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Е.В. Гузенко, В.А. Лемеш, М.В. Богданова

МОРФО-ГЕНЕТИЧЕСКИЙ ПОЛИМОРФИЗМ ПОПУЛЯЦИЙ 
ЛЬНА-ДОЛГУНЦА (LINUM USITATISSIMUM L.), 

СФОРМИРОВАННЫХ НА ОСНОВЕ ЛОЖНЫХ ТРАНСФОРМАНТОВ

 ГНУ «Институт генетики и цитологии НАН Беларуси» 
Республика Беларусь, 220072, г. Минск, ул. Академическая, 27

Введение
Клетки в культуре in vitro отличаются по 

морфологии, биохимическим свойствам, 
физиологическому и генетическому состоя-
нию. Разнообразие (вариабельность) среди 
клеточных линий или растений-регенерантов 
называют сомаклональной вариабельностью. 
Генетическая природа и механизм возникно-
вения сомаклональной изменчивости пока 
мало изучены. Однако можно четко выделить 
зависимость возникновения сомаклональных 
вариантов, прежде всего, от гетерогенности 
соматических клеток исходного экспланта, ге-
нетической и эпигенетической изменчивости, 
индуцируемой условиями культивирования in 
vitro, а также от генотипа и вида экспланта.

Исследования сомаклональной изменчи-
вости льна в культуре in vitro немногочис-
ленны. Rutkowska-Krause et al. установили, 
что длительность периода культивирования 
значительно увеличивает плоидность обра-
зующихся растений-регенерантов льна [1]. 
Естественный соматический мутагенез может 
быть усилен при культивировании организма 
в стрессовых условиях (повышенная или по-
ниженная температура, засоление и др.). Есть 
сведения о получении форм, устойчивых к 
экстремальным факторам среды [2], засо-
лению [3], стрессу [4], гербициду хлорсуль-
фурону [5], а также появление альбиносных 
мутантов [6] в результате культивирования 
тканей льна in vitro. 

Рост и развитие соматических клеток в 
культуре in vitro сами по себе могут рас-
сматриваться как стресс (увеличение ране-
вой поверхности, изменение гормонального 
баланса и др.), в результате которого уси-
ливается частота и спектр генетической из-
менчивости (поли- и анеуплоидия, точковые 
мутации, передвижение мобильных эле-
ментов, соматический кроссинговер и др.).  

А.В. Поляковым [7] проводилась оценка по-
томств растений-регенерантов, полученных 
на основе сортов льна-долгунца Торжокский 4, 
Дашковский 2, Славный 82 и Белинка по 
основным хозяйственно ценным признакам. 
В результате исследования были выделены 
два растения-регенеранта сорта Торжокский 4, 
которые по числу коробочек на 20-180% и по 
числу семян с растения на 28,8-92,4% превос-
ходили исходный сорт, и один регенерант со-
рта Белинка, превосходящий исходный сорт 
по содержанию волокна на 11-19,5%. 

Любой вид генетической трансформации, 
как и культивирование в условиях in vitro, 
может являться причиной резкого всплеска 
изменчивости в культуре клеток и тканей. 
Случайное и ненаправленное встраивание 
чужеродной ДНК сопровождается каскадом 
изменений в геноме трансформируемых рас-
тительных эксплантов. Последствия воздей-
ствия генетической трансформации любого 
вида могут рассматриваться как сложный, 
многоуровневый биотический стресс. Осо-
бенность проявления стресса заключает-
ся в том, что растение, будучи лишенным 
пространственной подвижности, необходи-
мой для поиска лучшего места обитания, 
компенсирует это повышенной геномной и 
физиологической «подвижностью», «пла-
стичностью», позволяющей гибко приспоса-
бливаться к стрессовым факторам различной 
природы [8]. Трансформируемое растение 
подвергается нескольким видам стрессово-
го воздействия: 1) поранение; 2) контакт с 
патогенным микроорганизмом (при агробак-
териальной трансформации); 3) культивиро-
вание in vitro; 4) собственно трансгенез, т.е. 
инсерция Т-ДНК в хозяйский геном. В ответ 
на любой вид стресса у растения происхо-
дит активация окислительных ферментов, 
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что может стать причиной целого спектра 
изменений в ДНК: от точечных мутаций до 
таких крупных изменений как аберрации и 
полиплоидия [9].

Одним из побочных эффектов трансгенеза 
является появление так называемых ложных 
трансформантов (в англоязычной литерату-
ре – «escapes»), растений, приспособившихся 

к существованию на селективной среде с анти-
биотиком или гербицидом, но не содержащих 
в своем геноме чужеродной ДНК [10]. Такие 
генотипы уникальны и могут служить основой 
для создания новых сортов.

Цель данной работы состояла в изучении попу-
ляций растений-регенерантов, сформированных 
на основе ложных трансформантов.

В качестве исходного материала исполь-
зовали сорта льна-долгунца белорусской се-
лекции Старт (Могилевская ОС), Василек 
и Белита (РУП «Институт льна»). Условия 
экспериментов по агробактериальной и био-
листической трансформации описаны нами 
ранее [11, 12].

Молекулярно-генетический анализ растений-
регенерантов. ДНК выделяли из растений 
с помощью Genomic DNA Purification Kit 
(«Fermentas») согласно инструкции произво-
дителя. Для изучения сомаклональной измен-
чивости использовали 10 пар праймеров (Lu2, 
Lu3, Lu4, Lu8, Lu13, Lu15, Lu17, Lu21, Lu23, 
Lu28) [13]. ПЦР выполняли по стандартному 
методу. Полученные ПЦР-продукты разделяли 
капиллярным гель-электрофорезом на генети-
ческом анализаторе ABI PRISM 3500 (Appl. 
Bios., США).

Хромосомные препараты.  При приго-
товлении хромосомных препаратов ис-
пользовали технологию, адаптированную к 
мелкохромосомным растениям [14]. Кончики 
корешков длиной 1-1,5 см и обрабатывали 
1×10–6 раствором интеркалятора ДНК 

9-аминоакридином (1 мкг/мл, «Sigma», США) 
при температуре от 0 до 4 °C в течение 10 ч. 
Корни фиксировали в фиксаторе Карнуа 3:1 
(этанол : ледяная уксусная кислота) в тече-
ние суток. Окраска корешков производилась 
1%-ным раствором ацетокармина, после чего 
готовились давленые препараты. Препараты 
анализировали на микроскопе Leica DM RXA2 
с оптикой Leica PlanAPO. 

Световая микроскопия поперечного сре-
за стебля. Анатомическое строение стебля 
изучали на поперечных срезах, взятых на 
середине технической длины всех растений-
регенерантов на стадии желтой спелости. 
Отрезки стеблей 2-3 см фиксировали в раз-
мягчительной смеси спирт : вода : глицерин 
(1:1:1). Подсчеты и измерения проводили с 
помощью светового микроскопа Amplival и 
винтового окуляр-микрометра. Использова-
ли увеличение 15×16, единицы измерения –  
деление окуляр-микрометра. 

Статистическую обработку полученных 
результатов проводили при помощи пакета 
анализа данных Microsoft Excel.

Материалы и методы 

По результатам молекулярно-генетического 
анализа нами были отобраны шесть ложных 
растений-трансформантов, не несущих транс-
генной вставки. Все они успешно адаптиро-
вались к условиям ex vivo и выращивались 
в контролируемых условиях климатической 
камеры. Наблюдения за онтогенезом данных 
растений показали, что фенологические ста-
дии роста (елочка, быстрый рост, бутониза-
ция, цветение, спелость) были намного про-
должительней, чем у исходных сортов. Так, 
бутонизация наступила только после 180 дней 

роста растений, тогда как весь вегетационный 
период у родительских сортов максимально 
составляет 105 суток. Пять ложных трансфор-
мантов сформировали генеративные органы и 
дали семена (V-1, V-2, V-3 от исходного сорта 
Василек, B-1 от исходного сорта Белита, S-2 
от исходного сорта Старт).

Известно, что условия выращивания в зна-
чительной степени влияют на формирование 
хозяйственно ценных признаков, поэтому по-
казатели растений, выращенных в контроли-
руемых условиях, не могут быть стабильными 

Результаты и обсуждение 
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при последующей репродукции. Однако для 
выделения форм с положительными свойства-
ми проведение первичной оценки необходимо.

Основная продуктивная часть растений 
льна-долгунца – это стебель, содержащий 
от 20 до 30% волокна, ради которого и воз-
делывается эта культура. Признаки качества  

волокна непосредственно зависят от внешних 
характеристик льняного стебля, в частности, 
от общей высоты растения, технической дли-
ны и толщины стебля в его средней части.  
В табл. 1 приведены результаты анализа мор-
фологических признаков ложных трансфор-
мантов поколения R0.

Таблица 1 

Морфологические признаки ложных трансформантов, полученных на основе сортов 
Василек, Белита, Старт (R0)

Образец Растение, 
шт

Общая высота, 
см

Техническая 
длина, см

Кол-во 
коробочек, шт

Кол-во семян 
в коробочке, шт

V-1 1 150 92 5 6,2±1,3
V-2 1 150 92 11 4,5±0,8
V-3 1 140 95 7 6,1±1,1
B-1 1 128 104 8 6,75±0,9
S-2 1 100 90 2 13±0,5

По данным анализа, самыми высокими 
(признак «общая высота растения») оказа-
лись растения V-1, V-2; минимальная вели-
чина этого показателя отмечена у растения 
S-2 (100 см) (табл. 1). В ряде исследований 
показано, что высота растений льна-долгунца 
в зависимости от сортовых особенностей и 
условий выращивания варьирует в доста-
точно широком диапазоне (от 70 до 125 см), 
а при благоприятных условиях может дости-
гать 130-140 см [15, 16]. 

Техническая длина стебля льна-долгунца – 
важный показатель продуктивности, от ве-
личины которого зависит урожай волокна. У 
изучаемых форм техническая длина стебля 
значительно превысила аналогичный показа-
тель исходных сортов (62-78 см) и составила 
для растения B-1 – 104 см, для растения V-3 – 
95 см, для растений V-1, V-2 – 92 см, для расте-
ния S-2 – 100 см (табл. 1). При промышленном 
производстве растения льна-долгунца с общей 
высотой 80-100 см гарантируют получение вы-
сокого урожая волокна и семян [17]. 

В сформировавшихся на всех растениях 
коробочках завязались семена. Семена рас-
тения S-2 оказались не всхожи. Популяции 
растений, полученных на основе V-1, V-2, V-3, 
B-1, были испытаны как в полевых условиях, 
так и в условиях in vitro.

Характеристика процессов каллусогенеза 
и морфогенеза гипокотильных эксплантов 
популяции растений льна-долгунца поко-
ления R1 

Данные о морфогенетической способности 
гипокотильных эксплантов потомства лож-
ных трансформантов (поколение R1) пред-
ставлены на рис. 1. Формирование каллуса и 
на гипокотильных эксплантах исследуемых 
растений, и на гипокотильных эксплантах ис-
ходных сортов проходило одинаково актив-
но, однако количество эксплантов, продуци-
рующих побеги, значительно различалось. 
Так, регенерационная способность эксплан-
тов популяций V-1, V-2, V-3 была примерно в  
4 раза ниже, чем у эксплантов исходного со-
рта. Сравнительное изучение регенерацион-
ной способности эксплантов популяции B-1 и 
исходного сорта Белита выявило ту же законо-
мерность – регенерация исходного сорта была 
в 3 раза выше, чем в популяции B-1 (рис. 1).

Возможно, что описанные эффекты связа-
ны с пролонгированным действием стресса 
(трансформации), что вызвало генетическую 
нестабильность растений поколения R1. Под-
тверждением данного предположения являет-
ся обнаружение полиэмбрионии в популяци-
ях V-1, V-2. При анализе семян контрольной 
группы (1000 семян исходного сорта Васи-
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лек) ни одного близнецового сеянца нами не 
обнаружено. А.В. Поляковым было проана-
лизировано более 600 000 проростков, отно-
сящихся к 125 образцам льна (лен-долгунец, 
межеумок, кудряш). Средняя частота поли-
эмбрионии составила 0,034%. Отмечено, что 
наименьшая частота появления близнецов 
была у льна-долгунца (0,032%) [18]

Близнецовые сеянцы легко отбираются 
по двум зародышевым корешкам, разви-
вающимся из прорастающего семени. Об-
наруженные нами близнецовые проростки 
разъединялись, высаживались в горшочки и 
выращивались в контролируемых условиях 
климатической камеры. Наблюдения за онто-
генезом выявили разницу в развитии близне-
цов. Замедленная скорость роста и развития 
служат контролем гаплоидного состояния 
проростка, однако, окончательное подтверж-
дение уровня плоидности можно получить с 
помощью цитологического подсчета хромо-
сом в соматических клетках кончика кореш-
ка. Анализ метафазных пластинок корневых 
чехликов установил, что одна пара близне-
цов составляла сочетание гаплоидного и ди-
плоидного растения, другая – гаплоидного 
и гаплоидного растения. Причины спонтан-
ной полиэмбрионии точно не установлены. 
Данные многих исследователей указывают 
на полигенную природу признака. Показано, 
что из полиэмбриональных семян льна могут 
формироваться близнецовые растения в сле-
дующих комбинациях сочетаний: диплоид-
диплоид, диплоид-гаплоид, гаплоид-гаплоид 
[18, 19].

Морфологические признаки популяции 
растений R1 

При наблюдении за потомством растений 
ложных трансформантов в полевых услови-
ях отклонений в развитии при прохождении 
фенологических стадий обнаружено не было. 
Анализ морфологических признаков поколе-
ния R1 выявил снижение средних значений 
показателей «общая высота растения» (от 10,5 
до 28,8%) и «техническая длина» (от 8,0 до 
28,8%) по сравнению с аналогичными пока-
зателями растений R0, в то же время показа-
тель «количество коробочек» вырос в среднем  
в 4 раза, что, по-видимому, связано как с усло-
виями роста растений, так и со снижением 
влияния посттрансформационного стресса 
(табл. 1, табл. 2).

Сравнительный анализ морфологиче-
ских признаков популяции растений льна-
долгунца R1 показал достоверное превыше-
ние уровня исходных сортов по признакам 
«общая высота растения» и «техническая 
длина» в двух популяциях – V-3, B-1; по при-
знаку «количество коробочек» – в популяции 
V-3 (табл. 2).

При сравнении вариации морфологических 
признаков оказалось, что исходные сорта бо-
лее однородны, чем полученные популяции 
поколения R1. Значения стандартного откло-
нения (σ) по всем анализируемым признакам 
в контрольных группах растений были ниже, 
чем в популяциях растений-регенерантов, за 
исключением σ признака «техническая дли-
на» в популяции V-1 (табл. 2). Для сравнения 
вариабельности различных признаков рассчи-
тан коэффициент вариации (υ), который дает 

Рис. 1. Сравнение эффективности морфогенеза и регенерационной способности популяций растений 
«escapes» (R1) и исходных сортов
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возможность сравнивать изменчивость при-
знаков, выражающихся в различных единицах 
измерения, и устанавливать различия в сте-
пени изменчивости. При оценке результатов 
полевых испытаний первого года оказалось, 

что признак «число коробочек» – наиболее 
изменчивая величина для всех исследуемых 
популяций (табл. 2), что может быть обуслов-
лено как особенностями генотипа, так и осо-
бенностями самого признака [20].

Таблица 2 

Морфологические признаки популяции растений R1

Параметр V
(контроль)

V-1
(R1)

V-2
(R1)

V-3
(R1)

B
(контроль)

B-1
(R1)

Общая высота 
растения, см 113,7±3,2 106,8±3,9 117,3±2,9 125,3±2,9* 72,9±1,66 112,9±3,9*

σ 7,81±2,7 7,8±2,75 10,1±2,07 9,1±2,05 6,5±1,18 13,4±2,84
υ 0,07 ±0,02 0,1±0,02 0,1±0,02 0,07±0,02 0,09±0,01 0,1±0,02*
Техническая 
длина, см 80,2±3,1 77,0±1,73 81,9±2,31 87,4±3,25* 59,4±1,29 74,0±4,3*

σ 7,52±1,2 3,5±1,22 7,9±1,62 10,41±2,33 5,0±0,92 14,6±3,11
υ 0,09±0,01 0,1±0,01 0,1±0,01 0,12±0,02 0,08±0,01 0,2±0,04*
Количество 
семян в 
коробочке, шт.

27,2±2,9 26,7±4,15 27,5±4,37 43,4±4,04* – 23,5±3,12

σ 7,33±2,9 8,3±2,93 15,1±3,08 12,94±2,89 – 10,6±2,26
υ 0,27±0,1 0,3±0,11 0,5±0,11 0,29±0,07 – 0,4±0,09
Количество 
семян в 
коробочке, шт.

7,0±0,4 7,5±0,86 6,8±0,43 5,8±0,32 – 6,0±0,56

σ 1,09±0,6 1,7±0,61 1,5 ±0,03 1,0±0,23 – 1,9±0,40
υ 1,16±0,08 0,2±0,08 0,2±0,04 0,2±0,04 – 0,3±0,07

* – достоверно при p < 0,05

В исследованиях А.В. Полякова отмечено, 
что популяции растений-регенерантов первого 
поколения по высоте и технической длине сте-
бля находятся на уровне исходного сорта или 
выше, а по числу коробочек и семян на уров-
не или ниже контроля [18]. В других работах 
показано, что в большинстве случаев проис-
ходит снижение средних значений по количе-
ственным признакам, но возможно появление 
форм с положительными свойствами [21, 22]. 

Полученные нами данные свидетельствуют о 
нестабильности первого поколения растений-
регенерантов и необходимости проведения 
дальнейших испытаний созданных форм.

Анатомические особенности стебля 
популяции растений R1

Основная ценность стебля прядильных 
льнов – волокнистые пучки, которые от-
носятся к механическим тканям, повышаю-

щим устойчивость к полеганию, изгибам, 
переломам и т.п. Они состоят из плотно скле-
енных пектиновыми веществами элемен-
тарных волокон – длинных клеток верете-
нообразной формы с заостренными концами. 
Количество и качество волокна льна-долгунца 
определяется степенью развития волокнистой 
ткани, т.е. лубяных пучков, расположенных 
в корковой части стебля и состоящих из эле-
ментарных волокон. Анатомические методы 
оценки качества волокна в стеблях льна широ-
ко используются в селекции данной культуры.

Агротехнические приемы оказывают зна-
чительное влияние на качество получаемого 
льняного волокна. В частности, разреженный 
посев ведет к формированию растений с тол-
стыми стеблями, которые содержат крупные 
лубяные пучки и волоконца, но качество полу-
чаемого волокна невысокое. При посеве всхо-
жих семян 1600-1800 шт/м2 загущение угне-
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тает активность клеток камбия и усиливает 
деление клеток перицикла. Как следствие, об-
разуется большое число смыкающихся между 
собой компактно расположенных в стебле лу-
бяных клеток и повышается выход качествен-
ного технического волокна [17, 23]. 

Небольшое количество семян, получен-
ных нами от ложных трансформантов R0, 
не позволило обеспечить требуемую густоту 
стеблестоя растений поколения R1. Для кор-
ректности интерпретации результатов посев 
контрольных растений намеренно проведен с 
нарушением норм высева семян.

При исследовании строения растений по-
коления R1 обнаружено, что диаметр стеб-
ля колебался от 6,0 до 11,2 деления окуляр-
микрометра для популяции B-1; от 7,8 до 13,1 
деления окуляр-микрометра для популяции 
V-1, V-2, V-3; для контрольных растений – 

6,7-10,1 деления окуляр-микрометра, что яв-
лялось прямым следствием малой густоты 
стояния растений. В норме диаметр стебля 
у возделываемых сортов льна-долгунца мо-
жет колебаться от 3,7 до 7,4 деления окуляр-
микрометра [24].

Известно, что хорошее по качеству волокно 
дают стебли, имеющие лубяные пучки пра-
вильной овальной или вытянутой формы с 
ровными краями без заливов и выступов. В 
целом анализируемые растения популяции 
V-1, V-2, V-3, B-1 характеризовались плотны-
ми хорошо сформированными пучками окру-
глой, овальной и тангентальной формы. Про-
веденные анатомические исследования срезов 
средней части стебля в фазе желтой спелости 
позволили выявить особенности строения рас-
тений регенерантов популяций V-1, V-2, V-3, 
B-1 поколения R1 (табл. 3). 

Таблица 3 

Показатели анатомического строения стебля растений популяций поколения R1

Популяция 
Число 

пучков на 
срезе

Число 
элементарных 

волокон 
на срезе

Среднее число 
элементарных 

волокон 
в пучке

Диаметр  
элементарного 

волокна

Диаметр
просвета 

элементарного 
волокна

V (контроль) 32,5±0,7 778,2±22,3 23,9±0,2 50,7±1,6 14,2±0,9
V-1 (R1) 38,0±0,7* 831,5±53,4 21,9±1,7 51,4±2,1 14,8±1,7
V-2 (R1) 37,8±1,1* 873,6±37,0* 23,1±0,6 47,5±0,9 14,4±0,7
V-3 (R1) 39,5±0,9* 873,6±26,1* 21,1±0,2 48,9±0,8 14,6±0,6
B-1 (R1) 35,6±1,1 752,0±32,6 22,8±0,4 45,1±0,9 14,2±0,6

Количество волокнистых веществ в льня-
ном стебле зависит от количества пучков на 
срезе и числа элементарных волокон в пучке. 
Проведенный нами анализ установил, что ко-
личество пучков на срезе было максимальным 
у растений популяции V-3 (39,5), что явля-
ется хорошим показателем как по сравне-
нию с контрольными растениями нашего 
эксперимента (32,5), так и по сравнению с сор-
тами льна-долгунца в целом (25-39,4) [24, 25]. 
Элементарные волоконца у качественного во-
локна должны быть некрупные, выровненные 
по диаметру с толстыми стенками и с неболь-
шим просветом. Растения популяций V-1, V-2, 
V-3, B-1 имели хорошо вызревшие клетки 
граненой формы в количестве от 21,9 до 23,1 
штук в одном лубяном пучке (табл. 3). Среднее 

число элементарных волокон в пучке у контр-
ольного растения сорта Василек – 23,9 шт. 
Наиболее волокнистыми оказались растения 
популяций V-2 и V-3 (873,6 шт.). Наимень-
шее число волокон на срезе зафиксировано у 
растений популяции B-1 (752,0 шт.) (табл. 3). 
Показано, что в зависимости от генотипа зна-
чение данного признака может варьировать от 
545 [25] до 1124 [24]. 

Диаметр клеток по растениям у анализируемых 
образцов колебался от 21,0 (B-1) до 86,0 (V 
(контроль), V-3) делений окуляр-микрометра 
и в среднем составил 51,5 (V-1), 47,5  
(V-2), 48,9 (V-3), что сравнимо с популяцией 
контрольных растений (50,7 V (контроль)) 
(табл. 3). С.Ф.Тихвинский и др. предложи-
ли судить о качестве волокна в единичных 

* – достоверно при p < 0,05
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стеблях льна по коэффициенту вариации 
диаметра элементарных волоконец в од-
ном типичном лубяном пучке [26]. Чем 
больше коэффициент вариации, тем короче 
элементарные волоконца, так как в этом случае 
в плоскость среза попадают их узкие концы и 
варьирование возрастает. Качество волокна в 
образцах с короткими волоконцами хуже из-за 
обрывности при прядении. 

С помощью метода двухвыборочного t-теста 
с различными дисперсиями получена информа-
ция об изменчивости диаметра элементарных 
волокон в пучке у популяций, сформированных 
на основе ложных трансформантов, и исходно-
го сорта льна-долгунца (рис. 2).

Коэффициент изменчивости колебался от 
9% до 26% в популяции V-1, от 11% до 31% 
в популяции V-2, от 13% до 37% в популяции 
V3. У растений контрольной группы данный 
показатель варьировал в пределах 12-25%. 
В среднем коэффициент изменчивости в по-
пуляциях и в контрольной группе растений 
был практически одинаков (26%, 23%, 23% 

и 24% соответственно). Анализ полученных 
данных доказывает влияние агротехники 
(густота стеблестоя) на показатель «диа-
метр элементарных волокон» растений льна-
долгунца.

Таким образом, первичная оценка мор-
фоанатомических показателей выявила не-
достаточную стабильность растений в по-
пуляциях V-1, V-2, V-3, B-1, полученных 
на основе ложных трансформантов, как 
следствие пролонгированного действия 
посттрансформационного стресса и нару-
шения агротехники (густота стеблестоя). 
Однако можно предположить, что растения 
данных популяций обладают качественным 
волокном, поскольку сформировали волокна 
граненой формы с небольшим внутренним 
просветом и в достаточно большом коли-
честве в одном лубяном пучке [24, 25, 26]. 
Кроме того, растения популяций V-2, V-3 
достоверно превзошли уровень исходного 
сорта по числу элементарных волокон на 
срезе на 12,2%.

Молекулярно-генетический анализ популяции 
растений R1 

Сомаклональные изменения могут иметь как 
наследственную генетическую природу, так и яв-
ляться длительными модификациями. До недав-
него времени большинство работ, посвященных 
изучению сомаклональной вариабельности, было 
связано с описанием морфологических и цитоге-
нетических изменений у растений-регенерантов, 
а генетическая природа таких изменений оста-
валась неясной. В последнее время для иссле-
дования сомаклональной изменчивости широко 
используются молекулярные маркеры, основан-

ные на ПЦР, с помощью которых можно выявить 
изменения в нуклеотидной последовательности 
ДНК растений-регенерантов. Установлено, что 
уже на ранних этапах культивирования in vitro 
тканей кукурузы происходят перестройки гено-
ма, проявляющиеся в полиморфизме продуктов 
RAPD-ПЦР [28]. При сравнении спектров дига-
плоидной линии яровой мягкой пшеницы Ю580R 
и полученных из нее гаметоклонов (ЛГВ3-692-
3-5, ЛГВ2-92-2, ЛГВ1-92-2) выявлено 13 поли-
морфных RAPD-фрагментов, что подтверждает 
гипотезу возникновения генетических измене-

Рис. 2. Коэффициент изменчивости диаметра элементарных волокон в пучке

40

35
30

25
20

15

10
5

0
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 растения

%

V-1 V-2 V-3 V(K) ▲



14

Молекулярная и прикладная генетика. Том 13, 2012 г.

Е.В. Гузенко и др. Морфо-генетический полиморфизм популяций льна-долгунца... 

ний в результате культивирования in vitro [29].
Применение молекулярных методов на раз-

ных этапах культивирования клеток дает воз-
можность отслеживать генетическую измен-
чивость и делать предположения о времени и 
природе возникновения мутаций. С помощью 
RAPD- и ISSR- анализа были обнаружены из-
менения ДНК у сомаклонов гороха в зависи-
мости от продолжительности культивирования 
каллусов и исходного генотипа. Уровень измен-
чивости для регенерантов гороха, полученных 
из каллусов после 8 месяцев культивирования, 
варьировал в зависимости от генотипа от 0 до 
5,6%, а для регенерантов, полученных после де-
сяти лет культивирования – от 0,7 до 9,6%. Для 
шести из двадцати полиморфных фрагментов 
по базе данных GenBank была выявлена гомо-
логия с известными последовательностями хло-
ропластного генома ДНК гороха, ретротранспо-
зонами гороха Ту 3 copia и Ogre; а также была 
найдена гомология с митохондриальной ДНК 
растительного генома [21]. 

Недостаточно высокая разрешающая спо-
собность RAPD-метода при анализе поли-
морфизма близкородственных генотипов 
льна-долгунца обусловила выбор нами ми-
кросателлитного анализа как высоковоспро-
изводимого, более точного и информативно-
го. Важной особенностью микросателлитов 
является то, что они быстрее, чем остальная 
ДНК, подвергаются «динамичным мутациям», 
которые приводят к появлению аллелей с раз-
личным количеством повторяющихся единиц 
[30]. Как следствие, микросателлиты очень 
полиморфны. Высокий полиморфизм в соче-
тании с повсеместным распространением и 
мультиаллелизмом обуславливает их широкое 
применение в качестве эффективного способа 
изучения фенотипической и генотипической 
изменчивости [31].

Для проведения SSR-анализа растений популя-
ции R1 нами отобрано 10 пар наиболее информа-
тивных праймеров, описанных ранее [13, 32]. Все 
пары праймеров дали четкую картину амплифи-
кации. Данные маркеры выявляли от 1 до 4 алле-
лей, всего идентифицировано 24 аллеля размером 
от 165 до 378 пн. Восемь пар микросателлитных 
праймеров (Lu2, Lu3, Lu4, Lu8, Lu15, Lu17, Lu21, 
Lu28) амплифицировали от одного до четырех 
аллелей. Фрагменты соответствующих размеров 
обнаружены как в образцах популяций V-1, V-2, 

V-3, B-1, так и в исходных сортах, т.е. полимор-
физм по данным локусам не был обнаружен. Две 
пары праймеров (Lu13, Lu23) выявили полимор-
физм в исследуемых генотипах.

Микросателлитный праймер Lu13 амплифици-
ровал два аллеля 346 пн и 378 пн. В популяциях 
V-1, V-2, V-3, как и в исходном сорте Василек, 
встречался аллель 378 пн. Однако в популяции 
V-3 выявлен дополнительный аллель разме-
ром 346 пн (рис. 3а). Растения популяции B-1 
по данному локусу не отличались от исходного  
сорта Белита по обнаруженным аллелям разме-
ром 346 пн и 378 пн. 

Микросателлитный праймер Lu23 амплифи-
цировал два аллеля 257 пн и 318 пн. У растений 
контрольной группы (исходный сорт Белита) 
данный маркер выявил оба аллеля, однако в по-
пуляции B-1 обнаружен только аллель размером 
318 пн (рис. 3в). Для анализируемых образцов 
популяций V-1, V-2, V-3, как и для исходного 
сорта Василек, был характерен аллель 257 пн. 
Появление нового аллеля 318 пн обнаружено в 
популяциях V-2 и V-3 (рис. 3б).

Таким образом, полиморфизм микросателлит-
ной ДНК был установлен у образцов V-2, B-1 по 
одному локусу (Lu23), а у образца V-3 по двум 
локусам (Lu13, Lu23), который проявлялся в по-
явлении второго аллеля (3 случая), а также в от-
сутствии аллеля ожидаемого размера (1 случай). 
Подавляющая доля мутаций в микросателлитных 
локусах возникает за счет специфической ошиб-
ки репликации ДНК в районе микросателлита – 
проскальзывания (англ. slippage), что приводит 
к появлению аллеля нового размера. В то же 
время часть микросателлитных мутаций может 
изменять количество повторов как в сторону уве-
личения, так и в сторону уменьшения (на два и 
более повторов). Мутационные изменения, затра-
гивающие размеры микросателлитных кластеров 
и число микросателлитных звеньев, изменяют 
такие важные молекулярно-биологические и 
биохимические характеристики как нуклеотид-
ный состав, GC-содержание локусов, энергию 
Гиббса образования ДНК/ДНК-дуплекса, соот-
ношение молекулярных масс 5'-3' и 3'-5' после-
довательностей. 

Таким образом, метод SSR-анализа позволил 
нам обнаружить изменения в геноме потомства 
растений «escapes» льна-долгунца и выявить 
их отличия по генетической структуре от ис-
ходных форм.
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сорт Василек сорт Василек сорт Белита

популяция V-3 популяция V-3 популяция В-1

Рис. 3. Результаты амплификации ДНК растений с SSR праймерами

Морфологические признаки популяции 
растений R2

Несмотря на то, что использование сомакло-
нальных вариаций в селекции предложено в 
80-х годах прошлого века [33], на их основе 
создано очень мало сортов, что вероятно, свя-
зано с длительной нестабильностью семенных 
потомств растений-регенерантов. Для селек-
ционного использования сомаклонов необхо-
дима достоверная информация о стабильности 
полученных хозяйственных признаков и уров-
не онтогенетической адаптации новых форм.

В 2011 году проходили полевые испытания 
семенного потомства растений-регенерантов R1. 
Отмечено, что в популяции R2 от исходного со-
рта Белита продолжительность вегетации рас-
тений сократилась на 7-10 дней по сравнению с 
контролем. В популяции R2 от исходного сорта 
Василек продолжительность вегетации остава-
лась на уровне контрольных растений.

Анализ морфологических признаков поколе-
ния R2 выявил увеличение средних значений 
показателей «общая высота растения», «техни-
ческая длина», «число коробочек» и «число се-
мян» для популяций V-1, V-2, B-1 по сравнению 
с соответствующими группами контрольных 
растений (табл. 4). В популяции V-3 наблюда-
лось недостоверное снижение средних показа-

телей по признакам «общая высота растения» 
(на 2,3%) и «техническая длина» (на 1,7%) по 
сравнению с контролем (табл. 4). Сравнение 
вариации морфологических признаков пока-
зало, что в популяции растений поколения R2 
произошла значительная стабилизация анали-
зируемых признаков как по сравнению с пер-
вым годом полевых испытаний популяций, так 
и по сравнению с исходными сортами.

Значения стандартного отклонения по при-
знакам «общая высота растения», «техниче-
ская длина», «количество коробочек», «коли-
чество семян» в поколении R2 были ниже, чем 
в поколении R1, за исключением σ признака 
«количество семян» в популяции V-3, что сви-
детельствует о постепенной стабилизации и 
выравнивании материала (табл. 2, табл. 3). 
Можно заметить, что количество коробочек во 
всех популяциях при испытаниях первого года 
было в 2–3 раза больше, чем при испытаниях 
второго года, что является следствием разря-
женности посева в 2010 году и образования 
мощных ветвистых растений.

При сравнительном анализе популяций 
растений-регенерантов и исходных форм уста-
новлено, что значения σ по всем анализируемым 
признакам в популяции B-1 (R2) были ниже, чем в 
контроле (B). В популяции V-1 (R2) значения стан-
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дартного отклонения были ниже, чем в контроле 
по двум признакам «общая высота растения» и 
«техническая длина». В популяциях V-2 (R2), V-3 
(R2) значения σ были ниже, чем в контроле только 
по одному признаку – «общая высота».

Для исследуемых признаков рассчитан ко-
эффициент вариации, который показал, что 
признак «число коробочек» при испытании в 
течении двух лет проявил наибольшую изменчи-
вость во всех исследуемых популяциях (табл. 4),  
что подтверждает предположение об особенно-
сти данного признака. Коэффициенты вариации 
(υ) также служат показателями экологической 
стабильности, то есть способности растений к 
адаптации. При изучении изменчивости при-
знаков многолетника эспарцета песчаного 
(Onobrychis arenaria) установлено, что сомакло-

нальные растения с небольшим варьированием 
морфологических признаков были устойчивы к 
погодным изменениям и из года в год сохраняли 
вегетативную мощь, в то время как у растений 
с высоким варьированием наблюдалось значи-
тельное снижение морфологических параметров 
на протяжении жизненного цикла [34]. Результа-
ты второго года полевых испытаний созданных 
образцов показали, что изменчивость признака 
«общая высота растения» в популяциях V-1, V-3, 
B-1 достоверно ниже, чем у исходных сортов, и 
можно предположить, что данный признак отно-
сительно стабилизировался. Следует отметить, 
что для популяции B-1 (R2) характерна меньшая 
изменчивость и по всем остальным признакам, 
что свидетельствует о сбалансированности сфор-
мировавшегося генотипа (табл. 4).

Таблица 4 

Морфологические признаки популяции растений R2

Параметр V
(контроль)

V-1
(R1)

V-2
(R1)

V-3
(R1)

B
(контроль)

B-1
(R1)

Общая высота 
растения, см 118,8±1,9 129,9±0,72* 126,3±1,32* 116,1±1,10 105,6±2,55 119,6±1,02*

σ 6,25±1,4 2,28±0,51 4,16±0,93 3,48±0,78 8,07±1,80 3,24±0.72
υ 0,05±0,01 0,01±0,003* 0,03±0,007 0,03±0,007* 0,08±0,02 0,03±0,006*
Техническая 
длина, см 103,3±1,3 109,8±0,99* 109,4±1,36* 101,5±2,17 89,7±2,11 104,9±1,52*

σ 4,14±0,92 3,12±0,70 4,30±0,96 6,85±1,53 6,67±1,49 4,79±1,07
υ 0,04±0,01 0,03±0,006 0,04±0,009 0,07±0,01 0,07±0,02 0,05±0,01
Количество 
семян в 
коробочке, шт

5,7±0,39 12,1±0,64* 11,5±1,46* 9,2±0,74* 7,0±0,84 7,5±0,62

σ 1,25±0,28 2,02±0,45 4,62±1,03 2,35±0,52 2,67±0,60 1,96±0,44
υ 0,15±0,03 0,17±0,04 0,40±0,09* 0,25±0,057* 0,38±0,08 0,26±0,06
Количество 
семян в 
коробочке, шт

8,1±0,38 8,8±0,35 9,2±0,29* 8,9±0,46 6,9±0,41 8,6±0,52*

σ 1,19±0,26 1,13±0,25 0,92±0,20 1,45±0,32 1,29±0,29 1,65±0,37
υ 0,15±0,03 0,13±0,03 0,10±0,02 0,16±0,04 0,19±0,04 0,19±0,04

* – достоверно при p < 0,05

Таким образом, для поколения R1 ложных 
трансформантов льна-долгунца характерны 
нестабильность признаков вегетативного и 
генеративного развития. Во втором поколе-
нии (R2) происходит стабилизация признаков 
«общая высота растения», «техническая дли-
на», «количество коробочек», «количество 

семян». Генетическая трансформация, явля-
ясь стрессовым фактором, расширяет спектр 
генетической изменчивости льна-долгунца, 
выявляемой с помощью микросателлитного 
анализа, и в сочетании с индивидуальным от-
бором позволяет получить новый материал 
для селекции.

Заключение
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Одной из актуальнейших задач спортивной 
генетики является разработка программ отбора 
начинающих спортсменов. Имеются отдельные 
публикации об отборе абитуриентов спортивных 
школ олимпийского резерва по полиморфным ва-
риантам гена ангеотензин-конвертирующего фер-
мента АСЕ. Известно, что аллель «I» этого гена 
ассоциирован с выносливостью, необходимой для 
стайеров, а аллель «D» – со скоростно-силовыми 
способностями, характерными для спринтеров. Од-
нако отбор по одному гену не корректен, во-первых, 
потому что не известно, к какому типу отнести 
людей, гетерозиготных по данному гену, (а таких 
большинство!), а во-вторых, отсутствие благопри-
ятного аллеля одного гена может компенсироваться 
положительными вариантами других генов. Кро-
ме того, наличие нужного аллеля также не явля-
ется гарантом достижения успехов в данном виде 
спортивной специализации из-за отсутствия других 
необходимых генных вариантов. Поэтому анализ 
одного гена (не только АСЕ, но и любого другого) 
не может быть достаточно информативным и не 
может быть использован для отбора абитуриентов. 

Для разработки программ отбора начинаю-
щих спортсменов необходимо выяснить, какой 
комплекс полиморфных вариантов дает чело-
веку возможность достижения высоких резуль-
татов в том или ином виде спорта. Для этого 
важно исследовать и сравнить генотипы вы-

дающихся спортсменов разной специализации. 
 Цель данной работы – сравнить частоты ал-

лельных вариантов генов, присутствующих в 
генотипах элитных спортсменов разных видов 
спорта, для выявления наиболее  информатив-
ных маркеров, определяющих способность 
адаптации к кратковременной или пролонги-
рованной гипоксии. В этой связи нами проте-
стированы образцы ДНК членов национальных 
команд Республики Беларусь по биатлону, хок-
кею и теннису как потенциальных носителей 
генотипов, наиболее благоприятных для видов 
спорта разной направленности.

Биатлон – циклический вид спорта, в котором 
требуется преимущественно аэробная выносли-
вость. В хоккее преобладает скоростно-силовая 
направленность работы, и спортсмены преодо-
левают преимущественно анаэробный тип физи-
ческой нагрузки.  Теннис – игровой вид спорта, 
характеризующийся смешанным типом нагруз-
ки,  требующий как  общей выносливости, так и 
скоростно-силовых способностей.

Учитывая разный тип преобладающей физи-
ческой нагрузки в перечисленных видах спорта, 
определение и сравнение частот генов, присут-
ствующих в их генотипах, позволит выявить 
наиболее важные и наиболее информативные 
аллели, обеспечивающие спортивную успеш-
ность в видах спорта разной направленности.
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Введение

Материалы и методы 
Для молекулярно-генетического тестирова-

ния нами отобраны  образцы ДНК;
1. Национальной команды Беларуси по би-

атлону (18 чел.); 
2. Национальной команды по хоккею с шай-

бой (24 чел.); 
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3. Национальной команды по хоккею на тра-
ве (24 чел.);

4. Национальной команды по теннису  
(23 чел);

5. Контрольной группы людей, профессио-
нально не занимающихся спортом (150 чел.).

Биологическим материалом для исследова-
ния служила ДНК, выделенная из лейкоцитов 
периферической крови. 

Проанализированы полиморфные вари-
анты семи генов – HIF1, АСЕ, eNOS, VEGF, 

PAI-1, МВ и PPARG, кодирующих белки, 
непосредственно участвующие в реак-
ции организма на недостаток кислорода. 
Молекулярно-генетический анализ геном-
ной ДНК спортсменов выполнен методом 
полимеразной цепной реакции (ПЦР). По-
сле амплификации специфических ДНК-
последовательностей генов идентифика-
цию аллелей полиморфизмов проводили 
с применением различных методических 
подходов. 

Таблица 1 

Частоты генотипов и аллелей гена HIF1A в генотипах спортсменов разной специализации
Варианты гена,

спортсмены Генотипы, % Аллели, %

HIF1A (С582T) C/C C/T T/T C T
хоккеисты 77,94 22,06 0,00 88,97 11,03
теннисисты 91,67 8,33 0,00 95,83 4,17
биатлонисты 94,44 5,56 0,00 97,22 2,78
контроль 94,59 5,41 0,00 97,30 2,70

Ген HIF1 
Недостаток кислорода при высоких фи-

зических нагрузках ведет к активации гена 
HIF1A, который в свою очередь запускает 
экспрессию гипоксия-зависимых генов – 
АСЕ, eNOS, PAI-1, BDKRB2, EPO,VEGF и 
ENDT-1. В гене HIF1A имеется значимый 
полиморфизм – 582C/T. По данным [1], по-

лиморфизм 582C/T ассоциирован с высоки-
ми аэробными возможностями.

При тестировании национальных команд в 
генотипах хоккеистов был обнаружен очень 
высокий (в 4 раза выше, чем в контроле) 
процент редкого аллеля T полиморфизма 
582C/T, который дает повышенный уровень 
HIF1 (табл. 1).

Результаты и обсуждение

Существенное превышение уровня данно-
го аллеля выявлено и у теннисистов (табл.1).  
Обнаружение этих редких полиморфизмов у 
элитных спортсменов свидетельствует о более 
высокой устойчивости их носителей к физиче-
ским нагрузкам и о важности данного маркера 
для отбора начинающих спортсменов.

Гены, детерминирующие факторы адап-
тации сердечно-сосудистой системы к 
гипоксии.

АСЕ – фермент ренин-ангиотензиновой и 
калликреин-кининовой систем – гуморальных 
регуляторов артериального давления [2]. По-
лиморфизм гена АСЕ связан с инсерцией (I) 

или делецией (D) 287 нуклеотидов [3]. Гено-
тип I/I по гену АСЕ ассоциирован со снижен-
ной концентрацией фермента и обеспечивает в  
7-8 раз большую физическую работоспособ-
ность и лучшую адаптацию организма к тре-
нировкам, чем генотип D/D. Частота встре-
чаемости генотипа II гена ACE у жителей 
европейских стран колеблется от 16% до 24% 
[2]. По нашим данным частота этого генотипа 
в белорусской популяции составляет 15,3%.

По результатам тестирования генотипов хок-
кеистов высшей квалификации по гену АСЕ  
четкого разделения по генотипам и (или) ал-
лелям не выявлено. Частоты генотипов D/D, 
характерных для спринтеров, почти равны ча-
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стотам  генотипов  I/I, ассоциированных с вы-
носливостью. Следовательно, выдающимися 
хоккеистами могут быть спортсмены не только 
с генотипами D/D, но также с генотипами I/D 
и I/I. Это еще раз свидетельствует о невозмож-
ности разделения начинающих спортсменов 

на спринтеров и стайеров по одному гену АСЕ.
У биатлонистов выявлено  некоторое преоб-

ладание аллеля выносливости I и генотипа I/I, 
по сравнению с хоккеистами и с популяцион-
ной частотой.  Самая высокая частота генотипа 
I/I оказалась у теннисистов (табл. 2).

П од г ру п п а  г е н о в  р о с т а  э н д о тел и я 
сосудов.

VEGF играет центральную роль в процес-
се ангиогенеза,  являясь основным фактором 
роста эндотелия сосудов. VEGF улучшает кро-
воснабжение мышечной ткани (как скелетной 
мускулатуры, так и миокарда) через увеличе-
ние количества новообразованных сосудов [4]. 
Синтез VEGF увеличивается под влиянием 
аэробных тренировок, а при воздействии ги-
поксии и забеге на сверхдлинные дистанции – 
снижается [4]. Нами проанализирована одно-
нуклеотидная замена С634G. 

В работе [5] показано, что средняя частота 
аллеля выносливости С634 в мире составля-
ет 30%, по нашим данным в Беларуси она рав-
на 25,3%. Некоторое превышение частоты того 
аллеля выявлено только у теннисистов (34,1%). 
У них же обнаружен высокий (в 3 раза выше, 
чем в контроле) уровень генотипа С/С (табл. 3).

PAI-1 впервые использован нами для вы-
явления спортивной успешности.  Этот ген 
является одним из основных компонентов 
антисвертывающей системы крови, обеспе-
чивающим до 60% общей ингибиторной ак-
тивности в отношении активатора плазмино-
гена в плазме [6]. PAI-1 регулирует уровень 
тканевого и урокиназного активаторов плаз-
миногена. Повышение уровня PAI-1 при ги-
поксии приводит к снижению фибринолиза 
и образованию фибриновой основы для ро-
ста сосудов в процессе ангиогенеза. Уровень 
PAI-1 в плазме крови ассоциирован с поли-
морфизмом в области промотора гена PAI-1, 
представляющего собой однонуклеотидную 
делецию/инсерцию гуанина (4G/5G). 

Нами показано, что частота гомозиготных 
носителей аллеля 4G для Беларуси составля-
ет 28,7%, а гомозиготных носителей аллеля 
5G –21,3% [7]. При ДНК-тестировании спор-

Таблица 2 

Частоты генотипов и аллелей, детерминирующих факторы адаптации сердечно-
сосудистой системы к гипоксии, у спортсменов разной специализации

Варианты гена,
спортсмены Генотипы, % Аллели, %

ACE (I/D) I/I I/D D/D I D
хоккеисты 19,0 57,1 23,8 47,6 52,4
теннисисты 36,4 40,9 22,7 56,8 43,2
биатлонисты 27,3 63,6 9,1 59,1 40,9
контроль 15,3 54,0 30,7 42,3 57,7

eNOS (a/b) b/b a/b a/a b a
хоккеисты 81,8 15,2 3,0 89,4 10,6
теннисисты 63,6 31,8 4,5 79,5 20,5
биатлонисты 81,8 18,2 0 90,9 9,1
контроль 66,0 29,8 4,2 80,9 19,1

eNOS (G/T) G/G G/T T/T G T
хоккеисты 28,6 59,5 11,9 58,3 41,7
теннисисты 51,9 48,1 0,0 75,9 24,1
биатлонисты 54,5 36,4 9,1 72,7 27,3
контроль 59,5 35,3 5,2 77,2 22,8
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тсменов установлено, что в команде  биат-
лонистов благоприятные гомозиготы 4G/4G 
(63,5%) существенно превышают и контроль-

ный уровень, и аналогичный показатель у хок-
кеистов, у которых преобладают гетерозиго-
ты – 50,0%  (табл. 3). 

Таблица 3 

Частоты генотипов и аллелей генов роста эндотелия сосудов у спортсменов  
разной специализации

Варианты гена,
спортсмены Генотипы, % Аллели, %

PAI-1 (4G/5G) 4G/4G 4G/5G 5G/5G 4G 5G
хоккеисты 33,3 50,0 16,7 58,3 41,7
биатлонисты 63,5 27,3 9,1 77,2 22,8
контроль 28,7 50,0  21,3 54,1  45,9
VEGF (С634G) G/G C/G C/C G C

хоккеисты 61,9 35,7 2,4 79,8 20,2
теннисисты 45,5 40,9 13,6 65,9 34,1
биатлонисты 72,7 27,3 0,0 86,4 13,6
контроль 53,8 41,8 4,4 74,7 25,3

Гены, детерминирующие факторы адаптации 
к гипоксии системы транспорта кислорода и 
углеводно-жировой обмен. 

МВ – железосодержащий белок мышеч-
ных клеток, аналог гемоглобина эритроцитов 
крови. МВ отвечает за транспорт кислорода в 
скелетных мышцах и в мышце сердца. В гене 
МВ нами протестирована однонуклеотидная 
замена A79G. Литературные данные по иссле-
дованию гена миоглобина очень ограничены. 

По сведениям [8] и [9], среди представите-

лей европеоидной расы частота 79A полимор-
физма составляет 46%. По нашим данным, ча-
стота аллели 79A в популяции Беларуси близка 
к литературным данным и составляет 40,7%, 
а частота генотипа АА – 3,5%. 

У хоккеистов выявлено значительное пре-
вышение частоты редкого генотипа АА по 
сравнению с контролем и другими протести-
рованными командами, что свидетельствует о 
важности этого полиморфного варианта для 
скоростно-силового вида спорта (табл. 4).

