, что 
плоскоклеточный РЛ чаще встречается у па-
циентов с генотипом –21А/А rs7943316 (OR 
(95% CI) 4,33 (1,28–14,68)) (рис. 2) и с ге-
нотипом –262С/С rs1001179 гена САТ (OR 
(95% CI) 2,21 (1,05–4,65)) (рис. 3).

В клетках млекопитающих присутствует 3 
вида супероксиддисмутаз. Cu-ZnSOD локали-
зована в цитоплазме, ядре и межмембранном 
пространстве митохондрий. EsSOD (внекле-
точный) находится в цитоплазматической 
мембране. MnSOD кодируется ядерной ДНК, 
находится в матриксе митохондрий и пред-
ставляет собой гомомерный фермент [19]. Он 
является основным митохондриальным анти-
оксидантом в системе детоксификации клетки, 
который способен нейтрализовать супероксид 
анион (∙О2

–) в менее реактивную форму — пе-
роксид водорода (H2O2). Активность MnSOD 
значительно повышается в эпителиальных 
и эндотелиальных клетках, фибробластах, 
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Рис. 2. Частоты встречаемости полиморфных вариантов гена САТ (rs7943316) в зависимости от гистологического 
типа РЛ

Рис. 3. Частоты встречаемости полиморфных вариантов гена САТ (rs1001179) в зависимости от гистологического 
типа РЛ

Рис. 1. Частоты встречаемости полиморфных вариантов гена GSTP1 в группах сравнения с учетом статуса курения
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альвеолах и раковых клетках легкого в ре-
зультате воздействия оксидантов, сигаретного 
дыма, асбестной пыли, озона, фактора некро-
за опухоли α (TNF-α), INFy, интерлекинов-1 
и -6, эндотоксинов, редокс-регуляторов и во 
время воздействия веществ, редуцирующих 
тиол [14].

В геноме человека этот фермент кодирует-
ся геном SOD2, расположенным на 6 хромо-
соме и состоящим из 5 экзонов и 4 интронов. 
Полиморфизм rs4880 затрагивает N-конец 
молекулы, где происходит транзиция С > Т 
в лидерной последовательности, вызываю-
щая замещение аланина (GCT) валином (GTT) 
в 16 кодоне, что нарушает вторичную струк-
туру α-спирали MnSOD и влияет на локали-
зацию и эффективность митохондриального 
транспорта данного фермента. В результате 
исследований было выявлено, что вариант СС 
(Ala) генерирует на 30–40% более активный 
фермент и предоставляет возможность его бо-
лее эффективного импорта в митохондриаль-
ный матрикс, чем вариант ТT (Val). При этом 
носительство генотипа ТТ связано с повышен-
ным риском развития немелкоклеточного РЛ 
в случае наличия неблагоприятных полимор-
физмов в р53 и XRCC1 [15].

В нашем исследовании дикий тип СС и счи-
тающийся неблагоприятным генотип ТТ 
имели примерно одинаковую частоту встреча-
емости среди всех групп, что позволяет сде-
лать вывод о том, что полиморфизм rs4880 не 
связан с увеличением риска развития РЛ в из-
учаемой группе пациентов.

Каталаза относится к группе монофункци-
ональных гем-содержащих ферментов с про-
стетической группой в виде протопорфирина 
IX с ионом железа. Основная функция энзи-
ма — превращение H2O2 в молекулы воды 
и кислорода, что играет большую роль в за-
щите клеток от повреждений пероксидом 
водорода. H2O2 является токсичным компо-
нентом, так как из-за своей нестабильности 
быстро распадается с образованием активных 
форм кислорода, помимо этого он является 
вторичным мессенджером в передаче кле-
точных сигналов к изменению морфологии, 
пролиферации, сигнальных путей, апоптоза 
[16]. Таким образом, каталаза является вто-
рым звеном детоксификации активных форм 
кислорода и свободных радикалов после супе-

роксиддисмутаз. Снижение функции каталазы 
может повлечь за собой развитие различных 
заболеваний, ассоциированных с прогресси-
рованием окислительного стресса, таких, как 
сердечно-сосудистые и неврологические (ши-
зофрения, болезнь Паркинсона) заболевания, 
диабет, рак, анемия и т. д. Помимо этого, име-
ются научные исследования, подтверждающие 
участие каталазы в процессах воспалительной 
реакции, метастазирования раковых опухолей 
и ингибирования апоптоза [17].

Ген САТ имеет несколько значимых замен. 
Одна из них находится в позиции –21A < T 
(rs7943316) в промоторной области и влияет 
на аффинность присоединения транскрип-
ционных факторов к гену каталазы. Наличие 
мутантного аллеля Т может приводить к при-
соединению неверных транскрипционных 
факторов, что повлечет за собой изменения 
в экспрессии генов и снижение активности 
ферментов. Все эти последствия способствуют 
усилению оксидативного стресса и повыше-
нию рисков развития различных заболеваний 
[19]. В промоторной области гена каталазы 
присутствует еще один полиморфизм — в по-
зиции –262 С > T (rs1001179), который может 
влиять на эффективность транскрипции гена 
САТ путем модификации участка присоеди-
нения транскрипционных факторов, что ведет 
к усиленной активности базальной каталазы 
в клетках различных типов и в крови. Иссле-
дования показали, что дикий тип гена (СС) 
ассоциирован с более высокой активностью 
фермента, по сравнению с СТ и ТТ [18].

В нашем исследовании показана взаимосвязь 
между SNP гена каталазы и гистологическим 
типом РЛ. При проведении статистического 
анализа установлено, что плоскоклеточный 
РЛ чаще встречается у пациентов с генотипом 
21А/А rs7943316 и 262С/С rs1001179.

Фермент глутатион-S-трансфераза р1 вхо-
дит в состав одного из механизмов второй 
фазы биотрансформации ксенобиотиков и ло-
кализуется в легочной ткани, его основными 
субстратами являются экзогенные токсины 
сигаретного дыма (акролеин, бензапирен), 
красок (бензофенантрен, бензохризен) и эндо-
генные токсины, образующиеся при перекис-
ном окислении липидов (4-гидроксиноненал), 
окислении катехоламинов (амино-, допа- и но-
радренохромы) и окислительных поврежде-
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ниях ДНК (аденин и тимин пропеналы) [13].
Ген GSTP1 располагается в 13 локусе 11 хро-

мосомы. Один из полиморфизмов находится 
в 5 экзоне этого гена и представляет собой 
замену A > G в 313 нуклеотиде (АТС→GTC), 
что влечет за собой замену изолейцина (Ile) на 
валин (Val). Модификация происходит очень 
близко к активному центру белка, соответ-
ственно, сильно влияет на его каталитическую 
активность. Наличие аллеля G значительно 
снижает активность фермента и увеличивает 
риск мутаций в ДНК. В результате ухудшается 
выведение гидрофильных метаболитов и уве-
личивается риск развития рака, особенно при 
наличии генетической предрасположенности 
к нему [20].

По результатам статистического анализа вы-
явлена взаимосвязь между статусом курения 
и полиморфными вариантами гена GSTP1 при 
сравнении группы пациентов с РЛ с контроль-
ной группой и пациентами с ХОБЛ. Так, на-
личие полиморфной замены G/G в этом гене 
у курящих людей ведет к увеличению рисков 
возникновения РЛ.

Заключение
Изучены полиморфные варианты генов 

SOD2, CAT и GSTP1 у пациентов с раком лег-
кого, пациентов с хронической обструктив-
ной болезнью легких и у людей, не имеющих 
легочных патологий. В результате статисти-
ческого анализа выявлено, что вариант G/G 
гена GSTP1 ассоциирован с увеличением ри-
ска возникновения РЛ у курящих людей. При 
этом связи полиморфизмов с возникновением 
ХОБЛ обнаружено не было.

Установлена взаимосвязь между полиморф-
ными локусами гена каталазы и гистологиче-
ским типом РЛ: пациенты с вариантом 21А/А 
rs7943316 и 262С/С rs1001179 имеют большую 
вероятность диагностирования плоскоклеточ-
ного РЛ, чем аденокарциномы.
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В рамках исследования был проведен CNV анализ данных высокопроизводительного секвенирования 269 па-
циентов из четырех выборок пациентов (некоронарогенные заболевания сердца; дети, рожденные в результате 
преждевременных родов; эпилепсия; нефропатология) и контрольной группы. Определены множественные 
CNV, ассоциированные с каждым типом патологии. Выявленные CNV представляют собой потенциальные 
маркеры для определения предрасположенности к данным типам заболеваний.

Ключевые слова: CNV анализ, биоинформатический анализ данных высокопроизводительного секвенирования, 
маркеры предрасположенности к заболеваниям.

Введение
Развитие технологий высокопроизводитель-

ного секвенирования внесло колоссальный 
вклад в диагностику наследственных заболе-
ваний. Снижение стоимости получения пол-
ногеномных и экзомных последовательностей 
ДНК сделало доступными такие данные для 
огромного числа пациентов с подозрениями на 
генетическую патологию. Следует уточнить, 
что стандартные протоколы обработки данных 
высокопроизводительного секвенирования, 
как правило, позволяют идентифицировать 
только однонуклеотидные замены (SNP) и ко-
роткие инсерции и делеции. При этом для су-
щественного количества пациентов не удается 
обнаружить патогенную мутацию, обуславли-
вающую развитие заболевания. Это косвенно 
указывает на возможность наличия других ге-
нетических причин, отвечающих за формиро-
вание конкретного патологического фенотипа. 
Одной из таких причин может являться из-
менение числа копий протяженных участков 
ДНК (от нескольких сотен до миллионов п. н.) 
вследствие делеций или дупликаций, так назы-
ваемые CNV (от англ. copy number variation). 
Полиморфизм такого рода представляет со-
бой тип структурных вариаций с аномаль-
ным числом копий фрагментов, как правило, 
приводящих к увеличению (дупликации и ин-

УДК 575.113.2:51-76

серционные транспозиции) или уменьшению 
(делеции) уровня экспрессии определенных 
белков. В среднем в геноме человека может 
содержаться несколько тысяч CNV, суммарная 
протяженность которых может измеряться ме-
габазами [1]. CNV могут затрагивать один или 
несколько генов и представлять собой рецес-
сивный или доминантный аллель, который мо-
жет включать кодирующие регионы генов или 
влиять на уровень их экспрессии. К настояще-
му времени удалось продемонстрировать весо-
мый вклад CNV в генетическое разнообразие 
человеческого генома [2], равно как и в раз-
витие целого ряда заболеваний, таких как ау-
тизм [3], шизофрения [4], эпилепсия [5] и др. 
Экспериментальные методы выявления протя-
женных участков ДНК с измененным числом 
копий финансово затратны, что обусловило 
разработку программных средств для поис-
ка CNV в данных полногеномного или экзом-
ного секвенирования. В результате создано 
большое количество программных продуктов, 
каждый из которых имеет свои преимущества 
и недостатки, зависящие от используемых под-
ходов и алгоритмов.

Существует четыре основных подхода для 
обнаружения и анализа CNV, на которых ба-
зируется большинство программ, осущест-
вляющих данный процесс: парные прочтения, 
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разделение прочтений, глубина прочтений 
и сборка контигов [6].

Самые первые программы для поиска CNV 
были разработаны с применением метода пар-
ных прочтений. Данный подход базируется на 
сравнении среднего размера вставки между 
прочтениями из одной пары с ее реальным раз-
мером. При парно-концевом секвенировании 
предполагается определенное распределение 
размеров вставки, и значительные отклонения 
от такового могут свидетельствовать о наличии 
в данном регионе CNV. Основанные на данном 
подходе методы позволяют идентифицировать 
инсерции и делеции среднего размера, игнори-
руя таковые небольшого размера в силу неспо-
собности отличить их от фоновых колебаний 
[7]. Кроме того, такие методы не применимы 
к однородным регионам, содержащим повто-
ряющиеся последовательности. К програм-
мам, использующим данный подход, относятся 
PEMer [8], Ulysses [9] и BreakDancer [10].

Подход разделения прочтений использует 
прочтения парно-концевого секвенирования, 
для которых только одно прочтение из пары 
точно картируется на референсный геном, в то 
время как второе не удается картировать либо 
частично, либо полностью. Некартированные 
прочтения указывают на потенциальную гра-
ницу CNV локуса. Картирование прочтений 
вокруг потенциальных границ CNV позволяет 
определить начало и конец локуса с точностью 
до одного нуклеотида. Программы, основан-
ные на разделении прочтений, такие как Pindel 
[11], Gustaf [12], SVseq2 [13] и Prism [14], ис-
пытывают определенные трудности с обна-
ружением структурных перестроек большого 
размера, разве что за исключением последней.

Следующий подход к обнаружению CNV ос-
нован на гипотезе о наличии корреляции меж-
ду глубиной прочтения определенного региона 
генома и количеством копий данного региона. 
В зависимости от дизайна исследования та-
кие методы делятся на три типа: с одним об-
разцом, с парными случай/контроль образцами 
и с большой популяционной выборкой образ-
цов. В первом случае, в силу отсутствия других 
вариантов, определяется абсолютное значение 
числа копий. Во втором — количество копий 
относительно контрольного образца. В третьем 
варианте для сравнения используются средние 
популяционные значения. В отличие от двух 

предыдущих подходов, данный позволяет не 
только определять место локализации CNV, но 
и точное число копий. Кроме того, данный под-
ход весьма эффективен для обнаружения CNV 
большого размера, что может представлять 
определенные трудности для программ, осно-
ванных на первых двух подходах. Определение 
CNV с помощью глубины прочтения включает 
следующие шаги: выравнивание прочтений на 
референсный геном, подсчет количества про-
чтений с определенным окном, нормализация 
полученных значений для избавления от по-
тенциальных смещений в силу различий в со-
держании GC и возможных повторов и затем 
вызов и фильтрация статистически значимых 
отклонений от ожидаемых значений глубины 
прочтения [14]. Данный подход реализован 
во множестве программ, среди которых мож-
но упомянуть BIC-seq Perl [16], cm.MOPS [17] 
и CNVnator [18].

Четвертый подход — сборка конти-
гов — в теории позволяет определять все воз-
можные типы полиморфных локусов, включая 
CNV, при условии достаточной длины и точ-
ности прочтений. Основанные на данном под-
ходе программы изначально осуществляют 
сборку контигов/скаффолдов, которые затем 
сравниваются с референсной последователь-
ностью для обнаружения структурных ва-
риантов. Тем не менее данный метод редко 
применяется для обнаружения CNV в силу 
чрезвычайно высокой требовательности к вы-
числительным мощностям. К тому же эука-
риотические геномы содержат значительную 
долю повторов, которые осложняют работу 
программ, основанных на сборке контигов, 
делая их менее точными. Кроме этого, такие 
программы способны обнаруживать только 
CNV в гомозиготном состоянии [16]. Приме-
ром программы, основанной на сборке конти-
гов, может послужить Magnolya [19].

Каждый из перечисленных выше подхо-
дов имеет свои преимущества и недостатки. 
В то время как основанные на глубине прочте-
ния методы наилучшим образом подходят для 
определения точного значения числа копий, 
они испытывают затруднения с определени-
ем CNV небольшого размера. Программы, ис-
пользующие подход парных прочтений, имеют 
меньшую чувствительность при определении 
вариаций в регионах, содержащих повторы. 
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Эта же проблема характерна и для методов, ос-
нованных на разделении прочтений, хотя они 
и позволяют определять точные начала и окон-
чания CNV, но являются сильно зависимыми от 
длины прочтений. Сборка контигов не требует 
наличия референсного генома, но весьма зави-
сима от вычислительных мощностей и также 
неэффективна в регионах с большим количе-
ством повторов. Ввиду этого были разработа-
ны комплексные методы, основывающиеся на 
двух и более подходах. Например, комбиниро-
вание методов парных прочтений и их глубины 
позволит точно определять как само наличие 
CNV больших размеров, так и их точную лока-
лизацию. Комбинирование нескольких методов 
в рамках одного программного продукта позво-
ляет в значительной степени снизить количе-
ство выявляемых ложноположительных CNV 
по сравнению с результатами работы программ, 
основанных на отдельных подходах. В каче-
стве примера можно привести такие програм-
мы, как Gindel [20], Hydra-Multi [21], LUMPY 
[22], CNVkit [23] и ClinCNV [24].

