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Таким образом, показана одинаковая дозовая зависимость уровня Хл а 

от концентрации SeO3-иона на синем и зеленом свету, что позволяет 

предполагать участие криптохромов в регуляции синтетических процес-

сов. Действие SeO3-иона на пигментный состав на красном свету отлича-

лось от действия на синем и зеленом свету. В то время как на синем и 

зеленом свету SeO3-ион в высокой концентрации приводил к снижению 

уровня пигментов, на красном свету повышался уровень Хл b. В процессе 

роста на красном и зеленом свету высокая концентрация селена ингиби-

ровала растяжение семядоли и гипокотиля проростков M. albus. 

ПОДБОР ПРАЙМЕРОВ И УСЛОВИЙ ПЦР ДЛЯ АНАЛИЗА  

ГЕНЕТИЧЕСКОЙ СТРУКТУРЫ ПОПУЛЯЦИЙ ВИДОВ  

РОДА SAUSSUREA DC. МЕТОДОМ ISSR
*
 

М.Н. Шурупова, Е.Ж. Баяхметов, Д.О. Улько, В.Д. Шипоша 

Национальный исследовательский Томский  

государственный университет, Томск, Россия 

Род Saussurea DC. (Asteraceae) включает около 415 видов (Shi et al., 

2011), из которых 52 встречаются на территории Сибири. Среди сибир-

ских представителей рода 28 видам присвоен статус охраняемых (Шуру-

пова, 2015). При изучении редких видов ключевым показателем является 

генетический полиморфизм популяций (Van Dyke, 2008). Исследования 

генетического разнообразия затронули лишь 2 вида Saussurea (Yuan et al., 

2009; Zeng et al., 2012).  

Данное исследование посвящено подбору праймеров и условий ПЦР 

для изучения генетического разнообразия популяций Saussurea методом 

ISSR (Inter Simple Sequence Repeat), который наряду с технологиями 

RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA), SSR (Simple Sequence Re-

peats) и AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) позволяет ана-

                                                           
* Исследование выполнено при финансовой поддержке Программы «Научный 

фонд им. Д.И. Менделеева» Томского государственного университета и РФФИ  

в рамках научного проекта № 16-34-00477 мол_а. 
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лизировать полиморфизм генома (Galvan et al., 2003). Этот метод показал 

свою эффективность при филогенетическом анализе рода Jurinea (Dogan 

et al., 2007), включенного вместе с другими родами в группу Saussurea 

трибы Cardueae (Shi et al., 2011).  

В исследование включено шесть популяций четырех видов Saussurea: 

S. baicalensis (Adams) B.L. Rob. (1 популяция), S. controversa DC. (1 попу-

ляция), S. parviflora (Poir.) DC. (1 популяция) и S. schanginiana (Wydl.) 

Fisch. ex Serg. (3 популяции), в которых в 2014 г. было собрано и высу-

шено в силикогеле по 10–12 образцов молодых розеточных листьев с 

разных особей. Выделение геномной ДНК производилось согласно про-

токолу коммерческого набора DiamondDNA Plant Kit D. Выделенная 

ДНК растворялась в 100 мкл ТЕ-буфера. Концентрацию и качество выде-

ленной ДНК оценивали, используя спектрофотометрическое отношение 

поглощения света при длинах волн 230, 260 и 280 нм с помощью спек-

трофотометра P330 (Implen, Германия).  

На этапе подбора ISSR праймеров было протестировано 22 олигонук-

леотида (Медиген, Россия): M2, M7, M10, M11, M13, НВ12, 17898A, 

17898B, 17899В, UBC808, UBC810, UBC811, UBC827, UBC836, UBC840, 

UBC841, UBC846, UBC855, UBC864, UBC868, UBC873 и UBC895. Спе-

цифичность каждого праймера проверялась при градиенте температуры 

отжига 49–60°С. В итоге для дальнейшего исследования были отобраны  

8 олигонуклеотидов, показавших специфичность для изучаемых видов 

Saussurea (табл. 1). Для каждого из восьми отобранных праймеров  

ПЦР-смесь (BIORON, Германия) была оптимизирована по концентраци-

ям MgCl2 и Taq-полимеразы (табл. 2). 

