
4 
 

ФУНДАМЕНТАЛЬНЫЕ АСПЕКТЫ  
СОВРЕМЕННОЙ БИОТЕХНОЛОГИИ 

 
 
 
УДК 577.21:631.52 

ДНК-ПАСПОРТИЗАЦИЯ НЕКОТОРЫХ РЕДКИХ ВИДОВ РАСТЕНИЙ  
ФАУНЫ БЕЛАРУСИ 

 
М.М. Воробьёва, А.Д. Пошелюк 

Полесский государственный университет, Пинск, Беларусь, vorobjeva.m@polessu.by 
 
ДНК-штрихкодирование (ДНК-паспортизация, ДНК-баркодинг) – метод корректной видовой 

идентификации живых организмов по коротким генетическим маркерам в ДНК. На сегодняшний 
день, молекулярно-генетические подходы нашли широкое применение в флористических и фауни-
стических исследованиях и являются эффективным дополнением классических подходов.  

Разработчиком концепции и крупнейшим мировым лидером в области ДНК-штрихкодирования 
живых организмов выступает Институт биоразнообразия в Онтарио (Канада). На базе этого инсти-
тута создана и постоянно пополняется Глобальная база данных ДНК-штрихкодов живых организ-
мов (BOLD). Американским национальным центром биотехнологической информации также раз-
работана база данных нуклеотидных последовательностей – GenBank. Она является бесплатной, 
общедоступной и содержит последовательности ДНК, РНК и белков, снабженных литературными 
ссылками и различной биологической информацией.  

К категории редкие виды принадлежат растения, имеющие низкую численность и ограничен-
ный ареал, тем не менее они являются составной частью биоразнообразия нашей страны, в связи с 
чем возникает необходимость в сохранении ценного генофонда. В последние годы в Беларуси и 
сопредельных ей регионах для скринига видового разнообразия растений используют метод ДНК-
штрихкодирования, в частности корректную идентификацию видовой принадлежности произво-
дят по небольшому фрагменту ткани, на самой ранней стадии развития растения, по семенам или 
гербарному материалу. Применительно к растениям в настоящее время наиболее востребованы 
ядерные спейсеры — ITS1 и ITS2, пластидные гены ‒ rpoB, rpoC1, rbcL, matK, psbK-psbI, trnH-
psbA, atpF-atpH [1]. 

Поскольку изучение редких видов растений и сохранение их биологического разнообразия яв-
ляется приоритетным направлением Республики Беларусь на 2021‒2025 гг. (указ Президента Рес-
публики Беларусь от 7 мая 2020 г.) в рамках нашего исследования было принято решение полу-
чить ДНК-паспорта для некоторых редких видов растений, занесенных в Красную книгу РБ. Со-
провождение образцов редких видов растений ДНК-штрихкодом позволит исключить случаи не-
верного определения вида, обеспечит контроль чистоты образца и будет служить подтверждением 
качества биологического материала. Кроме того, определение маркерных ДНК последовательно-
стей может быть полезным при уточнении таксономического статуса отдельных видов.  

В качестве объектов исследования определены – зверобой горный (Hypericum montanum), дрок 
германский (Genista germanica), горичник олений (Peucedanum cervaria), берула прямая (Berula 
erecta), произрастающие на территории Беларуси и занесенные в Красную книгу, 2015 г. (таблица 
1) [2].  

 
Таблица 1. – Виды растений, произрастающие на территории Беларуси и занесенные в Красную 
книгу [2] 

 

№ Вид 
Категория охраны 
РБ МСОП 

1 Зверобой горный Hypericum montanum III VU 
2 Дрок германский Genista germanica IV VU 
3 Горичник олений Peucedanum cervaria III VU 
4 Берула прямая Berula erecta III LC 
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Образцы для исследования предоставил Институт экспериментальной ботаники имени В.Ф. 
Купревича Национальной академии наук Беларуси.  

Исследования проводились в лаборатории экологической генетики и биотехнологии, Государ-
ственного научного учреждения «Института генетики и цитологии Национальной Академии наук 
Беларуси». Для выделения использовали коммерческий набор Genomic DNA Purification Kit 
Thermo Fisher Scientific (USA) без внесения изменений. Концентрацию ДНК определяли спектро-
фотометрически и по средствам электрофоретического разделения.  