Таблица 4 

Частоты генотипов и аллелей, детерминирующих факторы адаптации системы  
транспорта кислорода, у спортсменов разной специализации

Варианты гена,
спортсмены Генотипы, % Аллели, %

МВ (А79G) GG GA AA G A
хоккеисты 16,7 69,0 14,3 51,2 48,8
теннисисты 42,3 50,0 7,7 67,3 32,7
биатлонисты 18,2 81,8 0,0 59,1 40,9
контроль 23,0 73,5 3,5 59,3 40,7

PPARG Pro/Pro Pro/Ala Ala/Ala Pro Ala
хоккеисты 71,4 23,8 4,8 83,3 16,7
теннисисты 80,0 20,0 0,0 90,0 10,0
биатлонисты 54,5 45,5 0,0 77,3 22,7
контроль 73,3 25,4 1,6 85,7 14,3
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PPARG – ген гамма-рецептора, активируемого 
пролифераторами пероксисом,  кодирует семей-
ство ядерных рецепторов, регулирующих экс-
прессию большинства генов, вовлеченных в жи-
ровой и углеводный обмен, а также сигнальный 
путь инсулина и дифференцировку остеобластов 
[3]. Наиболее значимым является полиморфизм 
Рго12А1а. Ala – аллель быстроты и силы, харак-
теризуется пониженной транскрипционной ак-
тивностью гена и повышенной чувствительность 
к инсулину. Для носителей аллеля Ala было от-
мечено более активное улучшение метаболизма 
глюкозы и инсулина в ответ на регулярные тре-

нировки на выносливость [3]. 
Встречаемость Ala аллеля у европейцев со-

ставляет в среднем от 9 до 18% по данным раз-
ных авторов. По нашим данным в белорусской 
популяции частота аллеля Ala составляет 14,3%. 

В ходе тестирования групп элитных спортс-
менов установлено существенное превышение 
частоты встречаемости благоприятного ред-
кого генотипа Ala/Ala у хоккеистов (табл. 4). 
Полученные результаты позволяют сделать 
вывод, что носительство этого генотипа спо-
собствует развитию и проявлению быстроты 
и силы.

Заключение
Проведено тестирование образцов ДНК членов 

Олимпийских и Национальных команд Беларуси 
по биатлону, хоккею и теннису как потенциаль-
ных носителей генотипов, наиболее благоприят-
ных для этих видов спорта, с целью выявления 
наиболее  информативных маркеров, определяю-
щих способность адаптации к кратковременной 
или пролонгированной гипоксии. Получены 
предварительные результаты сравнения частот 
генотипов и аллельных вариантов генов, при-
сутствующих в генотипах элитных спортсменов. 
Работа будет продолжена с привлечением боль-
шего количества Олимпийских и Национальных 
сборных команд, а также с использованием боль-
шего количества тестируемых генов.

Полученные на данном этапе результаты по-
зволяют сделать вывод о том, что команды хок-
кеистов отличаются  от изученных команд других 
видов спорта высокой частотой редкого генотипа 
АА по гену МВ и также  редкого,   ассоциирован-
ного с быстротой и силой, генотипа Ala/Ala по 
гену PPARG.  Кроме того в генотипах хоккеистов 
был обнаружен очень высокий (в 4 раза выше, 
чем в контроле) процент редкого аллеля T гена 
HIF1, который ассоциирован с большими аэроб-
ными возможностями.

У биатлонистов, по сравнению с хоккеистами 
и теннисистами, преобладают аллели выносли-
вости G и генотипы G/G по гену eNOS, а также 
4G аллели и 4G/4G генотипы по гену PAI-1, по-
вышение уровня которого при гипоксии является 
основой для роста новых кровеносных сосудов.

Что касается теннисистов, то они отличаются 
высокой частотой редкого генотипа С/С по гену  
VEGF и также повышенными (но менее, чем у 
хоккеистов) уровнями редкого генотипа АА по 
гену МВ и редкого аллеля T гена HIF1.

Выявление у выдающихся спортсменов этих 
редких вариантов генов, существенно повышаю-
щих физическую выносливость или скоростно-
силовые способности, может быть использовано 
для разработки программ отбора начинающих 
спортсменов.

 Что касается гена АСЕ и полиморфизма a/b  
гена eNOS, то существенных различий по этим 
генам у протестированных команд выявлено  
не было.

 Полученные результаты свидетельствуют  том, 
что отбор начинающих спортсменов должен про-
водиться по комплексу генов, ответственных за 
работу различных систем организма, вовлечен-
ных в спортивную деятельность человека.
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Введение
В настоящее время идентификация сортов 

растений базируется на оценке морфологи-
ческих и биохимических признаков. По мере 
создания все большего количества новых со-
ртов этих признаков становится недостаточно. 
Значительное влияние на морфологические 
признаки условий окружающей среды, допол-
няемое элементом субъективности в оценке, 
может привести к неверным выводам относи-
тельно принадлежности генотипа к тому или 
иному сорту. Кроме того, некоторые диагности-
ческие признаки проявляются лишь на опреде-
ленной стадии развития растения (цветения и 
созревания плода). 

Сложности, связанные с использованием 
морфологических и биохимических (белко-
вых) маркеров, приводят к необходимости по-
иска новых, более удобных и надежных мето-
дов идентификации сортов растений. Ими на 
полном основании могут стать молекулярно-
генетические методы, основанные на использо-
вании ДНК-маркеров. Они позволяют в значи-
тельно большей степени выявить объективные 
различия между исследуемыми образцами и, 
следовательно, существенно повысить разре-
шающую силу анализа. ДНК-маркеры можно 
применять на  любых стадиях развития расте-

ния, они более полиморфны и не подвержены 
влиянию окружающей среды. При использова-
нии молекулярно-генетических методов, анали-
зу можно подвергать различные части растения 
(листья, стебли, семена, клубни). ДНК-методы 
незаменимы в спорных случаях, когда приме-
нение традиционных подходов не позволяет 
достоверно различить исследуемые образцы.

В настоящее время SSR-маркеры все ча-
ще используются для идентификации сортов 
сельскохозяйственных растений. Ряд важных 
особенностей SSR-локусов, такие как гипер-
вариабельность, высокая плотность и равно-
мерность распределения по геному, делают 
их весьма эффективным средством изучения 
меж- и внутривидового разнообразия. 

На сегодняшний день выполнен ряд работ по 
SSR-анализу сортов и диких видов картофеля, 
результат которых демонстрируют высокую 
эффективность использования SSR-маркеров 
как средства идентификации растений [1-10]. 

Целью данной работы был микросател-
литный анализ сортового полиморфизма 
картофеля белорусской и иностранной се-
лекции, отбор наиболее информативных 
SSR-локусов для идентификации и после-
дующей паспортизации.

Объектом исследований являлись 20 сор-
тов картофеля белорусской и иностранной 
селекции, включенные в Государственный 
реестр сортов и древесно-кустарниковых по-
род, допущенных к использованию на террито-
рии Республики Беларусь (Здабытак, Уладар, 
Журавинка, Бриз, Рагнеда, Ветразь, Дубрава, 
Универсал, Родео, Астерикс, Маг, Лилея, Та-
лисман, Веснянка, Криница, Скарб, Атлант, 
Явар, Карлита, Сузорье). 

Материалы и методы 
Формы растений для исследований были 

предоставлены Государственной семенной 
инспекцией (каждый сорт был представлен 
10 растениями).

Экстракцию ДНК проводили из клубней с 
помощью набора реагентов для выделения 
ДНК «Нуклеосорб» фирмы «Праймтех», со-
гласно протоколу производителя. Полимераз-
ную цепную реакцию проводили с праймера-
ми, представленными в табл. 1.
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Реакцию амплификации проводили в 20 мкл 
реакционной смеси, содержащей 50-100 нг ДНК, 
по 10 пмоль каждого из праймеров (прямые 
праймеры мечены флуоресцентными метками 
Rox, R6G, Tamra, Fam), буфер (10 мМ трис-HCl  
(pH 8,3), 2,5 мМ MgCl2, 50 мМ KCl), 200 мкМ 
каждого дезоксинуклеозидтрифосфата и 0,5 ед. 
Tornado Taq-полимеразы.

 Полимеразную цепную реакцию проводи-
ли при следующих условиях: 95 °С – 15 мин;  
30 циклов: 99 °С – 3 сек, Тотж (50-55 °С) – 30 сек, 
72 °С – 30 сек; 72 °С –5 мин. 

  Анализ полученных ПЦР-фрагментов про-
водился с помощью автоматического секвена-
тора Genetic Analyzer 3500 Applied Biosystems 
(США). Размер продуктов амплификации опре-
деляли с применением размерного стандарта 
молекулярного веса S450 «Синтол» (Россия). 

Полученные данные анализировали с помо-
щью пакета прикладных программ GeneMapper 
Software Version 4.1 (рис. 1).

 Для оценки полиморфизма SSR-локусов 
использовали индекс полиморфного инфор-
мационного содержания PIC (polymorphism 
information content): PIC = 1 – ∑ pi

2, где pi – ча-
стота встречаемости i-го аллельного фенотипа 
в выборке. Ввиду сложности определения ча-
стот аллелей конкретного локуса у тетраплоид-
ного картофеля, при расчете PIC, вместо частот 
аллелей, использовался показатель частоты 
аллельных фенотипов [1, 6].

Кластерный анализ выполнен методом UPGMA  
с использованием программы TREECON для 
Windows (версия 1.36). Для оценки достоверно-
сти построенных деревьев проведен бутстреп 
(bootstrap) анализ для 100 повторностей.

Для анализа полиморфизма и генотипи-
рования образцов картофеля было отобрано 
12 микросателлитов – STM2022,  STM1052, 
STM1031, STM0019, STM0031,  STM2013, 
STM3012, STM0030, STM1104, STM1106, 

Таблица 1 

Структура и хромосомная локализация микросателлитных локусов

№ Локус Повтор Локализация 
(хромосома) Прямой и обратный праймеры 

1 STM2022 (CAA)3...(CAA)3 II GCGTCAGCGATTTCAGTACTA
TTCAGTCAACTCCTGTTGCG 

2 STM1052 (AT)14 GT(AT)4 VII CAATTTCGTTTTTTCATGTGACAC
ATGGCGTAATTTGATTTAATACGTAA 

3 STM1031 (GT)6 V TGTGTTTGTTTTTCTGTAT
AATTCTATCCTCATCTCTA

4 STM0019 (AT)13 VI AATAGGTGTACTGACTCTCAATG
TTGAAGTAAAAGTCCTAGTATGTG 

5 STM0031 (AT)7(GT)10(AT)4 VII CATACGCACGCACGTACAC
TTCAACCTATCATTTTGTGAGTCG

6 STM2013 (GT)5 (GC)4 (GT)4 VII TTCGGAATTACCCTCTGCC
AAAAAAAGAACGCGCACG 

7 STM3012 (AC)5 ...(AC)3 IX CAACTCAAACCAGAAGGCAAA
GAGAAATGGGCACAAAAAACA 

8 STM0030 (GCAC)(AC)2 XII AGAGATCGATGTAAAACACGT
GTGGCATTTTGATGGATT

9 STM1106 (GCAC)2 X TCCAGCTGATTGGTTAGGTTG
ATGCGAATCTACTCGTCATGG

10 STM1104 (TCTA)6 XIII TGATTCTCTTGCCTACTGTAATCG
CAAAGTGGTGTGAAGCTGTGA

11 STM0037 (CT)4,(CT)8 XI AATTTAACTTAGAAGATTAGTCTC
ATTTGGTTGGGTATGATA

12 STM3023 (GT/GC)(GT)8 IV AAGCTGTTACTTGATTGCTGCA
GTTCTGGCATTTCCATCTAGAGA

Результаты и обсуждение 
STM3023, STM37. Отбор SSR-маркеров про-
водился на основе числа ранее детектиро-
ванных аллелей, а также хромосомной ло-
кализации [5].

На начальном этапе вся совокупность 
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изучаемых сортов была исследована по 
трем наиболее полиморфным SSR-локусам 
(STM2013, STM0037, STM0030). Посколь-
ку ДНК спектры всех индивидуальных об-
разцов в пределах отдельно взятых сортов 
оказались идентичными по трем наиболее 
полиморфным микросателлитным локусам, 
был сделан вывод относительно однородно-
сти представленных сортов. В дальнейшем 
для анализа по 9 другим SSR-локусам ис-

Рис. 1. Визуализация продуктов ПЦР (размер аллелей в п.н. локусов 
STM3012, STM37, STM0030, STM1106 у сорта Сузоръе)

Таблица 2

Характеристика SSR-маркеров

Микросателлит Код
аллели 

Количество 
детектированных 

аллелей 

Количество 
детектированных 

аллельных 
фенотипов

Размер 
аллелей PIC

STM1106 A 4 4 145-161 0,57
STM0037 B 7 16 78-93 0,93
STM3012 C 4 6 169-203 0,75
STM1052 D 5 9 200-253 0,86
STM0031 E 7 8 157-199 0,78
STM2013 F 6 13 149-167 0,91
STM 0019 G 8 11 164-234 0,86
STM0030 I 6 13 139-163 0,89
STM1031 J 5 9 268-282 0,80
STM1104 K 4 7 168-178 0,81
STM2022 L 2 2 193-233 0,26
STM3023 M 5 10 180-200 0,88

пользовался 1 образец от каждого сорта [2].
Анализ вариабельности двенадцати 

микросателлитных локусов у 20 сортов 
картофеля выявил различный спектр из-
менчивости по анализируемым локусам. 
Максимальное число аллелей было иден-
тифицировано для локусов STM0019 (8), 
минимальное — для локусов STM2022 (2), 
при среднем числе аллелей на локус 4,75 
(табл. 2).
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По данным проведенного SSR-анализа все 
локусы, за исключением STM2022, показали 
высокую эффективность в выявлении вну-
тривидового полиморфизма и идентификации 
исследуемых сортов картофеля. Индекс поли-
морфного информационного содержания (PIC) 
взятых в анализ SSR-локусов для исследован-
ных сортов был достаточно высок и варьиро-
вал в пределах 0,26-0,93.  Средний показатель 
информативности двенадцати исследованных 
SSR-локусов составил 0,78. Количество детек-
тированных аллельных фенотипов варьирова-
ло от 2 (STM2022) до 16 (STM0037). По многим 
SSR-локусам был получен ряд уникальных 
аллельных фенотипов, количество которых 
варьировало в зависимости от локуса STM1106 
(1), STM3012 (2), STM1052 и STM0031 (3), 
STM1104 (4), STM1031(6), STM2013 (8), 
STM0030 и STM0019 (9), STM0037 (13). 

Для каждого сорта установлена индиви-
дуальная аллельная формула (A, B, C……L, 
M – обозначение   микросателлитных локусов, 
цифры индексов – размеры аллелей в п.н.).

Метод позволяет выявлять и внутрипород-
ные различия (рис. 2). 

1. Здабытак 
A145,147В78,84,93С169,197D212,229E191F149,159,164G191,207

I139,146J270,282K176L193M180,183,190
2. Уладар 
A161В78,91С169,197D229E157,189F151,169G164I141,163J276,282

K168,172L193M200
3. Журавинка 
A161В78С169,199D229,253E191F151,157G164,191,207I133,148J282

K172,176L193M180,183,193
4. Бриз 
A156В80,84,91С169,199D212,221,253E173,191,199F151,167G191,203

I139,146J268K168L193M180,183,190,200
5. Рагнеда 
A161В78,80,86,91С169,197D229,253E183F151,159,167G180I163

J268K168,172L193M180,200
6. Ветразь 
A156,161В78,80,82,86С169,199D212,221,229E191F151,164,167

G191,207I139,163J282K168,176L193M180,183,200
7. Дубрава 
A156В80,84,91С169,199,203D212,229E191F149,151,159,167G191,203

I139,146J268K168L193M180,183,190,200

8. Универсал 
A161В78,82,91С169,199D229,253E173,191F151,159G191,207I139,146

J268,270K168,176L193,233M183,200
9. Родео 
A161В78,80,84С169D212,229,253E173F149,157,164G191,197I139

J268K168,178L193M180,200
10. Астерикс 
A161В78,86С169,197D212E173,191F149,159,164G197I141J268

K168,172L193M183
11. Маг 
A156В78,93С169D212,253E191F149,157,164G191I139,146J274,282K168

L193M183,200
12. Лилея 
A161В78,91С169,197D229,253E173F149,157,164G191I146,163

J268,270,282K168,172L193,233M180,200
13. Талисман 
A161В82,84,93С169D212,229E191F151,159,167G191I139,163J268

K168,178L193M180,193
14. Веснянка 
A156В84,91,93С169,199D212,253E173,191F151,159,164,167G191

I139,163J268,282K168L193M180,190,193,200
15. Криница 
A156,161В78,80,82,86С169,199D221,229E191F151,159,164,167

G191I139,146J282K168,176L193M180,183,200
16. Скарб 
A161В78,86,91С169,199D221,229E173F149,159,164G191,203

I139,149J268K168L193M180,200
17. Атлант 
A145,147В78,84С169,203D212,253E157F149,151,159G191,207

I139,146J270,282K168,172L193M180,200
18. Явар 
A161В78,84С169,197,203D221,229E191F149,159,164G197,234I139

J270K168,172L193,233M200
19. Карлита 
A161В78,80С169,197D212,229E173,191F149,159,164G197,207

I139,163J282K172L193M180,183,200
20. Сузорье 
A156В81,84,93С169,199D200,221,253E157,193F151,159,164,167

G171,207I139,146,163J270,282K172L193M180,200

На основе полиморфизма микросателлит-
ных последовательностей построена ден-
дрограмма, характеризующая генетические 
расстояния между исследуемыми сортами 
картофеля (рис. 2). 

Заключение
В результате проведенного SSR-анализа 

с использованием двенадцати отобранных 
микросателлитных локусов было охаракте-
ризовано генетическое разнообразие 20 сор-

тов картофеля. Для каждого исследованного 
сорта установлена аллельная SSR-формула, 
которая может быть использована в качестве 
молекулярно-генетического паспорта.
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Рис. 2. Дендрограмма, отражающая генетическое сходство между исследованными сортами картофеля
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Одним из новейших селекционных на-
правлений является маркер-сопутствующая 
селекция, marker assisted selection (MAS), 
сочетающая информацию о полиморфных 
вариантах генов, отвечающих за развитие 
количественных признаков, с данными об 
их  фенотипическом проявлении. Преиму-
ществом такого подхода является возмож-
ность быстрого выявления и отбора на 
ранних этапах постнатального развития 
сельскохозяйственных животных, обла-
дающих повышенным генетическим по-
тенциалом продуктивности, для получения 
дополнительной продукции при одновре-
менном сокращении временных и матери-
альных затрат. 

Поиск высокоинформативных гене-
тических маркеров в настоящее время 
ведется среди полиморфных вариантов 
генов соматотропинового каскада, бел-
ковые продукты которых участвуют в ре-
гуляции экспрессии гена соматотропина 

и опосредовании его лактотропных эф-
фектов. К настоящему времени выявлено 
большое количество однонуклеотидных 
замен в структуре этих генов, которые 
могли бы быть использованы в маркер-
сопутствующей селекции в качестве ге-
нетических маркеров молочной продук-
тивности КРС. Поэтому актуальность 
приобретают исследования, направленные 
на выявление ассоциации таких полимор-
физмов с количественными признаками 
продуктивности сельскохозяйственных 
животных и в частности крупного рога-
того скота.

Нами исследованы HinFI-полиморфизм 
гена гипофизарного фактора-1 (bPit-1), 
инициирующего экспрессию гена гормо-
на роста и SnaBI-полиморфизм гена инсу-
линоподобного фактора роста-1 (bIGF-1), 
запускающего  внутриклеточные метабо-
лические ответы на воздействие сомато-
тропина [1, 2, 3].

Материалом для исследования послужили 
329 образцов ДНК, выделенных из крови 
коров черно-пестрой голштинизированной 
породы, предоставленных животноводческими 
предприятиями Минской области. Источником 
информации о молочной продуктивности 
послужили племенные карты исследуемых 

животных. Определение генотипов животных 
осуществлялось методом ПЦР-ПДРФ 
(полимеразная цепная реакция − полиморфизм 
длин  ре ст рикционных фрагментов) . 
Последовательности праймеров и условия 
ПЦР для анализа каждого полиморфизма 
приведены в табл.1. 
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Таблица 1 

Индивидуальные характеристики условий ПЦР для исследуемых  
полиморфных локусов генов соматотропинового каскада

Полиморфизм Условия амплификации Последовательности праймеров

bPit-1-HinFI [4] 94 °С – 1 мин; (95 °С – 45 cек; 56 °С – 60 cек; 
72 °С – 60 cек) х 35; 72 °С – 10 мин

HinFI-F: 5’aaaccatcatctcccttctt-3’
HinFI-R: 5’-aatgtacaatgtcttctgag-3’

bIGF-1-SnaBI 
[5]

95 °С – 5 мин; (95 °С – 30 cек;  64 °С – 30 cек; 
72 °С – 30 cек) х 35; 72 °С – 10 мин

SnaBI-F: 5’-attcaaagctgcctgcccc-3’
SnaBI-R: 5’-acacgtatgaaaggaact-3’

Таблица 2 

Характеристика SSR-маркеров

Полиморфизм 
гена Рестриктаза 

Замена 
нуклеотида 

/замена 
аминокислоты

Распознаваемый 
нуклеотид /

аллель

Генотипы и соответствующие 
длины рестрикционных 

фрагментов

bPit-1- HinFI
Экзон 6 HinfI A→G A

/bPit-1-HinfIВ

Pit-1- HinfIAA: 451;
Pit-1- HinfIBB:  244+207;

Pit-1-HinfIAB: 451+244+207

bIGF-1-SnaBI 
Экзон 1 SnaBI Т→С Т

/bIGF1SnaBIА

IGF-1SnaBIВВ: 249;
IGF-1SnaBIАА: 223+26;

IGF-1SnaBIАВ: 249+223+26

Результаты и обсуждение
Схемы рестрикционного анализа продук-

тов амплификации исследуемых генов пред-
ставлены в табл. 2. 

Исследование индивидуальных феноти-
пических эффектов полиморфных вари-
антов генов соматотропинового каскада 
осуществлялось в несколько этапов. На 
первом этапе нами выявлялись предпо-
чтительные аллели и генотипы по каждому 
полиморфному варианту исследуемых ге-
нов. Под предпочтительным аллелем мы 
понимаем тот аллель, носители которого 
характеризуются более высокими показа-
телями продуктивности по данному при-
знаку по сравнению  с носителями другого 
аллеля из этой пары. Аллель, входящий в 
структуру гомозиготных генотипов, харак-
теризующихся пониженным уровнем про-
дуктивности по данному признаку, обо-
значается как альтернативный аллель. 
Под предпочтительным генотипом мы 
понимаем тот генотип из трех возможных, 
обладатели которого характеризуются са-
мым высоким уровнем продуктивности 

по данному признаку. Выявление предпо-
чтительного и альтернативного аллелей и 
генотипов проводилось путем сравнения 
непараметрических показателей продук-
тивности в группах с соответствующими 
генотипами между собой. Статистическая 
значимость наблюдаемых тенденций оце-
нивалась с помощью теста Фишера. Дан-
ный метод позволяет оценивать различия 
между двумя и более группами, принад-
лежащими к одной генеральной совокуп-
ности, и применим на малых выборках (n 
≤ 20) [6].

Затем нами проводилась оценка характера 
и степени проявления индивидуального фе-
нотипического эффекта исследуемых поли-
морфных вариантов генов по отношению  к 
показателям продуктивности общей выборки. 
Оценка характера индивидуального феноти-
пического эффекта генотипа на признак (по-
вышающий/понижающий эффект) осущест-
влялась путем сравнения непараметрических 
характеристик генотипов с показателями об-
щей выборки. Статистическая  обработка дан-
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ных осуществлялась методом интервального 
оценивания, путем определения 95% довери-
тельного интервала для медианы [6]. Данный 
метод позволяет оценить значимость отличий 
между непараметрическими характеристика-
ми группы с определенным генотипом, являю-
щейся частью общей выборки, и непараметри-
ческими характеристиками общей выборки.

Оценка степени проявления индивидуаль-
ных фенотипических эффектов полиморфных 
вариантов генов соматотропинового каскада 
проводилась путем подсчета средних значе-
ний продуктивности по каждому признаку для 
каждого генотипа. Затем для каждого генотипа 
была проведена оценка превышения его инди-
видуального фенотипического эффекта по от-
ношению к общей выборке (в %) и отбор ин-

дивидуальных генотипов-лидеров по данному 
признаку. Оценка статистической значимости 
отличий непараметрических характеристик 
группы с определенным генотипом от общей 
выборки осуществлялась методом интерваль-
ного оценивания [6]. Те генотипы, обладатели 
которых характеризуются повышенными / по-
ниженными показателями молочной продук-
тивности по сравнению  с общей выборкой, 
обозначены как индивидуально повышающие/
понижающие генотипы по определенному 
признаку. 

Данные о продуктивности особей с раз-
личными генотипами по полиморфизму 
bPit-1-HinFI у коров черно-пестрой гол-
штинизированной породы представлены в 
табл. 3. 

Таблица 3 

Показатели молочной продуктивности у коров черно-пестрой голштинизированной  
породы по полиморфизму HinFI гена bPit-1 Ме (25%; 75%)

Генотип n Непараметрические 
характеристики Удой, л Жирномолоч-

ность, кг
Белковомолоч-

ность, кг

bPit-1-HinFIАА 14
Ме (25%; 75%) 8475 (8309; 8955) * 332 (320; 346)* 273 (265; 283)*
ДИ -95%; +95% 8279; 8859 317; 348 250; 283

bPit-1-HinFIАВ 107 Ме (25%; 75%) 8751 (8299; 9536) 348 (325;  380) 285 (262; 308)
ДИ -95%; +95% 8485; 9233 339; 356 277; 292

bPit-1-HinFIВВ 175
(Ме 25%; 75%) 8890 (8258; 9589) 350 (329; 378) 290 (270; 311)
ДИ -95%; +95% 8728; 9081 344; 363 283; 296

Общая выборка 296 Ме (25%; 75%) 8878 (8288; 9533) 348 (327; 377) 287 (267; 308)

По данным, представленным в табл. 3, 
можно отметить, что наиболее распростра-
ненный аллель bPit-1-HinFIВ является пред-
почтительным по трем исследуемым при-
знакам. Особи с генотипом bPit-1-HinFIВВ 
характеризуются более высокими показате-
лями удоя, жирномолочности и белковомо-
лочности по сравнению  с особями с гено-
типом bPit-1-HinFIАА. Превышение значений 
медиан у группы с генотипом bPit-1-HinFIВВ, 
по сравнению с группой с генотипом bPit-
1-HinFIАА, составляет 415 л молока, 18 кг 
молочного жира и 17 кг молочного белка по 
признакам удоя, жирномолочности и белко-
вомолочности соответственно. Гетерозиго-

ты bPit-1-HinFIАВ, в данном случае, занима-
ют промежуточное положение.

Результаты оценки достоверности разли-
чий групп животных с разными генотипами 
по полиморфизму bPit-1-HinFI между собой 
по показателям молочной продуктивности 
приведены в табл. 4.

По результатам применения теста Фи-
шера при сравнении разных генотипов 
по полиморфизму bPit-1-HinFI между со-
бой статистически значимые отличия 
выявляются в паре генотипов bPit-1-
HinFIАА и bPit-1-HinFIBB по уровню удоя, 
жирномолочности и белковомолочности. 

* – генотипы, обладающие статистически значимым понижающим эффектом на признаки молочной продук-
тивности (при p < 0,05).
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Анализ характера фенотипического эффекта 
полиморфных вариантов гена bPit-1 на при-
знаки удоя, жирномолочности и белковомо-
лочности показал, что превышение значения 
медианы у группы животных с предпочтитель-
ным генотипом bPit-1-HinFIBB по отношению к 
общей выборке составляет всего лишь 12 л по 
удою, 2 кг по жирномолочности и 3 кг по бел-
ковомолочности. В то время как понижающий 
эффект генотипа bPit-1-HinFIАА по отношению 
к общей выборке составляет 403 л, 16 и 14 кг 
соответственно. Оценка статистической зна-
чимости отличий непараметрических харак-
теристик групп с генотипами bPit-1-HinFIАА, 
bPit-1-HinFIАВ и bPit-1-HinFIBB от общей вы-
борки путем интервального оценивания вы-
явила достоверные отличия от выборки по 
трем признакам у группы коров с генотипом 
bPit-1-HinFIАА (см. табл. 3). Эти данные свиде-
тельствуют в пользу того, что для применения 
данного полиморфизма гена bPit-1 в качестве 
генетического маркера повышенной молочной 
продуктивности черно-пестрого голштинизи-
рованного крупного рогатого скота в селек-
ционных программах более целесообразно 
учитывать понижающий эффект генотипа  
bPit-1-HinFIАА, чем повышающее влияние 
предпочтительного генотипа bPit-1-HinFIВВ. 

По данным Zwierzchowski et al., полученным 
при исследовании польского черно-пестрого 
голштинизированного скота, отмечается нали-
чие положительной ассоциации bPit-1-HinFIА 
аллеля с ежедневной  продуктивностью мо-
лока, а также более высоким содержанием 
молочного жира [7]. Таким образом, имеются 
расхождения в наблюдаемых эффектах гено-
типа в разных популяциях одной породы. По 
нашему мнению, полученные нами данные 
свидетельствуют в пользу идеи Мukesh et al. о 

том, что различный  характер фенотипическо-
го эффекта одинаковых полиморфных аллелей 
у представителей разных популяций черно-
пестрой голштинизированной породы отли-
чается по физиологическому эффекту из-за 
присутствия фоновых геномных влияний, ко-
торые сформированы под воздействием искус-
ственного отбора [8]. В пользу такого мнения 
выступает также тот факт, что черно-пестрая 
порода, разводимая на территории Беларуси, 
была значительно голштинизирована в селек-
ционных целях и условная доля породности 
для анализируемых в нашей работе животных 
составляет в среднем 30,16% черно-пестрой 
породы к 69,84% голштинской.

Данные о продуктивности особей с различ-
ными генотипами по SnaBI-полиморфным 
вариантам гена bIGF-1 у коров черно-пестрой 
голштинизированной породы представлены в 
табл. 5.

Анализ ассоциации SnaBI-полиморфизма 
гена инсулиноподобного фактора роста-1 с 
молочной продуктивностью черно-пестрых 
голштинизированных коров показал, что более 
редкий аллель bIGF-1-SnaBIВ является предпо-
чтительным по трем исследуемым признакам 
молочной продуктивности. Так превышение 
значений медиан по этим признакам у коров 
с генотипом bIGF-1-SnaBIВВ, по отношению к 
коровам с генотипом  bIGF-1-SnaBIAA, состав-
ляет 357 л молока, 16 кг молочного жира и 11 кг 
молочного белка по признакам удоя, жирномо-
лочности и белковомолочности соответствен-
но. Значения медианы и интерквартильного 
размаха признаков удоя, жирномолочности 
и белковомолочности у особей с генотипом 
bIGF-1-SnaBIAA практически одинаковы с ге-
терозиготами bIGF-1-SnaBIAB. Это позволяет 
обозначить аллель bIGF-1-SnaBIВ как предпо-

Таблица 4 

Значения р статистики по результатам применения теста Фишера у групп животных с 
разными генотипами по полиморфизму гена bPit-1-HinFI

Сравниваемые пары генотипов Удой, 
л Жирномолочность, кг Белковомолочность, кг

bPit-1-HinFIАА bPit-1-HinFIВВ 0,03* 0,07** 0,06**
bPit-1-HinFIАА bPit-1-HinFIАВ 0,34 0,12 0,34
bPit-1-HinFIAB bPit-1-HinFIВВ 0,96 0,85 0,77

* – различие между генотипами статистически значимо при p < 0,05;
** – различие между генотипами статистически значимо при p < 0,1.
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чтительный аллель, а генотип bIGF-1-SnaBIВВ 
как предпочтительный генотип по всем трем 
признакам молочной продуктивности. 

Результаты оценки достоверности различий 

групп животных с разными генотипами по 
полиморфизму bIGF-1-SnaBI по показателям 
молочной продуктивности между собой при-
ведены в табл. 6.

Таблица 5 

Показатели молочной продуктивности у коров черно-пестрой голштинизированной 
породы по полиморфизму SnaBI гена bIGF Ме (25%; 75%)

Генотип n Непараметрические 
характеристики Удой, л Жирномолоч-

ность, кг
Белковомолоч-

ность, кг

bIGF-1-SnaBIBB 59
Ме (25%; 75%) 9083 (8485; 9782)* 364 (339; 396)* 295 (273; 312)*
ДИ -95%; +95% 8883; 9513 349; 373 289; 303

bIGF-1-SnaBIAB 133 Ме (25%; 75%) 8852 (8241; 9375) 345 (324; 375) 285 (267; 308)
ДИ -95%; +95% 8561; 8999 338; 351 278; 295

bIGF-1-SnaBIAA 104
(Ме 25%; 75%) 8726 (8167; 9503) 348 (320; 374) 284 (261; 306)
ДИ -95%; +95% 8527; 9147 337; 363 275; 291

Общая выборка 296 Ме (25%; 75%) 8878 (8288; 9533) 348 (327; 377) 287 (267; 308)

* – генотипы, обладающие статистически значимым понижающим эффектом на признаки молочной продук-
тивности (при p < 0,05)

Таблица 6 

Значения р статистики по результатам применения теста Фишера у групп животных  с 
разными генотипами по полиморфизму гена bIGF-1-SnaBI

Сравниваемые пары генотипов Удой, 
л Жирномолочность, кг Белковомолочность, кг

bIGF-1-SnaBIBB bIGF-1-SnaBIAA 0,02* 0,01* 0,02*
bIGF-1-SnaBIBB bIGF-1-SnaBIAB 0,03* 0,01* 0,06**
bIGF-1-SnaBIAB bIGF-1-SnaBIAA 0,67 0,70 0,58

* – различие между генотипами статистически значимо при p < 0,05;
** – различие между генотипами статистически значимо при p < 0,1.

По данным, приведенным в табл. 6, можно 
отметить, что в случае SnaBI-полиморфизма 
гена bIGF-1 предпочтительный генотип 
bIGF-1-SnaBIВВ по всем трем признакам молоч-
ной продуктивности статистически значимо 
(α = 0,05) отличается от альтернативного гено-
типа bIGF-1-SnaBIAA, а также от гетерозигот-
ного генотипа bIGF-1-SnaBIAB (α = 0,05, кроме 
признака белковомолочности, где α = 0,1).

Результаты оценки характера фенотипи-
ческого эффекта SnaBI-полиморфизма гена 
bIGF-1 на признаки удоя, жирномолочности 
и белковомолочности позволяют охаракте-
ризовать его как повышающий по всем трем 
признакам. Разница в показателях продуктив-
ности животных  с предпочтительным гено-

типом  bIGF-1-SnaBIВВ и общей выборкой со-
ставляет 205 л молока, 16 кг молочного жира и  
8 кг молочного белка в пересчете на 305 суток 
лактации по признакам удоя, жирномолочно-
сти и  белковомолочности соответственно. По 
данным интервального оценивания по призна-
кам удоя, жирномолочности и белковомолоч-
ности, отличия группы животных  с генотипом  
bIGF-1SnaBIBB от общей выборки являются 
статистически значимыми.

Данные, касающиеся ассоциации SnaBI-
полиморфизма гена bIGF-1 с признаками мо-
лочной продуктивности у голштинизирован-
ного черно-пестрого скота, получены нами 
впервые и позволяют рекомендовать генотип 
bIGF-1-SnaBIВВ в качестве универсального 
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ДНК-маркера повышенной молочной продук-
тивности по признакам удоя, жирномолочно-

сти и белковомолочности у представителей 
этой породы.

Заключение
Таким образом, по результатам нашего ис-

следования следует отметить, что предпочти-
тельный генотип не всегда характеризуется 
повышенным уровнем молочной продуктив-
ности по сравнению с уровнем продуктив-
ности по общей выборке. В таком случае, 
по нашему мнению, ДНК-типирование и от-
бор животных по таким генотипам являют-
ся недостаточно эффективными. Более того, 
в некоторых случаях понижающий эффект 
альтернативного генотипа по отношению к 
общей выборке выражен сильнее, чем повы-
шающий эффект предпочтительного геноти-
па, как в случае полиморфизма HinFI гена 
bPit-1. Поэтому, на наш взгляд, при оценке 
перспективности применения полиморфных 

вариантов потенциальных генов-кандидатов в 
качестве генетических маркеров повышенной 
продуктивности целесообразно проводить 
оценку характера фенотипического эффекта 
полиморфизма путем сравнения показателей 
продуктивности животных с соответствую-
щими генотипами по данному признаку, как 
между собой, так и по отношению к пока-
зателям продуктивности общей выборки. 
Это позволяет не только установить пред-
почтительный генотип, но также качествен-
но определить характер (повышающий/по-
нижающий/нейтральный) и количественно 
оценить степень проявления фенотипическо-
го эффекта полиморфных вариантов гена на 
исследуемый признак. 
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Введение
С целью повышения продуктивности сель-

скохозяйственных животных, в частности 
крупного рогатого скота (КРС), в мировой 
практике животноводства интенсивно внедря-
ются методы маркер-сопутствующей селекции 
(MAS-селекция). В основе MAS-селекции ле-
жит сочетание информации о молекулярно-
генетических полиморфизмах генов, отвечаю-
щих за количественные признаки, с данными 
об их фенотипическом проявлении. 

Известно, что на процесс роста и лакта-
цию у млекопитающих значительное влия-
ние оказывает гормон роста (GH − сомато-
тропин) и группа гормонов, участвующих  
в опосредовании его эффекта на клетки-
мишени (соматотропиновый каскад). Среди  
генов, отвечающих за синтез гормонов со-
матотропинового каскада, в настоящее вре-
мя активно ведется поиск потенциальных 
генов-кандидатов, влияющих на проявление 
количественных признаков крупного рога-
того скота, в том числе на молочную про-
дуктивность. У представителей различных 
пород КРС в настоящее время практически 
для каждого из генов соматотропинового 
каскада выявлен широкий спектр поли-
морфных вариантов, а некоторые из них ис-
следованы на предмет влияния на признаки 
мясной и молочной продуктивности. Нами 

проведено изучение комбинированного воз-
действия шести полиморфных вариантов 
пяти генов-кандидатов соматотропинового 
каскада на признаки молочной продуктив-
ности у голштинской породы. 

Нами исследованы следующие полиморф-
ные варианты генов соматотропинового  
каскада:

•	 HinFI- и StuI-полиморфизмы гена гипо-
физарного фактора-1 bPit-1, запускающе-
го экспрессию гена гормона роста [1, 2];

•	 RsaI-полиморфизм гена пролактина 
bPrl, белковый продукт которого явля-
ется гуморальным регулятором лакта-
ции [3];

•	 AluI-полиморфизм гена гормона роста 
bGH − одного из ключевых регулято-
ров роста и лактации у млекопитаю-
щих [4];

•	 SspI-полиморфизм гена рецептора 
гормона роста bGHR, белок которого 
осуществляет передачу гуморально-
го сигнала гормона роста к клеткам-
мишеням [5];

•	 SnaBI-полиморфизм гена инсулино-
подобного фактора роста-1 bIGF-1, 
запускающего внутриклеточные ме-
таболические ответы на воздействие со-
матотропина [6].

Материалы и методы исследования
В качестве материала для исследования бы-

ли использованы 109 образцов ДНК, выде-
ленные из крови коров голштинской породы. 
Образцы цельной крови были получены из 

СПК АК «Снов» Минской области. Источни-
ком информации о молочной продуктивности 
являлись племенные карты исследуемых жи-
вотных.  
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Определение генотипов животных осущест-
влялось методом полимеразной цепной реак-
ции – полиморфизм длин рестрикционных 
фрагментов (ПЦР-ПДРФ). Последовательно-
сти праймеров и условия проведения ПЦР для 

Таблица 1 

Условия проведения ПЦР для исследуемых полиморфных локусов  
генов соматотропинового каскада

Полиморфизм Условия амплификации Последовательности праймеров

bPit-1-HinFI [1] 94 °С – 1 мин; (95 °С – 45 cек; 56 °С – 60 cек; 
72 °С – 60 cек) х 35 циклов; 72 °С – 10 мин

HinFI-F: 5’aaaccatcatctcccttctt-3’
HinFI-R: 5’-aatgtacaatgtcttctgag-3’

bPit-1-StuI [23] 95°С – 5 мин; (95 °С – 45 cек; 55 °С – 45 cек; 
72 °С – 45 cек) х 35 циклов; 72 °С – 10 мин

StuI-F:5’-caaatggtccttttcttgttcag-3’
StuI-R: 5’-ctttaaactcatggcaaatttc-3’

bPRL-RsaI [3] 95 °С – 5 мин; (95 °С – 30 cек; 63 °С – 30 cек; 
72 °С – 30 cек) х 30 циклов; 72 °С – 10 мин

RsaI-F: 5’-gctccagaagtcgttgttttc-3’
RsaI-R: 5’-cgagcttatgagcttgattctt-3’

bGH-AluI [4] 95 °С – 5 мин; (95 °С – 30 cек; 64 °С – 30 cек; 
72 °С – 60 cек) х 30 циклов; 72 °С – 10 мин

AluI-F: 5’-ccgtgtctatgagaagc-3’
AluI-R: 5’-gttcttgagcagcgcgt-3’

bGHR-SspI [5] 95 °С – 5 мин; (95 °С – 30 cек; 60 °С – 30 cек; 
72 °С – 30 cек) х 30 циклов; 72 °С – 10 мин

SspI-F: 5’-aatatgtagcagtgacaatat-3’
SspI-R: 5’-acgtttcactgggttgatga-3’

bIGF-1-SnaBI [7] 95 °С – 5 мин; (95 °С – 30 cек; 64 °С – 30 cек; 
72 °С – 30 cек) х 35 циклов; 72 °С – 10 мин

SnaBI-F: 5’-attcaaagctgcctgcccc-3’
SnaBI-R: 5’-acacgtatgaaaggaact-3’

Таблица 2 

Схемы ПДРФ-анализа продуктов амплификации исследуемых полиморфных локусов 
генов соматотропинового каскада

Полиморфизм 
гена Рестриктаза 

Замена 
нуклеотида 

/замена 
аминокислоты

Распознаваемый 
нуклеотид  

/ аллель

Генотипы и соответствующие 
длины рестрикционных 

фрагментов

bPit-1- HinFI
Экзон 6 HinfI A→G A

/bPit-1-HinfIВ

Pit-1-HinfIAA: 451;
Pit-1-Hinf IBB: 244+207;

Pit-1-HinfIAB: 451+244+207

bPit-1-StuI
Экзон 2 StuI С→А

Pro→His
С

/bPit-1-StuIС

Pit-1-StuIAA: 234;
Pit-1-StuICC: 197+37;

Pit-1-StuIAC: 197+37+234;
bPrl-RsaI
Экзон 4 RsaI A→G A

/bPrl-RsaIВ

Prl-RsaIАА: 156;
Prl-RsaIВВ: 82+74;

Prl-RsaIAВ: 156+82+74
bGH-AluI 
Экзон 5 AluI C→G

Leu→Val
С

/bGH-AluI 
GH-AluIVV: 208;

GH-AluILL: 172+35;
GH-AluILV: 208+172+35

bGHR-SspI 
Экзон 8 SspI Т→А

Phe→Val
T

/bGHR-SspIF

GHR-SspIYY: 182;
GHR-SspIFF: 158+24;

GHR-SspIFY: 182+158+24
bIGF-1-SnaBI 

Экзон 1 SnaBI Т→С Т
/bIGF-1SnaBIА

IGF-1SnaBIВВ: 249;
IGF-1SnaBIАА: 223+26;

IGF-1SnaBIАВ: 249+223+26

анализа каждого полиморфизма приведены  
в табл. 1.

Схемы рестрикционного анализа продуктов 
амплификации исследуемых генов представлены  
в табл. 2. 
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Анализ комбинированного влияния поли-
морфных вариантов генов соматотропинового 
каскада на признаки молочной продуктивно-
сти включал следующие этапы. 

На первом этапе нами был установлен ха-
рактер (повышающий/понижающий по от-
ношению к общей выборке) и степень про-
явления (% превышения среднего значения 
показателя по отношению  к среднему значе-
нию показателя общей выборки) индивиду-
альных фенотипических эффектов для каж-
дого из шести исследуемых полиморфных 
локусов. Оценка осуществлялась по показа-
телям таких признаков молочной продуктив-
ности, как удой, жирномолочность и белково-
молочность [8, 9].  

Так как число животных с редкими геноти-
пами было менее 20 и характер распределения 
анализируемых признаков не соответствовал 
нормальному, то оценка характера фенотипиче-
ского эффекта генотипов осуществлялась путем 
сравнения непараметрических характеристик с 
непараметрическими характеристиками общей 
выборки. Статистическая  обработка данных 
осуществлялась методом интервального оцени-
вания путем определения 95% доверительного 
интервала для медианы [10]. Данный метод по-

зволяет оценить значимость отличий между не-
параметрическими характеристиками группы с 
определенным генотипом, являющейся частью 
общей выборки, и непараметрическими харак-
теристиками общей выборки. Оценка  степени 
проявления индивидуальных фенотипических 
эффектов проводилась путем подсчета средних 
значений продуктивности по каждому при-
знаку для каждого генотипа и оценки превы-
шения его индивидуального фенотипического 
эффекта по отношению к общей выборке в %.  
Это позволило осуществить отбор индивиду-
альных генотипов-лидеров по каждому при-
знаку [8, 9]. 

На втором этапе осуществлялась оценка ха-
рактера и степени проявления комбинирован-
ных фенотипических эффектов исследуемых 
полиморфных вариантов генов соматотропи-
нового каскада на анализируемые признаки. 
Для этого нами были составлены 120 возмож-
ных парных комбинаций генотипов (диплоти-
пов) и в соответствии с которыми из общей вы-
борки были сформированы группы животных 
для дальнейшего анализа. 

Статистическая оценка проведена с помо-
щью стандартного пакета программ «Statistica 
6.0» (StatSoft, Inc. 1994-2001).

Результаты и обсуждение
Оценка молочной продуктивности прово-

дилась по таким признакам, как общий удой 
за 305 суток лактации (выражается в литрах), 
жирномолочность и белковомолочность за тот 
же период (в кг). 

Данные, описывающие характер и степень 
проявления индивидуальных фенотипиче-
ских эффектов исследуемых полиморфизмов 
у коров голштинской породы, приведены в 
табл. 3. Для каждого генотипа в табл. 1 при-
ведены средние значения признака плюс/ми-
нус стандартная ошибка, а фенотипические 
эффекты выражены в процентах превышения 
по отношению к среднему значению признака 
по общей выборке. Данные о статистической 
значимости приведены по результатам интер-
вального оценивания, описанного выше [9, 10].

По данным, приведенным в табл. 3, мож-
но отметить, что показатели молочной  
продуктивности у коров голштинской по-
роды характеризуются низкой полиморфизм-

чувствительностью. Так из шести изученных 
полиморфизмов статистически значимые по-
вышающие индивидуальные эффекты пред-
почтительных генотипов отмечаются только 
по признаку удоя и только для одного Ssp-
полиморфизма гена рецептора гормона роста 
(bGHR-Ssp). Превышение показателя удоя для 
предпочтительного генотипа в пределах дан-
ного полиморфизма по отношению к общей 
выборке составляет 2,53%. Слабо выраженный 
повышающий эффект на удой наблюдается 
также для генотипов bPit-1-HinFIВВ и bIGF-
1-SnaBIAA (превышение показателя состав-
ляет 1,20 и 1,33% соответственно). Генотип 
bGHR-SspIFY дальше в ходе анализа комбини-
рованного влияния полиморфных вариантов 
обозначен нами как повышающий генотип-
лидер по признаку удоя. Наблюдаются также 
повышающие эффекты на признак жирномо-
лочности у генотипов bPit-1-HinFIВВ и bGHR-
SspIFY (превышение показателя по отношению 
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к общей выборке для этих групп животных 
составляет 1,59 и 1,85% соответственно), и 
по признаку белковомолочности генотипы 
bPit-1-HinFIВВ (1,47%), bGHR-SspIFY (1,13%), 
bIGF-1-SnaBIAB и bIGF-1-SnaBIAA (0,85 и 1,11% 
соответственно). Однако, по результатам ста-
тистической обработки наблюдаемые тенден-

ции не являются значимыми. Тем не менее, в 
дальнейшем анализе комбинированных эф-
фектов полиморфных вариантов генов сома-
тотропинового каскада на признаки молочной 
продуктивности эти генотипы обозначены как 
повышающие генотипы-лидеры по признакам 
жирномолочности и белковомолочности.

Таблица 3 

Фенотипические эффекты полиморфных вариантов генов соматотропинового каскада 
на признаки молочной продуктивности у коров голштинской породы (M ± m),  
% – превышение среднего значения показателя относительно общей выборки

Ген Генотип n Удой (л) Жирномолочность 
(кг)

Белковомолоч-
ность (кг)

M ± m % M ± m % M ± m %

bPit-1
bPit-1-HinFIАА 5 9559±388 -5,91 361±11 -1,65 301±7 -3,42
bPit-1-HinFIАВ 36 10013±229 -1,44 358±7 -2,44 305±6 -2,37
bPit-1-HinFIВВ 68 10282±137 1,20 373±3 1,59 317±3 1,47

bPit-1
bPit-1-StuIAA 1 9176 − ** 380 − 271 −
bPit-1-StuIAC 24 10125±282 -0,35 368±9 0,27 312±7 -0,11
bPit-1-StuICC 84 10182±128 0,21 367±4 -0,02 312±3 0,16

bPRL
bPRL-RsaIBB 1
bPRL -RsaIАВ 21 10065±235 -0,94 364±8 -0,75 312±7 0,11
bPRL-RsaIAA 87 10179±134 0,18 368±4 0,31 312±4 -0,04

bGH
bGH-AluIVV 0 − − − − − −
bGH-AluILV 13 9909±394 -2,47 364±14 -0,75 300±8* -3,74
bGH-AluILL 96 10194±121 0,33 368±4 0,23 313±3 0,48

bGHR
bGHR-SspIYY 4 10745±582 5,76 373±13 1,66 325±8 4,23
bGHR-SspIFY 33 10414±154* 2,53 374±4 1,85 316±5 1,13
bGHR-SspIFF 72 10011±138 -1,46 364±5 -0,77 310±4 -0,79

bIGF-1
bIGF-1-SnaBIBB 21 9808±240 -3,47 364±10 -0,88 299±7* -4,18
bIGF-1-SnaBIAB 47 10200±178 0,39 367±5 0,02 315±4 0,85
bIGF-1-SnaBIAA 41 10295±196 1,33 370±6 0,72 315±5 1,11

Общая выборка 109 10160±98 367±3 312±3

Статистически значимые понижающие ин-
дивидуальные эффекты отмечаются только для 
признака белковомолочности по двум полимор-
физмам bGH-AluI и bIGF-1-SnaBI. Понижаю-
щий эффект в этих случаях составил – 3,74% 
и  – 4,18% для генотипов bGH-AluILV и bIGF-1-
SnaBIBB соответственно.  Далее эти генотипы 
были обозначены, как понижающие генотипы-
лидеры по признаку белковомолочности. По 
признакам удоя и жирномолочности макси-
мальные понижающие эффекты наблюдаются 

по генотипам bIGF-1-SnaBIBB и bPit-1-HinFIАВ 
и составляют – 3,47 и – 2,44%  соответственно. 
Эти генотипы в дальнейшем анализе обозна-
чены как понижающие генотипы-лидеры, по 
признакам удоя и жирномолочности.

