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Поли мор физм нук лео тид ных 
пос ледова тель ностей ге нов,  

де тер ми нирую щих  
виру лен тность  

энтомопато ген ного гриба  
Beauveria bassiana 

На ос но ве ана ли за нук лео тид ных пос ле до ва тель ностей ин ду ци
бель ных ге нов гри ба Beauveria bassiana, участ вую щих в па то ге не зе 
ми ко зов на се ко мых, бы ли по доб ра ны прай ме ры, ис поль зо ван ные для 
ге но ти пи ро ва ния трёх близ ко ро дст вен ных штам мов раз но го проис
хож де ния. Боль шинс тво пос ле до ва тель ностей ге нов трёх штам мов 
име ли го мо ло гию на уров не 98100%, од на ко сик венс участ ка ге
на, ко ди рующе го сек ре ти руемую ли па зу (Slip), ока зал ся зна чи тель
но бо лее по ли мо рф ным (го мо ло гия 8990%). Ис поль зо ва ние дан но го 
ло ку са в ка че ст ве биогеог ра фи чес ко го мо ле ку ляр но го мар ке ра поз
во ли ло чет ко диф фе рен ци ро вать штам мы, раз ли чающиеся по проис
хож де нию.

Клю че вые сло ва: Beauveria bassiana, ге не ти чес кий по ли мор физм, 
мо ле ку ляр ный мар кер, сек ре ти руемая ли па за.
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Polymorphism of nucleotide se-
quences of genes that determine 

the virulence of entomopatho-
genic fungus Beauveria bassiana

It has been selected primers used for genotyping of three closely re
lated Beauveria bassiana strains of different origin based on the analy
sis of nucleotide sequences of the inducible genes of the fungus that are 
involved in the pathogenesis of fungal infections of insects. Most of the 
sequences of genes of the three strains had homology at the level of 98
100%, but the phase sequence of the gene encoding the excreted lipase 
(Slip), were significantly more polymorphic (homology 8990%). The use 
of this locus as a biogeographic molecular marker allowed to clearly dif
ferentiate strains of differing origin. 
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Нук лео тид ті поли мор физм нің 
ген тіз бегі нің Beauveria  

bassiana энтомопато ген ді  
саңырауқұ лақ тың 

уыттылығына әсері

Бу нақ де не лі лер ми коз ды па то ге не зі не қа ты са тын B. Bassiana са
ңы рауқұ ла ғы ның ин ду ци бель ді ген да ры ның нук лео тид ті жүйелі лі гін 
тал дау не гі зін де шы ғу те гі әр түр лі туыс ты ғы жа қын үш штамм ды 
ге но тип теу үшін қол да ны ла тын прай мер ле рі рік тел ді. Үш штамм ның 
көп ші лік ген де рі нің жүйелі лі гі нің го мо ло гиясы 98100% дең ге йін
де бол ды, алай да, ли па за ны код тайт ын тең учас ке сі нің сик вен сі аса 
по ли мо рф ты бо лып шық ты (го мо ло гия 8990%). Бұл ло кус ты био
геог ра фия лық мо ле ку ла лы мар кер ре тін де қол да ну шы ғу тек те рі бо
йын ша ажы ра ты ла тын штамм дар ды нақ ты диф фе рен циация лау ға 
(са ра лауға) мүм кін дік бе ре ді.

Тү йін  сөз дер: Beauveria bassiana, ге не ти ка лық по ли мор физм, мо
ле ку ла лық мар кер, бө лі ніп шы ға ры ла тын ли па за
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Введение 

Од ним из важ ней ших воп ро сов в па то ло гии чле нис то но гих 
яв ляет ся поз на ние ос нов ных фак то ров, оп ре де ляющих ви ру ле-
нт ные свой ст ва па то ге нов. В пол ной ме ре это от но сит ся и к эн-
то мо па то ген ным гри бам. С прик лад ной точ ки зре ния раск ры тие 
ос нов ных ме ха низ мов па то ге не за и ге нов, за них от ве чаю щих, 
с од ной сто ро ны обес пе чи вает воз мож нос ть конс труиро ва ния 
штам мов-про ду цен тов ми ко ин сек ти ци дов, сба лан си ро ван ных 
по ос нов ным приз на кам, в ко неч ном ито ге оп ре де ляющим эф-
фек тив нос ть пре па ра тов [1], с дру гой сто ро ны, ре ше ние этой 
за да чи мо жет обес пе чить на деж ное мар ки ро ва ние перс пек тив-
ных при род ных штам мов-про ду цен тов.

