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В данной публикации изложены учебные материалы, разработанные в рамках  

регионального проекта «In situ/On farm сохранение и использование агробиоразнообразия 
(плодовые культуры и их дикие сородичи) в Центральной Азии». Проект осуществляется в 
пяти странах – Казахстан, Кыргызстан, Таджикистан, Туркменистан, Узбекистан и 
координируется Bioversity International при финансовой поддержке Глобального 
Экологического Фонда (GEF) и технической поддержке Программы Организации 
Объединенных Наций по Окружающей Среде (UNEP). 

 
 
Настоящие учебные материалы составлены под редакцией д.с/х.н. профессора Кайимова 

А.К. и д.б.н. Абдурахманова И.Ю. научными сотрудниками Центра Геномных технологий 
Института генетики и экспериментальной биологии растений Академии Наук Республики 
Узбекистан в качестве учебного пособия при изучении применения молекулярных маркеров в 
исследованиях биологического разнообразия генетических ресурсов растений. 
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ВВЕДЕНИЕ 
 

Если XX век учёными был признан как век «высоких технологий», то XXI век мировое 
сообщество признало веком молекулярной биологии. Открытие двойной спирали ДНК было 
одним из наиболее волнующих событий в молекулярной биологии.  

Не менее важные события предшествовали открытию двойной спирали ДНК: 
1881 Edward Zacharias доказал, что в нуклеине присутствуют хромосомы. 
1899 Richard Altmann переименовал нуклеин в нуклеиновую кислоту (так же открыл – 

митохондрии). 
1900 определена химическая структура 20 основных аминокислот. 
1902 - Emil Hermann Fischer получил Нобелевскую премию: аминокислоты соединяются 

и формируют белки. 
1911 – Thomas Hunt Morgan открыл гены в хромосомах, являющиеся дискретными 

единицами наследственности. 
1911 Pheobus Aaron Theodore Levene изучил ДНК и РНК. 
1950 – Mahlon Bush Hoagland впервые определил, что амнокислоты не сразу формируют 

белок, а вначале присоединяются к РНК (тРНК) комплиментарной рибосоме. 
1952 – Alfred Hershey и Martha Chase- генетическая информация о белках находятся в 

ДНК. 
И, наконец, 1952-1953 James D. Watson и Francis H. C. Crick окрыли двойную спираль 

ДНК. 
Впоследствии это открытие легло в основу теоретической и практической молекулярной 

биологии, в том числе в основу исследований биоразнообразия генетических ресурсов 
растений. Тот факт. что генетическое разнообразие связано с изменчивостью в  
последовательности ДНК, количестве ДНК в одной клетке, или  количестве и структуре 
хромосом в современной науке не вызывает сомнений. Генетическое разнообразие является 
результатом отбора, мутации, миграции, генетического дрейфа и/или рекомбинации генов. Все 
эти явления вызывают изменения в частоте генов и аллелей, и приводят к эволюции популяций. 

Для эффективного сохранения и использования генетических ресурсов растений 
требуется тщательная оценка генетической изменчивости, которой они обладают. 
Генетическую изменчивость можно измерить на двух уровнях: фенотипа – сочетания 
индивидуальных признаков, определяющихся генотипом и его взаимодействием с окружающей 
средой и генотипа – специфической генетической структуры организма. Генетические маркеры 
определяют характеристики фенотипа и/или генотипа особи. 

Молекулярные маркеры применяются при изучении внутривидового и межвидового 
генетического разнообразия, исследовании меж- и внутрипопуляционной генетической 
структуры, филогенетический и эволюционный анализ, выявление групп сцепления и создание 
генетических карт, изучении количественных признаков и их картирование, в маркер-
ассоциированной селекции (МАС), паспортизации или ДНК-баркодинге (видов, сортов, линий), 
идентификации личности. 
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ОСНОВЫ МОЛЕКУЛЯРНОЙ ГЕНЕТИКИ1 
 

Турдикулова Ш.У. 
д.б.н., ведущий научный сотрудник 

Центра Геномных Технологий ИГиЭБР АН РУз 
 

 
 

 
 

                                                 
С теоретическим материалом данной секции можно ознакомится на сайте www.in situ.uz 
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ТРАНСКРИПЦИЯ, ТРАНСЛЯЦИЯ И БИОСИНТЕЗ БЕЛКА 
 

Турдикулова Ш.У. 
д.б.н., ведущий научный сотрудник  

Центра Геномных Технологий ИГиЭБР АН РУз 
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РОЛЬ МОЛЕКУЛЯРНОЙ ГЕНЕТИКИ В ИЗУЧЕНИИ БИОЛОГИЧЕСКИХ 
СИСТЕМ: Оценка межвидового разнообразия сельскохозяйственных 
культур с использованием технологии молекулярных маркеров. 

 
Абдуллаев А.А. 

к.б.н., старший научный сотрудник 
Центра Геномных Технологий ИГиЭБР АН РУз 
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ВВЕДЕНИЕ В МОЛЕКУЛЯРНУЮ ГЕНЕТИКУ И ЕЕ МЕТОДОЛОГИЮ 

 
Абдуллаев А.А. 

к.б.н., старший научный сотрудник  
Центра Геномных Технологий ИГиЭБР 
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СЕКВЕНИРОВАНИЕ ДНК, АНАЛИЗ НУКЛЕОТИДНЫХ 
ПОСЛЕДОВАТЕЛЬНОСТЕЙ 

 
Абдуллаев А.А. 

к.б.н., старший научный сотрудник  
Центра Геномных Технологий ИГиЭБР 
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ОХРАНА ТРУДА И ТЕХНИКА БЕЗОПАСНОСТИ В НАУЧНЫХ 
ЛАБОРАТОРИЯХ ЦЕНТРА ГЕНОМНЫХ ТЕХНОЛОГИЙ 

 
 Мавлянов Г.Т. 

к.б.н., ведущий научный сотрудник  
Центра Геномных Технологий ИГиЭБР 

 
Виды инструктажа. 
Регистрационные журналы 
Оказание первой помощи 
Правила, способы и средства тушения пожаров 
Работа с органическими растворителями 
Работа с щелочными металлами 
Работа с ртутью 
Техника безопасности в химической лаборатории 
Химический взрыв 
Физический взрыв 
Пожар 
Термические ожоги 
Химические ожоги 
Отравление 
О возмещении трудящимся в случае профессиональных заболеваний 

(пересмотренная в 1934 году) 
Презентация «Техника безопасности в научных лабораториях Центра 

Геномных Технологий» 
 
Культура охраны труда и система охраны труда формируются на предприятиях уже в 

течение нескольких десятилетий, и они постоянно совершенствуются, модернизируются. 
Огромное значение уделяется в первую очередь профессиональной подготовке персонала, 
который эксплуатирует оборудование, качеству и надежности самого оборудования. Оно 
в обязательном порядке систематически проверяется и испытывается. Проводится целый 
комплекс мероприятий, обеспечивающих его безопасное функционирование. Таким 
образом, безопасность на предприятии обеспечивает и защиту окружающей среды.  

Актуальность же данного мероприятия продиктована тем, что они направлены, 
прежде всего, на предупреждение случаев производственного травматизма специалистов. 
А между тем вопрос охраны труда имеет большое не только социальное, но и 
экономическое значение. Так, аналитиками было подсчитано, что ежегодно во всем мире 
от несчастных случаев на производстве и профессиональных заболеваний погибает около 
2,2 миллиона человек. Приблизительно 270 миллионов человек получают серьезные 
травмы и еще 160 миллионов работников страдают кратковременными и длительными 
профессиональными заболеваниями. По оценкам Международной организации труда, 
членом которой является и Узбекистан, общие потери от этих несчастных случаев и 
проблем, связанных со здоровьем, составляют примерно 4% мирового валового 
внутреннего продукта.  

Большую роль в формировании нового подхода к охране труда и технике 
безопасности призван сыграть и недавно вступивший в силу Закон «Об обязательном 
государственном социальном страховании от несчастных случаев на производстве и 
профессиональных заболеваний». Надо отметить тот факт, что охрана труда всегда была 
частью государственной политики. Практически сразу после обретения независимости – в 
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1993 году был принят Закон «Об охране труда», в котором важнейшим принципом был 
признан приоритет жизни и здоровья работника по отношению к результатам 
производственной деятельности предприятия Новый закон, направленный в первую 
очередь на усиление социальной защиты работающих граждан, еще более усиливает 
мотивацию, как работодателей, так и работников к соблюдению правил по технике 
безопасности и, несомненно, будет способствовать снижению уровня производственного 
травматизма и профессиональных заболеваний. 

