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гены mobB и mobD полностью перекрываются с последовательностью гена mobA, в то 
время как ген mobC перекрывается геном mobA только частично (11 п.н.). Определены 
размеры генов мобилизации плазмиды pAH 36-4CPA: mobA pAH 36-4CPA составляет 
1497 п.н., mobB - 489 п.н., mobD - 216 п.н., mobC – 324 п.н.  
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Резюме 
Новая плазмида деградации ксенобиотиков, была выделена из штамма  

Citrobacter hydrophila IBRB-36-4CPA. Длина плазмиды составляет 5217 п.н. 
Репликационный регион плазмиды pAH 36-4CPA гомологичен репликонам ColE1-типа 
и кодирует последовательности РНКI и РНКII. Плазмида содержит четыре гена 
мобилизации mobCABD. Последовательности генов mobB и mobD перекрываются 
геном mobA. 

 
A new D-plasmid pAH 36-4CPA with a size of 5217 bp had been isolated from the 

Citrobacter hydrophila strain IBRB-36-4CPA. The origin of replication of pAH 36-4CPA 
homologous to ColE1-type plasmid. The replication region of the plasmid encodes a primer 
RNAI and countertranscript RNAII. The plasmid pAH 36-4CPA consists of four mobilization 
genes, mobCABD. The mobB and mobD genes entirely overlap with the mobA gene.  
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ПЕРЕВІРКА ЕФЕКТИВНОСТІ ЗАСТОСУВАННЯ ІSSR-МАРКЕРІВ У 

ВИВЧЕННІ ГЕНОМУ БУРЯКА ЦУКРОВОГО  
 

Цукровий буряк – є однією з найбільш поширених сільськогосподарських 
культур, основними напрямками використання якої є виробництво цукру та спирту, в 
зв’язку з чим, врожайність (врожай коренеплодів), якість ( вміст сахарози і чистота 
соку) та стійкість до хвороб є основними господарсько цінними ознаками, на які в 
першу чергу звертає увагу селекціонер при створенні нових ліній та гібридів, оскільки 
саме вони формують економічний внесок у ефективність виробництва цукру та 
продуктів його переробки [1]. Сучасний рівень ефективної та інтенсивної селекції будь-
якої сільськогосподарської культури не можливо уявити без залучення молекулярно-
генетичних методів, а особливо молекулярно-генетичних маркерів, оскільки вони, на 
відміну від морфологічних ознак-маркерів, перекривають весь геном рослини, а їх 
прояв не залежить від впливу на рослину умов оточуючого середовища в процесі її 
росту та розвитку. 

Проведений аналіз літературних джерел свідчить про відносно невелику 
кількість статей, присвячених питанню використання молекулярно-генетичних 
маркерів (як білкових, так і ДНК-маркерів) в аналізі геному буряка цукрового в 
порівнянні з іншими сільськогосподарськими культурами: ячмінь, пшениця, кукурудза, 
соя тощо. Усі ці напрямки зводилися до наступних:  
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а) маркування певних генів господарсько-цінних ознак: генів стійкості до 
нематод [2-3], генів формування коренеплодів [4], генів стійкості до різоманії тощо [5-
6]; б) ідентифікація чужинного генетичного матеріалу в геномі ліній та гібридів буряка 
цукрового, що передано в його геном від споріднених диких видів B.procumbens, 
B.webbiana, B.patellaris, B.nana [3, 7]; в) побудова карт зчеплення [8-10]; г) 
встановлення філогенетичних зв’язків між дикими, культурними видами та видами 
бур’янів, що належать до роду Beta [11]; д) аналіз міжлінійного, внутрішньо лінійного 
та міжсортового поліморфізму буряка цукрового та дикоростучих співродичів цієї 
культури (RAPD методом [12]; AFLP [1, 13]; SSR-ПЛР [14-16]). 

Крім того, цікавим виявився той факт, що в жодній з проаналізованих робіт 
щодо аналізу рослинного матеріалу буряка цукрового не використовували метод ІSSR-
ПЛР, що дозволяє аналізувати міжмікросателітні послідовності, оскільки праймери, що 
використовуються у цьому методі, складаються з тандемних коротких нуклеотидних 
повторів та одного (або більше) селективного нуклеотиду на 3’-кінці праймера. 
Мікросателітні послідовності оточують багато генів та можуть бути використані як 
лінкерні послідовності до них. ISSR-маркери не потребують попередньої інформації 
про послідовність, що планується ампліфікувати, мають високу точність і 
відтворюваність результатів та характеризуються домінантним типом успадкування. В 
зв’язку з цим, метою даної роботи було з’ясувати можливість використання методу 
ISSR-ПЛР для аналізу геному буряка цукрового. 

