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Н.А. Некрашевич, К.К. Яцевич, С.В. Малышев, О.Г. Бабак, А.В. Кильчевский

РАЗРАБОТКА МОЛЕКУЛЯРНЫХ МАРКЕРОВ ДЛЯ ДНК-
ИДЕНТИФИКАЦИИ АЛЛЕЛЬНОГО СОСТАВА ГЕНОВ,  

КОНТРОЛИРУЮЩИХ ТИП РОСТА И РАЗВИТИЕ БОКОВЫХ  
ПОБЕГОВ ТОМАТА (Solanum lycopersicum L.)

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

Введение и боковых побегов томата [1–3]. Разработка 
методологических основ ДНК-идентификации 
аллельного состава генов, способствующих 
ограниченному формированию пасынков 
у томата, представляет важный практический 
интерес. Использование разработанных моле-
кулярных маркеров позволит быстро и эффек-
тивно отбирать интересующий селекционный 
материал для дальнейшего изучения и вовле-
чения в схемы скрещиваний. 

Таким образом, целью наших исследования 
явилась разработка методологических основ 
ДНК-типирования генов, детерминирующих 
тип роста и развитие боковых побегов томата. 

Особенности роста и развития надземной 
части растения, определяющие его габитус, 
в условиях дикой природы направлены на эф-
фективное использование ресурсов окружа-
ющей среды, таких как солнечная радиация, 
вода, элементы минерального питания. Пред-
ставители вида Solanum lycopersicum имеют 
широкий спектр изменчивости по данному 
признаку. Встречаются различные формы: от 
низких супердетерминантных до лиановид-
ных. Богатое разнообразие форм обусловлено 
полиморфизмом ряда структурных и регуля-
торных генов, определяющих рост и разви-
тие побегов. Создание и отбор форм томата 
человеком также направлены на эффективное 
использование антропогенных ресурсов, вид 
и количество которых определяется техноло-
гией возделывания.

Выращивание томата в условиях защищен-
ного грунта характеризуется сложностью 
технологии и высокими энергозатратами. 
Большие объемы ручного труда приходятся 
на формирование и подвязку индетерминант-
ных гетерозисных гибридов. Несвоевременное 
проведение этого технологического приема 
приводит к нерациональному использованию 
питательных веществ. Кроме того, места уда-
ления переросших пасынков могут способ-
ствовать проникновению инфекции в расте-
ния. Исходя из этого, можно сделать вывод, 
что оптимальным габитусом для условий 
защищенного грунта характеризуются сорта 
с индетерминантным типом роста и ограни-
ченным развитием боковых побегов.

В настоящее время в литературных источ-
никах описаны мутантные аллели генов Self-
pruning (Sp), Blind (Bl) и Lateral suppressor (Ls), 
детерминирующие рост и развитие главного 

Материалы и методы
Для проведения исследований использова-

лись коллекционные образцы и гибриды F1 
лаборатории экологической генетики и био-
технологии Института генетики и цитологии 
НАН Беларуси, а также образцы томата, по-
лученные из Центра генетических ресурсов 
томата (Калифорния, США).

На основании последовательностей, опубли-
кованных в базе GeneBank, разработаны ДНК-
маркеры к мутантным аллелям генов Self-
pruning, Lateral suppressor, Blind, проведена 
их апробация на коллекции образцов Центра 
генетических ресурсов томата и типирование 
коллекционных образцов и гибридов F1 Ин-
ститута генетики и цитологии НАН Беларуси.

ДНК выделяли из свежесрезанных листьев 
растений набором «Нуклеосорб» комплекта-
ции С (Праймтех, Беларусь), согласно мето-
дике, рекомендованной производителем. Рас-
тительную ткань предварительно измельчали 
на гомогенизаторе TissueLyser II, концентра-
цию ДНК определяли на спектрофотометре 
Ultrospec 3300 pro.
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В работе использованы праймеры, разработан-
ные с помощью программы Vector NTI Suite 7.0.

Реакционная смесь для проведения ПЦР 
(15 мкл) включала 50 нг ДНК, 250 нМ каждо-
го из пары праймеров, 200 нМ dNTP, 7,5 мкл 
2x PCR буфера для Tornado полимеразы, 1 ед. 

Tornado полимеразы (Праймтех, Беларусь). ПЦР 
проводили в амплификаторе iCycler Thermal 
Cycler (Bio-Rad Laboratories, Inc., США) по про-
грамме, представленной в таблице. Температура 
отжига и время элонгации подбирались индиви-
дуально для каждой пары праймеров.

Условия амплификации ДНК с используемыми праймерами

№ Этап Температура, ˚С Время, с
1 Денатурация 95 900
2 Денатурация

35х
99 1

3 Отжиг 49–56 30
4 Элонгация 72 30–120
5 Элонгация 72 300
6 Охлаждение 16 300

Результаты и обсуждение

Электрофорез проводили в 1,2–3%-ном ага-
розном геле в стандартном трис-боратном 
буфере. Гели окрашивали этидиум броми-
дом и  фотографировали при просвечива-
нии ультрафиолетовыми лучами с помо-
щью системы GelDoc 2000 (Bio-Rad). При 
ДНК-типировании аллеля to-1 продукт 
амплификации разделяли с помощью ка-
пиллярного электрофореза на секвенаторе 
ABIPRISM®310 Genetic Analyzer (Applied 
Biosystems, США).

мутантного аллеля появляется дополнитель-
ный сайт рестрикции для эндонуклеазы MvaI.

На основании ДНК-последовательности 
мРНК (U84140) и информации о расположе-
нии интронов sp гена для идентификации му-
тации был разработан CAPS-маркер (spF/spR):

spF CTGTCCAAGTGTTAAGATG
spR CTGTAGTGCCTGGAATGT.
Амплификация с этими праймерами приво-

дит к синтезу фрагмента длиной 1030 п.н. По-
сле рестрикции эндонуклеазой MvaI у растений 
дикого индетерминантного типа образуются 
фрагменты 396, 624 и 10 п.н, а у мутантного де-
терминантного фенотипа sp – 1020 и 10 п.н. [4].

На рис. 1 представлены результаты ДНК-
типирования, в результате которого у семи 
протестированных коллекционных линий Цен-
тра генетических ресурсов томата (LA3903, 
LA0059, LA3451, LA3901, LA3133, LA3541, 
LA3802) обнаружен мутантный аллель sp. 

Разработка молекулярных маркеров для 
ДНК-типирования гена Lateral suppressor

Основываясь на литературных данных о влия-
нии гена Lateral suppressor на ограниченное разви-
тие боковых побегов томата, нами проведена раз-
работка ДНК-маркеров для ПЦР-идентификации 
его мутантных аллелей ls1 и ls2 [2]. 

Мутация ls1 вызвана обширной делецией 
приблизительно 1,5 т.п.о., в результате чего 
у мутантных форм происходит потеря функ-
циональной активности регуляторного белка 
семейства VHIID, что негативно сказывается 
на активности меристем в пазухах побега.

Разработка молекулярных маркеров для 
ДНК-типирования гена Self-pruning

Вегетативная и репродуктивная фазы роста 
томата последовательно повторяются во вре-
мя симподиального роста побега. У растений 
с диким индетерминантным типом роста со-
цветия разделяются тремя вегетативными 
узлами. У детерминантных растений, гомо-
зиготных по рецессивному аллелю гена Self-
pruning, симподиальные сегменты прогрес-
сивно развивают меньшее количество узлов 
вплоть до того, что побег заканчивается двумя 
последовательными соцветиями. Ген sp явля-
ется томатным ортологом гена Terminal flo-
wer 1, который поддерживает индетерминант-
ное состояние меристемы соцветия у ара- 
бидопсиса. Мутация sp вызвана заменой оди-
ночного нуклеотида (SNP), который приво-
дит к аминокислотной замене и появлению 
нефункционального белка [1]. Кроме то-
го, в нуклеотидной последовательности sp-
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Рис. 1. Результаты амплификации ДНК коллекционных образцов томата с праймерами spF/spR и последующей 
рестрикции эндонуклеазой MvaI

Рис. 2. Результаты амплификации ДНК коллекционных 
образцов томата с праймерами ls1-3512F/ls1-5347R

Мутация ls2 вызвана заменой нуклеотидной 
последовательности ЦААЦАГЦГ в позиции 
203–210 на последовательность ТАААА-
АЦГГАА. В результате транзиции Ц на Т в 
позиции 203 у мутантного аллеля появляется 
стоп-кодон, что в свою очередь приводит к 
преждевременной терминации трансляции 
и образованию неактивного белка. Кроме 
того, в нуклеотидной последовательности 
ls2-мутантного аллеля появляется дополни-
тельный сайт рестрикции для эндонуклеазы 
Tru1l. 

На основании ДНК-последовательности 
хромосомы (AJ303345), информации о рас-
положении гена Ls и расположении мутации 
ls1 был разработан SCAR-маркер (ls1-3512F/
ls1-5347R): 

ls1-3512F ATCTCAACCCTAATGAGTGA
ls1-5347R CCGATAAATACCAACACTCT.
В результате амплификации с праймерами 

ls1-3512F/ls1-5347R синтезировался фраг-
мент длиной 1836 п.о. у растений дикого ти-
па и размером 287 п.о. у растений, несущих 
мутантный аллель ls1. На рис. 2 представлены 
электрофореграммы разделения полученных 
ПЦР-продуктов в агарозном геле. Нами об-

наружены два коллекционных образца Цен-
тра генетических ресурсов томата – LA2892 
и LA3761 – с мутантным аллелем ls1, что под-
тверждает эффективность использования раз-
работанного маркера.
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Рис. 3. Результаты амплификации ДНК коллекционных образцов с праймерами ls2-123F/ls2-582R 
и последующей рестрикции эндонуклеазой Tru1l

На основании ДНК-последовательности 
мРНК (AF098674) гена Ls и информации о 
локализации и характере мутации у аллеля ls2 
разработан CAPS-маркер (ls2-123F/ls2-582R):

ls2-123F TGAATGATATGTTAGGATCC
ls2-582R TGAGTAAACCTTATGAAAGG.
В результате амплификации с указанным мар-

кером синтезируется фрагмент длиной около 
460 п.о. После рестрикции амплифицируемого 
фрагмента эндонуклеазой Tru1l у образцов, не-
сущих мутантный аллель ls2, происходит рас-
щепление ампликона на два фрагмента разме-
ром 380 п.о. и 81 п.о. У растений дикого типа не 
происходит уменьшение длины ПЦР-продукта.

На рис. 3 представлены результаты апроба-
ции разработанного маркера на коллекционных 
образцах Центра генетических ресурсов тома-
та. Согласно полученным данным, у образца 
LA3901 идентифицирован мутантный аллель ls2.

потерю активности регуляторного белка, 
тем самым блокируя формирование боковых 
меристем и образование боковых побегов. 
На данный момент в литературе имеется опи-
сание трех мутаций гена Blind:

а) мутация bl-1, вызванная делецией разме-
ром 37 п.о. в позиции 427–463 на кДНК дикого 
аллеля Blind (AF426174);

б) мутация bl-2 (to-2), вызванная делецией 
размером 34 п.о. в позиции 395–428 на кДНК 
дикого аллеля Blind (AF426174);

в) мутация to-1 вызванная делецией в 1 п.о. 
в позиции 820 на кДНК дикого аллеля Blind 
(AF426174) [3].

На основании нуклеотидной последователь-
ности мРНК гена Blind (AF426174) и инфор-
мации о расположении мутации bl-1 нами был 
разработан SCAR-маркер bl1-397F/bl1-575R:

bl1-397F CTCAAGAAAAAGCTCATGGG
bl1-575R GCTGGAATAATAATGGGCTG.
В результате ПЦР с указанными праймерами 

у растений дикого типа амплифицируется фраг-
мент длиной 179 п.о., у растений с мутантным 
аллелем bl-1 – 142 п.о. На рис. 4 представле-
ны результаты ДНК-типирования образцов 
коллекции Института генетики и цитологии и 

Разработка молекулярных маркеров для 
ДНК-типирования гена Blind

Известно, что ген Blind кодирует фактор 
транскрипции MYB, контролируя тем самым 
образование боковых меристем у растений 
томата. Мутации в данном гене вызывают 
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Рис. 4. Результаты амплификации ДНК коллекцион-
ных образцов томата с праймерами bl1-397F/bl1-575R

Рис. 5. Результаты амплификации ДНК коллекционных образцов томата с праймерами bl2-321F/ bl2-451R

контрольных образцов коллекции Центра гене-
тических ресурсов томата (Калифорния). Пока-
зано, что у гибридов первого поколения, полу-
ченных при скрещивании с образцом Мо 516, 
несущим мутантный аллель bl1, разработанный 
маркер позволяет выявлять мутантный аллель 
bl-1 в гетерозиготном состоянии.

На основании ДНК-последовательности 
AF426174 (мРНК гена Blind) и информации 
о расположении мутации bl-2 (to-2) разрабо-
танный SCAR-маркер (bl2-321F/bl2-451R):

bl2-321F AAGCAGGTGGTCAATTATAGCG
bl2-451R AAGAAGAAGAAGAATTGT.
Данный маркер позволил идентифицировать 

мутантный аллель bl-2 (to-2) в исследуемой 
коллекции. У растений дикого типа синтези-
ровался фрагмент длиной 131 п.о., у образцов 
с аллелем bl-2 (to-2) – размером 97 п.о. Полу-
ченные результаты подтвердили наличие об-
разца LA0980, содержащего мутантный аллель 
bl-2 (to-2) (рис. 5). 

Для разработки SCAR-маркера (to1-785F/to1-
895R) к участку делеции мутации to-1 использо-
валась информация о ДНК-последовательности 
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мРНК гена Blind (AF426174). С применением 
программы Vector NTI Suite 7.0 были подобраны 
следующие последовательности праймеров, флан-
кирующие участок однонуклеотидной делеции:

to1-785F TTATGAGTTTTGGTGGTCATC
to1-895R AACTTGTAGCAATCTCCTGC.
Ожидалось, что в результате проведения ПЦР 

с этими праймерами у образцов с диким аллелем 
будет синтезироваться фрагмент длиной 111 п.о. 
и размером 110 п.о. – у растений с мутантным 
аллелем to-1. В результате проведения ампли-
фикации и разгонки продукта ПЦР на секвена-
торе ABI PRISM 310 Genetic Analyzer (Applied 
Biosystems) было выявлено, что ни одна из про-
тестированных коллекционных линий томата не 
содержала мутантный аллель to-1, у всех проте-
стированных линий синтезировался фрагмент 
амплификации размером 111 п.о. (рис. 6). 

Таким образом, в результате проведенного 
исследования разработаны праймеры и подо-
браны оптимальные условия для амплифи-

кации мутантных аллелей генов Self-pruning 
(Sp), Lateral suppressor (Ls) и Blind (Bl), опре-
деляющих тип роста и развития побегов.

Рис. 6. Результаты амплификации ДНК коллекцион-
ных образцов томата с праймерами to1-785F/to1-895R

Заключение
Разработаны молекулярные маркеры, позво-

ляющие выявлять полиморфизм генов, контроли-
рующих тип роста и развитие боковых меристем:
•	 CAPS-маркер к мутантному аллелю sp гена 

Self-pruning, детерминирующему тип роста 
главного побега;

•	 SCAR-маркер и CAPS-маркер к мутант-
ным аллелям ls1, ls2 гена Lateral suppressor, 
контролирующим ограниченное развитие 
боковых побегов;

•	 SCAR-маркеры к мутантным аллелям bl-1, 
bl-2 (to-2), to-1 гена Blind, детерминирую-
щим развитие боковых меристем томата. 

В результате проведенного ДНК-типирования 
среди коллекционных образцов и гибридов F1 
выявлены образцы линий с ценными мутант-
ными аллелями sp, ls1, ls2, bl-1 и bl-2 (to-2) в 
гомо- и гетерозиготном состоянии.

Методологические основы ДНК-идентифи-
кации мутантных аллелей, детерминирующих 
тип роста и развитие боковых меристем, ре-
комендованы для ускоренного подбора селек-
ционного материала при создании гибридов 
томата с пониженным пасынкообразованием. 
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Таковыми, в первую очередь, являются пробле-
мы питания, насыщение мирового аграрного 
рынка при стремительно возрастающей насе-
ленности планеты. 

Применительно к селекции растений, ана-
лиз мировых тенденций по созданию новых 
сортов показал, что подавляющее большин-
ство современных сортов и гибридов связа-
но с использованием биотехнологических 
методов. Применение обычных методов се-
лекции (внутривидовая гибридизация и от-
бор) на современном этапе развития уже 
не позволяет создавать конкурентоспособ-
ные сорта и, соответственно, внедрять их 
в производство. Сегодня без использова-
ния генетико-биотехнологических подхо-
дов не представляется возможным конку-
рировать с  такими западно-европейскими 
и американскими селекционными фирма-
ми, как “Моnsanto”, “KWS”, “Saaten Union”, 
“Dieckmann and Co. KG”, “Bayer” и др., у ко-
торых неотъемлемой составной частью селек-
ционного «конвейера» является биотехнологи-
ческое подразделение.

В последние годы в мире далеко продви-
нулись новые направления биотехнологии, 
связанные с результатами изучения функци-
онирования генетического аппарата клетки 
(геномика), внутриклеточных белков (протео-
мика), надмолекулярных структур, отдельных 
клеток, а также проблем нанобиологии (новые 
нанобиоматериалы). Именно на этой основе 
в западных селекционных организациях ши-
роко используются молекулярно-генетические 
и биотехнологические методы при создании 
новых сортов растений.

Развитие биотехнологического сектора в се-
лекции растений является весьма актуальным 
направлением для Республики Беларусь.

Введение
Основными составляющими повышения ре-

зультативности селекции являются:
•	 экологизация селекции;
•	 разработка, освоение и использование в 

технологиях селекционных процессов со-
временных генетико-биотехнологических 
методов;

•	 ускорение создания сортов (фитотронно-
тепличные комплексы);

•	 повышение информативности селекци-
онных процессов на базе компьютерных 
средств и информационных технологий;

•	 формирование национальной базы гене-
тических ресурсов сельскохозяйственных 
растений;

•	 материально-техническая и приборная 
модернизация.

В современном мире биотехнология является 
одним из главных направлений инновационно-
го развития во многих мировых отраслях эко-
номики. Потенциальные возможности и сферы 
применения биотехнологии поставили эту от-
расль в один ряд с нанотехнологиями и сделали 
ведущим фактором развития как экономик от-
дельных стран, так и мировой экономики в це-
лом. Анализ мировых тенденций инноваций 
показывает, что сегодня наиболее динамично 
развивается именно рынок биотехнологической 
продукции. В то же время удельный вес Респу-
блики Беларусь в совокупном объеме мирового 
экспорта биотехнологической продукции со-
ставляет менее 0,01%. Стагнация в инноваци-
онной сфере, и в особенности в АПК, в немалой 
степени связана с недостаточным вниманием 
к интенсификации и продвижению инноваций 
в реальный сектор экономики. Инновационные 
проекты должны быть направлены на решение 
проблем, связанных с глобальными вызовами. 
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В Беларуси для эффективного создания но-
вых высокопродуктивных конкурентоспособ-
ных сортов и гибридов сельскохозяйственных 
культур с высоким качеством продукции, 
устойчивых к стрессовым факторам, болез-
ням и вредителям, необходимо использовать 
следующие молекулярно-генетические и био-
технологические методы: 

•	 генная инженерия;
•	 создание трансгенных растений;
•	 ДНК-технологии;
•	 отдаленная гибридизация;
•	 экспериментальная гаплоидия;
•	 культура in vitro органов и тканей;
•	 индуцированный мутагенез и рекомби-

ногенез.
В Республике Беларусь есть все предпосыл-

ки и возможности для создания и использова-
ния новых конкурентоспособных высокоэф-
фективных биотехнологий, не уступающих 
лучшим зарубежным аналогам.

Основными видами сельхозкультур как в Бе-
ларуси, так и на мировом рынке являются: 
пшеница, тритикале, рожь, ячмень, овес, ку-
куруза, рапс, гречиха, горох. Внимания заслу-
живает также люпин – один из основных ис-
точников обеспечения белком. Мировой рынок 
контролируют пять стран-экспортеров (США, 
Канада, Австралия, Аргентина и ЕС), пред-
ставленные несколькими крупнейшими транс-
национальными зерновыми корпорациями.

В РУП «Научно-практический центр НАН 
Беларуси по земледелию» совместно со мно-
гими научными учреждениями Беларуси 
в течение последних десятилетий существен-
но расширилось использование генетико-
биотехнологических методов при создании 
сортов сельскохозяйственных культур в рам-
ках различных программ. Наиболее значимые 
теоретические и практические результаты по-
лучены по ряду заданий ГП «Инновационные 
биотехнологии», которая затрагивает многие 
сферы экономики: медицину, здравоохране-
ние, пищевую промышленность, образование, 
сельское хозяйство (животноводство, земледе-
лие и растениеводство). 

В данной статье изложены теоретические 
и практические результаты по использованию 
генетико-биотехнологических методов в се-
лекции таких культур, как люпин, тритикале, 
овес, пшеница, эспарцет, рожь.

Люпин Желтый (Lupinus luteus)
Внесенные в Государственный реестр Ре-

спублики Беларусь сорта кормового люпи-
на не в полной мере отвечают требованиям 
производства, прежде всего по причине неу-
стойчивости урожайности по годам, в значи-
тельной степени связанной с поражаемостью 
рядом болезней (антракнозом, бурой пятнис- 
тостью, серой гнилью и др.). Антракноз, вы-
званный двумя американскими разновидно-
стями патогена (VCG 1, VCG 2), представля-
ет собой чрезвычайно опасное заболевание 
для производителей средиземноморских видов 
люпина во многих странах мира. 

Благодаря быстрому развитию, антракноз 
в считанные дни способен повредить посе-
вы люпина на огромных площадях. Так, из-за 
эпифитотии этой болезни в 1997–2000 гг. бы-
ло прекращено возделывание желтого люпина 
в Беларуси [1].

Биологический метод защиты кормового 
люпина от болезней, сочетающий использо-
вание генетического потенциала толерантных 
растений и антагонистических свойств микро-
организмов, является наиболее приемлемым 
и актуальным [2]. 

Для успешного экспериментального син-
теза у люпина желтого признаков «толерант-
ность» и «толремность» к двум американским 
разновидностям возбудителя антракноза Col-
letotrichum lupine var. lupini и var. setosum на-
ми использовались популяции F2 и потомство 
старших поколений гибридов от скрещива-
ния компонентов биологического банка генов 
(БГБ) этих видов люпина.

С целью усовершенствования существующих 
в мировой практике методов отбора устойчи-
вых к антракнозу генотипов люпина нами раз-
работан микробиологический экспресс- метод, 
позволяющий сократить время, необходимое 
для получения результатов оценки на толерант-
ность люпина к антракнозу до 5 суток. 

Предложенный метод состоит из 3-х этапов: 
1) приготовление инокулюма гриба Colletotri-
chum lupini; 2) инфицирование семян люпина; 
3) проращивание семян и учет степени пора-
жения растений люпина (рис. 1).

Кроме того, этот экспресс-метод дает воз-
можность оценивать на толерантность к ан-
тракнозу потомство элитных растений, линии, 
сортообразцы, сорта люпина.
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С помощью микробиологического экспресс-
метода проанализировано 33 генотипа F3 жел-
того люпина, из которых отобрано 7 толерант-
ных к антракнозу образцов. Все 7 образцов 
желтого люпина подверглись дальнейшему изу- 
чению в контрольном питомнике, а 4 из них – 
конкурсному сортоиспытанию. Проведение 
с помощью алкалоид-чувствительной бумаги 
качественного анализа содержания алкалои-
дов в вегетативной сфере растений люпина 
желтого во время бутонизации показало, что 
все изученные генотипы люпина желтого яв-
ляются сладкими.

В результате проведенных исследований вы-
делен устойчивый к антракнозу образец люпина 
желтого ЛЛТ-2 (табл. 1), который за годы изуче-
ния (2010–2012 гг.) существенно превысил стан-

Отбор толерантных 
генотипов люпина 

из популяций (F2, Fn) 
и набора образцов 

путем искусственного 
инфицирования семян 

спорами гриба  
Colletotrichum lupini

Оздоровление 
проростков 

антагонистами 

Pseudomonas  
aurantiaca 

Восприимчивые Толерантные

выращивание толерантных генотипов

В сосудах В теплице В поле

дартные сорта люпина (Першацвет, Миртан) по 
сбору белка с урожаем семян (на 2,9 и 3,1 ц/га), 
сбору сухого вещества зеленой массы (на 20,4 
и 11,8 ц/га, соответственно), и имеет тенденцию 
к превышению стандартов по урожайности се-
мян. Сортообразец люпина желтого ЛЛТ-2 име-
ет белые семена шаровидной формы, желтые 
цветки и пурпурную (насыщенно антоциано-
вую) окраску семядолей, стебля и листьев. 

С позиции современной таксономии сортоо-
бразец ЛЛТ-2 относится к новой подразновид-
ности разновидности var. leucospermus Kurl. 
et Stankev. – Flores lutei. Semina albi. Цветки 
желтые. Семена белые.

Образец люпина желтого ЛЛТ-2 в 2013 г. пе-
редан в Госсортоиспытание как сорт под наз-
ванием Владко (рис. 2). 

Урожайность семян и сбор сухого вещества зеленой массы сортообразца люпина  
желтого ЛЛТ-2 (КСИ 2010–2012 гг.)

№ Сорт 

Урожайность семян, ц/га 
Период 

веге-
тации, 
суток 

Сбор 
белка с 

уро-
жаем 

семян, 
ц/га

Урожайность 
сухого 

вещества 
зеленой 
массы, 

2010–2012 гг. 

Тол-
рем-

ность, 
балл 

2010 
г.

2011 
г.

2012 
г.

сред-
нее

+/– 
к 

st.1

+/– 
к 

st.2

1 st.1 Першацвет 26,7 26,3 25,5 26,2 85 8,4 61,2 9
2 st.2 Миртан 28,9 20,4 24,8 24,7 91 8,2 69,8 9

3 ЛЛТ-2 
(Владко) 30,5 28,2 26,0 28,2 +2,0 +3,5 97 11,3 81,6 7

НСР 4,7 4,0 2,6 —

Рис. 1. Микробиологический экспресс-метод отбора in vitro толерантных к антракнозу генотипов люпина

Таблица 1
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ТРИТИКАЛЕ Озимое (Triticosecale)
Тритикале является самой молодой и вместе 

с тем ценной продовольственной и фуражной 
зерновой культурой для Республики Беларусь. 
Крайне важно сохранение приоритетных по-
зиций, которые базируются на использовании 
генов-источников ценных признаков, а также 
применении генетико-биотехнологических 
методов при создании новых высокопродук-
тивных конкурентоспособных сортов.

Пшеницы Triticum spelta и T. turgidum яв-
ляются уникальными источниками генов, 
определяющих кормовые и пищевые достоин-
ства культуры, а также устойчивость к абио-
тическим факторам и болезням. Спельта, как 
и тритикале, относится к культурам, менее 
требовательным, по сравнению с мягкой пше-
ницей, к комплексу почвенно-климатических 
условий. В связи с этим, создание новых форм 
тритикале с использованием T. spelta и T. tur-

gidum позволит повысить кормовые достоин-
ства зерна, устойчивость к основным видам 
заболеваний и стрессовым факторам среды. 

Создание новых форм тритикале проводи-
лось по следующей схеме (рис. 3)

Для решения поставленных задач исполь-
зованы лучшие генетические источники по 
продуктивности (6–8 т/га), качеству зерна 
(15–16% белка), а также современные методы 
создания генетического разнообразия и от-
бора хозяйственно-ценных рекомбинантов. 
Для кормового тритикале вышеприведенные 
параметры и показатели соответствуют уров-
ню лучших мировых аналогов.

Для проведения реципрокных скрещиваний 
в качестве родительских форм были привлече-
ны гибриды F1, образцы озимого тритикале и 
образцы пшеницы видов T. spelta и T. turgidum. 
Для преодоления постгамной несовместимо-
сти использовали эмбриокультуру in vitro.

Рис. 2. Желтый люпин Владко (посев, бобы, семена)

Рис. 3. Схема создания озимого тритикале кормового направления
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После полиплоидизации и адаптации в ис-
кусственной почве «Биона  112» получен 
131 регенерант F1 по 14 комбинациям.

В результате комплексного изучения в те-
чение нескольких лет по морфологическим, 
хозяйственно-полезным признакам создан-
ных генотипов тритикале выделено шесть об-
разцов, которые были испытаны в питомнике 
конкурсного испытания (табл. 2).

Как видно из таблицы, наибольшее превы-
шение показал образец КП-312. Он также пре-

высил на 0,7% стандарт (Прометей) по содер-
жанию белка в зерне. Данный образец передан 
как сорт озимого тритикале под названием 
Жемчуг в Госсортоиспытание Республики 
Беларусь. 

Заслуживают внимания образцы КП-302 и 
КП-310, которые также достоверно превы-
сили стандарт по зерновой продуктивности. 
Данные образцы включены в селекционный 
процесс для последующей проработки и ис-
пытания.

Таблица 2
Характеристика образцов тритикале по высоте растений и урожайности в питомнике КСИ

№
делянки

Сорт,
№ образца Высота, см Количество продуктивных 

стеблей, шт/м2 Урожайность, ц/га ± к стандарту, 
ц/га

Прометей 125 – 62,6 –
104 КП-302 103 735 68,1 +5,5
105 КП-309 128 750 60,8 –1,8
106 КП-310 125 665 68,0 +5,4
107 КП-312 127 665 72,4 +9,8
126 КП-531 103 525 53,9 –8,7

НСР05 – 3,7 ц/га

ОВЕС (Avena sativa)
Овес посевной (Avena sativa L.) – важная 

зернофуражная культура, которая по сумме 
посевных площадей занимает пятое место 
в мире (11 млн. га) после пшеницы, риса, ку-
курузы и ячменя. 

Генетический потенциал рода Avena по-
зволяет на основе межвидовой гибриди-
зации получать формы овса, обладающие 
высокими кормовыми характеристиками. 
Голозерные гексаплоидные образцы имеют 
высококачественное зерно и маркированы 
сцепленными генами, детерминирующими 
морфологические, визуально фиксируемые 
альтернативные признаки голозерности 
и многоцветковости, положенные в систе-
матику этого вида. Использование межвидо-
вой гибридизации с привлечением образцов 
диплоидного вида A. strigosa S. с использо-
ванием эмбриокультуры in vitro для преодо-
ления постгамной несовместимости, поли-
плоидии и экспериментального мутагенеза 
позволяет создавать продуктивные гомози-
готные сортообразцы и сорта голозерного 
овса кормового направления с высоким ка-
чеством зерна [3, 4, 5, 6]. Avena strigosa – это Рис. 4. Схема создания новых форм голозерного овса

дикий вид овса, который является донором 
генов устойчивости к основным видам гриб-
ных заболеваний, устойчивости к стрессо-
вым факторам среды, низкой пленчатости 
зерновок. 

Разработана и апробирована методи-
ка создания новых форм голозерного овса  
(рис. 4).
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В результате проведенных исследований 
с использованием отдаленной гибридизации, 
эмбриокультуры in vitrо и экспериментального 
мутагенеза (УФ-облучение) получено 90 об-
разцов по 20 межвидовым гибридным комби-
нациям A. strigosa (2n = 14, AsAs) × A. sativa 
(2n = 42, AACCDD), которые были изучены 
в селекционном процессе. Выделены перспек-
тивные образцы с наибольшей урожайностью: 
образец 1245 (PL51583 × Adam) – 40,0 ц/га, об-
разец 123 (PL51583 × Adam) – 45,5 ц/га, при 
урожайности стандартного сорта Вандроýнiк 
33,0 и 34,0 ц/га, соответственно. Методом 
электрофореза установлена степень выравнен-
ности и однородности созданных голозерных 
форм овса, отобрано 15 перспективных кон-
стантных образцов. В лабораторных условиях 
проведена оценка зерновой продукции соз-
данных образцов по содержанию белка, жира 
и аминокислотному составу.

Был выделен образец, обладающий макси-
мальным выражением хозяйственно-полезных 
признаков, и передан в Государственное со-
ртоиспытание в качестве сорта под названием 
Королек. 

ПШЕНИЦА Яровая 
(triticum aestivum)

Проблема создания сортов пшеницы, ха-
рактеризующихся высоким качеством зерна, 
остается актуальной и в наше время [7]. Су-
ществующие сорта гексаплоидной пшеницы 
характеризуются довольно низким содержа-
нием белка лизина, что существенно снижает 
их биологическую ценность при производстве 
как источников продуктов питания, так и кор-
мов. В мировой коллекции имеются формы 
пшеницы, обладающие высоким качеством 
зерна, однако они являются представителями 
других видов и, кроме того, обладают низкой 
продуктивностью. Это является препятствием 
для их использования в улучшении качества 
зерна сортов мягкой пшеницы. 

Однако в последнее десятилетие в России 
В.А. Зыкиным были созданы перспективные 
формы мягкой пшеницы, характеризующиеся 
достаточно высокой урожайностью и высоким 
качеством зерна, причем важно, что эти цен-
ные признаки были сцеплены с таким маркер-
ным признаком, как фиолетовая окраска зерна 
[8]. Такое сцепление упрощает задачу гибри-

дизации и последующих отборов высокопро-
дуктивных и одновременно высокобелковых 
и высоколизиновых форм, на основе визуаль-
ного отбора продуктивных форм с фиолето-
вой окраской зерна, с дальнейшей оценкой их 
качества и наследования по потомству. Эти 
формы мягкой пшеницы предполагалось ис-
пользовать в данной работе, включая их в ги-
бридизацию с другими формами и видами 
(T. durum; T. turgidum) с последующим отбо-
ром селекционно-ценных генотипов. 

Целью наших исследований являлось соз-
дание сорта кормовой пшеницы на основе ге-
нетических источников высокого содержания 
белка и лизина, индуцированного мутагене-
за, рекомбиногенеза и направленного отбора 
рекомбинантных, высокопродуктивных форм 
с объединенным комплексом хозяйственно-
полезных признаков, сцепленных с маркерным 
признаком фиолетовой окраски зерна.

Для проведения реципрокных скрещиваний 
в качестве родительских форм были привлече-
ны образцы ярового тритикале, яровой пшени-
цы и гамма-мутанта пшеницы, маркированные 
фиолетовой окраской зерна (Triticum aestivum, 
var. violaceum). В среднем по 12 комбинаци-
ям скрещиваний завязываемость гибридных 
зерен составила 23,9%. Всего было получено 
262 растения F1.

Для ускорения селекционного процесса 
в фазе «начало молочной спелости» незрелые 
зародыши этих 262 растений F1 были выса-
жены в условиях in vitro на искусственную 
среду Гамборга Р-8 В-5. Всего было высаже-
но 1528 зародышей F2, что составило 85,7% 
от числа завязавшихся зерновок. Полученные 
в культуре in vitro гибридные растения F2 были 
пересажены в ионообменный субстрат «Био-
на 112» и культивировались в световой ком-
нате. Всего было получено 1366 фертильных 
растений F2, что составило 88,1% от числа вы-
саженных зародышей. 

Поскольку каждая комбинация представляла 
популяцию F2, то наблюдалось закономерное 
расщепление по окраске зерна, сцепленной 
с его качеством (табл. 3). Соотношение семян 
с желтой и фиолетовой окраской изменялось 
в зависимости от направления скрещиваний 
и вида исходных форм. В среднем по всему 
блоку оно составило отношение как 2,6 частей 
с фиолетовой и 1 часть с желтой окраской зер-
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на, что близко к расщеплению как 3:1. Такой 
характер расщепления указывает на моно-
генную, доминантную природу фиолетовой 
окраски зерна. Из этого материала сформиро-
вано 10 популяций F3 с желтой окраской зерна 
и 10 – с фиолетовой.

В результате дальнейшей работы по ком-
плексному изучению созданных форм яровой 
пшеницы, маркированных фиолетовой окра-
ской зерна, выделено 10 селекционно-ценных 
генотипов, которые испытывались в питомни-
ке конкурсного испытания (табл. 3). 

Таблица 3
Характеристика образцов яровой пшеницы по хозяйственно-полезным признакам 

(КСИ, 2012)

№ 
п/п Сел. № Септориоз 

колоса, балл

Устойчивость 
к полеганию, 

балл

Продуктивный 
стеблестой, шт/м2

Высота,
см

Урожайность,
ц/га

± к стандарту, 
ц/га

Рассвет – ст. 3 9 775 105 52,45 –
1 ДФ-33 3 7 710 110 51,49 –0,96
2 ДФ-37 4 8 595 115 52,31 –0,14
3 ДФ-39 4 9 725 105 52,98 +0,53
4 ДФ-40 3 7 650 110 52,60 +0,15
5 ДФ-41 3 7 553 108 47,04 –5,41
6 ДФ-42 3 7 525 105 51,49 –0,96
7 ДФ-43 3 7 460 103 51,35 –1,10
8 ДФ-44 3 8 515 105 52,80 +0,35
9 ДФ-45 3 7 635 105 50,22 –2,23

10 ДФ-46 3 8 605 110 53,70 +1,25

Как видно из таблицы, четыре образца не-
значительно превысили стандарт по урожайно-
сти. Среди всех изученных образцов выделен 
образец ДФ-46. Несмотря на несущественное 
превышение над стандартом, данный образец 
характеризуется повышенным содержанием ря-
да аминокислот, в том числе незаменимых, что 
делает его более ценным по качеству продук-
ции. Данный образец передан в ГСИ в качестве 
сорта под названием Синтез (рис. 5).

ЭСПАРЦЕТ (Onobrychis arenaria)
В настоящее время на территории Респу-

блики Беларусь нет районированных сортов 
эспарцета. Завозимые из-за пределов страны 
нерайонированные сорта эспарцета закавказ-
ского и песчаного в почвенно-климатических 
условиях Республики Беларусь не обеспечи-
вают тот уровень продуктивности, который 
показывают в местах своего районирования, 
для которых они создавались [10]. Поэтому 
основная задача наших исследований – соз-
дание своих сортов, обеспечивающих макси- Рис. 5. Семена яровой пшеницы с фиолетовой окраской

мальную отдачу в условиях республики.
В основе проводимых работ лежит расщеп-

ление сортов-популяций различных видов 
эспарцета, отбор биотипов с нужными свой-
ствами и объединение их в одном генотипе 
на основе межвидовой гибридизации с исполь-
зованием современных биотехнологических 
методов, включая культуру in vitro.

Идея исследований заключалась в использо-
вании селективных питательных сред для от-
бора нужных генотипов эспарцета, что су-
щественно ускоряет селекционный процесс 
и сокращает объемы полевых экспериментов.
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Использовались среды Гамборга В5, МС, 
ШХ как с полным набором, так и с половин-
ным (½) набором солей. В каждом варианте 
сред изучалось влияние различных стимулято-
ров роста, таких, как БАП, ИМК, НУК, 2,4-Д, 
кинетин. В качестве эксплантов использованы 
гипокотили 6-дневных проростков и пазушные 
меристемы взрослых растений.

