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Молекулярно-генетический анализ популяций A. sibirica Patrin ex Ledeb. и 
Adonis vernalis L. выявил общие и специфические для этих видов сочетания 
длин амплифицированных фрагментов ДНК с использованием ISSR- и IRAP- 
методов. Предлоясен принцип генетической паспортизации и штрих-кода популя­
ций редких видов растений, который может найти применение как при разработ­
ке мер охраны и восстановления природных популяций, так и при идентифика­
ции растительного сырья лекарственных растений.

Бкша слова геномика, идентификация, полиморфизм, редкие виды.

Современные молекулярно-генети­
ческие технологии позволяют изучать 
тонкую структурно-функциональную 
организацию геномов различных орга­
низмов. Анализ генетической измен­
чивости пород животных, сортов рас­
тений и штаммов микроорганизмов, 
идентификация и паспортизация хо­
зяйственно-ценных особей стали воз­
можны благодаря получению специфи­
ческих геномных маркеров ДНК. С по­
мощью произвольных праймеров иден­
тифицировали генотипы видов рода 
Рапах (Araliaceae) [5], а впоследствии 
и эндемичного вида Oxytropis chankaen- 
sis Jurtz. (Fabaceae) [1]. Работы по мо­
лекулярно-генетической идентифика­
ции сортового материала растений про­
водятся в основном на важнейших про­
довольственных [2,4], а также ягодных 
культурах [10, 12]. Идентификация ге­
нотипов растений проведена с помощью 
ПЦР анализа рассеянных повторяю­
щихся последовательностей R173 [6],
разработаны основы паспортизации 
зерновых [3,15] и ягодных культур [14].

Значительно меньше внимания уделе­
но анализу генетической изменчивости 
природных популяций, особенно ред­
ких и ресурсных видов растений. Весь­
ма актуальной является проблема иден­
тификации растительного сырья у близ­
кородственных лекарственных видов 
растений, таких как виды рода Adonis.

В геномах растений и животных 
количество микросателлитных повто­
ров очень велико, что делает ISSR- 
метод (Inter-Simple Sequence Repeat) 
очень эффективным и удобным в ге­
нетическом анализе. Основой ISSR-ме­
тода или анализа полиморфных учас­
тков ДНК между микросателлитами 
является ПЦР с одним или несколь­
кими праймерами длиной в 15-24 нук­
леотида, но праймеры состоят из тан­
демных коротких 2~4 нуклеотидных 
повторов и одного селективного нук­
леотида на З'-конце праймера [19, 7]. 
ISSR не требует предварительного 
клонирования и секвенирования фраг­
ментов для подбора праймеров и хоро­
шо воспроизводим в строгих условиях
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реакции. IRAP (Inter-Retrotransposon 
Amplified Polymorphism) — это ана­
лиз полиморфных участков ДНК, ам- 
плифицированных между ретротранс- 
позонами [16, 17]. В качестве повторя­
ющихся последовательностей ретро- 
транспозоны рассеяны по всему гено­
му; в связи с этим они удобны для 
ДНК-генотипирования растений [7, 15]. 
При идентификации растительного 
сырья лекарственных растений, при 
мониторинге состояния природных по­
пуляций редких и исчезающих видов 
растений, для рекомендаций мер их 
охраны и при их восстановлении пос­
ле антропогенных воздействий важна 
обобщенная генетическая характерис­
тика по типичным для данного рода, 
вида, популяции ДНК-маркерам.