Для исследования комбинированных фено-
типических эффектов полиморфных вариантов 
генов соматотропинового каскада на признаки 
молочной продуктивности у коров голштинской 
породы нами было проанализировано 120 воз-
можных парных комбинаций генотипов (дипло-

* – генотипы, обладающие выраженным статистически значимым повышающим / понижающим эффектом на 
признаки молочной продуктивности (при p < 0,05);
** − данные отсутствуют. 
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типы) по шести анализируемым полиморфиз-
мам. Животные были разделены на группы в 
соответствии со своими парными генотипами. 
Для каждой группы была проведена оценка 
характера и степени проявления фенотипиче-
ского эффекта комбинированного генотипа на 
признаки удоя, жирномолочности и белковомо-
лочности по схеме, описанной выше. 

Нами были установлены диплотипы, комби-
нированный фенотипический эффект которых 

на признаки удоя, жирномолочности и белко-
вомолочности превышал индивидуальные эф-
фекты, отмеченные ранее у индивидуальных 
генотипов-лидеров и являлся статистически 
значимым. Средние значения  показателей 
продуктивности для этих групп животных 
приводятся в табл. 4 и 5. В табл. 4 приведены 
диплотипы с повышающим характером ком-
бинированного фенотипического эффекта на 
признаки молочной продуктивности. 

По данным, приведенным в табл. 4, можно 
отметить, что по признаку удоя из двух при-
веденных диплотипов  в обоих случаях струк-
турообразующим является индивидуальный 
повышающий генотип-лидер bGHR-SspIFY. В 
качестве генотипов, усиливающих феноти-
пический эффект индивидуального генотипа-
лидера, в структуру диплотипа №116 входит 
генотип bIGF-1-SnaBIAB, а в структуру дипло-
типа №10 входит  генотип bPit-1-HinFIВВ. Оба 
эти генотипа обладают выраженным в различ-
ной степени индивидуальным повышающим 
эффектом на признак молочной продуктив-
ности. Интересно отметить, что  по признаку 
удоя у таких диплотипов наблюдается опреде-
ленная пропорциональность при формирова-
нии совокупного фенотипического эффекта. 
Так генотип bIGF-1-SnaBIAB с меньшей сте-
пенью  проявления индивидуального феноти-
пического эффекта (0,39%) образует диплотип 

№116 с меньшим индивидуальным превыше-
нием показателя (3,45%). В то же время гено-
тип bPit-1-HinFIВВ с более высокой степенью 
проявления индивидуального повышающего 
эффекта (1,20%) образует диплотип с боль-
шим индивидуальным превышением (3,77%).

Диплотип №14 является примером случая 
формирования комбинированного фенотипи-
ческого эффекта при участии полиморфиз-
мов с противоположным характером инди-
видуальных фенотипических эффектов. Так,  
bPit-1-HinFIВВ генотип характеризуется по-
вышающим эффектом на признак жирномо-
лочности (превышение показателя относи-
тельно выборки составляет 1,59%), а генотип  
bIGF-1-SnaBIBB, наоборот, понижает уровень 
удоя на 4,18% по отношению к общей выборке. 

Для диплотипов №4 и 12, с повышающим 
комбинированным фенотипическим эффектом 
на признак белковомолочности, структурообра-

Таблица 4 

Диплотипы с повышающим характером комбинированных фенотипических эффектов; 
(M ± m), % – превышение среднего значения показателя относительно общей выборки

Признак № Структура диплотипа M ± m %

Удой

116 bGHR-SspIFY/ bIGF-1-SnaBIAB* 10511±249 3,45
10 bGHR-SspIFY / bPit-1-HinFIВВ* 10543±241 3,77

Индивидуальный генотип-лидер bGHR-SspIFY* 10414±154 2,53
Общая выборка 10160±98

Жир

14 bPit-1-HinFIВВ / bIGF-1-SnaBIBB* 381±10 3,81
Индивидуальный генотип-лидер bGHR-SspIFY 374±4 1,85
Индивидуальный генотип-лидер bPit-1-HinFIВВ 373±3 1,59
Общая выборка 367±3

Белок

13 bPit-1-HinFIВВ / bIGF-1-SnaBIAB* 317±2 1,60
4 bPit-1-HinFIВВ / bPRL-RsaIАВ* 319±4 2,24

Индивидуальный генотип-лидер bPit-1-HinFIВВ 317±3 1,47
Общая выборка 312±3

* – отличие группы от выборки значимо при p < 0,05).
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зующим генотипом в обоих случаях является 
индивидуальный повышающий генотип-лидер 
bPit-1-HinFIВВ (см. табл. 3). В качестве усиливаю-
щих его фенотипический эффект выступают два 
генотипа: индивидуально повышающий генотип 
bIGF-1-SnaBIAB (диплотип №13) и индивидуаль-
но повышающий генотип bPRL-RsaIАВ (дипло-
тип №4), которые характеризуются индивиду-
альным повышающим эффектом 0,85 и 0,11% 
соответственно. В случае белковомолочности, в 
диплотипах №13 и №4 формирование комбини-
рованного повышающего фенотипического эф-

фекта происходит непропорционально. Генотип  
bIGF-1-SnaBIAB с более выраженным повышаю-
щим эффектом входит в структуру диплотипа 
№3, у которого повышающий эффект состав-
ляет 1,6%. В то же время генотип bPRL-RsaIАВ 
с менее выраженным индивидуальным повы-
шающим эффектом 0,11% дает совокупный по-
вышающий эффект диплотипа 2,24%. 

Результаты анализа степени проявления по-
нижающих фенотипических эффектов дипло-
типов у коров голштинской породы приведены 
в табл. 5.

−5,70% по сравнению с диплотипом №28, где 
генотип bPit-1-HinFIАВ с более выраженным 
понижающим индивидуальным фенотипиче-
ским эффектом −1,44% дает более выражен-
ный суммарный фенотипический эффект ди-
плотипа −8,66%.

По признаку жирномолочности структуро-
образующую функцию в формировании пони-
жающих диплотипов-лидеров выполняет ин-
дивидуальный генотип-лидер bPit-1-HinFIАВ. 
По данному признаку прослеживается про-
порциональность индивидуального фенотипи-
ческого вклада усиливающих генотипов. Ин-
дивидуальный понижающий фенотипический 
эффект усиливающего генотипа bGHR-SspIFF 
составляет −0,77% по отношению к общей 
выборке, а комбинированный фенотипиче-

Таблица 5 

Диплотипы с понижающим характером комбинированных фенотипических эффектов; 
(M ± m), % – превышение среднего значения показателя относительно общей выборки

Признак № Структура диплотипа M ± m %

Удой

28 bIGF-1-SnaBIBB / bPit-1-HinFIАВ* 9280±254 -8,66
54 bIGF-1-SnaBIBB / bPit-1-StuICC* 9581±196 -5,70

Индивидуальный генотип-лидер bIGF-1-SnaBIBB 9808±240 -3,47
Общая выборка 10160±98

Жир

28 bPit-1-HinFIАВ / bIGF-1-SnaBIBB* 338±6 -7,90
23 bPit-1-HinFIАВ / bGHR-SspIFF* 355±7 -3,27

Индивидуальный генотип-лидер bPit-1-HinFIАВ 358±7 -2,44
Общая выборка 367±3

Белок

28 bIGF-1-SnaBIBB / bPit-1-HinFIАВ* 279±8 -10,58
54 bIGF-1-SnaBIBB / bPit-1-StuICC* 293±5 -6,09

Индивидуальный генотип-лидер bIGF-1-SnaBIBB 299±7 -4,18
Индивидуальный генотип-лидер bGH-AluILV* 300±8 -3,74
Общая выборка 312±3

* – отличие группы от выборки значимо при p < 0,05).

Из данных, приведенных в табл. 5, очевид-
но, что во всех случаях при формировании 
комбинированного фенотипического эффекта 
диплотипов наблюдается пропорциональность 
согласно индивидуальному фенотипическому 
вкладу усиливающих генотипов. 

Так, в структуру диплотипов №28 и №54, 
лидирующих по понижающему эффекту на 
признак удоя, в качестве структурообразую-
щего входит индивидуальный понижающий 
генотип-лидер bIGF-1-SnaBIBB, а в качестве 
усиливающих – генотипы bPit-1-HinFIАВ и 
bPit-1-StuICC. В этом случае, усиливающий 
генотип bPit-1-StuICC со слабовыраженным 
повышающим индивидуальным фенотипиче-
ским эффектом 0,21%, дает меньший суммар-
ный фенотипический эффект диплотипа №54 
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ский эффект его диплотипа (№23) составляет 
−3,27%. В то же время индивидуальный по-
нижающий фенотипический эффект усили-
вающего генотипа bIGF-1-SnaBIBB составля-
ет −0,88 % по отношению к общей выборке 
и комбинированный фенотипический эффект 
его диплотипа (№28) достигает −7,90%.

Пропорциональность фенотипического 
вклада усиливающего генотипа сохраняется 
также по признаку белковомолочности. Так 
диплотип №54 с меньшим суммарным фе-
нотипическим эффектом −6,09% в качестве 
усиливающего генотипа содержит генотип 
bPit-1-StuICC, обладающий слабо выраженным 
повышающим индивидуальным эффектом 
(0,16%). Диплотип №28 с более высоким сум-
марным фенотипическим эффектом −10,58% 
в качестве усиливающего генотипа содержит 
генотип bPit-1-HinFIАВ у которого индивиду-

альный фенотипический эффект носит по-
нижающий характер (−2,37%). По признаку 
белковомолочности, так же как и по признакам 
удоя и жирномолочности, при формировании 
понижающих диплотипов-лидеров структу-
рообразующую функцию выполняет инди-
видуальный генотип-лидер bIGF-1-SnaBIBB, 
с самым сильным понижающим эффектом на 
признак белковомолочности (см. табл. 3). 

Диплотип №54 является примером атипич-
ного суммарного фенотипического эффекта по 
признакам удоя и белковомолочности, описан-
ного ранее для повышающих диплотипов (см. 
табл. 4), когда в формировании суммарного фе-
нотипического эффекта диплотипа принимают 
участие полиморфизмы гена гипофизарного 
фактора роста-1 и инсулиноподобного факто-
ра роста-1 с противоположными характерами 
индивидуальных фенотипических эффектов.

Заключение
В результате проведенных исследований вы-

явлены следующие закономерности:
1. При исследовании комбинаций генов, явля-

ющихся звеньями одной метаболической цепи, 
возрастает частота выявления статистически зна-
чимых совокупных фенотипических эффектов;

2. Среди парных комбинаций генотипов по 
полиморфным вариантам генов соматотропи-
нового каскада встречаются такие, которые 
по влиянию на определенные признаки зна-
чительно превосходят максимальные феноти-
пические эффекты, наблюдаемые у индивиду-
альных генотипов-лидеров; 

3. В подавляющем большинстве случаев 
структурообразующими для диплотипов-
лидеров по данному признаку (повышающих/
понижающих) являются индивидуальные 
генотипы-лидеры. Роль усиливающих геноти-
пов выполняют генотипы с таким же характе-
ром фенотипического эффекта (повышающим/

понижающим), что и структурообразующий 
генотип. Исключение наблюдается только для 
парных комбинаций полиморфизмов гена ги-
пофизарного фактора роста-1 (bPit-1) и гена 
инсулиноподобного фактора-1 (bIGF-1).

4. При формировании совокупного фе-
нотипического эффекта отмечается про-
порциональность фенотипического вклада 
усиливающего генотипа. Это означает, что 
усиливающий генотип с наибольшим инди-
видуальным эффектом входит в структуру ди-
плотипов с наибольшим суммарным феноти-
пическим эффектом, кроме атипичных случаев 
формирования данного эффекта при участии 
полиморфных вариантов генов инсулинопо-
добного фактора-1 (bIGF-1) и гипофизарного 
фактора роста-1 (bPit-1). 

Отмеченные закономерности распространя-
ются как на эффекты повышающего, так и по-
нижающего характера. 
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В эволюции большинства высших рас-
тений полиплоидия сыграла решающую 
роль. Широкое распространение полипло-
идных форм в природных популяциях и их 
значение для процессов видообразования 
установлено на большом и разнообразном 
фактическом материале. По образному вы-
ражению П.М. Жуковского, «человечество 
питается в основном продуктами раститель-
ной полиплоидии» [1]. Установление роли 
дупликации геномов в эволюции живых ор-
ганизмов [2] обуславливает необходимость 
экспериментального обоснования генетиче-
ских эффектов и молекулярно-генетических 
механизмов этого явления. 

Экспериментальная полиплоидия на со-
временном этапе является одним из перспек-
тивных методов создания генетического раз-
нообразия исходного материала для селекции. 
Однако, интенсивность работ за последние  
10 лет по созданию новых тетраплоидных сор-
тов озимой ржи снизилась, что обусловлено 
ограниченностью генофонда и недостаточной 
изученностью генетической изменчивости при 
дупликации генома [3].

Дупликация генома (полиплоидия) – боль-
ше, чем простое удвоение генома. Она вклю-
чает комплекс молекулярно-генетических 
процессов, ведущих к геномным перестрой-
кам [4-7]:

1. Геномные перегруппировки, обмен между 
геномами, рекомбинации между гомеологич-
ными хромосомами;

2. Дифференциальная элиминация генов ду-
блированного генома;

3. Диферсификация гена – приобретение ге-
ном новой функции на основе избыточности 
ДНК, функциональное расхождение генов;

4. Перегруппировка последовательностей 
ДНК, метилирование ДНК;

5. Изменение структуры хроматина, актива-
ция ретротранспозонов, вызывающих транс-
локации хромосом;

6. Эпигенетическое замолкание генов после 
дублирования – важнейший фактор полипло-
идной эволюции;

7. Изменение пространственной организа-
ции хромосом в интерфазном ядре, обуславли-
вающее изменение эпигенетического контроля 
экспрессии генов.

Известно, что у полиплоидов в профазе пер-
вого деления мейоза, как правило, образуются 
мультивалентные комплексы хромосом в отли-
чие от бивалентных комплексов у диплоидов. 
При этом нарушается кроссинговер между го-
мологичными хромосомами и распределение 
хромосом по дочерним клеткам. Нарушения 
конъюгации хромосом в мейозе могут явиться 
причиной их структурных изменений – дупли-
каций, делеций, транслокаций или инверсий 
отдельных участков хромосом. Показано, что 
у модельных полиплоидов наблюдаются бы-
стрые потери одних генов и специфическая 
инактивация других за счет метилирования 
[8]. В настоящее время не вызывает сомне-
ний влияние пространственной организации 
хромосом в ядре растений на регуляторную 
функцию генов в развитии. Вопрос о про-
странственном положении генетического ма-
териала в интерфазном ядре эукариотической 
клетки в последнее время приобретает особое 
значение, так как рассматривается в свете эпи-
генетического контроля экспрессии генов [7].

Эти и другие изменения генетического ап-
парата при дупликации генома вызывают на-
следственно обусловленные разнообразные 
проявления ботанико-морфологических, ана-
томических, молекулярно-генетических, цито-
логических, физиологических, биохимических 
и других признаков и свойств растений.

И.С. Гордей, Н.Б. Белько, И.С. Щетько, И.А. Гордей

ГЕНЕТИЧЕСКИЕ ЭФФЕКТЫ ДУПЛИКАЦИИ ГЕНОМА  
У ОЗИМОЙ РЖИ (SECALE CEREALE L.)

ГНУ «Институт генетики и цитологии НАН Беларуси» 
Республика Беларусь, 220072, г. Минск, ул. Академическая, 27

Введение
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Материалом исследований служили новые 
диплоидные сорта и гибриды (RR, 2x=14) и 
созданные на их основе тетраплоидные формы 
(RRRR, 4x=28) озимой ржи (Secale cerealе  L.). 
Тетраплоидные формы ржи получены в лабо-
ратории хромосомной инженерии растений 
Института генетики и цитологии НАН Бела-
руси с использованием усовершенствованного 
метода полиплоидизации растений закисью 
азота (N2O) [8]. Цитологический анализ клю-
чевых этапов микроспорогенеза и опреде-
ление фертильности пыльцы проводили на 
давленых препаратах апикальных меристем 
корня и пыльников, окрашенных 2%-м раство-
ром ацетокармина в 45%-й уксусной кислоте.

Анализ хромосомного состава ди- и те-
траплоидных форм проводили с примене-

нием модифицированного С-метода диффе-
ренциального окрашивания хромосом ржи 
(С-бэндинг) [9].

Электрофорез запасных белков семян (се-
калинов) проводили в полиакриламидном 
геле в вертикальных пластинах электрофо-
ретической камеры «VE-4M», производства 
ООО «Биоклон» по методическим указаниям 
ВИР [10].

Специфичность геномов диплоидной и те-
траплоидной озимой ржи на уровне ДНК уста-
навливали методом ПЦР с произвольными 
праймерами (RAPD-анализ). ДНК выделяли с 
помощью Genomic DNA Purification Kit фирмы 
Fermentas. В качестве маркера молекулярно-
го веса использовали 100 bp DNA Ladder Plus 
(Fermentas) [11].

Материалы и методы

Результаты и обсуждение
Принимая во внимание повышенный уровень 

геномной нестабильности вновь созданных ау-
тотетраплоидов и его влияние на их общую про-
дуктивность, проведено изучение хромосомного 
состава тетраплоидных форм и исходных дипло-

идных сортов озимой ржи. Результаты цитологи-
ческого анализа потомства тетраплоидных форм 
ржи представлены в табл. 1 и свидетельствуют о 
незначительном (до 9,7%) присутствии анеупло-
идных растений в популяциях.

Таблица 1 

Содержание анеуплоидных растений у созданных тетраплоидных форм озимой ржи

Тетраплоидные формы
Число хромосом у растений

28 27 28 + фрагм. хром.
растений, шт. % растений, шт. % растений, шт. %

Алькора 68 98, 6 1 1,4 – –
Зарница 56 93,3 3 5 1 1,7
Юбилейная 54 100 – – – –
Плиса 62 90,3 5 8,1 1 1,6

Выявленные анеуплоиды были представлены в 
основном 27-хромосомными гипотетраплоидами. 
Количество их у разных тетраформ ржи было раз-
личным и варьировало в интервале 0-8,1%. Наи-
большее количество 27-хромосомных растений 
(8,1%) выщепилось в потомстве тетраплоидной 
формы ржи Плиса. У тетраплоидной ржи Юбилей-
ная гипотетраплоидные растения отсутствовали.

Формирование гипертетраплоидных расте-
ний (28 хромосом + фрагмент хромосомы) от-
мечено в 3,3% случаев у тетраплоидных форм 
Зарница и Плиса.

Из исследованных тетраформ озимой ржи 
наибольшей стабильностью хромосомного 
состава характеризовалась форма Юбилейная, 
тогда как форма Плиса содержала максималь-
ное количество анеуплоидных растений. 

С целью изучения стабильности и сбалансиро-
ванности кариотипов 28-хромосомных растений 
озимой ржи, а также выявления возможных хро-
мосомных перестроек, вызванных дупликацией 
генома, проведен сравнительный анализ карио-
типов созданных тетраплоидов с исходными ди-
плоидными сортами с использованием С-метода 
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дифференциального окрашивания хромосом. 
Установлено, что включенные в анализ 

28-хромосомные растения являлись геномно 
сбалансированными тетраплоидами (RRRR, 
4х=28) и не содержали видимых структурных 
изменений хромосом (рис. 1).

Для полученных форм тетраплоидной ози-
мой ржи характерны следующие особенности 
стабилизации генома:

•	 низкая частота содержания и узкий спектр 
выщепления в потомстве анеуплоидных 
растений; 

•	 генотипическая специфичность частоты 
и спектра выщепления анеуплоидов. 

Наблюдаемые особенности, на наш взгляд, 
обусловлены следующими факторами:

•	 разным уровнем нарушений в мейозе у 
исходных диплоидных сортов и создан-
ных на их основе аутополиплоидов; 

•	 гибелью анеуплоидов с числом хромосом, 
значительно отклоняющимся от эуплоид-
ного в результате элиминации зигот;  

•	 отсутствием мутагенного эффекта заки-
си азота при полиплоидизации растений.

Для более полного исследования генетиче-
ских эффектов дупликации генома у новых те-
траплоидных форм проведен анализ процесса 
мейоза. 

Мейоз является одним из важнейших и универ-
сальных биологических процессов в жизненном 
цикле эукариотических организмов, размножаю-
щихся половым путем [12]. Поэтому только при 
глубоком и детальном изучении всех нарушений, 
возникающих на этапе микроспорогенеза, можно 
понять причины нарушения кроссинговера между 
гомологичными хромосомами, механизмы обра-
зования хромосомных перестроек и повышенно-
го содержания анеуплоидов у аутотетраплоидов. 

У созданных тетраплоидов озимой ржи на-
блюдаются значительные нарушения в мейозе, 
что приводит к «реверсии плоидности» и об-
разованию клеток иных уровней плоидности, 
в том числе анеуплоидных [2,11].

В целом, нарушения мейоза, наблюдаемые в 
материнских клетках микроспор в первом и вто-
ром мейотических делениях у тетраплоидных 
форм и диплоидных сортов, были аналогичны-
ми. Однако у тетраплоидов мейоз протекал со 
значительно большими нарушениями (табл. 2), 
к числу которых относятся:

•	 мультивалентные и унивалентные ассо-
циации хромосом в метафазе I; 

•	 отстающие униваленты, фрагменты хро-
мосом и хромосомные мосты в анафазе I; 

•	 присутствие микроядер в диадах и тетра-
дах микроспор; 

•	 отстающие униваленты, фрагменты хро-
мосом и хромосомные мосты в анафазе II;

•	 асинхронное деление в клетках диады; 
•	 образование пентад, гексад и других типов 

полиад.
Проведенные исследования показали, что у 

тетраплоидных форм озимой ржи среди хромо-
сомных ассоциаций преобладали биваленты. 
Помимо бивалентов, со значительной частотой 
встречались уни-, три- и квадриваленты, число 
которых на клетку варьирует.

Как видно из табл. 2, у полученных тетра-
плоидов, в отличие от диплоидной ржи, в ме-
тафазе I достаточно часто (от 7,9 до 19,2%) 
встречались микроспороциты с унивалентными 
хромосомами. При этом модальным классом у 
всех форм были материнские клетки пыльцы 
(МКП) с одним унивалентом. Частота МКП с 
унивалентными хромосомами у диплоидных 
форм на стадии метафазы I составила 1,2-3,3%.

Рис. 1. Кариотипы тетра (А) и исходной диплоидной (Б) форм озимой ржи Алькора
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В литературе отмечается ряд причин, обу-
славливающих более высокую частоту воз-
никновения унивалентов у тетраплоидных 
форм [13,14]:

•	 пространственная организация хромо-
сом в интерфазном ядре тетраплоидов 
отличается от таковой у диплоидов; 

•	 гомологичные хромосомы должны пере-
сечь более длинный путь для конъюгации; 

•	 некоторые хромосомы расположены таким 
образом, что силы притяжения гомологов 
с двумя другими настолько уравновешены, 
что хромосомы не в состоянии эффективно 
двигаться к любой гомологичной хромосо-
ме, гомологичные хромосомы не конъюги-
руют и остаются в виде унивалентов (ис-
тинные униваленты); 

•	 многие ассоциации хромосом не прочны, 
что приводит к преждевременному обра-
зованию унивалентов еще до наступле-
ния позднего диакинеза или ранней мета-
фазы (ложные, или псевдоуниваленты);

•	 тетраплоидное состояние может отли-
чаться цитогенетической несбалансиро-
ванностью, что также влияет на образо-
вание хромосомных ассоциаций.

В анафазе I в среднем количество МКП с 
нарушениями у тетраплоидных форм состави-
ло 9,9%, у диплоидных – 1,8%. Наибольшим 

(16,7%) количеством МКП с нарушениями на 
этой стадии мейоза характеризуется форма 
тетраплоидной ржи Алькора, наименьшим 
(5,8%) – Плиса (табл. 2). Наиболее типичным 
нарушением для этой фазы мейоза является 
образование анафазных мостов.

Анафазные мосты предположительно могут 
образоваться по двум причинам [15]:

•	 напряжение в тетраплоидном микроспо-
роците может оказаться больше, чем нити 
могут выдержать. Происходит разрыв хро-
мосомной нити, а воссоединение осущест-
вляется иным образом, вследствие чего 
возникает мост;

•	 специфичная гомологичная конъюгация 
четырех хромосом может иногда привести 
к негомологичному спариванию, которое 
сопровождается кроссинговером. При вос-
соединении может возникнуть различное 
расположение хромосомных сегментов, 
вследствие чего мосты могут образовы-
ваться в мейозе следующего поколения.

Во втором мейотическом делении наруше-
ния встречались чаще, чем в первом, и частота 
их была выше у тетраплоидов, в сравнении с 
соответствующими фазами мейоза у диплоид-
ной ржи (табл. 2). В среднем в метафазе II у 
тетраплоидных форм количество аномальных 
МКП почти в 2 раза больше, чем в метафазе I  

Таблица 2 

Частота нарушений по стадиям мейоза у новых тетраплоидных форм и исходных  
диплоидных сортов ржи, %

Сорта и формы Метафаза I Анафаза I Метафаза II Анафаза II Тетрады

Тетраплоидные формы (RRRR, 2n=28)
Плиса-тетра 10,4 5,8 26,9 24,6 18,3
Юбилейная-тетра 7,9 8,5 13,1 15,0 8,3
Зарница-тетра 11,8 9,0 23,4 23,4 20,7
Алькора-тетра 19,2 16,7 32,8 21,2 13,3
Среднее 11,7* 9,9* 22,2* 19,1* 14,0*

Диплоидные сорта (RR, 2n=14)
Плиса 3,1 1,7 1,6 2,1 0,9
Юбилейная 2,5 2,2 1,2 2,9 0,5
Зарница 3,3 1,8 1,1 2,5 1,0
Алькора 1,2 1,6 1,9 2,1 0,7
Среднее 2,5 1,8 1,5 2,4 3,1

* – различия достоверны при  p < 0,05.
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и составило 22,2%. У диплоидных форм этот 
показатель на данной стадии составлял 1,5%. 
В анафазе II количество МКП с нарушениями 
у тетраплоидных форм озимой ржи превыша-
ло соответствующий показатель в анафазе I 
почти в 2 раза (19,1%). У диплоидных форм 
этот показатель составлял 2,4%.

В целом для всех исследованных тетраформ 
характерна тенденция к увеличению коли-
чества аномальных МКП на последующих 
стадиях мейоза. У большинства созданных 
тетраплоидных форм ржи нарастание мейоти-
ческой нестабильности продолжалось вплоть 
до стадий метафазы II - анафазы II. На стадии 
же тетрад отмечается повышение количества 
нормальных МКП, общее для всех форм.

Попытки объяснить причины нарушения про-
цесса мейоза у индуцированных аутотетраплои-
дов предпринимали ряд исследователей [15, 16]. 
Авторы предполагают, что удвоение хромосом 
приводит к нарушению тонко сбалансированной 
системы взаимодействия генов контроля мейо-
за у диплоидных растений. В настоящее время 
картирован ряд мейотических мутаций (sy1, sy9 
sy10, sy18, sy19), контролирующих отдельные 

этапы процесса мейоза у озимой ржи [17].
Главным недостатком экспериментально 

полученных полиплоидов, существенно огра-
ничивающим использование их в селекции, 
является, как известно, пониженная семен-
ная продуктивность, обусловленная наруше-
ниями формирования микроспороцитов. Эта 
особенность аутополиплоидов представляет 
собой серьезное препятствие в селекционной 
работе, за исключением вегетативно размно-
жаемых форм, когда бессемянность является 
желательным товарным признаком (арбузы).

Фертильность пыльцы является показателем 
нарушения формирования микроспороцитов. 
Из данных, представленных в табл. 3, видно, 
что в целом показатель фертильности пыльцы 
у тетраплоидных форм озимой ржи варьиро-
вал от 48,2% (Юбилейная) до 77,3% (Зарни-
ца). Фертильность пыльцы у анализируемых  
тетраплоидных форм  составила в среднем 
62,0%. У диплоидных сортов озимой ржи этот 
показатель находился на уровне 95,0-98,6%. В 
среднем фертильность пыльцы по диплоидам 
составила 96,8%, что достоверно выше (p < 
0,05), чем у тетраплоидных форм (табл. 3).

Таблица 3 

Фертильность пыльцы у диплоидных (RR, 2х=14) и тетраплоидных (RRRR, 4х=28) 
форм озимой ржи

Сорта и 
формы

Плоид-
ность

Пыльцевых зерен

Всего
Фертильные Стерильные Промежуточные

Кол-во, 
шт % Кол-во, 

шт % Кол-во, 
шт %

Плиса
4х=28 710 374 52,7 39 5,5 297 41,8
2х=14 809 784 96,9 25 3,1 – –

Алькора
4х=28 1117 781 69,9 192 17,2 144 12,9
2х=14 859 816 95,0 43 5,0 – –

Зарница
4х=28 845 653 77,3 58 6,8 134 15,9
2х=14 779 768 98,6 11 1,4 – –

Юбилейная
4х=28 1245 600 48,2 57 4,6 588 47,2
2х=14 839 810 96,5 29 3,5 – –

Среднее
4х=28 – – 62,0* – 8,5* – 29,5*
2х=14 – – 96,8 – 3,3 – –

* – различия достоверны при p < 0,05

Необходимо отметить, что у тетраплоидной 
ржи Зарница (рис. 2) наиболее высокий пока-
затель фертильности пыльцы по сравнению 
с другими тетраплоидами. Пониженная фер-

тильность аутотетраплоидов ржи обусловлена 
гаметической и зиготической стерильностью. 
В гаметической стерильности различают 
пыльцевую стерильность, стерильность ма-
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кроспор и зародышевых мешков. Гаметиче-
ская стерильность и неполноценность гамет в 
значительной степени определяются наруше-

ниями мейоза, которые возникают в результате 
дисбаланса генетической системы контроля 
мейоза у индуцированных аутополиплоидов.

идных форм озимой ржи в сравнении с исхо-
дными диплоидными сортами проведен элек-
трофорез запасных белков секалинов семян.

У изученных генотипов ржи идентифицирова-
но 66 типов спектра секалина зерновок, неравно-
мерно распределенных среди диплоидных сортов 
и тетраплоидных форм: от 7 до 19, в зависимости 
от сорта и формы, для каждого из которых харак-
терен специфический состав (табл. 4). 

Рис. 2. Пыльца тетраплоидной формы Зарница (RRRR, 4х=28)

По белкам-маркерам можно оценивать три 
главных типа изменчивости: геномную, генную 
и аллельную. Геном как генетическая система 
особенно отчетливо выражен на уровне вида, и 
для его идентификации и экспрессии наиболее 
эффективны видоспецифичные запасные белки. 
У ржи такими белками являются секалины.

C целью выявления различий в экспрессии 
генетических систем геномов новых тетрапло-

Таблица 4 

Состав и интенсивность компонентов секалина у исходных диплоидных сортов  
и тетраплоидных форм озимой ржи

Диплоидные сорта и 
тетраплоидные формы

Состав и интенсивность полипептидов секалина
β γ ω

Зарница (RRRR, 2n=28) 12345
__
45 

                   _   _
 2345 78910111213

Зарница(RR, 2n=14)  2345
_ 
5

                          _
234 7891011

Юбилейная(RRRR, 2n=28)
                   _ _

12345
   __ 
1  45

               _      __
123456789101112

Юбилейная (RR, 2n=14)  2345
_
5 

                           _
234  78 1011 

Алькора (RRRR, 2n=28)  2345
_ 
5 

                 _       __
1234 67891011

Алькора(RR, 2n=14)  2345
_
1

                  _        _
1234  7891011

Плиса (RRRR, 2n=28)  2345
             _       __

1234 678910111213

Плиса (RR, 2n=14)  2345
                           _

 234  7891011

Для всех ЭФ-спектров секалина изучаемых 
сортов и форм ди- и тетраплоидной озимой 
ржи (рис. 3, табл. 4) характерно наличие со-
вместно наследуемого триплета компонентов 

ω 234, кодируемых кластером генов, локали-
зованных в коротком плече 1R хромосомы, 
а также 45 компонента в β-зоне. Внутрисор-
товой полиморфизм секалина у исследуемых 
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сортов и форм проявляется по компонентам 
β-, γ - и ω-зон. Сорта и формы отличаются 
друг от друга соотношением типов спектра 
секалина и интенсивностью отдельных ком-

понентов, причем в сорте или форме, как 
правило, преобладает 2-3 характерных для 
них ЭФ-типа.

Рис. 3 Электрофоретические спектры секалина диплоидных сортов и созданных на их основе тетраплоидных 
форм озимой ржи: 1 – Зарница (RRRR, 4n=28); 2 – Зарница (RR, 2n=14); 3 – Алькора (RRRR, 4n=28); 4 – Аль-

кора (RR, 2n=14); 5 – Юбилейная (RRRR, 4n=28); 6 – Юбилейная (RR, 2n=14); 7 – Плиса (RRRR, 2n=28);  
8 – Плиса (RR, 2n=14). St – стандартный спектр (пшеница Кавказ)

Наибольшей изменчивости подвержены 
компоненты ω-зоны. У ряда генотипов от-
мечена элиминация компонентов ω 7, ω 11, 
ω 12, появление ω 1 и ω 6. В β-зоне часто 
происходит элиминация компонентов β 1, 
β 2 и β 3.

Сравнение ЭФ-спектров секалина показало, 
что у тетраплоидных форм внутрисортовой 
полиморфизм значительно шире и достигает 
10-19, у исходных диплоидных сортов – от 7 
до 10 типов спектра. В электрофоретическом 
спектре секалина большинства тетраплоидных 
генотипов появляются γ4 и γ5 компоненты, от-
сутствующие у исходных диплоидных сортов, 
а компонент γ1, присущий исходному дипло-
идному гибриду, может быть элиминирован у 
полученного тетраплоида. У ряда тетраплои-
дов наблюдается появление в ЭФ-спектре ком-
понентов ω1213, не выявленных у исходных 
диплоидов.

Современные молекулярно-генетические 
методы позволяют исследовать внутривидовой 
и межвидовой полиморфизм ДНК с целью из-
учения специфичности генома, генетического 
маркирования и идентификации селекционно-
го материала [11].

Для выявления изменений на уровне ДНК, 
произошедших в результате дупликации ге-
нома, проведен RAPD-анализ ДНК тетрапло-
идных форм и исходных диплоидных сортов 
озимой ржи.

Результаты молекулярно-генетического ана-
лиза созданных тетраплоидных форм озимой 
ржи с использованием RAPD-метода представ-
лены в табл. 5 и на рис. 4, 5. 

С использованием RAPD-метода у иссле-
дуемых сортов и форм ди- и тетраплоидной 
ржи выявлено по 66 фрагментов ДНК соответ-
ственно. Число амплифицированных фрагмен-
тов ДНК (ампликонов) в суммарной выборке 
растений варьировало от 6 до 12 в зависимо-
сти от праймера, их размер составлял от 300 
до 3000 п.н. (табл. 5). В среднем при RAPD-
анализе ДНК анализируемых образцов ржи 
один праймер инициировал синтез 8 фрагмен-
тов ДНК. Из 8 праймеров наиболее эффектив-
ными для озимой ржи оказались ОРА 5 и Р 36. 
С их помощью в изученных ди- и тетраплоид-
ных популяциях выявлено 10 и 11 фрагментов 
ДНК соответственно (рис. 4, 5).

Наличие до 80,0% полиморфных фрагмен-
тов ДНК в спектрах исследуемых генотипов 
демонстрирует относительно высокий внутри-
подвидовой и индивидуальный полиморфизм 
у ди- и тетраплоидов ржи, который объясня-
ется присутствием в их геномах высокоповто-
ряющихся последовательностей ДНК.

Специфических фрагментов ДНК, которые 
являлись бы видоспецифическими маркерами 
и могли бы использоваться в генотипировании 
диплоидов или тетраплоидов, не обнаружено 
(рис. 4, 5).

ω

γ

β

α
1 2 3 4 5 6 7 8 st
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Электрофоретический анализ амплифицируе-
мых фрагментов ДНК созданных тетрааналогов 
в сравнении с их исходными диплоидными сор-
тами в 70% случаев выявил существенные раз-
личия в спектрах. У тетраплоидов у 25% спек-
тров обнаружено появление 1-3 фрагмента ДНК 
размером от 300 до 4000 п.н., отсутствующих 
у исходных диплоидных сортов. RAPD-анализ 
выявил у тетраплоидов потерю (20%) или одно-
временно потерю и появление (30%) отдельных 
полиморфных фрагментов ДНК. Чаще элими-
нировали фрагменты ДНК размером от 700 до  
1700 п.н. (рис. 4, 5).

Обнаруженные различия в спектрах ампли-
фицированных фрагментов ДНК диплоидов 
и тетраплоидов свидетельствуют о структур-
ных изменениях генома ржи при дупликации  
[18, 19]. Они могут быть обусловлены [20, 21]:

•	 структурными изменениями ДНК в ре-
зультате ее избыточности при дупликации 
генома; 

•	 дифференциальной элиминацией и дивер-
сификацией генов дублированного генома;

•	 перегруппировкой последовательностей 
ДНК, метилированием ДНК;

•	 блочными перестройками, которые приво-

Таблица 5 

Характеристика праймеров и амплифицированных с их помощью фрагментов ДНК  
у растений тетраплоидной ржи, полученных в результате  

полиплоидизации диплоидных сортов

RAPD-
праймер

Нуклеотидная
последовательность

Размер
фраг-

ментов,
п. н.

Число фрагментов

Учитываемых Полиморфных
(всего/частота, %)

Диплоиды Тетра-
плоиды Диплоиды Тетра-

плоиды
ОРА 5 AGGGGTCTTG 400-2000 10 10 6/60,0 6/60,0
ОРА 20 AGGTCTTGGG 500-2500 7 8 3/42,8 4/50,0
OPV 02 CTGAGGTCTC 300-1500 6 6 3/50,0 3/50,0
Р 136 AGCCTCGATT 500-2000 8 8 5/62,5 6/75,0
Р 36 CCGAATTCGC 700-2800 9 10 7/77,8 8/80,0
Р 39 CCAGTTCGCC 800-3000 6 6 4/67,6 3/50,0
АРГ 22 TCGCCCCATT 380-1900 8 7 5/62,5 4/57,1
В 220700 GTCGATGTCG 380-2500 12 11 9/75,0 8/72,7
Всего – – 66 66 42/63,6 42/63,6

Рис. 4 RAPD-спектр амплифицированных фрагментов ДНК растений ди- (1 – Алькора, 2 – Плиса, 3 – Зарни-
ца, 4 – Юбилейная, 5 – Заречанская зеленоукосная) и тетраплоидной (6 – Алькора-тетра, 7 – Плиса тетра, 8 – 

Зарница-тетра, 9 – Юбилейная-тетра, 10 – Заречанская зеленоукосная-тетра) озимой ржи,  
полученный с использованием праймера ОРА 5.

SP – фрагменты ДНК с известным числом пар оснований

SP 1 6 2 7 3 8 4 9 5 10

п.н.

500

100

3000
2000

1000
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Рис. 5 RAPD-спектр амплифицированных фрагментов ДНК растений ди- (1 – Алькора, 2 – Плиса F1, 3 – Зар-
ница, 4 – Юбилейная, 5 – Заречанская зеленоукосная) и тетраплоидной (6 –Алькора-тетра, 7 – Плиса тетра, 8 – 

Зарница-тетра, 9 – Юбилейная-тетра, 10 – Заречанская зеленоукосная-тетра) озимой ржи,  
полученный с использованием праймера Р36.

SP – фрагменты ДНК с известным числом пар оснований

дят к комбинированию фрагментов из раз-
ных генов и к появлению белков с разными 
функциями при дупликации генома.

На рис. 6 представлены основные генетиче-

Рис. 6 Генетические эффекты дупликации генома у озимой ржи (S. cereale L.)

ские эффекты дупликации генома у озимой ржи. 
Выявленные факторы оказывают влияние на 
степень проявления морфологических и хозяй-
ственно полезных признаков полиплоидов [22].

Заключение
Проведенные исследования эффектов дупли-

кации генома у озимой ржи на клеточном (ка-
риотип, процесс мейоза, фертильность пыльцы), 
белковом (полиморфизм запасных белков семян 
секалинов) и на уровне ДНК (полиморфизм ядер-
ной ДНК) позволили сделать ряд выводов:

•	 индуцированные с использованием заки-
си азота (N2O) 28-хромосомные растения 
озимой ржи являются геномно сбаланси-
рованными аутотетраплоидами (RRRR, 

4x=28) и не содержат видимых струк-
турных изменений хромосом. Уровень 
содержания анеуплоидов в их потомстве 
относительно низкий (до 9,7%) и пред-
ставлены они, в основном, 27-хромосом-
ными гипотетраплоидами;

•	 в ранних поколениях (N2-N3) аутотетра-
плоидов озимой ржи, индуцированных 
закисью азота (N2O), выявлена достовер-
но (р < 0,050) более высокая частота нару-

п.н.
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шений мейоза по сравнению с исходными 
диплоидами, что связано с нарушением 
тонко сбалансированной у диплоидов ге-
нетической системы контроля мейоза. Ко-
личество материнских клеток микроспор с 
нарушениями у тетраплоидов варьировало 
в зависимости от стадии мейоза от 9,9 до 
22,2%, у диплоидов – от 1,5 до 3,1%; 

•	 дупликация генома у ржи может приво-
дить к элиминации отдельных компо-
нентов секалина, присущих исходным 
диплоидным сортам, проявлению новых 
компонентов, не выявленных у исходных 
сортов, а также к значительному увели-
чению сортового полиморфизма ЭФ-
спектра секалина у тетраплоидов, что 
обусловлено изменениями экспрессии 
дуплицированных генов;

•	 RAPD-анализ полиморфизма ядерной 
ДНК у тетраплоидных форм и исходных 
диплоидных сортов озимой ржи выявил 

существенные различия в их электро-
форетических спектрах. У тетраплоидов 
обнаружено появление 1-3 фрагментов 
ДНК размером от 300 до 4000 п.н., от-
сутствующих у исходных диплоидных 
сортов, а также элиминация отдельных 
фрагментов ДНК. Чаще элиминирова-
ли фрагменты ДНК от 700 до 1700 п.н. 
Выявленные различия в электрофорети-
ческих спектрах амплифицированных 
фрагментов ДНК у тетраплоидов свиде-
тельствуют о структурных изменениях 
ДНК при дупликации генома ржи.

Таким образом, дупликация генома у ржи 
приводит к нарушению генетической системы 
регуляции мейоза (sy1, sy9 sy10, sy18, sy19), 
изменению экспрессии генов видоспецифичес-
ких запасных белков семян (секалинов) и к 
структурным изменениям ДНК, что оказывает 
влияние на проявление признаков и свойств  
у полиплоидов.
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Введение
Наиболее перспективное направление интро-

грессии генофонда диких видов в селекционный 
материал картофеля включает гибридизацию их 
с дигаплоидами S. tuberosum, проведение отбора 
на диплоидном уровне и мейотическое удвоение 
числа хромосом у отобранных клонов [1, 2]. Ди-
гаплоиды S. tuberosum  (2n=2x=24) относительно 
легко скрещиваются со многими диплоидными 
дикими видами картофеля, произрастающими в 
Южной Америке. Однако существует ряд  интерес-
ных для селекции диких видов картофеля (мекси-
канские диплоидные виды из секций Bulbocastana, 
Pinnatisecta, Polyadenia, южноамериканские виды 
S. commersonii и S. circaeifolium и другие), которые 
не скрещиваются с дигаплоидами S. tuberosum ли-
бо дают потомство, которое сложно использовать 
в селекционном процессе. 

Проблемы получения гибридов с участием этих 
видов обусловлены, прежде всего, гибелью гибрид-
ных зародышей вследствие недоразвития эндоспер-
ма и связаны с понятием EBN (endosperm balance 
number – балансового числа эндосперма). Каждо-
му виду предписывается определенный специфи-
ческий показатель (его EBN), значение которого 
определяет его поведение при гибридизации с дру-
гими видами. Дигаплоиды культурного картофеля  
S. tuberosum имеют 2 EBN, названные выше дипло-
идные дикие виды – 1 EBN. А для успешной гибри-
дизации EBN родительских форм должны совпа-
дать. Кроме того, для диплоидных видов картофеля 
из Мексики при гибридизации их с дигаплоидами  
S. tuberosum характерны также презиготные барьеры 
несовместимости, которые проявляются в виде ин-

гибирования роста пыльцевых трубок в пестике [3].
1 EBN диплоидные дикие виды относят к группе 

наиболее древних в систематическом отношении 
форм картофеля [4]. Считается, что 2 EBN виды 
произошли от них в результате некой мутации, 
связанной с изменением EBN без изменения пло-
идности [4, 5]. Нами была предложена гипотеза, 
согласно которой подобная мутация (или мутации) 
до настоящего времени присутствуют в генофонде 
1 EBN видов. Следовательно, в пуле пыльцы об-
разцов 1 EBN видов наряду с обычными, 0,5 EBN 
пыльцевыми зернами, могут присутствовать от-
дельные нетипичные 1 EBN пыльцевые зерна [6].

 На основании этой гипотезы нами разработа-
ны подходы по  вовлечению в селекцию ценного 
генофонда 1 EBN диплоидных диких видов. Они 
предполагают использование в качестве вида-
посредника дикого диплоидного самосовмести-
мого вида S. verrucosum в скрещиваниях с 1 EBN 
диплоидными видами картофеля, что  дает воз-
можность устранить презиготные барьеры несо-
вместимости (S. verrucosum не содержит пестич-
ных S-РНКаз), а также дополнительного опыления 
цветков (через сутки после основного) пыльцой  
S. phureja IvP 35 для предотвращения осыпания ма-
лосемянных ягод. Реализация данных подходов на 
практике позволила нам получить большое коли-
чество жизнеспособных выполненных семян [7].  

Целью настоящей работы была характеристика 
гибридов между S. verrucosum и 1 EBN дикими 
диплоидными видами картофеля для подтверж-
дения  гибридности и предварительной оценки их 
селекционной ценности.

Материалы и методы
В качестве материала использовали ги-

бридные сеянцы, выращенные из семян, по-
лученных в скрещиваниях между 12 образ-

цами S. verrucosum (PI 190170, PI 195171, 
PI 195172, PI 275256, PI 275257, PI 310966, 
PI 498010, PI 570643, PI 570644, PI 570645, 
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PI 545745, PI 498060), и образцами дипло-
идных 1 EBN видов картофеля из Мексики  
S. pinnatisectum (PI 275231-275236, PI 537023), 
S. polyadenium (PI 230480, PI 275238, PI 347770, 
PI 498036), S. bulbocastanum (PI 243505, 
PI 243506, PI 243512, PI 243513, PI 255516, 
PI 275191, PI 275192, PI 498011), и Южной 
Америки: S. commersonii (PI 275168, PI 275169, 
PI 275265, PI 458319, PI 472844, PI 472845) и  
S.  circaeifol ium  (PI  498116-PI 498118, 
PI 545973). Семена образцов диких видов бы-
ли получены из Национального генного банка 
по картофелю США – NRSP-6 (в скобках после 
названий видов приведены регистрационные 
номера образцов в этом банке).

Семена, полученные в скрещиваниях 2009 г., 
проращивали в плошках с торфогрунтом в кон-
це апреля-начале мая 2010 г., предварительно 
замочив на 12 ч в водном растворе гибберел-
лина (100 мг/л). Рассаду с 5-6 настоящими ли-
стьями высаживали в горшочки с торфогрун-
том (1 л), которые размещались на расстоянии 
0,3 м друг от друга на участке, расположен-
ном между двумя теплицами, оборудованном 
устройством для мелкокапельного полива. 
Учитывали морфологические признаки расте-
ний, функциональную фертильность пыльцы, 
а также способность к клубнеобразованию и 
массу клубней с растения (если клубнеобра-
зование имело место). 

Часть сеянцев (11 случайно выбранных до 
цветения и 4 отобранных по морфологии цвет-
ка гибридов S. verrucosum × S. bulbocastanum, 
всего 15 растений), а также родительские фор-
мы (образцы S.verrucosum и S. bulbocastanum)  
были проанализированы на предмет наличия 
у них видоспецифических RAPD-маркеров  
S. bulbocastanum, а также наличие маркера 
гена Rpi-blb1 устойчивости к фитофторозу 
S. bulbocastanum.