Установлено, что среды МС и ШХ наиболее 
пригодны для выращивания эспарцета. Про-
ростки хорошо чувствовали себя как на средах 
с полным набором солей, так и с ½ набором. 
Экспланты предпочтительнее выращивать 
на среде, содержащей половинный набор со-
лей и витаминов, так как при полном наборе 
солей большинство эксплантов сильно витри-
фицировались и становились непригодными 
для дальнейшей регенерации.

Проблемы ризогенеза у регенерантов реша-
лись с помощью добавления гормонов в раз-
личных вариантах и концентрациях. 

С целью ускорения отбора устойчивых к не-
благоприятным факторам генотипов гибридные 
растения эспарцета подвергались отбору in vitro 
на селективных средах при пониженном значе-
нии рН среды и присутствии ионов алюминия. 

В результате отобрано 86 перспективных 
генотипов. Лучшие генотипы высаживались 
в искусственную почву для адаптации в те-
чение 30–40 дней. После адаптации растения 
высажены для выращивания в полевом сево-
обороте (рис. 6).  

Таким образом, выявлены оптимальные соле-
вые, витаминные и гормональные составляющие 
питательных сред, необходимые для успешного 
развития эксплантов и регенерантов. Также была 
установлена генспецифичность каллусообразо-
вания и интенсивности процессов регенерации 
в зависимости от вида и сорта эспарцета. 

Практическим результатом проведенных ис-
следований явилось выделение трех высоко-
продуктивных генотипов эспарцета песчаного, 
один из которых передается в ГСИ в качестве 
сорта под названием Караневичский.

Рожь (secale cereale)
Использование эффекта гетерозиса у ржи – 

наиболее перспективное направление даль-
нейшего повышения потенциала урожайно-
сти этой культуры. В качестве биологического 
способа кастрации материнских растений при 
контролируемых скрещиваниях для получения 
гибридных семян, как известно, используют 
цитоплазматическую мужскую стерильность 
(ЦМС) [11, 12]. На основе ЦМС создается 
соответствующая генетическая система, со-
стоящая из стерильного аналога материнского 
компонента скрещивания, закрепителя сте-
рильности (для поддержания и размножения 
стерильного аналога), восстановителя фер-
тильности – отцовского компонента (рис. 7).

Большинство коммерческих гибридов 
создано на генетической основе ЦМС ти-
па “Pampa”. Для полного восстановления 

Рис. 6. Процесс создания селекционно-ценных образцов эспарцета с использованием биотехнологических  
методов: а – выращивание в пробирках; б – сосуды с искусственной почвой; в – закрытый грунт в условиях ФТК; 

г – размещение в полевых условиях

а б

гв
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фертильности пыльцы для этой цитоплаз-
мы требуются эффективные ядерные гены-
восстановители. Однако частота эффек-
тивных генов-восстановителей мужской 
стерильности в европейском материале 
ниже 5% и, кроме того, их эффективность 
сильно подвержена влиянию среды [13, 14]. 
Частичное восстановление ЦМС приводит 
к уменьшению количества жизнеспособ-
ной пыльцы, что в свою очередь благопри-
ятствует заражению спорыньей (Claviceps 
purpurea). Данная инфекция приводит к за-
грязнению ржаного зерна склероциями, 
содержащими токсичные алкалоиды [15]. 
Относительно недавно новые источни-
ки генов-восстановителей были описаны 
в примитивной популяции Иранской ржи 
(IRAN IX ) и Аргентинской ландрасе (Pico 
Gentario). Данные источники проявляют 
значительно более высокий уровень восста-
новления, чем используемые в настоящее 
время европейские линии, и более высокую 
средовую стабильность.

Разработка и апробация методов ДНК-
генотипирования важнейших селекционно-
ценных генов производятся многими 
странами Европы. В последние годы раз-
работана и активно применяется в селекци-
онном процессе технология “Pollen plus”, 
которая заключается в использовании ме-
тодов «ДНК-маркер-сопутствующего от-
бора» для контроля генов-восстановителей 
фертильности на всех стадиях селекции ги-

бридной ржи. Данные исследования откры-
вают широкие возможности для создания 
линий-восстановителей с высоким индексом 
восстановления. С использованием новой 
технологии уже созданы новые гибридные 
сорта (Pollino, Visello, Palazzo, KWS-Bona 
и др). Эти сорта существенно превосходят 
ранее созданные по признаку фертильности 
и устойчивости к спорынье.

В связи с этим целью наших исследований 
являлась разработка и внедрение в селекци-
онный процесс технологии ДНК-типирования 
генов-восстановителей ЦМС ржи и создание 
с ее применением эффективного восстанови-
теля фертильности озимой диплоидной ржи 
как компонента для получения высокогете-
розисных (15–20%) линейно-популяционных 
гибридных сортов.

Совместно ГНУ «Институт генетики и ци-
тологии НАН Беларуси» и РУП «Научно-
практический центр НАН Беларуси по зем-
леделию» проводили создание эффективных 
восстановителей фертильности по следующим 
этапам:

•	 создание методов ДНК-типирования генов-
восстановителей фертильности у ржи;

•	 оценка имеющегося отечественного ге-
нофонда систем ЦМС методами ДНК-
типирования генов-восстановителей фер-
тильности;

•	 подбор коллекции экзотических источни-
ков генов-восстановителей ЦМС из миро-
вого генофонда ржи;

Рис. 7. Родительские компоненты гетерозисного гибрида F1 ржи: а – мужски стерильная форма; 
б – закрепитель стерильности; в – восстановитель фертильности.

аб в
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•	 маркерный анализ полученной коллекции, 
отбор перспективных источников генов-
восстановителей;

•	 интрогрессия экзотических генов-восстано-
вителей в элитные линии с высокими СКС 
и ОКС;

•	 оценка комбинационной способности сте-
рильных аналогов и линий-восстановителей 
с помощью тестеров ЦМС;

•	 отбор лучших линий в диаллельных скре-
щиваниях.

Заключение

В результате проведенных исследований раз-
работана технология ДНК-типирования генов-
восстановителей фертильности ЦМС у ржи.

Получен восстановитель фертильности 
озимой диплоидной ржи (НГ-502) на гене-
тической основе системы ЦМС типа «Пам-
па» индексом восстановления 83–94%, за ис-
ключением одной комбинации скрещивания 
(табл. 4). Для ЦМС-линии СЛ-376 получен-
ная форма являемся строгим закрепителем 
стерильности. 

Таблица 4 
Уровень фертильности пыльцы у гибридов F1 озимой ржи от скрещиваний 

МС-тестеров с инцухт-линией НГ-502

№ Комбинация скрещивания
Число 

изученных 
пыльцевых зерен

Число 
фертильных 

пыльцевых зерен

Число 
стерильных 

пыльцевых зерен

Уровень 
фертильности 

пыльцы, %

1 СЛ-29 × НГ-502 627 558 69 89,0
2 СЛ-44 × НГ-502 988 844 144 85,4
3 СЛ-129 × НГ-502 1068 936 132 87,6
4 СЛ-193 × НГ-502 1045 952 93 91,1
5 СЛ-278 × НГ-502 1103 985 118 89,3
6 СЛ-329 × НГ-502 1351 1263 88 93,5
7 СЛ-358 × НГ-502 1340 1262 260 94,2
8 СЛ-376 × НГ-502 0 0 0 0,0
9 СЛ-383 × НГ-502 927 784 143 84,6
10 СЛ-396 × НГ-502 350 292 58 83,4

Созданная линия характеризуется высо-
кой комбинационной способностью. Степень 
развития пыльников составляет 8–9 баллов 
по шкале Гайгера (рис. 8).

Данная самоопыленная линия включена 
в селекционный процесс для создания гибрид-
ных сортов ржи.

Рис. 8. Линия ржи – носитель гена восстановления 
фертильности от Иранской дикой ржи (IRAN IX)

Помимо результатов работы по описанным 
в статье культурам, получены теоретические 
и практические результаты по ряду других сель-
скохозяйственных культур, таких, как ячмень, 
пайза, капуста белокачанная, томаты, карто-
фель, лен, соя и др. с участием многих научных 
и учебных учреждений. Результаты работы по 
использованию генетико-биотехнологических 
методов в селекции новых сортов и гибридов 
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сельскохозяйственных растений говорят о боль-
шой перспективности дальнейшего развития 
данных исследований. Предстоящие основные 
направления генетики и биотехнологии в селек-
ции растений можно сформулировать следую-
щим образом:

•	 Разработка клеточных технологий 
для ускорения создания новых конкуренто-
способных, высокопродуктивных и устой-
чивых сортов растений зерновых, зернобо-
бовых, технических и кормовых культур.

•	 Разработка и оптимизация методов био-
инженерии для ускоренного создания 
принципиально новых форм растений 
и на их основе высокопродуктивных и 
устойчивых гибридов и сортов зерновых, 
зернобобовых и кормовых культур миро-
вого уровня. 

•	 Использование геномики: разработка 
и оптимизация молекулярно-генетических 
методов для создания и характеристики 

сортов и видов разных сельскохозяйствен-
ных культур на основе ДНК-маркеров. 

•	 Усовершенствование биотехнологических 
подходов для ускоренного создания но-
вых высокопродуктивных и устойчивых 
сортов и гибридов сельскохозяйственных 
культур. 

Для эффективного использования фунда-
ментальных и прикладных генетико-био- 
технологических разработок на практике необ-
ходима выработка правильной организацион-
ной структуры. Нам представляется наиболее 
приемлемым решением данного вопроса – ор-
ганизация селекционно-биотехнологического 
«конвейера», состоящего из нескольких бло-
ков, секций, каждая из которых выполняла бы 
определенные функции (табл. 5) и являлась 
бы неотъемлемым звеном в «цепи конвей- 
ера».

Эффективность такой «схемы» работы дока-
зана практикой западных селекционных фирм.

Таблица 5
Структура селекционно-биотехнологического «конвейера»

Блок (секция) 1 Блок (секция) 2 Блок (секция) 3 Блок (секция) 4 Блок (секция) 5
Культура органов 
и тканей in vitro: 
Эмбриокультура, 
Гаплоидия, 
Клональное  
микроразмножение 

ДНК-технологии: 
ДНК-маркерная 
селекция, 
ДНК-типирование, 
ДНК-диагностика  

Создание 
трансгенных 
растений, 
Теплица 
Полигон

Блок камер 
искусственного 
климата для оценки 
образцов и отбора 
хозяйственно-
ценных форм 

Полевой 
селекционно-
семеноводческий 
комплекс: 
Система машин по 
обработке земли, 
подготовке семян 
к посеву, посеву, 
уборке и доработке 
селекционно-
семеноводческого 
материала
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ностей BAC клонов льна культурного [12]. 
Особое место занимает оценка генетического 
разнообразия культуры и использование по-
лученной информации для разработки стра-
тегии его сохранения и рационального ис-
пользования.

Двадцать пять генотипов, представленных в 
нашей коллекции льна масличного, составля-
ют только 4,33×10-4 часть от 53 000 образцов 
льна, депонированных в мировых банках гене-
тических ресурсов [13]. Оценка разнообразия, 
сконцентрированного в таком небольшом на-
боре сортов, требует применения эффективных 
маркерных систем с высоким уровнем разре-
шающей способности и информативности, лег-
ко дискриминирующих уникальные генотипы. 

Цель исследования – оценка генетического 
разнообразия коллекции сортов льна маслич-
ного с использованием двух маркерных си-
стем – RAPD-ПЦР и ISSR-ПЦР. Обе системы 
представлены мультилокусными, доминант-
ными маркерами с неизвестной локализаци-
ей в геноме [14], оценку их эффективности 
проводили с учетом трех аспектов: а) общая 
эффективность выявления полиморфизма; 
б) дискриминационная способность, то есть 
эффективность различения двух генотипов в 
изучаемом наборе сортов; в) способность мар-
керной системы прогнозировать генетические 
связи и сходство изучаемых образцов.

Введение
ДНК-маркеры революционизировали весь 

процесс генетических и селекционных исследо-
ваний, впервые появилась возможность оценки 
популяции по большому количеству локусов, 
составления генетических карт, контролируе-
мого отбора наиболее ценных особей. Диапазон 
доступных генетических маркеров очень широк 
(изоферменты, RFLPs, RAPDs, AFLPs, SNPs, 
SSR и т.д.) [1]. Полезность или необходимость 
каждой из маркерных систем в значительной 
степени зависит от доступных генетических 
ресурсов вида и имеет тенденцию изменяться 
по мере развития методов ДНК-анализа.

Первые этапы почти столетней истории ге-
нетических исследований льна культурного 
связаны с оценкой характера наследования 
признаков венчика, пыльников, и цвета се-
мени [2, 3, 4]. В последующем пионерские 
работы Flor по устойчивости льна к возбуди-
телю ржавчины Melanospora lini заложили 
фундамент современной науки о фитоимму-
нитете [5], Comstock предложил первую гене-
тическую карту сцепления льна [6]. Развитие 
молекулярно-генетических методов позволило 
идентифицировать и клонировать некоторые 
гены, в частности, связанные с биосинтезом 
жирных кислот [7]. В настоящее время интен-
сивно развиваются молекулярные подходы к 
изучению генетики льна – проведены секвени-
рование, сборка и аннотация генома [8], опу-
бликована первая консенсусная генетическая 
карта [9], ряд работ посвящен поиску QTL и 
ассоциативному картированию хозяйственно-
ценных признаков [7, 10]. В общедоступных 
базах данных депонировано 286 899 ESTs, 
10 970 секвенированных последовательностей 
ДНК и РНК, 80 339 концевых последователь-

Материалы и методы
Растительный материал исследований – 

25 генотипов льна масличного различно-
го эколого-генетического происхождения: 
Antares, Mivast, Atalante (Франция); Blue Chip 
(Венгрия); Glenelg (Австралия); Deep Pink (Ни-
дерланды); Linota, SU-1-10, Omega, (США); 
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К 5827 (Уругвай); Gold Flax, McGregor, Somme, 
Л-6582, К-6570, Flanders (Канада); Raluca, 
Sandra (Чехия); Сyan (Польша); K-2398 (Ки-
тай); Воронежский, К-5627, Небесный, (РФ); 
ЛМ-1, ЛМ-2, (Беларусь).

Экстракцию и очистку ДНК проводили из 
навески 200 мг трех этиолированных пророст-
ков льна с использованием набора Genomic 
DNA Purification Kit #K0512 (Thermo Scientific, 
США) согласно инструкции изготовителя. Для 
дополнительной очистки использовали про-
теиназу К (из расчета 0,1 µг на 1 µл раствора 
для лизиса клеток), трихлорметан. 

Реакционная смесь ПЦР объемом 15 мкл со-
держала: 50 мМ KCI; 20 мМ трис-HCI (pH 9,0); 
2,5 мМ MgCI2; 0,25 мМ каждого dNTP; 0,01 нМ 
праймера; 1 ед. Taq-полимеразы, 10–15 нг ДНК 
для RAPD-ПЦР и 50–100 нг для ISSR-ПЦР. 
Нуклеотидные последовательности RAPD- и 
ISSR-праймеров представлены в табл. 1.

Полимеразную цепную реакцию проводили 
на амплификаторе Professional Basic (Biometra, 
Германия) в следующем температурном ре-
жиме: RAPD-ПЦР: начальная денатурация – 
4 мин при 94 °С ; 40 циклов: 94 °С – 4 мин; 
94 °С – 1 мин, 37 °С – 1 мин, 72 °С – 2 мин; 
терминальная элонгация – 4 мин 72 °С. ISSR-
ПЦР: начальная денатурация 4 мин при 94 °С; 
35 циклов: 94 °С – 50 с, 48–56 °С – 50 с, 72 °С – 
1 мин 10 с; терминальная элонгация – 4 мин 

72 °С. Оптимальные температуры отжига для 
ISSR-праймеров определяли по результатам 
проведения ПЦР в градиенте температур 48–
56 °С. Продукты амплификации разделяли 
в 1,8%-ном агарозном геле.

Эффективность генетических маркеров 
(RAPD, ISSR) для оценки и описания поли-
морфизма коллекции льна масличного оцени-
вали по параметрам, предложенным в работах 
Powell et al. [15], Bootstein et al. [16], Morgante 
et al. [17], Tessier et al [18]. Сравнение средних 
значений проводили с использованием двусто-
роннего t-критерия Стьюдента в программной 
среде Statistica 10.0 (StatSoft, США). На осно-
вании суммарной бинарной матрицы генети-
ческого анализа с помощью программного па-
кета DarWin 6.0 по алгоритму невзвешенного 
парно-группового среднего (UPGMA) были 
рассчитаны матрицы сходства генотипов в 
дистанциях Жаккарда и построены иерархиче-
ские агломеративные дендрограммы. Функци-
оналы качества иерархической кластеризации 
были рассчитаны автоматически с использо-
ванием программных пакетов Darwin 6.0 [19] 
и T-REX online [19]. Для оценки соответствия 
генетических связей, выявленных с использо-
ванием двух маркерных систем, были исполь-
зованы процедуры MAST (Maximum agreement 
sub-tree) [20] и Quartet tree distance [21], реа-
лизованные в программном пакете Darwin 6.0.

Таблица 1
Олигонуклеотидные праймеры, использованные для анализа 

№ Название Последовательность Температура, °С

1 ISSR 2 CAGCAGCAGCAGCAG 56,0
2 ISSR 4а GAGAGAGAGAGAGAGAYC 47,0
3 ISSR 5 AGAGAGAGAGAGAGAGG 50,9
4 ISSR 6 GAGAGAGAGAGAGAGAT 53,4
5 ISSR 8a GTGTGTGTGTGTGTGTYC 52,2
6 ISSR 11 AGAGAGAGAGAGAGAGC 50,0
7 ISSR 12 ACACACACACACACACC 51,0
8 ISSR18 AGCAGCAGCAGCAGCAGCC 47,0
9 ISSR 9 CTCCTCCTCCTCCTCCTC 55,0

10 ISSR 9a CTCCTCCTCCTCCTCCTCA 50,2
11 ISSR 22 АСАСАСАСАСAСAСAСAА 54,5
12 ISSR 24 ACACACACACACACACTC 52,3
14 ОРАН 13 TGAGTCCGCA 37
15 OPAF 16 TCCCGGTGAG 37
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№ Название Последовательность Температура, °С

16 OPW 19 CAAAGCGCTC 37
17 ОРАН 14 TGTGGCCGAA 37
18 ССРВ 270 GGTCGATCTG 37
19 UBC 194 AGGACGTGCC 37
20 OPA 12 TCGGCGATAG 37
21 OPB 01 GTTTCGCTCC 37

Вероятность неопределенности (Сj):

Cj = pi ((Npi – 1) / N – 1), 

где pi – частота i-того спектра, 
N – число генотипов [18];

Дискриминационная способность (Dj):

Dj = 1 – Cj [18];

Дискриминационной предел (DL) 

DL = lim (Dj) = 1 – Σpi2;

Эффективное количество спектров (P):

P = 1/(1 – DL);

Для описания маркерной системы использо-
вался показатель среднее количество паттер-
нов (I), а также нижеследующие, вычисляемые 
по формулам:

Общее число эффективных аллелей (Ne): 

Ne = Σne [23];

Эффективное мультиплексное отношение (E):

E = Lu/β,

где Lu – сумма локусов [15];

Эффективный индекс (Ai): 

Ai = Ne/U, 

где U – число праймеров [23].

Продолжение табл. 1

Для описания уровня информативности каж-
дого доминантного маркера использовали сле-
дующие статистические показатели: 

Электрофоретическая подвижность (ЭП), 
количество полиморфных локусов (Np), коли-
чество мономорфных локусов (Nnp), количе-
ство спектров маркера (Tp). 

Общее число локусов (L) вычисляли по 
формуле:

L = Np+ Nnp;

Фракция полиморфных локусов (β):

β = Np / L [15];

Фиксированные рецессивные локусы (Vr):

Vr = n0/N [22];

Индекс информативности (PIC):

PIC = 1 − 𝛴npi
2, 

где pi – частота i-того ампликона, 
n – число локусов [16];

Маркерный индекс	 (MI):

MI = β × PIC [15];

Разрешающая способность (Rp):

Rp = ΣIb, 
Ib = 1 − (2 × |0,5 − p|) [15];

Эффективное количество аллелей (ne):

ne = 1/Σpi2 [17];
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Результаты и обсуждение
С использованием двух маркерных си-

стем получено 218 ампликонов (94 и 124 для 
RAPD- и ISSR-ПЦР, соответственно), из ко-
торых полиморфны 120 (53 и 67 для RAPD- 
и ISSR-ПЦР, соответственно). В зависимости 
от праймера, ПЦР обеспечивала синтез от 5 
(ISSR 9a) до 18 (Ubc 194) фрагментов в диа-
пазоне электрофоретической подвижности 

120–1700 bp. Высокая доля полиморфных 
локусов отмечена для праймеров: ISSR 2 
(93,8%), Opaf 16 (81,82%), ISSR 18 (80,0%), 
Opb 01 (66,67%), ISSR 22 (63,64%), Opw 19 
(63,64%), ISSR 9а (60,0%). Основные стати-
стические показатели эффективности прай-
меров в описании полиморфизма рабочей 
коллекции льна масличного представлены 
в табл. 2.

Таблица 2
Параметры генетической изменчивости, выявляемые с использованием RAPD- 

и ISSR-праймеров при анализе рабочей коллекции льна масличного

Праймер ЭП L Np Nnp β Vr PIC Rp ne Tp Сj Dj DL

Ubc 194 200–1600 18 8 10 0,44 0,26 0,12 3,21 1,20 15 0,06 0,94 0,91
Ccpb 270 200–1200 12 7 5 0,58 0,46 0,18 3,07 1,30 16 0,08 0,92 0,89
Opa 12 250–1300 11 5 6 0,45 0,25 0,16 2,64 1,27 11 0,10 0,90 0,87
Opaf 16 300–1110 11 9 2 0,82 0,36 0,33 5,50 1,58 27 0,00 1,00 0,96
Opah 14 120–1050 12 7 5 0,58 0,29 0,15 2,29 1,22 9 0,22 0,78 0,75
Opb 01 150–670 9 6 3 0,67 0,35 0,19 2,36 1,31 10 0,15 0,85 0,82
Opw 13 350–950 10 4 6 0,40 0,34 0,09 1,14 1,13 7 0,37 0,63 0,66
Opw 19 200–1550 11 7 4 0,64 0,18 0,16 2,21 1,23 12 0,18 0,82 0,79
ISSR 2 350–1050 15 14 1 0,93 0,47 0,22 4,14 1,34 14 0,16 0,84 0,81
ISSR 4a 250–1100 16 8 8 0,50 0,27 0,16 3,14 1,26 14 0,06 0,94 0,90
ISSR 5 300–670 8 2 6 0,25 0,19 0,07 1,00 1,13 3 0,45 0,55 0,53
ISSR 11 390–650 8 3 5 0,38 0,17 0,11 1,29 1,18 6 0,22 0,78 0,67
ISSR 12 450–1270 8 4 4 0,50 0,25 0,15 1,71 1,25 7 0,28 0,72 0,69
ISSR 6 200–1000 10 5 5 0,50 0,18 0,11 1,43 1,16 8 0,60 0,40 0,39
ISSR 8a 450–1050 7 2 5 0,29 0,24 0,06 0,57 1,10 3 0,55 0,45 0,44
ISSR 9 550–1600 7 1 6 0,14 0,05 0,06 0,64 1,11 2 0,42 0,58 0,56
ISSR 9a 950–1500 5 3 2 0,60 0,29 0,14 1,07 1,24 3 0,13 0,87 0,81
ISSR 18 350–1100 15 12 3 0,80 0,46 0,23 4,50 1,36 13 0,32 0,68 0,66
ISSR 22 400–1200 11 7 4 0,64 0,45 0,11 1,57 1,16 8 0,10 0,90 0,87
ISSR 24 450–1700 14 6 8 0,43 0,33 0,13 2,79 1,22 11 0,31 0,69 0,75

Число эффективных аллелей на праймер (ne) 
отражает уровень ожидаемой гетерозиготности 
популяции и достигает максимума при равной ча-
стоте встречаемости всех аллельных вариантов. 
Для доминантных маркеров ne принимает значе-
ния от единицы до двух, но при анализе нашей 
коллекции показан значительно более узкий диа-
пазон разброса значений ne – 1,10–1,58 (ISSR 8a, 
OPAF 16, соответственно), что свидетельствует 
о сравнительно невысоком уровне ожидаемой 
гетерозиготности сортов коллекции. Показатель 
ne достоверно коррелирует (r = 0,5) с количеством 

фиксированных рецессивных локусов (Vr), часто-
та которых не превышала 0,46 для RAPD- и 0,47 
для ISSR-маркеров, и в среднем составила 0,30, 
что указывает на сравнительно высокое генети-
ческое разнообразие, представленное в рабочей 
коллекции. Для генотипов частота фиксирован-
ных рецессивных аллелей варьировала от 0,25 
(Cyan) до 0,37 (K-6570), что ниже результатов, 
полученных при анализе выборок генофонда ка-
надского [24] и американского льна [25] (51,2% и 
45,3%, соответственно), а также 17 сортов льна-
долгунца белорусской селекции (40,4%) [26]. 



Молекулярная и прикладная генетика. Том 19, 2015 г.

29С.И. Вакула и др. Использование доминантных мультилокусных маркеров для оценки...

Общее число эффективных аллелей Ne было 
использовано для расчета общего эффективного 
индекса (Ai), характеризующего информатив-
ность маркерной системы в описании исследуе-
мого генофонда. Эффективный индекс составил 
1,28 для RAPD-ПЦР, 1,21 – для ISSR-ПЦР, 1,24 – 
в среднем для двух маркерных систем, таким 
образом, информативность использованных си-
стем ДНК-анализа составляет 64,0; 60,5 и 62,0% 
(от максимального Ai = 2), соответственно.

Для доминантных маркеров информацион-
ный индекс (PIC) принимает значения от 0 до 
0,5. Высокое значение PIC показано для RAPD-
праймера Opaf 16 (0,36), ISSR-праймеров, 
амплифицирующих последовательности, 
расположенные между тринуклеотидными по-
вторами генома – ISSR 2 (PIC = 0,22) , ISSR 18 
(PIC = 0,23). Низкоинформативны для описа-
ния рабочей коллекции льна маркеры ISSR 9 
и ISSR 8a (PIC = 0,06 для обоих праймеров). 

Оценка разрешающей способности праймера 
(Rp) позволяет идентифицировать праймеры, наи-
более эффективно различающие генотипы. Сред-
нее значение Rp использованных нами маркеров 
составило 2,31, высокий эффект в разделение ге-
нотипов вносят высокополиморфные праймеры 
Opaf 16, ISSR 18, ISSR 2. Показатели Rp досто-
верно коррелируют со статистикой, описываю-
щей информативность праймеров – PIC (r = 0,9).

Количество уникальных ДНК-спектров 
для каждого праймера (Tp) варьировало от 2 
(ISSR 9) до 27 (Opaf 16), средний показатель 
по коллекции – 7,67 спектров/праймер. Теоре-
тически, в наборе из N генотипов можно выде-
лить N×(N – 1)/2 пар ДНК-паттернов. Исходя из 
соотношения Tp/L, высокое разнообразие спек-
тров характерно практически для всех исполь-
зованных в анализе RAPD-праймеров. Неболь-
шое количество высокочастотных спектров 
может свидетельствовать о попадании сайтов 
связывания праймеров в участки ДНК, под-
вергавшиеся давлению очищающего отбора,  

например 9 ампликонов праймера ISSR 9 ор-
ганизованы всего в два паттерна, представлен-
ных в коллекции в соотношении 19:9.

Вероятность неопределенности (Сj) и проти-
воположный ей показатель дискриминацион-
ной способности (Dj) отражают вероятность на-
личия у двух генотипов идентичных паттернов 
и эффективность дискриминации генотипов на 
основании данных спектров амплификации. 
По двадцати праймерам Сj составила 0–0,55, 
с минимумом для праймеров Opaf 16, Ubc 194, 
ISSR 4a, Ccpb 270, эти же маркеры характеризу-
ются высокой дискриминационной способно-
стью относительно исследованных генотипов 
льна. Высока вероятность неопределенности 
(Cj > 0,5) для праймеров ISSR 9 и ISSR 8a. 

Для генерируемых праймером различных 
ДНК-паттернов предложен расширенный по-
казатель PIC – предел дискриминационной 
способности (DL). Высокой спектральной ин-
формативностью (DL ≥ 0,9) характеризуются 
праймеры Ccpb 270, ISSR 4a, Ubc 194, Opaf 16, 
наименее показательны паттерны, генерируе-
мые праймерами ISSR 6 и ISSR 8a.

Сравнение параметров RAPD- и ISSR-анализа 
в отношении выявления полиморфизма и диф-
ференциации генотипов льна рабочей коллек-
ции представлено в табл. 3. В целом, по сравне-
нию с ISSR-, RAPD-маркеры амплифицируют 
больше фрагментов, с более высоким уровнем 
выявляемого полиморфизма и характеризуются 
более широкой зоной электрофоретической под-
вижности, кроме того, более высоким уровнем 
информативности и разрешающей способности, 
однако, согласно t-критерию, выявленные раз-
личия средних статистически незначимы (при 
α<0,05). Средние значения спектральных ха-
рактеристик маркерных систем Tp, Cj, Dj и DL, 
различаются достоверно, таким образом, в от-
ношении исследуемой коллекции льна маслич-
ного RAPD-ПЦР характеризуется значимо более 
высокой дискриминационной способностью. 

Таблица 3 
Эффективность маркерных систем RAPD и ISSR в оценке полиморфизма рабочей  

коллекции льна масличного

Параметр RAPD-ISSR RAPD ISSR t (RAPD-ISSR)

L 11,04 11,75 10,33 0,91
Np 6,11 6,63 5,58 0,68



30

Молекулярная и прикладная генетика. Том 19, 2015 г.

С.И. Вакула и др. Использование доминантных мультилокусных маркеров для оценки...

Параметр RAPD и ISSR RAPD ISSR t (RAPD и ISSR)

Nm 4,94 5,13 4,75 0,37
EMR 0,54 0,57 0,50 0,86
Vr 0,30 0,31 0,28 0,60
PIC 0,15 0,17 0,13 1,56
Rp 0,21 0,24 0,18 1,37
Ne 1,25 1,28 1,21 1,45
Tp 10,53 13,38 7,67 2,39*
Cj 0,22 0,14 0,30 -2,37*
Dj 0,78 0,86 0,70 2,37*
DL 0,75 0,83 0,67 2,44*

Продолжение табл. 3

В работах Powell et  al. [15] показатель, 
характеризующий фракцию и количе-
ство полиморфных локусов на анализ, 
носит название эффективного мульти-
плексного отношения (EMR). EMR  – это 
показатель эффективности выявления 
ДНК-полиморфизма маркерной системой. 
Применительно к рабочей коллекции льна 
масличного и общего набора 20  доми-
нантных маркеров (RAPD+ISSR) значение 
EMR составило  5,74, для набора RAPD-
праймеров этот показатель выше  – 6,74, 
для ISSR  – только  5,13. По сравнению с 
использованным набором ISSR-праймеров, 
проведенный RAPD-анализ более эффекти-
вен в дифференциации генотипов льна, что 
подтверждают значения маркерных индек-
сов систем (MI = 0,74 и MI = 0,99, ISSR и 
RAPD, соответственно). 

Результаты RAPD- и ISSR-типирования  

коллекции сортов льна масличного сведены в 
бинарную матрицу и проанализированы по ал-
горитму иерархического кластерного анализа 
UPGMA с использованием дистанций Жаккар-
да. На основе межсортовых дистанций постро-
ены дендрограммы кластеризации (рис. 1, 2), 
рассчитаны погрешности анализа и функцио-
налы качества объединения образцов (табл. 4). 

Обе дендрограммы (RAPD, ISSR) харак-
теризуются низкими показателями погреш-
ностей кластеризации и высокими коэффи-
циентами кофенетической корреляции, что 
характеризует высокое соответствие прове-
денного кластерного анализа UPGMA матри-
це межсортовых дистанций. При построении 
RAPD-дендрограммы получены максималь-
ное и минимальное значения дистанций Жак-
карда и сумма длины ветвей выше на 19,4; 5,7 
и 26% соответствующих показателей ISSR-
дерева. 

Таблица 4 
Функционалы качества кластеризации генотипов льна 

Параметр RAPD ISSR

Минимальное значение матрицы дистанций 0,072 0,058
Максимальное значение матрицы дистанций 0,367 0,346
Сумма длины ветвей 2,389 1,888
Средняя погрешность 0,000 -0,001
Средняя абсолютная погрешность 0,025 0,023
Максимальная абсолютная погрешность 0,094 0,110
Квадрат средней абсолютной погрешности 0,001 0,001
Коэффициент кофенетической корреляции, rk 0,871 0,910
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При соотнесении топологии RAPD- и ISSR-
дендрограмм с географическим происхожде-
нием изучаемых сортов, в частности, показана 
высокая генетическая общность американских 
(SU-1-10, Linota), белорусских (ЛМ-1 и ЛМ-
2), французских (Mivast и Atalante) сортов. 
Относительно невысокой межкластерной 
дисперсией характеризуются группы сортов 
селекции РФ, восточноевропейских стран, 
Канады. Оценка генетических связей, соответ-
ствующих таксономической дифференциации 
исследуемого генофонда льна масличного по-
казала, что в структуре ISSR-дендрограммы 
сорта, относящиеся к подвидам лен-кудряш 
и лен-межеумок, образуют отдельные суб-
кластеры, а представители подвидов лен-
крупносемянный (Mivast) и солин (Gold Flax) 

формируют отдельную группу. Полиморфизм 
RAPD-спектров в выявлении таксономической 
принадлежности сортов менее показателен.

Различия между двумя деревьями генетиче-
ской классификации измеряли в «дистанциях 
квартетов» (quartet distance QDist), отражаю-
щих количество подмножеств из четырех объ-
ектов, топология связи между которыми в двух 
дендрограммах различна. Сравнение получен-
ного значения QDist с распределением крити-
ческих значений, полученных при сравнении 
выборки стохастических независимых дендро-
грамм, показало, что для двух дендрограмм, 
состоящих из 25 объектов, QDist = 0,51 соот-
ветствует 1% вероятности случайного харак-
тера связи между полученными кластерными 
решениями. Таким образом, использование 

Рис. 1. Иерархическая дендрограмма кластеризации сортов льна масличного, полученная на основе 
RAPD-анализа

Рис. 2. Иерархическая дендрограмма кластеризации сортов льна масличного, полученная на основе 
ISSR-анализа
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маркерных систем RAPD и ISSR для прогно-
зирования генетических связей между сортами 
льна показало высокую степень сходимости 
полученных результатов. 

Изоморфность двух дендрограмм можно 
оценить, выделив в их структуре участок, 
характеризующийся максимально совпадаю-
щей топологией – MAST (Maximum agreement 
sub-tree). «Максимально согласованное суб-
дерево» – MAST также может быть рассмо-
трено в качестве графической интерпретации 
уровня сходства дендрограмм (максимальное 
значение – общее число анализируемых образ-
цов, минимальное – 3, так как топология лю-
бых двух дендрограмм совпадает в трех точ-
ках). Результирующее дерево MAST (рис. 3) 
содержит 11  точек совпадения топологии 
RAPD- и ISSR-дендрограмм, что относитель-
но общего количества анализируемых сортов 
составляет 44%. 

шее количество локусов, с более высокими 
значениями параметров, описывающих вы-
являемый полиморфизм (PIC, RP, ne и др.), 
однако, согласно двустороннему t-критерию, 
выявленные различия средних статистически 
незначимы. Характеристики ДНК-спектров, 
генерируемых RAPD-праймерами – количе-
ство спектров на праймер (Tp), вероятность 
неопределенности (Cj), разрешающая спо-
собность (Dj), предел дискриминационной 
способности (DL) – значимо выше средних 
показателей для ISSR-спектров. Высокой эф-
фективностью в выявлении полиморфизма 
дифференциации генотипов льна характери-
зуются ISSR-праймеры к тринуклеотидным 
микросателлитным повторам (ISSR 2 PIC = 
0,22, ISSR 18 PIC = 0,23), что, вероятно, связа-
но с высокой распространенностью тринукле-
отидных мотивов в геноме льна. По данным 
Cloutier et al. [27], в геноме льна тандемные 
последовательности трех нуклеотидов со-
ставляют 54,6 и 68,7% от общего количества 
проанализированных BES-SSRs и EST-SSRs, 
соответственно. Повторы из двух нуклеотидов 
распространены реже (30,6 и 16,8% от BES-
SSRs и EST-SSRs, соответственно), однако 
относительно более полиморфны.

UPGMA дендрограммы результатов RAPD- 
и ISSR-типирования хорошо соответствуют 
матрицам дистанций Жаккарда между геноти-
пами льна (rk = 0,87 и rk=0,91, соответственно). 
Согласно полученным данным (QDist = 0,51), 
маркерные системы RAPD и ISSR характери-
зуются высоким сходством прогнозируемых 

Рис. 3. MAST для дендрограмм, построенных на основе RAPD- и ISSR-анализов 

Заключение
Для исследования генетического разноо-

бразия льна культурного использованы две 
системы мультилокусных доминантных мар-
керов – RAPD и ISSR. Показано, что, по срав-
нению с двенадцатью ISSR-маркерами, набор 
из восьми RAPD-праймеров более эффекти-
вен в выявлении полиморфизма коллекции 
льна масличного (Ai = 1,28, EMR = 6,74 – для 
RAPD-ПЦР, Ai = 1,21, EMR = 5,74 – для ISSR-
ПЦР) и дифференциации генотипов льна (MI = 
0,74 и MI = 0,99, ISSR и RAPD, соответствен-
но). RAPD-праймеры амплифицируют боль-
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генетических связей между сортами льна и 
низкой степенью расхождения топологии по-
лученных кластерных деревьев, результирую-
щее дерево MAST содержит 11 точек совпаде-
ния структуры RAPD- и ISSR-дендрограмм. 

Таким образом, обе маркерные системы 
характеризуются высокой эффективностью 
выявления генетического разнообразия льна 
масличного, более выраженной в  случае 
RAPD-ПЦР, высокая дискриминационная спо-
собность которой в отношении генотипов льна 
обусловлена уникальностью генерируемых 
ДНК-спектров. Генетические связи образцов 
льна, выявленные с использованием RAPD- 
и ISSR-маркеров, характеризуются высоким 
уровнем топологического сходства. 
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Введение
Развитие молекулярной биологии способ-

ствует появлению новых подходов к генети-
ческим исследованиям организмов, переходу 
к новым технологиям анализа генома. Этот 
процесс обусловлен наличием информативных 
генетических маркеров, что позволяет создать 
новые тест-системы для анализа генетическо-
го полиморфизма как на уровне продуктов 
гена (белки, ферменты), так и на уровне ге-
нетического материала клетки (полиморфизм 
ДНК) [1, 2]. Молекулярные маркеры, основан-
ные на полиморфизме длин фрагментов ДНК 
и белков, позволяют успешно решать целый 
ряд задач фундаментального и прикладного 
характера, в том числе изучать биоразнообра-
зие, возможные механизмы эволюции, про-
водить картирование хромосом, а также ис-
пользуются для семеноводства, племенного 
дела и т.д. [1, 3]. 

