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Предпринят RAPD+ISSR подход для генотипирования сортов голубики высокой (V. 
corymbosum) с целью дифференциации генотипов. Для семи районированных в РБ 
сортов голубики высокой составлены генотипические паспорта на основе использова-
ния RAPD+ISSR анализа, которые могут служить эталонами при проведении сертифи-
кации посадочного материала и коллекций культуры in vitro. Использование прибора 
Bioanalyzer-2100 позволяет стандартизировать получение и обработку результатов, 
повысить разрешающую способность и сопоставимость данных, что важно при поточ-
ной сертификации образцов голубики высокой.
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Введение. Голубика высокая (Vaccinium сorymbosum L.) является ценной 
ягодной культурой, имеющей длительную историю использования в пище-

вых и лекарственных целях. Благодаря уникальному комплексу антоцианов, 
пектинов, флавоноидов, витамина С, голубика высокая является превосход-
ным источником антиоксидантов, применяется как бактерицидное, противо-
воспалительное средство, для снижения уровня холестерола, лечения ревма-
тоидных болезней [1, 2].

Культура голубики высокой является коммерчески важной и успешно возделы-
вается в странах Северной Америки и Европы [2]. Существует большое разнооб-
разие сортов голубики высокой (около двухсот), в основном селекции США, а так-
же Германии, Польши и др. Работа по интродукции культуры в Беларуси начата в 
Центральном ботаническом саду НАН Беларуси (ЦБС НАНБ) в 80-х годах прошло-
го столетия [3]. В ЦБС НАН Беларуси поддерживается коллекция из 40 сортов го-
лубики, в том числе микроклонально размноженного материала.

В связи с высокой актуальностью культуры, возникновением нового направле-
ния – промышленного голубиководства, а также высокой востребованностью и 
эффективностью фармакологических субстанций из растительного сырья голуби-
ки, стоит задача четкой сертификации сортности коллекционного и посадочного 
материала и коллекций in vitro на основе современных молекулярно-биологичес-
ких и генетических методов, разработки методологии проведения анализа и его 
стандартизации. Создание генетического паспорта сорта является стратегичес-
кой необходимостью при оценке качества растительного материала: подтвержде-
ния сортности, стабильности генотипа при микроклональном размножении и т.д. 
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Молекулярные методы на основе ДНК-фин-
герпринтинга на сегодняшний день занима-
ют лидирующее положение в области иден-
тификации и сертификации сортов различ-
ных культур растений [4]. Для видов 
Vaccinium предпринят ряд филогенетичес-
ких исследований на основе использования 
молекулярно-генетических маркеров, в том 
числе для распознавания сортов культур. 
С  использованием RAPD-маркеров было 
произведено дифференцирование сортов и 
диких форм Vaccinium [5 – 8], а также опуб-
ликована карта сцепления диких диплоид-
ных видов рода [9]. Для голубики высокой 
были проведены исследования по иденти-
фикации сортов с помощью произвольных 
праймеров [8], разработаны микросател-
литные (SSR) маркеры на основе EST-локу-
сов для этой культуры [10] и проведена SSR-
сертификация сортов [11].

Для исследований межсортового поли-
морфизма, выявления генетического сходс-
тва/отдаленности генотипов сортов с целью их 
дифференцирования нами был выбран комп-
лексный подход совместного использования 
двух методик, основанных на RAPD- (Random 
Amplified Polymorphic DNA) и ISSR- (Inter 
Simple Sequence Repeats) ПЦР. Это продик-
товано очевидными преимуществами данных 
методов и совместного использования двух 
маркерных систем, которое позволяет значи-
тельно расширить зоны покрытия, получить 
генетические маркеры в двух независимых 
срезах. Цель данного исследования состояла 
в разработке и стандартизации комплексного 
RAPD+ISSR генотипирования сортов голуби-
ки высокой, внесенных в государственный ре-
естр РБ, создании их уникальных RAPD+ISSR 
сертификатов.