Выделение и очистку ДНК исследуемых 
образцов проводили из листьев растений на-
кануне или в фазу цветения с помощью на-
бора реагентов Genomic DNA Purification 
Kit («Fermentas», Литва) по методике, пред-
ложенной производителем. Реакционная 
смесь для одной ПЦР-реакции при прове-
дении RAPD-анализа в пересчете на 10 мкл 
содержала: 1 мкл 10× буфера для ПЦР, 
«DIALAT Ltd» (г. Москва, Россия); 0.2 μМ 
праймера; 4 mM MgCl2; 0.2 mM каждого dNTP; 

1U BioRedTaqpolymerase или BioTaqpolymerase, 
«DIALAT Ltd» и 20 ng ДНК исследуемого об-
разца. Реакции амплификации осуществляли 
на автоматическом программируемом тер-
моциклере GeneAmp PCR System 2700, «PE 
Applied Biosystems» (США). Программа для 
ПЦР-реакции: денатурация – 5 мин при 94 оС; 
далее 35 циклов по 30 сек при 94 оС, 30 сек при 
36 оС и 1мин при 72 оС; финальная элонгация 
в течение 7 мин при температуре 72 оС. Ис-
пользовали праймеры OPA-04, OPA-15, OPA-
18, OPC-06, OPC-19 (Operon Technologies, 
Alameda, CA), которые, по данным литерату-
ры, могут амплифицировать ДНК-маркеры, 
специфичные для S. bulbocastanum [8]. Длину 
амплифицированных фрагментов ДНК опреде-
ляли при помощи стандартного маркера длин 
фрагментов ДНК 100 bp + 1.5 Kb + 3 Kb (М27) 
(«DIALAT Ltd»). Для горизонтального элек-
трофореза в 2% агарозном геле с добавлением 
бромистого этидия брали 7-8 мкл реакционной 
смеси и 2 мкл 10× бромфенолового-синего. 
Электрофорез продуктов амплификации про-
водили в 1×ТАЕ-буфере  в течение 1,5-2 ч при 
напряжении в 80 V и силе тока 6mА.

Для детекции гена Rpi-blb1 устойчивости к 
фитофторозу S. bulbocastanum использовали 
SCAR-маркер RGA2 [9]. Состав реакционной 
смеси: в пересчете объема на 10 мкл: 1 мкл  
10 × буфера без MgCl2; 0.4 μМ праймеры (пря-
мой и обратный); 2,5 mM MgCl2; 0.25 mM 
каждого dNTP; 1U BioRedTaqpolymerase или 
BioTaqpolymerase («DIALAT Ltd») и 50 ng 
ДНК исследуемого образца. Программа для 
ПЦР: начальная денатурация в течение 7 мин 
при 95 оС; далее 38 циклов по 20 сек при 95 оС, 
20 сек. при 68 оС и 2 мин при 72 оС; финаль-
ная элонгация в течение 7 мин при темпера-
туре 72 оС.

Межвидовые гибриды в 2010 г. скрещивали 
с диплоидными клонами культурного карто-
феля. Для этого использовали в качестве опы-
лителей вторичные дигаплоиды S. tuberosum 
881-10, 882-5, 883-6, 895-40 (получены на 
основе дигаплоидов сортов Юбель, Полес-
ский розовый, а также клона A15 S. chacoense), 
отобранные в ходе специальной селекции по 
высокой функциональной фертильности пыль-
цы [10]. Первичные дигаплоиды сорта Carlita 
(Нидерланды), а также диплоидные селекци-
онные формы 08/18.1, 08/18.2, 08/28.1, 08/28.2, 
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созданные на основе диплоидных гибридов 
между дигаплоидами S. tuberosum и аллотетра-
плоидными видами S. acaule и S. stoloniferum 
[11], использовали в качестве материнских 
форм для опыления пыльцой фертильных 
межвидовых гибридов. В начале периода скре-
щиваний 2010 г. были благоприятные условия 

для гибридизации: умеренно теплая погода 
с частыми дождями. Однако затем наступил 
продолжительный период экстремально вы-
соких температур (более 30 оС), что привело к 
резкому снижению фертильности опылителей.

Статистическую обработку данных прово-
дили с помощью пакета программ «Statistica».

Результаты и обсуждение
Всхожесть гибридных семян, особенности 
морфологии гибридных сеянцев и родительских 
видов 

Большинство гибридных семян, полученных в 

2009 г., обладало высокой выполненностью и жиз-
неспособностью, их всхожесть составила от 47% у 
гибридов S. verrucosum × S. polyadenium до 88% у 
гибридов S. verrucosum × S. pinnatisectum (табл. 1).

Таблица 1 

Всхожесть семян, клубнеобразование и фертильность гибридов F1 между S. verrucosum 
и 1 EBN дикими видами картофеля (Минск, 2010 г.)
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S. verrucоsum × 
S. bulbocastanum 50,0 24 54,2 2,9 18 7,14 55,6 22,2 22,2 –

S. verrucоsum × 
S. pinnatisectum 88,1 24 62,5 3,3 23 8,98 34,8 30,4 34,8 58,3

S. verrucоsum × 
S. polyadenium 46,4 24 83,3 2,9 22 6,06 63,6 0 36,4 –

S. verrucоsum × 
S. commersonii 68,0 41 41,5 3,4 27 3,43 74,0 11,1 14,9 –

S. verrucоsum × 
S. circaeifolium 66,2 14 21,4 0,4 11 7,31 63,7 9,0 27,3 33,3

Итого 
(средняя) 63,0 127 54,0 3,1 101 6,40 58,4 14,9 26,7 –

* – пыльца не образуется, или ФФП ниже 2,0%;
** – ФФП от 2,1 до 10,0%;
*** – ФФП более 10%.

Растения родительского вида S. verrucosum в 
фазу цветения имели высоту 20-40 см. Стебель 
и черешки листьев с антоциановой окраской. 
Листьев 2-5, парные, конечная доля несколько 
крупнее боковых. Венчик колесовидной фор-
мы, темно-сине-фиолетовый. 

Растения 1EBN дикого вида картофеля 
S. bulbocastanum имели высоту 40-80 см. Ли-
стья толстые, цельные, густо опушенные. Вен-
чик звездчатый, глубоко рассеченный, окраска 
кремовая. Было высеяно 100 семян гибри-
дов S. verrucosum × S. bulbocastanum, взошло 
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50 (50%). Сеянцы в фазе 5-6 листьев имели 
более округлую форму листовой пластинки, по 
сравнению с S. verrucosum. Они развивались 
быстрее, чем материнский родительский вид, 
на всех этапах развития превосходили его по 
мощности. В открытый грунт были высажены 
24 гибридных сеянца. Высота сеянцев в фазу 
цветения была около 50 см. Пигментация стебля 
и черешков листьев отсутствовала у 9 сеянцев 
(37,5%), слабая пигментация была отмечена у 

14 растений (58,3%), интенсивная окраска сте-
блей – у 1 сеянца (4,2%). У 3 растений (12,5%) 
бутоны осыпались, у остальных 21 (100%) на-
блюдалось расщепление по окраске цветков: 
белые цветки были у 2 растений (8,3%), светло-
голубые – у 6 растений (25%), голубые – у  
8 растений (33,3%), 5 растений (20,8%) имели 
темно-голубую и синюю окраску венчика. Не-
которые гибриды имели звездчатые цветки, как 
у S. bulbocastanum (рис. 1). 

Рис. 1. Различия в  форме и окраске цветка у исходных диких видов и их гибридов 
 А – Solanum verrucosum, B – межвидовой гибрид S. verrucosum × S. bulbocastanum, С – Solanum bulbocastanum

Растения 1EBN дикого вида картофеля  
S. pinnatisectum были 50-60 см высотой. Ли-
стья непарноперисторассеченные, доли листа 
ланцетовидные, узкие. Конечная доля близка 
по размерам боковым. Листья светло-зеленые, 
опушение короткое, редкое. Венчик белый, 
звездчатый. Было высеяно 59 семян гибри-
дов S. verrucosum × S. pinnatisectum, взошло 
52 (88,14%). В открытый грунт было высаже-
но 24 гибридных сеянца. Высота растений в 
фазу цветения – около 50 см. Слабая пигмен-
тация стебля отмечена у 11 сеянцев (45,83%), 
у остальных  пигментация была выражена бо-
лее сильно. По окраске цветка растения разде-
лились на две группы по 12 растений (50%) с 
голубыми и синими цветками.

Растения 1EBN дикого вида картофеля  
S. polyadenium были мощные, высотой 80-
100 см. Листьев 3-5, парные, конечная доля 
несколько крупнее боковых. Растения густоо-
пушенные, с сильным неприятным запахом. 
Венчик колесовидный, белый. Было высеяно 
56 семян, взошло 26, из них 1 растение было 
альбиносным. По внешнему виду сеянцы бы-
ли ближе к S. verrucosum. В открытый грунт 
было высажено 24 гибридных сеянца. Высо-
та растений в фазу цветения составляла около 
40 см, кусты компактные, листовые пластин-
ки более крупные и плотные по сравнению с 

S. verrucosum. Наличие слабой антоциановой 
окраски стебля отмечено у 4 растений (16,7%), 
у всех остальных – без окраски. У 2 расте-
ний (8,3%) имело место осыпание бутонов, у 
остальных 21 (100%) наблюдалось расщепле-
ние по окраске цветков (все цветы имели коле-
совидную форму): темно-голубой венчик имели 
3 растения (13,6%), голубой и светло-голубой – 
13 (59%), белый – 6 (27,3%).

Растения 1 EBN дикого вида картофеля  
S. commersonii были компактные, розетковидные, 
высотой до 30 см. Листьев 3-5, непарноперисто-
рассеченные, парные. Доли листа овально эллип-
тические, сидячие, опушенные. Венчик белый, 
звездчатый. Было высеяно 100 семян гибридов 
S. verrucosum × S. commersonii, взошло 68. Сеян-
цы были довольно единообразны по внешнему 
виду, ближе к S. verrucosum. В открытый грунт 
был высажен 41 сеянец. У 8 растений (19,5%) 
отсутствовал пигмент на стебле и черешках ли-
стьев, остальные имели антоциановую окраску. 
У 14 растений (30%) цветы не развились, либо 
опадали бутоны. Среди остальных 27 (100%) на-
блюдалось расщепление по окраске цветков: си-
ний венчик имели 13 растений (48%), голубой – 
11 (40,7%), белый и светло-голубой – 3 (11,3%).

Растения 1EBN дикого вида картофеля  
S. circaeifolium были небольшие, до 40 см вы-
сотой. Листья простые или непарноперисто-
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рассеченные, конечная доля крупнее боковых. 
Растения неопушенные, светло-зеленого цве-
та. Листья тонкие, блестящие. Венчик звезд-
чатый, белый. Было высеяно 77 семян гибри-
дов S. verrucosum × S. circaeifolium, взошло 
51 (66,23%). Сеянцы в фазе 4-5 листьев отлича-
лись сильно рассеченной листовой пластинкой 
и вытянутым, тонким стеблем (куст не ком-
пактный, в отличие от остальных межвидовых 
гибридов). В открытый грунт было высажено 
14 сеянцев. Для всех растений было характерно 
наличие пигмента на стеблях и черешках листьев.  
У 1 растения (7,1%) не развились цветы, а еще 
у 2 (14,3%) интенсивность цветения была очень 
низкой (единичные цветы). Цветки у всех цвету-
щих растений имели синюю окраску.

Jansky and Hamernik [12] предлагают про-
водить отбор гибридов между S. verrucosum и 
1 EBN видами картофеля на уровне сеянцев по 
внешнему виду. При этом, по мнению авторов, 
имеется возможность отсеивать сеянцы мате-
ринского родителя S. verrucosum, по-видимому, 
полученные в результате самоопыления. 

В настоящей работе гибридизации обязательно 
предшествовала кастрация (удаление пыльников) 
нераскрывшихся бутонов материнских форм. По 
данным Abdalla and Hermsen [13], у S. verrucosum 
высвобождение пыльцы происходит только из 
зрелых пыльников. В связи с этим вероятность 
нежелательного самоопыления крайне низка. Ги-
бридные сеянцы на ранних стадиях развития по 
внешнему виду были ближе к S. verrucosum. По 
интенсивности роста они значительно превос-
ходили родительские формы. На стадии цветения 

наблюдалось расщепление по окраске цветка. По 
данным Kameraz et al. [14], гибриды F1 между 
S. verrucosum и S. spegazzinii, S. verrucosum и 
S. chomatophilum по габитусу были ближе к мате-
ринской форме, в том числе по окраске цветков 
(венчик сине-фиолетовый), и лишь в F2 наблю-
дали расщепление. Следовательно, отсеивание 
предположительно негибридных форм среди 
сеянцев S. verrucosum × дикие виды картофеля 
на основании их морфологии и даже по окраске 
цветков не всегда может быть оправданным.

RAPD- и SCAR-маркеры у гибридов между 
S. verrucosum × S. bulbocastanum

Все использованные RAPD-маркеры, за 
исключением OPA-18, были представлены 
у образцов мужского родительского вида  
S. bulbocastanum и отсутствовали у образцов вто-
рого родителя S. verrucosum, который выступал 
в скрещиваниях в качестве материнской формы. 
В связи с этим для подтверждения гибридности 
сеянца было достаточным детектировать у не-
го маркер, специфичный для S. bulbocastanum. 
Из использованных RAPD-маркеров наиболее 
информативными оказались OPA-15 (590 bp) и 
OPC-06 (1050 bp), которые были представлены 
у 7 и 9 гибридов соответственно (рис. 2). При 
этом нечеткие полосы продуктов ампликафиции 
второго из названных маркеров были отмечены 
на электрофореграммах еще у 3 гибридов. В це-
лом, у 13 из 15 проанализированных гибридов 
имелся хотя бы один из использованных RAPD-
маркеров, а у оставшихся двух присутствие мар-
кера OPC-06 было нечетким.

Рис. 2. RAPD-полиморфизм у родительских видов S. bulbocastanum, S. verrucosum  и гибридов между ними 
при использовании праймера OPA15. 1 – маркер длин фрагментов ДНК; 2 – S. bulbocastanum; 3-18 – гибриды 
F1 S. verrucosum × S. bulbocastanum; 19 – S. verrucosum. Видоспецифический RAPD-маркер 590 п.н. (отмечен 

звездочкой) имеется у отцовского родителя S. bulbocastanum и у 7 из 15 изученных гибридов F1 S. verrucosum × 
S. bulbocastanum. Он отсутствует у материнской родительской формы S. verrucosum
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SCAR-маркер RGA2 гена Rpi-blb1 устой-
чивости к фитофторозу был обнаружен  
у 6 из 8 образцов S. bulbocastanum, использо-
ванных в работе, и не был выявлен у образцов  
S. verrucosum. Его наличие было установлено 
у 4 гибридных сеянцев из 15 проанализиро-
ванных. Интересно, что все эти сеянцы бы-
ли отобраны в период цветения по окраске 
венчика (они имели, в отличие от материн-
ской формы S. verrucosum, белые или светло-
голубые цветки). Кроме того, у этих четырех 
гибридов наиболее полно были представлены 
специфичные для S. bulbocastanum RAPD-
маркеры: OPA-04 (600bp) – у двух гибридов 
(еще у одного нечетко), OPA 15 (590 bp) – у 
трех гибридов, OPC-06 (1050 bp) и OPC-19 
(1250 bp ) – у всех 4-х гибридов. 

Использование белковых или ДНК-
маркеров для подтверждения гибридности 
межвидовых гибридов обычно практикует-
ся в тех случаях, когда их происхождение 
остается неясным (например, при полу-
чении гибридов путем слияния протопла-
стов), или когда удается получить единич-
ные гибридные растения в скрещиваниях 
между практически несовместимыми ви-
дами. В настоящей работе было получе-
но очень большое количество гибридных 
семян и растений в условиях, когда по-
явление негибридных форм было мало-
вероятным. Кроме того, большинство ги-
бридных сеянцев заметно отличалось по 
морфологии от растений материнских форм  
S. verrucosum, особенно на стадии цветения. 
Тем не менее, чтобы окончательно убедить-
ся в гибридности полученных растений, на-
ми был проведен выборочный анализ ДНК 
сеянцев. Были выбраны гибриды с участием  
S. bulbocastanum – дикого вида, который 
имеет наиболее жесткие пре- и постзигот-
ные барьеры несовместимости с дигаплои-
дами S. tuberosum [3]. 

Как видно из приведенных выше резуль-
татов, использование даже небольшого 
количества ДНК-маркеров четко проде-
монстрировало гибридное происхождение 
большинства проанализированных гибри-
дов. Особенно это касается сеянцев, за-
метно отличающихся от материнских форм  
S. verrucosum по морфологическим при-
знакам.

Показатели мужской фертильности 
гибридов между S. verrucosum и 1 EBN 
дикими видами картофеля

Многие из гибридных сеянцев, в отличие от  
S. verrucosum, сбрасывали бутоны (см. вы-
ше), имели стерильную или низкофертильную 
пыльцу (табл. 1). Особенно много стерильных 
форм было среди гибридов S. verrucosum × 
S. commersonii (74%). Функциональная фер-
тильность пыльцы гибридов, которые ее об-
разовывали, в целом была невысокой (менее 
10%). Тем не менее, среди гибридов с участием 
всех изученных видов попадались растения с 
относительно высокой фертильностью пыль-
цы (ФФП более 10%), которые можно было 
успешно использовать в скрещиваниях в ка-
честве опылителей. Наибольшее количество 
мужски фертильных форм отмечено среди ги-
бридов между S. verrucosum и S. polyadenium 
(36,4%), S. pinnatisectum (34,8%), а также 
S. circaeifolium (27,3%). Как следствие, гибриды 
с участием двух последних видов образовывали 
ягоды при свободном опылении с достаточно вы-
сокой частотой (58,3% и 33,3% соответственно).

Мужская стерильность межвидовых ги-
бридов, полученных при использовании  
S. verrucosum в качестве материнской фор-
мы, является их характерной особенностью 
[13,15]. Полагают, что она является резуль-
татом взаимодействия специфического плаз-
мона S. verrucosum и определенных плазмон-
чувствительных ядерных генов многих 
видов картофеля. По данным Abdalla and 
Hermsen [15], такие гены в использованном 
авторами материале присутствовали в гомо-
зиготном состоянии, поэтому все полученные 
межвидовые гибриды с S. verrucosum форми-
ровали стерильную пыльцу. В настоящем ис-
следовании, несмотря на значительную долю 
мужски стерильных межвидовых гибридов 
(особенно среди гибридов с S. commersonii), 
было достаточно много гибридов с высокой 
функциональной фертильностью пыльцы 
(особенно среди гибридов с S. polyadenium и 
S. pinnatisectum). Мужски фертильные меж-
видовые гибриды с участием S. verrucosum 
были получены также Kameraz et al. [14] и 
Jansky and Hamernik [12]. Очевидно, плазмон-
чувствительные ядерные гены могут быть 
представлены у диких видов не только в гомо-
зиготном, но и гетерозиготном состоянии [16].
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Клубнеобразование гибридов между S. ver-
rucosum и 1EBN дикими видами картофеля 

Большинство гибридов были не способны 
к образованию клубней в условиях длин-
ного дня в Беларуси (табл. 1). Особенно 
много таких форм было среди гибридов S. 
verrucosum × S. circaeifolium (75%). В тех 
случаях, когда клубни формировались, их 
было немного (2-5), при этом их масса так-
же была невелика (0,5-1 г). Лучшие по это-
му показателю сеянцы: №75 S. verrucosum × 
S. commersonii (8 клубней, масса клубня 
с растения 27,7 г), №61 S. verrucosum× 
S. pinnatisectum (10 клубней, 14,1 г), №13 
S. verrucosum× S. bulbocastanum (12 клуб-
ней, 12,8 г). Было заметно, что в момент 
уборки (в начале сентября) формирование 
клубней у гибридов только началось. 

Пониженная способность к клубнеобра-
зованию изучаемых межвидовых гибридов 
очевидно является существенным недостат-
ком предложенного метода вовлечения в 
селекцию ценного генофонда 1 EBN диких 
диплоидных видов картофеля, так как суще-
ственно затрудняет их последующую оцен-
ку, гибридизацию с культурным картофелем.

Скрещиваемость гибридов между S. verru-
cosum и 1EBN дикими видами картофеля с 
дигаплоидами S. tuberosum

Успех интрогрессии ценного генофонда 1 EBN 
видов в селекционный материал определяется не 
только получением межвидовых гибридов с их 
участием, но и возможностью их беккроссирова-
ния культурным картофелем. В скрещивания в ка-
честве материнских форм были включены преиму-
щественно те гибриды, которые по внешнему виду, 
окраске и морфологии цветков заметно отличались 
от родительского вида S. verrucosum. До наступле-
ния жаркой погоды удалось опылить смесью пыль-
цы высоко фертильных дигаплоидов S. tuberosum 
от 3 (гибриды S. verrucosum × S. commersonii) до 
14 (гибриды S. verrucosum × S. polyadenium) сеян-
цев. Гибриды S. verrucosum × S. circaeifolium цвели 
скудно и в поздние сроки (после наступления жар-
кой погоды), поэтому в скрещивания с дигаплоида-
ми S. tuberosum они не были включены. В тех слу-
чаях, когда удалось провести скрещивания между 
гибридами и дигаплоидами S. tuberosum, отмечена 
высокая завязываемость ягод: от 72,9% у гибридов 
S. verrucosum × S. polyadenium до 100% у гибридов 
S. verrucosum × S. bulbocastanum и S. verrucosum × 
S. commersonii (табл. 2). 

Таблица 2 

Скрещиваемость с дигаплоидами S. tuberosum гибридов F1 S.verrucosum × 1 EBN дикие 
виды картофеля (Минск, 2010)

Гибриды
Опылено 
цветков, 

шт.
Ягод, шт.

Завязы-
ваемость 
ягод, %

Семян, шт. Семян на 
ягоду, шт.

Семян на 
опыление,

шт.
S.verrucosum× 

S.bulbocastanum 17 17 100 1518 89,3 89,3

S.verrucosum× 
S.pinnatisectum 21 19 90,5 403 21,2 19,2

S.verrucosum×
S.polyadenium 37 27 73 897 33,2 24,2

Итого 75 63 84 2818 44,7 37,6

Ягоды, как правило, содержали сравни-
тельно много выполненных семян (среднее 
количество семян на ягоду – 44,7). Лишь 
три ягоды, которые завязались на гибридах 
S. verrucosum × S. pinnatisectum (одна на одном 
сеянце и две на другом), не содержали выпол-
ненных семян. Наиболее высокую скрещивае-
мость с дигаплоидами S. tuberosum имели ги-
бриды S. verrucosum × S. bulbocastanum (89,3 

семян на опыление). Интересно, что удалось 
получить семена (от 58 до 462 семян) у всех 
четырех гибридов, у которых был обнаружен 
маркер гена Rpi-blb1 устойчивости к фитоф-
торозу от S. bulbocastanum.

В общей сложности в результате беккрос-
сирования межвидовых гибридов дигаплои-
дами S. tuberosum было получено 2818 семян, 
эффективность гибридизации составила в 
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среднем 37,6 семян на опыление. У гибридов 
S. verrucosum × S. commersonii в результате 
опыления 9 цветков завязалось 9 полновесных 
ягод, однако они были утрачены в процессе 
уборки, поэтому количество содержащихся в 
них семян не было определено. 

Использование в скрещиваниях с дигапло-
идами S. tuberosum межвидовых гибридов 
с высокой ФФП оказалось мало результа-
тивным. В общей сложности было опылено  
173 цветка. Завязалось три ягоды от опыления 
4 цветков диплоидной селекционной формы 
08/18.2 (сложный гибрид между дигаплоида-
ми S. tuberosum и аллотетраплоидными ви-
дами S. acaule и S. stoloniferum) и одним из 
гибридов S. verrucosum × S.pinnatisectum. 
В ягодах оказалось 26 выполненных семян  
(6,5 семян на опыление). Очевидно, неудача 
этих скрещиваний обусловлена явлением од-
носторонней несовместимости, характерным 

для скрещиваний между самосовместимым 
видом S. verrucosum и самонесовместимыми 
диплоидными видами картофеля [17]. 

Таким образом, нами были получены ягоды 
и семена при опылении смесью пыльцы дига-
плоидов S. tuberosum всех межвидовых гибри-
дов, за исключением гибридов S. verrucosum × 
S. circaeifolium, которые не успели зацвести 
до наступления жары. Практически во всех 
случаях ягоды содержали выполненные семе-
на. То есть, межвидовые гибриды, использо-
ванные в скрещиваниях в качестве материн-
ских форм, имели 2 EBN. Лишь два сеянца 
S. verrucosum × S. pinnatisectum завязали при 
опылении пыльцой дигаплоидов S. tuberosum 
ягоды, не содержащие семян. По-видимому, 
эти сеянцы являются редкими inter-EBN фор-
мами, или несут какие-либо генетические 
факторы, связанные с нарушением развития 
эндосперма.

Заключение
Семена, полученные в результате гибриди-

зации между 2 EBN самосовместимым видом 
картофеля S. verrucosum и 1 EBN диплоидны-
ми видами S. bulbocastanum, S. pinnatisectum, 
S. polyadenium, S. commersonii и S. circaeifolium, 
обладали высокой выполненностью и жизне-
способностью, их всхожесть составила от 47% 
до 88%. Гибридные сеянцы на ранних стади-
ях развития по внешнему виду были ближе к 
S. verrucosum. По интенсивности роста они 
значительно превосходили родительские фор-
мы. На стадии цветения наблюдалось расще-
пление по окраске цветка и функциональной 
фертильности пыльцы. Гибридность сеянцев 
S. verrucosum× S. bulbocastanum подтвержде-
на с помощью RAPD-анализа, несколько ги-
бридов имели ДНК маркер гена устойчивости 
к фитофторозу Rpi-blb1, который считается 
геном длительного действия, эффективного 
против широкого круга рас патогена. Для меж-
видовых гибридов, как и родительских видов, 
была характерна пониженная способность 

к клубнеобразованию в условиях Беларуси. 
Большинство сеянцев межвидовых гибридов, 
в отличие от S. verrucosum, имели стерильную 
пыльцу, однако часть из них была достаточно 
фертильна, чтобы их можно было использо-
вать в скрещиваниях в качестве опылителей. 
Были получены ягоды и семена при опыле-
нии смесью пыльцы дигаплоидов S. tuberosum 
всех межвидовых гибридов, за исключени-
ем гибридов S. verrucosum × S. circaeifolium. 
Практически во всех случаях ягоды содержали 
выполненные семена. То есть, межвидовые ги-
бриды, которые использовали в скрещиваниях 
в качестве материнских форм, имели 2 EBN. 
Обратные скрещивания с участием мужски 
фертильных гибридов оказались мало резуль-
тативными. Полученные межвидовые гибри-
ды и их беккроссное потомство представляют 
значительный интерес для селекции, посколь-
ку с их помощью можно интрогрессировать 
в селекционный материал ряд ценных генов 
1 EBN диких диплоидных видов картофеля.
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Республика Беларусь, 220072, г. Минск, ул. Академическая, 27  

Введение
Процесс определения генотипа индивидуу-

ма осуществляется с помощью нескольких 
молекулярно-генетических методик, таких 
как ПЦР, ДНК-секвенирование, гибридизация, 
ДНК-микрочипы и др. [1].

На сегодняшний день генетическая паспор-
тизация как основа геномной регистрации 
ресурсных видов растений и животных, нуж-
дается в использовании более рациональных 
подходов, основанных на молекулярном мар-
кировании геномов. Применяемые для геном-
ной регистрации человека SNP-маркеры не 
могут быть использованы для генетической 
паспортизации растений и животных из-за их 
дороговизны. В настоящее время для генети-
ческого типирования используются различ-
ные варианты молекулярных маркеров (RELF, 
RAPD, AFLP, ISSR, SSR или микросателлиты), 
каждый из которых имеет свои достоинства и 
недостатки [2].

До сих пор геном такого важного с рыбовод-
ческой точки зрения вида рыб, как карп, изучен 
крайне мало. GeneBank содержит весьма скуд-
ную информацию о некоторых участках генома 
карпа или отдельных генах [3]. Последователь-
ность ДНК карпа до сих пор не отсеквенирова-
на, хотя информация о геноме является крайне 
важной для проведения эффективных работ в 
области селекции карпа, оценки селекционного 

потенциала той или иной породы карпа. Нали-
чие подобной информации призвано ускорить 
селекционный процесс и оценку эффектив-
ности проведения селекции в направлениях 
хозяйственно ценных признаков, в частности, 
в таких важных направлениях, как продуктив-
ность и устойчивость.

С помощью методов ДНК-типирования 
(RAPD-маркеры и микросателиты [4-8]) зару-
бежными исследователями в последние годы 
выявлена высокая геномная вариабельность 
некоторых европейских (Венгрия) и азиатских 
(Китай) пород карпа. В странах СНГ лишь в 
России проводились единичные исследова-
ния местных и европейских пород этой рыбы 
методом мультилокусного геномного типиро-
вания [9]. 

В Беларуси исследование генетического раз-
нообразия пород карпа белорусской селекции 
впервые проведено нами с использованием 
RAPD-маркеров [10]. Оценка геномной ва-
риабельности отечественных пород карпа с 
помощью SSR-маркеров, столь  популярных 
при изучении растений и млекопитающих, не 
проводилась.

Целью данной работы стало изучение поли-
морфизма пород карпа белорусской селекции 
(лахвинская, тремлянская, изобелинская) с по-
мощью микросателлитных маркеров.

Материалы и методы
Исследовалось генетическое разнообра-

зие трех пород карпа белорусской селекции: 
лахвинская (чешуйчатая и зеркальная от-
водки), тремлянская (чешуйчатая и зеркаль-
ная отводки), изобелинская (отводки смесь 
зеркальная, смесь чешуйчатая, «Триприм» и  
«Столин XVIII»). 

Биологический материал (фрагменты плав-
ников) отбирался у 2-3 годовалых особей (то-
варная рыба) в 2009-2010 гг.

ДНК выделялась из законсервированных  
в 96%-ном этаноле фрагментов плавников по 
стандартной фенол-хлороформной методике 
[11,12]. 



Молекулярная и прикладная генетика. Том 13, 2012 г.

65Е.А. Ровба и др. Оценка генетического разнообразия пород карпа белорусской селекции...

Концентрацию компонентов ПЦР-смеси 
подбирали эмпирически: пробовали различ-
ные буферы (DreamTaq (Fermentas); Primetech 
и Fermentas c KCl; Primetech и Fermentas c 
(NH4)2SO4, СибЭнзим (NH4)2SO4)) и ДНК-
полимеразы (DreamTaq (Fermentas), СибЭн-
зим, Primetech). Наилучшие результаты бы-
ли продемонстрированы на ПЦР-буфере c 
(NH4)2SO4 (Primetech, Беларусь) и Taq ДНК-
полимеразе (Primetech, Беларусь). ПЦР-смесь 
объемом 25 мкл содержала: 10x ПЦР-буфер c 

(NH4)2SO4 (Primetech); 2,5 мМ MgCl2, смесь 
10x dNTP’s; ≈0,03 мкМ каждого праймера 
(прямой и обратный); 0,03 ед./мкл Taq ДНК-
полимеразы (Primetech) и 1 мкл ДНК-матрицы. 
ПЦР производили на амплификаторе C1000TM 
Thermal Cycler (Bio-Rad, США). Темпера-

Таблица 1 

Температурный режим амплификации

Шаг Температура, °С Продолжительность Количество 
циклов

I 95 5’ 1

II
Денатурация 95 30’’

35Отжиг 52-58 45’’
Элонгация 72 90’’

III 72 10’ 1
IV 12 До ∞ 1

* – для праймера MFW28 температура отжига составляла 52 °С, для праймеров MFW7, MFW16 – 55 °С, для 
праймера MFW31 – 58 °С.

турный режим амплификации представлен в 
табл. 1 [13, 14].

Микросателлитный анализ осуществляли с 
использованием праймеров, последователь-
ность которых представлена в табл. 2 [13].

Таблица 2 

Последовательность праймеров к исследуемым микросателлитным локусам

Название праймера Последовательность

MFW16-F 5΄-GTCCATTGTGTCAAGATAGAG-3΄
MFW16-R 5΄-TCTTCATTTCAGGCTGCAAAG-3΄
MFW7-F 5΄-TACTTTGCTCAGGACGGATGC-3΄
MFW7-R 5΄-ATCACCTGCACATGGCCACTC-3΄
MFW28-F 5΄-GATCCCTTTTGAATTTTTCTAG-3΄
MFW28-R 5΄-ACAGTGAGGTCCAGAAGTCG-3΄
MFW31-F 5΄-CCTTCCTCTGGCCATTCTCAC-3΄
MFW31-R 5΄-TACATCGCAGAGAATTCGTAAG-3΄

Продукты амплификации (10 мкл реакцион-
ной смеси) разделяли в 2% агарозном геле (Top 
Vision LE GQ, Fermentas) в 0,5х TBE-буфере. 
Гель окрашивали этидиум бромидом (0,5 мкг/
мл). Визуализацию гелей производили с помо-

щью системы гель-документирования GelDoc 
XR (Bio-Rad, США). Обработку и анализ гелей 
производили в программе Quantity One 4.4.0. 
Статистическую обработку результатов осу-
ществляли в программе Statistica 6 (StatSoft, Inc.).

Результаты и обсуждение
Результаты исследования по праймеру 

MFW7 показали наличие 26 типов ампликонов 
(рис. 1). Анализ данных табл. 3 показал нали-

чие специфического ампликона у тремлянской 
зеркальной отводки – тип 7 (517 п.о.), который 
встречался в выборке с частотой 30,00%, может 
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быть использован в качестве дополнительной 
характеристики отводки породы, т.к. частота 
встречаемости достаточно высокая. 

Также были обнаружены и другие специфиче-
ские фрагменты по данному праймеру: у тремлян-
ской чешуйчатой отводки – тип 8 (508 п.о.) и тип 
14 (292 п.о.); у отводки изобелинская смесь зер-
кальная – тип 26 (176 п.о.); у отводки изобелинская 
смесь чешуйчатая обнаружено несколько специ-

фических ампликонов (667 п.о., 603 п.о., 581 п.о.,  
321 п.о., 304 п.о., 345 п.о.), но ни один из них не мо-
жет быть использован для характеристики отводки 
породы из-за низкой частоты встречаемости.

Стоит отметить, что для лахвинской зеркаль-
ной отводки по праймеру MFW7 не было об-
наружено специфических ампликонов, однако 
данная отводка характеризуется отсутствием 
ампликона типа 17, который присутствует у всех 

Рис. 1. Изображение агарозных гелей с продуктами амплификации у исследуемых пород карпа 
по микросателлитному локусу MFW7; М – маркер pUC Mix Marker, 8 (Fermentas)

Рис. 2. Изображение агарозных гелей с продуктами амплификации у исследуемых пород карпа 
по микросателлитному локусу MFW28; М – маркер pUC Mix Marker, 8 (Fermentas)
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других отводок исследуемых пород с частотой 
22-72%, что может в свою очередь послужить до-
полнительной характеристикой данной отводки.

По праймеру MFW28 обнаружено 13 типов 
ампликонов (рис. 2). Анализ табл. 4 показал, что 
у большинства изученных отводок специфиче-
ские ампликоны отсутствуют. Исключение со-
ставили две отводки: лахвинская чешуйчатая и 
изобелинская «Столин XVIII». У лахвинской че-
шуйчатой отводки обнаружены специфические 
ампликоны: тип 6 (282 п.о.), который встречал-
ся в выборке с частотой 30,77%, т.е. он может 
быть использован в качестве дополнительной 
характеристики отводки породы, т.к. частота 
встречаемости достаточно высокая, а также тип 

7 (263 п.о.) с частотой 15,38% и тип 8 (238 п.о.) 
с частотой 23,07%. Однако, ампликоны типа 7 и 
типа 8 по праймеру MFW28 не могут исполь-
зоваться для характеристики отводки из-за до-
вольно низкой частоты встречаемости.

Аналогично специфические ампликоны 
обнаружены у отводки изобелинская «Сто-
лин XVIII»: тип 1 (326 п.о.) с частотой встре-
чаемости 57,14% (может быть использован 
в качестве дополнительной характеристики 
отводки породы, т.к. частота встречаемости 
высокая), а также тип 9 (219 п.о.) с часто-
той 14,29%, который в силу низкой частоты 
встречаемости не пригоден для характери-
стики отводки.

Рис. 3. Изображение агарозных гелей с продуктами амплификации у исследуемых пород карпа 
по микросателлитному локусу MFW31; М – маркер pUC Mix Marker, 8 (Fermentas)

Результаты исследования по праймеру 
MFW31 показали наличие 9 типов амплико-
нов (рис. 3), их количественная характери-
стика представлена в табл. 5. Анализ данных 
показал, что ни по одной из представленных 
отводок трех изученных пород не обнаруже-
но специфических ампликонов. 

В результате проведенных исследований, 
по праймеру MFW16 обнаружено 18 типов 
ампликонов (рис. 4). Анализ данных, проде-
монстрированных в табл. 6, показал наличие 
специфических фрагментов у тремлянской 

чешуйчатой отводки: обнаружены два спец-
ифических ампликона – тип 2 (651 п.о.) и 
тип 9 (326 п.о.); у изобелинской «Триприм» 
отводки обнаружены два специфических ам-
пликона: тип 1 (778 п.о.) и тип 8 (342 п.о.), 
но частота встречаемости каждого из пере-
численных выше типов ампликонов очень 
низкая (6,67%), следовательно, они не мо-
гут быть использованы для характеристики 
отводки.

Однако, по праймеру MFW16 для лахвин-
ской зеркальной отводки характерно полное 

лахвинская чешуйчатая лахвинская зеркальная тремлянская зеркальная

тремлянская чешуйчатая изобиленская «Триприм»

изобиленская смесь чешуйчатая

изобиленская «Столин XVIII» изобиленская смесь зеркальная

М М ММ

М М М М М

ММММ

М М М
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отсутствие ПЦР-фрагмента типа 13, который 
присутствует у всех остальных отводок  ис-

следуемых пород карпа с частотой 10-66 %, 
что может служить маркером отводки.

Рис. 4. Изображение агарозных гелей с продуктами амплификации у исследуемых пород карпа 
по микросателлитному локусу MFW16; М – маркер pUC Mix Marker, 8 (Fermentas)

Заключение
В результате проведенных молекулярно-

генетических исследований, для некоторых от-
водок изучаемых пород карпа были обнаружены 
специфические аллели по исследуемым микро-
сателлитным локусам (MFW7, MFW16, MFW28, 
MFW31), которые могут быть использованы для 
генетической идентификации отводки (в качестве 
генетического маркера отводки) и для генетиче-
ской паспортизации:

•	 для лахвинской чешуйчатой отводки был 
обнаружен специфический ампликон: 
тип 6 (282 п.о.) по праймеру MFW28, 
который встречался в выборке с часто-
той 30,77%;

•	 для лахвинской зеркальной отводки бы-
ло обнаружено отсутствие ампликонов –  
тип 17 (263-267 п.о.) по праймеру MFW7 и 
тип 13 (167-176 п.о.) по праймеру MFW16, 
которые встречаются у всех других пород 
и отводок;

•	 для тремлянской зеркальной отводки по 
праймеру MFW7 был обнаружен специ-
фический ампликон: тип 7 (517 п.о.), ко-
торый встречался в выборке с частотой 
30,00%;

•	 для изобелинской «Столин XVIII» отвод-
ки обнаружен специфический ампликон:  
тип 1 (326 п.о.) по праймеру MFW-28 с ча-
стотой встречаемости 57,14%.

Для остальных отводок изучаемых пород 
карпа (тремлянская чешуйчатая, изобелинская 
смесь зеркальная, изобелинская смесь чешуйча-
тая, изобелинская «Триприм») по исследуемым 
микросателлитным локусам (MFW7, MFW16, 
MFW28, MFW31) не было обнаружено специ-
фических ампликонов, частота встречаемости 
которых позволяла бы использовать их для па-
спортизации.

Таким образом, данные микросателлитные 
маркеры дают некоторую информацию о генети-
ческом разнообразии пород карпа белорусской се-
лекции и межпородных различиях, но оказывают-
ся малоэффективными для целей паспортизации.

Работа выполнена в рамках задания 37 «Оце-
нить генетическое разнообразие и создать эколого-
генетические и молекулярно-биологические 
паспорта карпа белорусской селекции» подпро-
граммы «Сельскохозяйственная биотехнология 
(животноводство)» государственной программы 
«Инновационные биотехнологии».

изобиленская смесь зеркальная тремлянская чешуйчатая

лахвинская 
чешуйчатая

лахвинская 
зеркальная

изобиленская 
зеркальная

тремлянская 
зеркальная изобиленская «Триприм»

изобиленская 
 «Столин XVIII»
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Введение
Техногенное загрязнение окружающей среды 

ускоряет мутационный процесс и приводит к на-
коплению мутационного груза в популяциях. Пред-
полагается, что мутации, влияющие на функциони-
рование генов, ответственных за репарацию ДНК, 
сигнальную трансдукцию и клеточный ответ на ге-
нотоксический стресс, повышают чувствительность 
данного индивидуума и его потомства к неблаго-
приятным факторам и способствуют развитию ге-
номной нестабильности. Этот феномен интенсивно 
изучается в связи с загрязнением среды мутагенами 
физической и химической природы [1-6].

Геномная нестабильность характеризуется по-
вышенным фоновым уровнем генетических по-
вреждений, снижением порога чувствительности 
к мутагенам и задержанными эффектами, которые 
проявляются в виде разнообразных генетических 
нарушений в соматических и половых клетках  
in vitro и in vivo в отдаленные сроки после мутаген-
ного воздействия. Дестабилизация генома может 
вызывать злокачественную трансформацию клеток, 
передаваться в ряду поколений, как на клеточном, 
так и организменном уровне, влиять на состояние 
здоровья [7-9]. Имеющиеся данные, обобщенные  в 
[10], указывают на серьезные последствия развития 
геномной нестабильности, которые определяют ак-
туальность выявления этого феномена у населения.

Кроме того, существует группа заболеваний, 
предполагающих наличие у больных наслед-
ственно обусловленной геномной нестабиль-
ности (например, анемия Фанкони, синдромы 
Луи-Бар, Ниймеген и др.). Несмотря на раз-
личия в клинической картине, перечисленные 
заболевания имеют ряд общих особенностей, 
главная из которых – синдром хромосомной 
нестабильности (СХН) [11], в связи с чем 
оценка целостности генома является одним из 
важнейших диагностических приемов, способ-
ствующих ранней диагностике этих синдромов 
и обнаружению гетерозиготного носительства 
соответствующих мутаций. Не менее важно 

выявление групп генетического риска или от-
дельных индивидуумов с признаками геномной 
нестабильности среди населения, подвергаю-
щегося мутагенному воздействию факторов 
окружающей и производственной среды. 

Для указанных целей нами предложена техно-
логия диагностики геномной нестабильности в 
лимфоцитах периферической крови, основанная 
на применении метода ДНК-комет. Она включает 
следующие процедуры: а) выделение лимфоцитов; 
б) проверку их жизнеспособности; в) определение 
фонового уровня повреждений ДНК; г) проверку 
чувствительности лимфоцитов к окислительно-
му стрессу; д) определение кинетики и эффектив-
ности репарации ДНК в течение 3-часовой ин-
кубации клеток после мутагенного воздействия. 
Технология апробирована в группах пациентов с 
предполагаемым диагнозом СХН и множествен-
ными врожденными пороками развития (МВПР), 
у потенциальных гетерозиготных носителей 
мутаций, ответственных за СХН, у работников  
ОАО «Минский автомобильный завод», професси-
онально контактирующих с вредными факторами 
среды. Проведенные исследования и опубликован-
ные результаты [12-16] свидетельствуют об эффек-
тивности данной технологии и целесообразности 
ее внедрения в практику. Однако при исследова-
нии образцов крови от отдельного индивидуума, 
чтобы сделать вывод о наличии или отсутствии 
геномной нестабильности, необходимы критерии 
нормы изучаемых показателей. В медицинской 
практике наиболее целесообразно использовать 
непараметрические критерии, которые не зави-
сят от характера распределения и приемлемы для 
оценки любых медико-биологических признаков 
[17, 18]. В данной статье представлены результаты 
определения референтных (нормальных) интерва-
лов для показателей, характеризующих стабильное 
состояние генома, а также приведены  примеры 
индивидуального анализа целостности генома у 
представителей различных групп риска.
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Образцы периферической венозной кро-
ви получены от доноров-добровольцев после 
подписания ими информированного согласия 
и заполнения анкеты участника исследования, 
которая содержит сведения о возрасте, адресе 
проживания, месте и стаже работы, услови-
ях труда, вредных привычках, перенесенных 
заболеваниях, приеме лекарств, рентгеноло-
гическом обследовании и некоторые другие. 
Конфиденциальность этой информации гаран-
тируется. Забор крови производился квалифи-
цированным медперсоналом ГУ РНПЦ «Мать 
и дитя», ГУ РНПЦ гематологии и трансфузио-
логии и медико-санитарной части ОАО «МАЗ». 

Обследованная контрольная выборка жите-
лей Беларуси (172 человека) включала лица 
от 23 до 60 лет (средний возраст 44,05 ± 0,87); 
среди них 94 мужчины и 78 женщин, не имею-
щие хронических заболеваний, курящие (50) /
некурящие (122).

Образцы цельной крови в количестве 5 мл 
отбирали в стерильные вакаутайнеры с гепа-
рином и хранили в холодильнике при 4 °С не 
более 2-3-х часов. Объект исследования – 
изолированные лимфоциты. Фракцию лим-
фоцитов выделяли из цельной крови центри-
фугированием в градиенте Histopaque-1077 
(ICN) в течение 30 минут. Затем лимфоциты 
отмывали и инкубировали при 37 °С в среде 
RPMI-1640 с добавлением инактивированной 
телячьей сыворотки (10%) в течение 3-х часов. 
В качестве модельного мутагена, индуци-
рующего окислительный стресс, использова-
ли пероксид водорода (Н2О2) в концентрации 
100 мкМ, которую получали разведением 3% 
раствора Н2О2 в PBS, (pH 7,4). Обработку кле-
ток проводили при температуре 4 °С, в тече-
ние 1 минуты, после чего клетки отмывали от 
мутагена охлажденным буферным раствором. 

Выживаемость лимфоцитов определяли 
методом прижизненной окраски клеток трипа-
новым синим. Анализ проводили под микро-

скопом с использованием камеры Бюркера, 
при этом учитывали соотношение мертвых 
(округлые клетки голубого цвета без видимо-
го повреждения мембраны) и живых клеток. 

Для выявления повреждений ДНК исполь-
зовали метод щелочного гель-электрофореза 
единичных клеток (метод ДНК-комет, щелоч-
ная версия) [19, 20], который включал следую-
щие этапы: 1) приготовление микропрепаратов 
в агарозном геле, 2) лизис клеток для высво-
бождения ДНК; 3) щелочная денатурация 
при pH>13; 4) горизонтальный электрофорез, 
вызывающий миграцию фрагментов ДНК в 
электрическом поле с образованием «кометы»; 
5) нейтрализация препаратов; 6) окрашивание 
препаратов бромистым этидием и их анализ с 
помощью флуоресцентного микроскопа. 

Для изучения репарации ДНК проводили 
отбор проб на 0, 30, 60, и 180-й минуте после 
обработки лимфоцитов пероксидом водорода. 
Эффективность репарации ДНК рассчиты-
вали по проценту элиминированных повреж-
дений ДНК в каждой точке анализа относи-
тельно 0-й точки. Все процедуры, условия их 
проведения, параметры визуальной оценки 
степени повреждения ДНК и эффективности 
репарации ДНК подробно описаны ранее [16]. 

Статистический анализ полученных дан-
ных проводили с применением стандартных 
средств Microsoft Office (Exсel-2000) и про-
граммы Statistica. В качестве количественных 
показателей использованы значения медиан; 
референтные интервалы определяли  путем 
вычисления 10-го и 90 процентилей [18] для 
выявления лиц с повышенной чувствительно-
стью лимфоцитов к ДНК-повреждениям или 
пониженной эффективностью репарационных 
процессов. Кинетика репарации ДНК описы-
вается уравнением степенной зависимости; в 
системе логарифмических координат сравни-
ваются коэффициенты линейной регрессии по 
критерию t Стьюдента [16].

Материалы и методы

Результаты и обсуждение
При изучении состояния генома у волон-

теров из контрольной группы [10] были вы-
явлены лица, у которых клеточный ответ на 
повреждения ДНК существенно отличался от 
среднегрупповых значений. Это же наблюда-

лось в большой выборке работников автомо-
бильной промышленности [13], в комплексе 
подтверждая существование индивидуальной 
чувствительности к генотоксическим факто-
рам среды, и одновременно свидетельствуя 
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о случаях геномной нестабильности, возни-
кающих независимо от внешних воздействий. 
Следовательно, мониторинг групп риска ак-
туален не только для обнаружения геномной 
нестабильности как общего феномена, харак-
теризующего данную группу людей, но и для 
выявления отдельных индивидуумов с при-
знаками геномной нестабильности. Посколь-
ку из литературы известно о вкладе геномной 
нестабильности в развитие патологических 
состояний и заболеваемость населения, вы-
явление таких индивидуумов могло бы спо-
собствовать персонализации медицинской и 
профилактической помощи. 

Важным этапом любых медико-биологических 
исследований является определение нормаль-
ных величин изучаемых показателей, ассо-
циированных с оптимальным здоровьем и 

минимальным риском. Для этого выбран непа-
раметрический процентильный метод, который 
не ограничен характером распределения при-
знаков [17, 18]. Следует подчеркнуть, что при 
использовании этого метода для установления 
референтного (нормального) интервала  необхо-
димо соблюдение строгих требований, и прежде 
всего, размер выборки должен быть не менее 
120 человек. Нами проанализированы данные 
по выборке из 172 клинически здоровых жите-
лей Беларуси. В качестве верхних и нижних гра-
ниц референтного интервала, соответствующего 
норме, рассчитаны 10-й и 90-й процентили. Зо-
ны ниже 10-го и выше 90-го процентиля указы-
вают на выраженное снижение или повышение 
изучаемого показателя [18]. Результаты опреде-
ления референтного интервала для параметров 
стабильного генома представлены в табл. 1.