Матеріали і методи 
Матеріалом для аналізу слугували рослини гібридів (BII 360, BII 824, BII 302) з 

колекції Верхняцької ДСС, 20-30 з яких брали для проведення аналізу. Екстракцію 
ДНК проводили з проростків буряка цукрового за допомогою СТАВ методу [17]. ПЛР 
аналіз ІSSR маркерів проводили по методиці ампліфікації SSR маркерів з 
температурою обпалення 50оС [18]. Розділення продуктів ампліфікації проводили у 2% 
агарозному гелі з наступною візуалізацією продуктів ампліфікації в ультрафіолетовому 
світлі з використанням бромистого етидію. Для проведення роботи було відібрано 
довільно 34 ISSR праймери (таблиця 1), що показали ефективність їх застосування при 
аналізі злакових культур [19].  

Результати і обговорення. 
Проведена робота складалася з двох основних етапів. На першому етапі 

досліджувалася можливість ідентифікації міжгібридного та внутрішньо гібридного 
молекулярно-генетичного поліморфізму у досліджених рослин за допомогою ISSR-
ПЛР методу. На наступному етапі, в разі якщо такий поліморфізм було ідентифіковано, 
перевіряли стабільність прояву певних ампліконів, шляхом кількаразового повторення 
ампліфікації з цим же праймером та на цьому ж рослинному матеріалі. 

Таблиця 1.  
Перелік послідовностей ISSR праймерів, що було використано в дослідженні 
назва послідовність назва послідовність 
ISSR 1  GA GA GA GA GA GA GA GA GA C ISSR 18  GA GA GA GA GA GA GA GA T 

ISSR 2 GGA GAG GAG AGG AGA ISSR 19  AG AG AG AG AG AG AG AG G 

ISSR 3 GAC AGA CAG ACA GAC A ISSR 20  AG AG AG AG AG AG AG AG T 

ISSR 4 
GA GA GA GA GA GA GA GA 

ISSR 21  
AG AG AG AG AG AG AG AG CT 

ISSR 5 TG TG TG TG TG TG TG TG G ISSR 22 AG AG AG AG AG AG AG AG TA 

ISSR 6 AC AC AC AC AC AC AC AC T ISSR 23  G AG AG AG AG AG AG AG ATC 

ISSR 7  TC TC TC TC TC TC TC TC G ISSR 24  AG AG AG AG AG AG AG AG YC 

ISSR 8 TC TC TC TC TC TC TC TC C ISSR 25  CA CA CA CA CA CA CA CA RG 

ISSR 9 AG AG AG AG AG AG AG AG C ISSR 26  GT GT GT GT GT GT GT GT YA 

ISSR 10  GGG TG GGG TG GGG TG ISSR 27  AC AC AC AC AC AC AC AC YT 

ISSR 11  GA GA GA GA GA GA GA GA CC ISSR 28  AC AC AC AC AC AC AC AC YA 

ISSR 12  AG AG AG AG AG AG AG AG TC ISSR 29 CT CT CT CT CT CT CT CT CT G 
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Рис. 2. Приклад ISSR праймеру з 
середнім рівнем поліморфізму (ISSR 13)

ISSR 13  TG TG TG TG TG TG TG TG A ISSR 30  AGC AGC AGC AGC AGC AGC T 

ISSR 14  AC AC AC AC AC AC AC AC G ISSR 31  CTC CTC CTC CTC CTC CTC A 

ISSR 15  AC AC AC AC AC AC AC AC C ISSR 32  GAG GAG GAG GAG GAG GAG C 

ISSR 16  GT GT GT GT GT GT GT GT C ISSR 33  ACC ACC ACC ACC ACC ACC G 

ISSR 17  GA GA GA GA GA GA GA GA C ISSR 34  AGC AGC AGC AGC AGC AGC G 

В результаті проведеної роботи було відібрано 19 праймерів, що 
характеризувалися стабільним проявом ампліконів, отриманих в наслідок ПЛР: ISSR 1-
3, ISSR 5-6, ISSR 8-9, ISSR 11-15, ISSR 19-22, ISSR 25, ISSR 28, ISSR 31. В цей список 
потрапили 6 з 7 праймерів, що мали в своєму складі динуклеотидний повтор (AG)n 
ISSR 9, ISSR 12, ISSR 19-22, при чому ISSR 24, що не показав чітких стабільних 
ампліконів, мав в якості якірної послідовності модифікований нуклеотид, що може 
пояснити його неефективність при аналізі геному буряка цукрового. Ефективними 
виявилися 4 з 5 ISSR праймерів (ISSR 6, ISSR 14-15, ISSR 28) з динуклетидним 
повтором (AС)n, неефективність ISSR27 можна пояснити тими ж причинами, що і 
ISSR 24. Два праймери з (ТG)n повторами ISSR 5 і ISSR 13 виявилися більш 
придатними для аналізу геному буряка цукрового, ніж два праймери з (GТ)n повторами 
ISSR 16 і ISSR 26. З шести праймерів, що були носіями динуклетидного повтору (GA)n 
лише два праймери ISSR 1 і ISSR 11 виявилися ефективними, загальною їх 
характеристикою була наявність селективного нуклеотидів на 3’-кінці –С і –СС 
відповідно. Серед вивчених 8 праймерів з три- та тетрануклеотидними послідовностями 
лише 3 показали свою ефективність: ISSR 2 (GGA)n, ISSR 3 (GACA)n та ISSR 31 
(TCC)n.  