В пос лед нее вре мя дос тиг нут зна чи тель ный прог ресс в изу-
че нии мо ле ку ляр ных и биохи ми чес ких де тер ми нант ви ру ле нт-
нос ти эн то мо па то ген ных гри бов [2]. По лу че ны нук лео тид ные 
пос ле до ва тель ности ге но мов и транск рип то мов не ко то рых эн-
то мо па то ген ных ана мо рф ных ас ко ми це тов. В част нос ти, изу-
че ны транск рип том ные пу лы гри ба Beauveria bassiana, при 
раз ви тии на раз ных тка нях не ко то рых ви дов на се ко мых [3]. 
Срав ни тель ный ге ном ный ана лиз B. bassiana и Metharisium 
roberstii про де мо нс три ро вал, что су ще ст вует от но си тель ная 
го мо ло гия меж ду ме ха низ ма ми, обес пе чи вающи ми ви ру ле нт-
нос ть этих гри бов, но от дель ные осо бен нос ти мо ле ку ляр ных 
и биохи ми чес ких про цес сов, а так же кле точ ные ст рук ту ры, 
вов ле чен ные в про цесс за ра же ния, иног да су ще ст вен но раз-
ли чают ся. Бла го да ря этим исс ле до ва ниям най де ны и опи са ны 
фер мен ты, вов ле чен ные в дег ра да цию ку ти ку ляр но го барь ера 
(хи ти на зы, про те азы, ли па зы), сек ре ти руемые ток си чес кие 
ме та бо ли ты (ща ве ле вая кис ло та, ба ве ри цин, оос по рин и др.), 
ме ха низ мы ст рес со во го от ве та (в кон текс те ин фи ци ро ва ния), 
сиг нальные и транск рип цион ные пат тер ны ре гу ля ции па то ге-
не за [4]. Хо ро шо из ве ст но, что про цесс за ра же ния на се ко мых 
гри ба ми предс тав ляет се рию скоор ди ни ро ван ных про цес сов, 
вк лю чающих поиск и рас поз на ва ние по тен циаль ных хо зяев, 
обус лов лен ный, преж де все го хи ми чес ким ком по нен там эпи ку-
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Поли мор физм нук лео тид ных пос ледова тель ностей ге нов, де тер ми нирую щих виру лен тность энтомопато ген ного ...

ти ку лы, раз ру ше ние про ку ти ку лы, преодо ле ние 
внеш них и внут рен них пас сив ных и ак тив ных 
за щит ных барьеров, пот реб ле ние дос туп ных пи-
та тель ных ве ще ств, расп рост ра не ние с по ве рх-
нос ти ас си ми ли ро ван но го хо зя ина.

На на чаль ной ста дии за ра же ния на се ко мо-
го ин фек цион ная ги фа гри ба, про рас тающая 
из по пав шей на ку ти ку лу ко ни дии, фор ми рует 
спе ци али зи ро ван ную ин фек цион ную ст рук ту-
ру (апп рес со рий), поз во ляющую рас ту щей ги-
фе про ни кать че рез на руж ные пок ро вы хо зя ина. 
Фор ми ро ва ние апп рес со риев эн то мо па то ген ны-
ми гри ба ми мо жет сти му ли ро вать ку ти ку ляр ная 
сиг нальная сис те ма на се ко мых [5]. 