Таблица 1 

Количественная характеристика основных параметров, характеризующих  
стабильное состояние генома (n=172)

Параметр оценки
Значения в точках фиксации клеток

0 мин 30 мин 60 мин 180 мин
Фоновый уровень повреждений  
ДНК, a.u. – – – 71

2–152

Индуцированный уровень 
повреждений ДНК, a.u.

751

52–1102
211

10–472
171

7–322
111

4–252

Эффективность процессов репарации 
окислительных повреждений ДНК, % – 701

48–842
771

60–892
851

70–942

В таблице представлены значения медианы (Ме)1 и интервалы нормы для каждого показателя (80%-й интер-
процентильный размах  между 10-м и 90-м процентилями)2

Вторым важным этапом обнаружения ге-
номной нестабильности является формиро-
вание групп риска. На основании наших и 
литературных данных можно заключить, что 
существенный риск возникновения геномной 
нестабильности  характерен для населения, про-
живающего в экологически неблагоприятных 
районах, либо по роду своей профессиональной 
деятельности контактирующего с мутагенными 
факторами среды; пациентов с заболеваниями, 
которые вызваны или сопровождаются пониже-
нием активности репарационных процессов, а 
также ассоциированы со старением и накопле-
нием повреждений ДНК.

Для проверки чувствительности лимфоцитов 
к влиянию окружающей среды в группах риска, 
контактирующих с мутагенными факторами, 

или для определения целостности генома у па-
циентов с заболеваниями, обусловленными на-
рушениями репарации ДНК и других защитных 
(антиоксидантных/антимутагенных) систем, 
имеет значение оценка фонового/эндогенно-
го уровня повреждений ДНК. Величины выше 
15 a.u. свидетельствуют о повышенном фоно-
вом/эндогенном уровне повреждений ДНК.

Для проверки чувствительности лимфоцитов 
к дополнительному мутагенному воздействию (в 
частности, к окислительному стрессу) наиболее 
важной является оценка начального уровня ин-
дуцированных повреждений ДНК, зарегистриро-
ванного сразу после воздействия мутагена. Вели-
чины выше 110 a.u. указывают на повышенную 
чувствительность клеток к дополнительному 
мутагенному воздействию. 
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Уровни остаточных окислительных по-
вреждений, превосходящие 25 a.u., могут 
свидетельствовать о повышенной чувстви-
тельности лимфоцитов к окислительному 
стрессу, а в случае существенного превыше-
ния фонового уровня, они указывают на за-
держку репарации ДНК.

Кинетика репарации окислительных по-
вреждений ДНК аппроксимирована уравне-
нием степенной функции (рис. 1а). Отметим, 

что о скорости репарации дает представление 
коэффициент линейной регрессии (–0,35), ко-
торый в данном случае характеризует «нор-
мальную» скорость этого процесса. Однако 
на практике для быстроты анализа достаточ-
но вычислить эффективность репарации ДНК 
(рис. 1б), особенно на 180 мин инкубации лим-
фоцитов: величина  ниже 70% свидетельству-
ет не только о понижении эффективности, 
но и о замедлении репарации ДНК. 

Изменения перечисленных показателей у 
обследованных лиц, выходящие за пределы  
установленных «интервалов нормы», следует 
рассматривать как признаки геномной неста-
бильности.

С помощью предложенной технологии уста-
новлена геномная нестабильность в группах 
пациентов с СХН и гетерозиготных носителей 
соответствующих мутаций [14, 15]; детей с 
МВПР, в частности, с синдромами микроделе-
ций [12, 16]. Кроме того, выявлены отдельные 
случаи дестабилизации генома в группе работ-
ников автомобильной промышленности [13].

Далее приведены примеры использования 
предложенной технологии для индивидуаль-
ной оценки состояния генома в лимфоцитах 
периферической крови. 

1. Обследуемый А, представитель группы 
пациентов с предполагаемым диагнозом «син-
дром хромосомной нестабильности» (СХН). 

Совокупность определенных клинических 
признаков и данные выполненного сотрудни-
ками РНПЦ «Мать и дитя» цитогенетического 
анализа позволили установить у этого пациен-
та анемию Фанкони.  Дополнительно образцы 
крови проанализированы с помощью разрабо-
танной технологии. В лимфоцитах пациента 
определены уровни: 1) эндогенных поврежде-
ний ДНК; 2) повреждений, индуцированных 
пероксидом водорода; 3) кинетика и эффектив-
ность репарации ДНК за период 3-часовой ин-
кубации обработанных лимфоцитов при 37 °С. 
Результаты для удобства объединены в табл. 2 
с данными следующего пациента, кинетика ре-
парации ДНК представлена на рис. 2а.

Заключение. У данного пациента обнаруже-
ны следующие признаки геномной нестабиль-
ности: уровень эндогенных повреждений в 
3,5 раза превышает этот показатель в референт-
ной выборке здорового населения Беларуси и 

Рис. 1. Кинетика (а) и эффективность (б) репарации ДНК после обработки лимфоцитов пероксидом водорода

Слева (а) представлены фактические данные как средние ± стандартные отклонения, аппроксимированные уравнением 
степенной функции; на вставке – те же данные в LOG-координатах.  Справа (б) пунктирными линиями отмечены 10-й 90-й 
процентили, ограничивающие  референтные интервалы, которые соответствуют норме.
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выходит за пределы интервала нормы. Частота 
индуцированных повреждений ДНК на 0, 30, 
60-й минутах после мутагенного воздействия 
выше, чем у здоровых лиц, и также превосходит 
верхнюю границу референтных интервалов.  

Показатели ЭР в пределах нормы. Проведенное 
исследование показывает, что данный пациент 
отличается высокой чувствительностью кле-
ток к окислительному стрессу, что свойствен-
но для анемии Фанкони. 

Таблица 2 

Результаты анализа целостности генома в лимфоцитах периферической крови  
у пациентов А и Б в сравнении с показателями нормы

Параметр оценки
Значения в точках фиксации клеток

0 мин 30 мин 60 мин 180 мин
Обследуемый А – – – 26
Обследуемый  Б – – – 35
Фоновый уровень повреждений  
ДНК, a.u. – – – 71

2–152

Обследуемый А 164 58 36 24
Обследуемый  Б 107 72 58 31
Индуцированный уровень 
повреждений ДНК, a.u.

751

52–1102
211

10–472
171

7–322
111

4–252

Обследуемый А – 65 78 85
Обследуемый  Б – 33 46 71
Эффективность процессов репарации 
окислительных повреждений  
ДНК (ЭР), %

– 701

48–842
771

60–892
851

70–942

2. Обследуемый Б, представитель группы паци-
ентов с предполагаемым диагнозом микроделеций. 
С помощью FISH-метода обнаружена микроделе-
ция 7q11.23, подтверждающая диагноз «синдром 
Вильямса». В лимфоцитах пациента определены 

уровни: 1) эндогенных повреждений ДНК; 2) по-
вреждений, индуцированных пероксидом водоро-
да; 3) кинетика и эффективность репарации ДНК 
за период 3-часовой инкубации обработанных 
лимфоцитов при 37 °С (табл. 2, рис. 2б).

Рис. 2. Кинетика (а) и эффективность (б) репарации ДНК после обработки лимфоцитов пероксидом водорода

Заключение. У данного пациента обнару-
жены следующие признаки геномной неста-
бильности: уровень эндогенных повреждений 

в 5 раз превышает этот показатель в выборке 
здорового населения Беларуси и выходит за 
пределы референтного интервала. Частота ин-
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дуцированных повреждений ДНК на 30, 60 и 
180-й минутах после мутагенного воздействия 
превышает соответствующие интервалы нор-
мы. Кинетика репарации ДНК свидетельствует 
о замедлении этого процесса. Показатели ЭР 
во всех точках меньше, чем у здорового насе-
ления, а в течение первого часа исследования 
выходят за нижние границы интервала нормы. 
Проведенное исследование показывает, что 
данный пациент отличается повышенной чув-
ствительностью клеток к дополнительному 
мутагенному воздействию за счет снижения 
скорости и эффективности репарации ДНК, 
что может быть обусловлено утратой ассоции-
рованных с микроделецией генов, контролиру-

ющих клеточный ответ на повреждения ДНК.
3. Обследуемый В, представитель группы 

лиц, занятых на производстве, возраст 59 лет; 
38 лет стажа; не курит; не имеет непосред-
ственного контакта с мутагенными фактора-
ми. Забор периферической крови произведен 
после получения информированного согласия.

В ходе исследования образцов крови опре-
делены: 1) спонтанная и индуцированная 
гибель лимфоцитов; 2) уровень фоновых и 
3) индуцированных повреждений ДНК; 4) эф-
фективность процесса репарации окислитель-
ных повреждений ДНК за период 3-х часовой 
инкубации клеток. Результаты исследования 
представлены в табл. 3. 

Таблица 3 

Результаты анализа целостности генома в лимфоцитах периферической крови  
у пациентов В и Г в сравнении с показателями нормы

Параметр оценки
Значения в точках фиксации клеток

0 мин 30 мин 60 мин 180 мин
Обследуемый В – – – 7
Обследуемый Г – – – 3
Фоновый уровень повреждений  
ДНК, a.u. – – – 71

2–152

Обследуемый В 84 29 10 8
Обследуемый Г 129 86 53 4
Индуцированный уровень 
повреждений ДНК, a.u.

751

52–1102
211

10–472
171

7–322
111

4–252

Обследуемый В – 65 88 90
Обследуемый Г – 33 59 97
Эффективность процессов репарации 
окислительных повреждений  
ДНК (ЭР), %

– 701

48–842
771

60–892
851

70–942

Заключение. Все полученные количествен-
ные показатели у донора В не выходят за пре-
делы интервалов нормы, свойственных здо-
ровым представителям населения Беларуси, 
и характеризуют состояние его генома как 
стабильное. 

4. Обследуемый Г, представитель группы 
лиц, занятых на производстве, возраст 43 года; 
20 лет стажа; не курит; вредные факторы про-
изводственной деятельности – шум, вибрация. 
Забор периферической крови произведен по-
сле получения информированного согласия.

В ходе исследования образцов крови опре-
делены: 1) спонтанная и индуцированная 
гибель лимфоцитов; 2) уровень фоновых и  

3) индуцированных повреждений ДНК; 4) эф-
фективность процесса репарации окислитель-
ных повреждений ДНК за период 3-х часовой 
инкубации клеток. Результаты исследования 
представлены в табл. 3. 

Заключение. У донора Г обнаружены следу-
ющие признаки геномной нестабильности: 
частота индуцированных повреждений ДНК 
на 0, 30, 60-й минутах после мутагенного воз-
действия больше, чем у здоровых лиц, и пре-
вышает соответствующие интервалы нормы. 
Показатели ЭР на 30 и 60-й мин анализа ни-
же, чем в референтной выборке, и выходят за 
пределы нормы. Результаты анализа показыва-
ют, что ответ лимфоцитов на дополнительное 
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мутагенное воздействие увеличен, в том числе 
и за счет задержки репарации ДНК в течение 
первого часа инкубации клеток, затем все по-
казатели приходят к норме.

Приведенные примеры демонстрируют эф-
фективность предложенной технологии в вы-
явлении признаков геномной нестабильности. 
В случае подозрения на СХН или синдромы ми-
кроделеций она служит хорошим дополнением 
к принятым методам цитогенетического обсле-

дования пациентов, при этом обладает большей 
информативностью, так как дает возможность 
комплексно оценить уровень эндогенных по-
вреждений ДНК, чувствительность генома к 
дополнительному мутагенному воздействию и 
репарацию ДНК. Результаты, полученные с по-
мощью этой технологии, косвенно указывают на 
механизмы геномной нестабильности. В прак-
тическом плане они могут быть использованы 
для персонализации медицинской помощи.

Заключение
Геномная нестабильность формируется в ре-

зультате  влияния неблагоприятных факторов 
окружающей среды, а также может быть гене-
тически обусловлена нарушениями процесса 
репарации ДНК или других защитных реакций 
клеток и организма. Геномная нестабильность 
приводит к канцерогенезу и развитию сомати-
ческих заболеваний. Такие признаки геномной 
нестабильности, как аномальный ответ клеток 
на эндогенные и экзогенные повреждения ДНК, 
являются чувствительными биомаркерами пато-
логических состояний.

В соответствии с разработанной технологией 
диагностики геномной нестабильности предла-
гается с помощью метода ДНК-комет учитывать 
следующие показатели: 1) уровень эндогенных 
(фоновых) повреждений ДНК;  2) чувствитель-
ность лимфоцитов к дополнительному мутаген-
ному воздействию (окислительному стрессу); 3) 
кинетику выхода индуцированных повреждений 
ДНК в течение 3-часовой инкубации клеток по-
сле мутагенной обработки; 4) эффективность 
репарации ДНК за этот же период. Показатели, 

полученные у обследуемых лиц, сравниваются 
с аналогичными показателями, полученными 
на большой выборке здорового населения. Ис-
пользуя принятый в медицинских исследованиях 
статистический подход, рассчитаны референт-
ные интервалы для каждого признака, ограни-
ченные 10-м и 90-м процентилями. Величины, 
превышающие 90-й процентиль для уровней 
эндогенных и индуцированных повреждений 
ДНК, свидетельствуют о повышенной чувстви-
тельности генома к повреждениям ДНК, тогда 
как значения ниже 10-го процентиля для показа-
телей эффективности репарации ДНК указыва-
ют на недостаточную эффективность и скорость 
этого процесса.

Следует подчеркнуть, что обнаружение инди-
видуальных отличий от референтных величин, 
свидетельствующих о признаках геномной не-
стабильности, имеет большое прогностическое 
значение для обследуемого лица, так как может 
отражать наличие патологических процессов и 
использоваться при разработке индивидуальных 
программ профилактики и коррекции лечения.
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ОЦЕНКА ПЕРВИЧНЫХ ДИГАПЛОИДОВ S. TUBEROSUM 
НА НАЛИЧИЕ ГЕНОВ УСТОЙЧИВОСТИ К БОЛЕЗНЯМ  

И ВРЕДИТЕЛЯМ МЕТОДОМ ПЦР-АНАЛИЗА

ГНУ «Институт генетики и цитологии НАН Беларуси» 
Республика Беларусь, 220072, г. Минск, ул. Академическая, 27

Введение
Потери урожая картофеля, вызванные ви-

русными, бактериальными и грибными за-
болеваниями, могут достигать 40 и более 
процентов в процессе вегетации и  20-30% 
при хранении клубней [1]. Это связано, с 
одной стороны, c высокой адаптивной спо-
собностью многих возбудителей болезней и 
вредителей и, с другой стороны, недостаточ-
ной устойчивостью к ним существующих 
сортов картофеля.

Селекция сортов картофеля с комплексной 
устойчивостью к болезням и вредителям силь-
но затруднена из-за специфических биологи-
ческих особенностей культуры. Новые сорта 
выводят путем гибридизации тетраплоидных 
гетерозигот. Как и у других полиплоидов, при 
гибридизации сортов картофеля имеет место 
сложный характер расщепления, что суще-
ственно затрудняет отбор желаемых комбина-
ций генов. Поэтому в настоящее время многие 
исследователи считают перспективным пере-
вод части селекционного процесса на дипло-
идный уровень. Основное преимущество от-
бора на диплоидном уровне по сравнению с 
традиционной селекцией картофеля – более 
простое дисомное наследование признаков. 
Требуется меньший объем гибридных популя-
ций для выделения сложных рекомбинантов, 
отвечающих запросам селекции, аккумуляция 
желаемых и элиминация нежелательных генов 
происходит на диплоидном уровне быстрее, 
чем на тетраплоидном. Особенно возраста-
ет значимость и результативность отбора на 
диплоидном уровне при использовании со-
временных методов маркер-сопутствующей 
селекции, которые основаны на выявлении 
молекулярных ДНК-маркеров, в частности, 
маркеров к главным (R)-генам устойчивости 
к болезням и вредителям [2, 3].

Важнейшее преимущество использования 
молекулярных маркеров состоит в том, что оно 
позволяет проводить оценку селекционного 
материала по генотипу. При необходимости 
идентификации в организме того или ино-
го гена  такая оценка является более точной, 
чем оценка по фенотипу. Во многих случаях 
она менее трудоемка и оказывается более де-
шевой, ее можно применять на ранних этапах 
селекционного процесса и в любое время года. 
В настоящее время создан ряд ДНК-маркеров, 
сцепленных с селекционно-ценными генами 
картофеля, прежде всего, с генами устойчи-
вости к болезням и вредителям, применение 
которых позволяет с высокой точностью иден-
тифицировать генотипы-носители соответ-
ствующих генов.

Маркер-сопутствующая селекция картофе-
ля на диплоидном уровне в Беларуси ранее 
не проводилась. В связи с этим стоит задача 
создания исходного материала для такой се-
лекции. Необходимо, прежде всего, выбрать 
сорта картофеля различного происхождения, 
которые являются носителями нескольких ге-
нов устойчивости к болезням и вредителям, 
получить на их основе большое количество 
дигаплоидов и выделить среди них генотипы 
с максимально большим количеством генов, 
имеющихся у исходных сортов. В лаборато-
рии генетики картофеля в 2008-2009 гг. было 
получено более восьмидесяти первичных ди-
гаплоидов сортов картофеля, отобранных по 
комплексу селекционно-ценных признаков [4]. 

Целью настоящей работы была оценка первич-
ных дигаплоидов и исходных сортов на наличие 
ДНК-маркеров основных генов устойчивости 
к болезням и вредителям картофеля и отбор 
среди них перспективных форм для маркер-
сопутствующей селекции на диплоидном уровне.
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В качестве исходного материала использовали 
сорта картофеля Блакит, Дубрава, Лилея, Ула-
дар, Lyra, Assia, Carlita, Heidrun, Pirola, Saphir, 
межвидовые гибриды картофеля (1/4 Koll Podg) 
и дигаплоиды, полученные на их основе. Клуб-
ни сортов картофеля были получены из РУП 
«Научно-практический центр НАН Беларуси по 
картофелеводству и плодоовощеводству». Меж-
видовые гибриды были любезно предоставлены 
профессором А.А. Подгаецким (г. Сумы, Украи-
на). Первичные дигаплоиды (ПД) на основе этих 
сортов были получены в 2008-2009 гг. в лабора-
тории генетики картофеля ГНУ «Институт гене-
тики и цитологии НАН Беларуси» с помощью 
гаплопродюсера S. phureja IvP 35 [4]. 

Сорта картофеля для исследований были вы-
браны на основании анализа данных, представ-
ленных в каталогах [5], и по результатам оценки 
по девяти маркерам к доминантным аллелям ге-
нов устойчивости к цистообразующей немато-
де Globodera rostochiensis, вирусам картофеля 
PVY, PVX, PLRV, раку картофеля и фитофторо-
зу  [6].  Доминантный аллель гена H1 устойчиво-
сти к Globodera rostochiensis, происходящий от 
S. andigenum, выявляли с помощью косегрегант-
ного к нему SCAR-маркера CP113-5’,2/CP113-
3’2 [7]. Для идентификации второго гена устой-
чивости к цистообразующей нематоде Gro 1-4, 
предположительно интрогрессированного от  
S. spegazzinii, использовали маркер Gro1-4 [8]. Для 
идентификации гена устойчивости к Y вирусу кар-
тофеля Ryadg, интрогрессированному в культурный 
картофель от S. andigenum, использовали SCAR-
маркер RYSC3 [9]. Для выявления гена иммун-
ности к PVY, происходящего от S. stoloniferum, 
Ry-fsto  использовали CAPS-маркер GP122 [10, 11]. 
Детекцию гена устойчивости к X вирусу карто-
феля Rx1adg, интрогрессированному в культурный 
картофель от S. andigenum, производили с помо-
щью CAPS маркера CP60 [8, 12]. Для выявления 

QTL генов устойчивости к вирусу скручивания 
листьев PLRV1 и PLRV4  использованы  SCAR-
маркер NL27 и псевдо-SCAR-маркер UBS864R 
[13]. Доминантный аллель гена  Sen1 устойчиво-
сти к раку картофеля диагностировали  с помощью 
SCAR-маркера NL25 [8]. Для выявления гена вер-
тикальной устойчивости к фитофторозу R1dms от 
S. demissum использовали SCAR-маркер R1dms, [14].  

Анализ сортов картофеля и первичных дига-
плоидов на наличие у них ДНК-маркеров к генам 
устойчивости к болезням и вредителям прово-
дили в соответствии с методическими рекомен-
дациями [6]. Выделение и очистку ДНК иссле-
дуемых образцов проводили с помощью наборов 
для выделения и очистки ДНК, разработанных 
фирмой Fermentas (Литва) «DNA purification Kit» 
в соответствии с рекомендациями производителя 
и рядом модификаций, разработанных нами спе-
циально для выделения ДНК из растительных 
тканей картофеля [10]. Концентрацию и степень 
очистки ДНК проверяли на спектрофотометре и 
нанесением на агарозный гель. Для того, чтобы 
исключить случаи отсутствия амплификации 
из-за низкого качества препаратов, проводили 
предварительный анализ ДНК отдельных образ-
цов на способность амплифицироваться с ISSR-
праймером UBC-857 [10]. ПЦР осуществляли 
на автоматическом программируемом термоци-
клере GenAmp System 2700 фирмы «PE Applied 
Biosystems» (США). Длину амплифицирован-
ных фрагментов ДНК определяли визуально при 
помощи стандартного маркера длин фрагментов 
ДНК 100 bp + 1.5 Kb + 3 Kb (М27) («DIALAT 
Ltd»). Для горизонтального электрофореза в 
2%-ном агарозном геле с добавлением броми-
стого этидия брали 7-8 мкл реакционной смеси и  
2 мкл 10× бромфенолового-синего. Электрофорез 
продуктов амплификации проводили в 1× ТАЕ-
буфере  в течение 1,5-2 ч при напряжении в 80 V 
 и силе тока 6 mА.

Материалы и методы

Результаты и обсуждение
Как видно из табл. 1, выбранные для полу-

чения дигаплоидов сорта картофеля являются 
носителями комплекса ценных генов устой-
чивости к болезням и вредителям. Все они  
резистентны к цистообразующей нематоде 
благодаря наличию гена H1 от S. andigenum, 
а некоторые из сортов (Лилея, Assia, Heidrun, 

Lyra и Saphir) несут сразу два гена устой-
чивости к этому опасному вредителю (H1 
и Gro 1-4). Сорта обладают устойчивостью 
к раку (исключение – сорт Lyra) и к вирусу 
скручивания листьев, а также имеют отдель-
ные маркеры генов устойчивости к PVY, PVX 
и фитофторозу.
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Таблица 1 

Наличие ПЦР-маркеров генов устойчивости к болезням и вредителям у первичных 
дигаплоидов и исходных сортов картофеля*

Исходный сорт 
и дигаплоиды 
на его основе

H1
adg

CP113

Gro 1-4 
spg

Gro 1-4

Ry 
adg

ADG2

Ry 
sto

GP122

Rx
adg

CP60

PLRV
1

NL27

PLRV
4

UBS
864R

Sen1

Nl 25

R1
dms

R1
dms

Блакит + 0 0 0 0 + + + 0
IGC 08/6.1 + 0 0 0 0 + + + 0
IGC 08/6.2 + 0 0 0 0 + + + 0
IGC 08/6.4 + 0 0 0 0 0 + + 0
Дубрава + 0 + 0 + + + + -

IGC 07/9.1 + 0 + 0 0 + + + 0
IGC 07/9.2 + 0 0 0 0 + 0 + 0

IGC 07/9.22 + 0 + 0 0 + + 0 +
IGC 07/9.33 0 0 0 0 0 + 0 0 0
IGC 08/5.11 + 0 + 0 0 + + 0 0
IGC 09/6.15 + 0 0 0 0 0 + 0 0
IGC 09/6.19 0 0 0 0 0 0 + 0 0

Лилея + + - - + + + + +
IGC 09/8.1 + 0 0 0 0 + + 0 +
IGC 09/8.3 + + 0 0 0 + + + 0

IGC 09/8.24 + + 0 0 + + + 0 +
Уладар + -  - - - + + + +

IGC 09/10.2 + 0 0 0 0 + + 0 +
Assia + + 0 0 + + + + 0

IGC 08/7.1 + 0 0 0 + + + 0 0
IGC 08/7.6 0 + 0 0 + 0 + 0 0
IGC 08/7.7 + + 0 0 0 + + + 0
IGC 08/7.8 + 0 0 0 + + + 0 0
IGC 08/7.12 0 + 0 0 0 + + + 0
IGC 08/7.25 + 0 0 0 0 + + + 0
IGC 08/7.31 + + 0 0 0 + + 0 0
IGC 08/7.37 + 0 0 0 + 0 + 0 0

Carlita + 0 + 0 + + + + +
 IGC 07/7.1 + 0 + 0 0 + + 0 0
IGC 08/2.4 0 0 0 0 0 0 + 0 0
IGC 08/2.5 + 0 0 0 0 0 + 0 0
IGC 08/2.7 0 0 0 0 0 0 0 0 +
IGC 09/1.5 + 0 + 0 0 + + 0 +
Heidrun + + 0 + 0 + + + +

IGC 08/3.8 0 0 0 0 0 0 0 0 0
IGC 08/3.9 + 0 0 0 0 0 + 0 0
IGC 08/3.10 0 0 0 0 0 0 0 + 0
IGC 08/3.13 + 0 0 0 0 0 0 0 0
IGC 08/3.14 0 0 0 0 0 0 0 0 0
IGC 08/3.15 + 0 0 0 0 0 + 0 +
IGC 08/3.16 + 0 0 0 0 + + 0 0
IGC 08/3.17 + 0 0 0 0 0 + 0 0
IGC 08/3.22 0 0 0 0 0 0 0 0 0
IGC 08/3.23 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Lyra + + + - + + + 0 +
IGC 09/9.3 + 0 0 0 0 + + 0 +
IGC 09/9.4 + + 0 0 0 + + 0 +
IGC 09/9.5 + + 0 0 0 + + 0 +
IGC 09/9.6 + + 0 0 + + + 0 +
IGC 09/9.10 + + + 0 + + + 0 +
IGC 09/9.11 + + + 0 + + + 0 +
IGC 09/9.12 + 0 0 0 0 + + 0 +
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Продолжеиие табл. 1 

Исходный сорт 
и дигаплоиды 
на его основе

H1
adg

CP113

Gro 1-4 
spg

Gro 1-4

Ry 
adg

ADG2

Ry 
sto

GP122

Rx
adg

CP60

PLRV
1

NL27

PLRV
4

UBS
864R

Sen1

Nl 25

R1
dms

R1
dms

Pirola + 0 + 0 0 + + + 0
IGC 07/6.1 0 0 + 0 0 0 + 0 0
IGC 08/4.1 + 0 0 0 0 0 + 0 0
IGC 08/4.2 0 0 + 0 0 0 + + 0
IGC 08/4.4 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Saphir + + + + - + + + +
IGC 09/2.1 + 0 0 0 0 + + + +
IGC 09/2.4 + 0 0 0 0 + + + +
IGC 09/2.7 + + + + 0 + + 0 +
IGC 09/2.8 0 0 0 0 0 + + 0 +

1/4 Koll Podg + - - + + + + + +
IGC 09/7.3 + 0 0 + + + + + +
IGC 09/7.8 + 0 0 0 0 0 + 0 0
IGC 09/7.11 + 0 0 0 0 0 + 0 0

* – «+» – маркер выявлен, «0» – маркер отсутствует, «-» – анализ не проводился.

При переходе на диплоидный уровень в ре-
зультате расщепления, имеющего место при 
получении дигаплоидов, часть ПЦР-маркеров 
теряется. Некоторые маркеры, например,  
Gro 1-4 в потомстве сорта Heidrun или NL 25 
в потомстве сорта Carlita, CP60 в потомстве 
сорта Carlita у соответствующих дигаплои-
дов не представлены. Очевидно,  это связано 
с тем, что в исходных сортах названные гены 
находятся в симплексном состоянии. Тем не 
менее, нам удалось получить дигаплоиды, не-
сущие маркеры к таким генам. В частности, 
маркер к ценному гену устойчивости к цисто-
образующей нематоде Gro 1-4 выявлен у ди-
гаплоидов сортов Лилея, Assia, Lyra и Saphir. 
Дигаплоиды с маркером CP60 к гену устойчи-
вости к PVX были получены у сортов Лилея, 
Assia, Lyra, а маркер GP122 гена устойчиво-
сти к PVY был выявлен у дигаплоидов сорта 
Heidrun и межвидовых гибридов. Носители 
маркера NL 25 устойчивости к раку картофе-
ля встречались среди дигаплоидов всех со-
ртов, кроме Carlita и Lyra. Согласно данным 
каталога Европейских сортов картофеля [15], 
сорт немецкого происхождения Lyra обладает 
высокой полевой устойчивостью к раку карто-
феля, которую определяли как в полевых те-
стах, так и лабораторными методами. Можно 
сделать предположение, что устойчивость к 
расе 1 рака картофеля этого сорта определя-
ется другими генами.

В то же время большое количество первич-
ных дигаплоидов  получили от родительских 
сортов QTL устойчивости к PLRV (PLRV1 и 
PLRV4) и ген Н1 устойчивости к цистообразу-
ющей нематоде, что позволяет говорить о том, 
что эти гены находятся в исходных сортах в 
мультиплексном состоянии (дуплекс и выше). 
Это же, по-видимому, относится к гену устой-
чивости к раку у сорта Блакит: маркер Nl 25 
был выявлен у всех изученных дигаплоидов 
данного сорта.

Из табл. 1 видно, что клоны первичных ди-
гаплоидов имеют два и более ДНК-маркера к 
селекционно-ценным генам. Особенно насы-
щены маркерами популяции первичных ди-
гаплоидов, полученных на основе немецких 
сортов Assia, Lyra, Saphir  и белорусского со-
рта Дубрава. В частности, клоны IGC 09/9.10  
и IGC 09/9.11 сорта Lyra и клон IGC 09/2.7 
сорта Saphir несут семь таких генов. Клоны 
IGC 09/9.4, IGC 09/9.5,  IGC 09/9.6 сорта Lyra 
и IGC 09/2.1 и IGC 09/2.4 сорта Saphir несут 
5-6 генов устойчивости. Среди  дигаплоидов 
других сортов также встречались генотипы 
с большим количеством маркеров. По семь 
генов устойчивости удалось обнаружить у 
дигаплоида IGC 09/7.3 (1/4 Koll Podg), по 
5-6 генов устойчивости было у дигаплои-
дов  IGC 07/9.1,  IGC 07/9.22 (сорт Дубрава ),  
IGC 09/1.5 (сорт Carlita), IGC 09/8.3,  IGC 
09/8.24 (сорт Лилея).
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Интересны дигаплоиды, несущие по два 
гена устойчивости к нематоде, происходящие 
от разных источников, а также  два основных 
QTL устойчивости к PLRV. Это делает их пер-
спективными при одновременной селекции на 
устойчивость к нематоде и L-вирусу картофе-
ля. Это клоны IGC 08/7.7, IGC 08/7.31 (сорт 
Assia), IGC 09/2.7 (сорт Saphir), IGC 09/8.3,  
IGC 09/8.24 (сорт Лилея), IGC 09/9.10,  
IGC 09/9.11, IGC 09/9.4, IGC 09/9.5, IGC 09/9.6 
(сорт Lyra). Дигаплоид сорта Saphir 09/2.7, 
а также клон 09/7.3 (1/4 Koll Podg) имеют 
особую ценность, поскольку из всех изучен-
ных дигаплоидов только у них обнаружен 
маркер GP122 гена устойчивости к PVY от  
S. stoloniferum. У последнего клона также од-
новременно присутствует маркер другого гена 
устойчивости к этому вирусу, происходящий 
от S. andigenum.

Отдельный интерес представляют клоны ПД, 
несущие гены устойчивости к раку картофеля. 
В частности, устойчивыми являются все сорта 
белорусской селекции, что не удивительно, так 
как устойчивость к карантинному заболеванию 
раком картофеля является одним из обязатель-
ных условий при создании современных сортов 
в нашей стране. ПЦР-маркер NL25 является 
показателем наличия доминантного аллеля ге-
на Sen1. К сожалению, наличие этого аллеля у 
исходных сортов не гарантирует его присут-
ствие у первичных дигаплоидов, получаемых 
на основе этих сортов.  Например, ни один из 

полученных нами первичных дигаплоидов со-
рта  Carlita не унаследовал доминантный аллель 
гена устойчивости. Судя по низкой частоте по-
явления в диплоидном потомстве тетраплоид-
ных сортов доминантного аллеля гена Sen1, в 
самих сортах он, по-видимому, чаще присут-
ствует в симплексном состоянии.

В целом среди 55 первичных дигаплои-
дов, полученных в 2008 и 2009 гг. и прошед-
ших ПЦР-анализ в 2010 и 2011 гг., удалось 
выделить 51 генотип, несущий те или иные 
маркеры генов устойчивости к болезням, в 
том числе 30 клонов, несущих 4 и более гена 
устойчивости. Все 9 ПЦР маркеров, выявлен-
ные в исходных сортах, были обнаружены и у 
их дигаплоидов. Это означает, что селекцию 
на диплоидном уровне можно проводить по 
всем проанализированным генам. Этот ре-
зультат достигнут во многом благодаря тому, 
что перед получением дигаплоидов картофе-
ля была проведена предварительная работа по 
изучению характеристик сортов в каталогах, 
а также их генотипическая оценка на наличие 
нескольких генов устойчивости к болезням и 
вредителям. Если среди первичных дигаплои-
дов, полученных нами ранее, в 1997-1998 гг., 
только отдельные образцы несли более 2 мар-
керов к генам устойчивости, а у многих такие 
маркеры отсутствовали вовсе, то среди дига-
плоидов, полученных в 2008 и 2009 гг., доля 
генотипов, несущих несколько ДНК маркеров, 
оказалась гораздо выше.

Заключение
Оценка первичных дигаплоидов по ДНК-

маркерам к 9 генам устойчивости к основным 
болезням и вредителям картофеля позволила 
выделить образцы, несущие одновременно 
до 7 генов устойчивости. Предварительный 
ПЦР-анализ исходных сортов на наличие мар-
керов позволяет существенно повысить насы-

щенность соответствующих первичных дига-
плоидов доминантными аллелями R-генов. 
Отобран ряд дигаплоидов, представляющих 
интерес для использования в качестве исхо-
дного материала для маркер-сопутствующей 
селекции на комплексную устойчивость к бо-
лезням и вредителям.
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Введение
Сорта яблони, важнейшей плодовой культуры 

в Беларуси, имеют плоды различной окраски 
кожицы: от зеленой, как у сорта Память Ва-
вилова, до темно-красной, как у сорта Память 
Коваленко. У многих сортов кожица плодов 
окрашена неравномерно, имеет штрихи или 
румянец, который может быть выражен в раз-
ной степени даже среди плодов одного сорта. 
Цвет плодов яблони является не только отли-
чительной чертой, характеризующей сорт, но и 
важным критерием, который влияет на выбор 
потребителем того или иного сорта яблок. По-
купатели часто отдают предпочтение сортам с 
красными плодами. Плоды с красной окраской 
ассоциируются с лучшей спелостью, и соот-
ветственно, с лучшим вкусом и ароматом [1]. 

Красный цвет плодов яблони главным 
образом определяется присутствием вто-
ричных метаболитов – антоцианов [2, 3]. 
Интенсивность красной окраски кожицы 
плодов непосредственно зависит от сте-
пени накопления этих природных антиок-
сидантов. Следует отметить, что помимо 
антоцианов, в окраске фруктов принимают 
участие каротиноиды и хлорофилл [4]. На-
копление антоцианов во фруктах варьирует 
в широком пределе и изменяется в зависи-
мости от стадии зрелости и условий окру-
жающей среды. Наиболее спелые плоды, 
хорошо освещенные солнцем в процессе 
роста, имеют более насыщенную окраску и 
соответственно более высокое содержание 

антоцианов в кожуре по сравнению с не-
зрелыми, плохо освещенными солнечными 
лучами плодами того же сорта [5].

Антоцианы синтезируются по флавоноид-
ному пути, который является ветвью фенил-
пропаноидного пути [6]. Основная его регу-
ляция происходит на уровне транскрипции 
структурных генов, кодирующих ферменты. 
В геноме растений обнаружено три семей-
ства генов, регулирующих синтез антоциа-
нов – MYB, bHLH и WDR [5, 6]. Накопление 
антоцианов зависит от скоординированной 
экспрессии этих генов. Процесс индуциру-
ется солнечным светом [4]. Показано, что за 
накопление антоциана в плодах яблони ответ-
ственен транскрипционный фактор MYB [7]. 
В геноме яблони обнаружены три варианта 
данного транскрипционного фактора, полу-
чивших название MYB1, MYB10 и MYBA [8]. 
Они имеют высокий уровень гомологии ну-
клеотидного состава кодирующего региона и, 
возможно, являются аллельными [9]. Степень 
их влияния на окраску кожицы плодов яблони 
исследована недостаточно.

Целью данного исследования являлось опре-
деление аллельного состава гена MdMYB1 у 
сортов яблони различной окраски и анализ 
возможности использования информации о со-
ставе аллелей данного гена для прогнозирова-
ния окраски кожицы плодов. В исследовании 
были использованы сорта, произрастающие в 
данном климатическом регионе.

Материалы и методы
Исследование проводилось на 104 сортах ябло-

ни различной окраски. Сорта были отобраны из 
коллекции РУП «Институт плодоводства». Среди 
них – белорусские, российские, украинские со-

рта, сорта селекции других стран, представляю-
щие интерес для дальнейшей селекционной ра-
боты. Выбранные сорта отличались по наличию 
и степени покровной окраски кожицы плодов. 
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Оценка цвета плодов проводилась визуально 
по наличию и степени интенсивности красной 
окраски. Были выделены следующие 5 групп со-
ртов: сорта с темно-красной и пурпурной окра-
ской, с красной окраской, со средней степенью 
окраски, со слабой окраской и сорта, не имею-
щие красной окраски. 

Из листового материала представителя каж-
дого сорта были выделены препараты ДНК. Вы-
деление ДНК проводили с помощью Genomic 
DNA Purification Kit фирмы Fermentas согласно 
рекомендованному протоколу.

Для идентификации аллелей гена MdMYB1 при-
меняли молекулярные маркеры, выявляемые в 
результате ПЦР. Реакцию проводили с помощью 
dCAPS маркеров в соответствии с [10]. Праймеры 
синтезированы компанией Праймтех (Беларусь). 

Реакционная смесь для ПЦР объемом 20 мкл 
содержала 40 нг ДНК, 75 мМ трис-HCl (pH 8.8 
при 25 °С), 20 мМ (NH4)2SO4, 0,01% Tween 20, 
0,2 мМ dNTP, 200 мМ каждого праймера, 1 ед. 
Taq-полимеразы.

Реакцию амплификации проводили в сле-
дующем режиме: I-й этап: 1 цикл: 94 °С –  
4 мин; II-й этап: 40 циклов: 94 ºС – 40 сек;  
55 ºС – 1 мин; 72 ºС – 2 мин; III-й этап: 1 цикл: 
72 ºС – 8 мин. 

Продукты амплификации обрабатывали 
рестриктазой BstEII (Fermentas) в течение 
2 часов при 37 °С в буфере, рекомендованном 
производителем. 

Полученные фрагменты разделяли в 1% ага-
розном геле в трис-ацетатном буфере. Гели 
документировали с помощью фотографирова-
ния после окрашивания этидиум бромидом. В 
качестве маркера молекулярного веса исполь-
зовали 100 bp DNA Ladder Plus (Fermentas). 
Присутствие аллеля MdMYB1-1 определяли 
по наличию фрагмента амплификации разме-
ром в 263 п.н., который образовывался после 
разрезания апликонов рестриктазой BstEII.
Фрагменты амплификации, соответствующие 
аллелям MdMYB1-2 и MdMYB1-3, имели раз-
мер 292 п.н.

Результаты и обсуждение
В сформированной коллекции яблони на-

личие красной окраски плодов в той или 
иной степени было отмечено у 90 сортов из 

104. В группу, у которой красная окраска 
отсутствовала, было отнесено 14 сортов 
(табл. 1).

Таблица 1 

Распределение аллеля MdMYB1-1 среди групп сортов яблони различной окраски

Окраска плодов
Присутствует 

аллель  
MdMYB1-1

%
Отсутствует 

аллель  
MdMYB1-1

%2 Всего образцов

Темно-красная окраска 14 100,0 0 0,0 14
Красная 21 87,5 3 12,5 24
Средняя степень окраски 25 100,0 0 0,0 25
Слабая окраска 15 55,6 12 44,4 27
Отсутствие красной окраски 2 14,3 12 85,7 14

В геноме каждого сорта был определен со-
став аллелей гена MdMYB1. Для данного гена 
известно три аллеля – MdMYB1-1, MdMYB1-2, 
MdMYB1-3. Изначально аллель MdMYB1-1 был 
обнаружен у растений с красной окраской кожи-
цы плодов, в то время как два других (MdMYB1-2 
и MdMYB1-3) были выявлены в геноме растений, 
не имеющих красной окраски [10]. 

Результаты анализа, проведенного с помощью 
молекулярных маркеров к гену MdMYB1, показа-

ли, что у 77 образцов яблони из 104 присутствует 
аллель MdMYB1-1, что составляет 74% от общего 
числа рассмотренных сортов. Данные по аллель-
ному составу групп сортов с разной степенью на-
личия красной окраски приведены в табл. 1. Как 
видно из представленных данных, 100% сортов 
яблони, имеющих темно-красную окраску плодов, 
имеют аллель MdMYB1-1. Такой же процент со-
ответствия у сортов, имеющих плоды со средней 
степенью проявления красной окраски, в то время 
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как 12,5% сортов, имеющих плоды красной окра-
ски и 44,4% яблонь с плодами со слабой красной 
окраской, не имеют аллеля MdMYB1-1.

В геноме 85,7% сортов яблони, плоды которых не 
имеют красной окраски, аллель, ассоциированный с 

красной окраской, не представлен (рис. 1). В целом, 
степень ассоциации маркера с признаком окраски 
кожицы плодов по результатам исследования дан-
ной коллекции составляет 83,8%. Это достаточно 
высокий уровень ассоциации маркера с признаком.

Достоверно высокое соответствие между при-
сутствием аллеля MdMYB1-1 и красной окраской 
кожицы плодов было отмечено Zhu с соавторами 
[11]. Они показали, что 86% сеянцев, получен-
ных от скрещивания Golden Delicious × Arlet, и 
80% сеянцев из семьи Honeycrisp × Cripps Pink 
демонстрируют ассоциацию между генотипом и 
фенотипом. Авторы высказали предположение, 
что проявление признака красной окраски кожи-
цы плодов зависит от генетического окружения.

Следует отметить, что ген MdMYB1, аллели 
которого были определены в представленном 

Рис. 1. Частота встречаемости аллеля MdMYB1-1 среди групп сортов яблони различной окраски

исследовании, кодирует транскрипционный фак-
тор, запускающий путь биосинтеза антоцианов. 
Аллели данного гена оказывают большое влия-
ние на проявление красной окраски кожицы, од-
нако, как показывают проведенные исследова-
ния, не обязательно будет указывать на наличие 
желаемого признака у носителя определенной ал-
лельной формы. Результаты наблюдения за про-
явлением признака показали, что у части сортов, 
имеющих красную окраску, аллель MdMYB1-1 
отсутствует. В тоже время он присутствует у не-
которых сортов с зеленой окраской (табл. 2). 

Таблица 2 

Распределение аллеля MdMYB1-1 среди сортов яблони различной окраски
Название сорта Страна происхождения Генотип Фенотип

Алеся Беларусь + +
Амулет Украина + +
Антей Беларусь + +
Антоновка обыкновенная Старорусский - -
Ауксис Литва + +
Афродита Россия + +
Бабушкино Россия - -
Банановое Беларусь - +
Белорусский синап Беларусь - +
Белорусское летнее Беларусь + +
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Продолжение табл. 2 

Название сорта Страна происхождения Генотип Фенотип
Алеся Беларусь + +
Амулет Украина + +
Антей Беларусь + +
Антоновка обыкновенная Старорусский - -
Ауксис Литва + +
Афродита Россия + +
Бабушкино Россия - -
Банановое Беларусь - +
Белорусский синап Беларусь - +
Белорусское летнее Беларусь + +
Белорусское малиновое Беларусь + +
Белорусское сладкое Беларусь + +
Белый налив Старорусский - -
Боровинка Беларусь + +
Вербнае Беларусь + +
Весялина Беларусь + +
Ветеран Россия + +
Дарунак Беларусь + +
Долго США + +
Елена Беларусь + +
Заря Алатау Казахстан + +
Заславское Беларусь + +
Имант Беларусь + +
Кандиль орловский Россия + +
Коваленковское Беларусь + +
Коробовка крупноплодная Беларусь - +
Коштеля Польша - -
Лошицкое Беларусь + -
Лучезарное Беларусь + +
Медуница Россия + +
Мечта Россия + +
Минское Беларусь + +
Надзейны Беларусь - +
Несравненное Беларусь -  +
Новинка осени Беларусь - -
Новое сладкое Беларусь - -
Орловим Россия + +
Осеннее полосатое Германия + +
Осмоловка Беларусь + +
Память Вавилова Беларусь + -
Память Исаева Россия + +
Память Коваленко Беларусь + +
Память Пашкевича Беларусь - -
Память Сикоры Беларусь + +
Память Сюбаровой Беларусь + +
Папировка Старорусский - -
Пепин литовский Беларусь - +
Пепин литовский улучшенный Беларусь - -
Пепинка золотистая Украина - +
Первинка Россия + +
Перлына Киева Украина + +
Поспех Беларусь + +
Ребристое Беларусь - -
Свежесть Россия + +
Серуэл Беларусь + +
Синап орловский Россия - +
Скала Россия + +
Слава победителям Украина + +
Солнышко Россия + +
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Продолжение табл. 2 

Название сорта Страна происхождения Генотип Фенотип
Старт Россия + +
Стойкое Беларусь + +
Строевское Россия + +
Сябрына Беларусь + +
Теллисааре Эстония - +
Утро Украина - -
Цыганочка Украина + +
Чаравница Беларусь + +
Черное дерево Старорусский - -
Чулановка Россия + +
Щедрое Беларусь - -
Юбиляр Россия + +
84-51/9 Беларусь + +
84-39/58 Беларусь + +
Alkmene Germany + +
BM41497 Sweden + +
Elstar Netherlands + +
Empire USA + +
Fiesta Great Britain + +
Florina France + +
Freedom USA + +
Gravenstein Germany + +
Idared USA + +
Jonafree USA - +
Jonagold de Costa Belgium + +
Jupiter Great Britain + +
Kent Great Britain + +
Lawfam Canada + +
Cеянец Лавфама Беларусь + +
McIntosh Canada + +
Melba Canada + +
Otava Czech Republic - +
Pinova Germany + +
Red Boskoop Netherlands + +
Red silver USA - +
Redfree USA - +
Retina Germany + +
Rewena Germany + +
Sawa Poland + +
SR0523 USA + +
Topaz Czech Republic + +
Wealthy USA + +
Witos Poland + +
К:1211 Sweden + +
К:+343 Sweden + +
К:1431 Sweden - +

* – знаки «+» и «-» в колонке генотип обозначают, что в геноме присутствует или отсутствует аллель MdMYB1-1; 
** – знаки «+» и «-» в колонке фенотип обозначают наличие или отсутствие красной окраскикожицы плодов яблони.

Таким образом, результаты, представленные 
в данном исследовании, а также результаты, 
полученные другими авторами, указывают 
на то, что помимо аллельного состава гена 
MdMYB1, на окраску кожицы плодов яблок 
оказывают влияние и другие факторы.

Так, в частности, А.Телиас с соавторами 

продемонстрировал, что накопление антоциа-
нов в кожуре плодов яблони может контро-
лироваться эпигенетически [12]. Исследуя 
плоды с пестрой окраской, авторы показа-
ли, что уровень накопления антоцианов раз-
личался в отдельных клетках кожицы яблок. 
Содержание антоцианов понижено в зеленых 
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участках кожицы относительно красных. При-
чиной этого явления оказалось снижение уров-
ня транскрипции генов антоцианового пути 
биосинтеза, в том числе регулирующего этот 
путь транскрипционного фактора MYB10. В 
зеленых участках кожицы отмечен более вы-
сокий уровень метилирования промоторной 
области гена, кодирующего транскрипцион-
ный фактор MYB10, по сравнению с областя-
ми с красной окраской. Авторы считают, что 
уровень метилирования промоторной области 
гена MYB10 оказывает влияние на степень на-
копления антоцианов в кожуре яблок с пестрой 
окраской. На изменение уровня метилирова-
ния в свою очередь может оказывать влияние 
присутствие мобильного элемента TRIM. Он 
был обнаружен на расстоянии 2.5 т.п.н. перед 
предсказанным сайтом начала транскрипции 
гена MYB10 [12]. 

Влияние степени метилирования на уро-
вень транскрипции гена MdMYB1 было также 
обнаружено при исследовании сорта Ralls, 
имеющего полосатую окраску плодов, и его 
мутантной формы с румяной окраской пло-
дов [13]. Уровень метилирования ДНК про-

моторной области гена MdMYB1 оказался до-
стоверно ниже у мутантной формы с румяной 
окраской плодов. Соответственно мутантная 
форма характеризовалась более высоким уров-
нем транскрипции гена. При этом сорт Ralls и 
его мутантная форма не имели отличий в со-
ставе нуклеотидных последовательностей как 
гена MdMYB1, так и его промоторной области. 
Вместе с тем отмечены случаи, когда причи-
ной изменения уровня экспрессии могут быть 
изменения в структуре промоторной области 
соответствующих генов. Так, инсерция мини-
сателлита в промоторном регионе гена MYB10 
приводит к увеличению его транскрипции и 
повышению уровня содержания антоцианов 
у форм яблони с красным цветом листьев и 
мякоти плодов [14].