Оценка генетического полиморфизма имеет 
большое значение для изучения динамики ге-
нетической структуры популяций и экологиче-
ских отношений в природных и искусственных 
растительных сообществах. Сведения о гене-
тических ресурсах имеют фундаментальное 
значение для разработки программ получения 
новых сортов и защиты диких видов растений. 
Понимание генетических основ дивергенции 
и адаптации популяций является одной из важ-
нейших задач популяционной генетики, играя 
ключевую роль в оценке эволюционных про-
цессов. Молекулярно-генетические маркеры 
позволяют идентифицировать отдельные гены, 
их блоки, которые контролируют адаптивные 
признаки в популяциях растений и животных, 
что радикально изменило подходы к оценке 
генетического разнообразия, паспортизации и 
классификации сортов, картированию и опре-
делению физической природы генов и генети-

ческого мониторинга в селекции и генетике 
культурных растений [3, 4, 5]. 

Важной задачей в исследовании генети-
ческого полиморфизма живых организмов 
является оптимальный подбор молекулярно-
генетических маркеров для этих целей. Одним 
из наиболее доступных и быстрых способов 
обнаружить вариабельность генома является 
применение молекулярных методов, основан-
ных на использовании полимеразной цепной 
реакции (ПЦР) и последующая оценка соот-
ветствующих полиморфизмов ДНК. Исполь-
зуемые маркеры должны обладать опреде-
ленными свойствами и иметь определенные 
характеристики, в том числе: доступность 
фенотипических проявлений аллельных ва-
риантов для идентификации, равномерность 
распределения в геноме, легкую выявляемость 
и воспроизводимость результатов, возмож-
ность автоматизации процесса и т. д. [3, 4, 5].

На данный момент уже разработано боль-
шое количество различных ДНК-маркеров, 
каждый из которых имеет свои преимущества 
и недостатки, некоторые из них используют-
ся только с определенной целью. Развитие 
маркерных систем направлено от оценки ано-
нимных последовательностей (ISSR, RAPD) 
к определению полиморфизма целевых по-
следовательностей генов. Кроме того, по мере 
накопления информации о структуре генома, 
постоянно продолжаются поиски новых, более 
эффективных, удобных и дешевых маркерных 
систем для проведения генетического анализа. 

ДНК-маркеры на основе ПЦР-реакции
На сегодняшний день существует боль-

шая группа маркеров, основанных на поли-
морфизме ДНК, включая следующие: RFLP 
(Restriction Fragment Length Polymorphism –  
полиморфизм длин рестрикционных фраг-
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ментов), VNTR (Variable Number of Tandem 
Repeats  – минисателлиты или полимор-
физм количества тандемных повторов; ДНК-
фингерпринт), SSR (Simple Sequence Repeat – 
микросателлиты), RAPD (Randomly Amplified 
Polymorphic DNA), AFLP (Amplified restriction 
Fragment Length Polymorphism), SNP (Single 
Nucleotide Polymorphism). Использование поли-
меразной цепной реакции (ПЦР) существенно 
облегчает анализ и может быть реализовано в 
подавляющем большинстве современных ме-
тодов. Большой интерес представляет группа 
STS (Sequence Tagged Site) ДНК-маркеров, 
основанных на известных геномных последо-
вательностях. К ним относятся SCAR (Sequence 
Characterized Amplified Regions), получен-
ные в результате секвенирования и подбора 
праймеров к одному из ампликонов RAPD-
спектра; CAPS (Cleaved Amplified Polymorphic 
Sequence), аналогичные SCAR-маркерам, и 
имеющие дополнительный этап обработки ре-
стриктазами, повышающий количество выяв-
ляемых полиморфизмов. Микросателлитные 
повторы являются основой для двух типов 
маркеров. Один связан с исследованием поли-
морфизма участков ДНК, находящихся между 
микросателлитными последовательностям 
ISSR (Inter Simple Sequence Repeats), другой – 
с непосредственным исследованием полимор-
физма микросателлитных последовательно-
стей SSR (Simple Sequence Repeats). В обоих 
случаях для подбора праймеров необходимо 
знание специфических последовательностей, 
фланкирующих микросателлитные повторы. 
Первый метод генерирует большое количество 
локусов с использованием одной пары прай-
меров, второй является локус-специфичным. 
Сравнительно невысокое число и сложность 
анализа SSR-локусов в значительной степени 
компенсируются высокой вариабельностью, 
воспроизводимостью, простотой анализа и 
возможностью его частичной автоматизации 
[6, 7], что представляется весьма удобным для 
индивидуального генотипирования организмов. 
IRAP-анализ (Inter-Retrotransposon Amplified 
Polymorphism) – метод амплификации геном-
ной ДНК между близкорасположенными по-
следовательностями ретротранспозонов. Для 
генотипирования этих последовательностей ис-
пользуют специально сконструированные прай-
меры PawS. Полиморфизм в данном случае об-

условлен либо мутацией в участке связывания 
праймера, либо уникальным биологическим 
процессом – ретроранспозицией, происходя-
щей в результате встраивания ретротранспозо-
на в новый участок геномной ДНК без потери 
первоначального участка [5, 8]. Метод REMAP 
(Retrotransposon-Microsatellite Amplification 
Polymorphism) аналогичен IRAP, однако наря-
ду с праймерами к ретротранспозонам исполь-
зуются микросателлитные праймеры – двух-, 
трех- или четырехбазовые, например, (NN)n, 
(NNN)n или (NNNN)n, ввиду того, что микро-
сателлиты могут выявить высокие показатели 
мутации, имеющие индивидуальное местопо-
ложение у различных генотипов [8, 9].

С другой стороны, в задачах классификации 
и филогенеза предпочтительнее использова-
ние функциональных последовательностей, 
которые в той или иной степени связаны со 
структурными или физиологическими отли-
чиями организмов, чем нефункциональной 
ДНК [10, 11]. В зависимости от глубины фи-
логенетического анализа, ординация таксонов 
и уровень разрешения могут убывать при ис-
пользовании медленно эволюционирующих 
последовательностей генов и в тоже время 
искусственно завышаться при использовании 
быстро эволюционирующих последователь-
ностей, например, SSR-маркеров, теряющих 
разрешающую способность на высоком так-
сономическом уровне [12]. Интроны являются 
умеренно эволюционирующими последова-
тельностями и довольно успешно используют-
ся при создании маркерных систем для оценки 
генетического разнообразия. Обычно рас-
сматриваемые как «мусорная» ДНК, и в этой 
связи, минимально отклоняющиеся от модели 
нейтральной эволюции Кимуры [13] интроны, 
в частности полиморфизмы их длины, оказа-
лись универсальными для широкого спектра 
организмов и удобными для генетического 
картирования, поскольку они непосредствен-
но связаны с конкретными генами [14, 15, 16].

Одна из таких систем STS-маркеров осно-
вана на полиморфизме длин интронов генов 
β-тубулина (Tubulin-Based Polymorphism – TBP). 
Она имеет определенный набор преимуществ 
по сравнению с остальными маркерами, разра-
ботанными на основе полиморфизма интронов. 
В частности, высокая межвидовая гомология, 
основанная, с одной стороны, на значительном 



Молекулярная и прикладная генетика. Том 19, 2015 г.

37А.Н. Рабоконь и др. Полиморфизм длины интронов генов бета-тубулина как эффективный инструмент...

консерватизме фланкирующих интрон участков 
экзонов β-тубулина, к которым подобраны прай-
меры, а с другой стороны на вырожденности 
праймеров [17]. Также это совмещается с отно-
сительным обилием в геноме генов β-тубулина. 
В отличие от интронов многих других генов 
интроны β-тубулинов, видимо, играют опреде-
ленную регулирующую роль, поэтому их эво-
люция идет медленнее, чем у многих других 
последовательностей интронов [18–21]. Одним 
из преимуществ использования интронов генов 
β-тубулина в царстве растений является их кла-
стерная структура с гомологичными последова-
тельностями у каждого фланкирующего экзона. 
Это делает ТВР даже более эффективным для 
предварительной или ускоренной оценки гене-
тического разнообразия, чем активно используе-
мые AFLP- или SSR-полиморфизмы, для кото-
рых необходима значительная предварительная 
информация о структуре генома.

имеют общую геномную организацию – два 
интрона, расположенные в четко фиксирован-
ных локусах в пределах кодирующих экзонов 
(исключение – гены β-тубулина у кукурузы 
(ZeamaTUB1) и риса (OryzaTUB2) [17, 27], у 
которых присутствует только один (первый) 
интрон. Схематическое изображение генов 
β‑тубулина растений и амплифицируемые 
зоны приведены на рис. 1. Экзоны генов, 
кодирующих β-тубулин, консервативны, в 
то время как интроны относятся к гиперва-
риабельным участкам генов и могут иметь 
различную длину [28]. Подобрав к консерва-
тивным участкам экзонов (на границе с ин-
тронами) праймеры, можно с помощью по-
лимеразной цепной реакции получить копии 
последовательностей, находящихся между 
ними, то есть, интронов. Полиморфизм на-
блюдается в том случае, когда длина интро-
нов у сравниваемых образцов оказывается 
различной.

Первоначально особое внимание уделя-
лось лишь только первому интрону гена 
β-тубулина, поскольку он присутствует у 
всех видов растений и начинается с 397 ну-
клеотида после стартового кодона ATG [17, 
27]. Биоинформационный анализ экзон-
интронной структуры генов β-тубулина у 
различных видов растений позволил раз-
работать вырожденные праймеры: TBPF1: 
5′-GARGCYGARAAYTGYGAYTG-3′; TBPR1: 
5′-ТCHGGRTAYTCYTCHCKRAT-3′, которые 
дают возможность во время проведения ПЦР 
синтезировать последовательности ДНК, 
включающие интроны генов β-тубулина [17]. 
Сам ТВР-метод (основанный на полиморфиз-
ме длины I-го интрона) был разработан для 
риса (запатентовано РСТ/IT99/00415), в даль-

Принцип ТВР-метода. Генотипирование 
растений с помощью ТВР

Метод ТВР основан на наличии интрон-
специфического ДНК-полиморфизма у расти-
тельных генов семейства β-тубулина [17]. По-
липептиды β-тубулина являются ключевыми 
составляющими микротрубочек – внутрикле-
точных структур, участвующих в основных 
процессах деления и роста эукариотических 
клеток [22, 23]. В связи с ключевой ролью 
β-тубулина в жизни клетки их первичная ами-
нокислотная последовательность довольно 
консервативна у всех эукариотических орга-
низмов. Каждый вид содержит определенное 
количество генов β-тубулина (изотипов), ко-
торые образуют семейство данных генов [24, 
25, 26]. У растений почти все гены β-тубулина 

Рис. 1. Стрелки указывают положение и ориентацию праймеров в соответствующем методе. АТГ и ТГА 
указывают на старт и стоп-кодоны, соответственно. Квадратные скобки охватывают область амплифицикации 

с помощью методов TBP, cTBP и hTBP

ATG hTBP TGA

экзон 1 экзон 2 экзон 3интрон 1 интрон 2

TBP сTBP
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нейшем проверен и успешно применен для 
установления генетических связей внутри  
подвидов и разновидностей Brassica  L., 
Lotus L., Coffea L. [17]. В базовом ТВР-методе 
для создания характерного электрофорети-
ческого профиля продукт ПЦР-реакции раз-
деляется в неденатурирующем 6%-ном по-
лиакриламидном геле [29] и визуализируется 
путем окрашивания геля нитратом серебра 
[30, 31]. Бэнды чаще всего регистрируют в 
бинарной системе: присутствующим присва-
ивают значение единицы, отсутствующим – 
нуля. Размер ампликонов соответствующего 
бэнда определяют, используя ДНК-маркер.

В дальнейшем была предложена модифика-
ция ТВР‑метода – сТВР (combinatorial ТВР) [32], 
который опирается на полиморфизм длины II-
го интрона генов β-тубулина и сочетает в себе 
данные как о полиморфизме длины первого, 
так и второго интронов. При этом используют-
ся следующие две пары праймеров: TBPfex1: 
5′-AACTGGGCBAARGGNCAYTAYAC-3′ 
и  TBPrex1 :  5 ′ -ACCATRCAYTCRTCD 
GCRTTYTC-3′ (фланкируют границы пер-
вого интрона генов тубулина); TBPfin2: 
5′-GARAAYGCHGAYGARTGYATG-3′ и TBPrin2: 
5′-CRAAVCCBACCATGAARAARTG-3′ (фланки-
руют второй интрон) [32]. Метод сТВР (анализ 
I-го и II-го интронов) использовался для оцен-
ки видов и с ортов Rosa L., Eleusine Gaertn., 
Arachis L., Camelina Crantz, Phaseolus vulgaris L. 
и целого ряда диких травянистых растений 
[28, 32, 33]. В 2011 году была предложена но-
вая модификация ТВР, названная hTBP (horse 
TBP) [34], основанная на одновременной ам-
плификации обоих интронов и экзона, лежа-
щего между ними. Используется всего лишь 
одна пара вырожденных праймеров: TBP-F: 

5′-AACTGGGCBAARGGNCAYTAYAC-3′ 
и TBP-R: 5′-CRAAVCCBACCATGAARAA RTG-3′
[28]. Данный метод был использован для харак-
теристики представителей рода Camelina [34]. 

В последнее время авторы метода предла-
гают использовать для разделения получен-
ных фрагментов капиллярный электрофорез 
(CE-TBP), который позволяет получать более 
точные и легче воспроизводимые данные [33, 
35, 36]. Ведутся разработки по применению 
ТВР для идентификации видов, являющихся 
компонентами сложных коммерческих рас-
тительных смесей. Это может быть исполь-
зовано в анализе пищи при установлении 
состава продуктов питания растительного 
происхождения, выявлении различных ал-
лергенов, возбудителей болезней, продуцен-
тов токсинов и т.д. Уже проанализированы 
растительные смеси, содержащие пшеницу, 
ячмень, сою, кукурузу, люцерну и подсолнеч-
ник [35, 37, 38].

Таким образом, на данный момент с ис-
пользованием различных ТВР-маркеров ис-
следованы представители 11 семейств высших 
растений (см. табл.). В то время как исследо-
вания Бревиарио с коллегами сосредоточены 
на двудольных травянистых растениях, на-
ми была сделана оценка применимости ТВР 
для злаков и древесных растений. Так, с по-
мощью ТВР-метода удалось выявить меж-
сортовой полиморфизм у Hordeum vulgare L. 
и Тriticum aestivum L., а также обнаружить 
внутривидовой полиморфизм различных по-
пуляций Aegilops biuncialis Vis. (по ТВР/hТВР-
маркерам). ТВР-метод был успешно апро-
бирован на отечественных сортах Camelina 
sativa (L.) Crantz, Eleusine coracana Gaertn. и 
Eleusine indica (L.) Gaertn.

Список видов растений, проанализированных с помощью ТВР-метода

№ Вид растения Тип интронов
[анализируемые диапазоны] Литературный источник 

Покрытосеменные, двудольные

Капустные (Brassicaceae)

1. Brassica napus L.

I-интрон [205–275 п.н.],
I-интрон и II-интрон (сTBP) [I: 300–600 п.н., 
II: 500–1000 п.н.], I-интрон (TBP) [300–
2000 п.н.], CE-TBP [360–950 п.н.]

[17, 27, 35]

2. Camelina Crantz
I-интрон + II-интрон (h-TBP) [600–2000 п.н.], 
II-интрон (сTBP) [300–880 п.н.], I-интрон 
(TBP) [300–4000 п.н.]

[33, 34]
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№ Вид растения Тип интронов
[анализируемые диапазоны] Литературный источник 

Бобовые (Fabaceae)

3. Lotus L. I-интрон (TBP), I-интрон и II-интрон (сTBP) 
[205–275 п.н.] [17, 32]

4. Trifolium L. I-интрон и II-интрон (сTBP) [300–1500 п.н.] [32]

5. Glycine L. I-интрон (TBP), I-интрон CE-TBP  
[305–1110 п.н.] [35]

6. Medicago L. I-интрон (TBP) [300–2000 п.н.],  
I-интрон CE-TBP [650–1000 п.н.] [35]

7. Phaseolus vulgaris L. I-интрон и II-интрон (сTBP)  
[I: 300–2000 п.н., II: 200–1500 п.н.] [28]

Мареновые (Rubiaceae)

8. Сoffea L. I-интрон (TBP) [587–1000 п.н.] [17]
Розоцветные (Rosaceae)

9. Rosa spp. I-интрон и II-интрон (сTBP)  
[I: 4000–1500 п.н., II: 300–1200 п.н.] [32]

Астровые (Asteraceae)

10. Crepis spp. I-интрон (TBP/сTBP) [330–1500 п.н.] [32]

11. Helianthus L. I-интрон (TBP) [360–1020 п.н.],  
I-интрон CE-TBP [370–-2000 п.н.] [35]

12. Achillea L. I-интрон (TBP) [100–1200 п.н.] [39]
Гречишные (Polygonaceae)

13. Rumex acetosa L. I-интрон (TBP/сTBP) [330–1500 п.н.] [32]
Подорожниковые (Plantaginaceae)

14. Veronica persica Poiret. I-интрон (TBP/сTBP) [330–1500 п.н.] [32]
15. Plantago lanceolata L. I-интрон (TBP/сTBP) [330–1500 п.н.] [32]

Страстоцветные (Passifloraceae)

16. Passiflora L. I-интрон (TBP), I-интрон CE-TBP  
[380–1500 п.н.] [36]

Льновые (Linaceae)

17. Linum usitatíssimum L. I-интрон (TBP) [400–3000 п.н.] [*]
Буковые (Fagaceae)

18. Quercus L. I-интрон (TBP) [200–2000 п.н.] [*]
Покрытосеменные, oднодольные

Злаки (Poaceae)

19. Eleusine Gaertn.
I-интрон и II-интрон (сTBP)  
[I: 300–1500 п.н., II: 200–1500 п.н.],  
I-интрон (TBP) [200–2000 п.н.]

[27, *]

20. Arachis L. I-интрон и II-интрон (сTBP)  
[I: 300–1500 п.н., II: 200–1500 п.н.] [27]

21. Oryza L. I-интрон и II-интрон (сTBP) [28]
22. Nardus stricta L. I-интрон (TBP/сTBP) [300–1500 п.н.] [32]
23. Phleum pratense L. I-интрон (TBP/сTBP) [300–1500 п.н.] [32]
24. Festuca violacea Gaudin. I-интрон (TBP/сTBP) [300–1500 п.н.] [32]

25. Deschampsia cespitosa (L.) 
P. Beauv. I-интрон (TBP/сTBP) [300–1500 п.н.] [32]

26. Bromus hordaceus L. I-интрон (TBP/сTBP) [300–1500 п.н.] [32]

Продолжение таблицы 
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№ Вид растения Тип интронов
[анализируемые диапазоны] Литературный источник 

Злаки (Poaceae)
27. Poa L. I-интрон (TBP/сTBP) [330–1500 п.н.] [32]
28. Arrhenatherum P. Beauv. I-интрон (TBP/сTBP) [330–1500 п.н.] [32]
29. Holcus lanatus L. I-интрон (TBP/сTBP) [330–1500 п.н.] [32]
30. Phalaris arundinacea L. I-интрон (TBP/сTBP) [330–1500 п.н.] [32]
31. Dactilis glomerata L. I-интрон (TBP/сTBP) [330–1500 п.н.] [32]

32. Triticum L.
I-интрон (TBP) [300–2000 п.н.],  
I-интрон CE-TBP [350–840 п.н.],  
I-интрон (TBP) [300–2000 п.н.]

[35, 40]

33. Zea L. I-интрон (TBP) [300–2000 п.н.],  
I-интрон CE-TBP [550–1020 п.н.] [35]

34. Hordeum L. I-интрон (TBP ) [300–2000 п.н.],  
I-интрон CE-TBP [400–900 п.н.] [35, 40]

35. Aegilops L. I-интрон (TBP), I-интрон + II-интрон (h-TBP) 
[300–4000 п.н.] [41]

* – результаты приведены в данной статье

Нами был проведен ТВР-анализ перспек-
тивных масличных сортообразцов C. sativa 
из коллекции Национального ботаническо-
го сада им. Н.Н. Гришко НАН Украины: со-
ртов Перемога, Клондайк, Мираж, Евро-12, 
а также селекционных линий ЕОРЖЯФ-1, 
ЕОРЖЯФ-2, ЕОРЖЯФ-3, ЕОРЖЯФ-4, ЕОР-
ЖЯФ-5, ЕОРЖЯФЧ, ЕОРЖЯФЧП и ЕОР-
ЖЯФД. Из полученной электрофореграммы 
(рис. 2 а) видно, что все ампликоны – участки 
интронов β-тубулина – имеют длину в диапа-
зоне от 295 до 3200 пар нуклеотидов (п.н.). 
Примечательным является то, что у С. sativa 
образуется большое количество продуктов 
амплификации (около 50) и все они четко 
различимы на электрофореграмме. Значи-
тельная часть зон являются мономорфны-
ми – представленными единственным амп-
ликоном. В целом можно выделить 7 четких 
полиморфных зон, расположенных в диапазо-
нах 295–300 п.н., 350–400 п.н., 600–700 п.н., 
1000–1100 п.н. Например, для сортообразцов 
ЕОРЖЯФ-3 и Евро-12 характерно наличие 
фрагментов размером 295 п.н., а для ЕОР-
ЖЯФ-5 и ЕОРЖЯФЧП – 370 п.н. (у осталь-
ных образцов образуются фрагменты длиной 
375 п.н.). У 4 из 12 сортообразцов наблюда-
ется фрагмент 660 п.н. (Мираж, ЕОРЖЯФ-1, 
ЕОРЖЯФ-5, ЕОРЖЯФЧП), у остальных вось-
ми – 650 п.н. Ампликон размером 1085 п.н. 

обнаружен только у образца ЕОРЖЯФЧ. 
Таким образом, например, сортообразец 
ЕОРЖЯФЧ отличается от других наличием 
ампликонов 660 п.н., 1085 п.н. и отсутстви-
ем – 295 п.н., 375 п.н., 650 п.н. и 1110 п.н.

ТВР-метод также продемонстрировал диффе-
ренцирующую способность при исследовании 
представителей рода Eleusine Gaertn. Было ис-
следовано 2 сорта E. coracana украинской се-
лекции (Тропиканка и Евгения), два сомакло-
нальных варианта SE-1 и SE-4, полученные из 
сорта Тропиканка, 2 генотипа E. indica (4А-2-1,
4А-1) и природная популяция E. indica. При 
этом, хотя часть ампликонов является одина-
ковой для всех образцов, возможно, являясь 
специфичными для рода Eleusine, различия 
легко заметны как между разными видами, 
так и между генотипами в пределах одного ви-
да. Результаты электрофоретического анализа 
(рис. 2 б) свидетельствуют о том, что во время 
амплификации образуются продукты длиной 
от 100 до 4440 п.н. Однако более четкие зоны 
располагаются в диапазоне от 370 до 4440 п.н. 
Различия между двумя видами заключают-
ся в том, что у E. coracana чаще наблюдают-
ся ампликоны 1440 п.н., 855 п.н., 1190 п.н., 
а у E. indica – 1410 п.н., 830 п.н., 980 п.н. Кро-
ме того, ампликон 450 п.н. присутствует у всех 
образцов E. indica, а у E. coracana – только у 
сорта Евгения и сомаклонального варианта  

Окончание таблицы 
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435–480 п.н., 665–730 п.н., 880–885 п.н., 
1105 п.н., 1595–1895 п.н. Все изученные об-
разцы имеют довольно четкий ТВР-профиль, 
по которому их можно дифференцировать друг 
от друга, что позволяет использовать этот ме-
тод в селекционной работе L. usitatissimum.

Вместе с тем, ТВР может быть использован 
в качестве источника генетических маркеров и 
при изучении древесных растений [39]. Лесное 
хозяйство является вторым по экономической 
значимости после сельского хозяйства возоб-
новляемым биологическим ресурсом Украи-
ны. Если в решении биотехнологических и 
селекционных вопросов сельскохозяйствен-
ного производства уже давно применяются 
молекулярно-генетические маркеры, то в лесо-
ведении они используются не так интенсивно. 

Рис. 2. Электрофореграмма с ампликонами интронов генов β-тубулина: а – C. sativa; б – Eleusine; 
в – L. usitatissimum. Прямоугольниками отмечены полиморфные зоны; М – маркер; К – контроль; 

1–15 (в верхней части рисунка) – номера образцов. 
а – 1–12: сорта и сортообразцы C. sativa: Мираж, ЕОРЖЯФ-2, ЕОРЖЯФ-3, Евро-12, ЕОРЖЯФ-4, Перемога, 

Клондайк, ЕОРЖЯФЧ, ЕОРЖЯФ-1, ЕОРЖЯФ-5, ЕОРЖЯФЧП, ЕОРЖЯФД;  
б – 13–16: E. coracana (сорт Тропиканка, сомаклональный вариант SE-1, сомаклональный вариант SE-4, 

сорт Евгения), 17–18: E. indica (4А-2-1, 4А-1), 19 – природная популяция E. indica; 
в – 20–26: сорта L. usitatissimum: Хейя-15, Хейя-13, Светоч, Свитанок, Антей, Zenga, Глазур

SE-1. Как ни странно, наибольшие отличия об-
наружены для природной популяции E. indica – 
у нее отсутствует целый ряд ампликонов, 
ранее выявленных у вида E. indica: 610 п.н., 
830 п.н., 980 п.н., 1575 п.н., 2130 п.н., 2370 п.н., 
3640 п.н.; и имеются уникальные – 370 п.н., 
540 п.н., 735 п.н. Таким образом, для диффе-
ренциации растений рода Eleusine оказалось 
достаточным использование лишь I-го интрона 
гена β-тубулина.

Впервые проведенный нами ТВР-анализ 
нескольких сортов L. usitatissimum (рис. 2 в) 
показал, что амплифицируемые фрагменты 
находятся в диапазоне от 405 п.н. до 2820 п.н. 
Всего наблюдается 31 четкая зона, 16 из ко-
торых являются полиморфными. Ампликоны 
визуализируются в следующих диапазонах:  
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Молекулярные маркеры позволяют картиро-
вать гены количественных признаков у ряда 
видов древесных растений. Такие исследова-
ния проводятся в первую очередь в отноше-
нии признаков, которые имеют значительный 
экономический интерес, а именно – скорость 
роста, качество древесины, устойчивость 
к экстремальным условиям среды, заболева-
ниям и вредителям. Это важное, значитель-
но развитое в западных странах направление 
популяционной генетики лесообразующих 
древесных растений совсем не используется 
в Украине. Как свидетельствует мировой на-
учный опыт, определение генетического по-
лиморфизма аборигенных видов древесных 
растений, их популяционно-генетической 
структуры, ее воспроизведения в семенном 
потомстве и система скрещивания – только на-
чальный уровень для получения информации 
о распределении адаптивной изменчивости 
сложных признаков на микро- и макроэволю-
ционных уровнях.

В связи с этим была исследована примени-
мость ТВР-метода для некоторых видов дре-
весных растений, а именно: Quercus robur L., 
Fagus sylvatica L., Ulmus laevis L., Betula 
pendula L., Acer platanoides L. , Picea abies (L.) 
H. Karst., Pinus sylvestris. Установлено, что 
по полиморфизму длины только первого ин-
трона гена β-тубулина у Q. robur отличаются 
растения внутри одной популяции. Размеры 
ампликонов варьируют в пределах от 295 п.н. 
до 1820 п.н. Для Fagus L. и Pinus L. диапазон 
варьирования ампликонов составляет 300–
3500 п.н. и 300–3000 п.н., соответственно.

В целом, на сегодняшний день несколько 
лабораторий успешно используют семейство 
генов β-тубулина для оценки генетического 
разнообразия и эволюционных исследова-
ний среди эукариотических видов. Все они 
охарактеризовали ТВР метод как доступный 
инструмент для генетического анализа и се-
лекционной работы. 

рокого спектра видов растений. Он может 
быть использован для характеристики меж- 
и внутривидового разнообразия, а также для 
построения генетических карт, поскольку 
непосредственно отражает вариации, про-
исходящие внутри генов. Метод применим 
в молекулярно-филогенетическом анализе, 
для предварительной характеристики и рас-
познавания различных сортов растений, бы-
строго фингерпринтинга популяций. Этот 
инструмент имеет хорошие перспективы в се-
лекционных исследованиях, направленных на 
улучшение агрономических и биохимических 
признаков сельскохозяйственных культур. 
В целом метод, основанный на оценке поли-
морфизма длины интронов генов β-тубулина 
(ТВР), является быстрым, недорогим, про-
стым и надежным, и практически не требует 
наличия предварительных сведений о геноме 
растений, но вместе с тем является обильным 
источником генетической информации.

Заключение
Опубликованные на данный момент ре-

зультаты ТВР-анализа у растений свидетель-
ствуют о том, что данный метод, основанный 
на изучении полиморфизма длины интро-
нов генов β-тубулина, является удобным и 
надежным подходом, применимым для ши-
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данных локусов в фенотипическое проявление 
признака в зависимости от условий окружаю-
щей среды составляет от 5,9 до 20,1% [8].

Значительная роль в формировании урожай-
ности отводится инвертазе клеточной стенки 
(Cell wall invertase – Cwi). Ее важность в раз-
витии тканей нефотосинтезирующих органов 
пшеницы [9, 10], распределении углерода [11] 
и ее влияние на массу зерна [12–14] подтверж-
дена многочисленными исследованиями. 
У большинства растений углерод, ассимилиро-
ванный в форме сахаров, в частности, сахаро-
зы, транспортируется из фотосинтезирующих 
в нефотосинтезирующие ткани, где сахароза 
может быть использована напрямую или рас-
щеплена сахароза-синтазой либо инвертазой 
до гексоз [15]. Инвертаза относится к классу 
гидролаз и катализирует расщепление сахаро-
зы до глюкозы и фруктозы. В зависимости от 
растворимости, рН-оптимума и локализации 
в клетке, инвертазы высших растений под-
разделяют на три типа: цитоплазматические, 
вакуолярные и инвертазы клеточной стенки 
[16]. Инвертаза клеточной стенки имеет кис-
лый рН-оптимум, связана с клеточной стенкой 
ионными связями и катализирует гидролиз са-
харозы до глюкозы и фруктозы [9].

По данным Weber с соавторами [17], количе-
ство инвертазы клеточной стенки в оболочке се-
мян имеет высокую степень корреляции с уров-
нем содержания гексоз в семядолях и апопласте 
эндосперма, что, в свою очередь, оказывает 
влияние на развитие нефотосинтезирующих 
тканей семян. Трансгенная антисмысловая ре-
прессия гена, кодирующего инвертазу клеточ-
ной стенки моркови, приводит к укорочению 
стержневого корня и к увеличению соотноше-
ния сухой массы листьев к массе корней [11]. 

Введение
Пшеница является одним из главных пище-

вых злаков, культивируемых в мире. В связи 
с увеличением населения Земли, а, следова-
тельно, и потребностей в данном злаке, одной 
из главных задач для селекционеров являет-
ся повышение урожайности зерна пшеницы. 
Для Республики Беларусь, где обеспечение 
народного хозяйства зерном пшеницы соб-
ственного производства является важнейшей 
государственной задачей, возделывание сортов 
с высокими показателями урожайности имеет 
приоритетное значение. Урожайность зерна 
тесно связана с такими характеристиками, как 
количество зерен на единицу площади и их мас-
са [1]. По данным Collaku [2], урожайность 
зерна на 20% зависит от массы тысячи зерен. 
В ряде стран, таких как Индия и Китай, данный 
показатель является основным для принятия 
того или иного сорта для возделывания ферме-
рами. Например, в климатических условиях Ки-
тая при увеличении массы тысячи зерен всего 
лишь на 1 грамм можно добиться увеличения 
урожайности на 140–160 кг/га [3, 4].

На сегодняшний день известно большое ко-
личество локусов, контролирующих урожай-
ность зерна. В частности, локусы, отвечаю-
щие за массу зерна, были картированы почти 
на каждой из 21 хромосом [5–7]. Su с соавто-
рами [5], например, было выявлено восемь ло-
кусов, контролирующих массу семян в главном 
колосе и расположенных на хромосомах 2A, 
2D, 4B, 5A, 7A и 7B. Данные локусы объясня-
ют от 5,6 до 16,2% фенотипических вариаций 
данного признака. Помимо этого данными ав-
торами были выявлены локусы, оказывающие 
влияние на массу тысячи зерен и расположен-
ные на хромосомах 1D, 2A, 5D и 6А. Вклад 
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Снижение массы семян до 70% было показано 
на мутантном сорте кукурузы Miniature-1, ли-
шенном активности инвертазы клеточной стен-
ки [12, 13]. Hirose с соавторами [18] выявили, 
что экспрессия гена OsCIN1 cвязана с активно-
стью инвертазы клеточной стенки и развитием 
зерновки, что дает основание предполагать, что 
экспрессия данного гена играет важную роль 
в обеспечении зерновок источником углерода. 
Ген риса GIF1 кодирует инвертазу клеточной 
стенки, необходимую для распределения угле-
рода на ранних стадиях созревания [14].

Нуклеотидная последовательность кДНК, 
кодирующая инвертазу клеточной стенки, впер-
вые была клонирована у моркови [19], а затем 
охарактеризована и описана у ряда таких расте-
ний, как томат [20], соя [21], кукуруза [13], сорго 
[22] и рис [18]. Общей чертой всех аминокис-
лотных последовательностей инвертазы клеточ-
ной стенки является наличие β-фруктозидазного 
мотива (NDPNG/A) и аминокислотного остат-
ка цистеина [9]. Гены, кодирующие инвертазу 
клеточной стенки, имеют сходную структуру 
и состоят из 6–8 экзонов [23] и большинство 
из них имеет очень короткий второй экзон, ко-
дирующий только три аминокислоты (DPN) [9]. 
Полиморфизм этих генов в геноме пшеницы 
вносит существенный вклад в показатель мас-
сы тысячи зерен [3]. В связи с этим характери-
стика локуса, кодирующего инвертазу клеточ-
ной стенки, с привлечением функциональных 
маркеров является важным этапом в маркер-
сопутствующей селекции пшеницы.

Целью данной работы было исследование 
аллельного разнообразия локуса TaCwi-A1 
и выявление ассоциации между его аллелями 
и массой тысячи зерен в сортах и линиях пше-
ницы, используемых в белорусской селекции.

Анализ аллельного состава гена TaCwi-
A1проводили согласно методике Ma и др. [3] 
с изменениями.

Для амплификации была использована сле-
дующая программа: 1 цикл продолжительно-
стью 5 мин при 94 °С; 35 циклов, включающих 
в себя: 45 с при 94 °С, 45 с при 57 °С, 1 мин 
30 с при 72 °С, заключительная элонгация – 
10 мин при 72 °С.

Состав реакционной смеси для амплифика-
ции объемом 12,5 мкл был следующий: 1×бу-
фер для Taq полимеразы «А» без MgCl2; 1,5 мМ 
MgCl2; 0,2 мМ НТФ; 0,25 нМ праймеры; 0,5 ЕА 
Taq-полимераза; 50 нг ДНК. Для анализа ис-
пользовались праймеры и ПЦР-реактивы про-
изводства компании Праймтех (Беларусь).

Визуализацию фрагментов амплификации 
проводили после разделения методом электро-
фореза в трис-ацетатном буфере при помощи 
системы документирования гелей GelDoc 2000.

Материалы и методы
Аллельное разнообразие локуса TaCwi-A1 

было исследовано в коллекции из 79 сортов 
и линий озимой пшеницы, используемых 
в селекционном процессе РУП  «Научно-
практический центр НАН Беларуси по земле-
делию» (г. Жодино). Измерения массы тысячи 
зерен были проведены в лаборатории озимой 
пшеницы данного учреждения.

ДНК из зерен выделяли по методу, предло-
женному Plaschke и др. [24]. Выделение про-
водили из двух зерновок для каждого сорта.