 
Виды инструктажа.  
Вводный инструктаж проводится со всеми вновь принимаемыми на работу 

независимо от их образования, стажа работы по данной профессии или должности, а 
также с командированными работниками, учащимися, студентами, прибывшими на 
производственное обучение или практику. 

Первичный инструктаж на рабочем месте должен проводиться со всеми вновь 
принятыми на работу работниками, переводимыми из одного подразделения 
юридического лица в другое, командированными, учащимися и студентами, а также с 
работниками, которым поручается выполнение новой для них работы. Данный вид 
инструктажа проводится с каждым работником индивидуально с демонстрацией 
безопасных приемов труда. 

Повторный инструктаж проводится с целью проверки и повышения уровня знаний 
работником правил и инструкций по охране труда индивидуально или с группой 
работников одной профессии или группы по программе инструктажа на рабочем месте. 

 
Регистрационные журналы 
Проведение соответствующего вида инструктажа, проверки знаний и правил охраны 

труда и получения работником допуска к самостоятельной работе, руководитель, 
проводивший инструктаж, отмечает в журнале регистрации инструктажа на рабочем 
месте и (или) в личной карточке работника дату проведения инструктажа, фиксирует 
оценку знаний с обязательной подписью инструктируемого работника и 
инструктирующего. При регистрации проведения внепланового инструктажа необходимо 
также указать причину его проведения. Проведение целевого инструктажа с работниками, 
которым предстоит проведение работ по наряду-допуску, разрешению и т. п., подлежит 
фиксации непосредственно в наряде-допуске или в ином документе, служащем 
разрешением на производство данных работ. 

 
Особенности профиля лабораторий биотехнологии 
Лаборатория профиля генетической инженерии и биотехнологии сочетает условия, 

характерные для химичечкой, физической и биологической исследовательской 
лабораторий. Следовательно, правила сочетают соответствующие профильные 
инструкции. Работа в химической лаборатории всегда сопряжена с определенным риском. 
Но при грамотной и осторожной работе этот риск сводится к минимуму, ведь 
большинство пожаров, отравлений, ожогов и травм происходит исключительно по 
причине пренебрежения правилами техники безопасности или просто незнанию их.  

Оказание первой помощи 
 Остановка сердца или дыхания  
 Термические ожоги  
 Ожоги кислотами и щелочами  
 Поражения электрическим током  
 Попадание агрессивных веществ в глаза  
 Кровотечения  
Правила, способы и средства тушения пожаров 
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 Углекислотные огнетушители  
 Правила тушения пожаров водой  
 Правила тушения пожаров песком  
 Тушение горящей одежды на человеке  
 Возгорания в вытяжном шкафу  
Работа с органическими растворителями 
 Источники опасности  
 Работа с легковоспламеняющимися жидкостями  
 Учет утяжеления воздуха  
 Проведение процессов, связанных с нагреванием ЛВЖ  
 Хранение и проливы ЛВЖ  
 Предотвращение возможности воспламенения ЛВЖ  
Работа с щелочными металлами 
 Источники опасности  
 Литий  
 Натрий  
 Калий  
 Уничтожение остатков щелочных металлов  
 Очистка щелочных металлов от оксидных пленок  
 Абсолютирование органических растворителей  
 Тушение горящих щелочных металлов  
Работа с ртутью 
 Источники опасности при работе с ртутью. 
 Действие ртути на организм человека. 
 Обнаружение паров ртути. 
 Механические методы демеркуризации. 
 Химические методы демеркуризации. 

 
Техника безопасности в химической лаборатории 
Жизнь и здоровье практикующего химика во многом зависит от правил, которые 

просто необходимо соблюдать в лаборатории. Но часто некоторые правила техники 
безопасности не объясняются, а просто принимаются на веру. Эта страница дает перечень 
ситуаций, с объяснением причин, которые могут возникнуть в химической лаборатории.  

Химический взрыв. 
Химический взрыв - взрыв, возникающий за счет протекания химической реакции 

веществ или разложения вещества. Обычно характеризуется значительной 
разрушительной мощностью и поражающей способностью. Может приводить к пожару в 
лаборатории.  

Ситуации, которые могут привести к химическому взрыву: 
1. Смешивание перекиси водорода с альдегидами и кетонами в присутствии даже 

микропримесей кислот приводит к образованию высокочувствительных перекисей. 
Попытка перегонки такого раствора и иногда и удар колбы об стол может привести к 
взрыву. 

2. При хранении простых эфиров в них накапливаются перекисные соединения 
обладающие взрывчатыми свойствами (особенно опасны эфиры имеющие атом водорода 
в альфа-положении). Перегонка таких эфиров может привести к взрыву. Перед 
перегонкой обязательна проверка на перекиси и их разрушение. 

3. Сушка любых галогеналканов (в том числе и фреонов) натрием может привести к 
взрыву. Состав взрывчатых веществ не известен, но иногда взрыв происходит после 
некоторого индукционного периода. 
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4. Работа с хлорной кислотой в присутствии органических веществ должна вестись с 
осторожностью, так как многие смеси с хлорной кислотой и органические перхлораты 
взрывчаты. Смешивание хлорной кислоты с диметилсульфоксидом дает немедленный 
взрыв. 

5. Многие забывают, что при смешивании перманганата калия с концентрированной 
серной кислотой образуется семиокись марганца, которая взрывает при нагревании или 
соприкосновении с органическими веществами. 

6. Смеси любых восстанавливающих веществ с сухими окислителями, такими как 
перманганат калия, хлораты, перхлораты, броматы, иодаты, периодаты потенциально 
взрывоопасны и обращатся с ними нужно с осторожностью 

7. Смешивание тетранитрометана с органическими веществами дает очень 
чувствительные смеси. 

8. Работа со взрывчатыми веществами. 
9. Хранение вместе растворов аммиака и иода, может привести к образованию на 

сосудах черного осадка черезвычайно чувствительного взрывчатого иодистого азота. 
10. Длительное хранение аммиачных растворов солей серебра может привести к 

выпадению очень взрывчатого (даже под слоем воды) черного осадка нитрида серебра. 
11. Хранение кислот в металлических емкостях или пролив их на металлические 

поверхности приводит к выделению водорода. В замкнутом объеме может накопится 
взрывоопасная концентрация. Аналочично опасно хранить щелочи рядом с металлами 
амфотерного характера (алюминий, цинк). 

12. Смешивание пероксидных соединений с солями переходных металлов может 
спровоцировать взрыв из-за каталитического ускорения разложения перекисей. 

13. Смешивание солей аммония и гидразина с солями, содержащими анион-
окислитель. При этом могут образовыватся сильновзрывчатые соли (к ним например 
относятся, хлорат и перманганат аммония, нитрат, хлорат, перхлорат гидразина и т.д.). 

14. Растворы азидов и пикратов с тяжелыми металлами могут дать очень 
чувствительные к удару и трению соли. Также не допускается слив солей азидов в 
канализацию, вследствие возможности образования в трубах азида железа. 

Физический взрыв. 
Физический взрыв - взрыв, возникающий за счет быстрого разрушения емкостей или 

из-за быстрого выделения тепла в какой-либо точке. Обычно (но не всегда) имеет 
меньшую мощность, чем химический и меньшие разрушительные последствия.  

Ситуации, которые могут привести к физическому взрыву: 
 
Кипячение реакционной смеси или реакции с выделением газа в герметичной 

системе. Эта ситуация возникает когда процесс проводится в намеренно замкнутой 
системе или когда происходит забивание/закоксовывание отводных трубок. 

2. Приливание легкокипящей жидкости в систему с температурой выше ее точки 
кипения. При этом жидкость моментально превращается в пар и установку может 
разорвать давлением паров. 

3. Работа со сжиженными газами в полностью герметичной системе не расчитанной 
на высокое давление. 

4. Работа с солями плутония должна проводится так, чтоб не произошло накопление 
критической массы (500 г) в любой емкости. 

Пожар. 
Пожар - неконтролируемое возгорание в лаборатории. Может привести к полному 

уничтожению всей лаборатории.  
Ситуации, которые могут привести к пожару: 
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1. Термическое лопание колбы с легковоспламеняющимися жидкостями. Для 
локализации очага пожара рекомендуется под установку с колбой заранее помещать 
металлический поддон с загнутыми краями. 

2. Смешивание веществ дающих экзотермическую реакцию с воспламеняющимися 
материалами. Были случаи возгорания смесей сульфата меди с железом и опилками, 
негашенной извести с опилками или углем и т.д. 