Похожее явление обнаружено не только 
у яблони. Ранее было показано влияние ре-
гуляторных генов антоцианового пути на 
проявление пестрой окраски у семян куку-
рузы [15]. У некоторых светлых сортов вино-
града причиной отсутствия пигмента является 
ретротранспозон-индуцибельная мутация в 
промоторной области гена VvmybA1 [16]. 

Таким образом, окраска плодов яблони мо-
жет зависеть от множества факторов. Помимо 
условий окружающей среды и генов, кодирую-
щих структурные ферменты, участвующие в 
каталитических реакциях синтеза вторичных 
метаболитов, на ее формирование оказывает 
влияние аллельный состав регуляторных ге-
нов, уровень их экспрессии, определяемый 

Заключение
состоянием их промоторных областей. В ре-
зультате, наличие аллеля MdMYB1-1 в геноме 
образцов яблони не может гарантировать про-
явление признака, а указывает только на более 
высокую вероятность проявления красной 
окраски кожицы плодов. Для точного прогно-
зирования признака окраски необходима раз-
работка дополнительных подходов.
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Введение
Значительным резервом повышения про-

дуктивности основной зерновой культуры ми-
ра – пшеницы – может быть снижение ущерба 
от септориозной пятнистости, вызываемой 
Septoria nodorum Berk. Недобор урожая зерна 
от этой болезни составляет от 9-15% при уме-
ренном поражении посевов и до 32-55% в годы 
эпифитотий [1, 2]. В Республике Беларусь эпи-
фитотии септориоза происходят практически 
ежегодно [3] и могут приводить к снижению 
урожая зерна до 20-30% [4]. В последнее вре-
мя наблюдается почти повсеместное усиление 
развития септориоза. 

Наиболее рентабельным средством борь-
бы с болезнями и вредителями культурных 
растений является выведение и возделыва-
ние резистентных сортов. В отличие от био-
трофных патогенов, обладающих высоким 
уровнем физиологической специализации, 
возбудитель септориоза имеет широкий 
круг потенциальных растений-хозяев из раз-
личных таксономических групп, он также 
может развиваться на искусственных пи-
тательных средах и мертвых растительных 
субстратах. При взаимодействии S. nodorum 
с питающими растениями не наблюдается 
их полной резистентности, можно лишь 
судить о разной степени восприимчивости 
или частичной устойчивости.

Впервые о наследовании признака септорио-
зоустойчивости сообщили Laubscher с соавто-
рами [5]. У высоко резистентной линии 62/345 
они предположили наличие доминантных ге-
нов устойчивости. Frecha [6] описал моноген-
ное доминантное наследование устойчивости 
у озимого сорта Atlas 66. Wong и Hughes [7] 
установили моногенный рецессивный кон-
троль проростковой устойчивости у трех ози-
мых сортов. По данным моносомного анализа, 
резистентность сорта Red Chief определяется 
одним частично рецессивным геном, локали-
зованным в хромосоме 3A [8]. Устойчивость 
образца ЕЕ 8 обусловливается действием двух 
частично рецессивных генов, один из которых 
локализован в хромосоме 3A, а другой, менее 
эффективный – в 2A.

Лупей с соавторами [9] исследовали генети-
ческий контроль устойчивости к S. nodorum у 
линии мягкой яровой пшеницы Transec. При 
одновременном заражении гибридных рас-
тений изолятом возбудителя септориоза и 
клоном возбудителя бурой ржавчины, авиру-
лентным к гену Lr 25, было установлено, что 
высокая степень резистентности этой линии к 
S. nodorum связана с присутствием в ее геноме 
частично рецессивного гена, который лока-
лизован на пшенично-ржаной транслокации 
T4BS.4BL-5RL либо тесно сцеплен с ней. 

Материалы и методы
Для изучения генетики устойчивости мягкой 

пшеницы к Septoria nodorum Berk. были получены 
F1 и F2 гибриды от скрещивания 18 сравнительно 
устойчивых озимых и 8 яровых сортов мягкой пше-
ницы с восприимчивыми яровыми сортами Chinese 
Spring и Иволга. Характеристика резистентности 
родительских форм представлена в табл. 1.

Оценку устойчивости гибридов F1, F2 и исхо-
дных родительских форм проводили с исполь-
зованием методики капельной инокуляции от-
резков листьев 9-дневных проростков. Для этого 
растения выращивали в климатической камере 
при температуре 20-22 оС, освещенности 10 клк 
и фотопериоде 16 ч в эмалированных кюветах 
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на слое ваты, смоченной водой. Из дистальной 
части листа 9-дневных проростков вырезали 
сегмент длиной 3 см. Отрезки листьев каждой 
анализируемой комбинации скрещивания и роди-
тельских сортов раскладывали в эмалированные 
кюветы на слой 0,7% агара с добавлением 40 мг/л 
бензимидазола. В качестве инокулюма использо-
вали суспензию пикноспор высокоагрессивного 
изолята №9Мн возбудителя септориоза. 

Отрезки листьев заражали путем нанесения ми-
кродозатором в центр каждого из них капли иноку-
люма объемом 3 мкл с концентрацией 106 спор/мл. 
Для того чтобы капли не скатывались с отрезков, в 
суспензию добавляли Tween 80 (1 капля/100 мл). 
Кюветы с инокулированными отрезками поме-

щали в полиэтиленовые пакеты, в течение суток 
инкубировали на рассеянном свету при комнатной 
температуре, а затем переносили в климокамеру с 
описанным выше режимом. Через 7 дней после 
заражения учитывали длину образовавшихся не-
кротических пятен, просматривая их под биноку-
ляром с окуляр-микрометром при увеличении 16х.

По реакции на заражение гибриды F2 были по-
делены на два класса: относительно устойчивые 
и восприимчивые. В качестве границы между 
классами было принято максимальное значение 
длины инфекционного пятна, развивающегося на 
отрезках устойчивого родителя. Для сравнения 
полученных расщеплений с теоретически ожи-
даемыми использовали критерий χ2.

Таблица 1 

Резистентность к изоляту №9Мн возбудителя септориоза сортов мягкой пшеницы,  
используемых в гибридизации

Название сорта (сортообразца) Тип развития
Степень резистентности к септориозу  

(длина некротического пятна, мм)
минимальная максимальная средняя 

Chinese Spring яровой 6 10 6,2
Иволга яровой 6 9 6,2
Coastal яровой 1,5 3 2,4
Coker 47-27 яровой 1 4 3,2
Cotipora яровой 1,6 2,8 2,3
Fiume яровой 1,9 3 2,7
Frondoso яровой 2,8 4,0 3,4
Mara яровой 1,2 3 2,2
Toropi яровой 1,4 3 2,3
ИЛ-1 яровой 0,8 1,5 1,1
Burgas 2 озимый 1 2,5 1,6
Carifen 12 озимый 2,5 4 3,5
Coker 68-8 озимый 1 3 2,0
Hand озимый 1 2 1,4
Harvest Queen озимый 1 3 1,8
HC озимый 2,5 3,5 3,1
Neuzuchtung озимый 1 2,5 1,8
Redhart озимый 1 3,5 2,2
Transfer озимый 1 3 2,3
Disponent озимый 1 3 2,3
Flex озимый 1 2,5 1,6
Jamhill озимый 1,5 3,5 2,4
Moro озимый 1 2 1,5
Oenus озимый 1 3,5 2,3
Sage озимый 1 2,5 1,4
Wiehenstephan 625/65 озимый 1 2 1,8
Заря озимый 1 1,8 1,6
PI 525450 озимый 2 4 3,3
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С использованием камеры регулируемо-
го режима была дана оценка устойчивости 
гибридов F1 на стадии проростков. В двух 
комбинациях скрещивания выявлено доми-
нирование (Chinese Spring×Frondoso, Chinese 
Spring×Mara), в 34 – промежуточное наследо-
вание признака устойчивости с уклонением в 
сторону восприимчивого родителя.

При анализе устойчивости к септориозу 
гибридов F2 не выявлено дискретного расще-
пления на четкие классы по длине некротиче-
ского пятна. Изменчивость по этому признаку 
носила непрерывный характер. Гибридных 
растений, значительно превышающих по ре-
зистентности изучаемые сорта или по воспри-
имчивости сорта Chinese Spring и Иволга, не 
обнаруживалось.

В большинстве проанализированных ги-
бридных комбинаций относительно ус-
тойчивые сегреганты составляли более 30% 
от общего числа растений. 

Анализ расщепления в F2 гибридов, по-
лученных с участием сорта Toropi и ин-
трогрессивной линии ИЛ-1, показал соответ-
ствие теоретически ожидаемому расщеплению 
25:39. Такое наследование отмечалось вне 
зависимости от генотипа использованного 
восприимчивого родителя. Следовательно, 
признак резистентности к септориозу у этих 
устойчивых форм контролируется тремя гена-
ми: одним основным геном и двумя генами-
модификаторами (усилителем и ингибитором), 
влияющими на экспрессию основного генети-
ческого фактора. 

При гибридизации сортов Coastal и Transfer 
с восприимчивыми родительскими формами 
расщепление в F2 соответствовало схеме 21:43, 
что свидетельствует о трехгенном контролиро-
вании устойчивости у этих сортов (один осно-
вой доминантный ген и два комплементарных 
рецессивных гена-ингибитора). 

Анализ наследования устойчивости к септо-
риозу у сортов Frondoso и Mara показал, что 
в комбинациях скрещивания с сортом Chinese 
Spring соотношение устойчивых и восприим-
чивых растений в F2 соответствовало схеме 
9:7. Таким образом, резистентность этих со-
ртов к септориозу обусловлена взаимодей-
ствием двух доминантных комплементарных 
генов устойчивости. Однако при скрещивании 

с восприимчивым сортом Иволга обнаружено 
соответствие теоретически ожидаемому рас-
щеплению 19:45 или 21:43. Это свидетельству-
ет о возможности участия в контролировании 
признака септориозоустойчивости трех генов, 
что обусловлено особенностями генетического 
фона восприимчивого родителя. При расще-
плении 19:45 резистентность контролируется 
одним основным геном и двумя комплемен-
тарными дупликатными генами. Если принять 
расщепление 21:43, то признак обусловлен 
одним основным доминантным геном и дву-
мя комплементарными рецессивными генами-
ингибиторами. Аналогичную генетическую 
природу устойчивости к септориозу имеет и 
сорт Cotipora. 

В комбинации скрещивания сорта Harvest 
Queen с сортом Иволга соотношение устой-
чивых и восприимчивых растений в F2 со-
ответствовало схеме расщепления 21:43. 
Таким образом, в данном случае взаимо-
действуют один основной и два компле-
ментарных гена-ингибитора устойчивости 
к септориозу. Однако процент устойчивых 
растений, выщепившихся в F2 гибридов от 
скрещивания сорта Harvest Queen с сортом 
Chinese Spring (56%) был значительно выше, 
чем при скрещивании его с сортом Иволга 
(36%). Схема расщепления соответствовала 
расщеплению 9:7 (признак устойчивости 
обословливается взаимодействием двух до-
минантных комплементарных генов). Ранее 
было установлено, что сорт Chinese Spring 
имеет два частично-доминантных компле-
ментарных гена устойчивости к септориозу, 
один из которых локализован на хромосоме 
3A, а другой – на 2A [8]. Nicholson с соав-
торами [10] при исследовании хромосомно-
замещенных линий указывали на возможное 
наличие в геноме этого сорта факторов ча-
стичной устойчивости также на хромосо-
мах 2B и 2D. Не исключено, что дополни-
тельное выщепление гибридных растений, 
резистентных к септориозу, у рассматри-
ваемой гибридной комбинации может быть 
обусловлено присутствием у них и генов 
устойчивости восприимчивого родителя. 
Так, например, описаны случаи выщепле-
ния в F2 резистентных к S. nodorum растений 
в гибридных комбинациях, где ни один из 

Результаты и обсуждение
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родителей не был устойчив, за счет аккуму-
ляции у них генов исходных форм (транс-
гресивное расщепление) [5]. 

Анализ F2 с участием сортов Neuzuchtung 
и Redhart показал соответствие теоретически 
ожидаемым расщеплениям 27:37 (три ком-
плементарных гена устойчивости) и 25:39 
(один основной ген и два гена-модификатора: 
ингибитор и усилитель). Причем, такие рас-
щепления были отмечены при скрещивании 
с обоими восприимчивыми сортами. Следо-
вательно, в резистентности этих сортов уча-
ствуют три гена.

Наследование признака устойчивости у 
сортов Coker 68-8, Disponent, HC, Moro, 
Oenus, Wiehenstephan 625/65, Заря и образца 
PI 525450 при скрещивании с сортом Ивол-
га обусловлено четырьмя генами. В каж-

дом случае экспериментально полученное 
расщепление соответствовало нескольким 
схемам теоретически ожидаемых частот. 
Однако можно сделать общий вывод о том, 
что у данных сортов проявление призна-
ка обусловлено взаимодействием одного 
основного гена резистентности и несколь-
ких генов-модификаторов (ингибиторных, 
антиингибиторных, комплементарных).

Схема расщепления по устойчивости к 
септориозу гибридов F2, полученных с уча-
стием сорта Coker 47-27, соответствует 7:9, 
что свидетельствует о контроле признака 
двумя рецессивными генами (двойной ре-
цессивный эпистаз) (табл. 2). Такая же ге-
нетическая природа резистентности обнару-
жена и у сорта Fiume при скрещивании его 
с сортом Иволга.

Таблица 2 

Расщепление по устойчивости к изоляту №9 Мн возбудителя септориоза в F2 гибридов, 
полученных с участием сортов мягкой пшеницы, являющихся  

эффективными донорами септориозоустойчивости

Комбинация скрещивания Проанализировано растений Схема 
расщепления χ2

всего % устойчивых

Chinese Spring × Coker 47-27 279 40,50
7:9 1,20

27:37 0,33
25:39 0,24

Иволга × Coker 47-27 303 39,27

7:9 2,47
27:37 1,05
25:39 0,01
19:45 0,17

Иволга × Fiume 299 40,47
7:9 1,31

27:37 0,36
25:39 0,25

Иволга × Burgas 2 188 27,66

1:3 0,71
15:49 1,87
21:43 2,26
19:45 0,37

Иволга × Jamhill 305 26,89
1:3 0,58

15:49 2,02
19:45 1,15

Иволга × Flex 145 37,93

7:9 2,00
21:43 1,72
27:37 1,08
25:39 0,08

Иволга × Hand 253 47,04 7:9 1,11
27:37 2,44

Иволга × Sage 514 7,59
1:15 1,57

15:241 2,78
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Анализ наследования устойчивости к септо-
риозу у сортов Burgas 2 и Jamhill при их гибри-
дизации с сортом Иволга с выявил моноген-
ный рецессивный контроль признака (схема 
расщепления соответствует 1:3) (табл. 2).

Расщепление по признаку резистентности в 
F2, полученном от скрещивания сорта Иволга 
с сортами Flex и Hand, соответствует диген-

ной схеме 7:9 (двойной рецессивный эпистаз). 
При гибридизации сортов Иволга и Sage 

обнаружили расщепление 1:15. Это сви-
детельствует о полимерном взаимодействии 
двух генов. Таким образом, проявление при-
знака устойчивости у сорта Sage обусловле-
но двумя рецессивными генами, действую-
щими аддитивно.

Заключение
Изучен генетический контроль проростковой 

устойчивости к Septoria nodorum Berk. у 18 ози-
мых и 8 яровых сортов мягкой пшеницы. Этот 
признак обычно имеет сложную генетическую 
природу. Тем не менее, некоторые исследователи 
выявляли сортообразцы с единичными главны-
ми генами резистентности. Такие формы ока-
зываются эффективными донорами септорио-
зоустойчивости для использования в селекции, 
так как при скрещивании с ними признак легко 
передается потомству. Анализ расщепления в F2 

по резистентности к высоко агрессивному изо-
ляту возбудителя септориоза показал, что сорта 
Burgas 2 и Jamhill несут по одному рецессивному 
гену, а Flex, Hand, Sage, Coker 47-27, Fiume – по 
два рецессивных гена устойчивости. Осталь-
ные сорта обладают 3-4 генами резистентности. 
Таким образом, 7 из 26 исследованных сортов 
могут быть использованы в селекции в качестве 
эффективных доноров септориозоустойчивости 
для защиты растений мягкой пшеницы от болез-
ни на ранних стадиях развития растений.
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Введение 
Проект «Геном человека» определил бур-

ное развитие и активное внедрение в меди-
цинскую практику молекулярной медицины 
представления о существовании «генов пред-
расположенности» – генов, мутантные аллели 
которых совместимы с рождением и жизнью в 
постнатальном периоде, но при определенных 
неблагоприятных условиях могут способство-
вать развитию того или иного заболевания [1]. 
Такие заболевания называют мультифактори-
альными (МФЗ).

Развитие МФЗ (сахарный диабет, атеро-
склероз, ишемическая болезнь сердца, брон-
хиальная астма, остеопороз, эндометриоз, 
некоторые психические и онкологические за-
болевания) в значительной мере зависит от 
провоцирующего действия неблагоприятных 
факторов внешней среды, специфичных для 
конкретного заболевания.

Данный обзор посвящен молекулярно-
генетической диагностике предрасположенно-
сти к остеопорозу (одного из частых МФЗ) и 
особенностям аллельного полиморфизма ге-
нов метаболизма костной ткани.

Согласно определению Всемирной орга-
низации здравоохранения, под остеопорозом 
понимают системное заболевание скелета, 
характеризующееся снижением костной мас-
сы и микроархитектурными повреждениями 
костной ткани, которые ведут к увеличению 
хрупкости кости и повышению риска пере-
ломов [2]. Заболевание поражает все возраст-
ные группы людей, характерно для мужчин 
и женщин, людей различных расовых групп. 
Наиболее часто остеопороз обнаруживается в 
пожилом и старческом возрасте.

Остеопороз, по данным ВОЗ, вышел по зна-

чимости на четвертое место среди неинфекци-
онных заболеваний после сердечно-сосудистой 
и онкологической патологии, а также диабета.

Интерес к остеопорозу как важной медицин-
ской и социальной проблеме очень высок. Это 
связано, прежде всего, с тем, что в развитых 
странах все большее внимание уделяется лю-
дям пожилого возраста, продолжительность 
жизни которых увеличивается, а активная со-
зидательная деятельность сохраняется доста-
точно долго. Широкая распространенность, 
тяжесть исходов, особенно при переломах 
шейки бедра или позвонков и потеря способ-
ности к самообслуживанию определяют вы-
сокую социальную значимость данного за-
болевания. 

Костная ткань постоянно обновляется, и 
каждые 10 лет старая заменяется новой. У де-
тей и подростков образование новой костной 
ткани происходит быстрее, чем резорбция, и 
ее плотность увеличивается, достигая макси-
мума к 18 годам. Затем наступает равновесие – 
оба процесса идут с одинаковой скоростью. 
Примерно к 40 годам начинается возрастное 
истончение костей, и резорбция постепенно 
начинает преобладать над увеличением мине-
ральной плотности кости [3].

Вероятность развития остеопороза у женщин 
гораздо больше, чем у мужчин: на их долю при-
ходится 80% случаев этого заболевания. С воз-
растом женщины лишаются одного из важных 
«протекторов» костной ткани – эстрогенов, и с 
наступлением менопаузы скорость резорбции 
у них резко возрастает. Рассчитано, что в сред-
нем 40% женщин постменопаузального перио-
да переносят, по крайней мере, один перелом 
вследствие остеопороза [4].
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Популяционные вариации остеопороза свя-
заны с особенностями взаимодействия гено-
типа и окружающей среды. В редких случаях 
остеопороз наследуется как моногенное за-
болевание – иногда его трудно отличить от 
мягких форм несовершенного остеогенеза, 
обусловленного доминантными мутациями в 
генах коллагена I типа – COL1A1 и COL1A2. 
Поэтому неудивительно, что около 2% таких 
мутаций ассоциированы с остеопорозом.

На развитие остеопороза влияет образ жизни 
человека – физическая активность, питание, 
вредные привычки (курение, злоупотребление 
алкоголем), медикаментозные препараты, а 
также сопутствующие заболевания. В пользу 
мультифакториальной природы остеопороза 
также свидетельствуют возрастные, половые, 
расовые и географические различия в частоте 
и течении заболевания.

Учитывая вышеприведенные факты, опре-
деление молекулярно-генетических причин 
остеопороза является достаточно актуаль-
ной задачей.

Основное направление исследований в из-
учении генетики остеопороза – это изучение 
формирования пика костной массы, ее насле-
дования, потери с возрастом, семейной пред-
расположенности к переломам, метаболизма 
кости. Исследование роли генетических фак-
торов важно для детерминации фенотипиче-
ских характеристик популяции и выявления 
их роли в развитии остеопороза. Существу-
ет несколько подходов для оценки вклада 
того или иного гена-кандидата в патогенез 
остеопороза. Один из них состоит в опреде-
лении степени корреляции между аллель-
ным полиморфизмом гена-кандидата и фак-
торами, провоцирующими развитие болезни 
(популяционно-ассоциативная модель). С этой 
целью проводится сравнение частот аллелей 
предполагаемых генов-кандидатов у больных 
остеопорозом с таковыми у лиц, не имеющих 
данного заболевания и, соответственно, сохра-
няющих нормальную минеральную плотность 
костной ткани (МПК).

Костная масса, безусловно, относится к 
одному из генетически модулируемых пара-
метров. В исследовании [5] было показано, 
что у сына пациента-мужчины с МПК ниже 
нормы риск развития остеопороза повышен 

в 4 раза, а у дочери пациента-женщины с по-
ниженной МПК риск возрастает в 5 раз. В 
настоящее время четко доказано, что низкий 
пик костной массы можно рассматривать как 
предиктор развития остеопороза и переломов, 
ассоциированных с остеопорозом [6].

Специфичность формирования пика костной 
массы в зависимости от пола представлена в 
работе [7]. Проведенные исследования под-
твердили тот факт, что роль генетических фак-
торов несомненна, но наряду с генетическими 
необходимо учитывать и средовые факторы [8]. 
Толчком для нарушений формирования пика 
костной массы и развития остеопороза может 
явиться целый ряд заболеваний, таких как ма-
льабсорбция, почечная дистрофия, респиратор-
ные заболевания, ревматоидный артрит, имму-
нологические нарушения, заболевания крови, а 
также иммобилизация и др.

Высокий вклад наследственности в характе-
ристики костной ткани проявляется на вось-
мой декаде жизни [9]. При этом он варьирует 
в зависимости от пола [10].

Предрасположенность к переломам костей 
также генетически предетерминирована [11]. 
Например, в исследовании [12] было показа-
но, что риск перелома шейки бедра повышен 
в 2 раза независимо от МПК, если у родителей 
был перелом бедра. Вклад наследственности 
в перелом запястья составляет от 23 до 54% и 
также не зависит от МПК [13].

Семейный и наследственный характер пере-
ломов независимо от МПК свидетельствует 
о том, что генетические факторы оказывают 
влияние на риск переломов механизмами, от-
личными от тех, которые контролируют плот-
ность костной ткани.

К наследственным факторам риска остео-
пороза относят особенности телосложения 
пациентов, унаследованные от родителей. 
Доказано, что лица низкого роста и хрупкого 
телосложения могут быть в группе риска за-
болевания [14]. Анатомические особенности 
строения костей также имеют генетическую 
предрасположенность. Некоторые варианты 
строения костей и их конфигурации можно 
рассматривать как факторы риска переломов 
(в частности, длина шейки бедренной кости и 
самой кости) [15].

Достоверную информацию об особенностях 
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наследования костной массы и МПК можно по-
лучить в исследованиях близнецов. Это удобная 
генетическая модель, так как монозиготные близ-
нецы имеют 100% общих аллелей, а дизиготные 
только 50% общих аллелей. Доказано, что у мо-
нозиготных близнецов меньше различий в МПК, 
чем у дизиготных [16].

Одной из главных причин, определяющих по-
терю костной массы у женщин, является дефицит 
эстрогенов в период менопаузы. Проведенные 
исследования показали, что возраст возникно-
вения менопаузы также генетически детерми-
нирован [17].

Установление факта генетической предраспо-
ложенности остеопороза по показателям МПК и 
костной массы активизировало проведение ис-
следований по идентификации генов-кандидатов, 
вовлеченных в процесс развития и формиро-
вания костной ткани. При этом основной про-
блемой при выборе кандидатуры гена является 
большое количество и разновидность белков, 
вовлеченных в биологию скелета и остеогенез, и 

все кодирующие их гены могут являться потен-
циальными кандидатами. В связи с этим, число 
кандидатур генов достаточно велико и постоян-
но увеличивается с введением новых технологий 
анализа экспрессии гена. Полиморфные аллели 
генов-кандидатов лишь в том случае считаются 
генетическими факторами риска, если их часто-
ты в выборках больных достоверно превышают 
контрольные уровни.

В настоящее время накоплен обширный мате-
риал о генетической детерминированности ми-
неральной плотности костной ткани. Оценка на-
следуемости МПК колеблется в зависимости от 
особенностей исследуемых выборок и достигает 
достаточно высоких величин – от 45% до 80%, то 
есть получены убедительные доказательства ге-
нетической детерминированности остеопороза. 
Идентифицировано более 100 генов-кандидатов, 
которые связаны с МПК и риском развития остео-
пороза [18]. В данном обзоре будут проанализи-
рованы основные из них, вносящие наибольший 
вклад в развитие остеопороза (табл. 1).

Ген рецепторов витамина D (VDR)

Таблица 1 

Полиморфизмы генов, оказывающих наибольшее влияние на развитие остеопороза

Ген Полиморфизм Reference SNP # Благоприятный 
аллель Аллель риска

VDR

BsmI rs1544410 b B
ApaI rs7975232 a A
TaqI rs731236 T t
FokI rs2228570 F f
Cdx2 rs11568820 G A

ER
PvuII rs2234693 T C
XbaI rs9340799 A G
(ТА)n >15 <15

COL1A1 с.104 - 441G>T rs1800012 G T
LCT c. - 13910C>T rs4988235 T С

В настоящее время из множества изученных 
генов-кандидатов, детерминирующих разви-
тие остеопороза, ген VDR изучен лучше всего.

Витамин D эндокринной системы оказывает 
плейотропный эффект на иммунную модуляцию, 
регуляцию пролиферации и дифференцировки 
клеток, скелетный метаболизм. Длительный де-
фицит витамина D3 у детей приводит к разви-
тию рахита, а у взрослых – к остеомаляции. Ген 
VDR является центральным регулятором в эндо-

кринной системе и выступает как ген-кандидат, 
обусловливающий особенности роста человека.

Ген рецептора витамина D характеризуется 
наличием полиморфизма в экзоне 9. Выявле-
но, что последовательность гена VDR является 
полиморфной у различных лиц. В нем извест-
ны 5 полиморфизмов длины рестрикционных 
фрагментов — Bsm I, Apa I, Taq I, Fok I и Cdx2, 
из которых маркер Bsm I имеет наибольшую 
информативность.
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Полиморфизм BsmI содержит сайт рестрик-
ции, обозначаемый как аллель b. В случае от-
сутствия такого сайта аллель обозначается как 
В. До 16% представителей белой расы являются 
гомозиготами по функционально неполноценно-
му аллелю этого гена (B/B) и относятся к группе 
риска развития остеопороза и остеопоротических 
переломов.

Было показано, что у людей с генотипом В/В 
риск возникновения переломов тел позвонков по-
является на 11 лет раньше, чем у лиц с генотипом 
b/b. В группе B/B риск переломов шейки бедра в 
четыре раза превышает аналогичный риск у лю-
дей с нормальным генотипом [19].

При исследовании близнецов различного воз-
раста было установлено, что пары монозиготных 
близнецов с совпадающим генотипом VDR име-
ют меньшие различия по МПК, чем дизиготные 
близнецы [19]. При анализе групп близнецов 
было показано, что генотип b/b ассоциирован 
с наиболее высокой МПК, а значение МПК у 
гетерозигот B/b приблизительно соответствует 
среднему значению, наблюдаемому в группах b/b 
и B/B, т.е. имеет место эффект дозы гена.

При сравнительном анализе результатов 16 ис-
следований взаимосвязи МПК и частотой поли-
морфизма BsmI было показано, что обладатели В/В-
генотипа имеют в среднем на 1,5-2,5% более низкую 
МПК по сравнению с носителями b/b генотипа [20].

P. Garnero и соавт. [21] изучали связь поли-
морфизмов гена рецептора витамина D с воз-
никновением переломов вертебральной и не-
вертебральной локализации. Было исследовано 
589 женщин после 60 лет (в постменопаузном 
периоде). Была выявлена ассоциация между уве-
личением частоты аллеля В у женщин и частотой 
переломов. Относительный риск подобных пере-

ломов у женщин с генотипом B/b в 1,5 раза, а у 
женщин с генотипом B/B – в 2,1 раза больше по 
сравнению с женщинами-носителями генотипа 
b/b. Женщины в исследуемых группах не отли-
чались по демографическим признакам, консти-
туции, индивидуальному и семейному анамнезу 
переломов или уровню усвоения кальция. Уро-
вень плотности костной ткани в позвоночном 
столбе, бедренной кости, лучевой кости, а также 
снижение плотности ткани в лучевой кости не 
влияли на ассоциацию генотипа с возникнове-
нием переломов.

Полиморфизмы ApaI и TaqI являются другими 
распространенными вариантами гена VDR (A и a, 
T и t аллели, соответственно). Многочисленными 
исследованиями было показано, что более высо-
кие значения минеральной плотности костной 
ткани ассоциированы с TTbbaa-генотипом [22].

При обследовании препубертатных девочек у 
носителей генотипа A/A полиморфизма ApaI и ге-
нотипа B/B полиморфизма BsmI наблюдался низ-
кий уровень МПК по сравнению с носителями 
a/a и b/b генотипов [23]. В исследовании [24] бы-
ло показано, что максимальная МПК также кор-
релирует с полиморфизмами ApaI, BsmI и TaqI.

В исследовании [25] при анализе полимор-
физма TaqI гена VDR было показано, что у 
носителей генотипа T/T МПК была выше по 
сравнению с носителями других генотипов.

Полиморфизмы BsmI, ApaI и TaqI локали-
зованы в 3’-регуляторной области гена VDR, 
поэтому их часто выделяют в один гаплотип. 
Участок 3’UTR гена VDR вовлечен в регуля-
цию экспрессии, в первую очередь, за счет 
регуляции стабильности мРНК. Часто встре-
чающимися и анализируемыми гаплотипами 
являются 2 варианта: baT и BAt (рис. 1) [19].

Рис. 1. Локализация полиморфизмов BsmI, ApaI и TaqI гена VDR
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Полиморфизм FokI. Установлено, что у 
женщин с генотипом f/f полиморфизма FokI ге-
на VDR на 12,8% чаще наблюдались более низ-
кие значения МПК, чем у женщин с генотипом 
F/F. При сравнении пременопаузальных белых 
женщин с FF- и ff-генотипами оказалось, что у 
носительниц генотипа f/f частота низких зна-
чений минеральной плотности костной ткани 
всего тела больше на 4,3%, а шейки бедра – на 
12,1%, чем у женщин с генотипом F/F [26].

Полиморфизм Cdx2. В последнее время поя-
вился ряд работ, посвященных изучению поли-
морфизма, результатом которого является замена 
А→G в положении –3731 от сайта инициации 
транскрипции гена VDR. Функциональный ана-
лиз полиморфной области провели на модельной 
линии клеток кишечника. Было показано, что на-
личие полиморфизма Cdx2 способствует актива-
ции транскрипции гена VDR [27]. По результатам 
проведенной работы авторы предположили, что 
Cdx2 играет важную роль в регуляции гена VDR.

В исследовании [27] изучали ассоциацию 
полиморфизма Cdx2 с МПК у 261 японских 

женщин. Было показано, что при низком по-
треблении кальция МПК в поясничном отде-
ле позвоночника у пациенток с A/А генотипом 
значительно выше, чем у женщин с G/G гено-
типом. При более высоком потреблении каль-
ция у женщин с A/А генотипом МПК шейки 
бедра была ниже по сравнению с G/G и G/А 
генотипами [28]. Таким образом, женщины с 
генотипом A/А имели МПК выше при низком 
уровне потребления кальция, тогда как при бо-
лее высоком потреблении кальция, ситуация 
была полностью противоположной. Данный 
факт полностью совместим с теорией Эйсмана, 
постулирующей, что взаимосвязь между эко-
логическим фактором (например, питанием) и 
МПК различаются для каждого генотипа таким 
образом, что при низком уровне воздействия 
экологического фактора преимущество имеет 
один генотип, а при более высоком уровне – 
другой [29]. По результатам исследований бы-
ло показано, что наличие полиморфизма Cdx2 
на 20% снижает риск перелома позвоночника 
независимо от пола человека [30].

Ген коллагена I типа (COLIAI)
Коллаген I типа является основным белком 

костной ткани, формирующим ее органиче-
ский матрикс. Ген, кодирующий этот белок, 
может быть рассмотрен как ген-кандидат в 
патогенезе остеопороза. Коллаген состоит из 
трех белковых нитей, переплетенных между 
собой. Основной коллаген состоит из двух 
нитей коллагена альфа 1 и одной нити колла-
гена альфа 2. Ген COL1A1 кодирует основной 
компонент коллагена 1-го типа. В настоящее 
время известно 9 типов молекул коллагена, 
волокна которых кодируются минимум 17 ге-
нами. Волокнистый коллаген является основ-
ным компонентом хрящевой ткани и входит в 
состав большинства других соединительных 
тканей. Мутации в данном гене ассоциирова-
ны с развитием незавершенного остеогенеза, 
синдромом Элерса-Данло и идиопатическим 
(спонтанным) остеопорозом.

В 1996 году Grant и соавт. впервые описал 
полиморфизм G>T гена COL1A1 в сайте связы-
вания с транскрипционным фактором SP1 [31]. 
Полиморфизм располагается в первом интроне 
гена и значимо связан с остеопоротическими 
переломами. Исследование 299 британских 

женщин показало ассоциацию полиморфизма 
со снижением плотности костной ткани (ПКТ) 
и увеличением числа остеопоротических пере-
ломов. Генотипы G/T и T/T чаще встречались 
у пациентов с тяжелыми формами остеопоро-
за и вертебральными переломами (54%), по 
сравнению с группой контроля (27%). Отно-
сительный риск вертебральных переломов у 
носителей мутантного аллеля Т составил 2,97. 
Позже данные результаты были подтверждены 
Uitterlinden и соавт. на группе 1778 женщин в 
постменопаузальном периоде [32].

Исследования, проведенные на образцах 
крови датских мужчин и женщин с целью 
определения отношения между вариантами 
гена СOL1А1, плотностью костей и биохими-
ческими маркерами ремоделирования костей, 
показали, что генотип Т/Т является независи-
мым маркером для предсказания риска остео-
поротических переломов как у женщин, так 
и у мужчин. Следовательно, его определение 
может иметь огромное клиническое значение 
в идентификации индивидуумов с повышен-
ным риском развития остеопороза независимо 
от пола [33].
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В исследовании [34] было показано, что 
у лиц с генотипом Т/Т полиморфизма гена 
COL1A1 риск переломов повышен на 40% по 
сравнению с лицами с генотипом G/G.

При исследовании полиморфизма G/T гена 
COL1A1 показано, что у носителей аллеля Т 
наблюдается дисбаланс белков коллагена 1 и 2 
типа, приводящий к снижению роста кости в 
длину, редукции костной массы и нарушению ее 
минерализации [35]. Данные исследования де-

монстрируют, что полиморфизм в гене COLIA1 
ассоциирован со снижением МПК и может пред-
располагать к случайным переломам у женщин 
в постменопаузальный период. При проведении 
ретроспективного мета-анализа по результатам 
опубликованных данных, проведенного в рабо-
те [36] было показано, что наличие Т аллелей 
полиморфизма Sp1 связано со снижением МПК 
в поясничном отделе, шейке бедренной кости и 
с переломами тел позвонков.

Ген рецептора эстрогена (ER)
Эстрогены играют важную роль в регуляции 

костного гомеостаза и поддержании МПК. Их 
потеря с возрастом приводит к выраженным 
нарушениям структуры как компактной, так 
и губчатой кости. Эстрогены являются не-
отъемлемым звеном в комплексе факторов, 
влияющих на закрытие зон роста костей у 
молодых женщин [37] и способствуют сохра-
нению костной массы у зрелых женщин [38]. 
В связи с тем, что остеобласты имеют рецеп-
торы к этим генам, выбор для анализа взаи-
мосвязи МПК и гена рецепторов эстрогенов 
(ER) не случаен.

Эффекты эстрогенов на структуры скелета 
опосредуются через связывание рецепторами 
двух типов, кодируемых генами ER-α и ER-β. 
Оба рецептора в костной ткани экспрессиру-
ются в большом количестве [39].

Полиморфизмы PvuII, XbaI в интроне 1 и 
ТА-повторы в промотерной области гена ER-α 
изучались наиболее активно.

Считается, что полиморфизм ТА-повторов 
оказывает эффект на МПК путем изменения 
продукции и стабильности мРНК, в то время 
как функциональное значение полиморфизмов 
PvuII и XbaI до конца не выяснено [40].

В исследовании [41] анализировали взаи-
мосвязь между PvuII и XbaI полиморфизмами 
гена ER-α и МПК у 2230 40-79-летних жителей 
Японии. У женщин в возрасте старше 60 лет 
наблюдалась достоверная корреляция между 
этими полиморфизмами и МПК шейки бедра. 

В исследовании [42] наблюдалась взаимосвязь 
между МПК позвоночника и генотипом поли-
морфизма XbaI.

Vann Meurs и соавт. [43] изучали взаимосвязь 
всех трех полиморфизмов с МПК позвоночни-
ка и частотой переломов среди 2042 пожилых 
голландцев. Среди женщин наблюдалась ста-
тистически достоверная зависимость между 
частотой гомозигот CG/CG и низким числом 
ТА-повторов и пониженной МПК пояснично-
го отдела позвоночника по сравнению с гомо-
зиготными носителями аллелей дикого типа. 
Более того, частота переломов была выше у 
носителей полиморфизмов PvuII и XbaI (OR = 
2,2) в сочетании с низким числом ТА-повторов 
(OR = 2,0) гена ER-α.

Было показано, что новый полиморфизм 
rs1801132 гена ER-α связан с частотой остео-
поротических переломов в группе 6752 бело-
кожих женщин [44].

Изучение влияния полиморфизмов генов 
ER-α и ER-β на риск развития остеопороза 
нуждается в дальнейших подтверждающих 
исследованиях.

В целом, как и для гена VDR, индивидуаль-
ный вклад гена ER в развитие остеопороза 
считается подтвержденным и не вызывает со-
мнений. Проводимые в настоящее время ис-
следования направлены на установление мо-
лекулярных механизмов вклада этого гена в 
предрасположенность к остеопорозу и возмож-
ности проведения заместительной терапии.

Ген лактазы (LCT)
Ген LCT кодирует аминокислотную последо-

вательность фермента лактазы. Этот фермент 
вырабатывается в тонком кишечнике и уча-

ствует в расщеплении молочного сахара – лак-
тозы. Лактаза обычно присутствует у детей, во 
взрослом состоянии у людей с определенным 
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генотипом фермент перестает вырабатывать-
ся. Употребление молочных продуктов в этом 
случае приводит к кишечным расстройствам 
вследствие непереносимости лактозы, сопро-
вождающимися такими симптомами, как га-
зообразование, отрыжка, спастические боли в 
животе и диарея. Данный вид метаболического 
нарушения встречается в 10-18% популяции 
в Германии, 20-25% в Австрии и 20-40% в 
Швейцарии. 

Как правило, после исключения из питания 
молока и других продуктов, содержащих лак-
тозу, у большинства лиц с лактазной недоста-
точностью состояние здоровья нормализуется 
в течение 2-3 недель.  

Сознательное или неосознанное избегание 
взрослыми употребления молока и молочных 
продуктов, являющихся важным источником 
кальция, может приводить к развитию дефицита 
кальция. Для женщин, находящихся в постмено-
паузе, дефицит кальция крайне неблагоприятен, 
так как обусловливает развитие остеопороза.

Описанные выше симптомы встречаются у 
людей с генетическим вариантом С/С полимор-
физма -13910 T>C гена лактазы LCT. Люди с 
генетической предрасположенностью к непе-
реносимости лактозы чаще подвержены риску 
снижения костной массы, равно как и риску не-
вертебральных переломов. Такая взаимосвязь, 
по-видимому, обусловлена изменением в мета-
болизме кальция при развитии описанной не-
достаточности. При этом нормальный вариант 
полиморфизма С связан со снижением синтеза 
лактазы во взрослом состоянии, а мутантный 
вариант Т – с сохранением у взрослых высокой 
лактазной активности. Таким образом, гомо-
зиготные носители варианта С не способны к 
усвоению лактозы (уровень синтеза мРНК гена 
лактазы у таких пациентов снижен до 2-22%), в 
то время как гомозиготные носители варианта 
T легко усваивают лактозу и хорошо переносят 

молочные продукты.
В исследовании [45] была охарактеризо-

вана функциональная роль полиморфизма  
LCT -13910 T>C в регуляции транскрипции 
гена LCT. В результате эксперимента было по-
казано 2,2-кратное снижение активности гена 
при наличии варианта -13910С.

В своем исследовании Obermayer-Pietsch 
и соавт. [46] продемонстрировали, что поли-
морфизм LCT-13910 T>C влияет на предрас-
положенность к переломам у женщин в пост-
менопаузальный период опосредованно через 
снижение поступления кальция, вследствие 
уменьшения толерантности к лактозе. В ходе 
исследования был определен генотип по поли-
морфизму -13910 T>C гена LCT у 258 женщин 
в постменопаузальном периоде. Изучалось 
влияние генотипа на наличие непереносимо-
сти молока, абсорбцию кальция в кишечнике, 
плотность костной ткани и невертебральных 
переломов. Было обнаружено, что 24% жен-
щин от общего числа имеют генотип С/С и 
наследственную непереносимость лактозы. 
Статистический анализ показал значимое сни-
жение (p = 0.04) плотности костной ткани в 
бедренной кости (на 7%) для генотипа С/С и 
позвоночнике (11%) при наличии генотипа С/С 
и T/C. Кроме того, была найдена достоверная 
ассоциация переломов с С/С генотипом (p = 
0.001). Захват кальция, содержащегося в моло-
ке, был снижен на 55% (p = 0.004), субъектив-
ное отвращение к молоку испытывало 16.6% 
(p = 0.01) женщин с генотипом С/С. Однако 
не было выявлено влияние полиморфизма на 
общий захват кальция, не связанный с потре-
блением молока.

Таким образом, определение генотипа поли-
морфизма -13910 T>C гена LCT является значи-
мым при определении индивидуального риска 
остеопороза из-за сниженного усвоения лакто-
зы у женщин в постменопаузальный период.

Заключение
Проведенный анализ литературных данных 

свидетельствует о том, что наибольший вклад 
в развитие остеопороза вносят гены VDR, 
COL1A1, ER и LCT. В настоящее время вра-
чам различных специальностей для успешной 
деятельности необходимо иметь более полное 
представление о влиянии полиморфизмов ге-

нов человека на развитие патологических про-
цессов. Такие исследования важны для более 
рациональной организации системы профи-
лактики и лечения заболевания еще на ранних, 
досимптомных стадиях его развития.

При выявлении у пациента вышеперечис-
ленных полиморфизмов ему следует уделять 
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серьезное внимание диете, балансу витами-
на D и кальция, оздоровительным программам 
с применением рациональных режимов есте-
ственной и аппаратной инсоляции.

Выявление групп риска позволит прово-
дить своевременные профилактические меро-
приятия, а также повысить эффективность 
терапии, избежать осложнений, снизить ин-
валидизацию и смертность таких пациентов, 
а также сократить расходы на их лечение.

В лаборатории генетики человека Института 
генетики и цитологии НАН Беларуси совмест-
но с Городским центром профилактики остео-
пороза (г. Минск) и Национальным центром 

остеопороза (г. Вильнюс) начаты исследования 
по проекту «Взаимосвязь генетических, кли-
нических и биохимических маркеров костного 
ремоделирования при тяжелом постменопау-
зальном остеопорозе». В рамках данного про-
екта проводится анализ частоты гомозиготных 
и гетерозиготных носителей полиморфизмов 
генов VDR, COL1A1 и LCT, а также показателей 
МПК в группе пациентов с тяжелым постмено-
паузальным остеопорозом в сравнении с кон-
трольной группой населения Беларуси и Литвы.
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Введение
Осетровые – это древняя группа хрящевых 

видов рыб, ценнейшая в пищевом отношении, 
которая на протяжении 350 млн. лет своей 
эволюции практически не подверглась круп-
ным морфологическим изменениям [1, 2, 3, 
4, 5, 6, 7]. Высокие цены на данный вид рыб-
ной пищевой продукции, интенсификация 
промысла, браконьерство, усиление антро-
погенного пресса на среду обитания осетро-
вых привели к тому, что большинство видов 
находятся под угрозой исчезновения и де-
монстрируют наиболее низкую численность 
за всю историю их изучения, а некоторые из 
них почти исчезли [2, 8, 9, 10]. Во всем ми-
ре значительные усилия и исследования фо-
кусируются на возобновлении численности 
осетровых рыб, разрабатываются методы их 
искусственного воспроизводства, товарного 
выращивания, выполняются исследования и 
разрабатываются программы по сохранению 
и увеличению численности природных по-
пуляций, а также проводятся мероприятия 
по реинтродукции, исчезающих популяций 
осетровых в бывшие ареалы их обитания [1, 
2, 3, 11, 12, 13, 14, 15].

В настоящее время в водотоках Беларуси 
остался единственный представитель осетро-
вых – стерлядь (Acipenser ruthenus L.). Если 
в первой половине ХХ века в бассейне реки 
Днепр в пределах Беларуси стерлядь была до-
вольно многочисленной промысловой рыбой, 
то в настоящее время вылавливается единич-
ными экземплярами. С 1981 года стерлядь 
включена в Красную книгу Беларуси, катего-
рия I (CR) – популяция вида, имеющего очень 
низкую численность, или как вид, находящий-
ся под угрозой исчезновения [8].

Дефицит товарной рыбной продукции 
осетровых на рынке Беларуси восполнялся 
импортом из Российской Федерации. С це-
лью сокращения импорта осетровых и для 
расширения видового разнообразия выра-
щиваемой отечественными рыбоводными 
хозяйствами товарной рыбной продукции, 
в 2000 г. на территорию Республики Бела-
русь была завезена стерлядь из волжского 
региона Российской Федерации (ГУДП «Ко-
наковский завод товарного осетроводства») 
[3, 16]. Со временем в ряде хозяйств ОАО 
«Рыбхоз «Полесье», ОАО «Рыбхоз «Селец», 
ОАО «Рыбхоз «Волма» и др. были сформи-
рованы маточные стада стерляди, налажено 
ее искусственное воспроизводство, а также 
получение рыбопосадочного материала и то-
варной рыбы. 

Возможность вселения выращиваемой стер-
ляди в водотоки Беларуси наталкивалась на 
международные обязательства по сохранению 
биоразнообразия из-за существовавшей опас-
ности нанесения вреда со стороны вселенца 
для местной малочисленной днепровской по-
пуляции стерляди, находящейся на грани ис-
чезновения. Поэтому возникла необходимость в 
установлении происхождения завезенной попу-
ляции стерляди. По просьбе специалистов ОАО 
«Рыбхоз «Полесье» Пинского района Брестской 
области в 2008-2009 гг. в рамках хозяйствен-
ного договора нами были выполнены иден-
тификационные молекулярно-генетические 
исследования производителей стерляди с 
использованием микросателлитных марке-
ров. Из 240 особей маточного стада стерляди  
в 2008 г. было изучено 24 экз. (или 10% от чис-
ленности маточного поголовья).
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Задачей настоящей работы являлось про-
должение начатых в 2008 г. молекулярно-
генетических исследований стерляди по про-
верке гипотезы ее днестровско-днепровского 
происхождения с использованием микроса-
теллитного метода на увеличенной выборке 

маточного стада, сформированного в ОАО 
«Рыбхоз «Полесье».

В результате проведенных исследований 
было установлено, что завезенная из волж-
ского региона стерлядь имеет днестровско-
днепровское происхождение [16].

Материалы и методы
Материалом для исследования полимор-

физма по микросателлитным локусам послу-
жила выборка из 24-х особей производителей 
стерляди, взятых в 2009 г. в ОАО «Рыб-

хоз «Полесье» Пинского района Брестской 
области. 

Количество изученных особей производите-
лей стерляди приведено в табл. 1.

Таблица 1 

Выборки производителей стерляди весной 2009 г.

№ п/п Место отбора проб Дата отбора проб
Число 

исследованных 
особей, шт.

Пол Возраст особей

1 Маточный пруд 
№16 23.04.2009 г. 12 ♀ девятигодовик

2 Маточный пруд 
№16 23.04.2009 г. 12 ♂ -«-

Итого 24 – –

Для молекулярно-генетических исследова-
ний прижизненно отбирали и фиксировали в 
96%-ом этаноле тканевые пробы плавников, 
затем проводили выделение из них ДНК. Об-
разцы отмывали от спирта дистиллированной 
водой, после чего от каждого образца плавника 
отрезали небольшой участок ткани (3×3 мм) и 
помещали в пробирки типа Эппендорф объе-
мом 1,5 мл. Затем к каждому образцу прилива-
ли 500 мкл лизирующего буфера (10 мМ Tris-
HCl, pH=7,5; 10 мM Na2ЭДТА, pH=8,0; 50 мМ 
NaCl; 2% SDS), 30 мкл протеиназы К (20 мг/
мл) и 30 мкл 1М ДТТ. Образцы помещали в 
термостат на 18 часов при 37 °С.