Результаты и обсуждение
Для изучения ассоциации между массой ты-

сячи зерен и аллельным разнообразием локу-
са TaCwi-A1 были протестированы 79 сортов 
и линий озимой пшеницы, представляющих 
интерес для селекционного процесса. Образцы 
сорта Элегiя были взяты в качестве стандарта. 
В среднем масса тысячи зерен, взятых для ана-
лиза сортов, составила 51,4 г. Для тестирования 
аллелей гена TaCwi-A1 был изучен однонуклео-
тидный полиморфизм в 4-м интроне (позиция 
2,727 нп) с помощью пары комлементарных до-
минантных функциональных маркеров CW121 
и CW122. ПЦР-фрагмент размером 404 п.н. (ал-
лель «мутантного типа» TaCwi-A1b) амплифи-
цировался у образцов, имеющих мутацию в 4-м 
интроне (AT→AG), приводящую к изменению 
транскрипции в пятом экзоне и появлению пеп-
тида с другой структурой, снижающей массу 
тысячи зерен. ПЦР-фрагмент размером 402 п.н. 
амплифицировался у образцов, не имеющих 
описанной выше мутации (аллель «дикого» 
типа TaCwi-A1а) [3]. Пример электрофорети-
ческого разделения данных фрагментов гена 
TaCwi-A1, амплифицированных с использова-
нием праймеров CW121 и CW122 из генома не-
которых сортов пшеницы, показан на рисунке. 
Результаты измерения массы тысячи зерен и ал-
лельный состав гена TaCwi-A1 исследованных 
сортов пшеницы приведены в таблице.
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Масса тысячи зерен и аллельный состав гена TaCwi-A1 сортов и линий пшеницы

Рисунок. Результаты разделения методом электрофореза ампликонов локусов CW: а – маркер CW121, 
б – маркер CW122. Маркер молекулярного веса GeneRuler 100 bр Plus DNA Ladder (М). Сорта: Хоревиця (1–2), 
Юнона (3–4), Faur (5–6), Balaton (7–8), Miranda (9–10), Хвест (11–12), Благодарна (13–14), Доброчын (15–16),  

Заграва одесская (17–18)

№ Название сорта, линии Страна
происхождения

Масса тысячи
зерен, г Аллель

1 Элегiя (образец 1) Беларусь 52,9 TaCwi-A1а
2 Элегiя (образец 2) -//- 53,1 -//-
3 Альбатрос одесский Украина 48,0 -//-
4 Багира -//- 52,1 -//-
5 Барвина -//- 55,2 -//-
6 Благодарна -//- 56,5 -//-
7 Борвий (образец 1) -//- 40,9 -//-
8 Борвий (образец 2) -//- 50,3 -//-
9 Бунчук -//- 44,3 -//-

10 Видрада -//- 56,7 -//-
11 Вильшана -//- 53,4 -//-
12 Герта -//- 51,5 -//-
13 Годувальныця одеська -//- 57,7 -//-
14 Доброчын -//- 52,5 -//-
15 Заграва одесская (образец 1) -//- 46,2 -//-
16 Заграва одесская (образец 2) -//- 51,2 -//-
17 Заможнисть -//- 51,7 -//-
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№ Название сорта, линии Страна
происхождения

Масса тысячи
зерен, г Аллель

18 Истина одесская -//- 45,7 -//-
19 Калита -//- 43,2 -//-
20 Кармен -//- 47,6 -//-
21 Козачий атаман -//- 52,8 -//-
22 Лорд -//- 55,1 -//-
23 Миронивська  сторична -//- 49,8 -//-
24 Наусель -//- 50,2 -//-
25 Одесская 200 -//- 54,5 -//-
26 Подолянка -//- 59,8 -//-
27 Полевик -//- 51,9 -//-
28 Почаивка -//- 55,9 -//-
29 Придеснянська напивкарликова -//- 59,4 -//-
30 Роксолана -//- 44,5 -//-
31 Сагайдак -//- 58,5 -//-
32 Селянка одесская -//- 51,8 -//-
33 Славна -//- 56,0 -//-
34 Турунчук -//- 51,0 -//-
35 Ужинок -//- 46,7 -//-
36 Уникум -//- 44,9 -//-
37 Утес -//- 56,1 -//-
38 Хвест -//- 47,4 -//-
39 Хоревица (образец 1) -//- 55,5 -//-
40 Хоревица (образец 2) -//- 59,5 -//-
41 Элик -//- 52,7 -//-
42 Эпоха одесская -//- 46,4 -//-
43 Яворина -//- 47,5 -//-
44 Ярославна -//- 47,1 -//-
45 Ариадна Россия 54,6 -//-
46 Аскет -//- 42,2 -//-
47 Богданка -//- 50,6 -//-
48 Дон 95 -//- 55,1 -//-
49 Донской сюрприз -//- 48,2 -//-
50 Донская полукарликовая -//- 54,8 -//-
51 Ермак -//- 52,2 -//-
52 Ершовская 11 -//- 53,8 -//-
53 Жемчужина Поволжья -//- 50,1 -//-
54 Зарница -//- 50,9 -//-
55 Короганка -//- 48,3 -//-
56 Левобережная 1 -//- 55,9 -//-
57 Новоершовская -//- 56,6 -//-
58 Памяти Калиненко -//- 45,0 -//-

Продолжение таблицы 
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№ Название сорта, линии Страна
происхождения

Масса тысячи
зерен, г Аллель

59 Проза -//- 53,3 -//-
60 Ростовчанка 3 -//- 45,0 -//-
61 Синтетик -//- 56,5 -//-
62 Юнона -//- 44,8 -//-
63 F.594 -//- 39,4 -//-
64 Emmit Германия 50,0 -//-
65 Samurai -//- 55,3 -//-
66 Skagen -//- 56,3 -//-
67 Faur Румыния 53,2 -//-
68 Miranda -//- 55,4 -//-
69 Lupus Австрия 47,1 -//-
70 Saturnus -//- 52,1 -//-
71 Акорд Украина 56,6 TaCwi-A1b
72 Acratos Германия 55,5 -//-
73 Catalus -//- 53,1 -//-
74 Cubus -//- 50,3 -//-
75 Dromos -//- 51,0 -//-
76 Perfect -//- 50,2 -//-
77 Balaton Австрия 49,7 -//-
78 Co 207 Франция 47,9 -//-
79 FT Wonder Канада 56,9 -//-

Как видно из таблицы, 9 (11,4%) исследо-
ванных сортов и линий несут в своих гено-
мах аллель TaCwi-A1b, который может при-
водить к снижению массы тысячи зерен. При 
сравнении полученных данных об аллельном 
составе локуса TaCwi-A1 с данными о факти-
ческой массе тысячи семян было выявлено, 
что линия Со 207 и сорта Balaton, Dromos, 
Perfect и Cubus имеют мутации в 4-м интро-
не (AT→AG) данного локуса и массу тысячи 
зерен меньше среднего значения (47,9; 49,7; 
51,0; 50,2 и 50,3 г соответственно). Масса ты-
сячи зерен у сортов Акорд, Acratos, Catalus 
и FT Wonder, также обладающих данной му-
тацией, оказалась выше средней и составила 
56,6; 55,5; 53,1 и 56,9 г соответственно. Сред-
няя масса тысячи зерен 9 сортов и линий, не-
сущих мутацию в данном локусе (TaCwi-A1b 
аллель), составила 52,4 г. При этом диапазон 
значений варьировал от 47,9 до 56,9 г, а стан-
дартное отклонение составило 3,29. Масса 
тысячи зерен у 70 сортов и линий, несущих 

аллель TaCwi-A1а, благоприятно влияющий 
на данный показатель, находилась в диапазоне 
от 39,4 до 59,8 г. и в среднем составила 51,3 г. 
Стандартное отклонение составило 4,75.

Ген TaCwi-A1, кодирующий инвертазу кле-
точной стенки, локализован на хромосоме 2А 
и состоит из 7 экзонов и 6 интронов, имею-
щих общую протяженность 3,676 п.н., из 
которых 1,767 п.н. приходится на открытую 
рамку считывания. У сортов с более высокой 
и более низкой массой тысячи зерен в данном 
локусе Ma с соавторами [3] выявили девять 
однонуклеотидных полиморфизмов (SNPs), 
из которых четыре располагаются в интронах 
и пять – в экзонах. Было установлено, что че-
тыре из пяти однонуклеотидных полиморфиз-
мов в экзонах являются сайленс-мутациями 
и не приводят к аминокислотным заменам. 
Мутация в пятом экзоне в позиции 2,845 нп 
является миссенс-мутацией и приводит к заме-
не лейцина на валин в кодоне 442. Это может 
частично объяснить различия по массе тысячи 

Окончание таблицы 
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зерен среди сортов, обладающих различными 
аминокислотами в данном кодоне. Интроны, 
как известно, играют важную роль в регуляции 
экспрессии генов [25]. В частности они влияют 
на транскрипцию ДНК путем альтернативно-
го сплайсинга, что приводит к сдвигу рамки 
считывания [26]. У высших растений GT-AG 
являются типичными мишенями для сплай-
синга интронов, поскольку все интроны имеют 
5’-GT и 3’-AG границы [3].

Результаты исследования показали, что неко-
торые образцы, несущие в своих геномах му-
тацию в локусе TaCwi-A1, имеют массу тысячи 
зерен больше, чем сорта и линии, не несущие 
в своих геномах мутацию в данном локусе. Ве-
роятно, это связано с тем, что признак «масса 
тысячи зерен» является полигенным и контро-
лирующие его гены расположены практически 
на всех хромосомах [27, 28]. Локус TaCwi-A1 
является одним из этих генов и анализ его 
аллельного состава не может объяснить всех 
фенотипических отличий по данному призна-
ку. Поэтому необходимым и перспективным 
направлением для улучшения селекционно-
го процесса пшеницы является дальнейшая 
идентификация и картирование локусов, от-
ветственных за данный признак, а также соз-
дание для них функциональных маркеров [3].

Помимо маркер-сопутствующей селекции, 
для количественных признаков, одним из ко-
торых является масса тысячи зерен, перспек-
тивным является применение геномной се-
лекции, предложенной Meuwissen et al. [29]. 
Данный подход основан на одновременном 
использовании не только основных марке-
ров, контролирующих определенный признак, 
но также и маркеров, оказывающих менее 
значительный эффект на проявление данно-
го признака для создания модели фенотипов 
и генотипов с целью определения ценности 
селекционного материала. В его основе ле-
жит отбор благоприятных аллелей по мно-
гим локусам одновременно от обеих роди-
тельских форм для улучшения показателей 
по контролируемым признакам в потомстве. 
Несмотря на то, что для геномной селекции 
требуется создание модельной популяции с 
известными фенотипическими параметрами 
и хорошим охватом маркеров по геному, что 
является весьма трудоемким процессом, она 
имеет множество преимуществ по сравнению 

с маркерной селекцией и все чаще использу-
ется в селекционном процесе. [30]. В частно-
сти, Poland et al. при помощи секвенирования 
было выявлено 41 371 однонуклеотидных по-
лиморфизма в коллекции CIMMYT (Interna-
tional Maize and Wheat Improvement Center), 
состоящей из 254 улучшенных селекционных 
линий, используемых в селекционной про-
грамме в семиаридных районах. На основании 
полученных экспериментальных данных авто-
рами были созданы модели геномной селекции 
пшеницы для таких признаков, как урожай-
ность в орошаемых условиях и условиях засу-
хи, время до колошения и масса тысячи зерен. 
Было показано, что стоимость такого анализа 
для одного образца составляет 20 долларов. 
Таким образом, сочетание надежности разра-
ботанных маркеров, охвата ими всего генома 
и низкой стоимости делает генотипирование 
на основе секвенирования наиболее перспек-
тивным методом для геном-сопутствующей 
селекции пшеницы [31].

Заключение
Изучение полиморфизма локуса TaCwi-A1 

показало, что большинство протестированных 
сортов и линий (88,6%) пшеницы, используе-
мых в селекционном процессе в Беларуси, со-
держали аллель TaCwi-A1а, обеспечивающий, 
по литературным данным, более высокую мас-
су тысячи зерен. Вместе с тем, масса тысячи 
зерен у сортов Акорд, Acratos, Catalus и FT 
Wonder, несущих аллель TaCwi-A1b, присут-
ствие которого должно приводить к снижению 
данного показателя, оказалась выше средней 
для изученного коллекционного материала. 
Вероятно, проявление признака компенсиру-
ется другими генами или локусами.
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линий земляники садовой и защищены пра-
ва селекционеров [8]. Однако каждая из этих 
систем имеет определенные проблемы с вос-
производимостью в различных лаборатори-
ях. Этого недостатка лишены SSR-маркеры. 
Результаты, полученные с их помощью, лег-
ко интерпретируются и воспроизводятся. По-
мимо этого, микросателлитные маркеры на-
следуются по кодоминантному принципу, 
и поэтому получили широкое применение для 
картирования генома и анализа генетической 
структуры популяции [9]. Первые работы в 
данном направлении проводились Sargent с со-
трудниками, которые в 2003 году разработали 
и охарактеризовали набор SSR-маркеров для 
Fragaria viridis, диплоидного представителя 
рода Fragaria L. [10]. Позже эта же группа ис-
следователей разработала генетическую кар-
ту для межвидового гибрида от скрещивания 
F. vesca × F. nubicola. В данном исследовании 
было картировано 78 маркеров, среди которых 
68 SSR-маркеров [11].

В 2008 году Govan с сотрудниками разработа-
ли сет из 10 пар SSR-маркеров, характеризую-
щихся высокой воспроизводимостью и инфор-
мативностью. В исследовании этих авторов было 
охарактеризовано 60 различных генотипов зем-
ляники садовой селекции США, Канады, Япо-
нии, Германии, Англии и других европейских 
стран [12]. Дальнейшее изучение Brunings с со-
трудниками генетического разнообразия элит-
ных линий земляники садовой с использованием 
данного набора маркеров показало значительное 
снижение аллельного разнообразия селекцион-
ных линий по сравнению с родительскими фор-
мами [13]. В 2009 году Gil-Ariza с сотрудниками 
исследовали 92 сорта земляники садовой и по-
казали, что сорта земляники, культивируемые 
в промышленных масштабах, обладают значи-
тельным генетическим сходством. Несмотря 

Земляника (Fragaria L.) – род многолетних 
травянистых растений семейства розовых (Ro-
saceae Juss., надпорядок Rosanae). Род Fraga-
ria L. включает в себя 25 видов, различающихся 
по уровню плоидности: 13 диплоидов, 5 тетра-
плоидов, 1 гексаплоид, 4 октоплоида и 1 дека-
плоид [1]. Самым распространенным культи-
вируемым видом является земляника садовая 
(Fragaria × ananassa), относящаяся к окто-
плоидам (2n=8x=56). Размер ее генома состав-
ляет 708–720 Mb [2]. По данным ФАО, мировое 
производство земляники садовой за последние 
годы увеличилось и составляет более 59% вало-
вого производства всех ягод. Интенсификация 
ягодоводства требует использования новых со-
ртов, отвечающих возрастающим современным 
требованиям, среди которых скороплодность 
и высокая урожайность, отзывчивость на агро-
технику, устойчивость к вредителям и болез-
ням, пригодность для механизированного воз-
делывания и уборки урожая, высокие товарные 
и технологические качества ягод. Для успешной 
реализации селекционных программ большое 
значение имеет идентификация генотипов как 
сортов, так и гибридов и исходных форм. Сор-
та земляники имеют значительное внешнее 
сходство, что затрудняет их идентификацию 
по фенотипическим признакам. В связи с этим 
все большее значение приобретает разработка 
эффективных и надежных методов оценки ге-
нетического разнообразия сортов с использо-
ванием молекулярных маркеров. 

Для изучения генетического разнообразия 
земляники садовой исследователями разных 
стран были предложены несколько вариантов 
молекулярных маркеров: RAPD [3, 4, 5], AFLP 
[6], ISSR [7]. В 2000 году на основе данных, 
полученных с помощью RAPD-анализа, в суде 
была подтверждена сортовая принадлежность 

Введение
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на это, данный метод позволил достоверно раз-
личить каждый сорт, а также выявить 3 основ-
ные группы в рамках исследуемой выборки [14].

В последние годы в мировом научном со-
обществе активно ведутся работы, направ-
ленные на изучение генетического разно-
образия земляники садовой, а также поиск 
ген-ассоциированных маркеров для селекции 
по хозяйственно-ценным признакам.

Однако к настоящему времени не существует 
универсальной методики ДНК-идентификации 
земляники садовой, на молекулярном уровне 
изучено ограниченное количество сортов. Со-
рта белорусской селекции остаются неиссле-
дованными. Не изучено, каким генетическим 
потенциалом они обладают, и какие наборы 
маркеров эффективны для их идентификации. 
В связи с этим данное исследование направ-
лено на изучение генетического потенциала 
сортов земляники садовой, культивируемых 
в Республике Беларусь.

Материалы и методы
Объектом исследования служили сорта 

земляники садовой, возделываемой в Ре-
спублике Беларусь. Материал предоставлен 
РУП «Институт плодоводства» (пос. Само-
хваловичи). Выделение тотальной ДНК из 
фрагмента листа отдельного растения осу-
ществляли с помощью набора Genomic DNA 
Purification Kit (Thermo Scientific, ЕС) соглас-
но методике производителя. Для анализа по-
лиморфизма по SSR-маркерам использовали 

мультиплексную ПЦР, позволяющую про-
водить реакцию одновременно для  4  пар 
праймеров в одной микропробирке. Каждая 
пара имела специфическую флуоресцентную 
метку (FAM, R6G, TAMRA, ROX). В иссле-
довании использовали SSR-маркеры, спец-
ифичные для геномов F. vesca [15] и F. nu-
bicola [11]. Названия праймеров приведены 
в табл. 1. Праймеры синтезированы компа-
нией Праймтех (Беларусь). 

Состав реакционной смеси, конечным объ-
емом 20 мкл, был следующий: 1×ПЦР буфер 
с  (NH4)2SO4, 1,5 мM MgCl2, 200 мкМ смеси 
dNTP, по 0,2 мкМ каждого из праймеров, 20–
50 нг ДНК и 1 ед. Taq-полимеразы (Thermo 
scientific, EC). Реакцию ПЦР проводили по 
следующей программе: 1 цикл продолжитель-
ностью 4 мин при 94 °С; 40 циклов, включаю-
щих: 40 с при 94 °С, 1 мин при 58 °С, 1 мин 
при 72 °С; заключительная элонгация – 7 мин 
при 72 °С. 

Разделение фрагментов ПЦР выполняли 
на автоматическом секвенаторе 3500 Genetic 
Analyzer (Applied Biosystems, США). Раз-
мер фрагментов рассчитывали с помощью 
компьютерной программы GeneMapper® 
Software v4.1 относительно стандартных об-
разцов ДНК известной длины. В качестве 
стандарта молекулярного веса использовали 
внутренний стандарт S450 (Синтол, Россия).

Дискриминационная сила маркера (PD – 
Power of Discrimination) была рассчитана по 
формуле:

Таблица 1
Нуклеотидные последовательности праймеров, длина и количество аллелей  

SSR-локусов в геноме Fragaria 

Локус Последовательность праймера Повторяющийся 
мотив

Число 
аллелей

Размер 
фрагментов, 

п.н.

FG7ab F GCAGTGCTACATCGACTCAGGTCCAA 
R ACCAAGGAAGTGCCGAAGTGGGTTT TCAAATAG 7 136–181

FG7cd F AGGTGTCCAAAGAGGGTTGCTGTAGA 
R TCCCTCTCCCAATAACCCTTTGCTTC TAGGGA 8 228–312

FG2ab F TGAACTGGTCCATCGGTGCTGAAA 
R TGATCACACAATACGCATTACCAAGCCT TATG 9 316–374

UFFa3-
D11 

F GCCTTGATGTCTCGTTGAGTAG
 R TACCTTCTGCATTCACCATGAC AGA 12 181–219

EMFn002 F GGAACCCCAAATACCAACTTT
R AAAGCCTGAAGTTGTTCAATAAA AC 1 247

EMFn017 F TTTTCAAATTGTTACCCCATCC
R CTAAAAATCCCCCAAATTGTGA TC – –
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PD = 1 – ∑(gi)
2,

где gi – частота встречаемости i-ого геноти-
па [16].

Дендрограмма генетического сходства со-
ртов земляники садовой была получена с по-
мощью программы Treecon методом UPGMA, 
основываясь на коэффициенте генетического 
сходства Nei и Li [17, 18].

Результаты и обсуждение
Для анализа генетического разнообразия 

земляники садовой, выращиваемой в Респу-
блике Беларусь, была сформирована коллек-
ция образцов, включающая различные сорта. 
В ней представлены как сорта белорусской 
селекции, так и сорта селекции России, Гер-
мании, Польши и других стран. 

Для оценки генетического разнообразия 49 
сортов земляники садовой было использова-
но 6 SSR-маркеров. Количество и длина алле-
лей, определенных в результате SSR-анализа, 
представлены в табл. 2. Как видно из таблицы, 
не все рассматриваемые локусы оказались по-
лиморфны.

Так, в локусе EMFn002 выявлен только 
один аллель длиной 247 п.н. При анализе 
локуса EMFn017 не удалось получить чет-
кие воспроизводимые результаты. При раз-
делении продуктов амплификации с данным 
маркером на автоматическом секвенаторе 
было выявлено большее число аллелей, чем 
количество возможных вариантов для окто-
плоидных организмов. Вероятно, это связа-
но с тем, что для данного маркера выбран 
динуклеотидный повтор (TC), что затруд-
няет интерпретацию результатов, особен-
но у полиплоидов. Данные маркеры были 
исключены из дальнейшего исследования. 

Маркеры FG7ab, FG7cd, FG2ab и UFFa3-
D11 показали стабильно воспроизводимые 
результаты. При этом количество аллелей, 
идентифицированных у сортов F. ananassa 
в каждом локусе, различалось. Наименее 
полиморфным оказался локус FG7ab. Коли-
чество обнаруженных в нем аллелей соста-
вило 7. В локусах FG7cd и FG2ab выявлено 
8 и 9 аллелей соответственно. Наибольшее 
количество аллелей (12) было выявлено в ло-
кусе UFFa3-D11.

Частота распространения аллелей в локу-
сах была разная. Диаграмма распределения 
частот встречаемости аллелей в отдельных 
локусах представлена на рис. 1. Так, в локу-
се FG7ab аллель 136 п.н. встречался у всех 
проанализированных образцов. С высокой ча-
стотой встречался аллель 148 п.н. (0,8). Часто-
та встречаемости других аллелей составляла 
от 0,04 до 0,59. 

В локусе FG7cd 2 аллеля  – 240  п.н. 
и 249 п.н. – встречались с частотой 0,96 и 0,98 
соответственно. Аллель 258 п.н. встречался 
с частотой 0,78. Наиболее редким явился ал-
лель 299 п.н. (0,06). В локусе FG2ab с наи-
большей частотой (0,98) встречались 2 ал-
леля – 316 п.н. и 334 п.н. Аллели 322 п.н., 
342 п.н. и 328 п.н. встречались с частотой 
0,76, 0,9 и 0,57 соответственно. В данном ло-
кусе также выявлен редкий аллель 374 п.н., 
встречающийся с частотой 0,02. В локусе 
UFFa3-D11 аллель 193 п.н. встречался с ча-
стотой 0,96. Частота встречаемости аллелей 
199 п.н., 205 п.н., 196 п.н., 211 п.н., 181 п.н. 
также была достаточно высокой и составила 
0,9, 0,86, 0,84, 0,63 и 0,67 соответственно. Ал-
лели 186 п.н. (0,25) и 215 п.н. (0,53) встреча-
лись реже. Редко встречались аллели 201 п.н. 
(0,06) и 217 п.н. (0,02). 

Таблица 2
Количество и длина SSR-аллелей в геноме Fragaria × ananassa

Праймер Детектируемые SSR-аллели в геноме земляники садовой, п.н.

EMFn002 247
EMFn017 –
FG7ab 136, 148, 155, 164, 166, 173, 181 
FG7cd 228, 240, 249, 257, 270, 294, 299, 312
FG2ab 316, 320, 322, 328, 334, 338, 342, 362, 374
UFFa3-D11 181, 186, 193, 196, 199, 201, 205, 207, 211, 215, 217, 219
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В связи с тем, что земляника садовая явля-
ется октоплоидом, при исследовании ее ге-
нома нельзя использовать ряд показателей, 
успешно применяемых для характеристики 
диплоидных видов. Поэтому в представлен-
ном исследовании каждый маркер был оценен 
с помощью такого показателя, как дискрими-
национная сила маркера (PD). Значение PD, 
рассчитанное для каждого локуса, колебалось 
от 0,77 для локуса FG7ab до 0,87 для локуса 
UFFa3-D11. Среднее значение PD для 4 SSR-
локусов составило 0,82. 

В общей сложности при анализе 4 локусов 
микросателлитных последовательностей сре-
ди 49 сортов земляники садовой было выяв-
лено 49 различных генотипов. Это свидетель-
ствует о достаточно высоком полиморфизме 
отобранных SSR-маркеров.

Количество выявляемых аллелей в локусе 
зависит от состава выборки исследуемых об-
разцов и значительно увеличивается при ана-
лизе обширных коллекций. В исследованиях 
Govan (2008) при изучении генетического 
разнообразия 60 представителей рода Fragar-
ia с применением 10 SSR-маркеров было 
выявлено 166 аллей [12]. В исследованиях 
Brunings при уменьшении выборки до 25 об-
разцов при использовании тех же маркеров 
было обнаружено 74 аллеля [13]. В данном 
исследовании использовалась выборка из 49  

сортов земляники садовой, которая при ана-
лизе по 4 SSR-маркерам позволила выявить 
36 аллелей, в среднем 9 аллелей на маркер. 

Данные о составе аллелей, выявляемых с по-
мощью 4 SSR-маркеров, были использованы 
для построения дендрограммы филогенети-
ческого сходства сортов земляники садовой. 
Результаты представлены на рис. 2.

Как видно из дендрограммы, сорта земля-
ники садовой генетически разнородны, одна-
ко расположены на относительно небольшом 
генетическом расстоянии друг от друга. Так, 
генетическая близость наблюдается между 
сортами Альфа и Соловушка, что согласуется 
с данными о происхождении сорта Альфа от 
скрещивания Соловушка × Индук. Сорта Крас-
ный берег и Купава также генетически близки, 
т.к. сорт Купава получен при скрещивании Red 
Gountlet × Красный берег. В целом, сорта бело-
русской селекции на данном этапе исследова-
ния не образуют отдельного кластера и гене-
тически тесно связаны с сортами иностранной 
селекции. Полученные данные согласуются 
с предыдущими исследованиями Brunings 
и Gil-Ariza, показавшими, что сорта земляни-
ки садовой, культивируемые в промышленных 
масштабах, обладают значительным генетиче-
ским сходством. Сорта культур, обладающих 
низким генетическим разнообразием, требу-
ют большего количества маркеров для того, 

Рис. 1. Диаграмма распределения частот встречаемости аллелей в исследованных локусах
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Рис. 2. Дендрограмма генетического сходства образцов земляники, построенная на основе результатов 
SSR-анализа

чтобы получить уникальную молекулярно-
генетическую формулу. Так, количество мар-
керов, необходимых для ДНК-типирования 
пшеницы равно 24 [19]. Для идентификации 
плодовых культур, обладающих высоким гене-
тическим разнообразием, достаточно набора из 
6–9 маркеров [9]. В данном исследовании уда-
лось выявить 49 различных генотипов среди 
49 сортов земляники садовой. Однако дендро-
грамма генетического сходства, построенная 
на основе результатов SSR-анализа, показала 
небольшие генетические расстояния между 
сортами. Для более детальной характеристики  

генотипов земляники садовой планируется 
привлечь дополнительные молекулярные мар-
керы и оценить их эффективность для целей 
ДНК-идентификации. 

Заключение
Молекулярное исследование геномов сортов 

земляники садовой, выращиваемых в Белару-
си, показало, что они характеризуются невысо-
ким генетическим разнообразием. SSR-анализ 
показал тесную генетическую связь изученных 
сортов селекции Беларуси, России, Германии, 
Польши и других стран. Тем не менее, анализ 
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4 локусов микросателлитных последовательно-
стей среди 49 сортов земляники садовой позво-
лил выявить 49 различных генотипов. Для более 
детальной характеристики генотипов земляники 
садовой планируется привлечь дополнительные 
молекулярные маркеры и оценить их эффектив-
ность для целей ДНК-идентификации. 
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обеспечивающий повышение или понижение 
активности иннервируемой ткани или органа. 
В геноме человека ген ADRB2 локализован 
на участке q31.32 хромосомы 5. Различные 
полиморфные формы, точечные мутации и/
или подавление этого гена связаны с предрас-
положенностью к метаболическому синдрому, 
ожирению, бронхиальной астме, в том числе 
ночной формы, риску развития сахарного диа-
бета 2 типа (СД2) [6].

Ген ADRB3 (adrenoceptor beta 3) кодирует бе-
та-3 адренорецепторы. В геноме человека ген 
ADRB3 локализован на участке 8p12. ADRB3 
расположен, главным образом, в жировых 
клетках, а также в сосудах, в гладких мышцах 
пищеварительного тракта и скелетных мыш-
цах. Реакции этих рецепторов стимулируют 
расщепление жиров и повышение температу-
ры. Их действие основано на активации ката-
болических процессов в клетках, при которых 
жирные кислоты активно используются для 
получения энергии [7].

Ген FABP2 (fatty-acid-bindingproteins) коди-
рует белок, связывающий и транспортирую-
щий жирные кислоты в кишечнике. В гено-
ме человека локализован на участке q28-q31 
хромосомы 4. FABP2 обладает высоким срод-
ством к насыщенным жирам и обеспечивает 
захват, внутриклеточный транспорт и мета-
болизм длинноцепочечных жирных кислот, 
действуя в основном в кишечнике [8].

Ген PPARG (peroxisome proliferator-activat-
ed receptor gamma) кодирует белок-рецептор, 
активируемый пролифераторами пероксисом 
гамма. Ген локализован на хромосоме 3p25.2. 
Кодируемый ядерный рецептор регулирует 
экспрессию генов, участвующих в дифферен-

Введение
Растущая во всем мире распространенность 

ожирения во многом зависит от образа жизни, 
который характеризуется чрезмерным потре-
блением энергии, а также ее низким расходом. 
Ежегодно по меньшей мере 2,8 миллиона 
взрослых умирают по причине избыточного 
веса или ожирения. Кроме того, 44% случаев 
диабета, 23% случаев ишемической болезни 
сердца и от 7 до 41% случаев онкологических 
заболеваний обусловлены избыточным весом 
и ожирением [1]. Исследования показывают, 
что от 20% до 80% отклонений индекса массы 
тела (ИМТ) у населения объясняется генети-
ческими особенностями, то есть наследствен-
ностью [2]. 

На сегодняшний день известно более 50 ло-
кусов, связанных с различными показателями 
ожирения [3], в том числе ИМТ, соотноше-
ние объема талии к бедрам, процента жиров 
в организме, в том числе подкожного жира и 
висцерального жира. Эти ассоциации были 
впервые обнаружены у европейцев. В послед-
нее время повышенный интерес вызывает во-
прос, могут ли генетические вариации в генах, 
чувствительных к питанию, менять реакцию 
организма в зависимости от режима питания 
[4, 5]. Для оценки взаимодействия генетики и 
режима питания необходимы долгосрочные 
исследования. Первым этапом таких иссле-
дований является изучение частот встречае-
мости в популяции различных аллелей генов-
кандидатов, ассоциированных с нарушением 
метаболизма и диетическими параметрами. 

Ген ADRB2 (adrenoceptor beta 2) кодирует 
бета 2 адренергический рецептор, имеющий 
высокую степень сродства к адреналину и 



60

Молекулярная и прикладная генетика. Том 19, 2015 г.

Н.С. Сихаева и др. Частоты встречаемости аллельных полиморфизмов генов ADRB2, FABP2, PPARG...

цировке клеток, в метаболизме мышечных тка-
ней и определяющих обмен жиров и углево-
дов. Ген PPARG также влияет на потребность 
мышечной ткани в глюкозе и ее чувствитель-
ность к инсулину. Таким образом, ген PPARG 
вовлечен в патогенез многих заболеваний, 
включая ожирение, диабет, атеросклероз и 
рак [9].

Ген FTO (fat mass and obesity associated) ко-
дирует ядерный белок, вовлеченный в энерге-
тический обмен и влияющий на метаболизм 
в целом, однако точные физиологические 
функции этого гена полностью не изучены. 
Локализован на 16 хромосоме (16q12.2). Ген 
FTO экспрессируется в человеческих тканях, 
в частности, высокий уровень экспрессии на-
блюдается в мозге, особенно в гипоталаму-
се, ответственном за энергетический обмен. 
Уровень экспрессии гена FTO в аркообразном 
ядре регулируется посредством процессов, от-
ветственных за чувства насыщения и голода.

Полиморфизмы этого гена связаны с нако-
плением жировой ткани. Многие исследования 
также показали ассоциацию полиморфизмов 
этого гена с ИМТ, с риском развития ожирения 
и сахарного диабета 2 типа [10].

Ген APOA2 (apolipoprotein A-II) кодирует 
аполипопротеин (апо-) A-II, который является 
второй наиболее распространенной белковой 
частицей липопротеинов высокой плотности. 
Ген локализован на хромосоме 1q23.3. Белок 
находится в плазме в качестве мономера, го-
модимера, гетеродимера аполипопротеина D. 
Нарушения в этом гене могут привести к ги-
перхолестеринемии [11].	

Целью данного исследования является изу-
чение частот встречаемости аллельных вари-
антов полиморфизмов генов ADRB2, FABP2, 
PPARG, FTO, ADRB3 и APOA2 среди корен-
ного населения Казахстана.

Таблица 1
Характеристика исследуемых полиморфизмов

SNP Название гена Хромосома
Аллели

(основной>
минорный)

Позиция 
в гене 

Изменение  
аминокислоты

rs1042713 ADRB2 (adrenoceptor beta 2) 5 G>A exon 1 Arg16Gly

rs1799883 FABP2 (fatty-acid-binding 
proteins) 4 C>T exon 2 Ala54Thr

rs1801282
PPARG (peroxisome 
proliferator-activated recep-
tor gamma)

3 C>G exon 4 Pro12Ala

rs3751812 FTO (fat mass and obesity 
associated) 16 G>T intron

rs4994 ADRB3 (adrenoceptorbeta 3) 8 A>G exon 1 Trp64Arg
rs5082 APOA2 (apolipoprotein II) 1 A>G nearGene-5

Материалы и методы
В исследование был включен 501 условно 

здоровый человек казахской национальности. 
Информированное согласие было получено от 
всех участников исследования. Возраст участ-
ников колебался от 19 до 60 лет (32,28±9,76, 
n = 360). 83,3% участников были мужского 
пола, и остальные 16,2% были женского по-
ла (n = 365).

ДНК из крови выделяли согласно класси-
ческому методу высаливания [12]. Качество 
геномной ДНК контролировали с помощью 
электрофореза в агарозном геле. Количествен-
ный анализ ДНК проводили с использованием 
спектрофотометра NanoDrop ND 1000.

Генотипирование полиморфизмов (табл. 1) 
проводили с помощью ПЦР в режиме реаль-
ного времени с использованием технологии 
TaqMan® OpenArray®. Амплификацию прово-
дили на амплификаторе QuantStudio 12K Flex 
(Life technologies, USA). ПЦР-смеси имели сле-
дующий состав: OpenArray Genotyping Master 
Mix (2,5 мкл/образец) и образец ДНК 50 нг/
мкл (2,5 мкл/образец). Реакционный объем со-
ставлял 5 мкл. Каждая реакционная смесь была 
покрыта иммерсионным маслом. Температур-
ный режим: 10 мин при 93 °С; циклирование: 
45 с при 93 °С, 13 с при 94 °С, 2,14 мин при 
53,5 °С – 50 циклов; инкубация при 25 °С 2 мин. 
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Обработка данных проводилась с помощью 
программы TaqMan Genotyper Software v. 1.3.

Cтатистический анализ был проведен с ис-
пользованием программы SPSSv.16.0. С по-
мощью критерия χ2 было определено соот-
ветствие частот встречаемости аллелей закону 
Харди-Вайнберга. 

368), соответственно. ADRB2 участвует в регули-
ровании энергетического баланса посредством 
стимуляции как термогенеза, так и мобилиза-
ции липидов в жировой ткани и катехоламин-
индуцированного липолиза в мышечной ткани 
[13]. Многочисленные исследования выявили 
ассоциацию между полиморфизмом rs1042713 
(Arg16Gly) и риском ожирения, а также с призна-
ками, связанными с этим заболеванием [14, 15].

Полиморфизм rs1799883 находится во 2 экзоне 
гена FABP2, и замена гуанина на аденин в кодоне 
54 приводит к замене аланина на треонин в белке 
(Ala54Thr). В исследуемой выборке данные по 
частотам встречаемости генотипов полимор-
физма rs1799883 (G>A) выглядят следующим 
образом: 0,345 (СС), 0,546 (СТ) и 0,109 (ТТ). По 
литературным данным, треонин-содержащий 
белок обладает в 2 раза большей аффинностью 
к длинноцепочечным жирным кислотам, чем 
аланин-содержащий вариант [16]. Многие ис-
следования выявили ассоциацию между этим 
полиморфизмом и риском развития сахарного 
диабета 2 типа. Мета-анализ группы ученых Qui 
et al. (2014) показал, что полиморфизм rs1799883 
ассоциирован с риском развития сахарного диа-
бета 2 типа в азиатских популяциях, однако в ев-
ропейских популяциях эти данные не подтверди-
лись [17]. Также при варианте А полиморфизма 
rs1799883 (FABP2) наблюдаются повышенные 
уровни холестерина и триглицеридов, а также 
инсулина и сахара в крови [16]. 

Результаты и обсуждение

Таблица 2 
Частота аллелей и распределение генотипов среди коренного населения Казастана
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rs1042713 368 0,014 G>A A G 0,425 0,575 0,149 0,552 0,299
rs1799883 313 0,005 G>A C T 0,618 0,382 0,345 0,546 0,109
rs1801282 407 0,152 C>G C G 0,849 0,151 0,730 0,238 0,032
rs3751812 368 0,003 G>T G T 0,615 0,385 0,415 0,401 0,184
rs4994 433 0,303 A>G A G 0,834 0,166 0,688 0,291 0,021
rs5082 383 0,000 A>G A G 0,462 0,538 0,010 0,903 0,086

Были получены частоты встречаемости ал-
лелей и генотипов 6 SNP среди кореных жите-
лей Казахстана. Распределение частот аллелей 
и генотипов приведено в табл. 2. Частоты алле-
лей (MAF – Minor Allele Frequency) у казахов 
были следующими: rs1042713 (G>A) 0,425; 
rs1799883 (C>T) 0,618; rs1801282 (C>G) 0,849; 
rs1801282 (C>G) 0,849; rs3751812 (G>T) 0,615; 
rs4994 (A>G) 0,834 (табл. 2). 

Из изучаемых 6 SNP частоты встречаемо-
сти 5 SNP (rs1042713, rs1799883, rs1801282, 
rs3751812, rs4994) соответствовали равнове-
сию Харди-Вайнберга (p > 0,0008, коррекция 
по Бонферрони) (табл. 2).

Полиморфизм rs1042713 находится в 1 экзоне 
гена ADRB2, и его GG генотип является несино-
нимичным генотипом, где происходит замена 
нуклеотида аденина на гуанин, приводящая к 
замене аминокислоты аргинина на глицин в бел-
ке (Arg16Gly). Среди населения Казахстана, по 
полученным данным, распределение генотипов 
GG, AG и AA составляет 0,299, 0,552 и 0,149 (n = 
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Полиморфизм rs1801282 находится в 4 эк-
зоне гена PPARG, и в результате однонуклео-
тидной замены цитозина на гуанин в 12 ко-
доне происходит замена пролина на аланин 
(Pro12Ala) в белке. Согласно полученным ре-
зультатам, распределение генотипов (СС, GС, 
GG) полиморфизма rs1801282 (C>G) в иссле-
дованной нами выборке было неравномерным: 
0,730, 0,238 и 0,032, соответственно. Несколь-
ко исследований показали, что rs1801282 влия-
ет на индивидуальную пользу от диеты с высо-
ким содержанием мононенасыщенных жиров. 
У людей европейского происхождения, имею-
щих, по меньшей мере, одну копию аллеля G 
полиморфизма rs1801282, наблюдалось увели-
ченное потребление мононенасыщенных жи-
ров, что было связано с сокращением индекса 
массы тела. Кроме того, диета с низким содер-
жанием жира привела к увеличению окружно-
сти талии у носителей аллеля G, однако диета 
с высоким содержанием мононенасыщенных 
жиров имела протективный эффект у тех же 
носителей аллеля G [4]. Также исследования 
показали, что полиморфизм rs1801282 гена 
PPARG связан с риском развития сахарного 
диабета 2 типа [18]. 

Полиморфизм rs3751812 находится в не-
кодирующей области гена FTO. Многие ис-
следования показали ассоциацию этого поли-
морфизма с ИМТ и ожирением. При изучении 
групп с сахарным диабетом 2 типа минорный 
аллель Т был связан с СД2 [10]. В нашей вы-
борке распределение генотипов GG, GT и TT 
выглядит следующим образом: 0,415, 0,401 и 
0,184, соответственно. 

Полиморфизм rs4994 находится в 1 экзоне 
гена ADRB3. Ген ADRB3 играет важную роль 
в регуляции величины жировой массы. Мута-
ция в кодоне 64 приводит к замене триптофа-
на на аргинин (Trp64Arg) в белке рецептора 
и ассоциируется с повышенной массой тела. 
Результаты показывают, что гомозиготный 
генотип АА (0,688) полиморфизма rs4994 яв-
ляется преобладающим в исследуемой груп-
пе. Частоты распределения генотипов AG и 
GG равны 0,291 и 0,021 соответственно (n = 
433). Результаты многочисленных исследова-
ний свидетельствуют о том, что rs4994 связан 
с увеличением массы тела, висцеральным ожи-
рением, резистентностью к инсулину и разви-
тием сахарного диабета 2 типа [19, 20].

Полиморфизм rs5082 находится в пределах 
5’ области гена APOA2. Распределение аллель-
ных вариантов GG, AG и AA в исследуемом 
полиморфизме было неодинаково: 0,086, 0,903 
и 0,010, соответственно (n = 383). Следует от-
метить, что распределение аллелей этого по-
лиморфизма не соответствует равновесию 
Харди-Вайнберга, и в связи с этим необходимо 
увеличить исследуемую выборку. По литера-
турным данным, исследуемый полиморфизм 
связан с увеличением индекса массы тела и по-
треблением пищи [21].