Материалы и методы
В исследование были включены данные 

высокопроизводительного ссеквенирования 
(NGS) 269 образцов ДНК. В выборке были 
представлены образцы пациентов со следую-
щими патологиями: эпилепсия — 52 образца, 
секвенированные с использованием панели 
Illumina TruSight One Expanded; некорона-
рогенные заболевания сердца — 31 образец, 
секвенированный с использованием панели 
Illumina TruSight One Expanded; почечная не-
достаточность — 68 образцов, секвенирован-
ных с использованием панели Illumina Full 
Exome; невынашивание беременности (недо-
ношенные дети) — 55 образцов, секвениро-
ванных с использованием панели Illumina Full 
Exome; без патологий — 63 образца, секвени-
рованных с использованием панели Illumina 
Full Exome и Illumina TruSight One Expanded. 

Анализ качества прочтений с последу-
ющим триммингом некачественных ос-
нований проводили в программах FastQC 
и Trimmomatic соответственно [25, 26]. Кар-
тирование прочтений на референсный геном 
GRCh37 [GCF_000001405.13] было осущест-
влено с использованием программы BWA 
[27]. Работу с форматами данных вырав-

нивания проводили в программах samtools 
и bedtools [27, 28]. Добавление информации 
о библиотеке секвенирования, имени образ-
ца и платформы секвенирования проводили 
с использованием программы GATK, пакет 
AddOrReplaceReadGroups [29].

Вызов количества копий фрагментов (CNV) 
проводили в программе ClinCNV. Для это-
го было необходимо сгруппировать образцы 
по технически схожим признакам: панелям 
секвенирования, среднему покрытию, каче-
ству и др. Далее полученные кластеры были 
процессированы на ClinCNV с последующим 
получением количества копий фрагментов.

Статистическую обработку полученных ре-
зультатов проводили с использованием языка 
программирования R, пакет CNVRanger [30], 
используя стандартную линейную регрессию 
фенотипа в зависимости от частоты вариан-
тов копий фрагментов. Для локусов CNV, со-
стоящих из нескольких сегментов, значение 
P выбирали, используя либо сегмент с ми-
нимальным значением P, либо тот, в котором 
частота CNV была максимальной. Тестиро-
вание проводили с использованием метода 
частот ложных обнаружений (FDR). Визуа-
лизацию полученных результатов, а также 
форматирование таблиц с результатами прово-
дили с использованием языка Python, библио-
теки numpy, seaborn, pandas [31–33]. Скрипты, 
разработанные в ходе данного исследования, 
можно найти по ссылке https://github.com/IGC-
bioinf/cnv.

Результаты и обсуждение
CNV анализ данных NGS пациентов с не-

вынашиванием при беременности после по-
правки на множественные сравнения выявил 
93 локуса, ассоциированных с данной патоло-
гией. Размер вариативных локусов составил 
от 127 до 5 227 597 п. н. при среднем значе-
нии в 130 310,1 п. н. (стандартное отклоне-
ние средней составило 594 479,7). В таблице 1 
представлены 20 CNV, для которых показан 
наиболее высокий уровень значимости при 
сравнении с контрольной выборкой, а на ри-
сунке 1 представлено распределение степени 
вероятности ошибки при тестировании ги-
потезы об отсутствии связи обнаруженных 
CNV с риском развития невынашивания по 
хромосомам.
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Значимую ассоциацию с риском разви-
тия невынашивания при беременности про-
демонстрировал целый ряд генов белков, 
содержащих домен «цинкового пальца», ло-
кализованных на 19 хромосоме — из 20 локу-
сов 15 включают гены данного типа (ZNF726, 
ZNF729, ZNF431, ZNF254, ZNF208, ZNF257, 
ZNF708, ZNF99, ZNF429, ZNF91, ZNF714, 

ZNF253, ZNF492, ZNF682, ZNF493). Домен 
«цинкового пальца» предназначен для узна-
вания и связывания определенной последо-
вательности ДНК и, как правило, содержится 
в различных транскрипционных факторах. 
Обращает на себя внимание тот факт, что 
дупликации во всех генах чаще встречались 
в контрольной группе, т. е. являлись протек-

Таблица 1
Наиболее значимые CNV у пациентов, рожденных в результате преждевременных родов

№ Начало Конец Размер Ген Тип P-value Частота 
у пациентов

Частота 
у контролей

6 56463273 56470563 7 290 DST DEL 5,76E-13 0,655 0,048
19 24309630 24310494 864 ZNF254 DUP 8,72E-11 0 0,143
19 23542659 23543113 454 ZNF91 DUP 1,21E-10 0 0,27
19 21365740 21366839 1 099 ZNF431 DUP 2,20E-10 0 0,159
19 21476074 21477102 1 028 ZNF708 DUP 4,14E-10 0 0,159
19 22496625 22499978 3 353 ZNF729 DUP 4,83E-10 0,018 0,159
19 24115733 24116621 888 ZNF726 DUP 7,60E-10 0 0,159
19 22940046 22941724 1 678 ZNF99 DUP 1,18E-09 0,018 0,127
19 22846601 22868418 21 817 ZNF492 DUP 1,74E-09 0,036 0,079
19 21719832 21720732 900 ZNF429 DUP 2,96E-09 0 0,19
1 16892127 16893846 1 719 NBPF1 DUP 5,49E-09 0 0,175
1 39775915 39800062 24 147 MACF1 DEL 8,45E-09 0,564 0,048
12 31256798 31301056 44 258 DDX11 DEL 1,23E-08 0,6 0,016
19 22271216 22272244 1 028 ZNF257 DUP 1,54E-08 0,018 0,095
19 21605713 21607639 1 926 ZNF493 DUP 5,15E-08 0,018 0,127
19 20044585 20045479 894 ZNF93 DUP 5,86E-08 0 0,159
11 85422154 85438033 15 879 SYTL2 DUP 6,47E-08 0 0,032
19 23557388 23836618 279 230 ZNF675, ZNF91 DUP 9,65E-08 0 0,206
19 21239745 21240520 775 ZNF430 DUP 1,43E-07 0 0,206
19 23836914 23837063 149 ZNF675 DUP 1,85E-07 0 0,175

Рис. 1. Результаты полноэкзомного ассоциативного CNV анализа и риска развития невынашивания при бере-
менности. На горизонтальной оси указан номер хромосомы, на вертикальной оси — статистическая значимость 

протестированных маркеров
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тивными, а делеции — у пациентов, т. е. ассо-
циировались с невынашиваемостью (табл. 1). 
Это касалось и делеций в генах белков «цин-
ковых пальцев», которые также обнаружива-
лись с большей частотой в группе пациентов 
(табл. 2). Аналогичная взаимосвязь была по-
казана для CNV в пяти других генах. Так, де-
леции в генах DST (кодирует белок дистонин, 
представитель семейства белков плакинов, 
входящих в состав межклеточных соедини-
тельных комплексов и цитоскелета, некото-
рые изоформы которого, экспрессируемые 
в тканях нервной и мышечной систем, отве-
чают за присоединение промежуточных фи-
ламентов с актином цитоскелета), MACF1 
(кодирует фактор сшивания микротрубочек 

актина 1, принимающий участие в формиро-
вании связок между различными элементами 
цитоскелета) и DDX11 (кодирует белок, обла-
дающий свойствами ДНК-зависимой АТФазы 
и АТФ-зависимой ДНК хеликазы, принимаю-
щий участие репликации и репарации ДНК, 
организации хроматина и синтезе рибосо-
мальной РНК) с большей частотой встреча-
лись среди пациентов. А дупликации в генах 
SYTL2 (синаптотагмин-подобный белок 2, 
принимающий участие в транспорте везикул) 
и NBPF1 (белок из семейства точек прерыва-
ния нейробластомы 5, для которого показана 
связь с развитием нейробластомы и хрони-
ческого цервицита) были выявлены только 
в контрольной группе.

Таблица 2
Делеции в генах белков, содержащих домен «цинкового пальца», у пациентов, рожденных 

в результате преждевременных родов

№ Начало Конец Размер Ген Тип P-value Частота  
у пациентов

Частота 
у контролей

19 21909483 21910209 726 ZNF100 DEL 1,54E-03 0,545 0,143

4 289757 436397 146 640
ZNF732,
ZNF141,
ZNF721

DEL 2,45E-03 0,618 0,175

19 22362750 22363793 1 043 ZNF676 DEL 4,12E-03 0,564 0,143
4 436853 437309 456 ZNF721 DEL 1,37E-02 0,564 0,159
19 19822304 19822739 435 ZNF14 DEL 1,68E-02 0,273 0
19 44335461 44352330 16 869 ZNF283 DEL 3,14E-02 0,364 0,063

CNV анализ данных NGS пациентов с эпи-
лепсией после поправки на множественные 
сравнения выявил 53 локуса, ассоциирован-
ных с данной патологией. Размер вариативных 
локусов составил от 410 до 2 282 701 п. н. при 
среднем значении в 153 207,7 ± 382 579,1 п. н. 
В таблице 3 представлены 20 CNV, для кото-
рых показан наиболее высокий уровень значи-
мости при сравнении с контрольной выборкой, 
а на рисунке 2 представлено распределение 
степени вероятности ошибки при тестирова-
нии гипотезы об отсутствии связи обнаружен-
ных CNV с риском развития эпилепсии.

Среди 20 CNV локусов, показавших наи-
большую ассоциацию с вероятностью раз-
вития эпилепсии, 16 оказались делециями, 
которые достоверно чаще встречались 
в группе пациентов. Наибольшую степень 

ассоциации продемонстрировали делеции 
в генах SHANK1 (кодирует белок из семейства 
SHANK, представители которого участвуют 
в развитии и функционировании нейронных 
синапсов; делеции в данном гене увели-
чивают риск развития аутизма у мужчин) 
и GPR124 (кодирует рецептор, являющий-
ся частью сигнального пути Wnt7 в эндо-
телиальных клетках мозга, и ассоциирован 
с развитием билатеральной фронтопариен-
тральной микрогирии). Сопоставимый уро-
вень значимости был показан для делеции, 
затрагивающей гены ADAMTS19 (кодиру-
ет белок из семейства дизинтегрин и метал-
лопротеаз с тромбоспондиновым мотивом, 
ассоциированный с кардиоваскулярной дис-
плазией 2 типа и дискретным субаорталь-
ным стенозом) и CHSY3 (хондроитин сульфат 
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синтаза 3, для которой показана связь с опу-
холевым кальцинозом и несовершенным аме-
логенезом). Дупликация в гене PLCB2 также 

с большей частотой была выявлена среди па-
циентов, а оставшиеся три были выявлены 
только в группе контролей.

Таблица 3
Наиболее значимые CNV у пациентов с эпилепсией

№ Начало Конец Размер Ген Тип P-value Частота у 
пациентов

Частота у 
контролей

19 51171214 51172399 1 185 SHANK1 DEL 1,32E-13 0,56 0,03

8 37654777 37699595 44 818 GPR124 DEL 2,37E-12 0,5 0

5 128796784 129241060 444 276 ADAMTS19, CHSY3 DEL 3,47E-12 0,52 0,016

8 145152249 145550309 398 060

SCXA, CYC1,
SHARPIN, MAF1,

FAM203A, HEATR7A,
DGAT1, HSF1, BOP1

DEL 6,87E-12 0,54 0,16

10 120789303 120789752 449 NANOS1 DEL 3,61E-10 0,44 0,016

1 115053297 115053707 410 TRIM33 DEL 3,61E-10 0,44 0

2 160182092 160255422 73 330 BAZ2B DEL 6,27E-09 0,40 0,063

2 160734833 162265428 1 530 595
ITGB6, RBMS1, 

TANK, PSMD14, LY75, 
PLA2R1

DEL 6,27E-09 0,40 0,048

2 74128428 74143801 15 373 ACTG2 DEL 7,58E-09 0,44 0,016

20 2082674 2083713 1 039 STK35 DEL 8,62E-09 0,39 0

6 29855732 29911322 55 590 HLA-A DUP 6,45E-08 0 0,14

19 49138969 49140261 1 292 DBP DEL 1,14E-07 0,35 0

6 29911888 29913068 1 180 HLA-A DUP 1,56E-07 0 0,16

15 40581462 40588603 7 141 PLCB2 DUP 3,25E-07 0,06 0

6 32486270 32487438 1 168 HLA-DRB5 DEL 1,05E-06 0,5 0,38

6 31322249 31324986 2 737 HLA-B DEL 6,03E-06 0,48 0,13

6 31996459 31997585 1 126 C4A DEL 1,42E-05 0,54 0,21

4 88258356 88537620 279 264 DSPP, SPARCL1,
NUDT9, HSD17B11 DUP 1,53E-05 0 0,29

18 23806887 24128510 321 623 KCTD1,TAF4B DEL 2,03E-05 0,27 0

8 144772176 145141030 368 854

GRINA, SPATC1,
GPAA1, EXOSC4, 
CCDC166, PARP10,
MAPK15, FAM83H,
PUF60, NRBP2, 
EPPK1, PLEC, 
ZNF707, SCRIB, 

OPLAH

DEL 2,16E-05 0,56 0,16
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Рис. 2. Результаты полноэкзомного ассоциативного CNV анализа и риска развития эпилепсии. На горизонтальной 
оси указан номер хромосомы, на вертикальной оси — статистическая значимость протестированных маркеров

Таким образом, было показано, что делеции, 
затрагивающие широкий спектр генов, явля-
ются маркерами риска развития эпилепсии, 
в то время как дупликации некоторых генов, 
встречающиеся в человеческой популяции, 
у пациентов с эпилепсией практически не об-
наруживаются.

CNV анализ данных NGS пациентов с па-
тологией почек выявил 62 локуса, ассоци-
ированных с данным типом заболеваний. 
Размер вариативных локусов составил от 
153 до 325 418 п. н. при среднем значении 
в 32 637,92 ± 63 330,08 п. н. В таблице 4 
представлены 20 CNV, для которых показан 
наиболее высокий уровень значимости при 
сравнении с контрольной выборкой, а на ри-

сунке 3 представлено распределение степени 
вероятности ошибки при тестировании гипо-
тезы об отсутствии связи обнаруженных CNV 
с риском развития патологии почек.

Из 20 наиболее ассоциированных с пато-
логией почек локусов 19 оказались дуплика-
циями, преимущественно представленными 
в контрольной группе. Как и в случае с невына-
шиванием при беременности, в перечень попал 
целый ряд генов белков, содержащих домен 
«цинкового пальца». Единственной представ-
ленной делецией в списке оказалась таковая 
в гене ZBED6, который также кодирует белок, 
содержащий домен «цинкового пальца». Дан-
ная делеция с достоверно большей частотой 
была представлена в группе пациентов.