3. Работа с очень легковоспламеняющимися жидкостями (диэтиловый эфир, 
сероуглерод) и горючими газами если в помещении находятся источники с открытым 
пламенем или сильнонагретые предметы. Есть также мнение, что работа с эфиром на 
открытом пламени более безопасна, вследствие того, что нет риска образования больших 
объемов паровоздушной смеси. 

4. Работа с щелочными, щелочноземельными металлами, их гидридами, 
ацетиленидами, а также с металлорганическими веществами содержащими щелочные, 
щелочноземельные металлы, алюминий должна проводится в отсутствии влаги. 

Термические ожоги. 
Термический ожог - воздействие на кожу сильнонагретых материалов.  
Ситуации, которые могут привести к термическому ожогу: 
1. Работа с нагревательными приборами. Следует помнить старое правило: "горячая 

пробирка выглядит также как и холодная". 
Химические ожоги. 
Химический ожог - воздействие на кожу едких веществ с возникновением очага 

поражения.  
Ситуации, которые могут привести к химическому ожогу: 
1. Работа с едкими веществами (сильными и слабыми кислотами и щелочами, 

раздражающими веществами). 
Отравление. 
Отравление - попадание в организм токсичного вещества.  
Ситуации, которые могут привести к отравлению: 
1. Потребление пищи в лаборатории. Уже много пострадавших. 
2. Со всеми новыми веществами следует обращатся очень осторожно, так как они 

могут оказатся неожиданно сильнотоксичными. 
3. Работа с высокотоксичными веществами требует внимательности и осторожности. 
4. Растворение брома в ацетоне или других кетонах. Реакция протекает очень 

активно после индукционного периода и приводит к сильнораздражающим 
(слезоточивым) бромкетонам. 

5. Следует помнить, что растворение активных металлов (в том числе и цинка) в 
достаточно концентрированнной серной кислоте часто происходит с выделением 
сероводорода. Растворение любых металлов в азотной кислоте происходит с выделением 
окислов азота. 

Случаи профессиональных заболеваний и потери здоровья на производстве 
регулируются соответствующими законами. Государства–члены международной 
организации труда придерживаются конвенции: 

  
О возмещении трудящимся в случае профессиональных заболеваний 

(пересмотренная в 1934 году) 
 
Конвенция международная организация труда  
21 июня 1934 г. N 42 (ТП 97-3) 
 
О безопасности при использовании химических веществ на производстве. 
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Конвенция международная организация труда 25 июня 1990 г. N 170, некоторые 
извлечения: 

Раздел v. обязанности трудящихся. 
Статья 17 
1. Трудящиеся сотрудничают по возможности самым тесным образом со своими 

предпринимателями в выполнении предпринимателями своих обязанностей и следуют 
всем процедурам и практическим правилам, касающимся безопасности труда при 
использовании химических веществ на производстве. 

 2. Трудящиеся принимают все разумные меры к тому, чтобы полностью исключить 
или свести до минимума риск, грозящий им самим и другим лицам, в связи с 
использованием химических веществ на производстве. 

Раздел VI. ПРАВА ТРУДЯЩИХСЯ И ИХ ПРЕДСТАВИТЕЛЕЙ 
Статья 18 
1. Трудящиеся имеют право покинуть место, ставшие опасным в результате 

использования химических веществ, если они имеют достаточно веские основания 
считать, что их безопасность или здоровье подвергаются непосредственной и серьезной 
угрозе, и немедленно информируют об этом своего непосредственного руководителя. 

2. Трудящиеся, которые покинули опасное место в соответствии с положениями 
предыдущего пункта или осуществляют любое из прав, указанных в настоящей 
Конвенции, защищены от ненадлежащих последствий.  

3. Заинтересованные трудящиеся и их представители имеют право на: a) 
информацию об основном характере используемых на производстве химических веществ, 
об опасных свойствах таких химических веществ, о мерах предосторожности, на обучение 
и профессиональную подготовку; b) информацию, содержащуюся на этикетках и 
маркировках; c) доступ к картам данных по безопасности химических веществ; d) любую 
иную информацию, наличие которой предусматривается настоящей Конвенцией. 4. Если 
раскрытие основного характера одного из веществ в составе химической смеси 
конкуренту может нанести ущерб деловой стороне деятельности предпринимателя, то 
предприниматель может, предоставляя информацию, требуемую согласно 
вышеуказанному пункту 3, защищать такую информацию средствами, утвержденными 
компетентным органом согласно подпункту "b" пункта 2 статьи 1. 
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КАЧЕСТВЕННЫЙ И КОЛИЧЕСТВЕННЫЙ АНАЛИЗ ДНК И РНК. 
СПЕКТРОФОТОМЕТРИЧЕСКИЙ АНАЛИЗ 

 
Мавлянов Г.Т. 

к.б.н., ведущий научный сотрудник 
Центра Геномных Технологий ИГиЭБР 
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Практическое занятие ПО ПОДГОТОВКЕ БИОЛОГИЧЕСКОГО 
МАТЕРИАЛА, ВЫДЕЛЕНИЮ ДНК ИЗ КЛЕТОК БАКТЕРИЙ И ВЫДЕЛЕНИЮ 

ДНК ИЗ РАСТЕНИЙ 
 

Эгамбердиев Ш.Ш. 
младший научный сотрудник 

Центра Геномных Технологий ИГиЭБР 
 

1. Вступление (выбор объекта) 

Нуклеиновые кислоты, как известно, имеется в каждой клетке, а значит, выделить 
ДНК можно из любой ткани, даже из костей животных, чешуи рыб или древесины, где 
клеток не так много по сравнению с объёмом внеклеточного вещества. Во всех тканях 
организма как животного, так и растения, ДНК, как правило, одинакова. Отличаются эти 
ткани тем, что в одних из них помимо вещества наследственности больше почти ничего 
нет (молоки селёдки), а в других, таких, как костная ткань, содержание ДНК относительно 
невелико. Кроме того, существуют ткани, в клетках которых имеется удвоенный набор 
хромосом (к тетраплоидным относятся, в частности, клетки печени), а потому и ДНК в 
них в два раза больше, чем во всех остальных. В семенах растений относительное 
содержание ДНК выше, чем в стебле, а из молодых растущих побегов ДНК можно 
выделить существенно больше, чем из такого же по объёму куска одревесневшего ствола. 
Если перед исследователем не стоит какой-то специальной задачи, он старается выбрать 
для работы ткань, в которой мало межклеточного вещества и много самих клеток. Причём 
желательно, чтобы ткань легко распадалась на эти составляющие, а клетки не были 
перегружены белками (как мышечные), липидами (как жировые) или полисахаридами (как 
клетки мозга). 

 
2. Дробление ткани на клетки 
В результате механического разрушения ткань, из которой мы собираемся выделить 

ДНК, распадается на отдельные клетки: чтобы механически разорвать связи между ними 
требуется, как правило, гораздо меньше усилий, чем для того, чтобы повредить саму 
клетку. Поскольку при нижеприведённом способе выделения ДНК требуются 
неповреждённые клетки, лучше использовать свежезамороженный материал при условии, 
что продукт не размораживали в процессе хранения. 

 
3. Высвобождение макромолекул 
Что касается фильтрации, то она нужна для того, чтобы механически удалить из 

клеточной суспензии всевозможные примеси, в том числе, крупные куски ткани, так как 
химические вещества, которыми обрабатывается материал при выделении ДНК, не 
проникают глубоко внутрь таких конгломератов. Обработать полученные клетки следует, 
в первую очередь, лизирующим буфером для того, чтобы растворить оболочку мембраны 
как самой клетки, так и её ядра, а именно 2 Х СТАВ буфером при инкубировании в 
течение 45 минут при 65°С. В результате такой обработки всё клеточное содержимое 
выделяется наружу и оказывается растворе, который сделается при этом очень вязким, 
тягучим и существенно более прозрачным, чем была клеточная суспензия. Изменение 
консистенции раствора— верный знак того, что лизис прошёл успешно. 