Заключение
В заключение необходимо отметить, что 

частоты встречаемости генов предрасполо-
женности к развитию метаболических забо-
леваний хорошо изучены у европейцев, а у 
жителей Средней Азии они изучены слабо. 
Следует отметить, что частоты встречаемости 
аллельных вариантов гена могут зависеть от 
расовой и этнической принадлежности. Опре-
деление частот встречаемости аллелей генов-
кандидатов позволило выбрать значимые для 
коренного населения Казахстана полимор-
физмы для их дальнейшего “case-control” 
исследования. Таким образом, были опреде-
лены частоты встречаемости минорных алле-
лей 6 полиморфизмов (rs1042713, rs1799883, 
rs1801282, rs3751812, rs4994, rs5082). Иссле-
дования в данном направлении продолжаются, 
проводится генотипирование данных поли-
морфизмов на большем количестве образцов.
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ГЕНЕТИЧЕСКОЕ ТЕСТИРОВАНИЕ МУТАЦИЙ BRCA1, BRCA2 
И CHEK2 У ПАЦИЕНТОК С ПЕРВИЧНО-МНОЖЕСТВЕННЫМ РАКОМ 

МОЛОЧНОЙ ЖЕЛЕЗЫ

ГУ «Республиканский научно-практический центр радиационной медицины и экологии человека» 
Республика Беларусь, 246040, г. Гомель, ул. Ильича, 290

контрлатеральных (около 60%) опухолей мо-
лочной железы [3]. При планировании лечения 
больных РМЖ с мутациями в генах BRCA1 
или BRCA2 рекомендуют учитывать, что про-
ведение органосохраняющих операций с по-
следующей лучевой терапией очень часто со-
провождается развитием новых опухолей в 
оставшейся ткани молочных желез [4].

Еще одним из генов, связанных с наслед-
ственной предрасположенностью к РМЖ, 
является ген CHEK2. Частота мутаций этого 
гена в восточно-европейской популяции до-
статочно высока и сопоставима с частотой 
некоторых founder-мутаций гена BRCA1. Одна 
из наиболее значимых мутаций гена CHEK2 
1100delC выявляется у 1–1,5% пациенток с 
РМЖ, поэтому, несмотря на невысокую пе-
нетрантность, многие исследователи реко-
мендуют тестировать ее при определении на-
следственной предрасположенности к РМЖ. В 
отдельных публикациях приведены сведения о 
повышенной частоте мутаций гена CHEK2 (до 
5%) у пациенток с признаками наследствен-
ного РМЖ, в том числе и с ПМ РМЖ [5, 6, 7].

Данное исследование посвящено изучению 
генетического фактора в группе пациенток с 
ПМ РМЖ из белорусской популяции. Полу-
ченные сведения могут быть использованы 
при формировании групп онкогенетического 
риска, планировании диспансеризации и ле-
чения соответствующей категории пациенток.

Целью работы является анализ частоты наи-
более значимых наследственных мутаций ге-
нов BRCA1, BRCA2 и CHEK2 в группе женщин 
с ПМ РМЖ.

Введение
Рак молочной железы (РМЖ) является одной 

из ведущих причин смерти и одной из наибо-
лее часто диагностируемых форм рака среди 
женщин в большинстве стран. Заболеваемость 
этой онкопатологией в последние десятилетия 
неуклонно нарастает. Вместе с тем увеличи-
вается и число зарегистрированных случаев 
развития первично-множественных опухолей 
молочной железы. С 2000 по 2010 гг. в Бела-
руси было выявлено 345 случаев первично-
множественного (ПМ) РМЖ [1].

Понятие ПМ РМЖ предполагает возникно-
вение двух и более злокачественных опухолей 
в молочных железах у одного пациента. К ПМ 
РМЖ относят мультицентрические (клональ-
но разнородные) односторонние опухоли 
молочной железы, но не мультифокальные 
(клонально однородные метастатические) 
опухоли. Билатеральные опухоли молочных 
желез являются ПМ РМЖ в случае, когда до-
казано их неметастатическое и нерецидивное 
происхождение [2].

Особое внимание при изучении ПМ РМЖ уде-
ляют наследственным синдромам, которые со-
пряжены с развитием первично-множественных 
злокачественных опухолей (ПМЗО). Опублико-
ваны данные о том, что среди близких родствен-
ников пациентов с ПМЗО значительно увели-
чена частота данной формы онкопатологии [1].

В 90-х годах прошлого столетия была до-
казана взаимосвязь наследственных мутаций 
ряда генов с повышенной частотой развития 
онкологических заболеваний. В случае РМЖ 
наиболее значимыми являются мутации генов 
BRCA1 и BRCA2, которые выявляют у 20–50% 
пациенток с наследственным РМЖ.

Важно то, что носители BRCA-мутаций 
имеют повышенный риск развития вторых 
первичных ипсилатеральных (около 40%) и 

Материалы и методы
В исследовании на добровольной основе при-

няли участие 849 пациенток с РМЖ, которые 
проходили лечение в Учреждении «Гомель-
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ский областной клинический онкологический 
диспансер» и были включены в проект неза-
висимо от наличия клинико-морфологических 
признаков. К основной группе были отнесены 
82 женщины с ПМ РМЖ, в том числе 53 (64,6%) 
пациентки с билатеральным РМЖ (БРМЖ) 
и 29 (35,4%) с унилатеральным РМЖ. Груп-
пу сравнения составили 767 женщин с РМЖ, 
у которых злокачественный процесс в молоч-
ных железах не был первично-множественным. 
Медиана и квартили возраста в группах соста-
вили соответственно 48 (42; 59) лет и 49 (44; 
59) лет. Образцы ДНК выделялись из веноз-
ной крови пациенток, забранной после под-
писания формы информированного согласия. 
Выделение ДНК и  молекулярно-генетическое 
тестирование на наличие наиболее значимых 
мутаций генов BRCA1 (185delAG, 300T>G, 
4153delA, 5382insC), BRCA2 (6174delT) и 
CHEK2 (1100delC) осуществлялось посред-
ством ранее описанных методов [8]. При вы-
полнении статистического анализа использо-
вался пакет прикладных программ Statistica 6.1. 
Сравнение групп выполнялось с применением 

критериев Манн-Уитни и χ2 Пирсона, расчет от-
ношения шансов (ОШ) с 95% доверительным 
интервалом (95% ДИ) производился по стан-
дартным формулам.

Признаки РМЖ
Первично-множественный 

РМЖ Уровень значимости 
различий (χ2) ОШ 95% ДИ 

ОШ
Нет Да

Количество случаев 767 
(90,3%)

82 
(9,7%) – – –

Семейный анамнез РМЖ или РЯ (I–II 
степень родства)

11,1% 
(85/767)

26,8% 
(22/82) <0,001 2,94 1,72–5,04

Размер опухоли: 
T3, T4 / T1, T2

4,3% 
(33/761)

4,9% 
(4/81) 0,802 1,15 0,40–3,32

Регионарное метастазирование: 
N2, N3 / N0, N1

13,8% 
(105/760)

21% 
(17/81) 0,081 1,66 0,93–2,94

Степень злокачественности: 
G3 / G1, G2

49,1% 
(357/727)

39,5% 
(30/76) 0,110 0,68 0,42–1,09

Наличие в анамнезе рака иной 
локализации

5,2% 
(40/767)

9,8% 
(8/82) 0,091 1,96 0,89–4,35

Наличие в анамнезе рака 
яичников

1,3% 
(10/767)

2,4% 
(2/82) 0,408 1,89 0,41–8,79

Негативный статус рецепторов 
эстрогена ER-

32,1% 
(169/527)

38,9% 
(14/36) 0,398 1,35 0,67–2,70

Негативный статус рецепторов 
прогестерона PR-

37,1% 
(206/556)

39,5% 
(15/38) 0,765 1,11 0,57–2,17

Негативный статус Her2new: 
– , + / ++, +++

33,7% 
(85/252)

26,3% 
(5/19) 0,508 0,70 0,24–2,01

Таблица 1 
Признаки РМЖ в зависимости от наличия первично-множественного РМЖ

Результаты и обсуждение
Изучаемые группы не различались по воз-

расту и большинству клинических признаков 
РМЖ, таких как размер опухоли, регионарное 
метастазирование, степень злокачественности, 
рецепторный статус. Однако необходимо отме-
тить, что частота присутствия в анамнезе пер-
вичных опухолей иной локализации, в част-
ности рака яичников (РЯ), была в группе ПМ 
РМЖ почти в два раза больше, при этом разли-
чия были статистически незначимы (табл. 1).

ПМ РМЖ в 26,8% случаев сопровождался 
наличием РМЖ или РЯ у родственников па-
циенток, что в 2,4 раза больше, чем в группе 
с единственными опухолями (уровень значи-
мости p < 0,001).

В результате проведенного тестирования па-
циенток с РМЖ на наличие наиболее значимых 
мутаций генов BRCA1, BRCA2 установлена 
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общая частота мутаций 10,7%. Частоты от-
дельных мутаций варьировали от 0,4% в слу-
чае мутации 6174delT гена BRCA2 до 7,9% 
для мутации 5382insC гена BRCA1. Мутация 
5382insC описана как наиболее распространен-
ная в восточно-европейской славянской попу-
ляции мутация гена BRCA1, она определяется 
в 60–80% из всех случаев носительства мута-
ций этого гена [9]. В нашей работе ее частота 
составила 73,6% от всех выявленных мутаций 
генов BRCA1 и BRCA2, она была определена у 
67 пациенток. Кроме того, у 8 пациенток была 
обнаружена мутация 1100delC CHEK2, ее ча-
стота составила 0,9%.

Анализ частоты мутаций в группе пациен-
ток с ПМ РМЖ показал, что пациентки с этой 
формой патологии статистически значимо ча-
ще являлись носительницами мутаций генов 

BRCA1, BRCA2 (табл. 2). При этом частота 
мутаций превышала таковую в группе паци-
енток без признаков множественности опу-
холи в 3,1 раза – 28% и 8,9% соответственно. 
Отношение шансов определения указанных 
мутаций было равно 4,01 (95% ДИ 2,33–
6,89). При выделении из группы ПМ РМЖ 
пациенток с БРМЖ, установлено, что в этой 
подгруппе частота мутаций была еще более 
высокой – 41,5%, что больше, чем в других 
подобных исследованиях. Например, в пу-
бликации A. Musolino et al. частота мутаций 
в группе с БРМЖ составила 25%, в публика-
ции J. Rogozińska-Szczepka et al. – 29,6% [10, 
11]. В некоторых работах, где тестировались 
не все из изучаемых в нашей работе мутаций, 
приведена еще меньшая частота (12,5%) му-
таций для группы БРМЖ [5].

Таблица 2

Частота и спектр наследственных мутаций генов BRCA1, BRCA2 и CHEK2 
в зависимости от наличия первично-множественного РМЖ

Мутации
Первично-множественный РМЖ Уровень 

значимости 
различий (χ2)

ОШ 95% ДИ 
ОШНет Да

Любая из мутаций 
BRCA1, BRCA2 8,9% (68/767) 28% (23/82) <0,001 4,01 2,33–6,89

5382insC BRCA1 6,8% (52/767) 18,3% (15/82) <0,001 3,08 1,65–5,76
300T>G BRCA1 0,7% (5/767) 3,7% (3/82) 0,007 5,79 1,36–24,67
4153delA BRCA1 0,8% (6/767) 1,2% (1/82) 0,677 1,57 0,19–13,17
185delAG BRCA1 0,4% (3/767) 3,7% (3/82) 0,001 9,67 1,92–48,72
6174delT BRCA2 0,3% (2/767) 1,2% (1/82) 0,164 4,72 0,42–52,65
1100delC CHEK2 0,8% (6/767) 2,4% (2/82) 0,140 3,17 0,63–15,97

Narod S.A., проанализировав данные ря-
да публикаций, объясняет различия между 
исследованиями в частотах мутаций при 
БРМЖ отличиями в изучаемых группах. 
Так пациентки более молодого возраста 
на момент выявления первой опухоли, как 
и  пациентки с семейной историей РМЖ, 
имеют значительно большую вероятность 
обнаружения мутаций, вне зависимости от 
наличия билатерального поражения молоч-
ных желез [12]. В нашей работе в общей 
группе медиана возраста на момент поста-
новки диагноза РМЖ была 49 (квартили 
44; 59) лет, то есть наблюдалось некоторое 
смещение в сторону молодых возрастов, по 

сравнению с республиканским значением 
за 2000–2010 гг., которое составило 59 (49; 
69) лет. В тоже время между изучаемыми 
группами различий по возрасту не наблю-
далось (p = 0,545).

При анализе отдельных мутаций генов 
BRCA1 и BRCA2, установлено, что частоты 
были больше в группе с ПМ РМЖ. В то же 
время, статистически значимыми различия 
были только для мутаций 5382insC, 300T>G и 
185delAG гена BRCA1, отношение шансов рав-
но соответственно 3,08 (95% ДИ 1,65–5,76), 
5,79 (1,36–24,67) и 9,67 (1,92–48,72). В рабо-
те Бит-Сава с соавторами приводятся данные 
о повышенной частоте ПМ РМЖ у носителей 
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мутации 4153delA BRCA1 по сравнению с 
5382insC и 185delAG (встречаемость БРМЖ 
составила 25, 20 и 18,2% соответственно) [13], 
в то время как в нашем исследовании наблюда-
лось обратное распределение частот – 14,2%, 
22,4 и 50%.

В публикации, основанной на результатах 
анализа группы пациенток из Гродненской 
области Беларуси так же, как и в нашей рабо-
те, было установлено преобладание частоты 
мутаций генов BRCA1, BRCA2 при ПМ РМЖ. 
Несмотря на более низкую, по сравнению с 
нашей работой, общую частоту выявленных 
мутаций, отношение шансов 3,99 (95% ДИ 
1,38-11,47) наличия мутаций для пациенток 
из указанной группы было близким по зна-
чению к полученному в данном исследова-
нии [14].

Анализ мутации 1100delC гена CHEK2 не 
показал статистически значимых отличий 
между группами исследования, несмотря на 
трехкратное превышение частоты мутаций в 
группе ПМ РМЖ. В публикации российских 
ученых частота мутации 1100delC CHEK2 
в группе БРМЖ (2,0%) приблизительно со-
ответствовала полученной нами [5]. В ра-
боте канадских исследователей, напротив, 
не обнаружено различий в частоте данной 
мутаций между пациентками с первично-
множественным РМЖ и в случаях с един-
ственной опухолью, были определены ча-
стоты мутаций 0,7% и 0,8% соответственно 
[15].

Заключение
Данные, полученные в результате выпол-

нения работы, позволяют заключить, что 
первично-множественный рак молочной же-
лезы у пациенток из белорусской популяции 
сопровождается высокой суммарной частотой 
мутаций генов BRCA1 и BRCA2 (она соста-
вила 28%) что статистически значимо боль-
ше (в 3,1 раза) по сравнению с пациентками 
с единственной опухолью молочной железы. 
Выявлены статистически значимые разли-
чия в частоте таких мутаций гена BRCA1, как 
5382insC, 300T>G и 185delAG. Кроме того, 
в группе пациенток с ПМ РМЖ была отме-
чена повышенная частота мутации 1100delC 
CHEK2 – 2,4%, при этом различия между груп-
пами были статистически не значимы.
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о существовании множества рефугиумов в 
Европе [2, 3, 11], на Южном Урале и в Си-
бири [12]. 

На территории бассейна верхнего Днепра 
и Припяти были обнаружены полиморфные 
популяции, относящиеся к четырем хромо-
сомным расам: Białowieża, Западная Двина, 
Нерусса и Киев, характеризующиеся низкой 
частотой диагностических метацентриков 
[13–17]. Хромосомные расы Западная Двина 
и Нерусса на основных частях своих ареа-
лов мономорфны по пяти робертсоновским 
транслокациям [15, 18–20]. В полиморфных 
популяциях рас Białowieża и Западная Двина 
встречались кариотипы с 10 парами акроцен-
триков [16, 17]. Таких кариотипов не было 
обнаружено в полиморфных популяциях на 
территории западной Европы, где даже при 
высокой частоте акроцентриков один или два 
метацентрика фиксированы [21–23]. 

Согласно палеонтологическим данным, фау-
на млекопитающих в бассейне верхнего Дне-
пра во время Валдайского оледенения и после-
ледниковья значительно отличалась от фауны 
на соседних территориях центральной Европы 
[24]. Своеобразие фауны верхнего Днепра и 
обнаруженный хромосомный полиморфизм 
позволяют предположить, что на этой терри-
тории ранее существовала хромосомная раса 
с 10 парами акроцентрических хромосом, и 
полиморфные популяции сформировались в 
результате гибридизации между акроцентри-
ческой расой и окружающими ее метацентри-
ческими расами [15–17]. 

При значительном числе исследований, 
посвященных гибридным зонам S. araneus 
[6, 25], возможность изучить гибридизацию 
акроцентрической расы с метацентрически-

Введение
Известно, что климатические изменения при 

чередовании холодных и теплых эпох плейсто-
цена и связанные с ними процессы фрагмента-
ции и расширения ареалов автохтонных видов 
изменяли генетическую структуру популяций 
[1–3]. Для реконструкции филогенетических 
связей между популяциями, наряду с молеку-
лярным анализом ДНК, может быть приме-
нен анализ географического распространения 
хромосомных перестроек. Робертсоновские 
транслокации хромосом, из-за несовмести-
мости в одной популяции метацентрических 
хромосом неполной гомологии, маркируют 
границы первоначального контакта расселяю-
щихся популяций. 

Обыкновенная бурозубка, Sorex araneus L., 
благодаря своему исключительному хро-
мосомному полиморфизму, является одним 
из модельных объектов для популяционно-
генетических исследований. Известно более 
70 хромосомных рас этого вида, которые раз-
личаются по робертсоновским (Rb) транс-
локациям хромосом 10 пар акроцентриков в 
разных комбинациях [4–6]. Эти 10 пар акро-
центриков и сформированные из них мета-
центрики названы диагностическими [7]. 
Кариотип, в котором 10 пар диагностических 
хромосом представлены акроцентриками (g, 
h, i, k, m, n, o, p, q, r), считается исходным 
в эволюции S. araneus [8]. Такой кариотип 
был обнаружен только в двух эндемичных 
изолированных популяциях в Альпах и на 
Балканах [9, 10]. Фиксация Rb транслокаций 
могла происходить в малочисленных изоли-
рованных популяциях, например, в леднико-
вых рефугиумах. Молекулярно-генетические 
и кариологические данные свидетельствуют 
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ми не была реализована по той причине, что 
контакты расы Pelister на Балканах с други-
ми хромосомными расами неизвестны, а зона 
контакта расы Cordon с ближайшими к ней 
расами значительно ограничена водной пре-
градой [8, 9, 26]. Полиморфные популяции 
S. araneus на территории Беларуси представ-
ляют уникальную возможность для иссле-
дования процессов гибридизации несколь-
ких метацентрических хромосомных рас 
S. araneus с существовавшей в прошлом на 
территории Беларуси автохтонной акроцен-
трической расой этого вида. Предполагается, 
что метацентрики распространяются в ареале 
акроцентрической расы беспрепятственно и 
их распространение может быть ограничено 
только встречным потоком метацентриков не-
полной гомологии, происходящих от другой 
метацентрической расы.

Цель данной работы – проанализировать 
уникальные процессы гибридизации несколь-
ких метацентрических хромосомных рас 
S. araneus с существовавшей в прошлом на 
территории Беларуси автохтонной акроцен-
трической расой.

Материалы и методы
Бурозубки были отловлены в 12 пунктах на 

юго-востоке Беларуси в 2013–2014 гг. Карио-
типы 65 особей представлены в данном сооб-
щении впервые. Наши ранее опубликованные 
данные по 157 особям [15–17], а также данные 
других исследователей по 187 особям [13, 14, 
27] были использованы для уточнения ареа-
лов диагностических метацентриков. Всего 
409 бурозубок из 40 пунктов были проанали-
зированы в данном исследовании (таблица, 
рис. 1).

Частота диагностических метацентриков рас Bialowieza, Киев, Западная Двина,  
Лепель и Нерусса

№ Пункт C.ш., в.д. Число 
особей

Метацентрики

И
ст

оч
ни

к 

Bialowieza

gr hn ik mp

1 Беловеж 52°42', 23°52' 166 0,99 1,00 1,00 0,95 [27]
2 Гродно 53°38'42", 23°54'11" 1 1,00 1,00 1,00 1,00

[17]
3 Ганцевичи 52°45'35", 26°24'18" 2 0,25 1,00 1,00 0,50
4 Любань 52°47'44", 28°0'40" 1 0,00 1,00 0,50 0,0
5 Червоное 52°22'37", 28°00'02" 15 0,03 0,67 0,50 0,07

6.1 Туров 52°04'15", 27°45'48" 14
0,02 0,47 0,45 0,00

[17],*
6.2 Туров 52°02', 27°56' 1 [14]
6.3 Хвоенск 52°2'11", 27°56'40" 15

[17], *7.1 Рожанов 52°34'26", 28°44'37" 14
0,00 0,41 0,15 0,02

7.2 Затишье 52°35'51", 28°45'08" 8
8 Конковичи 52°9'22", 28°43'30" 7 – 0,14 0,14 – [17]

Киев

gm hi ko
9 Житомир 50°17', 28°33' 5 0,40 1,00 0,60 [14]
10 Ельск 51°45'18", 29°9'0" 5 0,10 0,70 0,00

[17], *
11 Мозырь 52°01'43", 29°19'20" 2 0,25 0,50 1,00
12 Лешня 52°3'20", 28°49'10" 12 0,04 0,67 0,21
13 Лучицы 52°27'16", 28°48'35" 5 0,10 0,10 0,00
14 Речица 52°22'28", 30°19'15" 9 0,00 0,83 0,50
15 Озаричи 52°14', 29°13' 3 0,00 0,50 0,33 [17]
16 Светлогорск 52°37'27", 29°41'49" 7 0,00 0,71 0,14 *
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№ Пункт C.ш., в.д. Число 
особей

Метацентрики

И
ст

оч
ни

к

Киев

gm hi ko
17 Паричи 52°48'04'', 29°25'58'' 8 0,00 0,56 0,13 *

18.1 Бобруйск 53°0'60'', 29°12'4'' 1
0,00 0,50 0,00

*
18.2 Бобруйск 53°2', 29°15' 2 [14]

Западная Двина

gm hk ip No qr
19.1 Березино 53°46'40'', 28°55'12''

10 0,02 0,59 0,00 0,00 0,00

[16]

19.2 Березино 53°48'19'', 28°0'14''
20.1 Лесковичи 53°55'48'', 29°7'41''

7 0,64 0,86 0,00 0,00 0,00
20.2 Михевичи 54°1'20'', 29°9'57''
21.1 Выдрица 54°10'32", 29° 2'59"

12 1,00 1,00 0,00 0,42 0,0821.2 Велятичи 54°9'45'', 28°54'54''
21.3 Новая Метча 54°10'1'', 28°42'51''

22 Малый Вязок 54°10'0'', 29°11'25'' 25 0,74 0,98 0,00 0,32 0,10 [15, 
16]

23.1 Смоляны 54°34'32", 30°3'57" 2
0,50 1,00 0,50 1,00 0,70

[15]23.2 Дубровно 54°34'8", 30°38'2" 3
24 Кардымово 54°57'33", 32°13'16" 2 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00

 
Лепель

gm hk ip nq or
25 Лепель 54°40', 28°30' 3 1,00 1,00 1,00 1,00 0,75 [13]
26 Бесяды 54°13', 27°46' 2 0,50 1,0 0,50 0,50 0,50 [14]
27 Воложин 53°55'3.33", 26°19'40" 4 0,63 1,00 0,50 0,00 0,38 *

Нерусса

go hi kr mn pq
28 Спас-Деменск 54°24', 33°58' 6 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00

[13]
29 Новозыбков 52°31', 31°50' 3 0,67 1,00 0,67 1,00 0,00
30 Березна 51°38', 31°40' 1 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 [14]
31 Добруш 52°26', 31°27' 5 0,00 0,90 0,30 0,50 0,00 *

32 д. Хотетское 
(Речицкий р-н) 52°25'55", 30°23'16" 3 0,00 1,00 0,33 0,50 0,00 *

Продолжение таблицы

П р и м е ч а н и е . Выборки из близких пунктов объединены. * – новые данные 

Материалом для генотипирования по гену 
cyt b послужили 14 бурозубок Беларуси из зо-
ны распространения метацентриков рас Запад-
ная Двина–Борисов (г. Борисов – BEL261-08, 
BEL268-08, BEL270-08), из зоны распростра-
нения метацентриков расы Киев (Паричи – 
BEL156-12, BEL213-12, BEL217-12, Рожанов – 
BEL333-12, BEL93-13, BEL98-13, BEL152-13, 
BEL153-13, BEL165-13), из зоны распростра-

нения метацентриков рас Białowieża и Киев 
(Хвоенск – BEL154-12, BEL62-13). Длина ана-
лизируемых последовательностей составила 
953 нуклеотида (методику см. [28]). Для срав-
нения взяты 24 образца гена cyt b S. araneus, 
депонированные в ГенБанке [28].

Хромосомные препараты приготовлены по 
стандартной методике [29], G-окраска хро-
мосом проведена согласно М. Seabright [30]. 
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Хромосомы были идентифицированы в со-
ответствии с международной номенклатурой 
хромосом S. araneus [31].

Все диагностические метацентрики и соот-
ветствующие им акроцентрики рассматрива-
лись как независимые локусы с 2 аллелями. 
При подсчете общей частоты диагностических 
метацентриков, специфических для опреде-
ленной расы, за 1.0 принимали частоту, когда 
все диагностические метацентрики фиксиро-
ваны в выборке. 

ареала этой расы в Польше [27] до право-
бережья р. Березина. В Польше и западной 
Беларуси метацентрики hn и  ik фиксиро-
ваны, а частота акроцентрической формы 
хромосом g, r и m, p не превышает 0,01 
и 0,05 соответственно [27] (см. табл.). Что 
касается популяций юго-восточной Бела-
руси, хромосомы h, n и i, k присутствуют 
как в акроцентрической, так и метацен-
трической форме, а метацентрики gr и mp 
встречаются с крайне низкой частотой [17] 
(табл.: №№ 5–7). 

В полиморфных популяциях второй груп-
пы прослеживается клинальная изменчивость 
частот диагностических метацентриков расы 
Киев – gm, hi и ko [14]: частота метацентри-
ков снижается с юга на север. Метацентрик 
gm встречается с низкой частотой на правом 
берегу р. Припять (табл.: №№ 11–13), а се-
вернее р. Припять он не обнаружен (табл.: 
№№ 10–18). Метацентрик hi, полиморфный в 
изученных популяциях, фиксирован на терри-
тории Украины, основной части ареала расы 
Киев [14].

Рис. 1. Пункты отлова бурозубок с диагностическими хромосомами расы Białowieża (квадраты), расы 
Западная Двина (треугольники), расы Лепель (перевернутые треугольники), расы Нерусса (ромбы)  

и расы Киев (круги). Нумерация пунктов соответствует таблице

Результаты и обсуждение
В результате анализа хромосомного поли-

морфизма S. araneus в бассейне нижней Бере-
зины и Припяти были выделены две группы 
популяций обыкновенной бурозубки. В первой 
группе распространены метацентрики хро-
мосомной расы Białowieża (таблица, рис. 1: 
№№ 2–8), во второй – метацентрики расы Киев 
(табл., рис. 1: №№ 10–18).

Клинальная изменчивость частоты четы-
рех метацентриков расы Białowieża, gr, hn, 
ik, mp [32], прослеживается от основного 
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Однонаправленные клины метацентриков 
расы Западная Двина ранее были обнаружены 
в верхнем бассейне р. Березина [15, 16]. Хро-
мосомная раса Западная Двина мономорфна 
по пяти Rb-транслокациям, gm, hk, ip, no и qr, 
на территории от Валдайской возв. до Смолен-
ской возв. [18, 20]. Однако в популяциях этой 
расы южнее Смоленской возв. обнаружен по-
лиморфизм по двум Rb-транслокациям (табл.: 
№ 23), и частота метацентриков снижается в 
южном направлении (табл.: №№ 23–19) [16]. 

Особи с 10 парами акроцентрических диа-
гностических хромосом в кариотипе были 
обнаружены в популяциях, относящихся к ко-
нечным частям клин трех рас (рис. 1: №№ 6–8, 
13, 17, 19). В трех популяциях с низкой ча-
стотой метацентриков расы Białowieża были 
обнаружены кариотипы с метацентриками hi 
и ko, присущими расе Киев, и кариотипы с 
метацентриком hk, присущим расе Западная 
Двина (рис. 1: №№ 6–8, 13). Гибридные осо-
би с метацентриками рас Białowieża и Киев 
(простая гетерозигота h/n k/o и комплексная 
гетерозигота ik/ko), были выявлены в двух 
пунктах (№№ 6, 7).

В двух выборках: из окр. Добруша и Ре-
чицкого р-на (левый берег Днепра, пункты 
№№ 31, 32) были зарегистрированы метацен-
трики hi, kr и mn, диагностические для расы 
Нерусса (go, hi, kr, mn, pq) [13]. Метацентирков 
go и pq в этих выборках не было обнаружено. 

Бурозубки с метацентриками gm, hk, ip и 
or, отловленные в Воложинском р-не (табл., 
рис. 1: № 27), были отнесены к расе Лепель 
(gm, hk, ip, nq, or) [13]. Отловленные особи 
оказались гетерозиготами по транслокациям 
gm, ip и or, а плечи n и q у них были представ-
лены акроцентриками. 

Клины частот диагностических метацентри-
ков трех хромосомных рас, Białowieża, Киев 
и Западная Двина, обнаруженные в бассейне 
Днепра и Припяти, представляют собой «мно-
жественные однонаправленные клины» по 
терминологии J. Searle и J. Wojcik [25]. Мно-
жественные конкордантные клины формиру-
ются при контакте хромосомных рас, когда 
одна из рас характеризуется несколькими ме-
тацентриками, отсутствующими у другой расы 
[25]. Приспособленность простых гетерозигот 
по Rb-транслокациям (в мейозе у них форми-
руются триваленты, цепочки из трех хромо-

сом) существенно не отличается от приспо-
собленности гомозигот по акроцентрическому 
и метацентрическому варианту хромосом [33]. 
Полиморфизм по Rb-транслокациям в случае 
однонаправленных клин может распростра-
няться на расстояния около 100–150 км [15–17, 
21, 22, 25].

Клинальная изменчивость прослеживается и 
в юго-западных популяциях расы Нерусса. Эта 
раса, как и Западная Двина, характеризуется 
мономорфным метацентрическим кариотипом 
на основной части ареала [19]. Акроцентриче-
ские морфы хромосомных плеч g, o, k, r и p, 
q отмечены лишь в окр. Новозыбкова (Брян-
ская обл., Россия, на правом берегу р. Ипуть 
(приток р. Сож) вблизи границы России и Бе-
ларуси) [13], а в выборках из окр. Добруша 
и Речицкого р-на (левый берег Днепра) плечи 
g,o и p,q были представлены акроцентриками 
(табл.: №№ 29–32). Поскольку полиморфизм 
по транслокациям go и pq был обнаружен и 
южнее, на восточной территории Украины 
[14], можно предположить, что клина мета-
центриков расы Нерусса ориентирована вдоль 
русла Днепра.

Хромосомный полиморфизм присущ и ра-
се Лепель. У бурозубки, отловленной в ти-
повом местонахождении расы Лепель, были 
зарегистрированы три пары метацентриков, а 
бурозубки из Минской обл. оказались гетеро-
зиготами по 4 транслокациям [13, 14]. В по-
пуляции из Воложинского р-на был выявлен 
полиморфизм по трем транслокациям, gm, ip 
и or, а метацентрика nq не было обнаружено 
(табл.: №№ 25–27). Однако крайне малый раз-
мер выборок не позволяет судить о градиенте 
частот метацентриков этой расы. 

Практически во всех ранее изученных ги-
бридных зонах с множественными однона-
правленными клинами один или два метацен-
трика фиксированы. Например, в гибридных 
зонах расы Ulm и других рас, которые распро-
странены в западной и центральной Европе 
[9, 21, 22, 23, 26], фиксированы метацентрики 
расы Ulm – hi и gm. 

Ни один метацентрик не фиксирован в ко-
нечных и средних частях клин метацентриков 
рас Киев и Западная Двина в бассейне Днеп-
ра и Припяти. Подобная клинальная измен-
чивость объяснима, если предположить, что 
метацентрики разных рас распространились 
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по ареалу популяций с акроцентрическим ка-
риотипом [16, 17]. Известны две хромосом-
ные расы с акроцентрическим кариотипом, 
считающимся исходным в эволюции S. ara-
neus: Cordon в западных Альпах и Pelister на 
Балканах [8, 9, 10]. По-видимому, популяции 
с акроцентрическим кариотипом могли суще-
ствовать и на территории нынешней Беларуси.

Территория в бассейне верхнего Днепра 
находилась в относительно благоприятных 
условиях во время максимальной стадии Вал-
дайского оледенения (Last Glacial Maximum, 
LGM, 24–17 тыс. л. н.). Ледниковый покров 
и криогенные почвенные процессы отмечены 
только севернее, в бассейне Западной Двины 
[34]. Анализ местонахождений млекопитаю-
щих в LGM и на переходе от плейстоцена к 
голоцену свидетельствует о своеобразии фа-
уны на этой территории бассейна Верхнего 
Днепра и о сходстве с фауной Уральских гор. 
Фауна в бассейне верхнего Днепра была отне-
сена к «уральскому варианту перигляциальной 
тундро-лесостепи» [24]. Местонахождения 
этого териокомплекса сконцентрированы толь-
ко на среднем и Южном Урале. Видовой со-
став этого комплекса включал 30 видов разной 
экологической приуроченности, тундровых, 
степных и лесных, в некоторых местонахожде-
ниях этого териокомплекса были обнаружены 
ископаемые останки обыкновенной бурозуб-
ки. Фауна, обнаруженная на территориях за-
паднее, южнее и восточнее бассейна верхнего 
Днепра, была отнесена к «перигляциальной 
тундро-лесостепной» [24]. 

Судя по хромосомному полиморфизму в 
современных популяциях, автохтонная акро-
центрическая раса в ледниковую эпоху была 
распространена от Белорусской гряды до бас-
сейна Припяти включительно и до бассейна р. 
Сож на востоке. Эти популяции акроцентри-
ческой расы во время Валдайского оледенения 
могли быть изолированы от популяций мета-
центрических рас, обитающих южнее и вос-
точнее, сухими степными районами (по линии 
Львов–Киев–Калуга) [34]. При изменении кли-
мата в конце плейстоцена и начале голоцена 
ареал метацентрических рас расширился, и 
они вступили в контакт с акроцентрической 
расой на территории Беларуси. Клины частот 
метацентриков на территории Беларуси, сви-
детельствуют именно о вторичном контакте 

ранее изолированных популяций. Восточная 
граница полиморфных по робертсоновским 
соединениям популяций обыкновенной буро-
зубки проходит по Белорусской гряде (поли-
морфные популяции рас Зап. Двина) [16], бас-
сейну р. Сож (полиморфные популяции расы 
Нерусса [13]). Отчетливо выраженная клина 
метацентриков расы Białowieża [17, наши дан-
ные] свидетельствует, что популяции с акро-
центрическим кариотипом бассейна Верхнего 
Днепра были изолированы и с западной сторо-
ны. Причина этой изоляции остается неясной, 
но не исключено, что она также обусловлена 
сухими степными ландшафтами.

Лишь один факт заставляет задуматься об 
альтернативном объяснении хромосомного 
полиморфизма, наблюдаемого в междуречье 
Днепра и Припяти. Популяции, формирующие 
конечную часть клины расы Białowieża, кон-
тактируют с популяциями, в которых распро-
странены диагностические хромосомы расы 
Киев (рис. 1: №№ 6, 7). В этой зоне контакта 
встречаются гибридные особи: простые и ком-
плексные гетерозиготы. Именно в гибридных 
зонах между расами, различающимися по со-
ставу метацентриков, иногда наблюдается не-
ожиданно высокая частота акроцентрических 
хромосом [35, 36]. Это явление, известное 
как «акроцентрический пик» [25], объясня-
ется следующим образом. При скрещивании 
особей, различающихся по составу метацен-
триков, появляются комплексные гетерозиго-
ты. В мейозе у комплексных гетерозигот об-
разуются сложные конфигурации, кольца или 
цепочки, и их приспособленность ниже, чем 
приспособленность гомозигот и простых ге-
терозигот [33, 37, 38]. Под действием отбора 
частота комплексных гетерозигот снижается, 
а частота гомозигот по акроцентрикам и про-
стых гетерозигот повышается. Так формиру-
ется акроцентрический пик [25, 34, 35].

Однако частотные клины метацентриков 
двух хромосомных рас в вышеупомянутых 
гибридных зонах с акроцентрическим пиком 
направлены навстречу друг другу [25, 35, 36]. 
В нашем случае снижение частоты метацен-
триков расы Киев происходит с юга на север, 
а не в сторону конечной части клины расы 
Białowieża. Конечная часть клины расы Киев 
находится в 70 км севернее пунктов, где обна-
ружены гибриды с метацентриками обеих рас. 
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Следовательно, встречно направленных (оп-
позитных) клин, присущих гибридным зонам 
между метацентрическими расами [35, 36], в 
исследованных нами популяциях не было об-
наружено.

Некоторые особенности полиморфных по-
пуляций на территории Беларуси не могут 
быть объяснены «акроцентрическим пиком». 
Так, в популяции с минимальной частотой ме-
тацентриков расы Białowieża встречаются не 
только метацентрики hi и ko (появление кото-
рых объясняется гибридизацией с расой Киев), 
но и метацентрик hk [14, 17] (рис. 1: №№ 6, 
8, 13). Хромосомные расы Западная Двина и 
Лепель, которым присущ метацентрик hk, на-
ходятся значительно севернее от пунктов, где 
спорадически встречается метацентрик hk [13, 
14, 16]. Проникновение метацентрика hk че-
рез территорию, на которой распространены 
метацентрики hn и ik расы Białowieża, пред-
ставляется маловероятным. 

Однако, если предположить, что метацен-
трики разных рас проникали с разных сторон 
на территорию, занятую популяциями с акро-
центрическим кариотипом, симпатрическое 
распространение метацентриков неполной го-
мологии при их низкой частоте вероятно. Когда 
частота какого-либо метацентрика повышается, 
метацентрики неполной гомологии элиминиру-
ются из популяции. Метацентрик hk мог сохра-
ниться в популяциях, где частота метацентри-
ков расы Białowieża hn и ik очень низка. 

При сравнении частотных клин метацентри-
ков одной расы видно, что расстояние проник-
новения разных метацентриков неодинаково. 
Метацентрики расы Западная Двина gm и hk 
проникают дальше на юг, чем ip и qr, метацен-
трики hi и ko расы Киев – дальше на север, чем 
метацентрик gm, а метацентрики hn и ik расы 
Białowieża – дальше на восток, чем метацен-
трики gr и mp (рис. 1). Объяснить это явление 
отбором против комплексных гетерозигот, по 
аналогии с гибридными зонами метацентри-
ческих рас [35], вряд ли возможно. 