Серед проаналізованих маркерів були високополіморфні (на приклад ISSR 14-15 
та ISSR  19), що давали можливість виявити в електрофоретичному спектрі продуктів 
ампліфікації більш ніж 20 ампліконів (рис. 1), низькополіморфні (ISSR 5-6, ISSR 8-9), 
що мали 6 ампліконів і менше (рис. 1), а також маркери з середнім рівнем поліморфізму 
ISSR 12-13, ISSR  22 (рис. 2). 

 
а 

 
б 

Рис. 1.  Приклад високополіморфного (а, ISSR 19) та низькополіморфного (б, ISSR 5) 
спектру продуктів ампліфікації 

 
В цілому проведена робота показала 
придатність використання методу ISSR-ПЛР 
для аналізу геному буряка цукрового, але 
цьому аналізу має передувати велика 
попередня робота з підбору відповідних 
праймерів, оскільки в нашому дослідженні 
лише 56% проаналізованих праймерів 
виявилися придатними для подальшого 
використання в молекулярно-генетичному 
аналізі геному буряка цукрового з метою 
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паспортизації гібридів та ліній цієї культури, маркування та ідентифікації певних 
генів тощо. Найбільш ефективними виявилися праймери з динуклеотидними 
повторами (AG)n, (AС)n та (ТG)n, меншу ступінь ефективності мали праймери з три 
та тетрануклеотидними повторами. 
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Резюме 
Проведенная работа показала эффективность использования метода ISSR-ПЦР 

для анализа генома сахарной свеклы. Из 34 использованных ISSR праймеров к ди-, три- 
и тетрануклеотидным повторам 19 оказались пригодными к дальнейшему 
использованию в молекулярно-генетической работе. Наиболее эффективными 
оказались праймеры с динуклеотидными повторами (AG)n, (AС)n и (ТG)n. 
 

Проведена робота показала ефективність застосування методу ISSR-ПЛР для 
аналізу геному буряка цукрового. З 34 використаних ISSR праймерів до ди-, три- та 
тетрануклеотидних повторів 19 виявилися придатними для подальшого використання в 
молекулярно-генетичній роботі. Найбільш ефективними виявилися праймери з 
динуклеотидними повторами (AG)n, (AС)n та (ТG)n. 
 

Present work showed the efficiency of ISSR-PCR method for analysis of sugar beet 
genome. Among 34 ISSR to di-, tri-, and tetra-nucleotide repeats, applied in present work 19 
appeared to be suitable for further molecular genetic investigation. The most effective primers 
were primers with di- nucleotide repeats (AG)n, (AС)n та (ТG)n. 
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ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЙ АНАЛИЗ ОСОБЕННОСТЕЙ  АРГ-Х ПРОТЕОЛИЗА 

В  ПРОТЕОМЕ ГЕНОМА ПРО- И ЭУКАРИОТИЧЕСКИХ КЛЕТОК 
 

Старая догма молекулярной биологии, согласно которой то, что справедливо 
для кишечной палочки, справедливо и для слона (афоризм Ж. Моно) сейчас 
подвергается пересмотру  [1]. В 1990г  вышла статья Гюнтер Альбрехт-Бюлера 
(Gunter Albrecht-Buehler) [см 2] о том, что цитоплазма клетки высоко 
структурирована, разделена мембранами и вся пронизана нитями цитоскелета, с этой 
точки зрения внутриклеточные реакции более адекватно может описывать только 
надмолекулярная химия иммобилизованных ферментов, где уже интегрированы 
взаимодействия многих макромолекул. Как известно основой жизни являются 
линейные гетерополимеры – нуклеиновые кислоты и белки. Многократное 
сокращение  линейных размеров ДНК происходит таким образом, что общая 
протяженность 2м геномной ДНК средней эукариотической клетки упаковывается в 
ядре, диаметр которого составляет 8-10мкм, при сохранении доступности 
определенных участков ДНК для регуляторных факторов и ферментов транскрипции 
[3]. Что касается бактериальной клетки, то её геном упаковывается в диапазоне 1,1-
1,5×2,5-6,0мкм [4]. По мнению  С.В. Разина [3] крупномасштабная пространственная 
организация ДНК в геноме эукариотической клетки играет важную роль в работе 
эпигенетических механизмов, является достаточно сложной, далеко не случайной и 
происходит в несколько этапов: накручивание ДНК на нуклеосомы; компактизация 
нуклеосомной нити с образованием так называемой 30 нм фибриллы; сворачивание 
30 нм фибриллы в гигантские петли закрепленные на белковой скелетной структуре 
ядра – ядерном матриксе. Вся изложенная схема упаковки ДНК в клеточном ядре, как 
показали экспериментальные данные, не может быть единообразной [5]. Каковы 
уровни упаковки бактериальной ДНК нам пока мало что известно. В связи с этим 


