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Ïðîâåäåíû ìîëåêóëÿðíî-ãåíåòè÷åñêèå èññëåäîâàíèÿ ïîïóëÿöèé äîííèêà çóá÷àòîãî 
(Melilotus dentatus Pers.) èç ðàçíûõ ãåîãðàôè÷åñêè óäàëåííûõ ðàéîíîâ (Ñåâåðíûé Êàâêàç è Êàçàõ-
ñòàí). Èñïîëüçîâàííûé êîìïëåêñíûé ïîäõîä âêëþ÷àë âíóòðè- è ìåæïîïóëÿöèîííûé àíàëèç ïî 
òàêñîíîìè÷åñêè çíà÷èìûì ìîëåêóëÿðíûì ìàðêåðàì (ITS). Òàêæå âûïîëíåí àíàëèç ó÷àñòêà ðå-
öåïòîðíîãî ãåíà nfr5. Ïîêàçàíî, ÷òî ñðåäè ðàñòåíèé Melilotus dentatus Pers. èìåþòñÿ ðàçëè÷èÿ 
êàê íà âíóòðè-, òàê è íà ìåæïîïóëÿöèîííîì óðîâíå. Êðîìå òîãî, íàáëþäàåòñÿ îáîñîáëåííîñòü 
ïîïóëÿöèé äîííèêîâ â êëàñòåðû ñîãëàñíî èõ ãåîãðàôè÷åñêîìó ðàñïðîñòðàíåíèþ. Îïðåäåëåíî íå-
çàâèñèìîå ðàñïðåäåëåíèå ïîïóëÿöèé ðàñòåíèé äîííèêîâ ïî ðåöåïòîðíîé ÷àñòè ãåíà nfr5 îòíî-
ñèòåëüíî êëàñòåðíîé ñòðóêòóðû ITS ðåãèîíà.   
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Â ìèðîâîì çåìëåäåëèè äîííèê êàê êîðìîâàÿ êóëüòóðà èãðàåò íå 
ñòîëü áîëüøóþ ðîëü â ñðàâíåíèè ñ äðóãèìè áîáîâûìè êîðìîâûìè òðàâà-
ìè. Îäíàêî ê íàñòîÿùåìó âðåìåíè â ðåçóëüòàòå âñåñòîðîííåãî èçó÷åíèÿ ó 
íåãî âûÿâëåí êîìïëåêñ õîçÿéñòâåííî öåííûõ ñâîéñòâ. Òàê, äîííèê õàðàê-
òåðèçóåòñÿ âûñîêîé çàñóõîóñòîé÷èâîñòüþ è îäíîâðåìåííî ïîâûøåííîé çè-
ìîñòîéêîñòüþ, à òàêæå îòëè÷àåòñÿ îò äðóãèõ áîáîâûõ âûñîêîé óñòîé÷èâî-
ñòüþ ê áîëåçíÿì è âðåäèòåëÿì (1). Êðîìå òîãî, äîííèê çóá÷àòûé ëó÷øå ïî-
åäàåòñÿ æèâîòíûìè âñëåäñòâèå áîëåå íèçêîãî ñîäåðæàíèÿ êóìàðèíà (2). 
Ñïîñîáíîñòü äîííèêà ïðîèçðàñòàòü íà çàñîëåííûõ çåìëÿõ è ñîëîíöàõ ïî-
çâîëÿåò èñïîëüçîâàòü åãî äëÿ âîññòàíîâëåíèÿ ïî÷â çà ñ÷åò ñîçäàíèÿ ñîëåðå-
çèñòåíòíîãî áîáîâî-ðèçîáèàëüíîãî êîìïëåêñà. Ñîîòâåòñòâåííî, âàæíàÿ çà-
äà÷à ïðè áèîðåêóëüòèâàöèîííûõ ìåðîïðèÿòèÿõ — óâåëè÷åíèå ñèìáèîòè÷å-
ñêîé ýôôåêòèâíîñòè, êîòîðàÿ, â ñâîþ î÷åðåäü, â çíà÷èòåëüíîé ñòåïåíè çà-
âèñèò îò ãåíîòèïà ðàñòåíèÿ-õîçÿèíà.   

Ñïåöèôè÷íîñòü áîáîâî-ðèçîáèàëüíîãî ñèìáèîçà îáåñïå÷èâàåòñÿ îá-
ìåíîì ñèãíàëüíûìè ìîëåêóëàìè ìåæäó ïàðòíåðàìè, â ðåçóëüòàòå ÷åãî çà-
ïóñêàåòñÿ ìåõàíèçì îáðàçîâàíèÿ ñïåöèàëèçèðîâàííîãî îðãàíà — êëóáåíü-
êà. Â îòâåò íà âûäåëåíèå êîðíåì ðàñòåíèÿ ñïåöèôè÷åñêèõ èíäóêòîðîâ —  
ôëàâîíîèäîâ, àçîòôèêñèðóþùèå áàêòåðèè íà÷èíàþò ïðîäóöèðîâàòü ñèã-
íàëüíûå ìîëåêóëû (Nod-ôàêòîðû), êîòîðûå èíèöèèðóþò ïðîöåññ îáðàçî-
âàíèÿ êëóáåíüêîâ ó áîáîâûõ ðàñòåíèé (3). Âñå Nod-ôàêòîðû ïðåäñòàâëÿþò 
ñîáîé ëèïîõèòîîëèãîñàõàðèäû. Ó áîáîâûõ ðàñòåíèé èìåþòñÿ ñåìü ãåíîâ, 
ïðåäïîëîæèòåëüíî ó÷àñòâóþùèõ â ðàñïîçíàâàíèè áàêòåðèàëüíûõ ñèãíà-
ëîâ ìèêðîñèìáèîíòîâ è âçàèìîäåéñòâèè (4). Îñîáåííî èíòåðåñíî ñåìåéñò-
âî ãåíîâ LYK, ê êîòîðûì îòíîñÿòñÿ nfr1 è nfr5, âïåðâûå âûÿâëåííûå ó 
ëÿäâåíöà ÿïîíñêîãî (3, 5), Sym10 è Sym2 ó ãîðîõà ïîñåâíîãî (3), à òàêæå 
ãåí NFP ó äèïëîèäíîé ëþöåðíû (6, 7). Ïðîäóêòû ýòèõ ãåíîâ, êîäèðóþùèõ 
LysM-ñîäåðæàùóþ ðåöåïòîðíóþ êèíàçó, èìåþò òèïè÷íóþ äëÿ ðàñòåíèé äî-
ìåííóþ ñòðóêòóðó: âíåêëåòî÷íûå LysM-äîìåíû, ïðåäïîëîæèòåëüíî ó÷àñò-
âóþùèå â ðåöåïöèè Nod-ôàêòîðà, òðàíñìåìáðàííûé äîìåí è âíóòðèêëå-
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òî÷íûé äîìåí ñåðèí/òðåîíèí êèíàçû. 
Ãåíû, ñîäåðæàùèå LysM-êîäèðóþùèå ó÷àñòêè (LysM-ìîòèâû), îò-

