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Молекулярно-генетическая паспортизация растений рода Vaccinium 

на основе ISSR-маркеров 
 

Ягодные культуры занимают особое место в полноценном питании 

человека, являясь источником необходимых биологически активных веществ 

[6]. Голубика высокая, как и другие представители семейства брусничных, 

является ценной ягодной культурой. Плоды голубики  диетический 

гипоаллергенный продукт  обладают рекордно высокой антиоксидантной 

активностью [4]. 

Важной характеристикой сохранения и реализации сортов является 

соответствие растений исходному сортовому материалу. С целью 

предотвращения ошибок в ходе заготовки, черенкования, посадки 

(неправильное обозначение сортов, замещение другими сортами или 

несортовым материалом, утрата идентификационных номеров и др.) проводится 

генетическая паспортизация образцов [3].  

ISSR-ПЦР-метод обладает высокой разрешающей способностью для 

оценки отношений между сортами и гибридами растений. Метод ISSR основан 

на анализе участков ДНК, расположенных между микросателлитными 

повторами, диспергироваными по всему растительному геному, и обеспечивает 

воспроизводимый результат при детекции большого числа локусов [5]. 

Целью данного исследования была ДНК-паспортизация ряда сортов 

голубики и черники на основе анализа полиморфизма микросателлитных 

локусов. 

Материал и методы исследований. Исследования были проведены на базе 

научно-исследовательской лаборатории прикладной и фундаментальной 

биотехнологии биотехнологического факультета учреждения образования 

«Полесский государственный университет» (далее БТФ ПолесГУ). 

Объектом исследования явились полугодичные растения сортов 

‘Bluecrop’, ‘Northland’, ‘Reka’, ‘Denis blue’, ‘Northblue’ и ‘Bluejay’ голубики, 

произведенные методом клонального микроразмножения in vitro на базе научно-

исследовательской лаборатории клеточных технологий в растениеводстве БТФ 

ПолесГУ. Кроме того, для сравнения, в исследование был включен 
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дикорастущий вид брусничных – черника обыкновенная, произрастающая в 

местных лесах. Выделение ДНК проводились СТАВ-методом, c небольшими 

модификациями применительно к объекту исследования [2,8]. ДНК 

изолировали из 0.03 г молодых тонких стеблей каждого сорта, без очистки РНК-

азой. Препарат ДНК растворяли в 50 мкл деионизированной воды. Растворы 

нуклеиновых кислот хранили при −20°С.  

Реакционная смесь для проведения ПЦР готовилась в объеме 25 мкл и 

включала следующие компоненты: 10× ПЦР-буфер «А», 50 mM MgCl2, 10 mM 

dNTP-mix, 20 пмоль праймера, 20 нг ДНК, 2 ед. Taq-ДНК полимеразы (все 

производства PrimeTech, Беларусь, за исключением dNTP-mix производства Carl 

Roth, Германия). Полимеразные цепные реакции поводились на термоциклере 

Biometra. Для праймеров UBC 818, UBC 824 и UBC 845 устанавливали 

следующую программу: 94°C – 30 с; 40 циклов: 94°C – 1 мин, 50°С – 1 мин, 

72°C – 1 мин; 72°C – 5 мин. Для праймеров UBC 808 и UBC 867 устанавливали 

следующие режимы: 94°C – 10 мин; 35 циклов: 94°C – 1 мин, 46,5°С – 1 мин, 

72°C – 2 мин; 72°C – 10 мин.  

Длину фрагментов амплифицированной ДНК оценивали с помощью 

горизонтального электрофореза в 2% агарозном геле, в трис-боратном (ТBE) и 

трис-ацетатном (TAE) буферах, при стартовом напряжении 90 В и основном 

напряжении фореза 50 В, в течение 160 мин. В гель наносили 6 мкл ампликона 

и 2 мкл загрузочного красителя состава бромфеноловый синий + глицерин. 

Окраска ДНК осуществлялась бромистым этидием, вносимым в гель в 

концентрации 5 мкг/мл, до застывания геля. Для определения длины 

фрагментов ДНК использовали размерные маркеры 100 bp Plus DNA Ladder 

(производства Thermo Scientific, Литва), 766 bp и 1 Кb DNA Ladder 

(производства PrimeTech, Беларусь). Визуализация результатов электрофореза 

проводилась в приборе гель-документирования Quantum ST4. Для 

окончательной обработки ISSR-профилей применялась программа Adobe 

Photoshop PS v.12, по необходимости с применением редактирования оттенков 

серого, инверсии изображения, выравнивания линии старта по горизонтали. 

Для сопоставления профилей применялся инструмент «горизонтальные 

направляющие». 

Результаты и их обсуждение. В настоящее время все больше внимания 

уделяется развитию голубиководства в Беларуси. Система идентификации и 

паспортизации сортов растений на основе ДНК-маркеров позволит оценить 

соответствие партий саженцев стандарту. Для анализа геномов растений 

применялись пять 3'-заякоренных ISSR-праймеров (табл. 1), 

последовательности которых были взяты из публикаций [1, 7, 9]. 
 