Таблица 4
Наиболее значимые CNV у пациентов с патологией почек

№ Начало Конец Размер Ген Тип P-value Частота  
у пациентов

Частота  
у контролей

13 50140906 50466324 325 418 RCBTB1, ARL11,
EBPL, KPNA3 DUP 6,47E-09 0 0,143

10 131761971 131906137 144 166 EBF3 DUP 2,10E-07 0 0,206

19 41387924 41415982 28 058 CYP2A7 DUP 8,53E-06 0 0,143

19 23542659 23543113 454 ZNF91 DUP 2,58E-05 0 0,27

1 110230404 110235924 5 520 GSTM1 DUP 9,48E-05 0 0,143

19 23543717 23544321 604 ZNF91 DUP 2,82E-04 0 0,222

3 195506852 195513872 7 020 MUC4 DUP 4,24E-04 0 0,254

1 203768267 203768855 588 ZBED6 DEL 4,71E-04 0,471 0,079

4 88535190 88537469 2 279 DSPP DUP 1,18E-03 0,029 0,286

10 124344756 124352121 7 365 DMBT1 DUP 1,96E-03 0 0,159
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CNV анализ данных NGS пациентов с не-
коронарогенной патологией сердца выявил 
505 локусов, ассоциированных с данным ти-
пом заболеваний. После введения поправ-
ки на множественные сравнения ни один из 
них не сохранил достоверного уровня значи-
мости, что, скорее всего, связано с меньшим 
размером выборки пациентов. На рисунке 4, 
отражающем распределение степени вероят-
ности ошибки при тестировании гипотезы об 
отсутствии связи обнаруженных CNV с ри-
ском развития некоронарогенной патологии 
сердца, также можно видеть отличающуюся 
от предыдущих патологий картину: гораздо 
более сильный фон и отсутствие значительно 

Окончание таблицы 4

№ Начало Конец Размер Ген Тип P-value Частота  
у пациентов

Частота  
у контролей

19 23836026 23836618 592 ZNF675 DUP 2,27E-03 0 0,206

2 132021959 132200660 178 701 POTEE, WTH3DI DUP 2,28E-03 0,029 0,19

19 22940199 22941724 1 525 ZNF99 DUP 2,78E-03 0 0,127

14 105418286 105419336 1 050 AHNAK2 DUP 3,21E-03 0,088 0,365

19 22497084 22499978 2 894 ZNF729 DUP 3,34E-03 0 0,159

19 20044585 20045032 447 ZNF93 DUP 3,70E-03 0,015 0,159

7 100348797 100350701 1 904 ZAN DUP 4,34E-03 0 0,254

14 105414686 105415286 600 AHNAK2 DUP 4,39E-03 0,044 0,254

19 21365740 21366839 1 099 ZNF431 DUP 4,72E-03 0 0,159

19 21239745 21240520 775 ZNF430 DUP 4,89E-03 0 0,206

Рис. 3. Результаты полноэкзомного ассоциативного CNV анализа и риска развития нефропатологии. На горизон-
тальной оси указан номер хромосомы, на вертикальной оси — статистическая значимость протестированных 

маркеров

выдающихся локусов. В таблице 5 приведе-
ны результаты для данных до внесения по-
правки. Размер вариативных локусов составил 
от 104 до 24 350 536 п. н. при среднем значе-
нии в 130 166,1 ± 1 092 506 п. н. В таблице 5 
представлены 20 CNV, для которых показан 
наиболее высокий уровень значимости при 
сравнении с контрольной выборкой.

Для некоронарогенной патологии серд-
ца наиболее значимо ассоциированные ло-
кусы, как делеции, так и преобладающие по 
количеству дупликации, с большей часто-
той встречались в выборке пациентов. Об-
ратное распределение частот было выявлено 
для дупликаций в генах ATAD3A (ААА до-
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цетилазы). Следует отметить, что среди генов, 
чаще содержащих дупликации среди контро-
лей, также были гены белков, включающих до-
мен «цинкового пальца».

Рис. 4. Результаты полноэкзомного ассоциативного CNV анализа и риска развития некоронарогенных заболеваний 
сердца. На горизонтальной оси указан номер хромосомы, на вертикальной оси — статистическая значимость 

протестированных маркеров

Таблица 5
Наиболее значимые CNV у пациентов с некоронарогенной патологией сердца 

№ Начало Конец Размер Ген Тип P-value Частота  
у пациентов

Частота  
у контролей

4 88258356 88537620 279 264 DSPP, SPARCL1,
NUDT9, HSD17B11 DUP 0,0008 0 0,286

14 105407975 105412746 4 771 AHNAK2 DUP 0,0008 0 0,254

1 1451381 1454380 2 999 ATAD3A DUP 0,002 0,194 0,016

3 195505660 195513872 8 212 MUC4 DUP 0,002 0 0,254

7 100348797 100350701 1 904 ZAN DUP 0,002 0 0,254

19 23414968 23543113 128 145 ZNF91 DUP 0,002 0 0,27

1 36563587 36564209 622 COL8A2 DUP 0,002 0,226 0,032

3 151531940 151545967 14 027 AADAC DEL 0,002 0,226 0,032

3 195514022 195515522 1 500 MUC4 DUP 0,003 0 0,238

14 105418446 105419346 900 AHNAK2 DUP 0,003 0,161 0,349

9 90582425 90746890 164 465 FAM75C2, CDK20 DUP 0,003 0 0,238

16 89345469 89346967 1 498 ANKRD11 DUP 0,003 0,129 0

10 116734880 116853656 118 776 TRUB1, ATRNL1 DEL 0,004 0 0,159

10 124269561 124340446 70 885 DMBT1, HTRA1 DUP 0,004 0 0,175

5 140794245 140794995 750 PCDHGA10 DUP 0,004 0 0,238

мен, содержащий белок 3А семейства АТ-
Фаз), COL8A2 (коллаген VIII типа альфа-2 
цепь) и ANKRD11 (кодирует белок, содержа-
щий домен анкиринового повтора), а также для 
делеции в гене AADAC (ген арилацетамиддеа-
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Заключение
Таким образом, в рамках исследования с по-

мощью разработанных скриптов был проведен 
поиск CNV у 269 пациентов из четырех вы-
борок пациентов (некоронарогенные заболе-
вания сердца; невынашивание беременности 
(дети); эпилепсия; нефропатология) и кон-
трольной группы. Определены CNV локусы, 
ассоциированные с каждым типом патологии. 
Выявленные CNV представляют собой потен-
циальные маркеры для определения предрас-
положенности к данным типам заболеваний.

Показано, что наличие делеций, затрагива-
ющих гены белков, содержащих домен «цин-
ковых пальцев», а также некоторые другие 
гены, ассоциировано с повышенным риском 
развития невынашивания при беременности, 
в то время как дупликации в данных генах, 
наоборот, являются протективными в отно-
шении развития данной патологии. Выявле-
но, что делеции, затрагивающие широкий 
спектр генов, являются потенциальными мар-
керами риска развития эпилепсии, в то время 
как дупликации некоторых генов у пациентов 
с эпилепсией практически не обнаруживают-
ся. Для некоронарогенной патологии сердца 
наиболее ассоциированными локусами оказа-
лись дупликации, с большей частотой встре-
чающиеся в выборке пациентов.

Коллектив авторов выражает благодар-
ность сотрудникам лаборатории экологиче-

№ Начало Конец Размер Ген Тип P-value Частота  
у пациентов

Частота  
у контролей

17 78938051 79414598 476 547

BAHCC1, 
TMEM105, 
SLC38A10, 

C17orf56, RPTOR, 
CHMP6, BAIAP2, 

AATK, 
AZI1, C17orf89

DEL 0,004 0 0,238

19 53058881 53208188 149 307 ZNF611, ZNF83,
ZNF701, ZNF808 DUP 0,005 0 0,238

19 53046519 53057543 11 024 ZNF808 DUP 0,005 0 0,238

19 53352338 53391442 39 104 ZNF468, ZNF320 DUP 0,005 0 0,238

4 154853 155912 1 059 ZNF718 DEL 0,005 0 0,222

ской генетики и биотехнологии Института 
генетики и цитологии НАН Беларуси Е. П. Ми-
халенко, О. Ч. Мазур и О. М. Малышевой, 
а также А. С. Ивановой за предоставлен-
ные данные высокопроизводительного 
секвенирования. Работа выполнена в рамках 
ГПНИ «Биотехнологии-2» 2021–2025 гг., под-
программа 2 «Геномика, эпигеномика, биоин-
форматика».
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Белки семейства MarR (Multiple Antibiotic Resistance) составляют группу транскрипционных регуляторов, 
изменяющих экспрессию генов, отвечающих за вирулентность, стрессовые реакции, формирование биопленок 
и выведение из бактериальных клеток широкого спектра токсичных веществ: антибиотиков, фенольных соеди-
нений, активных форм кислорода. В данном исследовании был сконструирован делеционный мутант Erwinia 
amylovora по гену транскрипционного регулятора OhrR и осуществлены его фенотипическая и фитопатологи-
ческая характеристики. Бактерии E. amylovora ΔohrR обладали сниженной вирулентностью по отношению к ве-
гетирующим растениям груши, сниженной продукцией экзополисахарида левана и сниженной выживаемостью 
при обработке клеток перекисью водорода. Кроме того, клетки мутанта синтезировали большее количество 
экзополисахарида амиловорана по сравнению с клетками бактерий дикого типа. В совокупности полученные 
результаты идентифицируют OhrR как новый регулятор вирулентности Erwinia amylovora.

Ключевые слова: Erwinia amylovora, транскрипционный регулятор OhrR, факторы вирулентности, экзопо-
лисахариды, окислительный стресс, перекись водорода.

Введение
В естественной среде обитания растения 

подвергаются воздействию стрессоров био-
тической (фитопатогенные инфекции и др.) 
и абиотической (засуха, засоление почвы, 
экстремальные температуры) природы. Устой-
чивость растений к воздействию патогена об-
уславливается интенсификацией процессов 
генерации активных форм кислорода (АФК). 
Обычно в клетках растений АФК образуют-
ся в качестве побочных продуктов реакций 
в процессе метаболизма (например, при фо-
тосинтезе) [1]. При инфицировании патоге-
ном устойчивых к нему растений наблюдается 
резкое увеличение образования АФК, а так-
же оксида азота и салициловой кислоты, что 
приводит к развитию реакции сверхчувстви-
тельности. В некоторых случаях образование 
АФК в растительных клетках необходимо для 
успешного установления и развития заболева-
ния (например, бактериального ожога плодо-
вых культур, вызываемого бактерией Erwinia 
amylovora) [2].

УДК 634.11:632.25

Способность поддерживать внутриклеточ-
ные концентрации токсичных АФК на опти-
мальном уровне необходима для всех аэробных 
форм жизни. У бактерий, как и у других орга-
низмов, АФК продуцируются в ходе процесса 
аэробного метаболизма, что требует наличия 
мощной антиоксидантной системы, обезвре-
живающей как собственные, так и внешние 
АФК. Клетки бактерий могут подвергаться 
кратковременному воздействию высоких кон-
центраций АФК, что обусловлено защитным 
ответом растений при их инфицировании па-
тогенным микроорганизмом. Именно поэто-
му в бактериальных клетках функционируют 
белки-регуляторы транскрипции, способные 
детектировать АФК в окружающей среде и за-
пускать ответную реакцию на окислительный 
стресс. Одними из наиболее изученных среди 
таких регуляторов являются белок OhrR, от-
носящийся к семейству транскрипционных ре-
гуляторов MarR; белок OxyR, принадлежащий 
к семейству транскрипционных регуляторов 
LysR; белок PerR, принадлежащий к семей-
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ству транскрипционных факторов Fur. Домены 
белков OxyR и PerR способны к селективному 
распознаванию малых количеств H2O2, в то 
время как домены регулятора OhrR распозна-
ют наличие органических гидропероксидов 
(ROOH) и гипохлорита натрия (NaOCl) путем 
обратимого окисления определенных остат-
ков цистеина. Наряду с этим, данные транс-
крипционные регуляторы принимают участие 
в преодолении патогеном иммунитета расте-
ний-хозяев, а также в процессах формирова-
ния биопленок и механизмах резистентности 
клеток к различным антибиотикам [3]. Роль 
транскрипционного регулятора OhrR в той 
или иной степени была выяснена у Dickeya 
zeae, Xanthomonas campestris pv. phaseoli, 
Chromobacterium violaceum, Pseudomonas 
aeruginosa, Agrobacterium tumefaciens [4, 5, 
6, 7, 8].

Целью данного исследования явилась фи-
зиолого-биохимическая, молекулярно-био-
логическая, а также фитопатологическая 
характеристика штамма Erwinia amylovora, 
мутантного по гену транскрипционного регу-
лятора OhrR.

Материалы и методы
Использованные в исследовании штаммы 

бактерий, плазмиды и праймеры приведены 
в таблицах 1 и 2. Бактерии выращивались при 
28 °С в полноценной питательной среде LB 
и синтетической минимальной среде M9 с до-
бавлением глицерина (2 мл/л) в качестве источ-
ника углерода. Состав среды LB (г/л): пептон 
— 10; дрожжевой экстракт — 5; NaCl — 8,5. Со-
став среды M9 (г/л): Na2HPO4 × 7H2O — 12,8; 
KH2PO4 — 3; NH4Cl — 1,0; NaCl — 0,5; 
MgSO4 × 7H2O — 0,246; CaCl2 — 0,011 [9].

Таблица 1
Использованные в работе штаммы бактерий и плазмиды

Примечание. KmR, ApR — устойчивость к канамицину и ампициллину соответственно

Таблица 2
Использованные в работе праймеры

Штаммы, 
плазмиды Характеристика Источник или ссылка

Штаммы Erwinia amylovora

E. amylovora E2 Штамм дикого типа, выделен из Malus sp. в Беларуси в 2007 г.
Коллекция кафедры 

молекулярной 
биологии

E. amylovora ΔohrR ΔohrR мутант, KmR Это исследование

Плазмиды

pKD46 ApR, PBAD gam bet exo pSC101 oriTS [10]

pKD13 KmR, FRT cat FRT PS1 PS2 oriR6K rgbN [10]

Название праймера Последовательность (5’-3’) Назначение/ссылка

OhrRF TTAACCATTAAGGTTATCACGTAGCATTTCAAGCTC-
GCTTTTCAGCGATTGCGATTGTGTAGGCTGGAGCT Внесение делеции в ген ohrR

OhrRR ATAGTGCACTATCTATCATCTTAGCATGATGACC-
GATAAAAACGATAAGAATTCCGGGGATCCGTCGACC Внесение делеции в ген ohrR

OhrPRF CCGCTCGAGTCCGGCTTCAGCATGAGCTTTTCTG Детекция делеции гена ohrR

Km1 CAGTCATAGCCGAATAGCCT Детекция делеции гена ohrR 
[10]
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Поиск генов, кодирующих транскрипци-
онные регуляторы MarR-семейства в геноме 
E. amylovora Е2 (код доступа в GenBank NZ_
CP024970.1) осуществлялся с использовани-
ем программы SigmoID [11]. Поиск гомоло-
гичных последовательностей в базах данных 
осуществлялся с помощью пакета программ 
BLAST [12].

Для получения делеционного мутанта 
E. amylovora по гену ohrR была использова-
на техника «PCR-based one-step inactivation of 
chromosomal genes» (Datsenko and Wanner, 2000).

Для искусственного заражения бактериями 
Erwinia amylovora использовались однолетние 
растения груши, выращенные ex vivo на базе 
отдела биотехнологии РУП «Институт пло-
доводства НАН Беларуси». У каждого расте-
ния самый молодой лист разрезался поперек 
(затрагивая центральную жилку) ножницами, 
предварительно погруженными в суспензию 
клеток E. amylovora (OD600 = 0,1) [13]. Ино-
кулированные растения инкубировались при 
25 °С, относительной влажности 70%, 16-и 
часовом световом фотопериоде. Учет резуль-
татов проводился на 6-ые, 9-ые и 12-ые сутки 
с момента заражения. Интенсивность развития 
заболевания выражалась в процентном отно-
шении пораженной некрозом части побега от 
его общей длины.

