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Белорусское общество генетиков и селекционеров: 
прошлое, настоящее и будущее (к 50-летию)

(обзорная статья)

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

Статья приурочена к 50-летию Белорусского общества генетиков и селекционеров (БОГИС) и освещает его 
деятельность за период 1966–2016 годы.

Ключевые слова: Белорусское общество генетиков и селекционеров (БОГИС), съезды БОГИС, генетика.

Рис. 1. Н.В. Турбин, Арне Мюнтцинг (Швеция) и П.Ф. Ро-
кицкий на генетическом семинаре в Минске (1971 г.)

Белорусское общество генетиков и селек-
ционеров (БОГИС) было создано вслед за 
организацией Всесоюзного общества гене-
тиков и селекционеров им. Н.И. Вавилова в 
1966 г. В работе по созданию общества при-
нимали активное участие академик АН БССР 
Н.В. Турбин и заведующий отделом теорети-
ческой генетики Института генетики и цито-
логии АН БССР профессор П.Ф. Рокицкий. 
12 ноября 1966 г. состоялось учредительное 
собрание Белорусского общества генетиков 
и селекционеров, объединившее 109 человек 
из 20 научно-исследовательских учреждений 
и вузов республики [1]. 

Основной задачей Общества его учредители 
видели возрождение и развитие различных на-
правлений генетики и селекции в республике, 
повышение квалификации научных работни-
ков. Решать эти задачи планировалось через 
организацию регулярного генетического семи-
нара. Детище Н.В. Турбина и П.Ф. Рокицкого, 
семинар собирал заинтересованных слушате-
лей со всех уголков страны. И Н.В. Турбин, 
и П.Ф. Рокицкий, будучи настоящими энту-
зиастами науки, концентрировали вокруг се-
бя таких же увлеченных людей, заражая их 
духом творчества и новаторства. Это было 
время освобождения научной мысли от поли-
тических догм, время восстановления в пра-
вах генетики в нашей стране после сложного 
периода лысенковского «средневековья». Для 
выступления на семинаре с лекциями по со-
временным проблемам генетической науки 
приглашались не только советские, но и зару-
бежные специалисты (рис. 1). 

Первым Президентом БОГИС в 1966 г. был 
избран Петр Фомич Рокицкий [1]. Благодаря 
его личным связям укрепилось взаимодей-
ствие белорусских ученых с учеными России и 
других советских республик. По приглашению 
академика П.Ф. Рокицкого в Минск с научны-
ми докладами приезжали его давние друзья и 
коллеги, выдающиеся генетики Б.Л. Астау-
ров, Д.К. Беляев, Н.В. Тимофеев-Рессовский, 
С.М. Гершензон, И.А. Рапопорт и др. Эти узы 
дружбы не ослабли и после ухода из жизни Пе-
тра Фомича в 1977 г., когда на посту президен-
та БОГИС его сменила член-корреспондент 
АН БССР Л.В. Хотылева.

О быстром росте авторитета и активности 
БОГИС свидетельствуют сухие строки хроники 
[2–7]. Так, в 1970 г. в обществе насчитывалось 
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Рис. 2. Участники II-го съезда Белорусского общества генетиков и селекционеров (1971 г., Минск)

Рис. 3. Участники III-го съезда Белорусского общества генетиков и селекционеров (1976 г., г. Горки Могилев-
ской обл., БГСХА)

154 человека и 5 коллективных членов (Институт 
генетики и цитологии, Институты земледелия и 
животноводства, Институт лесного хозяйства и 
Белорусская сельскохозяйственная академия). 
Состоялось 10 заседаний республиканского ге-
нетического семинара, на котором выступили не 

только белорусские ученые, но и доктор М. Заха-
риас из ГДР; прочитано 200 научно-популярных 
лекций для населения; проведено III всесоюзное 
совещание по полиплоидии, собравшее 250 уче-
ных из Москвы, Ленинграда, Киева, Новосибир-
ска, Харькова, Душанбе [2]. 
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В 1978 г. общество уже объединяло 378 чело-
век и имело 15 отделений и секций при различ-
ных НИИ и вузах республики. Выдающимся 
событием этого года стал XIV Международ-
ный генетический конгресс в Москве. На нем 
была широко представлена белорусская наука: 
с докладами по различным проблемам гене-
тики и селекции выступили ведущие ученые 
республики Л.В. Хотылева, Г.В. Красковский, 

А.Н. Палилова, В.К. Савченко, Г.И. Лазюк, 
Ю.К. Фомичев. Продолжил работу республи-
канский генетический семинар, состоялось 
7 заседаний, в числе докладчиков были уче-
ные из Киева и Кишинева. Большое внимание 
уделялось пропаганде генетических знаний, 
выступлениям на радио и телевидении. Под-
держивались связи с учеными ГДР, Болгарии, 
Чехословакии [5].

Хронология съездов БОГИС

Год Название Место проведения

1966 I-й учредительный Съезд БОГИС г. Минск, Институт генетики и цитологии 
НАН Беларуси

1971 II-й Съезд БОГИС г. Минск, Институт генетики и цитологии 
НАН Беларуси

1976 III-й Съезд БОГИС г. Горки, Белорусская сельскохозяйственная 
академия 

1981 IV-й Съезд БОГИС г. Минск, Институт генетики и цитологии 
НАН Беларуси

1986 V-й Съезд БОГИС г. Горки, Белорусская сельскохозяйственная 
академия 

1992 VI-й Съезд БОГИС г. Горки, Белорусская сельскохозяйственная 
академия 

1997 VII-й Съезд БОГИС г. Горки, Белорусская сельскохозяйственная 
академия 

2002 VIII-й Съезд БОГИС г. Минск, Белорусский государственный 
университет 

2007 IX-й Съезд БОГИС г. Гомель, Институт леса НАН Беларуси
2012 X-й Съезд БОГИС г. Минск, Институт генетики и цитологии 

НАН Беларуси

Значимым и насыщенным яркими события-
ми стал для белорусских ученых и Белорус-
ского общества генетиков и селекционеров 
1992 год. В июне этого года состоялся VI съезд 
БОГИС, а в ноябре в Минске прошел VI съезд 
Всесоюзного общества генетиков и селекцио-
неров (ВОГИС) [8]. Организаторами съезда 
выступили ВОГИС, БОГИС, Институт гене-
тики и цитологии Академии наук Беларуси, 
Институт общей генетики им. Н.И. Вавилова 
Российской академии наук. В работе съезда 
приняли участие более 600 ученых из России, 
Беларуси, Украины, Молдовы, Литвы, Латвии, 
Эстонии, Казахстана, Туркменистана, Узбеки-
стана, Польши. Научная программа съезда от-
разила современное состояние различных на-
правлений генетики и селекции, развиваемых 
в странах СНГ и Балтии. На открытии съезда с 

приветствием к участникам и делегатам обра-
тился президент Академии наук Беларуси ака-
демик Л.М. Сущеня, который в своем высту-
плении подчеркнул необходимость и важность 
сохранения и укрепления связей, сложившихся 
между учеными и научно-исследовательскими 
учреждениями в ходе многолетнего сотрудни-
чества (рис. 4.). Вся дальнейшая деятельность 
съезда подтвердила стремление генетиков и се-
лекционеров к установлению творческих кон-
тактов, обмену научной информацией и объе-
динению усилий, направленных на дальнейшее 
развитие генетической науки.

На пленарных заседаниях были заслушаны 
доклады академика АН Беларуси Л.В. Хотыле-
вой, чл.-корр. РАН С.Г. Инге-Вечтомова, ака-
демика РАСХН В.С. Шевелухи, чл.-корр. РАН 
Ю.П. Алтухова, академика РАН Ю.В. Ильина  



8

Молекулярная и прикладная генетика. Том 21, 2016 г.

А.В. Кильчевский и др. Белорусское общество генетиков и селекционеров: прошлое, настоящее и будущее... 

В президиуме второй слева директор Института общей генетики им. Н.И. Вавилова РАН Ю.П. Алтухов, далее 
академик АН Беларуси Л.В. Хотылева; член-корр. РАН С.Г. Инге-Вечтомов; член-корр. ВАСХНИЛ президент 

ААН РБ Антонюк В.С.
Рис. 4. Открытие VI-го съезда ВОГИС: выступление президента АН Беларуси академика Л.М. Сущени

и чл.-корр. РАН Л.И. Корочкина, которые 
обобщили достижения и перспективы разви-
тия фундаментальных направлений генетики 
и селекции. Кроме двух пленарных заседаний, 
приуроченных к открытию и закрытию съезда, 
работало 30 симпозиумов, которые подвели 
итоги исследований в самых разнообразных 
областях генетики и селекции; с докладами 
выступили ведущие специалисты из стран 
СНГ, Балтии и Польши. Состоялась стендовая 
сессия, на которой было представлено около 
200 сообщений по следующим разделам: об-
щая и молекулярная генетика, генетика и се-
лекция растений, генетика и селекция живот-
ных, генетика и селекция микроорганизмов, 
генетика человека и медицинская генетика. 
Съезд подвел итоги за весь почти 30-летний 
период активной плодотворной деятельно-
сти ВОГИС, на нем царила атмосфера твор-
чества, взаимопонимания и ответственности. 
Все отдавали себе отчет, что это последний 
съезд Всесоюзного общества генетиков и се-
лекционеров, на котором было принято реше-
ние о прекращении его существования в связи 
с ликвидацией СССР. 

Последний съезд Всесоюзного общества 
генетиков и селекционеров стал новой точкой 
отсчета в отношениях генетиков и селекцио-

неров бывшего СССР. Вместе с тем, их твор-
ческие связи не только не были утрачены, но 
крепли и обогащались, создавая новые воз-
можности для объединения и интеграции в 
мировое научное сообщество. Немалую роль 
в этом сыграло Белорусское общество гене-
тиков и селекционеров, научные форумы ко-
торого стали площадкой для встреч, общения, 
научных дискуссий (рис. 5).

БОГИС сегодня – представительная научно-
общественная организация, в состав которой 
входят более 300 ученых из 20 профильных 
научных, селекционных и учебных заведений 
Республики Беларусь. Деятельность общества 
направлена на консолидацию генетиков и се-
лекционеров республики путем выполнения 
совместных проектов, организации семинаров 
и конференций, издания коллективных трудов, 
а также на укрепление международных науч-
ных контактов в целях эффективного развития 
научных исследований по проблемам генети-
ки и селекции. Общество возглавляет член-
корреспондент А.В. Кильчевский, сменивший 
в 2007 г. на этом посту академика Л.В. Хоты-
леву, которая избрана Почетным Председате-
лем БОГИС.

Белорусское общество генетиков и селекци-
онеров и его базовые организации (Институт 
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Рис. 5. Участники VIII-го съезда Белорусского общества генетиков и селекционеров (2002 г., г. Минск, БГУ)

генетики и цитологии, Институт леса, БГУ, 
НПЦ по земледелию, НПЦ по животновод-
ству, РНПЦ «Мать и дитя» и пр.) своей науч-
ной и инновационной деятельностью содей-
ствуют продвижению в стране исследований 
по актуальным проблемам генетической нау-
ки. В последнее десятилетие в Беларуси, как 
и во всем мире, получила интенсивное раз-
витие молекулярная генетика, были суще-
ственно расширены работы, направленные 
на изучение структурно-функциональной 
организации геномов растений, животных, 
микроорганизмов и человека, разработку про-
блем генетической и клеточной инженерии, 
биобезопасности, создание эффективных ге-
номных биотехнологий для сельского хозяй-
ства, здравоохранения, спорта, охраны окру-
жающей среды [9]. Этому в немалой степени 
способствовал ряд научно-аналитических до-
кладов, подготовленных при участии БОГИС 
[10, 11]. Отнесение биотехнологии к приори-
тетам научно-технической деятельности и 
принятие национальных биотехнологических 
программ позволило вывести генетические 
исследования в стране на уровень, соответ-
ствующий мировым тенденциям.

В целях развития междисциплинарного 
и международного сотрудничества, укрепле-
ния связей генетической науки с практикой 
под эгидой БОГИС было инициировано про-
ведение серии регулярных научных и научно-

практических семинаров и конференций. 
С 2003 г. на базе двух учреждений – Инсти-
тута генетики и цитологии НАН Беларуси и 
Мозырского государственного педагогическо-
го университета им. И.П. Шамякина (г. Мо-
зырь – малая родина П.Ф. Рокицкого) – про-
водятся «Рокицкие чтения», ориентированные 
на укрепление связей с высшей школой, рабо-
ту с молодежью. С 2007 г. на базе Института 
генетики и цитологии НАН Беларуси органи-
зуются «Жебраковские чтения» (проведено 
5 форумов), проходящие в формате лекций из-
вестных зарубежных ученых-генетиков и об-
суждения актуальных проблем и перспектив 
развития генетической науки [12–16]. Весьма 
символично, что на первых «Жебраковских 
чтениях – 2007» была представлена лекция 
«Тенденции современной теории эволюции» 
академика РАН С.Г. Инге-Вечтомова, которо-
го с БОГИС и Институтом генетики и цитоло-
гии связывают многие годы сотрудничества 
и дружбы. Для обсуждения на «Жебраковских 
чтениях» свои лекционные доклады предста-
вили ведущие специалисты СНГ - член-корр. 
РАН Н.А. Янковский, академик РАН Н.А. Кол-
чанов, член-корр. НАН Украины В.А. Кунах 
(рис.  6), академик НААН Украины Ю.М. Сиво- 
лап, д.б.н. А.М. Кудрявцев. Чтения неизменно  
собирают большую аудиторию, привлекая уче-
ных, преподавателей, аспирантов и студентов 
из многих учреждений.
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Рис. 6. Международная научная конференция «Преобразование геномов. III Жебраковские чтения – 2011», 18 
октября 2011 г., г. Минск. Приглашенный лектор  – член-корр. НАН Украины В.А.  Кунах (второй справа на 

первом снимке)

Слева направо: генеральный директор НПЦ НАН 
Беларуси по земледелию, академик НАН Беларуси 
Ф.И.  Привалов; главный ученый секретарь НАН Бе-
ларуси, член-корр. НАН Беларуси А.В. Кильчевский; 
директор Института генетики и цитологии НАН Бела-

руси В.А. Лемеш
Рис. 7. Семинар «Геномные биотехнологии для агро-
промышленного комплекса (растениеводство)», 2014 г.

Под патронажем БОГИС внедрена практика 
проведения регулярных научно-практических 
семинаров по направлениям «Генетика для 
сельского хозяйства», «Генетика для здра-
воохранения» и «Генетика для спорта» с 
участием организаций профильных мини-
стерств. Всего, начиная с 2006  г., состоя-
лось 10 семинаров по различным тематикам. 
Большой резонанс получил семинар на тему 
«Современные генетические технологии в 
репродуктивной медицине» (2013 г.), орга-
низованный БОГИС совместно с ГУО «Бе-
лорусская медицинская академия последи-
пломного образования» и предназначенный 
для врачей – специалистов в области репро-
дуктивной медицины. В качестве доклад-
чиков на семинаре выступили специалисты 
Института генетики и цитологии НАНБ, 
РНПЦ «Мать и дитя», МЧУП «Центр ре-
продуктивной медицины», БелМАПО, ГУ 
«Научно-исследовательский институт аку-
шерства и гинекологии им. Д.О. Отто РАМН» 
(Санкт-Петербург, Россия). Более 100 уче-
ных и специалистов аграрного хозяйства 
собрал семинар «Геномные биотехнологии 
для агропромышленного комплекса (расте-
ниеводство)» (2014 г.), на котором обсужда-
лись проблемы использования современных 
ПЦР-технологий для решения задач в области 
селекционно-генетических исследований в 
растениеводстве, сохранения и рациональ-
ного использования генетических ресурсов 
растений (рис. 7). Семинар с международ-

ным участием «Генетика – спорту высших 
достижении» (2012 г.) был посвящен исполь-
зованию новейших достижений генетики в 
практике отбора и подготовки спортсменов. 
В работе семинара приняли участие специа-
листы научных учреждений НАН Беларуси 
биологического и медицинского профилей, 
Республиканского центра спортивной меди-
цины, НИИ физкультуры и спорта, федераций 
спорта, заинтересованных ВУЗов, а также 
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Фото слева: на трибуне академик-секретарь Отделе-
ния биологических наук НАН Беларуси, академик 
НАН Беларуси И.Д. Волотовский. В президиуме слева 
направо: член-корр. НАН Беларуси А.В. Кильчевский, 
академик НАН Беларуси А.В.  Сукало, член-корр. 
НАН Беларуси С.А. Усанов, академик НАН Беларуси 

Л.В. Хотылева
Рис. 8. X Съезд Белорусского общества генетиков и 
селекционеров. Международная научная конферен-
ция «генетика и биотехнология xxi века: проблемы, 
достижения, перспективы» (к 100-летию со дня рож-

дения академика Н.В. Турбина), Минск, 2012 г.

коллеги из Российской Федерации. Участни-
ками семинаров неоднократно отмечалось, 
что такие формы сотрудничества способству-
ют оперативному и регулярному обмену ин-
формацией между учеными и специалистами 
отраслей, ускоряют внедрение достижений 
генетической науки в практику. 

Упомянутые научные мероприятия свиде-
тельствуют, что стоящие перед Белорусским 
обществом генетиков и селекционеров це-
ли успешно реализовываются. Последний 
X-ый Съезд БОГИС (8–11 октября 2012 года, 
г. Минск) убедительно продемонстрировал 
консолидацию белорусских ученых с коллега-
ми из ближнего и дальнего зарубежья (рис. 8). 
Съезд и сопровождающая его Международ-
ная научная конференция «Генетика и био-
технология XXI века: проблемы, достижения, 
перспективы», приуроченная к 100-летию со 
дня рождения академика Н.В. Турбина, ста-
ли значимыми событиями для отечественной 
генетики, селекции и биотехнологии, собрав-
шими для обмена информацией, дискуссий 
и выработки стратегических решений пред-
ставителей научной и вузовской обществен-
ности, а также работников практической сфе-
ры разных стран. Научная программа Съезда 
объединила и предоставила площадки для 
выступлений более 300 ученым и специали-
стам из Беларуси и стран ближнего и дальне-
го зарубежья – России, Украины, Казахстана, 
Польши, Латвии, Азербайджана, Германии, 
Франции, США. В рамках пленарного (15 до-
кладов) и секционных (69 устных и 141 стен-
довый доклад) заседаний были представлены 
последние достижения отечественных и за-
рубежных ученых в области генетики, селек-
ции и биотехнологии. Отличительной чертой 
конференции являлась наглядная демонстра-
ция вклада исследований в области геномных 
биотехнологий в решение практических за-
дач здравоохранения и сельского хозяйства 
нашей республики. 

Традиционно большое внимание уделяется 
взаимодействию БОГИС с Вавиловским об-
ществом генетиков и селекционеров России, 
Украинским обществом генетиков и селекци-
онеров и Латвийским обществом генетиков 
и селекционеров. В развитие многолетнего 
сотрудничества с российскими коллегами-
генетиками двумя ведущими научными учре-

ждениями России и Беларуси генетическо-
го профиля – Институтом общей генетики 
им. Н.И. Вавилова РАН и Институтом генети-
ки и цитологии НАН Беларуси, подготовлена 
Союзная программа «Разработка инноваци-
онных геногеографических и геномных тех-
нологий идентификации личности и индиви-
дуальных особенностей человека на основе 
изучения генофондов регионов Союзного го-
сударства» (2017–2021 гг.) (рис. 9). 

Вместе с тем БОГИС совершенствует свою 
научно-организационную деятельность, вво-
дя новые формы работы и привлекая новых 
партнеров. Так, в 2016 г. в г. Минске в со-
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В президиуме слева направо: руководитель НИИ медицинской генетики Томского НИМЦ, академик РАН 
В.П. Пузырев; главный ученый секретарь НАН Беларуси, член-корр. НАН Беларуси А.В. Кильчевский; заме-
ститель Государственного секретаря – член Постоянного комитета Союзного государства А.К. Дейко; директор 

Института общей генетики им. Н.И. Вавилова РАН, член-корр. РАН Н.А. Янковский 
Рис. 9. Совещание по Союзной программе, 2015 г., г. Минск, Институт генетики и цитологии НАН Беларуси

трудничестве с Европейской биотехнологи-
ческой ассоциацией (European Biotechnology 
Thematic Network Association, EBTNA), имею-
щей большой опыт реализации программ, ка-
сающихся образования и профессиональной 
подготовки в сфере биотехнологии, была про-
ведена Первая Европейская биотехнологиче-
ская школа. В работе школы приняли участие 
около 100 человек (лекторов и участников). 
Молодым ученым Национальной академии 
наук Беларуси прочитали лекции ведущие 
профессора, работающие в сфере биотехно-
логий, стран Европейского Союза, а также 
Республики Беларусь. В рамках работы школы 
прошли круглые столы, дискуссии, постерные 
сессии, на которых молодые ученые предста-
вили свои исследования. 

БОГИС активно участвует в научно-
издательской деятельности. Базовыми орга-
низациями общества на регулярной основе 
издаются 5 сборников научных трудов, вклю-
ченные ВАК Беларуси в Перечень научных 
изданий Республики Беларусь для опублико-
вания результатов диссертационных иссле-
дований по биологической, медицинской и 
сельскохозяйственной отраслям науки. Толь-
ко за последние пять лет членами общества 
опубликовано более 30 книжных изданий, 
14 учебных и учебно-методических пособий 

для школьников, студентов и магистрантов. 
Важным достижением в жизни БОГИС стал 
выход четырехтомного издания «Генетиче-
ские основы селекции растений», к рабо-
те над которым были привлечены ведущие 
ученые-члены общества [17–20]. Этот уни-
кальный труд обобщил результаты пятидеся-
тилетних исследований белорусских ученых, 
направленных на разработку современных 
генетически обоснованных методов селек-
ции, и по праву был удостоен Премии Наци-
ональной академии наук Беларуси (2015 г.).

В преддверии XI съезда Белорусского об-
щества генетиков и селекционеров (г. Минск, 
2016 г.), который состоится в год 50-летия 
БОГИС, общество продолжает славные тра-
диции, заложенные его основателями: со-
действует развитию генетики и селекции в 
республике, сплачивает единомышленников, 
способствует интеграции генетической науки 
с практикой.
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Оценка влияния функционально активных генов животного происхождения на стероидогенез растений 
проводилась на трансгенных растениях томата, содержащих кДНК гена CYP11А1 цитохрома Р450. Изучены 
морфологические и биометрические признаки у двух трансгенных линий томата в поколениях Т0–Т2. Общим 
для трансгенных линий являлось снижение урожайности по сравнению с исходным сортом. Выявлены отли-
чительные особенности каждой линии. Линия № 4 характеризовалась ускоренным темпом развития, линия 
№ 7 – удлиненным вегетационным периодом, нарушенным формированием генеративной системы, повышен-
ной устойчивостью к стрессовым факторам.

Ключевые слова: томат, ген цитохрома Р450scc, трансгенные растения.

Введение из представителей этого семейства является 
ген CYP11А1, кодирующий цитохром Р450scc 
(сholesterol side chain cleavage enzyme), который 
катализирует отщепление боковой цепи холе-
стерина с образованием прегненолона – пред-
шественника стероидных гормонов животных. 
В проведенных ранее исследованиях показано, 
что белковый продукт этого гена в трансгенных 
растениях табака и рапса способен интегриро-
ваться в стероидогенную систему растений и 
оказывать регуляторное влияние на формиро-
вание ряда фенотипических и физиологических 
изменений, имитирующих действие эндогенных 
брассиностероидов [3–5]. 

Целью исследований было изучение особен-
ностей роста и развития трансгенных растений 
томата поколений Т0, Т1 и Т2, несущих в геноме 
кДНК гена CYP11А1 цитохрома Р450scc, и на-
следования этой чужеродной вставки в ряду 
поколений. 

В настоящее время в исследовании меха-
низмов действия растительных гормонов 
наиболее перспективным представляется ис-
пользование мутантных или генетически мо-
дифицированных растений. Несмотря на зна-
чительные успехи, достигнутые в изучении 
гормональной регуляции онтогенеза растений, 
недостаточно изучены пути передачи сигнала 
отдельных фитогормонов и система их рецеп-
ции. Полифункциональность фитогормонов и 
способность влиять на многие физиологиче-
ские процессы затрудняет выявление специфи-
ки ответа конкретного фитогормона. В этом 
отношении особенно слабо изучены стерины и 
стероидные гормоны, играющие важную роль 
в регуляции физиологических процессов как 
у животных, так и у растений. 

Сходство метаболизма стероидов в клетках 
млекопитающих и растительных брассиностеро-
идов позволяет оценить влияние функционально 
активных генов животного происхождения на 
стероидогенез растений, в связи с этим возрос 
интерес к изучению генов семейства цитохрома 
Р450 животного происхождения [1, 2]. Одним 

Материалы и методы
Трансгенные растения томата были полу-

чены в лаборатории механизмов генной экс-
прессии Института биоорганической химии 
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РАН. Для генетической трансформации ис-
пользовали бинарный вектор pBI121mod-
P450SCC, содержащий полноразмерную кДНК 
гена СYP11A1, кодирующего цитохром P450SCC 
из коры надпочечников быка, и селективный 
ген nptII, обеспечивающий устойчивость к 
антибиотику канамицину. Трансформацию 
растений томата проводили методом совмест-
ного культивирования семядолей 12-днев-
ных асептических проростков с суспензией 
Agrobacterium tumefaciens штамма AGL0. 
Наличие селективного (nptII) и целевого 
(CYP11A1) генов у полученных канамицин-
устойчивых первичных трансформантов то-
мата проводили с помощью ПЦР со специфи-
ческими праймерами. Интеграция целевого 
гена была отмечена у 6 линий независимых 
трансформантов (T0), эффективность гене-
тической трансформации при использовании 
векторной конструкции pBI121mod-P450SCC 
составила 1,5% [6]. Укорененные in vitro не-
зависимые трансгенные растения были адап-
тированы к почвенным условиям и выращены 
в остекленном боксе.

Морфобиологическая оценка растений по-
колений T0, Т1 и Т2 проводилась на Биологи-
ческой опытной станции Института генетики 
и цитологии НАН Беларуси в условиях закры-
того грунта. Контролем служил исходный ран-
неспелый детерминантный сорт Рекордсмен. 
В поколении Т1 проведена оценка 2 линий 
трансформантов по признакам: развитие про-
ростков, окраска листовой пластинки, харак-
тер роста главного и боковых побегов, разви-
тие цветочных кистей, формирование завязи 
[5]. Поколение Т2 изучали на двух линиях 
трансформантов, представленных образцами 
7-2, 7-4, 7-5, 7-15, 7-21, 7-27, 7-29 линии № 7 
и образцами 4-3, 4-7, 4-18, 4-32, 4-34, 4-36 ли-
нии № 4. Учет данных биометрических при-
знаков и урожайности проводили с июля по 
сентябрь. Высоту растений измеряли через 30, 
60 и 120 дней после высадки в теплицу (соот-
ветственно в июне, июле и сентябре), количе-
ство кистей на главном стебле через 60 дней 
выращивания в закрытом грунте (июль), сред-
нюю длину междоузлий измеряли в середине 
вегетации (июль) и в конце вегетационного 
периода (сентябрь). Объем выборки – восемь 
растений (две делянки по четыре растения 
каждого образца).

Геномную ДНК выделяли из ткани взрослых 
растений с использованием DNA Purification 
Kit (Thermo scientific). Наличие встрой-
ки рекомбинантного гена у растений по-
коления Т2 проверяли проведением ампли-
фикации с праймерами, специфичными к 
последовательности кДНК гена CYP11A1: 5'–
CCACATCGAGAACTTCCAGAAG–3' (прямой) 
и 5'–CTGGTGTGGAACATCTTGTAGACG–3' 
(обратный), размер целевого фрагмента – 
502 п.н. (рис. 1) 

Результаты и обсуждение
В поколении Т0 исследованы 6 линий рас-

тений-трансформантов (линии № 1, 2, 3, 4, 
7, 8), которые были переведены в условия 
in vivo. Фенотипические различия между ли-
ниями наблюдались уже на ранних стадиях 
роста, достигая максимального проявления 
во время цветения второй-третьей кисти. 
Растения линии № 2 характеризовались на-
личием образцов как с типичным детерми-
нантным формированием побегов (как у 
исходного сорта Рекордсмен), так и с укоро-
ченными побегами, характерными для штам-
бовых форм. Растения-трансформанты линий 
№ 3 и № 8 отличались неравномерной окра-
ской листовых пластинок с темно-зелеными 
и светло-зелеными участками. Характерные 
особенности развития цветочных кистей от-
мечены у линии № 3 (сложная кисть), № 7 
и № 8 (2–4 бутона на кисти). Общей осо-
бенностью линий трансформантов являлась 
частичная или полная стерильность цветков 
и бессемянность образующихся плодов. Об-
разцы линии № 8 формировали бессемянные 
плоды нетипичной формы. Полноценные 
семена, пригодные для выращивания после-
дующих поколений, сформировали линии 
№ 4 и № 7.

Морфобиологическая оценка поколения Т1 
проведена на линиях № 4 и № 7. На стадии 
проростков у 40% растений линии № 7 отме-
чено развитие 3 семядолей, а 15% пророст-
ков формировали по 4 семядоли. В целом, 
линия № 4 была близка по развитию к кон-
тролю, а линия № 7 имела более интенсив-
ную зеленую окраску и крупные листовые 
пластинки. На дальнейших этапах онтоге-
неза четкие различия наблюдались во вре-
мя цветения и завязывания плодов. На этапе 
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цветения у ряда растений линии № 7 наблю-
далось развитие крупных чашелистиков, при 
этом пестик и тычинки полностью высыхали. 
Формирование завязи у линии № 4 было на 
уровне контроля, а у линии № 7 – значитель-
но ниже, как у большинства линий поколе-
ния Т0. Основная часть бутонов опадала по-
сле цветения, не завязывая плодов. При этом 
часть завязавшихся плодов являлась частично 
или полностью бессемянными. Важной осо-
бенностью, отличающей развитие растений-
трансформантов линии № 4, являлось более 
раннее формирование крупных по массе 
плодов.

Наследование встройки чужеродного гена 
растениями поколения Т2 исследовали при 
помощи ПЦР с праймерами, специфичными 
к последовательности кДНК гена CYP11A1 
(рис. 1). 

Растения поколения Т2 выращивались в те-
плице. В течение первых 30 дней после вы-
садки в теплицу (июнь) контрольный сорт 
Рекордсмен на 19,9–22,4 см превосходил по 
высоте трансформированные линии, которые 
на этом этапе были почти неразличимы по 
данному признаку (табл. 1). Через 60 дней 
выращивания в теплице (июль) более интен-
сивным ростом по-прежнему характеризо-
вался контрольный сорт, высота обеих линий 
различалась незначительно. В течение сле-
дующих двух месяцев были отмечены более 
четкие различия в скорости роста растений 

трансгенных линий по сравнению с контроль-
ным сортом. Высота растений контрольного 
сорта за этот период практически не измени-
лась. Высота растений линии № 4 в течение 
двух месяцев увеличилась на 13,8 см, макси-
мальный прирост наблюдался у образцов 4-7 
и 4-18 (на 30,3 см и 19,8 см соответственно). 
Наиболее значительным увеличением высо-
ты характеризовались растения линии № 7 
(в среднем на 44,3 см). В конце сентября у 
растений линии № 4 и контрольного сорта 
период вегетации заканчивался, а растения 
линии № 7 продолжали расти в высоту, фор-
мируя новые цветочные кисти. Среднее зна-
чение высоты растений этой линии составило 
158,4 см, при этом у отдельных растений вы-
сота достигала 210–247 см. Усиление роста в 
конце вегетационного периода наблюдалось 
у образцов линии № 7 как в поколении Т2, 
так и в поколении Т1. Подобная тенденция, 
по-видимому, является устойчивой характе-
ристикой данной линии. 

В качестве признака, характеризующего осо-
бенности развития растений томата, использо-
вали признак «количество кистей на главном 
стебле», подсчитанное в июне через 60 дней 
после высадки в теплицу (табл. 2). Растения 
линии № 4 превосходили по этому признаку 
как контрольный сорт, так и растения линии 
№ 7. У растений линии № 4 среднее значе-
ние этого признака составило 7,2 шт., дости-
гая 8 кистей на главном стебле у образца 4-3. 

7-2, 7-4, 7-5, 7-15, 7-21, 7-27, 7-29 – индивидуальные растения линии № 7; 4-3, 4-7, 4-18, 4-32, – индивидуальные 
растения линии № 4; К1, К2 – контрольные растения; pl – плазмида pBI121mod-P450SCC; М – маркер молекуляр-

ного веса GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder
Рис. 1. ПЦР-анализ геномной ДНК растений томата с праймерами, специфичными к кДНК гена CYP11A1
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Таблица 1

Средняя высота растений-трансформантов томата поколения Т2, выращенных 
в условиях закрытого грунта

№  
п/п

Наименование 
образца

Высота 
растений 

(июнь), см

Высота 
растений 
(июль),

см

Прирост 
(июнь-июль),

см

Высота 
растений

(сентябрь), см

Прирост 
(июль-

сентябрь), см

Общий  
прирост (июнь-
сентябрь), см

1 Рекордсмен 79,9 138,1 58,3 139,1 1,0 59,2
2 4-3 57,1 110,6 53,5 116,8 6,2 59,7
3 4-7 66,1 125,6 59,5 155,9 30,3 89,8
4 4-18 61,1 100,8 39,6 120,5 19,8 59,4
5 4-32 63,8 117,8 54,0 134,3 16,6 70,6
6 4-34 54,8 110,4 55,6 116,6 6,2 61,9
7 4-36 57,1 111,3 54,1 115,1 3,8 58,0

Среднее по линии № 4 60,0 112,8 52,7 126,5 13,8 66,5
8 7-2 60,8 118,6 57,9 165,0 46,4 104,3
9 7-4 64,8 122,4 57,6 162,3 39,9 97,6
10 7-5 63,0 120,4 57,4 170,3 49,9 107,3
11 7-15 61,8 116,9 55,2 149,5 32,6 87,8
12 7-21 58,0 117,6 59,6 167,0 49,4 109,0
13 7-27 33,6 88,6 55,0 136,6 48,0 103,0
14 7-29 57,5 114,5 57,0 158,4 43,9 100,9

Среднее по линии № 7 57,1 114,1 57,1 158,4 44,3 101,4

В то время как у образцов линии № 7 среднее 
число кистей на главном стебле составило 
5,8 шт., с минимальным значением у генотипа 
7-27 (2,7 кисти на главном стебле) на данном 
этапе. Через 120 дней после высадки в тепли-
цу (сентябрь) большая часть растений линии 
№ 4 сформировала верхушечные кисти и их 
рост прекратился. У растений исходного де-

терминантного сорта Рекордсмен и линии № 7 
продолжался рост главного стебля. Характер 
роста и развития линии № 4 сопоставим с ли-
тературными данными о том, что более интен-
сивным созреванием и сокращением периода 
вегетации характеризовались трансгенные 
растения табака, экспрессирующие кДНК ци-
тохрома P450scc [3, 7]. 

Таблица 2

Среднее количество кистей и длина междоузлий растений-трансформантов томата  
поколения Т2, выращенных в условиях закрытого грунта

Наименование 
образца

Количество кистей на 
главном стебле, шт.

Длина 
междоузлий, см

Наименование 
образца

Количество 
кистей на главном 

стебле, шт.

Длина 
междоузлий, см

Рекордсмен 6,3 10,8 7-2 5,6 8,6
4-3 8,0 9,2 7-4 7,1 10,1
4-7 6,8 9,3 7-5 6,8 9,9

4-18 6,5 8,6 7-15 6,8 8,6
4-32 7,6 9,3 7-21 6,6 8,8
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Продолжение табл. 2

Наименование 
образца

Количество кистей на 
главном стебле, шт.

Длина 
междоузлий, см

Наименование 
образца

Количество 
кистей на главном 

стебле, шт.

Длина 
междоузлий, см

4-34 7,6 9,1 7-27 2,7 10,5
4-36 6,9 9,3 7-29 5,0 9,4

Среднее по 
линии № 4 7,2 9,1 Среднее по 

линии № 7 5,8 9,4

Признак «длина междоузлий» характеризу-
ет особенности роста главного стебля растений 
томата. Через 60 дней выращивания в закрытом 
грунте длина междоузлий контрольного сорта и 
обеих трансгенных линий различалась незначи-
тельно (табл. 2). Через 120 дней после высадки в 
теплицу длина междоузлий растений контрольно-
го сорта и линии № 4 практически не изменилась, 
в то время как у растений линии № 7 отмечено 
резкое увеличение этого признака с максималь-
ным значением 16–17 см у образцов 7-2, 7-4. 
На рис. 2 показана длина междоузлий, сформиро-
ванных в конце вегетационного периода у линий 
трансформантов и контрольного сорта. 

Наблюдаемые эффекты, возможно, связаны 
со спецификой гормональной регуляции ро-
стовых процессов у изучаемых трансгенных 
линий, обусловленной различным уровнем экс-
прессии целевого гена или изменением уровня 
экспрессии других генов в области встраивания 
векторной конструкции. В ростовых процессах 
участвует комплекс фитогормонов, в том числе 

Рис. 2. Междоузлия растений трансгенных линии и контрольного сорта, измеренные через 120 дней после 
высадки в теплицу: а – образец 7-2 (линия № 7), б – образец 4-36 (линия № 4), в – сорт Рекордсмен

а б в

и брассиностероиды, которые способны усили-
вать рост растяжением и аддитивно взаимодей-
ствовать с гиббереллинами [8]. Функционально 
активный рекомбинантный цитохром Р450scc, 
встраиваясь в стероидогенную систему рас-
тений, приводит к биосинтезу новых биоло-
гически активных стероидных соединений 
с активностями, аналогичными действию брас-
синостероидов [3]. Их возможный синергизм 
с гиббереллинами может оказать стимулирую-
щее действии на рост стебля. 