Объекты исследований и методика

В качестве объектов исследований 
были избраны 6 природных популяций 
двух редких лекарственных и декора­
тивных видов растений из семейства 
Ranunculaceae Juss.: Adonis vernalis L. 
и Adonis sibirica Patrin ex Ledeb. с ка­
тегорией угрожаемого состояния 3 (R) — 
редкие виды [4, 9]. Молекулярно-ге­
нетический анализ 6 популяций двух 
видов рода Adonis проведен в 2006­
2008 гг. Исследованы три популяции 
A. vernalis: первая (Avl) расположена 
на остепненном лугу около с. Михино 
Ординского района, вторая (Av2) — в 
березовом редколесье около д. Мере­
кай Уинского района, третья (Av3) — 
на остепненном лугу около с. Ишимово 
Октябрьского района Пермского края. 
Для выявления общих для двух близ­
кородственных видов ДНК-маркеров 
исследованы 3 популяции A. sibirica в 
Добрянском, Кишертском и Ильин­
ском районах Пермского края. Для ана­
лиза молекулярно-генетического поли­
морфизма ДНК 2 видов рода Adonis 
были собраны листья в каждой попу­
ляции с 30 случайно выбранных рас­
тений на расстоянии от 30 до 50 м друг 
от друга. Для выделения ДНК исполь­
зовали методику, приведенную в [18]

с незначительными модификациями. 
Выявление генетического полиморфиз­
ма ДНК проводили в ПЦР-лаборато- 
рии Пермского государственного уни­
верситета ISSR- [19] и IRAP-методом 
[16]. Клонирование [11] и секвенирова- 
ние ДНК, а также дизайн праймеров 
проведены в лаборатории растительной 
геномики института Биотехнологии 
университета Хельсинки (Финляндия) 
[8]. В ЗАО «Синтол» и «Евроген» (Рос­
сия) синтезированы 10 ISSR-прайме­
ров, а 70 IRAP-праймеров — в «MWG» 
(Германия). Реакционная смесь для 
полимеразной цепной реакции объемом
25 мкл содержала: 2 единицы Taq-no- 
лимеразы («Силекс М»), 2,5 мкл стан­
дартного 10х буфера для ПЦР (Силекс 
М), 25 пМ праймера, 2,5 мМ Mg2+, 
0,25 мМ dNTP, 5 мкл геномной ДНК. 
На смесь наслаивали 2 капли минераль­
ного масла. Амплификацию ДНК двух 
видов рода Adonis проводили в термо­
циклере «Терцик» (НПФ «ДНК-Техно- 
логия», Москва) с использованием 
ISSR-праймеров по следующей про­
грамме: предварительная денатурация
94°С, 2 мин.; первые пять циклов 94°С, 
20 с; t отжига, 10 с; 72°С, 10 с; в по­
следующих тридцати пяти циклах 94°С,
5 с; t отжига, 5 с; 72°С, 5 с. Последний 
цикл элонгации длился 2 мин при 72°С. 
Температура отжига в зависимости от 
от G/С состава праймеров варьирова­
ла от 46 до 56°С. IRAP-амплификацию 
проводили по следующей программе: 
предварительная денатурация 94°С,
4 мин; 32 цикла 94°С, 40 с; t отжига, 
1 мин; 72°С, 2 мин. Последний цикл 
элонгации длился 5 мин при 72° С. Тем­
пература отжига в зависимости от G/C 
состава праймеров варьировала от 46 
до 60°С. В качестве отрицательного кон­
троля (К-) в реакционную смесь для 
проверки чистоты реактивов добавля­
ли вместо ДНК 5 мкл деионизирован­
ной воды. Продукты амплификации 
разделяли путем электрофореза в 
1,7% агарозном геле в 1х ТВЕ буфе­
ре, окрашивали бромистым этидием и 
фотографировали в проходящем ульт-
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рафиолетовом свете с помощью сис­
темы гельдокументации «Gel-Doc»(Bno- 
рад, США). Определение длины фраг­
ментов ДНК проводили с помощью про­
граммы «Quantity One» с использова­
нием маркера молекулярной массы 
(100 Ьр+1.5+3 Kb DNA Ladder) («ООО- 
СибЭнзим-М», Москва). ПЦР-анализ 
геномной ДНК особей изучаемых популя­
ций и суммарной выборки повторяли не 
менее трех раз. Учитывали только хо­
рошо воспроизводимые в повторных 
экспериментах фрагменты ДНК, интен­
сивность фрагментов не брали в расчет. 
Компьютерный анализ полученных дан­
ных проведен с помощью программы 
PopGen32 и специализированного мак­
роса GenAlEx6 для MS-Excel.