 
4. Освобождение от белков 
Затем в пробирку с лизатом добавляется смесь хлороформ-изоамиловый спирт для 

очистки от белков. Как известно, белки образуют наиболее прочные связи с ДНК. 
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Существуют методики, когда белки удаляют из раствора в несколько этапов. Например, 
часть из них легко денатурирует и выпадает в осадок при добавлении концентрированных 
растворов солей. В наших условиях при выделении ДНК из растений мы освобождаемся 
от белков, помещая пробирки на несколько минут в центрифугу. После этого все более 
или менее крупные клеточные обломки, денатурированные белки и другие примеси 
оказываются на дне, образуя очень плотный осадок. Надосадочную жидкость 
(супернатант) следует перелить в другую пробирку, содержащую в основном 
нуклеиновые кислоты — ДНК и РНК. В лабораторных условиях ненужные фрагменты 
удаляют тщательно перемешивая раствор с фенолом и/или хлороформом. Органические 
растворители, способные забирать белки „на себя“, тяжелее воды, а потому при 
последующем расслоении смеси в центрифуге они остаются в центральной части. После 
центрифугирования на дне пробирки оказываются хлороформ с растворёнными в нём 
белками, а в верхней части — водная фаза, содержащая ДНК. Водную фазу собирают в 
отдельную пробирку и далее продолжают работать с чистым раствором. 

5 Преципитация, или осаждение ДНК 
Далее проводится процесс избавления от жидкости в составе супернатанта. В 

результате получаем чистый осадок, который обрабатывается High Salt буфером с 
РНКазой. Этот этап необходим в молекулярной генетике. После очищения ДНК ее 
используют для клонирования, ПЦР реакций и т.д. ДНК должна быть достаточно чистой и 
не иметь примесей рибонуклеиновой кислоты. Таким образом, данный этап направлен на 
очистку от РНК. 

6. Осаждение ДНК из раствора 
При добавлении изопрапонола или 96% этанола, ДНК переходит в кристаллическое 

состояние. Отчасти именно по этой причине наливать спирт в пробирку с ДНК-
содержащей смесью следует осторожно и желательно помещать все в холодильник на -
20°C. В таких условиях процесс осаждения ДНК будет максимально быстрым и иметь 
максимальный выход. 

7. Растворение ДНК 
От спирта мы избавляемся путем центрифугирования, промываем ДНК 70% спиртом 

от различных солей, которые могли остаться после выделения и использования некоторых 
буферов. Подсушив осадок растворяем его в ТЕ буфере. Именно в нем, а не в воде, т.к в 
воде могут быть нуклеазы. Эти ферменты могут повредить а то вовсе уничтожить ДНК. 
ДНК готова и теперь её можно использовать для дальнейшим исследований.  

МЕТОДИКА ВЫДЕЛЕНИЯ 
 0.2 г. листьев помещаются в предварительно простерилизованные и охлажденные 

ступки, добавляется жидкий азот и растирается до гомогенного состояния. 
  К гомогенату добавляется 2 мл подогретого до 65°C 2xСТАБ (100мМ Трис, 20мМ 

ЭДТА, 2% СТАБ, pH 8.0) буфера и смесь перемешивается стерильным шпателем. 
 700 мкл суспензии переносится дозатором с обрезанным кончиком в стерильную 2 

мл пробирку. 
 Пробирки с образцами инкубируются 45 минут в термостате при 65°C и при этом 

перемешиваются каждые 15 минут. После инкубации к образцам добавляются равный 
объем (700 мкл) смеси хлороформ-изоамиловый спирт в соотношении 24:1. (стадии с 
применением хлороформа проводятся в вытяжном шкафу). 

 Тщательно перемешивается содержимое пробирок на Вортексе и 
центрифугируется в центрифуге 5 минут при 10 000 об./мин. 

 Осторожно отбираются 600 мкл верхней фазы (не захватывая интерфазу) и 
переносятся в чистую 2 мл пробирку. 

 Вносятся 0,1 объем (60 мкл) горячего 10xСТАБ/NaCl (0.7M NaCl, 10% СТАБ) 
буфера и раствор тщательно перемешивается. 
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 Добавляется в равном объеме (660 мкл) смесь хлороформ-изоамиловый спирт 
(24:1) и перемешивается содержимое пробирок на Вортексе. 

 Центрифугируется 5 минут при 10 000 об./мин., осторожно отбирается верхняя 
фаза (500 мкл) и переносится в новую пробирку. 

 Добавляется равный объем (500 мкл) СТАБ-буфера для осаждения (50мМ Трис, 
10мМ ЭДТА, 1% СТАБ, pH 8.0), перемешивается 5 минут и инкубируется при 65°C 30 
минут. 

 ДНК осаждается в центрифуге 10 минут при 12.000 об./мин., осторожно сливается 
водная фаза. 

 К осажденной ДНК добавляется высокосолевой буфер TE (1M NaCl 10мМ Трис, 
0.1M ЭДТА, pH8.0) в количестве 500 мкл и тщательно перемешивается на термомиксере 
до ее полного растворения. 

 К растворенной ДНК добавляется 0.6 объема изопропилового спирта, осторожно 
перемешивается 1-2 минуты и оставляется в морозильнике при -20°C на 1час или на ночь. 

 ДНК осаждается центрифугированием в течение 10 минут (12 000 об./мин) при 
температуре +4°C, изопропанол осторожно сливается. 

 Осажденная ДНК дважды промывается 70% этанолом в объеме 1 мл и 
центрифугируется 5 минут при 12 000 об./минут, спирт аккуратно отбирается. 

 Осадок сушится в вакуумном концентраторе при температуре +37°C в течение 10-
15 минут до полного испарения остатков спирта. 

 Высушенная ДНК растворяется в 100 мкл TE буфера (10мМ Трис pH 8.0, 1мМ 
ЭДТА pH 8.0) или в 10мМ Трис pH 8.0. При сушке осадка ДНК необходимо не допускать, 
чтобы осадок высох полностью, так как это приводит к затруднению растворения в ТЕ-
буфере. 

 Образцы ДНК хранятся при -20°C. 
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МЕТОДЫ ВЫДЕЛЕНИЯ ДНК ИЗ БИОЛОГИЧЕСКИХ МАТЕРИАЛОВ 
 

Шерматов Ш.Э. 
к.б.н., старший научный сотрудник  

Центра Геномных Технологий ИГиЭБР 
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ПРИНЦИПЫ ЭЛЕКТРОФОРЕЗА 
 

Адылова А.Т. 
ведущий научный сотрудник  

Центра Геномных Технологий ИГиЭБР 
 

Биологические макромолекулы - белки, нуклеиновые кислоты, полисахариды – 
находятся в растворе в виде частиц, которые по своим размерам соответствуют 
коллоидным частицам. Они несут определенный электрический заряд благодаря наличию 
групп, способных к электролитической диссоциации. Так, в случае нуклеиновых кислот 
заряд их определяется диссоциацией фосфатных групп, поэтому ДНК в нейтральных и 
щелочных средах заряжены отрицательно.  

Под действием электрического поля заряженные частицы перемещаются к катоду 
или аноду в зависимости от знака их суммарного заряда. Такое явление носит название 
электрофореза. Скорость движения частиц (см/с) при напряжении электрического поля 
1В/см называется электрофоретической подвижностью. Она имеет размерность см2 с-1 в-
1, а знак совпадает со знаком суммарного заряда. 

 Различия в подвижности частиц служат основой для разделения смесей веществ в 
аналитических или препаративных целях. Определение электрофоретической 
подвижности используется также для характеристики веществ.  

Во время электрофореза скорость миграции анализируемых частиц определяется 
путем наблюдения за перемещением красителя. 

Приборы всех типов электрофореза состоят из двух электродных сосудов и 
устройства для поддержания поддерживающей основы (бумаги, крахмала, агарозного или 
акриламидного геля) в определенном положении между сосудами. В качестве электродов 
обычно применяют платиновую проволоку  

 
Электрофорез ДНК в агарозном геле 
Электрофорез в агарозном геле – стандартный метод, используемый для разделения, 

идентификации и очистки фрагментов ДНК.  
Имеющийся в продаже агар выделяют из клеточных мембран различных водорослей. 

Он содержит, по крайней мере, два полисахарида, а именно агарозу и агаропектин, 
которые можно легко отделить друг от друга после ацетилирования. Агароза растворяется 
в водных растворах при нагревании в кипящей водяной бане (либо в микроволновой 
печи), причем раствор остается жидким при снижении температуре примерно до 40°С, а 
затем вязкость его резко возрастает и при 38°С он застывает. После этого агар можно 
снова растворить путем нагревания. Сам по себе агар является дешевым и нетоксичным 
материалом. Агарозный гель механически прочен. В форме геля агар содержит поры 
различных размеров, причем средний радиус пор зависит от его концентрации. При 
разделении в агарозном геле как ДНК, так и РНК, используется эффект молекулярного 
сита. Он позволяет разделить анализируемые полинуклеотиды не только в соответствии с 
их молекулярной массой, но есть также возможность выяснить, состоит ли данная 
молекула из одной или двух полинуклеотидных цепей, а в случае ДНК- определить, какую 
форму имеет молекула - линейную или кольцевую. При разделении в геле можно прямо 
следить за положением ДНК, так как полосы ДНК в геле можно окрашивать 
флуоресцирующим и интеркалирующим в ДНК красителем – бромистым этидием в 
низкой концентрации.  