Уровень синтеза экзополисахарида амило-
ворана определялся путем измерения мутно-
сти опытного раствора при взаимодействии 
хлорид-ионов цетилпиридиума (CPC) с кар-
боксильной группой глюкуроновых кислот 
в структуре амиловорана, что вызывает преци-
питацию молекул экзополисахарида. Для этого 
суспензия бактериальных клеток осаждалась 
центрифугированием при 10 000 g, после че-
го к супенатанту добавлялся раствор хлорид 
цетилпиридиниума в концентрации 50 мг/мл. 
Оптическая плотность раствора измерялась 
при длине волны 600 нм. Полученные значе-
ния пересчитывались на значения оптической 
плотности бактериальной культуры для ка-
ждой пробы соответственно [13].

Продукция экзополисахарида левана клет-
ками E. amylovora оценивалась по активно-
сти фермента левансукразы, отвечающего за 
синтез полисахарида. После осаждения бак-
териальных клеток к надосадочной жидкости 
добавлялся LS-буфер (50 мМ K-фосфатный 

буфер, pH 7,0; 2М сахароза; 0,05% NaN3) в со-
отношении 1 : 1. После инкубации проб при 
28 °С в течениие 24 ч измерялась оптическая 
плотность раствора при 600 нм. Полученные 
значения пересчитывались на значения опти-
ческой плотности бактериальной культуры для 
каждой пробы соответственно [14].

Изучение продукции целлюлозы клет-
ками дикого типа и мутантных штаммов 
E. amylovora осуществлялось с использова-
нием красителей Конго красный и Кумасси 
бриллиантовый синий G-250. Ночные куль-
туры исследуемых штаммов наносились на 
поверхность агаризованной среды (1,5%-ный 
LB-агар без добавления NaCl), содержащей 
красители в соответствующей концентрации. 
Учет результатов проводился визуально после 
инкубации в течение 24 ч при 28 °С [15].

Количественная оценка интенсивности фор-
мирования биопленок проводилась методом, 
описанным в работе [15], с некоторыми мо-
дификациями. Ночная культура E. amylovora 
разводилась средой инкубации (полноценной 
средой LB) до оптической плотности 0,05. 
Полученные суспензии вносились в лунки 
стерильного 96-луночного планшета и инку-
бировались при 28 °С в течение 48 и 72 ч. Для 
окрашивания клеток биопленки использовал-
ся 1%-ный раствор красителя генцианового 
фиолетового. Для экстракции связавшегося 
красителя лунки планшета заполнялись 96% 
этанолом, после чего измерялась оптическая 
плотность при длине волны 595 нм. Получен-
ные значения пересчитывались на значения 
оптической плотности культуры для каждой 
из лунок соответственно.

Подвижность клеток E. amylovora изучалась 
с использованием полноценной полужидкой 
агаризованной среды LB. Суспензия бакте-
риальных клеток в объеме 10 мкл наносилась 
на поверхность необходимой агаризованной 
среды. Диаметр макроколонии бактерий учи-
тывался через 24, 48 и 72 ч инкубации при 
28 °С [16].

Влияние перекиси водорода на выживае-
мость клеток исследуемых штаммов E. amylo-
vora оценивалось по количеству колоний ми-
кроорганизмов, выросших после обработки 
клеток перекисью водорода в соответствую-
щей концентрации, по сравнению с контро-
лем (без обработки Н2О2). Количество коло-
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ниеобразующих единиц определяли методом 
серийных разведений после 48 ч роста на ага-
ризованной полноценной среде при 28 °С [17].

Определение чувствительности штаммов 
E. amylovora к различным концентрациям 
CdCl2 проводилось диско-диффузионным ме-
тодом. Для этого 300 мкл суспензии бактери-
альных клеток, находящихся в экспоненци-
альной фазе роста (OD600 ≈ 0,3–0,4), вносили 
в пробирки, содержащие 3 мл расплавленного 
и охлажденного до 50 °С 0,7% LB-агара. Затем 
содержимое пробирок равномерно распреде-
лялось по поверхности чашки Петри, содер-
жащей 1,5% LB-агар. После высушивания при 
комнатной температуре в течение 15 мин на 
поверхность 0,7% агара помещались бумаж-
ные диски, пропитанные растворами различ-
ной концентрации CdCl2 (10 мкМ – 0,5 М). 
Зону ингибирования, образовавшуюся после 
инкубации в течение 24 ч при 28 °С, измеряли 
в миллиметрах [17, 18].

Исследования влияния ионов кадмия на 
устойчивость клеток E. amylovora к перекиси 
водорода проводилось по методике, описанной 
в работе [18] с некоторыми модификациями. 
К суспензиям клеток, находящихся в экспо-
ненциальной фазе роста, вносился раствор 
CdCl2 в концентрации 75 мкМ, после чего 
клетки инкубировались при 28 °С 2 ч. Затем 
к клеткам E. amylovora добавлялся раствор 
H2O2 в соответствующей концентрации. Вы-
живаемость клеток исследуемых штаммов 
оценивалось по количеству колоний микроор-
ганизмов, выросших после обработки клеток 
перекисью водорода, по сравнению с контро-
лем (без обработки Н2О2).

Принцип количественного определения ак-
тивности каталазы основан на захвате неионо-
генным ПАВ Triton X-100 (ТX) образующих-
ся в процессе разложения перекиси водорода 
молекул молекулярного кислорода, выделяю-
щихся в виде пузырьков, которые визуализи-
руются ТX в виде пены. В каждую пробирку 
вносился 30% раствор перекиси водорода, 1% 
раствор ТX и суспензия клеток E. amylovora, 
предварительно ресуспендированных в 0,5× 
Na-фосфатном буфере (pH 7,4) в соотношении 
1 : 1 : 1. Высота пены, образованной в пробир-
ках, измерялась в миллиметрах. Активность 
каталазы рассчитывалась с помощью калибро-
вочного графика с использованием коммерче-

ской каталазы (Sigma-Aldrich) и выражалась 
в единицах активности (U) (единица каталаз-
ной активности соответствует деструкции 1 
мкмоль H2O2 в минуту при 25 °С, pH 7,0) [19].

Статистическая обработка результатов про-
водилась в программе GraphPad Prism 8. Для 
проверки отклонения распределения от нор-
мального применяли обладающий наиболь-
шей мощностью тест Шапиро-Уилка. При 
выявлении нормального распределения для 
оценки достоверности различий был применен 
t-критерий Стьюдента для независимых выбо-
рок в модификации Уэлча (сравнение средних 
без какого-либо предположения о равенстве 
дисперсий). При выявлении распределения, 
отличного от нормального, для оценки досто-
верности различий был применен U-критерий 
Манна-Уитни. Различия считались значимыми 
при уровне р <0,05.

Результаты и обсуждение
Как известно, транскрипционные регу-

ляторы, принадлежащие к MarR-семейству 
(Multiple Antibiotic Resistance Regulator), ши-
роко распространены у бактерий и архей. Пре-
дыдущие исследования показали, что предста-
вители семейства регулируют вирулентность 
многих патогенных бактерий животных и рас-
тений (например, SlyA Salmonella enterica 
и Dickeya zeae, MarR и MexR Escherichia 
coli, PecS Dickeya dadantii, SarZ и MepR 
Staphylococcus aureus, MarR Streptococcus 
pneumoniae и др.) [20, 21, 22]. Геном Erwinia 
amylovora кодирует несколько транскрипци-
онных факторов семейства MarR.

Обзор литературных данных, а также биоин-
формационный анализ генома Erwinia amylovora 
E2 позволил выявить четыре гена, кодирую-
щие регуляторы MarR-семейства: marR (ко-
ординаты в геноме 1,533,551..1,533,982 п. н.), 
mprA  (2,834,616..2,835,146 п. н.), slyA 
(1,802,653..1,803,090 п. н.) и ohrR. Ген ohrR 
кодирует белок, состоящий из 155 а. о., мас-
сой 17,6 кДа. В геноме возбудителя бактери-
ального ожога этот ген локализован на участ-
ке хромосоме с 3 717 873 по 3 718 340 п. н. 
(рис. 1). Как правило, OhrR представляет со-
бой белок-репрессор транскрипции. В нор-
мальных условиях он подавляет экспрессию 
гена ohr, кодирующего тиоловую пероксида-
зу — фермент, катализирующий реакцию вос-
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Рис. 1. Структура участка хромосомы E. amylovora E2, содержащего ген ohrR (выделен красным цветом). В ре-
зультате мутагенеза с использованием метода «PCR-based one-step inactivation of chromosomal genes» ген ohrR 

был замещен на ген устойчивости к канамицину neoR (выделен голубым цветом)

становления органических гидропероксидов 
до менее токсичных для клетки спиртов. При 
попадании в бактериальные клетки токсич-
ных веществ (ROOH или NaOCl) происходит 
инактивация OhrR посредством окисления 
консервативных для MarR-семейства остат-
ков цистеина в N-концевом домене белка, что 
препятствует связыванию OhrR с ДНК и при-
водит к дерепрессии генов-мишеней [3, 5]. 
Описанный механизм работы свойственен 
большинству видов бактерий, для которых 
было выявлено наличие белка OhrR (за ис-
ключением Streptomyces coelicolor) [3], однако 
у фитопатогенной бактерии Erwinia amylovora 
роль данного регулятора по-прежнему остает-
ся неясной.

Для инактивации гена ohrR были сконстру-
ированы праймеры OhrRF и OhrRR для ам-

плификации гена устойчивости к канамицину 
в составе плазмиды pKD13, несущие на 5’-кон-
це последовательности (50 н.) соответствую-
щие началу или концу делетируемой области 
генома Erwinia amylovora (табл. 2). Получен-
ные с помощью таких праймеров ПЦР-продук-
ты были трансформированы в клетки Erwinia 
amylovora E2, несущие хелперную плазмиду 
pKD46 и выращенные в условиях индукции 
рекомбиназы. В результате проделанной ра-
боты был отобран штамм устойчивый к ка-
намицину. Наличие делеции гена ohrR бы-
ло подтверждено ПЦР с праймером OhrPRF 
к области, фланкирующей делецию, а также 
с внутренним праймером к гену устойчивости 
к канамицину Km1 (табл. 2, рис. 2).

Как видно из приведенных данных, в реак-
ции был получен ПЦР-продукт размером око-

Рис. 2. Электрофореграмма продуктов амплификации с использованием праймеров OhrPRF и Km1
М1 –— маркер молекулярного веса GeneRuler DNA Ladder Mix (100–10 000 п. о., Thermo Scientific), М2 — маркер 
молекулярного веса DNA Molecular Weight Marker VI (154–2 176 п. о., Roche), 1 — ДНК штамма E. amylovora E2 

дикого типа, 2 — ДНК штамма E. amylovora ∆ohrR, 3 — контроль без матрицы
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ло 650 п. н., что соответствует ожидаемому. 
На следующем этапе работы мы исследова-

ли роль белка OhrR в вирулентности клеток 
E. amylovora. Как видно из рисунка 3, при за-
ражении растений груши мутантным штаммом 
E. amylovora ∆ohrR развитие симптомов бак-
териального ожога было значительно замедле-

но к девятым и двенадцатым суткам. Сходные 
данные были получены в работе [4]. Делеция 
гена ohrR у Dickeya zeae привела к снижению 
вирулентности клеток при искусственном за-
ражении ими семян риса, клубней картофеля 
и корней редьки.

Как известно, биопленки представляют 

Рис. 3. Интенсивность развития бактериального ожога на молодых растениях груши (Pirus sp.) при заражении 
клетками E. amylovora E2 (wt) и E. amylovora ∆ohrR. (U-критерий Манна-Уитни). NS — нет достоверных раз-

личий (P >0,05); *P ≤0,05; **P <0,01

собой сообщества разного рода микроорга-
низмов, клетки которых прикреплены к раз-
личной биотической и абиотической поверх-
ности и погружены в биополимерный матрикс 
[23]. Процесс их образования традиционно 
включает в себя несколько стадий: началь-
ное и обратимое прикрепление клеток к суб-
страту (адгезия); необратимое прикрепление 
клеток к субстрату; созревание и рост зрелой 
биопленки и формирование ее трехмерной 
структуры; дисперсия одиночных планктон-
ных клеток, способных образовать новую ко-
лонию. Адгезия считается ключевым этапом 
в процессе образования биопленки. Однако 
первичный контакт с субстратом не предпола-
гает окончательного закрепления на нем ми-
кроорганизмов и опосредуется, как правило, 
обратимыми электростатическими, гидрофоб-
ными и Ван-дер-Ваальсовыми взаимодействи-
ями между клетками и поверхностью [23, 24]. 
Исходя из этих данных, нами была изучена 
способность клеток мутантного штамма обра-
зовывать биопленки. Как видно из рисунка 4, 
на полноценной среде LB при инкубации кле-

ток исследуемого штамма E. amylovora ∆ohrR 
в течение 72 ч способность формировать био-
пленки была значительно выше, чем у клеток 
штамма дикого типа.

В формировании биопленок одну из веду-
щих ролей играют экзополисахариды, липопо-
лисахариды, а также поверхностные структу-
ры бактериальных клеток: жгутики, фибрии, 
пили, обеспечивающие подвижность, необхо-
димую для биопленкообразования. Они отве-
чают за необратимое прикрепление бактери-
альных клеток к различным субстратам [24]. 
Экзополисахариды, в свою очередь, обеспе-
чивают стабилизацию трехмерной структуры 
уже зрелой биопленки, а также защищают бак-
териальные клетки от осмотического стресса, 
изменений pH окружающей среды и воздей-
ствия УФ-излучения [25]. Клетки E. amylovora 
продуцируют несколько экзополисахаридов: 
амиловоран, леван и целлюлозу. Экспери-
менты по оценке количества амиловорана 
показали, что уровень продукции этого экзо-
полисахарида клетками E. amylovora ΔohrR 
повышен в два раза по сравнению с E2. Так-
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Рис. 4. Интенсивность формирования биопленок клетками ΔohrR и штамма дикого типа (t-критерий Стьюдента 
в модификации Уэлча). NS — нет достоверных различий (P >0,05); **P <0,01

же у мутантного штамма нами было выявле-
но некоторое снижение синтеза левана. Коли-
чество целлюлозы, продуцируемое клетками 
E. amylovora ΔohrR, не отличалось от такового 
у клеток E. amylovora E2 (рис. 5А–В). Полу-
ченные результаты указывают на роль белка 
OhrR в качестве положительного (в случае 
с леваном) и негативного регулятора (в слу-
чае с амиловораном) в процессах выработки 
двух важнейших для E. amylovora экзополиса-

харидов. На сегодняшний день известно, что 
белок OhrR принимает участие в регуляции 
продукции факторов вирулентности у другого 
фитопатогенного микроорганизма — Dickeya 
zeae — возбудителя гнили риса, картофеля. 
Делеция данного транскрипционного регу-
лятора уменьшает выработку клетками фи-
тотоксина зеамина, продукцию внеклеточной 
целлюлазы [4].

В работе [4] также была упомянута роль 

Рис. 5. Продукция экзополисахаридов клетками штаммов E. amylovora E2 (wt) и ΔohrR. (А) Продукция ами-
ловорана (t-критерий Стьюдента в модификации Уэлча). (Б) Активность левансукразы (t-критерий Стьюдента 

в модификации Уэлча). **P <0,01; ***P <0,001. (В) Качественное определение продукции целлюлозы
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Рис. 6. Подвижность клеток бактерий Erwinia amylovora Е2 (wt) и Erwinia amylovora ΔohrR (А) (t-критерий 
Стьюдента в модификации Уэлча). NS — нет достоверных различий (P >0,05); ***P <0,001. (Б) Фотография бак-

териальных макроколоний спустя 48 ч инкубации при 28 °С на полноценной среде LB

OhrR как негативного регулятора подвижности 
клеток D. zeae. Как видно из рисунка 6, клет-
ки E. amylovora ∆ohrR на полноценной среде 
культивирования образовывали макроколонии 

меньшего диаметра по сравнению со значени-
ями, полученными для E2.