Зна чи тель ная час ть ме ха низ мов раз ру ше ния 
ку ти ку ляр ных ли пи дов эн то мо па то ген ны ми гри-
ба ми до сих пор не изу че на, од на ко, ге ном ные 
исс ле до ва ния поз во ляют выя вить раз нооб ра зие 
сек ре ти руемых ли паз и су ще ст во ва ние пу тей ус-
воения уг ле во до ро дов. У B. bassiana пот реб ле-
ние уг ле во до ро дов проис хо дит че рез β-окис ле-
ние, спе ци фи чес кий путь ка та бо лиз ма жир ных 
кис лот, в ко то рый вов ле че на сис те ма ци тох ро ма 
P450, предс тав лен ная, по край ней ме ре, вось мью 
ге на ми ци тох ро ма Р450 с по тен циаль ной спе ци-
фич ностью к уг ле во до ро дам, а так же три ли па зы 
и зна чи тель ное чис ло ка та лаз [6].

Изу че ние эксп рес сии ге нов поз во ли ло пред-
по ло жить вов ле чен ность всех ге нов, про ду ци-
рую щих ци тох ром P450, но в нас тоящее вре-
мя уда лось подт вер дить ак тив ность и зна че ние 
толь ко од но гоиз них – BbCYP52X1 [7]. Ген но-
мо ди фи ци ро ван ный штамм с вык лю чен ным 
ге ном CYP52X1 об ла дал по ни жен ной ви ру ле-
нт нос тью при раз ме ще нии на ку ти ку ле на се ко-
мо го-хо зя ина, но при инъек ции в ге мо цель, ког-
да ку ти ку ляр ный барь ер был прой ден, ор га низм 
раз ви вал ся нор мально. Этот экс пе ри мент про де-
мо нс три ро вал, что дан ный фер мент необ хо дим 
для про хож де ния че рез пок ро вы на се ко мо го. 
Еди нич ные му та ции в дру гих ге нах ци тох ро ма 
не при во ди ли к сни же нию ви ру ле нт нос ти.

Как толь ко ин фек цион ная ги фа B. bassiana 
про ни кает в ге мо цель она пре тер пе вает мор фо-
ло ги чес кие из ме не ния, поз во ляющие ей произ-
во дить од нок ле точ ные блас тос по ры. Ак ти ва ции 
им мун ных реак ций на се ко мых, та ких как фе но-
лок си даз ная сис те ма, пре пя тс твуют ток си чес кие 
ме та бо ли ты гри ба. Эта си ту ация усу губ ляет ся 
нес по соб ностью за щит ных сис тем хо зя ина рас-
поз на вать ин фек цион ные клет ки [7]. В пос лед-
нем слу чае, из бе га ние фа го ци то за при им мун ном 
от ве те свя за но с приоб ре те нием эн то мо па то-
ген ны ми гри ба ми ре зис тент нос ти к поч вен ным 

аме бам. Это ука зы вает на то, что раз лич ные 
при род ные адап та ции в но вых ус ло виях мо гут 
приоб ре тать но вое зна че ние и фор ми ро вать но-
вые свой ст ва ор га низ ма, так в расс мот рен ном 
при ме ре, пер во на чаль но за щит ные ме ха низ мы в 
пос ледс твии пе ре хо дят в ме ха низ мы па то ге не за.

Мы пред по ло жи ли, что ге ны, свя зан ные с 
ви ру ле нт нос тью эн то мо па то ген ных гри бов, об-
ла дают по вы шен ной му та ци он ной ак тив ностью 
в свя зи с ла биль ностью прояв ле ния соот ве тс-
твую щих приз на ков, и мо гут быть ис поль зо ва-
ны,в том чис ле, как биогеог ра фи чес кие мар ке ры 
внут ри ви до во го ге не ти чес ко го по ли мор физ ма.

В рам ках дан но го исс ле до ва ния на ми бы-
ла предп ри ня та по пыт ка поис ка по ли мо рф ных 
мо ле ку ляр ных мар ке ров для ге но ти пи ро ва ния 
штам мов гри ба B. bassiana, ос но ван ных на ана-
ли зе ге ном ных дан ных. 