ПЦР проводили в программируемом термоциклере Thermal Cycler 

S1000 (Bio-Rad, США). Условия амплификации: первичная денатурация 

ДНК – 3 мин при 95°С, затем 33 цикла, включающих 3 этапа: 30 с при 

95°С, 30 с при оптимальной температуре отжига праймера (табл. 1),  

1 мин при 72°С; финальная достройка цепей – 10 мин при 72°С, затем 

охлаждение до 4°С. Электрофоретическое разделение продуктов ПЦР 

проводили в течение 2,5 ч при напряжении 125 В с помощью горизон-

тальной камеры Sub-Cell Model 192 (Bio-Rad, США) в 1,7%-ном агароз-

ном геле с добавлением бромистого этидия. В качестве буферного рас-
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твора использовали 1х ТАЕ. Последующая визуализация проходила на 

системе гель-документирования Universal Hood II (Bio-Rad, США). 

Таблица 1  

Специфичные праймеры для видов Saussurea 

Название 

праймера 

Нуклеотидная 

последователь-

ность 

Число 

бэндов 

Число поли-

морфных 

бэндов 

Оптимальная тем-

пература отжига 

праймера, °С 

M2 (АС)8YG 20 14 53 

M7 CAG)5 14 1 57 

M10 (CA)6RG 16 14 49 

НВ12 (СAС)3GC 13 0 49 

17898В (СА)6GT 29 25 49 

17899В (СА)6GG 22 16 49 

UBC827 (AC)8G 24 24 58 

UBC855 (AC)8YT 22 20 58 

Таблица 2  

Состав ПЦР-смеси для отобранных ISSR-праймеров 

Компоненты ПЦР-смеси  

на один образец 

Объем ISSR-праймеров, мкл 

M
2
 

M
7
 

M
1

0
 

Н
В

1
2
 

1
7

8
9

8
В

 

1
7

8
9

9
В

 

U
B

C
8

2
7
 

U
B

C
8

5
5
 

Буфер, 10х 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 

dNTPs (25 мМ) 0,12 0,12 0,12 0,12 0,12 0,12 0,12 0,12 

Праймер (10 мкМ) 2 2 2 2 2 2 2 2 

Образец ДНК (10 нг/мкл) 2 2 2 2 2 2 2 2 

MgCl2 (25 мМ) 1 1,6 1,6 1,6 2 1,6 1,6 1,6 

Taq-полимераза (5 е.а/мкл) 0,2 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,2 0,2 

dH2O до 15 до 15 до 15 до 15 до 15 до 15 до 15 до 15 
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Рис. 1. Пример распределения бэндов для 6 популяций Saussurea  

по праймеру UBC855: 1 – S. baicalensis, 2 – S. parviflora, 3 – S. controversa,  

4–6 – S. schanginiana, 7 – Frolovia frolowii (Ledeb.) Raab-Straube (внешняя группа) 

Данные электрофореза не показали полиморфизма исследуемых об-

разцов для 2 из 8 праймеров – НВ12 и M7. С праймерами M2, M10, 

17898В, 17899В, UBC827 и UBC855 размер амплифицируемых бэндов 

составил 170–1815 п.н. (рис. 1). Таким образом, эти олигонуклеотиды 

являются подходящими для изучения генетического полиморфизма  

S. baicalensis, S. controversa, S. parviflora и S. schanginiana методом ISSR. 
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Вопрос о вкладе цитокининов в формирование механизмов устойчи-

вости к хлоридному засолению до сих пор остается открытым. В основ-

ном исследования проводят на мутантах с нарушенным синтезом гормона 

или оценивают его экзогенное воздействие (Riefler, 2006; Nishiyama, 2012). 

В качестве объекта исследований нами были использованы проростки 

Arabidopsis thaliana (экотипа Columbia-0) с нарушенной рецепцией цито-

кинина – ahk2 / ahk3 или ahk2. 

Устойчивость проростков к засолению выявляли по динамике прорас-

тания и некоторым физиологическим показателям (содержание фотосин-

тетических пигментов и осмотический потенциал клеточного содержимо-

го) на различных концентрациях NaCl в 1/2 MS среде (0, 75, 100, 125, 150, 

175 и 200 мМ) на протяжении 14 суток после трехсуточной стратифика-

ции семян. Эксперимент проводили не менее двух раз. 