Хорошо известно, что различные виды 
микроорганизмов имеют разную чувстви-

тельность к тем или иным окислителям. Для 
исследования влияния перекиси водорода 
на выживаемость штаммов E. amylovora E2 
и E. amylovora ΔohrR мы использовали концен-
трации H2O2 0,75 моль/л, 1 моль/л и 1,2 моль/л. 
Как видно из рисунка 7A, с увеличением кон-
центрации перекиси водорода количество 
жизнеспособных клеток штамма E. amylovora 
ΔohrR уменьшалось. Так, при действии 0,75 М 
H2O2 чувствительность клеток мутантного 
штамма снизилась в 2 раза по сравнению с кон-
тролем. Инкубация клеток с 1 М и 1,2 М H2O2 
привела к полному прекращению роста клеток 

делеционного мутанта, в то время как выжива-
емость штамма E. amylovora E2 оставалась на 
прежнем уровне. Это может свидетельствовать 
о том, что регулятор OhrR принимает непо-
средственное участие в резистентности клеток 
E. amylovora к повреждающим воздействиям 
перекиси водорода.

Следует отметить, что присутствие в сре-
де культивирования хлорида кадмия (CdCl2) 
в концентрации 75 мкМ повышало выжи-
ваемость как клеток штамма E. amylovora 
ΔohrR, так и E. amylovora E2 (рис. 7Б). Так, 
выживаемость штамма, дефектного по гену 
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ohrR, практически не отличалась от таковой 
для штамма E2 в присутствии 0,75 М H2O2. 
Достоверное отличие между выживаемостью 
исследуемых штаммов отмечалось при кон-
центрации перекиси водорода 1 М и 1,2 М как 
при наличии в среде ионов кадмия (Cd2+), так 
и в их отсутствие. Сходные результаты были 
получены для клеток Xanthomonas campestris 
pv. phaseoli. Присутствие в среде культивиро-
вания хлорида кадмия в концентрации 75 мкМ 
повышало выживаемость клеток фитопатогена 
при последующей их обработке перекисью во-
дорода, третбутилгидропероксидом (tBOOH) 
и менадионом [18]. 

Рис. 7. Эффект ионов кадмия (Cd2+) на выживаемость клеток Erwinia amylovora в присутствии окислителя. 
(А) Выживаемость клеток Erwinia amylovora Е2 (wt) и Erwinia amylovora ΔohrR при их обработке только пе-
рекисью водорода в течение 180 мин (t-критерий Стьюдента в модификации Уэлча). (Б) Выживаемость клеток 
Erwinia amylovora Е2 (wt) и Erwinia amylovora ΔohrR при их обработке перекисью водорода в течение 180 мин 
и предварительной обработке хлоридом кадмия в течение 180 мин (t-критерий Стьюдента в модификации Уэлча). 

NS — нет достоверных различий (P >0,05); *P ≤0,05; **P <0,01

Рис. 8. Активность каталазы (U) штаммов Erwinia amylovora Е2 и Erwinia amylovora ΔohrR (t-критерий Стьюдента 
в модификации Уэлча). ***P <0,001

В связи с последними полученными ре-
зультатами представляло интерес изучить 
каталазную активность мутантного штамма 
E. amylovora, так как каталаза является одним 
из ключевых ферментов антиоксидантной за-
щиты. В результате для штамма E. amylovora 
ΔohrR была установлена более низкая ката-
лазная активность (73,76 ± 2,5 U) по сравне-
нию со штаммом дикого типа E. amylovora E2 
(156 ± 3,9 U) (рис. 8). Данные относительно 
поведения мутанта E. amylovora ΔohrR со-
гласуются с описанной функцией белка OhrR 
в регуляции работы системы антиоксидантной 
защиты бактериальных клеток.
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Заключение
В настоящем исследовании мы сконструиро-

вали делеционный мутант E. amylovora по гену 
транскрипционного регулятора OhrR и изу-
чили его фенотип. Согласно нашим результа-
там, OhrR прямо или косвенно контролирует 
продукцию экзополисахаридов амиловорана 
и левана. Нарушение синтеза экзополисахари-
дов клетками ΔohrR, а также высокая чувстви-
тельность клеток к перекиси водорода может 
быть причиной снижения их вирулентности 
по отношению к растениям груши. В сово-
купности наши результаты идентифицируют 
OhrR как регулятор вирулентности Erwinia 
amylovora и представляют новое понимание 
работы сложных генных регуляторных сетей, 
которые контролируют физиологию и уровень 
вирулентности E. amylovora.
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Введение
Психические расстройства — это заболева-

ния, которые вызывают нарушения в мышле-
нии, поведении и эмоциональном состоянии 
человека. Они имеют высокополигенную ге-
нетическую архитектуру с плейотропными 
механизмами регулирования развития нерв-
ной системы, нейрогенеза и дифференци-
ровки нейронов [1, 2]. Шизофрения является 
одним из наиболее изучаемых психических 
расстройств с высокой наследуемостью от 79 
до 85% и распространенностью в мире около 
1% [3]. В медикаментозной терапии шизофре-
нии, как и при других пограничных расстрой-
ствах, используются антипсихотические ле-
карственные средства. Несмотря на то, что на 
протяжении последних 60 лет антипсихоти-
ки являются краеугольным камнем в лечении 
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Персонализированный подход в лекарственной терапии требует учета фармакогенетических особенностей 
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шизофрении, у 20–30% пациентов данные ле-
карственные средства оказывают незначитель-
ное благотворное действие или вообще не ока-
зывают его, а серьезные побочные эффекты 
и прекращение лечения встречаются довольно 
часто [4]. Фармакогенетические исследования 
представляют собой возможность улучшить 
состояние пациентов за счет прогнозирования 
побочных эффектов и реакции на лекарствен-
ные средства [3].

С момента открытия первого антипсихоти-
ка в 1952 г. было разработано множество ан-
типсихотических препаратов, каждый из кото-
рых имеет различные фармакокинетические 
и фармакодинамические свойства [5]. Вы-
бор подходящего антипсихотика, часто осу-
ществляемый традиционным подходом «проб 
и ошибок», назначением двух, трех, или более 
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лекарственных средств, проблематичен как 
для пациента, так и для системы здравоохра-
нения [3]. В то же время фармакологическое 
разнообразие антипсихотических препаратов 
должно позволять персонализировано назна-
чать лекарственные средства, адаптирован-
ные как к генетическим особенностям паци-
ента, так и к различной клинической картине 
и различным стадиям протекания хроническо-
го заболевания. Однако значительные успехи 
в исследовании и понимании генетических 
причин шизофрении за последние два деся-
тилетия, меняющие представление об ее эти-
ологии, пока не вовлечены в новые подходы 
к лечению этого расстройства [5]. В настоя-
щее время в литературе обсуждается отсут-
ствие необходимого комплекса объективных 
биомаркеров, в том числе и генетических, ко-
торые могли бы помочь как в диагностике дан-
ного расстройства, так и в предикции его нача-
ла, тяжести его течения и реакции на лечение 
[4]. Вопросы, касающиеся непосредственно 
фармакогенетического тестирования, приме-
нительно к рутинной клинической практике, 
затрагивают пока все этапы его осуществле-
ния: от наличия генетических маркеров, их 
выбора, различных алгоритмов с учетом по-
пуляционных [6, 7, 8], клинических и других 
особенностей пациентов до подготовки пер-
сонала [9], интерпретации результатов и со-
гласованной связи с работой международных 
экспертных групп [10, 11, 12].

Генетические факторы шизофрении
Шизофрения является комплексным за-

болеванием многофакторного происхожде-
ния с рядом симптомов, опосредованных ге-
нетическими и средовыми факторами [13]. 
Представление о полигенности архитектуры 
шизофрении основано сегодня на данных о со-
четании распространенных и редких полимор-
фных вариантов генов риска расстройства [4]. 

Множество распространенных вариан-
тов с малым патогенным эффектом сочетает-
ся с редкими вариантами с более значимыми 
эффектами. Распространенные варианты ге-
нетического риска связаны с нарушением ре-
гуляции биологических процессов развития 
нервной системы, возбудимости нейронов, си-
наптической функции и иммунной системы 
[4]. Предполагается, что множественные вари-

анты некодирующей ДНК в энхансерах и про-
моторах комбинаторно влияют на экспрессию 
генов и регуляторные механизмы [14]. Нака-
пливаются данные о механизмах нарушения 
регуляции экспрессии генов и тканеспецифи-
ческих транскрипционных программ на уров-
не пространственной конформационной 3D 
организации хроматина, что дополняет об-
щую картину архитектуры шизофрении [15].

В течение последнего десятилетия активные 
исследования полногеномного поиска ассоци-
аций (GWAS от англ. genome-wide association 
study) и секвенирования экзома выявили более 
200 локусов, ассоциированных с шизофрени-
ей [16, 17]. Использование GWAS в наиболее 
масштабных по объему выборок исследова-
ниях позволило обозначить количество гене-
тических локусов, связанных с шизофренией, 
у лиц европейского и восточноазиатского про-
исхождения (145 и 113). В различных популя-
циях с данным расстройством ассоциированы 
локусы общих генетических вариантов, повы-
шающих риск развития шизофрении и имею-
щих очень схожие эффекты у восточноазиат-
ских и европейских предков [18, 19, 20, 21]. 
Анализ данных GWAS Консорциума психиа-
трической геномики позволил увеличить чис-
ло локусов, сцепленных с основными одно-
нуклеотидными полиморфизмами (ОНП), до 
414 [22]. Из более позднего анализа данных 
GWAS наиболее сильная генетическая корре-
ляция отмечена у шизофрении с биполярным 
расстройством [23, 24]. Благодаря мета-ана-
лизу целых экзомов 24 248 случаев и 97 322 
контрольных групп недавно определены уль-
тра-редкие кодирующие варианты в десяти 
генах, существенно повышающие риск раз-
вития шизофрении, и в 32 генах с менее вы-
раженным риском. Данные гены имеют наи-
большую экспрессию в нейронах центральной 
нервной системы и обладают разнообразными 
молекулярными функциями, которые включа-
ют формирование, структуру и функцию си-
напса. Авторы подчеркивают возможную роль 
связи с риском шизофрении генов субъедини-
цы рецептора NMDA GRIN2A и субъедини-
цы рецептора AMPA GRIA3, задействованных 
в дисфункции глутаматергической системы, 
для подтверждения главной глутаматергиче-
ской гипотезы в патогенезе шизофрении [25]. 

Общие полиморфные варианты риска пси-
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хических расстройств и их патогенеза также 
связаны с клиническим ответом на антипси-
хотическую терапию. Одно из последних мас-
штабных исследований GWAS полигенного 
риска резистентности к терапии, объединив-
шее ученых из 16 стран Америки и Европы, 
включало 85 490 участников. Подтвержде-
но, что резистентность к терапии шизофре-
нии является полигенным признаком с на-
следуемостью от 1 до 4% [26]. Китайским 
ученым методом GWAS в выборке, включаю-
щей 2 413 пациентов с шизофренией из 32 пси-
хиатрических больниц Китая, удалось уста-
новить пять новых ОНП для генов MEGF10, 
SLC1A1, PCDH7, CNTNAP5, TNIK (rs72790443, 
rs9291547, rs1471786, rs12711680, rs6444970), 
демонстрирующих общегеномные значи-
мые ассоциации с общим ответом на антип-
сихотическое лечение. Отдельно для генов 
CACNA1C, SLC1A1 и CNTN4 были обнаруже-
ны связи с ответом на лечение оланзапином, 
рисперидоном и арипипразолом [27]. Роль раз-
личных полиморфных локусов в ответе на те-
рапию шизофрении представлена анализом 
данных GWAS исследований и фармакогене-
тических исследований по отдельным локу-
сам генов, задействованных в фармакокине-
тике (CYP2D6, CYP1A2, CYP3A4 и CYP3A5, 
GST-M1, GST-T1, GST-P1, MDR1 и др.) и фар-
макодинамике лекарственных средств (DRD2, 
DRD3, COMT, DAT1, 5HTTLPR и др.) [3, 27, 
28]. Однако надежность обнаруженных свя-
зей с полиморфными локусами и возможность 
их универсального использования в различ-
ных популяциях в качестве маркеров пре-
дикции резистентности и осложнений тера-
пии зачастую ставится под сомнение. В связи 
с этим популяционные фармакогенетические 
исследования приобретают все большую зна-
чимость для поиска точных генетических 
предикторов [29, 30, 31]. Для популяции бело-
русов при изучении связи генов контроля ней-
ромедиаторных путей головного мозга и генов 
детоксикации ксенобиотиков с ответом на те-
рапию антипсихотиками были выявлены поли-
морфные локусы риска в генах DRD2 / ANKK1 
(rs1800497), CYP2D6 (rs3892097), MDR1 
(rs1045642), GSTM1 (del), GSTT1 (del) [32]. 
Полиморфный локус rs3892097 гена CYP2D6 
также обнаружил связь с частой госпитализа-
цией пациентов с шизофренией [33].

Обоснованность фармакогенетического 
тестирования

Неэффективность действия антипсихоти-
ков и развитие серьезных побочных реакций 
на препараты длительного применения требу-
ет поиска новых лекарственных средств. Од-
нако этот поиск, как отмечалось, затруднен 
отсутствием понимания механизмов на этапе 
между генетическими нарушениями и пато-
физиологией шизофрении [4]. На данном эта-
пе особенно необходим персонализированный 
подход при выборе активно используемых ан-
типсихотических препаратов. Однако совре-
менные терапевтические алгоритмы лимити-
руют подходы врача в лечении психических 
расстройств [34]. В основе современной кон-
цепции медицины, или 4П-медицины, лежат 
четыре понятия, каждое из которых начинает-
ся с латинской буквы «Р». В переводе с англий-
ского эти буквы означают: prediction — преду-
преждение, prevention — предотвращение, 
personalization — персонализированный под-
ход и participation — участие и полное пони-
мание процессов [35]. В психиатрии одной 
из задач 4П-медицины является включение 
в терапевтические алгоритмы возможности 
фармакогенетического тестирования. Обо-
снование необходимости тестирования дано 
в инструкциях и патентах, разработанных со-
вместно Республиканским научно-практиче-
ским центром психического здоровья и Ин-
ститутом генетики и цитологии Национальной 
академии наук Белауси [36, 37, 38]. Кроме то-
го, такие обоснования можно получить на 
веб-сайте общедоступной онлайн базы зна-
ний по фармакогеномике (PharmGKB), осно-
ванной в Стэнфордском университете в 2000 г. 
с целью сбора и анализа данных от различных 
информационных ресурсов и международных 
консорциумных групп, в том числе Междуна-
родного консорциума по психиатрической ге-
номике (PCG).

Процесс внедрения в рутинную практику ге-
нетического тестирования должен опираться 
на создание для внутреннего пользования кли-
нических баз данных с генотипами пациентов 
по основным полиморфным локусам риска тех 
генов, которые связаны с нежелательными ле-
карственными реакциями и эффективностью 
антипсихотической терапии. Это непростая 
и не быстрая для всей системы здравоохране-
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ния задача, с учетом отсутствия пока собствен-
ных генетических лабораторий в клиниках, од-
нако должна решаться путем поиска других 
возможных способов тестирования частично 
на платной основе, частично за счет выделяе-
мых бюджетных средств. 

Если врачу, назначающему терапию, будут 
доступны данные с генотипами пациентов по 
основным полиморфным локусам риска и об-
новляемый в базе PharmGKB список подлежа-
щих тестированию лекарственных препаратов 
с рекомендациями, то успешность выбора по-
высится [34, 39, 40, 41].