Общей особенностью линий трансформан-
тов поколения Т2 являлось нарушение разви-
тия генеративной системы, отмеченное нами 
еще в предыдущих исследованиях у поколения 
Т1 [5]. Часть бутонов опадала после цветения, 
у некоторых образцов формировались нети-
пичные крупные чашелистики и полностью 
отсутствовали тычинки и пестик. Развитие се-
мян в сформированных плодах отличалось у 
линии № 4 и линии № 7 (рис. 3). Значительная 
часть плодов линии № 7 была бессемянной или  
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с семязачатками, в то время как у плодов линии 
№ 4 наблюдалось нормальное развитие семян. 
Снижение фертильности растений линий транс-
формантов, по-видимому, связано с нарушени-
ем развития пыльников, что в свою очередь 
является результатом выявленного ранее сни-
жения содержания (24R)-брассиностероидов, 
характерного для трансгенных растений, экс-
прессирующих кДНК CYP11А1 [3]. 

Наряду с морфологическими признаками 
у линий поколения Т2 оценивались признаки 
урожайности (табл. 3). Согласно полученным 
данным, все образцы трансгенных линий № 4 
и № 7 уступали исходному сорту по изучае-

мым признакам. Так, снижение общей урожай-
ности на 35% и 75% наблюдалось в среднем 
по линии № 4 и линии № 7 по сравнению с ис-
ходным сортом соответственно. 

Отмеченное выше более интенсивное созре-
вание, характерное для растений линии № 4, 
определяло увеличение ранней урожайности. По 
всем показателям урожайности растения линии 
№ 4 превосходили растения линии № 7. По об-
щей массе плодов и по количеству плодов с де-
лянки разница между двумя линиями была более 
чем в два раза. Обращает на себя внимание об-
разец 4-32, который по признакам урожайности 
превосходил остальные трансгенные образцы. 

Рис.3. Осемененность плодов растений линий № 4 и № 7: а – образец 4-18, б – образец 7-21 

Таблица 3

Значения признаков урожайности растений-трансформантов томата Т2 

№ 
п/п

Наименование 
образца

Урожайность красных 
плодов, кг/м2

Общая 
урожайность, кг/м2

Количество плодов на 
растении, шт

Средняя масса 
плода, г

1 Рекордсмен 8,01 8,01 26,8 74,5
2 4-3 4,60 4,60 17,2 65,4
3 4-7 5,09 5,58 28,8 46,5
4 4-18 4,65 4,73 19,2 59,0
5 4-32 6,91 6,97 26,0 64,5
6 4-34 4,51 4,51 15,5 70,6
7 4-36 5,56 5,72 20,2 68,2

Среднее по линии № 4 5,22 5,35 21,0 62,3
8 7-2 1,03 1,03 8,0 32,3
9 7-4 3,13 3,13 20,0 37,7
10 7-5 2,25 2,34 18,8 30,8
11 7-15 1,76 1,80 10,5 42,0

а б
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№ 
п/п

Наименование 
образца

Урожайность красных 
плодов, кг/м2

Общая 
урожайность, кг/м2

Количество плодов на 
растении, шт

Средняя масса 
плода, г

12 7-21 1,37 1,64 16,2 25,1
13 7-27 1,89 1,93 9,8 47,4
14 7-29 1,67 1,82 16,2 28,2

Среднее по линии № 7 1,87 1,95 14,2 34,8

Продолжение табл. 3

Важной отличительной особенностью рас-
тений Т1 и Т2 линии № 7 являлось отсутствие 
признаков поражения патогенами. Вегета-
тивные органы растений оставались интен-
сивно зелеными до конца вегетационного 
периода. На основании ранее проведенных 
лабораторно-полевых испытаний выявле-
на большая степень устойчивости к засухе у 
трансгенных растений линии № 7, выделены 
образцы 7-15, 7-21, 7-27, превышающие кон-
трольный сорт по способности адаптировать-
ся к засухе [9]. В дальнейшем планируется 
провести комплексный анализ устойчивости 
трансгенных линий к абиотическим и биоти-
ческим факторам.

Заключение
Таким образом, у двух трансгенных линий 

томата, содержащих в геноме кДНК CYP11А1, 
которая стабильно передается при семенном 
размножении, выявлены общие закономер-
ности проявления признаков и фенотипиче-
ские различия по показателям роста, разви-
тия и формированию плодов по сравнению 
с исходным сортом Рекордсмен. Общим для 
трансгенных линий являлось снижение уро-
жайности по сравнению с исходным сортом. 
Образцы линии № 7 значительно уступали 
по урожайности, как исходному сорту, так и 
линии № 4. Растения линии № 4 характери-
зовались скороспелостью, нормальным фор-
мированием плодов и семян. Отличитель-
ными особенностями растений линии № 7 
были частичная стерильность и слабое раз-
витие завязавшихся плодов, усиленный рост 
междоузлий, удлиненный период вегетации. 
Наибольшие фенотипические отличия между 
изучаемыми линиями трансформантов прояв-
лялись в конце вегетационного периода. По-
ложительной характеристикой растений линии 
№ 7 являлась устойчивость к биотическим и 
абиотическим факторам. Особенности роста и 

развития обеих линий относительно контроль-
ного сорта, имеющие однотипное проявление 
в поколениях Т1 и Т2, предположительно могут 
быть связаны с изменениями функционирова-
ния гормональной системы растений. 

Исследования выполняются при финансо-
вой поддержке Российского (РФФИ, проект 
№ 16-54-00227) и Белорусского республикан-
ского (БРФФИ, проект № Б16Р-129) фондов 
фундаментальных исследований. 
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Стрессовое воздействие является механизмом, запускающим процессы, вызывающие резкий рост числа мута-
ций и других геномных перестроек. В клетках растений, культивируемых in vitro, происходят генные мутации, 
частота которых достаточно велика и может быть использована для повышения генетического разнообразия 
культивируемых растений. Проведенный молекулярно-генетический анализ с помощью RAPD-, ISSR-, SSR-, 
IRAP-, REMAP-маркеров позволил зафиксировать изменения в геноме потомства растений «ложных транс-
формантов» льна-долгунца и выявить отличия их генетической структуры от исходных форм. 
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Существенное влияние на геномную из-
менчивость оказывают стрессовые условия 
культивирования in vitro. Феномен сомакло-
нальной изменчивости растений представля-
ет собой резкое повышение наследственной 
вариабельности культивируемых клеток и 
тканей, выявляемой в потомстве растений-
регенерантов. Результаты генетического ана-
лиза сомаклональных вариантов однозначно 
доказывают мутационную природу возни-
кающих in vitro изменений. На основе сома-
клональной изменчивости получены линии 
льна, устойчивые к экстремальным факторам 
среды [7–10], гербициду хлорсульфурону [11], 
грибным заболеваниям [12], алюмоустойчи-
вые формы [13].

Последствия воздействия генетической 
трансформации любого вида также могут 
рассматриваться как сложный, многоуровне-
вый биотический стресс. Трансформируемое 
растение подвергается нескольким видам 
стрессового воздействия: поранение, контакт 
с патогенным микроорганизмом (при агро-
бактериальной трансформации), длительное 
культивирование in vitro, собственно транс-
генез, т.е. инсерция Т-ДНК в геном растения-
реципиента. 

Случайное и ненаправленное встраивание 
чужеродной ДНК сопровождается каскадом 
изменений в геноме трансформируемых рас-
тительных эксплантов. По последним данным, 

Введение
Условия внешней среды могут вызывать весь-

ма существенные генотипические изменения, 
имеющие в определенной степени направлен-
ный характер и передающиеся по наследству. 
Особенность проявления стресса заключается 
в том, что растение, будучи лишенным про-
странственной подвижности, необходимой для 
поиска лучшего места обитания, компенсирует 
это повышенной геномной и физиологической 
«подвижностью», «пластичностью», позволя-
ющей гибко приспосабливаться к стрессовым 
факторам различной природы [1]. 

Лен относится к растениям, обладающим 
«пластичным» геномом. Существуют экспери-
ментальные данные, указывающие на сложность 
системы генетического контроля у льна, в част-
ности условия окружающей среды (лимитирую-
щие факторы) оказывают значительное влияние 
на аллельную структуру генов, контролирующих 
количественные признаки. Показано, что при 
выращивании одного поколения растений льна 
в разных контролируемых стрессовых условиях 
(несбалансированность минеральных удобрений 
N:P:K, специфический температурный режим 
и др.) появляются стабильные линии — генотро-
фы, отличающиеся одна от другой и от исходной 
линии не только по ряду морфологических и 
биохимических признаков, но и по общему ко-
личеству ядерной ДНК, по числу генов, коди-
рующих 25S, 18S и 5S рибосомные РНК [2–6]. 
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встраивание любых фрагментов Т-ДНК, даже 
если нарушена ее структура, приводит к изме-
нениям в геноме растения-хозяина [14].

В ответ на любой вид стресса у растения 
происходит активация окислительных фермен-
тов, что может стать причиной целого спектра 
изменений в ДНК [15]. При анализе первич-
ных трансформантов льна на устойчивость к 
глифосату H. Jordan и A. McHughen впервые 
обнаружили растения, приспособившиеся к 
существованию на селективной среде, но не 
содержащие в своем геноме чужеродной ДНК 
[16]. Такие растения были названы “escapes” 
или «ложными трансформантами». Можно 
предположить, что «ложные трансформанты», 
выжившие под влиянием многих стрессовых 
факторов, обладают повышенной физиологи-
ческой «подвижностью» и «пластичностью», 
расширяют спектр генетической изменчиво-
сти и могут быть полезны для создания форм 
с ценным сочетанием признаков.

Цель данной работы состояла в проведении 
молекулярно-генетического анализа с по-
мощью различных маркерных систем сома-
клональных линий льна-долгунца («ложных 
трансформантов»), которые были получены 
как побочный эффект агробактериальной и 
биобаллистической трансформации растений 
двух сортов льна-долгунца Белита и Василек. 

фикации: 1 цикл – 95 °С 2 мин, 2–40 цикл – 30 с 
при 94 °С, 30 с при Tm – 51–59 °С (температу-
ра отжига зависела от используемого прайме-
ра) и 1 мин 30 с при 72 °С, 41 цикл – финальная 
элонгация при 72 °С в течение 7 мин. 

Для RAPD-анализа использовали олигону-
клеотидные праймеры серии UBC (University 
of British Columbia): 73, 101, 127, 153, 180, 
239, 243, 244, 248, 292, 336, 337, 348, 365, 396, 
417, 458, 499, 542, 569, 574, 586, 601, 731, 790. 
Реакционная смесь объемом 25 мкл содержа-
ла 20 нг геномной ДНК, 0,2 мкМ праймера, 
200 мкМ каждого dATP, dCTP, dGTP и dTTP, 
2,5 мМ МgCl2 и 1,5 ед. Taq-полимеразы в инку-
бационном буфере. ПЦР проводили в следую-
щих условиях: цикл 1 – 5 мин при 95 °С; циклы 
2 – 35 (40), 1 (20 с) мин при 95 °С, 1 (20 с) мин 
при 30–36 °С и 2 (1 мин 20 с) мин при 72 °С; 
цикл 36 – 7 мин при 72 °С.

Реакционная смесь для ISSR-анализа объе-
мом 25 мкл содержала 20 нг матричной ДНК, 
0,2 мкМ праймера, 0,25 мМ dNTP mix, 4 мМ 
MgCl2, 1 ед. Taq-полимеразы. ПЦР проводили 
в следующих условиях: 1 цикл – 3 мин при 
94 °С; циклы 2–35, 60 с при 94 °С, 30 с при 
51–56 С, 30 с при 72 °С, затем следовал фи-
нальный шаг – 3 мин при 72 °С. Для проведе-
ния данного анализа использовались 15 прай-
меров [18, 20].

Полученные продукты амплификации раз-
деляли электрофорезом в 1,5%-ном агарозном 
геле с добавлением этидиум бромида, доку-
ментировали с помощью системы Bio-Rad 
GelDoc 2000. Размеры амплифицированных 
фрагментов определяли по маркеру молеку-
лярной массы 100 bp (Thermo Scientific) или 
1 kb DNA ladder (BRL).

Материалы и методы
В качестве материала для исследований ис-

пользованы четыре линии «ложных транс-
формантов» (EsB-1, EsV-1, EsV-2, EsV-3), 
полученные ранее в ходе экспериментов по 
генетической трансформации сортов льна-
долгунца белорусской селекции Белита и Ва-
силек [17]. 

Выделение ДНК проводили как из индиви-
дуальных растений, так и из общей выборки 
растений одной формы с помощью набора Ge-
nomic DNA Purification Kit (Thermo Scientific) 
согласно инструкции производителя. 

Реакционная смесь для амплификации с 
IRAP-праймерами объемом 25 мкл содержа-
ла 1х ПЦР-буфер, по 0,5 пмоль каждого прай-
мера, 0,25 мМ dNTP mix, 2 мМ MgCl2, 1 ед. 
Taq-полимеразы и 20 нг матричной ДНК. Для 
проведения IRAP-анализа использовались 
6 праймеров [18, 19]. ПЦР проводили на ам-
плификаторе BioRad. Программа для ампли-

Результаты и обсуждение
Изучение сомаклональной изменчивости мо-

жет представлять интерес как в фундаменталь-
ных исследованиях в качестве модели эволю-
ции и дивергенции генов в популяции, так и в 
практической селекции как доступный источ-
ник генетического разнообразия. С этой целью 
используют комплексный подход, включающий 
различные методы изучения и анализа.

При морфологическом анализе растений-
регенерантов можно обнаружить лишь те 
изменения, которые имеют фенотипическое 
проявление. Анализ генетических ресурсов 
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растений с использованием молекулярных 
маркеров позволяет выявлять скрытую из-
менчивость и тем самым целенаправленно 
подходить к более точной дифференциации 
и идентификации коллекционных образцов, 
в том числе и выявлению ценных генотипов.

На сегодняшний день одним из наиболее 
доступных и быстрых способов обнаружить 
вариабельность, а затем выяснить природу 
сомаклональной изменчивости является при-
менение молекулярных методов, основанных 
на полимеразной цепной реакции и создание 
с их помощью маркеров ДНК, отличающих 
сомаклоны от исходного генотипа. Генети-
ческая природа сомаклональных изменений 
может быть успешно установлена с помощью 
различных маркерных систем анализа ДНК.

RAPD-анализ, ISSR-анализ достаточно ча-
сто используются для исследований сомакло-
нальной изменчивости [21–25].

Sala et al. использовали RAMP вместе с 
RAPD, AFLP и SSR для анализа трансгенных 
растений Orisa sativa L., Populus, Saccharum 
officinarum  L., полученных посредством 
культуры клеток и трансгенного Arabidopsis 
thaliana L., полученного с помощью методи-
ки «макания цветка». Авторы обнаружили по-
лиморфизм во всех исследуемых популяциях, 
причем вариации спектров амплификации на-
блюдались как у регенерантов, отличающихся 
по морфологическим признакам от исходного 
растения, так и у регенерантов, внешне иден-
тичных исходному генотипу. В результате ав-
торы пришли к выводу, что причиной поли-
морфизма среди трансгенных растений может 
быть как сомаклональная изменчивость, так и 
реакция на введение чужеродных генов [21]. 

На примере выращиваемых в культуре in 
vitro в течение двух лет каллусов сахарного 
тростника было показано, что RAPD-спектры 
таких регенерантов значительно более поли-
морфны, чем спектры регенерантов, получен-
ных из молодых эмбриональных культур [23]. 
Для каллусной ткани солодки голой, длитель-
но культивируемой в условиях in vitro (10 лет), 
RAPD-метод показал изменения в тотальной 
ДНК, а ПДРФ-анализ обнаружил полимор-
физм в профилях митохондриальной ДНК [24]. 
Аналогичный метод был успешно использо-
ван для выявления полиморфизма сомаклонов 
персика, регенерированных из эмбриональной 

культуры [25]. Для исследования географиче-
ского распространения и полиморфизма ка-
надского льна [27], а также для оценки уров-
ня генетического разнообразия сортов льна и 
ландрас [26] был применен RAPD-анализ. 

Включенные в наше исследование линии 
растений «ложных трансформантов» льна-
долгунца, имеющие фенотипические различия 
по общей высоте растения, технической длине и 
др., отличались по RAPD-спектрам между собой 
и от родительских сортов. Три RAPD-праймера 
(UBC 542, UBC 574, UBC 731) из 25 включенных 
в исследование зафиксировали полиморфизм 
(рис. 1), который проявился и в возникновении 
новых неродительских RAPD-фрагментов, и в 
потере родительских фрагментов ДНК. Всего с 
использованием этих трех праймеров было ам-
плифицировано около 145 локусов, из них 76 
оказались полиморфными, что составило 52,4%. 
Размер амплифицируемых фрагментов – от 200 
до 2000 п.н. Наибольшая степень полиморфиз-
ма, по данным RAPD-анализа, обнаружена у 
линий EsB-1, EsV-3.

В работах по исследованию регенерантов из 
каллусной культуры риса (Oryza sativa var. indica) 
RAPD-анализ применялся для маркирования 
8-ми сомаклональных семей растений, имеющих 
фенотипические различия, такие как повышен-
ная засухоустойчивость, измененная биомасса, 
длина стебля и др., а также 4-х сомаклональных 
семей, не отличающихся по фенотипическим 
признакам от родительской формы. Показано, 
что все анализируемые растения значительно 
отличались по своим спектрам ДНК как между 
собой, так и от родительских растений: 28 из 45 
амплифицированных RAPD-фрагментов у сома-
клонов были полиморфными, включая потерю 
родительских фрагментов ДНК и возникновение 
новых, неродительских RAPD-фрагментов [28]. 

Аналогичные исследования были проведены 
на сомаклональных вариантах гороха (Pisum 
sativum). RAPD-анализ исходного сорта и его 
стабильных сомаклональных регенерантов вы-
явил полиморфизм ДНК как между сомакло-
нами, так и между сомаклонами и исходным 
сортом гороха. Степень различий между сорта-
ми была сравнима со степенью межсортовой 
дивергенции. При этом выявлен специфиче-
ский фрагмент ДНК, характерный только для 
спектров регенерантов и отсутствующий в 
RAPD-спектре исходного сорта [29].
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Рис. 1. RAPD профили амплификации ДНК исходных 
сортов Белита (B(k)), Василек (V(k)) и линий растений 

«ложных трансформантов» с праймером UBC 542

амплифицировано 130 локусов, 34 из которых 
оказались полиморфными, что составило 26%. 
Размер амплифицируемых фрагментов – от 250 
до 2500 п.н. 

Наибольшая степень полиморфизма по дан-
ным ISSR-анализа обнаружена у линии EsV-1.

Метод микросателлитного анализа широко 
применяется для анализа полиморфизма близ-
кородственных генотипов. Для выявления воз-
можных изменений в геноме растений «лож-
ных трансформантов» проведен SSR-анализ 
внутрилинейного и межлинейного ДНК-
полиморфизма. Молекулярно-генетический 
анализ с помощью 10 информативных прай-
меров [32, 33] не обнаружил различий между 
индивидуальными растениями внутри линий 
«ложных трансформантов», что подтвердило 
генетическую однородность данных форм. 
При сравнении микросателлитных профилей 
амплификации линий «ложных трансформан-
тов» и контрольных сортов установлен поли-
морфизм по шести локусам Lu2, Lu13, Lu17, 
Lu21, Lu23, Lu28, при этом обнаружены отли-
чия аллельного состава как между линиями, 
так и между линиями и контрольными сортами 
[34]. Подавляющая доля мутаций в микроса-
теллитных локусах возникает за счет специ-
фической ошибки репликации ДНК в районе 
микросателлита – проскальзывания (англ. 
slippage), что приводит к появлению аллеля 
нового размера. В то же время часть микро-
сателлитных мутаций может изменять коли-
чество повторов как в сторону увеличения, 
так и в сторону уменьшения (на два и более 
повторов). Мутационные изменения, затраги-
вающие размеры микросателлитных кластеров 
и число микросателлитных звеньев, изменяют 
такие важные молекулярно-биологические и 
биохимические характеристики как нуклео-
тидный состав, GC-содержание локусов, энер-
гию Гиббса образования ДНК/ДНК-дуплекса, 
соотношение молекулярных масс 5’-3’ и 3’-5’ 
последовательностей. Полиморфизм микро-
сателлитной ДНК установлен у образцов 
популяции EsV-2 и EsB-1 по локусу Lu23, у 
образцов популяции V-3 – по локусам Lu13, 
Lu23 [17].

IRAP  – метод амплификации геномной 
ДНК между близкорасположенными после-
довательностями ретротранспозонов. Для 
генотипирования этих последовательностей 

Vk Bk B1 V1 V2 V3 M

ISSR-метод, по мнению некоторых авторов, 
обладает большей воспроизводимостью по 
сравнению с RAPD [30]. С помощью RAPD- 
и ISSR-анализа были обнаружены изменения 
ДНК у сомаклонов гороха [31].

В нашей работе было использовано 15 ISSR-
праймеров, три из них (UBC 811, UBC 835, 
UBC 809) выявили полиморфизм ДНК как меж-
ду линиями растений «ложных трансформан-
тов», так и отличие от родительских сортов. По-
лиморфизм ДНК, как и в случае использования 
RAPD-праймеров, проявился в возникновении 
новых, неродительских фрагментов и потере 
родительских фрагментов ДНК (рис. 2). Всего 

Рис. 2. ISSR-профили амплификации ДНК исходных 
сортов Белита (B(k)), Василек (V(k)) и линий растений 

«ложных трансформантов» с праймером UBC 835

Vk Bk B1 V1 V2 V3 M

→

→
→

→
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используют специально сконструированные 
праймеры PawS. Первоначально с помощью 
данных праймеров выявляли умеренные по-
вторы ДНК ржи – семейство R173. Позднее 
было установлено, что данное семейство 
умеренно повторяющихся последовательно-
стей имеется и в других видах растений – у 
картофеля, риса, пшеницы, а продукт ПЦР-
амплификации геномной ДНК является ста-
бильным генетическим IRAP-маркером. 
Полиморфизм в данном случае обусловлен 
либо мутацией в участке связывания прай-
мера, либо уникальным биологическим про-
цессом – ретротранспозицией, в результате 
встраивания ретротранспозона в новый уча-
сток геномной ДНК без потери первоначаль-
ного участка [35–41]. 

Полиморфизм линий «ложных трансфор-
мантов» льна-долгунца установлен с помо-
щью пяти IRAP-праймеров из семи, взятых 
в исследование. Всего было амплифициро-
вано 238 локусов, из них 58 оказались поли-
морфными, что составило 24,4%. Полимор-
физм, выявленный с помощью праймеров 
1833, 1899, 1854 и 1845, составил 30, 30, 24 
и 37 локусов, 1826, 1846 и IRAP – 43, 44 и 30 
соответственно. Размер амплифицируемых 
фрагментов не превышал 2000 п.н. Макси-
мальный уровень вариабельности показан 
для праймера 1826. Обнаружены отличия 
как между родительской формой и линия-
ми, так и межлинейный полиморфизм. Ли-
ния EsB-1 отличалась от исходного сорта 
Белита по семи полиморфным локусам, у 
линии EsV-1 в отличие от исходного сорта 
Василек было выявлено 11 полиморфных 
фрагментов, у линии EsV-2 – 7 полиморф-
ных фрагментов, у линии EsV-3 – 10 поли-
морфных фрагментов по сравнению с ис-
ходным сортом. 

Метод REMAP аналогичен IRAP-методу, 
но вместе с праймерами к ретротранспо-
зонам используются микросателлитные 
праймеры – двух-, трех- или четырехбазо-
вые, например, (NN)n, (NNN)n или (NNNN)
n [42, 43]. REMAP-анализ линий «ложных 
трансформантов» выявил меньшее количе-
ство полиморфизмов по сравнению с IRAP-
анализом. Из восьми использованных в ис-
следовании праймеров только 4 установили 
различия. Линия EsB-1 отличалась от кон-

Рис. 3. IRAP-профили амплификации ДНК исходных 
сортов Белита (B(k)), Василек (V(k)) и линий растений 

«ложных трансформантов» с праймером 1846

Vk Bk B1 V1 V2 V3 M

трольного исходного сорта Белита по ам-
плификации с праймерами IRAP+UBC807, 
IRAP+UBC808, IRAP+UBC811. Выявлено 
4 полиморфных локуса. Линия EsV-1 отли-
чалась от исходного сорта Василек по ам-
плификации с праймерами IRAP+UBC807, 
IRAP+UBC809. Выявлено 2 новых фрагмен-
та по сравнению с ПЦР-продуктом исходно-
го сорта. Линии EsV-2, EsV-3 не отличались 
от исходного сорта Василек по продуктам 
амплификации с использованными REMAP-
праймерами. Наибольшая степень полимор-
физма по данным REMAP-анализа обнару-
жена у линии EsВ-1.

Рис. 4. REMAP-профили амплификации ДНК ис-
ходных сортов Белита (B(k)), Василек (V(k)) и ли-
ний растений «ложных трансформантов» с REMAP-

праймерами IRAP и UBC 811

Vk BkBBV1 V2 V3 MB
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Заключение Список использованных источников
Стрессовое воздействие является меха-

низмом, запускающим процессы, вызываю-
щие резкий рост числа мутаций и других 
геномных перестроек. Сохранение клетками 
генетической стабильности может рассма-
триваться лишь как исключение. В клетках 
растений, культивируемых in vitro, проис-
ходят генные мутации, частота которых до-
статочно велика и может быть использована 
для повышения генетического разнообразия 
культивируемых растений. Проведенный 
молекулярно-генетический анализ с помо-
щью RAPD-, ISSR-, SSR-, IRAP-, REMAP- 
маркеров позволил зафиксировать изменения 
в геноме потомства растений «ложных транс-
формантов» льна-долгунца и выявить отли-
чия их генетической структуры от исходных 
форм. Наибольший полиморфизм выявлен у 
линии EsB-1, созданной на основе растения, 
прошедшего процедуру агробактериальной 
генетической трансформации. Можно пред-
положить, что такие этапы данной методики, 
как длительное культивирование в условиях 
in vitro и контакт с патогенным микроорга-
низмом, приводят к усилению геномной из-
менчивости. 

Изучение полиморфизма ДНК с использова-
нием нового типа молекулярно-генетических 
маркеров, основанных на изучении фрагмен-
тов ДНК, фланкированных участком фланга 
ретротранспозона и его инвертированным по-
втором, представляет интерес в плане геноти-
пирования растений. Исходя из полученных 
данных, IRAP-анализ наиболее эффективен 
для выявления сомаклональной изменчивости 
у растений «ложных транформантов» льна-
долгунца.

Таким образом, геном реагирует на повреж-
дающие (стрессовые) воздействия включени-
ем геномных же механизмов, приводящих к 
реконструкции генома клетки. Значительная 
часть возникших в результате этого изменений 
может иметь адаптивное значение, поэтому 
растения «ложные трансформанты», выжив-
шие под влиянием многих стрессовых фак-
торов, по-видимому, обладают повышенной 
физиологической «подвижностью» и «пла-
стичностью», расширяют спектр генетической 
изменчивости и могут быть полезны для соз-
дания форм с ценным сочетанием признаков.
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GENETIC POLYMORPHISM OF FLAX (LINUM USITATISSIMUM L.) 
“ESCAPES” LINES

Institute of Genetics and Cytology of the National Academy of Sciences of Belarus 
Minsk BY-220072, Republic of Belarus

Stress exposure is the mechanism that initiates the processes leading to a sharp increase in the number of mutations 
and other genomic rearrangements. Gene mutations occur in the plant cells cultivated in vitro, their frequency is quite 
high and can be used to increase the genetic diversity of cultivated plants. The molecular genetic analysis carried out 
by RAPD-, ISSR-, SSR-, IRAP-, REMAP-markers allowed to identify changes in the genome of the offspring plants 
of “escapes” of fiber flax, and differences in their genetic structure of the original forms.

Key words: flax, escapes, somaclonal variation, molecular markers.

Дата поступления статьи 13 сентября 2016 г.



Молекулярная и прикладная генетика. Том 21, 2016 г.

удк 631.524.6:633.15

О.А. Орловская, С.И. Вакула, Л.В. Хотылева, А.В. Кильчевский

Анализ содержания запасных углеводов в эндосперме 
образцов различных подвидов кукурузы (Zea mays L.)

Институт генетики и цитологии НАН Беларуси 
220072, Республика Беларусь, г. Минск, ул. Академическая, 27; e-mail: o.orlovskaya@igc.by

Проведен анализ содержания крахмала, амилозы, амилопектина и растворимых сахаров в эндосперме 53 об-
разцов кукурузы 5 подвидов (зубовидная, полузубовидная, кремнистая, сахарная, восковидная). Показано, что 
исследованные подвиды значимо отличаются по уровню накопления основных запасных углеводов. Выделены 
генотипы с высоким содержанием крахмала, растворимых сахаров и амилопектина, которые представляют ин-
терес для селекционных программ кукурузы, направленных на повышение качества зерна. 

Ключевые слова: кукуруза (Zea mays L.), подвиды кукурузы, качество зерна, запасные углеводы эндосперма. 

Введение точных комбинатах имеют физические свойства 
зерна – его удельный вес, крупность, ломкость, 
повреждение при нагревании, набухаемость и 
объем пор. Из химических показателей большой 
интерес представляют содержание крахмала и 
жира, как наиболее устойчивые характеристики 
[3]. Для качества самого крахмала важную роль 
играет его способность клейстеризоваться, что 
зависит от соотношения в нем амилозы и ами-
лопектина. Таким образом, для создания сортов 
кукурузы с комплексом признаков, отвечающих 
требованиям перерабатывающих предприятий, 
наряду с агрономическими и технологически-
ми большую роль играют биохимические при-
знаки. Цель нашего исследования – выделение 
хозяйственно-ценных генотипов кукурузы на 
основе оценки содержания основных запасных 
углеводов в эндосперме образцов различных 
подвидов. 

Кукуруза (Zea mays L.) является одной из наи-
более востребованных сельскохозяйственных 
культур, мировое производство которой с 2004 
по 2014 год увеличилось с 600 до 992 млн т [1]. 
Одним из факторов, способствующих широко-
му распространению кукурузы, является гло-
бальное потепление, из-за которого погодные 
условия становятся все более благоприятными 
для ее возделывания. Например, в Европе по-
вышение среднегодовой температуры на 1 °С 
отодвинуло границу распространения кукурузы 
на 200 км к северу [1]. Происходящие измене-
ния климата способствуют расширению ареала 
культивирования кукурузы и в Республике Бела-
русь. В нашей стране кукуруза главным образом 
представляет интерес для производства зерно-
фуража, поскольку по урожайности она превы-
шает все зерновые культуры, а по содержанию 
кормовых единиц превосходит овес, ячмень и 
рожь. Кроме того, растет интерес к использова-
нию кукурузы и в качестве сырья для промыш-
ленной переработки. Требования к качеству 
зерна зависят от его назначения: для крупяной 
промышленности, мукомольной, крахмало-
паточной, предприятий торговли и обществен-
ного питания, для выработки комбикормов [2]. 
В Беларуси зерно кукурузы заготавливают в 
первую очередь для переработки на крахмал, 
который получают из сортов с мучнистым, 
рыхлым эндоспермом и с низким содержанием 
белка. Значение при определении пригодности 
зерна кукурузы для переработки на крахмалопа-

Материалы и методы
В исследовании использовали коллекцию из 

53 генотипов кукурузы, включающую 20 самоо-
пыленных линий селекции РНДУП «Полесский 
институт растениеводства» (Гомельская обл., Бе-
ларусь), 25 образцов селекции России, США из 
коллекции ГНУ «Всероссийский институт рас-
тениеводства» (г. Санкт-Петербург, Россия), 8 об-
разцов с мутантными аллелями генов wx1, ae1, 
sh1, играющих ключевую роль в биосинтезе крах-
мала, из Maize Genetics Cooperation Stock Center 
(USA). В данной коллекции представлены образ-
цы 5 подвидов кукурузы: 15 образцов восковид-
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ной кукурузы (Zea mays ceratina), 13 – зубовид-
ной (Zea mays indentata), 10 – сахарной (Zea mays 
saccharata), 8 – кремнистой (Zea mays imdurata), 
7 – полузубовидной (Zea mays semidentata). 

Содержание крахмала и растворимых сахаров 
определяли согласно ГОСТ 10845-98 с моди-
фицикациями [4] и ГОСТ 5903-89 п. 6.2 «би- 
хроматный метод» [5] соответственно.  Крахмал 
извлекали из муки, применяя метод, предло-
женный Knutson [7]. Содержание полисахари-
дов крахмала (амилозы и амилопектина) рас-
считывали по Hoverkamp-Hermelink с соавт. [6]. 

Для статистической обработки данных ис-
пользовали программный пакет Statistica 10.0 
для Windows. 

типов из коллекции ВИР (Country Gentlemen, 
5010, Golden Bantam, Black Mexican, Golden 
Bantam-2, Early June, Burbank Early, Black Mexi-
can-2, Howling Mob, Golden Evergreen) – от 
12,72% до 29,88%. Высокое значение по дан-
ному признаку установлено также для линии 
белорусской селекции БЛ 615/95 – 13,67%. 

Крахмал представляет собой смесь двух поли-
сахаридов – амилозы и амилопектина, различа-
ющихся строением цепи молекулы. По данным 
рентгеноструктурного анализа амилоза состоит 
из неразветвленных цепей, которые включают 
до 4000 звеньев D-глюкозы, соединенных α1,4-
гликозидными связями. Амилопектин – поли-
сахарид разветвленного строения (примерно 
30 ответвлений в молекуле). Внутри каждой цепи 
звенья D-глюкозы соединены α1,4-гликозидными 
связями, как в амилозе, но длина полимерных 
цепей варьирует от 24 до 30 глюкозных единиц. 
В местах разветвлений новые цепи присоеди-
няются посредством 1,6-гликозидных связей. 
Наибольшую практическую ценность представ-
ляет крахмал восковидной кукурузы с высоким 
содержанием амилопектина. Так, восковидный 
крахмал имеет более высокую вязкость, относи-
тельно низкую температуру клейстеризации, вод- 
ные растворы такого крахмала более прозрачны 
и имеют тянущуюся консистенцию [8]. 

У изученных образцов содержание амило-
пектина варьировало от 71,69% до 99,81% 
(коэффициент вариации составил 11,43%), 
диапазон изменчивости содержания амилозы – 
0,19-28,31% (коэффициент вариации – 55,17%). 
Для обоих признаков характерно бимодальное 
распределение. Первая вершина соответствует 
образцам кукурузы, накапливающим около 24% 
амилозы и 76% амилопектина. Такие генотипы 
представлены образцами зубовидной кукурузы 
коллекции ВИР, линиями белорусской селек-
ции. Наиболее высокая концентрация амило-
зы (более 26%) отмечена в зерне образцов зу-
бовидной кукурузы БЛ 365, БЛ 990 селекции 
Полесского института растениеводства. Второй 
максимум составляют образцы восковидной 
кукурузы, содержание амилозы в крахмале ко-
торых составляет менее 2% (соответственно 
амилопектина более 98%). Это линии АД142, 
АД174, АД117, АД1-4480, АД37 коллекции 
ВИР и образцы 909D c1sh1wx, 1915A wx1^ 
w64A, 915A wx1^ oh43, предоставленные Maize 
Genetics Cooperation Stock Center. 

Результаты и обсуждение
В последнее время со стороны перерабаты-

вающего комплекса и потребителя возрастает 
интерес к кукурузе «нетрадиционного» ис-
пользования (сахарной, восковидной, крах-
малистой, высокоамилозной, лопающейся, 
белозерной, высокомасличной, высокобелко-
вой и др.). В данной работе проведен анализ 
содержания крахмала, амилозы, амилопектина 
и растворимых сахаров в эндосперме 53 об-
разцов кукурузы 5 подвидов. 

Содержание крахмала в изученном материа-
ле варьировало от 39,60% до 94,58% и в сред-
нем составило 72,79%. Выделено 19 образцов, 
содержание крахмала которых было на высо-
ком уровне и превышало 80%, из них 11 – ли-
нии белорусской селекции. Кроме того, еще у 
18 образцов содержание крахмала составило 
70–80%. Это главным образом генотипы из 
коллекции ВИР и Maize Genetics Cooperation 
Stock Center. Минимальное значение призна-
ка характерно для образца сахарной кукурузы 
Howling Mob – 39,60%. Коэффициенты вариа-
ции и осцилляции для содержания крахмала в 
эндосперме 53 образцов кукурузы составили 
21,05% и 73,06%, соответственно. 

Более широкий диапазон изменчивости выяв-
лен для содержания растворимых сахаров в эн-
досперме (0,04–29,88%), при среднем значении 
признака 7,11%. Коэффициент вариации при-
знака в коллекции составил 98,59%, коэффи-
циент осцилляции – 420,25%. В зерне отдель-
ных образцов данный показатель не превышал 
0,1% (ДК 744, К 410, Кос 1/07, 517B ae1^w64A). 
Высокий уровень сахаров отмечен для 10 гено-
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Для оценки связи между накоплением раз-
личных классов запасных углеводов в эндо-
сперме кукурузы использовали непараметри-
ческий корреляционный анализ Спирмена. 
Между накоплением крахмала и растворимых 
сахаров в зерне кукурузы показана тесная об-
ратная корреляционная зависимость (r = -0,6). 
Связь между уровнем накопления раство-

римых сахаров и концентрацией в крахмале 
амилопектина/амилозы достоверная, но сла-
бая: прямая для уровня амилопектина (r = 0,3), 
и обратная – для амилозы (r = -0,3). 

Согласно результатам дисперсионного ана-
лиза, исследованные подвиды кукурузы зна-
чимо отличаются по уровню накопления за-
пасных углеводов в эндосперме (табл.).  