íîñÿòñÿ ê äðåâíåé è âåñüìà ðàçíîîáðàçíîé ãðóïïå, ðàñïðîñòðàíåííîé âî 
âñåõ öàðñòâàõ, êðîìå àðõåé (7). Ôèëîãåíåòè÷åñêèé àíàëèç ïîêàçàë, ÷òî íå-
êîòîðûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè áàêòåðèàëüíûõ LysM-ìîòèâîâ èìåþò îáùèå 
êîðíè ñ ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿìè ó ãðèáîâ, ðàñòåíèé, íàñåêîìûõ è æèâîò-
íûõ. Ýòî ïîçâîëèëî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî îäíà ãðóïïà òàêèõ ãåíîâ ñôîðìèðî-
âàëàñü ïåðåä äèâåðãåíöèåé ðàñòèòåëüíîãî è æèâîòíîãî ìèðîâ, äðóãàÿ — â 
ðåçóëüòàòå êîíâåðãåíòíîé ýâîëþöèè. Ñòðóêòóðíîå ñõîäñòâî LysM-ñîäåðæà-
ùåé ïðîòåèíêèíàçû ñ ïåïòèäîãëèêàíîì, ïðåäñòàâëÿþùèì ñîáîé îäèí èç 
êîìïîíåíòîâ êëåòî÷íîé ñòåíêè áàêòåðèé, ñëóæèò äîêàçàòåëüñòâîì ó÷àñòèÿ 
ðåöåïòîðíûõ áåëêîâ NFR1 è NFR5 â ðàñïîçíàâàíèè è ïåðåäà÷å Nod-ôàê-
òîðà íà ñëåäóþùèå êîìïîíåíòû ñèãíàëüíîãî êàñêàäà, ïðèâîäÿùåãî ê îáðà-
çîâàíèþ êëóáåíüêîâ (7). Îäíàêî â íàñòîÿùåå âðåìÿ åùå íåäîñòàòî÷íî çíà-
íèé, ðàñêðûâàþùèõ ïðîèñõîæäåíèå è ìåõàíèçìû ôóíêöèîíèðîâàíèÿ îá-
ñóæäàåìîé ãðóïïû ðåöåïòîðíûõ ãåíîâ.  

Ñóùåñòâóåò ìíîæåñòâî ìîëåêóëÿðíî-ãåíåòè÷åñêèõ ìåòîäîâ, ïîçâî-
ëÿþùèõ èññëåäîâàòü ãåíåòè÷åñêîå ðàçíîîáðàçèå è ïîïóëÿöèîííóþ èçìåí-
÷èâîñòü ñåëüñêîõîçÿéñòâåííûõ êóëüòóð (8). Íàøåé öåëüþ áûë ìîëåêóëÿð-
íûé àíàëèç ãåíåòè÷åñêîé èçìåí÷èâîñòè ó ðàñòåíèé äîííèêà çóá÷àòîãî 
(Melilotus dentatus Pers.), îòîáðàííûõ â ðàçíûõ ãåîãðàôè÷åñêè óäàëåííûõ 
ðàéîíàõ (Ïðèàðàëüå è Ñåâåðíûé Êàâêàç).    

Ìåòîäèêà. Ñåìåííîé ìàòåðèàë ñîáèðàëè â ïåðèîä ñîçðåâàíèÿ äîí-
íèêà çóá÷àòîãî (îêòÿáðü, 2000 ãîä) íà òåððèòîðèè Ðåñïóáëèêè Êàçàõñòàí — 
ñàéòû ¹ 31 (49° 56′ ñ.ø., 58° 92′ â.ä.) è ¹ 57 (49° 59′ ñ.ø., 57° 71′ â.ä.), à 
òàêæå â Êðàñíîäàðñêîì êðàå Ðîññèè (Ñåâåðî-Êàâêàçñêèé ðåãèîí) — ñàéò 
¹ 51 (43° 52′ ñ.ø., 39° 22′ â.ä.). Ñåìåíà ñòåðèëèçîâàëè êîíöåíòðèðîâàííîé 
ñåðíîé êèñëîòîé 10 ìèí, òùàòåëüíî ïðîìûâàëè ñòåðèëüíîé âîäîé è ïðîðà-
ùèâàëè â ÷àøêàõ Ïåòðè ïðè òåìïåðàòóðå 4 °Ñ â òå÷åíèå 2 ñóò. Äëÿ äàëü-
íåéøèõ èññëåäîâàíèé èç êàæäîé ïîïóëÿöèè îòáèðàëè ïî 20 ïðîðîñòêîâ.   