В настоящее время чаще всего используют агарозные гели в виде горизонтальных 
пластинок. Эта система имеет, по крайней мере, четыре преимущества: 
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1) можно применять низкие концентрации агарозы в связи с тем, что весь гель 
поддерживается снизу; 

2) можно готовить гели в виде пластинок самых разных размеров; 
3) хранение и разливка гелей, а также последующие манипуляции с ними достаточно 

просты;  
4) для постановки электрофореза в гелях можно применять недорогие (самодельные) 

аппараты. 
Таким образом, благодаря доступности реагентов, сравнительной простоте и не 

дороговизне оборудования, возможности получить достаточно большую информацию 
даже из небольшого количества неочищенного материала, метод электрофореза ДНК в 
горизонтальных пластинках агарозного геля находит все более широкое применение в 
молекулярной генетике и в других областях биохимии.  

Скорость миграции ДНК через агарозный гель при электрофорезе определяется 
следующими главными параметрами: 

а). Размер молекул ДНК: скорость перемещения двуцепочечной ДНК в геле обратно 
пропорционально логарифму их молекулярных масс; 

б). Концентрация агарозы. Применяя гели разных концентраций можно разделить 
большой набор фрагментов ДНК, различающихся по размеру: 

 
Количество агарозы Область эффективного  в геле, % 

разделения ДНК, kb 
0,6 20 -1 
0,7 10 -0,8 
0,9 7 – 0,5 
1,5 4- 0,2 
2 3 – 0,1 

в) Напряженность электрического поля. При низких напряжениях скорость 
перемещения фрагментов линейной ДНК пропорциональна приложенному напряжению. 
Однако с увеличением напряженности электрического поля подвижность фрагментов 
ДНК с высокой молекулярной массой дифференциально возрастает и эффективность 
разделения ДНК в агарозном геле снижается. Хорошее разделение фрагментов 
происходит при напряженности, не превышающей 5 В/см. 

г). Температура. Обычно электрофорез ведут при комнатной температуре, но с 
гелями менее 0,5% агарозы лучше работать при 4оС. 

Приготовление агарозных гелей 
1.Рассчитанное количество порошка агарозы добавляется в отмеренный объем 

электрофорезного буфера. Для приготовления 100 мл 0,9% агарозного геля нужно 
взвесить 9 г агарозы. 

2. Взвесь нагревается в микроволновой печи до тех пор, пока агароза не растворится. 
3.Раствор остужается до 50оС и, если особо не обговаривается, к нему добавляется 5 

мкл бромистого этидия.  
Стоковый водный раствор бромистого этидия в концентрации 1мг/мл готовится 

заранее и хранится в светонепроницаемом сосуде при 4°С. 
В присутствии бромистого этидия электрофоретическая подвижность линейной 

двуцепочечной ДНК снижается примерно на 15%, но зато при этом появляется 
возможность наблюдать за процессом разделения непосред-ственно под источником УФ-
излучения во время или в конце разделения.  

В случае необходимости электрофорез ДНК проводят в отсутствии бромистого 
этидия, т.е заранее не вводя краситель в гель. В этом случае ДНК окрашивают данным 



 
 

144 

 

красителем уже после завершения разделения, помещая пластинку агарозного геля в воду, 
содержащую бромистый этидий. 

Надо помнить, что бромистый этидий – сильный мутаген и все манипуляции с 
гелями и растворами, содержащими этот краситель, необходимо проводить в перчатках. 

4.Теплый раствор агарозы выливается в специальную форму (фирменную или 
самодельную), в гель немедленно с одного края формы вставляется гребенка таким 
способом, чтобы после удаления гребенки из затвердевшего геля в нем от зубцов гребенки 
образовались лунки - кармашки, куда в последующем будут вноситься пробы ДНК. 
Необходимо, чтобы между дном лунки и основанием геля оставался слой агарозы 
толщиной 0,5 -1,0 мм, т.е. чтобы дном лунки служил агарозный гель. 

5.После того, как гель полностью затвердеет (через 20-30 мин при комнатной 
температуре), гребенка осторожно удаляется и гель переносится в электрофорезную 
камеру. 

6. В электрофорезную камеру наливается достаточное количество электрофорезного 
буфера, так, чтобы гель был закрыт слоем буфера толщиной 1мм. 

Для электрофореза обычно применяют буферы, содержащие трис-ацетат, трис-борат 
или трис-фосфат в концентрации 50 мМ и имеющие рН 7,5 – 7,8. Чаще всего их готовят в 
виде концентрированных (5х-, 10х-кратных) растворов и хранят при комнатной 
температуре.  

В нашем центре при электрофорезе больше практикуется трис-боратный буфер, 
содержащий ЭДТА (ТВЕ). Он имеет высокую буферную емкость и обеспечивает хорошее 
разделение фрагментов ДНК. Для приготовления 1 л концентрированного (5х-кратного) 
ТВЕ требуется 54 г триса, 27,5 г борной кислоты, 20 мл 0,5 М ЭДТА. 

7. Аликвоту ДНК смешивают с буфером для нанесения, содержащим краситель 
(бромфеноловоый синий и/или ксилолцианол) и один из трех веществ (глицерин, сахароза 
или фикол), взятых в больших концентрациях. Это делается с тем, чтобы увеличить 
плотность аликвоты ДНК так, чтобы пробы ДНК при внесении в лунку геля оказывались 
под электрофорезным буфером. Смесь (ДНК+буфер для нанесения) осторожно вливают в 
лунку геля с помощью автоматической микропипетки.  

По завершению всех этих манипуляций электрофорезная камера подключается к 
источнику постоянного тока. Надо помнить, что молекулы ДНК несут отрицательный 
заряд и в электрическом поле они перемещаются в сторону анода. Положение агарозной 
пластинки на платформе электрофорезной камеры должно быть таково, чтобы обеспечить 
миграцию красителя и ДНК по гелю к краю, противоположную положению лунок.  

Обычно буфер для нанесения проб готовят в виде раствора 6-10- кратной 
концентрации. В нашем центре практикуется буфер для нанесения следующего состава: 
0,25% бромфенолового синего, 0,25% ксилолцианола, 30% глицерина в Н2О. Это 
стоковый (6-кратный) буфер для нанесения. Пробы ДНК с буфером для нанесения мы 
обычно смешиваем в соотношении 5 мкл ДНК: 1 мкл буфера. 

Максимальное количество ДНК, которое можно внести в лунку, зависит от числа 
фрагментов в пробе и их размеров. Минимальное количество ДНК, которое можно 
обнаружить визуально, согласно Маниатису с соавт. (1984), составляет 2 нг при ширине 
полосы 0,5 см (обычная ширина лунки) 

При анализе простого набора молекул ДНК в 0,5-см лунку обычно вносят 200-500 нг 
ДНК в объеме 5-10 мкл. При внесении больших количеств ДНК и в больших объемах 
разрешающая способность электрофореза может снизиться – полоса ДНК окажется 
расплывчатой и будет иметь шлейф. 

8. Продолжительность электрофореза ДНК может быть разной, определяется 
конкретно поставленной задачей, но, как правило, его прекращают, как только 
бромфеноноловым синий, пройдя весь агарозный гель, достигает его края.  
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9.Пластинку агарозного геля осторожно вынимают из электрофорезной камеры и 
просматривают над (под) источником УФ- излучения. Бывает, что интенсивность 
флуоресценции ДНК очень низкая и полосы ДНК на геле плохо просматриваются. Это 
может быть вызвано очень маленькой концентрацией ДНК, флуоресцирующего красителя 
- бромистого этидия или того и другого вместе. В таких ситуациях можно попробовать 
дополнительно покрасить гель, поместив его в воду, содержащую бромистый этидий, на 
20-30 мин при комнатной температуре. 

Таким образом, наиболее удобный метод визуализации ДНК в агарозных гелях – это 
окрашивание ее флуоресцирующим красителем бромистым этидием. Молекула этого 
вещества содержит плоскую группу, которая интеркалирует между соседними 
основаниями ДНК. В результате такой интеркаляции краситель связывается с ДНК, что 
сопровождается увеличением интенсивности флуоресценции. УФ-излучение, 
поглощаемое ДНК в области 260 нм и передаваемое на краситель, испускается затем в 
красно-оранжевой области видимого спектра (590 нм). 

