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БИОЛОГИЧЕСКИЙ ФАКУЛЬТЕТ 

АНАЛИЗ ПОЛИМОРФИЗМА ALLIUM URSINUM L. 
ИЗ ОТДАЛЕННЫХ МЕСТ ПРОИЗРАСТАНИЙ 

А. А. Горбацевич, З. Е. Грушецкая, О. В. Дзюбан 

Умение точно и эффективно определять видовую принадлежность 
исследуемых организмов очень актуально в эколого-генетических ис-
следованиях. Вопросы эффективной идентификации видов различных 
организмов, а также отслеживания их филогенетических отношений вы-
зывали интерес на всем протяжении развития биологической науки [1]. 
Изучение разнообразия видов Аllium ursinum L. на молекулярно-
генетическом уровне позволит решить главную проблему в поддержа-
нии биоразнообразия – стать решающим аргументом для таксономиче-
ской дифференциации вида. 

Таким образом, цель настоящей работы – провести молекулярно-
генетический анализ подвидов Allium ursinum L., произрастающих в 
странах Европы, в том числе в Беларуси. 

Задачи работы: 
1. Проанализировать литературные данные о распространении и так-

сономическом статусе подвидов Allium ursinum L. 
2. Собрать коллекцию образцов для выделения ДНК из отдаленных 

мест произрастания на территории Европы и несколько популяций на 
территории Беларуси. 

3. Выделить ДНК из материала. 
4. Поставить ISSR-ПЦР-реакции, разделить ПЦР-продукты в агароз-

ном геле с помощью электрофореза. 
5. Оценить полиморфизм образцов вида Allium ursinum L. из отда-

ленных мест произрастаний на территории Европы. 
Обьектом исследования является Лук медвежий (черемша) – Allium 

ursinum L. Это пищевое и лекарственное растение, содержащее много 
аскорбиновой кислоты. Растение занесенно в Красную книгу Республи-
ки Беларусь и имеет 3 категорию охраны [2]. В настоящее время все бо-
лее остро стоит проблема в сохранении Allium ursinum L., а именно ре-
шение вопроса что сохранять и как отбирать то, что нуждается в сохра-
нении в первую очередь. Оценку степени угрозы генофондам, а также 
разработку стратегии защиты генетического разнообразия можно полу-
чить благодаря молекулярно-генетическим подходам.  
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Уровень генетического полиморфизма растений наиболее эффектив-
но определяется с помощью ДНК-маркеров. Молекулярные маркеры 
представляют собой полиморфные последовательности ДНК. Вне зави-
симости от деталей методики результатом эксперимента будет набор 
фрагментов ДНК, число которых и электрофоретическая подвижность 
различаются между генотипами. Идеальной является ситуация при ко-
торой каждый генотип характеризуется своим набором фрагментов. Оп-
ределение профиля фрагментов ДНК получило название генетический 
фингерпринтинг. Чем больше совпадающих фрагментов в полученных 
профилях, тем более родственны исследуемые генотипы [3]. Для прове-
дения исследования нами был выбран ISSR-анализ как один из наиболее 
доступных, быстрых и воспроизводимых методов, так как он не требуют 
предварительных знаний о последовательности ДНК и не требует ис-
пользования радиоактивных меток [4]. 

Для грамотной оценки молекулярно-генетических результатов ISSR-
ПЦР анализа Allium ursinum L. авторы работы воспользовались литера-
турными данными, описывающими морфологию вида. Итак, по резуль-
татам авторов [5–8] выделяются следующие два подвида медвежьего лу-
ка, которые отличаются структурой цветоножек: у Allium ursinum L. 
subsp. ursinum цветоножки довольно густо покрыты папиллами. Данный 
подвид встречается в северной и западной частях общего ареала вида.. 
Allium ursinum subsp. ucrainicum Kleop. et Oxner имеет гладкие цвето-
ножки без папилл. Произрастает в южной и восточной частях ареала ви-
да. В месте контакта подвидов отмечены популяции, имеющие проме-
жуточные признаки и, по-видимому, возникающие при гибридизации 
Allium ursinum L. subsp. ursinum и Allium ursinum subsp. ucrainicum. Та-
кие промежуточные по морфологии популяции (intermediate) были от-
мечены в Чехии и Польше. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 

Для проведения анализа ДНК-полиморфизма были взяты 9 популяций 
Allium ursinum L., произрастающих на территории Беларуси (4 образца 
из Минской области, Любанского района; Гомельской области Кормян-
ского и Лельчицкого районов и Витебской области Миорского района) и 
за ее пределами (страны: Дания, Франция, Сербия, Венгрия, Украина). 
Кроме того, для последующего статистического анализа данных и по-
строения филогенетического дерева р. Allium была использована аут-
группа Allium cepa L.  
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Выделение геномной ДНК проводилась методом с использованием 
готового набора для выделения ДНК «Нуклеосорб».  

Для проведения ПЦР использовали 8 коммерческих декамерных 
праймеров (ОДО «Праймтех»), которые давали максимальное число 
фрагментов амплификации по результатам предварительных исследова-
ний. Выделенная ДНК была оценена на качество протекания ПЦР-
реакции. Результаты ПЦР проанализированы с помощью электрофоре-
тического разделения продуктов в агарозном геле. Продукты ISSR-
анализа визуализировались окрашиванием бромистым этидием с помо-
щью гельдокументирующей системы Fusion Fx / Vilber Lourmat.  