Ãåíîìíóþ ÄÍÊ âûäåëÿëè èç 2-ñóòî÷íûõ ïðîðîñòêîâ ìåòîäîì õëî-
ðîôîðìíîé ýêñòðàêöèè ñ èñïîëüçîâàíèåì CTAB-áóôåðà (9). Ðàñòèòåëüíûé 
ìàòåðèàë òùàòåëüíî ãîìîãåíèçèðîâàëè, çàòåì ñóñïåíäèðîâàëè â CTAB è 
èíêóáèðîâàëè ïðè òåìïåðàòóðå 65 °Ñ â òå÷åíèå 60 ìèí. Ïîñëå ýêñòðàêöèè 
õëîðîôîðìîì íàäîñàäî÷íóþ æèäêîñòü, ñîäåðæàùóþ ÄÍÊ, îñàæäàëè ðàâ-
íûì îáúåìîì èçîïðîïàíîëà, ïîñëå ÷åãî ïðîìûâàëè 70 % ýòèëîâûì ñïèð-
òîì. Îáðàçåö ÄÍÊ ðåñóñïåíäèðîâàëè â 50 ìêë äåèîíèçèðîâàííîé âîäû.   

Äëÿ RAPD-ôèíãåðïðèíòèíãà (RAPD — random amplified polymor-
phic DNA) èñïîëüçîâàëè äåñÿòè÷ëåííûé ïðàéìåð FS-27 (5'-AGCCGGCCTT-
3') (10). Àìïëèôèêàöèþ âûïîëíÿëè íà òåðìîöèêëåðå My Cycler («Bio 
Rad», ÑØÀ) (äåíàòóðàöèÿ 3 ìèí ïðè 95 °Ñ; 40 öèêëîâ: äåíàòóðàöèÿ —  
30 ñ ïðè 94 °Ñ, îòæèã ïðàéìåðîâ — 30 ñ ïðè 37 °Ñ, ýëîíãàöèÿ — 3 ìèí 
ïðè 68 °Ñ; çàâåðøàþùèé ñèíòåç — 3 ìèí ïðè 72 °Ñ). RAPD ïðîâîäèëè â 
ðåàêöèîííîé ñìåñè îáúåìîì 20 ìêë, ñîäåðæàùåé 10½ áóôåð (670 ìM 
Tðèñ-HCl, pH 9,1; 166 ìM ñóëüôàò àììîíèÿ, 20 ìM õëîðèä ìàãíèÿ, 0,1 % 
Òâèí 20), dNTP (êîíöåíòðàöèÿ êàæäîãî 0,15 ìÌ), ïðàéìåð (15 ïÌ), 1,5 åä. 
Taq-ïîëèìåðàçû (UAB «Fermentas», Ëèòâà) è 1 ìêë ãåíîìíîé ÄÍÊ (10-
12 íã). Ïðîäóêòû àìïëèôèêàöèè ðàçäåëÿëè â 2 % àãàðîçíîì ãåëå, ñîäåð-
æàùåì áðîìèñòûé ýòèäèé, ñ 0,5½TAE áóôåðîì.   

Ïðè àìïëèôèêàöèè ITS ðåãèîíà ðàñòèòåëüíîé ÄÍÊ èñïîëüçîâàëè 
ïðàéìåðû ITS4 (5'-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3') è ITS5 (5'-GGAA-
GTAAAAGTCGTAACAAGG-3') (11). Àìïëèôèêàöèþ ïðîâîäèëè â 20 ìêë 
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ñìåñè, ñîäåðæàùåé 10½ áóôåð, dNTP (êîíöåíòðàöèÿ êàæäîãî 0,15 ìÌ), 
ñìåñü ïðàéìåðîâ ITS4 è ITS5 (15 ïÌ), 1,5 åä. Taq-ïîëèìåðàçû (5 åä/ìêë) 
è 1 ìêë ãåíîìíîé ÄÍÊ (10-12 íã) íà òåðìîöèêëåðå My Cycler («Bio Rad», 
ÑØÀ). Ïðîòîêîë ÏÖÐ: äåíàòóðàöèÿ 3 ìèí ïðè 95 °Ñ; 30 öèêëîâ — 30 ñ 
ïðè 95 °Ñ, 30 ñ ïðè 55 °Ñ, 1 ìèí ïðè 72 °Ñ; çàâåðøàþùàÿ ýëîíãàöèÿ 4 ìèí 
ïðè 72 °Ñ. Ïîëèìåðàçíóþ öåïíóþ ðåàêöèþ äëÿ ó÷àñòêà ãåíà nfr5 îñóùåñò-
âëÿëè ñ ïîìîùüþ ïàðû âûðîæäåííûõ ïðàéìåðîâ — nfr5-for3 (5'-AAGTCT-
TGGTTGTTAYTTGCCA-3') è nfr5-Grev3 (5'-TGCAGTCTCAGCTAATGAA-
GTAC-3'). Ïðîòîêîë ÏÖÐ: 3 ìèí ïðè 95 °Ñ; 30 öèêëîâ — 30 ñ ïðè 94 °Ñ, 
30 ñ ïðè 42 °Ñ, 1 ìèí ïðè 72 °Ñ; 4 ìèí ïðè 72 °Ñ.   