Таблица 1. Характеристики микросателлитных праймеров, 

использованных для генотипирования сортов голубики 

№ Праймер Последовательность, 5’→3’ 
Температура 

отжига Tm, °C 
% GC 

1 UBC 808 AGAGAGAGAGAGAGAGC 46.5 53 
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2 UBC 818 CACACACACACACACAG 50 53 

3 UBC 824 TCTCTCTCTCTCTCTCG 50 53 

4 UBC 845 CTCTCTCTCTCTCTCTRG 50 50 

5 UBC 867 GGCGGCGGCGGCGGCGGC 46.5 100 

 

Во избежание ошибочных заключений о полиморфизме было проведено 

6-кратное повторение процедуры амплификации ДНК, выделенной из одного и 

того же источника. В полученных нами профилях учитывались только 

стабильные при амплификации фрагменты. 

Использование отобранных пяти праймеров позволило получить для 

каждого исследуемого образца воспроизводимые специфичные полиморфные 

электрофоретические спектры ISSR-фрагментов. 

При электрофорезе основная зона разделения фрагментов находилась в 

пределах 230‒2000 п.н. В целом учитывалось 109 амплифицированных 

фрагмента для голубики, в среднем 21.8 маркеров на праймер и 55 

амплифицированных фрагмента для черники, в среднем 11 маркеров на 

праймер. Число маркеров для голубики варьировало от 14 с праймером UBC 

808 до 26 c праймером UBC 818, для черники от 8 с праймером UBC 867 до 16 c 

праймером UBC 818. Из общего числа ISSR-фрагментов голубики 88 (80.7%) 

были полиморфны у изученных генотипов, а 21 (19.3%) – были общие для всех 

сортов; 14 (63.6%) локусов, детектируемых у черники, совпадали с 

мономорфными фрагментами голубики. Самый высокий процент полиморфных 

ISSR-фрагментов – 19 из 21 (90.5%) был получен при амплификации ДНК с 

праймером UBC 867 (рис.1). Самый низкий процент был выявлен в случае 

ISSR-праймера UBC 824 – 17 из 23 (73.9%) фрагментов были полиморфны. 

Средний уровень полиморфизма между проанализированными сортами 

составлял 80.7%. 

 
Рис. 1. Электрофореграмма продуктов ISSR-ПЦР для сортов голубики с праймером 

UBC 867. Сорта: 1 – Bluecrop; 2 – Northland; 3 – Reka; 4 – Denis blue; 

5 – Northblue; 6 – Bluejay. L – стандарты длин фрагментов (bp) 
 

Определенная часть (30.3%) выявленных маркеров у голубики относится 
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к редким, то есть они встречались только один раз среди анализируемых 

генотипов. Отношение числа генотип-специфических маркеров к общему числу 

ампликонов у V.myrtillus составило 12,8%. Все используемые праймеры смогли 

выявить уникальные фрагменты.  

Праймеры UBC 808, 818, 845, 867 обнаружили 100% полиморфизм между 

проанализированными сортами, что и позволило их различить.  

Выводы. Впервые в Беларуси проведен молекулярно-генетический 

сравнительный анализ сортов голубики с применением только ISSR-подхода. 

Так как в исследования были включены растения 4-х сортов V. corymbosum, два 

сорта от гибридизации V. angustifolium × corymbosum (‘Northland’ и ‘Northblue’) 

и V. myrtillus, и это показало наличие мономорфных для всех ISSR-фрагментов, 

можно сделать вывод, что ISSR-маркеры применимы при исследовании как 

внутривидового, так и межвидового генетического полиморфизма растений. 

При одинаковом наборе праймеров у черники с голубикой совпало 63% 

мономорфных фрагментов, а число уникальных маркеров для черники 

составило 15.2% относительно всех выделенных фрагментов. Это доказывает, 

что голубика и черника являются отдаленными видами одного рода и 

семейства.  

Полученные нами результаты частично согласуются с уже 

опубликованными ранее данными по ISSR-анализу сортов голубики высокой с 

праймерами UBC 818 и UBC 824, полученными в другой лаборатории. В целях 

повышения эффективности генетических исследований, полученные ранее 

результаты необходимо расширить за счет включения новых маркеров, 

обладающих иными аллелями, которые могут быть полезными для разработки 

селекционных программ. 
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Использования отходов животноводства для получения биоудобрений 
 

Как нам известно, что внесение органических удобрений обладают 

положительные свойства для строение структур почвы, а также для роста и 

развитие растений. 

Кыргызстан относится к горным республикам и занимается в основном 

скотоводством. Но, к сожалению, до настоящего времени переработке отходов 

животноводства не уделяется нужного внимания. 

Использование в сельском хозяйстве отходов животноводства без 

микробиологической переработки нецелесообразно, поскольку при хранении в 

течение 2-3 месяца потери азота составляют 50-60%, кроме того в 1 т навоза 

содержится до 12 млн. семян сорняков, также нет возможности вносить навоз 

равномерно по поверхности почвы из-за его гетерогенной консистенции [1]. 

В сельском хозяйстве Кара-Сууйского района для повышения 

урожайности в основном применяют химические удобрения. Так как, в нашем 

регионе не производятся органические удобрения, применение химикатов 

является единственным способом увеличения плодородия земли. Однако часто 

удобрения вносят в количествах, не сбалансированных с потребляемыми 

растениями, поэтому они становятся источником загрезнения почв.  

В результате этого, необратимо нарушается экологическое равновесие 

почвы. А самое главное эти удобрения отрицательно влияют на организм 

человека.  

Исходя, из вышесказанного нами была поставлена цель – получить 

экологически безопасное удобрение из животноводческих отходов и 
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