Для ПЦР использовали реакционную смесь следующего состава: буфер 10х, 25М MgCl2А, 2mM 
dNTPs, 3% DMSO, 5U/μlHi-Fi ДНК-полимераза; олигонуклеоиды (таблица 2). Продукты амплифи-
кации визуализировали в 1,5% агарозном геле. Секвенирование проводили на генетическом анали-
заторе.  

 
Таблица 2. – Праймеры для амплификации маркерных последовательностей, используемые в рам-
ках настоящего исследования [3] 

 

Название праймера Последовательность праймеров 
Размер ПЦР продукта, 

п.н. 

rbcL 
5’- ATGTCACCACAAACAGAGACTAAAGC -3’ 
 5’- GTAAAATCAAGTCCACCGCG -3’ 

~654 

ITS2 
5’- ATGCGATACTTGGTGTGAAT -3’  
5’- GACGCTTCTCCAGACTACAAT -3’ 

~494 

 
В рамках настоящего исследования было принято решение оценить представленность ядерных 

спейсеров  ‒ ITS1 и ITS2, пластидных генов ‒ rpoB, rpoC1, rbcL, matK, psbK-psbI, trnH-psbA, atpF-atpH 
в BOLD, для того чтобы выбрать маркеры, по которым будет осуществляться ДНК-штрихкодирование 
редких видов растений фауны Беларуси (таблица 3).  

 
Таблица 3. – Оценка представленности последовательностей ядерных спейсеров и пластидных ге-
нов в BOLD растений фауны Беларуси, охваченных настоящим исследованием 

 

Вид 

Ядерные 
спейсеры 

Пластидные гены 
Страна-
коллектор 

ITS1 ITS2 
rpo
B 

rpoC1 rbcL matK 
psbK-
psbI 

trnH-
psbA 

atpF-
atpH 

Hypericum
montanum 

+ + ‒ ‒ + + ‒ ‒ ‒ 
Великобрита-
ния, Италия и 
Дания 

Genistager
manica 

‒ + ‒ ‒ + ‒ ‒ ‒ ‒ 

Германия, Ита-
лия, Россия, 
Франция, 
Польша, Шве-
ция, 

Peucedanu
mcervaria 

+ + ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ Австрия 

Berulaerect
a 

+ + ‒ ‒ + + ‒ ‒ ‒ 

Узбекистан, 
Кыргызстан, 
Иран, Турция, 
Пакистан, Да-
ния, Великобри-
тания, США, 
Канада 

Всего н.п. 4 24 0 0 14 7 0 1 0  
«+»‒ представлен в BOLD, «‒»‒ отсутствует в BOLD 
 
Среди анализируемых видов растений Беларуси наиболее хорошо представлен – Berula erecta 

(27 н.п.), недостаточно – Peucedanum cervaria (2 п.н.). Кроме того, необходимо отметить, что по-
следовательности данных видов растений для Беларуси на сегодняшний день не депонированы в 
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BOLD [4] и GenBank [5]. Учитывая крайне недостаточную представленность в Международных 
генетических базах данных нуклеотидных последовательностей выше представленных растений, а 
также принадлежность этих растений к охраняемым видам на территории нашей страны, мы при-
няли решение получить ДНК-паспорта для H. montanum, G. germanica, P. cervaria, B. erecta, кото-
рые могут быть использованы для идентификации видов, каталогизирования таксонов, определе-
ния границ видов, а также изучения генетического полиморфизма.  

ДНК-паспорта получены в результате расшифровки последовательностей ITS2 и rbcL, посколь-
ку именно эти маркеры наиболее хорошо представлены в Международных генетических базах 
данных нуклеотидных последовательностей. 

Результаты секвенирования последовательности rbcL для анализируемых видов растений пред-
ставлены на рисунке 1. 