Статистический анализ данных 
Построение дерева осуществлялось с помощью метода ближайших 

соседей (neighbor-joining) [9] вероятность топологии дендрограммы под-
держана значениями bootstrap, указанными в узлах кластеров. Расчет 
дистанций и построение дендрограммы, отражающей филогенетические 
связи между образцами, проводились при помощи программы 
TREECON for Windows v.1.[10]. 

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ И ИХ ОСУЖДЕНИЯ 

ДНК-анализ по ISSR-маркерам показал, что популяции медвежьего 
лука сгруппированы в 2 крупных кластера, которые, в свою очередь, 
подразделяются на более-менее обособленные субкластеры (рис. 1).  

Вероятность топологии дендрограммы подтверждена значениями 
bootstrap в узлах кластеров. Обособившиеся крупные кластеры с высо-
кой вероятностью (100 %) соответствуют морфологическим подвидам 
Allium ursinum L. subsp. ursinum и Allium ursinum L. subsp. ucrainicum. 
Кластер 1 филогенетического дерева (рис. 1) представлен растениями, 
произрастающими на юге-востоке Беларуси (Любанский район Минской 
области, Кормянский и Лельчицкий районы Гомельской области) и в 
южных странах Европы (Сербия, Украина, Венгрия). Эти образцы соот-
ветствуют подвиду Allium ursinum subsp. ucrainicum. Кластер 2 (рис. 1) 
представлен представителями, произрастающими в дикорастущих усло-
виях на территории северо-западных стран Европы – Дании и Франции, 
так же к этому кластеру относится северный образец, собранный на тер-
ритории Республики Беларусь в Миорском районе Витебской области. 
Образцы соответствуют подвиду Allium ursinum L. subsp. ursinum. 
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Рис. 1. Дендрограмма генетического сходства популяций, построенная на основании 

полиморфизма ISSR-маркеров Allium ursinum L.: 
шкала сверху – генетические дистанции; 

на дендрограмме в узлах кластеров указаны значения бутстрепа (в %) 

 
ISSR-фингерпринтинг для маркеров ISSR-22 и ISSR-23 представлен 

на рис. 2. Даннные праймеры являются высокоинформативными, так как 
в результате амплификации с их использованием синтезируется паттерн 
фрагментов ДНК, отличающихся количеством и весом (от 7 до 12 фраг-
ментов, длиной от 250 до 900 п.н.). 
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Рис. 2. ISSR-спектр Allium ursinum L. с праймерами ISSR-22 и ISSR-23:  

латинскими буквами обозначены каталожные номера и названия проб;  
М – маркер молекулярной массой 100 bp;  

стрелками указаны уникальные фрагменты ДНК для образца Denmark 

Таким образом, проведенное изучение молекулярно-генетического 
анализа Allium ursinum L. на территории Республики Беларусь и за ее 
пределами, подтвердило наличие двух подвидов – Allium ursinum subsp. 
ursinum и Allium ursinum subsp. ucrainicum, позволило выявить их гео-
графическую локализацию. Установлено, что в настоящее время Allium 
ursinum subsp. ursinum отмечен в северо-западных странах Европы и ре-
гионах Беларуси, а Allium ursinum subsp. ucrainicum – на юго-востоке Бе-
ларуси и на юге Европы, что так же подтверждено и литературными 
данными.  
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СРАВНИТЕЛЬНАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА  
ЛИГАНД-СВЯЗЫВАЮЩИХ СВОЙСТВ ЦИТОХРОМОВ  

Р450 MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS (CYP121 И CYP128) 

А. А. Добыш 

Туберкулёз – хроническая инфекция, приводящая к поражениям ор-
ганов дыхания, костей, суставов, кожи, мочеполовых органов и др. По 
данным Всемирной организации здравоохранения около двух миллио-
нов человек в год умирает от этого заболевания. Возбудителями тубер-
кулеза является Mycobacterium tuberculosis (Mtb). Этот патогенный мик-
роорганизм на данный момент является одним из наиболее опасных, не-
смотря на наличие вакцин и различных эффективных противомикроб-
ных препаратов.  

На данный моментдля лечения туберкулеза используются рифампи-
цин и изониазид. Однако хотя эти препараты и снизили частоту заболе-
ваний, появление новых устойчивых штаммовMtb приводит к тому, что 
эти методы становятся неэффективными. 

Поэтому актуальным направлением является выявление биохимиче-
ских путей и макромолекул в Mtb, которые могут служить в качестве 
мишеней для новых анти-микобактериальных препаратов. В связи с 
этим, цитохромы Р450 (CYP), которые содержатся в геноме Mtb, (около 
20) позволяют предположить, что, по крайней мере, некоторые из них 
играют важную роль в жизнеспособности и вирулентности. Следова-
тельно, изучение структуры и функций Р450 (пространственная струк-
тура, метаболический профиль, поиск изоферментных различий рези-
стентных и нерезистентных микобактерий), является перспективным на-
правлением в области разработки новых лекарственных средств для ле-
чения туберкулеза. 

Изоформа CYP121 (микоциклозинсинтаза) – первый микобактери-
альный фермент из группы цитохромов Р450 с идентифицированным 