Однофакторный дисперсионный анализ содержания запасных углеводов в эндосперме  
различных подвидов кукурузы

Фактор DF
Растворимые

сахара Крахмал Амилоза Амилопектин

SS MS SS MS SS MS SS MS

Подвид 4 34465,79 8616,45** 110167,00 27542,00** 64654,00 16163,00** 64653,60 16163,40**
Ошибка 844 7280,44 8,63 62259,00 74,00 10297,00 12,00 10297,40 12,20

** – значимо при α ≤ 0,01

Уровень накопления крахмала возрастает в ря-
ду «сахарная, зубовидная, восковидная, кремни-
стая, полузубовидная кукуруза» (рис. 1). Содер-
жание крахмала в эндосперме сахарной кукурузы 
достоверно ниже, чем у других подвидов. Можно 
отметить, что для всех изученных подвидов ха-
рактерна значительная вариабельность данного 
признака (рис. 1). Высоким содержанием сахаров 
отличаются образцы сахарной кукурузы (рис. 1). 
Генотипы дефицитной по амилозе восковидной 
кукурузы накапливают более 5% растворимых 
сахаров. Различия средних значений признака 
между подвидами зубовидной, полузубовидной 
и кремнистой кукурузы статистически недосто-
верны; для всех трех групп содержание раство-
римых сахаров в зерне составляет около 3–4%. 
Можно отметить, что для подвидов сахарной и 
кремнистой кукурузы выявлена высокая вариа-
ция признака: 39,47% (Howling Mob) – 60,53% 
(Early June) и 1,38% (линия БЛ22) – 13,67% (ли-
ния БЛ 615/95) соответственно.

Восковидная кукуруза характеризуется двух-
слойностью эндосперма. Наружная часть его 
непрозрачна и по виду напоминает воск, но по 
твердости не уступает стекловидному эндоспер-
му лопающейся кукурузы. Внутренний слой 
эндосперма – мучнистый. Крахмал эндосперма 
состоит почти на 100% из амилопектина, об-
ладающего сильной клейкостью. Исследован-
ные образцы восковидной кукурузы значитель-
но превышают по содержанию амилопектина 

остальные подвиды кукурузы. Содержание это-
го полисахарида в 36 раз превышает уровень на-
копления амилозы у данных генотипов (рис. 1). 
В крахмале сахарной кукурузы уровни нако-
пления полисахаридов амилоза:амилопектин 
соотносятся как 1:4, в крахмале зубовидной, по-
лузубовидной и кремнистой кукурузы – пример-
но 1:3, что соответствует составу кукурузного 
крахмала большинства коммерческих образцов. 

Для классификации образцов коллекции ку-
курузы по комплексу признаков содержания за-
пасных углеводов использовали метод главных 
компонент (Principal Component Analysis, PCA), 
результаты которого представлены на рис. 2. 
Первые два главных компонента (фактор 1 
и фактор 2) определяют соответственно 54% 
и 46% общей изменчивости по четырем изучен-
ным признакам. Проекция признаков «амилоза, 
%» и «амилопектин, %» на плоскость главных 
компонент образует более длинный вектор и 
меньший угол наклона с фактором 1. Таким 
образом, изменчивость вдоль данного фактора 
преимущественно определяется изменением 
соотношения амилоза:амилопектин в крахмале. 
Более высокий вклад в изменчивость, опреде-
ляемую фактором 2, вносят признаки «крахмал, 
%» и «растворимые сахара, %». Проецирова-
ние образцов на плоскость главных компонент 
позволило выявить генотипы кукурузы с ком-
плексом признаков, отвечающим различным 
направлениям использования.
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● – среднее арифметическое;     – стандартная ошибка среднего;     – минимум – максимум
Рис. 1. Содержание запасных углеводов (растворимые сахара, крахмал, амилопектин, амилоза) в образцах 

различных подвидов кукурузы 

Рис. 2. Содержание запасных углеводов в зерне образцов кукурузы. Проекция на плоскость двух первых главных 
компонент (фактор 1 и фактор 2) 
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В левой верхней четверти графика расположе-
ны образцы восковидной кукурузы, характеризу-
ющиеся высокой концентрацией амилопектина в 
крахмале и повышенным уровнем растворимых 
сахаров в эндосперме. В правой верхней четвер-
ти графика находятся формы сахарной кукурузы, 
запасающие в эндосперме более 10% раство-
римых сахаров и менее 60% крахмала. Нижней 
правой четверти графика соответствуют образ-
цы кремнистой, зубовидной и полузубовидной 
кукурузы, содержащие в крахмале более 20% 
амилозы. На левую нижнюю четверть графика 
спроецированы образцы, несущие мутации в 
генах биосинтеза крахмала – ae1 и sh1, а также 
образцы, несущие комбинации этих мутаций с 
рецессивным аллелем гена wаxу, ответственным 
за формирование восковидного эндосперма.

Биохимический состав зерна кукурузы обу-
славливает направление хозяйственного исполь-
зования данной культуры. Кукуруза, крахмал в 
зерне которой составляет более 80%, является 
ценным сырьем для крахмало-паточной про-
мышленности. Зерно кукурузы с содержанием в 
нем крахмала на уровне 75–80% идет на произ-
водство круп, муки, спирта и корма для живот-
ных. Восковидная и сахарная кукуруза, благо-
даря высокому уровню растворимых сахаров в 
зерне, употребляется в пищу в свежем или кон-
сервированном виде на стадии молочной спело-
сти. Кроме того, крахмал восковидной кукурузы 
состоит практически полностью из амилопек-
тина, в то время как у остальных подвидов он 
содержит примерно 75% амилопектина и 25% 
амилозы. Восковидный крахмал отличается от 
обычного по физико-химическим и некоторым 
технологическим свойствам, которые определя-
ются различием структуры их молекул. Крах-
мал восковидной кукурузы по своим свойствам 
ценнее крахмала других подвидов кукурузы, а 
по некоторым показателям превосходит карто-
фельный крахмал. Его используют для быстрого 
приготовления пудингов, производства клея и 
других промышленных продуктов. 

В результате изучения образцов кукурузы по 
содержанию запасных углеводов в эндоспер-
ме выделены 19 генотипов с высоким содер-
жанием крахмала, 11 – растворимых сахаров, 
8 – амилопектина, которые можно использо-
вать для создания сортов, представляющих 
интерес для перерабатывающих предприятий 
различного профиля. 

Заключение
Анализ содержания основных запасных 

углеводов в эндосперме 53 образцов 5 под-
видов кукурузы показал, что исследованные 
подвиды значимо отличаются по уровню на-
копления крахмала, амилозы, амилопектина 
и растворимых сахаров. Содержание крахма-
ла возрастает в ряду «сахарная, зубовидная, 
восковидная, кремнистая, полузубовидная 
кукуруза». Между накоплением крахмала и 
растворимых сахаров в эндосперме кукурузы 
имеется тесная обратная корреляционная за-
висимость (r = -0,6). Исследованные образцы 
восковидной кукурузы значительно превыша-
ют по содержанию амилопектина остальные 
подвиды кукурузы. Выделенные в результате 
исследования генотипы с высоким содержа-
нием крахмала, растворимых сахаров и ами-
лопектина представляют интерес для селек-
ционных программ кукурузы, направленных 
на повышение качества зерна. 
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Analysis of the starch, amylose, amylopectin and soluble sugars content in the endosperm of 53 maize samples of 
5 subspecies (dent, semident, flint, sweet, waxy) was made. The tested subspecies significantly differ in the level of 
main reserve carbohydrates accumulation. Genotypes with high content of starch, soluble sugars and amylopectin were 
identified and can be used in the maize breeding programs for the improvement of grain quality. 
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СТРУКТУРНЫЕ ИЗМЕНЕНИЯ ГЕНОМА РЖИ ПРИ ЗИГОТИЧЕСКОЙ 
ДУПЛИКАЦИИ

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

Изучены структурные изменения генома ржи в ранних поколениях (F3–6) после зиготической дупликации. 
Показано, что дупликация генома ржи приводит к элиминации части ядерной ДНК у тетраплоидов, структур-
ным изменениям ДНК в локусах запасных белков ржи Sec-1 и Sec-2. Не выявлено замен, выпадений или вста-
вок нуклеотидов в локусе β-амилазы REMS1218 при дупликации генома ржи. 

Ключевые слова: рожь, дупликация генома, тетраплоиды, диплоиды, молекулярный, генетический, ДНК, 
ядра, нуклеотиды

Введение
Кратное увеличение числа геномов (по-

липлоидия / дупликация генома) – широко 
распространенное явление среди эукариоти-
ческих организмов и один из ключевых ме-
ханизмов эволюции. В эволюции большин-
ства высших растений полиплоидия сыграла 
решающую роль. Широкое распространение 
полиплоидных форм в природных популяциях 
и их значение для процессов видообразования 
установлено в настоящее время на большом и 
разнообразном фактическом материале. 

Метод экспериментальной полиплоидии на со-
временном этапе является одним из перспектив-
ных способов в селекции озимой ржи. Посевные 
площади под озимой рожью в Республике Бела-
русь составляют около 300 тыс. га, в том числе 
тетраплоидная рожь занимает 50%. Широкое рас-
пространение в нашей республике тетраплоидная 
рожь получила благодаря ряду преимуществ: бо-
лее высокий потенциал продуктивности за счет 
увеличения массы 1000 зерен на 25–30%; более 
высокая устойчивость к полеганию за счет утол-
щения стебля и снижения его длины на 10–15%; 
содержание белка в зерне тетраплоидной ржи на 
0,6–2,2% выше; у тетраплоидной ржи ниже со-
держание антипитательных веществ (5-алкилре-
зорцинолов); возможность использования зерна в 
хлебопечении и для приготовления кормов; более 
продолжительное сохранение гетерозиготности 
и эффекта гетерозиса в поколениях [1].

Исследования последних лет, проведенные 
с применением молекулярных технологий, 

показали, что генезис полиплоидных форм 
сопровождается различными генетическими 
и эпигенетическими изменениями (межгеном-
ные перестройки хромосом, элиминирование 
последовательностей, изменение экспрессии 
генов, активизация «дремлющих» транспозо-
нов, метилирование ДНК и т.д.).

Геномное секвенирование позволило про-
анализировать последствия древних геномных 
дупликаций у самых разных групп эукариот, 
в том числе дрожжей [2, 3, 4], растений [5] и 
позвоночных [6]. Во всех четырех эукариоти-
ческих царствах (растений, животных, грибов 
и протист) доля генов, сохранившихся в виде 
дуплицированных копий, варьирует от 10 до 
50% и чаще всего коррелирует со временем, 
прошедшим с момента дупликации [4].

Во многих случаях было обнаружено, что 
часть ДНК элиминирует с увеличением уров-
ня плоидности. М. Бэннет с соавторами [7] в 
результате анализа 2452 видов покрытосемен-
ных (1794 диплоида и 658 полиплоидов) обна-
ружил, что количество ДНК при дупликации 
генома не увеличивается прямо пропорцио-
нально увеличению уровня плоидности. 

При дупликации генома обнаруживается 
функциональная диверсификация дуплициро-
ванных генов. К. Вольф и Г. Бланк [8] в резуль-
тате исследований, проведенных на Arabidopsis, 
установили, что около 62% пар дуплициро-
ванных генов подверглись функциональному 
расхождению (функциональной диверсифика-
ции). У синтетического аутополиплоида Isatis 
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indigotica с помощью микроэррэя кДНК выяв-
лены изменения в экспрессии у 4,2% последо-
вательностей ДНК по сравнению с диплоидами 
[9]. Дуплицированные гены, вероятно, приоб-
ретают новую полезную для организма функ-
цию посредством мутационной изменчивости.

При дупликации генома может происходить 
«замолкание» отдельных дуплицированных ге-
нов (псевдогенизация). Широко известен пример 
псевдогенизации локуса лейцин-аминопетидазы 
в результате дупликации у тетраплоида Cheno-
podium [10]. Известен пример псевдогенизации 
PGI-генов у Clarkia и хлорофиллсвязывающих 
а/b-генов у Polystichum munitum при дупликации 
генома, что обусловлено многочисленными по-
вреждениями «замолкших» генов, такими как 
точечные мутации, инсерции и делеции [11–15]. 

Активация мобильных элементов также может 
быть причиной геномных изменений, в частно-
сти псевдогенизации [16, 17, 18]. В ряде случа-
ев были получены доказательства увеличения 
транспозиционной активности уже в первых 
поколениях полиплоидных растений [19–22]. 
У гексаплоидной пшеницы, например, потеря 
экспрессии локуса глютенина Glu-1 связана с 
инсерцией ретратранспозона длиной 8 kb в коди-
рующую область данного гена. У аутотетраплои-
да Arabidopsis thaliana с помощью микроэррея 
выявлена активация En/Spm транспозонов [19].

Одним из механизмов скачкообразного из-
менения генома при дупликации может быть 
изменение экспрессии генов вследствие ДНК-
метилирования. Метилирование цитозина часто 
встречается в растениях и, как полагают, игра-
ет определенную роль в регуляции экспрессии 
генов, времени репликации ДНК и др. [23, 24]. 

Следует отметить, что большая часть экспери-
ментальных данных касательно молекулярно-
генетических изменений при дупликации 
генома получена на естественных полиплои-
дах (в подавляющем большинстве на аллопо-
липлоидах) в поздних поколениях, и многие 
молекулярно-генетические изменения у алло-
полиплоидов привносятся не самой дупликаци-
ей генома, а гибридизацией, т.е. объединением 
в одном геноме двух субгеномов. Поэтому син-
тетические аутотетраплоиды ржи ранних поко-
лений представляют большой интерес в плане 
исследования молекулярно-генетических изме-
нений генома, вызванных непосредственно са-
мой дупликацией. Цель нашей работы состояла 

в изучении структурных изменений генома ржи 
(Secale cereale L.) в ранних поколениях (F3-6)
после зиготической дупликации.

Материалы и методы
Получение материала. Материалом для иссле-

дований служили зиготические тетраплоидные 
формы ржи (2n = 28), полученные на генети-
ческой основе диплоидных сортов и гибридов 
(Валдай × Каупо, Зарница, Юбилейная, Плиса, 
Алькора) с использованием метода полиплоиди-
зации (дупликации генома) закисью азота (N2O) в 
первом делении зиготы [25] (табл. 1). Выделение 
тетраплоидов путем подсчета числа хромосом 
проводили на давленых препаратах апикальных 
меристем корня, окрашенных 2%-ным раство-
ром ацетокармина в 45%-ной уксусной кислоте. 

Таблица 1
Тетраплоидные образцы (2n = 28) и поколение 

после дупликации

Образец Поколение 
после дупликации

Валдай × Каупо F3

Зарница
F5Юбилейная

Плиса
F6Алькора

Измерение количества ДНК. Цитологиче-
ские препараты для измерения содержания 
ДНК в клеточных ядрах готовили по методике, 
используемой для определения плоидности то-
матов с помощью проточной цитофотометрии 
клеточных ядер [26, 27]. Результаты анализи-
ровали в программе ImageJ. 

Выделение ДНК проводилось с помощью 
Genomic DNA Purification Kit (Fermentas) со-
гласно рекомендованному протоколу. 

SCAR-анализ. Для проведения ПЦР (SCAR) 
использовался амплификатор C1000 Touch 
Termal Cycler BIO-RAD. Реакционный рас-
твор объемом 25 мкл содержал: 11 мкл H2O, по 
2,5 мкл PCRб и dNTP, по 1 мкл MgCl2 и Forma-
mid, 0,2 мкл Taq-полимеразы, по 1 мкл прямо-
го и обратного праймера, 5 мкл раствора ДНК. 
Праймеры, используемые для определения 
структурных изменений отдельных локусов 
(Sec-1 и Sec-2) и секвенирования (REMS12128), 
указаны в табл. 2. 
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Таблица 2

35 циклов

38 циклов

Последовательности праймеров и условия ПЦР для анализируемых локусов озимой ржи

Локус Последовательности праймеров Условия ПЦР

Sec-1 F: 5′-CTATTAGTTCGAAAAGCTTATGA-3′ 
R: 5′-GCATATGACTCAAATTATTTTTT-3′

94 °С – 5 мин
94 °С – 1 мин 
50 °С – 2 мин
72 °С – 3 мин 
72 °С – 10 мин 

Sec-2 F: 5′-ATGAAGACCTTACTCATGCTTGCAA-3′
R: 5′-TCAGTGGCCAACAATACCAGTG-3′

94 °С – 5 мин
94 °С – 40 с
54 °С – 50 с
72 °С – 2 мин
72 °С – 10 мин

REMS1218 F: 5′-CGCACAAACAAAAACACGAC-3′
R: 5′-CAAACAAACCCATTGACACG-3′

95 °С – 2 мин
95 °С – 30 с
55 °С – 30 с
72 °С – 1 мин 
72 °С – 6 мин 

}

}

}

35 циклов

Секвенирование проводили на секвенаторе 
ABI 3500 (Applied Biosystems). Для терми-
нальной ПЦР использовали BigDye Terminator 
v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems). 
Смесь для терминальной реакции содержала 
0,5 мкл BigDye Terminator v3.1, 1,5 мкл 5х бу-
фера для BigDye Terminator v3.1, 2 мкл H2O, 1 
мкл прямого или обратного праймера, 1 мкл 
раствора ДНК. Для очистки ампликона ис-
пользовался 125 мМ ЭДТА, 96 и 70% этанол, 
3М ацетат натрия. Очистка проводилась по 
инструкции к BigDye Terminator v3.1. Резуль-
таты анализировались в программе Geneious. 

Результаты и обсуждение
Анализ содержания ДНК у тетраплоидных 

форм
Многими исследователями было обнаружено, 

что количество ДНК не увеличивается прямо 
пропорционально увеличению уровня плоидно-
сти [7, 28, 29, 30]. Установлено, что часть ДНК 
элиминирует с увеличением уровня плоидности.

С целью определения количества ДНК у те-
траплоидных форм ржи в сравнении с исхо-
дными диплоидными сортами произведено 
цитофотометрическое измерение содержания 
ДНК их ядер. Относительное содержание 
ДНК в клетках тетраплоидов и исходных ди-
плоидов ржи определяли при помощи флуо-
рохрома акридиновый оранжевый – бромида 
этидия, флуоресценция которого пропорцио-
нальна содержанию ДНК в клеточном ядре. 

Ядра анализировались при помощи компью-
терной обработки цифровых микрофотогра-
фий, полученных с помощью флуоресцентно-
го микроскопа. Мерой количества ДНК в ядре 
служит показатель интегральной яркости, 
который прямо пропорционален содержанию 
ДНК в ядре и измеряется в Дж⋅м−2⋅ср−1. Одна-
ко, при измерении количества ДНК учитыва-
лись также такие показатели как периметр и 
площадь ядра. Поэтому во избежание пута-
ницы с единицами измерения мерой количе-
ства ДНК будут служить условные единицы 
(усл. ед.). 

Анализировались формы тетраплоидной 
ржи поколений F3-6 после полиплоидизации. 
У каждого образца было исследовано поряд-
ка 60–80 ядер. Контролем служили исходные 
диплоидные сорта ржи.

На рис. 1 представлена гистограмма соотно-
шения количества ДНК у тетраплоидных форм 
с исходными диплоидными сортами. 

У диплоидных сортов ржи среднее коли-
чество ДНК варьировало от 0,56 (Валдай × 
Каупо) до 0,79 усл.ед. (Юбилейная) и со-
ставляло в среднем 0,66 усл. ед. У созданных 
на их основе тетраплоидных форм среднее 
количество ДНК варьировало от 1,01 (Зарни-
ца) до 1,39 усл. ед. (Юбилейная) и составляло 
в среднем 1,12 усл. ед.

Как видно из данных гистограммы, отно-
шение количества ядерной ДНК у тетрапло-
идов к диплоидам варьирует от 1,58 (Алько-
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Рис. 1. Гистограмма соотношения количества ДНК у тетраплоидных форм с исходными диплоидными сортами: 
1 – Алькора; 2 – Зарница; 3 – Валдай × Каупо; 4 – Юбилейная; 5 – Плиса

ра) до 1,82 (Валдай × Каупо) и составляет в 
среднем 1,69, что на 0,31 меньше теорети-
чески ожидаемого 2. Это свидетельствует 
об элиминации части ДНК у тетраплоидных 
форм.

Количество элиминированной ДНК у тетра-
плоидов ржи варьировало от 10,0 до 28,0% и 
составляло в среднем 20,2% (табл. 2). Наи-
большее количество ДНК элиминировало у 
тетраплоида Алькора (28,0%), наименьшее – у 

тетраплоида Валдай × Каупо (10,0%). 
Количество элиминированной ДНК, веро-

ятно, зависит также от поколения после по-
липлоидизации. У тетраплоида Валдай × Кау-
по в 3-ем поколении после полиплоидизации 
элиминировано всего 10% ядерной ДНК, в то 
время как у тетраплоидов Зарница, Юбилей-
ная, Алькора, Плиса в 5-6-ом поколениях по-
сле полиплоидизации элиминировано от 19 
до 28% ДНК.   

Таблица 2
Количество элиминированной ДНК у тетраплоидов ржи 

Сорт Плоидность Поколение после 
полиплоидизации

Количество ДНК, 
усл. ед.

Количество 
элиминированной ДНК, %

Алькора
Диплоид (2n=14) – 0,67

28,0
Тетраплоид (2n=28) F6 1,06

Зарница
Диплоид (2n=14) – 0,60

19,0
Тетраплоид (2n=28) F5 1,01

Валдай × Каупо
Диплоид (2n=14) – 0,56

10,0
Тетраплоид (2n=28) F3 1,02

Юбилейная
Диплоид (2n=14) – 0,79

19,0
Тетраплоид (2n=28) F5 1,39

Плиса
Диплоид (2n=14) – 0,68

25,0
Тетраплоид (2n=28) F6 1,11

Среднее 20,2
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Анализ полиморфизма локусов запасных бел-
ков Sec-1 и Sec-2

С целью изучения структурных изменений 
на уровне ДНК, происходящих при дуплика-
ции генома, проведен ПЦР-анализ локусов за-
пасных белков Sec-1, Sec-2. 

Sec-1-локус локализован на коротком пле-
че ржаной хромосомы 1R. Данный локус 
кодирует синтез двух фракций секалинов: 
ω-секалинов и 40k γ-секалинов [31]. Набор 
праймеров подобран согласно известной по-
следовательности нуклеотидов части локуса 
Sec-1, кодирующего ω-секалины.

Количество амплифицированных фрагмен-
тов (ампликонов) в сумме у 10 исследуемых 
образцов составило 21, в том числе у диплои-
дов – 11, у тетраплоидов – 10 (рис. 2). 

Размер ампликонов составлял от 750 до 
1500 п.н. У всех десяти образцов устойчи-
во амплифицировался фрагмент размером 
1500 п.н. Полиморфизм по данному локусу 
из всех 10 образцов обнаружен у Алькоры 
диплоидной и созданной на ее основе те-
траплоидной формы, а также у Юбилейной 
диплоидной и созданной на ее основе тетра-
плоидной формы.

У Алькоры диплоидной амплифицирова-
лись фрагменты размером 750 и 1000 п.н. 
отсутствующие у созданной на ее основе те-
траплоидной формы. У Юбилейной диплоид-
ной амплифицировался фрагмент размером 
750 п.н., отсутствующей у созданной на ее 
основе Юбилейной тетраплоидной. Также у 
Юбилейной тетраплоидной амплифицировал-
ся фрагмент размером 1000 п.н., отсутствую-
щий у исходной диплоидной формы. В целом 
у всех диплоидов и созданных на их основе 
тетраплоидов обнаружено 8 (72,7%) общих и 
3 (27,3%) специфических фрагмента.

75k γ-секалины являются наиболее распро-
страненной группой секалинов и составляют 
примерно 50% всей фракции секалинов. Они 
контролируются Sec-2-локусом, локализо-
ванным на 2RS хромосоме. 75k γ-секалины 
входят в состав соединений с внутри- и меж-
молекулярными дисульфидными связями, 
что играет важную роль в использовании 
ржи в качестве источника питания. Также 
75k γ-секалины увеличивают пропорцию 
глутамата + глутамина и пролина белков 
ржи более эффективно, чем 40k группа се-

калинов и другие группы. Это качество 75k 
γ-секалинов может быть использовано в се-
лекции ржи. 

Подобран праймер к кластеру генов 75k 
γ-секалина (см. Материалы и методы). Данный 
праймер успешно используется для идентифи-
кации 2RS хромосомы в геноме тритикале [32]. 

Количество амплифицированных фрагмен-
тов (ампликонов) в сумме у 10 исследуемых 
образцов составило 36, в том числе по 18 
у диплоидов и тетраплоидов соответствен-
но. В целом у диплоидов и тетраплоидов по 
всем 10 образцам обнаружено 13 (61,9%) об-
щих и 8 (38,1%) специфических фрагментов 
(рис. 3).

1500
2000

1000

500

200

М 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Рис.  2. Электрофореграмма ДНК локуса Sec-1(ω-
секалина) у диплоидов (2x) и созданных на их основе 
тетраплоидов (4x) ржи: 1 – Зарница 4х; 2 – Алькора 4х; 
3 – Плиса 4х; 4 – Юбилейная 4х; 5 – Валдай × Кау-
по 4х; 6 – Зарница 2х; 7 – Алькора 2х; 8 – Плиса 2х; 
9 – Юбилейная 2х; 10 – Валдай × Каупо 2х; М – маркер 

молекулярного веса M1Kb, п.н.

Рис. 3. Электрофореграмма ДНК локуса Sec-2 (75k 
γ-секалины) у диплоидов и созданных на их основе 
тетраплоидов ржи: 1 – Зарница 4х; 2 – Алькора 4х; 3 – 
Плиса 4х; 4 – Юбилейная 4х; 5 – Валдай × Каупо 4х; 
6 – Зарница 2х; 7 – Алькора 2х; 8 – Плиса 2х; 9 – Юби-
лейная 2х; 10 – Валдай × Каупо 2х; M – маркер молеку-
лярного веса 100 bp DNA Ladder Plus (Fermentas), п.н.
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У всех диплоидов и тетраплоидов ржи ам-
плифицировался фрагмент размером пример-
но 1400 п.н., что свидетельствует о наличии 
Sec-2 локуса (75k γ-секалинов) у всех проана-
лизированных образцов. Также у всех ди- и те-
траплоидов ржи амплифицировался фрагмент 
размером 400 п.н. 

У диплоидов и созданных на их основе те-
траплоидов ржи обнаружена амплификация 
некоторых специфических фрагментов. Так, 
у тетраплоида Зарница не выявлено фрагмен-
тов ДНК размером примерно 380 и 700 п.н., 
присутствующего у исходного диплоида. Так-
же у тетраплоида Зарница обнаружено появ-
ление фрагмента размером приблизительно 
1700 п.н., отсутствующего у исходного ди-
плоида.

Наличие специфических фрагментов обнару-
жено также у тетраплоидов Плиса, Юбилейная, 
Валдай × Каупо, отсутствующих у исходных 
диплоидов. Наибольшее количество специфи-
ческих фрагментов обнаружено у ди- и тетра-
плоида Валдай × Каупо (3 фрагмента). Получен-
ные результаты свидетельствуют о структурных 
изменениях ДНК при дупликации генома. 

Секвенирование локуса REMS1218 ржи
При SNP-анализе полиплоидных геномов 

результаты в большинстве случаев получа-
ются неоднозначными. Однако известны при-

меры SNP-полиморфизма при дупликации 
генома. P. Bundock и др. [33] при секвени-
ровании 307 ампликонов полиплоида сахар-
ного тростника со средней длиной рида 220 
оснований выявил в среднем 1 замену на 58 
оснований. Е. Аханов и др. [34] выявил SNP-
полиморфизм между тетраплоидной и гекса-
плоидной пшеницей. 

С целью выявления полиморфизма ДНК 
по отдельным нуклеотидам (SNP-полимор-
физм) у тетраплоидов и исходных диплои-
дов ржи проведено секвенирование локуса 
REMS1218, входящего в состав гена, кон-
тролирующего синтез β-амилазы и тесно 
сцепленного с хозяйственно-полезным ге-
ном короткостебельности Hl (Ddw1). Длина 
данного локуса составляет 317 п.н. Анализи-
ровались формы тетраплоидной ржи F3-6 по-
колений после полиплоидизации (Зарница, 
Алькора, Юбилейная, Плиса) и их исходные 
диплоидные аналоги. Средняя длина рида 
по всем образцам составляла 287 п.н. По-
скольку первые 50 нуклеотидов секвенатор 
прочитывал с ошибками, анализ прочитан-
ных последовательностей начинался с 51 
нуклеотида (рис. 4). Таким образом, сред-
няя длина анализируемой последовательно-
сти по всем образцам составляла 287 – 50 = 
237 п.н. (рис. 5, 6).

51-
T T G C G T T G G T C T C AT G G C A G G G C A C T-
GCCTCCGATCCTAGCCCCCTCCAGGACTTTT-
GTGTCGCCGACATGAATTCAGCAGGTAC-
TATCTGGTTTCTCATCATGTTCTCACCAAATA-
AATATATTGAAATCAATTTCTAGAAGTTACTTG-
CAAGTCGAAACAACTTTGTAAGATCTGAGCTT
ACATGTCACATCTCCTATATGCACCAGTTCGTG
TCAATGGGTTTGTTTGAAATGGA – 288

51-
T T G C G T T G G T C T C AT G G C A G G G C A C T-
GCCTCCGATCCTAGCCCCCTCCAGGACTTTT-
GTGTCGCCGACATGAATTCAGCAGGTAC-
TATCTGGTTTCTCATCATGTTCTCACCAAATA-
AATATATTGAAATCAATTTCTAGAAGTTACTTG-
CAAGTCGAAACAACTTTGTAAGATCTGAGCTT
ACATGTCACATCTCCTATATGCACCAGTTCGTG
TCAATGGGTTTGTTTGAAATGGA – 288

Рис. 4. Прочитанная последовательность локуса REMS1218 тетраплоида ржи Зарница в программе Chromas

Рис. 5. Последовательность нуклеотидов локуса REMS1218: а – у тетраплоида; б – исходного диплоида Зарница 
(с 51 по 288 п.н.)
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Секвенированием локуса REMS1218 у форм 
тетраплоидной ржи F3–6 поколений после поли-
плоидизации (Зарница, Алькора, Юбилейная, 
Плиса) и их исходных диплоидных аналогов 
не выявлено замен, выпадений или вставок 
нуклеотидных оснований. 

51-
TTGCGTTGGTCTCATGGCAGGGCACTGCCTCC
GATCCTAGCCCCCTCCAGGACTTTTGTGTCGC
CGACATGAATTCAGCAGGTACTATCTGGTTTCT
CATCATGTTCTCACCAAATAAATATATTGAAAT
CAATTTCTAGAAGTTACTTGCAAGTCGAAAC
AACTTTGTAAGATCTGAGCTTACATGTCACAT
CTCCTCTATGCACCAGTTCGTGTCAATGGGTT
TGTTTGA – 284

51-
TTGCGTTGGTCTCATGGCAGGGCACTGCCTCC
GATCCTAGCCCCCTCCAGGACTTTTGTGTCGC
CGACATGAATTCAGCAGGTACTATCTGGTTTCT
CATCATGTTCTCACCAAATAAATATATTGAAAT
CAATTTCTAGAAGTTACTTGCAAGTCGAAAC
AACTTTGTAAGATCTGAGCTTACATGTCACAT
CTCCTCTATGCACCAGTTCGTGTCAATGGGTT
TGTTTGA – 284

Рис. 6. Последовательность нуклеотидов локуса REMS1218: а – у тетраплоида: б – исходного диплоида Алькора 
(с 51 по 284 п.н.)

Заключение
Таким образом, в результате дупликации ге-

нома ржи происходит элиминация части ядер-
ной ДНК (10,0–28,0%). Рядом исследователей 
показано, что у эукариот после дупликации 
генома на фоне «избыточности» ДНК элими-
нируют некодирующие последовательности 
[35], целые сегменты хромосом, высокоповто-
ряющиеся последовательности ДНК, теломер-
ный гетерохроматин [36]. Элиминация части 
ДНК может быть обусловлена различными 
рекомбинационными механизмами, такими 
как неравные и «незаконные» гомологичные 
рекомбинации, активация ретротранспозонов. 
По мнению ряда авторов [37, 38, 39], основ-
ным фактором, способствующим редукции 
размера генома у полиплоидов, является есте-
ственный отбор, благоприятствующий видам 
с уменьшенным количеством ДНК.  

Выявлены структурные изменения ДНК в 
локусах запасных белков Sec-1 и Sec-2 при 
дупликации генома ржи. Обнаруженные 
структурные изменения на уровне ДНК про-
исходят при дупликации генома и могут быть 
обусловлены:

- структурными изменениями хромосом (ду-
пликации, делеции, транслокации или инвер-
сии отдельных участков хромосом) в резуль-
тате нарушения у тетраплоидов конъюгации 
хромосом в мейозе;

- потерей одних генов и специфической 
инактивацией других;

- блочными перестройками, которые приво-
дят к комбинированию фрагментов из разных 
генов и к появлению белков с разными функ-
циями при дупликации генома.

При секвенировании локуса REMS1218 за-
мены, выпадения или вставки нуклеотидных 
оснований не обнаружены. Однако P. Bundock 
и др. [33] выявили 1 замену на 58 оснований 
в среднем у каждого полиплоидного растения 
при при секвенировании 307 ампликонов поли-
плоида сахарного тростника со средней длиной 
рида 220 оснований. Эти результаты, возмож-
но, связаны с тем, что исследования проводи-
лись на естественных аллополиплоидах. Мы 
же в своей работе использовали синтетические 
аутотетраплоиды ржи в ранних поколениях 
(F3–6) после зиготической дупликации.
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Проведено сравнительное изучение ДНК-полиморфизма образцов люпина узколистного (Lupinus 
angustifolius L.) с помощью методов SRAP-RGA и ISSR. Выявлены преимущества метода SRAP-RGA в срав-
нении с известными методиками ISSR-анализа. Проведена оценка эффективности применения различных 
комбинаций праймеров для определения генетического полиморфизма. Выделены наиболее информативные 
пары праймеров (tm/me8, p-loop/r14, p-loop/em12, p-loop/f12) с высокими значениями маркерного индекса MI.

Ключевые слова: люпин, маркер, метод SRAP-RGA.

Введение
Люпин узколистный (Lupinus angustifoli-

us L.) – ценная для Беларуси зернобобовая 
культура, богатый источник высококаче-
ственного растительного кормового и пи-
щевого белка, сбалансированного по амино-
кислотному составу (≈ 40% сухого вещества 
составляют незаменимые аминокислоты). 
Узколистный люпин удобен в возделывании, 
поскольку адаптирован к дефициту азота и 
фосфора, кислым, песчаным почвам. Спо-
собность к симбиотической фиксации азо-
та определяет его сидеральные свойства, 
делая люпин полезным предшественником 
при ротации со злаковыми и другими сель-
скохозяйственными культурами, что спо-
собствует повышению эффективности рас-
тениеводства.

Однако распространение люпина в нашем 
регионе во многом лимитировано потерями 
урожая из-за воздействия патогенов, что яв-
ляется серьезной проблемой. Потери урожая 
люпина от болезней нередко составляют 25–
75%, иногда достигая полной гибели посевов. 
Успешное возделывание люпина невозможно 
без разработки и применения определенных 
мер защиты растений от многочисленных бо-
лезней и вредителей. Агротехнические и хи-
мические приемы иногда или недостаточно 
эффективны, или экономически непригодны. 
Одним из наиболее эффективных и экологи-

чески безопасных способов защиты люпина 
от болезней и вредителей, обеспечивающим 
интенсификацию этой области растениевод-
ства, является создание устойчивых к болез-
ням сортов. 

Разработка и применение молекулярно-
генетических методов для создания сортов по-
зволяют ускорить процесс улучшения люпина. 
В современной селекции для паспортизации 
сортов используются различные методики 
маркирования хозяйственно ценных призна-
ков. Для паспортизации люпина применя-
ются методики с использованием белковых 
маркеров [1], а также ДНК-маркеров: ISSR 
и RAPD [2]. Однако эти методы имеют неко-
торые ограничения. Так, белковые маркеры не 
подходят для анализа культур, имеющих низ-
кий уровень внутривидового полиморфизма, 
а RAPD-праймеры (по причине низкой тем-
пературы отжига) и ISSR-праймеры к двух-
трехнуклеотидным повторам [3] показывают 
низкий уровень воспроизводимости получен-
ных результатов.

Свою эффективность при разработке мо-
лекулярных маркеров устойчивости к био-
тическим факторам показали методики 
RGA-ПЦР (resistance gene analogs). R-гены 
растений содержат в своем составе кон-
сервативные последовательности, соответ-
ствующие структурным мотивам защитных 
R-белков. Эти последовательности, в силу 
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своей постоянной структуры, использу-
ются в качестве мишеней для вырожден-
ных праймеров, с помощью которых мож-
но осуществлять поиск возможных генов 
устойчивости у различных видов растений. 
RGA-праймеры были использованы для вы-
деления аналогов генов устойчивости у ряда 
видов растений [4, 5, 6], в том числе желтого 
[7] и узколистного [8] люпина. 

Разрешающая способность методов ана-
лиза с помощью вырожденных праймеров 
повышается в комбинации с методом SRAP 
(sequence-related amplified polymorphism), 
который основывается на амплификации 
открытых рамок считывания [9]. При этом 
применяются 2  праймера длиной 17 или 
18  нуклеотидов, состоящие из несколь-
ких элементов. Один из этих элементов – 
основная последовательность длиной от 13 
до 14 оснований, где первые 10 или 11 осно-
ваний, начиная с 5'-конца, представляет со-
бой последовательность неспецифического 
состава («последовательность-заполнитель»), 
за которой следует последовательность 
CCGG в прямом и AATT в обратном прай-
мере. Праймеры с участками CCGG предпо-
чтительно садятся в пределах открытых ра-
мок считывания из-за наличия GC-повторов 
преимущественно в кодирующих областях. 
Последовательность AATT обратного прай-
мера чаще встречается в областях промото-
ров и интронов, которые более подвержены 
изменениям в ДНК [10]. За основной после-
довательностью на 3'-конце следуют три се-
лективных нуклеотида, которые обеспечива-
ют специфичность реакции амплификации. 
Поскольку SRAP-праймеры имеют высокую 
температуру отжига (50 °С и выше) и не со-
держат в своем составе многочисленных по-
вторяющихся элементов, этот метод харак-
теризуются большей воспроизводимостью 
результатов, чем методики ISSR и RAPD. 
Так как при данном методе предпочтительно 
амплифицируются открытые рамки считы-
вания, обнаруженный с его помощью ДНК-
полиморфизм имеет большую вероятность 
быть связанным с фенотипическим проявле-
нием признаков.

