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РАЗРАБОТКА МОЛЕКУЛЯРНЫХ МАРКЕРОВ НАКОПЛЕНИЯ 
АНТОЦИАНОВ В ПЛОДАХ И ИЗУЧЕНИЕ ОСОБЕННОСТЕЙ 
ВЗАИМОДЕЙСТВИЯ ГЕНОВ ANT1, AN2 И ATV У SOLANUM 

LYCOPERSICUM

Государственное научное учреждение
«Институт генетики и цитологии Национальной академии наук Беларуси»

Республика Беларусь, 220072, г. Минск, ул. Академическая, 27
e-mail: o.babak@igc.by

Выполнено ресеквенирование генов Ant1, An2 и Atv MYB ТФ на коллекции образцов S. lycopersicum и близ-
ких диких видов томата с различным накоплением антоцианов в плодах. Разработаны новые молекулярные 
маркеры для ДНК-типирования аллелей генов Ant1 (SCAR Ant1.1-FAM), An2 (SCAR An2-AFT (ОM), SCAR 
An2-4F/R), Atv (SCAR Atv2), подтверждена их высокая эффективность. Показано тесное сцепление аллелей 
Ant1 и An2-Aft, ant1 и Myb75 генов Ant1 и An2. Обнаружен новый аллель гена An2 у S. glandulosum (An2-Ins57), 
отличительные полиморфизмы которого от Myb75 ведут к шести аминокислотным заменам в белковой после-
довательности, две из них расположены в области первого и второго ДНК-связывающих доменов. Выявлено 
максимальное накопление антоцианов в вегетативных органах и плодах у образцов с аллелями Ant1/An2-Aft/atv 
в генотипе. Сочетание аллелей ant1/Myb75/Atv связано с отсутствием антоцианов в различных частях растения. 
Комбинация аллелей Ant1/An2-Aft/Atv обеспечивает слабое накопление антоцианов в вегетативных органах, но 
высокое их накопление в кожице плодов.

Ключевые слова: Solanum lycopersicum, полиморфизм генов Ant1, An2 и Atv, регуляция cинтеза антоциа-
нов, ДНК маркеры.

Введение
Несмотря на относительный успех, достиг-

нутый в увеличении содержания антоцианов 
в плодах томатов с помощью трансгенеза [1], 
потребность современного мирового общества 
в продуктах для здорового питания обеспе-
чивает интерес к созданию сортов с высоким 
содержанием антоцианов, полученных без 
использования методов генной инженерии. 
В связи с этим изучение вопросов генетиче-
ской регуляции биосинтеза антоцианов в пло-
дах и поиск новых источников повышения их 
концентрации является актуальной задачей.

Sap i r  M.  с  соавторами [2 ] ,  изучая 
Anthocyaninfruit (Aft) фенотипы томата с пур-
пурным цветом кожицы и наружного слоя 
околоплодника, установили, что доминант-
ный аллель гена Anthocyanin1 (Ant1) из 
S. chilense увеличивает количество флавоно-
идов в плодах томатов. Они показали, что на-
ряду с антоцианами Aft-фенотипы S. chilense 
характеризуются значительно более высоки-

ми уровнями флавонолов кверцетина и кемп-
ферола, что повышает их функциональную 
ценность. Авторы указывали на полную ассо-
циацию Aft фенотипа с геном Ant1, кодирую-
щим Myb фактор транскрипции и его отличия 
по нуклеотидному и аминокислотному соста-
ву у S. chilense и S. lycopersicum [1]. Изуче-
ние генетики близкородственных диких видов 
позволило выделить и интрогрессировать 
источники повышения концентрации антоци-
анов в плодах S. lycopersicum. Интрогрессия 
доминантного аллеля Ant1 из Solanum chilense 
в сорта окультуренного томата привела к не-
значительному светозависимому накоплению 
антоцианов в кожуре плодов [3–6]. Наряду 
с геном Anthocyanin1 (Ant1), Aft-фенотип свя-
зан с полиморфизмом генов MYB ТФ An2 
(локус NC_015447, хромосома 10), AN2-like 
(локус OP094092.1, хромосома 10), ATV (ло-
кус NC_015444, хромосома 7) [7]. В связи 
с недостаточной изученностью аллельного 
полиморфизма указанных генов в литературе 

УДК 577.212.3:635.64:631.527



8 О. Г. Бабак и др. Разработка молекулярных маркеров...

Молекулярная и прикладная генетика. Том 36, 2024 г.

чаще говорится о генах, связанных с феноти-
пом Aft, чем указываются конкретные сочета-
ния аллелей [3–6].

Известно, что рецессивный аллель гена 
atroviolacеa (atv) из Solanum cheesmaniae в сор-
тах культурного томата приводил к накоплению 
антоциана в вегетативных органах и плодах [8]. 
X. Cao с соавторами [8] показали, что добавле-
ние аллеля atv к Aft комплексу генов приводило 
к резкому увеличению пигментации антоциа-
нов в кожуре плодов, особенно в стрессовых 
условиях (избыточный солнечный свет, пони-
женные температуры), что указывает на то, что 
ген Aft взаимодействует с геном atv в регуляции 
биосинтеза антоцианов.

В ранее выполненных исследованиях на ос-
нове данных по полиморфизму гена Ant1 [2] 
нами апробированы SCAR маркер Ant1_NcoI, 
позволяющий дифференцировать формы то-
мата по наличию в генотипе аллелей ant1 или 
Ant1, и SCAR маркер Atv-Ins, позволяющий 
выявлять в генотипах аллели atv или Atv [8]. 
ДНК-маркирование известных аллелей и фе-
нотипическая оценка широкой коллекции 
форм томата по признаку накопления анто-
цианов в вегетативных органах и плодах не 
смогла объяснить всех имеющихся фенотипов, 
связанных с накоплением антоцианов в пло-
дах. На основе информации из базы данных 
NCBI были обнаружены последовательности 
двух аллелей гена An2: An2-Aft, Myb75. В связи 
с чем целью нашей работы был поиск новых 
полиморфизмов генов Anthocyanin1 (Ant1), 
Anthocyanin2 (An2), Atroviolacea (Atv), изу-
чение их взаимодействия для использования 
в селекции, направленной на улучшение каче-
ства плодов томата. Для этого были поставле-
ны следующие задачи: оценить наблюдаемое 
фенотипическое проявление признака «нако-
пление антоцианов в вегетативных органах 
и плодах томата» на разных стадиях развития 

растений; выявить полиморфизм изучаемых 
генов Ant1, An2 и Atv путем ресеквенирования 
у форм Solanum lycopersicum и диких видов 
(подвидов) томата с различным накоплением 
антоцианов в вегетативных органах и плодах; 
подобрать ДНК-маркеры для типирования вы-
явленных полиморфизмов и оценить возмож-
ность маркирования новых фенотипических 
проявлений накопления антоцианов на осно-
ве выявленных структурных изменений после-
довательностей изучаемых генов.

Материалы и методы
Объектами для исследований полиморфиз-

ма генов Ant1, An2 и Atv являлись константные 
формы c различным характером накопления 
антоцианов в плодах и вегетативных органах 
(рис. 1, 2).

Образцы Дачный и Линия № 17-2020 ха-
рактеризуются отсутствием накопления ан-
тоцианов в плодах, формы Индиго, Дзивосны 
и Октябрята имеют повышенное накопление 
антоцианов в кожице плодов с максималь-
ным проявлением у образца Октябрята, кото-
рое приводит к практически черной окраске 
плода на стадии технической спелости. Осо-
бенностью формы Бурштын является не-
равномерное распределение антоциана по 
поверхности плода с образованием так назы-
ваемого янтарного рисунка. Форма Белесый 
ИСИ на стадии технической спелости харак-
теризуется отсутствием накопления антоциа-
нов, а также низким накоплением хлорофилла 
в вегетативных органах и плодах, образец Blue 
leaf характеризуется высоким накоплением ан-
тоцианов в вегетативных органах и их отсут-
ствием в плодах (рис. 1, 2).

Наряду с образцами S. lycopersicum для ис-
следований были использованы восемь род-
ственных диких форм: S. pimpinellifolium, 
S. humboldtii, S. glandulosum, S. peruvianum, 

Рис. 1. Формы c различным фенотипическим проявлением признака «накопление антоцианов в плодах на стадии 
технической и биологической спелости»: А — Дачный; Б — Линия № 17-2020; В — Индиго; Г — Дзивосны; 

Д — Октябрята; Е — Бурштын; Ж — Белесый ИСИ
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Таблица 1
Праймеры для секвенирования генов Ant1, An2, Atv у томата

S. chilense, S. cheesmanii, S. paviflorum, S. hirsutum. 
Для изучения связи выявленных полимор-

физмов генов Ant1, An2 и Atv с фенотипом, 
а также для оценки эффективности разрабо-
танных ДНК-маркеров использовались попу-
ляции F2 с различным составом аллелей гена 
Anthocyanin1 (Ant1): 157 индивидуальных рас-
тений гибрида Индиго (Ant1) × Дачный (ant1), 
79 растений гибрида Индиго (Ant1) × № 17-
2020 (ant1), а также 370 растений популяций 
F3 из указанных гибридов.

Выделение ДНК проводили при помощи на-
бора реагентов компании Праймтех из моло-
дых верхушечных листьев растений томата 
согласно протоколу производителя. Концен-
трацию ДНК в образце определяли на спек-
трофотометре Ultrospec 3300 pro.

Секвенирование последовательностей 
Ant1, An2 и Atv проводили с подобранными 
геноспецифическими праймерами на осно-
ве последовательности участка хромосомы 
10 томата (EF433416.1), где локализован ген 

Рис. 2. Формы c различным накоплением антоцианов в 
вегетативных органах: А — Blue leaf; Б — Белесый ИСИ

Ant1, хромосомы 10 томата (NC_015447.3), 
где локализован ген An2, хромосомы 7 то-
мата (NC_015444.3), где локализован ген Atv 
(табл. 1). Использовали набор реагентов Big 
Dye® Terminator v 3.1 Cycle Sequencing Kit со-
гласно методике производителя. Для дизайна 
праймеров использовали программу Primer-
BLAST на сайте Центра биотехнологической 
информации NCBI [7].

Продукты секвенирующей реакции очищали 
спиртовым осаждением и растворяли в 20 мкл 
формамида, денатурировали нагреванием до 
95 °С в течение 2 мин и далее проводили ка-
пиллярный электрофорез с использованием 
ДНК-секвенатора Genetic Analyzer 3500. Ком-
пьютерную обработку данных, полученных 
в результате секвенирования, проводили в про-
грамме Sequencing Analysis Software v 5.2.

Для построения аминокислотных последо-
вательностей использовали программу Blast 
на сайте Центра биотехнологической инфор-
мации NCBI [7].

ДНК-типирование материала с разработан-
ными маркерами проводили согласно разра-
ботанным протоколам ДНК-идентификации 
аллелей изучаемых генов [9].

Эффективность разработанных маркеров 
оценивали по соответствию между наблюда-
емым фенотипическим и ожидаемым по ре-
зультатам ДНК-типирования расщеплениям 
изучаемых признаков методом Хи-квадрат (χ2), 
где общей мерой отклонения практических 
данных от теоретических, т. е. критерия соот-
ветствия χ2, является сумма отношений квадра-
тов разностей между частотами практического 
fn и теоретического Fn распределений к часто-
там теоретического Fn распределения для дан-
ной выборки (формула 1) [10].

          

Ген, белок Наименование 
праймера Последовательность праймера, 5' → 3' T отжига, °С Размер ПЦР 

продукта, н. п.

ANT1,
R2R3MYB ТФ

An1-1F/R
CTCTCTACAAGTTGGTAGTTACAA

56 678
CACACTTATTGTTAATCTTTTCGCGA

An1-2F/R
ATGCAAGTTTATGTTTTGACAAA

50 754
CATTCTAACAACATTAATTACTTC

(1)χ2 = ∑ ((fn–Fn)2) / Fn
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Результаты исследования
Секвенирование гена  Anthocyanin1 

(EF433416.1) проводилось на коллекции об-
разцов томата Бурштын, Дзивосны, Дачный, 
Индиго, фенотипическое описание которых 
представлено в разделе «Материалы и ме-
тоды» и на рисунке 1. Данная коллекция ис-
пользована, чтобы выяснить, связаны ли 
описанные особенности накопления антоциа-
нов с полиморфизмом данного гена. В резуль-
тате ресеквенирования гена Ant1 у четырех 
коллекционных образцов было обнаружено 
два аллеля гена Ant1. Из проанализированных 
образцов сорт Дачный характеризуется нали-

чием аллеля ant1, описанного в базе данных 
(EF433416.1), а сорта Дзивосны, Индиго и Бур-
штын — аллеля Ant1. У аллеля ant1 у сорта 
Дачный с наименьшим накоплением антоциа-
нов в плодах выявлены следующие отличия от 
аллеля Аnt1: 12 SNP в экзонных и 10 интрон-
ных областях, инсерция 4 н. п. в интроне 1, что 
соответствует найденной последовательности 
аллеля ant1 (EF433416.1) (рис. 3).

Белковые последовательности с указанием 
аннотированных регуляторных элементов ТФ, 
формируемые на базе двух аллелей Ant1 и ant1 
(рис. 4), различаются между собой наличием 
восьми аминокислотных замен за пределами 

Ген, белок Наименование 
праймера Последовательность праймера, 5' → 3' T отжига, °С Размер ПЦР 

продукта, н. п.

MYB75 (AN2), 
R2R3MYB ТФ

An2-1F/R
CACCATGAATACTCCTATGTGTGC

59 792
AGACAAACCGTGCTAGTCTCATT

An2-2F/R
TTAAACAATCATCGTTGTCTGAT

54 928
TTAATTAAGTAGATTCCATAAGTCAATATC

An2-1.1F/R
ATTACAAGTGTCATTTTGTGGAAAG

51 370
TCAAAACTTAGAATTTAGTAAATC

An2-4F/R
ACTTCACAAACTCTTAGGCAATAG

56 580
AGTCTACCAGCAATAAGTGACCAC

An2-3.1F/R
ACTGGAAAATTGCATTGAAATTG

51 352
ATATTCTTTAATACCAACTAAGGAT

An2-1AFTF
GGCATCTTGTTCCTGCTAGAGCTG

61 907
GTCTACCAGCAATAAGTGACCACC

An2-2AFTF
TCCAGATGAAGTGGATCTCATCTT

59 1 056
ACGGTGGTGATATTTCCTCATGTAAC

ATV,
R3MYB ТФ

Atv1F/R
CAGTCGATATTTGAGTATCCACC

52 728
GTATTTTGGAAGTAGCCAAAAGG

Atv2F/R
CTAATGAGCTAAGGGTAAACATG

52 795
TTATGAAGTACATCGAATTAATATTAG

Atv3F/R
TTTTGTGTATTAATTATTTAAGGTTT

50 586
ATGTATTCGCGCTTGTATTATTG

Atv4F/R
TTATCTAACTTATCTACTGTAGATTAT

52 461
GATATTCACTGTGTATACTGTTC

Atv5F/R
TATTCGTTAGGTAAGATACAATA

50 477
ATTGATATCTAGTGAATAATACTT

Atv6F/R
CATTTACTTTATTTTTACTTTATCTACTTT

52 608
AATAGTTGAGGCCCAATATCTGA

Atv7F/R
CATTATCTGTAACGTTTTTATTAGG

52 712
TAAACAATTGTGTCGTCAAACAC

Окончание таблицы 1
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известных ДНК-связывающих доменов.
Учитывая, что области известных доменов, 

особенно ДНК-связывающего домена, у дан-
ных двух аллелей одинаковы, можно пред-
положить, что существует еще неизученная 

Рис. 3. Выравнивание нуклеотидных последовательностей гена Ant1 

Рис. 4. Аминокислотные последовательности ANT1 ТФ и их регуляторные элементы, синтезируемые на основе 
аллелей Ant1 и ant1

область связывания с ДНК или данный ген не 
участвует в регуляции экспрессии структур-
ных генов биосинтеза антоцианов.

Несмотря на различный характер накопле-
ния антоцианов в плодах сортов Дзивосны, 
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Индиго и Бурштын, полиморфизма по экзон-
но-интронной части гена Ant1 у них не обнару-
жено, что говорит об отсутствии связи данного 
гена с характером распределения антоциана по 
поверхности плода.

Ранее для типирования аллелей гена Ant1 на-
ми был апробирован CAPS маркер Ant1-NcoI 
(F: GGAAGGACAGCTAACGATGTG, R: 
GTTGCATGGGTGGTAAATTAAG) к сайту ре-
стрикции в третьем экзоне аллеля ant1, возник-
шему в результате SNP (А/C) в положении +756 
(рис. 1), приводящей к аминокислотной заме-
не (Q–P) (рис. 2, номер аминокислоты 187) [2].

На основе выявленных полиморфизмов при 
ресеквенировании гена Ant1 для исключения 
этапа рестрикции при идентификации алле-
лей ant1 и Аnt1 была выделена маркируемая 
область, включающая инсерцию в первом ин-
троне размером 4 п. н. Подобрана следующая 
пара праймеров с флюоресцентной меткой [9]:
An1.1 (FAM)F: TTCATTGGGAGTGAG 
AAAAGGTT;
An1.1R: AACTTGCATGCCTGTTGCCTA.

В результате апробации праймеров были 
получены фрагменты 340 п. н. у аллеля Ant1 
и 344 п. н. — у аллеля ant1. 

Для проверки эффективности работы 
нового маркера выполнен анализ расще-
пляющихся популяций F2 с различным со-
ставом аллелей генов Anthocyanin1 (Ant1): 
Индиго (Ant1) × Дачный (ant1) и Индиго 

(Ant1) × № 17-2020 (ant1) с использованием 
двух маркеров. Частичные результаты пред-
ставлены в таблице 2. Согласно полученным 
данным, результаты типирования аллелей пол-
ностью совпадают, что говорит об эффектив-
ности использования нового маркера.

Таким образом, ресиквенс гена Ant1 под-
твердил наличие двух аллелей у изучаемых 
форм томата, а также позволил разработать но-
вый молекулярный маркер для их разделения 
на основе делеции в интронной области в по-
следовательности аллеля Ant1. Новый маркер 
позволяет эффективно разделить аллели Ant1 
и ant1 гена Ant1 в случае отсутствия рестрик-
тазы, однако требует анализа фрагментов ПЦР 
в полиакриламидном геле.

Для ресеквенирования гена An2 S. lycopersicum 
были взяты формы с различным характером 
накопления антоцианов в вегетативных и ге-
неративных частях растений: в качестве сортов 
без накопления антоцианов в плодах и вегета-
тивных органах использованы образцы ИСИ 
63, Золотце, а также указанные выше образцы 
(рис. 1, 2). Поскольку из литературных источ-
ников известно, что ген Ant1 интрогрессиро-
ван из S. chilense, для ресеквенирования гена 
An2 были взяты дикие родственные формы. 
С помощью разработанных праймеров (табл. 
1) была проведена амплификация, выполнено 
секвенирование и выравнивание полученных 
фрагментов (рис. 5А и 5Б).

Таблица 2
Результаты ДНК-типирования аллелей гена Ant1 с использованием CAPS Ant1-NcoI, SCAR 

An1.1 (FAM) маркеров

Номер образца по номенклатуре 2022 г.
CAPS маркер Ant1-NcoI SCAR маркер An1.1 (FAM)

Размеры иаркируемых продуктов, п. н.

100-6 478 340
100-9 478 340
100-15 478, 271, 207 340, 344
100-17 271, 207 344
100-21 478 340
100-40 271, 207 344
100-42 271, 207 344
100-51 478 340
100-61 478, 271, 207 340, 344
100-71 478, 271, 207 340, 344
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Рис. 5А. Выравнивание нуклеотидных последовательностей гена An2 

В результате ресеквенирования гена An2 
установлено полное соответствие структуры 
аллелей гена известным последовательно-
стям: Myb75 у образцов ИСИ 63, Золотце, Blue 
leaf и An2-Aft — у форм Дзивосны, Бурштын. 
Полученные результаты показывают отсут-
ствие связи между характером распределе-
ния антоцианов у форм Дзивосны и Бурштын 
и аллельным составом гена An2. Основны-
ми отличиями аллеля An2-Aft от Myb-75 яв-
ляются 14 SNP в экзонных областях. Из них 
1 SNP замена расположена в первом экзоне, 
1 SNP — во втором экзоне, 6 SNP — в треть-
ем экзоне до стоп-кодона и 6 SNP — после 
стоп-кодона. Кроме полиморфизмов в экзон-

ной области, у изучаемых двух аллелей вы-
явлены существенные различия в интронных 
областях: две вставки, содержащие TTA-боксы 
в первом и втором интронах общим размером 
14 п. н., три делеции общим размером более 
410 п. н. во втором интроне аллеля An2-Aft 
(рис. 5А и 5Б).

В результате ресеквенирования гена An2 
у родственной дикой формы S. glandulosum 
был выявлен аллель гена An2, ранее незаре-
гистрированный в базе данных NCBI. Основ-
ными отличиями аллеля, названного нами 
An2-Ins57, от Myb75 у данного дикого ви-
да являются: 13 SNP в экзонных областях. 
Из них 4 SNP расположены в первом экзоне, 
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6 SNP — в третьем экзоне до стоп-кодона и 3 
SNP — после стоп-кодона. Кроме полимор-
физмов в экзонной области, у изучаемых двух 
аллелей выявлены различия в интронных обла-
стях: делеция размером 1 п. н. и вставка 2 п. н. 
в первом интроне, делеция 2 п. н. и три встав-
ки общим размером 69 п. н. в интроне 2 у ал-
леля An2-Ins57 S. glandulosum (рис. 5А и 5Б).

На рисунке 6 представлены белковые по-
следовательности, формируемые на базе трех 
аллелей An2, с указанием аннотированных 
регуляторных элементов ТФ. Анализ после-
довательностей выявил одну общую амино-
кислотную замену в области SANT-домена 
(D–N, аспарагиновая кислота — аспарагин), 

формируемую на базе аллелей An2-Aft и An2-
Ins57, отличную от последовательности, 
формируемой аллелем Myb75. В целом ами-
нокислотные последовательности аллелей 
An2-Aft и An2-Ins57 отличаются от последо-
вательности аллеля Myb-75 шестью различ-
ными заменами.

На основе выявленных полиморфизмов ал-
лелей An2-Aft, Myb75 и An2-Ins57 были подо-
браны праймеры, представленные в таблице 3, 
а также разработаны два протокола ДНК-ти-
пирования аллелей [9].

SCAR An2-AFT(ОМ) маркер с флюоресцент-
ной оптической меткой охватывает область 
SNP замены в первом экзоне, изменяющей 

Рис. 5Б. Выравнивание нуклеотидных последовательностей гена An2

Рис. 6. Аминокислотные последовательности AN2 ТФ и их регуляторные элементы, синтезируемые на основе 
аллелей An2, An2-Aft и An2-Ins57
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аминокислотный состав белка в области пер-
вого ДНК-связывающего домена, и инсер-
ций в 1 и 2 интроне, содержащих TTA-боксы, 
размером 6 и 9 п. н. Размер продукта ампли-
фикации с подобранными праймерами состав-
ляет 647 п. н. для Myb75 аллеля, 661 п. н. для 
An2-Aft аллеля и 659 н. п. для An2-Ins57 алле-
ля, что четко разделяется на генетическом ана-
лизаторе в полиакриламидном геле.

С целью упрощения методики выявле-
ния аллелей гена An2 разработан SCAR мар-
кер An2-4, охватывающий области крупных 
делеций во втором интроне. После ампли-
фикации и последующей разгонки в ага-
розном геле у растений с аллелем Myb75 
образуется фрагмент размером 580 п. н., с ал-
лелем An2-Aft — 186 п. н., с аллелем An2-
Ins57 — 647 п. н. (рис. 7).

Таким образом, ресиквенс гена An2 показал 
наличие трех аллелей у изучаемых форм тома-
та, а также позволил разработать новые моле-
кулярные маркеры для их разделения.

Изучение связи между особенностями нако-
пления антоцианов в растениях и полиморфиз-
мом гена Atroviolaceа было начато с апробации 
известного в литературе SCAR маркера 
ATV-In(FAM) для выявления двух аллелей Atv 
и atv (табл. 4) [8]. При типировании широкой 

коллекции образцы Ty-42 и Ty-48 показали на-
личие фрагментов нетипичных размеров, что 
дало основание включить их в число форм для 
секвенирования, наряду с формами Blue leaf, 
Бурштын, Белесый ИСИ, Октябрята (рис. 2).

В результате ресеквенирования гена Atv 
(рис. 8А, 8Б) указанной коллекции образцов 
установлено полное соответствие структу-
ры аллелей гена известным последователь-
ностям Atv у образцов Бурштын, Белесый 
ИСИ и atv у образцов Blue leaf, Октябрята 
(рис. 8А, 8Б). Основными отличиями аллеля 
atv от Atv являются 6 SNP в экзонных областях 
(из них 1 SNP расположена в третьем экзоне, 
2 SNP — в четвертом экзоне до стоп-кодона 
и 3 SNP — после стоп-кодона), а также встав-
ка размером 4 п. н. во втором экзоне, при-
водящая к сдвигу рамки считывания ДНК, 
образованию раннего стоп-кодона и синте-
зу нефункционального белка. Выявлено, что 
аллель atv обеспечивает повышенное нако-
пление антоцианов в вегетативных частях 
у образца Blue leaf (при отсутствии аллелей 
Ant1 и An2-Aft) и усиление накопления анто-
цианов в плодах у образца Октябрята (при 
наличии в генотипе аллелей Ant1 и An2-Aft). 
Отсутствие индивидуальных полиморфизмов 
у форм Бурштын, Белесый ИСИ указывает, 
что особенности накопления и распределе-
ния пигментов у данных форм не связаны 
с геном Atv. Кроме полиморфизмов в экзон-
ной области у изучаемых двух аллелей выяв-
лены различия в интронных областях: одна 
однонуклеотидная делеция и 7 SNP в первом 
интроне, делеции размером 1 п. н. и 2 п. н., 
13 SNP и три вставки общим размером бо-
лее 390 п. н. в третьем интроне у аллеля atv.

У образцов Ty-42 и Ty-48 был выявлен ранее 
не обнаруженный в базе данных аллель, отли-

Таблица 3
Праймеры для выявления аллелей гена An2 Solanum lycopersicum

Ген, белок Полиморфизм Последовательность 5'-3' T отжига, 
°С

MYB75 
(AN2),

R2R3MYB 
ТФ 

Инсерции и делеция в 
первом и втором интроне 
общим размером 14 п. н.

An2-AFT(FAM) F: ATTACAAGTGTCATTTTGTGGAAAG
An2-AFT R: AAACTTTTGAATGAAATAATTGC 51

Инсерции размером 9 п. н. 
и три делеции общим 

размером более 410 п. н. 
во втором интроне

An2-4F: ACTTCACAAACTCTTAGGCAATAG 
An2-4R: AGTCTACCAGCAATAAGTGACCAC 61

Рис. 7. Электрофореграмма ДНК-типирования образцов 
томата с SCAR маркером An2-4: 1–3 — S. humboldtii; 
4–6 — S. glandulosum; 7–9 — S. chilense, К — отрица-
тельный контроль; M — маркер молекулярного веса
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чиями которого от Atv являются 19 SNP в эк-
зонных областях. Из них 4 SNP расположены 
в первом экзоне до старт-кодона, 1 SNP — во 
втором экзоне, 3 SNP — в четвертом экзоне до 
стоп-кодона и 11 SNP — после стоп-кодона. 
Также у аллеля, названного Atv-Ins9, присут-
ствуют однонуклеотидная вставка и делеция 
в первом экзоне до старт-кодона и вставка раз-
мером 9 п. н. в четвертом экзоне за стоп-ко-
доном. Кроме полиморфизмов в экзонной 
области, у сравниваемых двух аллелей выявле-
ны различия в интронных областях: две одно-
нуклеотидные вставки, вставка 2 п. н. и 5 п. н. 
в первом интроне, две делеции по 1 п. н. и од-
на размером 2 п. н. в третьем интроне, а так-
же вставка 2 п. н. в третьем интроне, у аллеля 
Atv-Ins9 (рис. 8А, 8Б).

На рисунке 9 представлены белковые по-
следовательности, синтезируемые на базе 
трех аллелей Atv. Анализ последовательно-
стей позволил выявить формирование на ос-
нове аллеля atv лишь 35 аминокислот с двумя 
заменами (G–R, R–T) и отсутствие ДНК-свя-
зывающего домена ТФ, что влияет на экспрес-
сию целевых генов (рис. 9). Учитывая, что 
аллель atv, интрогрессированный из дикой 
формы Solanum cheesmaniae, связан с актив-
ным накоплением антоцианов, то можно пред-
положить, что наличие более высокого уровня 
антоцианов у ряда диких форм способствова-
ло лучшему приспособлению к биотическим 
и абиотическим факторам окружающей сре-
ды. Закреплению у S. lycopersicum аллеля Atv, 
блокирующего активный синтез антоцианов, 
способствовало культивирование человеком 
томата и оптимизация условий выращивания. 

Для упрощения молекулярного разделения 
аллелей atv и Аtv был подобран SCAR маркер 
Atv2 (табл. 4) к инсерциям в третьем интроне 

Таблица 4
Праймеры для выявления аллелей гена Atv Solanum lycopersicum

Ген, белок Полиморфизм Последовательность 5'-3' T отжига, 
°С

MYB-like
transcription 
factor ATV

Инсерция во втором экзоне 
размером 4 п. н.

ATV-In(FAM)F: GAGGTTTCTTCGTTGGTAGTC
ATV-In R: CTAAATAAAAGTTATTGAGTTCACG 53

три инсерции общим 
размером более 390 п. н.  

в третьем интроне

Atv2F: GTTGGATAAGTAAGAATGTTGTAGA
Atv2R: CTTCTGAAAGTACATAAACCACA 55

общим размером 392 п. н., ПЦР с подобран-
ными праймерами дает продукты размером 
460 п. н. у аллеля Atv и 852 п. н. — у аллеля 
atv (рис. 10). В результате апробации нового 
маркера на широкой коллекции форм показа-
на идентичность результатов типирования ал-
лелей маркерами ATV-In(FAM) и Atv2.

Для изучения фенотипического проявления 
взаимодействия аллелей генов Ant1, An2 и Atv 
и подтверждения статистической достовер-
ности эффективности разработанных марке-
ров проведено ДНК-типирование популяций 
F2–F3 гибридов общим количеством 606 ин-
дивидуальных растений. По результатам ти-
пирования обширной коллекции изучаемого 
материала была подтверждена тесная связь ал-
леля An2-Aft с аллелем Ant1 в изучаемых об-
разцах, которая обусловлена их сцеплением 
в связи с близким расположением на хромо-
соме 10. Расстояние между ними составляет 
3 674 п. н. Частичные результаты ДНК-типи-
рования аллелей представлены в таблице 5.

Для оценки характера накопления антоциа-
нов на ранних стадиях развития из 370 инди-
видуальных растений популяций F3 отобраны 
генотипы с различным гомозиготным сочета-
нием аллелей регуляторных генов Myb-транс-
крипционных факторов Ant1, An2 и Atv: Ant1/
Ant1//An2-Aft/An2-Aft//atv/atv, ant1/ant1//
Myb75/Myb75//atv/atv, Ant1/Ant1//An2-Aft/
An2-Aft//Atv/Atv, ant1/ant1//Myb75/Myb75//Atv/
Atv. В результате анализа окраски вегетатив-
ных органов (листовой пластинки и жилок ли-
ста, стеблей) было установлено постепенное 
снижение накопления антоцианов от образ-
цов с генотипом Ant1/Ant1//An2-Aft/An2-Aft//
atv/atv с максимальной пурпурной (антоциа-
новой) окраской к формам с сочетанием ал-
лелей Ant1/Ant1//An2-Aft/An2-Aft//Atv/Atv  
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Рис. 8А. Выравнивание нуклеотидных последовательностей гена Atv 



18 О. Г. Бабак и др. Разработка молекулярных маркеров...

Молекулярная и прикладная генетика. Том 36, 2024 г.

Рис. 8Б. Выравнивание нуклеотидных последовательностей гена Atv
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Рис. 9. Аминокислотные последовательности ATV ТФ и их регуляторные элементы, формируемые на основе 
аллелей Atv, atv и Atv-Ins9

Таблица 5
Результаты ДНК типирования популяций F3 № 17 2020 × Индиго на наличие аллелей генов 

Ant1, An2 и Atv

Название 
образца

An2
Myb75 — 580; An2-Aft — 186; An2-Ins57 — 647

Ant1
Ant1 — 478; ant1 — 208 + 271

Atv
Atv — 460; atv — 852

45-9/6 580 208, 271 460
45-6/9 580 208, 271 460
45-19/2 186 478 852
45-19/7 186 478 852
45-12/6 186 478 460
45-12/7 186 478 460
45-21/1 580 208, 271 852
45-21/2 580 208, 271 852

и ant1/ant1//Myb75/Myb75//atv/atv, затем к об-
разцам с генотипом ant1/ant1//Myb75/Myb75//
Atv/Atv, окраска которых оставалась зеленой 
(рис. 11).

При выращивании растений в теплице 
у взрослых растений томата максимальное 
накопление антоцианов в плодах было у изу-
чаемых образцов при наличии в генотипе сле-
дующих аллелей генов: Ant1, An2-Aft и atv 
(образцы Дзивосны, Октябрята — рис. 1). Уси-
ление антоциановой окраски наблюдалось на 
вегетативных органах (у образцов с сочета-
нием аллелей ant1/Myb75/atv) и плодах диких 
форм томата (c сочетанием аллелей Ant1/An2-
Ins57) при снижении температуры в конце ве-
гетационного периода.

Анализируя особенности накопления анто-
цианов в плодах, можно предположить, что 
отличный характер накопления антоцианов 
у образца Бурштын может быть связан с вза-
имодействием трех аллелей Ant1/An2-Aft/Atv. 
Несмотря на одинаковые аллели Ant1, An2-Aft, 
atv у образцов Дзивосны и Октябрята, харак-
тер распределения антоцианов у них различен, 

что связано с участием в проявлении данного 
признака других генов. Ранее при изучении по-
лиморфизма гена транскрипционного фактора 
GLK2 была установлена связь аллелей данно-
го гена (U, u, U-del52) с распределением пиг-
ментов в плодах, в том числе антоцианов [11]. 
Наряду с геном GLK2, в регуляции накопле-
ния антоцианов участвуют гены DDB1, Det1, 
связанные с фенотипом «high pigment» [2]. 
Образец Октябрята содержит набор аллелей 
(Ant1/An2-Aft/atv//Y/U/hp2dg) обеспечивающих 
максимальное накопление антоцианов в пло-
дах и практически черную окраску при ярком 
солнечном освещении. У образца Дзивосны 
основные отличия в распределении и накопле-
нии антоцианов от формы Октябрята обеспе-
чиваются отсутствием аллеля hp2dg и наличием 
y аллеля гена SlMyb12, а также аллеля U-del52 
гена GLK2.

Для оценки статистической достоверности 
эффективности разработанных молекулярных 
маркеров вышеуказанных аллелей выполнен 
анализ результатов фенотипической оценки 
и ДНК-типирования изучаемых популяций 
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методом Хи-квадрат. В таблице 6 представ-
лены результаты анализа популяции F2 Инди-
го (Ant1, An2-Aft) × Линия № 17-2020 (ant1, 
Myb75). Общее число растений F2 составило 
79. Фенотипическое проявление антоциано-
вой окраски плодов полностью соответствова-
ло ожидаемому после типирования. Учитывая 

Рис. 10. Электрофореграмма ДНК-типирования образцов томата с SCAR маркером Atv2: 1–15 — типируемые 
образцы популяции Т45; К — отрицательный контроль; M — маркер молекулярного веса 

Рис. 11. Фенотип вегетативных органов растений с различным сочетанием аллелей генов Ant1, An2 и Atv:  
А — 45-19/2 и 45-19/7 (Ant1/Ant1//An2-Aft/An2-Aft//atv/atv); Б — 45-12/6 и 45-12/7 (Ant1/Ant1//An2-Aft/An2-Aft//Atv/
Atv); В — 45-9/6 и 45-6/9 (ant1/ant1//Myb75/Myb75//atv/atv); Г — 45-21/1 и 45-21/2 (ant1/ant1//Myb75/Myb75//Atv/Atv)

тесное сцепление аллелей генов Ant1 и An2, 
теоретически ожидаемое расщепление по ге-
нотипу: 1 Ant1/An2-Aft : 2 Ant1/ant1//An2-Aft/
Myb75 : 1 Ant1/Myb75; по фенотипу: 1 (силь-
ная антоциановая окраска) : 2 (средняя антоци-
ановая окраска) : 1 (отсутствие атноциановой 
окраски).

Таблица 6
Результаты анализа расщепления популяции F2 Индиго × Линия № 17-2020 методом χ2

Показатели
Расщепление

Сумма
Ant1/An2-aft Ant1/ant1// An2/ Myb75 ant1/Myb75

Ожидаемое расщепление (Н0) 1 2 1 4

Наблюдаемые частоты (f) 21 39 19 79

Ожидаемые частоты (F) 19 41 19 79

Разность частот (f-F) 2 –2 0 –

Квадрат разности (f-F)2 4 4 0 –

Отношение (f-F)2/F 0,21 0,097 0 0,307 = χ2

Фенотипическое проявление 
антоциановой окраски на плодах

Большое 
накопление 
антоциана

Среднее накопление 
антоциана в плодах

Отсутствие 
антоциана 
в плодах

Примечание. Нулевая гипотеза (H0) — ожидаемое расщепление: 1 Ant1/An2-Aft : 2 Ant1/ant1//An2-Aft/Myb75 : 
1 Ant1/Myb75. Число степеней свободы — (с–1) × (k–1) = (3–1) × (2–1) = 2; χ2

теор = 6,0; χ2
факт = 0,307 ˂ χ2

теор (6,0), 
следовательно, гипотеза верна и расщепление соответствует 1 : 2 : 1
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Проведенный анализ подтвердил стати-
стическую достоверность выявленной связи 
с фенотипическим проявлением признака «на-
копление антоцианов в плодах».

Таким образом, на основе данных молеку-
лярного маркирования и адаптированных ме-
тодик ДНК-типирования аллелей качества 
плодов Ant1, An2 и Atv проведен скрининг по-
пуляций F2–F3, который позволил расширить 
знания по взаимодействию генетических си-
стем накопления пигментов в вегетативных 
органах и плодах томата.

Заключение
Выполнено ресеквенирование генов Ant1, 

An2 и Atv Myb-транскрипционных факторов на 
коллекции образцов S. lycopersicum и близких 
диких видов томата с различным накоплени-
ем антоцианов в плодах. Подтверждены отли-
чительные полиморфизмы между аллелями 
Ant1 и ant1. На основе инсерции 4 п. н. разра-
ботан новый SCAR Ant1.1 (FAM) маркер для 
выявления аллелей Ant1 и ant1. Показана пол-
ная идентичность результатов ДНК-типирова-
ния, полученных с помощью разработанного 
маркера и ранее используемого CAPS марке-
ра Ant1-NcoI [2].

В генотипе образцов изучаемой коллекции 
S. lycopersicum выявлены известные аллели 
Myb75 и An2-Aft гена An2. Впервые выявлены 
отличия в структуре гена An2 у S. glandulosum 
(An2-Ins57). Показаны изменения в первичной 
структуре белковой последовательности, ко-
дируемой данным аллелем: шесть аминокис-
лотных замен, две из которых расположены 
в области первого и второго ДНК-связываю-
щих доменов, что может влиять на эффектив-
ность связывания с промотором и экспрессию 
целевых генов. Разработаны новые SCAR 
An2-AFT(ОM) и SCAR An2-4F/R молеку-
лярные маркеры для ДНК-типирования ал-
лелей An2-Aft, An2-Ins57 и Myb75. SCAR 
An2-AFT(ОM) охватывает область SNP за-
мены в первом экзоне, изменяющей амино-
кислотный состав белка в области первого 
ДНК-связывающего домена, а также две ин-
серции и делеция в первом и втором интро-
нах общим размером 14 п. н., соответственно. 
Преимуществом данного маркера является не-
посредственная связь с полиморфизмом, из-
меняющим функции гена, но для разделения 

продуктов амплификации требуется полиакри-
ламидный гель. SCAR An2-4F/R охватывает 
область крупных делеций во втором интроне, 
характерных для аллеля Myb75. Типирование 
с помощью данного маркера позволяет четко 
разделить аллели гена An2, выявленные в изу-
чаемой коллекции, с использованием обычной 
ПЦР и разгонкой продуктов в агарозном геле.

Апробирован известный в литературе ATV-
In(ОМ) [8] и разработан новый Atv2 SCAR 
маркер, которые позволяют успешно типиро-
вать известные аллели гена Аtv. Разработка 
нового маркера позволяет разделить продук-
ты ПЦР в агарозном геле, в отличие от марке-
ра ATV-In (ОМ).

На основе данных молекулярного марки-
рования аллелей генов Ant1, An2, atv в попу-
ляциях F2–F3 изучаемых гибридов и оценки 
фенотипического проявления признаков на 
различных этапах онтогенеза, связанных с на-
коплением антоцианов в растениях, показаны 
высокая эффективность разработанных мо-
лекулярных маркеров, тесное сцепление ал-
лелей генов Ant1 и An2 (Ant1 и An2-Aft, ant1 
и Myb75). Подтверждено повышение накопле-
ния антоцианов в плодах и вегетативных ор-
ганах при усилении потока солнечного света, 
а также при понижении температуры в конце 
вегетационного периода.

Выявлены особенности накопления анто-
цианов в растениях томата в зависимости от 
аллелей генов Ant1, An2, Atv. Максимальное 
накопление антоцианов в вегетативных орга-
нах и плодах наблюдается у образцов с алле-
лями Ant1/An2-Aft/atv в генотипе. Сочетание 
аллелей ant1/Myb75/Atv связано с отсутстви-
ем антоцианов в различных частях растения. 
Комбинация аллелей Ant1/An2-Aft/Atv обеспе-
чивает слабое накопление антоцианов в веге-
тативных органах, но высокое их накопление 
в кожице плодов. Получен новый селекцион-
ный материал для создания форм с повышен-
ным накоплением антоцианов и высокими 
антиоксидантными свойствами
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Resequencing of Ant1, An2 and Atv MYB TF genes was performed on the collection of S. lycopersicum accessions 
and related wild tomato species with the different accumulation of anthocyanins in fruits. New molecular markers for 
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Исследованы основные признаки качества зерна (содержание белка, массовая доля и качество клейковины, 
стекловидность, масса 1 000 зерен) сортов яровой мягкой пшеницы, образцов тетраплоидных и гексаплоидных 
видов рода Triticum, а также 32 интрогрессивных линий, полученных с их участием. В среднем за пятилетний 
период наблюдений сородичи пшеницы значимо превосходили сорта мягкой пшеницы по содержанию белка 
и клейковины в зерне, качеству клейковины, но уступали по массе 1 000 зерен. В группе интрогрессивных ли-
ний содержание белка и клейковины, индекс деформации клейковины, стекловидность, масса 1 000 зерен были 
ближе к значениям сортов. Выделены линии с чужеродным генетическим материалом, превышающие исходные 
сорта по изученным признакам качества зерна и представляющие интерес для селекции мягкой пшеницы.

Ключевые слова: сородичи пшеницы, интрогрессивные линии мягкой пшеницы, качество зерна.

Введение
Зерно пшеницы является основой для таких 

продуктов питания, как крупы, мука, хлеб, 
хлебобулочные и кондитерские изделия, ко-
торые входят в ежедневный рацион питания 
каждого человека. В связи с этим качеству 
зерна данной культуры уделяется присталь-
ное внимание. К наиболее важным призна-
кам, на основе которых можно проследить 
формирование и изменчивость качества зер-
на мягкой пшеницы T. aestivum L., относятся 
стекловидность, содержание белка, массовая 
доля и качество клейковины, масса 1 000 зе-
рен. Стекловидность в первую очередь имеет 
большое значение для оценки мукомольных 
свойств зерна. Стекловидный эндосперм об-
ладает большей механической прочностью 
и крупообразующей способностью, чем муч-
нистый, и позволяет получать муку высоко-
го качества. Кроме того, стекловидные зерна 
отличаются повышенной углеводно-амилаз-
ной активностью, что связано с разрушением 
крахмальных зерен в процессе помола и боль-
шей их доступностью к действию амилаз [1]. 
Хлебопекарные свойства мягкой пшеницы 
в значительной степени определяются ее 
белковостью и коррелирующим с этим пока-

зателем количеством клейковины. Содержа-
ние общего белка у сильных пшениц долж-
но быть не менее 13,5%, а клейковины — не 
менее 28% [2]. Большую роль играет также 
качество клейковины, определяемое ее физи-
ко-химическими показателями (растяжимость, 
упругость, эластичность, вязкость). Одним из 
методов, позволяющих быстро и точно уста-
новить хлебопекарные достоинства пшеницы, 
является метод определения качества клей-
ковины по величине деформации ее шарика 
под действием нагрузки сжатия с использо-
ванием прибора ИДК (измеритель деформа-
ции клейковины). Прибор фиксирует упругие 
свойства клейковины, по результатам которых 
производится классификация ее на группы ка-
чества. Наиболее ценными для производства 
хлебопекарной муки являются сорта мягкой 
пшеницы с сильной клейковиной (I группа 
качества по прибору ИДК). Однако в мировом 
производстве пшеницы на долю «сильных» 
сортов приходится всего лишь 15–20%, на 
долю «слабых» — 50–55%, то есть половина 
объема производимого в мире зерна пшеницы 
может давать качественный хлеб только при 
добавлении к нему высококачественного зерна 
пшеницы [1]. Одним из способов улучшения 
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пшеницы по биологической ценности и хлебо-
пекарным свойствам зерна является использо-
вание дикорастущих и культурных сородичей 
T. aestivum для расширения генофонда пшени-
цы. Однако оценке признаков качества зерна 
сородичей пшеницы посвящено пока немно-
го работ [3, 4]. Так, Zhang с соавторами при 
изучении 27 генотипов дикой полбы выявили 
значительные отличия между ними по ряду 
реологических свойств теста, и, несмотря на 
отсутствие D-генома, отдельные образцы об-
ладают высоким качеством клейковины [3].

С целью обогащения и улучшения генофон-
да мягкой пшеницы в скрещивания с сортами 
T. aestivum нами были привлечены образцы 
видов рода Triticum (T. dicoccoides, T. dicoccum, 
T. durum, T. spelta, T. kiharae). Цель данного 
исследования состояла в оценке влияния чу-
жеродного генетического материала на основ-
ные признаки качества зерна интрогрессивных 
линий яровой мягкой пшеницы.

Материалы и методы
В исследование включены пять сортов яро-

вой мягкой пшеницы (Рассвет, Саратовская 
29, Фестивальная, Chinese Spring, Белорусская 
80), образцы тетраплоидных T. dicoccoides, 
T. dicoccoides к-5199, T. dicoccum к-45926, 
T. durum и гексаплоидных T. spelta к-1731, 
T. kiharae видов рода Triticum, а также 32 интро-
грессивные линии, полученные нами. Из них 
12 линий создано с участием образца T. durum 
(183/2-2 и 184/1-6 CS × T. durum; 190/4-1, 190/5-
3, 190/6-1, 191/6-3, 195-3, 196-1, 202-2, 200-3 
T. durum × CS; 221-1 и 226-7 T. durum × Бе-
лорусская 80); семь линий создано с участи-
ем T. dicoccoides (29 Рассвет × T. dicoccoides 
к-5199; 8 Саратовская 29 × T. dicoccoides; 11-1, 
13-3, 15-7-1, 15-7-2, 16-5 T. dicoccoides × Фе-
стивальная); шесть линий создано с участием 
T. kiharae (19, 20-1, 25-2 T. kiharae × Саратов-
ская 29; 28, 34-1, 34-2 T. kiharae × Фестиваль-
ная); пять линий создано с участием T. dicoccum 
(1-3, 2-7 T. dicoccum к-45926 × Фестивальная, 
206-2, 208-3, 213-1 Pitic S62 × T. dicoccum 
к-45926) и две линии создано с участием 
T. spelta (7 T. spelta к-1731 × Саратовская 29, 
1-8 T. spelta к-1731 × Рассвет). Образцы чуже-
родных доноров получены из коллекции ВИР. 
Растения выращивали на эксперименталь-
ных полях Института генетики и цитологии 

НАН Беларуси в 2017–2019 гг., 2021–2022 гг. 
(г. Минск) на дерново-подзолистой супесча-
ной почве. Данные о среднесуточных тем-
пературах и количестве выпавших осадков 
использованы для расчета суммы активных 
температур (САТ) и гидротермического коэф-
фициента Селянинова (ГТК) [5].

Содержание белка и клейковины в зерне, 
качество клейковины (показатель ИДК — ин-
декс деформации клейковины) и стекловид-
ность зерна пшеницы определяли на инфра-
красном анализаторе «Инфра ЛЮМ ФТ-12» 
(Люмэкс, Россия).

Результаты эксперимента обобщены с ис-
пользованием методов описательной ста-
тистики, двухфакторного дисперсионного 
и корреляционного анализов. Статистические 
процедуры реализованы в программных паке-
тах Statistica 10.0 и MS Excel. Долю влияния 
генетических и средовых факторов в общей 
изменчивости анализируемых признаков рас-
считывали на основании результатов двухфак-
торного дисперсионного анализа по формуле, 
предложенной П. Ф. Рокицким [6]. Оценку 
различий показателей качества зерна между 
группами (сорта, образцы видов Triticum, ин-
трогрессивные линии) проводили с помощью 
дисперсионного анализа и критерия Тьюки.

Результаты и обсуждение
Мы изучили такие важные показатели каче-

ства зерна мягкой пшеницы, как содержание 
белка и сырой клейковины в зерне, качество 
клейковины, стекловидность зерна и масса 
1 000 зерен в течение пяти лет. Для оценки эф-
фектов генотипа, условий года выращивания 
и их взаимодействия в изменчивость призна-
ков качества зерна проведен двухфакторный 
дисперсионный анализ. Установлено досто-
верное влияние всех трех факторов на фор-
мирование изученных признаков (Р <0,001). 
Показано преобладание роли генотипа в ва-
риации содержания белка, клейковины и мас-
сы 1 000 зерен, при этом общее содержание 
белка определялось преимущественно гено-
типом, а для содержания клейковины и массы 
1 000 зерен выявлен высокий вклад как гене-
тических факторов, так и погодных условий 
(рис. 1). Условия года выращивания вносят 
наибольший вклад в изменчивость качества 
клейковины (61,29%), а генотип-средовые 
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взаимодействия — стекловидности (34,88%).
Погодные условия вегетационных периодов 

2017–2019 гг. и 2021–2022 гг. отличались по 
температурному режиму и количеству осадков, 
причем наиболее существенные различия от-
мечены в мае и июле (табл. 1). Для формирова-
ния зерна растения пшеницы ремобилизируют 
азот и углеводы из флагового листа, в связи 
с чем содержание белка в зерне зависит от 
интенсивности фотосинтеза и площади фото-
синтетической поверхности. Недостаток теп-
ла и переувлажнение почв в мае 2021–2022 гг. 
(период роста вегетативной массы яровой 
пшеницы) привели к существенному сниже-
нию содержания белка и клейковины, качества 
клейковины пшеницы. Засуха в июле 2021 г. 
(период налива зерна) также оказала негатив-
ное влияние на формирование исследованных 
признаков. Известно, что повышение темпера-
туры приводит к уменьшению накопления ас-
симилятов в зерне и массы зерновки [7]. Самое 
высокое содержание белка и клейковины отме-
чено в 2018 г., а самое низкое в 2021–2022 гг. 
(рис. 2). Схожая тенденция выявлена для ка-

чества клейковины. Согласно значениям ИДК 
выделяют сильную клейковину (45–77 усл. ед., 
I группа качества), удовлетворительно слабую 
(18–102 усл. ед., II группа качества) и неудов-
летворительно слабую (более 102 усл. ед., III 
группа качества). Высокий индекс деформа-
ции клейковины характерен для изученных 
генотипов в 2021 и 2022 гг. — 87,14 усл. ед. 
и 86,19 усл. ед., в то время как в остальной 
период исследования ИДК находился в интер-
вале 77,43–81,51 усл. ед. Самая низкая стекло-
видность и масса 1 000 зерен мягкой пшеницы 
выявлена в 2021 г. (рис. 2).

Оценка различий качественных показателей 
зерна (среднее за пять лет) между группами 
(сорта, образцы видов рода Triticum и интро-
грессивные линии) на основании дисперсион-
ного анализа и теста множественных сравне-
ний Тьюки показала, что сородичи пшеницы 
значимо превосходили сорта мягкой пшеницы 
по содержанию белка и клейковины в зерне, 
качеству клейковины. Масса 1 000 зерен, на-
против, была достоверно выше в группе сор-
тов (рис. 2). 

Рис. 1. Доля влияния факторов в общей изменчивости признаков качества зерна пшеницы
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Таблица 1
Метеонаблюдения за май–август 2017–2019 и 2021–2022 гг. в регионе г. Минск (Беларусь): 

широта 53,96; долгота 27,70; высота над уровнем моря 231 м

Примечание. сумма активных температур — показатель, характеризующий количество тепла и выражаю-
щийся суммой средних суточных температур воздуха выше 10 °С; гидротермический коэффициент Селянино-
ва — характеристика уровня влагообеспеченности территории, значения которого определяются по формуле: 
ГТК = Р / 0,1 × T >10 °С, где T >10 °С — сумма средних суточных температур воздуха за период с температура-
ми воздуха выше 10 °С, Р — количество осадков за тот же период, в мм

Месяц/год

Температура воздуха, °С
Сумма 

активных 
температур 

(>10 °С)

Осадки, мм
Гидротермический 

коэффициент, 
мм/ °Ссредняя

отклонение от 
климатической 

нормы
сумма

% 
климатической 

нормы

2017

май 13,1 –0,2 381,1 28 43 0,4

июнь 16,4 0 481,3 53 82 1,1

июль 17,6 –0,9 546,3 150 168 2,8

август 18,8 1,3 583,2 83 121 1,4

2018

май 17,4 4,1 540 53 82 1

июнь 17,7 1,3 532,2 46 52 0,9

июль 19,6 1,1 608,5 169 189 2,8

август 20,1 2,6 623,9 59 86 0,9

2019

май 13,8 0,5 358,2 70 107 0,7

июнь 20,3 3,9 608,1 55 61 0,9

июль 16,5 –2,0 510,9 120 135 2,4

август 17,0 –0,5 527,7 91 134 1,7

2021

май 11,5 –1,9 288,4 113 171 3,9

июнь 19,2 2,8 575,7 84 107 1,2

июль 21,9 3,4 679,9 41 43 0,6

август 16,9 –0,6 507,9 74 104 1,5

2022

май 10,8 –2,6 245,4 87 132 3,5

июнь 18,3 1,2 550,2 50 64 0,9

июль 17,9 –1,2 554,0 91 94 1,6

август 20,5 2,3 592,8 12 17 0,2
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Рис. 2. Диаграммы размаха показателей качества зерна трех групп генотипов пшеницы (сорта, образцы видов 
Triticum, интрогрессивные линии) в пятилетний период исследования

ИЛ — интрогрессивные линии; ₀ — среднее; I — размах
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Один из основных показателей качества 
зерна, определяющий технологические свой-
ства и питательную ценность готовых изде-
лий — содержание белка. На протяжении 
всего периода исследования образцы видов 
рода Triticum накапливали белка значительно 
больше, чем сорта мягкой пшеницы, и в сред-
нем данный показатель составил 22,71% 
и 18,25% соответственно. Особенно высокие 
значения по белковости зерна выявлены для 
образцов дикорастущей и культурной полбы: 
T. dicoccoides (23,8%), T. dicoccum к-45926 
(23,54%), T. dicoccoides к-5199 (23,1%). Сре-
ди родительских сортов можно отметить сорт 
Фестивальная (20,82%), который превосхо-
дил по этому показателю остальные генотипы 
данной группы (16,91–18,19%). Полученные 
результаты подтверждаются данными литера-
туры, согласно которым многие родственные 
виды T. aestivum характеризуются более высо-
ким содержанием белка в зерне по сравнению 
с культивируемыми сортами [8]. Особенно 
широко изучен данный признак у дикорасту-
щей полбы T. dicoccoides [9, 10]. Есть сведе-
ния о значительном накоплении белка в зерне 
у T. spelta. Например, согласно литературным 
данным по белковости зерна спельта превыша-
ет T. aestivum на 8–10%, T. shaerococcum — на 
3–8%, T. petropavlovskyi — на 2–6% [11].