Для очистки ДНК к лизату добавляли по 500 мкл 
фенол-хлороформной смеси, центрифугировали 
при 10 000 об./мин в течение 12 минут, водную 
фазу (аккуратно, не задевая осадок) переносили в 
чистую пробирку (повторяли дважды). Для более 
полной очистки ДНК к супернатанту добавляли 
500 мкл хлороформа, центрифугировали при 
10 000 об./мин в течение 12 минут, водную фазу 
переносили в чистую пробирку. Далее в целях 
уменьшения потерь ДНК продукта добавляли по  
35 мкл 5 М NaCl.

ДНК осаждали охлажденным [до –20°С] 
96%-ным этанолом, центрифугировали при 
10 000 об./мин в течение 12 мин. Избавлялись 
от надосадка. Осадок промывали в 1 мл 70% 
этанолом, центрифугировали при 10 000 об./
мин в течение 12 мин. Затем осадок высушива-
ли при комнатной температуре и растворяли в  
100 мкл ТЕ-буфера. 

Концентрацию и чистоту выделенной 
ДНК определяли спектрофотометрически 
на спектрофотометре Ultrospec 3300 pro UV/
Visible (Biochrom Ltd., Великобритания). 
Спектрофотометрический анализ степени 
загрязнения полученных препаратов ДНК 
белками, проведенный на основе соотно-
шения коэфициентов поглощения А260/А280 
с учетом фоновой компенсации при 320 нм 
для введения поправки на буферные рас-
творы с высоким поглощением, подтвер-
дил высокую степень очистки полученных 
препаратов ДНК. Среднее соотношение 
коэффициентов поглощения А260/А280 со-
ставило 1,71. Концентрация ДНК в препа-
ратах, выделенных из плавников стерляди, 
в среднем составила 6,42 мг/мл.
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Целостность полученной ДНК проверяли 
электрофоретически в 2%-ном агарозном геле 
(SeaKem LE Agarose, LONZA) с использовани-
ем ТВЕ-буфера. Ниже приведено изображение 
полученного геля с препаратами выделенной 

ДНК (рис. 1). На изображении видны четкие 
одиночные полосы, а также заметно отсут-
ствие шлейфа из ДНК. Вышеизложенные ха-
рактеристики свидетельствуют о высокомо-
лярной целостности ДНК.

Рис. 1. Агарозный гель с препаратами выделенной ДНК

Таблица 2 

Последовательность праймеров к исследуемым микросателлитным локусам

Название праймера Последовательность

LS-19F 5΄-CATCTTAGCCGTCТGGGTAC-3΄
LS-19R 5΄-CAGGTCCCTAATACAATGGC-3΄
LS-39F 5΄-TTCTGAAGTTCACACATTG-3΄
LS-39R 5΄-ATGGAGCATTATTGGAAGG-3΄
LS-68F 5΄-TTATTGCATGGTGTAGCTAAAC-3΄
LS-68R 5΄-AGCCCAACACAGACAATATC-3΄
Aox-45F 5΄-TTGTTCAATAGTTTCCAACGC-3΄
Aox-45R 5΄-TGTGCTCCTGCTTTTACTGTC-3΄

При проведении наших исследований ПЦР вы-
полняли на амплификаторе MyCyclerTM (Bio-Rad, 
США). Реакционная ПЦР-смесь объемом 25 мкл 
содержала ПЦР-буфер 10х (c KCl) (Primtech); 3,3 
мМ MgCl2, раствор dNTP’s 10x; ≈ 0,4 мкМ каждо-
го праймера; 0,06 ед./мкл Taq ДНК-полимеразы 
(Primtech) и 1мкл ДНК рыб. Температурный ре-
жим амплификации представлен в табл. 3

Продукты амплификации (10 мкл реакцион-

ной смеси) разделяли в 2,5%-ном агарозном 
геле (SeaKem LE Agarose, LONZA) в TBE-
буфере. Гель окрашивали этидиум бромидом.

Частоту каждого аллеля по определенному 
локусу вычисляли как процент от общего ко-
личества аллелей по данному локусу. Все ма-
тематические вычисления производили в про-
грамме Statistica 6.0. Обработку и анализ гелей 
производили в программе Quantity One 4.4.0.

Для выполнения молекулярно-генетических 
исследований был использован микросател-
литный метод изучения ДНК по четырем 
микросателлитным локусам: LS-68, LS-19, 
LS-39 и Аох-45, по которым зарубежными 
исследователями был выявлен полиморфизм 

среди 5 различных популяций стерляди из 
рек Днепр, Днестр, Волга, Кама и Дунай  
[9, 17].

Последовательность праймеров, использо-
ванных ими при проведении исследований 
представлена в табл. 2.
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Таблица 3 

Температурный режим амплификации

Шаг Температура, °С Продолжительность Количество 
циклов

I 94 5’ 1

II
Денатурация 94 1’

33Отжиг 55 30’’
Элонгация 72 30’’

III 72 5’ 1
IV 4 До ∞ 1

Результаты и обсуждение
Анализ полученных результатов молекулярно-

генетических исследований стерляди в 2009 г. про-
водили по тем же четырем микросателлитным ло-
кусам LS-68, LS-19, LS-39 и Аох-45, что и в 2008 г.

У анализируемых образцов с частотой 
21,31% был обнаружен аллель (140) по локусу 

LS-68, характерный только для днестровской 
популяции стерляди (присутствовал у 54% ис-
следуемых особей), и с частотой 9,84% аллель 
(235) по тому же локусу, характерный только 
для днепровской популяции стерляди (присут-
ствовал у 25% особей) (рис. 2).

Рис. 2. Агарозный гель продуктов амплификации по микросателллитному локусу 
LS-68 у стерляди

Также у исследуемых образцов с частотой 
27,58% присутствовал аллель (150) по локусу 
LS-19, характерный только для днестровской 

популяции (отмечен у 33% особей) (рис. 3). 
Данные аллели отсутствовали у особей стерля-
ди, принадлежащих к волжской популяции [17].

Рис. 3. Агарозный гель продуктов амплификации по микросателлитному локусу 
LS-19 у стерляди

Для локуса LS-39, по сведениям польских 
и украинских ученых, не выявлено специфи-
ческих аллелей у различных популяций стер-
ляди [17]. На рис. 4 приведено изображение 
геля со спектром продуктов амплификации по 
локусу LS-39. По данному локусу кроме алле-
лей, выявленных в исследованиях зарубежных 
ученых, также было подтверждено наличие 
аллеля в 148 п.о., который был продемонстри-

рован нами в предыдущих исследованиях по 
идентификации стерляди [8]. В наших иссле-
дованиях данный аллель встречался с частотой 
9,38% (у 12,5% особей). Также нами был выяв-
лен еще один аллель в 152 п.о., который ранее 
не был описан и встречался с частотой 16,62%  
(у 21% исследуемых особей). Возможно, дан-
ные аллели (148, 152) характерны для популя-
ции стерляди Днестра и Днепра.
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Рис. 4. Агарозный гель продуктов амплификации по микросателлитному локусу 
LS-39 у стерляди

По локусу Аох-45 зарубежными учены-
ми [17] были отмечены специфические алле-
ли, характерные для популяций стерляди из 
Волги и Днестра. Для днестровской популя-
ции был специфичен аллель в 118 п.о., а для 
волжской – в 121 п.о. 

В наших исследованиях по локусу Аох-45 был 
обнаружен аллель в 120 п.о., который встречался 
с частотой 20,56% (33,33% особей) (рис. 5). Од-
нако представляется затруднительным отнести 
этот аллель к одному из двух маркеров, так как 
разница в три нуклеотида трудно вычленяема.

Рис. 5. Агарозный гель продуктов амплификации по микросателлитному локусу
Aox-45 у стерляди 

Таким образом, результаты повторных 
молекулярно-генетических исследований, 
полученные в 2009 г., подтвердили гипотезу 
днестровско-днепровского происхождения 
стерляди, завезенной в 2000 году из ГУДП 
«Конаковский завод товарного осетровод-
ства» (Российская Федерация) в ОАО «Рыбхоз 
«Полесье» Пинского района Брестской обла-
сти. Установлено, что аллели в 140 и 235 п.о. 
по локусу LS-68, аллель в 150 п.о. по локусу 
LS-19 являются специфичными для популя-
ций стерляди Днестра и Днепра. Аллели 148 и  
152 п.о. по локусу LS-39, возможно, также 
могут быть использованы для идентифика-
ции популяций днестровской и днепровской 
стерляди. Считаем, что использование локу-
са Aox-45 в дальнейших исследованиях при 
идентификации популяционного происхожде-

ния стерляди является нецелесообразным.
В табл. 4-7 представлены обобщенные за 

два года (2008-2009 гг.) результаты генетиче-
ской идентификации производителей стерля-
ди в ОАО «Рыбхоз «Полесье». Исследовани-
ям подвергнуто 20% маточного стада.

Как свидетельствуют данные, представ-
ленные в табл. 4, у анализируемых нами об-
разцов, отобранных у 48 экз. производителей 
стерляди, по локусу LS-68 были обнаруже-
ны два специфических аллеля: (140), харак-
терный только для днестровской популяции 
стерляди, с частотой 23,66% (присутство-
вал у 64,58% исследуемых особей) и (235), 
по тому же локусу, характерный только для 
днепровской популяции стерляди, с частотой 
9,16% (присутствовал у 25% исследуемых 
особей).

Таблица 4 

Обобщенные результаты генетической идентификации у 48 экземпляров стерляди 
(Acipenser ruthenus L.) по локусу LS-68

Локус Частота аллелей, % Количество особей, %

LS-68
140 23,66 64,58
235 9,16 25,0
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Таблица 5 

Обобщенные результаты генетической идентификации у 48 экземпляров стерляди 
(Acipenser ruthenus L.) по локусу LS-19

Локус Частота аллелей, % Количество особей, %
LS-19 150 27,94 39,58

Для локуса LS-19 был обнаружен специфи-
ческий аллель (150), характерный только для 

днестровской популяции стерляди, с частотой 
27,94% (отмечен у 39,58% особей) (табл.5).

Таблица 6 

Обобщенные результаты генетической идентификации у 48 экземпляров стерляди 
(Acipenser ruthenus L.) по локусу LS-39

Локус Частота аллелей, % Количество особей, %

LS-39
148 13,33 20,85
152 6,66 10,42

По локусу LS-39 нами был обнаружен ал-
лель (148) с частотой 13,33% (присутствовал 
у 20,85% особей) и аллель (152) с частотой 
6,66% (отмечен у 10,42% особей) (табл.6). 

Считаем, что обнаруженные нами аллели по 
локусу LS-39, также характерны для популя-
ции стерляди Днестра и Днепра.

Таблица 7 

Обобщенные результаты генетической идентификации у 48 экземпляров стерляди 
(Acipenser ruthenus L.) по локусу Aox-45 

Локус Частота аллелей, % Количество особей, %
Aox-45 120 8,33 18,75

Как свидетельствуют данные, представлен-
ные в табл. 7, для локуса Aox-45 нами был об-
наружен аллель (120), который встречался с 
частотой 8,33% (присутствовал у 18,75% иссле-
дуемых особей). По данным польских и украин-
ских ученых, именно по этому локусу были от-
мечены специфические аллели, по отдельности 
характерные для популяций стерляди Волги и 
Днестра (для днестровской популяции оказал-

ся специфичен аллель в 118 п.о., для волжской 
– в 121 п.о.) [17]. Однако, обобщив массив по-
лученных данных за 2 года, мы считаем, что 
данный аллель не может быть использован при 
идентификации принадлежности стерляди к той 
или иной популяции (Днестр, Волга), так как 
затруднительно дать точную оценку, к какому 
молекулярному маркеру следует отнести обна-
руженный аллель, по разнице в три нуклеотида.

Заключение
Результаты повторных генетических иссле-

дований подтвердили, что завезенный в 2000 г. 
из ГУДП «Конаковский завод товарного осе-
троводства» (Российская Федерация) и выра-
щенный до производителей в ОАО «Рыбхоз 
«Полесье» (Республика Беларусь) рыбопоса-
дочный материал стерляди не принадлежал 
к волжской популяции стерляди (Каспий-

ский бассейн), а относился к популяциям рек 
Днестра и Днепра (Черноморский бассейн). 
На основании полученных нами за два года 
обобщенных данных, установлено, что алле-
ли в 140 и 235 п.о. по локусу LS-68, аллель в  
150 п.о. по локусу LS-19 можно рассматривать 
как специфические для стерляди Днестра и 
Днепра. Аллели (148 и 152) по локусу LS-39, 
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возможно, также могут быть использованы 
для идентификации популяций днестровской 
и днепровской стерляди.

Установлено также, что микросателлитные 
маркеры ДНК являются эффективным сред-
ством в определении популяционной принад-
лежности осетровых. 

Полученные факты, свидетельствующие 
о днестровско-днепровском происхождении 
стерляди в одном из рыбоводных хозяйств ре-
спублики, открывают реальные перспективы 
для выполнения работ по реинтродукции, вы-
ращиваемой в белорусском хозяйстве стерля-
ди в реки бассейна Днепра и Днестра с целью 

восстановления численности популяций, на-
ходящихся под угрозой исчезновения и зане-
сенных в Красные книги Республики Беларусь, 
Российской Федерации, Украины и Молдовы. 

Считаем, что для разработки практических 
рекомендаций по интродукции стерляди из 
рыбоводных хозяйств в реки трансгранич-
ных регионов бассейнов Днепра и Днестра 
необходимо проведение широкомасштабно-
го международного проекта по генетической 
инвентаризации маточных стад стерляди в 
рыбоводных хозяйствах всех стран-участниц, 
а также изучению мест выпуска стерляди в 
естественные ареалы обитания.
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Введение
В связи с неуклонным ростом частоты онко-

логических заболеваний, одной из ключевых 
проблем современной медицины и биологии 
является понимание закономерностей процес-
сов иммортализации и онкотрансформации. Не-
смотря на впечатляющие достижения генетики 
соматических клеток в изучении малигнизации, 
во многом остается неизвестной последователь-
ность событий, развивающихся в ходе этого про-
цесса. До конца также не изучены причины при-
обретения потенциального бессмертия раковых 
клеток и преодоления ими так называемого ли-
мита Хайфлика. Еще в 1961 году в работах Лео-
нарда Хайфлика и Пауля Мурхеда было установ-
лено, что репликативный потенциал нормальных 
диплоидных клеток млекопитающих ограничен. 
Они показали, что культуры диплоидных клеток 
проходят in vitro 3 стадии. I стадия – это период 
адаптации первичной культуры к условиям куль-
тивирования, II стадия представляет собой этап 
роста, когда клетки делятся определенное число 
раз, а на III стадии пролиферация прекращается 
и наступает репликативное старение (популяции 
клеток сохраняют жизнеспособность, но митоти-
ческих делений не происходит), после чего насту-
пает кризис – клетки дегенерируют и погибают. 
Пролиферативный потенциал клеток, культиви-
руемых in vitro, коррелирует с видовой продол-
жительностью жизни: для эмбриональных фи-
бробластов (ЭФ) человека он может составлять 
от 40 до 60 удвоений клеточных популяций, для 
ЭФ крысы – 14-28, для клеток мышей – 10-20 [1]. 
Однако существуют исключения из этого пра-
вила: иммортализированные и раковые клетки.

Иммортализированные и раковые культу-
ры обладают способностью к неограничен-
ной пролиферации и могут преодолевать 
клеточное старение. Различие между иммор-

тализированными и раковыми клетками, 
культивируемыми in vitro, заключается в 
способности раковых клеток вызывать раз-
витие злокачественных новообразований при 
трансплантации их восприимчивым живот-
ным [2]. Для проведения таких исследова-
ний, как правило, используются иммунодефи-
цитные мыши линии SСID (severe combined 
immunodeficiency mice) – мыши с тяжелой 
иммунологической недостаточностью, кото-
рая определяется отсутствием Т– и В–лимфо-
цитов, а также мыши NOD–SCID (Nonobese 
Diabetic SCID), у которых  развивается диабет  
без ожирения и иммунодефицит с отсутствием 
T–, B– и NK–лимфоцитов [3].

Иммортализация является ключевой ста-
дией канцерогенеза, но недостаточной для 
опухолевой прогрессии. Так, было показано, 
что мутация онкогена ras вызывает раковую 
трансформацию SV40–иммортализирован-
ных фибробластов, но не приводит к злока-
чественному перерождению нормальных фи-
бробластов человека (не трансфецированных 
палиомавирусом SV40) [4]. При сходных экс-
периментах, связанных с изменением актив-
ностей генов опухолевых супрессоров, таких 
как p53 и p16 INK4a, онкотрансформация на-
блюдалась в культурах фибробластов чело-
века, предварительно иммортализированных 
вирусом SV40 [5, 6]. 

К генам иммортализации можно отнести 
myc [7], р16/p53 [5, 6], bcl–2 [8], ras [9], fos [10] 
и др. Общим для этих генов является то, что 
они кодируют ядерные белки, связывающие-
ся с ДНК и ядерным матриксом. Кроме того, 
их активация осуществляется не только путем 
мутаций, при которых изменяется нуклеотид-
ная последовательность кодирующего участка 
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гена, но и посредством амплификации и эпи-
генетической регуляции, одним из механизмов 
которой является метилирование цитозиновых 
оснований в ДНК [11, 12].

Иммортализация может быть спонтанной и 
индуцированной. Спонтанная иммортализа-
ция – редкое событие, которое происходит в 
культурах нормальных фибробластов человека 
с частотой 10-7–10-9 [13]. На рис. 1 приведена 
шкала, отражающая возможность клеток раз-
личного происхождения приобретать неогра-

ниченный пролиферативный потенциал [14]. 
В стареющих культурах фибробластов грызу-
нов частота трансформации значительно выше, 
поэтому эмбриональные фибробласты крысы 
являются удобным объектом для изучения про-
цессов иммортализации и онкотрансформации 
в процессе длительного культивирования [15, 
16]. Их можно использовать для изучения раз-
ных этапов малигнизации, что является важным 
для разработки новых эффективных способов 
профилактики, диагностики и терапии рака.

Материалы и методы

Рис. 1. Качественная шкала, демонстрирующая увеличение вероятности приобретения способности 
к неограниченной пролиферации клетками разной видовой принадлежности

Целью настоящей работы было исследование эта-
пов спонтанной иммортализации и онкотрансфор-
мации путем анализа морфологических и функцио-

нальных характеристик фибробластов крысы при 
их длительном культивировании in vitro с помощью 
метода компьютерной видеомикроскопии. 

В качестве объекта исследования использо-
вали культивируемые in vitro эмбриональные 
фибробласты крысы. Для получения первич-
ной клеточной линии кожно-мышечную ткань 
8-14-дневных эмбрионов крысы переводили 
в культуру клеток. Для этого измельченную 
ткань дезагрегировали 0,25%-ным раствором 
трипсина при 37 °С в течение 30 мин. После 
удаления трипсина осадок ресуспендировали 
в ростовой среде, добавляли в культуральный 
сосуд СО2 (5% от объеме сосуда) с помощью 
шприца, герметически закупоривали сосуд и 
культивировали клетки при 37 °С. 

Для длительного поддержания фибробла-
стов крысы использовались 2 способа. При 

первом клеточный монослой 1 раз в неде-
лю обрабатывали последовательно раство-
ром Версена, а затем 0,25%-ным раствором 
трипсина, после чего ферменты отмывали 
средой Игла, суспендировали клетки и высе-
вали их в новые культуральные сосуды. При 
втором, менее трудоемком способе, культуру 
поддерживали путем еженедельной смены 
среды. Культуральная среда содержала сре-
ду DMEM, 10% эмбриональной сыворотки 
телят (ЭТС) и антибиотики (0,01% пени-
циллина и стрептомицина). Монослойные 
культуры, полученные из эмбрионов крысы, 
характеризуются фибробластоподобным ти-
пом роста.

фибробласты цыпленка

фибробласты человека
фибробласты теленка

фибробласты кролика

фибробласты хомячка

фибробласты крысы
фибробласты мыши
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Для анализа живых иммортализирован-
ных фибробластов крысы использовали ком-
пьютерный видеокомплекс, включающий ин-
вертированный микроскоп с термокамерой и 
цветную видеокамеру, подключенную к ком-
пьютеру. Для компьютерной видеосъемки со-
суд Карреля с клетками помещали в термока-
меру (37 °С) инвертированного микроскопа. 
С помощью визуального просмотра выбирали 
участок культуры на дне культурального сосу-
да и выполняли автоматическое компьютерное 
фотографирование либо видеосъемку клеток. 

Для проведения детального анализа в некоторых 
экспериментах по видеомикроскопии живых клеток 
использовались специально изготовленные стеклян-
ные вкладыши. Они имели размеры 25 × 10 × 1 мм 
и были разделены на квадратные (1 × 1 мм) участки 
бороздками шириной 0,2 мм и глубиной 0,05 мм. 
Бороздки препятствовали перемещению клеток из 
одного квадрата в другой, что обеспечивало удоб-
ство анализа роста культуры. При этом плотность 
посева составляла 1500-2000 клеток на 1 см2, что 
позволяло анализировать события на уровне от-
дельных фибробластов и их клеточных потомств.

Результаты и обсуждение
Впервые смену культуральной среды в сосуде с 

первичной культурой эмбриональных фибробла-
стов крысы (ЭФК) осуществили на вторые сутки 
культивирования. Культура достигла состояния 
конфлуентности на седьмые сутки культивиро-
вания. Можно предположить, что в течение это-
го времени в клеточной культуре уже произошли 
процессы старения, сопровождающиеся умень-
шением пролиферативной активности. По опу-
бликованным данным, торможение клеточного 
деления первичных культур млекопитающих на 
ранних этапах культивирования может рассматри-
ваться как проявление так называемого  внешнего 
клеточного старения [17]. Внешнее, или преждев-
ременное, старение в культуре клеток основано 
на механизме, который активируется при повы-
шении содержания кислорода в газовой среде, 
и отличается от «внутреннего» репликативного 
старения. Так, для клеток человека репликативное 
старение коррелирует с укорочением теломер – 
концевых участков хромосом, состоящих из ты-
сяч тандемных повторов (TTAGGG)n при каждом 
клеточном делении за счет выключения фермента 
теломеразы, которое происходит на ранних этапах 
эмбриогенеза [18]. Клетки грызунов отличаются 
длинными стабильными теломерами и снабже-
ны системой воспроизведения концевых участ-
ков хромосом, что предохраняет их от реплика-
тивного старения, но они, в то же время, более 
чувствительны к внешнему старению. В работе 
Симоны Паринелли и сотрудников показано, что 
феномен преждевременного старения в большей 
степени свойственен фибробластам мыши (ФМ), 
чем фибробластам человека (ФЧ). ФМ не про-
являли ускоренного старения при физиологиче-
ском уровне кислорода (3%), а при атмосферном 

содержании кислорода (20%) они либо приобре-
тали способность к неограниченной пролифера-
ции, либо переставали размножаться вовсе [17]. 
Механизм преждевременного старения связы-
вают с работой ингибиторов циклин-зависимых 
киназ, причем их активация приводит к необра-
тимой остановке клеточного цикла, и наоборот, 
их инактивация способствует малигнизации [19, 
20]. ФЧ обладали меньшей чувствительностью 
к действию кислорода, что отражалось лишь в 
кратковременном снижении скорости пролифе-
рации. Следовательно, у грызунов, в отличие 
от человека, вследствие относительно меньшей 
резистентности к стрессовым воздействиям пу-
сковые механизмы спонтанной иммортализации 
могут срабатывать раньше, уже при переводе кле-
ток в культуру,  и проявляться в виде увеличения 
пролиферативного потенциала в части клеточной 
популяции, нарушения контактного ингибирова-
ния и возникновения клональной гетерогенности. 

После 21 суток культивирования (III пас-
саж) конфлуентный монослой из фибробла-
стоподобных клеток трипсинизировали. Клет-
ки подсчитывали в камере Горяева и высевали 
при плотности 10 000 клеток на 1 см2 в два сте-
клянных культуральных сосуда (культуры 1 и 2)  
(IV пассаж). В сосуд с культурой 1 помещали 
стеклянный вкладыш для последующего экс-
перимента по компьютерной видеосъемке (под-
робнее эксперимент описан ниже). 

На 28-й день в обеих культурах образовался 
плотный монослой, состоящий из веретеновид-
ных клеток. В культуре 1 сменили отработанную 
культуральную среду, одновременно в культуре 2 
был осуществлен трипсиновый пересев клеточ-
ного монослоя (пассаж V). На 30-е сутки экспе-
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римента в культуре 1 зарегистрировали единич-
ные многослойные агрегаты на фоне монослоя, 
состоящего из веретеновидных клеток (рис. 2а), в 
то время как в культуре 2 единичные клетки лишь 
начинали формировать разреженный монослой 

(рис. 2б). Формирование многослойных клеточ-
ных агрегатов свидетельствует о нарушении спо-
собности клеток к контактному торможению, что 
может быть одним из признаков иммортализации 
фибробластов крысы.

Рис. 2. Культуры фибробластов крысы после 30 суток культивирования

В культуре 1 на 30-е сутки в сплошном монослое вере-
теновидных клеток формируются участки загущения

В культуре 2 на 30-е сутки наблюдается формирова-
ние разреженного монослоя

По истечении 36 дней в культуре 1 сменили 
культуральную среду, а в культуре 2 осуществи-
ли трипсиновый пересев (пассаж VI). На 41-й 
день культивирования в культуре 2 отметили 
снижение скорости пролиферации фибробластов 
крысы, местами наблюдали группы погибших 
клеток, т.е. культура вступила в стадию кризиса 
и старения, в то время как в культуре 1 плотность 
монослоя увеличивалась, количество многослой-
ных агрегатов возрастало. 

На 43-й день эксперимента в культуре 2 за-
регистрировали появление клеток атипичной 
морфологии (округлой формы) на фоне раз-
реженного монослоя веретеновидных клеток 
(рис. 3а и 3б). Для проверки того, появились 
ли клетки измененной морфологии в культу-
ре 1, выращиваемой без пересевов, на 48-й 
день культивирования из флакона 2 извлек-
ли стеклянный вкладыш и поместили его в 
новый культуральный сосуд 3 и подвергли 
клетки на вкладыше трипсинизации. Клетки 
ресуспендировали в среде в течение 5 минут, 
после чего во флакон с оставшимся вклады-
шем добавили 5% СО2. Плотность посева 
культуры не превышала 3000 клеток на 1 см2, 
что являлось приемлемым для проведения 

эксперимента по непрерывной видеосъемке 
клеточной культуры при частоте видеозаписи 
1 кадр в 24 секунды.

Анализ видеофильма показал, что в культуре 
1 и 3, так же как и в культуре 2, присутствовали 
округлые клетки, которые обладали более ак-
тивной пролиферацией (по сравнению с попу-
ляцией веретеновидных клеток) и  постепенно 
вытесняли последние (рис. 4). На рис. 4а вид-
но, что через 24 часа 24 минуты на субстратной 
пластинке адгезировались группы веретено-
видных клеток. Анализ видеозаписей показал, 
что некоторые клетки были погибшими. По 
истечении 80 часов 40 минут начали появлять-
ся группы морфологически измененных (окру-
глых) клеток (рис. 4б). По прошествии еще  
3 часов количество округлых и веретеновидных 
клеток в пределах одного участка субстратной 
пластинки стало приблизительно одинаковым 
(рис. 4в), но после 111 часов 40 минут от на-
чала культивирования веретеновидные клетки 
начали укрупняться в размерах, причем количе-
ство их делений резко сократилось (рис. 4г), в 
то время как округлые клетки продолжали раз-
множаться и постепенно полностью вытеснили 
веретеновидные (рис. 4 д-е).

а) б)

100 мкм 100 мкм
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Рис. 3. Клональная гетерогенность в культуре фибробластов крысы как один из признаков иммортализации

На 43-й день в культуре 2 появилась небольшая суб-
популяция клеток более округлой формы (по  

сравнению с веретеновидными клетками  
окружающего монослоя)

В культуре 2 на 43-е сутки зарегистрированы участ-
ки с клетками более округлой формы (по сравнению 

с окружающими участками монослоя  
веретеновидных клеток)

а) б)

100 мкм 100 мкм

а) 24 ч 24 мин б) 80 ч 40 мин

в) 83 ч 40 мин г) 111 ч 40 мин
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Полученные данные демонстрируют, что 
веретеновидные клетки обладают ограни-
ченным пролиферативным потенциалом 
и не могут преодолевать механизмов кле-
точного старения, в то время как округлые 
клетки являются иммортализированными, 
т.е. приобретают способность к неограни-
ченной пролиферации. Кроме того, впервые 
показано, что трансформированные клет-
ки могут возникать не на поздних стадиях 
клеточного старения (кризиса), а на более 
ранних этапах культивирования.

В целом результаты данной работы по-
казали многостадийность спонтанной им-
мортализации фибробластов крысы при их 
длительном культивировании in vitro. При-
чем первый этап спонтанного и необрати-
мого перерождения эмбриональных фибро-
бластов крысы в сторону злокачественного 
фенотипа связан с нарушением контактного 
ингибирования, а значит, и межклеточных 
взаимодействий, что проявляется в форми-
ровании многослойных фокусов из верете-

д) 171 ч 40 мин е) 196 ч 20 мин

Сплошной стрелкой отмечена группа погибших клеток, стрелками с пунктиром указаны разрастающиеся груп-
пы морфологически измененных (округлых) клеток, утолщенные стрелки указывают на оставшиеся  

единичные веретеновидные клетки, которые прекратили делиться и постепенно погибают

новидных клеток. На втором этапе появля-
ются клетки атипичной формы (округлые), 
несвойственные стареющим культурам фи-
бробластов. Третий этап заключается в экс-
пансии веретеновидных клеток округлыми.

Для более детализированной регистрации 
событий, ведущих к генерации иммортали-
зированных округлых клеток в клоновых по-
томствах веретеновидных клеток требуются 
дополнительные исследования по непрерыв-
ной видеозаписи при разреженных посевах 
фибробластов на более ранних пассажах. 
При этом важно учитывать, что частота 
процессов дифференцировки веретеновид-
ных клеток в клетки округлой формы может 
быть невысокой, особенно в культурах кле-
ток человека. Поэтому целесообразно ис-
пользовать параллельную (одновременную) 
видеозапись многих участков клеточных 
культур с помощью автоматизированных 
видеокомплексов, в частности, видеоком-
плекса «Цитомир», разработанного нами 
совместно ГНПО «Планар» [21].   

Рис. 4. Экспансия аномальных округлых клеток в культуре 1 (пояснения в тексте)

Заключение
С помощью компьютерной микроскопии 

были описаны закономерности спонтанной 
иммортализации и дальнейших изменений 
клеточной популяции в направлении раково-
го фенотипа в культурах фибробластов, полу-

ченных из эмбриона крысы. При длительном 
культивировании эмбриональных фибробла-
стов крысы in vitro на первом этапе имморта-
лизации наблюдалось образование монослоя с 
многослойными агрегатами (фокусами) из ве-
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ретеновидных клеток. Второй этап заключался 
в появлении единичных округлых клеток, не-
свойственных стареющим культурам фибро-
бластов. На третьем этапе округлые клетки 
полностью вытесняли веретеновидные. Уста-
новлено, что веретеновидные клетки обладают 
ограниченным пролиферативным потенциалом, 

в то время как округлые клетки являются им-
мортализированными, т.е. приобретают способ-
ность к неограниченной пролиферации. Кроме 
того, впервые показано, что трансформирован-
ные клетки могут возникать не на поздних ста-
диях клеточного старения (кризиса), а на более 
ранних этапах культивирования. 
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Введение
Первоначальный интерес к использованию 

экзогенных полинуклеотидов в качестве био-
логически активных веществ возник в резуль-
тате выяснения роли ДНК и РНК в передаче 
и реализации наследственной информации. 
Открытие процесса генетической трансформа-
ции, при котором молекулы экзогенной ДНК 
проникают в клетку, а также реплицируются 
и экспрессируются в клеточных поколениях 
посредством транскрипции (синтеза РНК), 
явилось основой для изучения биологиче-
ского действия полинуклеотидов, вводимых  
in vivo и in vitro, с целью создания новых 
средств регуляции функций и лечения заболе-
ваний. В соответствии с основополагающими 
открытиями молекулярной генетики, предпо-
лагалось, что экзогенные полинуклеотиды мо-
гут оказывать эффекты либо посредством вне-
сения в клетку закодированной нуклеотидной 
последовательности, которая направляет ма-
тричный синтез РНК и белка, либо путем по-
ставки в клетку «строительных блоков» в виде 
мононуклеотидов, возникающих в результате 
деградации экзогенных нуклеиновых кислот. 

Появились сообщения о стимулирующих 
эффектах применения препаратов нуклеино-
вых кислот у человека, а также коммерческие 
предложения полинуклеотидных препаратов. 
Например, на интернет-сайтах [1-2] реклами-
руются капсулы дрожжевой РНК. Утверждает-
ся, что эффективность этого препарата обосно-
вана работами доктора Бенджамина Франка 
(Dr. Benjamin Frank), который в 1961-1979 гг. 
обнаружил, что препараты РНК и ДНК, до-
бавляемые в пищу (ежедневная дозировка от 
300 миллиграммов до нескольких граммов) 
в сочетании с витаминами и минералами, за-
медляют процессы старения у человека [1].  

К сожалению, в научной литературе отсутству-
ют работы, подтверждающие либо, напротив, 
опровергающие эту информацию. Вместе с 
тем, мезотерапевтическое введение ДНК и 
РНК (входящих в состав препаратов Деринат 
и Нуклеоспермат натрия) успешно применяет-
ся для профилактики и коррекции возрастных 
изменений кожи [3].

Одним из ключевых событий в изучении 
биологического действия экзогенных полину-
клеотидов явилось открытие и изучение меха-
низмов отчетливо выраженных иммуности-
мулирующих эффектов бактериальных ДНК.  
В результате этих исследований были открыты 
«неканонические» механизмы действия ДНК 
и РНК, основанные не на комплементарном 
взаимодействии полинуклеотидных цепей, а 
на регуляции процессов сигнальной трансдук-
ции, запускаемых взаимодействием полину-
клеотидных фрагментов с рецепторами внутри 
или на поверхности клетки. Иммуностимули-
рующие препараты на основе полинуклеоти-
дов вошли в клиническую практику. Напри-
мер, синтетические двунитчатые комплексы 
поли Г:Ц и поли А:У (препарат «Полудан») 
являются высокоактивными индукторами ин-
терферона [4].

Количество обнаруженных механизмов, в 
которых ключевую роль играют нуклеиновые 
кислоты, постепенно увеличивалось. В частно-
сти, были выявлены механизмы, основанные 
на комплементарном взаимодействии последо-
вательностей оснований, но не сводящиеся к 
матричным процессам, управляющим репли-
кацией ДНК и РНК либо трансляцией после-
довательности нуклеотидов РНК в аминокис-
лотную последовательность белка. В рамках 
этого направления значительны перспективы 
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использования в медицине каталитических 
полинуклеотидов – продуцируемых в клетках 
рибозимов и искусственно синтезируемых 
дезоксирибозимов, а также «антисмысло-
вой терапии», основанной на ингибировании 
трансляции посредством комплементарного 
спаривания однонитевых рибонуклеотидов с 
матричной РНК. Кроме того, возрастает ин-
терес к управлению генной экспрессией по-
средством РНК-интерференции – запускае-
мого двухцепочечными рибонуклеотидами 
(называемыми малыми интерферирующими 
РНК) селективного разрушения определенных 
матричных РНК. 

Искусственно синтезируемые полинуклео-
тиды предоставляют дополнительный мате-
риал для подбора ДНК- и РНК-препаратов, 
обладающих различными биологическими 
эффектами. 

Перспективной системой эксперимен-
тального тестирования полинуклеотидных 
препаратов является компьютерная видео-
микроскопия живых клеточных культур, 
позволяющая в динамике прослеживать 
эффекты изучаемых веществ, изменения 
клеточных популяций в целом, а также на 
уровне единичных клеток и их клоновых 
потомств.

Стимулирующие эффекты полинуклеотидов и их компонентов in vitro и in vivo
В работе [5] было показано, что нуклеотиды 

и нуклеозиды, которые являются «строитель-
ными блоками» РНК и ДНК, стимулировали 
пролиферацию клеток различных типов, вклю-
чая астроциты и менингиальные фибробасты 
эмбрионов цыплят, позитивные по фактору 
VIII эндотелиальные клетки капилляров моз-
га человека, 3Т3 клетки мыши и 2 клеточные 
линии астроцитомы человека. Полученные 
данные свидетельствовали также в пользу 
того, что аденозин и гуанозин стимулирова-
ли пролиферацию посредством активации 
аденозинового рецептора А2б, в то время как 
эффекты нуклетотидов могли быть опосредо-
ваны активацией пуринергических рецепторов 
Р2у [5]. Нуклеиновые кислоты и их фрагмен-
ты оказывали митогенное действие на фибро-
бласты [6], нейроглию [7] и остеобласты [8-9]. 
Полинуклеотиды могут действовать не толь-
ко посредством сигнальных эффектов путем 
активации рецепторов, но и за счет поставки 
«строительного материала», образуемого при 
их деградации, а также путем индуцирования 
репарации ДНК [10]. Нуклеиновые кислоты 
и их компоненты проявляли синергизм с раз-
личными ростовыми факторами, например, с 
эпидермальным ростовым фактором EGF [11], 
а также PDGF, FGF и NGF [12].

Полидезоксирибонуклеотидные препараты 
ускоряли процессы приживления аутологич-
ных трансплантатов кожи [13]. Полидезокси-
нуклеотидсодержащие гели на основе ДНК 
(фрагменты от 50 до 2000 пар оснований), 
экстрагированной из спермы лосося, ускоряли 

регенерацию костей у крыс [14]. Полидезокси-
рибонуклеотиды из этого же источника (при 
интраперитонеальном введении в дозе 8 мг/кг) 
восстанавливали кровоток на эксперименталь-
ной модели сужения периферических артерий 
(облитерирующего эндотериита) у крыс [15].

Использование полидезоксирибонуклео-
тидов может оказаться более эффективным 
методом стимулирования продукции VEGF 
(фактора роста сосудов эндотелия) по сравне-
нию с локальной доставкой VEGF или генной 
терапией – подходами, которые, к сожалению, 
к настоящему времени не оправдали возлагав-
шихся на них надежд [16]. Полинуклеотидная 
стимуляция аденозиновых рецепторов (A2 re-
ceptors) может индуцировать экспрессию VEGF 
во многих типах клеток в условиях гипоксиче-
ской активизации сигнальных путей [16]. Важ-
но, что в тестировании на острую и хрониче-
скую токсичность показана высокая степень 
безопасности применения этих препаратов. Их 
терапевтическая эффективность показана на 
экспериментальных моделях облитерирующего 
эндотериита и ишемии [16], при диабетических 
язвах нижних конечностей [17], нарушениях за-
живления ран и ожогах [18].

При тестикулярной ишемии у крыс поли-
дезоксирибонуклеотиды повышали экспрес-
сию гена VEGF на уровнях транскрипции и 
трансляции, понижали повреждение тканей и 
восстанавливали сперматогенную активность 
[19], а при индуцированном коллагеном артри-
те у мышей уменьшали продукцию цитокинов 
и ослабляли остроту заболевания [20]. 



128

Молекулярная и прикладная генетика. Том 13, 2012 г.

О.В. Квитко и др. Биологические эффекты экзогенных полинуклеотидов и перспективы их использования...

Обнаружены стимулирующие эффекты пре-
паратов ДНК на культивируемых клетках. 
Оптимальная концентрация (100 мкг/мл) поли-
дезоксирибонуклеотидного препарата из пла-
центы человека улучшала рост фибробластов 
роговицы в первичной культуре фибробла-
стов роговицы глаза [21]. Особо отмечается, 
что этот эффект был хорошо воспроизводим 

на клеточных культурах, полученных от до-
норов старше 60 лет, что, по мнению авторов, 
может свидетельствовать о селективном по-
ложительном влиянии препарата на постарев-
шие клетки [21]. Препарат также обеспечивал 
рост клеточных культур клеток пигментного 
эпителия при уменьшенной концентрации сы-
воротки телят [21]. 

Сигнальные эффекты полинуклеотидов, опосредованные  
трансмембранными Толл-подобными рецепторами

Значительное развитие получило терапев-
тическое и профилактическое использование 
экзогенной ДНК для модулирования иммуни-
тета [22]. ДНК, выделенные из бактерий, сти-
мулируют иммунитет млекопитающих, причем 
эффективность ДНК определяется присут-
ствием неметилированных нуклеотидов CpG 
[23]. Напротив, ДНК млекопитающих имеет 
малую частоту CpG-динуклеотидов, причем 
они в основном метилированы, в результате 
чего эти ДНК не обладают иммуностимули-
рущим эффектом, свойственным бактериаль-
ным ДНК [23]. CpG-богатая ДНК индуциру-
ет воспалительный ответ, опосредованный 
Т-хелперными лимфоцитами. Клеточный ответ 
на введение CpG-ДНК опосредован трансмем-
бранным Толл-подобным рецептором (Toll-like 
receptor) TLR9. Мыши, дефицитные по TLR9  
(TLR9-/-), не проявляли ответа на CpG-ДНК, 
включая пролиферацию спленоцитов, про-
дукцию цитокинов макрофагами и созревание 
дендритных клеток [23]. Накоплены данные, 
свидетельствующие о потенциале использова-
ния CpG-DNA в качестве адьюванта в терапии 
рака, аллергии и инфекционных болезней [23]. 

В терапевтических целях для стимулиро-
вания TLR9 целесообразно использовать 
синтетические олигонуклеотиды, содержа-
щие один или более неметилированных CpG-
динуклеотидов [24]. Для повышения рези-

стентности к нуклеазам можно применять 
фосфоротиоатные олигонуклеотиды [24]. 
Эффективность CpG-олигодинуклеотидов в 
терапии рака может быть повышена посред-
ством предварительного ингибирования регу-
ляторных Т-лимфоцитов (Tregs). Необходимо 
отметить, что в большинстве случаев на опу-
холях мышей для эффективной монотерапии 
требуется инъекция CpG-ДНК непосредствен-
но в опухоль [25], что является отражением 
общей проблемы целевой доставки лекарств 
в организме. Возможно, это является причи-
ной отсутствия в клинических испытаниях 
антиопухолевой активности полинуклеотид-
ных препаратов, несмотря на положитель-
ные данные на мышиных моделях [24]. Для 
терапевтической эффективности требуются 
определенные дозировки полинуклеотидных 
препаратов. Так, в клинических испытаниях 
терапии неоперабельного немелкоклеточного 
рака легкого (NSCLC) в комбинированной схе-
ме применяли олигонуклеотидный препарат 
PF-3512676 (CpG 7909) в дозе 0,2 мг/кг массы 
тела (подкожно – s.c.) еженедельно [26].

Важно отметить, что некоторые Толл-
подобные рецепторы (помимо TLR9) могут 
связываться не только с CpG-богатой ДНК. 
Так, двунитевая РНК и poly I:C являются ли-
гандами рецептора TLR3, а однонитевая РНК – 
лигандом рецептора TLR8 [27].

Сигнальные эффекты полинуклеотидов, опосредованные цитозольными рецепторами
Помимо трансмембранных Толл-подобных 

рецепторов, ДНК может активизировать имму-
нитет посредством цитозольных сенсоров [28]. 
Так, ДНК из различных источников связыва-
ются посредством цитозольного рецептора 
DAI (DNA-dependent activator of IFN-regulatory 

factors) и активизируют интерферон типа I 
[28]. Кроме того, рецептор DAI, соединяясь 
с двунитевой ДНК, усиливает ее взаимодей-
ствие с фактором транскрипции IRF3 и серин-
треониновой киназой TBK1 [28]. 

Гломеруальные клетки клубочка почки не 
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экспрессируют рецептор TLR9, но, в то же вре-
мя, двунитевая ДНК (причем не обогащенная 
CpG-динуклеотидами) активизировала в этих 
клетках продукцию цитокинов, хемокинов и 
интерферонов типа I, а также уменьшала кле-
точную пролиферацию [29]. 5'- трифосфатная 
РНК (3P-RNA) и двунитевая ДНК индуцируют 
общие, TLR-независимые синальные пути в 
первичных культурах мезангиальных клеток 
клубочков почки мыши [30]. При этом транс-
криптомный анализ показал, что 3Р-РНК и 
ДНК активизировали почти идентичные про-
граммы генной экспрессии, особенно провос-
палительных генов цитокина IL-6, нескольких 
хемокинов и генов, связанных с интерферо-
нами типа I [30]. Вместе с тем, с помощью 
селективного ингибирования малыми интер-
ферирующими РНК (small interfering RNA) 
показано, что система опознавания 3Р-РНК 

включает сигналинг рецептора Rig-1, в то 
время как для эффектов ДНК не требуются 
рецепторы Rig-1 и [30]. 

Важно отметить, что эффективность инду-
цирования мРНК интерферона бета (IFN-β) 
посредстовом цитозольного ДНК-сенсорных 
механизмов у линии клеток мыши L929 зави-
села от длины ДНК, причем фрагменты дли-
ной 500-100 пар нуклеотидов были намного 
эффективнее по сравнению с фрагментами 100 
пар нуклеотидов [31]. В этой работе использо-
вали синтетические двунитевые ДНК фирмы 
Hokkaido System Science: poly(dA-dT)•poly(dT-
dA) (B-DNA), poly(dG-dC)•poly(dC-dG) и 
poly(rI:rC). Интересно также, что исследова-
ния на эмбриональных фибробластах мыши 
(MEFs) показали присутствие дополнитель-
ных (помимо Dai) цитозольных молекул, уча-
ствующих в иммунном ответе на ДНК [31].

Антисмысловая терапия
Если известна нуклеотидная последователь-

ность данного гена, можно синтезировать нить 
ДНК или РНК, которая по комплементарному 
механизму соединяется с матричной РНК, транс-
крибируемой с данного гена, и инактивирует ее, 
«отключая» соответствующий ген [32]. Использу-
ются синтетические короткие фрагменты нуклеи-
новых кислот, называемые «антисмысловыми» 
олигонуклеотидами, потому что их последова-
тельность оснований комплементарна матричной 
РНК гена, которая является «смысловой» после-
довательностью (например, смысловой сегмент 
матричной РНК 5'-AAGGUC-3' комплементарен 
антисмысловому сегменту ингибирующего оли-
гонуклеотида 3'-UUCCAG-5) [32].

Ведутся исследования по использованию ан-
тисмысловых олигонуклеотдов в терапии рака 
(включая рак легкого, колоректальную карцино-
му, карциному поджелудочной железы, малиг-
низированные глиомы и меланомы), диабета, 
амиотрофического латерального склероза, мы-
шечной дистрофии Дюшена, астмы и артрита с 
воспалительным компонентом [32]. Некоторые 
препараты уже используются в клинике [32]. 

РНК-интерференция (см. ниже) была открыта 
Файером и Меллоу именно в экспериментах с 
антисмысловыми РНК. Особый интерес к анти-
смысловым РНК обусловлен их использованием 
для создания препаратов, избирательно инги-

бирующих гены, которые аномально активны 
в злокачественных клетках. В исследованиях 
по разработке новых антираковых препаратов 
утвердился термин антисенсорная (антисмыс-
ловая) терапия – «antisense therapy» [33]. Длина 
антисенсорных олигонуклеотидов составляет 
14-20 нуклеотидов. Их эффект высоко специ-
фичен (поскольку основан на их точной ком-
плементарности участкам соответствующих 
матричных РНК) и позволяет репрессировать 
определенный ген, не затрагивая остальных. 
Вследствие высокой избирательности анти-
смысловой терапии ее также называют таргет-
ной терапией (от англ. target – цель). Например, 
генасенс (Джента Инкорпорэйтед, США) явля-
ется 18-мерфосфоротиоатом олигонуклеотида, 
имеющего сродство к участку мРНК, кодирую-
щей белок Bcl-2, повышенная продукция кото-
рого в раковых клетках защищает их от апоп-
тоза. На клеточных линиях немелкоклеточного 
рака легкого показано, что генасенс снижает 
уровень Bcl-2, замедляет клеточную пролифера-
цию и ускоряет апоптоз. Генасенс также может 
усиливать противоопухолевую эффективность 
других препаратов, включая доцетаксел, пакли-
таксел, карбоплатин, винорельбин и ритуксимаб 
[34]. Генасенс поставляется во флаконах в виде 
раствора по 10 мл с содержанием 300 мг дей-
ствующего вещества во всем объеме).
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Механизм РНК-интерференции основан на 
разрушении матричной РНК определенного 
гена особыми белками, образующими ком-
плекс с небольшими (как правило, 20-30 ну-
клеотидных пар) молекулами двуспиральной 
РНК, в которых есть участок, комплементар-
ный к соответствующему району матричной 
РНК [35]. Таким образом, регуляторная эф-
фективность двуспиральной РНК напрямую 
определяется ее нуклеотидной последователь-
ностью. Это открывает широкие возможности 
подбора двуспиральных РНК для управле-
ния работой различных генов. Следует также 
особо отметить, что в клетке имеются сотни 
генов, кодирующих большое количество раз-
нообразных микроРНК, которые регулируют 
работу ряда других генов. Следовательно, в 
тотальных препаратах нуклеиновых кислот, 
выделяемых из организмов разных видов, из 
разных тканей одного вида и даже из разных 
индивидуумов в пределах одного вида, могут 
присутствовать различные наборы регулятор-
ных РНК, что может определять их различный 
биологический эффект при введении в орга-
низм или в культуру клеток [36]. 

В исследовании, связанном с клинически-
ми испытаниями системного введения ма-
лых интерферирующих РНК (small interfering 
RNAs – siRNAs) пациентам с солидными ра-
ковыми опухолями, использовали целевую 
доставку на основе наночастиц, что обеспе-
чивало значительное селективное ингибиро-
вание избранных генов (уменьшение мРНК 
и белка)  [37]. Наряду с наночастицами для 
адресной доставки интерферирующих РНК 
изучается использование липосом и катион-
ных полимерных носителей [38]. В целом, 
однако, для разработки достаточно эффектив-
ных, с пролонгированным действием и безо-

РНК-интерференция
пасных средств доставки интерферирующих 
ДНК требуется преодоление значительных 
препятствий [38]. 