N. Mutlu et al. [11] показали высокую эф-
фективность выявления полиморфизма с по-
мощью различных комбинаций RGA- и SRAP-

праймеров по сравнению с чистыми методами 
RGA и SRAP. Учитывая низкую специфич-
ность используемых праймеров, данные мето-
ды могут быть применены на различных куль-
турах для поиска полиморфизма и создания 
маркеров генов, определяющих устойчивость 
растений к заболеваниям.

Цель нашей работы – установление возмож-
ности использования SRAP-RGA-анализа для 
исследования полиморфизма аналогов генов 
устойчивости у люпина узколистного, про-
ведение сравнительного исследования эф-
фективности методов SRAP-RGA-анализа 
и ISSR-анализа для дифференциации гено-
типов.

Материалы и методы
В нашем исследовании были использо-

ваны образцы L. angustifolius из коллекции 
Белорусского государственного университе-
та. Для работы отобраны 12 образцов люпи-
на узколистного различного генетического 
и эколого-географического происхождения: 
Yorrel, Wonga, Tanjil, Fest, Illyarrie, (Австра-
лия); Брянский 1121, Немчиновский 846, 
Брянский 1272 (Россия); Миртан, Першацвет, 
Ашчадны (Беларусь); Frost (США).

Выделение ДНК из генеративных и веге-
тативных органов осуществляли с помощью 
набора «Нуклеосорб» (ОДО «Праймтех») 
комплектации С. В качестве источника ДНК 
использовали молодые верхушечные листья 
растений. Растительную ткань предварительно 
гомогенизировали путем растирания с жидким 
азотом или встряхивания с металлическими 
бусами. Выделение ДНК проводили в трех 
биологических повторностях.

Концентрацию полученного раствора ДНК 
определяли методом спектрофотометрии 
на приборе NanoDrop 2000.

Для изучения образцов люпина узколистного ис-
пользовали праймеры к трансмембранному (TM) 
домену (5’-ARNGCTARNGGNARNCC-3’) и p-loop 
домену (5’-GGNGGNGTNGGNAANACNAC-3’) 
R-генов устойчивости к заболеваниям [4]. Каж-
дый из этих праймеров был использован в раз-
личных комбинациях с 7 SRAP-праймерами при 
постановке реакций амплификации, что в итоге 
дало 14 комбинаций SRAP-RGA-праймеров. 
Список использованных SRAP-праймеров пред-
ставлен в табл. 1.
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Таблица 1 

Список SRAP-праймеров, использованных в работе
Название Последовательность 5’-3’ Ссылка

Me8 TGAGTCCAAACCGGACT [11]
F12 CGAATCTTAGCCGGAGC [12]
F16 GATCCAGTTACCGGCAC [12]
Em12 GACTGCGTACGAATTCTC [11]
Em5 GACTGCGTACGAATTAAC [11]
r9 GACACCGTACGAATTTGA [12]
r14 CGCACGTCCGTAATTAAC [12]

Реакцию амплификации проводили в смеси 
объемом 20 мкл. Состав смеси был следую-
щим: 1 ед. Taq-полимеразы (Dialat), 1x ПЦР-
буфер, 5 мМ MgCl2, 200 мкМ каждого dNTP, 
500 пмоль/мкл SRAP-праймера, 500 пмоль/
мкл RGA-праймера, 0,5 мкл тотальной геном-
ной ДНК.

Амплификацию начинали плавлением ДНК 
при 94 °С в течение 5 мин, затем проводили 
5 циклов: 94 °С – 1 мин, 38 °С – 1 мин, 72 °С – 
1 мин 15 с; а затем 35 циклов: 94 °С – 45 с, 
50 °С – 1 мин, 72 °С – 1 мин 15 с; заключи-
тельную элонгацию осуществляли при 72 °С 
в течение 5 мин [11].

Для сравнения эффективности наряду с пе-
речисленными SRAP-RGA-маркерами были 
использованы наиболее пригодные для па-
спортизации различных сортов узколистного 
люпина ISSR-маркеры UBC810, IS2, IS3 [2].

ISSR-типирование осуществляли в ПЦР-
смеси объемом 20 мкл, которая содержа-
ла 2 ед. Taq-полимеразы (Dialat), 1x ПЦР-
буфер, 5 мМ MgCl2, 200 мкМ каждого dNTP, 
50 пмоль праймера, 100 нг тотальной геном-
ной ДНК.

Амплификацию начинали плавлением ДНК 
при 94°С в течение 5 мин, затем проводили 
40 циклов: 94 °С – 45 с, 52 °С – 45 с, 72 °С – 
1 мин 30 с. Финальную элонгацию проводили 
при 72 °С в течение 7 мин. Завершали реакцию 
охлаждением смеси до 16 °С.

Продукты амплификации разделяли в 
2 %-ном агарозном геле, окрашивали броми-
стым этидием и фотографировали в ультра-
фиолетовом свете.

Результаты реакции амплификации в ви-
де воспроизводимых ДНК-профилей были 

вручную зарегистрированы для всех об-
разцов и занесены в бинарную матрицу, 
где 0 обозначал отсутствие бэнда, а 1 – на-
личие. Первоначальная оценка праймеров 
была осуществлена путем учета общего 
количества бэндов в профилях, а также ко-
личества полиморфных бэндов и их отно-
шения к общему числу бэндов в профиле. 
Для оценки эффективности различных ком-
бинаций праймеров были использованы та-
кие параметры как мера информационного 
полиморфизма (рolymorphism information 
content, PIC), эффективное мультиплексное 
отношение (effective multiplex ratio, EMR), 
разрешающая способность (resolving power, 
Rp) и маркерный индекс (marker index, MI). 
Величину PIC рассчитывали по формуле для 
доминантных маркеров PICi = 2fi (1 – fi), где 
PICi – мера информационного полиморфиз-
ма локуса i; fi – частота, с которой встречался 
амплифицированный фрагмент; (1 – fi) – ча-
стота, с которой встречалось отсутствие ам-
плификации фрагмента [13, 14, 15]. Частота 
fi представляет собой отношение количества 
образцов, у которых в локусе i амплифици-
ровался фрагмент, к общему количеству из-
ученных образцов.

Полученная бинарная матрица была ис-
пользована для построения филогенетическо-
го дерева по методу невзвешенного попарно-
го среднего (UPGMA) с помощью программы 
DARwin v. 6.0.13 [16]. Дендрограмму строили 
исходя из полученных данных эффективно-
сти SRAP-RGA-маркеров. Для определения 
достоверности построенного дерева был 
проведен бутстрап-анализ с выборкой из 
1000 реплик.
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Результаты и обсуждение

мера устанавливать различия между генотипа-
ми. Среди комбинаций SRAP-RGA наибольшая 
разрешающая способность была характерна 
для праймеров p-loop/r14 (2,17), тогда как наи-
меньшая – для tm/r9 и p-loop/me8 (0,17).

Маркерный индекс (MI) представляет со-
бой произведение величины информацион-
ного полиморфизма (PIC) и эффективного 
мультиплексного отношения (EMR) [13] и 
используется для определения общей полез-
ности различных праймеров при генотипи-
ровании. Наилучшие результаты по этому 
показателю показали праймеры p-loop/r14 
(0,81). Низкие значения маркерного индек-
са были характерны для праймеров tm/f16 
(0,05), tm/r9 (0,02) и p-loop/me8 (0,04). Вы-
численные показатели по всем комбинациям 
SRAP-RGA и по ISSR-маркерам представле-
ны в табл. 2.

Первоначальная оценка результатов ампли-
фикации показала, что все 14 комбинаций 
SRAP-RGA-праймеров давали четко детекти-
руемые продукты амплификации (рис. 1). 

Количество фрагментов в полученных про-
филях варьировало от 4 (в комбинации p-loop/
me8) до 15 (в комбинациях tm/f12, p-loop/r14). 
Всего с помощью использованных комбинаций 
праймеров был получен 121 продукт амплифи-
кации, длина которых находилась в диапазоне 
100–1700 п.н. Из общего числа полученных 
фрагментов 35 (28,9%) были полиморфными 
у различных образцов люпина, использован-
ных нами в исследовании. В двух комбинаци-
ях праймеров (tm/em5 и tm/r14) полиморфных 
фрагментов обнаружено не было. Процент по-
лиморфных фрагментов в зависимости от ком-
бинации праймеров варьировал в диапазоне от 
10% (tm/r9) до 50% (p-loop/em12).

При определении показателя PIC для каждой 
комбинации вычисляли среднее значение PIC по 
всем локусам данной пары праймеров. Наимень-
шее значение PIC показывали комбинации прай-
меров tm/r9 и p-loop/me8 (0,15). Наибольшую меру 
информационного полиморфизма показала пара 
tm/f16 (0,44). Приемлемые для дальнейшей рабо-
ты значения PIC были характерны для пар прай-
меров tm/Em12 (0,42), p-loop/f16 (0,38), p-loop/r9 
(0,33), p-loop/f12 (0,31), tm/f12 (0,28), p-loop/em5 
(0,27), p-loop/em12 (0,27), p-loop/r14 (0,25).

Величина эффективного мультиплексного 
отношения (EMR) зависит от доли полиморф-
ных фрагментов. Наибольшее значение это-
го показателя наблюдалось у пар праймеров 
p-loop/r14 (3,27) и tm/me8 (2,08). Наименьшую 
эффективность показали пары праймеров tm/
f16 (0,11) и tm/r9 (0,10).

Показатель разрешающей способности (Rp) 
используют для отражения способности прай-

Рис. 1. SRAP-RGA-профили разных сортов люпина, 
комбинация праймеров p-loop/r14

Таблица 2
Основные показатели эффективности маркеров, вычисленные для каждой комбинации праймеров

Комбинация праймеров n np % np PIC Rp EMR MI

tm/me8 12 5 41,67 0,24 1,50 2,08 0,49
tm/f12 15 3 20,00 0,28 1,00 0,60 0,17
tm/f16 9 1 11,11 0,44 0,67 0,11 0,05
tm/Em12 14 3 21,43 0,42 2,00 0,64 0,27
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Комбинация праймеров n np % np PIC Rp EMR MI

tm/r9 10 1 10,00 0,15 0,17 0,10 0,02
p-loop/me8 4 1 25,00 0,15 0,17 0,25 0,04
p-loop/f12 7 3 42,86 0,31 1,17 1,29 0,40
p-loop/f16 7 2 28,57 0,38 1,00 0,57 0,21
p-loop/em5 13 4 30,77 0,27 1,50 1,23 0,33
p-loop/em12 6 3 50,00 0,27 1,00 1,50 0,40
p-loop/r9 9 2 22,22 0,33 1,17 0,44 0,15
p-loop/r14 15 7 46,67 0,25 2,17 3,27 0,81
UBC810 13 9 69,23 0,29 3,33 6,23 1,79
IS2 14 3 21,43 0,15 0,5 0,64 0,10
IS3 17 5 29,41 0,26 1,67 1,47 0,38

Продолжение табл. 2

П р и м е ч а н и е . n – общее количество бэндов, np – количество полиморфных бэндов, % np – процент полиморф-
ных бэндов, PIC – мера информационного полиморфизма, Rp – разрешающая способность, EMR – эффективное 
мультиплексное отношение, MI – маркерный индекс.

У праймеров tm/f16 при близком к макси-
мально возможному для доминантных марке-
ров (0,5) [13] значении PIC (0,44), были низ-
кие показатели разрешающей способности 
(0,67), эффективного мультиплексного отно-
шения (0,11) и один из самых низких мар-
керных индексов (0,05). Такая высокая мера 
информационного полиморфизма объясняет-
ся тем, что распределение частот встречаемо-
сти единственного фрагмента этого маркера 
близка к 70% (обнаружен у 8 образцов из 12). 
Поскольку в случае доминантных маркеров 
паттерном считается и наличие и отсутствие 
фрагмента, соотношение аллелей будет близ-
ким к 30:70 (P1 = 0,3; Р2 = 0,7), а это соответ-
ствует высокому PIC [13].

Исходя из полученных показателей, наи-
большую эффективность выявления полимор-
физма в подобранной нами коллекции образ-
цов показали SRAP-RGA-праймеры p-loop/
r14 с одним из самых высоких показателей 
разрешающей способности и маркерного ин-
декса (MI), несмотря на то, что показатель PIC 
у этой пары праймеров был относительно не-
высоким (0,25). Также сравнительно высокий 
маркерный индекс показывали комбинации 
праймеров tm/me8, p-loop/f12, p-loop/em12.

ISSR-праймеры на подобранной нами кол-
лекции образцов имели низкие или умеренные 
значения PIC в диапазоне от 0,15 (у IS2) до 0,29 
(у UBC810). Праймер UBC810 показал высо-

кие значение EMR (6,23) и маркерного индекса 
(1,79), что обусловлено большим количеством 
локусов ISSR-маркеров. Показатели остальных 
ISSR-праймеров были примерно на уровне или 
ниже значений SRAP-RGA-маркеров.

Дендрограмма, построенная по методу 
UPGMA на основании бинарной матрицы ре-
зультатов SRAP-RGA-анализа, представлена 
на рис. 2.

В результате анализа с помощью SRAP-
RGA-праймеров для каждого из изученных 
образцов люпина удалось получить уни-
кальный набор полиморфных фрагментов. 
Для полной дифференциации всех образцов 
было достаточно трех комбинаций SRAP-
RGA (p-loop/r14, tm/me8, p-loop/f12). В то же 
время результаты анализа образцов узко-
листного люпина с помощью 3-х отобранных 
ISSR-праймеров не позволили дифференциро-
вать образцы Illyarrie и Fest. На построенной 
на основании SRAP-RGA-анализа дендро-
грамме в обособленные кластеры при уровне 
бутстрап поддержки >50 выделились группы 
сортов Немчиновский 846, Першацвет, Fest; 
Брянский 1272, Миртан, Frost; Ашчадны, 
Брянский 1121, что свидетельствует об их 
генетическом сходстве. В структуре дендро-
граммы кластеры выделились не по геогра-
фическому признаку. Причиной этому может 
быть активный обмен селекционным материа-
лом при создании сортов.
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Рис. 2. Дендрограмма образцов узколистного люпина 
построенная по методу UPGMA на основании данных 
SRAP-RGA-анализа с помощью комбинаций прай-
меров с наибольшим маркерным индексом tm/me8, 

p-loop/r14, p-loop/em12, p-loop/f12

Заключение

образом, методом SRAP-RGA удалось выя-
вить полиморфизм, который не выявлялся 
методом ISSR-ПЦР.

На построенной дендрограмме в кластеры 
выделились 3 группы сортов: Немчиновский 
846, Першацвет, Fest; Брянский 1272, Миртан, 
Frost; Ашчадны, Брянский 1121, что свиде-
тельствует об их генетическом сходстве.

Уровень полиморфизма, который показали 
SRAP-RGA-праймеры, позволяет проводить ра-
боту по генотипированию сортов узколистного 
люпина. В ходе дальнейших исследований для 
поиска молекулярных маркеров R-генов плани-
руется сопоставить выявленный полиморфизм 
с фенотипическим проявлением устойчивости 
узколистного люпина к грибным болезням. 
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В работе проведено исследование поли-
морфизма аналогов генов устойчивости у 
образцов люпина узколистного (Lupinus 
angustifolius L.). Дана оценка эффективности 
применения 14 различных комбинаций RGA- 
и SRAP-праймеров для генотипирования 
узколистного люпина. В 12 из 14 комбинаций 
SRAP-RGA-праймеров были обнаружены 
полиморфные фрагменты. Значение PIC ва-
рьировало в диапазоне от 0,15 до 0,44. По ре-
зультатам вычисления маркерного индекса 
наибольшую пригодность для типирования 
подобранных образцов узколистного люпи-
на показали пары праймеров p-loop/r14 (MI = 
0,81) и tm/me8 (MI = 0,49), которые планиру-
ется использовать в дальнейшей работе по 
разработке маркеров к интересующим генам. 

Показано преимущество метода SRAP-
RGA для выявления ДНК-полиморфизма 
узколистного люпина, связанное с более 
высоким значением показателя меры ин-
формационного полиморфизма (PIC), чем 
у ISSR-маркеров. С применением SRAP-
RGA-анализа для каждого образца удалось 
получить уникальный набор полиморфных 
фрагментов, что позволило полностью их 
дифференцировать. Анализ, проведенный с 
помощью ISSR-праймеров, не показал разли-
чий между образцами Illyarrie и Fest. Таким 
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ESTIMATION OF SRAP-RGA PCR METHOD EFFECTIVENESS  
FOR GENOTYPING NARROW-LEAVED LUPIN
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Minsk BY-220072, Republic of Belarus

Comparative study of blue lupine (Lupinus angustifolius L.) samples was conducted with SRAP-RGA and ISSR 
methods. The advantages of SRAP-RGA method in comparison with known techniques were shown. Various combi-
nations of primers were tested for effectiveness of genetic polymorphism detection. The most informative primer pairs 
(TM/ME8, p-loop/r14, p-loop/em12, p-loop/f12) with high marker index MI were selected.

Key words: lupin, marker, SRAP-RGA method.
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ИденТИФИКАЦИЯ БАКТЕРИЙ BACILLUS PUMILUS С ПОМОЩЬЮ 
ВИДОСПЕЦИФИЧНОЙ ПЦР

ГНУ «Институт микробиологии НАН Беларуси» 
Республика Беларусь, 220141, г. Минск, ул. акад. В.Ф. Купревича, 2

Разработан метод идентификации бактерий Bacillus pumilus на основе полимеразной цепной реакции (ПЦР), 
позволяющий быстро детектировать данные микроорганизмы, в том числе в почвенных образцах. Сконструи-
рованы две пары видоспецифичных праймеров, дающие ампликоны размером 1149 и 553 п.н., соответственно. 
Специфичность праймеров протестировали на 7 коллекционных штаммах и 27 изолятах, выделенных из по-
раженных растений. Продукт ПЦР был получен только при использовании ДНК бактерий B. pumilus в каче-
стве матрицы. Результаты показали, что ПЦР с разработанными праймерами обеспечивает быстрый, простой 
и надежный метод обнаружения и идентификации B. pumilus.

Ключевые слова: Bacillus pumilus, ПЦР, праймеры.

Введение
Грамположительные, аэробные, образующие 

эндоспоры бактерии Bacillus pumilus широко 
распространены в окружающей среде, и на 
основании филогенетического анализа строе-
ния гена 16S рРНК принадлежат к группе Ba-
cillus subtilis [1]. Как и большинство предста-
вителей этой группы, B. pumilus имеют важное 
промышленное значение, т.к. являются проду-
центами ферментов [2–4], биосурфактантов [5], 
метаболитов c антибактериальной активностью 
[6, 7]. Большой интерес представляют штаммы 
B. pumilus, которые потенциально могут ис-
пользоваться как стимуляторы роста растений 
[8, 9], деструкторы широкого спектра углево-
дородов в процессах очистки промышленных 
сточных вод [2], для создания пробиотических 
препаратов [10]. Однако выяснилось, что дан-
ные микроорганизмы могут обладать и пато-
генными свойствами. В клинической практике 
зафиксировано несколько случаев развития 
инфекционных заболеваний, вызванных бак-
териями B. pumilus, у пациентов с ослабленной 
иммунной системой [11–13]. Есть сведения, 
что некоторые штаммы B. pumilus способны 
вызывать заболевания у растений: выявлены 
случаи заражения растений манго в Египте 
[14], листьев, побегов груши [15] и корневищ 
имбиря в Китае [16], листьев фасоли в Испа-
нии [17], плодов фруктовых деревьев в Турции 
[18], клубней картофеля в Мали [19]. Фитопа-

тогенные штаммы B. pumilus обнаруживают и 
на территории Беларуси. Так, за последние го-
ды были выделены и идентифицированы более 
30 культур B. pumilus из пораженных клубней 
картофеля [20], растений сосны обыкновенной 
[21], растений огурца и томата. В связи с этим 
становится актуальной необходимость разра-
ботки точных, надежных и быстрых методов 
обнаружения бактерий B. pumilus.

В большинстве случаев идентификация бак-
терий B. pumilus осуществляется на основании 
физиолого-биохимических тестов в совокуп-
ности с секвенированием последовательности 
рибосомных генов [14, 16, 17] или анализом 
профиля метиловых эфиров жирных кислот 
(МЭЖК) [14, 18]. Методики на основе поли-
меразной цепной реакции (ПЦР) являются 
альтернативой классическим микробиологи-
ческим методам, а ПЦР с видоспецифичными 
праймерами по специфичности, чувствитель-
ности, быстроте проведения анализа превос-
ходит МЭЖК и, когда дело касается близко-
родственных видов с небольшой степенью 
вариабельности строения гена 16S рРНК, 
становится предпочтительнее секвенирова-
ния [22]. Доступность баз данных, хранящих 
информацию о структуре генов различных 
организмов, дает возможность при разработ-
ке видоспецифичных праймеров наиболее 
полно учитывать и использовать вариабель-
ность анализируемых последовательностей 
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нуклеотидов, что позволяет обеспечить высо-
кую специфичность диагностических систем, 
создаваемых на их основе [23].

Целью настоящей работы являлось создание 
видоспецифичных праймеров для выявления 
и идентификации бактерий B. pumilus мето-
дом ПЦР.

Материалы и методы
В работе использовали изоляты бактерий 

B. pumilus, выделенные из пораженных рас-
тений на территории Беларуси и коллекцион-
ные штаммы B. pumilus из фонда Белорусской 
коллекции непатогенных микроорганизмов 
(табл. 1).

Таблица 1 
Штаммы бактерий B. pumilus, использованные в работе

Штамм Источник выделения Место выделения

19.6 Растения томата (Solanum lycopersicum) 
сорт «Эмоушен»

КСУП «Светлогорская овощная фабрика»,  
Светлогорский район, Гомельская область

36.2 Растения огурца (Cucumis sativus)
сорт «Кураж»

УП ПТКУП «Минский парниково-тепличный  
комбинат», Минский район, 
Минская область

39.2 Растения томата (Solanum lycopersicum) 
сорт «Раиса»

УКАП Фирма «Днепр», Могилевский район,
Могилевская область39.3

32.8 Растения томата (Solanum lycopersicum) 
сорт «Бомакс»»

44.2 Растения томата (Solanum lycopersicum) 
сорт «Раиса»

37.7 Растения томата (Solanum lycopersicum) 
сорт «Раиса»

ЧУП «Озерицкий – Агро», Смолевичский район, 
Минская область

38.2 Растения томата (Solanum lycopersicum) 
сорт «Зук»

51.2 Растения томата (Solanum lycopersicum) 
сорт «Раиса»

40.2 Растения томата (Solanum lycopersicum) 
сорт «Старбак»

КУП «Минская овощная фабрика», 
Минский район, Минская область

41.2 Растения томата (Solanum lycopersicum) 
сорт «Раиса»

61.2 Растения томата (Solanum lycopersicum) 
сорт «Жеронимо»61.3

T1
Т2
33.4 Растения томата (Solanum lycopersicum) 

сорт «Барселона»
РУП «Витебскэнерго филиал «Весна – энерго»,  
Полоцкий район, Витебская область33.5

11-1-1* Клубни картофеля (Solanum tuberosum) 
сорт «Зарница»

Бобруйский район, Могилевская область

33-3* Клубни картофеля (Solanum tuberosum) 
сорт «Журавинка»

РУП «Институт защиты растений», 
Минский район, Минская область

21-3* Клубни картофеля (Solanum tuberosum) 
сорт «Янка»

17-2* Клубни картофеля (Solanum tuberosum) 
сорт «Выток»

РСДУП «Экспериментальная база Зазерье»,  
Пуховичский район, Минская область

6-5-2* Клубни картофеля (Solanum tuberosum) 
сорт «Здабытак»
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Штамм Источник выделения Место выделения

63-1-3* Клубни картофеля (Solanum tuberosum) 
сорт «Бриз»

РУСП «Экспериментальная база Натальевск»,  
Червеньский район, Минская область63-2-2*

65-4* Клубни картофеля (Solanum tuberosum) 
сорт «Атлант»

РУСП «Экспериментальная база Дашковка»,  
Могилевский район, Могилевская область

43-3-1* Неизвестно Личное подсобное хозяйство
д. Туры, Столинский район, Брестская область

71-4-1* Неизвестно Неизвестно
БИМ В-106 Не указано Получен из ИБФМ, г. Пущино, Россия
БИМ В-171 Дерново-подзолистая почва Полесский государственный радиационно-

экологический заповедник, д. Кулажин, 
Гомельская область 

БИМ В-211 Почва березового леса Полесский государственный радиационно-
экологический заповедник,
д. Лесок, Гомельская область

БИМ В-369 Дерново-подзолистая почва Полесский государственный радиационно-
экологический заповедник, Гомельская область

БИМ В-373 Дерново-подзолистая почва Прилукский заказник, Минский район, Минская 
областьБИМ В-401 Садово-огородная почва

БИМ В-394 Дерново-подзолистая почва д. Соколище, Россонский район, 
Витебская область

Продолжение табл. 1 

* – штаммы предоставлены сотрудниками кафедры микробиологии Белорусского государственного университета.

Бактериальные культуры выращивали 
на поверхности агаризованной полноценной 
среды LB при температуре 30 °С. Геномную 
ДНК бактерий выделяли с помощью набора 
реагентов Bacteria DNA Preparation Kit (Jena 
Bioscience GmbH) согласно инструкции про-
изводителя или методом с использованием 
ЦТАБ [24]. Определение нуклеотидных по-
следовательностей проводили на приборе 
MiSeq (Illumina) с использованием комплек-
та реактивов MiSeq Reagent Kit v3 (Illumina). 
Полногеномные последовательности бакте-
рий B. pumilus заимствовали из представ-
ленных в свободном доступе нуклеотидных 
последовательностей базы данных GenBank 
Национального центра биотехнологической 
информации (NCBI) США. Множественное 
выравнивание полногеномных последова-
тельностей осуществляли с помощью про-
граммы Mauve 20150226 (http://gel.ahabs.wisc.
edu/mauve/) [25], для выравнивания отдель-
ных кодирующих последовательностей при 
подборе праймеров использовали программу 
ClustalX 2.1 (http://www.clustal.org/clustal2/) 
[26]. Подбор праймеров проводили вручную, 

термодинамические параметры олигонуклео-
тидов и возможность образования вторичных 
структур анализировали с помощью про-
граммы ОлигоКальк (http://www.bio.bsu.by/
molbiol/oligocalc.html) [27]. 

Для постановки ПЦР использовали реакти-
вы и праймеры производства ОДО «Прайм-
тех». ПЦР проводили в 15 мкл реакционной 
смеси, содержащей АМ-буфер с MgCl2, 0,2 мM 
дезоксинуклеотидтрифосфатов, 0,4 мкМ прай-
меров, 1 ед. Taq-полимеразы, ДНК-матрицу. 
В отрицательный контроль ДНК-матрицы 
не добавляли. Для проверки праймеров на 
специфичность использовали препараты 
тотальной ДНК бактерий Escherichia coli 
XL1-Blue, Bacillus  thuringiensis 787, Bacil-
lus amyloliquefaciens  I22, Bacillus subtilis 72, 
B.  thuringiensis  5081, Shewanella baltica, 
Xanthomonas campestris, Pseudomonas lun-
densis, Pectobacterium sp. из рабочей кол-
лекции лаборатории «Центр аналитических 
и генно-инженерных исследований» Инсти-
тута микробиологии НАН Беларуси. В ка-
честве положительного контроля ПЦР при 
проверке матриц ДНК использовали универ-



56

Молекулярная и прикладная генетика. Том 21, 2016 г.

О.В. Евдокимова и др. Идентификация бактерий Bacillus pumilus с помощью видоспецифичной ПЦР

сальные праймеры к гену 16S рРНК прока-
риот – 8F (5′ agagtttgatcctggctcag-3′) и 1492R 
(5′-ggttaccttgttacgactt-3′) [28].

Оптимальную температуру отжига скон-
струированных видоспецифичных праймеров 
определяли экспериментально постановкой 
ПЦР с градиентом температур 45–55 °С. Опти-
мизированный протокол амплификации для 
праймеров bp1K-F и bp1KR включает следую-
щие стадии: начальная денатурация – 3 мин 
при 95 °С; 35 циклов (денатурация – 30 с при 
95 °С, отжиг праймеров – 30 с при 52 °С, элон-
гация – 1 мин 10 с при 72 °С) и заключительная 
элонгация – 5 мин при 72 °С. Амплификацию 
с праймерами bp05K-F и bp05K-R проводили 
по аналогичному протоколу, за исключением 
температуры отжига (49 °С) и длительности 
элонгации внутри цикла (40 с). ПЦР проводили 
в амплификаторе Т100 ThermoCycler (Bio-Rad). 
Разделение продуктов амплификации прово-
дили путем горизонтального электрофореза в 
0,8%-ном агарозном геле с бромистым этидием 
(0,5 мкг/мл) с использованием ТАЕ-буфера. Для 
документирования результатов электрофореза 
применяли систему цифровой визуализации 
изображения ChemiDoc MP (BioRad). Размер 
фрагментов ДНК устанавливали на основании 
их электрофоретической подвижности в ага-
розном геле, в качестве маркера молекулярно-
го веса ДНК использовали GeneRuler™ DNA 
Ladder Mix (ThermoScientificBio).

GenBank с помощью программы BLAST [23] 
и установили, что они идентичны на 99–100% 
с представленными в GenBank нуклеотидны-
ми последовательностями бактерий B. pumilus. 
Также было выявлено, что некоторые штаммы 
родственных видов рода Bacillus и даже дру-
гих родов имеют очень схожее строение гена 
16S рРНК: последовательности Bacillus strato-
sphericus B89 и JN179 (код доступа GenBank 
LN890265.1 и KF687090.1) имеют 100%-ную 
идентичность с последовательностями изолятов 
11-1-1 и 63-2-2; Geobacillus stearothermophilus 
PPL-SSC5 (KM226938.1), B. xiamenensis MCCC 
1A00008 (JX680066.1), B. altitudinis Asd M5-2B 
(FM955870.1), B. aerophilus 20E (KC329821.1) – 
99%. Результаты секвенирования в совокуп-
ности с физиолого-биохимической характе-
ристикой изолятов 11-1-1 и 63-2-2 позволили 
подтвердить их принадлежность к виду B. pumi-
lus, и в дальнейшей работе обе ДНК-матрицы 
использовали в качестве положительного кон-
троля при постановке ПЦР. Однако данный 
способ идентификации (секвенирование после-
довательностей) довольно трудоемкий, и при 
определении некоторых близкородственных 
представителей рода Bacillus на видовом уровне 
только по строению гена 16S рРНК могут воз-
никать трудности из-за высокого сходства по-
следовательностей.

Следующим этапом работы стал подбор 
видоспецифичных олигонуклеотидов для 
разработки экспресс-метода ПЦР-детекции 
бактерий B. pumilus. На данный момент опу-
бликована информация об одной паре прай-
меров, специфичных к гену целлюлазы бакте-
рий B. pumilus; получаемый ампликон имеет 
размер ≈1500 п.н. [30]. При разработке соб-
ственных оригинальных праймеров мы ру-
ководствовались следующими критериями: 
размер ампликона не должен значительно 
превышать 1000 п.н., т.к. небольшой размер 
получаемого продукта позволяет сократить 
время амплификации, в то же время, получа-
емый размер ПЦР-продукта должен быть не 
менее 150 п.н. для удобства при электрофоре-
тическом методе детекции. Также учитывали 
возможность использования разрабатываемых 
праймеров в мультиплексной ПЦР со специ-
фичными праймерами к другим возбудителям 
бактериозов растений [31] или с универсаль-
ными праймерами к прокариотам [28]. 

Результаты и обсуждение
При постановке специфичной ПЦР необходи-

мо иметь положительный контроль – ДНК це-
левого организма. В нашем распоряжении име-
лись коллекционные штаммы B. pumilus, однако 
они не подвергались молекулярно-генетической 
реидентификации и не могли служить гаранти-
рованным положительным контролем. Секве-
нирование последовательностей рибосомных 
генов 16S рРНК, 23S рРНК и участков внутрен-
них транскрибируемых спейсеров (ITS) широко 
применяется для идентификации бактерий [29]. 
Поэтому на начальном этапе работы нами были 
определены нуклеотидные последовательности 
генов рРНК и ряда других диагностически важ-
ных локусов изолятов 11-1-1 и 63-2-2, отнесен-
ных по физиолого-биохимическим свойствам 
к виду B. pumilus. Полученные последователь-
ности сравнили с записями из базы данных 
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Одним из наиболее важных этапов при раз-
работке высокоспецифичных праймеров явля-
ется выбор участков хромосомной ДНК, прак-
тически одинаковых у всех бактерий одного 
вида и обладающих низким уровнем сходства с 
близкородственными видами. Для поиска таких 
локусов у B. pumilus использовали геномные 
последовательности 8 штаммов данного вида, 
находящиеся в открытом доступе в базе данных 
GenBank (табл. 2). Выравнивание геномов про-
водили в программе Mauve 20150226 [25], кото-
рая сопоставляет схожие области в анализируе-
мых геномах и визуализирует их как одинаково 
окрашенные локальные блоки. Программа так-
же отображает степень вариабельности нуклео-
тидной последовательности на гомологичном 
участке цепи ДНК. На основании компьютер-
ного анализа были выбраны несколько рамок 

считывания, нуклеотидные последовательно-
сти которых относительно консервативны у 
сравниваемых штаммов B. pumilus.

По результатам сравнения выбранных ну-
клеотидных последовательностей с записями 
из базы данных GenBank в качестве мишеней 
для подбора специфических праймеров решено 
было использовать две кодирующие последова-
тельности: ID12_10475 длиной 1475 п.н., коди-
рующая белок CrtI – фитоин-дегидрогеназу, и 
ID12_08725 длиной 1758 п.н., кодирующая бе-
лок, содержащий WD-домен (номера кодирую-
щих последовательностей указаны для генома 
B. pumilus GR-8). Эти участки хромосомной 
ДНК присутствуют во всех депонированных в 
GenBank геномах бактерий B. pumilus и имеют 
низкие значения сходства с последовательно-
стями других видов (табл. 3, 4).

Штамм Длина генома, п.н. Код доступа в GenBank

Bacillus pumilus MTCC B6033 3 763 493 CP007436.1
Bacillus pumilus GR-8 3 674 849 CP009108.1
Bacillus pumilus W3 3 745 123 CP011150.1
Bacillus pumilus TUAT1 3 723 433 AP014928.1
Bacillus pumilus NJ-V2 3 787 818 CP012482.1
Bacillus pumilus NJ-M2 3 793 419 CP012329.1
Bacillus pumilus SAFR-032 3 704 641 CP000813.4
Bacillus pumilus SH-B11 3 860 091 CP010997.1

Таблица 2 
Геномы, использованные для выравнивания в программе Mauve

Таблица 3 
Результаты сравнения кодирующей последовательности ID12_10475 с нуклеотидными 

последовательностями базы данных GenBank

Штамм Покрытие, % Ошибка Степень 
идентичности, % Код доступа

Bacillus pumilus GR-8 100 0 100 CP009108.1
Bacillus pumilus C4 100 0 99 CP011109.1
Bacillus pumilus ku-bf1 100 0 99 CP014165.1
Bacillus pumilus TUAT1 100 0 99 AP014928.1
Bacillus pumilus SH-B11 100 0 99 CP010997.1
Bacillus pumilus MTCC B6033 100 0 99 CP007436.1
Bacillus pumilus NJ-V 100 0 99 CP012330.1
Bacillus pumilus NJ-V2 100 0 99 CP012482.1
Bacillus pumilus NJ-M2 100 0 99 CP012329.1
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Штамм Покрытие, % Ошибка Степень 
идентичности, % Код доступа

Bacillus pumilus W3 100 0 99 CP011150.1
Bacillus pumilus PDSLzg-1 100 0 88 CP016784.1
Bacillus sp. WP8 100 0 88 CP010075.1
Bacillus pumilus SH-B9 100 0 86 CP011007.1
Bacillus pumilus SAFR-032 100 0 86 CP000813.4
Fictibacillus phosphorivorans G25-29 56 1e-28 67 CP015378.1
Bacillus megaterium Q3 74 1e-27 67 CP010586.1
Bacillus sp. IHB B 7164 51 7e-25 67 CP015226.1

Таблица 4 

Продолжение табл. 3

Результаты сравнения кодирующей последовательности ID12_08725 с нуклеотидными 
последовательностями базы данных GenBank

Штамм Покрытие, % Ошибка Степень 
идентичности, % Код доступа

Bacillus pumilus GR-8 100 0 100 CP009108.1
Bacillus pumilus W3 100 0 99 CP011150.1
Bacillus pumilus TUAT1 100 0 99 AP014928.1
Bacillus pumilus ku-bf1 100 0 99 CP014165.1
Bacillus pumilus SH-B11 100 0 99 CP010997.1
Bacillus pumilus MTCC B6033 100 0 99 CP007436.1
Bacillus pumilus C4 100 0 99 CP011109.1
Bacillus pumilus NJ-V 100 0 99 CP012330.1
Bacillus pumilus NJ-V2 100 0 99 CP012482.1
Bacillus pumilus NJ-M2 100 0 99 CP012329.1
Bacillus pumilus PDSLzg-1 100 0 88 CP016784.1
Bacillus sp. WP8 100 0 88 CP010075.1
Bacillus pumilus SH-B9 100 0 87 CP011007.1
Bacillus pumilus SAFR-032 100 0 87 CP000813.4
Megamonas hypermegale ART12/1 2 0,67 84 FP929048.1
Nippostrongylus brasiliensis NBR_
scaffold0001863 1 2,3 100 LM435297.1

Hymenolepis diminuta HDID_
scaffold0000213 2 2,3 87 LM383746.1

Из табл. 3 и 4 видно, что уровень внутри-
видового сходства последовательностей ло-
кусов ID12_10475 и ID12_08725 составляет 
86–99% и 84–99%, соответственно, а об-
ласть покрытия – 100%, что, с учетом длины 
анализируемых фрагментов, предполагает 
наличие достаточно продолжительных кон-
сервативных участков, подходящих для кон-

струирования прямого и обратного прайме-
ров, фланкирующих участок ДНК длиной не 
менее 500 нуклеотидов. Для поиска районов, 
пригодных для конструирования видоспе-
цифичных праймеров, последовательности 
аналогичных локусов 14 штаммов B. pumilus 
выравнивали с использованием программы 
ClustalX 2.1.
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Были выявлены консервативные участки, ко-
торые по своим параметрам (ГЦ-состав, рас-
положение, длина) подходили для подбора 
праймеров. На рис. 1 представлены области 
расположения прямого и обратного праймеров 
bp1K на последовательности гена, кодирую-
щего фитоин-дегидрогеназу. Регион, фланки-
рованный bp1K-F (5′-gacttgcttttgtacgtgag-3′) и 
bp1K-R (5′-cttcaaacaatccttctcgc-3′), составляет 
1109 нуклеотидов. Оба праймера содержат 45% 
ГЦ-нуклеотидов и имеют температуру плавления 
55 °С (по данным программы Primer-BLAST). На 
участке локуса ID12_08725 была подобрана пара 
олигонуклеотидов bp05K (5′-aaacgtattgtgaatggtc-3′) 
в качестве прямого и (5′-tcatttaacagctctgtcg-3′) в ка-
честве обратного праймеров, окаймляющие реги-
он длиной 515 нуклеотидов (рис. 2). ГЦ-состав 
прямого и обратного праймеров составляет 36,8% 
и 42,1%, соответственно, разница в температуре 
плавления не более 1,8 °С (по данным програм-
мы Primer-BLAST). Предварительный анализ 
специфичности праймеров bp1K и bp05K in silico 
с помощью Primer-BLAST показал наличие про-
дуктов амплификации только с хромосомными 
ДНК различных штаммов B. pumilus.