Из 32 проанализированных интрогрессив-
ных линий достоверно превосходили роди-
тельский сорт мягкой пшеницы по содер-
жанию белка в зерне 17 генотипов в 2017 г., 
20 — в 2018 г., по 15 — в 2019 и 2021 гг. 
и 16 — в 2022 г. Линии 13-3, 29, 190-4/1, 
190-5/3, 196-1, 221-1, 226-7, 7, 19, 25-2 на 
протяжении всего периода исследования на-
капливали больше белка в зерне, чем исход-
ный сорт T. aestivum. Наиболее значительное 
превышение этого показателя отмечено у ли-
ний 13-3 T.dicoccoides × Фестивальная, 19 
и 25-2 T.kiharae × Саратовская 29, 7 T.spelta 
к-1731 × Саратовская 29. Ранее нами установ-
лено, что линии 13-3, 19, 25-2 и 7 унаследовали 
от образцов видов-сородичей функциональ-
ный аллель NAM-В1, который обеспечивает 
высокое содержание белка в зерне в различных 
экологических условиях. В связи с тем, что 
культивируемые в настоящее время сорта, как 
правило, не имеют функционального аллеля 
NAM-B1, полученные нами интрогрессивные 

линии пшеницы с данным аллелем представ-
ляют большой интерес для повышения каче-
ства зерна пшеницы [12]. Следует отметить, 
что интрогрессивные линии не превышали 
по уровню содержания белка лучшую роди-
тельскую форму (сородичей пшеницы), что 
согласуется с данными других ученых. Из-
вестно, что при скрещивании генотипов пше-
ницы с высоким и низким содержанием белка 
у гибридов наблюдается наследование данного 
признака худшего из родителей [11, 13]. Наи-
более высокие показатели содержания бел-
ка среди интрогрессивных линий выявлены 
у линий на основе сорта Фестивальная (17,37–
23,74%), который характеризовался макси-
мальным уровнем белка среди родительских 
сортов пшеницы (20,82%). Кроме того, 5 из 10 
данных линий в среднем за пять лет имели со-
держание белка выше 20%. При этом в группе 
линий на основе Chinese Spring с более низ-
ким значением белковости (17,74%) этот по-
казатель находился в диапазоне 16,75–19,92%. 

Для качества зерна пшеницы большое зна-
чение имеют массовая доля и индекс деформа-
ции клейковины, т. к. от количества и качества 
клейковины зависят физические свойства те-
ста и качество хлеба. Так же как и содержание 
белка, количество клейковины в группе соро-
дичей пшеницы (43,78%) было достоверно 
выше, чем в группе исследованных сортов 
(35,05%). У образцов рода Triticum данный 
показатель варьировал от 39,91 до 46,43%, 
а у сортов не достигал 35,0%, за исключе-
нием сорта Фестивальная (41,57%), который 
характеризовался и самым высоким уровнем 
накопления белка в зерне. В среднем за весь 
период наблюдений в группе интрогрессив-
ных линий содержание клейковины составило 
37,20%, что ближе к значениям сортов. При 
этом в 2018 и 2022 гг. выявлено по 15 интро-
грессивных линий, которые достоверно пре-
вышали исходный сорт по данному показате-
лю, в 2019 г. таких генотипов было 16, а в 2021 
и 2017 гг. — 20 и 21 соответственно. Высокое 
содержание клейковины отмечено для линий, 
созданных на основе образца T. kiharae с наи-
большим уровнем накопления клейковины 
среди всех исследованных генотипов (46,43%). 
Например, линии 19 T.kiharae × Саратовская 
29, 28 и 34-1 T.kiharae × Фестивальная в сред-
нем за пять лет имели массовую долю клей-
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ковины более 42%, а в наиболее благоприят-
ные 2017–2018 гг. — более 48%. Также можно 
выделить линии 13-3 T.dicoccoides × Фести-
вальная (42,27%), 195-3 T.durum × CS (40,5%) 
и 7 T. spelta к-1731 × Саратовская 29 (40,0%).

Клейковина хорошего качества (сильная клей-
ковина) не должна быть слишком плотной или 
чрезмерно мягкой и имеет индекс деформации 
45–77 усл. ед. (I группа качества), она характе-
ризуется отличной эластичностью и позволяет 
выпекать хлеб высокого качества. Удовлетво-
рительно слабая клейковина 80–102 усл. ед. 
(II группа качества) также может использовать-
ся в хлебопечении, но требует дополнительных 
приемов, направленных на ее укрепление (до-
бавление улучшителей). Неудовлетворитель-
но слабая клейковина — более 102 усл. ед. 
(III группа качества) слишком растягивается, 
тесто из муки с такой клейковиной сильно рас-
плывается и не подходит для выпечки хлеба, но 
подходит для производства кондитерских из-
делий. В среднем за весь период наблюдений 
сильная клейковина выявлена только для об-
разцов T.dicoccum к-45926 (75,6 усл. ед. ИДК) 
и T.kiharae (77,7 усл. ед. ИДК) среди всех изу-
ченных генотипов. У остальных родственных 
видов мягкой пшеницы данный показатель 
находился в диапазоне 79,4–82,4 усл. ед. ИДК, 
у сортов — 81,1–83,8 усл. ед. ИДК, у интро-
грессивных линий — 78,5–86,3 усл. ед. ИДК, 
что соответствует II группе качества клейко-
вины. Можно отметить, что в наиболее благо-
приятные 2017 и 2018 гг. все сородичи пше-
ницы, за исключением спельты, формировали 
клейковину I группы качества. Такая же тен-
денция отмечена для сорта Белорусская 80. 
Также как и количество, качество клейковины 
интрогрессивных линий было ближе к зна-
чениям родительских сортов и в среднем со-
ставило 82,67 усл. ед. ИДК, но количество 
генотипов, превышающих исходный сорт 
по качеству клейковины, было меньше. Так, 
в 2017 г. таких генотипов выявлено только 6, 
в 2018 г. — 10, в 2019 г. — 11, в 2021 г. — 9 
и в 2022 г. — 7. В среднем за весь период на-
блюдений наилучшие реологические свойства 
клейковины среди интрогрессивных линий от-
мечены для линий 20-1 (78,5 усл. ед. ИДК), 2-7 
(79,5 усл. ед. ИДК), 13-3 (79,8 усл. ед. ИДК), 
1-3 (80,1 усл. ед. ИДК), 7 (80,6 усл. ед. ИДК), 
226-7 (80,8 усл. ед. ИДК), 34-1 (81,1 усл. ед. 

ИДК), 25-2 (81,5 усл. ед. ИДК). Данные линии 
по этому показателю значимо превосходили 
родительские сорта пшеницы, а в отдельные 
годы их ИДК составлял менее 77 усл. ед.

Известно, что существенное влияние на ка-
чество хлеба оказывают высокомолекулярные 
субъединицы запасных белков глютенинов 
(HMW-GS), которые кодируются локусами 
Glu-1 (Glu-А1, Glu-В1, Glu-D1), расположен-
ными на длинных плечах хромосом первой 
гомеологичной группы [14]. Проведенная на-
ми ранее идентификация состава HMW-GS 
19 интрогрессивных линий и их родитель-
ских форм выявила у образцов T. dicoccoides, 
T. spelta и T. kiharae не характерные для сор-
тов T. аestivum субъединицы [15, 16]. Особый 
интерес представляют новые субъединицы 
1Ах + 1Ау, имеющиеся у дикой полбы и син-
тетической пшеницы T. kiharae, т. к. у совре-
менных сортов в локусе Glu-A1 отмечен очень 
низкий полиморфизм, а ген, кодирующий 
субъединицу 1Ау, не экспрессируется вовсе. 
Выявленные у T. kiharae новые 1Dx и 1Dу 
субъединицы также имеют ценность, т. к. ал-
лельный состав локуса Glu-D1 у современных 
сортов мягкой пшеницы очень ограничен [17], 
при этом считается, что аллели локуса Glu-D1 
оказывают наибольший вклад в формирование 
хлебопекарных свойств [18]. У 10 из 19 ин-
трогрессивных линий обнаружены HMW-GS 
родственных видов, при этом большинство 
из них превышали родительский сорт по ка-
честву клейковины (линии 13-3, 2-7, 226-7, 7, 
34-1, 25-2).

Стекловидное зерно, как правило, содержит 
больше белка, чем мучнистое, в связи с чем 
считается более ценным. Больший выход му-
ки лучшего качества получают из зерна со 
стекловидностью выше 60% [19]. В нашем 
исследовании стекловидность сородичей пше-
ницы была в пределах 59,9–64,3%, что не-
сколько выше, чем у сортов мягкой пшеницы 
(56,3–60,9%). Наиболее высокое значение по 
данному признаку было у культурной полбы 
(64,3%). У гибридов стекловидность варьи-
ровала от 54,4 до 62,6%. Значимое превыше-
ние над исходным сортом выявлено для 6 ге-
нотипов в 2017 г., по 10 — в 2018 и 2019 гг., 
21 — в 2021 г. и 11 — в 2022 г. В среднем за 
пять лет стекловидность более 60% характерна 
для линий 13-3, 15-7-1, 2-7, 190/4-1, 195-3, 196-
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1, 226-7, при этом большинство из них создано 
с участием T. durum. Известно, что высокая 
стекловидность является биологической осо-
бенностью твердой пшеницы [20]. Если для 
зерна T. aestivum высокого качества (1-й и 2-й 
классы) стекловидность должна быть не ме-
нее 60%, то для T. durum — не менее 85% [2].

Масса 1 000 зерен показывает выполнен-
ность и крупность зерна. Крупное зерно дает 
больший выход муки, т. к. содержит мень-
ше оболочек. Считается, что масса 1 000 зе-
рен пшеницы более 35 г — высокая; более 
25 г — средняя; менее 25 г — ниже средней. 
В среднем за весь период наблюдения для всех 
трех групп генотипов пшеницы масса 1 000 зе-
рен превышала 35 г. Для сородичей пшеницы 
данный показатель составил 38,3 г, что, одна-
ко, статистически ниже, чем у сортов (40,4 г) 
и интрогрессивных линий (41,2 г). В 2021 г., 
в котором сложились самые неблагоприятные 
условия для формирования крупного зерна, 
масса 1 000 зерен в группе родственных видов 
была несколько выше, чем в других группах 
(рис. 2). Среди родительских генотипов об-
разец T. kiharae по массе 1 000 зерен превы-
шал не только других сородичей пшеницы, но 
и сорта. Так, для T.kiharae данный показатель 
составил 44,8 г, для остальных родственных 
видов — от 35,6 до 38,3 г, для сортов — от 
35,5 до 44,3 г. Интрогрессивные линии, как 
правило, были ближе к сортам на протяжении 
всего периода исследования, за исключением 
2021 г. (рис. 2). В 2017 и 2022 гг. выявлено по 
13 интрогрессивных линий, которые досто-
верно превышали исходный сорт по массе 
1 000 зерен, в 2018 г. таких генотипов было 11, 

а в 2019 и 2022 гг. — 12 и 13 соответственно. 
В среднем за все годы исследования у интро-
грессивных линий этот признак варьировал от 
27,7 до 52,8 г, при этом у 23 из 32 линий мас-
са 1 000 зерен превышала 40 г. Самые высо-
кие значения отмечены для линий, созданных 
с участием твердой пшеницы (195-3 (52,8 г), 
196-1 (48,0 г), 226-7 (46,0 г)) и T. kiharae (25-2 
(46,7 г) и 20-1 (45,9 г)). Только две линии име-
ли массу 1 000 зерен менее 30 г: 11-1 (27,7 г) 
и 13-3 (28,0 г).

Силу и направления связи между изучен-
ными признаками качества зерна оценивали 
с использованием линейного коэффициента 
корреляции Пирсона (табл. 2).

Со всеми изученными признаками значимо 
ассоциирован только уровень накопления бел-
ка. С содержанием клейковины установлена 
тесная положительная связь, а с остальными 
признаками — связи средней силы. Высокая 
положительная корреляция между содержа-
нием белка и клейковины в зерне показана 
в работах других ученых [21, 22]. Известно, 
что в клейковине на долю белков приходится 
в среднем 83%, в том числе клейковинообра-
зующих — 79,5%, а альбуминов и глобули-
нов — 4% [23]. Есть сведения о наличии об-
щих локусов, ассоциированных с содержанием 
белка и клейковины в зерне пшеницы [24, 25].

Наименьшее число статистически значимых 
корреляционных связей выявлено для массы 
1 000 зерен. Нами не установлено достовер-
ных связей данного признака с количеством 
и качеством клейковины, стекловидностью. 
Похожие результаты получены зарубежными 
учеными при изучении 20 генотипов пшеницы 

Таблица 2
Коэффициенты корреляции Пирсона между признаками качества зерна исследованных 

генотипов пшеницы
Содержание 

белка
Содержание 
клейковины ИДК Стекловидность Масса 1 000 зерен

Содержание белка 1,0000 0,9159** –0,4201* 0,6324** –0,4095*

Содержание 
клейковины 0,9159** 1,0000 –0,3284* 0,5604** –0,1961

ИДК –0,4201* –0,3284* 1,0000 –0,3505* 0,2402

Стекловидность 0,6324** 0,5604** –0,3505* 1,0000 –0,1099

Масса 1 000 зерен –0,4095* –0,1961 0,2402 –0,1099 1,0000

Примечание. уровни значимости: * — достоверно при Р <0,05, ** — достоверно при Р <0,001
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в трех локациях [26]. Масса 1 000 зерен с вы-
сокой степенью достоверности отрицательно 
ассоциирована только с содержанием белка 
в зерне (табл. 2). Отрицательная корреляция 
между содержанием белка в зерне и массой 
1 000 зерен усложняет селекцию на повыше-
ние обоих признаков одновременно. По этой 
причине, а также вследствие сложной полиген-
ной природы признака и его изменчивости под 
действием внешних факторов, достичь суще-
ственного повышения содержания белка в зер-
не пшеницы — непростая задача. Несмотря 
на то, что большинство сородичей пшеницы 
уступали сортам по массе 1 000 зерен, линии, 
полученные с их участием, характеризовались 
высокими значениями по данному признаку. 
Кроме того, выделены линии с чужеродным 
генетическим материалом, которые наряду 
с высокой массой 1 000 зерен имеют отличные 
показатели и по другим признакам качества 
зерна: линии 190-4/1, 195-3, 196-1, 226-7, 7, 
19, 25-2, 15-7-1, 2-7.

Заключение
Оценка различий качественных показате-

лей зерна (среднее за пять лет) между груп-
пами (сорта, образцы видов рода Triticum 
и интрогрессивные линии) на основании 
дисперсионного анализа и теста множествен-
ных сравнений Тьюки показала, что сородичи 
пшеницы значимо превосходили сорта мяг-
кой пшеницы по содержанию белка и клей-
ковины в зерне, качеству клейковины. Са-
мые высокие значения по содержанию белка 
в зерне выявлены для образцов дикорастущей 
и культурной полбы — T. dicoccoides (23,8%), 
T. dicoccum к-45926 (23,54%), T. dicoccoides 
к-5199 (23,1%); по накоплению клейкови-
ны — T. kiharae (46,43%); по качеству клейко-
вины — T.dicoccum к-45926 (75,6 усл. ед. ИДК) 
и T.kiharae (77,7 усл. ед. ИДК). Масса 1 000 зе-
рен, напротив, была достоверно выше в группе 
сортов. Однако образец T. kiharae (44,8 г) по 
данному признаку превышал не только других 
сородичей пшеницы (35,6–38,3 г), но и сорта 
(35,5–44,3 г). В группе интрогрессивных ли-
ний содержание белка и клейковины, ИДК, 
стекловидность, масса 1 000 зерен в среднем 
за весь период наблюдений составили соответ-
ственно 19,11%; 37,20%; 82,67 усл. ед; 58,55%; 
41,20 г., что ближе к значениям сортов.

Установлено статистически значимое вли-
яние генотипа, условий года и их взаимо-
действия на изменчивость всех изученных 
признаков (Р <0,01). Показано преобладание 
роли генотипа в вариации содержания белка, 
клейковины и массы 1 000 зерен, условий года 
выращивания — качества клейковины, а гено-
тип-средовых взаимодействий — стекловид-
ности. Выделены линии 190-4/1, 195-3, 196-1, 
226-7, 7, 19, 25-2, 15-7-1, 2-7 со стабильно вы-
сокими показателями по большинству изучен-
ных признаков качества зерна, представляю-
щие интерес для селекции мягкой пшеницы. 
Линии 15-7-1 и 19 переданы для научных ис-
следований, в том числе включения в селекци-
онный процесс в Научно-практический центр 
НАН Беларуси по земледелию (акт о передаче 
от 15 октября 2019 г.), во Всероссийский ин-
ститут генетических ресурсов растений име-
ни Н. И. Вавилова (договор № 2 от 21 ноября 
2022 г.) и в Институт ботаники, физиологии 
и генетики растений Национальной академии 
наук Таджикистана (договор № 1 от 31 января 
2023 г.).
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The main grain quality indices (the protein and gluten content, the gluten quality, vitrescence, and thousand-kernel 
weight) of spring common wheat varieties, the samples of tetraploid and hexaploid species of the genus Triticum and 
32 introgressive lines obtained using them were studied. A five-year observation period revealed that, on average, 
wheat relatives significantly exceeded common wheat varieties in the protein and gluten content of grain and the gluten 
quality, but were inferior in thousand-kernel weight. In the group of introgressive lines, the protein and gluten content, 
the gluten deformation index, vitrescence, and thousand-kernel weight were closer to the values of the varieties. Lines 
with the foreign genetic material, exceeding the initial varieties according to the grain quality characteristics studied, 
were identified. The lines are of interest for common wheat breeding.
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По результатам анализа транскриптомных данных сосны обыкновенной (Pinus sylvestris L.) идентифициро-
вано 55 контигов терпенсинтаз (TPS), представленных 1 261 EST-последовательностью. Для четырех ранее не 
описанных транскриптов генов TPS проведена аннотация и структурно-функциональный анализ. На основе го-
мологии транслируемых аминокислотных последовательностей с ранее охарактеризованными терпенсинтазами 
родов Pinus и Picea предсказана их потенциальная функция: участие в метаболизме монотерпенов — (–)-α-пи-
нена и (+)-3-карена, и сесквитерпена — α-фарнезена. Для анализируемых последовательностей терпенсинтаз 
показано наличие консервативных мотивов: N-концевого RR(X8)W и Aсп-насыщенного, характерного для 
терпенситаз I класса, мотива DDxxD. Проведено депонирование нуклеотидных и аминокислотных последо-
вательностей идентифицированных терпенсинтаз P. sylvestris в международной базе данных NCBI GenBank.

Ключевые слова: сосна обыкновенная, Pinus sylvestris L., высокопроизводительное секвенирование, тер-
пены, гены терпенсинтаз.

Введение
Терпены растений представлены широким 

классом природных химических веществ, 
включающим более 40 тыс. различных сое-
динений. Структура соединений представле-
на пятиуглеродными (C5) изопреноидными 
единицами изопентенилдифосфата и его изо-
мера — диметилаллилдифосфата. В зависи-
мости от количества содержания (C5)-единиц 
выделяют: гемитерпены (C5), монотерпены 
(C10), сесквитерпены (C15), дитерпены (C20), 
тритерпены (C30), тетратерпены (C40) или поли-
терпены (C5n) [1, 2]. Широкое комбинаторное 
разнообразие терпенов ассоциированно с ак-
тивностью терпенсинтаз (TPS) — основных 
ферментов биосинтеза терпенов. TPS катали-
зируют сложные реакции циклизации, пере-
группировки и элиминации, вызванные карбо-
катионами, действуют на один или несколько 
универсальных предшественников (включая 
диметилаллилдифосфат), создавая комби-
наторное разнообразие терпенов [3]. Таким 

УДК 630*165:577.21

образом, одна TPS может давать множество 
продуктов из-за стохастичности перегруппи-
ровки химических связей после образования 
необычных промежуточных карбокатионов. 
В зависимости от физиологического статуса 
и развития растений также отмечается при-
сутствие мультисубстратных терпенов. Кро-
ме того, предполагается, что предпочтение 
субстрата и профилей терпеновых продуктов 
может меняться в ответ на изменения окружа-
ющей среды [4].

Терпены для хвойных растений выступают 
в качестве первичного уровня устойчивости, 
участвуя в конститутивных и индуцированных 
защитных реакциях при проникновении насе-
комых-вредителей, а также патогенов [2, 5, 6]. 
Летучие терпены, в основном моно- и сескви-
терпены, играют значительную роль во взаи-
модействиях растений с окружающей средой, 
выступая в качестве сигнальных молекул для 
стимуляции защитных реакций в здоровых 
тканях того же растения, а также в соседних 
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растениях, кроме того, могут выполнять функ-
цию привлечения естественных врагов патоге-
нов и вредителей [3–5]. Помимо химической 
и физической защиты, конститутивные и ин-
дуцированные терпены хвойных растений, 
в основном геми- и монотерпены, могут вы-
полнять физиологическую и экологическую 
роль в защите от абиотических стрессов, таких 
как засуха, засоление, высокие и низкие тем-
пературы [6]. Ряд исследований показал, что 
некоторые терпены проявляют значительную 
антиоксидантную активность, что позволя-
ет предположить, что они могут играть роль 
в предотвращении окислительного стресса, 
вызванного абиотическими факторами [3, 7, 8].

Широко используются терпены и их произ-
водные в химической промышленности: при 
производстве парфюмерии и косметических 
средств, ароматизаторов и пищевых добавок 
[9–10]. Монотерпены хвойных растений ис-
пользуют и в фармакологии за счет проявления 
антимикробной, противовирусной и противо-
опухолевой активности [11–12].

К настоящему времени представлены не-
многочисленные работы по изучению TPS 
отдельных видов семейства Pinaceae, при 
этом данные об общем полном количестве 
генов TPS ограничены. Особенно затрудняет 
идентификацию TPS отсутствие прочитанных  
и/или аннотированных геномных данных 
хвойных видов. Так, наиболее охарактеризо-
ваны TPS в исследованиях Д. Э. Холла с соав-
торами [13], где представлено 16 различных 
генов Pinus contorta и 15 генов Pinus banksiana, 
в работе Д. М. Мартин с соавторами [14] опи-
сано девять различных TPS Picea abies. Для 
P. sylvestris в общедоступных данных пред-
ставлена ограниченная информация о нукле-
отидных или аминокислотных структурах 
терпенсинтаз. В международной базе нукле-
отидных данных NCBI GenBank содержится 
информация о четырех сесквитерпенсинтазах 
(STPS) P. sylvestris, охарактеризованных в ра-
ботах Д. Кепке с соавторами [15].

Исходя из этого, для более детального по-
нимания механизмов биосинтеза терпенов 
необходимо проводить исследования, направ-
ленные на скрининг новых генов семейства 
TPS P. sylvestris, изучение их разнообразия 
и структурно-функциональной организации.

Целью нашего исследования являлся по-

иск транскриптов генов терпенсинтаз (TPS) 
в транскриптомах сосны обыкновенной, с их 
последующей структурно-функциональной 
аннотацией.

Материалы и методы
В исследовании использовались транс-

криптомы сосны обыкновенной базы данных 
ГНУ «Институт леса НАН Беларуси». Мате-
риалом для RNA-seq являлись ювенильные 
(проростки) растения и средневозрастные ге-
неративные (40–45 лет) деревья сосны обык-
новенной. Для проростков тотальную РНК 
выделяли из корня и гипокотиля индивидуаль-
ных растений, объединенных в пул (всего про-
анализировано три транскриптома, общее чис-
ло растений — 49 шт.), для средневозрастных 
деревьев использовались ткани камбиальных 
зон вегетирующих побегов (проанализировано 
два транскриптома, число деревьев — 2 шт.), 
с применением набора GeneJET Plant RNA 
Purification Mini Kit (Thermo Fisher Scientific, 
США) по методике фирмы-производителя. 
Очистку РНК от примесей геномной ДНК 
выполняли с помощью DNase I, RNase-free 
(Thermo Fisher Scientific, США), а для инги-
бирования рибонуклеаз использовали RNase 
Inhibitor (Thermo Fisher Scientific, США). Для 
реакции обратной транскрипции матричной 
РНК с получением двухцепочечной кДНК 
использовали набор Maxima H Minus Double-
Stranded cDNA Synthesis Kit (Thermo Fisher 
Scientific, США). 

Создание фрагментированных библиотек 
кДНК для секвенирования (размер фрагмен-
та ≈200 п. н.) проводили с использованием 
набора Ion Plus Fragment Library Kit (Thermo 
Fisher Scientific, США). Эмульсионную ПЦР 
выполняли с применением набора Ion PGM 
Template OT2 200 Kit (Thermo Fisher Scientific, 
США) согласно инструкции компании-произ-
водителя в планшетном амплификаторе Ion 
One Touch 2 System (Thermo Fisher Scientific, 
США). Этап обогащения микросфер произ-
водился с использованием автоматической 
пробоподготовки Ion One Touch ES с при-
менением наборов Ion PGM Template OT2 
Solutions 200 Kit и Ion PGM Enrichment Beads 
(Thermo Fisher Scientific, США). Реакцию сек-
венирования выполняли на базе геномного 
анализатора Ion PGM System (Thermo Fisher 
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Scientific, США) с применением набора Ion 
PGM Sequencing 200 Kit v2 и полупроводнико-
вого микрочипа Ion 314 Chip v2 (Thermo Fisher 
Scientific, США). Первоначальную обработку 
данных, поступающих от геномного анализа-
тора, осуществляли в автоматическом режи-
ме при помощи программного обеспечения 
IonTorrent Suite v. 4.0 (Thermo Fisher Scientific, 
США). Окончательную обработку информа-
ции и сборку транскриптов генов проводили 
с использованием программного обеспечения 
UGENE (UniPro, Россия).

Структурно-функциональная аннотация 
транскриптомов проводилась согласно анали-
зу структурного сходства последовательностей 
(ISS-подход) в базе данных нуклеотидных по-
следовательностей и консервативных доменов 
NCBI CDD. Множественное выравнивание 
нуклеотидных последовательностей транс-
криптов проводили в программе MEGA 11. 
Трансляцию нуклеотидных последовательно-
стей с последующим множественным вырав-
ниванием проводили с использованием про-
граммного пакета CLC Sequence Viewer 6.3 
(Qiagen, США) и онлайн ресурса NCBI ORF 
finder. Филогенетический анализ проводился 
в программе MEGA11 [16]. Статистическая 
поддержка кластеризации оценивалась с по-
мощью бутстреп-анализа с использованием 
1 000 итераций.

Результаты и обсуждение
Поиск транскриптов TPS-локусов осущест-

влялся на основании наличия консервативных 
доменов: PF01397, PF03936 и cd00684. Всего 
для исследуемых транскриптомов P. sylvestris 
идентифицировано 55 контигов TPS, пред-
ставленных 1 261 EST-последовательностью. 
На основе функциональной характеристики 
и анализа сходства нуклеотидных последо-
вательностей в GenBank NCBI нами были 
идентифицированы TPS-локусы кодирующие 
монотерпенсинтазы [(+)-3-карен-синтаза, 
(–)-α-пинен-синтаза, (+)-α-пинен-синтаза], 
сесквитерпенсинтазы (α-фарнезен-синтаза, 
гермакрадиен-4-ол-синтаза) и дитерпенсин-
тазу (левопимарадиен/абиетадиен-синтаза). 
Из общего спектра TPS контигов идентифи-
цировано четыре транскрипта, содержащих 
полную открытую рамку считывания (ORF): 
№ 708, 1 282, 2 355 и 2 458.

Сравнительное изучение нуклеотидных 
последовательностей транскриптов сосны 
обыкновенной в базе данных NCBI позволи-
ло идентифицировать наиболее схожие им по 
нуклеотидной структуре транскрипты. Для 
контига № 708 наиболее близкой была ну-
клеотидная последовательность мРНК гена 
(–)-α-пинен-синтазы TPS-(–)apin1 P. contorta 
(учетная запись NCBI GenBank JQ240303.1, 
уровень сходства 95%); для контигов № 1 282 
и 2 458 — мРНК гена (+)-3-карен-синтазы 
TPS-(+)3car1 P. banksiana (учетная запись 
NCBI GenBank JQ240305.1, уровень сходства 
96 и 98%, соответственно); контиг № 2 355 
был наиболее схож с мРНК гена (E,E)-α-фар-
незен-синтазы/(E)-β-оцимен-синтазы гибрида 
рода елей Picea — P. engelmannii × P. glauca 
(учетная запись NCBI GenBank HQ426157.1, 
уровень сходства 90%), а среди рода Pinus 
наиболее близким транскриптом для контига 
№ 2 355 явилась мРНК гена α-фарнезен-синта-
зы Pinus taeda (учетная запись NCBI GenBank 
AF543528.1, уровень сходства 79%).

На основе анализа в онлайн ресурсе NCBI 
ORF finder установлены открытые рамки 
считывания (ORF) для анализируемых транс-
криптов генов TPS. Их длина для № 708 со-
ставила 1 884 п. о, кодирующих 627 амино-
кислот; для № 1 282 — 1 773 п. о, кодирующих 
590 аминокислот; для № 2 355 — 1 716 п. о, 
кодирующих 571 аминокислоту; и для 
№ 2458 — 1 881 п. о, кодирующих 626 амино-
кислот. С использованием программы Protein 
BLAST был проведен поиск гомологов транс-
лируемых аминокислотных последователь-
ностей идентифицированных терпенсинтаз 
в базе данных GenBank NCBI, с последующей 
оценкой степени их сходства. Для контига 
№ 708 сходство аминокислотной последова-
тельности транслируемого региона состави-
ло 90% c наиболее близкой аминокислотной 
последовательностью (–)-α-пинен-синтазы 
P. contorta (учетная запись NCBI GenBank: 
AFU73855.1 — транслируемая последова-
тельность JQ240303.1; UniProtKB/Swiss-Prot: 
R9QMR3.1). Аминокислотным последова-
тельностям транслируемых участков кон-
тигов № 1 282 и 2 458 наиболее близкими 
по структуре явились последовательности 
(+)-3-карен-синтазы: P. contorta (учетная за-
пись NCBI GenBank: AFU73859.1 — транс-
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лируемая последовательность JQ240307.1; 
UniProtKB/Swiss-Prot: R9QMW8.1, сходство 
96%) и P. banksiana (учетная запись NCBI 
GenBank: AFU73857.1 — транслируемая по-
следовательность JQ240305.1; UniProtKB/
Swiss-Prot: R9QMW4.1, сходство 98%), соот-
ветственно. Транслируемая аминокислотная 
последовательность контига № 2 355 наиболь-
шую схожесть имела c (E,E)-α-фарнезен-син-
тазой/(E)-β-оцимен-синтазой гибрида рода 
Picea — P. engelmannii × P. glauca (учетная 
запись NCBI GenBank: ADZ45514.1 — транс-
лируемая последовательность HQ426157.1; 
UniProtKB/Swiss-Prot: F2XF99.1, уровень 
сходства 87%).

Для четырех идентифицированных амино-
кислотных последовательностей терпенсин-
таз P. sylvestris (контиги № 708, 1 282, 2 355 
и 2 458) проводился кластерный анализ с ис-
пользованием 45 ранее известных амино-
кислотных последовательностей для видов 
родов Pinus и Picea из базы данных NCBI 
GenBank со следующими учетными номера-
ми: P. banksiana (AFU73842.1–AFU73844.1, 
AFU73848.1–AFU73850.1, AFU73854.1, 
AFU73856.1–AFU73858.1, AFU73860.1); 
P. contorta  (AFU73845.1–AFU73847.1, 
AFU73851.1–AFU73853.1, AFU73855.1, 
AFU73859.1, AFU73861.1); Pinus greggii 
(AFJ73549.1); Pinus kesiya var. langbianensis 
(AIY22674.1, AQZ36562.1); Pinus massoniana 
(AGW25369.1, AIL88641.1, QDZ38469.1, 
QLH02025.1, QMU23999.1); Pinus nigra 
subsp. laricio putative  (UMW72395.1); 
Pinus pseudostrobus (AFJ73572.1); Pinus 
pseudostrobus var. estevezii (AFJ73569.1); 
Pinus sabiniana (AEB53064.1); P. sylvestris 
(ABV44452.1–ABV44454.1, ADH29869.1); 
Pinus tabuliformis (ABY65904.1); Pinus taeda 
(AAO61225.1, AAO61227.1, AAO61228.1, 
Q84KL5.1); Pinus teocote (AFJ73576.1); P. abies 
(AAS47697.1); P. engelmannii × P. glauca 
(ADZ45514.1); Picea sitchensis (ADU85928.1). 
В качестве внешней группы использовалась 
аминокислотная последовательность энт-кау-
рен синтазы представителя мохообразных рас-
тений — Physcomitrium patens (учетная запись 
NCBI GenBank: BAF61135.1 гена PpCPS/KS). 
Кластерный анализ проводился с использо-
ванием метода ближайшего соседа (neighbor-
joining, NJ) и бутстреп-теста на основе 1 000 

итераций. Всего в анализ были включены 924 
аминокислотных сайта 50 аминокислотных 
последовательностей. На рисунке 1 представ-
лены результаты кластерного анализа.

Как видно из структуры дендрограммы 
(рис. 1) исследуемые контиги P. sylvestris отно-
сятся к трем кладам при максимальном уров-
не бутстреп-поддержки в 100%. Так, клада, 
обазначенная нами как TPS-(–)apin, включает 
восемь аминокислотных последовательно-
стей, функционально охарактеризованных как 
(–)-α-пинен-синтазы рода Pinus (QDZ38469.1, 
QLH02025.1, QMU23999.1, AQZ36562.1, 
AFU73855.1, AFU73856.1, AAO61225.1, 
ABY65904.1) и идентифицированного нами 
контига № 708. Транслируемая аминокислот-
ная последовательность контига № 2 355 кла-
стеризуется вместе с представителями родов 
Pinus и Picea, отнесенных авторами к α-фарне-
зен-синтазам (P. taeda, Q84KL5.1), (E,E)-α-фар-
незен-синтазам (P. abies, AAS47697.1) или 
(E,E)-α-фарнезен-синтаза/(E)-β-оцимен-син-
таза (P. engelmannii × P. glauca, ADZ45514.1), 
и формируют общую кладу, отмеченную как 
TPS-afarn. Две аминокислотные последова-
тельности контигов № 1 282 и 2 458, относят-
ся к различным ветвям одной общей клады, 
обозначенной нами как TPS-(+)car, совмест-
но с пятью (+)-3-карен-синтазами родов Pinus 
(AFU73857.1–AFU73859.1, UMW72395.1) 
и Picea (ADU85928.1).

Полученные результаты кластеризации по-
зволяют разделить идентифицированные нами 
транскрипты генов терпенсинтаз P. sylvestris 
согласно гомологии их структур с ранее из-
вестными терпенсинтазами. Нуклеотидные 
и аминокислотные последовательности но-
вых терпенсинтаз P. sylvestris депонированы 
нами в международную базу NCBI GenBank 
под следующими учетными записями: контиг 
№ 708, (–)-α-пинен-синтаза — PP210211.1 
и WVH32569.1; № 1 282, (+)-3-карен-син-
т а з а   —   P P 2 1 0 2 1 3 . 1  и  W V H 3 2 5 7 1 . 1 ; 
№ 2 355, α-фарнезен-синтаза — PP210210.1 
и WVH32568.1; № 2 458, (+)-3-карен-синта-
за — PP210212.1 и WVH32570.1.

Проведен анализ множественного выравни-
вания аминокислотных последовательностей 
терпенсинтаз, составляющие клады дендро-
граммы: TPS-(–)apin, TPS-afarn и TPS-(+)car.  
Количество аминокислот в исследуемых пепти-
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Рис. 1. Дендрограмма сходства исследуемых аминокислотных последовательностей TPS

дах варьировало, как и присутствие консер-
вативных сайтов: последовательности клады 
TPS-(–)apin характеризуюся длиной от 624 до 
629 а. о. и содержат 383 консервативные ами-
нокислоты; TPS-afarn — 574–587 а. о., из них 
395 являются консервативными; TPS-(+)car 
клада включает (+)-3-карен-синтазы длиной от 
589 (контиг № 1 282, WVH32571.1, содержа-
щий делецию в 37 а. о. на N-конце) до 627 а. о., 
включающих 444 консервативные аминокис-
лоты. Характерной особенностью анализи-
руемых пептидов являлось наличие консер-
вативных мотивов: N-концевого RR(X8)W 
(рис. 2), преположительно необходимого для 
катализа циклизации монотерпенов, и Aсп-на-
сыщенного мотива DDxxD, консервативного 
для терпенситаз I класса (рис. 3), участвую-

щего в координации связывания субстрата 
посредством образования солевых мостиков 
двухвалентных катионов [3, 17].

Исходя из полученных данных, для амино-
кислотных последовательностей идентифи-
цированных транскриптов генов терпенсин-
таз (TPS) P. sylvestris на основе гомологии 
с ранее функционально охарактеризованны-
ми ортологичными терпенсинтазами родов 
Pinus и Piceae предсказана их потенциальная 
функция. Уровень сходства транслируемых 
аминокислотных последовательностей TPS 
P. sylvestris с наиболее близкими ортологами 
хвойных видов варьировал от 87 до 98%.

Заключение
Исследования, направленные на изучение 
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Рис. 2. Фрагмент множественного выравнивания аминокислотных последовательностей терпенсинтаз, состав-
ляющих клады дендрограммы: TPS-(–)apin, TPS-afarn, TPS-(+)car. Рамкой отмечен N-концевой мотив RR(X8)W

Рис. 3. Фрагмент множественного выравнивания аминокислотных последовательностей терпенсинтаз, составля-
ющих клады дендрограммы: TPS-(–)apin, TPS-afarn, TPS-(+)car. Рамкой отмечен мотив DDxxD

молекулярных механизмов, регулирующих 
синтез терпенов хвойных пород, являются 
актуальными в связи с широким спектром вы-

полняемых ими защитных функций, а также 
их применения в биотехнологической отрасли 
и химической промышленности. В результате 
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анализа транскриптомных данных P. sylvestris 
нами идентифицированы транскрипты че-
тырех ранее не описанных генов терпенсин-
таз. На основе структурно-функциональной 
аннотации, а также гомологии с ранее оха-
рактеризованными терпенсинтазами родов 
Pinus и Picea, предсказана их потенциальная 
функция. Идентифицированные гены TPS 
P. sylvestris, предположительно, участвуют 
в метаболизме монотерпенов — (–)-α-пинена 
и (+)-3-карена, и сесквитерпена — α-фарнезе-
на. Их нуклеотидные и аминокислотные после-
довательности депонированы в NCBI GenBank 
под номерами: PP210210.1–PP210213.1, 
WVH32568.1–WVH32571.1.
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As a result of the transcriptomic data analysis of Pinus sylvestris, 55 terpene synthase contigs (TPS) represented by 
1261 EST sequences were identified. Annotation and structural-functional analysis were carried out for four previously 
undescribed TPS gene transcripts. Based on the homology of the translated amino acid sequences with previously 
characterized terpene synthases of the genera Pinus and Picea, their potential function was predicted: participation in 
the metabolism of monoterpenes — (–)-α-pinene and (+)-3-carene, and sesquiterpene — α-farnesene. The analyzed 
terpene synthase sequences show the presence of conserved motifs: the N-terminal RR(X8)W and the Asp-saturated 
DDxxD motif, characteristic of class I terpene synthases. The nucleotide and amino acid sequences of the identified 
P. sylvestris terpene synthases were deposited with the International Database NCBI GenBank.
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ИЗУЧЕНИЕ УРОВНЯ ЭКСПРЕССИИ ГЕНОВ HvGT-8, HvGT-10 
И HvGT-42 У СОРТОВ ОЗИМОГО ЯЧМЕНЯ В МОДЕЛИРУЕМЫХ 

УСЛОВИЯХ ХОЛОДОВОГО СТРЕССА

Государственное научное учреждение 
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Республика Беларусь, 220141, г. Минск, ул. Ф. Скорины, 34
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Исследован уровень экспрессии генов HvGT-8, HvGT-10 и HvGT-42, кодирующих белки семейства Trihelix, 
в сортах озимого ячменя Тереза и Нектария, обладающих различным уровнем морозостойкости, в моделируе-
мых условиях холодового стресса. Показано статистически значимое снижение уровня экспрессии гена HvGT-8 
в указанных сортах на каждом из моделируемых этапов холодового стресса, за исключением сорта Нектария 
при наступлении условий +4 °С. При изучении уровня экспрессии гена HvGT-10 для сорта Тереза было показано 
статистически значимое изменение уровня его экспрессии от снижения до 0,78 при +2 °С до увеличения в 1,40 
раза при +2/–2 °С. Для сорта Нектария наблюдались статистически значимые колебания уровня экспрессии гена 
HvGT-10 от снижения до 0,70 при +4 °С до увеличения в 1,56 раза при +2 °С. Исследование уровня экспрессии 
гена HvGT-42 выявило статистически значимое увеличение уровня его экспрессии для сорта Нектария через 
4 ч после наступления условий –2 °С. Экспрессия данного гена возрастала также и у сорта Тереза в 1,46 и 1,51 
раза при наступлении условий +2 и –4℃ соответственно. Однако при наступлении условий +4, –2 и +2/–2 °С 
у данного сорта наблюдалось уменьшение показателя уровня экспрессии указанного гена.

Ключевые слова: озимый ячмень, морозостойкость, семейство генов Trihelix, уровень экспрессии генов, 
транскрипционные факторы.

Введение
Ячмень — одна из важнейших злаковых 

культур в мире. Растения данного злака легко 
адаптируются к широкому спектру условий 
выращивания, а также имеют высокий потен-
циал продуктивности. Из-за высокого геном-
ного разнообразия и уникальных морфологи-
ческих свойств ячмень широко используется 
как модель для изучения различных видов 
абиотического стресса [1, 2].

В Республике Беларусь ячмень является 
основной злаковой культурой, используемой 
для включения в рацион сельскохозяйствен-
ных животных. По данным Национального 
статистического комитета (на июль 2023 г.), 
площади под посевами ячменя в стране по-
следние годы занимают около 391,5 тыс. га, 
что составляет 15,5% от всех площадей, за-
нятых под зерновые и зернобобовые, и 6,8% 
от всех посевных площадей в стране. Около 
60 тыс. га из них занимает озимый ячмень. 
В Государственный реестр сортов, допущен-

УДК 577.218:575.167

ных к использованию по состоянию на 2023 г., 
включено 13 сортов озимого ячменя [3].

Холод является одним из наиболее важных 
абиотических стрессов, которые ограничи-
вают производство и снижают урожайность 
сельскохозяйственных культур в зонах уме-
ренного климата, к которому относится и Ре-
спублика Беларусь. Поэтому важной областью 
исследований, в том числе и с экономической 
точки зрения, является изучение механизмов 
акклиматизации к холоду и развития морозо-
устойчивости, поскольку озимые зерновые 
должны выдерживать отрицательные темпера-
туры зимой [4]. Молекулярное исследование 
этого сложного мультигенного признака может 
помочь в ближайшем будущем вывести сорта 
озимых зерновых культур и ячменя в частно-
сти с высоким уровнем морозоустойчивости, 
что является одной из важнейших задач, стоя-
щих перед селекционерами в настоящее время. 

Рост и продуктивность растений находятся 
под постоянной угрозой из-за изменений окру-
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жающей среды в виде биотических и абиоти-
ческих стрессов. Транскрипционные факторы, 
играющие очень важную роль в передаче сиг-
нала у растений в ответ на стресс, связывают-
ся со специфическими областями промотора 
гена и цис-действующими элементами для 
активации или ингибирования транскрипции 
[5]. У растений обнаружено более 60 семейств 
транскрипционных факторов, многие из ко-
торых тщательно изучены с целью оценки их 
физиологических функций. Одними из первых 
транскрипционных факторов, обнаруженных 
у растений, которые принимают участие в раз-
нообразных процессах развития и реакциях 
на абиотический стресс, являются белки се-
мейства Trihelix [6]. На данный момент эти 
ДНК-связывающие белки обнаружены только 
у растений [7].

Гены, кодирующие белки данного семейства, 
в основном изучались у двудольных растений, 
таких как арабидопсис, томат и хризантема, 
тогда как на однодольных растениях иссле-
дования практически не проводились [8]. Это 
семейство, известное также как GT факторы, 
было названо в соответствии с его консерва-
тивным ДНК-связывающим доменом, который 
специфически связывается с мотивом GT, све-
точувствительным регуляторным элементом 
ДНК. Структура ДНК-связывающего домена 
Trihelix включает три α-спирали, разделен-
ные двумя петлями, и по последовательности 
аналогична ДНК-связывающим доменам Myb 
растений. Аминокислотные последователь-
ности этих функциональных доменов демон-
стрируют высокую степень консервативности, 
обычно со сходством либо на N-конце, либо на 
С-конце. В соответствии с изменениями в их 
альфа-спиральном домене семейство Trihelix 

было разделено на пять подсемейств, обо-
значаемых соответственно как I (или SH4), II 
(или GT-1), III (или GTγ), IV (или SIP1), и V 
(или GT-2) [5, 9, 10].

В последние годы было показано, что белки 
семейства Trihelix участвуют в реакции расте-
ний на различные виды абиотического стресса 
(засуха, засоление, в том числе и холод) [6]. 
Таким образом, изучение семейства данных 
генов, в ответ на абиотический стресс, явля-
ется актуальным вопросом в настоящее время. 
В связи с этим целью нашего исследования 
было изучение уровня экспрессии генов се-
мейства Trihelix (HvGT-8, HvGT-10 и HvGT-42) 
у сортов озимого ячменя Тереза и Нектария, 
обладающих различным уровнем морозостой-
кости, в моделируемых условиях холодового 
стресса.

Материалы и методы
Растительный материал и условия выра-

щивания растений
Объектом исследования послужили сорта 

озимого ячменя французской селекции Тереза 
и Нектария, отличающиеся по уровню моро-
зостойкости. Так, сорт Тереза, согласно поле-
вой оценке, обладает высоким уровнем моро-
зоустойчивости [11], Нектария же — низким 
[12]. Данные образцы были переданы отделом 
ячменя РУП «Научно-практический центр 
НАН Беларуси по земледелию» (г. Жодино). 
Растения высаживались в питательный тор-
фяной грунт «ДВИНА» (ПУ «Витебскторф») 
в климатической камере Pol-Eko-Aparatura 
KK1200Fit при относительной влажности 80% 
и интенсивности освещения 15 000 лк. При 
выращивании растений был использован ре-
жим, представленный в таблице 1.

Таблица 1
Условия выращивания озимого ячменя, моделирующие прохождение заморозков

Номер этапа Условия Количество дней от посадки семян
1 16/10 °С (12 ч день/12 ч ночь) 14
2 10/4 °С (12 ч день/12 ч ночь) 38
3 4 °С (48 ч ночь) 44
4 2 °С (60 ч ночь), затем –2 °С (12 ч ночь) 48
5 5 дней 2 °С (12 ч)/–2 °С (12 ч) 55
6 –4 °С (12 ч) 56

Примечание. полужирным шрифтом выделены стадии, на которых проходило выделение РНК
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Получение препаратов РНК
Выделение РНК из узлов кущения растений 

на различных стадиях роста было осущест-
влено при помощи реагента для выделения 
суммарной РНК ExtractRNA (Евроген, Россия) 
согласно протоколу производителя.

Получение препаратов кДНК
Перед синтезом кДНК полученные препара-

ты РНК были обработаны ДНКазой (DNase I, 
RNase-free (Thermo scientific, ЕС)) по предло-
женному производителем протоколу. Синтез 
кДНК проводили с использованием ArtMMLV 
Total (ООО «АртБиоТех», Беларусь) согласно 
протоколу, предложенному производителем.

Проведение ПЦР в режиме реального времени
Для проведения ПЦР в режиме реального 

времени использовали смесь ArtMix Color 
(ООО «АртБиоТех», Беларусь) согласно про-
токолу производителя. При постановке реак-
ции для каждого сорта использовали по три 
биологические повторности, каждая из кото-
рых включала три растения. При этом каждая 
биологическая повторность также была пред-
ставлена тремя аналитическими повторностя-
ми. Для проведения амплификации была ис-
пользована следующая программа:

1 цикл продолжительностью 3 мин при 
95 °С; 38 циклов, включающих в себя: 15 сек 
при 95 °С, 20 сек при температуре отжига, ука-
занной в таблице 2, 30 сек при 72 °С.

Последовательности праймеров отдельных 
HvGT генов и референсного гена, кодирую-
щего первичную последовательность актина, 
приведена в таблице 2.

Таблица 2
Нуклеотидные последовательности праймеров, используемых для анализа экспрессии 

отдельных HvGT генов

Название гена Последовательность праймера, 5' → 3' Длина ПЦР продукта, п. н. Tm, °С

HvGT-8 F - CTTCGCCCGCATTATCAGT
R - CTCGTTGTCATCGTCCTCTTCC 107 60

HvGT-10 F - TGTGAGGGAGCTGAACGAGC
R - GTTTGGCCTCTGGAACTGTATC 147 62

HvGT-42 F - TGCAGAAAACTCAAGGACA
R - TCTCATGCCATAGCATATCGA 94 60

Hv_ACT F - GGCGCAGTCCAAGAGAGGTATC
R - CAACACAGGGTGCTCCTCGGG 142 56–64

(1)

(2)

(3)

Статистическая обработка данных
Количество целевого транскрипта рассчи-

тывали относительно числа копий мРНК ре-
ференсного гена, кодирующего первичную 
структуру актина, который стабильно экспрес-
сируется в клетках вне зависимости от внеш-
них воздействий на организм. Кратность изме-
нения уровня экспрессии определенного HvGT 
гена в исследуемых условиях относительно 
нормальных условий проводили по методу 
2–ΔΔC , допуская, что уровень эффективности 
амплификации всех праймеров равен 100%, 
где

–ΔΔCT — изменение уровня экспрессии опре-
деленного HvGT гена в исследуемых условиях 
относительно нормальных условий рассчиты-
вали по формуле 1:

–ΔΔCT = ΔCT (тест) – ΔCT (н. у.), где

ΔCT (тест) — изменение уровня экспрессии 
определенного HvGT гена относительно рефе-
ренсного гена актина в исследуемых условиях;

ΔCT (н. у.) — изменение уровня экспрессии 
определенного HvGT гена относительно рефе-
ренсного гена актина в нормальных условиях.

ΔCT (тест) и ΔCT (н. у.) рассчитывали по форму-
лам 2, 3:

ΔCT (тест) = CT (HvGT, тест) – CT (ACT, тест)

ΔCT (н. у.) = CT (HvGT, н. у.) – CT (ACT, н. у.), где

T
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CT (HvGT, тест) — пороговый цикл для опреде-
ленного HvGT гена в исследуемых условиях;

CT (ACT, тест) — пороговый цикл для референс-
ного гена актина в исследуемых условиях;

CT (HvGT, н. у.) — пороговый цикл для опреде-
ленного HvGT гена в нормальных условиях;

CT (ACT, н.у.) — пороговый цикл для референсно-
го гена актина в нормальных условиях [13, 14].

Статистическую обработку данных прово- 
дили с использованием пакета программ 
Microsoft Excel (Microsoft Corporation, USA). 
В частности, сравнение выборок с целью выяв-
ления статистически значимых отличий между 
ними проводилось при помощи однофактор-
ного дисперсионного анализа.

Результаты и обсуждение
Ранние исследования арабидопсиса показы-

вают, что гены семейства Trihelix играют мно-
жество ролей в различных процессах развития 
растения [15]. В последние годы данные пока-
зали, что белки указанного семейства транс-
крипционных факторов участвуют в реакции 
растений на различные виды абиотического 
стресса, в том числе и холодового [16–18].

Нами было проведено исследование уровня 
экспрессии генов HvGT-8, HvGT-10 и HvGT-42 
методом ПЦР в режиме реального времени 
в условиях моделирования холодового стресса 
у сортов озимого ячменя Тереза и Нектария, 
обладающих различным уровнем морозостой-
кости. Уровень экспрессии указанных генов 
измеряли через 4 ч после наступления соответ-

ствующего этапа моделируемых условий, вы-
деленного в таблице 1 полужирным шрифтом.

Результаты изменения уровня экспрессии 
гена HvGT-8 приведены на рисунке 1. Иссле-
дование уровня экспрессии данного гена пока-
зало снижение указанного показателя в сортах 
Тереза и Нектария на каждом из моделируе-
мых этапов холодового стресса по сравнению 
с контрольными образцами за исключением 
сорта Нектария при наступлении условий 
+4 °С (4 ч), для которого оно оказалось стати-
стически не достоверным (рис. 1). Снижение 
уровня экспрессии гомологичного гена TaGT-8 
также было показано J. Xiao с соавторами при 
анализе профилей экспрессии генов семейства 
Trihelix в листьях пшеницы, находящихся в ус-
ловиях холодового стресса (+4 °С) [6]. При +2 
и +2/–2 °С изменение уровня экспрессии гена 
HvGT-8 в исследуемых сортах было практиче-
ски равным. Так, при +2 °С уровень экспрес-
сии у Терезы и Нектарии составлял 0,39 и 0,45; 
а при +2/–2 °С — 0,38 и 0,33 соответственно. 
При –2 и –4 °С у устойчивого к холоду сорта 
Тереза наблюдалось большее снижение уров-
ня экспрессии гена HvGT-8 по сравнению 
с чувствительным к холоду сортом Нектария. 
Для сорта Тереза значения данного показа-
теля составили 0,26 и 0,24; для сорта Некта-
рия — 0,51 и 0,54 соответственно от уровня 
его экспрессии в контрольных образцах. Наи-
большее статистически значимое снижение 
уровня экспрессии данного гена для сорта Те-
реза наблюдалось через 4 ч после наступления 

Рис. 1. Относительный уровень экспрессии гена HvGT-8 у сортов озимого ячменя Тереза и Нектария в модели-
руемых условиях холодового стресса. На диаграмме представлены средние значения и стандартные отклонения. 
Уровень экспрессии гена HvGT-8 у растений, не подвергающихся холодовому стрессу, равен 1. P <0,01 (**) по 

сравнению с контролем



А. Н. Заинчковская и др. Изучение уровня экспрессии...

Молекулярная и прикладная генетика. Том 36, 2024 г.

47

условий –4 °С, а для сорта Нектария — через 
4 ч после наступления условий +2/–2 °С и для 
данных образцов оно было равным 0,24 и 0,33 
при значении «1» в контрольных образцах, не 
подвергающихся холодовому стрессу.

При изучении уровня экспрессии гена 
HvGT-10 (рис. 2) для сорта Тереза было по-
казано статистически значимое изменение 
уровня его экспрессии от снижения до 0,78 
при +2 °С до увеличения в 1,40 раза при  
+2/–2 °С по сравнению с уровнем его экспрес-
сии в контрольных образцах. Для сорта Нек-
тария наблюдались статистически значимые 
колебания уровня экспрессии гена HvGT-10 
от снижения до 0,70 при +4 °С до увеличения 
в 1,56 раза при +2 °С по сравнению с уровнем 
его экспрессии в контрольных образцах. Сле-
дует отметить, что при +2/–2 °С изменение 
уровня экспрессии данного гена, так же как 
и гена HvGT-8, в исследуемых сортах было 
практически равным. В указанных услови-
ях было показано увеличение его экспрес-
сии в 1,40 раза для сорта Тереза и 1,41 раза 
для сорта Нектария по сравнению с уровнем 
его экспрессии в контрольных образцах. При 
+2 °С для сорта Тереза наблюдалось снижение 
уровня экспрессии гена HvGT-10 до 0,78; в то 
время как для сорта Нектария — увеличение 
в 1,56 раза. В исследовании K. Li с соавторами 
было показано, что большинство генов семей-
ства Trihelix в листьях сорго проявляли высо-
кий уровень экспрессии после 2-часового воз-
действия низкой температуры (+4℃), однако 

были и те, которые экспрессировались после 
24-часового воздействия холодового стресса, 
в том числе и гомологичный ген SbTH-10 [16]. 
Увеличение уровня экспрессии гомологично-
го гена TaGT-10 было показано в вышеупомя-
нутом исследовании J. Xiao с соавторами [6], 
что согласуется с данными, полученными для 
сорта Нектария.

Исследование уровня экспрессии гена 
HvGT-42 (рис. 3) показало статистически зна-
чимое увеличение указанного показателя для 
сорта Нектария через 4 ч после наступления 
условий –2 °С, которое колебалось от 1,84 
раза через 4 ч после наступления условий 
–4 °С, и до 2,60 раза через 4 ч после насту-
пления условий +2/–2 °С. Следует отметить, 
что экспрессия данного гена возрастала также 
и у сорта Тереза в 1,46 и 1,51 раза через 4 ч по-
сле наступления условий +2 и –4 °С соответ-
ственно. Однако при наступлении условий +4, 
–2 и +2/–2 °С (4 ч) у данного сорта наблюда-
лось уменьшение показателя уровня экспрес-
сии гена HvGT-42, который составил 0,82; 0,72 
и 0,41 при значении «1» в контрольных образ-
цах, не подвергающихся холодовому стрессу, 
соответственно. Как и для гена HvGT-8, при 
–2 °С у устойчивого к холоду сорта Тереза на-
блюдалось снижение уровня экспрессии гена 
HvGT-42 до 0,72; в то время как для чувстви-
тельного к холоду сорта Нектария наблюда-
лось его увеличение в 2,18 раза. При +2/–2 °С 
также наблюдалось снижение уровня экспрес-
сии гена HvGT-42 до 0,41 для сорта Тереза 

Рис. 2. Относительный уровень экспрессии гена HvGT-10 у сортов озимого ячменя Тереза и Нектария в модели-
руемых условиях холодового стресса. На диаграмме представлены средние значения и стандартные отклонения. 
Уровень экспрессии гена HvGT-10 у растений, не подвергающихся холодовому стрессу, равен 1. P <0,01 (**) по 

сравнению с контролем
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Рис. 3. Относительный уровень экспрессии гена HvGT-42 у сортов озимого ячменя Тереза и Нектария в модели-
руемых условиях холодового стресса. На диаграмме представлены средние значения и стандартные отклонения. 
Уровень экспрессии гена HvGT-42 у растений, не подвергающихся холодовому стрессу, равен 1. P <0,01 (**) по 

сравнению с контролем

и увеличение в 2,60 раза для сорта Нектария. 
Как и для сорта Нектария, увеличение уровня 
экспрессии гена ShCIGT, гомологичного гену 
HvGT-42, было показано C. Yu с соавторами 
при исследовании холодового стресса и засу-
хи у томатов [19].

