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Голубика высокая Vaccinium corymbosum L. представляет интерес 

благодаря высокому потенциалу содержащихся в ней активнодейст-
вующих веществ: гликозидов, каротиноидов, антоциановых соедине-
ний, обусловливающих особую ценность ягод. 

Выращиванию этой культуры в Беларуси способствуют достаточно 
оптимальные климатические и почвенные условия [1]. 

В связи с высокой актуальностью голубики стоит задача строгой 
сертификации коллекционного и посадочного материала и коллекций 
in vitro на основе современных молекулярно-биологических и генети-
ческих методов. Создание генетического паспорта сорта является 
стратегической необходимостью при оценке качества растительного 
материала: подтверждения сортности и стабильности генотипа. 

Специфические SCAR маркеры являются полезными инструмента-
ми для решения проблем сравнительной генетики и геномики, молеку-
лярной систематики и таксономии, позволяют дискриминировать оп-
ределенные молекулярные фенотипы различных видов одного рода, 
выявить уникальные сомаклональные варианты и молекулярные собы-
тия, сопряженные с вариабельностью сомаклонов, они способствуют 
поддержанию и оценке коллекций семян в генетических банках [3]. 

Целью работы было элюирование сорт-уникальных ISSR-маркеров 
ДНК для дальнейшего создания на их основе SCAR-праймеров. 
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Исследования были проведены на базе научно-исследовательской 
лаборатории прикладной и фундаментальной биотехнологии биотех-
нологического факультета учреждения образования «Полесский госу-
дарственный университет» (далее БТФ ПолесГУ). В качестве иссле-
дуемых объектов использовали ткани голубики (лист, стебель), сортов 
Northland, Bluejay, произведенные методом клонального микрораз-
множения in vitro на базе научно-исследовательской лаборатории кле-
точных технологий в растениеводстве БТФ ПолесГУ. 

ДНК выделяли протоколом «ЦТАБ-PVP-меркапроэтонол». Изме-
рение концентрации ДНК проводили по стандартной методике на 
спектрофотометре NanoDrop 1000, в диапазоне длин волн 220−350 нм.  

Реакционная смесь с праймерами UBC 818, UBC 808 для проведе-
ния ISSR-ПЦР готовилась в объеме 25 мкл и включала стандартные 
компоненты [1]. 

Размер амплифицированной последовательности для каждой алле-
ли оценивали с помощью горизонтального электрофореза в 2 % ага-
розном геле. 

В дальнейшем фрагменты длинной 240 и 260 п.н. элюировалимето-
дом центрифугирования и использовали в качестве ДНК-матрицы 
в повторных ISSR-ПЦР-реакциях. 

SCAR-маркеры применимы для разнообразных исследований. Для 
получения локус-специфичных маркеров интересующий фрагмент 
экстрагируют из геля, клонируют и секвенируют. На основе получен-
ной нуклеотидной последовательности подбирают длинные высоко-
специфичные праймеры, которые амплифицируют единичный фраг-
мент с высокой степенью воспроизводимости [5]. 

При проведении межмикросателлитного анализа с пятью прайме-
рами для шести сортов голубики было выявлено 32 уникальных мар-
кера [1]. 

Для дальнейшего исследования нами были выбраны легкие фраг-
менты длинной 260 п.н. с праймером 808 для сорта Northland и 240 п.н. 
с праймером 818 для сорта Bluejay. Данные уникальные локусы выяв-
лены у сортов, внесенных в государственный реестр древесно-
кустарниковых пород Беларуси [2]. Они небольшого размера, учиты-
вая, что наиболее оптимальной длиной для конструирования прайме-
расчитают фрагменты  в диапазоне 150–300 пар оснований [4].  

Выбранные ДНК-маркерывыделяли из агарозного геля и оценивали 
их спектрофотометрические характеристики (таблица 1). 

Использованная нами методика экстракции, позволяет выделять 
ДНК-фрагменты с хорошей концентрацией реамликонов и достаточно 
высокой степенью их очистки. Пик поглощения находился на длине 
волны равной 260 нм. 
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Таблица 1. Спектрофотометрические характеристики образцов 
 

Сорт голу-
бики 

Фрагмент 
ДНК (п.н.) 

1 выделение 2 выделение 

Конц (нг/мкл) Степень очи-
стки λ 260/280 Конц (нг/мкл) Степень очи-

стки λ 260/280 
Northland 260 52.7 1.80 90.4 1.76 
Bluejay 240 40.6 1.75 39.8 1.79 

 
Элюированные фрагменты подвергали обогащению через повтор-

ную амплификацию и проводили электрофоретический анализ. Во 
всех случаях на электрофореграмме наблюдалась хорошаявоспроизво-
димостьфрагментов, яркие, насыщенные полосы с четкими контурами, 
что свидетельствует обудовлетворительном качестве ДНК-матрицы 
и удалении ингибиторов. 

Из представленных ранее 32 микросателлитных уникальных локу-
сов, нами были отобраны два фрагмента длиной 240 п.н. и 260 п.н. По-
сле экстрагирования из агарозного геля методом центрифугирования, 
спектрофотометрические характеристики выделенных реампликонов 
позволили использовать их в дальнейших исследованиях. 

На профилях наблюдались продукты амплификации, заданного 
размера без неспецифических фрагментов. 

Элюированные видоспецифические маркеры могут быть в даль-
нейшем преобразованы в SСAR-праймеры, которые позволят иденти-
фицировать и дифференцировать сорта голубики.  
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