Материалы и методы
Для выделения ДНК навеску свежих 

листьев (100 мг) использовали немедлен-
но либо замораживали и хранили в кельви-
наторе «REVCO ULT-390» при –80  °С. ДНК 

изолировали методом CTAB [12], при этом 
из листьев 9 растений каждого сорта фор-
мировали 3 объединенных образца (пов-
торности).

В ходе исследований были оптимизи-
рованы условия проведения RAPD- и 
ISSR-ПЦР. ПЦР проводили в 25 μl смеси, 
содержащей 1× ПЦР буфер (PrimeTech, 
Беларусь), 100 μМ каждого dNTP (Prime-
Tech, Беларусь), 20 пМ праймера (Prime-
Tech, Беларусь), 50 нг ДНК, 1 ед. (для 
RAPD) или 2 ед. (для ISSR) Taq ДНК поли-
меразы (PrimeTech, Беларусь). Реакцию 
проводили в термоциклере Mastercycle 
Personal (Eppendorf). Для RAPD-ПЦР ус-
танавливали следующие режимы: 96 °С 
5 м ин; 40 циклов: 94 °С 1 мин, (Tm–3 °C) 
45  с, 72 °С 2 мин; 72 °С 7 мин. ISSR-ПЦР 
проводили следующим образом: 94  °C 
5 м ин; 40 циклов: 94 °C 1 мин, (Tm−3 °С) 
1 мин, 72 °C 1 мин; 72 °C 5 мин. Список ис-
пользованных праймеров для обнаруже-
ния генотипической вариабельности меж-
ду сортами голубики высокой приведен в 
табл. 1.

Электрофоретическое разделение и 
визуализацию ампликонов осуществляли 
с использованием прибора 2100 Bio
analyzer (Аgilent). Обработку полученных 
данных проводили по стандартным прото-
колам с использованием пакетов специа-
лизированного программного обеспече-
ния 2100 Expert (Agilent), Treecon.

Результаты и обсуждение
Для обнаружения генетической вариа-

бельности и с целью выявления взаимо-
связей между семью сертифицированны-
ми сортами голубики высокой был прове-
ден скрининг ряда праймеров. Три RAPD и 
два ISSR праймера были отобраны после 
первичного скрининга, как выявляющие 
наибольший полиморфизм между иссле-
дованными генотипами голубики высокой, 
которые и были использованы в настоя-
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щей работе. Данные о характеристиках 
праймеров представлены в табл.  1. Все 
использованные праймеры (табл. 1) поз-
волили получить четкие воспроизводимые 
ампликоны, набор которых для каждого 
исследуемого сорта характеризовался 
уникальностью, т. е. праймеры обнаружи-
вали полиморфизм между сортами и та-
ким образом позволили дифференциро-
вать все генотипы. На рис. 1 представлено 
разделение ампликонов геномной ДНК 
сортов V. corymbosum с произвольным 
праймером OPA-08, проведенное на при-

боре Bioanalyzer-2100. Прибор 
Bioanalyzer-2100 позволяет быстро, с вы-
сокой точностью разделять фрагменты, 
получать воспроизводимые и сопостави-
мые данные.

Всего было сгенерировано 46 дискрет-
ных RAPD-маркеров (в среднем 15 марке-
ров на праймер) и 40 ISSR-маркеров (20 
маркеров на праймер). Число амплифици-
рованных фрагментов варьировало от 13 
(с праймером OPA-08) до 19 (OPA-09). 
ISSR праймерами было сгенерировано по 
20 ампликонов. RAPD и ISSR-маркеры об-

Таблица 1. Список произвольных и микросателлитных праймеров, использованных для генотипиро-
вания коллекции сортов голубики высокой (V. corymbosum)