Ма те ри алы и ме то ды

С целью поис ка по ли мо рф ных мо ле ку ляр-
ных мар ке ров бы ли ис поль зо ва ны по лу чен ные 
ра нее и на хо дя щиеся в пуб лич ном дос ту пе биб-
лиоте ки нук лео тид ных пос ле до ва тель ностей 
ге нов ((http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/
ADAH00000000), в том чис ле диф фе рен циально 
эксп рес си рующих ся на ис ку сст вен ных субс тра-
тах, мо де ли рую щих взаимо дей ст вие па ра зи та 
с ку ти ку лой и с ге мо целью на се ко мо го-хо зя-
ина ((http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.
cgi?acc=GSE32699). Из этой биб лиоте ки бы ли 
выб ра ны ге не ти чес кие сис те мы, иден ти фи ци-
ро ван ные на ос но ва нии биоин фор ма ци он но го 
ана ли за как по тен циальные фак то ры ви ру ле нт-
нос ти, на коп ле ние му та ци он ных из ме не ний в 
ко то рых наибо лее ве роят но при фор ми ро ва нии 
гап ло ти пов, ас со цииро ван ных с раз ным уров-
нем ви ру ле нт нос ти у близ ко ро дст вен ных штам-
мов од ной фи ло ге не ти чес кой ли нии. Пос ле до ва-
тель ности вы рав ни ва ли с по мощью ал го рит ма 
ClustalW, это обес пе чи ва ло на хож де ние кон сер-
ва тив ных и по ли мо рф ных участ ков под хо дя щих 
для конс труиро ва ния прай ме ров с раз лич ным 
уров нем спе ци фич нос ти. По лу чаемые прай ме ры 
долж ны соот ве тс тво вать оп ре де лен ным тре бо-
ва ниям:

1) Дли на прай ме ра долж на на чи нать ся от 18 
п.н и вы ше во из бе жа ние амп ли фи ка ции нес пе-
ци фи чес ких фраг мен тов; 

2) Тем пе ра ту ра плав ле ния прай ме ра не долж-
на пре вы шать тем пе ра ту ру оп ти му ма элон га ции 
ис поль зуе мой по ли ме ра зы. Для оп ти ми за ции ла-
бо ра тор ных ра бот при ня то ре ше ние конс труиро-
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вать прай ме ры с оди на ко вой тем пе ра ту рой плав-
ле ния – 60°С;

3) Нук лео тид ная пос ле до ва тель ность прай-
ме ра долж на обес пе чи вать не воз мож нос ть об ра-
зо ва ния его ди ме ров как с са мим со бой, так и с 
об рат ным прай ме ром;

4) Со дер жа ние G/C- ос но ва ний долж но быть 
в ин тер ва ле 40-60%;

5) Для обес пе че ния наи луч ше го от жи га пять 
пос лед них нук леоти дов на 3’ – кон це прай ме ра 
долж ны со дер жать не ме нее 2 и не бо лее 3 G или С.

До пол ни тель ным тре бо ва нием слу жи ло на-
ли чие инт ро нов во флан ки руемых прай ме ра ми 
участ ках нук лео тид ных пос ле до ва тель ностей 
для бо лее тща тель но го конт ро ля экст рак тов РНК 
на на ли чие кон та ми на ции ДНК: пос ле амп ли фи-
ка ции ко пии, об ра зо вав шиеся на ДНК мат ри це, 
бу дут длин нее из-за на ли чия инт ро нов, ко то рые 
во фраг мен тах, ко пи рующих мРНК (кДНК) бу-
дут от су тс тво вать, в ре зуль та те их уда ле ния в 
про цес се пост транск рип цион ной мо ди фи ка ции 
РНК (сп лай син га мРНК).