Хромосомные расы Białowieża (gr, hn, ik, 
mp) и Киев (gm, hi, ko) различаются по трем 
метацентрикам неполной гомологии. При 
скрещивании особей расы Киев (gm, hi, ko) с 
особями-носителями метацентриков gr и mp 
вероятность появления комплексных гетеро-
зигот не больше, чем при скрещивании с носи-

телями метацентриков hn и ik. Таким образом, 
нет видимой причины, чтобы метацентрики gr 
и mp элиминировались бы в гибридной зоне 
рас Киев и Białowieża в большей степени, чем 
метацентрики hn и ik. Следовательно, можно 
предположить, что неодинаковое распростра-
нение метацентриков обусловлено другими 
факторами, например, экологическими. 

Плечи метацентрических хромосом и гомо-
логичные им акроцентрические хромосомы, 
идентичные по дифференциальной G-окраске, 
могут отличаться особенностями генных ком-
плексов. Эти генные комплексы могут оказать-
ся селективно нейтральными или оказывать 
влияние на приспособленность. В результате 
анализа частоты акроцентрической и метацен-
трической морфы хромосом m и p в популя-
циях расы Białowieża было обнаружено, что 
частота этих морф в разных биотопах неоди-
накова [27]. При исследовании физиологиче-
ских параметров особей, гомозиготных и ге-
терозиготных по транслокации mp, оказалось, 
что уровень метаболизма у гетерозигот выше, 
чем у гомозигот [39]. Эти факты косвенно сви-
детельствуют в пользу нашего предположения 
о том, что распространение метацентрика mp 
на меньшее расстояние по сравнению с мета-
центриками hn и ik обусловлено условиями 
окружающей среды. 

В полученных последовательностях гена 
cyt b было обнаружено 12 (1,3%) вариабельных 
позиций. Все замены были синонимичными и 
являлись транзициями. Гаплотипическое раз-
нообразие выборки белорусских бурозубок 
составило 0,733 ± 0,124, нуклеотидное раз-
нообразие – 1,98 ± 1,34 × 103. 

В исследуемой выборке 5 особей имели т.н. 
«центральный» гаплотип, часто встречаю-
щийся во многих хромосомных расах обык-
новенной бурозубки (расположен в центре 
медианной сети филогенетических отноше-
ний между гаплотипами гена cyt b (рис. 2)). 
Таким образом, в исследуемой выборке 
обыкновенной бурозубки Беларуси фило-
географическая подразделенность не выражена 
и не определялась кариологическими осо-
бенностями. Анализ исследованных выборок 
показал среднее гаплотипическое разнообразие 
при относительно низком нуклеотидном, что 
также отмечалась в различных исследованиях 
мтДНК обыкновенной бурозубки [28, 40]. 
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Заключение S. araneus  [25]. Таким образом, клинальная 
изменчивость метацентриков на территории 
Беларуси не связана с ныне существующими 
гибридными зонами, а возникла в результате 
гибридизации в прошлом.

Работа выполнена при финансовой под-
держке международного проекта РФФИ (14-
04-90006 «Бел-а») и БРФФИ (Б14Р-134).

Рис. 2. Медианная сеть митохондриальных гаплотипов исследованной выборки Sorex araneus. Размер круга 
пропорционален числу гаплотипов. Расстояния между кругами пропорциональны числу мутаций  

(отмечены цифрами, если количество больше одной)

Все вышеперечисленные данные свидетель-
ствуют в пользу ранее высказанной гипотезы 
о существовании акроцентрической расы в 
бассейне Днепра и Припяти в плейстоцене. 
Вероятно, в плейстоцене эта раса была изо-
лирована от метацентрических рас сухими 
степными районами. В конце плейстоцена – 
начале голоцена, в результате потепления и 
восстановления единого ареала обыкновенной 
бурозубки, метацентрические расы вступили в 
контакт с акроцентрической расой. В резуль-
тате гибридизации между автохтонной акро-
центрической расой и метацентрическими 
расами Białowieża, Западная Двина, Нерусса 
и Киев, проникающими на эту территорию в 
послеледниковье, сформировались клины ме-
тацентриков. 

Бурозубки с кариотипом, идентичным ка-
риотипу предковой расы (с 10 парами акро-
центрических диагностических хромосом), 
обнаружены в конечных областях трех клин 
метацентриков. При этом, ни в одном из изу-
ченных пунктов не было обнаружено популя-
ции с акроцентрическим кариотипом. Вероят-
но, распространение метацентриков по ареалу 
предковой акроцентрической расы привело 
к ее исчезновению. Этот факт согласуется 
с общепринятой точкой зрения, что умень-
шение числа хромосом представляет собой 
основную тенденцию в эволюции кариотипа 
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ческих заболеваний. У лошадей изучены лишь 
острые микотоксикозы, а хронические остают-
ся практически неизученными как в Украине, 
так и в мире [9]. Если мутагенные свойства 
высоких доз микотоксинов не вызывают со-
мнений, то как будут влиять допустимые кон-
центрации микотоксинов корма на хромосом-
ный аппарат лошадей в Украине, практически 
неизвестно. Поэтому, определенное значение 
приобретают исследования влияния макси-
мально допустимых уровней микотоксинов 
корма на цитогенетический статус лошадей 
в целом и жеребцов-производителей в част-
ности. Жеребцы-производители оказывают 
большое влияние на ту или иную популяцию, 
так как одним жеребцом за случной сезон по-
крывают в среднем около сорока кобыл и бо-
лее. Это может способствовать как снижению 
выхода жеребят от ненаследуемых хромосом-
ных аномалий, которые могут накапливаться 
на протяжении жизни производителя, так и 
распространению сбалансированных насле-
дуемых цитогенетических дефектов, особенно 
если сперму жеребца используют в системе 
искусственного осеменения. 

Ввиду того, что данная проблема требу-
ет особого внимания, целью нашей работы 
является установление влияния максималь-
но допустимых концентраций микотоксинов 
корма на цитогенетический статус жеребцов-
производителей заводских пород Украины.

Введение
Известно, что в последние годы агрессив-

ность окружающей среды возросла. На этом 
фоне регистрируется увеличение онкологиче-
ских и аллергических заболеваний, снижение 
репродуктивной функции как у людей, так и 
у животных [1–4]. Многие исследователи схо-
дятся во мнении, что в основе этих процес-
сов лежат изменения генетического аппарата 
под влиянием мутагенных и канцерогенных 
свойств всевозможных химических веществ 
и соединений как искусственного, так и есте-
ственного происхождения. Накапливаясь в 
организме животного на протяжении всей его 
жизни, они могут увеличивать количество хро-
мосомных, генных или геномных мутаций, что 
может способствовать развитию различных за-
болеваний и снижению репродуктивной функ-
ции [5]. В животноводстве особое внимание 
уделяется репродуктивной функции, особенно 
в коневодстве, так как лошадь является одно-
плодным животным с большим интервалом 
между поколениями. В отрасли коневодства 
Украины выход жеребят на начало 2014 года 
составлял всего 48%. Естественно, что перво-
очередной научно-практической задачей явля-
ется увеличение выхода жеребят. Для решения 
данной задачи необходимо сначала изучить 
влияние факторов, которые могут влиять на 
генетический аппарат. В Украине проводились 
отдельные цитогенетические исследования ло-
шадей в связи с репродуктивной функцией, но 
при этом не изучалось влияние микотоксинов 
на цитогенетический статус [6]. 

Из природных веществ мутагенными и кан-
церогенными свойствами обладают микоток-
сины, которыми сильно поражены корма для 
лошадей в Украине и во всем мире [7–8]. Из 
литературных данных известна способность 
микотоксинов накапливаться в организме и ин-
дуцировать развитие субклинических, хрони-

Материалы и методы
Исследование выполняли в Украине на 

7 жеребцах-производителях украинской вер-
ховой породы Харьковского конного завода, 
6 жеребцах-производителях тракененской поро-
ды и 3 жеребцах-производителях арабской по-
роды Чутовского конного завода «Тракен» Пол-
тавской области, на 5 жеребцах-производителях 
вестфальской породы Петрековского конного 
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завода Днепропетровской области. Контами-
нацию кормов микотоксинами определяли на 
базе лаборатории микотоксикологии Инсти-
тута животноводства Национальной академии 
аграрных наук Украины (ИЖ НААН) до и по-
сле поступления кормов с микотоксинами. До 
начала опыта жеребцы получали качественные 
нетоксичные корма без микотоксинов на протя-
жении 4–6 месяцев, что подтверждалось про-
ведением ежемесячного комплексного иссле-
дования грубых и концентрированных кормов, 
в том числе и проведением токсикологических 
исследований. Затем в хозяйства были завезе-
ны партии концентрированных кормов с мак-
симально допустимыми концентрациями мико-
токсинов (до 0,1 мг/кг Т-2 токсина, 0,08–1,0 мг/
кг зеараленона, до 1,0 мг/кг дезоксиниваленола, 
0,04 мг/кг афлатоксина), концентрация которых 
подтверждалась ежемесячными исследования-
ми. Так как выявленные уровни микотоксинов 
являются допустимыми для кормления живот-
ных в Украине, то владельцы лошадей приня-
ли решение задавать такие корма в тех же ко-
личествах, что и свободные от микотоксинов 
корма. Корма с допустимыми концентрациями 
микотоксинов задавались лошадям ежедневно 
на протяжении 8 месяцев. Цитогенетические 
исследования жеребцов выполняли до и после 
получения корма с максимально допустимыми 
уровнями микотоксинов на базе лаборатории ге-
нетики ИЖ НААН с помощью анализа метафаз-
ных пластинок лимфоцитов крови [10]. Кровь 

жеребцов для цитогенетических исследований 
отбирали до и после получения кормов с ми-
котоксинами один раз в неделю общеприняты-
ми методами из яремной вены с соблюдением 
правил асептики и антисептики в стерильные 
пробирки с гепарином. В стерильных услови-
ях лаборатории проводили постановку куль-
туры лимфоцитов с добавлением среды Игла 
или среды 199, инактивированной сыворотки 
теленка, фитогемагглютинина и антибиотиков 
при 37 °С на протяжении 48–72 часов, после 
чего приготавливались препараты метафазных 
пластинок лимфоцитов крови; в каждой пробе 
крови анализировали не менее 50 метафазных 
пластинок [10]. На рисунке представлен физио-
логический кариотип и патологические участки 
метафазных пластинок.

Статистическую обработку результатов про-
водили как общепринятыми методиками [11], 
так и с применением специализированной про-
граммы SPSS. 

Рисунок. Физиологический кариотип (слева) и патологические участки метафазных пластинок после 
получения корма с микотоксинами (справа)

Результаты и обсуждение
Наши предыдущие исследования доказали 

негативное влияние максимально допустимых 
уровней микотоксинов корма на биотехноло-
гическую пригодность спермы жеребцов, ре-
зультативность случки и искусственного осе-
менения, гематологические и биохимические 
показатели организма жеребцов и кобыл, а 
также на показатели специфической и неспе-
цифической резистентности лошадей. 
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Логическим продолженим вышеуказанных ис-
следований является изучение влияния максималь-
но допустимых уровней микотоксинов корма на 
те цитогенетические показатели, которые имели 
достоверное влияние на биотехнологическую при-

годность спермы жеребцов в ранее проведенных 
нами работах. В таблице представлены данные по 
цитогенетическим показателям производителей под 
влиянием допустимых концентраций зеараленона, 
Т-2 токсина, дезоксиниваленола и афлатоксина. 

Цитогенетический статус жеребцов обследованных пород до и после получения корма 
с допустимым уровнем микотоксинов (M±m; п = 35)

Показатель
Порода жеребцов

Украинская  
верховая Тракененская Арабская Вестфальская

До получения корма с допустимым уровнем микотоксинов
Общее количество
обследованных метафаз 1918 2015 1834 1914

Среднее количество 
метафаз на 1 пробу 54,8±0,77 54,5±0,82 52,4±0,75 55,0±0,85

Количество метафаз  
с аберрациями 3,1±0,34 2,6±0,11 2,5±0,17 2,6±0,10

Относительное количество 
метафаз с аберрациями, % 5,8±0,63 4,7±0,21 4,8±0,35 4,7±0,19

Всего аберраций 3,2±0,33 2,6±0,11 3,6±0,27 3,8±0,17
Аберраций на 100 клеток 5,9±0,62 4,7±0,21 6,9±0,57 7,0±0,32
Единичные фрагменты 2,2±0,18 1,8±0,11 2,8±0,20 2,7±0,14
Единичные фрагменты, % 76,4±3,65 71,4±3,91 79,8±6,04 73,0±3,91
Парные фрагменты 0,9±0,21 0,7±0,10 0,6±0,21 0,8±0,12
Парные фрагменты,% 21,6±4,62 26,4±4,11 15,7±5,80 18,8±3,19
Кольцевые хромосомы 0,14±0,16 0,1±0,18 0,2±0,30 0,4±0,16
Кольцевые хромосомы, % 2,4±2,74 3,3±5,87 4,5±6,76 8,2±3,75
Пробелы 0,0 0,1±0,18 0,2±0,30 0,2±0,19
Пробелы, % 0,0 3,3±5,87 5,8±8,81 3,2±3,74

После получения корма с допустимым уровнем микотоксинов
Общее количество
обследованных метафаз 1920 2012 1831 1917

Среднее количество 
метафаз на 1 пробу 54,8±0,77 54,5±0,82 52,4±0,75 55,0±0,85

Количество метафаз  
с аберрациями 4,5±0,41* 3,4±0,12*** 3,2±0,13** 3,2±0,09***

Относительное количество 
метафаз с аберрациями, % 8,2±0,77* 6,3±0,22*** 6,2±0,31** 5,9±0,17***

Всего аберраций 4,2±0,35* 3,2±0,13*** 5,7±0,26*** 6,12±0,27***
Аберраций на 100 клеток 7,7±0,66 5,9±0,25*** 10,9±0,50*** 11,2±0,50***
Единичные фрагменты 1,5±0,13** 0,7±0,11*** 2,1±0,18* 1,7±0,13***
Единичные фрагменты, % 43,9±3,95*** 22,2±3,49*** 37,1±3,02*** 27,6±1,60***
Парные фрагменты 1,1±0,09 1,0±0,06** 1,5±0,17** 1,9±0,13***
Парные фрагменты, % 28,9±2,83 33,9±2,07 26,1±2,47 31,1±2,11**
Кольцевые хромосомы 0,8±0,21* 0,9±0,07*** 1,1±0,10* 1,6±0,15***
Кольцевые хромосомы, % 14,2±3,08** 30,6±2,54*** 19,3±1,22 26,6±2,16***
Пробелы 0,7±0,23 0,6±0,15* 1,0±0,16* 1,0±0,16**
Пробелы, % 13,0±4,04 18,1±4,25 17,6±2,41 15,3±2,29*

* – р < 0,05; ** – р < 0,01; *** – р < 0,001
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Из данных таблицы видно, что до получения 
корма с максимально допустимым уровнем 
зеараленона, Т-2 токсина, дезоксинивалено-
ла и афлатоксина процент метафаз с аберра-
циями у жеребцов тракененской, арабской 
и вестфальской пород в среднем находился 
примерно на одном уровне и не превышал 
5%, процент метафаз с аберрациями у же-
ребцов украинской верховой породы в сред-
нем был выше 5% на 0,76%. Общее количе-
ство аберраций в среднем было наибольшим 
у производителей вестфальской породы, что 
на 16,7% больше украинской верховой поро-
ды, на 33,1% больше (р < 0,001) тракененской 
породы и на 6,3% больше жеребцов арабской 
породы. В перерасчете на сто клеток в среднем 
наименьшее количество аберраций было уста-
новлено у тракененской породы, что на 24,2% 
меньше (р < 0,001) украинской верховой поро-
ды, на 47% меньше (р < 0,001) арабской поро-
ды и на 48,5% меньше (р < 0,001) вестфальской 
породы. Среди исследуемых пород на долю 
единичных фрагментов в среднем приходи-
лось более 70%. Относительное количество 
парных фрагментов в среднем не превышало 
27%, а кольцевых хромосом – не более 9%. От-
носительное количество пробелов в среднем 
колебалось от нуля у украинской верховой по-
роды до 5,8% у арабской породы.

После получения корма с максимально допу-
стимым уровнем микотоксинов процент метафаз 
с аберрациями у исследуемых производителей 
в среднем увеличился у украинской верховой 
породы на 2,4% (р < 0,05), тракененской по-
роды – на 1,6% (р < 0,001), арабской породы – 
на 1,4% (р < 0,01), вестфальской породы – на 
1,2% (р < 0,001). Общее количество аберраций 
у жеребцов вестфальской породы в среднем 
увеличилось на 37,7% (р < 0,001), у арабской 
породы – на 36,8% (р < 0,001), у тракененской по-
роды – на 18,8% (р < 0,001), у украинской верхо-
вой – на 23,8%. Наблюдалось перераспределение 
спектра аберраций хромосом. Относительное ко-
личество единичных фрагментов у исследуемого 
поголовья уменьшилось в среднем у украинской 
верховой породы на 32,5% (р < 0,001), у траке-
ненской породы – на 49,2% (р < 0,001), у араб-
ской породы – на 42,7% (р < 0,001), у вестфаль-
ской породы – на 45,4% (р < 0,001). Хотя были 
жеребцы у которых преобладало увеличение ко-
личества единичных фрагментов. Следователь-

но, можно предположить, что под длительным 
действием максимально допустимых уровней 
микотоксинов корма хромосомные изменения 
могут иметь индивидуальный характер. У ис-
следуемых жеребцов увеличилось абсолютное и 
относительное количество парных и кольцевых 
фрагментов, а также пробелов. Относительное 
количество парных фрагментов у исследуемого 
поголовья увеличилось в среднем у украинской 
верховой породы на 7,3%, у тракененской по-
роды – на 7,5%, у арабской породы – на 10,4%, 
у вестфальской породы – на 12,3% (р < 0,01). 
Относительное количество кольцевых хромосом 
у исследуемых пород увеличилось в среднем у 
украинской верховой породы на 11,8% (р < 0,01), 
у тракененской породы – на 27,3% (р < 0,001), 
у арабской породы – на 14,8%, у вестфальской 
породы – на 18,4% (р < 0,001). Увеличился в 
среднем процент пробелов у украинской вер-
ховой породы на 13,0% (р < 0,01), у тракенен-
ской породы – на 14,8%, у арабской породы – 
на 11,8%, у вестфальской породы – на 12,1% 
(р < 0,05).

Корелляционно-дисперсионный анализ по-
казал, что степень влияния породы и индиви-
дуального фактора на процент метафаз с абер-
рациями среди исследуемого поголовья после 
хронического микотоксикоза составляет соот-
ветственно 10,8% (р < 0,01) и 89,4% (р < 0,001), 
что подтверждает ранее высказанное нами 
предположение о роли индивидуального фак-
тора в характере хромосомных изменений.

Мутагенный эффект допустимых уровней 
микотоксинов корма при кормлении лошадей 
начинал регистрироваться в зависимости от 
индивидуальной чувствительности у боль-
шинства (57%) обследованных жеребцов через 
8–9 недель, а у остальных особей – в интерва-
ле от 2 до 7 месяцев непрерывного кормления. 

Таким образом, полученные данные свиде-
тельствуют о том, что при кормлении лошадей 
исследуемых пород кормом с максимально до-
пустимыми уровнями микотоксинов мутаген-
ный эффект начинает наблюдаться в интервале 
от 8–9 недель до 7 месяцев.

Заключение
Впервые в Украине проведены исследования 

влияния максимально допустимых уровней 
зеараленона, Т-2 токсина, дезоксинивалено-
ла и афлатоксина корма на цитогенетические 
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показатели жеребцов-производителей укра-
инской верховой, тракененской, арабской и 
вестфальской пород. После кормления же-
ребцов кормом с максимально допустимыми 
уровнями микотоксинов у исследуемого по-
головья наблюдалось достоверное увеличение 
относительного количества метафаз с абер-
рациями в среднем у украинской верховой 
породы на 2,4% (р < 0,05), тракененской по-
роды – на 1,6% (р < 0,001), арабской породы – 
на 1,4% (р < 0,01), вестфальской породы – на 
1,2% (р < 0,001). При этом общее количество 
аберраций у жеребцов вестфальской породы 
в среднем увеличилось на 37,7% (р < 0,001), 
у арабской породы – на 36,8% (р < 0,001), 
у тракененской породы – на 18,8% (р < 0,001), 
у украинской верховой – на 23,8%. Таким об-
разом, полученные данные позволяют гово-
рить о необходимости ограничения сроков 
кормления жеребцов-производителей иссле-
дуемых пород кормом с максимально допу-
стимыми уровнями микотоксинов в связи с 
их мутагенным эффектом.
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Введение
Современные ДНК-технологии, такие, как 

маркер-сопутствующая селекция, позволяют 
ускорить темпы селекции и сократить финансо-
вые затраты при осуществлении классических 
селекционных мероприятий. Однако отбор жи-
вотных с предпочтительными генотипами, ас-
социированными с признаками молочной про-
дуктивности у крупного рогатого скота, против 
ожидания, не во всех случаях приносит такой 
значительный и скорый результат. Многие ав-
торы обращают внимание на необходимость 
совершенствования способов оценки фено-
типических эффектов генетических маркеров 
[1–3]. Поэтому особый интерес представляет 
разработка методов оценки ассоциации поли-
морфных генов-кандидатов с количественными 
хозяйственно-полезными признаками. 

Исследования ассоциации полиморфных 
генов-кандидатов с признаками молочной 
продуктивности у крупного рогатого скота 
в настоящее время сводятся, в основном, к 
определению предпочтительного аллеля и ге-
нотипа путем сравнения между собой показа-
телей продуктивности у животных с разными 
генотипами [2, 4–5]. Данный подход позволяет 
выявить генотипы, характеризующиеся по-
вышенным и пониженным уровнем продук-
тивности по исследуемому признаку, однако 
он не отражает степень их превосходства в 
показателях продуктивности по отношению 
ко всему исследуемому поголовью. Поэтому 
мы предложили общепринятый сравнитель-
ный анализ генотипов между собой дополнить 
оценкой фенотипического эффекта предпо-
чтительного и нежелательного генотипов по 
отношению к уровню продуктивности общей 
выборки [6, 7]. Это позволило сопоставить и 
оценить количественно степень проявления 

повышающих эффектов для предпочтитель-
ных генотипов и понижающих эффектов для 
нежелательных генотипов. Ранее, в ходе ис-
следований полиморфных генов-кандидатов, 
принадлежащих к группе соматотропинового 
каскада, нами было показано, что, во-первых, 
продуктивность животных с предпочтитель-
ным и нежелательным генотипом может нахо-
диться в пределах среднего значения по общей 
выборке. В таком случае селекционный отбор 
животных с предпочтительным генотипом 
будет недостаточно эффективен. Во-вторых, 
были установлены случаи, когда один и тот 
же генотип у представителей голштинской 
породы и белорусской черно-пестрой обладал 
противоположным эффектом на признак бел-
ковомолочности [8, 9]. 

В настоящее время выявлено большое ко-
личество потенциальных генов-кандидатов, 
полиморфные варианты которых ассоцииро-
ваны с признаками молочной продуктивно-
сти у крупного рогатого скота. Целью данно-
го исследования было оценить ассоциацию 
полиморфных вариантов гена каппа-казеина 
с признаками удоя за 305 суток и белковомо-
лочности (молочный белок, кг, за 305 суток 
лактации) с применением ранее разработан-
ного подхода. 

Казеин является основным белком молока, 
представленным в нем в нескольких формах – 
α, β, γ и др. Показателем, который в наибольшей 
степени отличает одну форму казеина от дру-
гой, является содержание фосфора. Наиболь-
шее количество фосфора выявлено в α-казеине 
(1%) и в 10 раз меньше в γ-казеине (0,1%). 

Ген CSN3, кодирующий белок каппа-казеин, 
локализован в шестой хромосоме, имеет раз-
мер 13 т.п.о. и состоит из 5 экзонов и 4 интро-
нов [10]. 
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На сегодняшний день описано семь алле-
лей гена CSN3: A, B, C, D, E, F, G, H. Наи-
более часто у крупного рогатого скота (КРС) 
встречаются А и  В  аллельные варианты 
каппа-казеина, отличающиеся двумя ами-
нокислотными заменами в 136 и 148 поло-
жениях полипептидной цепи, вызванными 
соответствующими точковыми мутациями 
в позициях 5309 (С→Т) и 5345 (A→C) [10]. 
Показано, что аллель В гена каппа-казеина 
положительно коррелирует с более высоким 
содержанием общего протеина в молоке, по-
вышенным содержанием каппа-казеина, а 
также лучшими сыродельными характери-
стиками молока, что в свою очередь может 
быть использовано в селекционной практике. 
Анализ данных показал, что более твердые 
сыры могут быть изготовлены только из мо-
лока коров, имеющих генотип ВВ, также из 
такого молока получается больший выход 
сыра, чем из молока коров, имеющих геноти-
пы АА или АВ. В связи с вышеперечислен-
ным, аллель В гена каппа-казеина предло-
жено использовать в качестве генетического 
маркера молочной продуктивности в селек-
ционной практике КРС [10, 11]. 

Для генотипирования исследуемых живот-
ных по локусу каппа-казеина были использо-
ваны праймеры VAR5 и VAR3 [4]: 

VAR5 5-ata gcc aaa tat atc cca att cag t-3 
VAR3 5-ttt att aat aag tcc atg aat ctt g-3 
Режим ПЦР: «горячий старт» 95 °C – 5 мин; 

94 °С – 1 мин – денатурация; 58 °С – 1 мин – 
отжиг праймеров; 72  °С – 1 мин – синтез 
(35 циклов); элонгация – 5 мин при 72 °С.

Затем аликвоту амплификата 10 мкл обраба-
тывали 20 ед. рестриктазы Hind III в 1х буфере 
«W» с добавлением BSA (СибЭнзим, Россия) 
и инкубировали при 37 °С в течении 8 часов. 
Фрагменты разделяются в 2%-ном агарозном 
геле и визуализируются в УФ после окраши-
вания бромистым этидием (рис. 1). 

Аллель А не имеет сайта рестрикции, поэ-
тому амплификат после рестрикции остается 
неизменным (рис. 1). Аллель В имеет сайт ре-
стрикции для рестриктазы Hind III, поэтому в 
результате рестрикции образуются два фраг-
мента: 377 и 155 п.н. Присутствие в образце 
трех фрагментов свидетельствует о гетерози-
готном генотипе АВ.

Материалы и методы
Материалом исследования послужили 

быкопроизводящие коровы голштинской 
(n = 109) и белорусской черно-пестрой поро-
ды с условной долей наследуемости по гол-
штинской породе до 69,1% (n = 289). Сред-
няя продуктивность по наивысшей лактации 
составляет 9219 ± 1073 л, что соответствует 
требованиям Республиканской программы 
по племенному делу (2011–2015 гг.). В каче-
стве источника информации использованы 
племенные карты исследуемых животных 
с данными об их молочной продуктивности 
на основании систематического анализа со-
става молока, проводимого в лаборатории 
предприятия, предоставляющего образцы 
(Несвижский филиал РУСП «Минское плем-
предприятие»). 

Геномную ДНК выделяли из крови коров, 
используя набор DiatomTM Prep200 (Лабора-
тория Изоген, Москва), согласно инструк-
ции фирмы-изготовителя. Определение 
генотипа осуществлялось методом ПЦР-
ПДРФ.

Рис. 1. Электрофореграмма ДНК-типирования 
полиморфизма bCSN-Hind III

Дорожка 1 – маркер молекулярных масс FastRuler ™ 
Low Range DNA Ladder, dye-to-use, № SM1103 (Fermen-
tas, Литва); дорожка 2 – положительный контрольный 
образец ПЦР-продукт 532 п.н. фрагмента гена bCSN-

Hind III; дорожка 3 – отрицательный контрольный 
образец ПЦР; дорожка 4 – отрицательный контрольный 

образец рестрикции; дорожки 5, 8, 10 – фрагменты 
рестрикции 532, 377 и 155 п.н., соответствующие 

генотипу bCSN-Hind IIIАB; дорожки 6, 9 – фрагмент 
рестрикции 532 п.н., соответствующий генотипу bCSN-

Hind IIIAА; дорожка 7 – фрагменты рестрикции 377, 
155 п.н., соответствующие генотипу bCSN-Hind IIIВВ. 
Электрофорез проводили в 2%-ном агарозном геле 

(SeaKem LE Agarose, Lonza, США)
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Результаты и обсуждение ношению к генотипу bCSN3АА. У коров черно-
пестрой породы мы отмечаем противополож-
ную тенденцию: несколько повышенный удой 
наблюдается в группе с генотипом bCSN3АА 
и, следовательно, данный генотип является 
предпочтительным (рис. 2).

Статистическая оценка разницы между груп-
пами с разными генотипами, а также сравнение 
продуктивности животных с определенным ге-
нотипом по отношению к общей выборке про-
водилось с помощью однофакторного диспер-
сионного анализа. Если величина t-статистики 
больше, чем t критическое двухстороннее 
(и р(T ≤ t) двухстороннее меньше заданного 
уровня значимости a), то можно считать, что 
сравниваемые группы значимо отличаются 
по среднему значению признака. Результаты 
статистического анализа разницы показате-
лей удоя у анализируемых групп приведены в 
табл. 1. Из которой следует, что на предприятии 
СПК АК «Снов» голштинские коровы с гено-
типом bCSN3ВВ значимо отличаются и от жи-
вотных с генотипом bCSN3АА, и bCSN3АВ. Это 
значит, что удой в группе с генотипом bCSN3ВВ 
статистически значимо превышает среднее зна-
чение выборки. Таким образом, у голштинских 
коров на предприятии СПК АК «Снов» генотип 
bCSN3ВВ ассоциирован с повышенным удоем и 
может применяться как генетический маркер.

Оценка генa каппа-казеина в качестве гене-
тического маркера молочной продуктивности 
у коров голштинской и белорусской черно-
пестой пород, проводилась в два этапа.

Первый этап отражает традиционный под-
ход, который предполагает определение пред-
почтительного и нежелательного генотипа 
путем сравнения между собой показателей 
продуктивности у соответствующих групп 
животных. Традиционно предпочтительным 
считается генотип, обладатели которого ха-
рактеризуются наибольшей продуктивностью 
по исследуемому признаку. Генотипы, облада-
тели которых характеризуются более низкой 
продуктивностью по исследуемому признаку, 
принимаются как нежелательные. 

Второй этап, предложенный нами дополни-
тельно к традиционному подходу, включал по-
следующее сравнение показателей продуктив-
ности у групп животных с предпочтительными 
и нежелательными генотипами относительно 
общей выборки и оценку значимости наблю-
даемых отличий. 

Средние значения удоя коров голштинской 
и черно-пестрой породы отражены на рис. 2. 

У голштинских коров по признаку удоя ли-
дирует группа с генотипом bCSN3ВВ. Данный 
генотип является предпочтительным по от-

Рис. 2. Удой за 305 суток лактации у голштинских и черно-пестрых коров с разными генотипами по гену 
каппа-казеина (m ± mQ)
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Из данных, приведенных в табл. 1, так-
же следует, что удой у черно-пестрых коров 
с генотипом bCSN3АА значимо отличается и 
от животных с генотипом bCSN3АВ. Это по-
зволяет рассматривать генотип bCSN3АА как 
предпочтительный у черно-пестрых коров 
по признаку удоя. Однако по отношению к 
среднему показателю выборки выявляемое 

различие значимым не является. Следователь-
но, проведение отбора животных по данному 
генотипу в селекционных целях будет неце-
лесообразным.

Средние значения продуктивности мо-
лочного белка у коров голштинской, а так-
же   черно-пестрой породы отражены на 
рис. 3.

Таблица 1 
Статистическая оценка различия средних показателей удоя в группах с разными  

генотипами между собой и по отношению к общей выборке среди коров голштинской  
и белорусской черно-пестрой пород

Статистические показатели
Группы сравнения

АА-АВ АА-ВВ* АВ-ВВ* АА-выборка АВ-выборка ВВ-выборка*

Голштинская порода

t-статистика 1,15 -2,74 -2,60 -0,14 1,05 -2,55
р(T ≤ t) двухстороннее 0,25 0,01 0,01 0,89 0,30 0,01
t критическое двухстороннее 1,98 1,99 2,04 1,97 1,98 1,98

Белорусская черно-пестрая порода

t-статистика 2,13 0,67 0,16 -0,81 1,35 0,52
р(T ≤ t) двухстороннее 0,03 0,51 0,88 0,42 0,18 0,61
t критическое двухстороннее 1,98 1,98 2,01 1,97 1,97 1,97

* – различие средних показателей в этих группах статистически значимо. 
Отличие между группами статистически значимо, если t-статистика ≥ t критическое двухстороннее (и р(T ≤ t) ≤ a; 
a = 0,05)

Рис. 3. Продуктивность молочного белка за 305 суток лактации у голштинских 
и черно-пестрых коров с разными генотипами  

по гену каппа-казеина (m ±mQ)
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Из рис. 3 видно, что у голштинских ко-
ров по признаку белковомолочности лиди-
рует группа с генотипом bCSN3ВВ. Данный 
генотип является предпочтительным по 
отношению к генотипу bCSN3АА. У коров 
черно-пестрой породы группа с генотипом 
bCSN3ВВ характеризуется несколько боль-

шим уровнем белковомолочности, однако 
эта разница находится в пределах статисти-
ческой ошибки.

Результаты статистической оценки разни-
цы между группами с разными генотипами 
и по отношению к общей выборке приведены 
в табл. 2. 

Таблица 2 
Статистическая оценка различия средних показателей белковомолочности в группах 

с разными генотипами между собой и по отношению к общей выборке среди коров 
голштинской и белорусской черно-пестрой породы 

Статистические показатели
Группы сравнения

АА-АВ АА-ВВ* АВ-ВВ* АА-выборка АВ-выборка ВВ-выборка*

Голштинская порода

t-статистика 0,48 -2,52 -2,31 -0,29 0,30 -2,61
р(T ≤ t) двухстороннее 0,63 0,01 0,03 0,77 0,77 0,01
t критическое двухстороннее 1,98 1,99 2,04 1,97 1,98 1,98

Белорусская черно-пестрая порода

t-статистика 0,62 0,23 0,04 0,28 -0,44 -0,17
р(T ≤ t) двухстороннее 0,54 0,82 0,96 0,78 0,66 0,86
t критическое двухстороннее 1,97 1,98 2,01 1,97 1,97 1,97

* – различие средних показателей в этих группах статистически значимо 
Отличие между группами статистически значимо, если t-статистика ≥ t критическое двухстороннее (и р(T ≤ t) 
≤ a; a = 0,05)

2. У голштинских коров генотип bCSN3ВВ 
ассоциирован с повышенным удоем статисти-
чески значимо, что позволяет рекомендовать 
его в качестве генетического маркера для се-
лекционных программ.

3 В отношении признака продуктивности 
общего молочного белка у коров голштинской 
и черно-пестрой пород прослеживается та же тен-
денция к противоположному фенотипическому 
эффекту генотипов. В частности генотип bCSN3ВВ 
является предпочтительным у голштинских ко-
ров и альтернативным у черно-пестрых. Ассо-
циация генотипа bCSN3ВВ с повышенной белко-
вомолочностью является значимой, что позволяет 
рекомендовать его для селекционных программ 
в качестве генетического маркера повышенной 
белковомолочности у голштинских коров. 

Из данных, приведенных в табл. 2, следу-
ет, что на предприятии СПК АК «Снов» гол-
штинские коровы с предпочтительным гено-
типом bCSN3ВВ значимо отличаются от общей 
выборки. Что делает целесообразным отбор 
коров с таким генотипом при осуществлении 
селекционных мероприятий для увеличения 
продуктивности молочного белка в популяции. 

Заключение
По результатам межпородного сравнитель-

ного анализа продуктивности голштинских и 
черно-пестрых коров нами было установлено 
следующее:

1. Фенотипический эффект полиморфного 
гена каппа-казеина у коров голштинской и 
белорусской черно-пестрой пород является 
противоположным. Генотип bCSN3ВВ являет-
ся предпочтительным у коров голштинской 
породы по признаку удоя, в то время как у 
коров черно-пестрой породы предпочтителен 
генотип bCSN3АА.
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ГЕНЕТИЧЕСКОЕ РАЗНООБРАЗИЕ И ДИФФЕРЕНЦИАЦИЯ 
ПОПУЛЯЦИЙ ТЕТЕРЕВА БЕЛОРУССКОГО  

И УКРАИНСКОГО ПОЛЕСЬЯ

в настоящее время численность тетерева 
составляет 22% от общей его численности 
в  Беларуси. Это единственная область, 
в  которой численность тетерева остается 
достаточно стабильной и держится примерно 
на одном и том же уровне, начиная с 2000 г. 
и по настоящее время, несмотря на общую 
отрицательную тенденцию по стране. По-
видимому, это связано с наличием обширных, 
пригодных для тетерева угодий в крупных лесо-
болотных массивах, пойменных биотопах, 
а также в зоне отселения ЧАЭС.

В связи со значительным сокращением 
численности тетерева на территории Бе-
ларуси актуальным является проведение 
генетических исследований, что позволит 
судить о генетическом разнообразии по-
пуляции и необходимости выработки до-
полнительных мер по сохранению данного 
вида в нашей стране. Анализ генетического 
разнообразия и дифференциации популяций 
тетерева активно ведется в странах западной 
и центральной Европы [9–16]. В качестве 
основных маркеров для исследования ге-
нетической структуры популяций тетерева 
выступают микросателлиты, с помощью 
которых можно выявлять нейтральное 
генетическое разнообразие, миграционные 
процессы и возможное негативное влияние 
инбридинга в локальных популяциях 
животных [17–19].

Что касается восточно-европейских по-
пуляций тетерева, то до сих пор они оста-
ются недостаточно изученными. Иссле-
дование тетерева в данном регионе, в том 
числе с использованием микросателлитных 
маркеров, проводилось М.А. Павловской [20] 
и было посвящено анализу генетического 
разнообразия и дифференциации популяций 
тетереваУкраинского Полесья.

Научно-практический центр НАН Беларуси по биоресурсам 
Республика Беларусь, 220072, г. Минск, ул. Академическая, 27

Введение
На территории Республики Беларусь 

тетерев – немногочисленный гнездящийся 
оседлый вид. Незначительное сокраще-
ние численности тетерева было отмечено 
в  восточных районах Беларуси еще в 
начале ХХ  века.  Во  второй половине 
ХХ века результаты учетов, проводившихся 
М.С. Долбиком [1–4], показали, что к концу 
1970-х годов плотность тетерева снизилась 
почти вдвое в  сравнении с  концом 1950-
х, уменьшилось число токов, так же, как и 
количество самцов, вылетающих на один ток.

Причиной такого снижения численности 
послужили изменения всего комплекса ме-
стообитаний данного вида в результате интен-
сивной мелиорации и сельскохозяйственного 
освоения естественных угодий с оптимальны-
ми для тетеревов структурными показателями 
(сочетанием открытых пространств с опреде-
ленным типом древесно-кустарниковой рас-
тительности).	

Устойчивая тенденция к сокращению 
численности проявилась в Беларуси также 
и в 2000-е годы. К 2008 г., в сравнении с 2001 г., 
численность тетерева сократилась на 21%, а к 
2014 – уже на 30% [5–8]. Современная весенняя 
численность данного вида на территории 
Республики Беларусь составляет примерно 
36 тыс. особей (данные Министерства лесного 
хозяйства Республики Беларусь за 2012–
2014 гг.).