Рис. 1. Расположение пары праймеров bp1K-F и bp1K-R на участках локуса ID12_10475 и  гомологичных 
последовательностях штаммов B. pumilus

Рис. 2. Расположение пары праймеров bp05K-F и bp05K-R на участках локуса ID12_08725 и  гомологичных 
последовательностях штаммов B. pumilus

Сконструированные праймеры были про-
верены на специфичность с использовани-
ем образцов ДНК коллекционного штамма 
B. pumilus БИМ B-106, идентифицированно-
го на основании анализа нуклеотидных по-
следовательностей B. pumilus 11-1-1, а также 
изолятов 6-5-2, 17-2, 21-3 и 33-3, отнесенных 
к виду B. pumilus по совокупности физиолого-
биохимических характеристик. Обе пары 
праймеров позволили получить хорошо детек-
тируемое количество ПЦР-продукта, размер 
полученных ампликонов соответствовал ожи-
даемому, неспецифические продукты реакции 
отсутствовали (рис. 3).

Специфичность сконструированных прай-
меров дополнительно была подтверждена 
при использовании образцов ДНК близко-
родственных видов бактерий рода Bacillus и 
представителей других родов (рис. 4). В дан-
ных экспериментах вводили дополнитель-
ный положительный контроль – ПЦР с уни-
версальными праймерами к гену 16S рРНК, 
позволяющий подтвердить пригодность ис-
пользуемой матрицы ДНК для полимеразной 
реакции.
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Рис.  3. Электрофореграмма продуктов ПЦР, полученных с применением праймеров bp1К-F и bp1К-R (1-7) 
и bp05К-F и bp05К-R (9-15) и ДНК бактерий B. pumilus

1–3 – B. pumilus 11-1-1; 4–6 – отрицательный контроль; 
7–9 – B. thuringiensis 787; 11–13 – B. amyloliquefaciens I22; 
14–16 – B. subtilis 72; 17–19 – B. thuringiensis 5081; 20–
22 – Shewanella baltica; 23–25 – Xanthomonas campestris; 
26–28 – Pseudomonas lundensis; 30–32 – Pectobacterium 
sp.; 10, 29 – маркер молекулярного веса ДНК; 1, 4, 7, 11, 
14, 17, 20, 23, 26, 30 – праймеры bp1К-F и bp1К-R; 2, 5, 8, 
12, 15, 18, 21, 24, 27, 31 – праймеры bp05К-F и bp05К; 3, 

6, 9, 13, 16, 19, 22, 25, 28, 32 – праймеры 8f и 1492r
Рис. 4. Электрофореграммы продуктов ПЦР, полученные с использованием праймеров bp1К и bp05К и ДНК 

бактерий разных видов

Номера лунок соответствуют 
штаммам: 1, 9 – B. pumilus 11-
1-1; 2, 10  – B.  pumilus 6-5-2; 
3; 11 – B. pumilus 17-2; 4, 12 – 
B. pumilus 21-3; 5, 13 – B. pum-
ilus 33-3; 6, 14  – B.  pumilus 
В106; 8  – маркер молекуляр-
ного веса ДНК; 7, 15 – отри-

цательный контроль

Из рис. 4 видно, что продукты ПЦР с разра-
ботанными парами праймеров bp1К и bp05К 
были получены только при использовании в 
качестве матрицы ДНК B. pumilus, в то время 
как продукт амплификации гена 16S рРНК 
присутствовал в ПЦР смеси с ДНК-матрицами 
каждого обазца.

На следующем этапе работы с помощью 
сконструированных видоспецифичных прай-
меров была подтверждена таксономическая 
принадлежность 27 бактериальных культур, 
выделенных из пораженных бактериозом расте-
ний, и 7 коллекционных штаммов, отнесенных 
на основании морфологических и физиолого-
биохимических признаков к виду B. pumilus 
(пример электрофореграммы – на рис. 5).

На заключительном этапе работы скон-
струированные праймеры были проверены на 
способность выявлять присутствие бактерий 
B. pumilus в природных образцах. Известно, 
что представители рода Bacillus являются пре-
обладающими почвенными бактериями благо-
даря способности формировать устойчивые 
эндоспоры [32]. В связи с этим, вероятность 
обнаружить B. pumilus в почве представлялась 
нам достаточно высокой. Для проверки этого 
предположения использовали 5 метагеномных 
препаратов ДНК, выделенных из образцов по-
чвогрунта, собранного в различных районах 
г. Минска (№ 1 с территории Института микро-
биологии НАН Беларуси, № 2 с парковой тер-
ритории Театра оперы и балета, № 3 с дворовой 
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территории по ул. Народная, № 5 с территории 
Московского кладбища) и г. Клецка (образец 
№ 4). В качестве дополнительных контролей 
в этом эксперименте использовали смесь ну-
клеиновых кислот, искусственно созданную из 
препаратов ДНК, выделенных из чистых бак-
териальных культур, при этом в один вариант 
смеси вносили ДНК B. pumilus, а во второй – 
нет. Целевые продукты ПЦР были обнаружены 
в 4 из 5 препаратов ДНК, выделенных из по-
чвы, а также в смеси ДНК с добавлением ДНК 
B. pumilus (рис. 6). Было выявлено, что в ходе 
ПЦР с метагеномной ДНК могут образовывать-
ся неспецифические продукты амплификации, 
однако такие продукты легко отличимы от це-
левых по электрофоретической подвижности.

Заключение

1, 2 – БИМ В-106; 5, 6 – БИМ В-171; 7, 8 – БИМ В-211; 9, 10 – БИМ В-369; 11, 12 – БИМ В-373; 13, 14 – БИМ 
В-394; 15, 16 – БИМ В-401; 17,18 – 43-3-1; 19, 20 – 63-1-3; 21, 22 – 63-2-2; 23, 24 – 65-4; 25, 26 – 71-4-1; 3, 4 – 
отрицательный контроль; М – маркер молекулярного веса ДНК; праймеры bp1К-F и bp1К-R – нечетные лунки, 

праймеры bp05К-F и bp05К – четные лунки
Рис. 5. Электрофореграмма продуктов ПЦР с праймерами bp1К и bp05К на матрицах ДНК бактерий B. pumilus

Дорожки 1–11 – праймеры bp05К; дорожки 12–20 – bp1К; номера соответствуют: 1, 12 – препарат ДНК, выде-
ленный из образца почвы № 1; 2, 13 – препарат ДНК, выделенный из образца почвы № 2; 3, 14 – препарат ДНК, 
выделенный из образца почвы № 3; 4, 15 – препарат ДНК, выделенный из образца почвы № 4; 5, 16 – препарат 
ДНК, выделенный из образца почвы № 5; 6, 17 – смесь ДНК Escherichia coli, Pseudomonas sp., Shewanella baltica, 
B. subtilis; 7, 18 – смесь ДНК E. coli, Pseudomonas sp., Sh. baltica, B. subtilis, B. pumilus; 8,10, 19 – отрицательный 

контроль; 9, 11, 20 – ДНК B. pumilus
Рис. 6. Электрофореграмма продуктов амплификации с праймерами bp1К и bp05К

Сконструированы две пары праймеров 
bp1К и bp05К, видоспецифичных для бак-
терий B. pumilus. Специфичность разрабо-
танных праймеров подтверждена тестирова-
нием in silico с использованием доступных 
геномных последовательностей B. pumilus, 
а также экспериментально с использовани-
ем образцов ДНК чистых культур B. pumilus 
и других, в том числе близкородственных, 
видов бактерий и образцов метагеномной 
ДНК, выделенной из почвы. Сконструиро-
ванные праймеры могут быть использова-
ны для идентификации бактерий B. pumilus 
и для их экспресс-детекции в природных об- 
разцах.
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IDENTIFICATION OF BACILLUS PUMILUS BACTERIA BY USING 
SPECIES-SPECIFIC PCR ASSAY

Institute of Microbiology, National Academy of Sciences 
Belarus, 220141, Minsk, Kuprevich str. 2

A polymerase chain reaction (PCR) assay was developed for rapid identification of Bacillus pumilus and from soil 
samples. Two pairs of primers were constructed to amplify 1149 and 553 bp DNA fragment. The specificity of the prim-
ers was tested with 7 collection strains and 27 isolates from infected plant. The PCR product was only produced with 
B. pumilus DNA. The results demonstrated that PCR with developed primers is a quick, simple and reliable method 
for detection and identification of B. pumilus bacteria.
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ПРИМЕНИМОСТЬ МЕТОДА ПЦР-ПДРФ-АНАЛИЗА БАРКОДИНГ-
РЕГИОНА COI ДЛЯ ИДЕНТИФИКАЦИИ ИНВАЗИВНЫХ ВИДОВ 
НАСЕКОМЫХ В ФАУНЕ БЕЛАРУСИ (НА ПРИМЕРЕ ТЛЕЙ РОДА 

APHIS L.)

Белорусский государственный университет 
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На основе нуклеотидных последовательностей баркодинг-региона COI разработаны ПЦР-ПДРФ-ключи 
для идентификации тлей A. pomi / A. spiraecola фауны Беларуси, собранных с разных кормовых растений. Был 
уточнен перечень кормовых растений A. pomi / A. spiraecola в условиях Беларуси. 

Ключевые слова: тли, идентификация видов, баркод-регион, рестрикционные карты, Aphis pomi, Aphis 
spiraecola

Введение
Корректная идентификация таксономиче-

ской принадлежности биологических образ-
цов в ряде случаев может иметь принципи-
альное значение. Видовая диагностика, т.е. 
достоверное отнесение объекта к тому или 
иному биологическому виду, линии или био-
типу, играет ключевую роль при обеспечении 
внешнего карантина или мониторинге рас-
пространения и численности чужеродных для 
фауны и флоры видов вредителей или пере-
носчиков заболеваний человека, животных и 
растений. В Европе особенное значение имеет 
мониторинг видов-инвайдеров, поскольку в 
последние годы наблюдается расширение их 
числа, рост экономического и экологического 
ущерба от их внедрения как в естественные, 
так и в культурфитоценозы [1−3]. 

Инвазивные виды, как правило, приводят 
к появлению специфических угроз для сло-
жившихся на этой территории сообществ жи-
вых организмов [4]. В случае с насекомыми-
фитофагами, расселение которых чаще всего 
происходит с интродукцией их кормовых рас-
тений, – это риск их перехода на другие виды 
растений, которые произрастают или возделы-
ваются на новой для инвайдера территории и 
могут оказаться пригодными для его питания. 
Заселение инвайдерами аборигенных растений 
часто сопровождается эскалацией численно-
сти вредителя, что обусловлено как отсут-
ствием давления внутривидовой конкуренции, 

так и слабым прессом со стороны хищников и 
патогенов [5, 6]. По этой причине распростра-
нение инвайдеров требует особого внимания 
со стороны исследователей.

В случае, когда морфологические ключи не 
предоставляют достаточной информации, как 
это часто бывает с сестринскими видами или 
при развитом внутривидовом полиморфизме, 
наиболее точным методом для определения 
таксономической принадлежности насеко-
мых признана ДНК-идентификация. Как из-
вестно, под термином «ДНК-идентификация» 
понимают целую группу методов и под-
ходов, объединенных принципом исполь-
зования маркерных последовательностей 
ДНК в качестве основы для создания того 
или иного рода идентификационных клю-
чей. Наиболее известными среди методов 
ДНК-идентификации видов, вероятнее все-
го, являются ДНК-штрихкодирование (ДНК-
баркодинг) и идентификация по результатам 
фрагментного анализа микросателлитных 
повторов [7−9]. Оба метода при должном 
выборе объекта и задач исследования демон-
стрируют высокую достоверность и разреша-
ющую способность. Сложностями, ограничи-
вающими широту их применения, особенно 
для решения рутинных задач, являются до-
роговизна реактивов, трудоемкость и необхо-
димость наличия некоторого дорогостояще-
го оборудования (в частности, секвенатора). 
По этой причине мы предложили иной, гораз-
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до более дешевый и простой в исполнении 
метод идентификации видов, основанный на 
использовании ПЦР-ПДРФ-ключей, кото-
рый хорошо зарекомендовал себя в работах, 
связанных с установлением видовой принад-
лежности у рыб, и который мы также реко-
мендовали использовать для идентификации 
видов тлей. В предыдущей работе [10] мы 
подробно обсуждали преимущества исполь-
зования этого метода для рутинной таксоно-
мии. В настоящей статье мы проанализирова-
ли возможность использования для создания 
ПЦР-ПДРФ-ключей иного молекулярного 
маркера – гена субъединицы 1 цитохромок-
сидазы с (COI), а точнее, так называемого, 
баркод-региона – участка гена длиной около 
750 п.н. в 5'-области. Такой выбор продикто-
ван несколькими причинами: во-первых, бу-
дучи митохондриальным, ген COI не имеет 
аллелей в геноме и интронов в структуре, что 
существенно снижает вероятность ложнопо-
ложительных или ложноотрицательных ре-
зультатов в процессе диагностики; во-вторых, 
последовательность гена COI у тлей чрезвы-
чайно консервативна, и число гаплотипов, 
выявляемых у одного вида, редко достигает 
десяти [11, 12], что также повышает досто-
верность результатов, получаемых методом 
ПЦР-ПДРФ; в-третьих, существует несколько 
пар известных универсальных праймеров, по-
зволяющих амплифицировать баркод-регион 
гена COI у тлей [13, 14]; и, в-четвертых, бла-
годаря глобальному развертыванию проек-
та по ДНК-штрихкодированию жизни [15], 
последовательности баркод-региона многих 
видов тлей уже сегодня могут быть найдены 
в глобальной базе данных нуклеотидных по-
следовательностей BOLD (1147 видов по со-
стоянию на 2016 г.), что позволяет получать 
данные о внутривидовой вариабельности 
целевого участка генома и использовать эти 
данные для построения идентификационных 
ПЦР-ПДРФ-таблиц.

В качестве моделей для исследования приме-
нимости предлагаемого подхода для идентифи-
кации видов у тлей мы использовали несколько 
видов рода Aphis L., широко распространенных 
в Беларуси и, в ряде случаев, вызывающих за-
труднения при идентификации этих насекомых 
по морфологическим признакам. В частности, 
мы рассмотрели пару морфологически сход-

ных видов: Aphis pomi de Geer, 1773 и Aphis 
spiraecola Patch, 1914. В Беларуси A. pomi при-
надлежит к числу основных вредителей семеч-
ковых плодово-ягодных культур (особенно в 
питомниках), тогда как A. spiraecola является 
опасным вредителем и переносчиком возбуди-
телей вирусных заболеваний многих плодовых 
культур в регионах с субтропическим клима-
том, который в настоящее время осуществляет 
активную экспансию на север [16]. В условиях 
Центральной Восточной Европы A. spiraecola 
повреждает целый круг плодово-ягодных и де-
коративных культур [17]. Учитывая высокое 
морфологическое сходство этих насекомых, по-
явление недорогих молекулярных ключей для их 
идентификации было бы крайне желательным. 
Мы не включили в анализ еще один инвазив-
ный вид рода Aphis, развивающийся в Белару-
си на спирее, – Aphis spiraephaga Müller, 1961, 
поскольку он может быть уверенно дифферен-
цирован по морфологическим признакам [18]. 

Материалы и методы
Образцы тлей указанных видов были со-

браны в 2013–2015  гг. на территории Бе-
ларуси со спиреи (Spiraea sp.), боярышни-
ков (Crataegus sp.), кизильника блестящего 
(Cotoneaster lucidus Schltdl., яблонь (Malus sp.), 
груши (Pyrus communis L.), айвы японской 
(Chaenomeles japonica (Thunb.)  Lindl.  ex 
Spach), ирги (Amelanchier spр.). Всего для 
проверки гипотезы о возможности иденти-
фикации тлей A. pomi и A. spiraecola методом 
ПЦР-ПДРФ было отобрано по одной особи из 
44 колоний тлей.

Для выделения ДНК тлей коллектировали 
в 96%-ный этанол и хранили в морозильной 
камере при температуре –20 ºС. ДНК выделя-
ли из единичных насекомых, используя ком-
мерческий набор DNA purification Kit (Thermo 
scientific), модифицировав методику произво-
дителя с учетом малого объема биоматериала 
и плотности покровов насекомого.

Фрагмент гена COI, соответствующий бар-
код-региону, получили в результате ПЦР с 
широко применяемыми универсальными 
праймерами LepF/LepR (ATTCAACCAAT-
CATAAAGATATTGG / TAAACTTCTGGAT-
GTCCAAAAAATCA), используя стандартный 
для этих праймеров протокол [19] и Taq-
полимеразу (Thermo scientific). Качество и ко-
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личество ПЦР-продукта оценивали визуально 
в 1,5%-ном агарозном геле с использованием 
в качестве маркера молекулярного веса 1 Kb 
DNA-Ladder (Thermo scientific). Учитывая, что 
ген COI не имеет вариабельных по длине участ-
ков, положительным считали результат, при 
котором на электрофореграмме обнаруживал-
ся один четкий фрагмент ДНК длиной 707 п.н. 

Последовательности COI A. pomi и A. spi-
raecola получилили из базы данных BOLD 
(www.barcodinglife.com). Всего было проана-
лизировано 138 последовательностей A. pomi 
(Европа, Северная Америка, Азия и Австра-
лия) и 227 последовательностей A. spiraecola 
(Северная Америка, Африка, Азия, Австралия 
и Южная Америка).

Поиск сайтов рестрикции в последовательно-
стях COI тлей исследуемых видов осуществили 
в программе BioEdit [20]. Выбор альтернатив 
и содание идентификационных таблиц прове-
ли вручную по результатам анализа построен-
ных рестрикционных карт. При наличии вну-
тривидовых гаплотипов COI, различающихся 
рестрикционными картами, все ферменты ре-
стрикции, применение которых могло бы при-
вести к получению вариативных результатов, 
исключали из идентификационных таблиц.

В качестве субстрата для выбранного фер-
мента рестрикции использовали неочищенный 
продукт ПЦР. Рестрикцию проводили в стро-
гом соответствии с протоколом производителя 
(BamHI (Thermo scientific)) в течение 3 ч. Ре-
зультат рестрикции оценивали электрофорети-
чески в 2,5%-ном агарозном геле, сравнением 
полученных фрагментов с маркером молекуляр-

ного веса, а также с исходным ПЦР-продуктом, 
который выступал в качестве внутреннего кон-
троля длины анализируемого фрагмента.

Рис. 1. Рестрикционные карты фрагмента COI, содержащие информацию о наличии сайтов рестрикции для на-
бора рестрикционных ферментов, позволяющих провести альтернативную идентификацию видов A. pomi / 

A. spiraecola 

Результаты и обсуждение
Для построения рестрикционных карт мы 

использовали информацию о сайтах унавания 
всех ферментов рестрикции и их изошизоме-
ров, доступных в соответствующих базах дан-
ных коммерческих продуктов [21]. Оказалось, 
что всего в последовательностях A. pomi и 
A. spiraecola обнаруживаются сайты рестрик-
ции для 44 рестриктаз, однако большинство из 
них совпадали. После сравнительного анали-
за рестрикционных карт нам удалось выбрать 
11 ферментов для A. pomi и 8 – для A. spiraecola, 
которые не имели сайтов узнавания в последо-
вательностях второго вида, с которым необхо-
димо проводить дифференциацию (рис. 1).

По нашему мнению, для альтернативной 
идентификации образцов A. pomi / A. spiraecola 
можно использовать любую пару рестриктаз из 
числа приведенных в табл. 1, при этом фермен-
ты рестрикции должны быть выбраны таким 
образом, чтобы каждая имела сайт узнавания 
в последовательности лишь одного вида. Не-
сложно рассчитать, что суммарное число воз-
можных парных комбинаций равно 88. 

Мы оценили эффективность использования 
предлагаемого подхода на практике, и устано-
вили видовую принадлежность некоторых об-
разцов A. pomi / A. spiraecola, коллектирован-
ных в Беларуси с разных кормовых растений, 
идентификацию которых методом морфоме-
трического анализа [22] провести не удалось. 
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Таблица 1 
Идентификационная ПЦР-ПДРФ-таблица для диагностики A. pomi / A. spiraecola, построенная 

на основе анализа баркод-региона COI

Название фермента 
рестрикции

Сайт узнавания фермента 
рестрикции

Вид тли и длина образующихся фрагментов
Aphis pomi Aphis spiraecola

BamHI G/GATCC 52 + 655 −*
BseGI GGATG (2/0) 245 + 462 −
BtsCI GGATG(2/0) 351 + 356 −
HinfI G/ANTC 279 + 428 −
HphI GGTGA(8/7) 288 + 419 −
HpyF3I C/TNAG 74 + 633 −
Lwel GCATC(5/9) 230 + 477 −
SsiI CCGC(-3/-1) 293 + 414 −
StsI GGATG 253 + 454 −
TfiI G/AWTC 279 + 428 −
XspI C/TAG 276 + 431 −
BccI CCATC (4/5) − 284 + 423
BinI GGATC (4/5) − 74 + 633
BstAUI T/GTACA − 233 + 474
CviQI G/TAC − 234 + 475
Eco31I GGTCTC(1/5) − 58 + 649
PlaAII GT/AC − 89 + 618
PsiI TTA/TAA − 171 + 536
TatI W/GTACW − 233 + 474

*(–) – сайт узнавания данной рестриктазы в последовательности отсутствует

После проведения ПЦР и последующей 
обработки ПЦР-фрагментов рестриктазой 
BamHI, «отрезающей» от ПЦР-продукта ми-
нимальный, в сравнении с другими предла-
гаемыми ферментами рестрикции, фрагмент 
(52 п.н.), оказалось, что различия в длине фраг-
ментов ДНК после проведения рестрикции 

хорошо визуализируются в электрофорезном 
геле и результаты идентификации полностью 
однозначны (рис. 2). 

В результате мы обнаружили, что в иссле-
дованных нами сборах A. pomi / A. spiraecola 
представленность обоих видов примерно оди-
накова (табл. 2).

1 – тли, собранные с Chaenomeles japonica; 2 – тли, собранные с Malus sp.; 3 – тли, собранные со Spiraea sp.; 
4 – тли, собранные с Crataegus sp.; 5 – тли, собранные с Cotoneaster lucidus; 6 – тли, собранные со Spiraea sp.; 7 – 
тли, собранные с Malus sp.; М – маркер молекулярного веса; P − фрагмент, обработанный рестриктазой BamHI; 

К – фрагмент, не обработанный рестриктазой
Рис. 2. Электрофореграммы результатов ПЦР-ПДРФ-анализа, проведенного для идентификации видов A. pomi / 

A. spiraecola в сборах тлей с разных кормовых растений (пример)
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Таблица 2

Результаты ПЦР-ПДРФ-диагностики видов тлей в образцах, собранных с разных кормовых 
растений (с использованием рестриктазы BamHI)

Кормовое растение
Результаты идентификации тлей

Aphis pomi Aphis spiraecola

Spiraea sp. 1 12
Crataegus sp. 6 3
Cotoneaster lucidus 8 3
Malus sp. 4 0
Pyrus communis 2 0
Chaenomeles japonica 0 3
Amelanchier sp. 0 2
Суммарное количество для всех растений 21 23

При оценке встречаемости A. pomi и A. spi-
raecola на конкретных кормовых растениях с 
уверенностью можно заключить, что только на 
спиреях преобладают A. spiraecola. В осталь-
ных случаях, учитывая ограниченный размер 
выборки, обоснованных заключений о преи-
мущественной связи каждого (или какого-то 
одного) вида тлей с конкретным кормовым 
растением сделать нельзя. 

Заключение
Оценка применимости и эффективности ме-

тода ПЦР-ПДРФ для идентификации тлей рода 
Aphis L. на яблонях, спиреях и других кормо-
вых растениях, на которых в Беларуси реги-
стрируются A. pomi / A. spiraecola, показала, 
что последовательность COI (баркод-регион) 
этих видов тлей обладает достаточной кон-
сервативностью на внутривидовом и вариа-
бельностью на межвидовом уровнях, чтобы 
можно было разработать ПЦР-ПДРФ-ключи 
для идентификации этих двух видов. 

На основе предлагаемого нами списка ре-
стрикционных ферментов можно составить 88 

ПДРФ-ключей, позволяющих идентифициро-
вать виды A. pomi и A. spiraecola по альтерна-
тивному принципу.

С использованием предлагаемого подхода и 
произвольно выбранного из числа возможных 
ключа мы оценили встречаемость A. pomi  / 
A. spiraecola в Беларуси на нескольких кор-
мовых растениях, причем оказалось, что на 
спиреях почти исключительно преобладают 
A. spiraecola. 

Авторы выражают искреннюю благодар-
ность заведующему кафедрой микробиологии 
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APPLICABILITY OF PCR-RFLP KEYS BASED ON COI BARCODE 
REGION FOR THE IDENTIFICATION OF INVASIVE SPECIES  

IN THE INSECT FAUNA OF BELARUS (ON EXAMPLE OF APHIDS  
OF GENUS APHIS L.)

Belarusian State University 
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PCR-RFLP keys based on COI barcode region for the identification of A. pomi / A. spiraecola samples collected 
from different host-plants in Belarus were developed. The list of A. pomi / A. spiraecola fodder plants in the Belaru-
sian conditions has been updated.
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Е.А. Аксенова, А.П. Сильванович, А.В. Михайловская, Н.Г. Даниленко 

Особенности распределения частот полиморфных  
аллелей гена рецептора витамина D в популяциях 

этнических белорусов

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

Изучена частота встречаемости полиморфных аллелей ApaI (A/a) (rs7975232), TaqI (T/t) (rs731236), BsmI 
(B/b) (rs1544410), FokI (F/f) (rs2228570) гена рецептора витамина D (VDR) в выборках 762 белорусов шести 
этногеографических регионов. Общая частота генотипов по изученным локусам следующая: 46,3% – TT; 
41,1% – Tt; 12,6% – tt для локуса rs731236; 34,8% – AA; 41,5% – Aa; 23,7% – aa для локуса rs7975232; 17,9% – 
BB; 50,7% – Bb; 31,4% – bb для локуса rs1544410; 29,1% – FF; 50,3% – Ff; 20,6% – ff для rs2228570 локуса. 
Самым с распространенным (8,9%) во всей выборке был гетерозиготный генотип TtAaBbFf. Обнаружены до-
стоверные различия по распределению частот изученных генотипов и аллелей гена VDR между регионами: 
генотип ttAABBff гена VDR, связанный с экспрессией менее активной формы рецептора, обнаружен у 1,6% 
исследованных белорусов, а более благоприятный генотип TTaabbFF – у 3,4%. 

Ключевые слова: рецептор витамина D, полиморфизм гена VDR, популяционные частоты аллелей у белорусов.

Введение
Активная форма витамина D3 (кальцитриол) – 

1,25-дигидроксивитамин D3 (1,25-(OH)2D3) – 
вовлечена в функционирование различных 
систем организма и относится к группе стеро-
идных гормонов. Основываясь на данных про-
теомики, полученных в последние годы, иссле-
дователи считают, что 1,25-(OH)2D3 регулирует, 
прямо или косвенно, более двухсот генов (0,5–
5% от всего генома) и вовлечен в разнообраз-
ные клеточные процессы, включая регуляцию 
роста, ДНК-репарацию, дифференциацию, 
апоптоз, мембранный транспорт, метаболизм, 
клеточную адгезию, оксидативный стресс [1, 
2]. Существует пять вариантов химических 
веществ, называемых витамином D, однако 
обычно подразумеваются два: D2 – эргокальци-
ферол – выделяется из дрожжей (его предше-
ственник – эргостерин) и D3 – холекальциферол, 
который выделяется из тканей животных (пред-
шественник – 7-дегидрохолестерол). 1,25-ди-
гидроксивитамин D3 (1,25-(OH)2D3) образуется 
в митохондриях клеток почек под действием 
1α-гидроксилазы. Затем он транспортируется 
по кровяному руслу к клеткам-мишеням, где 
связывается со своим рецептором, который за-
пускает экспрессию генов транспортных белков 
ионов кальция, и таким образом регулируется 

уровень кальция в крови [3]. Белок-рецептор 
витамина D (VDR) состоит из 427 аминокислот. 
Анализ его молекулярной структуры и функ-
ции доменов позволяет однозначно отнести его 
к классу ядерных транскрипционных факторов 
(NR) [4]. Ген, кодирующий VDR у человека, 
расположен на 12-ой хромосоме (12q13.11) 
и состоит из 14 экзонов общей длиной 75 т.п.н. 
и, по крайней мере, пяти промоторных участ-
ков [5, 6]. Шесть первых экзонов (1A–1F) со-
ставляют 5’-нетранслируемый район и подвер-
гаются альтернативному сплайсингу, экзоны 2 
и 3 представляют собой ДНК-связывающий до-
мен, экзоны 4–9 – лиганд-связывающий домен 
[7]. Экспрессия гена контролируется на транс-
крипционном уровне с помощью множествен-
ных тканеспецифических промоторов, а также 
пострансляционно [5, 6, 8]. Подобная экзонная 
структура и общая организация гена сходны со 
многими другими известными генами стероид-
ных рецепторов, включая тиреоидный рецеп-
тор, прогестероновый рецептор, эстрогенный и 
андрогенный рецепторы и глюкокортикоидный 
рецептор [5, 9]. 

Нечастые патогенные мутации в гене VDR 
приводят к давно описанному рахиту II типа 
(1,25-дигидроксивитамин-D-резистентному 
рахиту) – редко встречающемуся заболева-
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нию, которое характеризуется остеомаля-
цией, алопецией и повышенными уровнями 
активной формы витамина D (1,25-(OH)2D3) 
[10, 11, 12]. Помимо этих редких мутаций, в 
гене VDR описано большое количество одно-
нуклеотидных замен (SNP), встречающихся 
в популяциях с большой частотой, т.е. от-
носящихся к полиморфным вариантам гене-
тического контекста [13–15]. К настоящему 
времени в гене VDR выявлено более 500 од-
нонуклеотидных замен [16], однако наиболее 
интенсивно исследуется связь между различ-
ными патологическими состояниями челове-
ка и четырьмя однонулеотидными заменами: 
несинонимической Fok1 и синонимическими 
Bsm1, Apa1, Taq1 (рис. 1). 

Эти исследования начаты в 90-ые годы и к 
настоящему моменту исчисляются сотнями. 

Анализу подвергаются особенности тече-
ния в зависимости от аллельного состояния 
VDR таких разных групп заболеваний, как 
аутоиммунные (диабет 1 типа, ревматоидный 
артрит, системная красная волчанка, неспец-
ифический язвенный колит и другие) [18–22], 
инфекционные (чаще всего туберкулез) [23], 
метаболические (остеопороз, мочекаменная 
болезнь) [24–27], нейродегенеративные (бо-
лезни Паркинсона и Альцгеймера) [28, 29] 
и онкологические различной локализации 
[30, 31]. 

Исследование популяционных частот со-
действует более корректной оценке вклада 
полиморфных генотипов гена VDR в этиоло-
гию этих заболеваний. Частота встречаемости 
полиморфных аллелей гена VDR в популяции 
Беларуси ранее не изучалась. Целью нашего 
исследования было изучение особенностей 
распределения частот полиморфных аллелей 
ApaI (A/a) (rs7975232), TaqI (T/t) (rs731236), 

BsmI (B/b) (rs1544410), FokI (F/f) (rs2228570, 
ранее известный как rs10735810) гена рецеп-
тора витамина D в популяциях этнических 
белорусов.

Рис. 1. Схема экзонной структуры гена рецептора витамина D (VDR) с локализацией однонуклеотидных по-
лиморфных локусов FokI, BsmI, ApaI, TaqI, получивших свои названия соответственно узнаванию ферментами 

рестрикции. В скобках указаны нуклеотидные замены [цит. по 17] 

Материалы и методы 
Материалом исследования служили дан-

ные ДНК-банка этнических белорусов, про-
живающих в шести этногеографических ре-
гионах Беларуси, собранные сотрудниками 
лаборатории нехромосомной наследствен-
ности Института генетики и цитологии НАН 
Беларуси (Кушнеревич Е.И., Сивицкой Л.Н., 
Даниленко Н.Г. и Давыденко О.Г.) в 2004–
2006 гг.

Для генотипирования полиморфных алле-
лей BsmI (B/b), ApaI (A/a), TaqI (T/t) и Fok1 
(F/f) гена рецептора витамина D (VDR) ис-
пользовались пары праймеров, синтези-
рованные в ОДО «Праймтех» (г. Минск) 
(табл. 1). 

Полимеразная цепная реакция проводилась 
на амплификаторах MyCyclerTM (BIORAD) 
MJMini (BIORAD) с использованием специ-
ально подобранной программы: начальная 
денатурация при 94 °С – 4 мин, 35 циклов: 
денатурация 94 °С – 20 с, отжиг 60 °С – 40 с, 
элонгация 72 °С – 40 с, затем финальная элон-
гация при 72 °С – 4 мин и хранение при 12 °С. 

Продукты амплификации подвергались 
обработке соответствующими эндонуклеа-
зами (Fermentas/Thermo Fisher Scientific) с 
последующим электрофоретическим раз-
делением в 6%-ном полиакриламидном не-
денатурирующем геле. Визуализация про-
водилась в УФ-свете после окрашивания 
в водном растворе бромистого этидия на 
приборе для гель-документирования (Vilber 
Lourmat). 

1f 1e 1a1d 1b 1c 2 3 4 5 6 7 8 9

FokI (C27823T) BsmI (A60890G)
ApaI (G61888T)

TaqI (T61938C)
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Таблица 1
Праймеры и размеры фрагментов полиморфных аллелей BsmI (B/b), ApaI (A/a), TaqI (T/t) 

и Fok1 (F/f) гена рецептора витамина D (VDR) при ПЦР-ПДРФ-анализе

Локус Последовательность праймеров Источник Размер фрагментов соответствующего 
аллеля при ПЦР-ПДРФ-анализе

ApaI F 5’- GTATCACCGGTCAGCAGTCATAGA-3’ 
R 5’-TGTACGTCTGCAGTGTGTTGGA-3’

[24] (A) – 217 п.о.
(а) – 120 и 97 п.о.

TaqI F 5’- GTATCACCGGTCAGCAGTCATAGA-3’ 
R 5’-TGTACGTCTGCAGTGTGTTGGA-3’

[24] (T) – 217 п.о.
(t) – 168 и 49 п.о.

BsmI F 5’- GTGTGCAGGCGATTCGTA 
R 5’-TACCCTGCCCGCAAGAAA

[32] (B) – 155 п.о.
(b) – 82 и 73 п.о.

FokI F5’-AGCTGGCCCTGGCACTGACTCTGGCTCT
R 5’-ATGGAAACACCTTGCTTCTTCTCCCTC

[32] (F) – 267 п.о.
(f) – 204 и 63 п.о.

Сравнение эмпирических распределений ча-
стот проводилось с использованием програм-
мы AB-Stat по методу Хи-квадрат без поправ-
ки на непрерывность Иейтса по формуле [33]:

где f1 и f2 – частоты, а n1 и n2 – численность 
выборок. Этногеографические карты строили 
при помощи программы Surfer 7.0.