Визуализация полос ДНК в нашем центре производится с помощью прибора Alpha 
Imager TM3400. 
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БИОИНФОРМАТИКА И КОМПЬЮТЕРНЫЕ ПРОГРАММЫ ДЛЯ АНАЛИЗА 
ГЕНОМНОГО МАТЕРИАЛА (ОСНОВЫ). СТАТИСТИЧЕСКИЙ АНАЛИЗ. 
ГЕНЕТИЧЕСКОЕ РАССТОЯНИЕ, СЦЕПЛЕНИЕ ГЕНОВ QTL АНАЛИЗ. LD 

(LINKAGE DISEQUILIBRIUM) АНАЛИЗ. БИОИНФОРМАТИЧЕСКИЕ 
ИНТЕРНЕТ РЕСУРСЫ 

 
Абдурахмонов И.Ю. 

д.б.н., ведущий научный сотрудник  
Центра Геномных Технологий ИГиЭБР 

 

Биоинформатика (вычислительная
биология) и статистическая геномика

Автор: Иброхим Абдурахмонов

 
 

2000 до н.э.
19 в. н.э.

Начало 20 в. 
н.э. 

Середина 20 
в. н.э.

1930-е
1940-е

1950-е
1970-е

1980
1980-е
1990-е
2000

Культивация
Селекционное скрещивание
Культивирование клеток
Мутагенез и селекция
Сомаклональная
изменчивость
«Спасение» гибридных
зародышей
Полиэмбриогенез
Культура пыльников
Рекомбинантная ДНК
Отбор с помощью маркеров
Геномика
Биоинформатика

Хронологический график
технологии полеводства
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 Биоинформатика – это дисциплина, для которой
используются компьютеры для хранения, выборки, 
обработки и распространения информации, 
связанной с такими биологическими
макромолекулами как РНК, ДНК и белки

 Вычислительная биология охватывает все сферы
биологии, для которых необходимы вычисления

 Ее цель – лучше понять принцип действия живой
клетки и способы ее функционирования на
молекулярном уровне

 
 
 

 1. Развитие вычислительных аппаратов и баз данных
1. программное обеспечение для анализа последовательностей
2. сравнение последовательностей из разных организмов, поиск в

базе данных последовательностей,
3. определение мотивов и закономерностей, обнаружение генов и

меток,
4. реконструкция эволюционных связей, геном
5. синтез и сравнение
6. программное обеспечение для структурного анализа
7. структурный анализ, сравнение белков и нуклеиновых кислот,
8. классификация и прогнозирование
9. программное обеспечение для функционального анализа
10. профилирование экспрессии генов, белок-белковое

взаимодействие
11. прогноз, прогнозирование субклеточной локализации белка,
12. реконструкция метаболического маршрута
13. создание и курирование биологической базы данных
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 2. Биологические знания общего характера для понимания
биологических систем

1. часто выявляются новые проблемы, для анализа которых необходимо
программное обеспечение

2. биоинформатика крайне необходима для научных исследований в сфере
фундаментальной геномной и молекулярной биологии

3. Значительное воздействие в области биотехнологий и медико-биологической
науки

4. дизайн лекарственных веществ на основе знаний
5. трехмерная структура позволяет осуществлять дизайн подходящих лигандов
6. Сократить время и расходы на разработку лекарственных средств
7. анализ ДНК в целях судебной экспертизы
8. байесовская статистика и методы на основе вероятности
9. индивидуальный медицинский уход
10. аграрные биотехнологии
11. базы данных геномов растений
12. профили экспрессии генов
13. новые сорта культур

 
 

Навыки работы на компьютере
Знание биологии
ВЛАДЕНИЕ АНГЛИЙСКИМ
ЯЗЫКОМ!!!!!!!
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Делящаяся клетка

Хромосомы

 
 

Гены

Хромосома
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Information in the wheat genome

ГЕНОМ= ОГРОМНАЯ НЕВИДИМАЯ МОЛЕКУЛЯРНАЯ
БИБЛИОТЕКА с структурированным каталогом

Химические
единицы

представлены
буквами алфавита

1700 книг 1700 книг  
 

Гибридизация или перекрестное
скрещивание пшеницы Произволь

ное
расположе-
ние
информаци
и от
каждого
родителя

Нет
контроля
над тем, 
какие из
книг
распола-
гаются
рядом друг
с другом

1700 книг

( или 1,7 млн. страниц)

1700 книг

( или 1,7 млн. страниц)

1700 книг

( или 1,7 млн. страниц)
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Оглавление в книге генов пшеницы

Исполь-
зуется для
селекции
при помощи
маркеров

1700 книг
(или 1,7 млн. страниц)

ГЕНОМИКА
 

 

На основе изменчивости в последовательности
ДНК
 Точечная мутация
 Вставка / удаление
 Перестройка

Имеется в большом количестве
Не поддается воздействию внешней среды
Можно оценивать по шкале на любом этапе
развития

Обычно нейтральный
Нет межлокусного взаимодействия
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П
О
Т
Е
Н
Ц
И
А
Л

1985 1990 1995 2000

ДНК-чип

Множественный SSRs

Усиленный полиморфизм длины фрагмента

Ген-репортер, чувствительный к супрессии
(SSRs)

метод РАПИД

Полиморфизм длины фрагмента ограничения

Полиморфизм одного нуклеотида

 
 

 Генетическое разнообразие и ДНК-генотипоскопия
 Связи между гермоплазмами
 Генетическое расстояние в сравнении с гетерозисом
 Сортовая чистота и идентификация
 Филогенетические связи

 Наследственность и картирование
 Просто унаследованные признаки
 Количественные признаки (разрез в локус
количественного признака (ЛКП)

 В качестве инструментов селекции: Селекция с
использование маркеров
 Простые признаки: конверсия линий (более быстрое
возвратное скрещивание)

 Передача множественных геномных сегментов (ЛКП)
 Пирамидирование генов
 Интрогрессия признаков из экзотической гермоплазмы
 Отбор и работа с рецессивными аллелями
 Ранний отбор

 Идентификация и выделение генов на основе маркеров
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Развитие технологии маркеров

Применение маркеров/генотипирование

Использование маркеров в селекции

Выявление локусов признаков/картирование
/оценка эффекта

Разработка маркеров

Картирование
маркеров

Последователь-
ности ДНК

Маркерные генотипы

Карты
сцепления

Оценка положения и эффекта

Количественные
и качественные
данные о
признаках

Идеи!

 
 

Геном

Хромосома

Ген

Карта сцепления

Ген
Сцепленный маркер

Сцепленный маркер

Совершенный маркер
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Молекулярная информация (для мультиплексированных
SSR маркеров)
Информация о последовательности:  
•повторение простых последовательностей
•последовательность затравок

AGAGAGAGAGAGAG
TCTCTCTCTCTCTC

ATATATATATATAT
TATATATATATATA

TGTGTGTGTGTGTG
ACACACACACACAC

Информация о длине фрагмента

Шкала маркеров генотипа

•название аллелей (на основе длины
фрагмента)
•аллелей origin of alleles

157 183 224 273 317 355
157 183 224 273 333 370

A A A A B B
A A A A A A

1 1 1 1 2 2
1 1 1 1 1 1

 
 

Молекулярная информация (для мультиплексированных
SSR маркеров)

Информация о последовательности:
повторение простых последовательностей
последовательность затравок

AGAGAGAGAGAGAG
TCTCTCTCTCTCTC

ATATATATATATAT
TATATATATATATA

TGTGTGTGTGTGTG
ACACACACACACAC

Информация о длине фрагмента

Шкала маркеров генотипа
•название аллелей (на основе длины
фрагмента)
•шкала, указывающая родительский
источник аллелей

157 183 224 273 317 355
160 183 224 160 333 370

A A A A B B
B A A B A A

1 1 1 1 2 2
2 1 1 2 1 1

1   2    1   2      1    2    1    2   1   2    1     2
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Широко используемое программное обеспечение: PAUP (филогенетический анализ на
основе парсимонии)

(http://paup.csit.fsu.edu)
PHYLOCOCCO (MAC)

… инструменты для
выведения и
интерпретации
филогенетических
деревьев

Анализ

•Молекулярная
последовательность

•Морфологические
данные

•Другие виды данных

Применение

•Максимальная
вероятность

•Парсимония

•Дистанционные
методы

Пользователи Mac, 
использующие более
современные Мас на основе
Intel должны следовать
инструкциям на этой
странице, чтобы получить
версию PAUP*, которая
будет работать на данной
платформе

Бета 10 – это самый
последний выпуск
программы. Нажмите
сюда, чтобы получить
обновление
Известно о нескольких
проблемах, связанных с
бета 10.  Мы планируем
выпустить обновление, 
чтобы решить эти
проблемы в скором
времени. Что касается
перечня проблем и
возможных их решений
– нажмите сюда

Список электронной
рассылки paupinfo был
перемещен. Чтобы
посмотреть подписаны ли
Вы на рассылку или
изменить личные
настройки пройдите по
ссылке paupinfo email list
на веб-сайт.  