Самые ранние и в наибольшей степени 
негативные тенденции проявились в западной 
части страны: в Брестской области весенняя 
численность сократилась с 12,5 тыс. особей 
в 1992 г. до 4,3 тыс. особей в 2012 г., т.е. 
примерно в 3 раза, а в Гродненской области – 
с 9,1 тыс. особей в 1990 г. до 1,1 тыс. особей 
в 2013 г., т.е. в 8 раз. В Гомельской области 
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Данные из работы М.А. Павловской [20] ис-
пользованы в настоящем исследовании, что 
позволило провести сравнение генетическо-
го разнообразия популяций тетерева Бело-
русского и Украинского Полесья и оценить 
уровень их генетической дифференциации. 
Полученные данные могут быть использова-
ны для оценки хозяйственной значимости ис-
следуемых популяций тетерева в дальнейших 
работах по повышению их устойчивости.

Материалы и методы
Для исследования генетического разно-

образия и популяционной структуры тете-
рева на территории Белорусского Полесья 

в период с апреля по ноябрь 2014 года бы-
ли собраны образцы мышечной ткани от 
21 особи (табл. 1), которые принадлежали 
трем пространственно разобщенным популя-
циям: 13 особей из Полесского радиационно-
экологического заповедника (Гомельская об-
ласть), 6 особей из Ганцевичского района 
(Брестская область) и 2 особи, добытые в 
районе поселка Милашевичи (Лельчицкий 
район, Гомельская область). В целях оценки 
генетической дифференциации белорусской 
популяции тетерева от украинской популяции 
вида, а также сравнения их генетического 
разнообразия были привлечены 27 образцов 
с Украинского Полесья.

Таблица 1 
Описание проб тетерева Белорусского Полесья

№ Код пробы Дата Место

1 Tet_1 08.04.2014
Гомельская обл., ПГРЭЗ, Погонное2 Tet_2 08.04.2014

3 Tet_3 08.04.2014
4 68-14 10.11.2014

Гомельская обл., ПГРЭЗ, Кухновщина
5 67-14 10.11.2014
6 71-14 13.11.2014

Гомельская обл., Бабчинское лесничество, 
бнп Оревичи, ПГРЭЗ7 55-14 22.10.2014

8 56-14 22.10.2014
9 70-14 13.11.2014

Гомельская обл., ПГРЭЗ, Воротецкое лесничество 
КПП «Майдан»

10 78-14 18.11.2014
11 77-14 17.11.2014
12 79-14 18.11.2014

13 60-14 23.10.2014 Гомельская обл., ПГРЭЗ,  
Новопокровское лесничество

14 Tet_10 22.04.2014
Гомельская обл., Лельчицкий р-н, Милашевичи

15 Tet_11 20.04.2014
16 Tet_4 10.04.2014

Бресткая обл., Ганцевичский р-н

17 Tet_5 10.04.2014
18 Tet_6 10.04.2014
19 Tet_7 15.04.2014
20 Tet_8 15.04.2014
21 Tet_9 15.04.2014

Выделение ДНК проводилось при помощи 
наборов Genomic DNA Purification Kit 
(Fementas), а также DNEasy Blood and Tussue 
Kit (QIAGEN). Использовался стандартный для 
этих наборов протокол выделения. Для визуа-

лизации качества выделенной ДНК проводился 
горизонтальный электрофорез в агарозном геле. 

Для амплификации образцов ДНК тетере-
ва использовались 9 пар микросателлитных 
праймеров (табл. 2). ПЦР-смесь готовилась 
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в объеме 25 мкл и содержала 2,5 мкл 
10х буфера, содержащего (NH4)2SO4, 
2,5 мкл 10х смеси dNTPs, 1,5 мМ Mg-
Cl2, по 5 pmol прямого и обратного 
праймеров, рекомендованных в рабо-
тах [9, 20], 0,01 ед. Taq-полимеразы 
и 2 мкл ДНК исследуемых образцов. 
В работе использовался амплификатор 
модели Px2 Thermal Cycler (Thermo, 
США). Все компоненты ПЦР-смесей 
были произведены ОДО «Праймтех».

Программа проведения ПЦР пред-
ставлена в табл. 3.

Фрагментный анализ полученных об-
разцов производился на базе Института 
биоорганической химии НАН Белару-
си. Определение размеров аллелей в 
исследуемых образцах производилось 
в программе GeneMapper v4.1 (Applied 
Biosystems, США). Оценку частоты ну-
левых аллелей для каждого локуса и 
тестирование на наличие неравновес-
ного сцепления генов и на отклонение 
от равновесия Харди-Вайнберга про-
водили с помощью программы Gene-
pop 1.2 [21].

Тест на подверженность популяций 
в прошлом резкому снижению чис-
ленности (эффект бутылочного гор-
лышка) был проведен в программе 
Bottleneck 1.2.02 [22]. В данной работе 
использовалась модель TPM (two phase 
model) со следующими параметрами: 
Ps = 0,88, variance – 10%.

Расчет таких показателей генети-
ческого разнообразия, как число ал-
лелей в локусе (N alleles), аллельное 
богатство (AR) и коэффициент инбри-
динга Райта (Fis) (Wright, 1943) про-
изводился в программе FSTAT 2.9.3.2 
[23],  а  расчет наблюдаемой (Ho) 
и ожидаемой (He) гетерозиготности – 
в программе Genetix 4.05.2 [24]. Про-
верка наличия статистически досто-
верных различий между популяциями 
тетерева по значениям вышеперечис-
ленных индексов (кроме Fis) прово-
дилась с  помощью однофакторного 
дисперсионного анализа (ANOVA), 
реализованного в  программе PAST 
[25]. 
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Для анализа генетической дифференциа-
ции популяций использовались следующие 
индексы: Gst, рассчитанный в программе 
POPTREE2 [26], Fst, рассчитанный в про-
грамме ARLEQUIN [27]. Дополнительно был 
рассчитан индекс Dest в программе SMOGD 
[28], так как считается, что индексы Gst и Fst 
могут быть ненадежными, когда генетическое 
разнообразие изучаемых популяций очень вы-
сокое (Jost, 2008, цит. по [20]).

Для отображения и оценки популяционной 
структуры использовался факториальный 
анализ соответствия (FCA), реализованный в 
программе Genetix 4.05.2 [24], и возможности 
программы STRUCTURE [29, 30]. Последняя 
программа работала со следующими настрой-
ками: модель – admixture model, неопреде-
ленная популяционная структура (undefined 

Таблица 3
Температурный и временной режимы проведения ПЦР для микросателлитных локусов

Шаг Число циклов Температура, °С Время

Начальная активация 1 95 15 мин

Денатурация, отжиг и 
элонгация 40

94 30 с
Температура отжига 

праймера, °С 90 с

72 60 с
Финальная элонгация 1 60 30 мин
Хранение – 8 ∞

populations tructure), корреляция частот ал-
лелей между популяциями (correlated allele 
frequencies among populations), длина периода 
отжига (length of burning period) = 50 000, чис-
ло MCMC (Markov chain Monte Carlo) повто-
ров после отжига = 10 000 (Evanno et al., 2005, 
цит. по [20]). Было протестировано 10 возмож-
ных групп (K = 1–10), для каждого варианта 
было проведено по 20 прогонов. Для поиска 
наиболее подходящего числа кластеров был 
рассчитан параметр ΔK [31].

Таблица 4 
Частота нулевых аллелей для популяций тетерева Белорусского и Украинского Полесья

Результаты и их обсуждение
Сравнительный анализ генетического раз-

нообразия и генетической структуры попу-
ляций тетерева Белорусского и Украинского 
Полесья производился на основании анализа 
девяти локусов (табл. 4).

Локус Belarus Ukraine
ADL184 0,19 0,00
ADL142 0,00 0,00
TUT2 0,00 0,17
TUT3 0,00 0,12
TUT4 0,00 0,00
ADL230 0,00 0,00
BG15 0,00 0,19
BG18 0,00 0,18
TUT1 0,00 0,27

Анализ частоты аллелей в белорусской по-
пуляции тетерева показал присутствие нерав-
новесного сцепления только для двух локусов 
ADL184 и TUT2, в украинской популяции 

тетерева неравновесное сцепление наблюда-
лось для локусов ADL230 и ADL142 [20]. От-
сутствие неравновесного сцепления генов по 
всем остальным локусам как в белорусской, 
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так и в украинской популяциях тетерева го-
ворит о возможности их использования для 
дальнейшего анализа генетического разноо-
бразия и популяционной структуры.

Проведенный анализ в программе Bottle-
neck 1.2.02 на подверженность белорусской 
популяции тетерева резкой редукции числен-
ности в прошлом не выявил наличия эффекта 

бутылочного горлышка (p = 0,55). Для укра-
инской популяции тетерева также не было 
установлено сильного снижения численности 
в прошлом [20]. 

Результаты анализа числа аллелей в локусе 
(N alleles) и аллельного богатства (AR) в ана-
лизируемых популяциях тетерева представле-
ны в табл. 5.

Таблица 5 
Данные по числу аллелей и аллельному богатству в популяциях тетерева  

Белорусского и Украинского Полесья 

Локус
PGREZ Brest Gomel Belarus Ukraine

N alleles AR N alleles AR N alleles AR N alleles AR N alleles AR

ADL184 10 3,29 7 3,47 3 3,00 10 9,86 3 3,00
ADL142 12 3,56 6 3,25 4 4,00 14 13,76 11 9,88
TUT2 4 2,44 4 2,83 2 2,00 4 4,00 11 9,58
TUT3 10 3,16 5 3,22 2 2,00 11 10,86 13 11,50
TUT4 8 3,09 5 3,13 4 4,00 8 8,00 8 7,28
ADL230 17 3,77 6 3,37 4 4,00 18 18,00 3 2,99
BG15 12 3,34 5 3,09 3 3,00 13 12,62 13 11,76
BG18 12 3,66 7 3,27 4 4,00 15 15,00 7 6,73
TUT1 11 3,53 9 3,73 4 4,00 15 14,76 16 13,80
Среднее 10,70 3,33 6,00 3,26 3,30 3,30 12,00 11,87 9.44 8,50

П р и м е ч а н и е . PGREZ – популяция тетерева из ПГРЭЗ (Гомельская область), Gomel – популяция тетерева из 
района поселка Милашевичи (Лельчицкий район, Гомельская область), Brest – популяция тетерева из Ганцевич-
ского района (Брестская область), Ukraine – популяция тетерева с территории Украинского Полесья, Belarus – 
объединенная популяция тетерева с территории Белорусского Полесья 

Как видно из табл. 5, для белорусских попу-
ляций тетерева характерны примерно равные 
средние значения аллельного богатства (AR), 
тогда как средние значения числа аллелей на ло-
кус распределены неравномерно. Так, наиболь-
шее среднее значение числа аллелей на локус 
наблюдается в популяции тетерева из ПГРЭЗ. 
В популяции тетерева из Брестской области 
данный показатель имеет среднее значение, 
тогда как для популяции в районе поселка Ми-
лашевичи наблюдается наименьшее среднее 
значение числа аллелей на локус, что может 
быть связано с крайне низким числом особей 
в популяции Gomel, взятых для исследования. 
Сравнительный анализ средних значений чис-
ла аллелей на локус и аллельного богатства 
демонстрирует более высокие значения обоих 
показателей в популяции тетерева, обитающей 
на территории Белорусского Полесья. Наиболь-

шие различия между белоруской и украинской 
популяциями тетерева наблюдаются по локусам 
ADL184, TUT2, ADL230 и BG18. 

Генетическое разнообразие по значениям 
индексов наблюдаемой (Ho) и ожидаемой гете-
розиготности (He) в популяциях тетерева, оби-
тающих в Белорусском Полесье, характеризует-
ся примерно одинаково высокими значениями 
(табл. 6). Сравнение значений наблюдаемой 
и ожидаемой гетерозиготности в популяциях 
тетерева Белорусского и Украинского Полесья 
показывает, что они обе характеризуются вы-
соким генетическим разнообразием, однако, у 
белорусской популяции рассматриваемые пока-
затели выше. Общее высокое генетическое раз-
нообразие в популяциях тетерева на территории 
Белорусского и Украинского Полесья подтверж-
дается и отсутствием инбридинга (Fis = -0,148, 
Fis = -0,074 соответственно).
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Таблица 6
Показатели генетического разнообразия в популяциях тетерева на территории  

Белорусского и Украинского Полесья

 Популяция Ho He Fis

PGREZ 0,99 0,87 -0,145
Gomel 1,00 0,88 -0,212
Brest 0,98 0,87 -0,152
Belarus 0,99 0,87 -0,148
Ukraine 0,77 0,72 -0,074

При сравнении показателей генетического 
разнообразия между популяциями тетерева 
Белорусского и Украинского Полесья достовер-
ные различия наблюдались только по показате-
лям наблюдаемой и ожидаемой гетерозиготно-
сти (рис. 1, результаты для Ho не отображены).

Анализ генетического разделения между 

а б в

популяциями тетерева Белорусского и Укра-
инского Полесья на основании полиморфизма 
микросателлитных локусов с использованием 
индексов Gst и Dest показал отсутствие диф-
ференциации среди белорусских популяций и 
наличие различий между белорусской и укра-
инской популяциями (табл. 7).

Рис. 1. Сравнение показателей генетического разнообразия между популяциями тетерева Белорусского и Укра-
инского Полесья: а – ожидаемая гетерозиготность (p = 0,01); б – среднее число аллелей на локус (p = 0,23); 

в – аллельное богатство (p = 0,09)

Таблица 7
Данные по генетической дифференциации популяций тетерева Белорусского  

и Украинского Полесья на основании полиморфизма микросателлитных локусов

Локус
PGREZ, Gomel, Brest Belarus, Ukraine

Gst Dest Gst Dest

ADL184 -0,186 -0,47 0,119 0,91
ADL142 -0,181 -0,63 0,018 0,58

TUT2 -0,213 -0,22 0,245 1,00
TUT3 -0,023 0,58 0,048 1,00
TUT4 -0,158 -0,06 0,018 0,28

ADL230 -0,172 -0,64 0,103 0,84
BG15 -0,176 -0,31 0,089 1,00
BG18 -0,139 0,02 0,031 0,71
TUT1 -0,171 -0,86 0,042 0,99

Среднее -0,157 -0,274 0,079 0,811
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При этом наибольшие различия наблюдают-
ся по локусам ADL184, TUT2, TUT3, ADL230, 
BG15 и TUT1. Полученные данные подтверж-
даются значениями общего индекса фиксации 
Fst. Так, среди белорусских популяций те-
терева наблюдается крайне низкое значение 
генетического разделения только между по-
пуляциями с территории ПГРЭЗ и Брестской 
области – Fst = 0,01 (p = 0,03), а между попу-

ляциями тетерева Белорусского и Украинского 
Полесья значение данного показателя равня-
лось 0,19 (p < 0,001). 

Наличие слабой генетической структуры вну-
три белорусской популяции тетерева и подтверж-
дение выявленного разделения белорусской и 
украинской популяций было показано с помо-
щью метода FCA (рис. 2, рис. 3 соответственно) 
и программы STRUCTURE (ΔK = 42,71, рис. 4). 

Рис. 2. Генетическая структура белорусских популяций тетерева, полученная с помощью метода FCA (белые 
квадраты – объединенные популяции тетерева Гомельской области (PGREZ, Gomel), черные квадраты – попу-

ляция тетерева Брестской области (Brest))

Рис. 3. Генетическая структура популяций тетерева Белорусского и Украинского Полесья, полученная с помощью 
метода FCA (белые квадраты – белорусская популяция тетерева, черные квадраты – украинская популяция)
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При этом на основании проведенного байе-
совского анализа в программе STRUCTURE 
белорусскую популяцию можно охарактери-
зовать как генетически однородную, тогда 
как в украинской популяции тетерева отмече-
но присутствие смешанных генотипов (14%), 
имеющих в своем составе аллельные варианты 
с территории Белорусского Полесья. 

статочного внутреннего ресурса для поддержа-
ния устойчивой численности на современном 
этапе. Однако последнее не отменяет необходи-
мости проведения природоохранных мероприя-
тий по сохранению важных для вида биотопов. 

Авторы статьи выражают искреннюю 
благодарность сотруднику Полесского 
радиационно-экологического заповедника 
В.В. Юрко, сотруднику РУП «Белгосохота» 
С.С. Протасевичу и охотоведу ГЛХУ «Мило-
шевичский лесхоз» А.П. Гавриленко за сбор по-
левого материала для исследования. Работа 
выполнена при финансовой поддержке Бело-
русского республиканского фонда фундамен-
тальных исследований (Б13К 122).

Рис. 4. Байесовский анализ генетической дифференциации популяций тетерева с территорий Белорусского 
и Украинского Полесья

Заключение
Таким образом, на основании анализа поли-

морфизма микросателлитных локусов можно 
констатировать, что генетическое разнообра-
зие популяций тетерева на территории Полесья 
характеризуется достаточно высоким уровнем: 
значения аллельного богатства (AR) составили 
8,50 и 11,87, средней наблюдаемой гетерозигот-
ности (Но) – 0,77 и 0,99, средней ожидаемой 
гетерозиготности (Не) – 0,72 и 0,87 для укра-
инской и белорусской популяций соответствен-
но. При этом белорусские популяции тетерева 
характеризуются одинаковым уровнем генети-
ческого разнообразия. Белорусскую популяцию 
можно охарактеризовать как генетически одно-
родную, так как среди местных популяций тете-
рева не наблюдается генетического разделения 
(Gst = -0,157, Dest = -0,274).

Между белорусской и украинской популя-
циями тетерева имеется генетическая диффе-
ренциация (Gst = 0,079, Dest = 0,81). При этом 
наибольшие различия наблюдаются по локу-
сам ADL184, TUT2, TUT3, ADL230, BG15 и 
TUT1. В украинской популяции тетерева на-
блюдается присутствие смешанных генотипов 
(14%), включающих аллели, характерные для 
особей, обитающих на территории Белорус-
ского Полесья. 

На основании полученных данных по гене-
тическому разнообразию популяций тетерева 
Белорусского и Украинского Полесья можно 
предварительно говорить о наличии у них до-
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Республика Беларусь, 220030, г. Минск, пр-т Независимости, 4 

и в экспериментах [9–11]. Инвазивные виды 
на новых территориях могут осваивать нети-
пичные для них кормовые растения. В неко-
торых случаях происходят и закрепляются на 
уровне региональных популяций изменения в 
биологическом цикле [12]. Это также вносит 
дополнительную сложность в идентификацию 
видов у тлей. ДНК-технологии, в этом смысле, 
предоставляют исследователю удобный мето-
дологический инструментарий, позволяющий 
с высокой точностью установить видовую при-
надлежность не только имаго, но и личинок, 
а также яиц тлей. 

Для видовой идентификации беспозвоноч-
ных и, в том числе, насекомых-фитофагов, 
чаще всего применяется метод, названный 
«ДНК-штрихкодирование», то есть опреде-
ление видов по нуклеотидной последователь-
ности маркерной области митохондриального 
генома [13]. Единственное неудобство данно-
го метода заключается в обязательном про-
ведении секвенирования ДНК – процедуры 
относительно трудоемкой и дорогостоящей, 
которая крайне редко может быть проведе-
на «на местах» и требует отсылки образцов 
в крупные научные центры, оснащенные соот-
ветствующим оборудованием. В связи с этим 
актуальным представлялось предложить метод 
идентификации видов тлей, позволяющий раз-
граничить вредоносные и не вредящие сель-
скохозяйственным и другим возделываемым 
растениям виды без проведения процедуры 
секвенирования ДНК. Подобным методом, 
по нашему мнению, может стать идентифи-
кация видов по ключам, разработанным на 
основе межвидового полиморфизма длин ре-
стрикционных фрагментов (ПЦР-ПДРФ). 

Суть метода ПЦР-ПДРФ-идентификации 
заключается в создании видовых идентифи-
кационных таблиц, включающих сведения 
о  количестве и длинах ДНК-фрагментов,  

УДК 577.212.3:595.753

Введение
Тли – вредители сельскохозяйственных куль-

тур и других возделываемых растений – отно-
сятся к числу фитофагов, требующих посто-
янного мониторинга численности и видового 
состава. В фауне тлей встречаются виды и 
близкие формы, сходные в морфологическом 
отношении, но значительно различающиеся 
вредоносностью [1], устойчивостью [2, 3], 
способностью к трансмиссии фитопатогенных 
вирусов [4], а также специализацией к кон-
кретным кормовым растениям. В последние 
годы, с развитием методов ДНК-таксономии, 
происходит дробление многих ранее описан-
ных видов на комплексы морфологически 
идентичных видов или подвидов, в соответ-
ствии с особенностями их биологии и эколо-
гии [5, 6]. При этом вклад каждой из таких 
форм в суммарный пресс, оказываемый ком-
плексом видов на их кормовые растения, как 
правило, невозможно установить. Контроль 
распространения таких форм, а также проник-
новения на территорию Республики Беларусь 
чужеродных и, в особенности, карантинных 
видов вредителей является одной из приори-
тетных задач современной сельскохозяйствен-
ной энтомологии.

Идентификация карантинных, инвазивных 
и высоко вредоносных видов тлей в природ-
ных сообществах вредителей представляет 
собой проблему, которая в ряде случаев не 
может быть решена без применения ДНК-
технологий [7]. Как было сказано выше, мор-
фологическая идентификация многих близ-
ких видов тлей невозможна (криптические 
виды) или затруднена (сиблинговые виды). В 
то же время, генетически гомогенные виды 
тлей зачастую демонстрируют высокую мор-
фологическую пластичность при питании на 
разных кормовых растениях, что многократно 
подтверждалось в полевых исследованиях [8] 
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образующихся в результате обработки продук-
та ПЦР указанными рестриктазами. При этом 
возможно создание ключа, представляющего 
собой уникальную комбинацию конкретных 
ферментов рестрикции, позволяющих уве-
ренно дифференцировать близкие виды вре-
дителей по количеству и длине образующихся 
рестрикционных фрагментов [14]. 

Впервые создание идентификационных клю-
чей на основе ПДРФ для определения видов 
тлей было предложено австралийскими ис-
следователями в 2007 г. [15]. В их работе для 
создания ключей была использована после-
довательность митохондриального гена COI. 
Однако применение этого гена имеет огра-
ничения, связанные с высокой консерватив-
ностью последовательности COI у тлей. Это 
позволило нам предположить, что исполь-
зование в качестве целевого ядерного гена, 
обладающего известной и стабильной экзон-
интронной структурой, позволит выбрать 
и предложить две группы рестрикционных 
ферментов с локализацией сайтов узнавания 
в консервативных (экзоны) и вариабельных 
(интроны) областях для идентификации менее 
и более близких видов соответственно. Ген 

субъединицы α фактора элонгации 1 (EF1a) 
тлей, как было показано ранее [16], отвечает 
названным требованиям. Это ядерный ген, об-
ладающий у тлей чрезвычайно консервативной 
интрон-экзонной структурой. Экзоны гена 
EF1a тлей не варьируют по длине и обладают 
сравнительно консервативной нуклеотидной 
последовательностью. В то же время интроны 
достаточно вариабельны, причем варьируют 
между видами тлей как по длине, так и по ну-
клеотидному составу.

Таким образом, целью данной работы было 
изучить возможность создания ПЦР-ПДРФ-
таблиц на основе последовательности ге-
на EF1a, а именно, построить рестрикционные 
карты гена и предложить набор рестрикци-
онных ферментов, позволяющих дифферен-
цировать виды тлей – вредителей сельскохо-
зяйственных культур и виды тех же родов, 
не вредящие возделываемым растениям.

Материалы и методы
В работе были использованы последователь-

ности гена EF1a 26 видов тлей европейской 
фауны, встречающиеся, в том числе, в Бела-
руси (табл. 1).

Таблица 1
Виды тлей, включенные в анализ

Вид Ареал Повреждаемые растения Код последовательности 
в GenBank 

Acyrt-hosiphon kondoi Shinji, 
1938 Космополит Люцерна посевная, Астрагал 

альпийский, Клевер луговой FJ982417.1

Acyrthosiphon pisum Harris, 
1776 Космополит Горох, бобы, кормовые травы 

семейства Бобовые (полифаг) NW 003383839.1

Aphis craccivora Koch, 1854 Космополит Тыквы, кабачки, огурцы,  
картофель, бобы (полифаг) EU358905.1

Aphis epilobiaria Theobald, 
1927

Западная  
палеарктика, 
Ближний восток

Растения рода Кипрей DQ418868.1

Aphis fаbae spp. Scopoli, 
1763 Космополит Огурцы, кабачки, картофель, 

капуста, бобы (полифаг) JF950583.1

Aphis farinosa Gmelin, 1790 Космополит Ивы AY219726.1
Aphis hederae Kaltenbach, 
1843 Космополит Плющ обыкновенный,  

Повилика европейская EU358913.1

Aphis idaei Van der Goot, 
1912 Космополит Малина, костяника,  

Ежевика сизая JF950580.1

Aphis nerii, Boyer 
de Fonscolonbe, 1841 Космополит Растения из семейств  

Кутровые, Ластовневые EU358920.1

Aphis pomi de Geer, 1773 Космополит Яблони, груша, ирга JF950582.1

Aphis ruborum Borner and 
Schilder, 1931 Космополит Земляника, малина, Ежевика 

сизая, Ежевика кустистая JF950581.1
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Вид Ареал Повреждаемые растения Код последовательности 
в GenBank 

Aphis salicariae Koch, 1855 Космополит Растения рода Кизил и Кипрей DQ418863.1

Aphis spiraecola, Patch, 1914 Космополит
Яблони, сливы, груша,  
капуста, горох, бобы,  
картофель (полифаг)

EU358925.1

Macrosiphum albifrons Essig, 
1911 Космополит Растения рода Люпин DQ005154.1

Macrosiphum euphorbiae 
Thomas, 1878 Космополит Картофель, горох, кукуруза 

(полифаг) HM117788.1

Macrosiphum rosae  
Mordvilko, 1919 Космополит Растения семейства Розовые AY219736.1

Megoura lespedezae Essig 
and Kuwana, 1918

Палеарктика, 
Дальний восток

Аморфа кустарниковая,  
Леспедеца двуцветная,  
Копеечник

EU071357.1

Megoura litoralis F.P.Muller, 
1952

Западная 
палеарктика Чина японская EU071352.1

Megoura viciae Buckton, 
1876 Космополит Растения родов Чина 

и Горошек (полифаг) EU071353.1

Myzus persicae Sulzer, 1776 Космополит Огурцы, слива, картофель, 
кукуруза (полифаг) EF419312.1

Myzus varians Davidson, 
1912 Космополит Сливы, яблони FJ982429.1

Rhopalosiphum maidis Fitch, 
1856 Космополит Кукуруза, рожь, пшеница, 

просо, др. злаки AY219718.1

Rhopalosiphum nymphaeae 
Linnaeus, 1761 Космополит Яблони, груши, картофель, 

кукуруза (полифаг) EU358935.1

Rhopalosiphum padi  
Linnaeus, 1758 Космополит Кукуруза, картофель, пшеница, 

яблони, груши (полифаг) AY219719.1

Schizaphis graminum  
Rondani,(1847), 1852 Космополит Пшеница, рожь, ячмень, 

кукуруза AY219720.1

Schizaphis scirpi Passerini, 
1874 Космополит Растения из рода Рогоз, 

Камыш, Осока EU358939.1

Продолжение табл. 1

Последовательности гена EF1a тлей, коллек-
тированных в Беларуси, были получены ав-
торами и опубликованы ранее [16–18]. Кроме 
этого в работе были задействованы последо-
вательности гена EF1a, депонированные дру-
гими исследователями в GenBank NCBI [19], 
за что авторы заочно выражают им искреннюю 
благодарность.

Анализируемый участок гена соответствовал 
фрагменту с 259 по 1360 нуклеотид полного 
гена (215–1103 нуклеотид белок-кодирующей 
области) и включал частично второй, третий, 
четвертый и частично пятый экзоны, а также 
лежащие между ними интроны.

Поиск сайтов рестрикции был проведен в 
программе BioEdit 7.2.1 [20] для ферментов, 
производимых компаниями Thermo Scientific 
и Fermental Internati, как наиболее доступных 
на белорусском рынке химических реактивов. 

Графические рестрикционные карты строили 
в программе CodonCode Aligner 4.2.7. При по-
строении рестрикционных карт учитывались 
ферменты, имеющие в последовательности 
EF1a тлей не более двух сайтов рестрикции, 
как с длинными, так и с короткими сайтами 
узнавания, поскольку было решено, что образо-
вание в результате рестрикции большого числа 
коротких фрагментов может затруднять интер-
претацию получаемых результатов. 

В дальнейшем из анализа были исключены 
рестриктазы, сайты узнавания которых лока-
лизовались близко к экзон-интронной границе. 
Это позволило четко разграничить ферменты с 
сайтами узнавания в интронах и экзонах гена, 
с тем, чтобы исключить возможность непред-
виденного столкновения со случаями внутри-
видового полиморфизма. Отдельно были оце-
нены рестриктазы, отрезающие фрагменты 



Молекулярная и прикладная генетика. Том 19, 2015 г.

103Н.В. Воронова, В.И. Головенчик. Разработка ПЦР-ПДРФ таблиц на основе последовательности гена EF1a...

длиной менее 80 пар нуклеотидов, что связано 
с низкой возможностью для точного определе-
ния длины коротких фрагментов в агарозном 
геле в условиях рутинного эксперимента [5]. 

щепящие. Например, широко применяемая 
мелкощепящая рестриктаза HpaII не имела 
или имела единственный сайт узнавания в по-
следовательностях тлей родов Acyrthosiphon, 
Aphis, Macrosiphum, Rhopalosiphum и, в то же 
время, обнаруживала 4 сайта узнавания в по-
следовательностях тлей родов Sitobion и Uro-
leucon. 

В общей сложности 118 эндонуклеаз отве-
чали заданным требованиям и имели не более 
2 сайтов узнавания в изучаемых последова-
тельностях тлей одного рода. После соотне-
сения локализации сайтов узнавания и ре-
стрикции этих ферментов с интрон-экзонной 
структурой гена EF1a тлей были окончательно 
отобраны 38 рестриктаз (табл. 3).  

Все отобранные ферменты имели сайты 
узнавания-рестрикции в экзонах либо в экзо-
нах и интроне на некотором удалении от ин-
трон-экзонной границы (не менее 20 нуклеоти-
дов). Рестриктазы с сайтами узнавания внутри 
интронов имели длинную (6 нуклеотидов) 
невырожденную (за исключением BfmI) по-
следовательность узнавания. Данный факт 
позволил нам предположить, что случаи вну-
тривидовой вариабельности нуклеотидной 
последовательности гена EF1a у тлей, в част-
ности, вариабельность последовательности 
интронов, окажут минимальное влияние на ре-
зультативность применения предлагаемых 
ПДРФ-ключей.

Результаты и обсуждение
Поиск сайтов рестрикции в последовательно-

стях EF1a 26 видов тлей показал, что большин-
ство проанализированных рестриктаз имели 
сайты рестрикции в идентичных позициях гена 
у разных видов тлей, что связано с общей вы-
сокой консервативностью белок-кодирующей 
области гена в этой таксономической группе. 
Как было показано ранее, межвидовая вариа-
бельность последовательности EF1a у тлей в 
основном связана с появлением единичных 
однонуклеотидных замен в третьих позициях 
кодонов [16]. Данный уровень полиморфизма 
в большинстве случаев не обеспечивает вариа-
бельности локализации сайтов рестрикции, до-
статочной для разграничения не только близких 
видов, но и видов относящихся к разным родам 
и трибам. Значительная доля рестриктаз, в осо-
бенности имеющих короткие или вырожденные 
сайты узнавания, имела четыре и более сайта 
рестрикции на указанном участке гена (табл. 2), 
причем эти сайты могли локализоваться как в 
интронах, так и в экзонах. 

В последовательностях тлей разных родов 
одни и те же ферменты рестрикции могли 
вести себя как мелкощепящие или крупно-

Таблица 2
Эндонуклеазы рестрикции, имеющие четыре и более сайта узнавания  

в последовательностях EF1a тлей

Фермент Сайт узнавания Количество сайтов 
узнавания* Фермент Сайт узнавания Количество сайтов 

узнавания*
AluI AG'CT 7 HpyCH4V TG'CA 5
ApoI r'AATT_y 5 HpyCH4IV A'CG_T 6
BsaJI C'CnnG_G 7 HpyF10VI GCn_nnnnn'nGC 4
BslI CCnn_nnn'nnGG 4 MaeIII 'GTnAC_ 4
BsmAI GTCTCn'nnnn_ 5 MseI T'TA_A 9
BsrI ACTG_Gn' 6 MwoI GCnn_nnn'nnGC 4
BstF5I GGATG_nn' 4 NciI CC's_GG 5
BstNI CC'w_GG 6 NlaIII _CATG' 4
Csp6I G'TA_C 4 PspGI 'CCwGG_ 6
CviJI rG'Cy 13 RsaI GT'AC 4
FatI 'CATG_ 4 ScrFI CC'n_GG 7
HphI GGTGAnnnnnnn_n' 6 StyD4I 'CCnGG_ 10
HpaII C'CG_G 4 TaiI _ACGT' 6
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Таблица 3

Фермент Сайт узнавания Количество сайтов 
узнавания* Фермент Сайт узнавания Количество сайтов 

узнавания*
Hpy8I GTn'nAC 5 TaqI T'CG_A 4
Hpy188III TC'nn_GA 5 Tsp509I 'AATT_ 15
HpyCH4III AC_n'GT 4 TspRI _nnCAsTGnn' 4

Продолжение табл. 2

* – приведено максимально наблюдаемое количество сайтов рестрикции конкретного фермента в последова-
тельностях EF1a тлей исследованных видов

Локализация в последовательностях EF1a тлей сайтов узнавания эндонуклеаз 
рестрикции, использованных для разработки ПЦР-ПДРФ-ключей 

Экзоны Интроны

Фермент* Сайт узнавания Фермент* Сайт узнавания

BauI (BssSI) CACGAG AanI (PsyI) TTA'TAA
BseDI (BsaJI) см. табл. 2 BfmI (SfcI) C'TryAG
BseLI (Bs1I)   см. табл. 2 DraI TTT'AAA
 BseSI (Bme158I)  GkGCm'C SspI AAT'ATT
Bsh1236I (BstUI) CG'CG LguI (SapI) GCTCTTC
BstXI CCAnnnnnnTGG VspI (AseI) AT'TAAT
BsuRI (HaeIII) GG'CC – –
Csp6I (CviQI) См. табл. 2 – –
DpnI GA'TC – –
Eco130I (StyI) C'CwwGG – –
Eco81I (Bsu36I) CC'TnAGG – –
EcoRI G'AATTC – –
FspBI (BfaI) C'TAG – –
Hin1I (BsaHI) Gr'CGyC – –
HindIII A'AGCTT Экзоны и интроны

HpaII C'CGG Фермент* Сайт узнавания

HphI GGTGA Hin6I (HinP1I) G'CGC
HpyF3I (Ddel) C'TnAG HhaI GCG'C
KpnI GGTAC'C Mph1103I (NsiI) ATGCA'T 
MboI 'GATC TaqI  См. табл. 2
MspI (HpaI) C'CGG – –
PaeI (SphI) GCATG'C – –
RsaI   см. табл. 2 – –
SsiI (AciI) C′C GC – –
TaaI (HpyCH4III) ACn'GT – –
Tru1I T'TAA – –
XbaI  T'CTAG_A – –
XapI (ApoI)  См. табл. 2 – –

* – в таблице приведены дополнительные варианты названий ферментов, что связано с различной кодировкой на-
званий изошизомеров в используемых в данной работе компьютерных программах для рестрикционного анализа
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Сравнительный анализ расположения сай-
тов рестрикции в последовательности гена 
EF1a у тлей одного рода показал, что в неко-
торых случаях не удается подобрать компо-
зицию из рестриктаз, отвечающих заданным 
условиям (конкретный производитель, ма-
лое число сайтов рестрикции, достаточная 
длина фрагментов рестрикции, локализация 
сайтов узнавания вдали от интрон-экзонных 
границ и т. д.), так, чтобы получить инди-
видуальный ПДРФ-ключ для всех анализи-
руемых видов. В таких случаях было пред-
ложено проводить дифференциацию между 
видами, поражающими одни и те же кормо-
вые растения. В частности, в роде Aphis L. 
такие группы видов образовали A. cracciv-
ora, A. spiraecola и A. fabae spp., поражаю-
щие тыквенные, пасленовые и бобы; A. idaei 
и A. ruborum, питающиеся на малине и еже-
вике; а также A. pomi и A. spiraecola, вредя-
щие яблоням и грушам. Как и ожидалось, 
оказалось возможным провести взаимную 
дифференциацию этих видов, проведя срав-
нительный анализ расположения сайтов ре-
стрикции (рис. 1). 

Подобный подход, в соответствии с кото-
рым ПДРФ-ключи могут быть построены 
для видов, питающихся на конкретных кор-
мовых растениях, без учета других видов из 
тех же таксономических групп, может быть 
оправдан, поскольку большинство видов 
тлей имеют достаточно четко очерченный 
круг кормовых растений. Несмотря на то, что 
многие виды из числа вредителей сельско-
хозяйственных и иных возделываемых рас-
тений являются полифагами, тем не менее, 

разграничение этих видов на группы, ассо-
циированные с конкретными хозяйственно 
значимыми (или хозяйственно не значимы-
ми, когда речь идет о вторичных кормовых 
растениях, представляющих собой резервуар 
для видов-вредителей) растениями в боль-
шинстве случаев возможно. Так, например, 
виды рода Rhopalosiphum Koch – Rh. nympha-
eae, Rh. padi и Rh. maidis – могут совместно 
поражать картофель, кукурузу и пшеницу. 
Однако с яблонями ассоциированы только 
Rh. padi, способность питаться на яблонях 
Rh. nymphaeae в настоящее время находит-
ся под вопросом, а Rh. maidis на яблонях не 
развиваются [21]. Таким образом, в случае 
с Rh. nymphaeae, Rh. padi и Rh. maidis необ-
ходимо иметь ключ, позволяющий уверенно 
идентифицировать все три вида, для того, 
чтобы они могли быть дифференцированы 
на вторичных кормовых растениях. Как по-
казано, совместное применение рестриктаз 
EcoRI, AanI и Hin61 позволит идентифици-
ровать все три вида на картофеле, пшенице 
или других злаках (рис. 2). 

В будущем данный подход может быть при-
менен для создания каталогов ПДРФ-таблиц 
для комплексов вредителей конкретных сель-
скохозяйственных культур.

Для всех видов тлей, включенных в ана-
лиз, была составлена общая ПДРФ-таблица, 
в которой представлены только рестрикта-
зы, позволяющие однозначно идентифи-
цировать каждый из видов (табл. 4). Ко-
личество таких рестриктаз варьировало 
от 4 – для рода Macrosiphum до 16 – для 
рода Aphis.