Принятие решения о проведении генетиче-
ского тестирования с необходимым учетом оте-
чественных разработок во многом облегчается 
сегодня PharmGKB-ресурсом. Необходимость 
тестирования в парах лекарство – ген обозна-
чается категориями требуемого «required», 
рекомендуемого «recommended», целесоо-
бразного «actionable», либо информативного 
«informative» [42].

Для этого, опираясь на принятую PharmGKB 
классификацию «фармакогенетических» пре-
паратов [43], необходимо убедиться в при-
надлежности антипсихотика к какой-либо из 
перечисленных категорий. Все категории те-
стирования присваиваются лекарственным 
препаратам по мере доказательства клини-
ческой значимости генетического тестирова-
ния. Эта информация от PharmGKB является 
общедоступной, постоянно обновляется и ос-
нована на мнениях экспертов, данных из опу-
бликованных исследований и официальных 
инструкций к использованию лекарственных 
препаратов [44].

По заключению PharmGKB, на настоящий 
момент в ряд антипсихотиков с доказанным ре-
зультатом тестирования включено 12 препара-
тов: Pimozide с категорией «требуемого» и 11 ан-
типсихотиков с категориями «целесообразного» 
и «информативного» генотипирования (табл. 1). 
Как видно из таблицы 1, PharmGKB-ресурс офи-
циально рекомендует для тестирования фарма-
коген CYP2D6 в паре ген – лекарство. Перед 
назначением Olanzapine также рекомендовано 
тестирование по гену Cyp1A2.

CYP2D6 — важнейший фармакоген 
в антипсихотической терапии

Генотипирование по гену цитохрома Р450 

CYP2D6 обоснованно является первым необ-
ходимым шагом для фармакогенетического 
тестирования перед назначением ряда антип-
сихотиков и других лекарственных препа-
ратов. Из множества ферментов цитохрома 
Р450, которые осуществляют широкий спектр 
окислительных метаболических процессов, 
включая биотрансформацию эндогенных мо-
лекул, пищевых компонентов и лекарств или 
пролекарств [45, 46], CYP2D6 является одним 
из наиболее широко изученных и, возможно, 
наиболее важных ферментов, метаболизиру-
ющих лекарственные средства [47]. Этот важ-
нейший фармакоген, состоящий из 9 экзонов 
и 8 интронов и локализованный в 22 хромо-
соме (локусе 22ql3.1) вместе с двумя псевдо-
генами CYP2D7, CYP2D8P, высоко схожими 
по нуклеотидному составу и представляю-
щими общий кластер генов, детерминиру-
ет метаболизм ~ 20% обычно используемых 
лекарственных средств в широком спектре 
медицинских дисциплин, включая психиа-
трию, обезболивание, онкологию и карди-
ологию [48]. Клиническое тестирование по 
гену CYP2D6 становится все более доступ-
ным и поддерживается практическими реко-
мендациями [49].

С высоким полиморфизмом данного ге-
на связано изменение функции фермента 
CYP2D6, в результате чего могут возникать 
побочные реакции на лекарственные средства 
и значительно снижаться эффективность тера-
пии. На сегодняшний день известные фарма-
когеномные сообщества разработали клини-
ческие рекомендации по меньшей мере для 
48 препаратов, имеющих субстрат CYP2D6. 
В терапевтических рекомендациях прогнози-
руется риск низкой эффективности и ослож-
нений в зависимости от генотипа пациента по 
гену CYP2D6, определяющего вероятную ак-
тивность фермента [48].

Данный ген детерминирует скорость мета-
болизма 40% антипсихотиков, а также 85% 
антидепрессантов [50]. Каждый пациент име-
ет определенный вариант генотипа, сочетаю-
щий пару аллелей гена, детерминирующих 
вместе степень активности фермента. Алле-
ли CYP2D6 могут определять отсутствие (poor 
metabolism — PM), пониженную или проме-
жуточную (intermediate metabolism — IM), 
нормальную (extensive metabolism — ЕM) 
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Примечание. FDA — US Food and Drug Administration (Управление по контролю за продуктами и лекар-
ствами США); EMA — European Medicines Agency (Европейское агентство по лекарственным средствам); 
HCSC — Health Canada (Santé Canada) (Здравоохранение Канады) , Swissmedic — Swiss Agency of Therapeutic 
Products (Швейцарское агентство Терапевтических продуктов); PMDA — Pharmaceuticals and Medical Devices 
Agency, Japan (Агентство по фармацевтическим препаратам и медицинским изделиям, Япония), https://www.
pharmgkb.org/chemical/PA452233/labelAnnotation

Таблица 1
Перечень антипсихотиков с рекомендованным PharmGKB генетическим тестированием 

перед назначением

Ген Категория Препарат Источник

CYP2D6 требумое Pimozide FDA

CYP2D6 целесообразное Aripiprazole EMA, FDA, HCSC, Swissmedic

CYP2D6 целесообразное Clozapine FDA

CYP2D6 целесообразное Fluoxetine / olanzapine FDA

CYP2D6 целесообразное Perphenazine FDA, PMDA

CYP2D6 целесообразное Thioridazine FDA

CYP2D6 целесообразное Haloperidol Swissmedic

CYP2D6 целесообразное Sertindole Swissmedic

CYP2D6, CYP1A2 целесообразное Olanzapine EMA

CYP2D6 информативное Paliperidone FDA, Swissmedic

CYP2D6 информативное Risperidone FDA, HCSC, Swissmedic

CYP2D6 информативное Zuclopenthixol Swissmedic

и повышенную (ultrarapid metabolism — UM) 
активность фермента, создавая широкий 
спектр изменчивости его активности у отдель-
ных людей и между популяциями. Алгоритмы 
стандартного подхода для перевода диплоти-
пов в прогнозируемый фенотип, а также ча-
стоты встречаемости аллелей и генотипов со 
сниженной или повышенной ферментатив-
ной активностью для различных популяций 
обсуждаются в литературе [7]. Низкий ста-
тус метаболизатора распространен в среднем 
у 0,4–5,4% населения планеты; промежуточ-
ный и нормальный статусы колеблются соот-
ветственно в пределах от 0,4 до 11% и от 67 
до 90%. Статус сверхбыстрого метаболизато-
ра, как считается, могут иметь от 1 до 21% на-
селения [6, 7].

У индивидов европейского происхожде-
ния низкий метаболизм по данному гену, 
как правило, детерминированный аллелем 

*4, встречается с частотой 23,5%. Более 20% 
европейцев — носители нефункциональных 
гаплотипов, в число которых наряду с алле-
лем *4 входят другие нулевые аллели *3, *5, 
*41 [6, 7]. Для таких пациентов рекомендо-
вано назначать низкие дозы антипсихоти-
ков и антидепрессантов-субстратов фермен-
та CYP2D6, либо препараты, не являющиеся 
субстратами данного цитохрома [51, 52]. От 
1 до 3% европейского населения может иметь 
ультрабыстрый метаболизм, обусловленный 
дублированными аллелями нескольких копий 
(*1xN, *2xN) гена [6]. Назначение стандарт-
ных доз препаратов, являющихся субстрата-
ми для CYP2D6, пациентам с ультрабыстрым 
метаболизмом, возможно, будет неэффектив-
ным. Однако в рекомендациях PharmGKB 
для таких пациентов дозы препаратов пока 
не меняются. Для наглядности можно при-
вести пример рекомендаций из базы данных 
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PharmGKB-ресурса для Pimozide, антипсихо-
тического препарата с категорией «требуемо-
го генотипирования» (табл. 2) [53].

Таким образом, более чем у 20% пациентов 
европейского происхождения учет фактора 
генотипа только по гену CYP2D6 дает шанс 
избежать неэффективной терапии и ослож-
нений. А в условиях клинической практики, 
наличие заключения даже только по гену ци-
тохрома CYP2D6 может принести значитель-
ную пользу. Например, алгоритм принятия 
решений и терапевтическая тактика конкрет-
ного клинического случая описаны в публи-
кации Корчагиной Н. с соавторами [34]. По 
результатам фармакогенетического тестиро-
вания была показана возможность коррекции 
дозировки антидепрессанта и замена антип-
сихотика, так как наличие у пациентки ге-
нотипа CYP2D6 1*/4* (A/G) было связано со 
снижением скорости метаболизма ряда пре-
паратов, в результате чего повышался риск 
развития побочных эффектов. Плохая пере-
носимость терапии приводила к преждевре-
менной отмене терапии, что утяжеляло тече-
ние заболевания [34].

В обзоре Кибитова А. с соавторами [51] ана-
лизируется практическая возможность пред-
варительного фармакогенетического прогноза 

Таблица 2
Назначение доз Pimozide, рекомендуемое PharmGKB в зависимости от метаболического 

статуса по CYP2D6

Метаболический 
статус

Вероятное изменения концентрации 
препарата в плазме крови Рекомендации по дозированию

UM
Возможно снижение концентрации 

пимозида. Однако нет никаких 
свидетельств снижения эффективности

не требуется изменять дозу

IM

Теоретически повышается риск 
увеличения концентрации пимозида в 
плазме крови. Необходимо следовать 

рекомендациям по дозировке

Рекомендуется не превышать дозы (80% от 
стандартной максимальной дозы):

12 лет и старше: 16 мг/сут
младше 12 лет: 0,08 мг/кг в день до 

максимальной дозы 3 мг/сут

PM

Теоретически повышается риск 
увеличения концентрации пимозида в 
плазме крови. Необходимо следовать 

рекомендациям по дозировке

Рекомендуется не превышать дозы (50% от 
стандартной максимальной дозы):

12 лет и старше: 10 мг/сут
младше 12 лет: 0,05 мг/кг в день до 

максимальной дозы 2 мг/сут

Примечание. UM — ultrarapid metabolism (ультрабыстрый метаболизм); IM — intermediate metabolism (проме-
жуточный метаболизм); PM — poor metabolism (бедный метаболизм) 

индивидуальной эффективности и безопасно-
сти антипсихотиков до их назначения. Авто-
рами отмечается, что фармакогенетические 
тесты для цитохрома CYP2D6, метаболизи-
рующего большинство антипсихотических 
препаратов, уже включены в зарубежные кли-
нические рекомендации для галоперидола, 
арипипразола, рисперидона, перфеназина, зу-
клопентиксола, клозапина, тиоридазина. Од-
нако до появления результатов отечественных 
доказательных широкомасштабных исследо-
ваний такие рекомендации должны интерпре-
тироваться с осторожностью [51].

Для оценки степени генетически обуслов-
ленного риска лекарственно-индуцирован-
ных акатизии и паркинсонизма при антипси-
хотической терапии шизофрении в популяции 
белорусов установлены частоты встречаемо-
сти аллеля А (22,9%) и генотипа A/G (32,1%) 
полиморфного локуса CYP2D6*4. Данный ло-
кус явился маркером риска лекарственно-ин-
дуцированного паркинсонизма для индиви-
дов с генотипом A/G (р = 0,01; ОШ = 2,84) 
[32]. На основании этого носителям аллеля 
А (CYP2D6*4) было рекомендовано назначать 
более низкие дозы CYP2D6-зависимых лекар-
ственных средств: на ¼ ниже для гетерозигот 
(A/G) и ½ для гомозигот (A/A) по CYP2D6*4, 
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или назначать CYP2D6 независимые антипси-
хотики [38]. Таким образом, решение вопро-
са более безопасного лечения для носителей 
полиморфного локуса CYP2D6*4 может быть 
связано с изменением режима дозирования 
антипсихотиков или с заменой принимаемо-
го пациентом антипсихотика на другой, ме-
таболизм которого контролируется не только 
ферментами CYP2D6, но и семействами дру-
гих печеночных ферментов.

Курылев А. с соавторами [54] в исследова-
нии фармакоэкономических аспектов геноти-
пирования CYP2D6 в практике психиатриче-
ского стационара экономически обосновали 
применение фармакогенетического подхода в 
выборе и назначении антипсихотической те-
рапии. Для такого подхода характерны мень-
шие суммарные прямые медицинские затраты 
за счет укорочения времени подбора опти-
мального режима антипсихотической тера-
пии, и, как следствие, уменьшение длитель-
ности пребывания пациента в стационаре. 
Показано, что затраты на проведение фарма-
когенетического тестирования CYP2D6 со-
ставляют менее 1% суммарных прямых ме-
дицинских затрат на лечение пациентов в 
условиях психиатрического стационара [54].

Алгоритмы и методология 
фармакогенетического тестирования
Для возможности клинического внедрения 

генетического тестирования алгоритмы кли-
нического рабочего процесса должны объеди-
нять все этапы на пути от тестирования до на-
значения терапии. Несмотря на существующие 
рекомендации для назначения терапии, осно-
ванные на генетических вариантах, нет еди-
ного мнения о валидированной методологии 
клинического генотипирования, необходимы 
также справочники наборов генетических ва-
риантов анализа и настраиваемый автоматиче-
ский перевод данных в гаплотипы. Такие ал-
горитмы разрабатываются [55].

Генотипирование CYP2D6 является необ-
ходимым, но не всегда достаточным усло-
вием для прогнозирования риска побочных 
эффектов и неэффективности терапии антип-
сихотиками. В настоящее время предлагается 
главным образом коммерческое тестирование 
с анализом полиморфных локусов одного или 
нескольких генов. 

Первый тест для выявления аллельной вари-
ации CYP2D6, аллелей *3 и *4, был опублико-
ван в 1990 г. [56]. Сегодня существуют различ-
ные методы определения гаплотипа CYP2D6, 
включая методы, которые могут обнаруживать 
гибридные структуры и количественно опре-
делять полиморфизм числа копий (CNV). Ком-
мерческое тестирование обычно предлагает ге-
нотипирование некоторых основных аллелей 
гена CYP2D6 (*2, *4, *5, *10, *17) [48]. Напри-
мер, платформа AmpliChip CYP2D6 genechip 
представляет собой анализ гибридизации 
микрочипов, который может обнаруживать 
CYP2D6*2, *3, *4, *5, *6, *9, *10, *35 и *41 и ду-
бликаты этих ОНП [57]. GenoChip CYP2D6 
macroarray представляет собой микрочип, ко-
торый может обнаруживать CYP2D6*3, *4, *6, 
*7, *8, *9, *10, *11, *17, *29, *41, делецию гена 
(*5) и копийность гена (*xN) [58].

Из мультигенного тестирования наиболее 
значимыми являются генетические тесты, 
включающие CYP1A2, CYP2D6 и CYP2C19. 
Единственным одобренным FDA генетиче-
ским тестом является AmpliChip™, который 
представляет собой продукт на основе ми-
крочипов для оценки активности CYP2D6 
и CYP2C19 [59]. Комбинаторные анализы 
GeneSight® (США) обеспечивают охват около 
50 аллелей генов, вовлеченных в фармакоки-
нетику различных лекарств, включая аллели 
CYP2D6, CYP2C19, CYP2C9, CYP2B6, CYP3A4 
и CYP1A2, а также некоторых генов, вовлечен-
ных в их фармакодинамику (5HTT, HTR2A, 
COMT, CACNA1C, MTHFR). На основе ин-
формации об этих генетических биомаркерах 
создается индивидуальный отчет, в котором 
различные психотропные препараты делятся 
на зеленую корзину для рекомендуемого ис-
пользования, желтую корзину для использо-
вания с осторожностью и красную корзину 
для использования с особой осторожностью 
и частым мониторингом. Анализ Genecept™ 

(Genomind®) также обеспечивает тестирова-
ние биомаркеров фармакокинетики (CYP2D6, 
CYP2C19, CYP3A4) и маркеров фармакодина-
мики (5HT-транспортер, 5HT2C-рецепторы, 
DRD2, COMT, CACNA1C, ANK3 и MTHFR). 
Как и в отчете GeneSight, результаты каждо-
го пациента предоставляются заказывающе-
му клиницисту вместе с предлагаемыми вари-
антами лечения. DMET™ Plus Solution — это 
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один из крупнейших коммерчески доступных 
генетических анализов примерно для 2 000 
вариантов генов ферментов и транспортеров, 
метаболизирующих лекарственные средства. 
Однако DMET™ Plus, как платформа для вы-
явления генетических рисков, пока не тести-
рована на клиническую эффективность при 
применении психотропных препаратов [59].