Äëÿ îïðåäåëåíèÿ íóêëåîòèäíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ïðîäóêòû àì-
ïëèôèêàöèè ÄÍÊ êëîíèðîâàëè â âåêòîðå pTZ57R/T (UAB «Fermentas», 
Ëèòâà). Ñåêâåíèðîâàíèå âûïîëíÿëè ñî ñòàíäàðòíûìè ïðàéìåðàìè Ì13 íà 
àâòîìàòè÷åñêîì ïðèáîðå CEQ™ 8000 Genetic Analysis System («Beckman 
Coulter, Inc.», ÑØÀ). Êàæäóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü àíàëèçèðîâàëè â äâóõ 
íàïðàâëåíèÿõ. Äàííûå ïî îïðåäåëåíèþ íóêëåîòèäíûõ ïîñëåäîâàòåëüíî-
ñòåé ó÷àñòêîâ ITS è nfr5 îáðàáàòûâàëè ñ ïîìîùüþ ïðîãðàììíîãî îáåñïå-
÷åíèÿ ñåêâåíàòîðà CEQ™ 8000 Genetic Analysis System. Âûðàâíèâàíèå è 
ñáîðêó íóêëåîòèäíûõ è áåëêîâûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ïðîâîäèëè ñ èñ-
ïîëüçîâàíèåì ïðîãðàììû Vector NTI Suit 8 (www.invitrogen.com). Ïðè ïî-
ñòðîåíèè ôèëîãåíåòè÷åñêèõ äåðåâüåâ ïîëüçîâàëèñü ïðîãðàììàìè ClustalX 
(www.clustal.org) è FPQuest («Bio Rad», ÑØÀ).  

Ðåçóëüòàòû. Ìåñ-
òà ñáîðà îáðàçöîâ äîí-
íèêà (íîìåðà ñàéòîâ) îò-
ìå÷åíû íà ðèñóíêå 1. 

Äëÿ ìîëåêóëÿð-
íîãî èçó÷åíèÿ ãåíåòè÷å-
ñêîãî ðàçíîîáðàçèÿ ïî-
ïóëÿöèé äîííèêà íàìè 
èñïîëüçîâàëñÿ êîìïëåê-
ñíûé ïîäõîä, âêëþ÷à-
þùèé RAPD-àíàëèç, à 
òàêæå îïðåäåëåíèå íóê-
ëåîòèäíîé ïîñëåäîâàòåëü-
íîñòè ìåæãåííûõ ó÷àñò-
êîâ ðèáîñîìàëüíîé ÄÍÊ 

(ITS ðåãèîí). Îñîáîå âíèìàíèå óäåëÿëîñü îïðåäåëåíèþ ãåíåòè÷åñêîãî ðàç-
íîîáðàçèÿ ðåöåïòîðíîãî êîìïëåêñà ãåíà nfr5, ïðîäóêòû êîòîðîãî ïðåäïî-
ëîæèòåëüíî âîâëå÷åíû â ðàñïîçíàâàíèè ðèçîáèàëüíîãî Nod-ôàêòîðà. 

Íà÷àëüíûé ýòàï ðàáîòû âêëþ÷àë âûïîëíåíèå RAPD-ôèíãåðïðèí-
òèíãà, à òàêæå àíàëèç ðàñòèòåëüíîé ÄÍÊ ñ èñïîëüçîâàíèåì òàêñîíîìè÷å-
ñêè çíà÷èìûõ ó÷àñòêîâ (ITS). Ïî ðåçóëüòàòàì RAPD-àíàëèçà (ðèñ. 2) áûëà 
ïîñòðîåíà äåíäðîãðàììà ôèëîãåíåòè÷åñêîãî ðîäñòâà èçó÷åííûõ îáðàçöîâ 
äîííèêà çóá÷àòîãî (ðèñ. 3), íà êîòîðîé ïðîÿâèëèñü êàê âíóòðè-, òàê è 
ìåæïîïóëÿöèîííûå ðàçëè÷èÿ. Ïîïóëÿöèè äîííèêîâ èç Ïðèàðàëüñêîãî ðå-
ãèîíà îêàçàëèñü äîñòàòî÷íî îäíîðîäíûìè (çà èñêëþ÷åíèåì âàðüèðîâàíèÿ 
ïî ìèíîðíûì ôðàãìåíòàì). Ïðè ýòîì ïîïóëÿöèè ðàñòåíèé èç Ïðèàðàëüÿ 
è ñ Ñåâåðíîãî Êàâêàçà ÷åòêî ðàçëè÷àëèñü, õîòÿ íåêîòîðîå ÷èñëî îáðàçöîâ 
èìåëè èäåíòè÷íûå RAPD-ïðîôèëè. Äëÿ ïîñëåäóþùåãî àíàëèçà ITS ðå-
ãèîíà è ðåöåïòîðíîãî ó÷àñòêà ãåíà nfr5 èç êàæäîé ïîïóëÿöèè îòîáðàëè ïî 
òðè îáðàçöà Melilotus dentatus Pers. ñ íàèáîëåå ïîëèìîðôíûìè RAPD-
ïðîôèëÿìè (ñì. ðèñ. 2). 

 

Ðèñ. 1. Ðàñïîëîæåíèå ìåñò ñáîðà îáðàçöîâ ñåìÿí äîííèêà 
Melilotus dentatus Pers., èñïîëüçîâàííûõ â èññëåäîâàíèè. 



 95

      À    Á                    Â 

М М М М ММ М М М М

Ðèñ. 2. RAPD-ôèíãåðïðèíòèíã äëÿ îáðàçöîâ èç ïîïóëÿöèé äîííèêà Melilotus dentatus Pers., îòî-
áðàííûõ â Ïðèàðàëüå (À è Á, ñîîòâåòñòâåííî ñàéòû ¹ 31 è ¹ 57) è íà Ñåâåðíîì Êàâêàçå (Â, 
ñàéò ¹ 51). Ì — ìàðêåð ìîëåêóëÿðíûõ ìàññ λ/BstEII. Ñòðåëêàìè îáîçíà÷åíû RAPD-
ïðîôèëè, êîòîðûå áûëè âçÿòû äëÿ ïîñëåäóþùåãî àíàëèçà ITS ðåãèîíà è ðåöåïòîðíîãî ó÷à-
ñòêà ãåíà nfr5. 