Конс труиро ва ние прай ме ров с за дан ны ми 
ха рак те рис ти ка ми осу ще ст вля лось с по мощью 
прог рам мы Primer3. Для уточ не ния диапа зо на 
спе ци фич нос ти, а так же оцен ки кор рект нос ти 
по лу чен ных оли го нук лео тид ных пос ле до ва тель-
ностей вы пол не на их про вер ка ме то дом PCR in 
silico в прог рам ме PrimerBlast.

Для ПЦР с сконст руио ван ны ми прай ме ра ми 
ис поль зо ва ли сле дующую прог рам му амп ли фи-
ка ции: на чаль ная де на ту ра ция – 95 °С 180 сек, 
де на ту ра ция – 95 °С 30 сек, от жиг – 54 °С 30 сек, 
элон га ция – 72 °С 60 сек. (пос лед ние три эта па 
пов то ря лись 30 раз), фи наль ная элон га ция – 72 
°С 300 сек, да лее тер ми на ция ох лаж де нием до 12 
°С. При вы бо ре дли тель ности элон га ции ру ко-
во дс тво ва лись дли ной амп ли фи ци руемо го фраг-
мен та из рас че та 2000 н.о. за 60 сек.

По лу чен ные про дук ты ПЦР под вер га ли 
элект ро фо ре зу в 1% ага роз ном ге ле при 100 V 
в те че ние 40 мин, в ка че ст ве бу фе ра ис поль зо-
ва ли 0,5×TBE. Для ок ра ши ва ния ге ля ис поль зо-
ва ли бро мис тый эти дий (0.5 мкг/мл). В ка че ст ве 
шаб ло на для из ме ре ния дли ны фраг мен та ис-
поль зо ва ли мар кер Generuler 100 bp DNA Ladder 
(Thermo Scientific). Ви зу али за цию и до ку мен ти-
ро ва ние ре зуль та тов элект ро фо ре за про во ди ли 
с по мощью ChemiDoc™ MP System (Bio-RAD), 
участ ки ге ля, со дер жа щие спе ци фи чес кие про-
дук ты, вы ре за ли скаль пе лем и за мо ра жи ва ли 
для пос ле дующей очист ки. 

Для очист ки амп ли ко нов ис поль зо ва ли про-
то кол, пред по ла гающий расп лав ле ние ага роз-

но го ге ля при 55°С в 300 мкл раст во ра, со дер-
жа ще го 3 M гуа ни дин изо ти оциана та, 20 мМ 
ЭДТА, 10 мМ Трис-Сl, 40мг/мл Triton X-100. 
Даль нейшие про це ду ры вк лю ча ли ин ку ба цию 
расп лав лен но го ге ля с алик во той (20-40 мкл) ок-
си да крем ния (40 мг/мл Silica (Sigma S5631) при 
ком нат ной тем пе ра ту ре в те че ние 5 мин; цент-
ри фу ги ро ва ние 1 мин при 1000 g для осаж де ния 
ок си да крем ния, на ко то ром сор би ро ва на це ле-
вая ДНК, и пос ле до ва тель ную про мыв ку осад ка 
раст во ром New wash (25% эта но ла, 25% изоп ро-
па но ла, 100 мМ хло ри да нат рия, 10мМ Трис-Cl, 
рН=8,0) и/или эта но лом. Ко ли че ст во от мы вок 
варь иро ва ло от 1 до 5. На зак лю чи тель ном эта пе 
про во ди ли элю цию, для че го до бав ля ли к слег-
ка под су шен но му осад ку ок си да крем ния 13-15 
мкл свер хо чи щен ной во ды на 5 мин, цент ри фу-
ги ро ва ли смесь и на до са доч ную жид кость, со-
дер жа щую це ле вую ДНК, пе ре но си ли в но вую 
про бир ку. Один мик ро литр по лу чен но го раст-
во ра ДНК ис поль зо ва ли для оп ре де ле ния кон-
цент ра ции ме то дом элект ро фо ре за в 2%-ном 
ага роз ном ге ле с мар ке ром мо ле ку ляр но го ве са 
Massruler (Thermo Scientific). 