№ Праймер Последовательность, 5’→3’ Tm, °C MW, Da % GC
RAPD

1 OPA-08 GTGACGTAGG 32 3108,1 60
2 OPA-09 GGGTAACGCC 34 3053,0 70
3 OPA-20 GTTGCGATCC 32 3019,0 60

ISSR
4 UBC-818 CACACACACACACACAG 53 5086,4 53
5 UBC-824 TCTCTCTCTCTCTCTCG 53 5014,3 53

Рис. 1. Разделение ампликонов геномной ДНК сортов V. corymbosum с произвольным праймером OPA-08 на 
Bioanalyzer-2100. Сорта: 1 – Bluecrop; 2 – Elisabeth; 3 – Earlyblue; 4 – Northland; 5 – Duke; 6 – Patriot; 7 – Bluetta. 
Обозначения: a, b, c – повторности. K – контроль, L – стандарт длин фрагментов (bp)
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Таблица 2. Характеристика спектров ампликонов сортов V. corymbosum, полученных с помощью 
RAPD и ISSR праймеров

Праймер
Число 
марке-

ров

Длина 
фрагмен-

тов, пн

Число фраг-
ментов на 

образец (min/ 
max/средн.)

Число полимор-
фных маркеров/ 
% полиморфиз-

ма

Число уни-
кальных 

маркеров

Число иден-
тичных геноти-

пов

RAPD
OPA-08 13 340-2480 3/9/6,9 10/76,9 3 2
OPA-09 19 310-1475 7/11/9,57 17/84,5 5 0
OPA-20 14 300-2015 5/9/6,85 12/85,7 4 0

ISSR
UBC-818 20 225-1775 6/11/8,86 18/90 7 0
UBC-824 20 405-1775 7/9/7,43 19/95 9 2

варьировали от 0,15 (между Bluetta/
Northland и Bluetta/Duke) до 0,5 (между 
Bluetta и Patriot, данные не представле-
ны). В полученной RAPD-дендрограмме 
генотипы сформировали 2 основных клас-
тера (обозначены на рис. 2, а как А и В): 
кластер А включает все генотипы, кроме 
Bluecrop, и разделяется еще на два суб-
кластера (А1 и А2). Коэффициенты сход
ства между сортами голубики высокой на 
основании ISSR-анализа варьировали от 
0,09 (между Duke/Northland и Bluetta/
Northland) до 0,66 (между Bluetta и Early-
blue, данные не представлены). Согласно 
полученным данным сорта кластеризова-
лись в 2 группы (А и В), см. рис. 2, б. Клас-
тер А включал сорта Northland, Duke и Blu-
etta (объединенные в субкластер А1) и 
сорт Elisabeth (субкластер А2). Кластер В 
объединял Earlyblu’ (субкластер В2), а 
также Bluecrop и Patriot (субкластер В1).

Поскольку дендрограммы, основанные 
на данных RAPD- и ISSR-анализа, показа-
ли довольно схожую кластеризацию гено-
типов голубики высокой (r = 0,908), дан-
ные были объединены, и получена сводная 
RAPD+ISSR-матрица (данные не пред-
ставлены). Используя UPGMA алгоритм, 
была построена консенсусная дендро-
грамма (RAPD+ISSR), представленная на 
рис. 3. В соответствии с RAPD+ISSR-
дендрограммой была уточнена и детали-

ладали размерами в областях 270-2500 пн 
и 225-1775 пн, соответственно. Прайме-
рами OPA-09, OPA-20 и UBC-818 обнару-
жили 100 % полиморфизм между проана-
лизированными сортами, что и позволило 
различить все генотипы. Данные о спект-
рах ампликонов сортов V. corymbosum, 
полученных с помощью RAPD и ISSR прай-
меров приведены в табл. 2. Все использо-
ванные RAPD и ISSR праймеры позволили 
разработать генотип-специфические 
(уникальные) маркеры (табл. 2). Прайме-
ры OPA-20 и UBC-824 были наиболее эф-
фективными для получения сорт-специ-
фических маркеров. Разработанные сорт-
специфические маркеры могут послужить 
основой для создания SCAR-маркеров и 
маркирования генов биосинтеза вторич-
ных метаболитов культуры.