Более чем для 25 генов разработаны и науч-
но обоснованы рекомендации различных экс-
пертных групп, таких как Консорциум по вне-
дрению клинической фармакогенетики (CPIC), 
Голландская рабочая группа по фармакогене-
тике (DPWG) и Канадская сеть фармакоге-
номики по безопасности лекарств (CPNDS). 
Однако только пять из этих генов (CYP2D6, 
CYP2C19, CYP2C9, HLA-A, HLA-B) связаны 
с фармакокинетикой, эффективностью или пе-
реносимостью одного или нескольких психиа-
трических препаратов. Канадские исследова-
тели в последнем обзоре по фармакогенетике 
сообщают, что практически все фармакогене-
тические тест-панели, доступные в Канаде, 
включают CYP2D6, CYP2C19 и CYP2C9 [60]. 
Их озабоченность вызывает то, что лаборато-
рии часто тестируют и сообщают о результатах 
для генов, которые имеют ограниченную или 
почти отсутствующую связь с фармакокине-
тикой, эффективностью или переносимостью 
лекарств. Примеры генов, обычно появляю-
щихся в психиатрических тестовых группах, 
которые, по мнению канадских исследова-
телей, не имеют достаточных доказательств 
или разработанных экспертами рекомендаций, 
включают: ABCB1, ADRA2A, ANK3, ANKK1, 
BDNF, CACNA1C, COMT, CYP1A2, CYP3A4, 
CYP2C8, DRD2, FKBP5, GNB3, GRIK1, HTR2A, 
HTR2C, MC4R, MTHFR и SLC6A4. Тестовые 
панели, включающие эти гены, эксперты сове-
туют рассматривать критически, а рекоменда-
ции, связанные с этими генами, использовать 
с осторожностью [60].

В Институте генетики и цитологии НАН 
Беларуси совместно с Республиканским на-
учно-практическим центром психического 
здоровья разработан и запатентован способ 
прогнозирования риска акатизии и паркинсо-
низма, индуцированных антипсихотической 
терапией шизофрении с алгоритмом диагно-
стики предрасположенности к экстрапира-
мидным осложнениям при длительном при-

еме антипсихотиков. Панель генетических 
маркеров, включающая тестирование DRD2 /
ANKK1 (rs1800497), CYP2D6 (rs3892097), 
MDR1 (rs1045642), GSTM1 (del), GSTT1 (del) 
для предикции развития антипсихотикинду-
цированных паркинсонизма и акатизии, по-
зволяет дифференцировать риски осложнений 
и персонализировать подбор лекарственных 
препаратов [38].

Панели фармакогенетических тестов ан-
типсихотического ответа пока широко не ис-
пользуются [3], несмотря на то, что фармако-
генетическое тестирование уже было успешно 
внедрено многочисленными медицинскими 
центрами и системами здравоохранения по 
всей Северной Америке, Европе и Азии [5]. 
В то же время аналогичные тестовые панели 
уже используются в лечении депрессивных 
расстройств [3].

Непрерывное развитие новых технологий 
генотипирования требует осознания их по-
тенциальных преимуществ и ограничений, 
касающихся использования в фармакогено-
мике. Пока в клинической практике наиболее 
часто используются панели однонуклеотид-
ных вариантов, которые содержат предвари-
тельно выбранную панель генетических ва-
риантов. Так как такие панели не требуют 
продолжительного времени для выполне-
ния и просты в интерпретации результатов, 
это делает их пригодными для клинической 
практики. Однако их способность оценивать 
редкие и структурные варианты ограничена. 
Секвенирование следующего поколения (NGS) 
и секвенирование с длительным считывани-
ем являются многообещающими технология-
ми в области исследований фармакогеномики. 
Как NGS, так и секвенирование с длительным 
считыванием часто предоставляют больше 
данных и больше возможностей в отношении 
расшифровки структурных и редких вариан-
тов по сравнению с однонуклеотидными пане-
лями — в частности, в отношении количества 
вариантов, которые могут быть идентифи-
цированы, а также возможности поэтапного 
определения гаплотипа. Тем не менее, несмо-
тря на то, что они полезны для исследований, 
не все данные секвенирования пока могут 
быть применены в клинической практике [61]. 

Сегодня фармакогенетика превратилась 
в самостоятельную область приложения ген-
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но-лекарственных взаимодействий к терапев-
тической практике. За этот период в область 
фармакогенетики были интегрированы мето-
ды таких дисциплин, как биохимия, молеку-
лярная биология, статистика и компьютерные 
науки. На современном этапе, когда техниче-
ский прогресс позволяет оценивать попол-
няющийся спектр фармакологических вари-
антов, многомерные наборы данных omics, 
в свою очередь, могут улучшать идентифика-
цию, функциональную валидацию и понима-
ние механизмов взаимодействия между генами 
и лекарствами. Появляются новые стратегии 
перепрофилирования и интеграции молеку-
лярных и клинических данных, полученных 
из биобанков, для получения информации, не-
обходимой для клинического внедрения фар-
макогенетики [62].

Заключение
Персонализированный подход при назна-

чении антипсихотической терапии — это 
возможность снижения риска побочных эф-
фектов, отмены приема антипсихотиков и от-
сутствия терапевтического ответа на основе 
учета у психиатрических больных их фармако-
генетических особенностей. Проведение гене-
тического тестирования и выбор генетических 
маркеров должны в первую очередь включать 
тестирование по фармакогену CYP2D6 для 
определения метаболического статуса паци-
ента. В настоящее время разработаны прото-
колы и инструкции, позволяющие интерпрети-
ровать результаты генетического тестирования 
при выборе антипсихотической терапии. Од-
нако для успешного внедрения данных про-
токолов в реальную клиническую практику 
необходимо взаимодействие генетиков и кли-
ницистов для интерпретации результатов при 
назначении терапии.
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A personalized approach requires taking into account the pharmacogenetic characteristics of patients to choose 
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Любовь Вла-
димировна роди-
лась в г. Гомеле, 
среднюю школу 
окончила в эва-
куации в н. п. Ки-
нель Куйбышев-
ской  области . 
В 1944 г. она по-
ступила в Куйбы-
шевский сельско-
хозяйственный 
институт, с 1946 г. 
продолжила обу-
чение в Сельско-

хозяйственном институте (в настоящее вре-
мя — Белорусской государственной орденов 
Октябрьской Революции и Трудового Красно-
го Знамени сельскохозяйственной академии), 
после окончания которого поступила в аспи-
рантуру на кафедру генетики Московского 
государственного университета, где в 1953 г. 
успешно защитила кандидатскую диссерта-
цию по генетике и селекции кукурузы. Весь 
дальнейший жизненный путь Любови Вла-
димировны неразрывно связан со становле-
нием и развитием генетических исследований 
в НАН Беларуси. В 1955 г. она поступила на 
работу в Отдел генетики Института биологии 
АН БССР, позднее преобразованный в Инсти-
тут генетики и цитологии АН БССР. Активно 
занимаясь исследованием фундаментальных 
и прикладных проблем гетерозиса и генетики 
количественных признаков, в короткое время 
Любовь Владимировна добилась прорывных 
результатов, которые были высоко оценены 
мировым научным сообществом и принесли 
ИГЦ славу признанного центра по данному на-
правлению. Полученные научные результаты 
были обобщены в ее докторской диссертации 
«Принципы и методы селекции на комбина-
ционную способность» (1966 г.), а в 1984-м за 
разработку проблем гетерозиса Любовь Вла-

ПРОФЕССИЯ — УЧЁНЫЙ
(К ЮБИЛЕЮ АКАДЕМИКА Л. В. ХОТЫЛЁВОЙ)

димировна вместе с другими сотрудниками 
института была удостоена Государственной 
премии БССР в области науки и техники. При-
знанием научно-организационной деятельно-
сти учёного становится её избрание в 1972 г. 
членом-корреспондентом, в 1980 г. — акаде-
миком АН БССР.

Одним из основных направлений ее науч-
ных исследований является изучение влияний 
внешней среды на проявление хозяйственно 
важных признаков у сельскохозяйственных 
растений. За разработку принципов и мето-
дов экологической селекции растений Лю-
бовь Владимировна в соавторстве с акаде-
миком А. В. Кильчевским стала лауреатом 
Премии НАН Беларуси (1999 г.). Коллективом 
авторов под руководством Любови Владими-
ровны проведены работы по использованию 
культуры клеток и тканей растений в генети-
ческих исследованиях и селекции, созданию 
новых форм тритикале с интрогрессией чу-
жеродного генетического материала, полу-
чившие высокую оценку научной обществен-
ности и международное признание. В 2007 г. 
научные труды по реорганизации ядерного ге-
нома злаков методами биотехнологии, выпол-
ненные белорусско-российским коллективом 
ученых под руководством Любови Владими-
ровны, отмечены Премией имени академика 
В. А. Коптюга. Особенностью данных иссле-
дований явилось умелое сочетание традицион-
ных методов (отдаленной гибридизации и ге-
нетического анализа) с новейшими методами 
хромосомной и генной инженерии, культиви-
рования клеток и тканей, молекулярно-гене-
тического картирования.

В настоящее время под руководством Любо-
ви Владимировны продолжаются работы по 
изучению генетических основ формирования 
продуктивности и признаков качества сель-
скохозяйственных растений с использовани-
ем современных молекулярно-генетических 
и биохимических подходов, генетическому 

12 марта исполнилось 95 лет выдающемуся белорусскому ученому в области генетики, 
доктору биологических наук, профессору, академику НАН Беларуси, заслуженному деятелю 

науки Любови Владимировне Хотылёвой.
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анализу действия генов при гетерозисе, вну-
тривидовой, межвидовой и отдаленной гибри-
дизации. За особые заслуги в сохранении Ва-
виловской коллекции мировых генетических 
ресурсов растений для настоящего и будущих 
поколений в 2022 г. она награждена почетным 
знаком «Медаль академика Н. И. Вавилова».

Исследования академика Любови Владими-
ровны Хотылёвой всегда были тесно связаны 
с нуждами селекции и сельскохозяйственно-
го производства. Она является одним из ав-
торов высокопродуктивного сорта тритикале 
«Немига 2». При ее участии созданы восемь 
гибридов томатов, двенадцать сортов перца 
сладкого, четыре гибрида капусты и сорт пер-
ца горького. Научное наследие юбиляра нахо-
дит отражение в более 900 научных работах, 
в том числе 30 монографий. Она обладатель 
33 авторских свидетельств на сорта и изобре-
тения, девяти патентов. Любовь Владимиров-
на умеет и любит работать в коллективе: под 
ее руководством создана научная школа и вы-
росла достойная смена ученых, насчитываю-
щая 6 докторов и 46 кандидатов наук.

Организаторский талант Любовь Владими-
ровны многогранно раскрылся в 1971 г., когда 
она возглавила Институт генетики и цитоло-
гии. За 24 года руководства ей удалось обеспе-
чить поддержку уже сложившимся научным 
школам, дать начало новым направлениям ис-
следований, сформировать коллектив молодых 
ученых, модернизировать материально-техни-
ческую базу. Под ее руководством институт за-
нял лидирующие позиции в стране в области 
генетики и вошел в тройку ведущих генетиче-
ских институтов на постсоветском простран-
стве, за что Любовь Владимировна удостоена 
звания «Почетный директор».

Помимо научной работы в институте, Лю-
бовь Владимировна уделяла большое внима-
ние организации всей биологической науки 
в стране. В 1992 г. она избирается академи-
ком-секретарем Отделения биологических на-
ук АН Беларуси, затем с 1997–2002 гг. — со-
ветником Президиума НАН Беларуси. Многие 
годы она плодотворно работала в составе Пре-
зидиума ВАК СССР и ВАК Беларуси, являлась 
заместителем Председателя и руководителем 
секции биологических наук БРФФИ, возглав-
ляла Белорусское общество генетиков и се-
лекционеров. Сегодня Любовь Владимировна 

входит в состав редколлегий многих ведущих 
научных журналов, научных и экспертных со-
ветов.В настоящее время под руководством 
Любови Хотылёвой продолжаются работы по 
изучению генетических основ формирования 
продуктивности и признаков качества сель-
скохозяйственных растений с использовани-
ем современных молекулярно-генетических 
и биохимических подходов, генетическому 
анализу действия генов при гетерозисе, вну-
тривидовой, межвидовой и отдаленной гибри-
дизации. За особые заслуги в сохранении Ва-
виловской коллекции мировых генетических 
ресурсов растений для настоящего и будущих 
поколений в 2022 г. она награждена почетным 
знаком «Медаль академика Н. И. Вавилова».

Любовь Владимировна — яркий ученый, 
мудрый наставник и опытный руководитель. 
За значительные научные заслуги и высокий 
профессионализм она отмечена многими пра-
вительственными наградами — орденами Ле-
нина, Трудового Красного Знамени, Фран-
циска Скорины, медалью «За доблестный труд 
в ознаменование 100-летия со дня рождения 
В. И. Ленина», Золотой медалью НАН Бела-
руси и множеством других. За большой вклад 
в развитие белорусской науки она удостоена 
высокого звания «Заслуженный деятель нау-
ки БССР» и Благодарности Президента Респу-
блики Беларусь.

Отделение биологических наук, коллектив 
Института генетики и цитологии, ученики 
и коллеги сердечно поздравляют Любовь Вла-
димировну с замечательным юбилеем и выра-
жают свою признательность, глубочайшее 
уважение и почтение за самоотверженный 
труд, талант и мастерство, за верность 
высокому призванию, внимательное и чуткое 
отношение к людям. От всей души желаем 
крепкого здоровья, физического и творческо-
го долголетия, тепла и заботы близких и но-
вых свершений на благо генетической науки!

А. В. Кильчевский, Р. И. Шейко, 
О. Ю. Баранов, В. А. Лемеш 
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Л. В. Хотылёва с академиками НАН Беларуси 
В. И. Парфёновым и И. Д. Волотовским. Минск, 

1988 г.

У входа в биологический корпус. Слева направо: 
директор Института экспериментальной ботани-
ки В. И. Парфёнов, директор Института зоологии 
Л. М. Сущеня, директор Института генетики и цито-
логии Л. В. Хотылёва, директор Института фотобио-

логии А. А. Шлык. Минск, 1980 г.

Л. В. Хотылёва и Н. В. Турбин на производственных 
посевах районированного в Киргизии белорусского 

сорта тритикале Немига 2. Киргизия, 1984 г.

Выступление на семинаре в сельскохозяйственном 
колледже. Япония, 1985 г.

На I Международной конференции по анеуплоидии 
пшеницы. Слева направо: Ху Даофень, Е. Р. Сирс — 
автор первой анеуплоидной серии моносомных линий 

пшеницы, Л. В. Хотылёва. Китай, 1986 г.

Подготовка на телестудии передачи о лауреатах Госу-
дарственной премии в области науки и техники за раз-

работку проблем гетерозиса. Минск, 1984 г.
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На Международной конференции, посвященной памя-
ти академика Н. И. Вавилова. Третий слева академик 
И. Д. Мустафаев, в центре академик Ю. С. Насыров, 
Л. В. Хотылёва и член-корреспондент НАН Беларуси 

М. Т. Чайка. Душанбе, 1988 г.

С председателем исполнительного комитета XVII 
Международного генетического конгресса сэром 

Р. Райли. Бирмингем, 1993 г.