Таким образом, результаты показывают, что 
на отдельных этапах моделирования условий 
воздействия холодового стресса уровень экс-
прессии генов HvGT-8, HvGT-10 и HvGT-42 раз-
личается. В ходе проведенного исследования 
было показано уменьшение уровня экспрессии 
гена HvGT-8 как у устойчивого к холоду сорта 
Тереза, так и у чувствительного к холоду сорта 
Нектария. При этом при –2 и –4 °С у сорта Те-
реза наблюдалось большее снижение уровня 
экспрессии данного гена по сравнению с сор-
том Нектария. Различие в уровне экспрессии 
было установлено также и для генов HvGT-10 
и HvGT-42. Однако для указанных генов бы-
ло установлено снижение их уровня экспрес-
сии у сорта Тереза и увеличение у сорта Не-
ктария (при +2 °С для гена HvGT-10 и при –2 
и +2/–2 °С для гена HvGT-42). До настоящего 
времени в научной литературе для ячменя не 
было описано влияние холодового стресса на 
уровень экспрессии генов семейства Trihelix. 
Полученные результаты говорят о возможном 
участии исследуемых генов в ответ на холо-
довой стресс и подтверждают данные о том, 
что гены семейства Trihelix демонстрируют 
многовариантную реакцию в ответ на абиоти-
ческий стресс, в том числе и холодовой, при 

этом важно учитывать виды стресса, а также 
силу и его длительность [6].

В настоящее время ведутся поиски корре-
ляции между уровнем экспрессии отдельных 
генов, кодирующих семейство белков Trihelix, 
и силой ответа на разные виды стресса, вклю-
чая морозостойкость, с целью поиска моле-
кулярных маркеров, позволяющих упростить 
селекционный отбор [6]. Однако морозостой-
кость — это полигенный признак, и контро-
лирующие его гены, в том числе и гены се-
мейства Trihelix, расположены практически 
на всех хромосомах. Гены HvGT-8, HvGT-10 
и HvGT-42 являются частью всей совокуп-
ности этих генов, и анализ уровня только их 
экспрессии не может объяснить всех феноти-
пических отличий по данному признаку. Тем 
не менее важно понимать вклад каждого гена 
для разработки стратегии геномной селекции.

Заключение
В результате исследования показано влия-

ние холодового стресса в моделируемых ус-
ловиях на уровень экспрессии генов HvGT-8, 
HvGT-10 и HvGT-42 в сортах озимого ячменя 
Тереза и Нектария, обладающих различным 
уровнем морозостойкости. Так было выявле-
но статистически значимое (P <0,01) сниже-
ние уровня экспрессии гена HvGT-8 во всех 
изученных образцах на каждом из моделиру-
емых этапов холодового стресса по сравнению 
с контрольными образцами. При наступлении 
условий +2 °С (4 ч) и +2/–2 °С (4 ч) уровень его 
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экспрессии у данных сортов оказался практи-
чески равным, в то время как при –2 и –4 °С 
у устойчивого к холоду сорта Тереза наблю-
далось большее снижение уровня экспрессии 
данного гена по сравнению с чувствительным 
к холоду сортом Нектария. Самый низкий 
показатель уровня экспрессии гена HvGT-8 
для сорта Тереза наблюдался через 4 ч после 
наступления условий –4 °С, и для данного 
образца он составил 0,24; а для сорта Некта-
рия — через 4 ч после наступления условий 
+2/–2 °С и составил 0,33 при значении «1» 
в контрольных образцах, не подвергающихся 
холодовому стрессу. При изучении уровня экс-
прессии гена HvGT-10 для сорта Тереза было 
показано статистически значимое изменение 
уровня его экспрессии от снижения до 0,78 при 
+2 °С до увеличения в 1,40 раза при +2/–2 °С, 
а для сорта Нектария — от снижения до 0,70 
при +4 °С до увеличения в 1,56 раза при +2 °С 
по сравнению с уровнем его экспрессии в кон-
трольных образцах. Показано наибольшее 
статистически значимое увеличение уровня 
экспрессии гена HvGT-42 для сорта Тереза 
в 1,51 раза при –4 °С и для сорта Нектария 
в 2,60 раза при +2/–2 °С. Для сорта Тереза так-
же было показано статистически достоверное 
снижение уровня экспрессии указанного гена 
при +4, –2 и +2/–2 °С (4 ч) до 0,82, 0,72 и 0,41 
при значении «1» в контрольных образцах, не 
подвергающихся холодовому стрессу, соот-
ветственно. 

Таким образом, уровень экспрессии генов 
HvGT-8, HvGT-10 и HvGT-42, в сортах озимого 
ячменя различается в ответ на моделирование 
холодового стресса. В связи с этим представ-
ляет интерес изучение экспрессии указанных 
генов в совокупности с другими генами, вли-
яющими на данный признак.
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The expression level of the genes HvGT-8, HvGT-10 and HvGT-42, encoding proteins of the Trihelix family, was 
studied in the winter barley varieties Teresa and Neсtaria, which have different levels of frost resistance under simulated 
cold stress conditions. A statistically significant decrease in the expression level of the HvGT-8 gene in these varieties 
was shown at each of the simulated stages of cold stress, with the exception of the Neсtaria variety when conditions 
reached +4℃. When studying the expression level of the HvGT-10 gene for the Teresa variety, a statistically significant 
change in its expression level was shown from a decrease to 0.78 at +2℃ to an increase by 1.40 times at +2℃/–2℃. 
For the Neсtaria variety, statistically significant fluctuations in the expression level of the HvGT-10 gene were observed 
from a decrease to 0.70 at +4℃ to an increase by 1.56 times at +2℃. The study of the expression level of the HvGT-42 
gene revealed a statistically significant increase in its expression level for the Nectaria variety in 4 hours after the 
onset of conditions –2°С. The expression of this gene also increased in the Teresa variety by 1.46 and 1.51 times 
under conditions of +2℃ and –4℃ respectively. However, upon the onset of conditions +4℃, –2℃ and +2℃/–2℃, 
a decrease in the expression level of the specified gene was observed in this variety.
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Введение
Зерновые злаки, к которым относятся 

тритикале (× Triticosecale Wittm.) и пшеница 
(Triticum aestivum), являются важными сель-
скохозяйственными культурами во многих 
странах мира, в том числе и в Республике 
Беларусь. Выведение высокопродуктивных 
сортов тритикале и пшеницы считается 
основной задачей селекции, однако низкое 
генетическое разнообразие данных культур 
и большое количество времени, затрачиваемое 
на создание сорта методами классической 
селекции, значительно усложняет данный 
процесс [1, 2]. Одним из способов ускоренного 
создания новых сортов является использова-
ние биотехнологических методов, в частности, 
культуры пыльников in vitro. Применение 
данной методики позволяет в сжатые сроки, за 
один этап, получить полностью гомозиготные 
линии удвоенных гаплоидов из гетерозиготных 
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Для идентификации микросателлитных локусов и аллелей, ассоциированных с параметрами андрогенеза 
in vitro у гексаплоидного тритикале (× Triticosecale Wittm.) и мягкой пшеницы (Triticum aestivum), проведен 
скрининг по пяти микросателлитным локусам (Xgwm312, Xbarc318, Xgwm291, Xgwm156, Xgwm540) 192 ин-
дивидуальных растений F2 тритикале и по трем микросателлитным локусам (Xgwm291, Xgwm371, Xgwm595) 
95 растений F2 пшеницы. С использованием анализа молекулярной дисперсии (AMOVA) установлено, что все 
исследованные локусы тритикале вносят статистически значимый вклад в изменчивость параметров андро-
генеза in vitro «частота регенерации зеленых растений» и «частота регенерации хлорофилл-дефектных рас-
тений». У мягкой пшеницы локусы Xgwm371 и Xgwm595 вносят значимый вклад в изменчивость параметров 
«способность к эмбриогенезу» и «выход новообразований» (локус Xgwm371). Для установления ассоциации 
между определенной комбинацией аллелей каждого локуса тритикале и пшеницы и способностью к андрогенезу 
in vitro рассчитывали χ2 Пирсона. Установлена значимая связь между наличием аллелей 219 п. н. (Xgwm312), 
290 п. н. (Xbarc318), 146 п. н. (Xgwm291), 310 п. н. (Xgwm156), 121 п. н. (Xgwm540) и высокой частотой реге-
нерации зеленых и хлорофилл-дефектных растений тритикале. Для мягкой пшеницы обнаружена связь между 
наличием аллеля 169 п. н. локуса Xgwm371 и высоким выходом новообразований в культуре пыльников in vitro.

Ключевые слова: тритикале, пшеница, × Triticosecale Wittm, Triticum aestivum, гибриды F2, культура 
пыльников in vitro, параметры андрогенеза in vitro, микросателлитные локусы.

гибридов ранних поколений [3] и на их основе 
создать новые высокопродуктивные сорта, 
тогда как при использовании традиционных 
методов селекции для получения генетически 
выровненного селекционного материала 
используется самоопыление в течение многих 
поколений. Однако повсеместному и широко-
му применению данного метода препятствует 
достаточно низкая отзывчивость тритикале 
и пшеницы в культуре пыльников in vitro. 
Количество гаплоидных клеток в пыльнике, 
в зависимости от вида и сорта, составляет 
от нескольких тысяч до миллионов, но при 
этом выход гаплоидных растений-регене-
рантов у злаков часто исчисляется долями 
процентов [4]. К тому же наблюдается сла-
бая выживаемость регенерантов и высокое 
количество хлорофилл-дефектных растений, 
неспособных расти и развиваться вне культу-
ральных условий [5, 6]. Поскольку основным 
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фактором, определяющим эффективность 
андрогенеза in vitro, является генотип донор-
ного растения [7–9], одна из важнейших 
задач исследователей — поиск молекуляр-
но-генетических маркеров, позволяющих на 
ранних этапах, до введения в культуру in vitro, 
идентифицировать высоко- и низкоотзывчивые 
генотипы. Это позволит значительно повысить 
эффективность метода и сократить затраты 
труда и ресурсов для получения нового 
генетического материала.

Микросателлитные повторы, широко распро-
страненные в растительных геномах, являются 
молекулярными маркерами, применяемыми 
для идентификации генов, ассоциированных 
с желательными признаками. Высокий уровень 
аллельной вариабельности, кодоминантное 
наследование и возможность автоматического 
анализа делают их высокоинформативными 
молекулярными маркерами в таких исследова-
ниях, как генотипирование, картирование или 
позиционное клонирование генов [10]. Метод, 
основанный на использовании SSR-мар-
керов, обладает высокой разрешающей 
способностью, хорошей воспроизводимостью 
и достаточно прост в использовании. Его при-
менение для нахождения генов и генетических 
систем, связанных с высоким эмбриогенным 
потенциалом в культуре пыльников in vitro, 
позволяет прогнозировать отзывчивость гено-
типов, вводимых в культуру клеток и тканей, 
что ведет к повышению эффективности метода 
культуры пыльников.

Используемые в данном исследовании 
расщепляющиеся популяции F2 были созданы 
нами на основе родительских генотипов 
тритикале и пшеницы, контрастных по 
параметрам андрогенеза in vitro. Для подбора 
родительских пар для скрещивания в культуру 
пыльников in vitro были введены 23 генотипа 
тритикале и 22 генотипа пшеницы, оценен 
их эмбриогенный потенциал и отобраны 
генотипы тритикале и пшеницы, наиболее 
различающиеся по значениям параметров 
андрогенеза in vitro [11–13].

В результате скрещиваний отобранных 
родительских генотипов нами получено по 
четыре популяции гибридных растений F2 
мягкой пшеницы (DH 48-02-06 × Ростань, 
DH 52-02-06 × Ростань, Ростань × DH 48-02-06, 
Ростань × DH 52-02-06) и гексаплоидного 

тритикале (DH 3-1-09 × DH 27-1-08-1, DH 27-1-
08-1 × DH 3-1-09, DH 11-2-09 × DH 12-1-09, 
DH 12-1-09 × DH 11-2-09), которые использо-
вались в данном исследовании.

Для выявления микросателлитных локусов, 
ассоциированных с отзывчивостью в культуре 
пыльников in vitro, у родительских генотипов 
пшеницы и тритикале, контрастных по 
параметрам андрогенеза in vitro, был про-
анализирован полиморфизм 35 SSR-локусов 
(для тритикале) и 20 SSR-локусов (для пше-
ницы) и выделены полиморфные локусы. Для 
тритикале полиморфизм выявлен по локусам 
Xgwm312, Xbarc318, Xgwm291, Xgwm156, 
Xgwm540; для пшеницы — по локусам 
Xgwm291, Xgwm595 и Xgwm371 [12, 14–16].

Целью данного исследования являлось 
выявление связи между аллельными вари-
антами микросателлитных локусов и пара-
метрами андрогенеза in vitro у тритикале 
(× Triticosecale Wittm.) и пшеницы (Triticum 
aestivum) с использованием расщепляющихся 
гибридных популяций F2.

Материалы и методы
Объектом исследования служили гибриды F2 

тритикале (DH 3-1-09 × DH 27-1-08-1, DH 27-
1-08-1 × DH 3-1-09, DH 11-2-09 × DH 12-1-09, 
DH 12-1-09 × DH 11-2-09) и пшеницы (DH 48-
02-06 × Ростань, DH 52-02-06 × Ростань, Ро-
стань × DH 48-02-06, Ростань × DH 52-02-06), 
полученные нами с использованием родитель-
ских генотипов, контрастных по параметрам 
андрогенеза in vitro [11–13].

Для культивирования пыльников срезанные 
колосья выдерживали в течение 21 дня для 
тритикале и 7 дней для пшеницы при +4 °С, 
пыльники изолировали на стадии поздних 
одноядерных микроспор и культивировали 
по методике [17]. Отзывчивость в культуре 
пыльников определяли отдельно для каждого 
индивидуального растения. Эффективность 
морфогенетических процессов оценивали по 
следующим параметрам: «способность к эм-
бриогенезу»; «способность к регенерации» 
(наличие хотя бы одного новообразования 
либо растения-регенеранта считалось как «1», 
отсутствие — как «0»); «выход новообразова-
ний» (эмбриоидов и каллусов) и «выход расте-
ний-регенерантов» — процент от числа иноку-
лированных пыльников; «частота регенерации 
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Таблица 1
Характеристика микросателлитных локусов, использованных в исследовании

зеленых растений» и «частота регенерации 
хлорофилл-дефектных растений» — процент 
от числа полученных новообразований.

Выделение геномной ДНК проводили из 
флаговых листьев стандартным фенольно-хло-
роформным методом [18]. Анализ качества 
и количества выделенной ДНК проводили 

в 1%-ом агарозном геле и на спектрофотометре 
«Ultrospec 3300 pro» (Amersham Biosciences).

Для индивидуальных растений в популяциях 
F2 определяли аллельное состояние SSR-ло-
кусов, полиморфных у родительских геноти-
пов [12, 14], различающихся по отзывчивости 
в культуре пыльников in vitro (табл. 1).

Локус Культура Размер 
фрагмента, п. н.

Количество 
аллелей

Температура 
отжига, °С

Флуоресцентная 
метка

Xgwm312 тритикале 195; 219 2 60,0 R6G

Xbarc318 тритикале 260; 290 2 50,0 R6G

Xgwm291
тритикале 146; 170 2

64,0 TAMRA
пшеница 140; 168 2

Xgwm156 тритикале 287; 290; 310 3 60,0 ROX

Xgwm540 тритикале 121; 132 2 57,0 R6G

Xgwm595 пшеница 146; 182 2 64,0 R6G

Xgwm371 пшеница 169;185 2 64,0 ROX

Последовательности праймеров подбирали 
с использованием базы данных GrainGenes 
[19]. Для получения анализируемых фрагмен-
тов ПЦР с мечеными праймерами к выбран-
ным локусам (табл. 1) проводили в объеме 25 
мкл, содержащем из расчета на одну реакцию: 
MgCl2 — 2 мМ; прямого и обратного прайме-
ров — по 0,2 пМ; дНТФ — 80 мкМ; Taq-по-
лимеразы — 1 ед.; деонизированной стериль-
ной воды — до достижения конечного объема. 
Концентрация геномной ДНК составляла 
100 нг на 25 мкл. Программа амплификации: 
94,0 °С — 3 мин; 40 циклов: 94,0 °С — 1 мин, 
отжиг — 2 мин; 72,0 °С — 10 мин. Температу-
ру отжига выбирали в зависимости от после-
довательности праймера (табл. 1).

Размеры полученных продуктов амплифи-
кации определяли с помощью капиллярного 
электрофореза, который проводили на гене-
тическом анализаторе 3500 Genetic Analyzer 
(Applied Biosystems). В лунки платы вноси-
ли 1 мкл полученного ПЦР-продукта, 9 мкл 
деионизированного формамида и 0,5–1 мкл 
внутреннего стандарта Orange-500 DNA Size 

Standard (NimaGene) в качестве маркера мо-
лекулярного веса. Анализ полученных дан-
ных осуществляли с помощью программы 
GeneMapper v.5.0.

Статистическую оценку проводили с исполь-
зованием программ Microsoft Excel, GenAIEx 
v.6.5 (Microsoft Corporation, США) и SPSS 
v.20.0 (IBM, США). Для выявления микро-
сателлитных локусов, позволяющих стати-
стически значимо дифференцировать группы 
с низкими и высокими значениями параметров 
андрогенеза in vitro («способность к эмбриоге-
незу», «способность к регенерации», «выход 
новообразований», «выход растений-регене-
рантов», «частота регенерации зеленых рас-
тений», «частота регенерации хлорофилл-де-
фектных растений»), и расчета вклада каждого 
локуса в дифференциацию выделенных групп, 
различающихся по параметрам андрогенеза, 
проводили анализ молекулярной дисперсии 
AMOVA (Analysis of Мolecular Variance) с по-
мощью GenAIEx v.6.5. Принцип данного мето-
да состоит в расчете генетических дистанций 
FST как меры дифференциации субпопуляций 
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(групп), на основании частот встречаемо-
сти аллелей по каждому локусу у изучаемых 
групп. Считали, что локус вносит статисти-
чески значимый вклад в дифференцировку 
групп при p <0,05; при этом бо́льшим диффе-
ренцирующим потенциалом обладает локус 
с бо́льшим значением FST. Для анализа связи 
между аллельными вариантами исследуемых 
микросателлитных локусов и способностью 
к андрогенезу in vitro у растений F2 тритикале 
и пшеницы прибегали к построению таблиц 
сопряженности, затем рассчитывали χ2 Пир-
сона с использованием SPSS v.20.0. Уровень 
статистической значимости p при множествен-
ных сравнениях вычисляли экспериментально 
для каждого сравнения в процессе моделиро-
вания, использовали точный критерий Фише-
ра. Статистически значимыми считали данные 
при p <0,05.

Результаты и обсуждения
Для идентификации микросателлитных 

локусов, ассоциированных с параметрами 
андрогенеза in vitro у мягкой пшеницы и гек-
саплоидного тритикале, растения F2 вводили 
в культуру пыльников in vitro и оценивали от-
зывчивость для каждого индивидуального рас-
тения. Затем для индивидуальных растений F2 
определяли аллельный состав микросателлит-
ных локусов, полиморфных у контрастных по 
параметрам андрогенеза in vitro родительских 
генотипов, и анализировали связь между на-
личием определенного аллеля и параметрами 
андрогенеза in vitro. Выбор локусов, исполь-
зованных в исследовании, был обусловлен их 
расположением на хромосомах, для которых 
показана ассоциативная связь с процессами 
андрогенеза in vitro (2А, 2В, 5А, 5В) [20, 21].

Для оценки эмбриогенного потенциала 
в культуру пыльников in vitro были введены 
192 индивидуальных растения F2 из четырех 
популяций тритикале (DH 3-1-09 × DH 27-
1-08-1, DH 27-1-08-1 × DH 3-1-09, DH 11-2-
09 × DH 12-1-09, DH 12-1-09 × DH 11-2-09), 
и 95 растений из четырех популяций пше-
ницы (DH 48-02-06 × Ростань, DH 52-02-
06 × Ростань, Ростань × DH 48-02-06, Ро-
стань × DH 52-02-06) [12, 14]. В результате 
каждое растение было отнесено к одной из 
двух групп, характеризующихся наличием или 
отсутствием способности к эмбриогенезу и ре-

генерации растений, а также низким или высо-
ким значением параметров андрогенеза in vitro. 
Для обеих культур по параметру «выход но-
вообразований» низкими считали значения 
0–10,0%; высокими — более 10,0%; по параме-
тру «выход растений-регенерантов» низкими 
считали значения 0–2,0%; высокими — более 
2,0%; по параметру «частота регенерации зе-
леных растений» низкими считали значения 
0–2,0%; высокими — более 2,0%. По параме-
тру «частота регенерации хлорофилл-дефект-
ных растений» для тритикале низкими считали 
значения 0–10,0%, высокими — более 10,0%, 
для пшеницы низкими считали значения 0–5%, 
высокими — более 5% [22].

Анализ молекулярной дисперсии (AMOVA) 
изученных микросателлитных локусов образ-
цов тритикале показал статистически значимые 
различия по частоте встречаемости аллельных 
вариантов данных локусов между группами 
генотипов с низкими и высокими значениями 
параметров андрогенеза in vitro «частота ре-
генерации зеленых растений» и «частота ре-
генерации хлорофилл-дефектных растений» 
(табл. 2). Не установлено статистически досто-
верной разницы по частотам аллелей изучен-
ных локусов между группами образцов, разли-
чающихся по параметрам андрогенеза in vitro 
«способность к эмбриогенезу», «способность 
к регенерации», «выход новообразований», 
«выход растений-регенерантов».

Согласно данным таблицы 2, все исследо-
ванные локусы позволяют дифференциро-
вать образцы с низкой (0–2,0%) и высокой 
(>2,0%) частотой регенерации зеленых рас-
тений, а также образцы с низкой (0–10,0%) 
и высокой (>10,0%) частотой регенерации 
хлорофилл-дефектных растений тритикале 
в культуре пыльников in vitro. В группах с вы-
сокой частотой регенерации зеленых и хло-
рофилл-дефектных растений аллель 219 п. н. 
(Xgwm312) встречался соответственно, в 4,03 
и 6,08 раз чаще, чем аллель 195 п. н. Также 
в данной группе преобладали аллели 290 п. н. 
(Xbarc318), 146 п. н. (Xgwm291), 290 и 310 п. н. 
(Xgwm156), 121 п. н. (Xgwm540). Аллели 
260 п. н. (Xbarc318), 170 п. н. (Xgwm291), 
287 п. н. (Xgwm156) и 132 п.н. (Xgwm540) бы-
ли выявлены только в группах с низкими зна-
чениями указанных параметров.

Таким образом, локусы Xgwm312, Xbarc318, 
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Xgwm291, Xgwm156 и Xgwm540 вносят значи-
мый вклад в изменчивость параметров андро-
генеза in vitro «частота регенерации зеленых 
растений» и «частота регенерации хлоро-
филл-дефектных растений» у тритикале. При 
этом, исходя из рассчитанных значений FST, 
большим потенциалом по дифференциации 
групп с низкими и высокими значениями ча-
стоты регенерации зеленых и хлорофилл-де-
фектных растений обладают локусы Xgwm291 
и Xgwm156, а наименьшим — локус Xbarc318.

Для индивидуальных растений F2 пшени-
цы также был проведен анализ молекуляр-
ной дисперсии (AMOVA), который показал 

статистически значимые различия по частоте 
встречаемости аллельных вариантов исследу-
емых локусов в группах генотипов, различаю-
щихся по способности к эмбриогенезу, а так-
же в группах, характеризующихся высоким 
и низким выходом новообразований в культу-
ре пыльников in vitro (табл. 3). Не установлено 
статистически значимой разницы по частотам 
аллелей изучаемых локусов между группа-
ми образцов, различающихся по параметрам 
андрогенеза «способность к регенерации», 
«выход растений-регенерантов», «частота ре-
генерации зеленых растений», «частота ре-
генерации хлорофилл-дефектных растений».

Таблица 2
Идентификация локусов, обладающих дифференцирующим потенциалом по параметрам 

андрогенеза in vitro у тритикале

Локус FST; р 
(уровень значимости)

Аллель, 
п. н.

Частоты аллелей в группах, различающихся по параметрам 
андрогенеза, %

Xgwm312 FST = 0,178;
p = 0,005

195

низкая частота регенерации 
зеленых растений (0–2,0%)

высокая частота регенерации 
зеленых растений (>2,0%)

96,4 3,6
219 85,5 14,5

Xbarc318 FST = 0,136; 
p = 0,007

260 100,0 0
290 92,4 7,6

Xgwm291 FST = 0,353;
p = 0,001

146 88,5 11,5
170 100,0 0

Xgwm156 FST = 0,238;
p = 0,001

287 100,0 0
290 89,9 10,1
310 86,7 13,3

Xgwm540 FST = 0,170;
p = 0,007

121 91,9 8,1
132 100,0 0

Xgwm312
FST = 0,301;
p = 0,002

195

низкая частота регенерации 
хлорофилл-дефектных 

растений (0–10,0%)

высокая частота регенерации 
хлорофилл-дефектных 

растений (>10,0%)

97,4 2,6
219 84,2 15,8

Xbarc318 FST = 0,132;
p = 0,018

260 100,0 0
290 91,0 9,0

Xgwm291 FST = 0,346;
p = 0,001

146 89,6 10,4
170 100,0 0

Xgwm156 FST = 0,240;
p = 0,001

287 100,0 0
290 91,7 8,3
310 86,7 13,3

Xgwm540 FST = 0,166;
p = 0,004

121 92,6 7,4
132 100,0 0
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Таблица 3
Идентификация локусов, обладающих дифференцирующим потенциалом по параметрам 

андрогенеза in vitro у пшеницы

Локус FST; р 
(уровень значимости)

Аллель,  
п. н.

Частоты аллелей в группах, различающихся по параметрам 
андрогенеза, %

Xgwm291 FST = –0,018;  
р = 1,000

140

отсутствие способности 
к эмбриогенезу

наличие способности 
к эмбриогенезу

40,5 59,5
168 39,9 60,1

Xgwm371* FST = 0,038;  
p = 0,030

169 36,4 63,6
185 45,0 55,0

Xgwm595* FST = 0,044,  
p = 0,024

146 25,5 74,5
182 44,8 55,2

Xgwm291 FST = –0,014;  
p = 0,999

140

низкий выход 
новообразований (0–10,0%)

высокий выход 
новообразований (>10,0%)

43,2 56,8
168 47,1 52,9

Xgwm371* FST = 0,048;  
p = 0,026

169 40,9 59,1
185 53,8 46,3

Xgwm595 FST = 0,003;  
p = 0,261

146 38,3 61,7
182 49,0 51,0

Установлены значимые различия по часто-
те встречаемости аллельных вариантов ло-
кусов Xgwm371 и Xgwm595 и способностью 
к эмбриогенезу в культуре пыльников in vitro 
у исследуемых растений F2 мягкой пшеницы. 
В группе генотипов, проявивших способ-
ность к эмбриогенезу, аллели 169 п. н. локуса 
Xgwm371 и 146 п. н. локуса Xgwm595 встреча-
лись, соответственно, в 1,75 и 2,92 раза чаще, 
чем в группе генотипов, неспособных к эмбри-
огенезу в культуре пыльников. Полученные 
данные совпадают с результатами, получен-
ными нами ранее для локуса Xgwm371 о связи 
аллеля 169 п. н. со способностью к эмбриоге-
незу in vitro [12].

Локус Xgwm371 также позволяет статистиче-
ски значимо дифференцировать группы с низ-
ким (0–10,0%) и высоким (>10,0%) выходом 
новообразований: в группе генотипов с высо-
ким выходом новообразований аллель 169 п. н. 
встречался в 1,44 раза чаще, чем в группе с низ-
ким выходом новообразований и в 1,28 раза 
чаще, чем аллель 185 п. н. (табл. 3).

Для установления ассоциаций между комби-
нациями аллелей каждого микросателлитного 

локуса тритикале и пшеницы и способностью 
к андрогенезу in vitro строили модели сопря-
женности для каждого параметра андрогенеза: 
«способность к эмбриогенезу», «способность 
к регенерации», «выход новообразований», 
«выход растений-регенерантов», «частота ре-
генерации зеленых растений», «частота ре-
генерации хлорофилл-дефектных растений». 
Используемые модели распределения аллелей 
показывают, с какой частотой определенные 
комбинации аллелей встречаются у генотипов 
в группах с низким или высоким значением 
определенного параметра андрогенеза. Срав-
нивали три основные модели распределения 
аллелей. В модели 1 рассматривали три ком-
бинации аллелей: генотипы несли либо одну 
из гомозигот, либо гетерозиготу. В модели 2 
рассматривали две комбинации аллелей: ге-
нотипы, несущие гомозиготу 1, рассматрива-
ли отдельно от генотипов, несущих гомозиго-
ту 2 + гетерозиготу. В модели 3 рассматривали 
две комбинации аллелей, противоположных 
модели 2: гомозигота 1 + гетерозигота; гомо-
зигота 2. При отсутствии гетерозигот (локус 
Xgwm291 тритикале) рассматривали модель 

Примечание. *— локус вносит статистически значимый вклад в дифференцировку образцов
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с двумя гомозиготами. Если локус имел бо-
лее двух аллелей (локус Xgwm156 тритикале), 
то рассматривали дополнительные варианты 
комбинаций аллелей. В случае, когда стати-
стически достоверными являлись все три мо-
дели для одного микросателлитного локуса, 
проводили попарное сравнение аллельного 
соотношения внутри моделей.

Для тритикале установлены статистически 
значимые различия по частоте встречаемости 
определенных аллельных комбинаций микро-
сателлитных локусов между группами геноти-
пов с низкими и высокими значениями параме-
тров андрогенеза in vitro «частота регенерации 
зеленых растений» и «частота регенерации 
хлорофилл-дефектных растений». В таблице 4 
показаны модели распределения аллелей, для 
которых уровень значимости p <0,05.

При рассмотрении различных моделей рас-
пределения аллелей у индивидуальных расте-
ний F2 тритикале получены данные, свидетель-
ствующие о наличии статистически значимой 

связи между аллельным состоянием микро-
сателлитных локусов Xgwm312, Xbarc318, 
Xgwm291, Xgwm156, Xgwm540 и параметрами 
андрогенеза in vitro «частота регенерации зе-
леных растений» и «частота регенерации хло-
рофилл-дефектных растений».

Установлено, что аллель 219 п. н. локуса 
Xgwm312 ассоциирован с высокой частотой 
формирования зеленых и хлорофилл-дефект-
ных растений (рис. 1).

При наличии данного аллеля в гомозиготном 
состоянии (генотип 219/219) количество расте-
ний, попадающих в группу с высокой частотой 
регенерации зеленых растений, увеличивалось 
как при рассмотрении модели 1 распределения 
аллелей — с 2,3% (генотип 195/195) до 20,0% 
(рис. 1А), так и модели 3 — с 4,5% (генотип 
195/195 и 195/219) до 20,0% (рис. 1Б). При 
этом при рассмотрении модели 2 количество 
генотипов, попадающих в группу с высокой 
частотой регенерации зеленых растений, уве-
личивалось с 2,3% (генотип 195/195) только до 

Таблица 4
Оценка связи между аллельным составом микросателлитных локусов и частотой регенерации 

зеленых и хлорофилл-дефектных растений тритикале в культуре пыльников in vitro

Комбинация 
аллелей

Частоты комбинаций 
аллелей в группах, %

χ2 p

Частоты комбинаций 
аллелей в группах, %

χ2 p
низкая 
частота 

регенерации 
зеленых 
растений
(0–2,0%)

высокая 
частота 

регенерации 
зеленых 
растений 
(>2,0%)

низкая 
частота 

регенерации 
хлорофилл-
дефектных 
растений  
(0–10%)

высокая 
частота 

регенерации 
хлорофилл-
дефектных 
растений 
(>10,0%)

Xgwm312
195/195 97,7 2,3

10,775 0,003
99,2 0,8

17,610 0,0001195/219 89,1 10,9 87,0 13,0
219/219 80,0 20,0 80,0 20,0
195/195 97,7 2,3

9,029 0,018
99,2 0,8

16,501 0,0002
195/219 + 219/219 86,9 13,1 85,2 14,8
195/195 + 195/219 95,5 4,5

6,135 0,044
96,0 4,0

7,211 0,033
219/219 80,0 20,0 80,0 20,0

Xbarc318
260/260 100,0 0

6,546 0,041
100,0 0,0

5,918 0,063*260/290 100,0 0 100,0 0,0
290/290 91,1 8,9 91,9 8,1

260/260 + 260/290 100,0 0
6,546 0,008

100,0 0,0
5,918 0,015

290/290 91,1 8,9 91,9 8,1
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Комбинация 
аллелей

Частоты комбинаций 
аллелей в группах, %

χ2 p

Частоты комбинаций 
аллелей в группах, %

χ2 p
низкая 
частота 

регенерации 
зеленых 
растений
(0–2,0%)

высокая 
частота 

регенерации 
зеленых 
растений 
(>2,0%)

низкая 
частота 

регенерации 
хлорофилл-
дефектных 
растений  
(0–10%)

высокая 
частота 

регенерации 
хлорофилл-
дефектных 
растений 
(>10,0%)

Xgwm291
146/146 88,5 11,5

11,669 0,001
86,9 10,4

10,549 0,002
170/170 100,0 0 100,0 0

Xgwm156
290/290 93,5 6,5

14,138 0,0004

93,5 6,5

12,965 0,001
290/310 85,1 14,9 89,4 10,6
310/310 88,9 11,1 83,3 16,7
287/287 100,0 0 100,0 0
290/310 85,1 14,9

15,034 0,0003
89,4 10,6

10,583 0,003
287 100,0 0 100,0 0
310 88,9 11,1

10,857 0,024
83,3 16,7

16,432 0,003
287 100,0 0 100,0 0

Xgwm540
121/121 89,9 10,1

8,885 0,008
90,8 9,2

8,033 0,018121/132 100,0 0 100,0 0
132/132 100,0 0 100,0 0
121/121 89,9 10,1

8,885 0,003
90,8 9,2

8,033 0,005
121/132 + 132/132 100,0 0 100,0 0

живались только у растений с низкой частотой 
формирования зеленых и хлорофилл-дефект-
ных растений.

Для пшеницы выявлены статистически зна-
чимые различия по частоте встречаемости 
определенных аллельных комбинаций микро-
сателлитных локусов между группами геноти-
пов с низким и высоким выходом новообразо-
ваний (табл. 5).

Установлено, что аллель 169 п. н. локуса 
Xgwm371, расположенного на длинном пле-
че хромосомы 5В, ассоциирован с высоким 
(>10,0%) выходом новообразований (рис. 2).

В гомозиготном состоянии данный ал-
лель в 2,6 раза чаще встречался у образ-
цов с высоким выходом новообразований 
как при рассмотрении модели 2 распреде-
ления аллелей (рис. 2), так и модели 1, для  

13,1% (генотипы 195/219 и 219/219) (табл. 4).
При анализе параметра «частота регенерации 

хлорофилл-дефектных растений» установлено, 
что количество растений, попадающих в груп-
пу с высокими значениями данного параметра, 
также увеличивалось с 0,8 (генотип 195/195) до 
20,0% (генотип 219/219; модель 1) Наличие ал-
леля 195 п. н. статистически значимо приводи-
ло к снижению данных параметров (модель 2).

Для остальных исследованных локусов 
также определены аллели, ассоциированные 
с высокой частотой регенерации зеленых 
и хлорофилл-дефектных растений: 290 п. н. 
(Xbarc318), 146 п. н. (Xgwm291), 310 п. н. 
(Xgwm156) и 121 п. н. (Xgwm540) (табл. 4).

Аллели 260 п. н. (Xbarc318), 170 п. н. 
(Xgwm291), 287 п. н. (Xgwm156), 132 п. н. 
(Xgwm540) в наших исследованиях обнару-

Окончание таблицы 4

Примечание. *— значение p близко к границе статистической значимости
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Рис. 1. Частота различных комбинаций аллелей локуса Xgwm312 в исследованных группах растений тритикале: 
А — модель 1, Б — модель 3

Таблица 5
Оценка связи между аллельным составом микросателлитных локусов и выходом 

новообразований пшеницы в культуре пыльников in vitro

Комбинация 
аллелей

Частоты комбинаций аллелей в группах, %
χ2 p

низкий выход 
новообразований (0–10%)

высокий выход 
новообразований (>10%)

Xgwm291
140/140 42,9 57,1

0,104 1,000140/168 44,4 55,6
168/168 47,2 52,8
140/140 42,9 57,1

0,079 1,000
140/168 + 168/168 46,9 53,1
140/140 + 140/168 43,5 56,5

0,098 0,813
168/168 47,2 52,8

Xgwm371

169/169 27,6 72,4
6,037 0,052*169/185 55,8 44,2

185/185 50,0 50,0
169/169 27,6 72,4

5,889 0,025
169/185 + 185/185 54,5 45,5
169/169 + 169/185 45,7 54,3

0,090 0,780
185/185 50,0 50,0
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Рис. 2. Частота различных комбинаций аллелей локуса 
Xgwm371 в исследованных группах растений пшеницы 

(модель 2)

которой значение точного критерия Фишера 
находилось на границе статистической зна-
чимости (p = 0,052) (табл. 5). Присутствие 
аллеля 185 п. н. (модель 2, генотипы 169/185 
и 185/185) приводило к уменьшению количе-
ства растений с высоким выходом новообра-
зований на 26,9%, по сравнению с генотипом 
169/169.

Таким образом, с помощью предложенных 
нами моделей выявлены аллели микросател-
литных локусов тритикале и пшеницы, ассоци-
ированные с высокими значениями параметров 
андрогенеза in vitro. Для тритикале аллели 219 
п. н. (локус Xgwm312), 290 п. н. (Xbarc318), 146 
п. н. (Xgwm291), 310 п. н. (Xgwm156), 121 п. н. 
(Xgwm540) ассоциированы с высоким выходом 
зеленых и хлорофилл-дефектных растений-ре-
генерантов. Для пшеницы аллель 169 п. н. ло-
куса Xgwm371 ассоциирован со способностью 
к эмбриогенезу и высоким выходом новообра-
зований. Также данный аллель, как и аллель 
146 п. н. локуса Xgwm595, ассоциирован со 
способностью к эмбриогенезу. Поскольку в ис-
следовании использовались микросателлитные 
локусы, расположенные на хромосомах 2А, 2В, 
5А, 5В, для которых с использованием анеу-
плоидных и замещенных линий установлена 
связь с контролем процессов эмбриогенеза 
и регенерации растений в культуре пыльни-
ков in vitro [20, 21], можно предположить, что 
данные локусы тесно сцеплены с QTL, ассо-
циированными с соответствующими параме-
трами андрогенеза, и могут служить маркера-
ми для отбора высокоотзывчивых генотипов 

Комбинация 
аллелей

Частоты комбинаций аллелей в группах, %
χ2 p

низкий выход 
новообразований (0–10%)

высокий выход 
новообразований (>10%)

Xgwm595
146/146 25,0 75,0

2,609 0,293146/182 52,2 47,8
182/182 48,3 51,7
146/146 25,0 75,0

2,510 0,134
146/182 + 182/182 49,4 50,6
146/146 + 146/182 42,9 57,1

0,267 0,673
182/182 48,3 51,7

Окончание таблицы 5

тритикале и пшеницы.
Также в ходе исследования нами были 

выявлены аллели микросателлитных локу-
сов, ассоциированные со снижением отзы-
вчивости в культуре пыльников in vitro: ал-
лели 195 п. н. (локус Xgwm312), 260 п. н. 
(Xbarc318), 170 п. н. (Xgwm291), 287 п. н. 
(Xgwm156), 132 п. н. (Xgwm540) тритикале 
ассоциированы со снижением частоты реге-
нерации зеленых и хлорофилл-дефектных рас-
тений; аллели 185 п. н. (Xgwm371), 182 п. н. 

Примечание. *— значение p близко к границе статистической значимости
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Xgwm291, Xgwm156, Xgwm540 ассоциирова-
ны с параметрами «выход зеленых растений» 
и «выход хлорофилл-дефектных растений». 
У пшеницы локусы Xgwm371 и Xgwm595 ас-
социированы со способностью к эмбриогенезу 
in vitro; локус Xgwm371 ассоциирован с пара-
метром «выход новообразований». Данные 
микросателлитные локусы могут быть исполь-
зованы в качестве маркеров для выявления вы-
соко- и низкоотзывчивых генотипов тритикале 
и пшеницы на ранних стадиях, до введения 
в культуру пыльников, что значительно со-
кратит объем прорабатываемого материала 
и повысит эффективность данной методики.
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Заключение
С использованием расщепляющихся попу-

ляций F2 гексаплоидного тритикале и мяг-
кой пшеницы, полученных от скрещивания 
родительских генотипов, контрастных по 
параметрам андрогенеза in vitro, выявлены 
микросателлитные локусы, ассоциирован-
ные с отзывчивостью в культуре пыльников. 
У тритикале локусы Xgwm312, Xbarc318, 
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To identify microsatellite loci and alleles associated with in vitro androgenesis parameters in hexaploid triticale 
(× Triticosecale Wittm.) and soft wheat (Triticum aestivum), screening was carried out by 5 microsatellite loci 
(Xgwm312, Xbarc318, Xgwm291, Xgwm156 and Xgwm540) of 192 individual F2 triticale plants and by 3 microsatellite 
loci (Xgwm291, Xgwm371 and Xgwm595) of 95 F2 wheat plants. Using the analysis of molecular variance (AMOVA), 
it was found that all the triticale loci studied make a statistically significant contribution to the variability of the in vitro 
androgenesis parameters “the frequency of green plants regeneration” and “the frequency of chlorophyll-deficient 
plants regeneration”. In soft wheat, the Xgwm371 and Xgwm595 loci make a significant contribution to the variability 
of the androgenesis parameter “the ability to embryogenesis” and the parameter “the success of embryoids and callus 
formation” (locus Xgwm371). To determine the association between a specific combination of alleles at each triticale 
and wheat locus and the ability to in vitro androgenesis, Pearson's χ2 was calculated. A significant relationship was 
revealed between the presence of alleles 219 bp (locus Xgwm312), 290 bp (locus Xbarc318), 146 bp (locus Xgwm291), 
310 bp (locus Xgwm156) and 121 bp (locus Xgwm540) and the high frequency of green and chlorophyll-deficient 
plants’ regeneration; for soft wheat, a relationship was found between the presence of the 169 bp allele of the locus 
Xgwm371 and the high output of embryoids in the in vitro anther culture.

Keywords: triticale, wheat, F2 hybrids, in vitro anther culture, in vitro androgenesis parameters, microsatellite loci.
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Введение
Земляника садовая является представителем 

семейства розоцветных, рода Fragaria. Она 
является самой высокоурожайной культурой 
среди ягодных с мировым объемом производ-
ства более девяти миллионов тонн в год [1]. Ее 
популярность обусловлена скороспелостью, 
десертным вкусом, неповторимым ароматом 
и богатым биохимическим составом плодов [2].

Аромат плодов относится к потребитель-
скому признаку сортов земляники и являет-
ся одним из самых сложных ароматических 
комплексов среди ягодных культур, который 
включает более 350 летучих соединений, в том 
числе сложные эфиры, фураноны, терпены, 
альдегиды, кетоны, серосодержащие соедине-
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Представлены результаты молекулярно-генетического анализа 154 сортов земляники садовой различного 
происхождения по генам, контролирующим аромат плодов. Генетический анализ проводился по двум генам 
аромата: FaOMT, который контролирует содержание мезифурана и локализован в дистальном районе длин-
ного плеча хромосомы VII-F.1, и FaFAD1, который отвечает за синтез γ-декалактона и локализован в дисталь-
ном районе длинного плеча хромосомы III2 генома F. × ananassa Duch. Маркер FaOMT-SI/NO позволяет раз-
личать активные и неактивные аллельные формы гена FaOMT на основании их размера при амплификации, 
248 и 217 п. н. соответственно. Маркер FaFAD1 идентифицирует фрагмент размером 500 п. н., но он не позво-
ляет различать доминантные гомозиготные и гетерозиготные линии. Активная аллельная форма гена FaOMT 
была идентифицирована у 90,9% из 154 проанализированных сортов земляники, в то время как неактивная 
аллельная форма гена была обнаружена у 28% образцов. Ген FaFAD1 был идентифицирован у 29,2% геноти-
пов. Также были выделены сорта земляники садовой, совмещающие функциональный аллель гена FaFAD1 
с гомозиготным состоянием активной аллельной формы гена FaOMT и сорта, характеризующиеся сочетанием 
функционального аллеля гена FaFAD1 с гетерозиготным состоянием аллельной формы гена FaOMT. В резуль-
тате проведенных исследований были выделены наиболее перспективные для селекции на аромат плодов гено-
типы, сочетающие в своем геноме оба гена аромата (FaOMT+ и FaFAD1): Alba, Antea, Brilla, Dahli, Destiny, 
Flair, Hademar, Honey, Hansalola, Joly, Korona, Limalexia, Olympia, Osiris, Pircinque, Salsa, Sapore, Sonata, Теа, 
Vicoda, Vima Tarda, Барокко, Классика, Торпеда.

Ключевые слова: аромат плодов, земляника садовая, сорта, мезифуран, γ-декалактон, молекулярно-гене-
тический анализ.
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ния, спирты и др. [3]. К числу ключевых ком-
понентов ароматического комплекса плодов 
земляники относятся мезифуран, имеющий 
фруктовый, карамельный аромат, и γ-декалак-
тон с персикоподобным, фруктовым, сладким 
ароматом, который представляет интерес для 
промышленности в качестве ароматизато-
ра. Синтез мезифурана в плодах земляники 
контролируется геном FaOMT, γ-декалакто-
на — геном FaFAD1 [4].

В связи с тем, что аромат плодов является 
потребительским признаком и играет нема-
ловажное значение в реализации продукции, 
изучение ароматического комплекса является 
актуальной задачей для селекции. Селекция 
земляники с использованием генетического 



66 Е. М. Кулик и др. Молекулярно-генетический анализ...

Молекулярная и прикладная генетика. Том 36, 2024 г.

анализа позволяет ускорить отбор сложных 
признаков, таких как аромат, и с высокой на-
дежностью определить присутствие в геноме 
необходимых генов и идентифицировать пер-
спективные формы [5].

Цель настоящего исследования — проведе-
ние молекулярно-генетического анализа об-
разцов рода Fragaria по генам аромата плодов 
FaOMT и FaFAD1 для выявления генотипов, 
перспективных для селекции на качество ягод.

Материалы и методы
Молекулярно-генетический анализ проводи-

ли в научно-исследовательской генетической 
лаборатории УО БГСХА.

Объектами исследования являлись 154 об-
разца земляники садовой из коллекции ка-
федры плодоовощеводства УО БГСХА, из 

которых шесть сортов отечественной селекции 
(Барокко, 7.19–17/2 (Готика), Красный берег, 
Тарро, Татиус, Полли).

Экстракцию ДНК проводили из молодых 
листьев земляники с помощью набора для вы-
деления ДНК K0512 Thermo Fisher Scientific, 
согласно протоколу производителя.

Для оценки аллельного состояния гена 
FaOMT использовали маркер FaOMT-SI/NO, 
гена FaFAD1 — маркер FaFAD1 [4]. 

Использованные для анализа праймеры бы-
ли синтезированы ОДО «Праймтех» (Бела-
русь) (табл. 1).

Реакционная смесь для ПЦР объемом 20 мкл 
содержала: 1,5 мкл ДНК с концентрацией 
20 нг/мкл; 0,2 мМ dNTPs; 0,25 мкМ каждого 
праймера; 0,2 U Taq-полимеразы и 1 мМ Taq- 
буфера (+(NH4)2SO4, KCl + MgCl2).

Таблица 1
Характеристика использованных в работе праймеров

Маркер Нуклеотидная последовательность праймеров Размер амликонов, п. н.

FaOMT-SI/NO F 5′CGATCATTTCGAAAAGGACTA3′
R 5′AAGCAGGGTTAGTTGTGGAGA3′ 217, 248

FaFAD1 F 5′CGGGATTAATGGTTTTGTTGTTGACCGACC3′
R 5′GTAGAAGAGAGAGACCAAGACGAG3′ 500

Амплификацию проводили в термоциклере 
C1000 производства фирмы Touch по следую-
щим программам:

маркер FaOMT: денатурация: 94 °С — 2 мин, 
10 циклов: 94 °С — 30 сек, 59,5 °C — 45 сек, 
72 °С — 1 мин; 25 циклов: 94 °C — 30 сек, 
55 °C — 45 сек, 72 °С — 1 мин; финальная 
элонгация: 72 °С — 5 мин;

маркер FaFAD1: денатурация: 94 °C — 4 мин, 
25 циклов: 94 °С — 30 сек, 56 °С — 45 сек, 
72 °C — 1 мин; финальная элонгация: 
72 °C — 9,5 мин. Разделение ампликонов осу-
ществляли методом электрофореза в 2%-ом 
агарозном геле. Для определения длины ам-
плифицированных фрагментов использова-
ли ДНК маркер молекулярного веса, M100bp 
(Праймтех).

Результаты и обсуждение
Содержание мезифурана в плодах земляни-

ки контролируется геном FaOMT, локализо-
ванным в дистальном районе длинного плеча 
хромосомы VII-F.1. Маркер FaOMT-SI/NO 
позволяет различать активные и неактивные 
аллельные формы гена FaOMT на основании 
размера их амплификации, 248 и 217 п. н. 
соответственно. По данным зарубежных ис-
следований различие между функциональ-
ными и нефункциональными аллельными 
формами гена объясняется рядом однонукле-
отидных инсерций/делеций общим размером 
30 п. н. в промоторной области гена. Праймер 
FaOMT-SI/NO фланкирует район, содержащий 
указанные инсерции/делеции, позволяя иден-
тифицировать активную аллельную форму 
размером 248 п. н. и неактивную аллельную 
форму размером 217 п. н. гена FaOMT [3, 4, 6].

По результатам наших исследований из 154 
проанализированных сортов функциональную 
(активную) аллельную форму гена FaOMT 



67Е. М. Кулик и др. Молекулярно-генетический анализ...

Молекулярная и прикладная генетика. Том 36, 2024 г.

(FaOMT+) идентифицировали у 90,9% гено-
типов: Brilla, Fernando, Monterey, Olympia, 
Барокко, Витязь, Красный берег, Купчиха, 
Полли, Соловушка, Царица, Юния Смайдс 
и др. Нефункциональную (неактивную) ал-
лельную форму (FaOMT–) выявили у 28% об-
разцов: Braiton, Chandler, Eva, Evita, Garigoûtte 
«Neuve», Gemil, Веснянка, Купчиха, Найдена 
добрая, Тарро и др.

При гетерозиготном сочетании аллелей гена 
FaOMT на электрофореграмме присутствуют 
оба целевых продукта. При наличии фрагмен-
та 248 п. н. ампликон размером 217 п. н. может 
слабо визуализироваться, что может быть связа-
но с недостаточным его синтезом. Сочетанием 
активной и неактивной аллельных форм гена 

(гетерозигодный генотип FaOMT+FaOMT–) 
характеризуются 18,9% сортов, включенных 
в анализ: Aura, Christine, Premy, Rubis des 
Jardins, Sandra, Roksana, Дивная, Кокинская 
ранняя, Славутич, Сударушка и др.

Гомозиготное состояние активной аллель-
ной формы гена (генотип FaOMT+FaOMT+) 
выявлено у 72% образцов: Allegro, Asia, Vivarа, 
Candiss, Marmolada, Malling Allure, Charlotte, 
Mariguette, Готика, Кокинская заря, Татиус, 
Троицкая и др., гомозиготное состояние не-
активной аллельной формы гена (генотип 
FaOMT–FaOMT–) — у 9,1%: Aprica, Clery, 
Emi, Жемчужница, Лакомка, Найдена добрая 
и др. (пример идентификации фрагментов при-
веден на рисунке 1).

Рис. 1. Электрофоретический профиль маркеров FaOMT-SI/NO (a) 1 — Monterey; 2 — Marmolada; 3 — Malwina; 
4 – Витязь; 5 — Полли; 6 — Дивная; 7 — Chandler; 8 — Vima Rina; 9 — Царица; 10 — Viktoriana; 11 — Vima 
Tarda; 12 — Спасская; 13 — Слоненок; 14 — Торпеда; 15 — Росинка; 16 — Laura; М — маркер молекулярного 
веса; и FaFAD1 (b) генотипов земляники: 1 — Monterey; 2 — Marmolada; 3 — Malwina; 4 — Барокко; 5 — Ви-
тязь; 6 — Полли; 7 — Дивная; 8 — Vima Rina; 9 — Царица; 10 — Viktoriana; 11 — Vima Tarda; 12 — Спасская; 

13 — Садовый рубин; 14 — Слоненок; 15 — Торпеда; 16 — Росинка; М — маркер молекулярного веса

Содержание γ-декалактона в плодах зем-
ляники контролируется геном FaFAD1, лока-
лизованным в дистальном районе длинного 
плеча хромосомы III2 генома F. × ananassa 
Duch [3]. Маркер FaFAD1 является доминант-
ным и идентифицирует фрагмент размером 
500 п. н., что свидетельствует о наличии гена 
FaFAD1, но не позволяет различать доминант-
ные гомозиготные и гетерозиготные линии. 
У генотипов с отсутствием гена, кодирующего 

γ-декалактон, данный фрагмент не амплифи-
цируется [6, 7, 8].

С помощью анализа была обнаружена ос-
новная вариация присутствия-отсутствия 
FaFAD1 среди 154 продуцентов и непроду-
центов γ-декалактона в сортах земляники. 
В результате ген FaFAD1 идентифицирован 
у 29,2% генотипов: Alba, Elly, Flair, Hademar, 
Sapore, Gemil, Osiris, Sonata, Vima Tarda, Ба-
рокко, Классика и др. По данным зарубежных 
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исследований подтверждена корреляция меж-
ду наличием аллеля FaFAD1 и синтезом γ-де-
калактона в плодах земляники. Присутствие 
ампликона размером 500 п. н. было обнаруже-
но исключительно в генотипах, у которых вы-
сокий уровень содержания γ-декалактона [8].

Наиболее перспективными для селекции 
по признаку «аромат плодов» формами явля-
ются генотипы, совмещающие в геноме не-
сколько генов аромата. Исходя из результатов 
молекулярно-генетического анализа, в ана-
лизируемой коллекции 154 генотипов земля-
ники сочетание активной аллельной формы 
гена FaOMT и функционального аллеля гена 
FaFAD1 выявлено у 21,4% (табл. 2).

Следует отметить сорта земляники садовой, 
совмещающие функциональный аллель гена 

FaFAD1 с гомозиготным состоянием активной 
аллельной формы гена FaOMT — Alba, Antea, 
Brilla, Dahli, Destiny, Flair, Hademar, Honey, 
Hansalola, Korona, Limalexia, Olympia и др., 
а также сорта, характеризующиеся сочетанием 
функционального аллеля гена FaFAD1 с гетеро-
зиготным состоянием гена FaOMT — Elsanta, 
Eva, Geneva, Renaissance, Rubis des Jardins, 
Scala, Купчиха, Садовый рубин.