Коэффициенты подобия Nei & Li были 
рассчитаны для семи генотипов V. corym-
bosum на основе ISSR- и RAPD-анализов, 
как по отдельности, так и совместно 
(RAPD+ISSR) [13]. Дистанционные мат-
рицы на основе рассчитанных RAPD- и 
ISSR (RAPD+ISSR)- маркеров для сортов 
голубики (данные не представлены) были 
использованы для построения дендро-
грамм по методу UPGMA, которые пред-
ставлены на рис. 2, а и 2, б, соответственно.

Основываясь на данных RAPD-анализа, 
коэффициенты сходства между сортами 
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зирована кластеризация генотипов, полу-
ченная на основе RAPD- и ISSR-данных в 
отдельности. В целом распределение вет-
вей в RAPD+ISSR-дендрограмме повто-
ряет таковое в ISSR-дендрограмме, и 
сходно с дендрограммой на основе RAPD-
маркеров. Были получены бóльшие вели-
чины поддержки ветвей, по сравнению с 
данными RAPD или ISSR-анализов для 
Duke/Northland. Разница между RAPD и 
ISSR-дендрограммами заключалась в 
следующем. На RAPD-дендрограмме сорт 
Bluecrop располагается отдельной ветвью 
В (рис. 2, а), и коэффициент генетической 
дистанции этого сорта от других сортов 
составил от 0,42 до 0,47. Тогда как по дан-
ным ISSR-анализа кластеризуется вместе 
с сортом ‘Patriot’ (коэффициенты генети-
ческой дистанции Bluecrop/Patriot 0,33). 
Сорт Elisabeth также по-разному класте-
ризовался по данным RAPD и ISSR: в пер-
вом случае располагался в субкластере А2 
вместе с Earlyblue (рис. 2, а), во втором 

случае – отдельной ветвью в кластере А 
(рис. 2, б).

Поскольку произвольные последова-
тельности и простые повторы, использо-
ванные в качестве зондов при анализе, 
сканируют различные участки генома, то 
мы считаем, что объединение данных двух 
анализов детализирует RAPD- и ISSR-
результаты. Поэтому данные кластериза-
ции сортов Bluecrop, Patriot, Earlyblue и 
Elisabeth в RAPD+ISSR-дендрограмме 
принимаем как уточненные.

На основании полученных данных RAPD, 
ISSR и RAPD+ISSR и проведенного кластер-
ного анализа были получены данные о гене-
тическом родстве исследованных генотипов 
голубики высокой. Можно предположить, 
что сорта Northland и Duke, а также Bluetta и 
Elisabeth имеют сходные родительские 
формы, использованные при селекции. От-
дельно отстоящие сорта Bluecrop и Patriot, 
наиболее родственные между собой, а так-
же Earlyblue, вероятно, имеют в своих 
родословных общую предковую форму. Ве-
личины Bootstrap анализа, показывающие 
относительную поддержку кластеров, 
варьировали от 100 % до 32 %. Требуется 
включение еще нескольких праймеров для 
повышения разрешающей способности 
анализа.

Рис. 2. Дендрограмма, отражающая степень ге-
нетического сходства сортов V. corymbosum, на 
основании UPGMA кластерного анализа, исполь-
зуя коэффициент Nei & Lei: а – RAPD; б – ISSR. Го-
ризонтальная шкала позволяет определить дистан-
цию между сортами. Числа под ветвями отражают 
величины поддержки, основанные на 2000 реплик 
Bootstrap анализа

Рис. 3. Консенсусная дендрограмма, сгенериро-
ванная с использованием UPGMA алгоритма и ге-
нетических дистанций Nei & Li на основе 46 RAPD и 
40 ISSR-маркеров. Горизонтальная шкала позволя-
ет определить дистанцию между сортами. Числа под 
ветвями отражают величины поддержки, основанные 
на 2000 реплик Bootstrap анализа
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Выводы
В результате проведенного исследова-