Члены Президиума Национальной академии наук 
Беларуси. В первом ряду слева направо: академи-
ки Н. А. Борисевич, Л. В. Хотылёва, Л. М. Сущеня, 
Р. Г. Горецкий, П. И. Ящерицин; во втором ряду слева 
направо: А. М. Гончаренко, И. И. Лиштван, В. С. Бу-
раков, М. С. Высоцкий, В. Н. Гурин, И. Я. Науменко. 

Минск, 1997 г.

Члены бюро Отделения биологических наук НАН Бе-
ларуси. В первом ряду слева направо: Е. И. Слобожа-
нина, Л. В. Хотылёва, Л. М. Сущеня, Н. И. Астапович; 
во втором ряду слева направо: Н. А. Ламан, Н. И. Сме-
ян, В. А. Зинченко, В. И. Парфёнов, В. А. Войни-
ло, А. Г. Лобанок, М. М. Пикулик, О. Г. Давыденко, 

И. Д. Волотовский, Н. А. Картель. Минск, 1999 г.

Президиум Государственного Высшего аттестаци-
онного комитета Республики Беларусь. В первом 
ряду слева направо: В. Ф. Сорока, Л. В. Хотылёва, 
Н. И. Юрчук, А. И. Лесникович, В. В. Кукреш; во вто-
ром ряду слева направо: И. И. Басецкий, В. И. Пархо-
менко, О. Г. Слука, А. П. Достанко, А. Н. Морозевич, 

Н. М. Олехнович, В. А. Шарунов. Минск, 2001 г.

Л. В. Хотылёва (в центре) с сотрудниками лаборато-
рии гетерозиса и генетики количественных призна-
ков Института генетики и цитологии НАН Беларуси. 

Минск, 2005 г.



Молекулярная и прикладная генетика. Том 34, 2023 г.

137Профессия — учёный (к юбилею академика Л. В. Хотылёвой)

Юбилей академика Л. В. Хотылёвой. Слева направо: 
член-корреспондент М. В. Мясникович, академики 
Л. В. Хотылёва, И. Д. Волотовский, член-корреспон-

дент А. В. Кильчевский. Минск, 2008 г.

I Жебраковские чтения. Слева направо: академик 
РАН С. Г. Инге-Вечтомов, академики НАН Белару-
си Н. А. Ламан и Л. В. Хотылёва, член-корреспондент 
НАН Беларуси А. В. Кильчевский, доктор билогиче-

ских наук В. В. Титок. Минск, 2007 г. 

Участники Международной научной конференции 
«Молекулярная генетика, геномика и биотехнология». 
Слева направо: академик РАН С. Г. Инге-Вечтомов, 
Л. В. Хотылёва, академик НАН Беларуси Н. А. Картель, 
член-корреспондент НАН Беларуси Г. Г. Гончаренко. 

Минск, 2005 г.

Слева направо: академик Н. А. Картель, член-корре-
спондент А. В. Кильчевский, академик Л. В. Хоты-

лёва. Минск, 2008 г.

Торжественное заседание посвященное 50-летию со 
дня основания Института генетики и цитологии НАН 

Беларуси. Минск, 2015 г.

II Международная научная конференция «Генетика 
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ИНСТРУКЦИЯ ДЛЯ АВТОРОВ ПО ОФОРМЛЕНИЮ СТАТЕЙ

Редакция сборника научных трудов «Молекулярная и прикладная генетика» принимает к рас-
смотрению обзорные статьи и экспериментальные статьи по результатам исследований, вы-
полненных с использованием современных методов в области молекулярной и прикладной 
генетики, отражающие изучение фундаментальных генетических процессов на молекулярном, 
клеточном, организменном и популяционном уровнях. Особое внимание уделяется актуальным 
проблемам биоинформатики и системной биологии, биоинженерии, вопросам сохранения и 
рационального использования генетических ресурсов, а также исследованиям, основанным 
на междисциплинарном подходе. 

Статьи публикуются на русском, белорусском и английском языках.

Сборник входит в Перечень научных изданий, рекомендованных ВАК для опубликования резуль-
татов диссертационных работ (для биологических, медицинских (медико-биологические аспек-
ты), сельскохозяйственных наук), и реферируется и индексируется в РИНЦ (Российский индекс 
научного цитирования).

Решение о публикации принимается редакционной коллегией после рецензирования, учиты-
вая научную значимость и актуальность представленных материалов.

ДЛЯ ОПУБЛИКОВАНИЯ РАССМАТРИВАЮТСЯ СЛЕДУЮЩИЕ ТИПЫ СТАТЕЙ

Экспериментальная статья
Основной тип статей, размещаемых в сборнике. Этот формат предназначен для публикации 
полученных авторами новых данных, представляющих существенный интерес для научного 
сообщества. Объем экспериментальной статьи не должен превышать 12 страниц. В список 
использованных источников следует включать не более 30 источников.

Обзорная статья
Авторы могут предложить для публикации обзорную статью по теме, представляющей инте-
рес для широкого круга читателей. Объем обзорной статьи не должен превышать 15 страниц. 
В список использованных источников следует включать не более 50 источников.

Краткое сообщение
В исключительных случаях по решению редколлегии в сборнике публикуются краткие со-
общения объемом не более 5 страниц, список литературы в этом случае не должен включать 
более 15 источников.

СТРУКТУРА СТАТЬИ

Статья набирается в текстовом редакторе Microsoft Word. Поля: верхнее и нижнее — 2 см, ле-
вое — 3 см, правое — 1,5 см. Текст набирается шрифтом Times New Roman, 12 пт, в одну колон-
ку с одинарным межстрочным интервалом. Выравнивание — по ширине. Абзацный отступ — 
1,25 см. Не допускается использование табуляции или пробелов для обозначения первой строки 
абзаца. Автоматическая расстановка переносов обязательна. Все страницы должны быть про-
нумерованы. Для создания формул следует использовать только MathType.

1. УДК
Располагается в верхнем левом углу страницы. 

2. Инициалы и фамилии авторов 
Располагаются по центру, выделяются полужирным начертанием. Между инициалами и перед 
фамилией ставятся неразрывные пробелы (Ctrl + Shift + пробел) (И. И. Иванов).



3. Название статьи
Располагается по центру, набирается ПРОПИСНЫМИ БУКВАМИ полужирным начертани-
ем. Переносы в заголовках не допускаются.
Название статьи должно четко отражать суть работы, не содержать лишних слов. По возмож-
ности следует избегать узкой региональности, а данные о географии исследования давать в 
резюме.

4. Место работы авторов с почтовым адресом
Место работы авторов (аббревиатура не допускается) располагается по центру, набирается 
прямым начертанием. На следующей строке указывается почтовый адрес учреждения (стра-
на, индекс, город, улица, дом).
Если авторы работают в разных учреждениях, то после каждой фамилии и перед соответству-
ющим местом работы надстрочными знаками проставляется цифровой индекс (1, 2 и т. д.). 

5. Авторское резюме (аннотация)
Располагается после места работы авторов, набирается прямым начертанием.
Авторское резюме должно полно и понятно излагать основное содержание и результаты про-
веденного исследования. Если из названия статьи очевидны предмет, тема, цель, методы ис-
следования, их не следует повторно излагать в резюме. Объем текста аннотации определяет-
ся содержанием публикации (объемом сведений, их научной ценностью и/или практическим 
значением) и должен быть в пределах 800–1000 знаков с пробелами.

6. Ключевые слова (5–10 слов)
Перечисляются после слов «Ключевые слова:». В конце ставится точка.

7. Основной текст статьи
Экспериментальная статья должна включать следующие разделы: «Введение», «Материалы и 
методы», «Результаты и обсуждение», «Заключение», «Список использованных источников».
Обзорная статья и краткое сообщение в обязательном порядке должны содержать разделы: 
«Введение», «Заключение» и «Список использованных источников». Название остальных 
разделов выбирается на усмотрение авторов.
Названия разделов располагаются на отдельной строке по центру и выделяются полужирным на-
чертанием.
Изложение статьи должно быть ясным, сжатым, без длинных исторических введений и по-
вторений.
Помимо общепринятых сокращений единиц измерения, физических, химических и матема-
тических величин и терминов (например, ДНК), допускаются аббревиатуры словосочетаний, 
часто повторяющихся в тексте. Все вводимые автором буквенные обозначения и аббревиатуры 
должны быть расшифрованы в тексте при их первом упоминании.
Вставка в текст символов (например, β, €) производится только через опцию Вставка/Символ. 
Для набора надстрочных и подстрочных символов (С2, С4) использовать меню Шрифт/Надстроч-
ный знак/Подстрочный знак. 

Общие правила набора текста
Прямое начертание должны иметь:
1) греческие символы (α, β, δ, ϕ, λ и др.) и знаки (%, ≤, ±, ×, ≠, ∞, →, °, ∉ и др.);
2) единицы измерения (Вт, В, Дж, кг, м и пр.);
3) кириллические (т. е. русские) буквы (П, Л, Ц);
4) сокращения от русских или белорусских слов (qср);
5) обозначения химических элементов и соединений (Р, Н2О);
6) названия белков;
7) скобки () и запятые (,) в формулах и после них (x2 – 0,5b(1,5 + са)).
Курсивное начертание должны иметь названия генов, латинские (т. е. английские) буквы, обо-
значающие переменные (K, y, z, x, V, i, j), латинские названия семейств, родовые и видовые 
названия.



Без пробелов следует проставлять:
1) дефис (-) в сложных словах (минерал-индикатор, К-пространство) и при наращении падеж-
ных окончаний к цифрам и буквам (1-го, j-го);
2) короткое тире (–) (Ctrl + «–» на нумерационной клавиатуре) между цифрами, обозначаю-
щими пределы какой-либо величины (20–30 чел.);
3) знаки –, +, ≤, > в значении положительной или отрицательной величины, степени увеличе-
ния или уменьшения;
4) знак %;
5) скобки () и кавычки «» от заключенных в них слов (по всей работе кавычки должны быть 
одного рисунка — «елочки»).
С пробелами проставлять: 
1) тире (—) (Ctrl + Alt + «–» на нумерационной клавиатуре) с обеих сторон пробелом как знак 
препинания между словами.
2) математические знаки (–, +, ≤, ±, ⋅, ×, =, ∉ и др.) в формулах, уравнениях, когда они являют-
ся знаками арифметического действия (R1 + R2 = 0,75);
3) знаки №, § от следующих за ними чисел (№ 4);
4) многозначные целые числа, содержащие 5 и более знаков, разбиваются по 3 цифры справа 
налево (40 450, 8 345 458);
5) сокращенные слова от имен собственных, к которым они относятся (ул. Академическая);
6) цифры от полных или сокращенных наименований (100 м, 2005 г.).

Требования к рисункам
Растровые изображения должны иметь разрешение не менее 300 dpi для полутоновых изобра-
жений (фотографии, газетные вырезки, книжные иллюстрации) и не менее 600 dpi для штри-
ховых изображений (графики, таблицы, детали, выполненные чертежными инструментами). 
Повышение разрешения после сканирования программными средствами недопустимо.
Рисунки должны размещаться только после их упоминания в тексте статьи. Если ссылка на 
рисунок включена в предложение, используется полное написание — «рисунок 1»; если слова 
заключаются в скобки, используется сокращение — (рис. 1).
Слово Рис. 1. и подрисуночная подпись располагаются на следующей строке после самого 
рисунка (Рис. 1. Название). Точка после названия не ставится.
Рисунки должны быть представлены в электронном виде отдельными файлами в следующих 
форматах: JPEG, TIFF, PNG. Название файла должно соответствовать номеру рисунка (Рис. 1, 
Риc. 2 и т. д.). Для отправки все файлы рисунков объединяются в одну архивную папку zip или rar.
Не допускается размещение рисунков в конце статьи (перед списком литературы).

Оформление таблиц
Таблицы должны быть реализованы средствами работы с таблицами редактора Microsoft Word. 
Не допускается вложение таблиц, созданных в других программах. 
Таблицы должны быть пронумерованы и иметь названия, размещаться только после их упоминания 
в тексте статьи. Если ссылка на таблицу включена в предложение, используется полное написание — 
«таблица 1»; если слова заключаются в скобки, используется сокращение — (табл. 1).
Слово Таблица 1 выравнивается по правому краю и выделяется полужирным начертанием.
На следующей строке за словом Таблица 1 следует название таблицы, которое набирается 
прямым начертанием и выравнивается по центру (без абзацного отступа).
Примечание к таблице располагается на следующей строке после таблицы. Слово Примечание 
выделяется полужирным начертанием, после него ставится точка. Текст примечания следует за 
словом Примечание и начинается с прописной буквы. Точка после текста примечания не ставится.
Четко указывается размерность показателей. Цифры в таблицах должны соответствовать сво-
ему упоминанию в тексте статьи.
Не допускается размещение таблиц в конце статьи (перед списком литературы).

Информация о соблюдении требований Нагойского протокола
Если работа связана с исследованиями, в которых в качестве объекта используются генетические 
ресурсы (растения, животные, микроорганизмы), полученные от зарубежных партнеров, необ-



ходимо дать ссылку на Международно признанный сертификат о соблюдении (Internationally 
Recognized Certificate of Compliance) Нагойского протокола к Конвенции о биологическом раз-
нообразии, подтверждающий легальное получение данных ресурсов.

Информация о соблюдении биоэтических стандартов
Если работа связана с исследованиями, в которых в качестве объекта используются лабора-
торные животные, то необходимо указать, соблюдались ли международные, национальные и/
или институциональные принципы ухода и использования животных. 
Если в качестве объектов исследования выступает человек, то необходимо указать:
– соответствуют ли процедуры, выполненные в исследовании с участием людей, этическим 
стандартам институционального и/или национального комитета по исследовательской этике и 
Хельсинкской декларации и ее последующим изменениям или сопоставимым нормам этики;
– получено ли от каждого из включенных в исследование участников информированное до-
бровольное согласие.

В конце статьи по желанию авторов приводится следующая справочная информация:
Общая информация о помощи в проведении работы и подготовке статьи: сообщения о предо-
ставлении материалов, данных, компьютерного обеспечения, приборов во временное пользо-
вание; информация о проведении исследований в центрах коллективного пользования; помощь 
в технической подготовке текста; а также все прочее, что оценивается как полезная помощь.
Информация о грантах и другой финансовой поддержке исследований. Авторы не должны ис-
пользовать сокращенные названия институтов и спонсирующих организаций. 

8. Список использованных источников
Оформляется в соответствии с приказом Высшей аттестационной комиссии Республики Бела-
русь от 25 июня 2014 г. № 159. Источники должны быть представлены в виде списка в порядке 
упоминания ссылок в тексте статьи. Нумерация — автоматическая. 
Не допускаются ссылки на работы, которых нет в списке литературы, а также на неопублико-
ванные материалы. В список использованных источников преимущественно следует включать 
работы не старше 10 лет (исключение составляют редкие высокоинформативные материалы).

9. На английском языке повторяются п. 2–6

10. Дата поступления статьи

К статье прилагаются:
1. Акт экспертизы о возможности опубликования в открытой печати.
2. Сопроводительное письмо, в структуре которого должны содержаться сведения о том, что:
– рукопись не находится на рассмотрении в другом издании;
– не была ранее опубликована.
Авторы несут ответственность за достоверность представленных в рукописи материалов.
3. Краткие сведения о каждом из авторов, включающие ФИО (полностью), год рождения, 
служебный адрес, адрес электронной почты, ученую степень, ученое звание, должность. Све-
дения об авторах предоставляются отдельным документом.
Бумажный экземпляр статьи подписывается всеми авторами. 
Статья (в двух экземплярах) и сопроводительные документы представляются лично либо по 
почте на адрес: ул. Академическая, 27, 220072, г. Минск, Республика Беларусь. Электронная 
копия материалов направляется на электронный адрес: redactor@igc.by.

Редакция оставляет за собой право в процессе редакционной подготовки сокращать и исправ-
лять рукопись по согласованию с автором.
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