 

Ðèñ. 3. Äåíäðîãðàììà ôèëîãåíåòè÷åñêîãî ðîäñòâà äëÿ îáðàçöîâ èç ïîïóëÿöèé äîííèêà Melilotus 
dentatus Pers. (MD), îòîáðàííûõ íà Ñåâåðíîì Êàâêàçå (1, ñàéò ¹ 51) è â Ïðèàðàëüå (2 è 3, 
ñîîòâåòñòâåííî ñàéòû ¹ 31 è ¹ 57), ïî äàííûì RAPD-ôèíãåðïðèíòèíãà. 

 

Ñåêâåíèðîâàííûé âíóòðåííèé òðàíñêðèáèðóåìûé ðåãèîí (ITS) ðè-
áîñîìàëüíîé ÄÍÊ âêëþ÷àë âûñîêîêîíñåðâàòèâíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü 
5,8S-ñóáúåäèíèöû ÐÍÊ è äâà òðàíñêðèáèðóåìûõ ó÷àñòêà — ITS1 è ITS2. 
Òàêèå ñâîéñòâà, êàê ìíîãîêîïèéíîñòü, íåáîëüøîé ðàçìåð (600-700 ï.í.) è 
ñîãëàñîâàííàÿ ýâîëþöèÿ ìåæäó ëîêóñàìè ITS1 è ITS2 (11), ïîçâîëÿþò èñ-
ïîëüçîâàòü ýòè ñïåéñåðû â êà÷åñòâå òàêñîíîìè÷åñêè çíà÷èìîãî ìîëåêó-
ëÿðíîãî ìàðêåðà â ñèñòåìàòèêå âûñøèõ ðàñòåíèé (12).   

Ó èññëåäîâàííûõ äîííèêîâ íóêëåîòèäíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ITS 
ðåãèîíà èìåëè ðàçìåð 687 ï.í. Íà èõ îñíîâàíèè áûëà ïîñòðîåíà äåíäðî-
ãðàììà ðîäñòâà ðàñòåíèé äîííèêà (ðèñ. 4). Ïðè ýòîì ïîëó÷åííûå ðåçóëüòà-
òû ïîëíîñòüþ ñîâïàëè ñ äàííûìè RAPD-ôèíãåðïðèíòèíãà. Â îáîèõ ñëó÷à-
ÿõ ðàñòåíèÿ äîííèêà èç Ïðèàðàëüñêîãî è Ñåâåðî-Êàâêàçñêîãî ðåãèîíîâ 
ôîðìèðîâàëè îòäåëüíûå êëàñòåðû, ïðè÷åì ñòåïåíü ðàçëè÷èé ñîîòâåòñòâî-
âàëà îáîñîáëåííîñòè ïîïóëÿöèé.   

Äåòàëüíûé àíàëèç íóêëåîòèäíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ITS ðåãèîíà 
âûÿâèë òî÷å÷íûå çàìåíû â ðåãèîíàõ ITS1, 5,8S è ITS2 (ðèñ. 5). Îñîáåííî 
èíòåðåñåí ó÷àñòîê ITS2, ãäå âñå òðè âàðèàáåëüíûõ ñàéòà ñ íóêëåîòèäíûìè 
çàìåíàìè (ïîçèöèè 494, 611 è 648) îäíîçíà÷íî ìàðêèðóþò îòëè÷èÿ ñåâå-
ðîêàâêàçñêèõ äîííèêîâ îò ïðèàðàëüñêèõ. Ñîãëàñíî äàííûì ëèòåðàòóðû, 
ITS1 è ITS2 ðåãèîíû ýâîëþöèîííî ñîïðÿæåíû, òî åñòü ãåíåòè÷åñêèå èç-
ìåíåíèÿ äîëæíû çàòðàãèâàòü îáà ñïåéñåðà. Îäíàêî íàøè ðåçóëüòàòû ïîêà-
çàëè, ÷òî ìàêñèìóì ïîëèìîðôíûõ ñàéòîâ íàáëþäàåòñÿ â ITS2 (ñì. ðèñ. 5). 



 
 
 
 
 
 
 

 
Ðèñ. 4. Äåíäðîãðàììû ôèëîãåíåòè÷åñêîãî ðîäñòâà ïî ITS ðåãèîíó (âíóòðåííèé òðàíñêðèáèðóåìûé ðåãèîí ðèáîñîìàëüíîé ÄÍÊ) è ó÷àñòêó ãåíà nfr5 (ðåöåïòîðíûé 
áåëîê NFR5) äëÿ îáðàçöîâ èç ïîïóëÿöèé äîííèêà Melilotus dentatus Pers. (MD), îòîáðàííûõ íà Ñåâåðíîì Êàâêàçå (ñàéò ¹ 51 — Ñaucasus 51) è â Ïðèàðàëüå 
(ñàéòû ¹ 31 è ¹ 57 — ñîîòâåòñòâåííî Aral 31 è Aral 57). 
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  ITS1 5,8S ITS2 
  79 160 391 494 611 648 
Consensus G T A T C A 

G T A T C A 
G T G T C A 1 

3 
7 

15 G T A T C A 
G C A T C A 
G T A T C A 2 

3 
10 
13 G T A T C A 

G T A A T T 
G T A A T T 3 

3 
10 
12 A T A A T T 

Ðèñ. 5. Âàðèàáåëüíûå ïîçèöèè â íóê-
ëåîòèäíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿõ âíóò-
ðåííåãî òðàíñêðèáèðóåìîãî ðåãèîíà ITS 
ðèáîñîìàëüíîé ÄÍÊ, âêëþ÷àþùåãî âû-
ñîêîêîíñåðâàòèâíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü
5,8S-ñóáúåäèíèöû ÐÍÊ è òðàíñêðèáè-
ðóåìûå ó÷àñòêè ITS1 è ITS2 ðåãèîíîâ, ó
îáðàçöîâ äîííèêà Melilotus dentatus
Pers. èç ðàçíûõ ïîïóëÿöèé: 1 è 2 —
Ïðèàðàëüå, ñàéòû ñîîòâåòñòâåííî ¹ 31 è 
¹ 57, 3 — Ñåâåðíûé Êàâêàç, ñàéò ¹ 51

(äëÿ ñàéòîâ óêàçàíû íîìåðà ïðîàíàëèçèðîâàííûõ îáðàçöîâ). 
 