Исследования по изучению генов арома-
та земляники проводились в Англии, Испа-
нии и США. Там были созданы праймеры 
для идентификации генов FaOMT и FaFAD1 
[4, 6, 8]. В последние годы похожая научная 
работа проводилась в Федеральном науч-
ном центре им. И. В. Мичурина на 43 разных 
сортах и дикорастущих видах земляники, по 

Таблица 2
Аллельный состав генов FaOMT и FaFAD1 в исследуемых сортах земляники садовой

Генотип Количество, % Сорта

FaOMT+/+
FaFAD1+ 21,4

Alba, Antea, Brilla, Flavia, Flair, Hademar, Hansalola, Holiday, Honey, Elly, 
Dahli, Destiny, Joly, Korona, Limalexia, Olympia, Onda, Onega, Osiris, Pegasus, 
Pircinque, Salsa, Sapore, Sonata, Tecla, Теа, Vicoda, Rima Tarda, Verona, Барокко, 
Вега, Классика, Торпеда

FaOMT+/–
FaFAD1+ 5,2 Elsanta, Eva, Geneva, Renaissance, Rubis des Jardins, Scala, Купчиха,  

Садовый рубин

FaOMT–/–
FaFAD1+ 2,6 Gemil, Gigantella Maxim, Веснянка, Тарро

FaOMT+/+
FaFAD1– 50,6

Allegro, Anabelle, Anais, Argentera, Asia, Bianca fregola, Candiss, Carmen, 
Charlotte, Cory, Crapo 10, Cambridge, Elianny, Fenella, Fernando, Flaminia, 
Florida Beauty, Fronteras, Fragolaurea, Hiku, Kent, Lia Sugar, Lord, Lycia, Magnus, 
Malling Allure, Malling Centenary, Malwina, Marmolada, Monterey, Murano, 
Naiad, Nandi, Pink Flamingos, Polka, Princess Diana, Queen Elizabeth 2, Quicky, 
San Andreas, Sandy, Sibilla, Sincerely, Sirius, Sweet Ann, Sunsation, Susy, Talia, 
Tecla, Tethis, Toros, Vivarа, Viktoriana, Багряная, Вырицкая, Гелиос, 7.19–17/2 
(Готика), Гренада, Дукат, Загадка, Кокинская заря, Красный берег, Мишутка, 
Московский деликатес, Полли, Польвина, Присвята, Ремонтантная розовая, 
Рубиновый кулон, Соловушка, Спасская, Студенческая, Татиус, Троицкая, 
Ударница, Фейерверк, Фестивальная, Царица

FaOMT+/–
FaFAD1– 13,7

Aura, Dely, Chandler, Garigoûtte «Neuve», Cristina, Оrly, Premy, Roxana, 
Sandra, Laura, Богота, Витязь, Дивная, Кокинская ранняя, Красная 
капелька, Россинка, Славутич, Слоненок, Сударушка, Сюрприз Олимпиаде,  
Юния Смайдс

FaOMT–/–
FaFAD1 ̶ 6,5 Apriсa, Braiton, Elvira, Emi, Clery, Rania, Vima Rina, Жемчужница, Лакомка, 

Найдена добрая
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результатам анализа было выделено 16,3% 
наиболее перспективных генотипов для селек-
ции на аромат плодов: Red Gauntlet, Marshall, 
Sonata, Tokado, Vima Tarda и дикорастущие 
виды F. оrientalis Los., F. moschata Duch. [3].

Высокая точность прогнозирования присут-
ствия этих важных летучих веществ делает 
генетический анализ эффективным инстру-
ментом для его внедрения в селекционные 
программы земляники для отбора новых сор-
тов, перспективных для селекции.

Заключение
В результате проведенного молекулярно-ге-

нетического анализа из 154 сортов земляни-
ки были выделены наиболее перспективные 
генотипы для селекции на качество плодов, 
которые совмещают гомозиготное состоя-
ние активной аллельной формы гена FaOMT 
с функциональным аллелем гена FaFAD1 и мо-
гут служить комплексными источниками высо-
кого содержания мезифурана и γ-декалактона 
в плодах: Alba, Antea, Brilla, Dahli, Destiny, 
Elly, Flair, Flavia, Hademar, Hansalola, Honey, 
Holiday, Joly, Korona, Limalexia, Olympia, 
Onda, Onega, Osiris, Pegasus, Pircinque, Salsa, 
Sapore, Sonata, Теа, Tecla, Vicoda, Vima Tarda, 
Verona, Барокко, Вега, Классика, Торпеда.

Высокое содержание мезифурана в ягодах 
земляники можно прогнозировать у 72% из 
154 проанализированных сортов: Allegro, 
Asia, Vivarа, Candiss, Marmolada, Malling 
Allure, Charlotte, Mariguette, 7.19–17/2 (Готи-
ка), Кокинская заря, Татиус, Троицкая и др., 
характеризующихся гомозиготным состо-
янием функционального аллеля (генотип 
FaOMT+FaOMT+).

Потенциальными источниками высокого со-
держания γ-декалактона в плодах могут быть 
сорта Alba, Elly, Flair, Hademar, Vima Tarda, 
Sapore, Gemil, Osiris, Sonata, Барокко, Клас-
сика и др., характеризующиеся наличием гена 
FaFAD1, которые в общем составляют 29,2% 
из 154 проанализированных генотипов.
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The results of a molecular genetic analysis of 154 garden strawberry varieties of different origin by the genes that 
control fruit aroma are presented. The genetic analysis was carried out by two aroma genes: FaOMT, which controls 
mesifuran content and is localized in the distal region of the long arm of chromosome VII-F.1; and FaFAD1, which 
is responsible for the synthesis of γ-decalactone and is localized in the distal region of the long arm of chromosome 
III2 of the F × ananassa Duch genome. The FaOMT-SI/NO marker allows distinguishing between active and inactive 
allelic forms of the FaOMT gene based on their amplification size, 248 and 217 bp respectively. The FaFAD1 marker 
identifies a 500 bp fragment, but it does not distinguish between dominant homozygous and heterozygous lines. An 
active allelic form of the FaOMT gene was identified in 90.9% of 154 strawberry varieties analyzed, while an inactive 
allelic form was found in 28% of the samples. The FaFAD1 gene was identified in 29.2% of genotypes. Strawberry 
varieties that combine the functional allele of the FaFAD1 gene with the homozygous state of an active allelic form 
of the FaOMT gene, and varieties that are characterized by a combination of the functional allele of the FaFAD1 gene 
with the heterozygous state of the FaOMT gene were identified. As a result of the study conducted, the most promising 
fruit aroma genotypes were identified for breeding, combining both aroma genes in their genome (FaOMT+ and 
FaFAD1): Alba, Antea, Brilla, Dahli, Destiny, Flair, Hademar, Honey, Hansalola, Joly, Korona, Limalexia, Olympia, 
Osiris, Pircinque, Salsa, Sapore, Sonata, Tea, Vicoda, Vima Tarda, Barocco, Classic and Torpeda.
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Введение
Совокупность пыльцы, которая в значитель-

ном количестве присутствует в воздухе, осе-
дая на поверхности, образует сложную смесь 
пыльцевых зерен — «пыльцевой след». Уста-
новление качественной и количественной ха-
рактеристики «пыльцевого следа» может пре-
доставить необходимую информацию, которая 
применима в разных областях, включая судеб-
ную палинологию. Однако ограничения клас-
сической палинологии не дают в полной мере 
воспользоваться информацией, которую скры-
вает в себе пыльцевая смесь. По этой причи-
не идея использовать молекулярно-генетиче-
ские методы исследования пыльцы в качестве 
альтернативы или дополнения к световой ми-
кроскопии появились у разных исследовате-
лей [1–6].

Выделение качественной ДНК является од-
ним из наиболее важных аспектов при прове-
дении молекулярно-генетических исследова-
ний, от которого будет зависеть дальнейший 
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Дана оценка эффективности некоторых коммерческих наборов и классических методов выделения нуклеи-
новых кислот для получения качественных образцов ДНК, выделяемых из пыльцы растений. По результатам 
оценки качественных и количественных параметров образцов ДНК с помощью спектрофотометрии, флуори-
метрии и ПЦР-РВ сделаны выводы об эффективности использования коммерческих наборов и классических 
методов для выделения ДНК из пыльцы растений. Сравнительный анализ результатов, полученных для 
различных видов растений, позволяет сделать заключение об эффективности того или иного коммерческого 
набора. Установлена высокая эффективность классического метода фенол-хлороформной экстракции и неко-
торых коммерческих наборов (Machery-Nagel NucleoSpin Food Kit, PrepFiler BTA Forensic DNA Extraction Kit, 
ReliaPrep™ FFPE gDNA Miniprep System) для выделения ДНК из пыльцы растений.

Ключевые слова: ДНК пыльцы, выделение ДНК, ПЦР в реальном времени (ПЦР-РВ), палинология, судеб-
ная экспертиза.

результат. Большинство растительных тканей 
считаются сложными объектами для выделе-
ния образца ДНК как по качественным пока-
зателям (ratio 260/280 и 260/230 нм), так и по 
количеству выделенной нуклеиновой кислоты. 
Содержание значительных количеств вторич-
ных метаболитов, таких как фенолы, полиса-
хариды, пигменты, и низкое содержание ДНК 
может препятствовать реакции ПЦР или за-
метно снижать ее эффективность.

В настоящее время не ясно, насколько со-
поставимы различные методы экстракции, 
поскольку морфологическое строение внеш-
ней оболочки пыльцы, ее химический состав, 
содержание вторичных метаболитов в клетке 
и на ее поверхности у различных видов расте-
ний сильно отличается, что может оказывать 
значительное влияние на результат выделе-
ния ДНК по причине неполного лизиса кле-
ток или частичного удаления ингибирующих 
веществ [4]. Стандартизированный и эффек-
тивный метод выделения ДНК пыльцы обе-
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спечит сопоставимость результатов палино-
логических исследований [6].

В настоящее время нет специфических 
коммерческих наборов для выделения ДНК 
из пыльцевых зерен, однако для выделения 
ДНК из пыльцы некоторые исследователи ис-
пользовали следующие коммерческие набо-
ры: Machery-Nagel NucleoSpin Food Kit [1, 3, 
4, 5, 7], Qiagen DNeasy Plant Mini Kit [1, 4, 8], 
DNeasy Tissue Kit (Qiagen GmbH) [9], QIAamp 
DNA Mini Kit [10], MP Biomedicals FastDNA 
SPIN [3] и др.

Цель данной работы — изучить эффектив-
ности коммерческих наборов и классических 
методов экстракции нуклеиновых кислот для 
выделения ДНК из пыльцы разных видов рас-
тений и отбор наиболее пригодных из них.

Материалы и методы
Для оценки эффективности исследуемых 

коммерческих наборов и классических методов 
выделения нуклеиновых кислот (фенол-хлоро-
формная экстракция и сорбция на силикагеле 
в суспензии) был сформирован план работ, ко-
торый включал следующие этапы:

1.	Выделение ДНК согласно протоколам 
производителей коммерческих наборов и опи-
санным в научной литературе подходам [11].

2.	Измерение концентрации ДНК с использо-
ванием спектрофотометрии (качественная ха-
рактеристика образцов — соотношения 260/230 
и 260/280) и флуориметрии (количественная ха-
рактеристика образцов, измерение концентра-
ции двуспиральной нативной ДНК, являющей-
ся основой для начальных циклов ПЦР);

3.	Нормализация концентрации двуспираль-
ной нативной ДНК для всей совокупности ис-
следуемых образцов (концентрация была стан-
дартизована до 1 нг/мкл) и проведение первой 
ПЦР-РВ для определения порогового цикла 
Ct. Основная задача данного этапа — сравнить 
усредненное значение Ct для десяти биологи-
ческих видов (перечислены ниже) для всех ана-
лизируемых коммерческих наборов и классиче-
ских методов выделения нуклеиновых кислот. 
На данном этапе были рассчитаны среднее зна-
чение Ct и его стандартное отклонение, на ос-
новании чего был сделан вывод о пригодности 
того или иного набора/подхода для выделения 
ДНК для молекулярно-генетических исследо-
ваний пыльцы растений в целом.

4.	Проведение второй ПЦР-РВ для опреде-
ления порогового цикла Ct к 30-му циклу на 
серии разведений ДНК, измеренной с исполь-
зованием флуориметра. Данный цикл был вы-
бран в качестве порогового в связи с тем, что 
на более поздних циклах ПЦР возрастает ве-
роятность образования неспецифических 
ампликонов и артефактов. Основная задача 
данного этапа — определить минимальное ко-
личество двуспиральной нативной ДНК, до-
статочное для получения целевого ампликона.

5.	Классификация исследуемых коммерче-
ских наборов и классических методов выде-
ления нуклеиновых кислот по эффективности 
для выделения ДНК с целью молекулярно-ге-
нетических исследований пыльцы растений.

В исследовании использовали 10 образцов 
пыльцы, собранных с различных видов рас-
тений, которые произрастали на территории 
г. Минска и Минской обл.: клен ясенелист-
ный (Acer negundo), береза повислая (Betula 
pendula), дуб черешчатый (Quercus robur), 
сосна горная (Pinus mugo), ель обыкновенная 
(Picea omorika), одуванчик лекарственный 
(Taraxacum officinale), каштан конский обык-
новенный (Aesculus hippocastanum), тюльпан 
гибридный (Tulipa hybrida), кукуруза сахар-
ная (Zea mays) и можжевельник обыкновен-
ный (Juniperus communis). Видовой состав 
образцов пыльцы был выбран исходя из зна-
чительной распространенности данных рас-
тений, систематической принадлежности и их 
хозяйственного значения на территории Рес-
публики Беларусь. Пыльца различных видов 
растений исследовалась для оценки универ-
сальности методов выделения ДНК, учиты-
вая особенности морфологического строения 
наружной оболочки. 

В зависимости от вида пыльцы навески ва-
рьировали по массе от 2,55 до 10,90 мг. В пре-
делах вида повторности имели одинаковую 
массу (табл. 1). Измерения навесок проводи-
лись на аналитических весах Radwag AS/C/2/N 
82/220 (Польша), дискретность которых со-
ставляет 0,01 мг.

Для выделения ДНК из исследуемых образ-
цов использовали 13 коммерческих наборов 
и два классических метода выделения ДНК 
(фенол-хлороформная экстракция и сорбция 
на силикагеле), широко применяемых в судеб-
ной биологической экспертизе. Краткая харак-
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теристика наборов и методов приведена в та-
блице 2. Коммерческие наборы отбирались 
по нескольким принципам: упоминание в на-
учных публикациях об их использовании для 
выделения ДНК из пыльцы; предусмотренная 
производителем возможность выделения ДНК 
из растительных тканей или объектов судеб-
ной криминалистической экспертизы; частота 

применения в экспертных исследованиях; до-
ступность к приобретению на момент прове-
дения эксперимента.

Для классических методов выделения ДНК 
использовали лизирующий буфер на основе 
SDS (10mM трис-HCl; 10mM ЭДТА; 100 mM 
NaCl; 2% SDS) с добавлением 20 мкл 1М DDT 
на образец. При выделении фенол-хлороформ-

Таблица 1
Масса навесок пыльцевого материала в каждой исследуемой пробе в зависимости от вида 

растений и предполагаемые размеры продуктов ПЦР

Вид образца Масса навески пыльцы 
(мг/образец)

Размеры ампликона  
18S рРНК GenBank

Acer negundo 5,83 245 U89909.1
Betula pendula 9,86 249 FJ011777.1
Quercus robur 4,22 218 AF098424.1

Pinus mugo 5,56 259 KR052986.1
Picea omorika 4,67 197 AJ243166.1

Taraxacum officinale 2,55 281 AJ633290.1
Aesculus hippocastanum 3,50 212 MK341794.1

Tulipa hibrida 7,56 197 HF952962.1
Zea mays 10,90 244 U46617.1

Juniperus communis 5,98 265 LC420950.1

Таблица 2
Краткая характеристика коммерческих наборов и классических методов выделения ДНК

№
 

сп
ос

об
а

Название набора /каталожный 
№ /производитель Характеристика набора / метода

Способ сорбции 
нуклеиновых 

кислот

1 АртДНК MiniSpin эксперт / 
VЕMS / АртБиоТех (Беларусь)

Предназначен для выделения ДНК из образцов, 
содержащих малое количество ДНК, а также 

с высоким содержанием ДНК животного, 
растительного и микробного происхождения

Мембрана на 
основе диоксида 

кремния

2 Фенол-хлороформная 
экстракция

Выделение ДНК из широкого спектра образцов 
различного происхождения

Спиртовое 
осаждение ДНК

3 АртДНК / VD / АртБиоТех 
(Беларусь)

Универсальный набор, применимый для экстракции 
ДНК из тканей животных и человека, растительного 
сырья, продуктов питания, биологических добавок, 

кормов и других биологических образцов

Связывание 
ДНК с 

силикатными 
сорбентами

4
«Нуклеосорб» комплектация 

«C» / 005c.2 / Праймтех 
(Беларусь)

Набор предназначен для выделения ДНК из 
гомогенизированных тканей, а также из пищевых 
продуктов, биологических добавок, кормов для 

животных или растительного сырья

Связывание 
ДНК с 

силикатными 
сорбентами

5
GeneJET Plant Genomic DNA 

Purification Kit / K0792 / 
Thermo Fisher Scientific (США)

Набор предназначен для очистки геномной ДНК 
разных типов тканей и видов растений

Мембрана на 
основе диоксида 

кремния
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№

 
сп

ос
об

а

Название набора /каталожный 
№ /производитель Характеристика набора / метода

Способ сорбции 
нуклеиновых 

кислот

6

LumiPure from AnySample 
для выделения геномной 

ДНК универсальный / 11573 / 
Lumiprobe (Россия)

Набор предназначен для быстрого и 
высокоэффективного выделения геномной ДНК из 
широкого спектра биологических образцов, в том 

числе тканей растений

Мембрана на 
основе диоксида 

кремния

7
PrepFiler BTA Forensic DNA 

Extraction Kit / 4463352 /
Thermo Fisher Scientific (США)

Набор разработан для извлечения ДНК из 
кальцинированных тканей

Магнитные 
частицы

8
PrepFiler™ Forensic DNA 
Extraction Kit / 4463351 /

Thermo Fisher Scientific (США)

Набор разработан для извлечения ДНК из 
большинства типов судебно-медицинских образцов 

как обычных, так и сложных

Магнитные 
частицы

9 QIAamp DNA Investigator Kit / 
56504 / QIAGEN (Германия)

Набор предназначен для выделения геномной ДНК 
из широкого спектра образцов судебно-медицинской 

экспертизы

Мембрана на 
основе диоксида 

кремния

10
Machery-Nagel NucleoSpin 

Food Kit / 740945.50 /
Macherey-nagel (Германия)

Набор предназначен для получения высокочистой 
геномной ДНК из пищевых продуктов и кормов

Мембрана на 
основе диоксида 

кремния

11
Plant DNA Preparation – 
Solution Kit / PP-207 /

Jena Bioscience (Германия)

Набор разработан для удобного и быстрого 
выделения геномной ДНК из растительной ткани

Спиртовое 
осаждение ДНК

12
MasterPure-Complete DNA & 

RNA Purification Kit / MC89010 
/ Lucigen (США)

Набор предназначен для выделения 
высокомолекулярной геномной ДНК из различных 

типов образцов

Спиртовое 
осаждение ДНК

13
ReliaPrep™ FFPE gDNA 

Miniprep System / A2351 /
Promega (США)

Набор разработан для очистки геномной ДНК из 
фиксированных в формалине тканей, пропитанных 

парафином

Мембрана на 
основе диоксида 

кремния

14

Выделение с помощью 
силикагеля в суспензии / 
S5631-100G / Honeywell 

(США)

Предназначен для выделения ДНК из лизата 
широкого спектра образцов [11]

Связывание 
ДНК с 

силикатными 
сорбентами

15
Genomic DNA Purification 

Kit / K0512 / Thermo Fisher 
Scientific (США)

Набор предназначен для выделения ДНК из бактерий, 
клеток, растений, крови

Спиртовое 
осаждение

ным методом фенол добавляли к лизирующей-
ся пыльце за 1 ч до основного этапа выделения 
и оставляли на термошейкере при температуре 
окружающей среды. Выделение ДНК с помо-
щью силикагеля (метод № 14) проводили со-
гласно описанной в литературе методике [11]. 

Каждым набором была выделена ДНК из 
10 образцов пыльцы, которые происходили от 
разных видов растений. Объем элюата во всех 
случаях был одинаков (50 мкл).

Измерение концентрации выделенных об-

разцов ДНК проводили с помощью спектрофо-
тометра DS-11 (Denovix, США) и флуориметра 
Quantus (Promega, США). ПЦР проводили с по-
мощью амплификатора QuantStudio 5 (Thermo 
Scientific, США) при следующих условиях: 
95 °С — 5 мин, 40 циклов: 95 °С — 15 сек, 
60 °С — 60 сек. В качестве ПЦР-смеси ис-
пользовали мастер-микс ArtMix Low ДНК-по-
лимераза (АртБиоТех, Беларусь) с интеркали-
рующим красителем EvaGreen PCR-379 (Jena 
Bioscience, Германия). Итоговая концентрация 

Окончание таблицы 2
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праймеров в смеси — 0,2 пмоль/мкл, общий 
объем ПЦР-смеси составлял 20 мкл. Каждая 
ПЦР проводилась в двух проворностях, оцен-
ка специфичности ПЦР проводилась на этапе 
плавления ампликонов.

Поскольку эффективность ПЦР варьирует 
в зависимости от праймеров и матрицы, эф-
фективность комбинации праймер-матрица 
оценивается в эксперименте по титрованию 
с последовательными разведениями ДНК-ма-
трицы для создания стандартной кривой, отра-
жающей изменения Ct при каждом разведении.

В ПЦР-РВ использовали праймеры 18S [12]. 
Праймеры 18S синтезированы к участку ри-
босомальной 18S рРНК, которая входит в со-
став малой субъединицы рибосом эукариот 
и является основным компонентом всех эука-
риотических клеток. Более того, участок 18S 
находится вблизи ITS-региона, который яв-
ляется одним из наиболее часто использую-
щихся ДНК-штрихкодов растений. Размеры 
ампликонов (табл. 1), которые образованы ис-
пользуемыми маркерами, были установлены 
с помощью NCBI Primer BLAST. Размер по-
лучаемых продуктов был сопоставим между 
собой для всех исследуемых видов, что да-
ет возможность проводить сравнительное ис-
следование.

Результаты и обсуждение
Концентрации образцов ДНК, измеренные 

методом спектрофотометрии, находились в ди-
апазоне от 6,23 до 581,55 нг/мкл в зависимости 
от используемого набора. Значения концентра-
ций, близкие к пороговым для применяемого 
спектрофотометра, имеют высокую погреш-
ность, что отражается на точности измере-
ния. То же самое касается показателей чисто-
ты препарата, определяемых по отношению 
поглощения волны при 260/230 и 260/280 нм. 
Если концентрация ДНК при измерении на 
спектрофотометре составляет <20 нг/мкл, то 
возможны погрешности в измерении показа-
телей отношения 260/230 и 260/280 [13]. По-
казатель отношения 260/280 был оптимальным 
у 8 из 15 вариантов выделения, а отношение 
260/230 находилось в оптимальной зоне толь-
ко для набора Machery-Nagel NucleoSpin Food 
Kit (№ 10) (табл. 3).

Абсолютные значения результатов флуори-
метрии были заметно ниже, чем при исполь-

зовании спектрофотометрии, и составляли 
от 0,78 до 44,2 нг/мкл (табл. 3). Флуорофор 
связывается только с двухцепочечной ДНК, 
поэтому измерение концентрации на флуо-
риметре более корректно, т. к. не учитывают-
ся сильно деградированные молекулы ДНК 
и примеси вторичных метаболитов со схожей 
длиной поглощения волны. Наиболее высо-
кие значения концентрации ДНК, измерен-
ные с помощью флуориметра, были получены 
при выделении пыльцы фенол-хлороформ-
ной экстракцией (№ 2) и наборами QIAamp 
DNA Investigator Kit (№ 9) и MasterPure-
Complete DNA & RNA Purification Kit (№ 12), 
а наименьшие — при использовании наборов 
АртДНК MiniSpin эксперт (№ 1), GeneJET 
Plant Genomic DNA Purification Kit (№ 5) 
и LumiPure from AnySample (№ 6). Результа-
ты измерения концентрации выделенной ДНК 
на спектрофотометре и флуориметре скорре-
лированы, R = 0,918 (p <0,01).

Высокие значения стандартного отклоне-
ния, характерные для измерения концентра-
ций по каждому способу, объясняются тем, 
что выделялись навески пыльцы, принадле-
жащие к разным видам. В этой связи анали-
зировались значения медианы и процентилей 
(25, 75%), поскольку наблюдалось распреде-
ление, не соответствующее нормальному для 
полученных результатов.

Измерение концентрации ДНК при помо-
щи ПЦР-РВ позволяет оценить эффективную 
концентрацию ДНК, которая учитывает толь-
ко те фрагменты ДНК, которые пригодны для 
ПЦР — неповрежденные цепи достаточной 
длины. Эффективная концентрация ДНК мо-
жет отличаться от концентраций, измеренных 
спектро- и флуориметрически. С одной сторо-
ны, в ПЦР могут вступать и одноцепочечные 
фрагменты, с другой стороны, наличие приме-
сей, особенно фенольной природы, оказывает 
ингибирующее действие на ПЦР [14]. Коли-
чество ДНК в образце оценивается по мини-
мальному числу циклов амплификации иссле-
дуемого локуса, превышающему пороговое 
значение. Низкое значение порогового числа 
циклов (Ct) может указывать на высокий уро-
вень содержания целевой ДНК в образце. Ес-
ли значение Ct оказывается больше 30 циклов, 
возрастает вероятность неспецифической ам-
плификации.
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Таблица 3
Показатели концентраций ДНК, измеренные на спектрофотометре и флуориметре, и Ct для 

маркеров 18S в зависимости от способов выделения для 10 видов

№ способа 
выделения

(табл. 1)

Среднее 
значение

отношения
260/280*

Среднее 
значение 

отношения 
260/230**

Средняя 
концентрация 
ДНК, нг/мкл 
(флуориметр)

Среднее 
количество 

ДНК, нг

Медианное значение 
концентрации 
ДНК, (нг/мкл) 
при анализе на 
флуориметре

[25–75%]

Среднее Ct 18S 
с стандартным 
отклонением 

(SD)

1 1,92 0,40 0,89 44,5 0,82 [0,16–1,37] 16,33 ± 5,03

2 1,88 1,14 43,05 2 152,5 47,25 [16,38–65,75] 18,24 ± 9,05

3 1,36 0,83 4,17 208,5 1,41 [0,40–4,64] 16,10 ± 4,25

4 2,28 0,04 5,97 298,5 3,25 [1,13–6,63] 15,41 ± 5,13

5 3,30 0,96 0,78 39,0 0,97 [0,08–1,35] 16,61 ± 3,7

6 2,98 0,56 0,91 45,5 0,17 [0,04–2,13] 17,73 ± 2,95

7 1,99 0,93 23,76 1 188,0 16,75 [7,85–44,13] 14,81 ± 4,91

8 2,05 0,93 28,42 1 421,0 21,00 [9,84–44,13] 15,56 ± 4,14

9 2,34 1,03 44,20 2 210,0 29,00 [2,45–86] 16,86 ± 4,05

10 2,11 1,95 25,90 1 295,0 42,00 [4,97–111,25] 17,19 ± 5,26

11 1,99 1,44 24,45 1 222,5 18,82 [7,38–36,95] 18,06 ± 3,76

12 2,15 1,39 30,52 1 526,0 18,24 [3,59–47,32] 20,16 ± 3,82

13 1,80 0,53 8,74 437,0 2,22 [0,3–10,19] 13,69 ± 3,83

14 2,29 0,52 9,76 488,0 4,36 [2,13–13,83] 17,75 ± 4,21

15 0,76 0,29 2,40 120,0 0,42 [0,17–2,80] 22,26 ± 5,04

Примечание. полужирным шрифтом выделены наилучшие значения показателей; * — оптимальное соотноше-
ние 260/280 находится в диапазоне 1,8–2,2; ** — оптимальное соотношение 260/230 должно быль больше 1,8

Наилучшие значения показателя Сt (табл. 3) 
наблюдались для наборов «Нуклеосорб» ком-
плектации «C» (№ 4), PrepFiler BTA Forensic 
DNA Extraction Kit (№ 7), PrepFiler™ Forensic 
DNA Extraction Kit (№ 8), ReliaPrep™ FFPE 
gDNA Miniprep System (№ 13), а наихуд-
шие — для метода выделения фенол-хло-
роформная экстракция (№ 2) и наборов 
Plant DNA Preparation – Solution Kit (№ 11), 
MasterPure-Complete DNA & RNA Purification 
Kit (№ 12), Genomic DNA Purification Kit 
(№ 15). К интерпретации Ct сто́ит подходить 
осторожно, поскольку его значение зависит 
от большого количества факторов. Напри-
мер, ингибирование ПЦР может происходить 
из-за внесения большого количества матрицы 

ДНК в ПЦР-смесь, что, возможно, и наблюда-
ется для метода выделения фенол-хлорофор-
мная экстракция (№ 2) и наборов Plant DNA 
Preparation – Solution Kit (№ 11), MasterPure-
Complete DNA & RNA Purification Kit (№ 12), 
поскольку ранее были установлены высокие 
значения концентраций ДНК для данных ме-
тодов/наборов. С другой стороны, наборы, по-
казавшие наилучшие значения, возможно, по-
зволяют выделить оптимальное количество 
чистой ДНК для проведения ПЦР без допол-
нительной пробоподготовки.

Для определения эффективной концентра-
ции ДНК для каждого способа выделения 
(табл. 2) было выполнено три этапа последо-
вательных разведений ДНК (1/3, 1/9, 1/27). Та-
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ким образом, было подготовлено 450 образцов 
для ПЦР-РВ. Отсутствие продукта амплифика-
ции наблюдалось в 60% случаев для образцов 
без разведения и при разведениях 1/3, выде-
ленных фенол-хлороформным методом (№ 2). 
Увеличение разведения до 1/9 снижало коли-
чество «неудачных» ПЦР до 10%, а при раз-
ведении 1/27 ПЦР продукт появлялся во всех 
образцах, что может указывать на ингибиро-
вание ПЦР большим количеством ДНК. По 
этой причине для фенол-хлороформного ме-
тода была выполнена еще одна серия разве-
дения (1/81, 1/243, 1/729, 1/2 187), в которой 
целевой ПЦР продукт присутствовал во всех 
образцах, что подтверждает предположение 
об ингибировании реакции большим количе-
ством ДНК и позволило достоверно постро-
ить стандартную кривую. Неполное удале-
ние ингибиторов ПЦР для данного метода не 
критично, поскольку обязательное разведение 
образца выделенной ДНК приведет не только 
к снижению ее концентрации, но и ингибито-
ров, что положительно скажется на протека-
нии ПЦР. Ингибирование ПЦР избыточным 
количеством ДНК характерно и для наборов 
QIAamp DNA Investigator Kit (№ 9), Machery-
Nagel NucleoSpin Food Kit (№ 10), но было вы-
ражено заметно слабее и проявлялось в завы-
шении Ct при амплификации неразведенных 
образцов, что может указывать на более высо-
кие значения показателей чистоты выделен-
ной ДНК по сравнению с фенол-хлороформ-
ным методом (№ 2).

Подход к количественному определению 
ДНК с помощью ПЦР-РВ основан на постро-
ении графика зависимости флуоресценции от 

числа циклов в логарифмической шкале [15]. 
По графикам линейной регрессии (рис. 1), по-
строенным на основании зависимости порого-
вого значения Ct от разведений образцов ДНК, 
определены уравнения прямой, значения R² 
и количество ДНК для Ct 30 (табл. 4)

Среди исследуемых образцов минимальное 
количество ДНК, которое должно вноситься 
в ПЦР-смесь для получения стабильного ре-
зультата, было отмечено у ReliaPrep™ FFPE 
gDNA Miniprep System (№ 13), QIAamp DNA 
Investigator Kit (№ 9) и фенол-хлороформной 
экстракции (№ 2). Для большинства методов/
наборов количество ДНК в ПЦР для Ct 30 бы-
ло в диапазоне 0,0234–0,1888 нг, за исклю-
чением выделения ДНК с использованием 
MasterPure-Complete DNA & RNA Purification 
Kit (№ 12), силикагеля (№ 14) и Genomic DNA 
Purification Kit (№ 15). Полученные результа-
ты указывают на сильное влияние выбранного 
варианта для выделения, отношение по вноси-
мой ДНК худшего подхода к лучшему соста-
вило 53,94. Таким образом, влияние на эффек-
тивность выделения оказывается через лизис 
клеточной стенки, эффективное избавление 
лизата от вторичных метаболитов и макси-
мальное сохранение молекулы ДНК.

Образцы всех наборов имели относитель-
но небольшие эффективные количества ДНК, 
способные амплифицировать целевой продукт, 
а риск получения неспецифического продук-
та был минимален. Таким образом, несмотря 
на значительные различия между наборами, 
все они могли бы использоваться для выделе-
ния ДНК из пыльцы при необходимости. По 
значению коэффициента детерминации (R²) 

Рис. 1. График линейной регрессии одного из образцов, выделенного фенол-хлороформной экстракцией
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Таблица 4
Значения R² и количество ДНК для Ct 30 по серии разведений образцов ДНК

№ способа 
выделения (табл. 1) Значение R2 Среднее значение k Расчетное значение количества 

ДНК (нг) для Сt 30

1 0,9938 –3,1517 0,0268

2 0,953 –2,0893 0,0130

3 0,9672 –2,6279 0,0186

4 0,9643 –2,8282 0,0298

5 0,9711 –3,3446 0,0466

6 0,9782 –2,9260 0,0234

7 0,9566 –2,6215 0,0527

8 0,9459 –3,9914 0,1168

9 0,9538 –1,8670 0,0095

10 0,9173 –2,1271 0,0286

11 0,9714 –3,2535 0,1888

12 0,9508 –3,2287 0,3560

13 0,9457 –2,2819 0,0066

14 0,9253 –5,2448 0,2671

15 0,9715 –4,0676 0,2109

можно судить о достоверности полученных 
результатов. В нашем исследовании разведе-
ния всех образцов имели значения R², близкие 
к «1», что свидетельствует о корректности по-
лученных данных.

ДНК, выделенная из пыльцы, будет исполь-
зоваться для дальнейшего исследования с по-
мощью секвенирования, поэтому оптималь-
ным будет тот способ выделения, образцы 
ДНК которого будут успешно амплифициро-
ваться в широком диапазоне концентраций. 
Общее уравнение построенных прямых имеет 
вид y = k × x + b, где k — угловой коэффици-
ент, равный тангенсу угла, образованного дан-
ной прямой к оси Х. Значение k (табл. 4), отра-
жающее угол наклона калибровочной прямой 
к оси Х, демонстрирует характер изменения 
показателя Сt в зависимости от концентрации 
образца, т. е. характеризует устойчивость ПЦР 
к разведению, которая будет снижаться при 
ухудшении качества матрицы или ее слишком 
низкой концентрации в исследуемом образце.

Нами определен перечень критериев, на ос-
новании которых определены лучшие спосо-
бы выделения ДНК для молекулярно-генети-
ческих исследований пыльцы растений:

–	 соотношение 260/280 (2 балла, если зна-
чение находится в диапазоне 1,8–2,2; 0 баллов, 
если значение ≤1 или ≥3; 1 балл — все осталь-
ные случаи);

–	 соотношение 260/230 (1 балл, если значе-
ние ≥1,8; 0 баллов — все остальные случаи);

–	 коэффициент k (2 балла, если значение 
≥2,8; 0 баллов, если значение ≤–3,9; 1 балл все 
остальные случаи).

Результаты классификации представлены 
в таблице 5.

Таким образом, все исследуемые способы 
выделения, исходя из количества баллов, мож-
но разделить на три группы:

–	 высокоэффективные (4–5 балла): Machery-
Nagel NucleoSpin Food Kit (№ 10), ReliaPrep™ 
FFPE gDNA Miniprep System (№ 13), PrepFiler 
BTA Forensic DNA Extraction Kit (№ 7), фе-
нол-хлороформная экстракция (№ 2);

–	 наборы, проявившие среднюю эффектив-
ность (3 балла): АртДНК (№ 3), «Нуклеосорб» 
(№ 4), QIAamp DNA Investigator Kit (№ 9), 
Plant DNA Preparation – Solution Kit (№ 11), 
MasterPure-Complete DNA & RNA Purification 
Kit (№ 12);

–	 низкоэффективные (≤2 баллов): LumiPure 
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Таблица 5
Бальная классификация способов выделения ДНК для молекулярно-генетических 

исследований пыльцы растений

№ способа 
выделения 260/280 Балл 260/230 Балл Коэффициент k Балл Сумма 

баллов

1 1,92 2 0,40 0 –3,1517 1 3
2 1,88 2 1,14 0 –2,0893 2 4
3 1,36 1 0,83 0 –2,6279 2 3
4 2,28 1 0,04 0 –2,8282 2 3
5 3,30 0 0,96 0 –3,3446 1 1
6 2,98 1 0,56 0 –2,9260 1 2
7 1,99 2 0,93 0 –2,6215 2 4
8 2,05 2 0,93 0 –3,9914 0 2
9 2,34 1 1,03 0 –1,8670 2 3
10 2,11 2 1,95 1 –2,1271 2 5
11 1,99 2 1,44 0 –3,2535 1 3
12 2,15 2 1,39 0 –3,2287 1 3
13 1,80 2 0,53 0 –2,2819 2 4
14 2,29 1 0,52 0 –5,2448 0 1
15 0,76 0 0,29 0 –4,0676 0 0

from AnySample (№ 6), PrepFiler™ Forensic 
DNA Extraction Kit (№ 8), GeneJET Plant 
Genomic DNA Purification Kit (№ 5), выделе-
ние с помощью силикагеля (№ 14), Genomic 
DNA Purification Kit (№ 15).

Заключение
По результатам проделанной работы можно 

сделать несколько основных выводов:
1.	Выбранный способ экстракции оказыва-

ет сильное влияние на эффективность выде-
ления ДНК.

2.	При необходимости выделить мак-
симально чистый (отношения 260/230 
и 260/280 — 1,95 и 2,11 соответственно) об-
разец ДНК из пыльцы с минимальной пробо-
подготовкой, наилучшим способом выделения 
будет использование набора Machery-Nagel 
NucleoSpin Food Kit.

3.	Фенол-хлороформная экстракция позво-
ляет выделить значительное количество ДНК, 
данный метод продемонстрировал свою эф-
фективность в эксперименте с разведениями 
ДНК, а также высокие значения концентрации 
выделенной ДНК при измерении как спектро-

фотометром, так и флуориметром. Таким обра-
зом, фенол-хлороформный метод подтвердил 
свое звание «золотого стандарта» для выделе-
ния ДНК. В то же время фенол-хлороформный 
способ выделения ДНК потребует дополни-
тельного этапа исследования, связанного с по-
этапным разведением образцов для успешно-
го проведения ПЦР. Основным недостатком 
при выделении ДНК фенол-хлороформным 
методом является использование токсичных 
веществ, применение которых в судебно-экс-
пертных лабораториях стараются при возмож-
ности минимизировать.

4.	Для молекулярно-генетических иссле-
дований пыльцы растений не рекомендует-
ся использовать наборы для выделения ДНК 
LumiPure from AnySample, PrepFiler™ Forensic 
DNA Extraction Kit, GeneJET Plant Genomic 
DNA Purification Kit, Genomic DNA Purification 
Kit, т. к. они показали низкую эффективность 
при молекулярно-генетических исследований 
пыльцы растений.

Работа выполнена при финансовой под-
держке Белорусского республиканского фон-
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да фундаментальных исследований, грант 
№ Б22М-068.
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Введение
Жизнедеятельность евразийского бобра 

(Castor fiber L.) играет существенную роль 
в преобразовании среды и интенсивных 
сукцессионных процессах в экосистемах [1]. 
В охотничьем хозяйстве ресурсы этого ви-
да эксплуатируются достаточно интенсивно, 
ежегодное изъятие его составляет порядка 
5–10 тыс. особей. Действующий в настоящее 
время План управления популяцией бобра [2] 
нацелен на обеспечение жизнеспособности 
данного вида для его устойчивого использо-
вания, что в общепринятой мировой практике 
включает, среди прочих мероприятий, задачи 
по оценке генетического разнообразия, струк-
туры и уровня инбридинга [3].

Исторический ареал евразийского бобра 
охватывал территорию от Британских остро-
вов до Восточной Сибири, где он был мно-
гочисленным и успешным с биологической 
точки зрения видом. Однако на рубеже 
XIX–XX вв. численность мировой популя-
ции Castor fiber достигла критически низких 
значений в разных точках ареала, что приве-
ло к снижению ее генетического разнообра-
зия [4–7]. Оставшиеся представители вида 
оказались сосредоточены в восьми сильно 
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На основании анализа 43 нуклеотидных последовательностей митохондриального гена cyt b евразийского 
бобра из 42 административных районов всех областей Беларуси показано, что современное филогеографиче-
ское положение белорусской популяции данного вида может быть следствием ее смешанного происхождения 
от двух филогрупп (генетических линий) (FST = 0,98; p <0,05). Показано, что западная линия имеет большую 
представленность на территории страны и встречается во всех бассейновых популяциях бобра. Восточная 
линия распространена менее равномерно, в основном на северо-востоке и юго-западе Беларуси. По маркеру 
cyt b мтДНК отличий между бассейновыми популяциями бобра выявлено не было.
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изолированных реликтовых популяциях, по-
лучивших на основании морфометрических 
параметров [8, 9] статус подвидовых. Так, 
примерно 30 особей C. f. galliae сохранилось 
вдоль реки Роны во Франции, 200 особей 
C. f. albicus — вдоль реки Эльбы в Германии, 
100 особей C. f. fiber — на юге Норвегии, не бо-
лее 300 особей C. f. belorussicus — вдоль реки 
Нёман и притоков Днепра в Беларуси и в Укра-
ине, 70 особей C. f. orientoeuropaeus — вдоль 
реки Дон (Воронеж) в России, 300 особей 
C. f. pohlei — вдоль реки Конда и Сось- 
ва в Западной Сибири, 30–40 особей 
C. f. tuvinicus — вдоль реки Верхний Енисей 
в Тувинских горах Средней Сибири и, пред-
положительно, меньше 100–150 особей 
C. f. birulai — вдоль реки Урунгу в Китае [10]. 
Считается, что именно эти реликтовые попу-
ляции являются исходными для современной 
евразийской популяции вида [11].

Таким образом, в начале XX в. общая чис-
ленность евразийского бобра в Европе оце-
нивалась в 1 200 особей, причем наиболее 
крупные группировки сохранились на тер-
ритории Беларуси. Тем не менее и здесь вид 
находился на грани полного исчезновения, 
что, в свою очередь, должно было привести 
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к уменьшению генетического разнообразия 
и утрате редких генетических линий. В 1924 г. 
экспедицией под руководством А. В. Федю-
шина обнаружено, что в верхнем течении реки 
Березины и ее притоках находится крупней-
шая колония Castor fiber в европейской части 
СССР из известных на тот момент [8]. Строгий 
запрет на добычу бобров, организация резер-
ватов и масштабное расселение спасли вид от 
полного исчезновения [12].

Расселение бобров по всей территории СССР 
происходило в период с 1934 по 1965 г. В ка-
честве племенного материала для транслока-
ций использовали белорусских и воронежских 
бобров, а с 1948 г. ключевым источником пле-
менного материала стала Беларусь [13]. Бобры 
воронежского и белорусского происхождения 
дали основу для восстановления популяций 
вида не только на территории бывшего Совет-
ского Союза, но и в странах Западной и Се-
верной Европы [14]. Так, в период с 1956 по 
1977 г. в систему рек Рейн (Швейцария) были 
выпущены бобры из Франции, Скандинавии 
и России [15]. В период с 1966 г. бобры сме-
шанного географического происхождения 
Франции, Скандинавии, Польши и бывшего 
Советского Союза были выпущены в реку Ду-
най (Бавария, Германия) [16]. С 1976 по 1990 г. 
бобры из Польши, Беларуси и Швеции выпу-
скались в бассейне Дуная к востоку от Вены 
[17]. Таким образом, исследование генетиче-
ского разнообразия белорусской популяции 
евразийского бобра представляет интерес не 
только в контексте совершенствования управ-
ления его ресурсами, но и в силу значимости 
как носителя наиболее полноценного сохра-
нившегося генофонда вида.

Вопрос о степени родства между популя-
циями евразийского бобра с использованием 
молекулярно-генетических данных впервые 
был рассмотрен в 2005 г. [6, 7]. Выявленные 
на основе контрольного региона мтДНК мо-
нофилетические клады отражали разделение 
мировой популяции бобра на две филогруппы: 
восточную и западную, которые классифици-
руют как эволюционно значимые единицы 
в соответствии с критериями C. Moritz [18]. 
К западной филогруппе были отнесены по-
пуляции бобра из Франции, Германии и Скан-
динавии, к восточной — из Польши, Литвы, 
России и Монголии. Более поздние исследова-

ния, основанные в том числе на анализе SNP, 
показали, что разделение между восточной 
и западной филогруппами не так однозначно, 
и реципрокная монофилия могла быть нару-
шена [19]. Вероятным объяснением является 
то, что расхождение линий мтДНК бобра воз-
никло в результате отступления популяций 
в ледниковые рефугиумы во время последнего 
ледникового максимума, однако последующая 
интрогрессия указанных генетических линий, 
происходившая предположительно в Восточ-
ной Европе в результате вторичного контакта 
популяций, привела к их смешению. Данное 
предположение косвенно подтверждается 
тем, что на основе анализа древней ДНК вы-
явлено наличие зоны контакта между восточ-
ной и западной линиями бобра в прошлом на 
территории, соответствующей современной 
Польше [20, 21].

Генетическое разнообразие белорусской 
части мировой популяции бобров в иссле-
дованиях зарубежных авторов изучено не 
полно, полученные отрывочные данные тре-
буют уточнения на выборках большего тер-
риториального и временного охвата. В целом 
же, основное внимание в изучении бобра на 
территории Беларуси уделялось внутриви-
довым морфо-экологическим особенностям. 
Известно, что метапопуляционная структура 
бобра формировалась постепенно, вследствие 
территориальной разобщенности и инсуля-
ризации в отдельных речных бассейнах [4]. 
В разные периоды исследователи указывали 
на существование трех (нёманской, сожской 
и березинской [14]) и семи (березинской, 
сожской, западнобугской, западнодвинской, 
нёманской, припятской и днепровской [22, 
23]) географических популяций данного ви-
да, выделяемых на основе морфометрических 
показателей и экологических особенностей. 
Отсутствие подтверждения дифференциации 
субпопуляций на генетическом уровне и запу-
танная генеалогия в период массовой реинт-
родукции и транслокаций делает актуальной 
цель настоящей работы по установлению ме-
ста современного белорусского бобра в об-
щей филогеографической структуре мировой 
популяции.

Материалы и методы
Образцы мышечной ткани 43 особей ев-
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разийского бобра собраны на территории 42 
административных районов всех областей Бе-
ларуси в период с 2016 по 2023 г. Образцы были 

условно разделены на группы в соответствии 
с семью бассейновыми популяциями, соглас-
но литературным источникам [22, 23] (рис. 1).

Рис. 1. Распределение точек сбора образцов биоматериала евразийского бобра из различных бассейновых 
популяций

Для выделения ДНК использовали на-
бор «Animal and Fungi DNA Preparation Kit» 
(Jena Bioscience, Германия) в соответствии 
с протоколом производителя. Качественные 
и количественные показатели полученных 
препаратов ДНК определяли с помощью нано-
спектрофотометра NanoPhotometer P 330UV/
Vis (IMPLEN, Германия).

Для оценки гаплотипического разнообразия 
использовался фрагмент cyt b митохондриаль-
ного генома, для амплификации которого была 
использована пара праймеров L7 и H6, пред-
ложенных Durka с соавторами [7], и следую-
щая реакционная смесь финальным объемом 
в 25 мкл: 10x ПЦР-буфер на основе сульфата 
аммония (Thermo Scientific) — 2,5 мкл; 10x 
смесь дНТФ (Праймтех) — 2,5 мкл; Taq-поли-
мераза (Праймтех) — 0,1 мкл (концентрация 
5 ед./мкл); MgCl2 (Праймтех) — 1,5 мкл (кон-
центрация 50 мМ); прямой праймер — 2,0 мкл 
(концентрация 5 пмоль/мкл); обратный прай-
мер — 2,0 мкл (концентрация 5 пмоль/мкл); 
ДНК-матрица — 2 мкл; mQ вода (доведе-
ние объема реакционной смеси до 25 мкл). 
Амплификацию проводили на термоциклере 
Bio-rad C1000 Touch (США) при следующих 
температурных условиях: предварительная 

денатурация при 94 °С 4 мин; 35 циклов в ре-
жиме: денатурация (94 °С, 30 cек), отжиг 
(58 °С, 30 cек) и элонгация (72 °С, 70 сек); 
окончательная элонгация (72 °С, 7 мин). По-
лученные ампликоны визуализировали мето-
дом гель-электрофореза в 1,5%-ом агарозном 
геле с использованием камеры MiniGel длиной 
15 см (Bio-rad, США) и системы документации 
геля Gel Doc™ XR+ (Bio-rad, США).

Реакции секвенирования проводили 
с использованием набора BrilliantDye3.1 
(Nimagen, Нидерланды). Каждый образец ана-
лизировался с помощью прямого праймера. 
Сиквенс-продукты очищали методом преци-
питации в растворе этанол/ЭДТА. Последую-
щее разделение сиквенс-продуктов проводили 
на генетическом анализаторе ABI3130 (в каче-
стве полимера использовался POP7 polymer) 
в Институте биоорганической химии НАН 
Беларуси. Выравнивание полученных нукле-
отидных последовательностей по алгоритму 
ClustalW, выбор модели филогенетических 
построений и построение дендрограммы осу-
ществляли в MEGA X [24]. С помощью про-
граммы Fabox (1.61) анализируемые сиквенсы 
были объединены в гаплотипы. Для сравни-
тельного анализа использовали выборку из 
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17 последовательностей cyt b мтДНК из Гер-
мании, Франции, Польши/Литвы, Норвегии, 
Республики Тува и Западной Сибири, загру-
женных из базы данных NCBI. В качестве 
внешней группы привлечены последователь-
ности cyt b Castor canadensis (NC_033912.1, 
KY311838.1).

Параметры генетического разнообразия 
(число полиморфных сайтов (S), среднее чис-
ло нуклеотидных различий (k), число гаплоти-
пов (h), гаплотипическое разнообразие (Hd), 
нуклеотидное разнообразие (π)) рассчитыва-
ли в программе DnaSP 6.12.01 [25]. Гипотезу 
о расширении популяции проверяли посред-
ством расчета демографических статистик 

Fu’s Fs и теста Tajima’s D в Arlequin ver. 3.1 
[26]. Расчет индекса дифференциации FST меж-
ду филогруппами бобра для популяции вида 
из Беларуси также осуществляли в программе 
Arlequin ver. 3.1.

Результаты и обсуждение
В результате анализа 43 последовательно-

стей cyt b мтДНК длиной 375 п. н. консерватив-
ными оказались 99,7% сайтов. Нуклеотидная 
последовательность содержит два полиморф-
ных и одновременно парсимониально инфор-
мативных сайта. Генетические характеристики 
популяции евразийского бобра из Беларуси 
представлены в таблице 1.

Таблица 1
Данные по генетическому разнообразию и демографии популяции Castor fiber в Беларуси

Примечание. n — число последовательностей, h — число гаплотипов, k — среднее число нуклеотидных разли-
чий, Hd — гаплотипическое разнообразие, π — нуклеотидное разнообразие, SD — стандартное отклонение, Fu’s 
Fs, Tajima’s D — популяционно-демографические статистики, ns — статистически не достоверно

Параметр Значение

n 43

h 2

k 0,62

Hd ± SD 0,31 ± 0,072

π ± SD 0,00165 ± 0,00087

Fu´s Fs 2,34 (ns)

Tajima’s D 0,632(ns)

Из данных таблицы 1 следует, что для ис-
следованной выборки бобра не установлено 
свидетельств событий демографического ро-
ста либо резкого падения численности на ос-
новании статистик Fu’s Fs и Tajima’s D. Всего 
обнаружено два гаплотипа со средним числом 
нуклеотидных различий, равным 0,62. Ана-
лиз филогенетического дерева, построенного 
на основе совместной выборки евразийского 
бобра из Беларуси и Европы с использовани-
ем митохондриального маркера cyt b (рис. 2) 
с длиной выравненной последовательности, 
равной 306 п. н., продемонстрировал разделе-
ние всех гаплотипов на два основных кластера 
с высокой поддержкой бутстрепа и значением 
индекса FST = 0,98 (p <0,05) [27], что согласует-
ся с ранее упомянутыми сведениями о разделе-

нии мировой популяции бобра на восточную 
и западную филогруппы [7]. При этом наи-
более представленным оказался гаплотип 
западной линии haplotype 1 с частотой встре-
чаемости 81,4% (35 последовательностей), 
к гаплотипу восточной линии haplotype 2 от-
носилось восемь последовательностей (18,6% 
выборки).

Идентичность haplotype 1 с последова-
тельностями cyt b C.f. galliae и C.f. albicus 
и haplotype 2 — с C.f. tuvinicus и C.f. birulai, 
свидетельствует о существовании значитель-
ной связи между реликтовыми популяциями 
в прошлом и общности источника происхож-
дения современных популяций бобра. Так, 
образец AF155879.1 баварского происхожде-
ния объединяется в общий гаплотип с образ-
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Рис. 2. Дендрограмма гаплотипов cyt b митохондриальной ДНК бобра в ареале (эволюционная модель Kimura-
2-parameter-model, IB = 500). Розовым блоком выделена западная филогруппа, голубым блоком — восточная 

филогруппа. Гаплотипы, отмеченные в Беларуси, показаны синим шрифтом

цами белорусского бобра, что, по-видимому, 
объясняется историей реинтродукции бобров 
из Швеции, Финляндии, Франции, Польши 
и бывшего Советского Союза по притокам 
реки Дунай [5, 19].

Различия между двумя филогруппами могли 
сформироваться в условиях географической 
изоляции популяций в рефугиумах в течение 
последнего ледникового периода и впослед-
ствии закрепиться в период выраженного 
снижения численности вида, что привело 
к потере промежуточных генетических линий 
и падению генетического разнообразия [7, 20]. 
Наличие в Беларуси двух генетических ли-
ний (западной и восточной) может быть след-
ствием нахождения нашей территории в зоне 
вторичного контакта данных линий еще до со-
бытий резкого сокращения численности вида.

Таким образом, характер распределения 
гаплотипов cyt b мтДНК на дендрограмме 
отражает генетическую структурирован-

ность и смешанный характер происхожде-
ния белорусской популяции данного вида. 
При анализе географического распределения 
филогрупп бобра по территории Беларуси 
(рис. 3) установлен его неравномерный ха-
рактер. Гаплотип западной линии haplotype 1 
широко распространен во всех бассейновых 
субпопуляциях, а гаплотип восточной линии 
haplotype 2 представлен только в популяциях 
рек Западный Буг, Нёман, Западная Двина, 
Припять (правый приток).

Для более полного установления различий 
бассейновых субпопуляций и их вклада в фор-
мирование белорусской метапопуляции бобра 
требуется продолжение исследований с увели-
чением выборки и применением дополнитель-
ных митохондриальных и ядерных маркеров. 

Увеличение выборки для расширения анали-
за по гену cyt b, на наш взгляд, является неце-
лесообразным, т. к. позволит выявить наличие 
редких гаплотипов, однако не изменит харак-



О. Э. Соловей и др. Филогеографическое положение белорусской...

Молекулярная и прикладная генетика. Том 36, 2024 г.

87

тера структурированности популяции в целом 
в силу низкого уровня полиморфизма популя-
ций бобра по данному маркеру.

Что касается использования в дальнейших 
исследованиях данных по другим митохондри-
альным локусам, то уже имеется некоторый 
аналитический задел, достигнутый зарубеж-
ными исследователями на основе анализа 
D-loop. Так, в генетических исследованиях, 
проведенных ранее [19], на нашей территории 
было выявлено три гаплотипа контрольного 
региона мтДНК, из которых к западной фило-
группе относился гаплотип nh4 (одна особь), 
а к восточной — гаплотипы nh2 и nh5. Обна-
руженный в работе воронежский гаплотип jf7 
также может иметь белорусское происхожде-
ние, т. к. существует две точки зрения о про-
исхождении воронежской популяции бобра. 
По одним данным, она сформирована исклю-
чительно потомками белорусских бобров, за-
везенными из Минской губернии в зверинец 
принцессы Ольденбургской и сбежавшими 
на волю в 1886 г. [28]. По другим — имеет 
генофонд, образованный от смешения бе-
лорусских бобров первой волны расселения 
(1934–1947 гг.) и аборигенных животных [4, 
12, 28]. Кроме того, имеются сведения, что 
в число реинтродуцируемых по всей терри-
тории Беларуси бобров входило не менее 40% 
животных из воронежской популяции [4]. По-
этому очевидно, что белорусская и воронеж-

ская популяции должны иметь много общих 
генетических черт, что, однако, справедливо 
и для кировской популяции (Россия) ввиду ее 
происхождения в 1948 г. от бобров из Воро-
нежа и Беларуси [12, 14, 28]. Из трех гаплоти-
пов, обнаруженных в Кировской области (jf7, 
nh3 и nh4), гаплотипы jf7 и nh4 также были 
обнаружены в Воронеже и Беларуси (Витеб-
ская область) соответственно, а гаплотип nh3 
отличался от nh4 только одной заменой [11, 
19]. Исходя из приведенных данных, можно 
сделать вывод о предпочтительности прове-
дения дальнейших исследований именно на 
основе контрольного региона мтДНК в си-
лу большего полиморфизма данного регио-
на и доступности накопленной информации 
с акцентом на увеличение объема выборки, 
территориального охвата, а также временного 
диапазона сбора образцов для установления 
полной картины и динамики генетического 
разнообразия белорусской популяции бобра. 
Существует также необходимость расширить 
начатые ранее исследования по ядерным ло-
кусам ДНК, в которых авторы сделали пред-
положение, что бобры из бассейна Нёмана 
(Гродненская и Минская области) образуют 
единую группу, а родство бобров из Витеб-
ской и Гомельской областей (западная Двина 
и бассейн Днепра соответственно) требует 
дальнейшего изучения в связи с недостаточ-
ностью выборки и ограниченной территорией 

Рис. 3. Карта распределения образцов бобра из Беларуси согласно их принадлежности к западной (розовый цвет) 
или восточной (голубой цвет) филогруппам
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исследования [11]. В другой работе, где на ос-
нове анализа девяти STR-локусов дана оценка 
генетического разнообразия белорусской по-
пуляции бобра и показан невысокий уровень 
внутривидового разнообразия исследованной 
выборки [29], использованы недостаточные 
и неравновесные по областям выборки без 
учета существования бассейновых популяций, 
а именно сравнение по речным бассейнам не-
обходимо для выявления популяционной диф-
ференциации и реликтовых популяций.