 

 
 

 
А Б 

 
 
 
  
В Г 

А − зверобой горный (Hypericum montanum); Б – берула прямая (Berula erecta); 
В – дрок германский (Genista germanica); Г – горичник олений (Peucedanumcervaria) 

Рисунок 1. – ДНК-паспорта получены в результате расшифровки 
последовательностей rbcL 

 
Результаты секвенирования последовательности ITS2 для анализируемых видов растений пред-

ставлены на рисунке 2. 
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А Б 

 
В Г 

 
А − зверобой горный (Hypericum montanum); Б –дрок германский (Genista germanica); В – горичник оле-

ний (Peucedanum cervaria); Г – берула прямая (Berula erecta) 
Рисунок 2. – ДНК-паспорта получены в результате расшифровки 

последовательностей ITS2 
 
Мы решили проверить достоверность полученных нами результатов секвенирования, путем 

сравнительного анализа расшифрованных нами нуклеотидных последовательностей rbcL и ITS2 с 
нуклеотидными последовательностями из NCBI. Эффективность определения составила 100% и 
99,19% соответственно.  

Таким образом, в результате исследования, получены ДНК-штрихкоды для 4 видов растений, 
занесенных в Красную книгу РБ, что сделано впервые. Эффективность определения последова-
тельностей rbcL составила 100%, а ITS2 – 99,19%. В дальнейшем планируется депонировать по-
следовательности rbcL и ITS2 в GenBank.  
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Ежегодно наращиваются объёмы производства микробных экзополисахаридов (ЭПС), которые 

благодаря своим уникальным физико-химическим (изменение реологических характеристик вод-
ных систем, гелеобразование, эмульгирование и т.д.) и биологическим (иммуномодулирующая, 
противовоспалительная, бактерицидная активность и т.д.) свойствам широко используются в раз-
личных отраслях, от пищевой до нефтеперерабатывающей [0-0, 0]. 

Одним из эффективных подходов к интенсификации синтеза данных практически ценных ме-
таболитов является использование смеси ростовых субстратов [0, 0]. Применение такого подхода 
позволяет избежать непродуктивных потерь углерода и энергии, имеющих место при использова-
нии моносубстратов, а также повысить эффективность трансформации обоих субстратов в био-
массу и вторичные метаболиты. 

Отметим, что согласно классической концепции вспомогательного субстрата использование 
микроорганизмами смеси двух энергетически избыточных субстратов не предполагается [0]. В то 
же время имеется информация о вовлечении обоих таких субстратов как в энергетический, так и 
конструктивный метаболизм. 

Исходя из этого, мы предположили возможность интенсификации синтеза экзополисахарида 
этаполана (продуцент Acinetobacter sp. ИМВ В-7005) на смеси этанола и подсолнечного масла – 
двух энергетически избыточных субстратов, при культивировании на которых наблюдали высокие 
показатели синтеза этого ЭПС [0, 0]. 

Таким образом, цель данной работы – установить условия культивирования штамма ИМВ В-
7005, обеспечивающие максимальные показатели синтеза микробного полисахарида этаполана на 
смеси этанола и подсолнечного масла. 

Бактерии культивировали в минеральной среде следующего состава (г/л): КН2РО4 – 6,8; КОН – 
0,9; NH4NO3 – 0,6; MgSO4×7 H2O – 0,4; CaCl2×2H2O – 0,1; FeSO4×7 H2O – 0,001. В среду дополни-
тельно вносили дрожжевой автолизат (0,5 % по объему) и мультивитаминный комплекс «Компле-
вит» (0,00085 % в пересчете на пантотенат). 

В качестве источника углерода и энергии использовали: моносубстраты – этанол (1,66 %, по 
объему), рафинированное подсолнечное масло (1,0 %, по объему); смешанный субстрат – смесь 
этанола (1,0 %, по объему) и рафинированного подсолнечного масла (0,2-0,6 %, по объему). 

В качестве посевного материала использовали культуру из экспоненциальной фазы роста, вы-
ращенную в среде с этанолом (0,5 %), маслом (0,5 %) или смесью этанола (0,25 %) и масла (0,25 
%). 

Культивирование осуществляли в колбах объемом 750 мл со 100 мл среды на качалке (320 
об/мин) при 30 °С в течение 120 ч. 

Концентрацию биомассы определяли по оптической плотности клеточной суспензии с после-
дующим пересчетом на сухую биомассу по калибровочному графику. Концентрацию ЭПС опре-
деляли весовым методом после осаждения изопропиловым спиртом. ЭПС-синтезирующую спо-
собность определяли как отношение концентрации ЭПС к концентрации биомассы и выражали в г 
ЭПС / г биомассы. 