2
2 1 2 2 1

1 2 1 2

( )1 ,f n f n
n n f f

χ −
=

+∑

Результаты и обсуждение
Изучена частота встречаемости полиморф-

ных аллелей ApaI (A/a) (rs7975232), TaqI (T/t) 
(rs731236), BsmI (B/b) (rs1544410), FokI (F/f) 
(rs2228570) гена рецептора витамина D (VDR) 
в выборках белорусов из шести регионов стра-
ны. Частоты генотипов и аллелей по изучен-
ным локусам представлены в табл. 2 и 3. До-

стоверных различий по распределению частот 
изученных генотипов и аллелей TagI и FokI ло-
кусов гена VDR между регионами обнаружено 
не было. Частоты генотипов ApaI популяций 
Центрального региона и Поднепровья (Вос-
ток) достоверно отличались от всех регионов, 
за исключением выборки популяции Подвинья 
(Север) (табл. 2). Также частота аллелей ло-
куса ApaI гена VDR популяции Поднепровья 
(Восточного региона) достоверно отличалась 
от популяций остальных регионов (табл. 3). 
Частоты аллелей локуса BsmI гена VDR по-
пуляций Севера и Востока (Поднепровья и 
Подвинья), а также Центра, достоверно отли-
чались от популяций Юга и Запада (Полесья 
и Понёманья) (табл. 3). Полученные нами ре-
зультаты согласуются с данными по аллель-
ным частотам у представителей европеоидной 
расы, полученных другими исследователями 
(табл. 4). 

Таблица 2 
Частоты генотипов BsmI (B/b), ApaI (A/a), TaqI (T/t), FokI (F/f) гена рецептора витамина D (VDR)

Регион
Частоты генотипов, %

TT Tt tt AA Aa aa BB Bb bb FF Ff ff
Центральный (121 человек) 41,7 46,7 11,7 39,5 30,25 30,25 20,3 53,7 26,0 31,1 48,7 20,2
Восток (Поднепровье) (123 чел.) 50,0 40,2 9,8 45,5* 38,4* 16,1* 23,6 58,5 17,9 30,2 44,8 25,0
Восточное Полесье (128 чел.) 45,2 42,9 11,9 31,0а 42,0а 27,0а 14,2 44,9 40,9 33,9 48,0 18,1
Западное Полесье (158 чел.) 46,0 39,3 14,7 30,8* /а 46,8*/ а 22,4* /а 16,6 40,1 43,3 27,5 51,0 21,5
Запад (Понёманье) (101 чел.) 47,5 43,4 9,1 28,3** /а 52,5** /а 19,2** /а 12,2 44,9 42,9 19,6 59,8 20,7
Север (Подвинье) (131 чел.) 48,1 35,1 16,8 34,6 39,1 26,3 19,8 63,4 16,8 30,1 51,1 18,8
Всего 46,3 41,1 12,6 34,8 41,5 23,7 17,9 50,7 31,4 29,1 50,3 20,6

* – статистически значимые отличия от данных для Центра при P < 0,05; ** – статистически значимые отличия от данных 
для Центра при P < 0,01; a – статистически значимые отличия от данных для Поднепровья (Восток) при P < 0,05
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BsmI (bb) (rs1544410), FokI (FF) (rs2228570) 
гена VDR у белорусов из 18 мест сбора проб, 
относящихся к шести этногеографическим 
регионам.

На рис. 2 представлены карты распределе-
ния частот «благоприятных» для показателей 
минеральной плотности костей генотипов 
ApaI (аа) (rs7975232), TaqI (TТ) (rs731236), 

Рис. 2. Карты распределения частот генотипов ApaI (аа) (rs7975232), TaqI (TТ) (rs731236), BsmI (bb) (rs1544410), 
FokI (FF) (rs2228570) гена рецептора витамина D (VDR) у белорусов из 18 мест сбора проб шести этногеогра-

фических регионов

Таблица 3 
Частоты аллелей BsmI (B/b), ApaI (A/a), TaqI (T/t), FokI (F/f) гена рецептора витамина D (VDR)

Регион
Частоты аллелей, %

T t A a B b F f
Центральный 65,0 35,0 54,6 45,4 47,2 52,8 55,5 44,5
Восток (Поднепровье) 70,1 29,9 64,7* 35,3* 52,8 47,2 52,6 47,4
Восточное Полесье 66,7 33,3 52,0aа 48,0aа 36,6*/aа/bb 63,4*/aа/bb 57,9 42,1
Западное Полесье 65,7 34,3 54,2а 45,8а 36,6*/aа/bb 63,4*/aа/bb 53,0 47,0
Запад (Понёманье) 69,2 30,8 54,5а 45,5а 34,7**/aа/bb 65,3**/aа/bb 49,5 50,5
Север (Подвинье) 65,6 34,4 54,1а 45,9а 51,5 48,5 55,6 44,4
Всего 66,9 33,1 55,5 44,5 43,3 56,7 54,2 45,8

* – статистически значимые отличия от данных для Центра при P < 0,05; ** – статистически значимые отличия от данных 
для Центра при P < 0,01; а – статистически значимые отличия от данных для Поднепровья (Восток) при P < 0,05; aа – ста-
тистически значимые отличия от данных для Поднепровья (Восток) при P < 0,01; bb – статистически значимые отличия от 
данных для Подвинья (Север) при P < 0,01

Таблица 4
Частоты генотипов BsmI (B/b), ApaI (A/a), TaqI (T/t), FokI (F/f) гена рецептора витамина D 

(VDR) в контрольных выборках здоровых людей разных стран

Страна n
Частоты генотипов, %

Источ-
никАА

(ТТ) Аа аа
(GG)

TT
(TT) Tt tt

(CC)
BB

(AA) Bb bb
(GG)

FF
(CC) Ff ff

(TT)
Европеоидная раса

Финляндия 2379 32,3 49,2 18,5 – – – 12,8 41,7 45,5 39,9 47,8 13,3 [34]
Ирландия 674 29,7 47,8 22,5 36,9 48,5 14,6 16,5 48,2 35,2 38,9 46,1 15 [35]
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Польша 142 25,4 34,5 40,1 48,6 34,5 16,9 23,9 41,5 34,5 58,5 29,6 12,0 [31]
Франция 100 – – – 34,7 51,6 13,7 13,5 50 36,5 30 48 22 [20]

189 – – – – – – 17 51 32 – – – [36]
Италия 214 26 54 20 40 46 14 20 50 30 32 44 24 [27]

424 – – – – – – – – – 33,2 32,8 34,0 [37]
400 – – – – – – – – – 41 45 14 [38]

Турция 130 23,85 56,15 20 37,69 45,38 16,92 16,92 50 33,08 47,69 42,31 10 [39]
Венгрия 103 32 43 25 41 27 32 16 50 34 34 46 20 [18]
Мальта 104 – – – – – – 16,4 51,9 31,7 60,4 30,7 8,9 [40]
Испания 274 – – – – – – 17 54 29 38 52 10 [41]

116 – – – – – – 16 46 38 35 46 19 [32]
120 – – – – – – 13,4 55,8 30,8 – – – [26]
143 32,2 46,8 21 37,1 44 18,9 – – – 36,4 45,4 18,2 [42]

Россия 138 – – – 45,6 43,5 10,9 – – – – – – [43]
179 – – – 41,3 44,7 14 – – – – – – [44]
60 – – – – – – – – – 35 45 20 [46]
113 – – – – – – 17,6 58,3 24,1 37,2 47,8 15 [45]

Россия татары 55 – – – – – – – – – 25,5 54,5 20 [46]
Ливия 539 37,1 48,8 14,1 34,3 49,9 15,8 18,5 49,4 32,1 – – – [47]
Аргентина 110 33,9 41,3 24,8 – – – – – – – – – [48]

Монголоидная
Россия башкиры 70 – – – – – – – – – 51,4 40,0 8,6 [46]
Россия тувинцы 263 – – – – – – 0,8 33,4 65,8 56,3 37,3 6,5 [45]
Китай 156 8,3 28,2 64,5 44,2 19,9 31,9 – – – – – – [49]

204 11,8 35,3 52,9 91,7 8,3 0 0 9,8 90,2 33,8 47,6 18,6 [50]
523 12 41 47 90 9 1 0 10 90 29 51 20 [51]

Монголия 72 16 46 38 86 13 1 1 13 86 – – – [52]
Тайвань 169 9 43 48 92 8 0 0 9 91 – – – [30]
Япония 80 47,5 41,3 11,3 – – – 0 18,8 81,2 18,8 50 31,2 [32]

Негроидная
Нигерия 94 47 36 17 53 42 5 15 44 41 58 32 10 [53]

Продолжение табл. 4

Страна n
Частоты генотипов, %

Источ-
никАА

(ТТ) Аа аа
(GG)

TT
(TT) Tt tt

(CC)
BB

(AA) Bb bb
(GG)

FF
(CC) Ff ff

(TT)
Европеоидная раса

П р и м е ч а н и е . n – размер выборки (количество исследованных человек)

Для локуса FokI характерна T/C транзиция в 
старт-кодоне (ATG) второго экзона гена VDR, 
при которой уменьшается длина белковой моле-
кулы рецептора за счет смещения старт-кодона 
на три триплета. В случае тимина (Т) или “f”-
аллеля синтезируется М1 форма молекулы 
из 427 аминокислот, а в случае цитозина (С) 
или “F”-аллеля синтезируется более короткая 
и, соответственно, более активная М4-форма 
рецептора длиной 424 аминокислоты [15; 54]. 

По данным исследователей США, у детей, но-
сителей генотипа FF минеральная плотность 
костей (МПК) была в среднем на 8,2% выше, 
чем у обладателей рецессивного гомозиготно-
го генотипа (ff) и на 4,8% выше, чем у детей с 
генотипом Ff [55]. Переломы из-за хрупкости 
костей и позвоночника чаще случались у фран-
цузских женщин в постменопаузальном возрас-
те, имеющих генотип ВВ Bsm1 (OR = 2,10 (95% 
CI 1,16–3,79)) [56]. При исследовании этниче-
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ских немцев с остеопорозными переломами не 
обнаружено людей с генотипом bb BsmI [57]. 
Итальянские женщины с генотипом AABBtt 
имели на 13% меньшую МПК в поясничном от-
деле позвоночника, чем женщины с генотипом 
aabbTT [28]. Однако при обследовании житель-
ниц Финляндии в связи с риском остеоартроза 
показано, что носители гаплотипа aT при низ-
ком потреблении кальция имеют более высо-
кие шансы (OR = 2,64 (95% CI = 1,29–5,40)) на 
развитие остеоартроза кисти [25]. Также обна-
ружена связь гаплотипа BAt с предрасположен-
ностью к диабету 1 типа у немцев [19].

Нами было проведено сопоставление частот 
встречаемости сочетаний генотипов по всем 
изученным полиморфным локусам. Всего было 
выявлено 54 сочетания генотипов из 61 возмож-
ного. Наиболее распространенные представле-
ны в табл. 5. Не обнаружено следующих соче-
таний генотипов: ttAaBbff, ttAAbbff, ttaaBbff, 
ttAaBBff, TtaaBbff, TtAabbff, ttAaBbFf . 

Самый распространенный гетерозиготный 
генотип TtAaBbFf встречается у 8,9% проана-
лизированной выборки. Однако при сравнении 
регионов данный генотип преобладал только в 
Западном Полесье (12,6%). Во всех остальных 
популяциях преобладали разные генотипы. 
TtAABbFf – в Центральном регионе (9,9%); 
TTaabbff – в Восточном (7,4%); TTaabbFf – в 
Восточном Полесье (12,8%); TTAabbFf – в 
Западном (16,1%); TTaaBbFf – в Северном 
(9,3%). Гетерозиготный генотип TtAaBbFf 
встречался в этих регионах с достаточно вы-
сокой частотой: от 5,3% в Восточном до 12,6% 
в Западном Полесье. 

Генотип ttAABBff (табл. 5 и рис. 3) гена 
VDR, связанный с экспрессией менее активной 
формы рецептора витамина D [15], обнаружен 
у 0,9% обследованных людей Центрального и 
1,1% Восточного регионов, а в Северном и За-
падном регионах – у 2,3%, тогда как противо-
положный генотип TTaabbFF отмечен у 5,4% 
белорусов Центрального региона и 5,6% Вос-
точного Полесья и ни у одного из Восточного 
региона Поднепровья, а также всего у 1,1% 
людей Понеманья (Запад).

Достоверно отличались частоты генотипов 
представителей Центрального, Восточного и 
Северного регионов от всех остальных изучен-
ных популяций (табл. 5). 

Рис. 3. Частоты встречаемости генотипов ttAABBff и 
TTaabbFF по аллелям BsmI, ApaI, TaqI, FokI гена VDR 

у белорусов шести регионов, %

Заключение
Впервые изучена частота встречаемости по-

лиморфных аллелей ApaI (A/a) (rs7975232), 
TaqI (T/t) (rs731236), BsmI (B/b) (rs1544410), 
FokI (F/f) (rs2228570) гена рецептора витами-
на D (VDR) в выборках этнических белорусов 
шести регионов Беларуси. Общие показатели 
частот генотипов по республике согласуются с 
аналогичными показателями для других евро-
пейских популяций. В основном, распределе-
ние частот генотипов и аллелей во всех регио-
нах отличалось незначительно. Самая высокая 
(30,25%) частота аа ApaI (rs7975232) генотипа 
обнаружена в Центральном регионе. А частота 
рецессивного аллеля b BsmI (rs1544410) была 
статистически значимо выше в популяциях 
южной и западной части Беларуси (Восточное 
и Западное Полесье и Понёманье). Частоты ге-
нотипов и аллелей TaqI (T/t) (rs731236) и FokI 
(F/f) (rs2228570) гена рецептора витамина D 
(VDR) в изученных популяциях существенно 
не различались. Сама низкая частота (19,6%) 
FF FokI (rs2228570) генотипа выявлена в Запад-
ном регионе (Понёманье). При сопоставлении 
частот встречаемости сочетаний генотипов по 
всем полиморфным локусам было выявлено 
54 сочетания генотипов из 61 возможного. Са-
мым распространенным (с частотой 8,9%) был 
гетерозиготный генотип TtAaBbFf. Генотип 
ttAABBff гена VDR, связанный с экспрессией 
менее активной формы рецептора витамина D, 
обнаружен у 2,3% обследованных людей Се-
верного и Западного регионов и у 0,9% Цен-
трального и 1,1% Восточного регионов. Гено-
тип TTaabbFF, по данным ряда исследований, 
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Таблица 5 
Частоты наиболее частых (более 1%) сочетаний аллелей BsmI (B/b), ApaI (A/a), TaqI (T/t) и 

FokI (F/f) гена рецептора витамина D (VDR), %

Генотип Центральный Восточный
**//bb

Вост.Полесье
*/aа/b

Зап.Полесье
**/aа/bb

Запад
**/aа/b

Северный
**/a Всего

TtAaBbFf 6,3 5,3 12,0 12,6 10,3 7,0 8,9
TTaabbFf 9,0 1,1 12,8 9,2 8,0 3,1 7,5
TtAaBbFF 6,3 6,4 6,4 7,6 4,6 8,5 6,7
TtAABbFf 9,9 6,4 4,0 6,7 8,0 3,9 6,6
TTAabbFf 1,8 3,2 3,2 8,4 16,1 5,4 5,9
ttAABBFf 4,5 5,3 4,0 8,4 3,4 8,5 5,8
TtAaBbff 4,5 1,1 7,2 5,0 8,0 5,4 5,3
TtAABbFF 7,2 4,3 6,4 0,8 2,3 4,7 4,5
TTaaBbFf 6,3 4,3 0,8 0,8 4,6 9,3 4,5
TTaabbff 3,6 7,4 1,6 6,7 4,6 0,0 3,8
TTaabbFF 5,4 0,0 5,6 4,2 1,1 2,3 3,4
ttAABBFF 1,8 4,3 3,2 1,7 2,3 5,4 3,1
TtAABbff 2,7 5,3 2,4 2,5 2,3 3,1 3,0
TTAaBbFf 0,0 4,3 2,4 3,4 2,3 6,2 3,0
TTAabbFF 0,9 1,1 4,0 4,2 4,6 0,8 2,5
TTaaBbff 1,8 1,1 0,8 0,8 2,3 5,4 2,1
TTAabbff 1,8 2,1 3,2 1,7 2,3 0,8 2,0
TTAAbbFf 0,9 2,1 3,2 1,7 1,1 2,3 1,9
TTaaBbFF 1,8 2,1 0,0 0,0 0,0 4,7 1,5
TtAABBFf 0,9 4,3 0,8 0,8 2,3 0,8 1,5
TTAAbbFF 0,0 4,3 2,4 0,8 0,0 1,6 1,4
ttAABBff 0,9 1,1 0,8 2,5 2,3 2,3 1,6

** – статистически значимые отличия от данных для Центра при P < 0,01; а – статистически значимые отличия от данных 
для Поднепровья (Восток) при P < 0,05; аа – статистически значимые отличия от данных для Поднепровья (Восток) при P < 
0,01; b – статистически значимые отличия от данных для Подвинья (Север) при P < 0,05; bb – статистически значимые от-
личия от данных для Подвинья (Север) при P < 0,01

благоприятный для формирования костной 
ткани и поддержании плотности кости, был 
отмечен у 5,4% белорусов Центра и 5,6% Вос-
точного Полесья и ни у одного человека из 
Восточного региона (Поднепровья), а также 
всего у 1,1% людей из выборки Западного ре-
гиона (Понеманья). Полученные нами данные 
могут быть полезными как для развития пре-
диктивной медицины, так и при решении задач 
лечения ряда заболеваний с использованием 
активной формы витамина D.
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PECULIARITIES OF VDR GENE POLYMORPHIC ALLELE FREQUENCIES 
IN POPULATIONS OF NATIVE BELARUSIANS 

Institute of Genetics and Cytology of the National Academy of Sciences of Belarus 
Minsk BY-220072, Republic of Belarus

The genotype and allele frequencies of vitamin D receptor (VDR) gene, namely FokI (rs2228570), BsmI (rs1544410), 
ApaI (rs7975232) and TaqI (rs731236) polymorphisms have been studied in population of 762 native Belarusians from 
6 ethnogeographic regions. The following general genotype frequencies were observed: 46.3% (TT); 41,1% (Tt); 
12.6% (tt) for rs731236; 34.8% (AA); 41.5% (Aa); 23.7% (aa) for rs7975232; 17.9% (BB); 50.7% (Bb); 31.4% (bb) 
for rs1544410; 29.1% (FF); 50.3% (Ff); 20.6% (ff) for rs2228570. The heterozygous genotype (TtAaBbFf) was the 
most frequent in Belarus population (8.9%). The ttAABBff VDR genotype was found in 1.6% of native Belarusians 
and the TTaabbFF genotype in 3.4% of the populations. The significant differences between VDR genotype frequen-
cies in populations of 6 ethnogeographic regions were found.
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В работе проведен анализ частот встречаемости полиморфных вариантов генов, участвующих в метаболизме 
костной ткани, и изучена их ассоциация с частотой стресс-переломов у спортсменов. Выявлены полиморф-
ные варианты генов и их аллельные комбинации, оказывающие наибольший вклад в предрасположенность к 
костным переломам. Для носителей аллельной комбинации A-B-t-T-A по полиморфизмам rs7975232, rs1544410, 
rs731236, rs1800012 и rs42517 соответственно, риск стресс-переломов существенно повышен (OR = 17,6, [95% 
CI 1,4–230,1], P = 0,029). Результаты исследования свидетельствуют о важной роли полиморфизма генов VDR, 
COL1A1 и COL1A2 в этиологии стресс-переломов.

Ключевые слова: стресс-переломы, генетическая предрасположенность, спортсмены, полиморфизм, VDR

Введение
Характерные для спортсменов постоянные 

длительные физические и психологические 
нагрузки могут приводить к травмам и различ-
ным патологическим состояниям. До 20% от 
общего числа всех травм атлетов составляют 
стресс-переломы [1]. Основной причиной таких 
переломов является длительная повторяющая-
ся физическая нагрузка на скелет, в результате 
чего происходит нарушение микроархитектуры 
костей, снижение их прочности [2]. Патофизио-
логические механизмы стресс-переломов суще-
ственно отличаются от остеопоротических или 
травматических переломов [2].

Патогенез стресс-переломов является ком-
плексным и включает генетические и негене-
тические (средовые) факторы [3]. Риск костных 
переломов во многом обусловлен особенно-
стями метаболизма костной ткани, который 
контролируется рядом генов и в значительной 
степени варьирует при систематических физи-
ческих нагрузках, приводящих к дезинтеграции 
структуры костной ткани [4]. В связи с этим, 
актуальным вопросом является определение 
генетических маркеров предрасположенности к 
костным переломам у спортсменов. В мире бы-
ло проведено множество исследований по иден-
тификации специфических генных маркеров, 
ассоциированных с ломкостью костей, на паци-
ентах с остеопоротическими переломами [5–7] 
и на военнослужащих со стресс-переломами 

[8–9]. В единственном исследовании на спорт-
сменах была показана ассоциация полимор-
физмов RANK rs3018362 и RANKL rs1021188 с 
риском стресс-переломов [10]. В исследованиях 
на военнослужащих была показана ассоциация 
риска возникновения костных переломов с по-
лиморфизмом генов рецептора витамина D [8], 
андрогена [11] и эстрогена [12].

Стоит отметить, что в отличие от общей 
популяции, спортсмены постоянно подверга-
ются повышенным физическим нагрузкам и 
стрессу, что является провоцирующим фак-
тором для проявления генетической предрас-
положенности к костным переломам. По этой 
причине некоторые варианты генов, которые 
не оказывают эффекта в общей популяции, 
могут существенно повысить риск костных 
переломов среди спортсменов, и наоборот.

Цель работы – анализ полиморфизма генов, 
участвующих в метаболизме костной ткани, 
и выявление аллельных комбинаций, опре-
деляющих предрасположенность к стресс-
переломам у спортсменов.

В качестве тестируемых генетических мар-
керов были выбраны на основании литератур-
ных данных специфические однонуклеотид-
ные полиморфизмы (SNP) генов, участвующих 
в метаболизме костной ткани. Ген рецептора 
витамина D (VDR) опосредует биологический 
эффект витамина D, регулирующего костную 
резорбцию, минерализацию костного матрик-
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са и метаболизм кальция [13]. Гены COL1A1 
и COL1A2 кодируют компоненты белка колла-
гена 1-го типа, обеспечивающего прочность и 
эластичность соединительной ткани [14–15]. 
Полиморфный вариант гена LCT ассоциирован 
с активностью фермента лактазы, лактозной 
непереносимостью и влияет на уровень вса-
сывания кальция.

Статистическую обработку результатов 
исследования проводили с использованием 
программы R (http://www.r-project.org/) для 
Windows с помощью дополнительных пакетов 
для анализа генетических данных SNPassoc 
(версия 1.9-2) и Haplo.stats (версия 1.7.7). 

Наблюдаемые частоты генотипов проверяли 
на соответствие равновесию Харди-Вайнберга 
с помощью критерия χ2 Пирсона. Для оценки 
ассоциации между патологией и исследуемы-
ми вариантами генов применяли коэффици-
ент отношения шансов (OR) с 95%-ным до-
верительным интервалом, показывающий, во 
сколько раз выше вероятность патологии при 
наличии определенного генотипа.

Для оценки различий между количественны-
ми и качественными показателями исследуемых 
групп использовали линейную и логистическую 
регрессии соответственно. Оценку вероятности 
проводили с помощью точного теста Фишера. 
Логистическая регрессия также применялась 
для сравнения частот аллелей, генотипов и га-
плотипов между исследуемыми группами.

Различия считали статистически значимыми 
при Р < 0,05.

Материалы и методы
В исследовании приняли участие профессио-

нальные спортсмены – представители художе-
ственной гимнастики (34 человека), пожарно-
спасательного спорта (46 человек) и стрельбы 
из лука (11 человек) – всего 91 человек. Сбор об-
разцов для исследования и получение информи-
рованного согласия осуществлялись сотрудни-
ками Республиканского научно-практического 
центра спорта Министерства спорта и туризма 
Республики Беларусь (г. Минск). Отбор участ-
ников исследования, анкетирование, сбор ин-
формации из медицинских карт, генотипиро-
вание образцов ДНК и обработка результатов 
проводились сотрудниками лаборатории гене-
тики человека Института генетики и цитологии 
НАН Беларуси. По результатам анкетирования 
и изучения анамнеза все участники исследова-
ния были разделены на 2 группы: спортсмены 
со стресс-переломами (ССП, 33 человека) и 
спортсмены без костных переломов в анамнезе 
(СБП, 58 человек). 

В качестве биологического материала ис-
пользовали ДНК, выделенную из буккального 
эпителия с помощью коммерческих наборов 
Нуклеосорб-А (ОДО «Праймтех», Беларусь) 
согласно инструкции производителя.

Генетическое тестирование полиморф-
ных вариантов VDR ApaI (rs7975232), VDR 
BsmI (rs1544410), VDR TaqI (rs731236), VDR 
Cdx2 (rs11568820), COL1A1 Sp1 (rs1800012), 
COL1A2 A18162G (rs42517) и LCT T-13910C 
(rs4988235) осуществляли с использованием 
коммерческих наборов праймеров и зондов 
TaqMan® компании Applied Biosystems (США) 
в соответствии с инструкцией производите-
ля. Детекцию флюоресценции, а также пер-
вичную обработку результатов осуществляли 
программным обеспечением CFX Manager 3.1 
прибора CFX96, BIO-RAD (США). Во время 
каждой постановки ПЦР применялся положи-
тельный и отрицательный контроль.

Результаты и обсуждение
В ходе исследования представителей различ-

ных видов спорта разделили на подгруппы в за-
висимости от наличия костных переломов в анам-
незе: группа лиц без костных переломов и группа 
лиц со стресс-переломами в анамнезе (табл. 1).

Представленные в табл. 1 данные свиде-
тельствуют о том, что исследуемые группы не 
отличаются по возрасту, весу, росту, индексу 
массы тела и полу (разница статистически не 
значима во всех случаях).

Частоты аллелей и генотипов
В табл. 2 приведены результаты генотипирова-

ния исследуемых групп спортсменов со стресс-
переломами и без переломов по семи маркерам 
ломкости костей. Выбор SNP осуществлялся на 
основании литературных данных и собственных 
исследований, в которых была показана ассо-
циация исследуемых полиморфизмов с уровнем 
минеральной плотности костей у пациентов с 
остеопорозом [16]. Распределение частот гено-
типов по всем анализируемым полиморфизмам в 
исследуемых группах не отличалось от ожидае-
мого распределения Харди-Вайнберга (P > 0,05).
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Таблица 1

Характеристика исследуемых групп спортсменов со стресс-переломами (ССП)  
и без переломов (СБП)

Показатель СБП ССП
P

N 58 33

Возраст, лет* 18,5 (15,0; 25,0) 18,0 (16,5; 22,0) 0,87

Вес, кг* 64,7 (49,2; 79,2) 52,0 (50,5; 76,5) 0,32

Рост, см* 172,8 (164,7; 184,0) 172,0 (165,0; 179,5) 0,54

ИМТ**, кг/см2* 22,2 (18,9; 23,2) 19,0 (17,0; 23,6) 0,40

Пол, % мужск. 53,5 36,4 0,12
* – данные представлены в виде медианы и 25%, 75% квартилей; 
** – ИМТ – индекс массы тела

Таблица 2 
Частоты генотипов и минорных аллелей в группе спортсменов со стресс-переломами  

и без переломов в анамнезе

Ген, SNP Генотип, аллель СБП, %
(n = 58)

ССП, %
(n = 33) OR (CI 95%) P

VDR ApaI
rs7975232

a/a 34,5 15,2 1,0 0,03
a/A 48,3 45,5 2,1 (0,7–6,9)
A/A 17,2 39,4 5,2 (1,4–18,7)
A аллель 41,4 62,1 2,3 (1,3–4,3) 0,007

VDR BsmI
rs1544410

b/b 34,5 21,2 1,0 0,049
b/B 55,2 48,5 1,4 (0,5–4,1)
B/B 10,3 30,3 4,8 (1,3–18,0)
B аллель 37,9 54,5 2,0 (1,1–3,6) 0,03

VDR TaqI
rs731236

T/T 34,5 27,3 1,0 0,09
T/t 51,7 39,4 0,96 (0,4–2,7)
t/t 13,8 33,3 3,1 (1,1–8,8)
t аллель 39,7 53,0 1,7 (0,9–3,2) 0,08

VDR Cdx2
rs11568820

G/G 72,0 75,0 1,0 0,96
G/A 24,0 21,4 0,9 (0,3–2,6)
A/A 4,0 3,6 0,9 (0,1–10,0)
A аллель 16,0 14,3 0,9 (0,4–2,2) 0,78

COL1A1 Sp1
rs1800012 

G/G 72,4 60,6 1,0 0,5
G/T 22,4 33,3 1,8 (0,7–4,7)
T/T 5,2 6,1 1,4 (0,2–9,1)
T аллель 16,4 22,7 1,5 (0,7–3,2) 0,3

COL1A2 A18162G
rs42517

A/A 63,8 51,2 1,0 0,08
A/G 36,2 36,4 1,2 (0,5–3,1)
G/G 0 12,1 –
G аллель 18,1 30,3 2,0 (0,97–4,0) 0,06
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Ген, SNP Генотип, аллель СБП, %
(n = 58)

ССП, %
(n = 33) OR (CI 95%) P

LCT
T–13910C
rs4988235

C/C 52,7 39,4 1,0

0,34C/T 40 45,5 1,5 (0,6–3,8)

T/T 7,3 15,2 2,8 (0,6–12,1)

T аллель 27,3 37,9 1,63 (0,9–3,1) 0,14

П р и м е ч а н и е . Статистически значимые значения P выделены жирным шрифтом (P < 0,05). OR – отношение шансов; 
CI – доверительный интервал

Продолжение табл. 2 

Полученные результаты генотипирования 
свидетельствуют о том, что статистически зна-
чимые различия между исследуемыми группа-
ми наблюдаются для полиморфных вариантов 
rs7975232 и rs1544410 гена VDR.

Наиболее существенные различия между 
исследуемыми группами в распределении ча-
стот генотипов и аллелей выявлены для по-
лиморфизма rs7975232 гена VDR. Для лиц, 
гомозиготных по аллелю A (генотип A/A), риск 
костных переломов значительно повышен по 
сравнению с носителями гомозиготного гено-
типа a/a (OR = 5,2 [95% CI: 1,4–18,7], P = 0,03), 
что свидетельствует о значительном вкладе 
аллеля A в предрасположенность к ломко-
сти костей. Кроме того, показано, что среди 
лиц группы ССП, частота аллеля A выше по 
сравнению с группой СБП, OR = 2,3 [95% CI: 
1,3–4,3], P = 0,007.

Статистически значимые различия между 
исследуемыми группами спортсменов также 
выявлены при анализе распределения частот 
генотипов и аллелей полиморфизма rs1544410 
гена VDR. Среди носителей неблагоприятного 
генотипа B/B риск костных переломов суще-
ственно повышен (OR = 4,8 [95% CI: 1,3–18,0], 
P = 0,049). При анализе распределения алле-
лей по полиморфному варианту rs1544410 ге-
на VDR также обнаружены различия между 
анализируемыми группами (P = 0,03, табл. 2). 
Среди носителей благоприятного аллеля b 
риск костных переломов снижен, OR = 0,51 
[95% CI: 0,3–0,9], P = 0,03 (данные не пред-
ставлены).

Анализ распределения частот генотипов по 
полиморфизму rs731236 гена VDR среди ис-
следуемых групп не выявил статистически 
значимой их ассоциации с риском стресс-
переломов, выявлена лишь тенденция к уве-

личению риска костных переломов для носи-
телей генотипа t/t (OR = 3,1 [95% CI: 1,1–8,8], 
P = 0,09). На уровне тенденции также выяв-
лена связь аллеля G полиморфизма rs42517 
гена COL1A2 с увеличением риска переломов 
(OR = 2,0, [95% CI: 1,0–4,0], P = 0,06). При-
мечательно, что в группе СБП не было обна-
ружено ни одного обладателя гомозиготного 
генотипа G/G, в то время как среди лиц со 
стресс-переломами было выявлено 4 носителя 
этого генотипа.

Согласно представленным в табл. 2 дан-
ным, между группами СБП и ССП не най-
дено статистически значимых различий в 
распределении генотипов по полиморфным 
вариантам rs11568820 гена VDR, rs1800012 
гена COL1A1 и rs4988235 гена LCT. Тем не 
менее, стоит отметить, что частота генотипа 
T/T полиморфизма rs1800012 гена COL1A1 в 
группе спортсменов со стресс-переломами 
выше по сравнению с контрольной группой, 
а отсутствие статистической значимости мо-
жет быть обусловлено недостаточным числом 
лиц в каждой группе обследуемых. Учиты-
вая, что продукт этого гена является одним 
из основных компонентов костной ткани, его 
дальнейшие исследования представляют не-
сомненный интерес.

Полиморфизм rs4988235 гена лактазы хо-
рошо изучен: аллель С обуславливает непере-
носимость лактозы вследствие отсутствия 
фермента кишечной лактазы и неспособности 
лактозы расщепляться до глюкозы и галактозы. 
В результате человек с лактозной непереноси-
мостью избегает употребления молочных про-
дуктов, и вследствие этого снижается поступле-
ние кальция в организм. Показано, что генотип 
С/С полиморфизма rs4988235 у пациентов с 
остеопорозом ассоциирован с костными пере-
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ломами [17]. Возможной причиной отсутствия 
статистически значимой ассоциации этого по-
лиморфизма с частотой стресс-переломов в 
настоящем исследовании может являться тот 
факт, что чаще всего лактозная непереноси-
мость проявляется после 35 лет, в то время как 
средний возраст принявших участие в иссле-
довании спортсменов – около 18 лет (табл. 1).

Таким образом, на основании проведенного 
исследования были определены два полиморф-
ных варианта – rs7975232 и rs1544410, кото-
рые статистически значимо ассоциированы с 
предрасположенностью к стресс-переломам 
у спортсменов, и три потенциально ассоции-
рованных полиморфных варианта – rs731236, 
rs1800012 и rs42517.

Анализ комбинаций аллелей
Из дальнейшего исследования полиморфные 

варианты rs4988235 и rs11568820 были исклю-
чены в связи с их неинформативностью; ана-
лиз частот встречаемости комбинаций аллелей 
проводили по пяти маркерам. По результатам 
генотипирования по полиморфным вариан-
там rs7975232, rs1544410, rs731236 гена VDR, 
rs1800012 гена COL1A1 и rs42517 гена COL1A2 
было выявлено семь вариантов аллельных 
комбинаций, суммарная частота которых в 
группах СБП и ССП превышала 3% (рис. 1, 
всего выявлено 17 вариантов комбинаций).

* – сравнение между группами СБП и ССП; ** – сравнение между частотами a-b-T-G-A и A-B-t-T-A в группах 
СБП и ССП; *** – все аллельные комбинаций с общей частотой менее 3%.

Рис. 1. Частоты распределения комбинаций аллелей полиморфизмов генов VDR rs7975232, rs1544410, rs731236, 
COL1A1 rs1800012 и COL1A2 rs42517 в контрольной группе (СБП) и группе лиц со стресс-переломами (ССП)

С помощью метода логистической регрес-
сии проанализировали общее распределение 
частот для всех выявленных аллельных ком-
бинаций по пяти полиморфным вариантам 
между исследуемыми группами СБП и ССП. 
В результате были выявлены статистически 
значимые различия в глобальном распреде-
лении аллельных комбинаций между иссле-
дуемыми группами (χ2 = 14,5, df = 7, общее 
P = 0,04), что свидетельствует об ассоциации 
частоты стресс-переломов с проанализиро-
ванными SNP.

Наиболее распространенной в исследуемой 
группе спортсменов является комбинация ал-
лелей дикого типа a-b-T-G-A (общая часто-
та – 31,2%), причем ее частота в группе СБП 
статистически значимо выше по сравнению 
с группой лиц с переломами (частоты 31,5 и 
23,0%, соответственно, P = 0,02).

Расчет OR относительно референсной (наи-
более распространенной) аллельной комбина-
ции a-b-T-G-A в группах СБП и ССП позволил 
выявить комбинацию аллелей A-B-t-T-A, среди 
носителей которой риск костных переломов 
существенно повышен (OR = 17,6, [95% CI 
1,4–230,1], P = 0,029). Одновременно выявлена 
тенденция преобладания частоты встречаемо-
сти этой комбинации в группе лиц с костными 
переломами (8,5%) по сравнению с группой 
СБП (1,4%, P = 0,059).
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Стоит отметить, что в состав аллельной комби-
нации A-B-t-T-A входят неблагоприятные вари-
анты 4 из 5 анализируемых маркеров (rs7975232, 
rs1544410, rs731236, rs1800012). Общая частота 
комбинации A-B-t-T-G, содержащей все 5 не-
благоприятных вариантов аллелей, составила 
менее 3%, что не позволило оценить ее вклад в 
риск развития костных переломов на исследуе-
мой выборке. Тем не менее, стоит отметить, что 
в группе лиц со стресс-переломами количество 
человек с такой комбинацией аллелей почти в 2 
раза больше по сравнению с контролем.

При анализе частот распределения остав-
шихся аллельных комбинаций статистически 
значимых различий между исследуемыми 
группами СБП и ССП не выявлено.

Анализ неравновесного сцепления
Индивидуальный и комплексный анализ ас-

социации генетических маркеров с частотой 
костных переломов в группе спортсменов по-

зволил выявить пять полиморфных вариантов 
генов, ассоциированных с ломкостью костей, 
которые вносят наибольший вклад в предрас-
положенность к стресс-переломам. Большой 
интерес представляет анализ неравновесно-
го сцепления (Linkage Disequilibrium, LD) 
полиморфизма проанализированных генов. 
Выявление статистически значимого высоко-
го коэффициента неравновесности позволит 
определить аллели, которые преимущественно 
наследуются сцепленно. Результаты анализа 
LD представлены на рис. 2.

Как видно из данных, представленных на 
рис. 2, три полиморфных варианта (rs7975232, 
rs1544410 и rs731236) обладают высоким ко-
эффициентом неравновесного сцепления. 
Наследование аллеля rs7975232 a в высокой 
степени коррелирует с наличием аллелей 
rs1544410 b и rs731236 T (D’ = 0,95; r = 0,86 
и D’ = 0,95; r = 0,87, соответственно, P < 
0,01 в обоих случаях). Аналогичная связь 
наблюдается между аллелями rs1544410 b и 
rs731236 T (D’ = 0,95; r = 0,94, P < 0,01). По 
всей видимости, высокий коэффициент не-
равновесности обусловлен локализацией всех 
трех SNP в 9 экзоне гена VDR на длинном 
плече 12 хромосомы.