В течение некоторого времени на основании 
работ, выполненных на дрозофиле, считалось, 
что существуют жесткие правила в отношении 
структуры малых интерферирующих РНК, эф-
фективных в селективной блокировке генов. 
Эти правила включали наличие 3'-«оверхен-
га», фиксированной длины дуплекса и струк-
турной симметрии [39]. Однако, на клетках 
млекопитающих обнаружено, что структура 
«сайленсирующих» РНК может быть весьма 
разнообразной. Более того, появились данные 
о том, что многие «неклассические» струк-
турные варианты обладают преимуществами 
по сравнению с «классическими», включая 
повышенную эффективность, уменьшение 
неспецифических («боковых») эффектов и 
улучшенную доставку в клетки [39]. Компью-
терный анализ выявил широкие возможности 
для разнообразных «побочных» эффектов 
интерферирующих РНК [40]. Это, с одной 
стороны, усложняет использование РНК-
интерференции для избирательного ингибиро-
вания генов, а с другой – расширяет возможно-
сти открытия новых, заранее непредвиденных 
эффектов полинуклеотидов (особенно синте-
тических, с большой возможностью вариации 
параметров), которые могут предоставить до-
полнительный материал для поиска эффектив-
ных препаратов. С этой точки зрения представ-
ляется целесообразным включение системы 
тестирования полинуклеотидов с помощью 
разрабатываемых нами методов компьютерной 
видеомикроскопии живых клеточных культур, 
обеспечивающих выявление эффектов изучае-
мых факторов на уровне индивидуальных кле-
ток и их клоновых потомств [41-42].

Рибозимы и дезоксирибозимы – каталитически активные полинуклеотиды
Рибозимы представляют собой молекулы 

РНК, обладающие способностью каталитиче-
ски расщеплять другие молекулы РНК или са-
мих себя [43-44]. До открытия рибозимов фер-
менты – белки, обладающие каталитическими 
свойствами, – считались единственными ор-
ганическими катализаторами. В 1967 г. Карл 
Вёзе, Френсис Крик и Лесли Оргель впервые 

выдвинули предположение, что РНК может 
быть катализатором (цит. по [45]). Это предпо-
ложение основывалось на том, что РНК может 
образовывать сложную вторичную структуру. 
Сейчас известно, что рибозимы и многие дру-
гие молекулы РНК имеют сложную третичную 
структуру. Каталитическая активность РНК 
впервые была обнаружена в 1980-е гг. у пре-



Молекулярная и прикладная генетика. Том 13, 2012 г.

131О.В. Квитко и др. Биологические эффекты экзогенных полинуклеотидов и перспективы их использования... 

рРНК Томасом Чеком, изучавшим сплайсинг 
РНК у инфузории, и Сидни Альтманом, рабо-
тавшим с бактериальной рибонуклеазой P. Ри-
бозимом оказался участок молекулы пре-рРНК 
Tetrahymena, кодируемый интроном внехромо-
сомного гена рДНК. Этот участок осуществлял 
аутосплайсинг, то есть сам вырезал себя при 
созревании рРНК. Каталитическая активность 
также была обнаружена в РНК-субъединице 
комплекса рибонуклеазы P, участвующей в 
обработке пре-тРНК. В 1989 г. Чек и Альтман 
за обнаружение каталитических свойств РНК 
получили Нобелевскую премию по химии 
(цит. по [45]).

Термин «рибозим» был введен в 1982 г. [46]. 
С тех пор были открыты новые классы рибо-
зимов естественного происхождения, а так-
же были созданы синтетические рибозимы, 
включая рибозимы, разрушающие РНК ви-
руса иммунодефицита человека [47]. Рибо-
зимная инженерия позволяет осуществлять 
in vitro селекцию синтетических рибозимов 
с уникальными свойствами, что (в сочетании 
с решением проблем адресной доставки в ор-
ганизме) определяет значительный потенциал 
их терапевтического использования, включая 
противораковую и антивирусную терапию 
[43], а также лечение ревматоидного артрита 
и сердечно-сосудистых заболеваний [44].

Дезоксирибозимы – искусственно синтези-
руемые однонитевые молекулы ДНК, которые 
также называют ДНК-энзимами, и способ-
ные каталитически расщеплять определен-
ные РНК [48]. В 1997 г. Санторо и Джойсом 
была разработана методика «систематиче-
ской эволюции лигандов посредством экс-
поненциального обогащения» – SE-LEX, 
при которой проводится селекция прибли-
зительно 1014 потенциальных однонитевых 

ДНК-энзимов по способности расщеплять 
данную РНК [49]. Для предотвращения раз-
рушения нуклеазами используются моди-
фикации, например, включение фосфоро-
тиоатных нуклеотидов [50]. Посредством 
процедуры обогащения каталитических мо-
лекул ДНК были получены 2 дезоксирибо-
зима с длиной 35 нуклеотидов, в которых  
13 и 15 нуклеотидов образуют каталитиче-
скую петлю [51]. «Таргетная» специфичность 
по отношению последовательности РНК кон-
тролируется последовательностью соединяю-
щихся с РНК участков дезоксирибозима, ко-
торые составляют 8-12 нуклеотидов.

Для разрушения матричной РНК эти де-
зоксирибозимы требуют присутствия ди-
валентных ионов металлов. Таких как Ca2+, 
Mg2+, Mn2+, Zn2+ или Cu2+. Однако, дезокси-
рибозим Na8 разрушает РНК в отсутствие 
дивалентных металлов [52]. Для работы дру-
гого дезоксирибозима требуется 1-гистидин 
[53]. Для эффективного разрушения РНК не 
требуется полная комплементарность с соот-
ветствующим узнающим участком дезокси-
рибозима. Так, в случае дезоксирибонуклео-
тида под кодовым номером 10-23 необходимо 
наличие в «таргетной» РНК динуклеотидов 
G-C, G-U, A-C или A-U, в то время как для 
8-17 дезоксирибозима в опознаваемой после-
довательности РНК требуется только один ди-
нуклеотид A-G [51].

Дезоксирибонуклеотиды имеют низкую сто-
имость производства и являются ценным по-
тенциальным средством для терапии. Созданы 
дезоксирибозимы, ингибирующие гены про-
тив генов c-Jun и XT (ксилозилтрансферазы), 
из которых первый может быть применен в ле-
чении многих нейрологических заболеваний, а 
второй – при повреждениях позвоночника [48].

Различия в действии полинуклеотидов на клетки разных типов
Как отмечалось выше, эффекты ДНК 

на клетки могут быть обусловлены Толл-
подобными рецепторами (TLR). ДНК E. Сoli 
и синтетические CpG-богатые олигонуклео-
тиды (но не ДНК тимуса теленка) в концен-
трации 1-50 мкг/мл при воздействии в тече-
ние 6-48 часов стимулировали продукцию 
матричной РНК интерлейкина IL-8На трех 
эпителиальных клеток кишечника (T84, HT-

29, Caco-2), конститутивно экспрессирую-
щих мРНК рецептора TLR9, отвечающего 
за известные эффекты бактериальных ДНК 
на иммунитет [54]. В то же время, в линии 
фибробластов CCD-18Co не обнаружено ам-
плификации мРНК TLR9 [54]. Следователь-
но, клетки разных типов могут по-разному 
реагировать на воздействие одних и те же 
полинуклеотидов.
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В опухолях чешуйчатой карциномы пище-
вода 87 пациентов с помощью полимеразной 
цепной реакции и иммуногистохимии наблюда-
ли сверхэкспрессию (по сравнению с нормаль-
ной тканью) генов Толл-подобных рецепторов 
TLR3, TLR4, TLR7 и TLR9 [55]. Следовательно, 
раковые клетки могут обладать повышенной 
реактивностью к полинуклеотидам, действую-
щим поcредством TLR-сигналинга. 

Выше были представлены данные о стиму-
лирующих эффектах полинуклеотидов на пер-
вичные культуры нормальных клеток [5-12]. 
В то же время, CpG-богатые олигонуклеоти-
ды при введении in vitro и in vivo индуциру-

ют апоптоз в малигнизированных В-клетках 
при хронической лейкемии [56]. Эти данные 
демонстрируют перспективу использования 
полинуклеотидных препаратов в терапии лей-
кемии. В пользу перспективности подбора 
полинуклеотидных препаратов для противо-
раковой терапии свидетельствует также ин-
гибирующий эффект коммерческого препара-
та ДНК из эритроцитов цыплят на культуру 
клеток HeLa [57]. Механизм обнаруженного 
эффекта неизвестен и может быть обуслов-
лен как проникновением фрагментов ДНК в 
клетку [58], так и их сигнальным воздействи-
ем посредством мембранных рецепторов [36]. 

Заключение
В ряде исследований продемонстрированы 

перспективы использования выделяемых из 
природных источников и искусственно синте-
зируемых экзогенных ДНК и РНК в регуляции 
процессов жизнедеятельности in vivo и in vitro. 
Разнообразие обнаруженных и, по-видимому, 

еще не открытых механизмов биологического 
действия различных полинуклеотидов в сочета-
нии с технологиями их синтеза открывает широ-
кие возможности создания новых эффективных 
препаратов для управления жизнедеятельностью 
и терапии патологических состояний.
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В работе представлена характеристика четырех популяций льна-долгунца (V-1, V-2, V-3, 
В-1), созданных на основе ложных трансформантов (англ. “escapes”), приспособившихся к 
существованию на селективной среде, но не содержащих чужеродной ДНК (R0). Методом 
SSR-анализа выявлены изменения в геноме растений-регенерантов первого поколения. Поли-
морфизм микросателлитной ДНК установлен по локусам Lu13, Lu23, что свидетельствует о 
расширении генетической базы льна-дролгунца. Результаты второго года полевых испытаний 
созданных популяций показали достоверное увеличение средних значений показателей «об-
щая высота растения», «техническая длина» для популяций V-1, V-2, B-1, «число коробочек» 
для популяций V-1, V-2, V-3, «число семян» для популяций V-2, B-1 по сравнению с соответ-
ствующими группами контрольных растений. Снижение вариации морфологических призна-
ков в популяциях растений поколения R2 как по сравнению с первым годом полевых испы-
таний популяций, так и по сравнению с исходными сортами свидетельствует о постепенной 
стабилизации признаков и выравнивании материала. Созданные растения уникальны и могут 
служить основой для создания новых сортов.

Ключевые слова: лен-долгунец (Linum Usitatissimum L.), ложные трансформанты, растения-
регенеранты, SSR-анализ.

Guzenko, Ye. Morphogenetic polymorphism of fiber flax population (Linum Usitatissimum L.) 
created on the base of “escapes” / Ye. Guzenko, V. Lemesh, M. Bogdanova // Molecular and Applied 
Genetics: Proceedings. – Vol. 13. – Minsk, 2012. – P. 7–18.

In article was analyzed the characteristic of four fiber flax populations (V-1, V-2, V-3, B-1) created 
on the basis of “escapes” and adapted to existence on selective medium but not containing a foreign 
DNA (R0). The variations in genome of first generation regenerant plants were studied by SSR- 
analysis. Polymorphism of microsatellite DNA was determined by Lu13, Lu23 locuses that indicate 
the expansion of genetic basis of fiber flax. Results of second year field tests of created populations 
showed increase of the average of “total plant’s height”, “technical length” to populations V-1, 
V-2, B-1, “number of bolls” to populations V-1, V-2, V-3, “number of seeds” to populations V-2, 
B-1 comparing with appropriated groups of control plants. Decrease of variation of morphological 
signs in plant populations of R2 gereneration as on comparison with the first year of the field test of 
populations and as on comparison with initial cultivar testifies of permanent stabilization of factors 
and smoothing of material. Created plants are unique and can serve as basis for creation new varieties.

Key words: fiber flax (Linum Usitatissimum L.), “escapes”, SSR-analysis. 

УДК 577.21:796
Сравнение генотипов спортсменов разной специализации по комплексу генов спортив-

ной успешности / И.Б. Моссэ [и др.] // Молекулярная и прикладная генетика: сб. научн. тр. –  
Т. 13. – Минск, 2012. – С. 19–24. – Соавт: А.Л. Гончар, К.В. Жур, Н.И. Моссэ, Л.А. Кундас,  
Н.И. Бышнёв, П.Н. Малашевич, А.В. Семеняков

Проведено молекулярно-генетическое тестирование образцов ДНК членов олимпийских и 
национальных команд Беларуси по биатлону, хоккею и теннису как потенциальных носителей 
генотипов, наиболее благоприятных для этих видов спорта. Проанализированы полиморфные 
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варианты генов HIF1, АСЕ, eNOS, VEGF, PAI-1, МВ и PPARG. У представителей разных видов 
спорта выявлены различные редкие варианты генов, существенно повышающих физическую 
выносливость или скоростно-силовые способности. Эти редкие полиморфные варианты могут 
быть использованы для разработки программ отбора начинающих спортсменов.

Ключевые слова: спорт, ДНК-тестирование, комплекс генов, спринтеры, стайеры, биатлон, 
хоккей, теннис.

A genotype comparison of different specialization sportsmen by sport gene complex / 
I. Mosse [et al.] // Molecular and Applied Genetics: Proceedings. – Vol. 13. – Minsk, 2012. – P. 19–24. –  
A. Gonchar,K. Zhur, N. Mosse, L. Kundas, N. Byshnev, P. Malashevich, A. Semenyakov

Molecular-genetic DNA analysis of the members from some Olympic and National teams of 
Belarus (on biathlon, hockey, tennis) was performed for revealing genetic factors giving rise to the 
highest endurance or power and velocity. Polymorphisms in HIF1, ACE, eNOS, PAI-1, VEGF, MB, 
PPARG genes were studied. The frequencies of allelic variants defining increased functional activity 
of some genes in high-skill sportsmen were shown to exceed mean values, typical for the persons 
not playing sport. Some distinctions in genotypes of athletes playing different sports were revealed. 
Rare genetic alleles discovered in high-skill sportsmen can be used for young sportsmen selection 
program elaboration.

Key words: sport, DNA-certification, complex of genes, sprinter, long-distance runner, biathlon, 
hockey, tennis.

УДК 577.21:635.21 
Кондратюк, А.В. Анализ полиморфизма микросателлитных локусов сортов картофеля бе-

лорусской и иностранной селекции / А.В. Кондратюк, А.В. Кильчевский, Е.И. Кузьминова // 
Молекулярная и прикладная генетика: сб. научн. тр. – Т. 13. – Минск, 2012. – С. 25–29

В статье представлены результаты исследования полиморфизма 20 сортов белорусской и 
иностранной селекции по 12 SSR-локусам. Идентифицирован спектр аллелей каждого иссле-
дованного локуса, а также определены частоты встречаемости выявленных аллельных фено-
типов. Для каждого исследованного сорта установлена аллельная SSR-формула, которая может 
быть использована в качестве молекулярно-генетического паспорта.

Ключевые слова: картофель, SSR-маркеры, ДНК-паспорт.

Kandratiuk, A. Analysis of microsatellite locus polymorphism in potato cultivars of  Belarusian and 
foreign breeding / A. Kandratiuk, A. Kilchevsky, E. Kusminova // Molecular and Applied Genetics: 
Proceedings. – Vol. 13. – Minsk, 2012. – P. 25–29 

Polymorphism of microsatellite loci of the nuclear genome was examined in 20 potato cultivars 
of belarusian and foreign breeding. Polymorphism of the selected SSR loci was characterized, and 
prevailing, as well as unique SSR allele phenotypes were described. Based on the microsatellite loci 
analyzed, for each of the cultivars examined, its allele formula was established. 

Key words: potato, SSR markers, DNA passport. 

УДК 577.21:636.23.082.2
Белая, Е.В. Оценка индивидуального фенотипического эффекта полиморфных вариантов 

генов гипофизарного фактора роста-1 (bPit-1) и инсулиноподобного фактора роста-1 (bIGF-1) 
на признаки молочной продуктивности у черно-пестрого голштинизированного крупного ро-
гатого скота / Е.В. Белая, М.Е. Михайлова, Н.В. Батин // Молекулярная и прикладная генетика: 
сб. научн. тр. – Т. 13. – Минск, 2012. – С. 30–35 

Исследованы индивидуальные фенотипические эффекты HinFI-полиморфизма гена гипо-
физарного фактора роста-1(bPit-1) и SnaBI-полиморфизма гена инсулиноподобного фактора 
роста-1 (bIGF-1) на признаки молочной продуктивности у черно-пестрого голштинизирован-
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ного крупного рогатого скота. Представлен принципиально новый подход к оценке перспек-
тивности применения полиморфных вариантов генов-кандидатов в качестве генетических 
маркеров повышенной молочной продуктивности, предполагающий оценку фенотипического 
эффекта полиморфизма путем сравнения показателей продуктивности животных с соответ-
ствующими генотипами по данному признаку по отношению к показателям продуктивности 
общей выборки. 
Ключевые слова: гипофизарный фактор роста-1, инсулиноподобный фактор роста-1, 
генетический маркер, повышающий фенотипический эффект, понижающий фенотипический 
эффект, молочная продуктивность, крупный рогатый скот.

Belaya, E. Estimation of the individual phenotypic effects of polymorphic variants of hypophysial 
growth factor (bPit-1) and of insulin-like growth factor-1 (bIGF-1) genes on milk productivity traits 
in cattle of Holstein and Black-and-white breeds / E. Belaya, M. Mikhailova, N. Batin // Molecular 
and Applied Genetics: Proceedings. – Vol. 13. – Minsk, 2012. – P. 30–35 

Individual phenotypic effects of HinFI-polimorphism of hypophysial growth factor gene (bPit-1) 
and SnaBI-gene polymorphism of insuline-like growth factor-1 (bIGF-1) on milk productivity traits 
in cattle of Holstein and Black-and-white breeds were revealed. The article presents a new approach 
to estimation of availabity of using polymorphic variants of genes that are candidates as genetic 
markers of high milk productivity. This approach intended the estimation of phenotypic effect of 
polymorphism by comparison of the rate of milk productivity and corresponding genotypes to the 
general random productivity.

Key words: hypophysial growth factor-1, insuline-like growth factor-1, genetic marker, heightening 
phenotypic effect, decreasing phenotypic effect, milk productivity, cattle.

УДК 577.21:636.234.1.082.2
Белая, Е.В. Комбинированные фенотипические эффекты полиморфных вариантов генов 

соматотропинового каскада (bPit-1, bPrl, bGH, bGHR и bIGF-1) на признаки молочной про-
дуктивности у крупного рогатого скота голштинской породы / Е.В. Белая, М.Е. Михайлова,  
Н.В. Батин // Молекулярная и прикладная генетика: сб. научн. тр. – Т. 13. – Минск, 2011. –  
С. 36–43

Исследованы HinFI- и StuI-полиморфизмы гена гипофизарного фактора-1 (bPit-1), RsaI-
полиморфизм гена пролактина (bPrl), AluI-полиморфизм гена гормона роста (bGH), SspI-
полиморфизм гена рецептора гормона роста (bGHR) и SnaBI-полиморфизм гена инсулинопо-
добного фактора роста-1 (bIGF-1). Приведены данные, описывающие их комбинированные 
эффекты на признаки молочной продуктивности у коров голштинской породы. Отмечаются 
закономерности участия индивидуальных полиморфных вариантов генов соматотропинового 
каскада в формировании совокупных фенотипических эффектов диплотипов.

ключевые слова: гипофизарный фактор роста-1, пролактин, гормон роста, рецептор гор-
мона роста, инсулиноподобный фактор роста-1, генетический маркер, комбинированный 
фенотипический эффект, диплотипы, молочная продуктивность, крупный рогатый скот.

Belaya, E. Combined phenotypic effects of polymorphic gene variants of somatotropin cascade 
(bPit-1, bPrl, bGH, Bghr and b1GF-1) on milk productivity traits in cattle of Holstein breed / 
E. Belaya, M. Mikhailova, N. Batin // Molecular and Applied Genetics: Proceedings. – Vol. 13. – Minsk, 
2012. – P. 36–43

The HinFI- and Stul-polimorphisms gene of the hypophysial growth factor-1 (bPit-1), RsaI-poly-
morphism of the prolactin gene (bPrI), AluI- polymorphism of the growth hormone gene (bGH), SspI-
polymorphism of the growth hormone receptor (bGHR) and SnaBI-polymophism of the insulin-like 
growth factor-1 (bIGF-1) were studied. Were given data that describe their combined effects on milk 
productivity traits in cattle of Holstein breed. It was noted the regularity of take part of individual poly-
morphic gene variants of somatotropin cascade in the formation of complex phenotypic diplotype effects.
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УДК 575.234.2:633.14 
Генетические эффекты дупликации генома у озимой ржи (Secale cereale L.) / И.С. Гордей 

[и др.] // Молекулярная и прикладная генетика: сб. научн. тр. – Т. 13. – Минск, 2012. – С. 44–
54. – Соавт.: Н.Б. Белько, И.С. Щетько, И.А. Гордей

Изложены результаты исследования с использованием современных цитогенетических и 
молекулярно-генетических методов генетических эффектов дупликации генома у аутотетра-
плоидов озимой ржи, созданных на основе диплоидных сортов и гибридов при полиплоидиза-
ции растений закисью азота (N2O). Показано, что генетические эффекты дупликации генома у 
озимой ржи проявляются на клеточном, хромосомном, белковом и ДНК уровнях. Дупликация 
генома у ржи приводит к нарушению сбалансированной у диплоидов генетической системы 
регуляции мейоза (sy1, sy9 sy10, sy18, sy19), появлению анеуплоидов в потомстве аутотетра-
плоидов, изменению экспрессии генов видоспецифических запасных белков семян (секалинов) 
и к структурным изменениям ДНК.

ключевые слова: рожь, полиплоидия, дупликация генома, анеуплоидия, мейоз, кариотипиро-
вание, полиморфизм, пцр-анализ, электрофорез.

Genetic effects of duplication genome in winter rye (Secale cereale L.) / I.S. Gordey [et. al] // Molecular 
and Applied Genetics: Proceedings. – Vol. 13. – Minsk, 2012. – P. 44–54. – N. Belko, I. Shetko, I Gordey

In this article the results of research of genetic effects of duplication genome in autotetraploids of 
winter rye are stated. The results were obtained with use of modern cytogenetic and molecular-genetic 
methods. The new autotetraploids of winter rye were developed by nitous oxide (N2O). In this article 
the main genetic effects of duplication genome at cellular, chromosomal, protein and DNA levels are 
shown. Duplication of genome winter rye leads to infringement of balanced genetic system of regulation 
meiosis, to occure aneuploids, to change of an expression some genes of specific proteins (secalins) 
and to structural changes of DNA.

key words: rye, polyploidy, duplication of genome, aneuploidy, meiosis, karyotyping, polymorphism, PCR-
analysis, electrophoresis.

УДК: 631.575.222.72: 635.21
Характеристика гибридов между 2 EBN видом-посредником Solanum verrucosum и 1 EBN 

диплоидными видами картофеля / Ю.В. Полюхович [и др.] // Молекулярная и прикладная ге-
нетика: сб. научн. тр. – Т. 13 – Минск, 2012. – С. 55–63. – Соавт.: Е.В. Воронкова, А.В. Савчук, 
А.П. Ермишин

В статье представлены результаты изучения ряда морфологических и селекционных пока-
зателей гибридов между 2 EBN самосовместимым видом картофеля S. verrucosum и 1 EBN 
диплоидными видами S. bulbocastanum, S. pinnatisectum, S. polyadenium, S. commersonii и 
S. circaeifolium. На ранних стадиях развития сеянцы гибридов по внешнему виду были ближе к 
S. verrucosum, по интенсивности роста  они значительно превосходили родительские формы. На 
стадии цветения среди гибридов наблюдалось расщепление по окраске цветка и функциональной 
фертильности пыльцы. Для межвидовых гибридов, как и родительских видов, была характер-
на пониженная способность к клубнеобразованию в условиях Беларуси. Были получены ягоды 
и выполненные семена при опылении смесью пыльцы дигаплоидов S. tuberosum практически 
всех  межвидовых гибридов, что говорит о том, что гибриды имели 2 EBN. Гибридность ряда 
сеянцев S. verrucosum×S. bulbocastanum подтверждена с помощью RAPD-анализа, среди них 
выявлены формы, несущие SCAR маркер RGA2 гена устойчивости к фитофторозу Rpi-blb1.

Ключевые слова: картофель, межвидовая гибридизация, балансовое число эндосперма, Solanum 
verrucosum, 1 EBN диплоидные виды.

Characteristics of hybrids between 2 EBN bridge-species Solanum verrucosum and 1 EBN diploid potato 
species / Yu. Polyukhovich [et al.] // Molecular and Applied Genetics: Proceedings. – Vol. 13. – Minsk, 
2012. – P. 55–63. – E. Voronkova, A. Savchuk, A. Yermishin



140

Молекулярная и прикладная генетика. Том 13, 2012 г.

Рефераты

The results are presented in the paper on studying morphological and breeding parameters of 
hybrids between 2 EBN self-compatible potato species S. verrucosum and 1 EBN diploid species 
S. bulbocastanum, S. pinnatisectum, S. polyadenium, S. commersonii, S. circaeifolium. The hybrid 
seedlings were closer to S. verrucosum in appearance at the early stages of development,   they 
surpassed parental forms in growth activity. Segregation took place among hybrids on corolla 
color and functional pollen fertility on the stage of flowering. The hybrids as well as parental 
species had reduced tuber formation in climate conditions of Belarus. Berries and plump 
seeds have been obtained as a result of pollination almost all of the hybrids with mix of pollen 
of S. tuberosum dihaploids. This means that the hybrids had 2 EBN. Hybridity of the set of 
S. verrucosum×S. bulbocastanum seedlings has been confirmed by means of RAPD-analysis. The 
forms carrying SCAR-marker  RGA2 of Rpi-blb1 gene of resistance to late blight have been revealed 
among these hybrids.

Key words: potato, interspecific hybridization, endosperm balance number, Solanum verrucosum, 
1 EBN diploid species.

УДК 577.21:597.551.2 
Ровба, Е.А. Оценка генетического разнообразия пород карпа белорусской селекции с помо-

щью микросателлитных маркеров / Е.А. Ровба, О.Ю.Конева, С.Е. Дромашко // Молекулярная 
и прикладная генетика: сб. научн. тр. – Т. 13. – Минск, 2012. – С. 64–73

В статье рассматриваются результаты исследования полиморфизма ДНК пород карпа бело-
русской селекции с использованием микросателлитных маркеров MFW16, MFW7, MFW28, 
MFW31. Показано, что микросателлитные маркеры дают некоторую информацию о генетиче-
ском своеобразии отдельных отводок (лахвинская чешуйчатая, тремлянская зеркальная, изо-
белинская «Столин XVIII»), но оказываются малоэффективными для целей их паспортизации.

Ключевые слова: генетическое разнообразие, карп (Cyprinus carpio L.), породы белорусской 
селекции,  микросателлитные маркеры.

Rouba, E. Estimation of genetic diversity for Belarusian carp breeds using microsatellite markers / 
E. Rouba, A. Koneva, S. Dromashko // Molecular and Applied Genetics: Proceedings. – Vol. 13. – 
Minsk, 2012. – P. 64–73 

The article deals with a study of DNA polymorphism of Belarusian carp breeds using microsatellite 
markers MFW16, MFW7, MFW28, MFW31. It is shown that microsatellite markers provide 
information on the genetic distinctiveness of some sub-breed variants (lahvinskaya scaly, tremlyanskaya 
mirror, izobelinskaya «Stolin XVIII»), but are ineffective for the purpose of their certification.

Key words: genetic diversity, carp (Cyprinus carpio L.), Belarusian breeds, microsatellite 
markers.

УДК 575.224.46:577.2.08
Савина, Н.В. Параметры нормального ответа лимфоцитов на повреждения ДНК: референт-

ные интервалы / Н.В. Савина, Т.Д. Кужир // Молекулярная и прикладная генетика: сб. научн. 
тр. – Т. 13. – Минск, 2012. – С. 74–81

Представлены данные изучения целостности и стабильности генома в группе из 172 здоро-
вых жителей Беларуси в соответствии с разработанной технологией диагностики геномной 
нестабильности. В лимфоцитах периферической крови оценены уровни  эндогенных/фоновых 
повреждений ДНК, повреждений, индуцированных пероксидом водорода, кинетика и эффек-
тивность репарации ДНК за 3-часовой период инкубации лимфоцитов после мутагенной об-
работки. На основании непараметрических критериев (10-й и 90-й процентиль) определены 
референтные интервалы, соответствующие норме для каждого показателя. Приведены при-
меры использования технологии для оценки состояния генома у лиц из разных групп риска. 

Ключевые слова: повреждения ДНК, репарация ДНК, лимфоциты, метод ДНК-комет, рефе-
рентный интервал.
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Savina, N. Parameters of a normal DNA damage response in lymphocytes: reference ranges / 
N. Savina, T. Kuzhir // Molecular and Applied Genetics: Proceedings. – Vol. 13. – Minsk, 2012. –  
P. 74–81

The data of studying genome integrity and stability in the group of 172 healthy residents of Belarus 
according to the developed technology of genome instability diagnostics are presented. In peripheral 
blood lymphocytes, the levels of endogenous/background DNA damage, hydrogen peroxide-induced 
damage, DNA repair kinetics and efficiency for a 3 h period of treated lymphocyte incubation after 
mutagenic processing were estimated. Based on non-parametric criterions, namely 10th and 90th 

percentiles, the reference (normal) ranges for each index were detected. Examples of the proposed 
technology usage for evaluating genome integrity in individuals from different risk groups are presented. 

Key words: DNA damage, DNA repair, lymphocytes, Comet-assay, a reference range.

УДК : 635.21 : 631.539 : 631.527.3 : 631.524.86 : 577.21 
Оценка первичных дигаплоидов S. tuberosum на наличие генов устойчивости к болезням и 

вредителям  методом ПЦР-анализа / В.И. Лукша [и др.] // Молекулярная и прикладная гене-
тика: сб. научн. тр. – Т. 13. – Минск, 2012. – С. 82–87. – Соавт.: Е.В. Воронкова, О.Н. Гукасян, 
А.П Ермишин

В статье представлены результаты оценки коллекции из 55 первичных дигаплоидов кар-
тофеля, полученных на основе тетраплоидных сортов S.tuberosum и межвидовых гибридов 
на наличие генов вертикальной устойчивости к ряду наиболее значимых в Беларуси болез-
ней и вредителей картофеля (цистообразующая нематода Globodera rostochiensis, вирусы 
PVY, PVX, PLRV, рак и фитофтороз). Для оценки использовали  девять ПЦР-маркеров к до-
минантным аллелям 9 генов различного происхождения. В результате анализа в коллекции 
выявлены первичные дигаплоиды, несущие одновременно до 7 генов устойчивости к раз-
личным патогенам. Такое высокое содержание R-генов позволит в дальнейшем эффективно 
использовать их в качестве культурной основы при создании исходного материала для се-
лекции картофеля на диплоидном уровне с целью придания ему комплексной устойчивости 
к болезням и вредителям и, в перспективе, для получения новых сортов с устойчивостью к 
широкому спектру патогенов. 

Ключевые слова: картофель, Solanum tuberosum, первичные дигаплоиды, R-гены, ПЦР-анализ, 
маркер-сопутствующая селекция, селекция картофеля на диплоидном уровне.

Estimation S. tuberosum primary dihaploids  on possession of disease and pest resistance  genes 
by means of PCR analysis / V. Luksha [et. al.] // Molecular and Applied Genetics: Proceedings. – 
Vol. 13. – Minsk, 2012. – P. 82–87. – E. Voronkova , O. Gukasian , A. Yermishin

The results of the PCR-analysis of 55 primary dihaploids from tetraploid varieties S.tuberosum 
and interspecies hybrids are presented. The aim of the analysis was the selection of genotypes with 
resistance genes to globoderose it caused by Globodera rostochiensis, to X, Y and leaf roll potato 
viruses, to potato wart and light blight. For analysis realization have been used 9 PCR-markers to 
dominant alleles of 9 R-genes from different sources. As a result it was selected some clones with the 
presence simultaneously more then 7 R-genes to different pathogens. High content of R-genes make a 
prospects of effective utilization such genotypes us a cultivate base for potato resistance breeding on 
diploid level with a distant aim of varieties breeding with a resistance to a broad spectrum of pathogens.

Key words: potato, Solanum tuberosum, primary dihaploids, R-genes, PCR-analysis, marker assisted 
breeding, potato breeding on diploid level.

УДК 634.11:631.524.86 
Ассоциация аллеля MdMYB1-1 с красной окраской кожицы плодов яблони / О.Ю. Урбано-

вич [и др.] // Молекулярная и прикладная генетика: сб. научн. тр. – Т. 13. – Минск, 2012. –  
С. 88–94. – Соавт.: З.А. Козловская, П.В. Кузмицкая, Н.А. Картель.
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Цвет плодов яблони является важным критерием, который влияет на выбор потребителем 
того или иного сорта. Красный цвет плодов яблони главным образом определяется присут-
ствием вторичных метаболитов антоцианов, синтез которых индуцируется солнечным светом. 
Антоцианы синтезируются по флавоноидному пути, основная регуляция которого происходит 
на уровне транскрипции структурных генов, кодирующих ферменты. Геном яблони содержит 
по крайней мере три аллеля транскрипционных факторов MYB, один из которых, MdMYB1-1 
присутствовал у растений с красной окраской плодов, в то время как два других (MdMYB1-2 и 
MdMYB1-3) были выявлены в геноме растений, не имеющих красной окраски плодов. Целью 
данного исследования являлось определение аллельного состава гена MdMYB1 у сортов яблони 
различной окраски и анализ возможности использования информации о составе аллелей дан-
ного гена для прогнозирования окраски кожицы плодов. В исследовании были использованы 
сорта, произрастающие в данном климатическом регионе. Результаты показали довольно вы-
сокую степень ассоциации, а также присутствие аллеля MdMYB1-1 у всех яблонь с наиболее 
интенсивной окраской, хотя его присутствие и не гарантирует наличие пигмента. Полученные 
данные указывают на то, что помимо аллельного состава MdMYB1, на рассматриваемый при-
знак оказывают влияние и другие факторы.

Ключевые слова: яблоня, антоцианы, ген MdMYB1, маркер, сопутствующая селекция.

Association MdMYB1-1 allele with apple fruit skin color / O. Urbanovich [et al.] // Molecular 
and Applied Genetics: Proceedings. – Vol. 13. – Minsk, 2012. – P. 88–94. – P. Kuzmitskaya, 
Z. Kozlovskaya, N. Kartel

A color of apple fruit skin is an important criterion which determines a consumer’s choice. A red 
color of apple fruit skin is due to secondary metabolites – anthocyanins whose synthesis is induced 
by the sunlight. Anthocyanins are synthesized in a flavonoid pathway, a major regulation of which 
occurs at the transcription level of structural genes encoding enzymes. Apple genome contains three 
alleles of transcription factor MYB1 one of which, MdMYB1-1 was present in plants with a red color 
of fruit skin while the other two (MdMYB1-2 and MdMYB1-3) were revealed in genome of plants 
without a red color of fruit skin. The aim of the present research was to determine the possibility 
of the given alleles to act as a selection criterion in breeding programs of Belarus. The results have 
shown a rather high degree of association as well as the presence of the allele MdMYB1-1 in all apples 
with the most intensive color though its presence does not assure the existence of pigment. The data 
obtained point to the fact that besides the allelic composition of MdMYB1 other factors affect the 
trait under consideration.

Key words: apple, anthocyanin, MdMYB1 gene, marker-assisted selection.

УДК 631.524.86:633.111:632.4
Изучение донорских свойств у группы сортов мягкой пшеницы – источников устой-

чивости к Septoria nodorum Berk. / А.А. Булойчик [и др.] // Молекулярная и приклад-
ная генетика: сб. научн. тр. – Т. 13. – Минск, 2012. – С. 95–99. – Соавт.: Е.А. Волуевич, 
В.С. Борзяк

Изучение наследования проростковой устойчивости к Septoria nodorum у 8 яро-
вых и 18 озимых сортов мягкой пшеницы показало, что более эффективными доно-
рами этого признака являются сорта Burgas 2, Jamhill, Flex, Hand, Sage, Coker 47-27 и 
Fiume. Озимые сорта Burgas 2 и Jamhill имеют по одному ювенильному рецессивно-
му гену. Устойчивость яровых сортов Coker 47-27, Fiume и озимых сортов Flex, Hand, 
Sage контролируется двумя рецессивными комплементарными генами. Остальные ис-
следованные яровые сорта (Coastal, Cotipora, Frondoso, Mara, Toropi, ИЛ-1) и ози-
мые сортообразцы (Carifen 12, Coker 68-8, Harvest Queen, HC, Neuzuchtung, Redhart, 
Transfer, Disponent, Moro, Oenus, Wiehenstephan 625/65, Заря, PI 525450) обладают  
3-4 генами устойчивости, проявляющими сложное взаимодействие. 

Ключевые слова: пшеница, септориоз, устойчивость, наследование.
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Study of donor properties of common wheat cultivars that are source of resistance to Septo-
ria nodorum Berk. / A. Buloichik [et al.] // Molecular and Applied Genetics: Proceedings. – 
Vol. 13. – Minsk, 2012. – P. 95-99. – E. Voluevich, V. Borzyak

Study of inheritance seedling resistance to Septoria nodorum Berk of 8 common spring wheat and 
18 common winter wheat demonstrated that more efficient donors of this traits are cultivars Burgas 
2, Jamhill, Flex, Hand, Sage, Coker 47-27 and Fiume. Winter accessions – Burgas 2 and Jamhill have 
only recessive juvenile gene. The resistance of spring cultivars Coker 47-27, Fiume and winter crops 
Flex, Hand, Sage is controlled by two complementary recessive genes. The rest of studied spring 
crops cultivars (Coastal, Cotipora, Frondoso, Mara, Toropi, IL-1) and samples of winter cultivars 
(Carifen 12, Coker 68-8, Harvest Queen, HC, Neuzuchtung, Redhart, Transfer, Disponent, Moro, 
Oenus, Wiehenstephan 625/65, Zarya, PI 525450) have 3-4 resistance genes with complex interaction.

Key words: wheat, glume blotch, resistance, inheritance.

УДК 577.21:616.71 – 007.234-07
Молекулярно-генетические механизмы предрасположенности к остеопорозу / П.М. Мо-

розик [и др.] // Молекулярная и прикладная генетика: сб. научн. тр. – Т. 13. – Минск, 2012. – 
С. 100–109. – Соавт.: И.Б. Моссэ, М.Д. Амельянович, Э.В. Руденко, В. Алекна, М. Тамулайтене

Остеопороз – системное заболевание скелета, характеризующееся снижением костной мас-
сы и микроархитектурными повреждениями костной ткани, которые ведут к увеличению 
хрупкости кости и повышению риска переломов. Гомеостаз костной ткани в течение жизни 
поддерживается преимущественно сбалансированностью процессов костной резорбции и ко-
стеобразования, являющихся результатом совместного действия множества генов и средовых 
факторов. Идентификация генных вариантов, ответственных за предрасположенность к этому 
заболеванию, позволит сформировать группы риска и проводить наиболее эффективные меры 
профилактики, диагностики и лечения таких больных, что позволит избежать осложнений и 
снизить смертность и инвалидизацию.

Ключевые слова: остеопороз, предрасположенность, профилактика, гены-кандидаты.

Molecular and genetic mechanisms of predisposition to osteoporosis / P. Marozik [et. al.] // 
Molecular and Applied Genetics: Proceedings. – Vol. 13. – Minsk, 2012. – P. 100–109. – I. Mosse, 
M. Ameliyanovich, E. Rudenko, V. Alekna, M. Tamulaitienė

Osteoporosis is a systemic metabolic disease of the skeleton, characterized by decreased bone mass 
and micro damages of bone tissue that leads to an increased risk of fracture. Homeostasis of bone 
tissue during lifetime is maintained mainly by balanced processes of bone resorption and formation, 
controlled by a large quantity of genes and environmental factors. The identification of genes vari-
ants, responsible for predisposition to this disease, will help to form groups of risk and to perform 
the most effective measures of prevention, diagnostics and therapy of such patients, which will allow 
avoiding complications and decrease mortality and disability.

Key words: osteoporosis, predisposition, prevention, candidate genes.

УДК 577.21:597.442:575.17
Молекулярно-генетические исследования производителей стерляди (Acipenser ruthenus L.) / 

М.И. Лесюк [и др.] // Молекулярная и прикладная генетика: сб. научн. тр. – Т. 13. – Минск, 
2012. – С. 110–117. – Соавт.: О.Ю. Конева, Е.А. Ровба, А.М. Слуквин

Целью настоящей работы являлась популяционная идентификация производителей стерляди, 
выращенных в прудах ОАО «Рыбхоз “Полесье”», путем проведения молекулярно-генетического 
анализа по четырем микросателлитным локусам (LS-68, LS-19, LS-39, Aox-45) с использованием 
микросателлитного метода. Подтверждено днестровско-днепровское происхождение стерляди 
в ОАО «Рыбхоз «Полесье» Пинского района Брестской области. Обнаружены специфические 
аллели для днестровско-днепровской стерляди.

Ключевые слова: стерлядь (Acipenser ruthenus  L.), микросателлитные локусы. 
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Molecular and genetic studies in population of sterlet spawners / M. Lesyk [et al.] // Molecular 
and Applied Genetics: Proceedings. – Vol. 13. – Minsk, 2012. – P. 110–117. – O. Koneva, E. Rouba, 
A. Slukvin

The purpose of this study was to identify population of sterlet, were reared in ponds of fish-farm 
«Palesye», through molecular-genetic analysis of four microsatellite loci (LS-68, LS-19, LS-39, 
Аох-45), using microsatellite method. Dniester and Dnieper origin was confirmed by sterlet from 
fish farm «Palesye» (Pinsk district, Brest region, Belarus). Specific alleles were found for Dniester 
and Dnieper population of sterlet.

Key words: sterlet (Acipenser ruthenus  L.), microsatellite loci.

УДК 616–006.48:615.28
Спонтанная иммортализация фибробластов крысы при длительном культивировании in vitro / 

А.С. Сапун [и др.] // Молекулярная и прикладная генетика: сб. научн. тр. – Т. 13. – Минск, 2012. – 
С. 118–125. – Соавт.: О.В. Квитко, И.И. Конева, Я.И. Шейко, Н.А. Балашенко, С.Е. Дромашко

Механизмы иммортализации и онкотрансформации во многом еще не изучены, не вы-
явлены причины преодоления клеточного старения и приобретения способности к неогра-
ниченной пролиферации in vitro. Частота спонтанной трансформации в клеточных куль-
турах грызунов гораздо выше, чем при культивировании клеток человека. Таким образом, 
исследование эмбриональных фибробластов крысы в течение длительного культивирова-
ния является перспективной моделью для изучения всей последовательности событий ра-
ковой трансформации in vitro. Применение метода компьютерной видеомикросокпии по-
зволило выявить основные стадии иммортализации для клеточных культур, полученных из  
12-14-дневных эмбрионов крысы. Показано, что морфологически измененные (округлые) клет-
ки с неограниченным пролиферативным потенциалом возникают на стадии культивирования, 
предшествующей утрате пролиферации основной клеточной популяцией, представленной ве-
ретеновидной формы. 

Ключевые слова: иммортализация, онкотрасформация, фибробласты крысы, компьютерная 
видеомикроскопия.

Spontaneous immortalization of rat fibroblasts during prolonged cultivation in vitro / A. Sapun 
[et al.] // Molecular and Applied Genetics: Proceedings. – Vol. 13. – Minsk, 2012. – P. 118–125. – 
O. Kvitko, I. Koneva, Y. Sheiko, N. Balashenko, S. Dromashko

The mechanisms of immortalization and onсotransformation are still largely unknown. The 
causes of avoiding of cellular aging and the acquisition of unlimited proliferation in vitro are not 
revealed yet. The frequency of spontaneous transformation in the rodent cell cultures is much 
higher than in human cells. Therefore, culture of embryonic rat fibroblasts is a promising model 
to study the entire sequence of events of cancer transformation in vitro. Application of computer 
videomicroscopy revealed the main stages of cell immortalization in the cell cultures from 12-14-
day rat embryos. It is shown that cells with changed morphology (round shape) with an unlimited 
proliferation potential arise before the loss of proliferation by the major part of cell population 
represented by spindle-shaped cells. 

Key words: immortalization, oncotransfornation, rat fibroblasts, computer videomicroscopy.

УДК 616-006.88:599
Биологические эффекты экзогенных полинуклеотидов и перспективы их использования 

в медицине (обзорная статья) / О.В. Квитко [и др.] // Молекулярная и прикладная генети-
ка: сб. научн. тр. – Т. 13. – Минск, 2012. – С. 126–135. – Соавт.: А.С. Сапун, И.И. Конева, 
Я.И. Шейко, Н.А. Балашенко, С.Е. Дромашко

Открытие процесса генетической трансформации посредством введения экзогенного 
генетического материала в клетку с его последующей экспрессией по механизму матрич-
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ного синтеза в соответствии с классической схемой ДНК – РНК – белок явилось стиму-
лом для разработки полинуклеотидных препаратов в медицине. Первые успехи в этом 
направлении, в частности, данные об иммуностимулирующих и противоопухолевых эф-
фектах, специфических для бактериальной ДНК, обогащенных неметилированными по 
цитозину динуклеотидами CpG, поставили вопрос о возможности иных, отличающихся 
от матричного, механизмов биологического действия экзогенных полинуклеотидов. Бы-
ло установлено, что часть таких «неканонических» механизмов функционирует посред-
ством запуска молекулярных сигнальных путей, начальным пунктом которых является 
взаимодействие полинуклеотида с рецептором на поверхности или внутри клетки. Об-
наружены сигнальные эффекты экзогенных ДНК и РНК, специфичные и неспецифичные 
в отношении их вторичной структуры (одно- или двунитевые), нуклеотидного состава и 
последовательности нуклеотидов. Различия рецепторных систем между разными тканя-
ми, а также нормальными и опухолевыми клетками, открывают возможность создания 
полинуклеотидных препаратов, селективно ингибирующих либо стимулирующих проли-
ферацию разных клеточных типов в терапевтических целях. Рассматриваются перспек-
тивы применения каталитических РНК и ДНК – рибозимов и дезоксирибозимов, а также 
«антисмысловой терапии», основанной на ингибировании трансляции посредством ком-
плементарного спаривания однонитевых рибонуклеотидов с матричной РНК. Кроме того, 
возрастает интерес к управлению генной экспрессией посредством РНК-интерференции – 
запускаемой двухцепочечными рибонуклеотидными фрагментами (называемыми малыми 
интерферирующими РНК) каталитической деградации матричной РНК. Искусственный 
синтез полинуклеотидов с различными характеристиками предоставляет дополнительные 
возможности создания биологически активных ДНК- и РНК-препаратов. Для тестирова-
ния эффективности полинуклеотидных препаратов in vitro целесообразно использовать 
видеомикроскопию живых клеток. 

Ключевые слова: экзогенные полинуклеотиды, CpG-олигонуклеотиды, АТ-районы, 
полиинозиновая-полицитидиловая кислота, Толл-подобные рецепторы, рибозимы, дезок-
сирибозимы, антисмысловая терапия, малые интерферирующие РНК, клеточная пролифе-
рация, апоптоз, клеточное старение, полинуклеотидные препараты, мезотерапия, видеоми-
кроскопия живых клеток.

Biological effects of exogenous polynucleotides and prospects for their use in medicine /  
O.V. Kvitko [et al.] // Molecular and Applied Genetics: Proceedings. – Vol. 13. – Minsk, 2012. –  
P. 126–135. – A.Sapun, I. Koneva, Y. Sheiko, N. Balashenko, S. Dromashko

Discovery of the process of genetic transformation by means of the incorporation into a cell 
of exogenous genetic material with its subsequent expression due to the mechanism of the 
template directed synthesis in accordance with the classical scheme DNA-RNA-protein has 
become a stimulus for the elaboration of polynucleotide preparations in medicine. First suc-
cesses in this area, in particular, the data on the immune stimulatory and antitumor effects of 
bacterial DNA rich in unmethylated CpG dinucleotides of cytosine, raised the question of the 
possible existence of alternative (different from the template directed ones) mechanisms of 
the biological effects of exogenous polynucleotides. It was revealed that some of such “non-
canonical” mechanisms function by launching the molecular signaling pathways the starting 
point of which is an interaction of a polynucleotide with a receptor on the cell surface or in-
side the cell. Signaling effects of exogenous DNA and RNA have been found that are specific 
or nonspecific with respect to their secondary structure (single or double strand), nucleotide 
composition and nucleotide sequence. Differences of receptor systems in different tissues, as well 
as normal and tumor cells, provide the opportunity of creation of polynucleotide preparations 
which inhibit or stimulate selectively the proliferation of different cell types for therapeutic 
purposes. There are also significant prospects of using catalytic RNAs and DNAs – ribozymes 
and deoxyribozymes, as well as of “antisense therapy”, which is based on the inhibition of 
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translation through complementary pairing of single-stranded RNA from ribonucleotides. 
Besides, there is an interest to the regulation of gene expression by RNA interference - catalytic 
degradation of the mRNA triggered by double-stranded ribonucleotide fragments (called small 
interfering RNA). Artificial synthesis of polynucleotides with different characteristics opens 
the new possibilities for the creation of biologically active DNA and RNA preparations. Use 
of the computer videomicroscopy of living cells is an appropriate experimental approach for 
testing polynucleotide preparations.

Key words: exogenous polynucleotides, CpG-oligonucleotides, AT-regions, polyinosinic-polycyt-
idylic acid, Toll-like receptors, ribosymes, deoxyribozymes, antisense therapy, small interference 
RNAs, cell proliferation, apoptosis, cellular aging, polynucleotide drugs, methotherapy, videomi-
croscopy of living cells.
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