Сек ве ни рующую ПЦР для по лу че ния од-
но це по чеч ных фраг мен тов ДНК про во ди ли 
по клас си чес ко му ме то ду об ры ва це пи с го то-
вой реак ци он ной смесью BigDye Terminator 
v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems) 
и прай ме ром M13(-46)f или M13(-46)r. Очист-
ку про дук тов осу ще ст вля ли с по мощью BigDye 
Xterminator purification kit (Applied Biosystems). 
Оп ре де ле ние пос ле до ва тель ности нук леоти-
дов про во ди ли на ге не ти чес ком ана ли за то ре 
ABI PRIZM 3500 в соот ве тс твии с ука за ниями 
произ во ди те ля (Applied Biosystems). Пер вич ную 
оцен ку ка че ст ва (ва ли да цию) и ре дак ти ро ва ние 
по лу чен ных пос ле до ва тель ностей про во ди ли в 
прог рам мах Sequencing Analysis Software v5.3 и 
Vector NTI Advance v11.5. По лу чен ные сик вен-
сы срав ни ва ли с ре фе ре нс ны ми пос ле до ва тель-
ностя ми, предс тав лен ны ми в GenBank на сер-
ве ре NCBI. Чте ние и кор рек цию нук лео тид ных 
пос ле до ва тель ностей осу ще ст вля ли в бесп лат-
ном при ло же нии BioEdit. Сайты от жи га спе ци-
фич ных прай ме ров вы би ра ли вруч ную, поль-
зуясь фай ла ми элайн мен та в ре дак то ре BioEdit.

Ре зуль та ты и об суж де ние

К участ кам ге нов, ко ди рующих ток сич ные 
по ли пеп тид ные ме та бо ли ты (зе та-ток син, дель та-
ток син), гид ро ли ти чес кие (хи ти на зы, фос фо ли па-
зы и ли па зы), про те оли ти чес кие (трип син- и суб-
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ти ли зин-по доб ные про те азы, се ри но вые про те азы, 
ром боид-про те азы), ре гу ля тор ные (про те ин-ки-
на за) и окис ли тель ные (гли це раль де гид-3-фос фат 
де гид ро ге на за, ци тох ром Р450 мо но ок си ге на за), 
бы ли по доб ра ны прай ме ры для амп ли фи ка ции 
про дук тов раз ме ром от 200 до 700 н.о. (таб ли ца 1). 

Боль шая час ть прай ме ров да ла реак цию с ге ном-
ной ДНК штам мов B. bassiana BBK-1, BBKG-06, 
BBL-03, а так же K84, хо тя с дан ным штам мом 
среаги ро ва ли не все прай ме ры. Прай ме ры к ге нам 
зе та-ток си на и ром боид-про те азы не да ли реак цию 
ни с од ним из ука зан ных штам мов. 

Таб ли ца 1 – Прай ме ры, по доб ран ные к участ кам, флан ки рующим участ ки ге нов ин ду ци бель ных бел ков, участ вую щих в 
па ра зи то-хо зя ин ных от но ше ниях Beauveria и на се ко мых

 Ген, прай мер  Пос ле до ва тель ность (5’->3’) Дли на Tm GC% Раз мер про-
дук та

Delta endotoxin central region subgroup 1
Dtox-f2 GYCGMAAGCAGGTCAAGCC 19 59.13 57.89

590
Dtox-r2 GTAMATGCTRGTCAAAGCGTA 21 58.66 47.62

Zeta toxin
ZT-f154 GACACGTACAAGACGTACCAC 21 58.69 52.38

605
ZT-r764 ACCTGCTCCAGCTGCTCC 18 61.72 66.67
ZT-f155 GACACGTACAAGACGTACCACC 22 60.92 54.55

272
ZT-r428 AGGATGCCGAGACGCGAC 18 62.15 66.67

Rhomboid family protein by locus tags BBA_01434 and CCM_05958
Rho-f TGGCCATGTTTACGACCAT 19 57.03 47.37