ния были разработаны протоколы прове-
дения реакций амплификации с произ-
вольными и микросателлитными прайме-
рами. Использование прибора Bioanalyzer 
2100 позволяет стандартизировать полу-
чение и обработку результатов, повысить 
разрешающую способность и сопостави-
мость данных, что важно при поточной 
сертификации образцов голубики высо-
кой. Комплексный RAPD+ISSR-подход 
позволил достоверно дифференцировать 
все исследованные генотипы (сорта) голу-
бики высокой, которые в настоящее время 
районированы в Республике Беларусь и 
внесены в Госреестр сортов и древесно-
кустарниковых пород РБ. Показано, что, 
наряду с морфологической дифференци-
ацией, генотипирование является полез-
ным инструментом для достоверной и на-
дежной оценки генотипов Vaccinium cor-
ymbosum, может быть использовано для 
распознавания уникальных генотипов и 
проведения дальнейшей направленной 
селекции. Генотипические сертификаты, 
полученные с помощью RAPD- и ISSR-
праймеров для сортов голубики высокой 
(табл. 3), будут служить основой для про-
ведения четкой сертификации сортности 
посадочного материала и коллекций in vi-
tro. Разработанные уникальные спектры 
для каждого сорта (паспорта) можно ис-
пользовать как эталоны для проведения 
идентификации образцов и подтвержде-
ния сортности культуры.
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А.Б. Власова, А.Н. Юхимук, Е.В. Спиридович., В.Н. Решетников

СЕРТИФІКАЦІЯ СОРТІВ БУЯХІВ ВИСОКИХ 
(VACCINIUM CORYMBOSUM L.), 
РАЙОНОВАНИХ У БІЛОРУСІ НА ОСНОВІ 
RAPD- І ISSR-МАРКЕРІВ

А.Б. Власова, А.Н. Юхімук, Е.В. Спірідовіч,  
В.Н. Рєшетніков

Центральний ботанічний сад Національної акаде-
мії наук Білорусі 
Білорусь, 220012, Мінськ, вул. Сарганова, 2В 
e-mail: nastasia_vlasova@nm.ru

Застосовано RAPD+ISSR підхід для генотипу-
вання сортів буяхів високих (V. corymbosum) 
з метою диференціації генотипів. Для семи ра-
йонованих у РБ сортів буяхів високих складе-
ні генотипні паспорти на основі використання 
RAPD+ISSR-аналізу, які можуть служити етало-
нами при проведенні сертифікації посадково-
го матеріалу й колекцій культури in vitro. Вико-
ристання приладу Bioanalyzer-2100 дозволяє 
стандартизувати одержання й обробку резуль-
татів, підвищити роздільну здатність і порівня-
ність даних, що важливо при потоковій сертифі-
кації зразків буяхів високих.

Ключові слова: буяхи високі, Vaccinium 
сorymbosum L., сорти, генетична диференці-
ація, генетичні сертифікати, RAPD, ISSR, мар-
кери.

CERTIFICATION OF HIGHBUSH BLUEBERRY 
(VACCINIUM CORYMBOSUM L.) CULTIVARS, 
RELEASED IN BELARUS, ON THE BASIS  
OF RAPD-AND ISSR-MARKERS

N.B. Vlasova, A.N. Yukhimuk, E.V. Spirydovich., 
V.N. Reshetnikov

Central botanical gardens of NAS of Belarus 
Belarus, 220012, Minsk, Surganova str., 2V 
e-mail: nastasia_vlasova@nm.ru

RAPD+ISSR fingerprinting approach has 
been undertaken aimed at differentiation of 
highbush blueberry (Vaccinium corymbosum) 
cultivars. Genotyping certificates on the 
basis of RAPD+ISSR analysis has been 
developed for seven released in Belarus 
cultivars of V.  corymbosum, which can serve 
as standards for the certification of planting 
material and collections of the culture in vitro. 
Using the instrument Bioanalyzer-2100 allows 
standardizing the acquisition and processing 
of results, increasing the resolution and 
comparability of data, which is important when 
carrying out large-scale certification of samples 
of highbush blueberry.

Key words: Highbush blueberry, Vaccinium 
сorymbosum L., cultivars, genetic differenti-
ation, genotyping certificates, RAPD, ISSR, 
markers.