Синауэр Ассошиейтс, Издательство Инк.
Сандерлэнд, Массачусетс

О программе
PAUP

Заказать

Версии

Поддержка

Часто
задаваемые
вопросы

Технический
обмен

Скачать

Известные
проблемы

Список
почтовой
рассылки

Программа PAUP* 
Версия 4

Приобретите
PAUP*

Начало
работы

Другие новости

 
 

#NEXUS
[Uzbek germplasm-complete set with 10 accession and 20SSR marker loci, filtered for no polymorphic]
begin taxa;

dimensions ntax=10;
taxlabels

GB
GT
TM1
U1
U2
U3
U4
U5
U6
U7
U8
U9
U10
;
;
end;
begin characters;

dimensions nchar=20;
format missing = 0  symbols ="12";

matrix
GB 1 1 2 1 1 2 1 1 1

1 1 2 1 2 1 1 1 2
1

GT 1 1 2 1 1 1 1 1 2
1 1 1 2 1 1 2 1 1
1

TM1 1 2 1 1 1 1 1 1 1
2 2 1 1 1 1 2 1 1
1

U1 1 1 1 1 1 2 1 1 1
1 2 1 1 1 2 2 1 1
1

U2 1 1 1 1 1 2 1 1 1
1 2 1 1 1 2 2 1 1
1

U3 1 1 1 1 1 1 1 1 1
2 2 1 1 1 1 2 1 1
1

U4 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0 2 1 1 0 0 0 0 1
1

U5 1 1 2 1 1 2 1 1 1
1 2 1 1 1 1 2 1 1
2

U6 1 1 1 1 1 1 1 1 1
2 2 1 1 1 1 2 1 1
1

U7 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0 1
1

U8 1 1 1 1 1 2 1 1 1
1 2 1 1 1 1 2 1 1
1

U9 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0 2 1 1 0 0 0 0 1
1

U10 1 1 1 1 1 1 1 1 1
2 2 1 1 1 1 2 1 1
1;

end;

begin assumptions;
options deftype = ord;

end;
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ABG704
dRpg1
iPgd1a
iEst5
ABC151a
dRcs5

ABC158

ABC179a

ABC465

ABC151b
MWG2031

ABC310b

VAtp67

ABG461a
iAcp1

Cat3

1 (7H)

KgE35M54.243

BCD175
MWG655a

MWG655e

CDO064

B15c
ABC162
HVBKASI

mVrs1
MWG503

ABC180

ABC177

MWG655b

ABC157
ABC165a
Pcr1

MWG949a

2 (2H)

cMWG691

ABC171a
ABC171b

ABG471

ABG462
PSR156a

ABG453
ABG499
KgE33M51.316

KgE35M54.104

ABC161
MWG902
ABC174
ABG495b
ABC166
iEst4
ABC172

3 (3H)

MWG634

KgE39M59.M06

mInt-c

HVM40

Phy2

ABG003a

MWG058
HVM068

ABG472

cMWG655C

iAco2
ABG366

KgE33M59.190
ABC802

KgE33M61.95

4 (4H)

MWG938
ABC801

CDO099

Ica1

ABG452

KgE33M59.222
MWG943
KgE39M59.354

KgE33M51.88

cMWG706A

ABG702a

ABC159c
MWG912

5 (1H)

KgE33M61.399
cMWG652A
KgE33M51.85

ABG458
ABC169b
ABC175
Amy1

KgE39M48-M002
KgE39M48.258
MWG934

ABG461b
M354493
iAco1
PSR156b
MWG798a

6 (6H)

ABG705a
MWG635d

ABC302a

mSrh
ABC717

mRaw1
Dhn2a
ABG003b
ABC159b
ABG712

ABG495a

ABC170c

ABG463

MWG851b

7 (5H)

0
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20
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70

80
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110

120

130

140

150

160

170

Создание карты сцеплений

http://www.kyazma.nl/index.php/mc.JoinMap/  
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Биологический признак, который скорее
показывает непрерывную изменчивость, чем
подпадание под четкие категории

Локус количественного признака (ЛКП) –
Генетический локус, который ассоциируется с
изменчивостью в таком количественном признаке

 
 

Информация о признаке

Качественные наблюдения
(например, устойчивость в сравнении с
подверженностью; твердый в сравнении с
мягким) 

Количественные наблюдения
(например, выход зерна, устойчивость к
стрессу, качество зерна, степень тяжести
заболевания)

Информация о карте
•Кодовое обозначение хромосомы
•Название маркера и гена
•Расстояние по карте
•Тестовая статистика по
количественным признакам
•Пороговые величины значимости
•Оценка расположения ЛКП
•Оценка воздействия ЛКП

+4.4 +4.9
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Определение генетической разновидности, 
объясняющей подверженность к заболеваниям
или значимости признака

I = Причинная разновидность

Свидетельство о
месторасположении гена

= Маркер

 
 

1. Исследование «гена-кандидата»
 Ассоциация
 Подходы к изменению последовательности

2. Исследование в масштабе генома
 Анализ сцеплений
 Исследование ассоциаций в масштабе генома

(неравновесие по сцеплению, картирование
неравновесия по сцеплению))
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Найдите маркерные аллели, которые связаны с
фенотипом в пределах родословной

Можно соединить разные аллели с признаком в
разных родословных

 
 

Родитель 1 Родитель 2
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Parent 1 Parent 2

Ложный пик

Генотип Расположение на карте

Т
ес
то
ва
я

ст
а
ти
ст
ик
а

Т
ес
то
ва
я
ст
ат
и
ст
и
ка

П
л
от
но
ст
ь
тр
и
хо
м

 
 

Приблизитель-
ное
расположение
ЛКП

Отдельные особи

Ф
ен
о
ти
п

Ф
ен
о
ти
п

Ф
ен
о
ти
п

Ф
ен
о
ти
п
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Анализ ЛКП: Понятие

Родители

F1

F2

F2:3





×

A B

Поколение Процедура

Альтернативы: BC1, RIL, DHLП
о
л
е

ВР[см]

210
190
203
159
206
.    
.    
171

Маркер
#  1 2 3 4 5 .. M

1  B B H H A .. A 
2  H A H A A .. H 
3  B B H H H .. A 
4  H H B B B .. H 
5  H B H H A .. B 
.  . . . . . .  . 
.  . . . . .  . .  
N  A H H H A .. A                

Л
а
б
о
р
а
т
о
р
и
я

Хромосома 1
Ш
к
а
л
а
L
O
D
 

ВР

О
ф
и
с

 
 

Анализ ЛКП: Анализ единого маркера

160

180

200

220

240

В
ы
с
о
т
а
р
а
с
т
е
н
и
я
(
с
м
)

XMC (см)

Всего

196

umc130

AA Aa aa

201 196 191

F = 6.47**

umc157

AA Aa aa

195 197 195

F = 0.48 нс
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Маркерные аллели соотносятся с
признаком на уровне популяций

Можно обнаружить ассоциацию, 
рассмотрев несвязанные особи из одной
популяции

Не обязательно означает, что маркеры
сцеплены (близко расположены к) с
генами, влияющими на признак.

 
 

Потенциальные преимущества Сцепление Ассоциация

Не требуется предварительной информации о
функции гена

+ +

Локализация в небольшом геномном участке - +

Не подвержен воздействию стратификации + -/+

Достаточно потенциала для обнаружения
общих аллелей с умеренным воздействием
(частота более редкого (минорного) аллеля
(MAFs)>5%)

-/+ +

Способность обнаружить редкий аллель
(MAFs<1%)

+ -

Имеются инструменты для анализа + +/-
Hirschhorn & Daly, Nature Rev. Genet. 2005
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Разрешение в точках излома (т.и.) 