Рис. 1. Сравнительные рестрикционные карты последовательности гена EF1a тлей рода Aphis L., 
повреждающих одни и те же кормовые растения: тыквенные, пасленовые, бобы – A. craccivora, A. spiraecola, 

A. fabae spp.; малину, ежевику – A. idaei, A. ruborum; яблони, груши – A. pomi, A. spiraecola. 
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Рис. 2. Сравнительные рестрикционные карты последовательности гена EF1a тлей рода Rhopalosiphum Koch, 
развивающихся на картофеле и злаках

Отчасти это зависело от количества видов 
одного рода, включенных в анализ. Большое 
количество видов в роде Aphis потребова-
ло привлечения большего числа ферментов 
рестрикции для создания уникального клю-
ча для каждого из видов. Другим аспектом, 
влияющим на количество предлагаемых 
ферментов, было различие в степени кон-
сервативности последовательности EF1a в 
разных родах тлей. Поскольку из анализа 
были почти полностью изъяты рестриктазы, 
сайты узнавания которых локализовались в 
интронах гена, полиморфизм расположения 
сайтов рестрикции одних и тех же рестрик-
таз в последовательностях разных видов был 
ограничен высокой консервативностью ну-
клеотидной последовательности экзонов ге-
на EF1a у тлей [16]. Так в роде Macrosiphum 
и близком к нему роде Schizaphis большин-
ство рестриктаз у разных видов тлей имели 
сайты узнавания в идентичных позициях 
последовательности. Тем не менее, для всех 
исследованных родов, используя предложен-
ную таблицу, можно составить ключ, состо-
ящий из двух-трех ферментов рестрикции, 
который позволит дифференцировать целе-
вые виды тлей.  

вательности гена EF1a у тлей всех задейство-
ванных в исследовании родов оказалась до-
статочной для создания идентификационной 
ПЦР-ПДРФ-таблицы. 

ПЦР-ПДРФ-ключи, предполагающие одно-
временное использование двух-трех фермен-
тов рестрикции для повышения точности 
получаемого результата, могут быть разра-
ботаны как для каждого рода в отдельности, 
так и для близких видов, ассоциированных с 
конкретными кормовыми растениями. В ряде 
случаев оправдан именно такой подход, что 
связано с приуроченностью большинства ви-
дов тлей к конкретному перечню кормовых 
растений, во-первых, и частой направлен-
ностью работ в области карантина и защиты 
растений на изучение и мониторинг числен-
ности вредителей конкретных культур, во-
вторых.

Данные факты позволяют заключить, что 
метод идентификации видов на основе ПЦР-
ПДРФ-ключей может оказаться полезным ин-
струментом при работе с тлями – вредителями 
сельскохозяйственно-ценных и иных возделы-
ваемых культур растений. 

Авторы выражают искреннюю благодар-
ность доктору биологических наук, профес-
сору С.В. Буге за предоставленные образцы 
насекомых, кандидату биологических наук 
В.П. Курченко, доктору биологических наук, 
профессору В.А. Прокулевичу и заведующе-
му лабораторией биотехнологии кафедры 
микробиологии биологического факультета 
БГУ М.И. Потаповичу за помощь в проведе-
нии исследования. 

Работа выполнена при поддержке гранта 
№ Б13-062 Белорусского республиканского 
фонда фундаментальных исследований. 

Заключение
Последовательность гена EF1a у тлей ока-

залась достаточно информативной для созда-
ния ПДРФ-ключей для идентификации видов, 
в том числе, принадлежащих к одному роду. 
Даже при исключении из анализа ферментов, 
сайты узнавания которых локализуются в ин-
тронах гена или близко к интрон-экзонной 
границе, а также так называемых мелкоще-
пящих рестриктаз, вариабельность картины 
расположения сайтов рестрикции на последо-



Молекулярная и прикладная генетика. Том 19, 2015 г.

109Н.В. Воронова, В.И. Головенчик. Разработка ПЦР-ПДРФ таблиц на основе последовательности гена EF1a...

Список использованных источников 11.	Шапошников, Г.Х. Морфологическая 
дивергенция и конвергенция в эксперименте с 
тлями / Г.Х. Шапошников // Энтомологическое 
обозрение. – 1965. – Т. 44, Вып. 1. – С. 3–25.

12.	Вредители сельскохозяйственных куль-
тур и лесных насаждений: в 3 т. / под общ. ред. 
В.П. Васильева. – 2-е изд. – Киев: Урожай, 
1987. – 3 т.

13.	Biological identifications through DNA 
barcodes / P.D.N. Hebert [et al.] // Proc. R. Soc. 
Lond. B. – 2003. – Vol. 270. – P. 313–321.

14.	Zand, A.J. Determining morphological 
behaviors and genetic variety of rose aphids us-
ing RAPD and RFLP-PCR molecular markers / 
A.J. Zand, S. Gavanji // Int. J. Agri Crop Sci. – 
2013. – Vol. 5 (5). – P. 487–492.

15.	Identification of aphid species (Hemiptera: 
Aphididae: Aphidinae) using a rapid polymerase 
chain reaction restriction fragment length poly-
morphism method based on the cytochrome 
oxidase subunit I gene / I. Valenzuela [et al.] 
// Australian Journal of Entomology. – 2007. – 
Vol. 46. – P. 305–312.

16.	Вариабельность структуры и нуклео-
тидного состава гена EF1а у тлей (Hemiptera: 
Sternorrhyncha: Aphidoidea) / Н.В. Воронова [и 
др.] // Труды БГУ. – 2013. – Т. 8, Ч. 1. – С. 183–192.

17.	Воронова, Н.В. Эффективность исполь-
зования маркеров с ядерной локализацией в 
филогенетических исследованиях тлей (Rhyn-
chota; Homoptera: Aphididae) / Н.В. Воронова, 
В.П. Курченко, С.В. Буга // Доклады НАН 
Беларуси. – 2011. – Т. 55, № 6, – С. 87–92.

18.	Воронова, Н.В. Подбор молекулярно-
генетических маркеров для видовой диаг-
ностики тлей и построения филогенетических 
систем / Н.В. Воронова, В.П. Курченко, С.В. Бу- 
га // Труды Белорусского государственного 
университета. – 2011. – Т. 6, Ч. 1. – С. 181–192.

19.	GenBank / D.A. Benson [et al.] // Nucleic 
Acids Research. – 2008. – Vol. 36. – Database 
issue D25–D30. doi:10.1093/nar/gkm929.

20.	Hall, T.A. BioEdit: a user-friendly bio-
logical sequence alignment editor and analy-
sis program for Windows 95/98/NT / T.A. Hall 
// Nucleic acids symposium series. – 1999. – 
N. 91. – P. 95–98.

21.	Holman, J. Host plant catalog of aphids. 
Palaearctic region / J. Holman. – Berlin: Sprin-
ger Science, 2009. – 1216 p.

Дата поступления статьи 14 мая 2014 г.

1.	 Fauna Europaea: Fauna Europaea version 
2.6. [Electronic resource] / Stichting Axademisch 
Rekencentrum Amsterdam (SARA). – Mode of 
access: http://www.faunaeur.org. – Date of ac-
cess: 10.11.2013.

2.	 Grain aphid clones vary in frost resistance, 
but this trait is not influenced by facultative endo-
symbionts / P. Lukasik [et al.] // Ecological En-
tomology. – 2011. –Vol. 36, Iss. 6. – P. 790–793.

3.	 Shufran, K.A. Genetic changes within an 
aphid clone: homogenization of rDNA intergen-
ic spacers after insecticide selection / K.A. Shu-
fran, Z.B. Mayo, T.J. Crease // Biological Journal 
of the Linnean Society. – 2003. – Vol.  79.  – 
P. 101–105.

4.	 Жукова, М.И. Тли на картофеле в Беларуси 
и средства борьбы с ними / М.И. Жукова // 
Ахова раслiн. – 2000. – № 4. – С. 16–18.

5.	 Molecular and morphometric data indicate 
a new species of the aphid genus Rhopalosiphum 
(Hemiptera: Aphididae) / I. Valenzuela [еt al.] // 
Ann. Entomol. Soc. Am. – 2009. – Vol. 102(6). – 
P. 914–924.

6.	 Molecular phylogeny reveals the existence 
of two sibling species in the aphid pest Brachy-
caudus helichrysi (Hemiptera: Aphididae) / 
J. Piffaretti [et al.] // Zoologica Scripta. – 2012. – 
Vol. 41 – P. 266–280.

7.	 Evidence of superclones in Australian cot-
ton aphid Aphis gossypii Glover (Aphididae: He-
miptera) / Y. Chen [et al.] // Pest Manag. Sci. – 
2013. – Vol. 69. – P. 938–948.

8.	 Воронова, Н.В. Морфологическая и 
экологическая гетерогенность в комплексе 
Macrosiphum gei Koch, 1855 (Rhynchota: Ho-
moptera: Aphididae) / Н.В. Воронова, С.В. Буга 
// Вестник Могилевского государственного 
университета им. А.А. Кулешова. – 2010. – 
№ 1(35). – С. 89–99.

9.	 Воронова, Н.В. Пример адаптационного 
полиморфизма у тлей, принадлежащих к 
комплексу Macrosiphum rosae/knautiae/silvati-
cum (Rhynchota: Homoptera: Aphididae) / Н.В. 
Воронова, С.В. Буга // Вестник Гродненского 
государственного университета им. Я. Купалы. 
Серия 5. – 2011. – № 1(112). – С. 111–117.

10.	Шапошников, Г.Х. Динамика кло-
нов, популяций и видов и эволюция / 
Г.Х. Шапошников // Журнал общей биологии.– 
1978. – Т. XXXIX, № 1. – С. 15–33. 



110

Молекулярная и прикладная генетика. Том 19, 2015 г.

Рефераты

Рефераты

Summaries

УДК 577.21:631.524.01:635.64 
Разработка молекулярных маркеров для ДНК-идентификации аллельного состава генов, 

контролирующих тип роста и развитие боковых побегов томата (Solanum lycopersicum L.) / 
Н.А. Некрашевич [и др.] // Молекулярная и прикладная генетика: сб. научн. тр. – Т. 19. – Минск, 
2015. – С. 7–12. – Соавт.: К.К. Яцевич, С.В. Малышев, О.Г. Бабак, А.В. Кильчевский.

Разработаны молекулярные кодоминантные маркеры для ДНК-типирования аллельного 
состава генов Self-pruning, Blind и Lateral suppressor, контролирующих тип роста и развитие 
боковых побегов у томата. Выявлены линии с ценными мутантными аллелями sр, ls1, ls2, bl-1 
и bl-2 (to-2) для использования в селекции сортов и гибридов с ограниченным развитием бо-
ковых побегов.

Ключевые слова: томат, молекулярные маркеры, ДНК-анализ, тип роста, боковые побеги.

Molecular Markers Development for DNA-Identification of Allelic Composition of the Ge-
nes Controlling the Type of Growth and Development of Lateral Shoots in Tomato (Solanum 
lycopersicum L.) / N.A. Nekrashevich [et al.] // Molecular and Applied Genetics: Proceedings. – 
Vol. 19. – Minsk, 2015. – P. 7–12. – K.K. Yatsevich, S.V. Malyshev O.G. Babak, A.V. Kilcheuski.

Molecular codominant markers for DNA typing of the allelic composition of Self-pruning, Blind and 
Lateral suppressor genes, determining the type of growth and development of tomato lateral shoots, 
were developed. The lines with valuable mutant alleles sp, ls1, ls2, bl-1 and bl-2 (to-2) were identified 
for the use in breeding of tomato varieties and hybrids with limited development of lateral shoots. 

Key words: tomato, molecular markers, DNA-analysis, growth type, lateral shoots.

УДК 633.1:631.527:575 
Привалов, Ф.И. Основные результаты и перспективы использования биотехнологии в селек-

ции сельскохозяйственных культур / Ф.И. Привалов, Э.П. Урбан, С.И. Гордей // Молекулярная 
и прикладная генетика: сб. научн. тр. – Т. 19. – Минск, 2015. – С. 13–24.

В статье изложены теоретические и практические результаты использования генетических и 
биотехнологических методов в процессе создания новых форм и сортов сельскохозяйственных 
культур: люпина желтого, озимого тритикале, голозерного овса, яровой пшеницы, эспарцета 
песчаного, озимой ржи. Отмечены основные направления и перспективы дальнейшего разви-
тия биотехнологии в селекции растений.

Ключевые слова: биотехнология, генетика, селекция, сорт.

Pryvalau, F.I. The Basic Results and Prospects of Biotechnology Use in Breeding of Agricultural 
Crops  / F.I. Pryvalau, E.P. Urban, S.I. Hardzei // Molecular and Applied Genetics: Proceedings. – 
Vol. 19. – Minsk, 2015. – P. 13–24.

The article presents the theoretical and practical results of using genetic and biotechnological 
methods in the development of new forms and cultivars of agricultural crops: yellow lupine, winter 
triticale, naked oat, spring wheat, sandy sainfoin, winter rye. The basic trends and prospects of the 
further biotechnology development in plant breeding are noted.

Key words: biotechnology, genetics, breeding, variety.

УДК 633.854.54:631.527 
Использование доминантных мультилокусных маркеров для оценки генетического разно-

образия льна масличного / С.И. Вакула [и др.] // Молекулярная и прикладная генетика: сб. на-
учн. тр. – Т. 19. – Минск, 2015. – С. 25–34. – Соавт.: Н.В. Анисимова, В.В. Титок, А.В. Киль-
чевский, Л.В. Хотылева.
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Для оценки общего генетического разнообразия и генетических связей сортов коллекции 
льна масличного использованы две системы доминантных мультилокусных ДНК-маркеров – 
RAPD и ISSR. Более высокий уровень выявляемого полиморфизма, индекс информативности 
и эффективное число аллелей отмечен для RAPD-ПЦР и ISSR-маркеров к тринуклеотидным 
повторам генома. Обе маркерные системы генерируют кластерные дендрограммы сходной 
топологии, но с определенными отличиями – при построении максимально согласованного суб-
дерева (MAST) RAPD и ISSR межсортовые дистанции совпали для 44% образцов коллекции льна.

Ключевые слова: лен масличный, полиморфизм, генетическое разнообразие, ДНК-маркер, 
RAPD, ISSR.

The Use of Dominant Multilocus Markers for Assessment of Flaxseed Genetic Diversity / S.I. Vakula 
[et al.] // Molecular and Applied Genetics: Proceedings. – Vol. 19. – Minsk, 2015. – P. 25–34. – 
N.V. Anisimova, V.V. Titok, A.V. Kilcheuski, L.V. Khotyleva.

RAPD and ISSR, two dominant multilocus marker systems, were compared in terms of their in-
formativeness and efficiency in the study of genetic diversity and relationships among 25 flaxseed 
genotypes. RAPD-PCR and 3-nucleotide motifs ISSR exhibited a higher level of polymorphism, an 
index of informative value and an effective number of alleles. Both marker systems generated cluster 
dendrograms of similar topologies but with certain differences – under the most consistent sub-tree 
(MAST) construction, intervarietal distances coincided only for 11 genotypes of flax.

Key words: flaxseed, polymorphism, genetic diversity, DNA-marker, RAPD, ISSR.

УДК 575.2:577.2
Полиморфизм длины интронов генов бета-тубулина как эффективный инструмент геноти-

пирования растений / А.Н. Рабоконь [и др.] // Молекулярная и прикладная генетика: сб. на-
учн. тр. – Т. 19. – Минск, 2015. – С. 35–44. – Соавт.: А.Е. Демкович, Я.В. Пирко, Я.Б. Блюм.

В статье описана одна из современных систем молекулярных маркеров, основанная на анализе 
полиморфизма длины интронов генов β-тубулина растений (tubulin-based polymorphism (TBP)). 
Рассмотрен международный опыт и собственные результаты использования ТВР-анализа 
на различных видах травянистых и древесных растений. Показана высокая эффективность 
использования ТВР-метода для дифференциации различных генотипов, что может быть весьма 
полезным в области молекулярной генетики растений.

Ключевые слова: молекулярно-генетические маркеры, интрон, β-тубулин, ТВР (tubulin base 
polymorphism).

Intron Length Polymorphism of β-tubulin Gene as an Effective Tool for Genotyping of Plants / 
A.N. Rabokon [et al.] // Molecular and Applied Genetics: Proceedings. – Vol. 19. – Minsk, 2015. – 
P. 35–44.– A.Ye. Demkovych, Ya.V. Pirko, Ya.B. Blume.

The article describes one of the modern systems of molecular markers based on intron length 
polymorphism analysis of the β-tubulin gene of plants (tubulin-based polymorphism (TBP)). The 
international experience and our own results of using the TBP analysis were considered for different 
species of herbaceous and woody plants. The high efficiency of the TBP method was shown for the 
differentiation of different genotypes that can be very useful in the field of plant molecular genetics.

Key words: molecular-genetic markers, intron, β-tubulin, TBP (tubulin-based polymorphism).

УДК 577.21:633.111.1
Изучение аллельного разнообразия TaCwi-A1 локуса в коллекции сортов и линий озимой 

пшеницы (Triticum aestivum L.) / Е.А. Фомина [и др.] // Молекулярная и прикладная генетика: 
сб. научн. тр. – Т. 19. – Минск, 2015. – С. 45–52. – Соавт.: С.Н. Кулинкович, С.В. Малышев, 
О.Ю. Урбанович.

Исследование полиморфизма локуса TaCwi-A1 у сортов и линий пшеницы, используемых в 
белорусской селекции, представляет значительный практический интерес, поскольку данный 
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ген оказывает влияние на массу тысячи зерен, что способствует повышению урожайности зер-
на. В результате проведенного ПЦР-анализа коллекции, состоящей из 79 сортов и линий ози-
мой пшеницы, было выявлено, что большинство сортов и линий (88,6%) содержат TaCwi-A1а 
аллель, обеспечивающий более высокую массу тысячи зерен. Сравнение полученных данных 
об аллельном составе локуса TaCwi-A1 с данными о фактической массе тысячи зерен показало, 
что масса тысячи зерен у сортов Акорд, Acratos, Catalus и FT Wonder, несущих аллель TaCwi-
A1b, присутствие которого должно приводить к снижению данного показателя, оказалась выше 
средней для изученного коллекционного материала. Вероятно, проявление данного признака 
может компенсироваться другими генами. 

Ключевые слова: озимая пшеница, TaCwi-A1 локус, масса тысячи зерен, урожайность зерна.

The Study of Allelic Diversity of the TaCwi-A1 Locus in the Collection of Winter Wheat (Triticum 
aestivum L.) Varieties and Lines / E.A. Fomina [et al.] // Molecular and Applied Genetics: Proceedings. – 
Vol. 19. – Minsk, 2015. – P. 45–52. – S.N. Kulinkovich, S.V. Malyshev, O.Yu. Urbanovich.

Investigation of polymorphism of the TaCwi-A1 locus in wheat varieties and lines used in the Be-
larusian breeding is of a considerable practical interest, because this gene has an effect on the thou-
sand grain weight, thereby increasing grain yield. PCR analysis of the collection, consisting of 79 
winter wheat varieties and lines, has revealed that most of the varieties and lines (88.6%) contains 
the TaCwi-A1a allele providing the higher thousand grain weight. Comparison of the obtained data 
on the allelic composition of the TaCwi-A1 locus with the data on the actual thousand grain weight 
has shown that the thousand grain weight in the cultivars Akord, Acratos, Catalus and FT Wonder, 
carrying the TaCwi-A1b allele the presence of which should lead to a decrease in this index, turned 
out higher than the average for the studied collection material. Probably, the manifestation of this 
trait can be compensated by other genes.

Key words: winter wheat, TaCwi-A1 locus, thousand grain weight, grain yield.

УДК 577.21;601;633:631.52
Межнина, О.А. Изучение генетического разнообразия земляники садовой (Fragaria ananassa), 

выращиваемой в Республике Беларусь / О.А. Межнина, О.Ю. Урбанович // Молекулярная и 
прикладная генетика: сб. научн. тр. – Т. 19. – Минск, 2015. – С. 53–58.

Для успешной реализации селекционных программ большое значение имеет идентификация 
генотипов как сортов, так и гибридов, а также исходных форм. Сорта земляники имеют значи-
тельное внешнее сходство, что затрудняет их идентификацию по фенотипическим признакам. 
В связи с этим все большее значение приобретает разработка эффективных и надежных ме-
тодов оценки генетического разнообразия сортов с использованием молекулярных маркеров. 

Молекулярное исследование геномов сортов земляники садовой, выращиваемых в Белару-
си, показало, что они характеризуются невысоким генетическим разнообразием. SSR-анализ 
показал тесную генетическую связь изученных сортов селекции Беларуси, России, Германии, 
Польши и других стран. Тем не менее, анализ 4 локусов микросателлитных последователь-
ностей среди 49 сортов земляники садовой позволил выявить 49 различных генотипов. Для 
более детальной характеристики генотипов земляники садовой планируется привлечь дополни-
тельные молекулярные маркеры и оценить их эффективность для целей ДНК-идентификации.

Ключевые слова: земляника садовая, генетическое разнообразие, SSR-маркеры, ДНК-
типирование.

Mezhnina, O.A. The Study on Genetic Diversity of Strawberry (Fragaria ananassa), Grown in the 
Republic of Belarus / O.A. Mezhnina, O.Yu. Urbanovich // Molecular and Applied Genetics: Pro-
ceedings. – Vol. 19. – Minsk, 2015. – P. 53–58.

For the successful implementation of breeding programs, the identification of genotypes of both 
cultivars and hybrids as well as of original forms is of great importance. Strawberry varieties show 
strong phenotypic resemblance that complicates their identification by phenotypic characters. Thereby 
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it is increasingly important to develop efficient and reliable methods of assessing genetic diversity 
of varieties by using molecular markers. 

The molecular study on genomes of strawberry varieties grown in Belarus has shown that they are 
characterized by low genetic diversity. SSR-analysis has shown a close genetic relationship of the 
studied varieties of breeding in Belarus, Russia, Germany, Poland and other countries. However, the 
analysis of the 4 loci of microsatellite sequences among 49 strawberry varieties allowed us to identify 49 
different genotypes. For a more detailed characterization of strawberry genotypes, it is planned to involve 
additional molecular markers and to evaluate their effectiveness for the purposes of DNA identification.

Key words: strawberry, genetic diversity, SSR markers, DNA-typing. 

УДК 61:575
Частоты встречаемости аллельных полиморфизмов генов ADRB2, FABP2, PPARG, FTO, 

ADRB3 и APOA2 среди коренного населения Казахстана / Н.С. Сихаева [и др.] // Молекулярная 
и прикладная генетика: сб. научн. тр. – Т. 19. – Минск, 2015. – С. 59–63. – Соавт: Ж.М. Джар-
муханов, Е.В. Жолдыбаева, Е.М. Раманкулов.

Для понимания генетической предрасположенности к развитию метаболического синдрома 
(МС) следует обратить внимание на некоторые гены метаболизма, а также гены-кандидаты 
сахарного диабета такие, как ADRB2, FABP2, PPARG, FTO, ADRB3 и APOA2. Генетические 
различия в любом из этих генов могут изменять черты метаболического синдрома. Частоты 
встречаемости генов предрасположенности к развитию МС хорошо изучены среди европей-
ских жителей, однако население Средней Азии изучено слабо. Следует отметить, что частоты 
встречаемости аллельных вариантов гена могут зависеть от расовой и этнической принадлеж-
ности. Частоты аллелей (Minor Allele Frequency) исследуемых генов для населения Казахста-
на были следующими: rs1042713 (G>A) 0,425; rs1799883 (C>T) 0,618; rs1801282 (C>G) 0,849; 
rs1801282 (C>G) 0,849; rs3751812 (G>T) 0,615; rs4994 (A>G) 0,834.

Ключевые слова: однонуклеотидный полиморфизм, частоты встречаемости, распределение 
генотипов, коренное население Казахстана.

The Occurrence Frequencies of Allele Polymorphisms in ADRB2, FABP2, PPARG, FTO, ADRB3 
and APOA2 Genes among the Indigenous Population of Kazakhstan / N.S. Sikhayeva [et al.] // Mo-
lecular and Applied Genetics: Proceedings. – Vol. 19. – Minsk, 2015. – P. 59–63. – Zh.M. Dzhar-
mukhanov, Е.V. Zholdybayeva, E.M. Ramankulov.

For understanding the genetic predisposition to metabolic syndrome (MS) attention should be paid 
to some genes, such as ADRB2, FABP2, PPARG, FTO, ADRB3 and APOA2. Genetic differences in any 
of these genes can affect metabolic syndrome features. The occurrence frequncies of predisposition 
genes to MS development were well studied in the European populations, but the populations of 
Central Asia were poorly studied. It should be noted that the occutrrence frequencies of allelic 
variants of the gene may depend on race and ethnicity. The allele frequencies (MAF – Minor Allele 
Frequency) of the investigated genes for the Kazakh population were as follows: rs1042713 (G>A) 
0,425; rs1799883 (C>T) 0,618; rs1801282 (C>G) 0,849; rs1801282 (C>G) 0,849; rs3751812 (G>T) 
0,615; rs4994 (A>G) 0,834.

Key words: mononucleotide polymorphism, occurrence frequencies, genotype distribution, Kazakh 
population.

УДК 575.174.2 
Генетическое тестирование мутаций BRCA1, BRCA2 и CHEK2 у пациенток с первично-

множественным раком молочной железы / В.Н. Мартинков [и др.] // Молекулярная и приклад-
ная генетика: сб. научн. тр. – Т. 19. – Минск, 2015. – С. 64–68. – Соавт: А.Е. Силин, Э.А. На-
дыров, И.Б. Тропашко, А.А. Силина, С.М. Мартыненко.

Проведено генетическое тестирование 849 пациенток с диагнозом «рак молочной железы» 
на наличие наиболее распространенных мутаций генов BRCA1 (185delAG, 300T>G, 4153delA, 
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5382insC), BRCA2 (6174delT) и CHEK2 (1100delC). Установлено статистически значимое увели-
чение суммарной частоты мутаций генов BRCA1, BRCA2 в группе из 82 пациенток с первично-
множественным раком молочной железы (28,0%) по сравнению с группой из 767 пациенток 
с одной первичной опухолью молочной железы (8,9%), различия между группами по частоте 
мутации 1100delC гена CHEK2 были статистически незначимы.

Ключевые слова: рак молочной железы, наследственная предрасположенность, генетическое 
тестирование, BRCA1, BRCA2, CHEK2.

Genetic Testing for Mutations of BRCA1, BRCA2 and CHEK2 in Patients with Multiple Primary 
Breast Cancer / V.N. Martinkov [et al.] // Molecular and Applied Genetics: Proceedings. – Vol. 19. – 
Minsk, 2015. – P. 64–68. –  A.E. Silin, E.A. Nadyrov, I.B. Tropashko, A.A. Silina, S.M. Martynenko.

The genetic testing of the most widespread mutations of BRCA1 (185delAG, 300T>G, 4153delA, 
5382insC), BRCA2 (6174delT) and CHEK2 (1100delC) genes was performed in 849 patients with 
breast cancer diagnosis. A statistically significant increase in the total frequency of mutations of 
genes BRCA1, BRCA2 was observed in the group of 82 patients with multiple primary breast cancer 
(28.0%) as compared with a group of 767 patients with a single primary breast tumor (8.9%), the 
differences between the groups in the frequency of mutation 1100delC of the gene CHEK2 were 
statistically insignificant. 

Key words: breast cancer, genetic predisposition, genetic testing, BRCA1, BRCA2, CHEK2.

УДК 599.323.4:576.3151.316
Влияние климатических изменений в послеледниковье на ареалы хромосомных рас обык-

новенной бурозубки, Sorex araneus L. (Mammalia) в Беларуси / Ю.М. Борисов [и др.] // Мо-
лекулярная и прикладная генетика: сб. научн. тр. – Т. 19. – Минск, 2015. – С. 69–78. – Соавт: 
Е.В. Черепанова, И.А. Крищук, Е.С. Гайдученко, М.Е. Никифоров, О.О. Григорьева, В.Н. Орлов.

Исследовано распространение робертсоновских транслокаций, диагностических для 
хромосомных рас обыкновенной бурозубки, Sorex araneus, в бассейне верхнего Днепра и 
Припяти. В результате выявлены частотные клины метацентриков четырех хромосомных 
рас, Białowieża, Западная Двина, Нерусса и Киев, различающихся между собой по 3–5 
метацентрикам неполной гомологии. Расы Западная Двина и Нерусса характеризуются 
мономорфным метацентрическим кариотипом почти на всей протяженности их ареалов. 
Возникновение клин метацентриков на территории Беларуси могло быть обусловлено ги-
бридизацией между метацентрическими расами и акроцентрической расой. Вероятно, хро-
мосомная раса с акроцентрическим кариотипом существовала ранее в бассейне верхнего 
Днепра; в плейстоцене она была изолирована от метацентрических рас. В конце плейсто-
цена – начале голоцена, в результате потепления и восстановления единого ареала обыкно-
венной бурозубки, метацентрические расы вступили в контакт с акроцентрической расой. 
Распространение метацентриков четырех рас по ареалу популяций с акроцентрическим 
кариотипом привело к формированию множественных клин метацентриков и к исчезно-
вению акроцентрической расы. При анализе гаплотипов гена cyt b филогеографическая 
подразделенность исследуемых популяций не коррелировала с их кариологическими осо-
бенностями. 

Ключевые слова: Sorex araneus, робертсоновские транслокации, полиморфизм, послеледни-
ковье, климатические изменения.

The Influence of Postglacial Climatic Changes on Distribution Ranges of Chromosomal Races 
of Common Shrew, Sorex araneus L. (Mammalia) in Belarus / Yu. M. Borisov [et al.] // Molecular 
and Applied Genetics: Proceedings. – Vol. 19. – Minsk, 2015. – P. 69–78. – E.V. Cherepanova, 
I.A. Kryshchuk, H.S. Gaiduchenko, M.E. Nikiforov, O.O. Grigoryeva, V.N. Orlov.

The distribution pattern of race-specific Robertsonian translocations of the common 
shrew, Sorex araneus, in the Dniper and Pripyat basin was studied. The frequency clines of 
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Robertsonian metacentrics, specific for four chromosomal races: Białowieża, West Dvina, 
Neroosa, and Kiev, differing from each other in 3-5 metacentrics of monobrachial homology, 
were revealed. 

The West Dvina and Neroosa are characterized by the monomorphic metacentric karyotype along 
the whole length of their distribution range. The appearance of the clinal varitation of metacen-
trics in Berarusian populations might be caused by hybridization between metacentric races and 
an acrocentric one. Probably, a chromosomal race with the acrocentric karyotype existed earlier 
in the basin of the upper Dnieper basin; this race was isolated from the metacentric races at Pleis-
tocene. At late Pleistocene – early Holocene, due to climatic changes and restoration of a single 
range of the common shrew, the metacentric races came into contact with the acrocentric ones. 
The spread of metacentrics of four races along the distribution range of the populations with the 
acrocentric karyotype has led to formation of multiple metacentric clines and to extinction of the 
acrocentric race.

Key words: Sorex araneus, Robertsonian translocations, polymorphisms, postglacial period, cli-
matic changes.

УДК 636.1.575::576.3:619.612.017 
Ткачёв, А.В. Цитогенетический статус жеребцов под влиянием допустимых уровней мико-

токсинов корма / А.В. Ткачёв // Молекулярная и прикладная генетика: сб. научн. тр. – Т. 19. – 
Минск, 2015. – С. 79–83. 

В статье представлены результаты исследований влияния максимально допустимых 
концентраций микотоксинов корма на показатели цитогенетического статуса жеребцов-
производителей украинской верховой, тракененской, вестфальской и арабской пород, разво-
димых в Украине. После получения корма с максимально допустимым уровнем зеараленона, 
Т-2 токсина, дезоксиниваленола и афлатоксина процент метафаз с аберрациями в среднем 
увеличился у украинской верховой породы на 2,4% (р < 0,05), тракененской породы – на 
1,6% (р < 0,001), арабской породы – на 1,4% (р < 0,01), вестфальской породы – на 1,2% (р < 
0,001). Общее количество аберраций у жеребцов вестфальской породы в среднем увеличилось 
на 37,7% (р < 0,001), у арабской породы – на 36,8% (р < 0,001), у тракененской породы – на 
18,8% (р < 0,001), у украинской верховой – на 23,8%. Полученные данные позволяют гово-
рить о необходимости ограничения сроков кормления жеребцов-производителей кормом с 
максимально допустимыми уровнями микотоксинов в связи с их генотоксическим эффектом 
при хроническом токсикозе. 

ключевые слова: соматическая хромосомная нестабильность, микотоксины корма, жеребцы.

Tkachev, А.V. The Cytogenetic Status of Stallions under the Influence of Permissible Mycotoxin 
Levels in Feed / А.V. Tkachev // Molecular and Applied Genetics: Proceedings. – Vol. 19. – Minsk, 
2015. – P. 79–83. 

This article highlights the experimental research results of the influence of the maximum allowable 
mycotoxin concentrations on the cytogenetic status indices of the stallions of the Ukrainian saddle 
horses, Trakenensky, Westphalian and Arabian breeds reared in the Ukraine. Аfter receiving 
the  feed with the maximum allowable level of zearalenone, T-2 toxin, desoxynivalenol and 
aflatoxin the percentage of metaphases with aberrations increased on the average in the Ukrainian 
saddle horse breed by 2,4% (р < 0,05), Trakenensky breed – by 1,6% (р < 0,001), the Arabian 
breed – by 1,4% (р < 0,01), and the Westphalian breed – by 1,2% (р < 0,001). The total number of 
aberrations in stallions of the Westphalian breed increased on the average by 37,7% (р < 0,001), 
in the Arabian breed – by 36,8% (р < 0,001), in the Trakenensky breed –by 18,8% (р < 0,001), in 
the Ukrainian saddle horses – by 23,8%. The obtained data suggest the need to limit the terms of 
feeding stallions with the maximum allowable mycotoxin level due to their genotoxic effect under 
chronic toxicosis.

Key words: somatic chromosomal instability, feed mycotoxins, stallions.
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Рефераты

УДК 577.21:636.23.082.2
Белая, Е.В. Межпородный сравнительный анализ ассоциации гена каппа-казеина с признаками 

молочной продуктивности у коров голштинской и черно-пестрой пород / Е.В. Белая, М.Е. Ми-
хайлова // Молекулярная и прикладная генетика: сб. научн. тр. – Т. 19. – Минск, 2015. – С. 84–89.

Проведен межпородный анализ ассоциации гена каппа-казеина с признаками молочной про-
дуктивности у коров голштинской и белорусской черно-пестрой пород. Установлено, что по 
признаку удоя и белковомолочности, предпочтительным у коров голштинской породы явля-
ется генотип bCSN3ВВ в то время как у коров черно-пестрой породы предпочтительным явля-
ется генотип bCSN3АА. Ассоциация данного генотипа с удоем и белковомолочностью является 
статистически значимой у голштинских коров. Это позволяет рекомендовать его в качестве 
генетического маркера для селекционных программ.

ключевые слова: генетический маркер, молочная продуктивность, белорусский черно-
пестрый скот, голштинский скот, каппа-казеин.

Belaya, E.V. The Interpedigree Comparative Analysis of the Association of Kappa-casein 
Gene with Milk Productivity Traits in Holstein and White-and-black Cattle Breeds / E.V. Belaya, 
M.E. Mikhailava // Molecular and Applied Genetics: Proceedings. – Vol. 19. – Minsk, 2015. – P. 84–89.

The interbreeding analysis of the association of kappa-casein gene with milk productivity traits 
was conducted in Holstein and Belarusian white-and-black cattle. It was established that genotype 
bCSN3ВВ was preferable for milk yield and milk protein productivity in Holstein cows while geno-
type bCSN3АА was preferable in white-and-black ones. The association of the genotype with milk 
yield and the productivity of milk protein is statistically significant in Holstein cows. This allows us 
to recommend it as a genetic marker for breeding programs.

Key words: genetic marker, milk productivity, the Belarusian black-and-white cattle, Holstein 
cattle, kappa-casein.

УДК 598.619:575.17
Генетическое разнообразие и дифференциация популяций тетерева Белорусского и Украин-

ского Полесья / К.В. Гомель [и др.] // Молекулярная и прикладная генетика: сб. научн. тр. – 
Т. 19. – Минск, 2015. – С. 90–99. – Соавт.: Т.Е. Павлющик, М.А. Павловская, М.Е. Никифоров.

В данной статье проводится анализ генетического разнообразия и дифференциации популяций 
тетерева, населяющих территорию Полесья. Сравнение ведется отдельно для популяций тетерева 
Белорусского Полесья, а также между популяциями тетерева Белорусского и Украинского Полесья. 
В качестве маркеров генетического разнообразия и генетической дифференциации популяций были 
выбраны микросателлиты (9 полиморфных локусов). Анализ полиморфизма микросателлитных 
локусов показал, что генетическое разнообразие популяций тетерева на территории Полесья ха-
рактеризуется достаточно высоким уровнем. Полученные результаты являются научной основой 
для проведения дополнительных охранных мероприятий по сохранению данного вида в Беларуси.

ключевые слова: тетерев, генетическое разнообразие, Белорусское и Украинское Полесье.

Genetic Diversity and Differentiation of Black Grouse Populations from Belarusian and Ukrainian 
Polesye / K.V. Homel [et al.] // Molecular and Applied Genetics: Proceedings. – Vol. 19. – Minsk, 
2015. – P. 90–99. – T.E. Pavlushchik, M.A. Pavlovska, M.E. Nikiforov.

The article presents analysis of genetic diversity and differentiation of black grouse populations 
from Polesye. We compared black grouse populations within Belarusian Polesye and also black grouse 
populations between Belarusian and Ukrainian Polesye. The microsatellites (9 polymorphic loci) were 
taken as markers of genetic diversity and differentiation of populations. The polymorphism analysis of 
microsatellite loci has shown that genetic diversity of populations from Polesye is characterized by a 
very high level. The obtained results are a scientific basis to carry out additional protective measures 
for conservation of black grouse in Belarus.

Key words: Black grouse, genetic diversity, Belarusian and Ukrainian Polesye.
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УДК 577.212.3:595.753
Воронова, Н.В. Разработка ПЦР-ПДРФ таблиц на основе последовательности гена EF1a 

для идентификации видов тлей – вредителей сельскохозяйственных растений / Н.В. Вороно-
ва, В.И. Головенчик // Молекулярная и прикладная генетика: сб. научн. тр. – Т. 19. – Минск, 
2015. – С. 100–109.

Предложены ПЦР-ПДРФ ключи, разработанные на основе последовательности гена EF1a, 
для идентификации 26 видов тлей фауны Беларуси. Перечень видов включает вредителей сель-
скохозяйственных и других культивируемых растений из родов Aphis, Acyrthosiphon, Macro-
siphum, Mysus, Megoura, Rhopalosiphum, Schizaphis. 

Ключевые слова: тли, вредители сельскохозяйственных растений, идентификация видов, 
ПДРФ, EF1a.

Voronova, N.V. PCR-RFLP Keys for Aphid species identification based on sequences of EF1a 
gene / N.V. Voronova, V.I. Golovenchik // Molecular and Applied Genetics: Proceedings. – Vol. 19. – 
Minsk, 2014. – P. 100–109.

PCR-RFLP keys based on the gene sequence EF1a were developed to identify 26 aphid species 
of Belarusian fauna. The species list includes some pests of cultivated plants from the genera Aphis, 
Acyrthosiphon, Macrosiphum, Mysus, Megoura, Rhopalosiphum, Schizaphis.

Key words: aphid, pests of agricultural plants, species identification, RFLP, EF1a.
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