 

Ðèñ. 6. Íóêëåîòèäíûé ïîëèìîðôèçì äî-
ìåííîé ñòðóêòóðû ðåöåïòîðíîãî ó÷àñòêà 
ãåíà nfr5 ó èçó÷åííûõ ðàñòåíèé äîííèêà 
Melilotus dentatus Pers. (íåçàâèñèìî îò èõ 
ãåîãðàôè÷åñêîãî ïðîèñõîæäåíèÿ). LysM1,
LysM2 è LysM3 — ìîòèâû ãåíà nfr5, 
ïðîäóêòû êîòîðûõ îòâå÷àþò çà ñâÿçû-
âàíèå áàêòåðèàëüíîãî ñèãíàëà.  
  

Íà ýòàïå ìîëåêóëÿðíî-
ãåíåòè÷åñêîãî àíàëèçà ðåöåï-
òîðíîãî ãåíà nfr5 ìû ïðîâåëè
âûðàâíèâàíèå ïîëó÷åííûõ ïî-

ñëåäîâàòåëüíîñòåé (íóêëåîòèäíîé è àìèíîêèñëîòíîé) îòíîñèòåëüíî ðåöåï-
òîðíîãî ðåãèîíà ãåíà nfr5 ó êîçëÿòíèêà âîñòî÷íîãî. Äëÿ ïîïóëÿöèé äîííè-
êà çóá÷àòîãî îïðåäåëèëè äîìåííóþ ñòðóêòóðó èçó÷àåìîãî ó÷àñòêà, ðàçìåð 
êîòîðîãî ñîñòàâèë 778 ï.í. Êàê îêàçàëîñü, íàèáîëüøåå ÷èñëî âàðèàáåëü-
íûõ ñàéòîâ ïðèõîäÿòñÿ íà LysM-äîìåíû: â LysM1 è LysM2 èìåëèñü ÷åòû-
ðå, â LysM3 — òðè âàðèàáåëüíûõ ïîçèöèè (ðèñ. 6, 7).  

 
 LysM1 LysM2 LysM3 

 180 198 235 281 359 402 448 469 536 565 608 
Consensus  C C G T T A A T T A A 

C C G T T A A T T A A 
T T A T T G G C T G G 1 

3 
7 

15 C C G T T A A T T A A 
C C G T T A A T T A A 
C C G T C A A T T A A 2 

3 
10 
13 C C G T T A A T T A A 

C C G C T A A T T A A 
C C G T T A A T C A A 3 

3 
10 
12 T T G T T G A T T G A 

Consensus (àìèíîêèñëîòà) − − Glu Ile Phe − − − Val Ser Asn 
Çàìåùåííàÿ àìèíîêèñëîòà − − Lys Thr Ser − − − Ala Gly Ser 

Ðèñ. 7. Âàðèàáåëüíûå ïîçèöèè íóêëåîòèäíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé è çíà÷èìûå àìèíîêèñëîòíûå 
çàìåíû â ðåöåïòîðíîì ó÷àñòêå ãåíà nfr5 ó îáðàçöîâ äîííèêà Melilotus dentatus Pers. èç ðàçíûõ 
ïîïóëÿöèé: 1 è 2 — Ïðèàðàëüå, ñàéòû ñîîòâåòñòâåííî ¹ 31 è ¹ 57, 3 — Ñåâåðíûé Êàâêàç,
ñàéò ¹ 51 (äëÿ ñàéòîâ óêàçàíû íîìåðà ïðîàíàëèçèðîâàííûõ îáðàçöîâ).  

 

Àíàëèç àìèíîêèñëîòíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ïîêàçàë, ÷òî â äîìåíå 
LysM1 ÷èñëî ñàéòîâ ñ çàìåíàìè óìåíüøèëîñü äî 2, â LysM2 — äî 1, ïðè 
ýòîì â LysM3 îíî îñòàëîñü ïðåæíèì è ðàâíÿëîñü 3 (ñì. ðèñ. 7). Òàêèì îá-
ðàçîì, îáðàùàåò íà ñåáÿ âíèìàíèå LysM3-äîìåí, â êîòîðîì âûÿâëåíî ïî-
âûøåíèå ÷àñòîòû íåñèíîíèìè÷íûõ (çíà÷èìûõ) çàìåí, âîçìîæíî, óêàçû-
âàþùèõ íà ýâîëþöèþ àíàëèçèðóåìîãî ãåíà â ðàìêàõ äâèæóùåãî îòáîðà ñ 
öåëüþ ñîçäàíèÿ ìíîæåñòâà ìîäèôèêàöèé ðàñòèòåëüíîãî ðåöåïòîðà ïðè 
âçàèìîäåéñòâèè ñ áàêòåðèàëüíûì ñèãíàëîì.  