Выявленные полиморфизмы с высоким 
коэффициентом неравновесности с высокой 
вероятностью формируют гаплотипы a-b-T и 
A-B-t, которые наследуются сцеплено. Ана-
лиз частот гаплотипов по этим трем поли-
морфным вариантам в группах СБП и ССП 
позволил выявить высокую ассоциацию не-
благоприятного гаплотипа A-B-t с риском 
стресс-переломов костей (референсный га-
плотип: a-b-T, OR = 2,5, [95% CI 1,2–5,0], P = 
0,016). Такое неравновесное распределение 
частот аллелей разных полиморфных вари-
антов гена VDR может быть обусловлено не 
только их тесным генетическим сцеплением 
(все они локализованы в 9 экзоне гена), но 
и адаптивным преимуществом конкретной 
аллельной комбинации. Выявление неблаго-
приятных гаплотипов позволит более точно 
оценивать индивидуальный риск костных 
переломов.

Статистически значимой корреляции меж-
ду другими SNP в ходе анализа неравно-
весного сцепления генов выявлено не было 
(рис. 2).

Значения показателя неравновесности D’, коэффициента 
корреляции r и значение P между парами анализируемых 
маркеров указаны в соответствующих ячейках. Коэффи-
циент D’ изменяется от 0 (равновесное сцепление) до 1 
(высокая степень неравновесности сцепления). Положи-
тельная корреляция (r) свидетельствует об ассоциации 
мажорных аллелей друг с другом, отрицательная корре-
ляция означает ассоциацию мажорного аллеля одного 

SNP с минорным аллелем другого SNP, и наоборот.
Рис. 2. Карта неравновесного сцепления полимор-
физмов rs7975232, rs1544410, rs731236, rs11568820, 
rs1800012 и rs42517 по результатам генетического  

тестирования группы спортсменов
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Основным результатом, полученным в ходе 
проведенного исследования, является выяв-
ление аллельных комбинаций и гаплотипов, 
которые статистически значимо повыша-
ют риск стресс-переломов в исследованной 
группе спортсменов. Наибольшей информа-
тивностью обладают полиморфные варианты 
rs7975232, rs1544410 и rs731236 гена VDR, 
имеющие высокий коэффициент неравновес-
ного сцепления. 

Выявление неблагоприятных вариантов 
аллельных комбинаций позволит проводить 
оценку индивидуального риска костных пе-
реломов. Результаты исследования переданы 
врачам и тренерам команд для профилактики 
травм, связанных с экстремальными физиче-
скими нагрузками, путем оптимизации и кор-
рекции тренировочного процесса и медико-
биологического обеспечения.
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The analysis of genetic polymorphism, involved in bone metabolism, and their association with stress-fractures in 
athletes has been performed. We have identified the major stress fracture susceptibility gene polymorphisms and their 
allelic combinations. For the carriers of rs7975232, rs1544410, rs731236, rs1800012 and rs42517 A-B-t-T-A allelic 
combination, the risk of stress fractures was statistically significantly increased (OR = 17, [95% CI 1,4–230,1], P = 
0,029). Our findings suggest that VDR, COL1A1 and COL1A2 genes play a role in the development of stress-fractures.
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МикроРНК-АССОЦИИРОВАННЫЕ АСПЕКТЫ ШИЗОФРЕНИИ. 
ПОПУЛЯЦИОННЫЕ ЧАСТОТЫ ЛОКУСА rs1625579 ГЕНА MIR137 

СРЕДИ КОРЕННЫХ ЖИТЕЛЕЙ БЕЛАРУСИ

Институт генетики и цитологии НАН Беларуси 
Беларусь, 220027, Минск, ул. Академическая, 27, e-mail:cytoplasmic@mail.ru

В статье обобщены и представлены современные данные об ассоциации различных микроРНК с риском раз-
вития шизофрении. Определены популяционные частоты аллелей и генотипов локуса rs1625579 гена-кандидата 
шизофрении MIR137 у коренных жителей Беларуси, а также распределение этих частот в шести подгруппах, 
дифференцированных по их географической локализации.

Ключевые слова: микроРНК, шизофрения, rs1625579, популяция, MIR137. 

Введение указывает низкий уровень полиморфизма в 
пределах микроРНК-генов, а также их свойство 
множественного контроля (одна микроРНК может 
регулировать экспрессию до 100 различных 
генов-мишеней) [1, 3]. Показано, что микроРНК 
участвуют в таких важнейших биологических 
процессах, как клеточная дифференцировка, ге-
матопоэз, устойчивость к стрессу, метаболизм, 
клеточная пролиферация и апоптоз [4]. Так, по 
некоторым предположениям, экспрессия более 
60% всех белок-кодирующих генов человека ре-
гулируется посредством микроРНК [5].

В настоящее время открыты тысячи ми-
кроРНК для широкого спектра организмов 
(вирусы, животные, растения) [6]. Созданы 
онлайн базы данных, содержащие полные ну-
клеотидные последовательности микроРНК, а 
также информацию о предполагаемых и уже 
установленных генах-мишенях. Крупней-
шей из таких баз данных является miRBase, 
созданная сотрудниками Факультета есте-
ственных наук Манчестерского университе-
та [2, 7]. Около 75% описанных микроРНК 
были обнаружены в тканях головного мозга 
человека [3]. Показано, что данный класс 
молекул принимает участие в регуляции 
основных нейрональных процессов: разви-
тия, дифференцировки, синаптической плас-
тичности [3]. Формирование одновременно 
высококонсервативного и гибкого механизма 
регуляции функционирования генных сетей 
на основе микроРНК явилось необходимым 
условием для координации процессов, 

По современным представлениям, в осно-
ве психических расстройств лежат сложные 
взаимодействия генетических детерминант и 
эпигенетических факторов. Молекулярные ме-
ханизмы, посредством которых реализуется 
эпигенетическая программа, включают моди-
фикацию гистонов хроматина, метилирование 
ДНК, РНК-редактирование, а также действие 
некодирующих РНК-молекул (короткие интер-
ферирующие РНК, микроРНК) [1]. Долгое время 
основное внимание при изучении генетической 
этиологии психических заболеваний, в частно-
сти шизофрении, отводилось белок-кодирующим 
генам. Однако после открытия весьма значимого 
регуляторного звена в функционировании и раз-
витии нервной системы – коротких интерфери-
рующих РНК (siRNA) и микроРНК (miRNA), в 
психиатрической генетике начало интенсивно 
развиваться направление, основанное на ана-
лизе связи особенностей функционирования и 
экспрессии данных посттранскрипционных ре-
гуляторных факторов с патогенезом заболеваний.

МикроРНК представляют собой короткие 
(около 22 нуклеотидов) РНК-молекулы, которые, 
комплементарно связываясь с 3'UTR, 5’UTR или 
кодирующей последовательностью матричной 
РНК гена-мишени, приводят к репрессии 
трансляции или деградации мРНК, тем самым 
снижая уровень экспрессии этого гена [2]. 
Предполагается, что данный класс РНК-молекул 
выполняет ключевую регуляторную роль при 
формировании и развитии организма, на что 
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протекающих в головном мозге, содержащем 
около 80 млрд. нейронов и триллионы 
синаптических связей [6].

Биогенез микроРНК
Большинство генов микроРНК человека пред-

ставлены независимыми единицами, имеющи-
ми собственные промоторы и терминаторы и 
локализующимися в промежутках между белок-
кодирующими генами [8]. Однако последова-
тельность микроРНК может быть закодирована и 
внутри гена-хозяина (в интронной области белок-
кодирующего и небелок-кодирующего гена, в эк-
зонной области небелок-кодирующего гена) [3]. 

Упрощенно биогенез микроРНК можно опи-
сать тремя основными стадиями (рис. 1).

Первая стадия включает в себя транскрипцию 
гена микроРНК РНК-полимеразой II (иногда 
РНК-полимеразой III) с образованием первич-
ной микроРНК (pri-miRNA) молекулы размером 
до тысячи нуклеотид в длину, несущей в своей 
структуре двуцепочечные шпилькообразные 
участки. На второй стадии шпилечные струк-
туры первичной микроРНК распознаются ком-
плексом ядерных белков DGCR8 и Drosha (РНК-
эндонуклеаза III) и разрезаются/вырезаются, 
образуя при этом индивидуальные «шпильки» 
размером около 70–100 нуклеотидов – предше-
ственники микроРНК (pre-miRNAs). Далее пред-
шественник микроРНК транспортируется белка-
ми Exportin-5 (XPO5) и RanGTP в цитоплазму, 
где происходит его процессинг (удаление петли) 
белком Dicer в комплексе с кофактором TRBP, в 
результате образуется микроРНК-дуплекс раз-
мером 21–23 нуклеотида каждой цепи. Третья 
стадия начинается с расплетания микроРНК-
дуплекса под действием белка Helicase на два 

одноцепочечных фрагмента. Та цепь («направ-
ляющая»), которая имеет менее термодина-
мически стабильный 5’-конец, загружается в 
РНК-индуцируемый комплекс выключения гена 
(RISC) образуя miRISC-комплекс. Оставшийся 
одноцепочечный фрагмент – «пассажирская» 
цепь – либо деградирует, либо входит в состав 
другого miRISC-комплекса, который будет рас-
познавать мРНК-мишени отличные от miRISC с 
«направляющей» цепью [1, 3, 6, 9, 10].

Транскриптом клетки «сканируется» miRISC-
комплексами в поисках мРНК-мишеней, спо-
собных к частичному комплементарному 
спариванию с основаниями микроРНК [6]. Свя-
зывание микроРНК с мРНК-мишенью, как пра-
вило, происходит в области 3’UTR мРНК, что 
приводит либо к репрессии трансляции белка, 
либо к деградации мРНК (путем привлечения 
клеточных компонентов деградации или с об-
разованием P-телец) [11, 12, 13]. Способность 
микроРНК воздействовать на мишень, проявляя 
лишь частичную к ней комплементарность, да-
ет возможность отдельной микроРНК распозна-
вать и блокировать множество мРНК-мишеней, 
тем самым регулируя экспрессию сотен генов 
[14, 15]. Распознавание мРНК-мишеней и обра-
зование микроРНК-мРНК комплексов главным 
образом зависит от 2–7 нуклеотидов, располо-
женных на 5’-конце (“seed” region) микроРНК 
[3, 15]. Интересно, что ряд генов имеет мно-
жественные сайты связывания с микроРНК в 
3’UTR (т.е. множество семей микроРНК могут 
регулировать одну мРНК-мишень), а длина дан-
ного региона мРНК может влиять на ее склон-
ность к регуляции посредством микроРНК [15]. 

Ассоциация микроРНК с риском развития 
шизофрении

Поскольку микроРНК являются значимыми 
посттранскрипционными регуляторами уровня 
активности широкого спектра генов, измене-
ние их функционального статуса и экспрессии 
может иметь весьма разнообразные проявле-
ния. Данное предположение подтверждается 
рядом исследований, указывающих на связь 
микроРНК с ревматоидным артритом, систем-
ной красной волчанкой, диабетом, рассеянным 
склерозом, астмой, псориазом, воспалительны-
ми заболеваниями кишечника, заболеваниями 
кожи, психиатрическими и неврологическими 
нарушениями [16]. Показано, что аберрантная 
экспрессия микроРНК ассоциирована с ши-Рис. 1. Биогенез микроРНК [3]
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зофренией, аутизмом, синдромом Дауна, син-
дромом Ретта, синдромом Мартина-Белл (ум-
ственная отсталость), депрессией [6, 16]. Для 
ряда тяжелых психических болезней, в част-
ности шизофрении, характерно присутствие 
сопутствующих (коморбидных) заболеваний. 
Подобное явление можно частично объяснить 
изменением в работе микроРНК, являющимися 
одними из ключевых звеньев регуляции функ-
ционирования генных сетей, которые могут 

быть связаны с этиологией одновременно не-
скольких заболеваний.

Поиск ассоциации микроРНК с психически-
ми нарушениями проводится с использовани-
ем как специфических подходов, так и видо-
измененных технологий, применяемых при 
анализе белок-кодирующих генов (табл. 1). 
Основными объектами исследования являются 
пациенты с заболеваниями, модельные живот-
ные и клеточные системы.

Таблица 1

Основные молекулярно-генетические направления микроРНК исследований психических 
заболеваний [1]

Тип исследования Цель

Поиск ассоциаций 
генетических маркеров 
с заболеванием 

Исследование связи полиморфизма генов микроРНК, генов-мишеней 
микроРНК и генов, детерминирующих биогенез микроРНК с риском  
развития заболевания

Исследование постмортальных  
образцов ткани головного мозга

Анализ экспрессионных профилей микроРНК в определенных зонах 
головного мозга

Исследование циркулирующей 
микроРНК

Количественный анализ микроРНК, циркулирующей в крови, плазме и 
сыворотке

Использование модельных 
объектов с заданными 
параметрами (грызуны)

-Исследование уровня экспрессии микроРНК у животных с фенотипиче-
ским проявлением психических нарушений, возникшиx естественно либо 
под воздействием внешних манипуляций;
-Внесение изменений в работу ключевых ферментов биогенеза  
микроРНК с последующей детекцией уровня микроРНК в биологических 
тканях и измерением ряда параметров формирования и развития нервной 
системы, а также анализом морфологических, фенотипических  
и поведенческих особенностей модельных объектов;
-Создание линий животных (нокаут, нокдаун, перепродукция) или внесе-
ние изменений (конститутивных/факультативных) у конкретного объекта, 
связанных с манипуляцией уровня экспрессии специфической микроРНК

Анализ in vitro Исследование взаимодействия микроРНК с предполагаемой мРНК гена-
мишени с использованием люциферазной репортерной конструкции

Биоинформатические 
исследования

-Поиск возможных генов-мишеней для конкретных микроРНК  
(использование математических алгоритмов);
-Поиск возможных микроРНК, взаимодействующих с мРНК генов-
кандидатов психических заболеваний;
-Проверка влияния геномных полиморфизмов (SNP, CNV), ассоциирован-
ных с психическими заболеваниями, на уровень экспрессии или функ-
циональную активность различных микроРНК

При исследовании эпигенетической сторо-
ны патогенетических механизмов шизофрении 
большое внимание уделяется анализу экспрес-
сии микроРНК. Так, исследование экспрес-
сии 264 микроРНК постмортальных образцов 
префронтального кортекса пациентов с шизо-
френией, шизоаффективным расстройством и 
здоровых лиц, выявило различия для 16 ми-
кроРНК, причем 15 из них демонстрировали 

ее снижение среди пациентов с шизофрени-
ей. Наиболее явные различия (однако, не вы-
ше чем в два раза) наблюдались для miR-26b, 
miR-30b, miR-29b, miR-106b. Было выдвинуто 
предположение, что данные изменения связаны 
с нарушением процессов биогенеза микроРНК 
[17]. Интересно, что группа исследователей из 
Австралии, выявившая увеличение экспрес-
сии тотальной микроРНК в области верхней 
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височной извилины и дорсолатеральной зоне 
префронтального кортекса среди пациентов 
с шизофренией, также связала полученные 
результаты с изменениями в биогенезе ми-
кроРНК, а именно с повышением процессинга 
микроРНК за счет компонента DGCR8 [16, 18]. 
В 2013 году были опубликованы результаты 
исследования содержимого экзосом, выделен-
ных из нейрональной ткани постмортальных 
образцов префронтального кортекса, которые 
показали увеличение экспрессии микроРНК 
при психических заболеваниях, а именно has-
miR-497-5p при шизофрении и has-miR-29c-3p 
при биполярном расстройстве [3].

Следует отметить, что превалирующая до-
ля подобного рода данных, полученных с ис-
пользованием постмортальных образцов ткани 
префронтального кортекса головного мозга, 
продемонстрировала гетерогенность результа-

тов. Так, некоторые исследователи указывают 
на увеличение экспрессии микроРНК, другие 
же – на ее снижение, третьи обнаруживают 
гендер-зависимые эффекты, четвертые – от-
сутствие каких-либо изменений у пациентов с 
шизофренией. Весьма сложно оценить полу-
ченную совокупность результатов, поскольку 
исследовательские группы использовали раз-
личные подходы (различия в размерах выборок, 
количестве исследуемых микроРНК, методах 
изолирования и детекции микроРНК) [3].

При исследовании однонуклеотидных поли-
морфизмов, локализованных в последователь-
ностях генов микроРНК, участках связывания 
с микроРНК генов-мишеней, а также в генах, 
чьи продукты участвуют в биогенезе микроРНК, 
была выявлена ассоциация конкретных SNP с 
увеличением риска развития психических забо-
леваний, в частности шизофрении (табл. 2) [1, 3].

Таблица 2
Основные исследования связи SNPs с риском формирования шизофрении

Тип исследования Популяции Ген/продукт гена 
и локус Результаты

Поиск ассоциации генов 
микроРНК с риском  
формирования шизофрении

Жители Скандинавии
(Дания, Швеция, 
Норвегия)

MIR206
rs17578796

MIR198
rs1700

Обнаружена ассоциация  
с шизофренией для объединенной 
выборки [19]

Обнаружена ассоциация с шизофре-
нией для норвежской выборки [19]

Китай MIR30E
rs112439044

Обнаружена ассоциация  
с шизофренией [20, 21]Япония

Россия MIR130B
rs861843

Не обнаружена связь с шизофрени-
ей [22, 23, 24]

Китай MIR146A
MIR499

Германия и выборка, 
предоставленная 
Psychiatric Genomics 
Consortium

MIR185

Поиск редких SNP  
в последовательностях 
генов микроРНК

США let-7f-2, miR-
18b, miR-188, 
miR-325, miR-
502, miR-505, 
miR-509-3, miR-
510, miR-660

Обнаружено 8 редких SNP  
в пре-микроРНК или зрелых 
микроРНК последовательностях 
генов микроРНК, локализованных 
на Х-хромосоме, среди мужчин с 
диагнозом шизофрения [25]

Поиск SNP в 3’UTR 
области связывания с 
микроРНК генов, ассоции-
рованных с шизофренией

Германия hsa-miR-498 Обнаружена ассоциация rs3822674 
3’UTR области гена CPLX2 с ког-
нитивным функционированием и 
с влиянием на репрессию активно-
сти гена CPLX2, осуществляемую 
посредством hsa-miR-498 [26]
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Тип исследования Популяции Ген/продукт гена 
и локус Результаты

Поиск SNP в 3’UTR 
области связывания с 
микроРНК генов, ассоции-
рованных с шизофренией

Италия hsa-miR-26a-5p 
hsa-miR-26b-5p

SNP rs11030100 и rs11030099, 
локализованные в 3'UTR области 
гена BDNF, влияют на механизм 
взаимодействия продукта гена 
и hsa-miR-26a-5p и hsa-miR-26b-5p 
соответственно.
Однако связь данных SNP с риском 
шизофрении не обнаружена [27]

США hsa-miR-326 SNP rs1130354 3'UTR области гена 
DRD2 связан с репрессией транс-
крипции гена DRD2, осуществляе-
мой посредством hsa-miR-326. 
Связь rs1130354 с риском шизоф-
рении не обнаружена [28]

Финляндия,
Великобритания

hsa-miR-135b-5p SNP rs11122396 3'UTR области гена 
DISC1 влияет на взаимодействие 
продукта гена с hsa-miR-135b-5p. 
Влияние данной микроРНК на 
экспрессию гена наблюдается у 
носителей А-аллеля [29]

–

hsa-miR-124-3p SNPrs10759 3'UTR области гена 
RGS4 влияет на механизм взаимо-
действия продукта гена и hsa-miR-
124-3p [3]

–

hsa-miR-138-5p SNP rs165599 3'UTR области гена 
COMT влияет на механизм взаимо-
действия продукта гена и hsa-miR-
138-5p [3]

SNP в генах, чьи продукты 
вовлечены в процессинг 
микроРНК

Китай

–

SNP rs7289941 в интронной об-
ласти гена EIF4ENIF1, участвую-
щего в процессинге микроРНК, 
ассоциирован с шизофренией [30]

Китай

–

SNP rs3757 гена DGCR8 и 
rs3742330 гена DICER, участвую-
щего в процессинге микроРНК, ас-
социированы с шизофренией [31]

П р и м е ч а н и е . MIR – обозначение гена микроРНК, miR/hsa-miR – обозначение продукта гена микроРНК

Продолжение табл. 2

Одним из наиболее изучаемых локусов 
микроРНК генов в контексте ассоциации с 
шизофренией является однонуклеотидный 
полиморфизм rs1625579 гена MIR137. По дан-
ным крупномасштабного GWAS исследования 
2014 года, включившего 36 989 пациентов с 
шизофренией и 113 075 здоровых людей ев-
ропеоидной расы, данный локус был внесен 
в перечень 108 строго ассоциированных с за-
болеванием. Возможно, продукт исследуемо-
го гена, microRNA-137 (miR-137), вовлечен 
в патофизиологические процессы шизофре-

нии посредством его участия в синаптогене-
зе, нейрогенезе во взрослом возрасте, нейро-
трансмиссии, синаптической пластичности и 
процессах развития нервной системы [32, 33, 
34]. По данным литературы, носительство 
ТT-генотипа ассоциировано с понижением 
экспрессии гена MIR137 и риском развития 
шизофрении [1, 32, 35].

Целью нашего исследования являлось опре-
деление частот аллелей и генотипов локуса 
rs1625579 гена MIR137 среди коренных жите-
лей Беларуси, что послужит основой для по-
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следующего этапа исследования, направленно-
го на анализ связи локуса с риском развития 
шизофрении у коренных1 жителей Беларуси.

В ходе исследования было проанализировано 
295 образцов ДНК коренных жителей1 мужского 
пола из 17 городов Беларуси (Мир, Слуцк, Чер-
вень, Климовичи, Кричев, Славгород, Чечерск, 
Кобрин, Лунинец, Береза, Лельчицы Житковичи, 
Мозырь, Новогрудок, Ивье, Волковыск, Городок 
Ула). Вся популяционная группа была условно 
разделена на подгруппы согласно географиче-
скому расположению: «Восток», «Восточное 
Полесье», «Центр», «Север», «Запад», «Западное 
Полесье», что позволило исследовать частоты ге-
нотипов в разных регионах Республики Беларусь.

Образцы биологического материала (ДНК 
лейкоцитов периферической венозной крови, 
выделенная методом фенол-хлороформной 
экстракции [36]) были взяты из популяционно-
го ДНК-банка, созданного ранее в лаборатории 
нехромосомной наследственности Института 
генетики и цитологии НАН Беларуси.

Генотипирование rs1625579 гена MIR137 
проводили методом ПЦР-РВ с использованием 
зондов TaqMan, разработанных сотрудниками 
лаборатории при помощи программы Beacon 
Designer 7.91.

Объем ПЦР-смеси составлял 25 мкл, состав 
смеси был следующим: 30–40 нг ДНК, 2х Микс 
(0,04 ед./мкл Diamant FAST ДНК-полимераза; 
10х реакционный буфер «FAST», содержащий 
1,5 мМ MgCl2, по 0,2 мМ каждого из 4 дезокси-
риботрифосфатнуклеотидов и энхансер; 3 мМ 
MgCl2), по 0,3 пМ каждого из двух праймеров 
(F-5’-CCCTAGTTGAAAATATTTC-3’ и R-5’-
GGGTCACTATTATTTAACA-3’), по 0,3 пМ 
каждого из двух TaqMan-зондов (FAM-5’-TGT-
TAATCACAATTACATCAACTCAG-3’; HEX-
5’-TGTTAATCACAATTAAATCAACTCAG-3’).

ПЦР проводили на Real-Time амплификато-
ре Agilent Technologies Stratagene Mx 3005P по 
следующему протоколу: 2 мин при 95 °С, затем 
10 циклов без детекции флюоресценции, каждый 
из которых состоял из денатурации при 95 °С 
в течение 15 с, отжига праймеров при 58 °С – 

1 Коренные жители – этнические белорусы, чьи 
предки как минимум в 3-х поколениях проживали на 
территории Беларуси

30 с и элонгации при 72 °С в течение 40 с, затем 
35 циклов, идентичных по режиму предыдущим 
десяти, однако с детекцией флюоресценции.

Все анализируемые ДНК-пробы были диф-
ференцированы в соответствии с их аллель-
ным состоянием на три генотипических клас-
са: T/T, T/G и G/G.

Статистическая обработка данных осущест-
влялась с использованием программы Statistical 
Package for the Social Science (SPSS’22.0). Для 
анализа однородности распределения частот 
генотипов исследуемого локуса внутри популя-
ции применялся метод Хи-квадрат (χ2 Пирсона).

Результаты и обсуждение
Полученные результаты указывают на высо-

кую частоту носительства T-аллеля: T-аллель – 
75,9%; G-аллель – 24,1%, в целом для всей 
популяционной группы коренных жителей 
Беларуси, что согласуется с частотами евро-
пейских популяций, представленных в базе 
данных проекта «1000 геномов» (рис. 2) [37].

Для всех мировых популяций мажорным ал-
лелем локуса rs1625579 гена MIR137 является 
T-аллель. В табл. 3 представлены развернутые 
данные частот генотипов коренных жителей 
Беларуси, а также мировых популяций, со-
бранные в рамках проекта «1000 геномов» 
[37].

Распределение частот генотипов среди ко-
ренных жителей Беларуси соответствует та-
ковому в популяциях Европы. Прослежива-
ется неоднородность частот по исследуемому 
локусу среди мировых популяций, наиболее 
близкими по частотам являются популяции 
Восточной Азии и Америки, а также Европы и 
Южной Азии. Самый высокий процент встре-
чаемости генотипа Т/Т наблюдается среди по-
пуляций Восточной Азии, что контрастирует 
с общеевропейскими данными. Поскольку 
результаты мировых исследований, касаю-
щиеся неоднозначности ассоциации локуса 
rs1625579 с шизофренией, получены в основ-
ном на популяциях Восточной Азии, при по-
следующем анализе и интерпретации связи 
данного локуса с риском развития шизофрении 
среди жителей Беларуси следует проводить с 
учетом данной этнической гетерогенности. 

Для более детального анализа белорусской 
популяции были исследованы частоты геноти-
пов каждого региона в отдельности (табл. 4).

Материалы и методы
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Рис. 2. Частота встречаемости аллеля Т локуса rs1625579 гена MIR137 в мировых популяциях.
Восточная Азия представлена популяциями Китая, Японии и Вьетнама; Америка – популяциями Колумбии, США 
(лица мексиканского происхождения, проживающие в Лос-Анджелесе), Перу, Пуэрто-Рико; Европа  – популяциями 
Финляндии, Великобритании, Испании, Италии и жителями штата Юта, европейского происхождения; Южная Азия – 
популяциями Бангладеш, Пакистана, жителями США и Великобритании, родом из Индии и Шри-Ланки; Африка – по-
пуляциями Кении, Нигерии, Гамбии, Сьерра-Леоне, а также жителями США и Барбадоса африканского происхождения

Таблица 3
Распределение генотипов по локусу rs1625579 гена MIR137 в общемировых популяциях

Популяции
Генотипы

T/T T/G G/G
n % n % n %

Коренные жители Беларуси, n = 295 178 60,3 92 31,2 25 8,5
Восточная Азия, n = 504 437 86,7 63 12,5 4 0,8
Америка, n = 347 274 79,0 67 19,3 6 1,7
Европа, n = 503 314 62,4 166 33,0 23 4,6
Южная Азия, n = 489 288 58,9 184 37,6 17 3,5
Африка, n = 661 306 46,3 273 41,3 82 12,4

П р и м е ч а н и е . Расшифровка состава представленных популяций идентична таковой для рис. 2

Таблица 4
Распределение генотипов по локусу rs1625579 гена MIR137 в шести регионах Беларуси

Популяция
Генотипы

T/T T/G G/G
n % n % n %

Восток, n = 53 36 67,9 15 28,3 2 3,8
Восточное Полесье, n = 46 26 56,5 19 41,3 1 2,2
Запад, n = 48 30 62,5 12 25,0 6 12,5
Западное Полесье, n = 49 25 51 18 36,7 6 12,2
Север, n = 49 27 55,1 18 36,7 4 8,2
Центр, n = 50 34 68,0 10 20,0 6 12,0

П р и м е ч а н и е . n – количество участников исследования; коренные жители Беларуси представлены лицами мужского пола
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В целом распределение частот генотипов по 
регионам достоверно не различалось (P > 0,05). 
Однако было выявлено значимое увеличение 
доли гомозигот T/T (66,2%; P < 0,05) в объеди-
ненной группе «Запад + Центр + Восток» и сни-
жение доли гетерозигот T/G (24,5%; P < 0,05) 
по отношению к группе регионов «Север + За-
падное Полесье + Восточное Полесье» (T/T – 
54,2%; T/G – 38,2%). Что касается частоты 
встречаемости генотипа G/G, то наблюдалось 
достоверное снижение носителей данного ге-
нотипа в объединенной группе «Восток + Вос-
точное Полесье» по отношению к совокупности 
остальных регионов (P = 0,015). 

2.	 Almeida, M.I. MicroRNA history: disco-
very, recent applications, and next frontiers / 
M.I. Almeida, R.M. Reis, G.A. Calin // Mutation 
Research. Fundamental and Molecular Mechanisms 
of Mutagenesis. – 2011. – Vol. 717. N 1. – P. 1–8.

3.	 Hommers, L.G. Heterogeneity and indi-
viduality: microRNAs in mental disorders / 
L.G.  Hommers, K.  Domschke, J.  Deckert // 
J Neural Transm (Vienna). – Vol. 122(1). – Jan 
2015. – P. 79–97.

4.	 He, L. MicroRNAs: small RNAs with a 
big role in gene regulation / L. He, G.J. Hannon 
// Nature Reviews Genetics.  – 2004.  – Vol.  5. 
N 7. – P. 522–531.

5.	 Most mammalian mRNAs are conserved 
targets of microRNAs / R.C.  Friedman [et  al.] 
//Genome research.  – 2009.  – Vol.  19. N.  1.  – 
P. 92–105.

6.	 Davis, G. M.MicroRNAs: Not “Fine-Tuners” 
but Key Regulators of Neuronal Development and 
Function / G.M. Davis, M.A. Haas, R. Pocock // 
Front Neurol. – 2015. – P. 245.

7.	 MiRBase: the microRNA database 
[Electronic resourse] / Griffiths-Jones lab at 
the Faculty of Life Sciences, University of 
Manchester.  – Mode of access: http://www.
mirbase.org. – Date of access: 20.05.2014.

8.	 Jamalkandi, S.A. Human RNAi 
pathway: crosstalk with organelles and cells / 
S.A. Jamalkandi, E. Azadian, A. Masoudi-Nejad 
// Functional and integrative genomics. – 2014. – 
Vol. 14. N 1. – P. 31–46.

9.	 Many roads to maturity: microRNA 
biogenesis pathways and their regulation / 
J. Winter [et al.] // Nature cell biology. – 2009. – 
N 11(3). – P. 228–234.

10.	 Faller, M. MicroRNA biogenesis: there's 
more than one way to skin a cat / M.  Faller, 
F. Guo // Biochimica et Biophysica Acta (BBA)-
Gene Regulatory Mechanisms. – 2008. – N 1779 
(11). – P. 663–667.

11.	 MicroRNA maturation: stepwise 
processing and subcellular localization / Y. Lee 
[et al.] // EMBO J. – 2002. – P. 4663–4670.

12.	 Pasquinelli, A.E. MicroRNAs and their 
targets: recognition, regulation and an emerging 
reciprocal relationship / A.E. Pasquinelli / Nat 
Rev Genet. – 2012. – P. 271–82.

13.	 Jain, S. The discovery and analysis of 
P Bodies / S.  Jain, R.  Parker // AdvExp Med 
Biol. – 2013. – P. 23–43.

Заключение
Нарастающее количество данных генети-

ческих исследований указывает на значимую 
роль микроРНК при комплексных нейроде-
генеративных заболеваниях и в частности 
шизофрении, а также на перспективность 
дальнейших исследований в данной области, 
касающуюся как унифицирования и стандар-
тизации методов лабораторного исследования 
микроРНК, так и систематизации и внедре-
ния биоинформатических подходов в анализе 
данных. Создание полномасштабных генных 
сетей с ключевыми регуляторными узлами 
в виде микроРНК-генов позволит выйти на 
новый уровень, необходимый в анализе ком-
плексных мультифакториальных заболева-
ний, а скрининг популяций по возможным 
патогенетическим локусам позволит разрабо-
тать наиболее эффективные и своевременные 
медико-профилактические мероприятия.

Данные частот генотипов и аллелей локуса 
rs1625579 гена MIR137 среди коренных жите-
лей Беларуси будут положены в основу после-
дующего этапа исследования, направленного 
на анализ связи локуса с риском развития ши-
зофрении у жителей Беларуси, в ходе которого 
планируется исследовать частоты аллелей и ге-
нотипов rs1625579 среди пациентов с шизофре-
нией, а данные популяционной выборки будут 
использованы в качестве контрольной группы.
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Молекулярно-генетический анализ полиморфных вариантов ключевых генов репарации ДНК у женщин 
чеченской популяции показал их неоднозначную роль в формировании и развитии раковых опухолей груди. 
Отмечено отсутствие связи между состоянием системы репарации ДНК и повышенной чувствительностью 
организма к канцерогенезу. Показано увеличение частоты встречаемости минорных аллелей по ряду поли-
морфных вариантов генов репарации ДНК у чеченских женщин. Значимый протективный эффект был проде-
монстрирован для полиморфного варианта C3310G гена ERCC5. 

Ключевые слова: рак молочной железы, чеченская популяция, полиморфные варианты генов эксцизион-
ной репарации.

Введение
Решение проблемы злокачественных ново-

образований остается на сегодняшний день 
актуальной задачей для исследователей всего 
мира. Несмотря на существенный прогресс, 
достигнутый в понимании базовых механизмов 
канцерогенеза, лечении и профилактике рако-
вых опухолей, число раковых больных не сни-
жается. Более того, эпидемиологические иссле-
дования прогнозируют, что демографические 
изменения приведут к заметному увеличению 
числа диагнозов «рак» в течение ближайших 
20 лет, при этом основными диагностируемы-
ми типами злокачественных новообразований 
называются злокачественные новообразования 
кожи, предстательной и молочной железы [1].

После того как в конце ΧΧ века были обнару-
жены и картированы гены BRCA1 и BRCA2, уча-
ствующие в поддержании целостности генома, 
мутации в которых увеличивали риск развития 
рака молочной железы в несколько десятков 
раз, генетические причины канцерогенеза при-
обрели доминирующий характер. Тем не ме-
нее, попытки свести все случаи возникновения 
опухолей груди к нарушениям только в генах-
супрессорах опухолей не увенчались успехом. 
Все множество причин развития рака молочной 
железы (РМЖ) можно свести к двум основным 
категориям: нарушение метаболизма эстрогенов 

и сбой в системе репарации ДНК вследствие 
мутаций, накапливающихся в репаративных 
генах [2]. Однако результаты многочисленных 
молекулярно-генетических исследований ва-
рьируют в широких пределах в зависимости от 
множества факторов, включая семейный анам-
нез, возраст, возраст манифестации, молекуляр-
ный подтип опухоли и другие. Как показывает 
этногеографический анализ данных по изуче-
нию молекулярно-генетических механизмов 
возникновения и развития рака молочной желе-
зы, информативность генных локусов в значи-
тельной степени зависит от расово-этнической 
принадлежности пациентов с онкологически-
ми заболеваниями, что подчеркивает важность 
проводимых популяционных исследований в 
этой области [3–7]. Эволюционно сложившие-
ся популяционные особенности генетической 
программы индивидов, по-видимому, обуслов-
ливают специфические особенности ответной 
реакции на одни и те же факторы в разных по-
пуляциях, расовых и этнических группах. 

В настоящей работе представлены результа-
ты ассоциативного исследования вклада генов 
эксцизионной репарации, продукты которых 
участвуют в поддержании целостности гено-
ма, в процесс злокачественного перерождения 
ткани молочной железы у женщин чеченского 
происхождения.
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Материалы и методы ществляли методом тетрапраймерной ПЦР с 
использованием двух внутренних и двух внеш-
них аллель-специфичных праймеров, дизайн 
которых осуществлялся посредством програм-
мы Primer 3. Для визуализации результатов ге-
нотипирования использовался метод горизон-
тального электрофореза. Для выделения ДНК 
и постановки ПЦР были использованы наборы 
реагентов производства ООО «Лаборатория 
Изоген»: Diatom™ DNA Prep 200, GenePak® 
PCR Core.

Статистический анализ полученных дан-
ных проводили с помощью программного 
пакета MS Excel. Соответствие распределе-
ния частот генотипов равновесию Харди-
Вайнберга определяли по стандартным фор-
мулам. 

Характеристика исследованных локусов 
представлена в табл. 1. Выбор локусов для ге-
нотипирования основывался на литературных 
данных.

Для анализа полиморфизма генов нами бы-
ла выделена геномная ДНК из венозной крови 
женщин чеченской национальности, находя-
щихся на лечении в ГБУ «Республиканский 
онкологический диспансер» Чеченской Ре-
спублики (ЧР), а также состоящих на учете 
в учреждениях здравоохранения ЧР по месту 
проживания. В группу исследования вошли 
218 женщин с клинически установленным 
диагнозом РМЖ и 364 женщины контрольной 
группы без онкологической патологии на мо-
мент забора крови и семейного анамнеза. Воз-
раст обследованных пациенток составил от 24 
до 60 лет. Все женщины, принявшие участие 
в данной исследовательской работе, дали свое 
информированное согласие. 