905
Rho-r GCGGTGCTCCCAAAAGTA 18 57.61 55.56

Chitosanase 
Chi_bb-f ACTGCGACGGCATCCAGC 18 63.13 66.67

233
Chi_bb-r GACGGCCATGACGGACAGC 19 63.63 68.42

calmodulin-dependent protein kinase type I 
Cd_bb_425-f CATGGTGCGAAACGAGATTGCG 22 63.20 54.55

553
Cd_bb_977-r CTCGACGGGCGCAAAGGC 18 64.41 72.22

Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 
GPD-bb-f CCGTCGAGCACAACGACA 18 60.35 61.11

556
GPD-bb-r ATGATGTTCTGAGCAGCACCA 21 60.00 47.62

Chymotrypsin-like_proteinase_5A_precursor 
CTryP5A_bb-f TACGGCTGGGGMTACACC 18 61.08 66.67

301
CTryP5A_bb-r GGWACGAGCTGACCTTGGTG 20 60.95 60.00

Trypsin-like protease  
TryP_bb-f TGCGGAGGCAGTCTGCTA 18 60.68 61.11

419-548
TryP_bb-f AAAAGAGGACCACCGCTATC 20 57.31 50.00

Beauveria bassiana secretory lipase by locus tags BBA_07934 and BBA_01783
Slip-f GTGGAAGCTCGCCGAGAG 18 60.20 66.67

450
Slip-r GCAGATGSACCTCGTTGC 18 58.51 61.11

Patatin-like_phospholipase by locus tags BBA_01365 and CCM_04741
PlP28-f ACTCTGGCGGGCAGTCTC 18 61.39 66.67

343-385
PlP1-r CTGGCTCCTTGCGTTGAG 18 58.43 61.11

Beauveria bassiana cytochrome P450 monooxygenase CYP52X1 gene
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 Ген, прай мер  Пос ле до ва тель ность (5’->3’) Дли на Tm GC% Раз мер про-
дук та

P52X1SF GAAGAATGTGCCCAACTGGATG 22 59.83 50.00
290

P52X1SR CTTGGCTGCGAACAAACTGC 20 60.94 55.00
Subtilisin-like serine protease

Sulp1524-f GTGGGAGCTCTTTGTCAAGC 20 59.12 55.00
405

Sulp3r ACTGACTCCTTGCCCGTG 18 59.26 61.11

Продолжение таблицы 1

Сек ве ни ро ва ние по лу чен ных амп ли ко нов 
по ка за ло, что не ко то рые прай ме ры (нап ри мер, 
к ге ну дель та-ток си на) амп ли фи ци ро ва ли «ге-
те ро зи гот ную» мат ри цу ДНК, в ре зуль та те че го 
рас поз на ва ние пи ков не предс тав ля лось воз мож-
ным. Дру гие ге ны со дер жа ли го мо по ли мер ные 
участ ки боль шой про тя жен нос ти, что при во-
ди ло к сбою реак ции по ли ме ри за ции и воз ник-
но ве нию «ге те ро зи гот ных» пи ков во вто рой 
по ло ви не сик вен са (Ри су нок 1). Эта проб ле ма 
бы ла ре ше на путём по станов ки реак ции сек ве-
ни ро ва ния с об рат ным прай ме ром. Объеди не ние 
дан ных о нук лео тид ных пос ле до ва тель ностях 
из хро ма тог рамм, про чи тан ных с обоих сто рон 
го мо по ли мер но го участ ка, поз во ли ло по лу чить 
ис ко мые сик вен сы для срав не ния. Сек ве ни ро ва-
ние с ос таль ны ми прай ме ра ми не бы ло проб ле-
ма тич ным и поз во ли ло сра зу по лу чить всю ис-
ко мую ин фор ма цию. 