Ñîïîñòàâëåíèå äåíäðîãðàìì, ïîñòðîåííûõ íà îñíîâàíèè èçó÷åíèÿ 
íóêëåîòèäíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé â ðåöåïòîðíîé ÷àñòè ãåíà nfr5 è â ITS 
ðåãèîíå (ñì. ðèñ. 4), ïîêàçàëî, ÷òî òîïîëîãèÿ äåíäðîãðàììû nfr5 óæå íå 
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èìååò òàêîãî îäíîçíà÷íîãî ñõîäñòâà ñ RAPD- è ITS-äåíäðîãðàììàìè, ñî-
ãëàñóþùèìèñÿ êàê ìåæäó ñîáîé, òàê è ñ ãåîãðàôè÷åñêîé ïðèóðî÷åííîñòüþ 
ïîïóëÿöèé äîííèêà. Âåðîÿòíî, çäåñü íàáëþäàåòñÿ âàðüèðîâàíèå çàìåí â 
ðåöåïòîðíîì ó÷àñòêå ãåíà nfr5 âíå çàâèñèìîñòè îò ãåîãðàôè÷åñêîãî ïðî-
èñõîæäåíèÿ ðàñòåíèé. Âîçìîæíî, ýòî ÿâëåíèå ñâÿçàíî ñ ýêîëîãè÷åñêîé 
ïëàñòè÷íîñòüþ äîííèêà â èçìåíÿþùèõñÿ óñëîâèÿõ ñðåäû, åãî ñïîñîáíî-
ñòüþ òîíêî ðåàãèðîâàòü íà áàêòåðèàëüíûå ñèãíàëû (Nod-ôàêòîð) è àäàï-
òèðîâàòüñÿ ê íèì, íå èñêëþ÷åíî òàêæå, ÷òî ìû èìååì äåëî ñ ïåðåíîñîì 
ãåíåòè÷åñêîãî ìàòåðèàëà ìåæäó ïîïóëÿöèÿìè.   

Èòîãîâûå íóêëåîòèäíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ó÷àñòêîâ äëÿ ITS è 
nfr5 ó ðàñòåíèé äîííèêà äåïîíèðîâàíû â áàçó äàííûõ NCBI ïîä ñëåäóþ-
ùèìè íîìåðàìè:  

(ITS_69/7-JF461307, ITS_69/2-JF461308, ITS_69/13-JF461309, 
ITS_57/3-JF461310, ITS_57/14-JF461311, ITS_57/10-JF461312, 
ITS_51/3-JF461313, ITS_51/16-JF461314, ITS_51/15-JF461315, 
ITS_31/7-JF461316, ITS_31/3-JF461317, ITS_31/15-JF461318); 

(NFR5_69/7-JF461295, NFR5_69/2-JF461296, NFR5_69/13-JF461297,
NFR5_57/3-JF461298, NFR5_57/14-JF461299, NFR5_57/10-JF461300,
NFR5_51/3-JF461301, NFR5_51/16-JF461302, NFR5_51/15-JF461303,
NFR5_31/7-JF461304, NFR5_31/3-JF461305, NFR5_31/15-JF461306).

Èòàê, ïîêàçàíî, ÷òî ìåæäó ðàñòåíèÿìè äîííèêà çóá÷àòîãî Melilotus 
dentatus Pers., ïðîèçðàñòàþùèìè â ðàçíûõ ðåãèîíàõ (Ïðèàðàëüå è Ñåâåðíûé 
Êàâêàç), èìåþòñÿ ðàçëè÷èÿ êàê íà âíóòðè-, òàê è íà ìåæïîïóëÿöèîííîì 
óðîâíå. Êðîìå òîãî, íàáëþäàåòñÿ îáîñîáëåííîñòü ïîïóëÿöèé äîííèêà â 
êëàñòåðû ñîãëàñíî èõ ãåîãðàôè÷åñêîìó ðàñïðîñòðàíåíèþ. Ïðè ýòîì âûÿâ-
ëåíî íåçàâèñèìîå ðàñïðåäåëåíèå ïîïóëÿöèé ïî ðåöåïòîðíîé ÷àñòè ãåíà 
nfr5 îòíîñèòåëüíî êëàñòåðíîé ñòðóêòóðû ïî ITS ðåãèîíó. Ïðèìåíåííûé íà-
ìè ìîëåêóëÿðíî-ãåíåòè÷åñêèé àíàëèç ïîëèìîðôèçìà ïî ñèìáèîòè÷åñêèì 
ãåíàì ïîçâîëÿåò ïîëó÷àòü áîëåå ãëóáîêîå ïðåäñòàâëåíèå î áèîðàçíîîáðà-
çèè ðàñòåíèé èç ýòîé õîçÿéñòâåííî çíà÷èìîé ãðóïïû, íåîáõîäèìîå ïðè èõ 
èñïîëüçîâàíèè êàê ãåíåòè÷åñêèõ ðåñóðñîâ â ïðîãðàììàõ ïî áèîòåõíîëîãè-
ÿì æèâûõ ñèñòåì. Ó÷èòûâàÿ èíòåíñèâíîå ðàçâèòèå ôóíäàìåíòàëüíûõ èñ-
ñëåäîâàíèé ïî ñèìáèîãåíåòèêå, òàêæå èíòåðåñíî ïðîñëåäèòü êîýâîëþöè-
îííûå ñâÿçè ìåæäó ìàêðî- è ìèêðîñèìáèîíòàìè.   
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S u m m a r y 
 

In the studies of Melilotus dentatus Pers. populations from different geographically remote 
areas (North Caucasus and Kazakhstan), a compex approach of intra- and inter-population analysis 
of taxonomically important molecular markers (ITS) was used. The analysis of receptor gene nfr5 
was also made. It is shown that the Melilotus dentatus Pers. plants differ at both intra- and inter-
population levels. A consolidation of sweet clover’s populations to clusters is observed according to 
their geographic location. An independent distribution of populations on receptor part of nfr5 gene 
concerning cluster structure of ITS region is determined. 
 