Заключение
Таким образом, анализ 43 нуклеотидных по-

следовательностей митохондриального гена 
cyt b евразийского бобра из 42 административ-
ных районов всех областей Беларуси показал, 
что современное филогеографическое поло-
жение белорусской популяции может быть 
следствием ее смешанного происхождения от 
двух филогрупп в зоне их контакта еще до со-
бытий резкого сокращения численности вида. 
Западная линия имеет большую представлен-
ность на территории страны и встречается во 
всех бассейновых популяциях бобра. Восточ-
ная линия распространена менее равномерно, 
в основном на северо-востоке и юго-западе 
Беларуси. Об изначальном, еще до широко-
масштабной кампании по расселению, су-
ществовании этих двух генетических линий 
свидетельствует их сильная генетическая диф-
ференциация (FST = 0,98; p <0,05). По маркеру 
cyt b мтДНК отличий между бассейновыми по-
пуляциями бобра выявлено не было. Для более 
полного установления различий бассейновых 
субпопуляций и их вклада в формирование 
белорусской метапопуляции бобра требуются 
дальнейшие исследования с увеличением вы-
борки и применением дополнительных мито-
хондриальных и ядерных маркеров.
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В ходе исследования была определена вариабельность и структура мультигенного семейства АВС-транспор-
теров у тли Aphis craccivora Koch, 1854, которая является опасным вредителем бобовых и пасленовых расте-
ний, активно культивируемых в Республике Беларусь. Впервые для исследуемой тли был секвенирован геном, 
произведена сборка и очистка прочтений; предсказаны, затем вручную проаннотированы гены АВС-транспор-
теров. Исследованы подсемейства генов — ABCB, ABCC и ABCG, продукты которых задействованы в процессе 
детоксикации инсектицидов.

Ключевые слова: АВС-транспортеры, детоксикация ксенобиотиков, вариабельность генов, тля.

Введение
Тли (Hemiptera: Aphididae) — широко рас-

пространенные фитофаги, насчитывающие 
более 4 300 описанных видов. Приблизитель-
но 100 видов тлей являются экономически 
важными вредителями сельскохозяйственных 
растений. Одним из активно внедряющихся 
в агроэкосистему Республики Беларусь видов 
является Aphis craccivora — полифаг и вреди-
тель бобовых и пасленовых растений [1].

В последние годы было показано, что у тлей 
АВС-транспортеры выводят из клетки мо-
лекулы не только трансформированных, но 
и нативных инсектицидов, обеспечивая тлям 
резистентный фенотип мульти-типа, причем 
экспрессия генов, кодирующих АТФ-связыва-
ющие транспортные белки, при контакте тлей 
с ксенобиотиком возрастает многократно [2], 
что вносит дополнительный вклад в форми-
рование устойчивости. Роль АВС-транспор-
теров в процессе детоксикации ксенобиоти-
ков у тлей известна. Например, было описано 
влияние такого инсектицида, как сульфок-
сафлор, применяемого для контроля против 
тли Aphis gossypii Glover, 1877, к которому 
она приобрела устойчивость. Сульфоксафлор 
является агонистом никотиновых ацетил-
холиновых рецепторов насекомых (nAChR) 
и действует иначе, чем другие инсектициды, 
нацеленные на них. Другой инсектицид — ве-
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рапамил, являющийся ингибитором семей-
ства генов АВС, использовался для выяснения 
роли АВС-транспортеров в резистентности 
к сульфоксафлору. Повышение экспрессии 
АВС-транспортеров привело к повышенной 
детоксикации сульфоксафлора у A. gossypii, 
в то же время уровень экспрессии других 
АВС-транспортеров был снижен. Нокдаун 
генов ABCA1 и ABCD1 у хлопковых тлей зна-
чительно увеличивает их чувствительность 
к сульфоксафлору. Это подтверждает, что по-
вышенная экспрессия этих генов может спо-
собствовать развитию резистентности к этому 
инсектициду [8]. Кроме того, эксперименты 
с РНК-интерференцией генов ABCA2, ABCD1, 
ABCD2, ABCE1, ABCG15 и ABCG24 показали, 
что они прямо влияют на восприимчивость 
насекомых к другому инсектициду — тиаме-
токсаму [9]. Наиболее часто оказывается за-
действовано подсемейство ABC-транспорте-
ров ABCG в качестве белков, отвечающих за 
повышение устойчивости к тому или иному 
инсектициду. Например, к циантранилипро-
лу — инсектициду на основе антранилового 
диамида второго поколения, широко исполь-
зуемого для борьбы с грызущими и сосущи-
ми вредителями, против которого, например, 
у тли A. gossypii отмечалась устойчивость за 
счет сверхэкспрессии генов ABCG4, ABCG7, 
ABCG16, ABCG17, ABCG26, а их подавление 



92 А. А. Ланевич и др. Характеристика генов семейства...

Молекулярная и прикладная генетика. Том 36, 2024 г.

повышало чувствительность штамма тлей 
к инсектициду [10]. В свою очередь, зеленая 
персиковая тля (Myzus persicae, Sulzer, 1776) 
выработала устойчивость по крайней мере 
к 70 различным синтетическим соединениям. 
В число задействованных белков в устойчиво-
сти входили и АВС-транспортеры [11].

Собственно, АВС-транспортеры — это 
суперсемейство мембранных белков, ко-
торые в организме насекомых участвуют 
в реализации множества разных функций, 
включая нейтрализацию токсичного дей-
ствия ксенобиотиков: от синтетических 
инсектицидов до вторичных метаболитов 
растений [3]. В АВС-транспортерах вы-
деляют домены: нуклеотид-связывающие 
(NBD — nucleotide binding domain) и транс-
мембранные (TMD — transmembrane domain). 
NBD отвечает за сам АТФ-механизм работы 
белков, а TMD — за транслокацию субстра-
та. Связывание с АТФ приводит к димериза-
ции двух нуклеотид-связывающих доменов, 
а гидролиз АТФ — к их диссоциации. Пред-
полагается, что эти структурные изменения 
цитоплазматических доменов передаются на 
трансмембранные сегменты. В результате про-
исходят дальнейшие конформационные пере-
стройки, за счет которых сайты связывания 
субстрата становятся доступными сначала на 
одной стороне мембраны, а затем на другой. 
Таким образом, ABC-транспортеры использу-
ют связывание и гидролиз АТФ для транспорта 
малых молекул через бислой [4].

Гены ABC обнаружены во многих различ-
ных организмах эукариот и характеризуются 
высокой степенью консервативности между 
разными видами. Это свидетельствует о том, 
что большинство из этих генов существует 
с самого начала эволюции эукариот. Они мо-
гут быть классифицированы на подсемейства, 
основываясь на структурном сходстве, после-
довательности доменов NBD и TMD, а также 
на порядке их расположения [5].

На основе сходства нуклеотидного со-
става и функции гены АВС-транспортеров 
классифицированы на восемь подсемейств 
в алфавитном порядке, начиная от ABCA до 
ABCH [3]. Продукты семейства генов ABC по 
структуре классифицируют как полные транс-
портеры (FT — full transporter), содержащие 
два TMD и два NBD, или полутранспортеры 

(HT — half-transporter), содержащие по одно-
му из каждого домена. Полные транспортеры 
экспрессируются в цитоплазматической мем-
бране, тогда как полутранспортеры обычно 
находятся во внутриклеточных мембранах [6]. 
Полутранспортеры способны объединяться 
и образовывать функциональные белки. Также 
существуют АВС-транспортеры, которые не 
имеют TMD доменов — подсемейства ABCE 
и ABCF [7].

Целью данной работы было получение но-
вых научно обоснованных данных о количе-
стве, структуре и вариабельности генов, ко-
дирующих ABC-транспортеры подсемейств 
B, C и G в геноме люцерновой тли (Aphis 
craccivora) — экстремального полифага 
и опасного инвайдера фауны Беларуси.

Материалы и методы
Для анализа вариабельности состава генов 

были использованы последовательности ге-
нов АВС-транспортеров тли A. craccivora. Для 
построения консенсусов были использованы 
последовательности генов АВС-транспорте-
ров у других тлей: Acyrthosiphon caraganae 
Cholodkovsky, 1908; Myzus cerasi Fabricius, 
1775; Cinara cedri Mimeur, 1936; Macrosiphum 
albifrons Essig, 1981; Acyrthosiphon pisum 
Harris, 1776; Aphis gossypii Glover, 1877; 
Diuraphis noxia Kurdjumov, 1913; Sipha flava 
Forbes, 1885; Myzus persicae Sulzer, 1776; 
Rhopalasiphum maidis Fitch, 1856. Предвари-
тельная обработка данных включала полно-
геномное секвенирование A. craccivora, ко-
торое было проведено на платформе MiSeq 
c использованием библиотеки TruSeq 350. При 
обработке прочтений были проведены оценка 
качества прочтений в FastQC [12] и тримминг 
некачественных оснований в Trimmomatic 
[13]. Фильтрация прочтений проводилась пу-
тем их картирования на все бактериальные 
геномы в программе Bowtie2 (sensitive local 
alignment) [14] c последующим отбором не-
выравненных прочтений. Вышеуказанные 
прочтения использовались в дальнейшей сбор-
ке в ассемблере AbySS2.0 [15]. Аннотация 
проводилась в пайплане Maker [16]. Мы ис-
пользовали итеративную стратегию обучения 
скрытых марковских моделей. Первым этапом 
являлось обучение скрытых в программе snap 
на моделях генов, полученных в результате 
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выравнивания EST. Далее предсказанные мо-
дели snap использовались для переобучения 
snap, а также обучения AUGUSTUS. В каче-
стве самобучающегося HMM предиктора был 
выбран genemark. Финальные модели генов 
синтезировались как консенсусные с HMM 
предсказаний, а также EST и белковой гомо-
логии в программе EvidenceModeler [17].

Идентификация генов АВС  в геноме 
A. craccivora проводилась при помощи BLAST. 
Курирование аннотации целевых моделей ге-
нов проводили в геномном браузере Apollo 
[18], где вручную проводилась корректиров-
ка границ генов, основываясь на выравнива-
нии последовательностей аннотируемого гена 
с найденными в blastx и blastn [19] с порого-
вым E-значением 1e–5. Эти поиски обычно 
идентифицировали только белки, принадле-
жащие к одному и тому же подсемейству, что 
указывает на высокую степень консерватив-
ности трансмембранных доменов между раз-
личными подсемействами белков ABC у тлей.

Загрузка нуклеотидных последовательно-
стей осуществлялась в формате fasta в про-
грамму MEGA11 [20], затем проводилась 
оценка нуклеотидной композиции для каждого 
представителя АВС-транспортеров целевых 
подсемейств у A. craccivora. Поиск функ-
циональных участков в генах был проведен 
посредством баз данных UniProt [21] и CDD 
(NCBI) [22]. В качестве функционального 
участка был взят мотив Walker A. В дальней-
шем этот мотив использовался для построе-
ния консенсусов. Последовательность мотива 
Walker A сравнивалась у A. craccivora с после-
довательностями мотива целевых подсемейств 
у других видов тлей, ранее упомянутых.

Аминокислотные последовательности бы-
ли проанализированы при помощи TMHMM 
2.0 — инструмента для предсказания 
транс-мембранных спиралей в белке [23], что-
бы в дальнейшем определить структуру белка: 
полутранспортер (HT) или полный транспор-
тер (FT). Поиск мотивов осуществлялся по-
средством биоинформатического инструмен-
та MEME [24], после чего найденные мотивы 
были проверены на наличие в известных ба-
зах данных при помощи онлайн-инструмен-
тов CD-search [25] и InterProScan [26]. Среди 
многокопийных генов отбирали варианты, 
которые имели наибольшую идентичность по 

отношению к генам из базы данных нуклеоти-
дов и белков NCBI.

Построение филогении осуществлялось 
с использованием программного пакета 
BEAST2 v.2.7 [27]. Для выравнивания после-
довательностей применяли алгоритм MUSCLE 
в программе MEGA11 [20], с назначенным 
пенальти за вставку пробелов –2,6. Предва-
рительно была рассчитана модель эволюции 
аминокислотных последовательностей для по-
строения филогении при помощи программы 
IQ-TREE 2 [28], и среди всех предложенных 
программой моделей была выбрана модель 
WAG. Длина MCMC составляла 1 млн с со-
хранением результатов каждого тысячного 
значения в log-файл c оценкой эффективно-
го размера выборки (ESS) для всех параме-
тров. В качестве модели ветвления применя-
лась модель байесовского графика горизонта 
(Bayesian skyline plot). Филогенетическое де-
рево, основанное на апостериорной вероят-
ности, построили в программе TreeAnnotator 
v.2.7 из вышеупомянутого пакета программ 
BEAST2 и визуализировали в программе 
FigTree v1.4.4 [29].

Результаты и обсуждение
В геноме A. craccivora найдено 52 гена, 

распознаваемых как АВС-транспортер, 16 из 
которых являлись частичными (partial) гена-
ми и которые в дальнейшем отсеивались и не 
анализировались.

Наиболее широко в геноме A. craccivora 
представлено подсемейство G — 32,9% от 
всего количества генов АВС. Нуклеотидный 
состав этих генов демонстрировал заметное 
смещение GC-состава (рис. 1).

Для подсемейства ABCG характерно преоб-
ладание в кодонах тимина и аденина, особенно 
ярко выражено это у генов ABCG23 и ABCG4, 
с 10 и 5 копиями соответственно.

Высокое разнообразие и многокопийность 
генов подсемейства ABCG можно объяснить 
их чрезвычайно важной ролью в системе де-
токсикации вредных веществ. Количество этих 
генов велико не только среди артропод, но 
также и среди позвоночных, растений и гри-
бов [2]. Таким образом, можно предположить, 
что для генов системы детоксикации эволюция 
идет не только по пути усиления экспрессии 
генов, кодирующих белки-транспортеры ве-
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ществ, но и по пути физического увеличения 
числа копий генов, кодирующих белки опре-
деленных семейств.

Что касается генов подсемейства ABCB, то 
в них также во всех позициях доминирует ти-
мин и аденин, причем процентное содержа-
ние аденина в третьей позиции кодонов гена 
ABCB10 достигает 41%, а содержание цитози-
на падает до 7,9%.

Подсемейство ABCC, которое представлено 
лишь одним геном, характеризуется отклонени-
ем ГЦ-состава и преобладанием тимина и аде-
нина, особенно в третьей позиции в кодоне.

В генах ABC-транспортеров наблюдается 
тенденция в снижении частоты встречаемости 
гуанина и цитозина. Цитозин встречается реже 
других нуклеотидов, у всех изучаемых генов 
его содержание наименьшее.

В качестве функционального участка, по ко-
торому можно определить изменчивость генов 
АВС, был использован мотив Walker A (или 
P-петля) нуклеотид-связывающего домена, 
на основе которого выявляют эволюционные 
отношения между представителями семей-
ства АВС [6].

Мотив состоит из 24 нуклеотидов и разнится 
по своему составу в зависимости от подсемей-
ства и конкретного гена подсемейства. В це-
лом у подсемейства ABCG отмечается низкая 
вариабельность этого участка (рис. 2). Стоит 

отметить ген ABCG8, который, несмотря на 
низкую вариабельность, имеет иное нуклео-
тидное наполнение в консенсусе по сравне-
нию с другими генами того же подсемейства. 
Наименьшее количество вариабельных пози-
ций в мотиве Walker A характерно для генов 
ABCG8, наибольшее — для ABCG1.

Для подсемейств ABCB и ABCC также ха-
рактерен высокий уровень нуклеотидного 
сходства (рис. 3), а количество вариабельных 
однонуклеотидных сайтов не превышает 7 из 
24 нуклеотидов.

На основе имеющихся данных о том, что FT 
содержит два транс-мембранных домена, каж-
дый из которых состоит из шести транс-мем-
бранных спиралей, то есть в сумме 12, а HT 
имеет один транс-мембранный домен, состо-
ящий из шести транс-мембранных спиралей 
(ТМ) [7], у тли A. craccivora определялась то-
пология белков, и на ее основе делался вывод 
о структуре отдельных белков АВС-транспор-
теров (табл. 1).

Белки подсемейства ABCA встречают-
ся у эукариот в основном в виде FT. Среди 
ABCB встречаются обе структуры, однако для 
A. craccivora характерны только полутранс-
портеры. Представитель подсемейства ABCC 
встречается в виде одной копии и является 
полным транспортером. ABCD подсемейство 
обычно представлено в виде полутранспор-

Рис. 1. GC-состав белок-кодирующего участка генов подсемейств B, C и G в геноме A. craccivora
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Рис. 2. Нуклеотидные последовательности мотива Walker A у генов подсемейства ABCG

Рис. 3. Нуклеотидные последовательности мотива Walker A у генов подсемейств ABCВ и ABCС

Таблица 1
Количество транс-мембранных спиралей у исследуемых генов Aphis craccivora

Подсемейство ID гена Ген Количество  
ТМ-спиралей Структура Длина, АК

ABCA

KAF0773058.1 ABCA1 13 FT 1 635

KAF0758973.1 ABCA3-like 9 FT 1 566

KAF0763848.1 ABCA8A-like 12 FT 2 157

ABCB

KAF0744808.1 ABCB6 mitochondrial 6 HT 882

KAF0769551.1 ABCB7 mitochondrial 4 HT 699

KAF0761221.1 ABCB8 mitochondrial 6 HT 676

KAF0752875.1 ABCB10 mitochondrial 6 HT 610
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теров. Члены подсемейства ABCE и ABCF 
не имеют транс-мембранных спиралей, что 
соответствует данным о том, что гены этих 
белков не функционируют как переносчики, 
а отвечают за контроль трансляции и ингиби-
руют рибонуклеазы [31]. В таких белках на С- 
и N-концах присутствуют NBD-домены, что 
является уникальной структурой, называемой 
также ABC2 [7]. Семейство ABCG является 
наиболее распространенным у A. craccivora 
и имеет только структуру полутранспортера.

Для имеющихся генов АВС-транспортеров 
у A. craccivora были найдены мотивы, харак-
терные для данного мультигенного семейства 
(рис. 4). Большая часть найденных мотивов 
относится к нуклеотид-связывающему доме-
ну, некоторые из них специфичны лишь для 
определенных подсемейств: мотив ABCA 
(IPR026082) — для подсемейства ABCA; 
ABCG-dom (IPR043926) — для подсемейства 
ABCG, но был обнаружен не у всех генов под-
семейства G: в последовательностях генов 
ABCG20 и ABCG23 такой мотив не был най-
ден; Type_1_exporter (IPR039421) оказался ха-

рактерным для всех генов подсемейства ABCB 
и ABCС, а также для двух генов из ABCG-под-
семейства — ABCG20 и ABCG23.

Стоит заметить, что повторяемость тех или 
иных мотивов в последовательности указы-
вает на структуру АВС-транспортертеров. 
У полутранспортеров (подсемейства B, D, G) 
лишь однократно встречаются специфичные 
для гена мотивы, а у полных транспортеров 
(подсемейства А, С, Е, F) мотивы закономерно 
встречаются дважды в одинаковом порядке.

Для оценки сходства генов ABC в геноме 
A. craccivora построили филогенетическое 
дерево с использованием единичных копий 
гена (рис. 5).

При этом на филогенетическом дереве с вы-
соким значением апостериораной вероятно-
сти все последовательности разделились на 
два больших кластера: в один вошли гены 
подсемейств ABCA, ABCG и ABCC, а во вто-
рой — ABCF, ABCB, ABCE и ABCD. Указан-
ное, несомненно, свидетельствует о большей 
эволюционной близости подсемейств, вошед-
ших в один кластер.

Подсемейство ID гена Ген Количество  
ТМ-спиралей Структура Длина, АК

ABCC KAF0771901.1 ABCC Sur-like (isoform X2) 15 FT 1 655

ABCD
KAF0763033.1 ABCD1 3 HT 207

KAF0763033.1 ABCD3 5 HT 665

ABCE KAF0760418.1 ABCE1 – – 608

ABCF

KAF0767077.1 ABCF4-like 1 – – 281

KAF0768358.1 ABCF4-like – – 394

KAF0770661.1 ABCF2-like – – 617

KAF0771974.1 ABCF3 – – 715

ABCG

KAF0763742.1 ABCG23 6 HT 760

KAF0753359.1 ABCG9-like isoform X1 6 HT 671

KAF0769098.1 ABCG4-like 6 HT 693

KAF0769352.1 ABCG8 7 HT 913

KAF0762899.1 ABCG1-like 6 HT 612

Окончание таблицы 1
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Рис. 4. Мотивы, представленные в АВС-транспортерах A. craccivora

Рис. 5. Филогенетическое дерево генов подсемейств АВС-транспортеров в геноме A. craccivora
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Заключение
В результате ручной аннотации генов под-

семейства АВС-транспортеров впервые 
у Aphis craccivora было обнаружено 52 ге-
на АВС-транспортеров. Среди них наиболее 
распространенным оказалось подсемейство 
ABCG — 32,9% от всего количества генов. 
Наиболее высококопийными являются гены 
ABCG1, ABCG4 и ABCG23, их копии обнару-
жены в количестве от 5 до 22 генов на геном.

В генах АВС-транспортеров наблюдается 
отклонение ГЦ-состава, часто в сторону его 
снижения. Для подсемейств G и С характер-
но преобладание в кодонах тимина и аденина. 
В подсемействе В процентное содержание аде-
нина в третьей позиции кодонов гена ABCB10 
достигает 41%, а содержание цитозина падает 
до 7,9%. В последовательностях генов целе-
вых подсемейств наиболее часто отмечают-
ся вариабельные сайты в третьей позиции 
кодона, которая во всех случаях не приводит 
к изменению аминокислотного состава белка 
из-за вырожденности генетического кода, что 
указывает на низкую общую вариабельность 
исследуемых генов в геноме A. craccivora.

Сравнительный анализ аминокислотных 
последовательностей функциональных участ-
ков генов целевых подсемейств выявил вы-
сокую консервативность мотива Walker A. 
Топология и обнаруженные мотивы во всех 
подсемействах АВС-транспортеров в геноме 
A.  craccivora соответствуют закономерностям 
структуры полутранспортера (подсемейства B 
и G) и полного транспортера (подсемейства C).

Филогения АВС-транспортеров выявила два 
крупных кластера, среди которых в один кла-
стер объединены подсемейства C и G, что го-
ворит о том, что эти подсемейства генов явля-
ются близкородственными по отношению друг 
к другу, нежели подсемейство В. Все осталь-
ные гены кластеризуются в соответствии 
с подсемейством, к которому они относятся.
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выборках рыб из заповедника, что справедливо для популяций как щуки, так и окуня.

Ключевые слова: хроническое облучение, малые дозы радиации, Esox lucius, Perca fluviatilis, D-loop, мтДНК, 
гаплотип, ЧАЭС, Полесский государственный радиационно-экологический заповедник.

Введение
Исследования биологических последствий 

воздействия радионуклидов окружающей 
среды на диких животных значительно расши-
рились за последние 10 лет [1–5]. С исполь-
зованием разнообразных цитогенетических 
и ДНК маркеров установлено, что основной 
ответ у млекопитающих (лабораторные мы-
ши, дикие мелкие млекопитающие, крупный 
рогатый скот) на хроническое действие иони-
зирующего облучения в низких дозах «заклю-
чается не в индукции появления новых генов, 
а в предпочтительном отборе в поколениях 
новых генных сочетаний» [6]. Является ли это 
справедливым для свободноживущих популя-
ций других таксономических групп животных, 
остается неизученным. На сегодняшний день 
существует объективная необходимость в вы-

УДК 597.4/.5:574.24:575.17

полнении сравнительных популяционно-ге-
нетических исследований животных разных 
таксономических групп в зоне отчуждения 
ЧАЭС и на незагрязненных радионуклидами 
территориях для оценки влияния хронического 
облучения малыми дозами радиации на жиз-
неспособность и адаптационный потенциал 
дикой фауны в естественной среде.

Рыбы являются подходящими объектами 
для определения состояния водных экосистем 
[7–9] и считаются наиболее значимыми био-
индикаторами для оценки уровня загрязнения 
водоемов металлами [10], т. к. могут их погло-
щать и аккумулировать непосредственно из 
окружающей воды через жабры и кожу или 
косвенно из других организмов растительного 
и животного происхождения через пищева-
рительный тракт при приеме загрязненной 
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пищи [11]. Токсическое действие негативных 
факторов особенно выражено на ранних ста-
диях развития рыб [12] и отрицательно вли-
яет на различные метаболические процессы 
в развивающихся организмах (в частности, 
на эмбрионы), приводя к задержке развития, 
морфологическим и функциональным дефор-
мациям или смерти наиболее чувствительных 
особей [11]. В зоне аварии ЧАЭС продолжают 
регистрироваться высокие уровни содержания 
радионуклидов в рыбе [12, 13], накопление 
которых определяется, среди прочего, типом 
питания, сезонными изменениями в поведе-
нии, возрастом и массой особей различных 
видов рыб [11].

Оценка влияния хронического облучения 
на популяционное генетическое разнообразие 
особенно актуальна для редких и находящихся 
под угрозой исчезновения животных, однако 
для таких видов чаще всего возникает про-
блема получения материала в достаточном 
количестве. Поэтому для зоны аварии ЧАЭС 
в отношении оценок возможных популяцион-
ных изменений подобраны виды-верификато-
ры, близкие к редким видам по экологическим 
требованиям [14]. В индикаторную группу как 
виды-верификаторы облигатных гидробион-
тов нами включены лещ Abramis brama, обык-
новенная плотва Rutilus rutilus и обыкновенная 
щука Esox lucius, наиболее массовые и широко 
представленные в зоне отчуждения ЧАЭС и на 
интактных сопредельных территориях.

Для целей настоящего исследования в каче-
стве объектов выбраны щука, а также дополни-
тельный вид — речной окунь Perca fluviatilis, 
как представитель группы хищных рыб для 
подтверждения возможных зависимостей 
геномных ответов в условиях хронического 
облучения. Оба вида относятся к пелаги-
ческим обитателям высокого трофического 
уровня, являются космополитами и принад-
лежат к числу рыб, наиболее часто попада-
ющихся в уловах, в том числе в Полесском 
государственном радиационно-экологическом 
заповеднике (ПГРЭЗ) [15, 16]. Выбор также 
обусловлен наличием достаточного объема 
радиобиологической информации по данным 
видам [17, 18, 19]. Для указанных модельных 
видов ранее косвенно подтверждено геноток-
сическое действие среды, которое выражается 
в изменениях ядерно-цитоплазматического 

отношения эритроцитов и частоты встречае-
мости спонтанных микроядер в эритроцитах 
[20–23], свидетельствующих о компенсатор-
ных явлениях в системе кровообращения жи-
вотных, вызванных условиями техногенного 
загрязнения.

Генетическое разнообразие окуня и щуки 
изучается достаточно активно [24, 25]. Однако 
до сих пор не предпринималось попыток изу-
чить генетический статус популяций данных 
видов, обитающих в водоемах на территории 
ПГРЭЗ. В данной работе представлены первые 
результаты сравнительной оценки гаплоти-
пического и нуклеотидного разнообразия на 
основе анализа участка D-loop мтДНК в трех 
популяциях обыкновенной щуки и четырех 
популяциях речного окуня, обитающих в от-
носительно изолированных водоемах ПГРЭЗ 
в условиях радиоактивного загрязнения и на 
интактных, т. е. с низким уровнем загрязнения 
радионуклидами, территориях.

Материалы и методы
Образцы биоматериала для настоящего 

исследования были собраны в 2019–2022 гг. 
в изолированных водоемах, расположенных 
на территории с высокой степенью радио-
активной нагрузки в ПГРЭЗ (оз. Гнёздное 
и Николаевский старик) и на интактной 
территории национального парка «Припят-
ский» — оз. Плищин и Червоное. Для 
выявления степени загрязнения водоемов 
радионуклидами донные отложения отби-
рались на расстоянии 50–100 см от уреза 
воды на глубине 30–50 см и высушивались 
перед проведением измерений в лаборатор-
ных условиях при комнатной температуре. 
Определение удельной активности 137Cs 
(цезий) и 90Sr (стронций) в биологических 
пробах проводили гамма-спектрометриче-
ским и радиохимическим методами в ак-
кредитованной лаборатории спектрометрии 
и радиохимии ПГРЭЗ с использованием 
гамма-бета спектрометра МКС-АТ1315 
и гамма-спектрометра «Canberra». Удельная 
активность радионуклидов измерялась в бек-
керелях на килограмм (Бк/кг) сырой массы. 
Относительная погрешность измерения не 
превышала 30%. Средние уровни загрязнения 
выбранных стационаров и исследованных 
выборок рыб основными дозообразующими 
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Таблица 1
Средние уровни загрязнения радионуклидами исследовательских стационаров и выборок 

рыб в 2021–2023 гг.

радионуклидами в 2021–2023 гг. представлены 
в таблице 1. Можно отметить, что уровни 
удельной активности 137Cs в биоматериале рыб 
коррелировали с уровнями удельной актив-
ности радионуклидов в донных отложениях 

и плотностью загрязнения водоемов радиоак-
тивным цезием с существенным возрастанием 
всех показателей в ряду оз. Плищин/оз. Чер-
воное — оз. Гнёздное — оз. Николаевский 
старик.

Стационар

Удельная активность 
радионуклидов (Бк/кг) в образцах 

донных отложений

Плотность 
загрязнения 
территории

(137Cs, кБк/м2)

Средняя удельная активность 
137Cs в выборках образцов, Бк/кг

137Cs ± SD 90Sr ± SD щуки окуня

Николаевский старик 7 367 ± 1 480 866 ± 189 1 893,61 188,02 190,40

Гнёздное 2 145 ± 429 341 ± 86 398,57 83,36 169,00

Червоное 49 ± 10 37 ± 14 13,78 – 26,13

Плищин 27 ± 6 42 ± 14 5,44 19,12 22,13

Для целей настоящего исследования исполь-
зовано 58 образцов биологического материала 
щук (оз. Гнёздное — 21; оз. Николаевский 
старик — 20; оз. Плищин — 17) и 60 — оку-
ня (оз. Гнёздное — 15; оз. Николаевский 
старик — 15; оз. Плищин — 15; оз. Черво-
ное — 15). Изъятие животных проводилось 
стандартными зоологическими методами по 
специальным разрешениям в научных целях. 
Отлов рыб из водоемов зоны отчуждения 
ЧАЭС проводился сотрудниками ПГРЭЗ; на 
интактной территории — при содействии ры-
боловецкой бригады и штатных специалистов 
национального парка «Припятский».

Определение видов и анализ биологических 
показателей проводили общепринятыми 
в ихтиологических исследованиях методами 
[26, 27]. У добытых рыб устанавливался 
возраст по числу годовых колец на чешуе [28]. 
Разновозрастные выборки для сравнительного 
анализа формировались с учетом продолжи-
тельности жизненного цикла рыб: в расчет 
был принят средний возраст половозрелости 
для щук и окуней, равный трем годам.

Для генетического анализа отбирались 
небольшие (до 1 см3) участки мышечной ткани 
животных и фиксировались в 96%-ом этаноле. 

Выделение ДНК проводили с использованием 
набора компании Jena Bioscience «Animal 
and Fungi DNA Preparation Kit» согласно 
протоколу производителя. Качество и ко-
личество выделенной ДНК оценивалось на 
спектрофотометре NanoPhotometer P 330UV/
Vis (IMPLEN, Германия). Амплификацию 
фрагментов митохондриального локуса 
D-loop проводили в стандартной ПЦР-смеси 
(объемом 25 мкл) с соответствующими 
праймерами (табл. 2) в термоциклере Biorad 
C1000 Touch по индивидуальным для каждого 
вида протоколам (табл. 3).

Качество целевых ПЦР-продуктов проверя-
ли путем электрофоретического разделения 
в 1,4%-ом агарозном геле в буфере на основе 
бората натрия с pH = 8,0 в присутствии 
бромистого этидия. Электрофорез проводили 
с напряжением 100 V в горизонтальной камере 
Biorad MiniGel. Целевые фрагменты выре-
зали из геля и очищали от остатков агарозы 
с помощью набора NucleoSpin Gel and PCR 
Clean‑up (Macherey Nagel, Германия). Реакции 
секвенирования проводили с использованием 
набора BrilliantDye3.1 (Nimagen, Нидер-
ланды). Каждый образец анализировался 
с помощью прямого и обратного праймеров. 
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Таблица 2
Характеристики праймеров для амплификации фрагмента митохондриального локуса D-loop

Вид рыбы Наименование праймера Последовательность праймера (5’–3’) Размер ампликона, ~ п. н.

Щука
CDL-D TAGCTCCCAAAGCTAAGATTC

501
PIDL GCTTGGTGGGTAACGAGTC

Окунь
HV2 TTCCCCGGTCTTGTAAACC

521
CSB-D GGAACCAAATGCCAGGAA

Таблица 3
Протоколы амплификации фрагмента митохондриального локуса D-loop для исследуемых 

видов рыб

Для амплификации локуса D-loop щуки Для амплификации локуса D-loop окуня

T, ℃ Время Количество 
циклов T, ℃ Время Количество 

циклов

95 4 мин 1х 96 5 мин 1х

94 1 мин

39х

96 1 мин

30х50 55 сек 54 1 мин

72 1,5 мин 72 2 мин

72 10 мин 1х 72 6 мин 1х

Сиквенс-продукты очищали методом преципи-
тации в растворе этанол/ЭДТА. Последующее 
разделение сиквенс-продуктов проводили на 
генетическом анализаторе ABI3130 (в качестве 
полимера использовался POP7 polymer) 
в Институте биоорганической химии НАН 
Беларуси. Анализ секвенограмм проводи-
ли с помощью приложений ContigExpress 
и AlignX программного комплекса Vector 
NTI 11. После сопоставления секвенограмм, 
консенсусную последовательность верифи-
цировали с помощью онлайн ресурса BLAST.

Полученные нуклеотидные последователь-
ности анализировали и выравнивали с исполь-
зованием алгоритма CrustalW в программе 
MEGA X [29]. При построении деревьев в ка-
честве внешних групп использовались после-
довательности амурской щуки Esox reichertii 
(КМ281482.1 и КМ281483.1) и желтого окуня 
Perca flavescens (OM736839.1 и MH301079.1), 
депонированные в GenBank NCBI. Анализ 
внутригруппового генетического разнообра-

зия и распределения гаплотипов проводили 
в программе DnaSP ver. 6.12.03 [30]. Сеть 
гаплотипов сконструирована с использовани-
ем метода TCS (статистической парсимонии) 
в PopArt v1.7 (Leigh & Bryant, 2015).

Результаты и их обсуждение
Всего проанализировано 58 и 60 фрагментов 

мтДНК размером 387 и 344 п. н. у щуки 
и окуня соответственно, включающих часть 
контрольного региона (D-loop), а также 
у окуня — небольшой участок гена тРНК 
в начале анализируемой последовательности.

Щука обыкновенная (Esox lucius)
Среди 58 проанализированных нуклеотид-

ных последовательностей D-loop щуки обнару-
жено девять гаплотипов: по шесть гаплотипов 
в оз. Николаевский старик и Гнёздное; три 
гаплотипа — в оз. Плищин. Пять гаплотипов 
(Н2, Н3, Н4, Н5, Н6) из всех представленных 
являются частными, выявленными только 
в одном из озер в единичном экземпляре. 
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При этом отмечается повсеместное присут-
ствие гаплотипов H1 и Н9 при увеличении 
доли встречаемости частных гаплотипов 
в водоемах ПГРЭЗ. Гаплотипический состав 
в популяциях щуки наглядно представлен на 
рисунке 1.

В результате сравнительного анализа разно-
возрастных выборок щук из водоемов ПГРЭЗ 
(табл. 4) выявлены отличия в гаплотипическом 
составе их популяций в ряду поколений как 
для оз. Гнёздное, так и для оз. Николаевский 
старик. Отмечено, что доминирующий га-
плотип H1 (идентичен последовательностям 
контрольного региона у щук из Швеции 
и США (МТ667236.1, КМ281488.1), депони-
рованным в GenBank NCBI) является широко 
распространенным и, по-видимому, маркирует 
наиболее устойчивые в широком спектре 
изменений условий обитания вида генотипы. 
То же можно сказать и в отношении гаплотипа 

H9, т. к. он встречается в оз. Гнёздное во 
всех исследованных возрастных группах, 
а в оз. Николаевский старик — у 4–8-летних 
щук. Если проанализировать данные табли-
цы 4 в направлении от возрастных особей 
к более молодым, то можно отметить, что 
при равнозначных выборках в популяции из 
одного озера гаплотипический состав разных 
возрастных групп различается. Вполне веро-
ятно, что немаловажную роль в этом играет 
действие хронического облучения в среде 
обитания как в период икрометания, так и на 
дальнейших постэмбриональных стадиях 
жизненного цикла рыб. Т. к. в исследовании 
использовались образцы щук периода, когда 
выбранные водоемы в течение многих лет 
не заливались паводковыми водами реки 
Припять, возможность попадания извне носи-
телей выявленных редких гаплотипов можно 
считать незначительной.

Рис. 1. Представленность гаплотипов по локусу D-loop в различных популяциях щуки 

Речной окунь (Perca fluviatilis)
Среди 60 проанализированных нуклео-

тидных последовательностей D-loop окуня 
обнаружено 10 гаплотипов. Наибольшее коли-
чество гаплотипов обнаружено в оз. Плищин 
и Гнёздное (по пять в каждом). Популяции 
оз. Червоное и Николаевский старик харак-
теризовались наличием четырех гаплотипов. 
Семь гаплотипов (Нa1, Нa2, Ha4, Нa5, Нa6, 
Нa8, Нa10) из всех представленных являются 
уникальными, не имеющими аналогов на 
сопредельных территориях по имеющимся на 
сегодняшний день данным. Анализ участка 
контрольного региона мтДНК окуня выявил 

доминирующую роль гаплотипа Ha1 в попу-
ляциях (53,3 и 73,3%) при наличии большого 
количества редких гаплотипов (рис. 2).

Установлено, что гаплотипы Ha7, Нa3 (С4) 
и Нa9 (В13) идентичны уже известным после-
довательностям контрольного региона окуней, 
депонированным в GenBank NCBI (табл. 5). 
Гаплотип Нa8 был общим для популяций окуня 
из оз. Гнёздное и Плищин, гаплотипы Ha3 (С4) 
и Нa4 — для популяций из оз. Николаевский 
старик и Червоное, при этом гаплотип Нa3 
(С4) ранее был обнаружен на территории 
Беларуси в Мозыре [31]. Также гаплотип 
Ha7 был представлен в популяциях окуня из 
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Рис. 2. Представленность гаплотипов D-loop в различных популяциях окуня

оз. Червоное, Гнёздное и Николаевский старик 
и является идентичным известным последова-
тельностям из Дании (MT410943.1) и Франции 
(CM020933.1). В популяции окуня оз. Плищин 
был обнаружен гаплотип Нa9 (В13), иден-
тичный последовательности MH028038.1 из 
оз. Циришс в Латвии. Остальные гаплотипы 
являются уникальными, причем гаплотипы 
Нa2 и Нa5 встречались только в популяции из 
оз. Гнёздное, гаплотип Нa6 и Нa10 — только 
в оз. Плищин.

В популяциях окуня, так же как и щуки, от-
мечаются отличия в гаплотипическом составе 
в ряду поколений в водоемах ПГРЭЗ (табл. 5). 
Уверенно можно констатировать, что только 
гаплотип Ha1 сохраняет свое присутствие во 
всех возрастных группах окуней в каждом из 
водоемов. В основном же возрастные группы 
окуней отличаются набором характеризующих 
их редких гаплотипов.

Разнообразие и связь выявленных гаплоти-
пов щуки и окуня иллюстрируют парсимони-
альные сети на рисунке 3.

В парсимониальной сети гаплотипов щуки 
обращает на себя внимание гаплотип H8, 
который обнаружен только в водоемах ПГРЭЗ 
и отстоит на три (в отличие от большинства 
других гаплотипов) замены от доминиру-
ющего гаплотипа H1. В целом структура 
полученных гаплотипических сетей, постро-
енных по фрагменту контрольного региона 
щуки и окуня, свидетельствует о возможности 
постепенного образования редких гаплотипов 
из центрального (доминирующего), характер-

ного для исследованного вида рыб. Степень 
выраженности отличий в гаплотипическом 
составе популяций рыб из водоемов ПГРЭЗ 
и НП «Припятский» отражается также в по-
казателях их генетического разнообразия, 
которые представлены в таблице 6.

Из данных таблицы 6 следует, что средние 
показатели гаплотипического и нуклеотидного 
разнообразия в популяциях щуки из ПГРЭЗ 
превышают аналогичные значения в популя-
ции на интактной территории в 2,3–2,4 раза. 
На примере окуня таких различий не на-
блюдалось, и упомянутые популяционные 
показатели в водоемах ПГРЭЗ находятся в пре-
делах значений, установленных для интактной 
зоны. Однако если проанализировать данные 
таблицы через призму возрастных особен-
ностей, то можно отметить, что при среднем 
уровне удельной активности радиоактивного 
цезия >130 Бк/кг (выше допустимого предела 
Гигиенического норматива «Критерии оценки 
радиационного воздействия», утвержденного 
постановлением Совета Министров Респуб-
лики Беларусь от 29 ноября 2022 г. № 829 по 
содержанию 137Cs в рыбе (130 Бк/кг), а также 
Приложения 4 Технического регламента 
Таможенного союза «О безопасности пищевой 
продукции» от 9 декабря 2011 г. № 880), 
показатели гаплотипического и нуклеотидного 
разнообразия и среднее число нуклеотидных 
различий заметно (в 2–3 раза) выше в воз-
растных выборках (>4 лет) по сравнению 
с молодыми особями (<4 лет), что справед-
ливо для популяций как щуки, так и окуня.  
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Рис. 3. Парсимониальная сеть гаплотипов по локусу D-loop: А — щука, Б — окунь. 
H/Ha — обозначение гаплотипа

Таблица 6
Показатели генетического разнообразия по локусу D-loop в популяциях щуки и окуня, 

обитающих в условиях загрязнения радионуклидами и на интактных территориях

Озеро Группы N H V Eta Hd (±SD) π k
137Cs,  
Бк/кг

Щука (Esox lucius)

Гнёздное

total 21 6 5 5 0,552 ± 0,122 0,00258 0,990

<130,000–3 лет 8 5 4 4 0,786 ± 0,151 0,00380 1,464

4–8 лет 13 3 3 3 0,410 ± 0,154 0,00187 0,718

Николаевский 
старик

total 20 6 4 5 0,516 ± 0,132 0,00210 0,805

>130,00
0–3 лет 7 2 1 1 0,286 ± 0,196 0,00074 0,286

4–8 лет 6 3 2 2 0,733 ± 0,155 0,00243 0,933

9–12 лет 7 3 3 4 0,524 ± 0,209 0,00284 1,095

Плищин total 17 3 3 3 0,228 ± 0,129 0,00092 0,353 <РУ

Окунь (Perca fluviatilis)

Гнёздное

total 15 5 4 4 0,629 ± 0,125 0,00286 0,990

>130,000–3 лет 4 2 1 1 0,500 ± 0,265 0,00145 0,500

4–6 лет 11 5 4 4 0,782 ± 0,107 0,00389 1,345

Николаевский 
старик

total 15 4 3 3 0,467 ± 0,148 0,00149 0,514

>130,000–3 лет 7 2 1 1 0,286 ± 0,196 0,00083 0,286

4–6 лет 8 3 2 2 0,607 ± 0,164 0,00196 0,679

А Б
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При этом нуклеотидное разнообразие и сред-
нее число нуклеотидных различий в группе 
моложе 3–4 лет оказались ниже средних 
показателей, установленных для популяций 
обоих видов из интакных водоемов. Значения 
гаплотипического разнообразия у молодой 
части популяций равны или ниже аналогич-
ного показателя в интактных популяциях. 
Обращают на себя внимание наиболее выра-
женные отличия между возрастными группами 
в оз. Николаевский старик (в 1,6–3,1 раза ниже 
установленных для интактных водоемов). 
С учетом того, что оз. Николаевский старик 
отличается наиболее высокими уровнями 
загрязнения радионуклидами донных отло-
жений и удельной активности радиоактивного 
цезия в биоматериале исследованных рыб, 
выявленные генетические различия могут 
оказаться не случайными, однако это требует 
подтверждения на более репрезентативном 
материале. При этом стоит учитывать, что 
в загрязненных радионуклидами озерах 
структура ихтиокомплексов не испытывает 
такого антропогенного воздействия, которое 
характерно для эксплуатируемых водоемов, 
что также может являться одним из значимых 
факторов выявленных изменений в гаплоти-
пическом составе.

Заключение
Результаты проведенного по маркеру 

D-loop мтДНК сравнительного анализа по-
лиморфизма популяций щуки обыкновенной 
и окуня речного, обитающих в условиях 
радиактивного загрязнения и на интактных 
территориях, позволили впервые выявить 
и описать различия их основных генетических 
показателей и гаплотипического состава, в том 
числе в ряду поколений. При сохранении 

доминирования наиболее распространенных 
гаплотипов выявлены уникальные гаплотипы, 
различающие озерные популяции каждого ви-
да рыб как между собой, так и между внутри-
популяционных возрастных групп. Отмечено, 
что при среднем уровне удельной активно-
сти радиоактивного цезия, превышающем 
130 Бк/кг, показатели генетического разнооб-
разия заметно выше в возрастных выборках 
рыб из ПГРЭЗ, что справедливо для популяций 
как щуки, так и окуня. При этом нуклеотидное 
разнообразие и среднее число нуклеотидных 
различий у молодых особей из загрязненных 
радионуклидами водоемов оказались ниже 
средних показателей, установленных для 
популяций обоих видов из интакных зон, при, 
соответственно, равных (или чуть ниже) пока-
зателях гаплотипического разнообразия. Для 
более полной характеристики особенностей 
генетической структуры исследованных видов 
рыб в загрязненных радионуклидами водоемах 
необходимо сопоставить полученные данные 
с результатами по другим областям генома, 
в частности ядерной ДНК.
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ДИФФЕРЕНЦИАЦИЯ ПОРОД СВИНЕЙ С ИСПОЛЬЗОВАНИЕМ 
ТЕХНОЛОГИИ KASP — ТЕCT-СИСТЕМА ДЛЯ ПОРОДЫ ДЮРОК
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На биологическом материале (ушные выщипы свиней пород белорусская крупная белая, белорусская мяс-
ная, дюрок, ландрас, йоркшир) установлен высокий дифференцирующий потенциал полиморфных вариантов 
rs80967182, rs81333725 (RXFP1) и rs80859281 (ASAH2) для дифференциации свиней породы дюрок. Предложена 
тест-модель из трех однонуклеотидных полиморфизмов для идентификации свиней породы дюрок, которая 
отличается высокими значениями точности (98,4%), специфичности и чувствительности. С использованием 
KASP разработан быстрый и простой подход к дифференциации на основании предложенной тест-модели, 
который призван сократить временные и финансовые затраты на молекулярно-генетический анализ, а также 
снизить риск кросс-контаминации, т. к. процесс является одностадийным (исключены этапы рестрикции 
и электрофореза).

Ключевые слова: Sus scrofa domesticus, однонуклеотидный полиморфизм, дифференциация, конкурентная 
аллель-специфическая ПЦР (KASP, Kompetitive allele specific PCR), генотипирование in silico.

Введение
В свиноводстве и птицеводстве производ-

ственными животными обычно являются трех- 
или четырехпородные помеси. Скрещивание 
приводит к получению экономических выгод, 
в основе которых находятся гетерозис и ком-
плементарность пород. Для улучшения про-
дуктивности животных в каждой из чисто-
породных родительских линий проводится 
селекция. До эры геномики этот отбор часто 
основывался на чистопородных характеристи-
ках, поскольку проследить родословную ги-
бридных производственных животных до их 
чистопородных предков оказывалось пробле-
матично или невозможно [1]. В данный мо-
мент подтверждение чистопородности с ис-
пользованием молекулярно-генетических 
методов возможно на любой стадии селекци-
онного процесса. Определение чистопород-
ности сельскохозяйственных животных игра-
ет ключевую роль в селекционном процессе, 
в частности для свиноводства и для животно-
водства в целом.

Развитие методологически-материальной 
базы молекулярно-генетических методов 
и снижение финансовых и временных затрат 

УДК 636.4.033:575.174.015.3

подобных исследований обусловили полный 
переход породных ассоциаций ряда стран 
(США, Канада, Германия и др.) на использо-
вание ДНК-анализа, что значительно увеличи-
вает точность селекционного процесса. Кро-
ме того, созданные параллельно ДНК-банки 
являются основой проведения генетического 
мониторинга пород и популяций, а также ис-
следований по идентификации и внедрению 
технологий маркерной селекции [2].

Определение чистопородности сельскохо-
зяйственных животных в селекционном про-
цессе имеет ключевое значение для всей от-
расли животноводства. По причине того, что 
количественные признаки в подавляющем 
большинстве случаев наследуются полигенно, 
т. е. предетерминированы совокупностью ге-
нов и их функциональным состоянием, опреде-
ление значимых корреляций между SNP (Single 
nucleotide polymorphisms) и фенотипическим 
признаком на высоком уровне статистиче-
ской значимости осуществимо только при пол-
ногеномных поисках ассоциаций — GWAS 
(Genome-Wide Association Studies).

Выявленные генетические ассоциации на 
уровне генома необходимо в обязательном по-
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рядке проверять и подтверждать в дальнейших 
субпопуляционных исследованиях. В первую 
очередь результаты GWAS способствуют тому, 
чтобы обозначить исследователю область по-
иска в геноме для выявления локусов (генов), 
ответственных за наследование того или ино-
го признака. В этой связи приоритетной за-
дачей для исследователей биоинформатиче-
ского профиля становится определение SNP, 
расположенных вблизи генетических марке-
ров, дифференцирующий потенциал которых 
был определен ранее.

Для Республики Беларусь свиноводство яв-
ляется традиционной отраслью сельского хо-
зяйства, а в перечень разводимых пород входят 
такие, как белорусская крупная белая, бело-
русская черно-пестрая, эстонская беконная, 
ландрас, дюрок и др. Доминирующей поро-
дой в этом перечне является белорусская круп-
ная белая, однако и остальные породы состав-
ляют значительную часть генофонда свиней  
Республики Беларусь.

Определение чистопородности свиней мо-
жет быть проведено с использованием SNP 
или STR (Short tandem repeat) маркеров. Од-
ними из главных преимуществ использова-
ния STR-локусов является возможность их 
мультиплексирования (10–15 локусов в од-
ной пробирке), а также относительно низкая 
стоимость анализа при массовом генотипиро-
вании. Также для характеристики определен-
ного фенотипического признака необходимо, 
чтобы ген, ответственный за этот признак, на-
ходился в одной группе сцепления с STR-ло-
кусом. Как правило, STR-локусы в данном 
контексте менее информативны, чем SNP. Тех-
нология мультиплексирования SNP сегодня 
достигла уровня, который позволяет за один 
запуск прибора (ридер чипов или секвенатор 
для массового параллельного секвенирова-
ния) охарактеризовать десятки и сотни тысяч 
SNP одновременно для сотен животных. Так, 
компанией Illumina© разработан чип для пол-
ногеномного анализа SNP для животных ви-
да Sus scrofa — PorcineSNP60 BeadChip [3], 
включающий в себя более 60 тыс. полиморф-
ных вариантов.

Ramos A. M. с соавторами применяли дан-
ную технологию для оценки дифференциру-
ющего потенциала ряда SNP для определения 
чистопородности свиней пород дюрок, ланд-

рас, крупная белая и пьетрен [4]. За последние 
10 лет в научных журналах было опубликова-
но более 50 работ, которые посвящены пои-
ску видо- и породоспецифичных SNP для вида 
S. scrofa. В основном исследователи прибегали 
к использованию чиповых технологий произ-
водства Illumina©. Также SNP были исследова-
ны в ряде работ для оценки QTL или чисто-
породности для пород свиней крупная белая 
[2, 4–12], ландрас [4, 6, 11–14], дюрок [4, 11–
13, 15], пьетрен [4, 11–13, 16]. Оценка генети-
ческого разнообразия пород свиней в контек-
сте решения ряда задач по криминалистике 
обсуждалась в исследованиях Roberts K. S. 
с соавторами [17], Stratz P. с соавторами [16], 
Wilkinson S. с соавторами [11], Кипень В. Н. 
с соавторами [18] и др.

Как правило, исследователи, применявшие 
PorcineSNP60 BeadChip, либо не приводят ин-
формацию о дифференцирующем потенциале 
конкретного SNP в контексте различения по-
род свиней, либо предпочитают кодировать их 
спектр. Однако в настоящее время имеется до-
вольно много информации, находящейся в от-
крытом доступе в Национальном центре био-
технологической информации (NCBI, National 
Center for Biotechnology Information), относи-
тельно полногеномных сиквенсных проектов 
для вида S. scrofa. По состоянию на 2023 г. 
в открытом доступе зарегистрирована инфор-
мация о более чем 300 полностью секвениро-
ванных геномах свиней пород дюрок, ландрас, 
крупная белая, пьетрен и др., характеризую-
щихся достаточной глубиной прочтения для 
определения генотипа in silico с использова-
нием методов биоинформатики.

Свиньи породы дюрок были впервые выве-
дены в Северной Америке в 1860-х гг. и рас-
пространились по всему миру как одна из 
самых известных тощих пород свиней [19]. 
Свиньи данной породы характеризуются бы-
стрым темпом роста, высокой устойчивостью 
к неблагоприятным воздействиям и хорошими 
характеристиками туши. Дюрок является од-
ной из самых популярных коммерческих по-
род во всем мире. Интенсивный искусствен-
ный отбор в породе привел к значительным 
генетическим улучшениям по множеству 
представляющих экономический интерес при-
знаков. Свиньи дюрок стали основой для мно-
гих коммерческих тощих хряков смешанных 
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пород благодаря их превосходным характе-
ристикам с точки зрения роста, эффективно-
сти усвояемости корма, телосложения, туши 
и качества мяса [20]. Например, коммерческие 
свиньи породы Дюрок × (Ландрас × Йоркшир) 
доминируют на рынке свинины в Китайской 
Народной Республике. В Республике Беларусь 
дюрок используется в селекционных схемах 
и является высоко значимой породой для улуч-
шения характеристик гибридных линий, поэ-
тому отбор для селекционных мероприятий 
«чистых» особей, без примеси других пород, 
является актуальной задачей, которую возмож-
но решить с использованием комбинированно-
го подхода, используя методологию биоинфор-
матики и молекулярной биологии.

Исходя из вышеизложенного, цель данной 
работы — выявить и исследовать SNP с вы-
соким дифференцирующим потенциалом для 
различения свиней породы дюрок с другими 
породами, представленными в Беларуси. Для 
достижения поставленной цели был решен ряд 
задач: с использованием методов биоинфор-
матики проведено генотипирование in silico 
для коммерческих пород свиней, геномы ко-
торых представлены в NCBI; с использова-
нием методов статистики отобраны наиболее 
информативные SNP; с использованием техно-
логии KASP определен генотип для отобран-
ных SNP и предложена тест-модель для диф-
ференциации.

Материалы и методы
Биологические образцы
В исследование было включено 328 образ-

цов биологического материала (ушной выщип) 
вида S. scrofa domesticus следующих пород: 
дюрок (ДЮ, 46 обр.), ландрас (ЛА, 110 обр.), 
йоркшир (ЙО, 77 обр.), белорусская крупная 
белая (БКБ, 49 обр.) и белорусская мясная 
(БМ, 46 обр.). Образцы животных были ото-
браны сотрудниками селекционно-гибридных 
центров «Заднепровский», «Полесье-Агро» 
и «ЖодиноАгроПлемЭлита».

Выделение ДНК
ДНК из образцов ушных выщипов выделяли 

с использованием набора ДНК-сорб-Б (Прайм-
тех, Беларусь) в соответствии с рекомендаци-
ями производителя.

KASP
Определение генотипа по SNP осущест-

вляли с использованием технологии, осно-
ванной на конкурентной аллель-специфиче-
ской ПЦР (KASP, Kompetitive allele specific 
PCR). Генотипирование проводили с исполь-
зованием KASP Assay mix (KASP by Design, 
KBD) и KASP Master mix (LGC Biosearch 
Technologies, Великобритания; ООО «Максим 
Медикал», Россия) в двукратной повторности. 
ПЦР проводили в объеме 10 мкл в термоцикли-
ре Applied Biosystems QuantStudio 5 Real-Time 
PCR System (Thermo Fisher Scientific, США) 
согласно имеющимся рекомендациям.

Определение генотипа in silico
Генотипы in silico для животных, геномы ко-

торых были представлены в открытом доступе 
в NCBI, которые дополнительно конвертиро-
вали в формат *.fasta c помощью пакета SRA-
Toolkit v.2.11, определяли с использованием 
оригинального программного обеспечения 
GenIS, написанного на языке Pythonv3.10 [24].