Результаты и их обсуждение

При изучении полиморфизма ДНК 
б других новых популяций двух ви­
дов рода Adonis нами были отобраны 
наиболее информативные 4 ISSR- и 
5 IRAP-праймеров, длина амплифи- 
цированных фрагментов ДНК при 
ISSR-анализе варьировала от 210 до 
1610 пн , а при ЖАР-анализе — от 215 
до 2530 пн (табл. 1). В среднем при 
ISSR-анализе один праймер иницииро­
вал синтез 14, а при ЖАР-анализе — 
26 фрагментов ДНК (рис. 1).

Предлагается отличная от часто 
встречающейся [10, 13] запись фраг­
мента ДНК с указанием типа фрагмен­
та (родовой, видовой, полиморфный),

Т а б л и ц а  1

Характеристика фрагментов ДНК, избранных для паспортизации двух видов рода Adonis

П р и м е ч а н и е :  A D r —  фрагменты ДНК, общие для двух видов рода Adonis; Avv и Asv— фрагменты 
ДНК, характерные для каждого вида; Avp и Asp — полиморфные фрагменты ДНК.
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Рис. 1. ISSR-спектр популяции A. vernalis (Av1) около с. Михино с праймером М1 (А) и IRAP-спектр 
популяции A. vernalis (Av3) около с. Ишимово с праймером IR2204 (Б): цифрами обозначены номера 
проб, М — молекулярный маркер, с фрагментами размером сверху вниз 2000 пн, 1500 пн., 1000 пн, 
900 пн, 800 пн и т.д.; К — отрицательный контроль, стрелками указаны некоторые полиморфные фраг­
менты ДНК

длины фрагмента и указания прайме­
ра нижним индексом, например, 
Avv630M1- Нами выявлены фрагменты 
ДНК, общие для особей двух видов 
рода Adonis, которые мы предлагаем 
назвать «родовыми» и обозначить пер­
выми буквами названия рода AD с ука­
зателем «г» от «rod» нижним индексом, 
например, ADr550XII. Эти фрагменты 
ДНК являются надвидовыми, среди 
них могут быть как присущие роду, 
так и более высоким таксонам, но мы 
предлагаем оставить название «родо­
вые», имея ввиду, что эти фрагменты

четко воспроизводятся у особей изу­
чаемого рода. Четко воспроизводимые 
при ПЦР-анализе только у особей од­
ного вида фрагменты ДНК предлага­
ется назвать «видовыми» и обозначить 
как Av и As с указанием «V» от «vid», 
например, Avv830M12- Полиморфные
фрагменты ДНК предлагается обозна­
чить индексом «р» от «polimorph», на­
пример, Avp650IR75-

Для паспортизации особей рода Ado­
nis и двух изученных видов были выде­
лены четко воспроизводимые 17 моно- 
морфных и 20 полиморфных фрагмен­
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тов ДНК (см. табл.1). Мономорфные 
фрагменты ДНК позволили идентифи­
цировать принадлежность особи и к 
роду, и к виду, а полиморфные фраг­
менты ДНК при их различных сочета­
ниях позволили составить уникальный 
генетический паспорт популяций. Как 
родовые, так и видовые фрагменты 
ДНК в основном установлены с исполь­
зованием ISSR-метода. С помощью это­
го же метода возможна и идентифика­
ция листьев лекарственного вида 
A.vernalis, применяемого в качестве 
лекарственного сырья для получения 
сердечных гликозидов, не обладающих 
кумулятивным эффектом. Для паспор­
тизации видов рода Adonis мы отобра­
ли по 4 фрагмента ДНК, общих и спе­
цифических для двух изучаемых ви­
дов этого рода (табл. 2). Это минималь­
ное число фрагментов ДНК, с помо­
щью которых нам удалось провести 
паспортизацию. Природные популяции 
или группы близкорасположенных по­
пуляций можно охарактеризовать раз­
ными сочетаниями полиморфных фраг­
ментов ДНК, причем главную роль в 
данном случае играют полиморфные 
фрагменты ДНК, амплифицированные 
IRAP-методом. В качестве примера 
приведены молекулярно-генетические 
формулы 3 популяций A. vernalis, рас­
положенные в островной Кунгурской 
лесостепи (см. табл.2).