 

Íàó÷íûå ñîáðàíèÿ 
63-ß ÊÎÍÔÅÐÅÍÖÈÈ ÅÂÐÎÏÅÉÑÊÎÉ ÀÑÑÎÖÈÀÖÈÈ ÏÎ ÆÈÂÎÒÍÎÂÎÄÑÒÂÓ (ÅÀÆ): 

ÊÓÐÑ ÍÀ ÃÅÍÎÌÍÓÞ ÑÅËÅÊÖÈÞ  
 

 Â ïîñëåäíþþ íåäåëþ àâãóñòà 2012 ãîäà â ñòîëèöå Ñëîâàêèè Áðàòèñëàâå ñîñòîÿëàñü 
î÷åðåäíàÿ 63-ÿ êîíôåðåíöèÿ ÅÀÆ, â êîòîðîé îò Ðîññèè ó÷àñòâîâàëè ñïåöèàëèñòû òðåõ íàó÷-
íûõ ó÷ðåæäåíèé. Ïðîãðàììà êîíôåðåíöèè áûëà ðàçíîñòîðîííåé è âêëþ÷àëà ñåêöèè ãåíåòèêè 
è ôèçèîëîãèè æèâîòíûõ, êîðìëåíèÿ, ìåíåäæìåíòà è çäîðîâüÿ, ñèñòåì âåäåíèÿ æèâîòíîâîäñòâà. 
Â äîïîëíåíèå ê ýòîìó àêòèâíîå îáñóæäåíèå øèðîêîãî êðóãà íàó÷íûõ âîïðîñîâ è ïðîáëåì âå-
ëîñü â ñïåöèàëèçèðîâàííûõ ñåêöèÿõ ïî ñêîòîâîäñòâó, ñâèíîâîäñòâó, îâöåâîäñòâó è êîíåâîäñòâó.  

Ïëåíàðíîå çàñåäàíèå îòêðûë äîêëàä Äæîíà Õåðìàíñåíà (J. Hermansen) «Ïðîáëåìû 
ïðîèçâîäñòâà ïðîäóêöèè æèâîòíîâîäñòâà è çîîòåõíè÷åñêîé íàóêè â óñëîâèÿõ íèçêîóãëåðîä-
íîé ýêîíîìèêè», ÷òî óêàçûâàåò íà ïðèñòàëüíîå âíèìàíèå èññëåäîâàòåëåé è òåõíîëîãîâ ê 
ýêîëîãè÷åñêèì âîïðîñàì. Áåç ïðåóâåëè÷åíèÿ ìîæíî ñêàçàòü, ÷òî çíà÷èòåëüíàÿ ÷àñòü ïðåçåí-
òàöèé áûëà ïîñâÿùåíà ñîâåðøåíñòâîâàíèþ ãåíåòè÷åñêèõ îñíîâ ñåëåêöèè, âêëþ÷àÿ ðàçðàáîò-
êó ìåòîäîâ îöåíêè ñåëåêòèâíîé è ãåíåòè÷åñêîé öåííîñòè æèâîòíûõ. Äîñòèæåíèÿ â èçó÷åíèè 
ãåíîìîâ ñåëüñêîõîçÿéñòâåííûõ æèâîòíûõ â ñî÷åòàíèè ñ ñîâðåìåííûìè òåõíîëîãèÿìè ãåíåòè-
÷åñêîãî ÷èïèðîâàíèÿ äàëè ìîùíûé èìïóëüñ äëÿ ïîëíîãåíîìíîãî ñêàíèðîâàíèÿ õðîìîñîì-
íûõ è ãåííûõ àññîöèàöèé ñ õîçÿéñòâåííî ïîëåçíûìè ïðèçíàêàìè ïðàêòè÷åñêè ó âñåõ èçó-
÷åííûõ âèäîâ. Áëàãîäàðÿ èñïîëüçîâàíèþ ñîâðåìåííîãî âûñîêîòåõíîëîãè÷åñêîãî îáîðóäîâà-
íèÿ è ìåòîäîâ áèîèíôîðìàòèêè èññëåäîâàòåëè óæå âûÿâèëè õðîìîñîìû, ãåííûå êîìïëåêñû 
êîòîðûõ îêàçûâàþò ñòàòèñòè÷åñêè çíà÷èìîå âëèÿíèå íà ìíîãèå ñåëåêöèîíèðóåìûå ïðèçíàêè, 
â òîì ÷èñëå íà ìîëî÷íóþ ïðîäóêòèâíîñòü êîðîâ, ìÿñíûå êà÷åñòâà ñâèíåé è ñïîðòèâíûå äîñ-
òèæåíèÿ ëîøàäåé. Â ðÿäå äîêëàäîâ áûëà ïðîäåìîíñòðèðîâàíà âûñîêàÿ ýôôåêòèâíîñòü ìåòîäà 
ãåíåòè÷åñêîãî ÷èïèðîâàíèÿ, ïîçâîëÿþùåãî îäíîâðåìåííî ïðîâîäèòü ñêàíèðîâàíèå äåñÿòêîâ 
âàæíûõ ãåíîâ è èñïîëüçîâàòü ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû, êàê äëÿ îöåíêè ãåíåòè÷åñêîé öåííîñòè 
æèâîòíûõ, òàê è äëÿ ïîëíîìàñøòàáíîãî ãåíåòèêî-ïîïóëÿöèîííîãî àíàëèçà. 

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ ðåøàåòñÿ âîïðîñ î âñòóïëåíèè Ðîññèè â ÷ëåíû ÅÀÆ, ÷òî îòêðî-
åò áîëåå øèðîêèå âîçìîæíîñòè äëÿ ó÷àñòèÿ íàøèõ íàó÷íûõ ó÷ðåæäåíèé, à òàêæå ó÷åíûõ è 
ïðàêòè÷åñêèõ ñïåöèàëèñòîâ â ìåæäóíàðîäíîé íàó÷íîé èíòåãðàöèè è ïðîãðàììàõ ïî ðàçâè-
òèþ æèâîòíîâîäñòâà. 
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