В биоинформатическом анализе были задей-
ствованы 248 особей вида S. scrofa domesticus 
(дюрок — 85, ландрас — 46, крупная бе-
лая — 70, пьетрен — 28, йоркшир — 19), «сы-
рые» данные полных геномов которых распо-
ложены в базе Sequence Read Archive (SRA, 
[25]): PRJEB1683 (2013, Wageningen University 
& Research, Нидерланды), PRJNA260763 (2014, 
Seoul National University и NICEM — Южная 
Корея, BGI — КНР), PRJNA255085 (2014, 
Centre For Research in Agrigenomics, Испания), 
PRJEB9922 (2015, Wageningen University & 
Research, Нидерланды), PRJNA309108 (2016, 
Novogene, США), PRJNA322309 (2016, China 
Agricultural Universtiy, КНР), PRJNA358108 
(2016, China Agricultural University, КНР), 
PRJNA343658 (2016, USDA-ARS-USMARC, 
США), PRJNA378496 (2017, China Agricultural 
University, КНР), PRJNA393920 (2017, INRA, 
Франция), PRJNA487172 (2018, Huazhong 
Agricultural University, КНР), PRJNA506339 
(2018, University of Edinburgh, Шотландия), 
PRJNA507853 (2018, Sichuan Agricultural 
University, Китай), PRJNA485589 (2018, 
Agricultural Genome Institute at Shenzhen, КНР), 
PRJNA488960 (2018, Huazhong Agriculture 
University, КНР), PRJEB30282 (2019, Queen 
Mary University of London, Великобритания), 
PRJNA520978 (2019, Centre for Research in 
Agricultural Genomics, Испания), PRJNA550237 
(2019, Jiangxi Agricultural University, КНР), 
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PRJNA553106 (2019, Georg-August-University 
Goettingen, Германия), PRJNA622908 (2020, 
ETH Zurich, Германия), PRJNA626370 (2020, 
Centre for Research in Agricultural Genomics, Ис-
пания), PRJNA671763 (2020, Chinese Academy 
of Agricultural Sciences, КНР), PRJNA712489 
(2021, China Agricultural University, КНР).

Статистический анализ данных
Дифференцирующий потенциал SNP опре-

деляли с использованием ROC-анализа в SPSS 
v.20.0. При наличии нижней границы асим-
птотического 95% доверительного интервала 
более 0,8 для параметра AUC (площадь под 
кривой) полиморфизм позиционировался как 
генетический маркер с высоким дифференци-
рующим потенциалом. Вероятность отнесения 
образца к одной из групп рассчитывали с ис-
пользованием логистической регрессии.

Комплексную оценку дифференцирующего 
потенциала для совокупности SNP проводили 
с использованием программы MDR v. 3.0.2 [21]. 
Вклад конкретного генотипа определялся вели-
чиной энтропии Н (выраженной в процентах). 
При H = 100% генотип способен однозначно 
дифференцировать, к какой группе (породе) от-
носится образец. В программе MDR в результа-
те множественных перестановок (пермутаций) 
первичных данных определяется наиболее оп-
тимальная модель дифференциации.

В процессе моделирования были использова-
ны высоко консервативные настройки поиска 
конфигурации модели, которые позволили одно-
значно дифференцировать наличие/отсутствие 
статистически значимых эффектов, а именно: 
количество атрибутов (attribute count range) — от 
1 до n (где n — количество переменных в моде-
ли); воспроизводимость модели (cross-validation 
count) — 100; анализ топ-моделей (track top 
models) — 1 000; поиск конфигурации моде-
ли (search method configuration) — всесторон-
ний (exhaustive); метод сравнения (ambiguous 
cell analysis) — точный тест Фишера (Fisher’s 
exact test); классификация ячеек (ambiguous 
cell assignment) — неклассифицированные 
(unclassified). Корректность модели оценива-
ли по значению сбалансированной точности 
(Balanced Accuracy), которая зависит от чувстви-
тельности и специфичности модели.

Результаты и обсуждения
На биоинформатическом этапе был сфор-

мирован максимально широкий перечень 
потенциально информативных SNP, в кото-
рый вошли как ранее описанные SNP [22], 
так и фланкирующие их SNP из Axiom® 
Porcine Genotyping Array (Axiom_PigHDv1) 
от Affymetrix©, а также SNP, для которых по 
состоянию на 2021 г. имелась доказанная ассо-
циация с QTL (Quantitative Trait Locus) и была 
представлена информация в Pig Quantitative 
Trait Locus Database (Pig QTLdb [26]). Опреде-
ление генотипа in silico c помощью программы 
GenIS было осуществлено по 7 451 SNP для 
248 животных вида S. scrofa domesticus [23].

Полученные результаты легли в основу ма-
тематического анализа классификаций с при-
менением ROC-кривых (receiver operating 
characteristic), также известных как кривые 
ошибок. Количественную интерпретацию 
ROC дает показатель AUC (area under ROC 
curve) — площадь, ограниченная ROC-кривой 
и осью доли ложных положительных класси-
фикаций. Чем выше показатель AUC, тем ка-
чественнее осуществляется классификация, 
при этом значение 0,5 демонстрирует непри-
годность выбранного метода классификации.

Для свиней породы дюрок нами выявле-
ны 39 SNP с высоким дифференцирующим 
потенциалом, для которых значение асим-
птотической значимости для AUC оказалось 
<1 × 10–10. Значение AUC составило 0,732–
0,831. При этом частота породоспецифичного 
аллеля для данных SNP находилась в диапазо-
не 68,3–96,4%.

Мы считаем, что для создания модели опре-
деления чистопородности свиней с использо-
ванием молекулярно-генетического анализа 
должно быть включено небольшое количество 
генетических маркеров, оптимальное коли-
чество SNP для решения данной задачи — не 
более 5. Поэтому для достижения данной це-
ли необходимо было с использованием ста-
тистических методов редуцировать общее 
количество выявленных нами SNP до логи-
чески и экономически приемлемого количе-
ства, оставив в модели наиболее значимые 
комбинации SNP c наивысшим дифференци-
рующим потенциалом. Также для создания 
универсальной системы дифференциации 
наиболее корректным будет решение включить 
в тест-систему SNP, расположенные на разных 
хромосомах, чтобы избежать сложностей, со-
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пряженных с совместным наследованием ге-
нетических маркеров.

Построение модели взаимодействий SNP 
для определения минимального и достаточ-
ного количества генетических маркеров для 
решения поставленной цели проводилось 
с использованием биоинформатического ме-
тода многомерного сокращения размерности 
(MDR v.3.0.2) на массиве генотипов, получен-
ных в процессе биоинформатического анали-
за данных SRA. В результате проведенного 
анализа была определена модель, включаю-
щая SNP rs80859281 (Chr.14:99099156C > T, 
Sscrofa11.1 (GCF_000003025.6), ген ASAH2); 
r s80967182  (Chr.7 :106301845A >  G) ; 
rs81333725 (Chr.8:47482649G > T, ген RXFP1) 
и rs81458130 (Chr.16:32192496C > T, ген 
ITGA1). Данная модель характеризовалась вы-
сокими значениями точности (96,3%), специ-
фичности (94,1%) и чувствительности (98,5%).

Впоследствии для данных SNP c использова-
нием технологии KASP определены генотипы 
для 328 образцов биологического материала 
(ушной выщип) свиней пяти пород. Результаты 
молекулярно-генетического анализа представ-
лены в таблице 1.

Наибольший дифференцирующий по-
тенциал был определен для rs80967182 
(AUC = 0,972; 95%ДИ = [0,955–0,989]; 

p = 9,08E–25); rs80859281 (AUC = 0,934; 
95%ДИ = [0,876–0,991]; p = 4,02E–21); 
rs81333725 (AUC = 0,928; 95%ДИ = [0,900–
0 , 9 5 6 ] ;  p   =   1 , 2 8 E – 2 0 ) ;  r s 8 1 4 5 8 1 3 0 
(AUC = 0,858; 95%ДИ = [0,786–0,930]; 
p = 2,28E–08).

Частота распространенности аллеля A для 
rs80967182 в выборке ДЮ составила 91,3%; 
для остальных пород она варьировала в диа-
пазоне 2,6–21,7%. Частота распространенно-
сти аллеля T для rs80859281 в выборке ДЮ 
составила 60,7%; в выборке ЙО — 0,6%, для 
остальных пород аллель Т отсутствовал. Для 
rs81333725 и rs81458130 разница между часто-
той распространенности аллелей была менее 
выраженной.

Графическая интерпретация модели пред-
ставлена на рисунке 1. Согласно получен-
ным результатам, сбалансированная точность 
дифференциации (adj. Balanced accuracy) 
свиней породы дюрок и других пород (лан-
драс, йоркшир, белорусская крупная белая 
и белорусская мясная) при анализе 328 образ-
цов по трем SNP — rs80859281, rs80967182 
и rs81333725 — составила 98,37% (специ-
фичность модели — 100%, чувствитель-
ность — 100%). В среднем в 6,4% случаев особь 
не удалось отнести ни к одному кластеру с за-
явленным в MDR-уровнем точности в 99,0%.

Таблица 1
Результаты генотипирования для особей пяти пород свиней по исследуемым SNP

SNP Генотип
Порода свиней

ДЮ (n = 46) ЛА (n = 110) ЙО (n = 77) БКБ (n = 49) БМ (n = 46)

rs80859281
CC 6 (13,0%) 110 (100%) 76 (98,7%) 49 (100%) 46 (100%)
CT 24 (52,2%) – 1 (1,3%) – –
TT 16 (34,8%) – – – –

rs80967182
AA 38 (82,6%) – – 3 (6,1%) 3 (6,5%)
AG 8 (17,4%) 24 (21,8%) 4 (5,2%) 7 (14,3%) 14 (30,4%)
GG – 86 (78,2%) 73 (94,8%) 39 (79,6%) 29 (63,0%)

rs81333725
GG 45 (97,8%) 10 (9,1%) 2 (2,6%) 10 (20,4%) 16 (34,8%)
GT 1 (2,2%) 27 (24,5%) 12 (15,6%) 22 (44,9%) 21 (45,7%)
TT – 73 (66,4%) 63 (81,8%) 17 (34,7%) 9 (19,6%)

rs81458130
CC 28 (60,9%) 52 (47,3%) 7 (9,1%) 5 (10,2%) 3 (6,5%)
CT 18 (39,1%) 53 (48,2%) 27 (35,1%) 21 (42,9%) 25 (54,3%)
TT – 5 (4,5%) 43 (55,8%) 23 (46,9%) 18 (39,1%)

Примечание. в пустых ячейках генотип не выявлен
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Вклад каждого полиморфизма в дифферен-
циацию свиней породы дюрок и других пород 
характеризуются величиной энтропии Н (вы-
раженной в процентах). Максимальное значе-
ние H было выявлено для rs80859281 (43,82%), 
rs80967182 (40,61%) и rs81333729 (30,93%). 
Аддитивный эффект для трех полиморфизмов 
составил 52,18%.

В то же время, при оценке точности отне-
сения образца к одной из двух групп: дю-
рок («Дюрок») или другие породы («Другие 
породы»), с использованием логистической 
регрессии, получены следующие данные: 
при наличии генотипа СС (rs80859281) / GG 
(rs80967182) / TT (rs81333725) вероятность 
отнесения образца к группе «Другие породы» 
составляет 100% (распространенность осо-
бей с данным генотипом в группе — 45,4%); 
при наличии генотипа СС (rs80859281) / 
GG (rs80967182) / TG (rs81333725) — 100% 
(распространенность — 22,3%); при на-
личии генотипа СС (rs80859281) / AG 
(rs80967182) / TT (rs81333725) — 100% (рас-
пространенность — 11,3%); при наличии ге-
нотипа СС (rs80859281) / AG (rs80967182) 
/ TG (rs81333725) — 100% (распростра-
ненность — 5,3%); при наличии геноти-
па СС (rs80859281) / GG (rs80967182) / GG 
(rs81333725) — 98,6% (распространенность 
особей с данным генотипом в группе — 12,4%); 
при наличии генотипа СT (rs80859281) / AA 
(rs80967182) / GG (rs81333725) вероятность 
отнесения образца к группе «Дюрок» состав-

ляет 100% (распространенность — 43,5%); 
при наличии генотипа TT (rs80859281) / AA 
(rs80967182) / GG (rs81333725) вероятность 
отнесения образца к группе «Дюрок» состав-
ляет 100% (распространенность — 30,4%).

Особого внимания заслуживают четыре осо-
би с генетическим профилем СС (rs80859281) 
/ AG (rs80967182) / GG (rs81333725), две из 
которых относятся к породе белорусская мяс-
ная. Дифференцировать этих свиней и дюрока 
с использованием трех полиморфизмов оказа-
лось невозможно. Предположительно, данные 
особи являются отдаленными гибридами с ге-
нетическими корнями от дюрока. Возможно, 
в дальнейшем анализ этих образцов с исполь-
зованием STR-локусов подтвердит данное 
предположение.

Необходимо отметить, что сбалансирован-
ная точность дифференциации свиней породы 
дюрок составила более 95%, данного показате-
ля вполне достаточно для решения большин-
ства задач биологической направленности, 
например, в контексте популяционных иссле-
дований или селекционной направленности. 
В то же время в 6,4% случаев (согласно моде-
ли, рис. 1) образцы не представляется диффе-
ренцировать с уровнем значимости p <0,01. 
Если уменьшить порог точности до p <0,05, 
то количество дифференцированных особей 
уменьшится до 2,4%. В этом случае точность 
модели составит 99,2% при специфичности 
в 99,6% и чувствительности в 100%.

В перспективе, для дальнейшего увеличе-

Рис. 1. Графическое представление модели из трех полиморфизмов для дифференциации дюрока от других пород 
свиней, адаптировано из ПО MDR v.3.0.2 (в каждой ячейке цифра слева — абсолютное количество свиней породы 

дюрок, цифра справа — абсолютное количество особей свиней других пород)
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ния точности модели (например, при импорте 
свиней для селекции), может быть применено 
как увеличение выборки исследуемых пород 
за счет включения новых образцов с заведо-
мо известной породной принадлежностью, по 
результатам генетического исследования (на-
пример, анализ STR-локусов), так и добавле-
ние в предложенную нами модель новых SNP 
с высоким дифференцирующим потенциалом

Заключение
В рамках проведенного исследования пред-

ложена тест-система по дифференциации сви-
ней породы дюрок от других пород (ландрас, 
крупная белая, пьетрен, йоркшир, в том чис-
ле белорусская крупная белая, белорусская 
мясная). Так, с использованием методов био-
информатики определены 39 SNP c высоким 
дифференцирующим потенциалом, а также на 
практическом материале подтвержден высо-
кий дифференцирующий потенциал выявлен-
ных полиморфных вариантов. На основании 
результатов молекулярно-генетического ана-
лиза 328 образцов предложена тест-модель из 
трех SNP: rs80859281 (Chr.14:99099156C > T, 
Sscrofa11.1 (GCF_000003025.6), ген ASAH2); 
r s80967182  (Chr.7 :106301845A >  G) ; 
rs81333725 (Chr.8:47482649G > T, ген 
RXFP1), сбалансированная точность которой 
при уровне значимости p <0,01 составляет не 
менее 98,4%; при p <0,05 — не менее 99,2%.

Предложенная нами схема для дифференци-
ации выгодно отличается своей универсально-
стью (с позиций методологического подхода 
возможно использовать различную приборную 
базу для ПЦР в реальном времени или ридеры 
флуоресцентного сигнала), а также высокой 
точностью и специфичностью. Молекуляр-
но-генетический анализ с использованием 
KASP призван сократить временные и финан-
совые затраты на ДНК-тестирование, а также 
снизить риск кросс-контаминации, т. к. про-
цесс является одностадийным (исключены 
этапы рестрикции и электрофореза).

В целом, расширение базы анализируемых 
образцов и включение в тест-систему допол-
нительных SNP для идентификации, в том 
числе и гибридов, продолжает оставаться ак-
туальной задачей.

Исследование выполнено в рамках ГПНИ 

«Биотехнологии-2», подпрограмма «Гено-
мика, эпигеномика, биоинформатика» на 
2021–2025 гг., задание «Разработка систе-
мы генетического анализа для определения 
чистопородности свиней на основе изучения 
SNP-локусов» (2021–2023 гг.)

Все применимые международные, нацио-
нальные и/или институциональные принци-
пы ухода и использования животных были 
соблюдены.
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Using the biological material (the earmarks of the following pig breeds: Belarusian Large White, Belarusian Meat, 
Duroc, Landrace, Yorkshire), the high differentiating potential of the polymorphic variants rs80967182, rs81333725 
(RXFP1) and rs80859281 (ASAH2) for the differentiation of Duroc pigs from other breeds was established. The test 
model consisting of three single nucleotide polymorphisms, which is characterized by the high values of accuracy 
(98.4%), specificity and sensitivity, was proposed for the identification of Duroc pigs. Using KASP, a quick and simple 
approach to differentiation was developed based on the proposed test model, which is destined to reduce the time and 
financial costs of molecular genetic analysis, as well as the risk of cross-contamination since the process is one-stage 
(restriction and electrophoresis stages are excluded).

Keywords: Sus scrofa domesticus, single nucleotide polymorphism, differentiation, kompetitive allele-specific PCR 
(KASP), in silico genotyping.

Дата поступления в редакцию: 07 сентября 2023 г.



Молекулярная и прикладная генетика. Том 36, 2024 г.

О. М. Малышева, Е. П. Михаленко, О. Ч. Мазур, А. В. Кильчевский
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Бронхолегочная дисплазия (БЛД) и ретинопатия недоношенных (РН) являются наиболее распространен-
ными патологическими состояниями недоношенных новорожденных. Заболевания имеют многофакторную 
этиологию со значительным генетическим компонентом. У 59 недоношенных новорожденных срока гестации 
28–36 недель с использованием полноэкзомного секвенирования (whole exome sequencing, WES) определен 
спектр из 376 нуклеотидных вариантов кодирующих областей 88 генов, ассоциированных с развитием БЛД 
и РН, из них 126 вариантов с MAF <0,01. Редкие варианты с патогенным эффектом или неопределенной кли-
нической значимостью выявлены у младенцев с РН (rs138792485 гена TLR6, вариант p.Gln101Ter гена TIRAP, 
rs104894223 и rs773474310 гена FZD4, rs368951368 гена AGTR1, rs111513627 гена TGFBR1, rs80265967 гена 
SOD1). Используя метод поиска вариантов, связанных с мультифакториальными заболеваниями в когортах 
ограниченного размера, выявлены предварительные статистически значимые различия по распределению 
частот генотипов вариантов rs323043 ABCA3, rs2227984 EGFR, rs1965707 SFTPA2 между младенцами с БЛД 
и недоношенными новорожденными без БЛД.

Ключевые слова: вариант нуклеотидной последовательности, недоношенные новорожденные, бронхоле-
гочная дисплазия, ретинопатия недоношенных, полноэкзомное секвенирование.

Введение
Бронхолегочная дисплазия (БЛД) и ретино-

патия недоношенных (РН) относятся к наи-
более распространенным осложнениям нео-
натального периода новорожденных, которые 
оказывают долгосрочное влияние на здоровье 
ребенка (повышенная восприимчивость к ин-
фекциям верхних дыхательных путей, легочная 
гипертензия, бронхиальная астма, отслойка 
сетчатки, снижение остроты зрения, слепота).

Незрелость легких и недостаточное количе-
ство сурфактанта для обеспечения полноцен-
ной вентиляции и газообмена, низкий уровень 
антиоксидантной и иммунной защиты, а также 
высокая концентрация кислорода и его ток-
сичность, баротравма вследствие проводимой 
искусственной вентиляции легких и инфекции 
являются основными факторами развития БЛД 
[1, 2]. Терапевтическое использование допол-
нительного кислорода у недоношенных но-
ворожденных запускает патологические про-
цессы в незрелой сосудистой сети сетчатки: 

УДК 577.21:575.174.015.3

на первой стадии образование новых сосудов 
подавляется, на второй — происходит их ано-
мальная пролиферация, деформация сетчатки 
с последующей отслойкой [3].

БЛД и РН являются многофакторными за-
болеваниями, на развитие которых оказы-
вают влияние пренатальные условия, пост-
натальные факторы, оказываемая терапия 
и генетическая детерминанта, на долю кото-
рой приходится более половины различий 
в предрасположенности к развитию заболева-
ния [2, 3]. Несмотря на то, что знания о пато-
генезе осложнений значительно улучшились 
в последнее время, механизмы, которые к ним 
приводят, до конца не изучены.

В течение последнего десятилетия широкое 
применение методов полногеномного анализа 
ассоциаций и полноэкзомного секвенирования 
позволило выявить потенциальные генетиче-
ские факторы (гены-кандидаты, отдельные 
генетические варианты) риска развития БЛД 
и РН. Обнаруженные ассоциации не достиг-
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ли общегеномного значения, вероятно, из-за 
гетерогенности заболеваний, включая потен-
циальные различия в генетической структуре 
БЛД и РН между этническими группами [2–4].

Цель исследования заключалась в поиске 
клинически значимых вариантов нуклеотид-
ной последовательности генов, ассоциирован-
ных с развитием БЛД и РН у недоношенных 
новорожденных, с использованием техноло-
гии WES.

Материалы и методы
В исследование включены 59 образцов ДНК 

недоношенных новорожденных срока геста-
ции 28–36 недель, родившихся в УЗ «Клини-
ческий родильный дом Минской области». На 
проведение исследования получено разреше-
ние Комитета по этике «Института повыше-
ния квалификации и переподготовки кадров 
здравоохранения учреждения образования 
«Белорусский государственный медицинский 
университет» (ИПКиПКЗ УО БГМУ), а также 
для всех пациентов оформлено письменное 
информированное согласие законного пред-
ставителя на участие в эксперименте.

Исследуемая выборка детей представлена 
17 новорожденными с диагностированными 
БЛД и РН, 10 — с БЛД, 15 — с РН, 17 — без 
БЛД и РН. Критериями включения в экспери-
ментальную группу были наличие клиниче-
ски (кислородная поддержка более 28 дней) 
и рентгенологически подтвержденной БЛД 
у ребенка и/или РН различной степени тяже-
сти, отсутствие врожденных пороков развития 
и наследственных заболеваний. Клинический 
диагноз поставлен сотрудниками кафедры не-
онатологии ИПКиПКЗ УО БГМУ.

Геномная ДНК выделена из венозной крови 
методом фенол-хлороформной экстракции. 
Полноэкзомное секвенирование выполнено 
по гибридному протоколу Illumina DNA prep 
with enrichment / xGen™ hybridization capture 
of DNA libraries (Illumina / IDT) на приборе 
NextSeq 550 (Illumina).

Обработка первичных данных, получение 
прочтений с дальнейшим их выравнивани-
ем на целевые участки референсного генома 
(hg19) осуществлена с помощью онлайн-при-
ложений Dragen FASTQ Toolkit и Dragen 
germline pipeline (BaseSpace, Illumina); филь-
трация, аннотирование, верификация и ин-

терпретация вариантов — с помощью про-
граммных средств wANNOVAR, Integrative 
Genomics Viewer, MS Excel 2016.

Первичная фильтрация обнаруженных по-
лиморфных вариантов заключалась в исклю-
чении из анализа некодирующих (интронных) 
замен, замен с глубиной прочтения менее 10 
и не удовлетворяющих фильтрам качества 
(Pass-filter). Также выполнена фильтрация по 
набору генов. По имеющимся литературным 
источникам [2–6], базам данных MalaCards 
и DisGeNET были подобраны 88 генов, ассо-
циированных с исследуемыми осложнениями 
неонатального периода недоношенных детей 
(6 генов — с РН, 14 — с БЛД, 68 генов с двумя 
осложнениями), в их числе гены метаболизма 
сурфактанта, ремоделирования тканей, разви-
тия сосудов, ренин-ангиотензиновой системы 
(renin-angiotensin system, RAS), гены, связан-
ные с антиоксидантной защитой, с иммунной 
системой и воспалением, факторами роста, 
их рецепторами и регуляторами, а также ге-
ны Wnt/β-катенин-сигнального пути развития 
сетчатки (рис. 1).

Для поиска вариантов, потенциально повы-
шающих восприимчивость к БЛД и РН, были 
использованы два подхода: отбор нуклеотид-
ных замен с частотой минорного аллеля (minor 
allele frequency, MAF) ≥0,01 по базам данных 
ExAC и GnomAD (genomes, exomes) и опре-
деление статистически значимых ассоциаций 
генетического варианта и осложнения; отбор 
нуклеотидных замен с MAF <0,01 (редкие) по 
базам данных ExAC и GnomAD, с умеренным 
и высоким прогнозируемым функциональным 
воздействием в соответствии с SnpEff (несино-
нимичное кодирование, вставки или делеции ко-
донов, приобретение или потеря стоп-кодонов, 
варианты со сдвигом рамки считывания, потеря 
стартовых кодонов), клинически значимых ва-
риантов по ClinVar и программам предсказания 
патогенности (интернет-портал VarSome).

Статистическая обработка результатов ис-
следования проводилась с использованием 
статистического пакета MS Excel 2016. Уро-
вень значимости р определяли с поправкой 
Йетса. Статистически значимыми различия 
считались при р <0,05. По величине показате-
ля отношения шансов и 95% доверительного 
интервала (confidence interval, CI) судили об 
ассоциации генотипа с развитием осложнения.
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Результаты и обсуждение
Проанализированы кодирующие области 

88 генов, в 78 из которых обнаружено 376 
вариантов нуклеотидной последовательно-
сти с альтернативными аллелями, из них 126 
с MAF <0,01 (рис. 2).

При этом среднее количество вариантов ну-
клеотидной последовательности на один обра-
зец ДНК пациента по всем изученным генам 
составило 83 ± 7.

В генах FGF7, FOXF1, IFNG, MIF, MMP16, 
NKX2-1, IGF1, IL10, TNF, NDP в 59 образцах 
ДНК исследуемой выборки замен с альтерна-
тивными аллелями обнаружено не было.

Выявленные замены преимущественно 
представлены синонимичными и несинони-
мичными вариантами, соотношение которых 
в группе с MAF ≥0,01 составляет 60% к 40%, 
а среди редких замен — 40% к 60%. В числе 
обнаруженных вариантов также присутствуют 
две делеции и две инсерции без сдвига рамки 
считывания, две нонсенс-замены, одна деле-
ция со сдвигом рамки считывания.

Определение риска развития БЛД и РН 
у недоношенных новорожденных по вари-
антам нуклеотидной последовательности 
c MAF <0,01

В исследуемой группе недоношенных ново-
рожденных выявлено 126 нуклеотидных замен 
с MAF <0,01. В генах, ассоциированных с раз-
витием БЛД, обнаружено 18 редких вариантов, 
с РН — 13 вариантов, с обоими осложнения-
ми — 95. На рисунке 3 показано распределе-

ние редких вариантов нуклеотидной последо-
вательности у пациентов в изучаемых группах.

Большая часть редких вариантов нуклеотид-
ной последовательности (97 замен) выявлена 
единично, оставшиеся встречались в 2–8 ис-
следуемых образцах. Среди несинонимичных 
вариантов нуклеотидной последовательности, 
выявленных в двух и более образцах недоно-
шенных новорожденных с осложнениями и от-
сутствующих у детей без БЛД и РН, обнаруже-
ны замены rs61735104 гена FGFR3, rs34216045 
гена IL18R1 и rs79487279 гена NOS1 (до-
брокачественные по базе данных ClinVar 
и программам предсказания патогенности 
in silico), и вариант rs11549467(c.1762G > A, 
p.Ala588Thr) гена HIF1A, клиническая зна-
чимость которого по ClinVar не определена. 
Индуцируемый гипоксией фактор 1 (HIF1) 
является важным регулятором кислородного 
гомеостаза, обеспечивающим адаптивные ре-
акции на гипоксию. Ген HIF1A кодирует одну 
из двух субъединиц (HIF-1α) этого фактора. 
В условиях недостатка кислорода субъединица 
HIF-1α не разрушается, HIF1 накапливается, 
что приводит к усилению регуляции многочис-
ленных генов (например, VEGFA), участвую-
щих в различных биологических процессах, 
включая гликолиз, ангиогенез и эритропоэз. 
Нуклеотидная замена c.1762G > A располо-
жена в пределах домена, стабилизирующего 
субъединицу HIF-1α от деградации. По лите-
ратурным данным альтернативный аллель А 
является независимым фактором защиты от 

Рис. 1. Гены, ассоциированные с развитием БЛД и РН у недоношенных новорожденных (цветовая индикация ассо-
циации гена с осложнением неонатального периода: голубой — БЛД, желтый — РН, зеленый — два осложнения)
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Рис. 2. Распределение выявленных нуклеотидных замен 
по генам (цветовая индикация ассоциации гена с ос-
ложнением неонатального периода: голубой — БЛД, 

желтый — РН, зеленый — два осложнения)

синдрома дыхательного расстройства недо-
ношенных новорожденных [7]. Данный вари-
ант в нашей выборке определен у пациента 
с двумя осложнениями (БЛД и РН). Можно 
предположить, что изменение структуры  
и/или экспрессии HIF1A способствует разви-
тию второй фазы РН, когда происходит ано-
мальная неоваскуляризация сетчатки.

Среди генов, ассоциированных с развитием 
и БЛД, и РН, большее количество редких за-
мен выявлено в гене NOS3 и EPAS1, с разви-
тием РН — в генах FZD4, LRP5 (по разнице 
между количеством замен в основной и кон-
трольной группе). Данные гены кодируют бел-
ки, участвующие в развитии сосудов.

Ген NOS3 кодирует эндотелиальную синта-
зу оксида азота, которая принимает участие 
в синтезе оксида азота в эндотелии, действу-
ющем как сосудорасширяющее средство, обе-
спечивая адекватный кровоток через ткани. 
Оксид азота также оказывает защитное дей-
ствие на стенки сосудов, ингибируя окисление 
липидов и инактивируя свободные радикалы 
кислорода [8]. Снижение экспрессии NOS3 
ухудшает VEGF-опосредованный ангиогенез 
и неоваскуляризацию [9]. Снижение экспрес-
сии гена EPAS1, кодирующего эндотелиальный 
белок домена PAS 1, приводит к нарушению 
экспрессии гена эритропоэтина, который сти-
мулирует образование красных кровяных те-
лец в костном мозге, что вызывает уменьше-
ние устойчивости к гипероксической терапии 
у недоношенного новорожденного и повыше-
ние восприимчивости к РН [10].

Гены FZD4 и LRP5 кодируют рецепторы 
Wnt/β-катенин-сигнального пути. Их взаимо-
действие с лигандом норрином активирует 
нижележащий каскад реакций, в результате 
чего происходит инициация экспрессии генов, 
ответственных за васкуляризацию сетчатки. 
Мутации в гене FZD4 и LRP5 обеспечивают 
~10% случаев тяжелой формы РН у недоно-
шенных новорожденных [10].

Особый интерес представляют 40 редких од-
нонуклеотидных несинонимичных гетерози-
готных замен, обнаруженных единожды у де-
тей с БЛД и/или РН и отсутствующих в группе 
сравнения (табл. 1).

По клинической значимости 16 из пред-
ставленных вариантов классифицируются 
как варианты с неопределенным клиническим 
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значением (VUS) либо их интерпретация кон-
фликтная (при отсутствии информации в базе 
данных ClinVar были использованы програм-
мы предсказания патогенности in silico). В ге-
нах, ассоциированных с развитием БЛД, вы-
явлены две такие замены: rs148671332 в гене 
ABCA3 и rs781195445 в гене SFTPD.

Ген ABCA3 кодирует АТФ-зависимый транс-
портер сурфактанта А3, который преимуще-
ственно экспрессируется в легочной ткани, 
локализуется на мембранах пластинчатых 
телец альвеолоцитов II типа, где имеет реша-
ющее значение для синтеза (транспортирует 
фосфолипиды) и процессинга сурфактанта. 
Мутации в гене ABCA3 связаны с нарушением 
метаболизма сурфактанта, который проявляет-

ся различными респираторными заболевания-
ми у детей и взрослых [11]. В нашем исследо-
вании у одного недоношенного ребенка с БЛД 
обнаружена замена цитозина на тимин в 14-ом 
экзоне гена ABCA3 (rs148671332), приводя-
щая к замещению аминокислоты аргинина на 
несхожий ей по своим свойствам триптофан, 
с конфликтной интерпретацией патогенности 
(доброкачественная in silico). По литератур-
ным данным такая же гетерозиготная замена 
выявлялась при таких заболеваниях, как ле-
гочный альвеолярный протеиноз и интерсти-
циальное заболевание легких у взрослых па-
циентов и у новорожденного с респираторным 
дистрессом [11].

Сурфактантный белок D гена SFTPD явля-

Таблица 1
Редкие генетические варианты, встречающиеся единожды у пациентов c бронхолегочной 

дисплазией и/или ретинопатией недоношенных

Рис. 3. Распределение редких вариантов нуклеотидной последовательности по изучаемым группам генов 

Ген rs dbSNP Замена нуклеотида, 
аминокислоты

Частота 
(GnomAD 
genome)

Клиническая 
значимость 

(ClinVar)
Осложнение

Варианты в генах, ассоциированных с БЛД (группа сравнения 32 ребенка без БЛД)

ABCA3
rs148671332 c.2125C > T, p.Arg709Trp 0,00162 VUS:5, LB:2 БЛД
rs146709251 c.4420C > T, p.Arg1474Trp 0,00296 LB:4, B:4 БЛД

SFTPD rs781195445 c.400A > G, p.Lys134Glu 0,00002 VUS:1 БЛД
IPO13 rs139063607 c.731A > T, p.Gln244Leu 0,00139 B* БЛД

Варианты в генах, ассоциированных с РН (группа сравнения 27 детей без РН)

FZD4

rs140601725 c.76C > A, p.Gln26Lys 0,00041 VUS:1, B:1 РН
rs139401671 c.118G > C, p.Glu40Gln 0,00031 VUS:1, LB:1 РН
rs104894223 c.766A > G, p.Ile256Val 0,00051 P:2, LB:1 РН
rs773474310 c.1128G > T, p.Leu376Phe 0,00002 VUS:1 РН

LRP5
rs143433231 c.290C > T, p.Ala97Val 0,00013 LB:1 РН

rs1127291 c.4574C > T, p.Ala1525Val 0,0096 LB:4, B:7 РН
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Окончание таблицы 1

Примечание. B — benign (доброкачественный), LB — likely benign (вероятно доброкачественный), VUS — uncertain 
significance (неопределенного значения), LP — likely pathogenic (вероятно патогенный), P — pathogenic (патоген-
ный); * — значения по предикторам патогенности базы данных VarSome

Ген rs dbSNP Замена нуклеотида, 
аминокислоты

Частота 
(GnomAD 
genome)

Клиническая 
значимость 

(ClinVar)
Осложнение

Варианты в генах, ассоциированных и с БЛД, и с РН (группа сравнения 17 детей без обоих осложнений)
SOD1 rs80265967 c.272A > C, p.Asp91Ala 0,0012 P:4, LP:5, VUS:4 РН

TIRAP
– c.301C > T, p.Gln101Ter – LP* РН

rs200632029 c.427C > T, p.Arg143Trp 0,00005 B* БЛД + РН
TLR6 rs138792485 c.392A > G, p.Asn131Ser 0,00017 VUS* РН
AGT rs201777691 c.148A > T, p.Thr50Ser 0,00015 VUS:1, B:1 БЛД + РН

AGTR1 rs368951368 c.893A > G, p.Asn298Ser 0,00015 VUS:3 БЛД + РН

EPAS1
rs141965374 c.481G > A, p.Asp161Asn 0,00012 LB:1 БЛД + РН
rs1169287303 c.1256A > G, p.Gln419Arg 0,0000014 VUS:1 БЛД + РН

IGF1R rs45451896 c.1976G > A, p.Arg659Gln 0,00029 VUS:1, LB:1 РН

IL33
rs138513976 c.164A > G, p.Lys55Arg 0,00037 VUS:1 БЛД

– c.133A > G, p.Met45Val – B* РН
MMP9 rs201975453 c.878T > A, p.Ile293Asn 0,00017 VUS:3 БЛД

TGFBR1 rs111513627 c.214A > T, p.Ile72Leu 0,00019 VUS:7, LB:5 РН

ACE
rs749779360 c.1324C > T, p.Arg442Cys 0,00002 B* БЛД + РН

rs4314 c.1681C > T, p.Arg561Trp 0,00289 LB:1, B:2 БЛД
rs752660066 c.1931C > G, p.Thr644Ser 0,00001 B* РН

EPO rs62483572 c.208G > A, p.Asp70Asn 0,00266 LB:1 БЛД + РН
GSTP1 rs192307201 c.67G > T, p.Ala23Ser 0,00145 B* РН

IL18RAP rs11695455 c.407A > G, p.Asp136Gly 0,00436 B* БЛД + РН
IL6 rs2069860 c.485A > T, p.Asp162Val 0,00548 B:2 БЛД + РН

KDR
rs139156665 c.1362T > A, p.His454Gln 0,00017 B* БЛД
rs34038364 c.2066C > T, p.Thr689Met 0,00291 VUS:1 LB:1 B:1 РН

NFKB1 – c.283A > G, p.Lys95Glu – B* РН

NOS3
rs3918232 c.2479G > A, p.Val827Met 0,0033 B:1 БЛД

rs148359917 c.383G > A, p.Arg128Gln 0,00115 B:1 БЛД + РН
rs749398455 c.3560G > A, p.Gly1187Asp 0,00115 B* БЛД

TEK rs138894008 c.1565G > T, p.Arg522Leu 0,00038 LB:1, B:1 БЛД + РН
TGFBR2 rs35719192 c.1119G > A, p.Met373Ile 0,00131 VUS:1, LB:19, B:6 БЛД + РН

TLR4 rs5030724 c.2500C > A, p.Gln834Lys 0,00039 B* РН
TLR5 rs374080914 c.335C>G, p.Pro112Arg 0,00018 B* БЛД

ется частью врожденного иммунного ответа, 
защищающего легкие от вдыхаемых микро-
организмов, органических антигенов и ток-
синов, модулирует активность лейкоцитов 
в иммунном ответе, а также вовлечен в мета-
болизм сурфактанта [12]. Нуклеотидный ва-
риант p.Lys134Glu (rs781195445) гена SFTPD 

не описан в литературе, по программам пред-
сказания патогенности in silico определяется 
как доброкачественный.

В гене FZD4, ассоциированном с развитием 
РН, выявлены четыре несинонимичные заме-
ны, одна из которых rs104894223 (p.Ile256Val) 
c конфликтной интерпретацией патогенности 
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(известная патогенная мутация по базе дан-
ных HGMD, ID CM050620, по состоянию на 
2021 г.). Миссенс-вариант p.Ile256Val находит-
ся в высоко консервативной области рецептора 
FZD4 и может привести к его структурному 
дефекту. Белок FZD4 экспрессируется в сет-
чатке, обеспечивает нормальное развитие ее 
сосудов путем активации канонического пути 
Wnt/β-катенина и генов-мишеней. Отсутствие 
рецептора приводит к дефектному развитию 
сосудов с последующей неоваскуляризацией 
сетчатки и экссудацией. Течение ретинопатии 
при наличии редких нуклеотидных вариан-
тов гена FZD4 у недоношенных детей может 
усугубляться, что показано и для варианта 
p.Ile256Val [13]. Замена лейцина на фенила-
ланин в кодоне 376 белка FZD4 (rs773474310) 
и по ClinVar, и по предикторам патогенности 
имеет неопределенное клиническое значение. 
Клиническая значимость двух других вариан-
тов p.Gln26Lys и p.Glu40Gln, обнаруженных 
в этом гене, определена как доброкачественная 
с использованием программ in silico.

В генах, ассоциированных с развитием 
и БЛД, и РН, обнаружено 10 однонуклеотид-
ных замен с неопределенным клиническим 
значением или конфликтной интерпретацией 
патогенности по ClinVar.

Вариант rs80265967 гена SOD1 с конфликт-
ной интерпретацией патогенности выявлен 
у одного недоношенного новорожденного 
с РН. Замена аспарагиновой кислоты на ала-
нин в положении 91-й аминокислотной после-
довательности приводит к образованию белка 
с измененной функцией. Ген SOD1 кодирует 
цитоплазматическую супероксиддисмутазу, 
которая преобразует супероксидные ради-
калы в молекулярный кислород и перекись 
водорода. Несовершенство антиоксидантной 
защиты у недоношенных новорожденных 
и избыточный синтез свободных радикалов 
при оксигенотерапии способствуют разви-
тию бронхолегочной дисплазии и ретинопа-
тии недоношенных. Повреждение тканей за 
счет образования реактивных промежуточных 
продуктов окисления кислорода и перекисного 
окисления мембранных липидов вызывает ва-
зоконстрикцию в сетчатке, которая приводит 
к вазооблитерации, неоваскуляризации и от-
слойке сетчатки [14].

В гене TIRAP, кодирующем адаптерный 

белок, ассоциированный с толл-подобными 
рецепторами, выявлен гетерозиготный нон-
сенс-вариант (p.Gln101Ter), отсутствующий 
в базе данных dbSNP, патогенный по програм-
мам предсказания клинической значимости. 
Замена цитозина на тимин в положении 301 
приводит к появлению стоп-кодона в TIR-до-
мене белка, ответственном за взаимодействия 
с другими молекулами, ассоциированными 
с воспалительным ответом. TIRAP участвует 
в передаче сигнала по TLR-опосредованным 
сигнальным путям (TLR2, TLR4), что приво-
дит к активации основных факторов транс-
крипции NF-κB и AP-1 и, следовательно, экс-
прессии провоспалительных цитокинов [15].

Несинонимичная замена rs138792485 ге-
на TLR6, выявленная у одного ребенка с РН, 
приводит к замещению аспарагина на серин 
в положении 131 аминокислотной последова-
тельности. Вариант отсутствует в базе данных 
ClinVar, и о его клинической значимости мож-
но судить только по программам предсказа-
ния in silico (умеренно патогенный). Толл-по-
добный рецептор 6, кодируемый геном TLR6, 
расположен на поверхности эндотелиальных 
клеток сетчатки и хориоидеи. Рецептор отве-
чает главным образом за распознавание компо-
нентов бактериальной мембраны, инициирует 
сложный каскад передачи сигнала, индуцирует 
выработку воспалительных цитокинов и регу-
лирует уровень костимулирующих молекул, 
которые играют важную роль в патогенезе 
ишемических заболеваний сетчатки [16].

Продукты генов AGT и AGTR1 относятся 
к ренин-ангиотензиновой системе. RAS регу-
лирует развитие и функционирование многих 
органов, активен как в здоровой, так и в по-
раженной легочной ткани. Существует два 
предполагаемых пути, с помощью которых 
RAS может влиять на развитие и функцию 
легких. Эти пути опосредуются рецепторами 
ангиотензина II 1-го (AGTR1) и 2-го (AGTR2) 
типов. Предполагается, что гипероксия может 
способствовать активации пути через рецеп-
тор AGTR1, вызывая усиление воспаления, 
гипертрофии, фиброза и эндотелиальной дис-
функции, и снижать активность пути через ре-
цептор AGTR2 с противоположным эффектом 
[17]. Замена треонина на серин в положении 
50 аминокислотной последовательности в ге-
не AGT по предикторам in silico определяется 
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как доброкачественная. Вариант p.Asn298Ser 
гена AGTR1 по алгоритмам предсказания их 
влияния определяется как умеренно патоген-
ный. Замена аспарагина на серин происходит 
в высоко консервативном мотиве NPxxY, ко-
торый участвует в инициации передачи сигна-
ла после связывания лиганда. Исследования 
сайт-направленного мутагенеза показали, что 
замена p.Asn298Ser уменьшает количество 
сайтов связывания и нарушает передачу сиг-
налов рецептором [18].

Транскрипционный фактор EPAS1, коди-
руемый геном EPAS1, вовлечен в индукцию 
генов, экспрессия которых зависит от уров-
ня кислорода. Белок регулирует экспрессию 
сосудистого эндотелиального фактора роста 
и, по-видимому, участвует в развитии крове-
носных сосудов и канальцевой системы лег-
ких, может также играть роль в формировании 
эндотелия, создающего гематоэнцефаличе-
ский барьер, является активатором экспрессии 
тирозинкиназы Tie-2 [19]. Замена глицина на 
аргинин в положении 419 аминокислотной по-
следовательности гена EPAS1 по предикторам 
in silico определяется как доброкачественная.

Рецептор инсулиноподобного фактора роста, 
кодируемый геном IGF1R, передает сигнал 
от фактора роста, играющего ключевую роль 
в нормальном развитии сетчатки и в патоге-
незе РН [10]. В гене рецептора определен не-
синонимичный редкий вариант c.1976G > A, 
p.Arg659Gln (rs45451896) с конфликтной ин-
терпретацией патогенности по ClinVar и до-
брокачественный по программам предсказа-
ния in silico.

Вариант rs138513976 гена IL33 с неопреде-
ленной клинической значимостью по базе дан-
ных ClinVar и доброкачественный по програм-
мам предсказания патогенности обнаружен 
у недоношенного новорожденного с БЛД. Ин-
терлейкин 33 (IL-33), кодируемый геном IL33, 
высвобождается из поврежденных и некроти-
зированных клеток и стимулирует иммунный 
ответ. IL-33 играет важную роль в иммунитете 
тканей слизистых оболочек, воспалении, гоме-
остазе, патогенезе тяжелых заболеваний дыха-
тельных путей человека (воспаление легких, 
астма, аллергия). По литературным данным 
тяжесть течения БЛД коррелирует с уровнем 
IL-33 в плазме [20]. 

Матриксная металлопротеиназа 9, кодиру-

емая геном MMP9, участвует как в физиоло-
гических, так и в патологических процессах: 
разрушает белки внеклеточного матрикса, 
индуцирует образование сосудов, усиливает 
миграцию клеток, активирует или инактиви-
рует провоспалительные цитокины, модифи-
цирует образование новых сосудов, усиливает 
миграцию воспалительных клеток и способ-
ствует ремоделированию тканей в легких [21]. 
Редкий вариант c.878T > A (rs201975453) гена 
MMP9 обнаружен у одного недоношенного 
новорожденного с БЛД и заключается в за-
мене неполярной аминокислоты изолейцин 
на полярный аспарагин в позиции 293 амино-
кислотной последовательности. Клиническая 
значимость замены по ClinVar не определена, 
по алгоритмам прогнозирования влияния яв-
ляется доброкачественной.

Нуклеотидная замена rs111513627 гена 
TGFBR1 с конфликтной интерпретацией пато-
генности как по базе данных ClinVar, так и по 
программам предсказания патогенности выяв-
лена у младенца с РН. Кодируемый этим геном 
рецептор 1 трансформирующего фактора роста 
участвует в передаче сигнала по TGF-β сиг-
нальному пути, играющему важную роль в ан-
гиогенезе, пролиферации клеток эндотелия, 
ремоделировании внеклеточного матрикса, 
нарушении гематоретинального барьера [22].

Исходя из проведенного анализа, среди 42 
недоношенных новорожденных с одним или 
двумя осложнениями, выявлены семь ред-
ких вариантов, которые могут вносить су-
щественный вклад в исследуемый фенотип 
(rs138792485 гена TLR6, не встречаемый ранее 
вариант p.Gln101Ter гена TIRAP, rs104894223 
и rs773474310 гена FZD4, rs368951368 гена 
AGTR1, rs111513627 гена TGFBR1, rs80265967 
гена SOD1).

Определение риска развития БЛД и РН 
у недоношенных новорожденных по вари-
антам нуклеотидной последовательности 
с MAF ≥0,01

Учитывая низкую статистическую мощность 
анализа вследствие ограниченных выборок па-
циентов, поиск ассоциации кандидатных вари-
антов нуклеотидной последовательности про-
водился для БЛД по 10 генам (ABCA3, EGF, 
EGFR, IPO13, MBL2, SFTPA1, SFTPA2, SFTPB, 
SFTPC, SFTPD), для РН по 5 генам (FZD4, 
LRP5, PRSS23, TSPAN12, ZNF408), значимость 
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которых в развитии осложнений ранее была 
установлена в работах других исследователей 
[2–6]. К полиморфным вариантам с MAF >0,1 
был применен уровень значимости р = 0,05; 
вариантам с частотой альтернативного аллеля 
0,01≤ MAF ≤0,1 — р = 0,001. Схожий подход 
применялся при исследовании заболеваний 
мультифакторной этиологии — сахарного ди-
абета 2-го типа и ожирения — на небольшой 
когорте пациентов (49 и 21 соответственно) 
с использованием WES [23, 24].

Попарное сравнение частот распределения 
генотипов 14 выявленных вариантов нукле-
отидной последовательности генов, ассоци-
ированных с РН, между группой младенцев 

с ретинопатией (32 ребенка) и без нее (27 де-
тей) не показало статистически достоверных 
различий.

Группа сравнения для пациентов с БЛД (27 
младенцев) была представлена недоношенны-
ми новорожденными без исследуемого ослож-
нения (32 ребенка). В генах, ассоциированных 
с развитием БЛД, выявлен 51 полиморфный 
вариант с MAF ≥0,01. В таблице 2 представ-
лены замены, в которых достигнуты статисти-
чески значимые различия по распределению 
частот их генотипов в сравниваемых группах.

Представленные однонуклеотидные заме-
ны являются синонимичными и не оказывают 
влияния на структуру кодируемых ими белков.

Таблица 2
Распределение частот генотипов полиморфных локусов генов, ассоциированных 

с развитием БЛД

Ген
rs замены Генотип Пациенты с БЛД Пациенты без БЛД p OR(95% CI)

ABCA3
rs323043

GG 88,9 62,5 0,044 4,8(1,19–19,4)
GC 7,4 37,5 0,016 0,13(0,03–0,67)
CC 3,7 0 0,93 3,68(0,14–94,2)

EGFR
rs2227984

TT 18,5 50 0,025 0,23(0,07–0,75)
TA 66,7 37,5 0,049 3,33(1,14–9,76)
AA 14,8 12,5 0,90 1,22(0,27–5,41)

SFTPA2
rs1965707

GG 40,7 75 0,009 0,23(0,08–0,70)
GA 55,6 12,5 0,001 8,75(2,40–31,9)
AA 3,7 12,5 0,46 0,27(0,03–2,57)

Заключение
С использованием полноэкзомного секве- 

нирования у 59 недоношенных новорожден-
ных проведен анализ спектра нуклеотидных 
вариантов 88 генов, ассоциированных с разви-
тием БЛД и РН. Выявлено 376 нуклеотидных 
вариантов, из них 126 с MAF <0,01.

Редкие варианты с патогенным эффектом 
или неопределенной клинической значимо-
стью выявлены у недоношенных младен-
цев с РН (rs138792485 гена TLR6, не встре-
чаемый ранее вариант p.Gln101Ter гена 
TIRAP, rs104894223 и rs773474310 гена FZD4, 
rs368951368 гена AGTR1, rs111513627 гена 
TGFBR1, rs80265967 гена SOD1). Эти вари-
анты с большей долей вероятности могут 
вносить вклад в проявление осложнений в со-
четании с другими генетическими факторами 

и факторами окружающей среды.
Несмотря на то, что исследование выполне-

но на сравнительно небольшом числе образ-
цов (вследствие его высокой стоимости), ас-
социативный анализ вариантов нуклеотидной 
последовательности с MAF ≥0,01 выявил ста-
тистически значимые различия в трех из них 
(rs323043 ABCA3, rs2227984 EGFR, rs1965707 
SFTPA2) между младенцами с БЛД и недоно-
шенными новорожденными без БЛД. Получен-
ные результаты являются предварительными.

Необходимо продолжить исследования на 
большей выборке пациентов для проверки вос-
производимости обнаруженных клинико-ге-
нетических ассоциаций и поиска новых по-
тенциальных кандидатных генов и вариантов, 
ассоциированных с осложнениями, а также 
подтвердить выявленные генетические замены 
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с патогенным эффектом или неопределенной 
клинической значимостью методом секвени-
рования по Сэнгеру. 
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Введение
Воспалительные заболевания кишечника 

(ВЗК) характеризуются тяжелым воспалени-
ем тонкой и / или толстой кишки, приводящим 
к рецидивирующей диарее и боли в животе. 
Болезнь Крона (БК) и язвенный колит (ЯК) яв-
ляются двумя основными клинико-патологи-
ческими подтипами ВЗК. Несмотря на то, что 
они являются хроническими и рецидивирую-
щими воспалительными заболеваниями ки-
шечника, их можно дифференцировать по ло-
кализации воспаления в желудочно-кишечном 
тракте и по характеру гистологических изме-
нений в кишечной стенке. Анатомически БК 
может затронуть весь желудочно-кишечный 
тракт, хотя чаще отмечается повреждение под-
вздошной и толстой кишки. ЯК ограничивает-
ся прямой кишкой, толстой кишкой и слепой 

кишкой. Микроскопически при БК поврежде-
ние является трансмуральным и часто преры-
вистым, в то время как ЯК непрерывно влияет 
только на слизистую оболочку кишечника [1].

Воспалительные заболевания кишечника 
рассматриваются как мультисистемные забо-
левания, возникающие под влиянием взаимо-
действия как генетических, так и факторов 
окружающей среды, таких как стресс, режим 
сна, использование антибиотиков, гигиени-
ческие условия, диета и курение. К генетиче-
ским предрасполагающим факторам относят 
нарушения генов, вовлеченных в регуляцию 
воспалительного ответа [2]. Несмотря на гло-
бальный рост заболеваемости, точная этиоло-
гия ВЗК остается неустановленной. Гипотеза 
мультифакториального патогенеза ВЗК на се-
годня является наиболее обоснованной [3, 4].
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Именно синергетическое действие разных 
факторов нарушает баланс между воспали-
тельным ответом и иммунной толерантностью 
к комменсальной микробиоте в слизистой обо-
лочке толстой кишки. Это приводит к наруше-
нию гомеостаза и развитию ВЗК [5]. Клиниче-
ские и экспериментальные данные указывают 
на ключевую роль дисбиоза в патогенезе ВЗК 
неясной этиологии [10].

Микробиом кишечника представляет со-
бой уникальное сообщество микроорганиз-
мов с высоким таксономическим разнообра-
зием, локализующихся преимущественно 
в толстом кишечнике. Бактерии составляют 
более 90% этой микробной популяции (или 
как вариант микробиомного сообщества), од-
нако в нем также присутствуют археи, гри-
бы и простейшие [6]. По последним данным, 
в составе микробиома толстой кишки челове-
ка идентифицировано более 1 000 бактериаль-
ных видов [5].

Микробиота стимулирует дифференциров-
ку и секрецию муцина клетками Панета. Му-
цин образует защитный гидрофильный слой 
на поверхности слизистой, предотвращаю-
щий прикрепление патогенов и обеспечива-
ющий смачиваемость эпителия [8]. Бактерии 
кишечника стимулируют продукцию антими-
кробных пептидов (дефензинов, REG3A) со 
стороны эпителиальных клеток [9].

Классификация микроорганизмов человече-
ской микробиоты на «полезные» и «патоген-
ные» представляет собой упрощенный подход. 
Граница между комменсалами и условно-пато-
генными микроорганизмами зачастую носит 
условный характер. Многие микробы способ-
ны выполнять как полезные, так и потенциаль-
но патогенные функции в зависимости от внеш-
ней среды и состояния иммунитета хозяина. 
Взаимоотношения между микроорганизмами 
человеческой микробиоты и иммунной систе-
мой хозяина носят динамический характер и за-
висят от множества факторов. Многие предста-
вители комменсальной микробиоты, например, 
Staphylococcus spp. и определенные виды рода 
Clostridium, при нормальном функционирова-
нии иммунитета остаются комменсалами и не 
оказывают патогенного действия [10].

Однако при иммунодефиците или дисбиозе 
эти же микроорганизмы способны обрести па-
тогенные свойства вследствие нарушения де-

терминант взаимодействия с клетками хозяи-
на [11]. Более того, отдельные штаммы одних 
и тех же видов могут различаться по уровню 
вирулентности [12]. Несбалансированность 
в составе потенциально патогенных и услов-
но-патогенных микроорганизмов в микробо-
ценозе может оказывать влияние на эффектив-
ность проводимой антимикробной терапии 
у пациентов. Изменения в относительной 
представленности токсигенных и резистент-
ных таксонов способны снижать чувствитель-
ность микробной популяции к антибактери-
альным препаратам и затруднять достижение 
терапевтического эффекта [13].

Поэтому целью исследования было срав-
нить потенциально патогенный и условно-па-
тогенный бактериальный состав кишечного 
микробиома у детей с ВЗК с различной кли-
нической картиной.

Материалы и методы
Для настоящего исследования была собрана 

выборка из 43 пациентов детского возраста от 
0 до 18 лет (медиана 8,1 года) с ВЗК. У паци-
ентов были диагностированы заболевания же-
лудочно-кишечного тракта различной степени 
тяжести, в результате чего они были госпита-
лизированы в учреждение здравоохранение 
«городская детская инфекционная клиниче-
ская больница», государственное учрежде-
ние «Республиканский научно-практический 
центр детской хирургии», учреждение здра-
воохранения «4-я городская детская клиниче-
ская больница».