Сочетания полиморфных фрагмен­
тов ДНК не совпадают ни у одной из

изученных популяции, что позволяет 
их рекомендовать для генетической 
паспортизации популяций редких ви­
дов растений. Помимо буквенно-циф­
ровой записи молекулярно-генетичес­
кого паспорта популяций предлагает­
ся графическая запись в виде штрих­
кода. Родовые фрагменты предлагает­
ся обозначить толстой линией, видо­
вые — линией средней толщины, а 
полиморфные фрагменты — тонкой 
линией. Для штрих-кода предлагает­
ся использовать 10 штрихов, из кото­
рых четыре характерны для рода, че­
тыре — для вида, а два — для попу­
ляции. Фрагменты ДНК в штрих-коде 
располагаются в зависимости от их 
длины от большего к меньшему (рис. 2). 
Как молекулярно-генетическая форму­
ла, так и штрих-код позволят иденти­
фицировать принадлежность как рас­
тительного сырья, так и отдельных 
особей не только к роду и виду, но и к 
определенной группе популяций A. ver- 
nalis или A. sibirica.

Заключение

Молекулярно-генетическая паспор­
тизация ресурсных видов растений 
включает в себя следующие этапы: 
выбор эффективных методов анализа 
полиморфизма ДНК, сбор материала, 
подбор эффективных праймеров, мо­
лекулярно-генетический анализ с ис­
пользованием ПЦР, выявление иден­
тификационных маркеров ДНК, моно-

Т а б л и ц а  2
Молекулярно-генетическая паспортизация 3 популяций A.vernalis
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морфных и полиморфных фрагментов 
ДНК, составление молекулярно-гене­
тической формулы, штрих-кода и ге­
нетического паспорта [2]. Для молеку­
лярно-генетической паспортизации ре­
сурсных растений нами рекомендуются 
ISSR и IRAP методы, которые в сово­
купности позволяют выявить полимор­
физм большей части генома изучаемых 
видов растений, являются стабильны­
ми, дают четко воспроизводимые ре­
зультаты. IRAP-метод анализа поли­
морфных фрагментов ДНК апробован 
на 5 редких видах Пермского края, 
имеющих высокий фармацевтический 
потенциал. Именно данный метод ана­
лиза полиморфизма ДНК перспекти­
вен для выявления генетических ме­
ханизмов адаптации популяционных 
систем в гетерогенной среде. Нами 
впервые клонированы и секвенирова-

ны последовательности ДНК пяти ред­
ких и фармацевтически значимых ре­
сурсных видов растений Пермского 
края [8]. Секвенированные последова­
тельности ДНК пяти редких лекар­
ственных видов растений размещены 
в мировой базе генетических данных 
« G e n B a n k »  ( U S A )  ( №  F I  9 1 0  0 0 -  
EF191012).

Предлагаемая методика молекуляр­
но-генетической паспортизации явля­
ется относительно недорогой и при 
наличии эффективных IRAP прайме­
ров пригодна для массового анализа. 
Разработанный на примере редких ле­
карственных видов растений принцип 
паспортизации может являться моде­
лью, которая рекомендуется для пас­
портизации сортов продовольственных 
культур и идентификации раститель­
ного сырья лекарственных растений.
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Рис. 2. Генетический штрих-код популяции Av3 A vernalis около д. Ишимово 
Октябрьского района Пермского края
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SUMMARY
Molecular-genetic analysis of Adonis vernalis L. and A. sibirica Patrin ex Ledev. reveals 

common and specific for these two species Adonis combinations of amplificated DNA fragments 
length, ISSR and IRAP techniques used. The principle of genetic sertification and bar code of 
rare species populations which may be used both in rare plants renewal and in identification of
drug crops raw material has been offered in the article.