Выделение ДНК проводилось методом уни-
версальной пробоподготовки, основанной на 
осаждении примесей на ионообменниках. 
Генотипирование изучаемых локусов осу-

Таблица 1

Характеристика исследованных полиморфизмов генов репарации ERCC2, ERCC5, XPC, 
XRCC1, XRCC2, XRCC3, OGG1

Ген Местоположение Тип мутации Обозначение Эффект

ERCC2 – ERCC excision repair 
2, TFIIH core complex helicase 
subunit XPD

19q13.3 
rs1799793

Транзиция 862 G>A Миссенс-мутация 
Asp312Asn

19q13.3 
rs13181

Трансверсия 304 T>G Миссенс-мутация 
Lys751Gln

ERCC5 – excision repair 
cross-complementation group 5, 
endonuclease XPG

13q22-q34 
rs17655

3310G>C Миссенс-мутация 
Asp1104His

XPC – XPC complex subunit, 
DNA damage recognition and 
repair factor (p125)

3p25.1 
rs2228000

Транзиция 1496C>T Миссенс-мутация 
Ala499Val

XRCC1 – X-ray repair cross 
complementing 1 

19q13.2 
rs 25487

1196A>G Миссенс-мутация 
Gln399Arg

19q13.2 
rs1799782

580C>T Миссенс-мутация 
Arg194Trp

XRCC2 – X-ray repair 
complementing defective repair  
in Chinese hamster cells 2 

7q36.1 
rs3218536

563G>A Миссенс-мутация
Arg188His

XRCC3 – X-ray repair 
complementing defective repair  
in Chinese hamster cells 3 

14q32.3 
rs861539

722C>T Миссенс-мутация /
Thr241Met

OGG1 – 8-oxoguanine DNA 
glycosylase (HOGG1)

3p26.2 
rs1052133

Трансверсия 977C>G Миссенс-мутация
Ser326Cys Pro332Ala
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Результаты и обсуждение
Биологические процессы организма генети-

чески запрограммированы, и их нормальное те-
чение зависит от безошибочной работы белков, 
являющихся продуктами детерминирующих их 
генов. Стабильность генетической информации, 
в свою очередь, обеспечивается системами ре-
парации ДНК. Значение систем репарации ДНК 
для нормального функционирования организма 
человека становится совершенно очевидным 
при анализе заболеваний, обусловленных на-
рушением репарационных механизмов, вызван-
ным, в свою очередь, различными повреждения-
ми в соответствующих генах репарации. Кроме 
того, внутрипопуляционный полиморфизм, обу-
словленный наличием SNP в последовательно-
стях генов, может оказывать влияние на эффек-
тивность транскрипции и трансляции данных 
генов и процессов репарации в целом, а также 
на предрасположенность к ряду заболеваний.

В настоящей работе анализируются ре-
зультаты генотипирования полиморфных 
вариантов генов эксцизионной репарации 
(NER) комплементационной группы XP: 
ERCC5 (XPG) G/C (Asp1104His); ERCC2 
(XPD) A/G (Asp312Asn); ERCC2 (XPD) G/T 
(Lys751Gln); XPC C/T (Ala499Val); генов 
группы (BER) радиационных поврежде-
ний ДНК: XRCC1 A/G (Gln399Arg); XRCC1 
C/T (Arg194Trp); XRCC2 A/G (Arg188His); 
XRCC3 C/T (Thr241Met); а также гена экс-
цизионной репарации (BER) 8-оксогуанин-
ДНК-гликозилазы hOGG1 C/G (Ser326Cys) в 
чеченской популяции. Для всех исследуемых 
аллелей выявлено соответствие распределе-
ния частоты генотипов равновесию Харди-
Вайнберга.

Полученные в ходе работы данные по ча-
стоте аллельных вариантов изученных генов, 
представлены в табл. 2. 

Таблица 2
Частота полиморфных вариантов генов репарации у женщин чеченской популяции с раком 

молочной железы

Ген Полиморфизм Генотипы
Частота, %

PКонтроль
n = 364

РМЖ 
n = 218

ERCC2 862G>A АА 20,62 16,39

P > 0,05

AG 51,41 47,54
GG 27,97 36,07

ERCC2 304T>G G/G 28,70 27,86
T/G 50,31 47,76
T/T 20,99 24,38

ERCC5 3310G>C C/C 38,73 51,82
C/G 42,65 38,18 P < 0,05
G/G 18,63 10,00

P > 0,05

XPC 1496C>T C/C 67,92 63,64
C/T 30,42 33,33
T/T 1,67 3,03

XRCC1 1196A>G A/A 15,82 15,57
A/G 48,42 44,26
G/G 35,76 40,16

XRCC1 580C>T C/C 90,34 89,34
C/T 9,66 10,66
T/T 0 0

XRCC2 563G>A G/G 90,65 94,44
G/A 9,35 5,56
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Ген Полиморфизм Генотипы
Частота, %

PКонтроль
n = 364

РМЖ 
n = 218

XRCC2 563G>A A/A 0 0

P > 0,05

XRCC3 722C>T C/C 50,75 45,08
C/T 39,94 45,90
T/T 9,31 9,02

OGG1 977C>G C/C 52,86 50,00
C/G 38,57 44,57
G/G 8,57 5,43

Продолжение табл. 2

Ген ERCC2 (XPD) занимает участок протя-
женностью в 2001 bp в хромосоме 19. Коди-
руемый геном белок обладает АТФ-зависимой 
ДНК-хеликазной активностью и принадлежит 
Rad3/XPD подсемейству геликаз. В составе 
транскрипционного фактора BTF2/TFIIH XPD 
геликаза принимает участие в эксцизионной 
репарации нуклеотидов. Вполне очевидно, что 
нарушения в структуре гена будут способство-
вать уменьшению репаративной способности 
и, как следствие, увеличивать риск развития 
заболеваний. В ERCC2 идентифицировано 
несколько однонуклеотидных замен, приводя-
щих к соответствующим заменам аминокислот 
в строении белка: Ile199Met (C/G), His201Tyr 
(C/T), Asp312Asn (G/A) и Lys751Gln (A/C). 
Есть данные об ассоциации полиморфного 
варианта 751Gln (T) с риском развития рака 
молочной железы у женщин европейской и 
смешанной популяции [7], в то время как роль 
замены Asp312Asn в генезе РМЖ не была до-
казана. 

В данном исследовании вклада полиморф-
ных вариантов локуса XPD Lys751Gln и 
Asp312Asn в риск развития РМЖ у женщин че-
ченской популяции была выявлена тенденция 
к повышению частоты гомозиготных геноти-
пов по минорным аллелям обоих полиморф-
ных вариантов у женщин со злокачественными 
новообразованиями груди: частота генотипа 
GG полиморфного локуса ERCC2 862 A/G у 
пациентов составила 36,07%, в то время как 
частота аналогичного генотипа в контрольной 
группе была значительно ниже – 27,97%; ча-
стота гомозиготного генотипа по минорному 
аллелю T полиморфного варианта ERCC2 304 
G/T также превышала значения частоты гено-

типа TT в группе здоровых женщин: 24,38% 
против 20,99%, однако статистически досто-
верного уровня различия не достигали.

Другой исследованный ген группы се-
мейства XP ERCC5 (XPG), локализованный 
в длинном плече хромосомы 13 (13q33), коди-
рует специфическую эндонуклеазу с молеку-
лярной массой 133 кДа, которая расщепляет 
фосфодиэфирные связи в участке поврежде-
ния ДНК, а также требуется для нефермен-
тативного 5'-надрезания гетеродимера XPF/
ERCC1 в процессе эксцизионной репарации 
оснований (NER) [8]. Для гена ERCC5 извест-
но несколько однонуклеотидных замен, сни-
жающих функциональную активность белка 
[3]. В настоящем исследовании изучалась роль 
полиморфного варианта гена ERCC5 3310G/C 
(rs17655), характеризующегося заменой ами-
нокислоты Asp на His, в формировании злока-
чественной опухоли груди. Полученные нами 
данные по частоте аллельных вариантов гена 
XPG Asp1104His в группе пациентов с РМЖ и 
здоровых женщин показывают обратный эф-
фект замены C на G в локусе XPG. В группе 
пациентов наблюдается снижение уровня го-
мозиготных и гетерозиготных носителей ми-
норного аллеля G по сравнению с контролем, 
а гомозиготы дикого типа встречаются в 1,3 
чаще. Ассоциативный анализ полиморфизма 
с риском развития РМЖ продемонстрировал 
статистически значимый протективный ха-
рактер (P = 0,032) минорного аллеля G в про-
цессе образования злокачественной опухоли 
груди (OR = 0,49 при 95% CI = 0,21–0,921). В 
то же время, мета-анализ работ, посвященных 
исследованиям ассоциаций полиморфизмов 
гена ERCC5, не выявил связи rs17655 с форми-
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рованием раковых опухолей груди [3]. Более 
того, изучение вклада данного полиморфизма 
в этиологию рака других локализаций, в част-
ности рака желудка, опухолей мозга также не 
выявил значимых различий с контрольной 
группой в отличие от других полиморфизмов 
этого гена: AA генотип rs751402 гена ERCC5 
значительно увеличивал риск рака желудка по 
сравнению с GG генотипом (OR = 2,61, 95% 
CI = 1,23–5,49; P = 0,005) [9]. Вероятно, заме-
на C3310G гена ERCC5 незначительно влияет 
на функциональную активность кодируемого 
им белка, а в нашем исследовании проявляет 
протекторную роль, предотвращая процесс 
развития опухоли груди. 

Выявление тиминовых димеров происходит 
при участии белкового комплекса XPC-hHR23, 
который привлекает к месту повреждения 
транскрипционный фактор TFIIH – комплекса, 
состоящего из 9 белковых субъединиц разной 
активности, включая хеликазную и транс-
крипционную. Белок ХРС кодируется геном 
ХРС, расположенным в хромосоме 3, и играет 
важную роль на начальном этапе эксцизион-
ной репарации нуклеотидов (NER). Учитывая 
ключевую роль гена ХРС в системе репарации 
ДНК, естественно предположить, что мута-
ции в локусе ХРС будут иметь значительное 
влияние на метаболические процессы, опо-
средованные участием кодируемого им белка. 
Одна из самых распространенных и известных 
мутаций в этом локусе – это мутация, приво-
дящая к развитию пигментной ксеродермы. 
По данным международных баз данных, в ге-
не XPC обнаружено более 2800 однонуклео-
тидных замен, так или иначе влияющих на 
работу детерминируемого белка. Существует 
достаточно большое количество публикаций, 
указывающих на наличие взаимосвязи ряда 
полиморфных вариантов гена XPC с риском 
развития злокачественных новообразований 
[5, 6, 10, 11]. 

Нами исследована частота полиморфного 
варианта гена XPC 1496 C/T, приводящего 
к образованию миссенс-мутации Ala499Val 
у женщин с установленным диагнозом рак 
молочной железы и у здоровых женщин. Ре-
зультаты генотипирования показывают, что у 
женщин со злокачественными новообразова-
ниями груди в 2 раза чаще выявляется гомо-
зиготный генотип по минорному аллелю TT 

(3,03%) в сравнении с контрольной группой 
(1,67%). Частота гетерозиготного генотипа в 
исследованной выборке онкобольных состав-
ляет 33,33% против 30,42% в группе женщин, 
у которых на момент забора крови не было 
выявлено злокачественных опухолей. Разли-
чия статистически не значимы, но интересно 
отметить, что в мета-анализе 32 публикаций, 
в которых оценивалась ассоциация между по-
лиморфизмом гена XPC Ala499Val и риском 
развития рака различной локализации, зна-
чительные корреляции между полиморфным 
вариантом гена XPC Ala499Val и риском раз-
вития рака молочной железы были обнаруже-
ны в основном для азиатских популяций [4]. 
Наши предыдущие исследования показали, 
что по популяционным частотам некоторых 
полиморфных вариантов генов репарации 
чеченская популяция ближе к азиатским [12] 

Ген XRCC1, картированный на длинном пле-
че хромосомы 19 (19q13.2), кодирует белок, 
участвующий в координации и регуляции экс-
цизионной репарации оснований ДНК (BER), 
возникающих в результате ионизирующей 
радиации, УФ и воздействия алкилирующих 
агентов. На сегодняшний день изучено мно-
жество единичных нуклеотидных замен в ко-
дирующих участках гена, обусловливающих 
генетический полиморфизм, которые приводят 
к конформационным изменениям кодируемого 
белка и ассоциированы с повышенным риском 
рака различных локализаций. Наиболее изу-
ченными полиморфизмами гена XRCC1 явля-
ются 1196A/G (rs25487) и С589Т (rs1799782). 
В настоящем исследовании генотипы по дан-
ным полиморфизмам гена XRCC1 1196A/G 
(rs25487) и С589Т (rs1799782) распредели-
лись следующим образом: наблюдаемая в 
группе женщин с РМЖ частота гомозигот по 
минорному аллелю G полиморфного вариан-
та 1196A/G гена XRCC1 составила 40,16% в 
то время как среди здоровых женщин частота 
соответствующего генотипа 35,76%. Однако 
гетерозиготные носители аллеля G в когорте 
пациентов встречались реже по сравнению с 
контрольной группой: 44,26% против 48,42%. 
Возможно, здесь наблюдается эффект сверх-
доминирования. 

Другой полиморфный вариант гена XRCC1 
определяет замену Arg194Trp. Молекулярно-
генетический анализ полиморфного варианта 
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гена XRCC1 580 С/Т в данном исследовании 
не выявил ни одного случая гомозиготного ге-
нотипа по минорным аллелям в исследованной 
популяционной группе. Частота гетерозигот-
ных носителей минорного аллеля Т в группе 
пациенток равна 10,66%, что незначительно 
выше частоты данного показателя в контроль-
ной группе – 9,66%. Ассоциативный анализ не 
показал статистически достоверных различий 
между исследованными группами по обоим 
изученным вариантам гена XRCC1.

Наряду с известными генами BRCA1 и 
BRCA2 в ликвидации двунитевых разрывов 
ДНК путем гомологичной рекомбинации уча-
ствуют гены XRCC2 и XRCC3, продукты кото-
рых облегчают связывание белка RAD51 c по-
врежденным сайтом. Понятно, что нарушения 
в последовательности генов XRCC2 и XRCC3 
будут способствовать сбою в системе репара-
ции ДНК, что, в свою очередь, обуславливает 
нарушения нормального метаболизма клетки и 
провоцирует возникновение опухолей. Прове-
денное исследование полиморфных вариантов 
гена XRCC2 Arg188His у чеченских женщин 
не выявило в изученных выборках гомозигот 
по минорному аллелю A. Частота гетерози-
готного генотипа и минорного аллеля поли-
морфного варианта Arg188His гена XRCC2 у 
здоровых женщин (9,35% и 4,67%, соответ-
ственно) одинаково в 1,68 раз выше по срав-
нению с частотой данных аллелей у женщин 
с раком груди (5,56% и 2,78% соответствен-
но). Предположительно, повышенная частота 
указывает на протективный характер данного 
аллеля в риске развития рака молочной желе-
зы (OR = 0,57 95% CI = 0,71–4,17). Подобный 
эффект был обнаружен и для полиморфного 
варианта гена ERCC5 C3310G. Однако при-
менительно к полиморфному локусу G563A 
гена XRCC2 результат носит недостоверный 
характер (P = 0,326).

Для минорного аллеля Т полиморфного ва-
рианта гена XRCC3 Thr241Met встречается 
у пациенток с РМЖ и контрольной группе 
практически с одинаковой частотой (9,02% и 
9,31% соответственно). Однако частота гете-
розиготного генотипа по полиморфному вари-
анту гена XRCC3 Thr241Met C/T у пациенток с 
РМЖ (45,9%) выше в сравнении со здоровыми 
женщинами (39,94%). Статистический анализ 
сопряженности гетерозиготного носительства 

мутантного аллеля с РМЖ показывает тенден-
цию к увеличению риска развития онкопато-
логии (OR = 1,28 95% CI = 0,84–1,94), однако 
различия статистически значимы (P = 0,283).

Ген 8-оксогуанин-ДНК-гликозилазы hOGG1 
(human 8-oxoguanine DNA glycosylase) ло-
кализуется в коротком плече хромосомы 3 
(3p26.2) Один из полиморфизмов гена hOGG1 
C977G rs1052133 ассоциирован со сниженной 
активностью фермента 8-оксогуанин-ДНК-
гликозилазы, что повышает вероятность зло-
качественного перерождения клеток. Показано 
увеличение риска возникновения рака легко-
го, пищевода, гортани, желудка и простаты у 
носителей Cys-аллеля гена hOGG1 [13]. Одна-
ко, генотипирование данного полиморфизма 
у женщин чеченской популяции не выявило 
ассоциаций Cys-аллеля гена hOGG1 rs1052133 
с раком молочной железы. Частота гомозигот 
по минорному аллелю у здоровых женщин 
составила 8,57% против 5,43% в группе жен-
щин с РМЖ. Анализ частоты гетерозиготных 
генотипов в изученных группах показывает, 
что в группе пациентов этот показатель пре-
вышает контрольный уровень – 44,57 % про-
тив 38,57%, однако результаты статистически 
незначимы. Являются ли полученные резуль-
таты характерными только для чеченской по-
пуляции покажут дальнейшие исследования.

Заключение
Молекулярно-генетический анализ вклада 

полиморфных вариантов ключевых генов ре-
парации ДНК, проведенный в настоящем ис-
следовании показывает, что роль нарушений 
в генах репарации в развитии раковых опухо-
лей груди неоднозначна, что, очевидно, объяс-
няется сложным характером взаимодействий 
между генами. Мы не нашли подтверждение 
взаимосвязи между состоянием системы репа-
рации ДНК и повышенной чувствительностью 
организма к канцерогенезу. Результаты про-
веденного исследования показали увеличение 
частоты встречаемости гомозиготного по ми-
норным аллелям и гетерозиготных генотипов 
по большинству изученных полиморфизмов 
генов репарации ДНК у чеченских женщин. 
Наибольший вклад в риск развития рака мо-
лочной железы у чеченских женщин отмеча-
ется для полиморфных вариантов гена XPD 
Lys751Gln и Asp312Asn, генов XPC 1496 C/T 
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и XRCC3 Thr241Met. Однако различия носили 
недостоверный характер, что возможно объ-
ясняется недостаточной величиной выборки. 
В то же время значимый протективный эффект 
был продемонстрирован для полиморфного ва-
рианта C3310G гена ERCC5. Аналогичная тен-
денция была выявлена и для другого полимор-
физма гена XRCC2 Arg188His, но протективный 
эффект не достиг статистической значимости.

Таким образом, для подтверждения результа-
тов настоящего исследования с целью установ-
ления связи между изученными полиморфиз-
мами генов репарации ДНК и риском развития 
рака молочной железы в чеченской популяции 
необходимы дальнейшие исследования с уве-
личенным размером выборки.
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В статье описывается разнообразие вирусоподобных генетических элементов хвойных. Данные для по-
следующего анализа и поиска вирусоподобных последовательностей в растительном геноме были получены 
в результате высокопроизводительного секвенирования на основе полупроводниковой детекции протонов 
(технология Ion Torrent). Был аннотирован ряд последовательностей, имеющих сходство с ранее описанными 
вирусоподобными генетическими элементами. Среди них – ретротранспозоны групп Ty3/gypsy и Ty1/copia, 
содержащие длинные концевые повторы (LTR) и широко встречающиеся в геноме ели, а также ретротранспо-
зоны, не содержащие LTR и относящиеся к семейству LINE.

Ключевые слова: вирусоподобные генетические элементы, ретротранспозоны, высокопроизводительное 
секвенирование, хвойные.

Введение Вирусы растений играют значительную не-
гативную роль в лесном хозяйстве. Они, наря-
ду с грибами и бактериями, являются возбуди-
телями инфекционных заболеваний, способны 
значительно ослабить растение, ухудшить его 
хозяйственно-ценные признаки [3]. Однако, 
по сравнению с другими возбудителями ин-
фекционных заболеваний, вирусы растений 
(особенно древесных видов) изучены слабо.

Вирусоподобные генетические элементы 
(ВГЭ) представляют собой нуклеотидные по-
следовательности, интегрированные в геном-
ную ДНК растительных клеток и имеющие 
участки (локусы), гомологичные определен-
ным вирусным генам.

Наиболее распространенным типом ВГЭ 
в геноме как хвойных, так и растений в це-
лом, являются ретротранспозоны [4, 5], кото-
рые, согласно современным представлениям, 
имеют общего предшественника с ретрови-
русами [6, 7]. Ретротранспозоны относятся 
к мобильным генетическим элементам I типа. 
С эволюционной точки зрения, они появились 
в результате встраивания вирусной кДНК в ге-
ном клетки-хозяина и последующей утраты 
инфекционных свойств, например, вследствие 

Трудно переоценить значение хвойных 
древесных растений как для хозяйственной 
деятельности человека, так и для биосферы 
в целом. Древесные растения, как важнейшая 
часть леса, выполняют ряд функций: сырье-
вую, санитарно-гигиеническую, климато-, 
почво-, гидросферо- и биотопреобразующую 
и т.д. В целом, все многообразие значений 
можно свести к трем основным группам: 
1) древесина (различного качества для разных 
целей) и ее производные; 2) прочие продук-
ты древесных растений (кора, листья и хвоя, 
цветки и их части, плоды, семена); 3) есте-
ственный защитный фактор и природная сре-
да, благоприятная для жизни, место обитания 
для многих видов фауны [1].

В связи с этим, всегда остается актуальной 
проблема сохранения, рационального много-
целевого использования и восстановления 
древесных насаждений. Особую значимость 
решению этих вопросов придает также возрас-
тающая антропогенная нагрузка, вследствие 
чего снижается способность растений проти-
востоять инфицированию фитопатогенами, в 
том числе и вирусами [2].
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мутаций или делеции гена env у ретровирусов, 
кодирующего гликопротеин оболочки, необ-
ходимый для инфицирования и проникнове-
ния через цитоплазматическую мембрану [8]. 
Впоследствии могло происходить дальней-
шее накопление изменений в нуклеотидной 
структуре различных локусов. Вместе с тем, 
вирусоподобные генетические элементы спо-
собны автономно реплицироваться, транскри-
бироваться и встраиваться в геном растения в 
новых участках по механизму транспозиции 
[8]. Таким образом, основное отличие ВГЭ от 
вирусов – неспособность инфицировать дру-
гие растения.

Однако, несмотря на утрату инфекционных 
свойств, вирусоподобные генетические эле-
менты имеют существенное негативное значе-
ние для лесного хозяйства, поскольку резуль-
татом их транспозиции могут стать различные 
нарушения структурно-функциональной ор-
ганизации генома: инсерции, приводящие к 
образованию транскрипционных разрывов в 
экзонных участках генов растения или увели-
чению размеров интронов, а также делеции 
и транслокации. Это является причиной воз-
никновения нежелательных фенотипических 
эффектов [9]. ВГЭ являются также одной из 
причин возникновения выраженной инбред-
ной депрессии у хвойных.

В связи с этим, изучение разнообразия виру-
соподобных генетических элементов в геноме 
хвойных представляет определенный интерес.

Kit (Ion Torrent – Life Technologies). Шесть 
библиотек были получены с использованием 
суммарной ДНК сосны обыкновенной и три – 
с использованием кДНК, синтезированной на 
матрице суммарной РНК ели европейской. 
При подготовке библиотек также использовал-
ся набор реагентов Ion Library Equalizer Kit, 
благодаря чему их ожидаемая концентрация 
должна составлять ≈100 pM.

Качество библиотек фрагментов проверяли 
с применением методов электрофоретического 
фракционирования, спектрофотометрии и ПЦР 
в режиме реального времени (Real-time PCR).

ПЦР проводили на амплификаторе Strata-
gene Mx3000P (Agilent Technologies) c исполь-
зованием готовой смеси Maxima SYBR Green/
ROX qPCR Master Mix (Thermo Scientific) и 
праймеров для амплификации библиотек Li-
brary Amplification Primer Mix из набора Ion 
AmpliSeq Library Kit 2.0 (Ion Torrent – Life 
Technologies). Данные эксперимента были 
представлены в виде графика зависимости 
интенсивности флуоресценции от количества 
прошедших циклов ПЦР, при этом резкое воз-
растание интенсивности флуоресценции нача-
лось с 6–10 цикла, что свидетельствует о до-
статочной концентрации исходных библиотек.

С целью установления соответствия реально-
го размера полученных библиотек рекомендо-
ванному (согласно протоколу E-Gel Size Select 
Agarose Gels Quick Reference) был проведен 
электрофоретический анализ. Для него ис-
пользовался 2%-ный агарозный гель на основе 
ТВЕ-буфера, а напряженность электрического 
поля составляла 6 В/см. Гель окрашивался бро-
мистым этидием, оценку данных проводили ви-
зуально при помощи УФ-трансиллюминатора. 
Проведенное электрофоретическое фракциони-
рование выявило отсутствие деградации ДНК в 
препаратах. Было установлено, что амплифици-
рованные фрагменты библиотек имеют размер 
более 300, но менее 400 п.н., что соответствует 
ожидаемому значению, приведенному в прото-
коле фирмы-производителя (≈330 п.н.). Фраг-
менты размером около 600 п.н., которые также 
были обнаружены в ходе визуального анализа, 
являлись конкатемерами, образовавшимися в 
ходе ПЦР.

Был проведен спектрофотометрический ана- 
лиз библиотек для секвенирования, который 
показал, что средняя концентрация получен-

Материалы и методы
Исходным материалом являлись образцы 

растительных тканей 40-летних деревьев со-
сны обыкновенной (Pinus sylvestris L.) и ели 
европейской (Picea abies (L.) H.Karst.), произ-
растающих на территории ГЛХУ «Гомельский 
лесхоз». На начальном этапе исследований 
проводилось выделение суммарной ДНК мо-
дифицированным СТАВ-методом и суммар-
ной РНК при помощи набора реагентов Gene-
JET Plant RNA Purification Mini Kit (Thermo 
Scientific). Для последующего создания ДНК-
библиотек все образцы РНК были переведены 
в стабилизированную форму в виде кДНК.

Библиотеки ДНК-фрагментов для последую-
щего секвенирования готовили согласно про-
токолу фирмы-производителя с использовани-
ем набора реактивов Ion Plus Fragment Library 
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ных препаратов нуклеиновых кислот библиотек 
находилась в пределах 4,5–7,5 нг/мкл образца. 
Соотношение экстинкций А260/А280 находилось 
в диапазоне 1,83–2,10, что указывает на высо-
кую степень очистки препаратов ДНК.

Далее готовили матрицу для секвенирова-
ния с использованием полученных библио-
тек. Секвенирование выполнялось на полно-
геномном анализаторе Ion PGM System (Life 
Technologies). Все этапы подготовки прово-
дили в соответствии с инструкцией фирмы-
производителя, с использованием наборов 
реагентов, поставляемых вместе с оборудо-
ванием.

Подготовленные библиотеки использова-
лись в качестве матрицы для эмульсионной 
ПЦР, которая осуществлялась при помощи 
специального амплификатора Ion OneTouch 2 
System и комплекта реактивов Ion PGM Tem-
plate OT2 200 Kit (Life Technologies). При 
эмульсионной ПЦР амплификация происходит 
внутри капелек водной фазы, эмульгированной 
в инертном жидком масле. Внутри капельки 
находится твердофазный носитель сфериче-
ской формы, имеющий поверхностный заряд 
и обладающий гидрофильными свойствами 
(Ion Sphere Particles). На его поверхности 
также иммобилизованы короткие последова-
тельности ДНК, комплементарные концевым 
адаптерным участкам библиотек. В идеальном 
случае количество ДНК-фрагментов библио-
тек приблизительно равно количеству этих 
сферических частиц, и на поверхности каждой 
частицы, окруженной водной фазой, амплифи-
цируется только один фрагмент. Таким обра-
зом, получаются моноклональные микросфе-
ры. Этот этап необходим для иммобилизации 
фрагментов библиотек и усиления сигнала в 
ходе последующего секвенирования.

На следующем этапе проводили отмывку 
микрочастиц, не несущих амплифицирован-
ной ДНК (стадия обогащения). Данная опе-
рация осуществлялась с использованием си-
стемы автоматической пробоподготовки Ion 
OneTouch ES и наборов реагентов Ion PGM 
Template OT2 Solutions 200 Kit, Ion PGM En-
richment Beads (Life Technologies).

Секвенирующая реакция протекала на чипе 
Ion 314 Chip v2. Финальную пробоподготовку 
и загрузку чипа проводили в соответствии с 
протоколом фирмы-производителя.

Первичная обработка данных, поступающих 
от геномного анализатора Ion PGM System, 
осуществлялась в автоматическом режиме при 
помощи программного обеспечения Ion Torrent 
Suite, поставляемого вместе с оборудованием.

Результаты и обсуждение
В результате первичного анализа были по-

лучены следующие показатели для различных 
образцов: плотность загрузки чипа – от 60 
до 92%, доля моноклональных микросфер – 
70–87%, доля пустых микросфер – 1–5%, а 
большая часть полученных прочтений (reads) 
имела длину от 206 до 269 п.н.

Количество полученных в результате сек-
венирования парноконцевых чтений варьи-
ровалось от 695 467 до 923 775. Оценка ка-
чества полученных последовательностей, а 
также удаление из сиквенсов последователь-
ностей праймеров и адаптеров осуществля-
лись автоматически в ходе постобработки 
первичных данных программным комплек-
сом Ion Torrent Suite. Из массива данных уда-
лялись последовательности короче 20 п.н., а 
также с показателем качества Q < 20 (т.е. с 
вероятностью ошибки секвенирования бо-
лее 1%). Таким образом, для каждого образ-
ца было получено 273 181–394 954 высоко-
качественных парноконцевых чтений или 
45,3–65,1 млн п.н. 

Сборка парноконцевых чтений в протяжен-
ные последовательности (контиги) осущест-
влялась при помощи программы DNASTAR 
SeqMan NGen 12. Для различных библиотек 
число полученных контигов составляло от 
13 711 до 27 712.

Поиск перспективных последовательностей 
для дальнейшего анализа проводился путем 
сопоставления всех контигов с последователь-
ностями базы данных GenBank [10] с исполь-
зованием программного комплекса BLAST, 
размещенного на этом сервере [11], при этом 
поиск осуществлялся по базе данных нуклео-
тидных последовательностей (nucleotide blast), 
а в качестве определяющего параметра поис-
ка с целью расширить выборку была выбрана 
опция «поиск по частичному сходству» (some-
what similar sequences (blastn)).

В результате был выявлен 81 контиг – по-
тенциальные кандидаты в вирусы и вирусо-
подобные генетические элементы.
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Предварительно стоит отметить, что ретро-
транспозоны подразделяются на две группы: 
элементы, содержащие длинные концевые по-
вторы (long terminal repeat – LTR), и элементы, 
не содержащие их [12, 13]. Среди последних 
различают длинные диспергированные повто-
ры (LINE – long interspersed elements) и корот-
кие диспергированные повторы (SINE – short 
interspersed elements) [14]. В свою очередь, 
среди всех ретротранспозонов в геномах эука-
риот наибольшее распространение получили 
мигрирующие генетические элементы, содер-
жащие длинные концевые повторы.

Проведенный анализ выявил большое ко-
личество контигов, имеющих сходство с раз-
личными типами мигрирующих генетических 
элементов. При этом 74 из идентифицирован-
ных последовательностей относились к LTR-
содержащим ретротранспозонам группы Ty3/
gypsy (семейство Metaviridae), а 2 контига – к 
группе Ty1/copia (Pseudoviridae).

Генетические элементы этих двух групп 
имеют общий план строения [8]. Они флан-
кированы прямыми повторами ДНК клетки-
хозяина, имеющими размер пять нуклеотидов 
и образовавшимися в результате интеграции 
элемента. Эти ретротранспозоны содержат два 
длинных концевых повтора (LTR), которые, в 
свою очередь, имеют по краям короткие инвер-
тированные повторы. Между LTR находится 
внутренний домен генетического элемента, 
который кодирует вирусный полипротеин и 
содержит следующие гены: 1) Gag – белок 
субъединицы капсида; 2) Ap – аспартатпротеи-
наза, осуществляющая гидролиз полипротеина 
на отдельные функциональные белки; 3) In – 
интеграза (фермент, обеспечивающий вставку 
кДНК-копии в геном хозяина); 4) Rt – обрат-
ная транскриптаза, синтезирующая кДНК на 
матрице вирусной РНК; 5) Rh – РНКаза Н, ги-
дролизует РНК в составе гибридной молекулы 
РНК-ДНК, что позволяет достроить вторую 
цепь кДНК.

Помимо этого, в составе ретротранспозонов 
имеются сайт связывания праймера (PBS) и 
полипуриновый тракт (PPT), которые отвеча-
ют, соответственно, за инициализацию синтеза 
(-)-цепи и (+)-цепи кДНК.

Различия между LTR-содержащими ретро-
транспозонами групп Gypsy и Copia заключа-
ются лишь в положении домена In по отно-

шению к другим генам. Последовательности 
доменов у генетических элементов группы 
Gypsy (в направлении от 5’- к 3’-концу): Gag, 
Ap, Rt, Rh, In. Для группы Copia: Gag, Ap, In, 
Rt, Rh.

Также было выявлено 5 контигов, относя-
щихся к ретротранспозонам семейства LINE, 
представляющих собой альтернативную груп-
пу мигрирующих генетических элементов, не 
содержащих в своей нуклеотидной структуре 
длинные концевые повторы.

Стоит обратить внимание, что наибольшая 
часть контигов (91%), идентифицированных 
как участки LTR-ретротранспозонов, относи-
лась к семейству Ty3/Gypsy. Сравнивая резуль-
таты данного исследования с уже описанными 
в литературе, можно заметить, что большая 
распространенность ретроэлементов группы 
Ty3/Gypsy по сравнению с группой Ty1/Copia 
является характерной для хвойных. Таким 
образом, полученные данные коррелируют 
с результатами, опубликованными междуна-
родным научным коллективом по полноге-
номному секвенированию ели европейской. 
Согласно этим сведениям, доля в геноме LTR-
содержащих ретротранспозонов групп Gypsy и 
Copia составляет 35% и 16% соответственно, 
а элементов LINE – 1% [15].

Также следует отметить, что все выявленные 
последовательности являлись уникальными, 
что указывает на их самостоятельность. При 
этом большая часть ретротранспозонов ели 
европейской содержала последовательности 
различных генов первичного и вторичного 
метаболизма: 3-каренсинтетазы, (-)энт-каурен-
синтетазы, цитохрома P450 подсемейства 
CYP720B и др., что может указывать на их 
определенную роль в формировании адаптив-
ной изменчивости хвойных. К сожалению, в 
настоящее время нет опубликованных данных 
других авторов, которые бы подтверждали эту 
гипотезу. Тем не менее, согласно имеющимся 
литературным источникам по данной теме, 
для хвойных характерны очень протяженные 
интроны и большое число псевдогенов, об-
разовавшиеся в результате инсерций мобиль-
ных генетических элементов в гены хвойных 
в ходе эволюции их генома. Отдельные гены 
у них также разделены длинными некодирую-
щими последовательностями ДНК, богатыми 
транспозонами и имеющими низкую частоту 
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рекомбинации. По мнению авторов, причина 
вышеописанного явления заключается в том, 
что молекулярные механизмы элиминации 
мигрирующих элементов (например, посред-
ством неравной рекомбинации) у хвойных 
менее активны, чем у большинства других 
организмов [15]. Таким образом, ретротран-
спозоны играют существенную роль в орга-
низации генома хвойных.
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Заключение
Используя метод высокопроизводительного 

секвенирования на основе полупроводнико-
вой детекции протонов (технология Ion Tor-
rent), было проведено секвенирование ДНК- 
и кДНК-библиотек ели европейской и сосны 
обыкновенной. С целью изучения разнообра-
зия вирусоподобных генетических элементов 
хвойных осуществили поиск и аннотацию по-
следовательностей, имеющих сходство с уже 
описанными ВГЭ.

В результате была аннотирована 81 последо-
вательность, среди них было выявлено сход-
ство с LTR-содержащими ретротранспозонами 
групп Ty3/gypsy и Ty1/copia, описанных ранее 
для ели, а также ретротранспозонами, не со-
держащими LTR и относящимися к семейству 
LINE. При этом все выявленные последова-
тельности оказались уникальными, а большая 
их часть содержала участки различных генов 
первичного и вторичного метаболизма хвой-
ных, что может косвенно свидетельствовать 
об их роли в формировании адаптивной из-
менчивости растений.

Полученные результаты могут представлять 
интерес для генетики и селекции лесных дре-
весных видов, расширить знания о вирусопо-
добных генетических элементах хвойных и 
их значении.

Исследования были выполнены при финансо-
вой поддержке Белорусского республиканского 
фонда фундаментальных исследований (грант 
№ Б15РМ-007).
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Символ». Выключку вверх и вниз (С2, С4) выполнять через меню «Формат\Шрифт\Верхний 
индекс\Нижний индекс». Греческие символы должны быть прямыми, латинские буквы на-
бираются курсивом. Математические формулы (lim, sum, sin, и  т.д.) и цифры набираются 
прямым начертанием. 
9. Сложные слова набираются через дефис (минерал-индикатор, К-пространство). Тире отбива-
ют с обеих сторон неразрывным пробелом как знак препинания между словами: система «чело-
век — машина», «май — июнь». Тире между цифрами, напр., 20–30 чел. – не отбивается.
10. Кавычки по всему тексту должны быть одного «рисунка». Кавычки не отбивают от за-
ключенных в них слов.
11. При подготовке к печати графиков, блок-схем, диаграмм, файлы должны быть названы 
таким образом, чтобы было понятно, к какой статье они принадлежат и какими по порядку 
рисунками статьи являются. Графики должны иметь толщину всех линий не менее 0,2 пункта 
для четкого воспроизведения. Все надписи на рисунках должны быть набраны на компьютере 
и сгруппированы с рисунком, не допускается использование сканированного текста. 
12. Фотоматериалы предоставляются в виде отдельных электронных файлов, также необхо-
димы распечатки на лазерном принтере всех иллюстраций на листе формата А4. Отсканиро-
ванные фотоиллюстрации серой, черно-белой цветовой модели должны иметь разрешение 
600 dpi и формат TIFF. 
13. Список цитированных источников располагается в конце текста, ссылки нумеруются со-
гласно порядку цитирования в тексте. Порядковые номера ссылок должны быть написаны 
внутри квадратных скобок. (напр.: [1]).
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