Все 43 пациента были разделены на три 
группы. Первая группа включала в себя 21 па-
циента, у которых был верифицирован диа-
гноз ВЗК на основании клинических и гисто-
логических данных. Вторая группа — 10 детей 
с клиническими и гистологическими проявле-
ниями недифференцированного колита. Третья 
группа — 12 пациентов, с клиническими га-
строэнтерологическими симптомами и отсут-
ствием признаков патологических изменений 
при гистологическом исследовании образца 
биопсийного материала.

На момент формирования эксперименталь-
ной группы пациенты, в нее вошедшие, не по-
лучали антибактериальных препаратов. Отбор 
образцов ткани толстой кишки путем биопсии 
проводился до начала лечения.
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Для постановки диагноза и разделения паци-
ентов на три группы были применены стандар-
тизированные методы исследования, включая 
сбор анамнеза, клинические обследования, ла-
бораторные анализы (ОАК, ОАМ, БАК) и ин-
струментальные методы исследования.

Сбор биологического материала (биопсий-
ных образцов слизистой оболочки восхо-
дящего отдела толстой кишки) проводился 
с соблюдением принципов добровольности 
и конфиденциальности в соответствии с ин-
формированным согласием законного пред-
ставителя пациента.

Для получения биопсийного материала тол-
стой кишки использовался эндоскопический 
метод. Биологический материал после забо-
ра помещался в стерильный 0,9%-й NaCl, что 
позволяет сохранить целостность биообраз-
ца. Согласно разработанному унифицирован-
ному протоколу, собранный биологический 
материал замораживается через строго опре-
деленный интервал времени (30 мин). Далее 
биоматериал транспортируется в лабораторию 
для последующего выделения ДНК, соблюдая 
холодовую цепь.

Выделение ДНК из биопсийного матери-
ала толстой кишки для последующего ме-
татаксономического анализа микробиома 
было проведено с использованием набо-
ра ReliaPrep™ FFPE gDNA Miniprep System 
(Promega Corporation, США).

Для анализа микробиома кишечника бы-
ли использованы специфические праймеры, 
предназначенные для амплификации V3–V4 
региона гена 16S рРНК. Данный ген 16S рРНК 
включает в себя консервативные и вариабель-
ные участки. Одним из фрагментов гена, ис-
пользуемых для определения таксономической 
принадлежности бактерий, является фрагмент 
нуклеотидной последовательности, включа-
ющий V3–V4 вариабельный регион [14, 15].

После амплификации регионов V3–V4 про-
водилась пробоподготовка согласно протоко-
лу Illumina для 16S Metagenomic Sequencing 
Library Preparation (США) — метагеномного 
секвенирования c модификациями разработан-
ными в лаборатории Государственного научно-
го учреждения «Институт генетики и цитоло-
гии Национальной академии наук Беларуси», 
что гарантировало стандартизированное вы-
полнение этапов очистки, индексирования об-

разцов и подготовки их к загрузке в прибор 
MiSeq (Illumina). На этапе амплификации це-
левых регионов использовалась стандартная 
ПЦР-смесь для рутинного анализа, содержа-
щая Taq-полимеразу. На этапе присоединения 
индексов ПЦР-микса с 5’-3’ полимеразной и 3’-
5’ экзонуклеазной (корректирующая) активно-
стью и отсутствующей 5’-3’ экзонуклеазной ак-
тивностью был использован аналог — 2x HiFi 
HotStart ReadyMix (NEBNext Q5 Hot Start HiFi 
PCR Master Mix, New England Biolabs).

Полученные прочтения нуклеотидных по-
следовательностей в формате fastq проходи-
ли обработку согласно биоинформатическому 
конвейеру для анализа микробиомных дан-
ных, разработанному сектором биоинформа-
тики Института генетики и цитологии НАН 
Беларуси.

Оценку качества библиотек ампликонов 
проводили с помощью программы FastQC 
V.0.11.9, праймеры и ложные последователь-
ности были удалены с помощью программы 
Сutadapt v3.1 (2020 г.). Метагеномные данные 
обработаны с использованием пакета DADA2 
для языка программирования R. Фрагменты 
гена 16S рРНК выравнены и таксономически 
аннотированы с использованием базы данных 
Silva SSU NR99 (версия 138) с доверительным 
порогом 80% [15] и кластеризованы в опера-
ционные таксономические единицы (OTU) на 
расстоянии 0,03 с помощью mothur v.1.45.0 
[16]. При неопределенной систематике микро-
организма осуществляли дополнительный по-
иск данных с помощью BLAST-анализа на ос-
нове базы RefSeq nr [22].

Результаты и обсуждение
Молекулярно-генетические методы исследо-

вания микробиоты человека, такие как анализ 
гена 16S рРНК, позволяют детально проанали-
зировать состав сообществ микроорганизмов, 
населяющих различные экологические ниши 
организма человека.

Ген 16S рРНК включает в себя консерватив-
ные и вариабельные участки. Одним из фраг-
ментов гена, используемых для определения 
таксономической принадлежности бактерий, 
является фрагмент нуклеотидной последова-
тельности, включающий V3–V4 вариабель-
ный регион, что позволяет идентифицировать 
и классифицировать их на основе последо-
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вательностей этого региона. Точность и раз-
решение этого метода анализа микробиома 
в значительной степени зависят от выбранно-
го региона [21].

Для проведения анализа был сформирован 
перечень потенциально патогенных и услов-
но-патогенных микроорганизмов, подлежа-
щих оценке в каждой из изученных групп. 
В таблице 1 представлен перечень таксонов, 
который сформирован согласно NCBI [23]. За-
тем была проведена фильтрация полученных 

данных по сформированному перечню микро-
организмов. Далее проводилось сравнение ми-
кробиоценозов между группами путем коли-
чественного и качественного сопоставления 
данных с целью выявления различий и уста-
новления возможных взаимосвязей.

В таблице 2 указаны результаты квантифи-
кации потенциально патогенных и условно-па-
тогенных таксонов, представленные в виде 
процентных значений их доли от общего чис-
ла прочтений.

Таблица 1
Перечень патогенных таксонов

1 Acinetobacter baumannii 30 Enterobacter chuandaensis 58 Kosakonia oryzendophytica
2 Aerococcus viridans 31 Enterobacter cloaca 59 Kosakonia oryziphila
3 Aeromonas hydrophila 32 Enterobacter cloacae 60 Legionella pneumophila
4 Aeromonas salmonicida 33 Enterobacter hormaechei 61 Listeria innocua
5 Aeromonas sobria 34 Enterobacter kobei 62 Listeria monocytogenes
6 Aeromonas veronii 35 Enterobacter ludwigii 63 Mannheimia haemolytica
7 Bacillus cereus 36 Enterobacter mori 64 Morganella morganii
8 Bacteroides burgdorferi 37 Enterobacter oligotrophicus 65 Pasteurella multocida
9 Bacteroides fragilis 38 Enterobacter roggenkampii 66 Photobacterium damselae

10 Bacteroides vulgatus 39 Enterobacter sichuanensis 67 Phytobacter massiliensis
11 Burkholderia cepacia complex 40 Enterobacter soli 68 Pluralibacter gergoviae
12 Campylobacter concisus 41 Enterococcus faecalis 69 Proteus mirabilis
13 Campylobacter jejuni 42 Enterococcus faecium 70 Providencia alcalifaciens
14 Candida auris 43 Escherichia albertii 71 Pseudomonas aeruginosa
15 Citrobacter freundii 44 Escherіchіa colі 72 Ruminococcus gnavus

16 Citrobacter rodentium 45 Mycobacterium avium 
paratuberculosis 73 Salmonella enterica

17 Clostridioides difficile 46 Mycobacterium tuberculosis 74 Serratia marcescens
18 Clostridium botulinum 47 Neisseria gonorrhoeae 75 Shewanella algae
19 Clostridium perfringens 48 Neisseria lactamica 76 Staphylococcus aureus

20 Corynebacterium striatum 49 Neisseria meningitidis 77 Staphylococcus 
pseudintermedius

21 Cronobacter 50 Neisseria polysaccharea 78 Stenotrophomonas maltophilia
22 Edwardsiella ictaluri 51 Flavobacterium sychrophilum 79 Streptococcus agalactiae
23 Edwardsiella piscicida 52 Fusobacterium nucleatum 80 Streptococcus equi
24 Edwardsiella tarda 53 Fusobacterium varium 81 Streptococcus fecalis
25 Elizabethkingia anophelis 54 Helicobacter 82 Streptococcus iniae
26 Enterobacter asburiae 55 Klebsiella oxytoca 83 Streptococcus pneumoniae
27 Enterobacter bugandensis 56 Klebsiella pneumoniae 84 Streptococcus pyogenes
28 Enterobacter cancerogenus 57 Kluyvera intermedia 85 Streptococcus suis
29 Enterobacter chengduensis
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Среднее количество прочтений на обра-
зец после фильтрации составил 130 349. Хо-
тя различия в среднем количестве прочтений 
между группами не достигали статистиче-
ской значимости (p = 0,07), наибольший про-

цент прочтений потенциально патогенных 
и условно-патогенных микроорганизмов был 
выявлен во второй группе (3,5 ± 1,1%), наи-
меньший — в третьей группе (1,3 ± 0,1%). 
В первой группе этот показатель был проме-

Таблица 2
Квантификации потенциально патогенных и условно-патогенных таксонов в группе

Шифр образца

Количество прочтений 
потенциально патогенных 

и условно-патогенных 
таксонов

Общее количество 
прочтений после 

филтрации

Процентное 
содержание

1 группа
32 LK 5 141 175 954 3

60/2 LK 1 357 77 272 2
22 LK 1 528 65 516 2

15 LK-2 3 490 73 537 5
15 LK-3 8 993 164 550 5
15 LK-1 2 038 60 317 3
68 LK 5 394 397 821 1
63 LK 1 204 77 272 2
8 LK 732 88 846 1
62 LK 5 448 157 314 7
23 LK 2 093 88 846 2
67 LK 4 215 144 309 3
44 LK 9 825 147 765 7
43 LK 2 748 122 247 2

55 LK-2 11 965 141 981 8
11 LK-2 2 082 174 147 1
52 LK-2 6 447 165 676 4
28 LK-1 589 244 256 0,8
26 LK 1 862 163 882 1
65 LK 2 425 124 445 2
69 LK 5 394 307 821 1,7

2 группа
51 LK 5 551 151 553 4
4 LK 1 218 70 680 2
61 LK 10 471 161 372 6
14 LK 470 62 757 1
33 LK 1 399 22 677* 6
29 LK 13 663 114 752 12

31 LK-1 1 471 205 224 1
66 LK 1 041 160 850 1
70 LK 978 67 235 1
34 LK 323 168 851 0,8
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жуточным и составил 3 ± 0,4%.
Для определения альфа-разнообразия потен-

циально патогенных и потенциально услов-
но-патогенных микроорганизмов в исследуе-
мых образцах использовали индекс Шеннона 
и индекс Пиэлоу, которые являются одними 
из наиболее распространенных индексов раз-
нообразия в микробиологических исследо-
ваниях. Индекс Шеннона позволяет оценить 
биоразнообразие внутри конкретного образца 
и выразить его в численной форме. Его расчет 
основан на количестве и относительной рас-
пространенности разных таксонов в образ-
це. Индекс Шеннона учитывает как богатство 
видов (количество различных таксонов), так 
и их равномерность (относительную распро-
страненность каждого таксона). Большое зна-
чение индекса Шеннона указывает на высокое 
разнообразие микроорганизмов в образце, в то 
время как низкое значение может свидетель-
ствовать о доминировании некоторых опреде-
ленных таксонов.

Индекс Пиэлоу — это статистический пока-
затель, используемый для оценки равномер-
ности распределения таксонов в сообществе. 
Он показывает, насколько однородно относи-
тельное обилие таксонов распределено внутри 
сообщества. Индекс позволяет количественно 
оценить степень равномерности распределе-

ния таксонов в микробиоте. Значение индекса 
варьируется от 0 до 1. Значение «0» указыва-
ет на полное доминирование одного таксона, 
распределение крайне неравномерное. Значе-
ние «1» означает идеально равномерное рас-
пределение, когда обилие каждого таксона 
вносит равный вклад в общую численность 
сообщества. Чем ближе значение индекса к 1, 
тем более равномерным и устойчивым явля-
ется сообщество с точки зрения равного пред-
ставительства разных таксонов.

В исследовании индексы Шеннона и Пи-
элоу были рассчитаны только для переч-
ня видов потенциально патогенных и услов-
но-патогенных, который был определен для 
анализа в рамках данного исследования с це-
лью оценки разнообразия именно потенци-
ально патогенных и условно-патогенных ми-
кроорганизмов (табл. 3). При этом индексы не 
рассчитывались для общего списка всех обна-
руженных видов бактерий, поскольку не ста-
вилась цель охарактеризовать биоразнообра-
зие микробиоценоза в целом.

Как видно из приведенных данных (рис. 1), 
наибольшее значение медианы индекса Шен-
нона наблюдалось в группе 1, наимень-
шее — в группе 2.

Значения индекса Шеннона варьировали 
в следующих пределах:

Шифр образца

Количество прочтений 
потенциально патогенных 

и условно-патогенных 
таксонов

Общее количество 
прочтений после 

филтрации

Процентное 
содержание

3 группа
42 LK 1 955 137 766 1
7 LK 527 77 071 1

18 LK-2 1 741 109 702 2
25 LK 2 148 146 091 1
64 LK 1 584 164 212 1

59 LK-2 1 315 84 815 2
24 LK 2 955 156 080 2
6 LK 1 584 164 212 1
19 LK 599 84 475 1

56 LK-2 1 144 167 013 1
45 LK 3 475 155 880 2
54 LK 442 68 876 1

Примечание. * — получены предварительные данные, требующие дальнейшей верификации и уточнения

Окончание таблицы 2
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Таблица 3
Индексы Шеннона и Пиэлоу для трех групп

Индекс Шеннона Индекс Пиэлоу
1 группа 2 группа 3 группа 1 группа 2 группа 3 группа

1,951 1,679 1,28 0,5534 0,4937 0,4347
1,41 0,4783 1,201 0,4632 0,1655 0,4239

1,531 0,8338 1,328 0,5028 0,2428 0,4791
1,48 1,076 1,716 0,4271 0,3481 0,5827

1,493 1,993 1,191 0,4233 0,6046 0,4203
1,47 1,091 1,446 0,4321 0,3177 0,491

1,213 1,853 1,987 0,35 0,5395 0,6747
1,745 1,57 1,191 0,5295 0,5242 0,4203
1,755 1,806 1,132 0,5387 0,5479 0,4084
1,375 1,543 0,3869 0,5339
1,691 1,585 0,5321 0,5383
1,067 0,3079
1,521 0,4349
1,867 0,5732
1,051 0,3006
2,04 0,5834
1,593 0,4555
1,826 0,5746
1,491 0,469
1,419 0,4057

Рис. 1. Диаграмма распределения показателей индекса Шеннона для трех групп

Группа 1: медиана 1,526; минимум 1,051; 
максимум 2,04.

Группа 2: медиана 1,091; минимум 0,4783; 
максимум 1,993.

Группа 3: медиана 1,328; минимум 1,132; 
максимум 1,987.

Как видно из представленных данных 
(рис. 2), медианные значения индекса Пиэлоу 
были сопоставимы между группами и варьи-

ровали в диапазоне от 0,3481 до 0,4747. Мини-
мальные значения также не имели существен-
ных различий между группами.

Значения индекса Пиэлоу варьировали в сле-
дующих пределах:

Группа 1: медиана 0,4555; минимум 0,3006; 
максимум 0,5834.

Группа 2: медиана 0,3481; минимум 0,1655; 
максимум 0,6046.

группа 1

группа 2

группа 3

0,4 0,6 0,8 1 1,6 1,8

группа 1
группа 2
группа 3

1,2 1,4 2



142 А. В. Горбач и др. Разнообразие патогенных таксонов...

Молекулярная и прикладная генетика. Том 36, 2024 г.

Группа 3: медиана 0,4747; минимум 0,4084; 
максимум 0,6747.

Для сравнения медиан индексов Шенно-
на и Пиэлоу между тремя группами пациен-
тов был использован тест Крускала-Уолли-
са. По результатам анализа индекса Шеннона 
значения статистики H и скорректированной 
Hc меньше критического, p-значение больше 
уровня значимости 0,05. Следовательно, меж-
ду группами нет статистически значимых раз-
личий. Для индекса Пиэлоу также нет значи-
мых различий между группами по медианам 
(p = 0,6398).

Таким образом, применение теста Круска-
ла-Уоллиса не выявило значимых отличий 
в медианах индексов между исследуемыми 
группами. На основании полученных резуль-
татов можно сделать вывод об отсутствии до-
стоверных различий в α-разнообразии потен-
циально патогенных и условно-патогенных 
микроорганизмов, оцениваемых с помощью 
индексов Шеннона и Пиэлоу.

Оценка β-разнообразия представлена на ри-
сунках 3–5. На диаграмме β-разнообразие от-
ражает степень расхождения в составе мик-
робных сообществ между биологическими 
образцами. Путем оценки этого параметра был 
проведен сравнительный анализ микробиоты 
участников исследования.

На диаграммах четко прослеживается, что 
образцы первой группы демонстрируют наи-
меньшее β-разнообразие. Все точки плотно 
сгруппированы в одну область диаграммы. Это 
означает, что состав потенциально патоген-
ных и условно патогенных таксонов был вы-
соко унифицирован у пациентов этой группы. 
Это свидетельствует об их максимально схо-

жем качественном составе.
Во второй и третьей группах точки на диа-

граммах заметно рассредоточены и образуют 
более дисперсные скопления. Такое располо-
жение указывает на выраженные качественные 
и количественные расхождения в составе по-
тенциально патогенных и условно-патогенных 
таксонов между отдельными пациентами этих 
групп, что указывает на более высокий уро-
вень вариабельности внутри данной выборки.

Подробное распределение потенциально па-
тогенных и условно-патогенных микроорга-
низмов в образцах, при глубине прочтений не 
менее 60, представлено в таблицах 4–6. Данные 
в таблице позволяют сравнить уровни пред-
ставленности различных патогенных и услов-
но-патогенных таксонов между образцами. Это 
дает возможность выявить характерные осо-
бенности микробиома в исследуемых группах.

Рис. 2. Диаграмма распределения показателей индекса Пиэлоу для трех групп

Рис. 3. Диаграмма ординации по β-разнообразию 
образцов первой группы

группа 1

группа 2

группа 3

0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7

группа 1
группа 2
группа 3
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Рис. 4. Диаграмма ординации по β-разнообразию 
образцов второй группы

Рис. 5. Диаграмма ординации по β-разнообразию 
образцов третей группы

Во всех образцах кишечного микробио-
та трех исследуемых групп был выявлен 
Enterococcus faecalis. В силу его универсаль-
ного распространения в пробах, независимо 
от наличия диагноза ВЗК, можно предполо-
жить участие этого микроорганизма в меха-
низмах развития воспалительных процессов 
в кишечнике.

Для проверки данной гипотезы потребуются 
дальнейшие исследования влияния E. faecalis 
на состояние кишечной микробиоты и степень 
воспаления. В дальнейшем мы намерены про-
вести сравнительный анализ вирулентности 
выделенных штаммов E. faecalis в группах па-
циентов с различной активностью ВЗК, а так-
же оценить их взаимодействие с компонента-
ми микробиценоза толстой кишки.

Известно, что E. faecalis способен проду-

цировать цитокины и медиаторы воспаления, 
активирующие иммунный ответ. Так, предпо-
лагается, что секреция этим патогеном интер-
лейкина-8 и фактора некроза опухоли α (ФНО 
α) может способствовать поддержанию хрони-
ческого воспаления слизистой оболочки ки-
шечника. Повышенная численность E. faecalis 
в микробиоме, независимо от наличия гисто-
логически подтвержденного ВЗК, может сви-
детельствовать об активации общего воспали-
тельного каскада в кишечнике.

Развитие воспалительных заболеваний ки-
шечника (ВЗК) тесно связано с микробиотой, 
формирующейся в его среде. При наличии 
ВЗК разнообразие потенциально патогенных 
микроорганизмов обычно снижено. Это объяс-
няется активным иммунным ответом организ-
ма на воспалительный процесс [17].

Иммунная система эффективно нейтрализу-
ет патогены за счет таких механизмов, как фа-
гоцитоз и других. Повышенное разнообразие 
микробиоты, напротив, может стимулировать 
иммунитет и делать его более эффективным 
в противодействии патогенам, в результате че-
го их разнообразие ограничивается.

Заключение
В результате метатаксономического ана-

лиза методом секвенирования фрагментов 
генов 16S рРНК был проанализирован так-
сономический состав потенциально пато-
генных и условно-патогенных таксонов ки-
шечной микробиоты у пациентов трех групп. 
Анализ образцов кишечного микробиома, 
полученных от представителей трех иссле-
дуемых когорт, продемонстрировал убикви-
тарное присутствие бактериального штамма 
Enterococcus faecalis. Принимая во внимание 
его повсеместное распространение в иссле-
дуемом материале, вне зависимости от ве-
рифицированного диагноза воспалительно-
го заболевания кишечника, представляется 
обоснованным предположить вовлеченность 
Enterococcus faecalis в патофизиологические 
механизмы, лежащие в основе развития и про-
грессирования воспалительных процессов 
в желудочно-кишечном тракте. Для проверки 
этой гипотезы потребуются дальнейшее про-
ведение исследования влияния E. faecalis на 
состояние кишечной микробиоты и степень 
воспаления.
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Таблица 5
Относительное содержание потенциально патогенных и условно-патогенных таксонов 

в группе 2

51
L

K

4L
K

61
 L

K

14
L

K

33
L

K

29
L

K

31
L

K
-1

66
 L

K

70
 L

K

34
L

K

Aeromonas veronii 0,01 0,00 0,04 0,01 0,01 0,10 0,01 0,00 0,01 0,00

Bacillus cereus 0,03 0,00 0,03 0,01 0,20 0,09 0,00 0,03 0,01 0,00

Clostridioides difficile 0,02 0,01 0,06 0,02 0,04 0,14 0,01 0,03 0,06 0,00

Clostridium botulinum 0,02 0,01 0,02 0,00 0,05 0,07 0,00 0,12 0,01 0,00

Clostridium perfringens 0,01 0,04 0,04 0,00 0,05 0,00 0,01 0,02 0,06 0,01

Enterobacter hormaechei 0,09 0,00 0,01 0,00 0,09 0,09 0,01 0,00 0,00 0,00

Enterococcus faecalis 1,13 1,57 5,34 0,58 1,75 8,82 0,32 0,36 0,75 0,07

Klebsiella pneumoniae 0,59 0,03 0,22 0,03 0,67 0,63 0,10 0,01 0,05 0,02

Morganella morganii 0,09 0,00 0,05 0,00 0,08 0,11 0,01 0,00 0,01 0,00

Salmonella enterica 1,43 0,05 0,50 0,03 1,10 1,42 0,15 0,01 0,09 0,03

Staphylococcus aureus 0,05 0,00 0,04 0,01 1,58 0,03 0,01 0,03 0,22 0,02

Streptococcus pyogenes 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,04 0,01 0,01 0,01 0,00

Таблица 6
Относительное содержание потенциально патогенных и условно-патогенных таксонов 

в группе 3

42
L

K

7L
K

18
L

K
-2

25
L

K

64
 L

K

59
/2

 L
K

24
L

K

6L
K

19
L

K

56
L

K
-2

45
L

K

54
L

K

Bacillus cereus 0,04 0,01 0,04 0,06 0,04 0,02 0,08 0,04 0,03 0,03 0,04 0,02

Clostridioides difficile 0,07 0,03 0,05 0,05 0,02 0,02 0,06 0,02 0,01 0,04 0,06 0,02

Clostridium botulinum 0,09 0,00 0,11 0,22 0,02 0,02 0,36 0,02 0,02 0,09 0,11 0,03

Clostridium perfringens 0,03 0,00 0,04 0,03 0,03 0,08 0,17 0,03 0,01 0,01 0,03 0,01

Enterococcus faecalis 0,99 0,49 1,05 0,79 0,71 0,99 0,78 0,71 0,53 0,40 1,37 0,32

Fusobacterium nucleatum 0,00 0,01 0,01 0,07 0,01 0,04 0,04 0,01 0,00 0,00 0,12 0,07

Klebsiella pneumoniae 0,02 0,03 0,06 0,02 0,02 0,04 0,03 0,02 0,02 0,01 0,07 0,02

Salmonella enterica 0,02 0,02 0,09 0,02 0,03 0,10 0,04 0,03 0,03 0,01 0,11 0,03

Staphylococcus aureus 0,05 0,01 0,03 0,05 0,03 0,11 0,11 0,03 0,01 0,04 0,05 0,06

Streptococcus pneumoniae 0,00 0,00 0,00 0,02 0,00 0,01 0,04 0,00 0,00 0,00 0,04 0,00

Streptococcus pyogenes 0,05 0,05 0,03 0,05 0,01 0,01 0,07 0,01 0,01 0,02 0,09 0,01
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Для сравнения α-разнообразия потенци-
ально патогенных и условно-патогенных ми-
кроорганизмов были рассчитаны индексы 
Шенона и Пиэлоу. Применение теста Круска-
ла-Уоллиса не выявило достоверных различий 
в медианных значениях индексов между груп-
пами пациентов.

Оценка β-разнообразия позволила провести 
сравнительный анализ структуры микробных 
сообществ. Было обнаружено, что в первой 
группе пациентов наименьшее β-разнообразие 
с максимально унифицированным составом 
потенциально патогенных/условно-патоген-
ных таксонов, в то время как во второй и тре-
тьей группах было выявлено более высокое 
β-разнообразие, свидетельствующее о боль-
шей вариабельности внутри групп.

Проведенное исследование позволило по-
лучить новые данные о сравнительном ана-
лизе таксономического состава и структуры 
сообществ потенциально патогенных и услов-
но патогенных микроорганизмов кишечника 
у пациентов с различными формами воспали-
тельных заболеваний кишечник. Полученные 
в настоящем исследовании данные о сниже-
нии α-разнообразия потенциально патогенных 
микроорганизмов при ВЗК согласуются с ре-
зультатами других авторов [17, 18]. Это может 
быть связано с активацией иммунитета в ответ 
на воспаление. В то же время ряд исследова-
ний указывает на важную роль общего разно-
образия кишечной микробиоты в поддержании 
гомеостаза и эффективности противоинфекци-
онной защиты [19, 20]. Данный аспект требует 
дальнейшего тщательного изучения для пони-
мания всех механизмов дисбиоза при воспа-
лительных заболеваниях кишечника.

Анализ таксономического разнообразия ки-
шечной микробиоты может обеспечить по-
лучение значимой информации о ее потен-
циальной роли в патогенезе хронических 
воспалительных заболеваний кишечника. Это, 
в свою очередь, может прояснить механизмы 
развития и течения данной патологии.

Перспективным представляется деталь-
ное изучение влияния отдельных таксонов 
микробиоты на клинические проявления и те-
чение ВЗК.
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Организация рационального питания в спорте является одним из факторов, обеспечивающих эффективность 
тренировочного процесса, адаптацию, работоспособность, восстановление и спортивные достижения. Разработ-
ка метода молекулярно-генетической персонификации витаминной поддержки спортсменов послужит основой 
для нового подхода к проблеме индивидуального подбора рациона питания с учетом генетических особенно-
стей. В данном исследовании проведен анализ ассоциации молекулярно-генетических маркеров метаболизма 
витаминов с концентрацией, а также риском недостаточности витамина D в крови спортсменов. Показано, что 
полиморфные варианты rs10741657 гена CYP2R1 (OR = 0,41; 95% CI 0,19–0,84; p = 0,01), rs602662 гена FUT2 
(OR = 5,26; 95% CI 1,37–30,00; p = 0,008) и rs1801198 гена TCN2 (OR = 0,43; 95% CI 0,21–0,89; p = 0,02) связа-
ны с риском недостатка витамина D. Кроме того, у носителей генотипа А/А полиморфного варианта rs602662 
выявлена более низкая концентрация витамина D в крови по сравнению с носителями генотипов A/G и G/G 
(χ2 = 8,808; p = 0,012).

Ключевые слова: ДНК-диагностика, спортсмены, витамин D, метаболизм витаминов, нутригеномика, ну-
тритивный статус.

Введение
Витамины выступают регуляторами мета-

болических процессов, многие из которых 
имеют решающее значение для адекватного 
выполнения физических нагрузок. Одним из 
важных условий реализации адаптационного 
потенциала организма спортсменов, повыше-
ния эффективности тренировок, ускорения 
восстановительных процессов после значи-
тельных физических и психоэмоциональных 
нагрузок, сохранения работоспособности 
в соревновательном цикле является адекват-
ная обеспеченность организма спортсменов 
витаминами [1].

Исследования показали, что в период ин-
тенсивных тренировок возможна недостаточ-

ная обеспеченность организма спортсмена 
отдельными витаминами. При этом дефицит 
витаминов оказывает негативное влияние на 
физическую работоспособность, потребление 
кислорода, выносливость, мышечную силу, 
и может служить фактором, снижающим ско-
рость течения восстановительных процессов 
после интенсивной мышечной работы [2].

Все это обосновывает важность исследования 
витаминного статуса спортсменов, с целью раз-
работки персонализированного подхода в со-
ставлении плана питания спортсменов, осно-
ванного на молекулярно-генетических данных.

Витамин D может участвовать в энергетике 
мышечных клеток и минерализации костей 
благодаря своему влиянию на кальций. Поэто-
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му для спортсменов особенно важно поддер-
живать нормальный уровень витамина D, так 
как его дефицит может привести к ухудшению 
мышечной силы и повышенному риску пере-
ломов, которые составляют от 0,7 до 20% всех 
клинических травм в спортивной медицине. 
Для формирования и поддержания целостно-
сти костной ткани требуется достаточное ко-
личество кальция и витамина D. Показано, что 
витамин D влияет на состояние костной тка-
ни путем активации экспрессии генов, кото-
рые регулируют абсорбцию кальция в тонком 
кишечнике и его реабсорбцию в почках [3]. 
Витамин D также способствует мобилизации 
кальция костной ткани посредством остеокла-
стогенеза [4].

Витамин D является мощным модулятором 
физиологии скелетных мышц, влияя на их 
рост и дифференцировку [5, 6]. Что касает-
ся физических упражнений и их влияния на 
спортсменов, утверждается, что низкий уро-
вень витамина D может напрямую влиять на 
мышечную силу и производительность. Иссле-
дования молодых и пожилых людей, не зани-
мающихся спортом, выявили отрицательную 
корреляцию между низким уровнем витамина 
D и маркерами мышечной силы [4, 5]. Пока-
зано, что 93% пациентов, у которых были об-
щие клинические симптомы неспецифической 
скелетно-мышечной боли, имели дефицит 
витамина D [6]. Витамин D влияет на синтез 
мышечных белков, концентрацию АТФ, силу, 
высоту прыжка, скорость и мощность прыж-
ка, а также способность выполнять аэробные 
и силовые упражнения. Физическую работо-
способность можно значительно улучшить  
и/или сохранить при достаточном уровне ви-
тамина D [7].

Исходя из вышеизложенного, целью на-
стоящей работы являлся анализ ассоциации 
полиморфных вариантов генов, кодирующих 
ферменты, вовлеченные в метаболизм вита-
минов, с уровнем витамина D у спортсменов. 
В исследование были включены полиморфные 
варианты генов, для которых ранее была по-
казана ассоциация с уровнем витаминов и/или 
другое воздействие на метаболизм витаминов.

Материалы и методы
Группа для исследования
Для формирования группы испытуемых 

были сформулированы следующие критерии 
включения:

– спортсмены возрастом 14 лет и старше;
– спортсмены сборных команд, спортивный 

резерв в годичном макроцикле подготовки.
Критерии исключения: острые инфекцион-

ные заболевания.
В рамках исследования 139 спортсменов, 

соответствующих критериям включения/
исключения, подписали информированное 
согласие участника и согласие на обработку 
персональных данных.

Исследование было рассмотрено и утверж-
дено на заседании комитета по биоэтике 
Государственного научного учреждения «Ин-
ститут генетики и цитологии Национальной 
академии наук Беларуси» (протокол заседания 
от 08.06.2021 № 2).

Определение уровня витамина D в сыворот-
ке крови спортсменов

Забор крови натощак для биохимического 
и электрохемилюминесцентного анализов 
крови осуществлялся в РНПЦ спорта из лок-
тевой вены утром, не ранее чем через 10–12 ч 
после последнего приема пищи, в стериль-
ную вакуумную пробирку Vacutainer. Опре-
деление витамина D проводили в сыворотке 
крови спортсменов, используя коммерческий 
ИФА-набор Architect 25-OH D vitamin (Abbott 
Diagnostics, США). В соответствии с рекомен-
дациями Российской ассоциации эндокрино-
логов по интерпретации результатов определе-
ния сывороточного 25(OH)D спортсмены были 
разделены на группы: недостаток и дефицит 
витамина D (D <30 нг/мл, 71 человек) и нор-
мальный уровень витамина D (D >30 нг/мл, 
68 человек) [8].

Методы молекулярно-генетического анализа
В качестве биологического материала ис-

пользовали ДНК, выделенную из лейкоцитов 
крови. Выделение ДНК осуществлялось на 
многофункциональной автоматической стан-
ции Eppendorf epMotion 5075 с использовани-
ем наборов реагентов для выделения нукле-
иновых кислот на магнитных частицах «Арт 
НК Магнит» (ООО «АртБиоТех», Беларусь) 
в соответствии с инструкцией производителя.

Молекулярно-генетический анализ выпол-
нен методом полимеразной цепной реакции 
с детекцией результата в режиме реально-
го времени (real-time PCR) в соответствии 
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с разработанными протоколами тестирова-
ния полиморфных вариантов генов. В ис-
следование были включены полиморфные 
варианты генов, участвующих в метаболизме 
витаминов: NADSYN1 (Glutamine-Dependent 
NAD Synthetase) [9], CYP2R1 (Cytochrome 
P450 Family 2 Subfamily R Member 1) [10], 
FUT2 (Fucosyltransferase 2) [11], TCN2 
(Transcobalamin 2) [12, 13], GC (GC Vitamin 
D Binding Protein) [14], VDR (Vitamin D 
Receptor) [10], CYP24A1 (Cytochrome P450 
Family 24 Subfamily A Member 1) [15], MTHFR 
(Methylenetetrahydrofolate Reductase) [16], 
MTR (5-Methyltetrahydrofolate-Homocysteine 
Methyltransferase) [17] и SLC22A1 (Solute 
Carrier Family 22 Member 1) [18].

Статистическая обработка данных
Для анализа распределения частот генотипов 

в группах спортсменов с низким (>30 нг/мг) 
и нормальным (<30 нг/мл) уровнями витамина 
D и оценки влияния полиморфных вариантов 
на риск недостаточного уровня витамина D 
использовалась функция fisher.test пакета stats 
(version 3.6.2) на языке программирования R. 
Данная функция осуществляет расчет р-зна-
чимости методом точного критерия Фишера, 
а также расчет отношения шансов (OR) и 95% 
доверительного интервала (95% CI).

Для оценки влияния полиморфных вари-

антов на уровень витамина D был проведен 
тест Краскела-Уоллиса, т. к. распределение 
концентраций витамина D отличалось от 
нормального.

Результаты анализа считали статистически 
значимыми при уровне p <0,05.

Результаты и обсуждение
Ассоциация полиморфных вариантов иссле-

дуемых генов с уровнем витаминов D 
Проведено тестирование 139 образцов по 15 

ДНК-маркерам, которые влияют на различные 
этапы метаболизма витаминов.

Не вызывает сомнений, что на индивиду-
альные особенности метаболизма витаминов, 
помимо рациона питания, существенное вли-
яние оказывают генетические факторы. В та-
блице 1 представлены медиана, 25-й и 75-й 
процентили значений концентрации витамина 
D, а также χ2 и p-value критерия Краскела-Уол- 
лиса для групп генотипов по каждому из про-
тестированных вариантов.

Выявлена ассоциация полиморфного ва-
рианта rs602662 с уровнем витамина D 
(χ2 = 8,808; p-value = 0,012). На рисунке 1 
показано, что для носителей генотипа А/А 
характерна значительно более низкая кон-
центрация витамина D, чем для других гено-
типов (для генотипа G/G — максимальная, 

Таблица 1
Ассоциация уровня витамина D с полиморфными вариантами исследуемых генов среди 

спортсменов

Ген Вариант Генотип

Концентрации 
витамина D, нг/мл, 
медиана [25-й; 75-й 

процентили]

χ2 p-value

NADSYN1

rs12785878
G/G 32,2 [27,5; 42,8]

2,129 0,345G/T 27,6 [17,0; 35,4]
T/T 29,8 [20,0; 39,1]

rs3829251
A/A 29,8 [27,5; 46,6]

0,500 0,779A/G 27,4 [18,2; 35,4]
G/G 30,6 [20,1; 38,7]

CYP2R1 rs10741657
A/A 23,2 [15,4; 39,0]

2,863 0,239A/G 32,8 [23,5; 37,8]
G/G 25,4 [18,6; 35,2]

FUT2 rs602662
A/A 18,2 [15,2; 26,3]

8,808 0,012A/G 30,7 [20,0; 40,3]
G/G 32,2 [23,4; 37,7]
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для гетерозиготного генотипа A/G выявлена 
промежуточная концентрация).

Полиморфный вариант rs602662 гена 
FUT2 находится в одном блоке неравно-
весного сцепления (D’ = 1) с нонсенс за-
меной W143X того же гена, приводящей 

Ген Вариант Генотип

Концентрации 
витамина D, нг/мл, 
медиана [25-й; 75-й 

процентили]

χ2 p-value

TCN2 rs1801198
C/C 25,4 [20,3; 39,9]

2,188 0,335G/C 32,1 [22,0; 38,6]
G/G 24,2 [15,8; 33,1]

GC

rs17467825
A/A 30,8 [20,1; 38,0]

2,374 0,305A/G 29,9 [20,0; 40,6]
G/G 25,0 [16,4; 31,2]

rs4588
A/A 25,1 [16,7; 33,4]

1,548 0,461C/A 29,9 [20,0; 40,6]
C/C 30,7 [20,1; 37,3]

rs2282679
G/G 25,1 [16,7; 33,4]

1,548 0,461G/T 29,9 [20,0; 40,6]
T/T 30,7 [20,1; 37,3]

VDR rs10783219
A/A 29,1 [20,6; 36,5]

2,065 0,356A/T 30,0 [16,6; 37,3]
T/T 32,7 [23,4; 40,5]

CYP24A1 rs6013897
A/A 22,2 [17,4; 23,5]

2,125 0,346A/T 29,8 [20,5; 37,3]
T/T 30,7 [19,5; 39,1]

MTHFR

rs1801133
C/C 30,7 [20,0; 36,0]

3,008 0,222C/T 29,4 [21,0; 40,4]
T/T 24,4 [13,6; 31,6]

rs1801131
A/A 27,4 [16,6; 38,3]

0,494 0,781A/C 30,7 [20,8; 37,9]
C/C 33,4 [21,6; 38,6]

MTR rs1805087
A/A 30,7 [20,4; 37,7]

0,779 0,678A/G 25,0 [16,4; 37,3]
G/G 27,3 [18,2; 40,2]

SLC22A1

rs622342
A/A 30,0 [18,8; 40,3]

3,440 0,179C/A 32,5 [22,2; 37,5]
C/C 23,9 [17,3; 31,1]

rs12208357
C/C 30,8 [21,5; 38,4]

3,985 0,136C/T 22,9 [16,0; 37,4]
T/T 12,5 [12,5; 12,5]

Окончание таблицы 1

к инактивации α(1,2) фукозилтрансфера-
зы и нарушению синтеза растворимых 
A- и B-антигенов группы крови AB0. Го-
мозиготные носители минорного аллеля 
данного полиморфного варианта не спо-
собны экспрессировать антигены группы 
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крови на слизистых оболочках и выделе-
ниях [19], что снижает защитную функцию 
слюны, повышает риск инфекционных 
заболеваний, нарушает процессы образо-
вания микрофлоры кишечника [20]. Пред-
полагается, что нарушение микрофлоры 
кишечника, большая распространенность 
H. pylori и заболеваний желудочно-ки-
шечного тракта определяет более низкую 
концентрацию витамина В12 в крови носи-
телей минорного аллеля A полиморфного 
варианта rs602662 [11]. Однако в открытом 
доступе не удалось найти информацию 
о связи данного полиморфного варианта 
с концентрацией в крови или метаболиз-
мом витамина D.

Для определения связи полиморфных 

Рис. 1. График распределения концентрации витамина D (нг/мл) в зависимости от генотипа по полиморфному 
варианту rs602662 гена FUT2

вариантов с риском недостаточности ви-
тамина D, был проведен анализ частот 
распределения генотипов в группах спорт-
сменов с нормальным уровнем витамина D 
(D >30 нг/мл), а также с дефицитом и недо-
статком (D <30 нг/мл) витамина D в крови.

В таблице 2 приведено распределение 
частот генотипов в группах, данные отно-
шения шансов (OR) с учетом 95% довери-
тельного интервала (CI), а также p-value.

Как видно из таблицы 2, генотип А/А 
варианта rs602662 оказался статистиче-
ски значимо связан с риском развития 
недостатка или дефицита витамина D 
у спортсменов (OR = 5,26; 95% CI 1,37–
30,01; p = 0,008). Кроме того, гетерозигот-
ные носители полиморфных вариантов 

Таблица 2
Анализ ассоциации полиморфных вариантов генов с риском недостатка и дефицита 

витамина D у спортсменов

Вариант Генотип Дефицит и 
недостаток Норма OR (95% CI) p-value

rs12785878
G/G 5 (7%) 9 (13,2%) 0,50 (0,12–1,77) 0,27
G/T 28 (39,4%) 22 (32,4%) 1,36 (0,64–2,90) 0,48
T/T 38 (53,5%) 37 (54,4%) 0,97 (0,47–1,98) 1,00

rs10741657
A/A 18 (25,4%) 11 (16,2%) 1,75 (0,71–4,52) 0,21
A/G 27 (38%) 41 (60,3%) 0,41 (0,19–0,84) 0,01
G/G 26 (36,6%) 16 (23,5%) 1,87 (0,84–4,24) 0,10
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Вариант Генотип Дефицит и 
недостаток Норма OR (95% CI) p-value

rs602662
A/A 14 (19,7%) 3 (4,4%) 5,26 (1,37–30,01) 0,008
A/G 35 (49,3%) 39 (57,4%) 0,72 (0,35–1,49) 0,40
G/G 22 (31%) 26 (38,2%) 0,73 (0,34–1,55) 0,38

rs1801198
C/C 27 (38%) 17 (25%) 1,83 (0,84–4,10) 0,11
G/C 30 (42,3%) 43 (63,2%) 0,43 (0,2–0,89) 0,02
G/G 14 (19,7%) 8 (11,8%) 1,83 (0,66–5,45) 0,25

rs17467825
A/A 31 (43,7%) 35 (51,5%) 0,73 (0,35–1,5) 0,40
A/G 29 (40,8%) 29 (42,6%) 0,93 (0,45–1,93) 0,86
G/G 11 (15,5%) 4 (5,9%) 2,91 (0,81–13,23) 0,10

rs4588
A/A 11 (15,5%) 5 (7,4%) 2,30 (0,69–8,95) 0,18
C/A 29 (40,8%) 29 (42,6%) 0,93 (0,45–1,93) 0,86
C/C 31 (43,7%) 34 (50%) 0,78 (0,38–1,59) 0,50

rs10783219
A/A 28 (39,4%) 23 (33,8%) 1,27 (0,6–2,7) 0,60
A/T 31 (43,7%) 31 (45,6%) 0,93 (0,45–1,91) 0,87
T/T 12 (16,9%) 14 (20,6%) 0,79 (0,3–2,01) 0,67

rs6013897
A/A 3 (4,2%) 0 (0%) Inf (0,4–Inf) 0,24
A/T 17 (23,9%) 16 (23,5%) 1,02 (0,43–2,42) 1,00
T/T 51 (71,8%) 52 (76,5%) 0,79 (0,34–1,8) 0,57

rs2282679
G/G 11 (15,5%) 5 (7,4%) 2,30 (0,69–8,95) 0,18
G/T 29 (40,8%) 29 (42,6%) 0,93 (0,45–1,93) 0,86
T/T 31 (43,7%) 34 (50%) 0,78 (0,38–1,59) 0,50

rs3829251
A/A 3 (4,2%) 3 (4,4%) 0,96 (0,12–7,4) 1,00
A/G 19 (26,8%) 14 (20,6%) 1,41 (0,6–3,37) 0,43
G/G 49 (69%) 51 (75%) 0,74 (0,33–1,67) 0,46

rs1801133
C/C 32 (45,1%) 36 (52,9%) 0,73 (0,35–1,50) 0,40
C/T 31 (43,7%) 28 (41,2%) 1,11 (0,54–2,29) 0,86
T/T 8 (11,3%) 4 (5,9%) 2,02 (0,51–9,65) 0,37

rs1801131
A/A 39 (54,9%) 30 (44,1%) 1,54 (0,75–3,18) 0,24
A/C 27 (38%) 32 (47,1%) 0,69 (0,33–1,43) 0,31
C/C 5 (7%) 6 (8,8%) 0,78 (0,18–3,26) 0,76

rs1805087
A/A 42 (59,2%) 46 (67,6%) 0,69 (0,33–1,47) 0,38
A/G 23 (32,4%) 18 (26,5%) 1,33 (0,60–2,97) 0,46
G/G 6 (8,5%) 4 (5,9%) 1,47 (0,33–7,44) 0,75

rs622342
A/A 36 (50,7%) 36 (52,9%) 0,91 (0,45–1,88) 0,87
C/A 22 (31%) 27 (39,7%) 0,68 (0,32–1,45) 0,29
C/C 13 (18,3%) 5 (7,4%) 2,80 (0,87–10,68) 0,08

rs12208357
C/C 52 (73,2%) 59 (86,8%) 0,42 (0,15–1,08) 0,06
C/T 18 (25,4%) 9 (13,2%) 2,21 (0,86–6,10) 0,09
T/T 1 (1,4%) 0 (0%) Inf (0,02–Inf) 1

Окончание таблицы 2
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rs10741657 и rs1801198 имеют сниженный 
риск дефицита и недостатка витамина D 
(OR = 0,41; 95% CI 0,19–0,84; p = 0,01; 
и OR = 0,43; 95% CI 0,21–0,89; p = 0,02, 
соответственно).

Полиморфный вариант rs10741657 пред-
ставляет собой замену A > G и расположен 
рядом с геном CYP2R1, который кодирует 
фермент суперсемейства цитохрома P450. 
Фермент, кодируемый геном CYP2R1, 
выступает в качестве микросомальной ги-
дроксилазы витамина D, что преобразует 
витамин D в активный лиганд [10].

В ходе исследования полногеномного 
поиска ассоциации (GWAS) было уста-
новлено, что вариант rs10741657 связан 
с уровнем 25(OH)D у европейцев [21]. 
Для носителей генотипа А/А варианта 
rs10741657 был показан более высокий 
уровень витамина D в немецкой популяции 
пациентов с сахарным диабетом 1-го типа 
[22] и датской выборке детей [23], а для ма-
жорного аллеля G — более низкий уровень 
витамина D среди населения Сингапура 
[24]. Для носителей генотипа А/А показа-
но более значительное повышение уровня 
витамина D в ответ на воздействие UVB 
лучей (93,7 нмоль/л для А/А; 81,9 нмоль/л 
для A/G; 77,0 нмоль/л для G/G) [25]. Кроме 
того, спустя год употребления дополни-
тельного витамина D для носителей редкого 
аллеля А было показано менее значительное 
повышение уровня 25(OH)D в крови [26]. 
Однако в исследовании с привлечением бе-
ременных женщин аллель G был ассоции-
рован с менее значительным ростом уровня 
25(OH)D спустя несколько недель приема 
холекальциферола (β = –4,1 нмоль/л) [27]. 

Полиморфный вариант rs1801198 пред-
ставляет собой замену 776C > G в гене 
TCN2 и является наиболее часто встре-
чающимся полиморфизмом данного 
гена в европейской популяции [28]. Ген 
TCN2 кодирует транскобаламин, кото-
рый осуществляет транспорт кобаламина 
(витамин В12) из кишечника к клеткам, 
образуя голотранскобаламин (комплекс 
транскобаламина с витамином В12). Вари-
ант rs1801198 приводит к замене пролина 
на аргинин в позиции 259 белка TCN2. Это 
ведет к ухудшению способности транско-

баламина связываться с витамином В12, 
что выражается в снижении концентрации 
голотранскобаламина в крови и, соответ-
ственно, доступности витамина для тка-
ней организма даже при адекватном его 
потреблении с пищей [12]. Метаанализ 
[29] показал, что у носителей генотипа 
G/G полиморфного варианта rs1801198 
наблюдается значительно более низкая 
концентрация голотранскобаламина и бо-
лее высокая гомоцистеина. При недостатке 
кобаламина повышается концентрация 
гомоцистеина и метилмалоновой кисло-
ты в крови, что является фактором риска 
развития тромбоза и тромбоэмболии [13]. 
Выявление механизмов ассоциации этого 
гена с уровнем витамина D требует даль-
нейшего, более глубокого изучения.

Заключение
В ходе выполнения исследования была 

выявлена ассоциация генетических локусов 
с уровнем (rs602662 гена FUT2) и риском 
недостаточности/дефицита (rs10741657 гена 
CYP2R1, rs602662 гена FUT2, rs1801198 гена 
TCN2) витамина D в крови у спортсменов. 
В дальнейшем данные результаты могут по-
служить основой для разработки методов пер-
сонифицированной оценки риска недостатка 
витамина D, а также генетически обоснован-
ной коррекции рациона спортсменов в пери-
оды спортивной подготовки и соревнований. 
При этом в литературных источниках для 
полиморфных вариантов rs602662 гена FUT2 
и rs1801198 гена TCN2 показана вовлеченность 
в метаболизм витамина В12 [13, 12]. Связь 
данных полиморфизмов с концентрацией и ме-
таболизмом витамина D требует дальнейших 
исследований.
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Rational nutrition in sports is one of the factors that ensures the effectiveness of the training process, adaptation, 
performance, recovery and sports achievements. Development of a molecular genetic personification method for the 
vitamin support of athletes will serve as a basis for a new approach to diet selection taking into account genetic features. 
In this study, the analysis of the association of molecular genetic markers of vitamin metabolism with a concentration 
and risk of vitamin D deficiency in the blood of athletes was conducted. The polymorphic variants rs10741657 of the 
gene CYP2R1 (OR = 0.41, 95% CI 0.19–0.84, p = 0.01), rs602662 of the gene FUT2 (OR = 5.26, 95% CI 1.37–30.01, 
p = 0.008) and rs1801198 of the gene TCN2 (OR = 0.43, 95% CI 0.21–0.89, p = 0.02) are shown to be associated with 
a risk of vitamin D deficiency. Moreover, in the carriers of the A/A genotype of the polymorphic variant rs602662, a 
lower concentration of vitamin D in blood was established compared with A/G and G/G genotype carriers (χ2 = 8.808, 
p = 0.012).
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В работе определены частоты аллелей и генотипов в полиморфных локусах генов CTLA-4 (rs231775) и PTPN22 
(rs2476601) у детей с аутоиммунным полигландулярным синдромом (АПС) 3а типа (n = 49) и сахарным диабе-
том (СД) 1-го типа (n = 96). Контрольную группу составили дети без аутоиммунных заболеваний (n = 400 для 
полиморфизма rs2476601 гена PTPN22, 320 — для rs231775 гена CTLA-4). Результаты сравнительного анали-
за распределения генотипов по локусу rs231775 гена CTLA-4 в исследованных группах позволяют выделить 
данный полиморфизм как маркер предрасположенности к формированию АПС 3а типа у детей с СД 1-го типа 
и в здоровой детской популяции. Выявленные различия частоты аллельных вариантов по локусу rs2476601 
гена PTPN22 у пациентов с АПС 3а типа по сравнению с группой контроля указывают на то, что данный ло-
кус является генетическим фактором риска АПС 3а типа у здоровых детей в белорусской детской популяции. 
При этом отсутствие отличий между пациентами с АПС 3а типа и изолированным СД 1-го типа не позволяет 
считать указанный полиморфизм маркером риска аутоиммунных тиреопатий у детей с СД 1-го типа.

Ключевые слова: аутоиммунные заболевания щитовидной железы, сахарный диабет 1-го типа, аутоиммун-
ный полигландулярный синдром 3а типа, генетический полиморфизм, дети.

Введение
Сахарный диабет (СД) 1-го типа является 

аутоиммунным заболеванием, которое харак-
теризуется разрушением инсулинпродуциру-
ющих β-клеток поджелудочной железы [1]. 
В европейских странах отмечается ежегодный 
рост заболеваемости СД 1-го типа на 3,4%, что 
приводит к удвоению этого показателя каж-
дые 20 лет [2]. В настоящее время доказано, 
что наличие СД 1-го типа увеличивает риск 
других аутоиммунных поражений. Наиболее 
часто он сочетается с аутоиммунными заболе-

УДК 616.441-097:616.379-008.64-053.2

ваниями щитовидной железы (АИЗ ЩЖ), ве-
роятность развития которых в течение жизни 
у пациентов с СД 1-го типа находится в пре-
делах 15–30%. Наличие аутоиммунно-индуци-
рованных заболеваний по меньшей мере двух 
эндокринных желез определяется как аутоим-
мунный полигландулярный синдром (АПС), 
а сочетание СД 1-го типа и АИЗ ЩЖ класси-
фицируется как АПС 3а типа [1].

Выраженную кластеризацию СД 1-го типа 
и аутоиммунных тиреопатий в семьях и у от-
дельных лиц связывают с общими механиз-
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мами патогенеза и генетическими факторами 
этих заболеваний [3]. Ряд генов, которые по-
вышают риск развития АИЗ ЩЖ и СД 1-го 
типа, обозначают как гены восприимчивости 
к аутоиммунному АПС 3а типа, предполагая, 
что их продукты вовлечены в патогенез обоих 
заболеваний. К ним относятся гены, кодиру-
ющие синтез про- и противовоспалительных 
цитокинов и их рецепторов; белков, участву-
ющих в презентации антигенов; регуляции ак-
тивации Т- и В-лимфоцитов, Т-регуляторных 
лимфоцитов: гены ассоциированного с ци-
тотоксическими T-лимфоцитами антигена 4 
(CTLA-4), тирозинфосфатазы нерецепторного 
типа 22 (PTPN22), альфа-субъединицы рецеп-
тора интерлейкина 2 (IL2Ra), фактора некро-
за опухоли (TNF), кластера дифференцировки 
40 (CD40), неканонических молекул главно-
го комплекса гистосовместимости I класса 
(MIC) [2].

Ген PTPN22 расположен на хромосоме 
1p13.3–p13.1 и кодирует лимфоидную тиро-
зинфосфатазу, преимущественно экспрессиру-
ется в лимфоцитах. Данный белок ингибирует 
активацию Т- и В-клеток посредством удале-
ния фосфатной группы из остатков тирозина 
в ряде киназ, являющихся промежуточными 
звеньями сигнального каскада Т- и В-клеточ-
ных рецепторов [4].

Впервые о связи между полиморфизмом 
rs2476601 (c.1858C > T) гена PTPN22 и СД 1-го 
типа сообщил в 2004 г. N. Bottini [5]. В после-
дующем была выявлена ассоциация данного 
локуса с рядом других аутоиммунных заболе-
ваний: ревматоидным артритом [6], ювениль-
ным ревматоидным артритом [7], системной 
красной волчанкой [8].

Результаты мета-анализов продемонстриро-
вали связь полиморфизма PTPN22 с.1858C > T 
с восприимчивостью к развитию СД 1-го типа, 
причем более сильная связь выявлена в евро-
пейской и американской популяциях [9]. Дан-
ные об ассоциации полиморфизма c.1858C > T 
гена PTPN22 с АПС 3-го типа неоднозначны. 
В немецкой популяции неоднократно выяв-
лены значительные различия в распределе-
нии аллелей и генотипов по данному локусу 
у взрослых пациентов с АПС 3-го типа по 
сравнению с одиночными аутоиммунными за-
болеваниями (СД 1-го типа, болезнью Грейвса, 
аутоиммунным тиреоидитом) [10, 11]. В Бра-

зилии отмечена связь полиморфного Т-аллеля 
гена PTPN22 с наличием положительных ан-
тител к тиреоглобулину у пациентов с СД 1-го 
типа [12]. Однако эти результаты не подтверж-
дены на примере детских популяций в Герма-
нии и Бразилии: Т-аллель по локусу rs2476601 
гена PTPN22 у пациентов с СД 1-го типа при-
знан фактором риска развития СД 1-го типа, 
но связи полиморфизма с сопутствующими 
АИЗ ЩЖ не обнаружено [13, 14].

CTLA-4 является одной из ключевых моле-
кул, обеспечивающих формирование перифери-
ческой толерантности. Ген CTLA-4 расположен 
на хромосоме 2q33, экспрессируется CD4+ 
и CD8+ T-лимфоцитами, наибольшее значение 
имеет для работы T-регуляторных клеток [15].