1x1071

П
ер

и
о
д
и
сс
л
ед

о
ва
н
и
я
в
го
д
ах

5

1

АссоциацииАссоциации

1x104

Картирование
ЛКП F2

Картирование
ЛКП F2

Почти
изогенные
линии
(ПИЛ)

Почти
изогенные
линии
(ПИЛ)

Позиционное
клонирование

Позиционное
клонирование

Картирование
рекомбинантных
инбредных линий
(РИЛ) ЛКП

Картирование
рекомбинантных
инбредных линий
(РИЛ) ЛКП

 
 

Разрешение в т.и.

1x1071

О
ц
ен

ен
н
ы
е
ал

л
ел

и

>40

1

Ассоциации
в разнообразной
гермоплазме

Ассоциации
в разнообразной
гермоплазме

1x104

ПИЛПИЛ

РодословнаяРодословная

Картирование
F2 или РИЛ

Картирование
F2 или РИЛ

Позиционное
клонирование

Позиционное
клонирование

Ассоциации в узкой
гермоплазме

Ассоциации в узкой
гермоплазме
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 Оценка ассоциации нуклеотидных
полиморфизмов с фенотипом

 Естественные популяции

 Применение расширенной
рекомбинации

1,3м

1,5м

1,4м

1,8м

2,0м

2,0м

T A GA A

C G GA A

C G TA A

T A TC G

T G TA G

T G GA G

 
 

Ассоциации могут получиться из

2. Локуса, обуславливающего фенотип, 
который находится в неравновесии по
сцеплению

Сцеплен и в большой степени коррелирован

1. Локуса, обусловливающего фенотип
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Неслучайная ассоциация между аллелями
в разных локусах. Локусы находятся в НС, 
если аллели присутствуют на гаплотипах
разных пропорций, чем, как
предполагается, основаны на частоте
аллелей

Два аллеля, расположенные в НС, 
встречающиеся вместе чаще, чем
предполагается в случайном порядке

 
 

НЕРАВНОВЕСИЕ ПО СЦЕПЛЕНИЮ

Нет рекомбинации
Точки излома рекомбинации

Локус A Локус A Локус A

Л
о
ку
с

B
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1 2

Адаптировано из Rafalski (2002) Curr
Opin Plant Biol 5:94‐100.

D’=1
r2=1

6

6

Локус1

Л
о
ку
с
2

Одинаковая мутационная
история и нет рекомбинации.

Нет расширения

 
 

1 2

D’=1
r2=0.33

3

6

Локус 1

Л
о
ку
с
2

Разная мутационная история и
нет рекомбинации.

Некоторое разрешение

3

 
 



 
 

167 

 

 
 

1 2

D’=0
r2=0

3

3

Локус 1

Л
о
ку
с
2

Одинаковая мутационная история
с рекомбинацией.

Разрешение

3

3

 
 

Попарно |D’| и r2 по 45 ПОН в одном сцепленном участке

http://www.sph.umich.edu/csg/abecasis/gold/download/
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Распад неравновесия по сцеплению

Рис.  1 НС против физического расстояния между ПОН.  По каждому
расстоянию между основными ПОН (Таблица1), мы выбираем ПОН с самым
большим числом копий минорных аллелей для сравнения с ПОН на других
расстояниях. При данном расстоянии, все сравнения независимы. a. Средние
значения ID'I по каждому пространственному разрыву (‘Данные': пунктирная
линия отмечает 25‐ и 75‐ процентные линии), в сравнении с прогнозом 2 на
основе симуляций (см.  Методы).  Значения ID'I  для более коротких
физических расстояний были рассчитаны в пределах отрезков непрерывно
построенных последовательностей ДНК,  содержащие как минимум два
ПОН, и выбираются два наименее минорных аллеля. 

Сравнения несцепленные маркеры можно получить путем
сравнения ПОН в отсеке 40 т.п.н. в каждом ряду Таблицы 1  тех, 
которые находятся в следующем ряду.  b.  с.  Доля значений ID'I 
больше 0.5 (b) и соотношение значительных (P< 0.05) ассоциаций (c) 
между двумя ПОН,  разделенных данным расстоянием {как
оценивается при помощи критерием отношения правдоподобия). 
Столбики указывают 95%  интервалы центрального contdence. 
Показано количество точек начала отсчета.

Расстояние между ПОН (т.и.)
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Несцепленные

Предварительные
прогнозы

Данные

Расстояние (т.и.)

Расстояние (т.и.

Д
о
ля

|D
’|
, г
д
е
s>
0.
5 

Д
о
л
я
в
Н
С
(p
<0
.0
.5
) 

У
зк
и
й

д
и
ап
аз
о
н

У
зк
и
й

д
и
ап
аз
о
н

Н
ес
ц
еп

ле
н
н
н
ы
е

Н
е
сц
еп

л
е
н
н
ы
е

 
 

Арабидопсис

Ячмень

Регион FRI

Расстояние в т.п.н.

Генетическое расстояние

Генетическое расстояние
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Значения Rsq пар SSR представлены на
графике для сравнения с имеющейся
картой

Чтобы понять распад НС, мы построили
график значений Rsq в расстоянии в
сравнении с расстоянием на карте

Сорт

На основе этих графиков:
Распад НС происходит в пределах 50 см, 
при R2<0.1 на панели сортообразца
Мы наблюдали значительный распад НС в
пределах 30 см, при R2<0.1, на панели
экзотического образца
Распад в масштабе генома наблюдался в
пределах 20 см, при R2<0.2 как в
сортообразце, так и экзотическом
образце, что предполагает общие
размеры блоков НС в хлопке.

Среднее значение Rsq на см

Генетическое расстояние, см

R
sq

fr
o
m
 g
en

o
m
e
‐w

id
e 
LD

 a
n
al
ys
is

Несцепленные маркеры

Несцепленные маркеры

Среднее значение на см

Генетическое расстояние, см

R
sq

и
з
ан

ал
и
за

Н
С
в
р
аз
р
ез
е
вс
ег
о
ге
н
о
м
а

 
 

 Степень НС высоко изменчива в разрезе генома
 Еще нет полного понимания определяющих факторов НС.
 Факторы, которые предположительно влияют на НС

 Дрейф генов
 Рост популяции
 Примешивание или миграция
 Отбор
 Изменчивые нормы рекомбинации
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Прямая ассоциация
 Рассматриваемый аллель сам участвует в
фенотипе

Косвенная ассоциация
 Сам аллель не участвует, но при помощи НС с
функциональным вариантом

Мнимая ассоциация
 Факторы смешения(например, стратификация
популяции)

 
 

Анды США
G TG G G G TT T G T T

P=0.04

GT

P<<0.001

T G

Эти нефункциональные ассоциации могут учитываться путем оценки
структуры популяции с использованием произвольных маркеров.
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 Структурная ассоциация (Pritchard et al., 2000)
 Обнаружение структуры из набора несцепленных
маркеров, т.е. назначить вероятность родословной из k 
популяций каждой особи, а затем вести их контроль.

 
 

Комбинированное сцеплении и НС
Обобщенные одномерные модели
 Смешанная модель (Yu et al. 2006)
 Байесовский подход
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Фенотип = Постоянный коэффициент + ПОН + Популяция + Полиген

Смешанная модель SAS (Гаэль Прессуар)

Связь

0
1
2

СТРУКТУРА

 
 
 

TASSEL: http://www.maizegenetics.net
STRUCTURE: http://pritch.bsd.uchicago.edu/software.html
SPAGEDI: http://ebe.ulb.ac.be/ebe/Software.html
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Маркеры ДНК
Автоматизация
Библиотеки искусственных
хромосом бактерий (BAC) и
дрожжей (YAC)
База данных об
экспрессирующихся
маркёрных
последовательностей
Обратная генетика
ДНК-чипы

Элитная гермоплазма
Селекционные популяции
Банк гермоплазмы
Дикорастущие сородичи
Местные сорта
Трансгеника

Генотипоскопия
Генетическое
картирование

Изолирование гена
Сравнительное
картирование

Пирамидирование
генов

Новые
стратегии
СПМ

ТЕХНОЛОГИИТЕХНОЛОГИИ

ГЕРМОПЛАЗМАГЕРМОПЛАЗМА

ПРИМЕНЕНИЕПРИМЕНЕНИЕ

 
 

Селекция при помощи маркеров

Традиционный селекционный подход Молекулярный селекционный
подход

селекционных
линий

селекционных
линий

Полевые
испытания

Увеличение
семян

Коммерческий
выход 4-х
сортов

Год

Год

Год

Год

Год

Коммерческий
выход 4-х или
5-и сортов

Увеличение семян

Полевые испытания

Анализ на основе
молекулярных маркеров

 
 

 