Сик вен сы боль шей час ти ге нов, по лу чен ных 
для трёх близ ко ро дст вен ных штам мов раз лич-
но го проис хож де ния (BBK-1, BBKJ-06 и BBL-
03), про де мо нс три ро ва ли сходс тво на уров не 
98-100%, и толь ко один ген, ко ди рующий сек-

ре ти руемую ли па зу, по ка зал бо лее вы со кий уро-
вень ди вер ген ции (сходс тво на 89-90%). Нук-
лео тид ные пос ле до ва тель ности дан но го ге на 
со дер жа ли зна чи тель ное ко ли че ст во оди ноч ных 
нук лео тид ных за мен (SNP), пред ва ри тель ный 
ана лиз расп ре де ле ния ко то рых на при ме ре трёх 
штам мов поз во лил пред по ло жить, что дан ный 
ло кус весь ма перс пек ти вен с точ ки зре ния под-
бо ра сайт ов от жи га спе ци фич ных прай ме ров. 
На ос но ва нии этих дан ных бы ла сфор ми ро ва на 
под вы бор ка штам мов, при над ле жа щих раз ным 
гап ло ти пам B. bassiana раз ли чающим ся по меж-
ген но му ло ку су Bloc, вк лю чающая штам мы оди-
на ко во го проис хож де ния (из од но го ло каль но го 
эпи зо оти чес ко го оча га). Пос ле до ва тель ности ге-
на Slip бы ли уни каль ны для всех штам мов раз-
но го проис хож де ния, и толь ко для двух групп 
штам мов из има го жу ков-дол го но си ков, соб ран-
ных в уро чи ще ре ки Ча пай ки Заи лий ско го Ала-
тау (BСu2-07, BCu14-07, BСu21-07) и из гу се ниц 
ку ку руз но го мо тыль ка, соб ран ных на од ном ку-
ку руз ном по ле в Крас но да рс ком крае (Bos-14-
13, Bos-16-13) гап ло ти пы Slip бы ли иден тич ны 
внут ри каж дой груп пы (Ри су нок 2). 

 
Ри су нок 1 – Хро ма тог рам ма сек ве ни ро ва ния по Сэн ге ру амп ли ко на,  

по лу чен но го с прай ме ра ми CTryP5A_bb-f:CTryP5A_bb-r. 

На чи ная с 220 нук леоти да наб лю дает ся вы со кий уро вень ге те ро зи гот нос ти, не поз во ляющий од ноз нач но рас поз нать боль-
шинс тво пи ков. 
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Та ким об ра зом, на ми дос тиг ну то мак си-
маль но воз мож ная на дан ном ме то до ло ги чес ком 
уров не сте пень раз ре ше ния внут ри ви до во го ге-
не ти чес ко го по ли мор физ ма гри ба B. bassiana. 
Для наибо лее перс пек тив но го и ши ро ко ис поль-
зующе го ся в прак ти ке за щи ты рас те ний штам-
ма BBK-1 по доб ра ны прай ме ры BBK_Slip-1F 
и BBK_Slip-1R (Ри су нок 2). Имен но ло кус Slip 

мож но ре ко мен до вать в ка че ст ве диаг нос ти чес-
ко го мар ке ра с наи боль шей раз ре шающей спо-
соб ностью, поз во ляюще го иден ти фи ци ро вать 
штам мы по проис хож де нию вп лоть до от дель-
ных ло каль ных то чек. 

Исс ле до ва ния под дер жа ны гран та ми МОН 
РК №055 и РФФИ № 15-34-20567-мол_а_вед.

 

 
 

 
 Ри су нок 2 – Участ ки элайн мен та сик вен сов фраг мен та ге на  

сек ре ти руемой ли па зы Slip, по лу чен ных для штам мов B. bassiana. 

Пря моуголь ное вы де ле ние – по зи ции, поз во ляющие диф фе рец ни ро вать груп пы штам мов, оваль ное – ин ди ви ду альные 
штам мы. Оди на ко вые ли те ры в наз ва ниях штам мов ука зы вают на их проис хож де ние из од но го оча га эпи зоотии. Чер ным 
фо ном вы де ле ны сайты от жи га для прай ме ров BBK_slip-1F (А) и BBK_Slip-1R (Б), спе ци фи чес ких для штам ма BBK-1.
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