Полиморфизм rs231775 (c.49A > G) ге-
на CTLA-4 активно изучают как возможный 
молекулярно-генетический маркер предрас-
положенности к СД 1-го типа и АИЗ ЩЖ. 
Согласно результатам мета-анализов, поли-
морфизм rs231775 связан с восприимчиво-
стью к СД 1-го типа [16, 17], при этом более 
сильная ассоциация характерна для азиа-
тов по сравнению с европейской популяци-
ей [17]. По данным ряда работ, проведенных 
в США [18, 19] и Японии [20, 21], выявлена 
связь полиморфизма c.49A > G гена CTLA-4 
с АПС 3-го типа, но не с изолированным 
СД 1-го типа. Напротив, польские исследо-
ватели H. Borysewicz-Sańczyk и соавторы 
(2020 г.) отметили значительно большую рас-
пространенность генотипов GG и AG по ло-
кусу c.49A > G гена CTLA-4 у детей с СД 1-го 
типа, однако не обнаружили статистических 
различий по изучаемому полиморфизму меж-
ду детьми с аутоиммунными тиреоидными за-
болеваниями и здоровыми сверстниками [22]. 
В российской популяции была выявлена ассо-
циация генотипа GG по локусу rs231775 гена 
CTLA-4 с СД 1-го типа, однако не обнаруже-
но связи данного полиморфизма с СД 1-го ти-
па в сочетании с АИЗ ЩЖ [23]. В Германии 
не найдено отличий в распределении аллелей 
и генотипов по локусу c.49A > G гена CTLA-4 
между пациентами с АПС 3-го типа и изолиро-
ванным СД 1-го типа и группой контроля [10]. 
В Беларуси изучалось влияние данного поли-
морфизма на другие аутоиммунные заболева-
ния, в частности, было показано отсутствие 
его ассоциации с ювенильным идиопатиче-
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ским артритом [24, 25].
Таким образом, данные, касающиеся ассо-

циации полиморфизмов rs231775 гена CTLA-4 
и rs2476601 гена PTPN22 с восприимчивостью 
к АИЗ ЩЖ у пациентов с СД 1-го типа неод-
нозначны и значительно варьируют в разных 
популяциях и возрастных группах.

В данной статье представлены результаты 
сравнительного анализа частот аллелей и ге-
нотипов по локусам rs231775 гена CTLA-4 
и rs2476601 гена PTPN22 и их парных сочета-
ний в группах детей с АПС 3а типа и СД 1-го 
типа между собой и в сравнении с контроль-
ной группой детей без аутоиммунной патоло-
гии в белорусской популяции.

Материалы и методы
Для проведения поперечного исследования 

«случай-контроль» на базе У3 «2-я городская 
детская клиническая больница» г. Минска бы-
ли сформированы две группы пациентов: 49 
детей с аутоиммунным полигландулярным 
синдромом 3а типа (сочетание СД 1-го типа 
и аутоиммунного тиреоидита (n = 47) или бо-
лезни Грейвса (n = 2)) — основная группа; и 96 
детей с изолированным СД 1-го типа — груп-
па сравнения. В основную группу включе-
ны 32 девочки и 17 мальчиков, возраст 12,3 
(10,4–15,6) лет; в группу сравнения — 41 де-
вочка и 55 мальчиков, возраст 11,6 (9,3–14,3) 
лет. Контрольную группу составили услов-
но здоровые дети в возрасте от 5 до 17 лет, не 
имеющие аутоиммунных и хронических вос-
палительных заболеваний: n = 400 для поли-
морфизма rs2476601 гена PTPN22 (171 девочка 
и 229 мальчиков, возраст 15,0 (13,0–16,0) лет) 
и 320 — для rs231775 гена CTLA-4 (138 дево-
чек и 182 мальчика, возраст 15,0 (13,0–16,0) 
лет); у 281 ребенка (120 девочек и 161 маль-
чика) проведено генотипирование по обо-
им локусам. Сбор биологического материала 
осуществляли после получения письменно-
го информированного согласия и одобрения 
проведения исследований этическим коми-
тетом. Материалом исследования являлась 
геномная ДНК, выделенная из сухих пятен на-
тивной венозной крови, нанесенных на филь-
тровальную бумагу, или из цельной венозной 
крови (для контрольной группы) методом фе-
нол-хлороформной экстракции. Молекуляр-
но-генетическое исследование выполнено на 

базе ГНУ «Институт генетики и цитологии 
Национальной академии наук Беларуси». Для 
генотипирования однонуклеотидных полимор-
физмов rs231775 гена CTLA-4 и rs2476601 гена 
PTPN22 применена методика ПЦР в реальном 
времени с использованием специфических 
праймеров и флуоресцентно меченых зондов 
на амплификаторе C1000 Touch, Bio-Rad. По 
окончании ПЦР проводили анализ результатов 
с помощью программного обеспечения BioRad 
CFXManager™.

Анализ результатов исследования проводи-
ли с использованием MS EXCEL и статистиче-
ского пакета STATSOFT STATISTICA10.0 для 
Windows. Для оценки соответствия распреде-
ления генотипов равновесию Харди-Вайнбер-
га использовали критерий χ2 Пирсона.

Для сравнительного анализа распределения 
частот аллелей генотипов в группах пациентов 
вычисляли χ2, а для количественной оценки ас-
социации использовали показатель отношения 
шансов (ОШ) и рассчитывали 95%-ый довери-
тельный интервал (95% ДИ). Различия счита-
лись значимыми при уровне р <0,05.

Для оценки межгенных взаимодействий 
и поиска наиболее информативных пред-
сказательных комбинаций генотипов был 
использован непараметрический метод мно-
гофакторного сокращения размерности. Ана-
лиз проводили в программе открытого доступа 
MDR 3.0.2.

Результаты и обсуждение
Распределение частот генотипов по поли-

морфным локусам в группах детей с аутоим-
мунной патологией и контрольных группах 
соответствовало закону Харди-Вайнберга.

При сравнении частот генотипов полиморф-
ных вариантов rs231775 гена CTLA-4 в ос-
новной группе и группе сравнения отмечено 
преобладание носительства генотипов с ал-
лелем G у детей с АПС 3а типа по сравнению 
со сверстниками с изолированным СД 1-го 
типа в аддитивной и доминантной моделях 
наследования. Выявлено повышение вероят-
ности формирования АПС 3-го типа при но-
сительстве генотипов AG/GG в 3,62 раза (95% 
ДИ 1,06–7,22, р = 0,010) по сравнению с изо-
лированным СД 1-го типа. Отмечена слабая 
ассоциация аллеля G с сопутствующими ауто-
иммунными тиреопатиями у детей с СД 1-го 
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типа (1,64 [1,01–2,69], р = 0,048) (табл. 1). 
В результате сравнения частот полимор-

физма rs231775 гена CTLA-4 в исследуемых 
группах с контрольной выборкой выявлено 
статистически значимое различие частоты ал-
лелей и генотипов между пациентами с АПС 
3а типа и здоровыми сверстниками в адди-
тивной, доминантной и мультипликативной 
моделях наследования. В то же время оценка 
роли полиморфизма rs231775 (CTLA-4) в фор-
мировании предрасположенности к изолиро-
ванному СД 1-го типа не показала ассоциации 

с заболеванием (табл. 1).
В белорусской популяции впервые из евро-

пейских стран показана связь полиморфного 
варианта в локусе rs231775 гена CTLA-4 с по-
вышенным риском сочетанного развития СД 
1-го типа и АИЗ ЩЖ у детей. Полученные дан-
ные согласуются с результатами работ, прове-
денных в США [18, 19] и Японии [20, 21], что 
позволяет рассматривать указанный локус как 
маркер предрасположенности к аутоиммун-
ным тиреопатиям у детей с СД 1-го типа и ри-
ска развития АПС 3а типа у здоровых детей.

Таблица 1
Распределение частот генотипов и аллелей по локусу 49A > G (rs231775) гена CTLA-4 
у пациентов обоих полов с АПС 3а типа, СД 1-го типа и детей без аутоиммунных заболеваний

Генотипы/
аллели

Частота встречаемости, n (%)
р* ОШ* 

(95% ДИ) р** ОШ**

(95% ДИ) р*** ОШ***

(95% ДИ)АПС 
3а типа

СД 1-го 
типа Контроль

Аддитивная модель

AA 5 (10,2) 28 (29,2) 97 (30,3)

0,036

0,28 
[0,10–0,77]

0,011

0,26 
[0,10–0,68]

0,665

0,95 
[0,57–1,56]

AG 30 (61,2) 46 (47,9) 163 (50,9) 3,65
[1,27–10,51]

3,57 
[1,34–9,51]

0,98
[0,57–1,67]

GG 14 (28,6) 22 (22,9) 60 (18,8) 3,56 
[1,11–11,42]

4,55 
[1,55–13,21]

1,27
[0,67–2,42]

Доминантная модель

GG/AG 44 (89,8) 68 (70,8) 223 (69,7)
0,010

3,62
[1,30–10,09]

0,003

3,83
[1,47–9,95]

0,830

1,06
[0,64–1,74]

AA 5 (10,2) 28 (29,2) 97 (30,3) 0,28
[0,10–0,77]

0,26
[0,10–0,68]

0,95 
[0,57–1,56]

Мультипликативная модель

A 40 (40,8) 102 (53,1) 357 (55,8)
0,048

0,61
[0,37–0,99]

0,006

0,55
[0,35–0,84]

0,517

0,89
[0,65–1,24]

G 58 (59,2) 90 (46,9) 283 (44,2) 1,64
[1,01–2,69]

1,83
[1,19–2,82]

1,11
[0,81–1,54]

Примечание. * — АПС 3а типа vs СД 1-го типа; ** — АПС 3а типа vs контроль; *** — СД 1-го типа vs контроль

После разделения пациентов по полу отме-
чена значимая разница в распределении ал-
лелей и генотипов по локусу rs231775 гена 
CTLA-4 между девочками с АПС 3-го типа 
и группой контроля в доминантной и мульти-
пликативной моделях наследования. В то же 
время отличия между пациентками с АПС 3-го 
типа и СД 1-го типа были статистически не-
значимы (табл. 2).

Среди мальчиков выявлена ассоциация 

полиморфизма rs231775 гена CTLA-4 с со-
путствующими АИЗ ЩЖ у пациентов с СД 
1-го типа в доминантной модели наследова-
ния (AG/GG vs AA: ОШ 8,44 [1,04–68,64], 
р = 0,022) и тенденция к более высокой ча-
стоте генотипов AG/GG у пациентов с АПС 
3-го типа по сравнению с группой контроля 
(р = 0,067) (табл. 3).

При анализе распределения аллелей и ге-
нотипов по локусу rs2476601 гена PTPN22 
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Таблица 2
Распределение частот генотипов и аллелей по локусу 49A > G (rs231775) гена CTLA-4 

у девочек с АПС 3а типа, СД 1-го типа и без аутоиммунных заболеваний

Генотипы/
аллели

Частота встречаемости, n (%)
р* ОШ* 

(95% ДИ) р** ОШ**

(95% ДИ) р*** ОШ***

(95% ДИ)АПС 
3а типа

СД 1-го 
типа Контроль

Аддитивная модель

AA 4 (12,5) 9 (21,9) 43 (31,2)

0,576

0,28
[0,10–0,77]

0,077

0,26
[0,10–0,68]

0,413

0,95
[0,57–1,56]

AG 19 (59,4) 22 (53,7) 71 (51,4) 1,94
[0,51–7,33]

2,88
[0,92–9,02]

1,48
[0,62–3,51]

GG 9 (28,1) 10 (24,4) 24 (17,4) 2,03
[0,46–8,92]

4,03
[1,12–14,49]

1,99
[0,71–5,57]

Доминантная модель

GG/AG 28 (87,5) 32 (78,1) 95 (68,8)
0,298

1,97
[0,55–7,10]

0,034

3,17
[1,05–9,59]

0,256

1,61
[0,71–3,66]

AA 4 (12,5) 9 (21,9) 43 (31,2) 0,51
[0,14–1,83]

0,32
[0,10–0,96]

0,62
[0,27–1,41]

Мультипликативная модель

A 27 (42,2) 40 (48,8) 157 (56,9)
0,429

0,77
[0,40–1,48]

0,034

0,55
[0,32–0,96]

0,196

0,72
[0,44–1,18]

G 37 (57,8) 42 (51,2) 119 (43,1) 1,31
[0,68–2,52]

1,81
[1,04–3,13]

1,39
[0,85–2,27]

Примечание. * — АПС 3а типа vs СД 1-го типа; ** — АПС 3а типа vs контроль; *** — СД 1-го типа vs контроль

Таблица 3
Распределение частот генотипов и аллелей по локусу 49A > G (rs231775) гена CTLA-4 

у мальчиков с АПС 3а типа, СД 1-го типа и без аутоиммунных заболеваний

Генотипы/
аллели

Частота встречаемости, n (%)
р* ОШ* 

(95% ДИ) р** ОШ**

(95% ДИ) р*** ОШ***

(95% ДИ)АПС 
3а типа

СД 1-го 
типа Контроль

Аддитивная модель

AA 1 (5,9) 19 (34,5) 54 (29,7)

0,069

0,12
[0,01–0,96]

0,106

0,15
[0,02–1,15]

0,662

1,25
[0,66–2,37]

AG 11 (64,7) 24 (43,6) 92 (50,5) 8,71
[1,03–73,56]

6,46
[0,81–51,40]

0,74
[0,37–1,48]

GG 5 (29,4) 12 (21,8) 36 (19,8) 7,92
[0,82–76,28]

7,50
[0,84–66,89]

0,95
[0,41–2,18]

Доминантная модель

GG/AG 16 (94,1) 36 (65,5) 128 (70,3)
0,022

8,44
[1,04–68,64]

0,067

6,75
[0,87–52,18]

0,494

0,80
[0,42–1,52]

AA 1 (5,9) 19 (34,5) 54 (29,7) 0,12
[0,01–0,96]

0,15
[0,02–1,15]

1,25
[0,66–2,37]
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Окончание таблицы 3

Генотипы/
аллели

Частота встречаемости, n (%)
р* ОШ* 

(95% ДИ) р** ОШ**

(95% ДИ) р*** ОШ***

(95% ДИ)АПС 
3а типа

СД 1-го 
типа Контроль

Мультипликативная модель

A 13 (38,2) 62 (56,4) 200 (54,9)
0,065

0,48
[0,22–1,05]

0,062

0,51
[0,25–1,04]

0,793

1,06
[0,69–1,63]

G 21 (61,8) 48 (43,6) 164 (45,1) 2,09
[0,95–4,59]

1,97
[0,96–4,05]

0,94
[0,61–1,45]

Примечание. * — АПС 3а типа vs СД 1-го типа; ** — АПС 3а типа vs контроль; *** — СД 1-го типа vs контроль

в основной группе и группе сравнения не об-
наружено статистически значимых различий 
между детьми с АПС 3а типа и изолированным 
СД 1-го типа (табл. 4). Сравнение результатов 
генотипирования по данному локусу в иссле-
дуемых группах с группой контроля показало 
наличие ассоциации минорного аллеля Т и ге-
нотипов TT/СТ, с повышенным риском разви-
тия АПС 3-го типа (Т: ОШ 1,72 [1,03–2,88], 
р = 0,036; ТТ/CT vs СС: ОШ 1,94 [1,05–3,57], 

р = 0,032). Различия между пациентами с изо-
лированным СД 1-го типа и группой контро-
ля не достигли статистической значимости.

Таким образом, полиморфизм rs2476601 ге-
на PTPN22 можно рассматривать как маркер 
риска АПС 3а типа у здоровых детей, но не 
развития аутоиммунных тиреопатий у детей 
с СД 1-го типа.

В результате разделения исследуемых групп 
по полу отмечена тенденция к более высо-

Таблица 4
Распределение частот генотипов и аллелей по локусу c.1858C > T (rs2476601) гена PTPN22 

у пациентов с АПС 3а типа, СД 1-го типа и детей без аутоиммунных заболеваний

Генотипы/
аллели

Частота встречаемости, n (%)
р* ОШ* 

(95% ДИ) р** ОШ**

(95% ДИ) р*** ОШ***

(95% ДИ)АПС 
3а типа

СД 1-го 
типа Контроль

Аддитивная модель

СС 29 (59,2) 64 (66,7) 295 (73,8)

0,647

0,73
[0,36–1,48]

0,099

0,51
[0,28–0,95]

0,331

0,71 
[0,44–1,15]

СТ 18 (36,7) 28 (29,2) 95 (23,8) 1,42
[0,68–2,96]

1,93
[1,02–3,63]

1,36
[0,82–2,24]

ТТ 2 (4,1) 4 (4,2) 10 (2,5) 1,10
[0,19–6,37]

2,02
[0,43–9,73]

1,84
[0,56–6,06]

Доминантная модель

СС 29 (59,2) 64 (66,7) 295 (73,8)
0,376

0,73
[0,36–1,48]

0,032

0,51
[0,28–0,95]

0,164

0,71 
[0,44–1,15]

TT/СТ 20 (40,8) 32 (33,3) 105 (26,2) 1,38
[0,68–2,81]

1,94
[1,05–3,57]

1,40 
[0,87–2,27]

Мультипликативная модель

С 76 (77,6) 156 (81,2) 685 (85,6)
0,457

0,80
[0,44–1,45]

0,036

0,58
[0,35–0,97]

0,130

0,73 
[0,48–1,10]

Т 22 (22,4) 36 (18,8) 115 (14,4) 1,25
[0,69–2,28]

1,72
[1,03–2,88]

1,37 
[0,91–2,08]

Примечание. * — АПС 3а типа vs СД 1-го типа; ** — АПС 3а типа vs контроль; *** — СД 1-го типа vs контроль
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кой распространенности генотипов TT/СТ 
(р = 0,066) и аллеля Т (р = 0,078) у девочек 
с АПС 3-го типа по сравнению с группой кон-
троля. Разница между пациентками с АПС 

3-го типа и СД 1-го типа не была статистиче-
ски значимой (табл. 5).

Сравнение частот rs2476601 гена PTPN22 
у мальчиков с АПС 3-го типа со сверстниками 

Таблица 5
Распределение частот генотипов и аллелей по локусу c.1858C > T (rs2476601) гена PTPN22 

у девочек с АПС 3а типа, СД 1-го типа и без аутоиммунных заболеваний

Генотипы/
аллели

Частота встречаемости, n (%)
р* ОШ* 

(95% ДИ) р** ОШ**

(95% ДИ) р*** ОШ***

(95% ДИ)АПС 
3а типа

СД 1-го 
типа Контроль

Аддитивная модель

СС 18 (56,3) 30 (73,2) 124 (72,5)

0,314

0,47
[0,18–1,26]

0,182

0,49 
[0,22–1,06]

0,948

1,03 
[0,48–2,23]

СТ 13 (40,6) 10 (24,4) 44 (25,7) 2,17
[0,79–5,95]

2,04 
[0,92–4,49]

0,94
[0,42–2,08]

ТТ 1 (3,1) 1 (2,4) 3 (1,8) 1,67
[0,10–28,32]

2,30
[0,23–23,29]

1,34 
[0,14–13,72]

Доминантная модель

СС 18 (56,3) 30 (73,2) 124 (72,5)
0,133

0,47
[0,18–1,26]

0,066

0,49
[0,22–1,06]

0,933

1,03 
[0,48–2,23]

TT/СТ 14 (43,7) 11 (26,8) 47 (27,5) 2,12
[0,79–5,67]

2,05 
[0,95–4,45]

0,97 
[0,45–2,09]

Мультипликативная модель

С 49 (76,6) 70 (85,4) 292 (85,4)
0,176

0,56 
[0,24–1,30]

0,078

0,56 
[0,29–1,07]

0,997

1,00
[0,51–1,98]

Т 15 (23,4) 12 (14,6) 50 (14,6) 1,79 
[0,77–4,15]

1,79
[0,93–3,43]

1,00
[0,51–1,98] 

Примечание. * — АПС 3а типа vs СД 1-го типа; ** — АПС 3а типа vs контроль; *** — СД 1-го типа vs контроль

с СД 1-го типа и группой контроля не показало 
статистически значимой разницы. Отмечена 
слабая ассоциация минорного аллеля Т с изо-
лированным СД 1-го типа (Т: ОШ 1,69 [1,00–
2,85], р = 0,048) (табл. 6).

Исходя из гипотезы об усилении эффектов 
однонуклеотидных полиморфизмов на риск 
возникновения заболевания при их совместном 
воздействии, был проведен сравнительный 
анализ двухлокусных генотипов по локусам 
rs231775 гена CTLA-4 и rs2476601 гена PTPN22 
в исследуемых группах. В таблице 7 показаны 
данные для комбинаций генотипов, по кото-
рым обнаружено наличие статистически зна-
чимой разницы между группами.

Установлено, что гетерозиготное состояние 
по обоим полиморфным локусам (CTLA-4AG/
PTPN22СТ) связано с повышенной вероятно-

стью развития АИЗ ЩЖ у детей с СД 1-го типа 
(ОШ 2,53 [1,05–6,07]) и АПС 3-го типа у здо-
ровых детей (ОШ 2,18 [1,06–4,46]). Отмечена 
значительно большая частота комбинаций ге-
нотипов, содержащих хотя бы один минорный 
аллель по каждому из двух изучаемых поли-
морфизмов (CTLA4AG + GG/PTPN22СT + TT), у де-
тей с АПС 3а типа по сравнению с группой 
сравнения (ОШ 2,46 [1,17–5,20]) и контролем 
(ОШ 2,71 [1,43–5,14]). При этом после страти-
фикации пациентов по полу данные ассоциа-
ции выявлены только у девочек.

Показан защитный эффект гомозиготного но-
сительства мажорных аллелей по обоим локу-
сам (CTLA-4AА/PTPN22СС) в отношении АПС 3а 
типа у здоровых детей (ОШ 0,37 [0,14–0,97]), 
частота данной комбинации у пациентов раз-
ных полов была сопоставима (табл. 7).
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Таблица 6
Распределение частот генотипов и аллелей по локусу c.1858C>T (rs2476601) гена PTPN22 

у мальчиков с АПС 3а типа, СД 1 типа и без аутоиммунных заболеваний

Генотипы/
аллели

Частота встречаемости, n (%)
р* ОШ* 

(95% ДИ) р** ОШ**

(95% ДИ) р*** ОШ***

(95% ДИ)АПС 
3а типа

СД 1-го 
типа Контроль

Аддитивная модель

СС 11 (64,7) 34 (61,8) 171 (74,7)

0,967

1,13
[0,36–3,51]

0,620

0,62
[0,22–1,76]

0,155

0,55 
[0,30–1,02]

СТ 5 (29,4) 18 (32,7) 51 (22,3) 0,86
[0,26–2,86]

1,52
[0,51–4,59]

1,78
[0,93–3,40]

ТТ 1 (5,9) 3 (5,5) 7 (3,1) 1,03
[0,10–10,95]

2,22
[0,25–19,69]

2,16
[0,53–8,76]

Доминантная модель

СС 11 (64,7) 34 (61,8) 171 (74,7)
0,831

1,13
[0,36–3,51]

0,367

0,62
[0,22–1,76]

0,057

0,55 
[0,30–1,02]

TT/СТ 6 (35,3) 21 (38,2) 58 (25,3) 0,88
[0,28–2,74]

1,61
[0,57–4,54]

1,82 
[0,98–3,39]

Мультипликативная модель

С 27 (79,4) 86 (78,2) 393 (85,8)
0,879

1,08
[0,42–2,77]

0,309

0,64
[0,27–1,53]

0,048

0,59 
[0,35–1,00]

Т 7 (20,6) 24 (21,8) 65 (14,2) 0,93
[0,36–2,39]

1,57
[0,66–3,75]

1,69 
[1,00–2,85]

Примечание. * — АПС 3а типа vs СД 1-го типа; ** — АПС 3а типа vs контроль; *** — СД 1-го типа vs контроль

Таблица 7
Влияние комбинированных генотипов по локусам генов локусам генов CTLA-4 и PTPN22 на 
предрасположенность к аутоиммунным тиреопатиям у детей с СД 1-го типа и АПС 3-го типа 

и СД 1-го типа у здоровых детей

Комбинации генотипов CTLA4AG/PTPN22СТ CTLA4АА/PTPN22СС CTLA-4AG + GG/PTPN22СT + TT

Общая группа
АПС 3-го типа, n (%) 13 (26,5) 5 (10,2) 20 (40,8)
СД 1-го типа, n (%) 12 (12,5) 17 (17,7) 21 (21,9)

Контроль, n (%) 40 (14,3) 66 (23,5) 57 (20,3)
ОШ* 2,53 [1,05–6,07] 0,53 [0,18–1,53] 2,46 [1,17–5,20]

р* 0,035 0,235 0,017
ОШ** 2,18 [1,06–4,46] 0,37 [0,14–0,97] 2,71 [1,43–5,14]

р** 0,031 0,037 0,002
ОШ*** 0,86 [0,43–1,72] 0,70 [0,39–1,27] 1,10 [0,63–1,94]

р*** 0,671 0,239 0,740
Девочки

АПС 3-го типа, n (%) 11 (34,4) 4 (12,5) 14 (43,8)
СД 1-го типа, n (%) 3 (7,3) 5 (12,2) 7 (17,1)

Контроль, n (%) 17 (14,2) 28 (23,3) 25 (20,8)
ОШ* 6,63 [1,66–26,46] 1,03 [0,25–4,19] 3,78 [1,29–11,04]
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Комбинации генотипов CTLA4AG/PTPN22СТ CTLA4АА/PTPN22СС CTLA-4AG + GG/PTPN22СT + TT

р* 0,004 0,969 0,013
ОШ** 3,17 [1,30–7,74] 0,47 [0,16–1,45] 2,96 [1,29–6,75]

р** 0,009 0,183 0,009
ОШ*** 0,48 [0,13–1,72] 0,46 [0,16–1,27] 0,78 [0,31–1,97]

р*** 0,253 0,128 0,604
Мальчики

АПС 3-го типа, n (%) 2 (11,8) 1 (5,9) 6 (35,3)
СД 1-го типа, n (%) 9 (16,4) 12 (21,8) 14 (25,5)

Контроль, n (%) 23 (14,3) 38 (23,6) 32 (19,9)
ОШ* 0,68 [0,13–3,51] 0,22 [0,03–1,86] 1,60 [0,50–5,12]

р* 0,647 0,138 0,432
ОШ** 0,80 [0,17–3,73] 0,20 [0,03–1,58] 2,20 [0,76–6,39]

р** 0,777 0,094 0,141
ОШ*** 1,17 [0,51–2,72] 0,90 [0,43–1,89] 1,38 [0,67–2,83]

р*** 0,709 0,787 0,384
Примечание. * — АПС 3а типа vs СД 1-го типа; ** — АПС 3а типа vs контроль; *** — СД 1-го типа vs контроль

По результатам анализа межгенного взаимо-
действия у детей с АПС 3а типа и СД 1-го типа 
выявлено синергическое взаимодействие ком-
бинации полиморфизмов rs231775 (CTLA-4) 
и 2476601 (PTPN22) — их общий вклад в ве-
роятность развития АИЗ ЩЖ у детей с СД 
1-го типа составил 1,78%. При этом синер-
гизм изучаемых полиморфизмов обнаружен 
только у девочек (величина энтропии 6,30%), 
что подтверждает данные анализа комбиниро-
ванных генотипов, показавшие их статистиче-
скую значимость как факторов риска развития 

АИЗ ЩЖ у пациенток с СД 1-го типа. В то же 
время у мальчиков отмечен дублирующий эф-
фект между локусами (табл. 8).

При оценке вклада каждого локуса в форми-
рование АИЗ ЩЖ у детей разного пола с СД 
1-го типа выявлено преобладание rs2476601 
(PTPN22) у девочек (2,28%) и rs231775 
(CTLA-4) — у мальчиков (6,60%) (табл. 8).

В литературе есть данные, свидетельству-
ющие о специфичной для женского пола ас-
социации между полиморфизмом rs2476601 
гена PTPN22 и риском ряда аутоиммунных 

Окончание таблицы 7

Таблица 8
Величины энтропии для полиморфных вариантов rs231775 (CTLA-4) и 2476601 (PTPN22) 

у детей с АПС 3-го типа с СД 1-го типа

Полиморфизмы Общая группа, % Девочки, % Мальчики, %

АПС 3-го типа–СД 1-го типа

rs231775 (CTLA-4) 3,66 1,12 6,60
rs2476601 (PTPN22) 0,43 2,28 0,07

Комбинация rs231775 (CTLA-4) и rs2476601 (PTPN22) 1,78 6,30 –0,71

АПС 3-го типа–контроль

rs231775 (CTLA-4) 2,07 2,53 2,06
rs2476601 (PTPN22) 0,95 1,46 0,40

Комбинация rs231775 (CTLA-4) и rs2476601 (PTPN22) –0,80 1,62 0,66
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заболеваний: ювенильного ревматоидного ар-
трита [26], тиреоидита Хашимото у женщин 
с СД 2-го типа [27], болезни Грейвса и ауто-
иммунного тиреоидита у девочек [28]. Коли-
чество исследований, в которых при анализе 
ассоциации полиморфизма rs231775 (CTLA-4) 
с аутоиммунными заболеваниями была про-
ведена стратификация исследуемых групп по 
полу, невелико. В частности, W. H. Ting с со-
авторами установили статистически значимую 
ассоциацию rs231775 (CTLA-4) с АИЗ ЩЖ 
в китайской популяции только у женщин [29].

Значительно более высокая распространен-
ность большинства аутоиммунных заболе-
ваний у женского пола является доказанным 
феноменом [30]. Наши данные дают возмож-
ность подробно проанализировать гендерные 
особенности генетической предрасположен-
ности к АПС 3а типа на примере двух генов.

Так, по результатам сравнительной оценки 
частот аллелей и генотипов в исследуемых 
группах по каждому из двух полиморфных ло-
кусов установлено, что полиморфизм rs231775 
гена CTLA-4 является маркером риска разви-
тия АПС 3-го типа у здоровых девочек и ауто-
иммунных тиреопатий у мальчиков с СД 1-го 
типа. В то же время не выявлено ассоциации 
данного локуса с вероятностью возникновения 
АИЗ ЩЖ у девочек с СД 1-го типа. Таким об-
разом, на данном этапе анализа убедительных 
доказательств в пользу большей подвержен-
ности АПС 3-го типа у девочек не получено.

В связи с полигенной природой аутоиммун-
ных заболеваний и возможности проявления 
кумулятивного эффекта у сочетаний генов, ис-
следование комбинаций полиморфизмов дает 
более полную картину о генетической пред-
расположенности к аутоиммунным пораже-
ниям. Мы установили наличие ассоциации 
гетерозиготного носительства минорных ал-
лелей по обоим полиморфизмам и комбина-
ций генотипов, содержащих один либо два 

минорных аллеля по каждому локусу, с повы-
шенной вероятностью развития аутоиммун-
ных тиреопатий у детей с СД 1-го типа и АПС 
3-го типа у здоровых детей. При разделении 
пациентов по полу данное положение под-
твердилось только у девочек, причем значе-
ния отношения шансов у них были выше, чем 
в общей выборке.

Результаты анализа межгенного взаимодей-
ствия показали синергизм полиморфизмов 
rs231775 (CTLA-4) и 2476601 (PTPN22) в от-
ношении риска развития аутоиммунной тирео-
идной патологии у детей с СД 1-го типа. После 
стратификации пациентов по полу синергети-
ческое взаимодействие генов выявлено только 
у девочек, при этом величина энтропии для па-
ры локусов у них значительно превышала по-
казатель в общей группе.

На основании полученных данных можно 
предполагать, что девочки подвержены более 
высокому риску сочетанного развитию СД 
1-го типа и аутоиммунных тиреопатий. Это 
согласуется с распределением полов в нашей 
выборке детей с АПС 3а типа: 32 (65,3%) де-
вочки против 17 (34,7%) мальчиков (p = 0,003).

Заключение
Установлены значимые отличия по часто-

там распространенности аллельных вариантов 
в локусе rs231775 гена CTLA-4 между детьми 
с АПС 3а типа и изолированным СД 1-го ти-
па, а также между пациентами с АПС 3а типа 
и группой контроля; при этом отсутствовали 
различия между пациентами с СД 1-го типа 
и здоровыми сверстниками. Полученные ре-
зультаты позволяют выделить данный поли-
морфизм как маркер предрасположенности 
к развитию АИЗ ЩЖ у детей с СД 1-го типа 
и АПС 3а типа у здоровых детей в белорус-
ской популяции.

Выявленные различия распределения ал-
лелей и генотипов по локусу rs2476601 гена 

Полиморфизмы Общая группа, % Девочки, % Мальчики, %

СД 1-го типа–контроль

rs231775 (CTLA-4) 0,13 0,73 0,38
rs2476601 (PTPN22) 0,45 0,30 1,29

Комбинация rs231775 (CTLA-4) и rs2476601 (PTPN22) 0,62 0,10 0,46

Окончание таблицы 8



169Н. В. Волкова и др. Влияние полиморфизмов генов...

Молекулярная и прикладная генетика. Том 36, 2024 г.

PTPN22 у пациентов с АПС 3а типа по срав-
нению с группой контроля указывают на то, 
что данный полиморфизм является генетиче-
ским фактором предрасположенности к АПС 
3а типа у здоровых детей. Отсутствие значи-
мых отличий между пациентами с АПС 3а ти-
па и изолированным СД 1-го типа не позволяет 
считать данный полиморфизм маркером повы-
шенного риска развития аутоиммунных тире-
оидных заболеваний у детей с СД 1-го типа.

Отмечены гендерные особенности ассоци-
ации полиморфных вариантов исследуемых 
генов с предрасположенностью к аутоиммун-
ным эндокринопатиям. У мальчиков установ-
лена связь минорного аллеля Т rs2476601 гена 
PTPN22 с изолированным СД 1-го типа, а по-
лиморфизм rs231775 (CTLA-4) можно рассма-
тривать как основной маркер риска развития 
сопутствующих АИЗ ЩЖ, что подтверждает-
ся наиболее высоким вкладом данного локуса 
в развитие заболеваний при анализе межген-
ных взаимодействий. У девочек выявлено си-
нергическое взаимодействие полиморфизмов 
rs231775 (CTLA-4) и 2476601 (PTPN22), фак-
тором риска АИЗ ЩЖ у пациенток с СД 1-го 
типа и АПС 3-го типа у здоровых девочек яв-
ляется носительство минорных аллей по ка-
ждому из локусов. В то же время у девочек 
полиморфизм rs231775 (CTLA-4) является са-
мостоятельным фактором риска возникнове-
ния АПС 3-го типа в здоровой популяции.

Авторы выражают благодарность со-
трудникам лабораторий нехромосомной 
наследственности и молекулярных основ 
стабильности генома Института генетики 
и цитологии Национальной академии наук Бе-
ларуси, принявшим участие в исследовании. 
Работа выполнена по договору № 2018-28-006 
от 23.03.2018 на выполнение НИОК(Т)Р вне 
рамок государственных программ, государ-
ственных (отраслевых) научно-технических 
программ за счет средств республиканского 
централизованного инновационного фонда.

Список использованных источников
1.	Frommer,  L .  Type  1  Diabetes  and 

Autoimmune Thyroid Disease-The Genetic Link 
/ L. Frommer, G. J. Kahaly // Front Endocrinol 
(Lausanne). – 2021. – Vol. 12. – DOI: 10.3389/
fendo.2021.618213

2.	Trends and cyclical variation in the incidence 
of childhood type 1 diabetes in 26 European 
centres in the 25 year period 1989–2013: a 
multicentre prospective registration study / 
C. C. Patterson [et al.] // Diabetologia. – 2019. – 
Vol. 62, № 3. – P. 408–417.

3.	Li, L. Autoimmune thyroid disease and type 
1 diabetes mellitus: same pathogenesis; new 
perspective? / L. Li, S. Liu, J. Yu // Ther Adv 
Endocrinol Metab. – 2020. – Vol. 11. – DOI: 
10.1177/2042018820958329

4.	Armitage, L. H. Influence of PTPN22 
Allotypes on Innate and Adaptive Immune 
Function in Health and Disease / L. H. Armitage, 
M .  A .  Wa l l e t ,  C .   E .  M a t h e w  / /  F r o n t 
Immunol. – 2021. – Vol. 12. – DOI: 10.3389/
fimmu.2021.636618

5.	A functional variant of lymphoid tyrosine 
phosphatase is associated with type I diabetes / 
N. Bottini [et al.] // Nat. Genet. – 2004. – Vol. 36. 
– P. 337–338.

6.	Epidemiological Investigation of Rheu-
matoid Arthritis (EIRA) Study Group A ge-
nome-wide association study suggests contrasting 
associations in ACPA-positive versus ACPA-neg-
ative rheumatoid arthritis / L. Padyukov [et al.] // 
Ann. Rheum. Dis. – 2011. – Vol. 70. – P. 259–265.

7.	Association of PTPN22 1858C/T Polymor-
phism with Autoimmune Diseases: A Systemat-
ic Review and Bayesian Approach / K. Tizaoui 
[et al.] // J. Clin. Med. – 2019. – Vol. 8. – DOI: 
10.3390/jcm8030347

8.	PTPN22 1858C > T gene polymorphism in 
patients with SLE: Association with serological 
and clinical results / L. Ostanek [et al.] // 
Molecular Biology Reports. – 2014. – Vol. 41, 
№ 9. – P. 6 195–6 200.

9.	Association of PTPN22 C1858T poly-
morphism and type 1 diabetes: a meta-analy-
sis / H. Peng [et al.] / Immunol Invest // 2012. – 
Vol. 41, № 5. – P. 484–96.

10.	 PTPN22 and CTLA-4 Polymorphisms Are 
Associated With Polyglandular Autoimmunity / 
J. Houcken [et al.] // J Clin Endocrinol Metab. – 
2018. – Vol. 103, № 5. – P. 1 977–1 984.

11.	 The protein tyrosine phosphatase non-
receptor type 22 C1858T polymorphism is a joint 
susceptibility locus for immunthyroiditis and 
autoimmune diabetes / G. Dultz [et al.] // Thyroid. 
– 2009. – Vol. 19, № 2. – P. 143–148.

12.	 The PTPN22 1858T allele but not variants 



170 Н. В. Волкова и др. Влияние полиморфизмов генов...

Молекулярная и прикладная генетика. Том 36, 2024 г.

in the proximal promoter region of IL-21 gene is 
associated with the susceptibility to type 1 diabetes 
and the presence of autoantibodies in a Brazilian 
cohort / D. T. Mainardi-Novo [et al.] // Clin Exp 
Immunol. – 2013. – Vol. 172, № 1. – P. 16–22.

13.	 PTPN22 1858T allele is associated with 
younger age at onset of type 1 diabetes and is 
not related to subsequent thyroid autoimmunity / 
O. Kordonouri [et al.] // Hum Immunol. – 2010. 
– Vol. 71, № 7. – P. 731–732.

14.	 Association of TNF-α, CTLA4, and PTPN22 
polymorphisms with type 1 diabetes and other 
autoimmune diseases in Brazil // N. A. Tavares 
[et al.] // Genet Mol Res. – 2015. – Vol. 14, № 4. 
– DOI: 10.4238/2015.December.28.42

15.	 CTLA-4: From mechanism to autoimmune 
therapy. Int Immunopharmacol / A. Hosseini 
[et al.] // 2020. – Vol. 80. – DOI: 10.1016/j.
intimp.2020.106221

16.	 Chen, M. Associations between cytotoxic 
T-lymphocyte-associated antigen 4 gene 
polymorphisms and diabetes mellitus: a meta-
analysis of 76 case-control studies / M. Chen, 
S. Li // Biosci Rep. – 2019. – Vol. 38. – DOI: 
10.1042/BSR20190309

17.	 Cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 
4 +49A/G polymorphisms contribute to the risk of 
type 1 diabetes in children: An updated systematic 
review and meta-analysis with trial sequential 
analysis / B. Wang [et al.] // Oncotarget. – 2017. 
– Vol. 8. – Р. 10 553–10 564.

18.	 Autoimmune thyroiditis and diabetes: 
dissecting the joint genetic susceptibility in a large 
cohort of multiplex families / M. J. Villano [et al.] 
// J Clin Endocrinol Metab. – 2009. – Vol. 94. – 
Р. 1 458–1 466.

19.	 Genet ic  analysis  of  famil ies  with 
autoimmune diabetes and thyroiditis: evidence 
for common and unique genes / B. Golden [et al.] 
// J Clin Endocrinol Metab. – 2005. – Vol. 90, 
№ 8. – P. 4 904–4 911.

20.	 Associat ion of  CTLA-4  gene A/G 
polymorphism in Japanese type 1 diabetic patients 
with younger age of onset and autoimmune 
thyroid disease / M. Takara [et al.] // Diabetes 
Care. – 2000. – Vol. 23, № 7. – P. 975–978.

21.	 Association of the CTLA-4 gene 49 
A/G polymorphism with type 1 diabetes and 
autoimmune thyroid disease in Japanese children 
/ M. Mochizuki [et al.] // Diabetes Care. – 2003. 
– Vol. 26. – Р. 843–847.

22.	 Genetic Association Study of IL2RA, 
IFIH1, and CTLA-4 Polymorphisms With 
Autoimmune Thyroid Diseases and Type 1 
Diabetes / H. Borysewicz-Sańczyk [et al.] // 
Front Pediatr. – 2020. – Vol. 8. – DOI: 10.3389/
fped.2020.00481

23.	 Особенности распределения частот 
аллелей и генотипов полиморфизмов rs 
231775 и rs 3087243 гена CTLA-4 с оценкой 
их взаимовлияния у пациентов с сахарным 
диабетом 1 типа и сахарным диабетом 1 типа 
в сочетании с аутоиммунными тиреопатиями 
/ Е. А. Репина [и др.] // Евразийский Союз 
Ученых. – 2015. – Т. 4, № 13. – С 163–166.

24.	 Полиморфизм генов иммунного и вос-
палительного ответа у детей с суставным син-
дромом / А. А. Яцкив [и др.] // Молекулярная 
и прикладная генетика: сб. науч. тр. – 2019. – 
Т. 27. – С. 5–16.

25.	 Яцкив, А. А. Ассоциация полиморфных 
вариантов генов иммунного и воспалительного 
ответа, не относящихся к главному комплексу 
гистосовместимости, с патологией суставов 
у детей в Республике Беларусь / А. А. Яцкив, 
А. В. Сукало, Р. И. Гончарова // Медицинская 
генетика. – 2020. – Т. 19, № 9. – С. 25–36.

26.	 The association of PTPN22 rs2476601 with 
juvenile idiopathic arthritis is specific to females 
/ R. C. Chiaroni-Clarke [et al.] // Genes Immun. 
– 2015. – Vol. 16, № 7. – P. 495–498. 

27.	 Protein Tyrosine Phosphatase Non-receptor 
22 Gene C1858T Polymorphism in Patients with 
Coexistent Type 2 Diabetes and Hashimoto's 
Thyroiditis / F. Bulut [et al.] // Balkan Med J. – 
2014. – Vol. 31, № 1. – P. 37–42. 

28.	 Analysis of chosen polymorphisms 
rs2476601 А/G — PTPN22 ,  rs1990760 
C/T — IFIH1, rs179247 А/G — TSHR in 
pathogenesis of autoimmune thyroid diseases in 
children / M. Rydzewska [et al.] // Autoimmunity. 
– 2018. – Vol. 51, № 4. – Р. 183–190.

29.	 Association of Cytotoxic T-Lympho-
cyte-Associated Protein 4 (CTLA4) Gene Poly-
morphisms with Autoimmune Thyroid Disease 
in Children and Adults: Case-Control Study / 
W. H. Ting [et al.] // PLoS One. – 2016. – Vol. 11, 
№ 4. – DOI: 10.1371/journal.pone.0154394.

30.	 Selmi, C. Sex and autoimmunity: proposed 
mechanisms of disease onset and severity / 
C. Selmi, M. E. Gershwin // Expert Rev Clin 
Immunol. – 2019. – Vol. 15, № 6. – P. 607–615.



171Н. В. Волкова и др. Влияние полиморфизмов генов...

Молекулярная и прикладная генетика. Том 36, 2024 г.

N. V. Volkova1, E. A. Aksenova2, H. A. Yatskiu2, N. V. Nikitchenko2, A. V. Solntseva3,4, 
R. I. Goncharova2

EFFECT OF CTLA-4 AND PTPN22 GENE POLYMORPHISMS ON 
A PREDISPOSITION TO AUTOIMMUNE THYROID DISEASES IN 

CHILDREN WITH TYPE 1 DIABETES MELLITUS

12nd City Children's Clinical Hospital 
17 Narochanskaya St., 220020 Minsk, the Republic of Belarus

e-mail: volkova_nv@tut.by
2State Scientific Institution

“Institute of Genetics and Cytology of the National Academy of Sciences of Belarus”
27 Akademicheskaya St., 220072 Minsk, the Republic of Belarus

3Educational Establishment
“Belarusian State Medical University”

83 Dzerzhinsky Ave., 220083 Minsk, the Republic of Belarus
4Republican Scientific and Practical Center of Pediatric Oncology, Hematology and Immunology 

43 Frunzenskaya St., 223053 Borovlyany village, Minsk Region, the Republic of Belarus

We investigated the allele and genotype frequencies in the polymorphic loci of CTLA-4 (rs231775) and PTPN22 
(rs2476601) genes in children with autoimmune polyglandular syndrome (APS) of type 3a (n = 49) and with type 1 
diabetes mellitus (DM) (n = 96). The control group consisted of children without autoimmune diseases (n = 400 for the 
rs2476601 polymorphism of the PTPN22 gene, 320 for the rs231775 polymorphism of the CTLA-4 gene).The results 
of a comparative analysis of the genotype distribution by the rs231775 locus of the CTLA-4 gene in the studied groups 
allow distinguishing this polymorphism as a risk marker for a predisposition to APS type 3a in children with type 1 
diabetes and in healthy children. The revealed differences in the frequency of allelic variants by the rs2476601 locus of 
the PTPN22 gene in patients with type 3a APS in comparison with the control group indicate that this locus is a genetic 
risk factor for APS type 3a in the Belarusian population of children. At that, the absence of differences between patients 
with type 3a APS and isolated type 1 diabetes does not allow us to consider this polymorphism as a risk marker for 
APS type 3a in children with type 1 diabetes.
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В список использованных источников следует включать не более 50 источников.
Краткое сообщение
В исключительных случаях по решению редколлегии в сборнике публикуются краткие со-
общения объемом не более 5 страниц, список литературы в этом случае не должен включать 
более 15 источников.

СТРУКТУРА СТАТЬИ
Статья набирается в текстовом редакторе Microsoft Word. Поля: верхнее и нижнее — 2 см, 
левое — 3 см, правое — 1,5 см. Текст набирается шрифтом Times New Roman, 12 пт, в одну 
колонку с одинарным межстрочным интервалом. Выравнивание — по ширине. Абзацный от-
ступ — 1,25 см. Не допускается использование табуляции или пробелов для обозначения 
первой строки абзаца. Автоматическая расстановка переносов отключена. Все страницы 
должны быть пронумерованы. Для создания формул следует использовать только MathType.

1. УДК
Располагается в верхнем левом углу страницы.

2. Инициалы и фамилии авторов 
Располагаются по центру, выделяются полужирным начертанием. Между инициалами и пе-
ред фамилией ставятся неразрывные пробелы (Ctrl + Shift + пробел) (И. И. Иванов).

3. Название статьи
Располагается по центру, набирается буквами как в предложении, полужирным начертанием. 
Переносы в заголовках не допускаются.
Название статьи должно четко отражать суть работы, не содержать лишних слов. По возмож-
ности следует избегать узкой региональности, а данные о географии исследования давать 
в резюме.



4. Место работы авторов с почтовым адресом
Место работы авторов (аббревиатура не допускается; пишем: Государственное научное уч-
реждение «Институт генетики и цитологии Национальной академии наук Беларуси») рас-
полагается по центру, набирается прямым начертанием. На следующей строке указывается 
почтовый адрес учреждения (страна, индекс, город, улица, дом).
Если авторы работают в разных учреждениях, то после каждой фамилии и перед соответству-
ющим местом работы надстрочными знаками проставляется цифровой индекс (1, 2 и т. д.). 

5. Авторское резюме (аннотация)
Располагается после места работы авторов, набирается прямым начертанием.
Авторское резюме должно полно и понятно излагать основное содержание и результаты про-
веденного исследования. Если из названия статьи очевидны предмет, тема, цель, методы ис-
следования, их не следует повторно излагать в резюме. Объем текста аннотации определяет-
ся содержанием публикации (объемом сведений, их научной ценностью и/или практическим 
значением) и должен быть в пределах 800-1000 знаков с пробелами.

6. Ключевые слова (5–10 слов)
Перечисляются после слов «Ключевые слова:». В конце ставится точка.

7. Основной текст статьи
Экспериментальная статья должна включать следующие разделы: «Введение», «Материалы 
и методы», «Результаты и обсуждение», «Заключение», «Список использованных источ-
ников».
Обзорная статья и краткое сообщение в обязательном порядке должны содержать разделы: 
«Введение», «Заключение» и «Список использованных источников». Название осталь-
ных разделов выбирается на усмотрение авторов.
Названия разделов располагаются на отдельной строке по центру и выделяются полужирным 
начертанием. Изложение статьи должно быть ясным, сжатым, без длинных исторических вве-
дений и повторений. Помимо общепринятых сокращений единиц измерения, физических, 
химических и математических величин и терминов (например, ДНК), допускаются аббревиа-
туры словосочетаний, часто повторяющихся в тексте. Все вводимые автором буквенные обо-
значения и аббревиатуры должны быть расшифрованы в тексте при их первом упоминании.
Вставка в текст символов (например, β, €) производится только через опцию Вставка/Символ.
Для набора надстрочных и подстрочных символов (С2, С4) использовать меню Шрифт/Над-
строчный знак/Подстрочный знак. 

Общие правила набора текста
Прямое начертание должны иметь:
1) греческие символы (α, β, δ, ϕ, λ и др.) и знаки (%, ≤, ±, ×, ≠, ∞, →, °, ∉ и др.);
2) единицы измерения (Вт, В, Дж, кг, м и пр.);
3) кириллические (т. е. русские) буквы (П, Л, Ц);
4) сокращения от русских или белорусских слов (qср);
5) обозначения химических элементов и соединений (Р, Н2О);
6) названия белков;
7) скобки () и запятые (,) в формулах и после них (x2 – 0,5b(1,5 + са)).

Курсивное начертание должны иметь названия генов, латинские (т. е. английские) буквы, 
обозначающие переменные (K, y, z, x, V, i, j), латинские названия семейств, родовые и видо-
вые названия.

Без пробелов следует проставлять:
1) дефис (-) в сложных словах (минерал-индикатор, К-пространство) и при наращении падеж-
ных окончаний к цифрам и буквам (1-го, j-го);
2) короткое тире (–) (Ctrl + «–» на нумерационной клавиатуре) между цифрами, обозначаю-



щими пределы какой-либо величины (20–30 чел.);
3) знаки –, +, ≤, > в значении положительной или отрицательной величины, степени увеличе-
ния или уменьшения;
4) знак %;
5) скобки () и кавычки «» от заключенных в них слов (по всей работе кавычки должны быть 
одного рисунка — «елочки»).

С пробелами проставлять: 
1) тире (—) (Ctrl + Alt + «–» на нумерационной клавиатуре) с обеих сторон пробелом как знак 
препинания между словами.
2) математические знаки (–, +, ≤, ±, ⋅, ×, =, ∉ и др.) в формулах, уравнениях, когда они являют-
ся знаками арифметического действия (R1 + R2 = 0,75);
3) знаки №, § от следующих за ними чисел (№ 4);
4) многозначные целые числа, содержащие 5 и более знаков, разбиваются по 3 цифры справа 
налево (40 450, 8 345 458);
5) сокращенные слова от имен собственных, к которым они относятся (ул. Академическая);
6) цифры от полных или сокращенных наименований (100 м, 2005 г.).

Требования к рисункам
Растровые изображения должны иметь разрешение не менее 300 dpi для полутоновых изобра-
жений (фотографии, газетные вырезки, книжные иллюстрации) и не менее 600 dpi для штри-
ховых изображений (графики, таблицы, детали, выполненные чертежными инструментами). 
Повышение разрешения после сканирования программными средствами недопустимо.
Рисунки должны размещаться только после их упоминания в тексте статьи. Если ссылка на 
рисунок включена в предложение, используется полное написание — «рисунок 1»; если сло-
ва заключаются в скобки, используется сокращение — (рис. 1).
Слово Рис. 1. и подрисуночная подпись располагаются на следующей строке после самого 
рисунка (Рис. 1. Название). Точка после названия не ставится.
Рисунки должны быть представлены в электронном виде отдельными файлами в следующих 
форматах: JPEG, TIFF, PNG. Название файла должно соответствовать номеру рисунка (Рис. 
1, Риc. 2 и т. д.). Для отправки все файлы рисунков объединяются в одну архивную папку zip 
или rar.
Не допускается размещение рисунков в конце статьи (перед списком литературы).

Оформление таблиц
Таблицы должны быть реализованы средствами работы с таблицами редактора Microsoft 
Word. Не допускается вложение таблиц, созданных в других программах. 
Таблицы должны быть пронумерованы и иметь названия, размещаться только после их упо-
минания в тексте статьи. Если ссылка на таблицу включена в предложение, используется 
полное написание — «таблица 1»; если слова заключаются в скобки, используется сокраще-
ние — (табл. 1).
Слово Таблица 1 выравнивается по правому краю и выделяется полужирным начертанием.
На следующей строке за словом Таблица 1 следует название таблицы, которое набирается 
прямым начертанием и выравнивается по центру (без абзацного отступа).
Примечание к таблице располагается на следующей строке после таблицы. Слово Примеча-
ние выделяется полужирным начертанием, после него ставится точка. Текст примечания сле-
дует за словом Примечание и начинается с прописной буквы. Точка после текста примечания 
не ставится.
Четко указывается размерность показателей. Цифры в таблицах должны соответствовать сво-
ему упоминанию в тексте статьи.
Не допускается размещение таблиц в конце статьи (перед списком литературы).

Информация о соблюдении требований Нагойского протокола
Если работа связана с исследованиями, в которых в качестве объекта используются генети-
ческие ресурсы (растения, животные, микроорганизмы), полученные от зарубежных пар-



тнеров, необходимо дать ссылку на Международно признанный сертификат о соблюдении 
(Internationally Recognized Certificate of Compliance) Нагойского протокола к Конвенции 
о биологическом разнообразии, подтверждающий легальное получение данных ресурсов.

Информация о соблюдении биоэтических стандартов
Если работа связана с исследованиями, в которых в качестве объекта используются лабора-
торные животные, то необходимо указать, соблюдались ли международные, национальные и/
или институциональные принципы ухода и использования животных. 
Если в качестве объектов исследования выступает человек, то необходимо указать:
– соответствуют ли процедуры, выполненные в исследовании с участием людей, этическим 
стандартам институционального и/или национального комитета по исследовательской этике и 
Хельсинкской декларации и ее последующим изменениям или сопоставимым нормам этики;
– получено ли от каждого из включенных в исследование участников информированное до-
бровольное согласие.

В конце статьи по желанию авторов приводится следующая справочная информация:
Общая информация о помощи в проведении работы и подготовке статьи: сообщения о пре-
доставлении материалов, данных, компьютерного обеспечения, приборов во временное поль-
зование; информация о проведении исследований в центрах коллективного пользования; по-
мощь в технической подготовке текста; а также все прочее, что оценивается как полезная 
помощь. Информация о грантах и другой финансовой поддержке исследований. Авторы не 
должны использовать сокращенные названия институтов и спонсирующих организаций.

8. Список использованных источников
Оформляется в соответствии с приказом Высшей аттестационной комиссии Республики Бе-
ларусь от 25 июня 2014 г. № 159 (ВАК–Нормативные правовые акты–Приказы ВАК–Образцы 
оформления БО...). Источники должны быть представлены в виде списка в порядке упомина-
ния ссылок в тексте статьи. Нумерация — автоматическая. 
Не допускаются ссылки на работы, которых нет в списке литературы, а также на неопублико-
ванные материалы. В список использованных источников преимущественно следует включать 
работы не старше 10 лет (исключение составляют редкие высокоинформативные материалы).

9. На английском языке повторяются п. 2–6

10. Дата поступления статьи

К статье прилагаются:
1. Акт экспертизы (в печатном виде) о возможности опубликования в открытой печати.
2. Сопроводительное письмо (в печатном виде), в структуре которого должны содержаться 
сведения о том, что:
– рукопись не находится на рассмотрении в другом издании;
– не была ранее опубликована.
Авторы несут ответственность за достоверность представленных в рукописи материалов.
3. Краткие сведения о каждом из авторов (в электронном виде), включающие ФИО (пол-
ностью), год рождения, служебный адрес, адрес электронной почты, ученую степень, ученое 
звание, должность. Сведения об авторах предоставляются отдельным документом Word.
Два экземпляра статьи (один — с указанием в «шапке» авторов и мест работы (на русск. 
и англ. яз.), другой — без) и сопроводительные документы представляются лично либо по 
почте на адрес: Республика Беларусь, 220072, г. Минск, ул. Академическая, 27. Электронная 
копия материалов направляется на электронный адрес: redactor@igc.by.

Редакция оставляет за собой право в процессе редакционной подготовки сокращать 
и исправлять рукопись по согласованию с автором. Обращаем Ваше внимание! Редакция 
может выборочно проверить статьи системой антиплагиат (статьи направляются на проверку 
(антиплагиат) в Национальную библиотеку Беларуси).
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