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Аннотация 
Малина (Rubus L.) – одна из самых распространенных ягодных культур в 
садоводстве. Только за последние пять лет в Государственный реестр 
селекционных достижений РФ включено 20 новых сортов малины. В 
настоящее время для идентификации сортов малины используются как 
количественные признаки, так и качественные, которые выявляются 
визуально в фенотипе растений. Одним из основных недостатков таких 
признаков является существенная зависимость их проявления от условий 
выращивания. Все это делает задачу идентификации и паспортизации уже 
существующих и новых сортов весьма актуальной. Биотехнология привела 
к фундаментальному сдвигу в обнаружении и мониторинге генетической 
изменчивости в селекции растений и генетических исследованиях. Более 
эффективной и перспективной системой маркирования селекционных 
достижений является генетическая паспортизация сорта, представляющая 
собой метод получения генетически детерминированных характеристик с 
помощью ДНК-маркеров. Анализ микросателлитных локусов малины 
достаточно широко используется в зарубежных исследованиях, и весьма 
ограниченно в отечественных. Целью данных исследований являлось 
создание генетических паспортов образцов малины на основании 
полиморфизма микросателлитных локусов. Было протестировано 9 
образцов малины коллекции ВНИИСПК: Cascade Delight, Жар-Птица, 
Octaria, Лячка, Бальзам, Журавлик, Спутница, Геракл и Метеор. В пределах 
анализируемой выборки сортообразцов амплифицировалось от 2-х до 5-ти 
фрагментов в отдельном локусе. В пределах проанализируемой выборки 5 
из 9 сортообразцов имеют уникальный профиль. Для сортообразцов 
Журавлик и Геракл, а также Спутница и Метеор получены идентичные 
профили, отличающиеся от других сортообразцов задействованных в 
анализе.  
 
Ключевые слова: малина, генетические паспорта, микросателлитные 
локусы, ДНК, ПЦР  
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Abstract 
Raspberry (Rubus L.) is one of the most common berry crops in horticulture. For 
the last five years, 20 new raspberry varieties have been included in the State 
Register of Selection Achievements of the Russian Federation. Currently, to 
identify raspberry varieties quantitative and qualitative traits are used which are 
detected visually. One of the main disadvantages of such traits is the significant 
dependence on growing conditions. Thus, the task of identification and 
certification of existing and new varieties are very relevant. Biotechnology has led 
to a fundamental shift in the detection and monitoring of genetic variation in plant 
breeding and genetic researches. A more effective and promising system for 
marking breeding achievements is the genetic certification of the variety based 
on DNA-markers. SSR analysis of raspberry is widely used in foreign studies, 
and very is limited in Russian ones. The purpose of these studies was to create 
genetic passports of raspberry varieties based on the polymorphism of 
microsatellite loci. Nine raspberry samples (i.e. Cascade Delight, Zhar-Ptitsa, 
Octaria, Lyachka, Balsam, Zhuravlik, Sputnitsa, Gerakl and Meteor) of the 
VNIISPK collection were tested in 11 SSR loci. From two to five fragments were 
amplified per locus. Within the samples analyzed, for 5 out of 9 varieties unique 
profiles have been identified. Identical profiles were obtained for Zhuravlik and 
Gerakl, as well as Sputnitsa and Meteor, but those profiles differ from profiles of 
others varieties involved in the study. 
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Введение 
Малина (Rubus) – одна из самых распространенных ягодных культур в садоводстве. 

Сладкие и ароматные плоды широко используются как в свежем виде, так и для 
переработки. Только за последние пять лет в Государственный реестр селекционных 
достижений РФ включено 20 новых сортов малины (Богомолова и др., 2016). Все это 
делает задачу идентификации и паспортизации уже существующих и новых сортов весьма 
актуальной. 

В настоящее время для идентификации сортов малины используются как 
количественные признаки (число побегов, длина междоузлий, длина ягоды), так и 
качественные (окраска цветка, листьев, побегов и ягод, профиль и морщинистость 
листьев), которые выявляются визуально в фенотипе растений. Одним из основных 
недостатков таких признаков является существенная зависимость их проявления от 
условий выращивания, а также затрудненная идентификация в определенные сезоны года, 
например, в отсутствие цветения или плодоношения. В результате заключение о 
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принадлежности используемого посадочного материала к тому или иному сорту можно 
сделать лишь с определенной долей вероятности (Лебедев и др., 2015; Каган и др., 2014).  

В связи с вышесказанным более эффективной и перспективной системой маркирования 
селекционных достижений является генетическая паспортизация сорта, представляющая 
собой метод получения генетически детерминированных характеристик с помощью 
молекулярных маркеров. Генетическая паспортизация представляет собой метод 
получения генетически детерминированных характеристик с помощью морфологических 
или молекулярных маркеров (Лебедев и др., 2015).  

Описание морфологических характеристик селекционного материала – элемент 
классического генетического анализа и селекционного скрининга, его можно считать первым 
этапом генетической паспортизации. Второй этап связан с разработкой и использованием 
биохимических и молекулярно-генетических маркеров, так как прямое секвенирование геномов 
все еще достаточно дорого (Козловская и др., 2017; Калаев и др., 2012).  

В мировой практике для индивидуальной паспортизации объектов сельского хозяйства 
используют преимущественно ДНК-маркеры. Молекулярные маркеры отличаются высоким 
уровнем полиморфизма между сортами и могут эффективно использоваться для оценки 
общих генетических характеристик (Тагиманова и др., 2014; Калаев и др., 2012). 

На сегодняшний день микросателлитные ДНК-маркеры являются наиболее 
распространенным типом ДНК-маркерных систем, используемых при работе с 
генетическими ресурсами растений – определении структуры коллекций и степени 
генетического сходства, а также идентификация и ДНК-паспортизации образцов (Ушакова, 
2015; Козловская и др., 2017).  

Биотехнология привела к фундаментальному сдвигу в обнаружении и мониторинге 
генетической изменчивости в селекции растений и генетических исследованиях. В 
генетических исследованиях малины и ежевики были использованы различные методы 
молекулярных маркеров, случайную амплифицированную полиморфную ДНК (RAPD), 
простые повторы последовательности (SSR), полиморфизм длины амплифицированного 
фрагмента (AFLP) и другие (Swanson et al., 2011). Graham J и др. была разработана первая 
генетическая карта для красной малины (R. idaeus L.) (Graham et al., 2004). Наиболее 
полные генетические карты для красной малины, полученные на сегодняшний день, были 
недавно представлены Ward et al. используя GBS для генерации SNP-маркеров, 
дополненных набором SSR, охватывающим геном (Ward et al.,  2013). Исследования с 
применением ДНК-маркеров недавно были проведены и на других представителях рода 
Rubus. Bushakra et al. разработали генетическую карту для черной малины (R. occidentalis) 
(Bushakra et al., 2013) 

Впервые в России генотипирование микросателлитных локусов для оценки 
генетического полиморфизма отечественной коллекции малины проведено Пикуновой А.В. 
с соавторами (2013). В рамках исследований было генотипировано 12 сортообразцов 
малины по 9 микросателлитным локусам (Пикунова и др., 2013). Вопросам паспортизации 
малины с применением RAPD анализа посвещен ряд отечественных работ (Лебедев и др., 
2015; Каган и др., 2014). Лебедев с соавторами представили первичные данные о 
полиморфности/мономорфности протестированных на малине и землянике 
микросателлитных локусов и их видовой специфичности (Лебедев и др., 2018). 

Целью данных исследований являлось создание генетических паспортов образцов 
малины на основании полиморфизма микросателлитных локусов. Полученные 
генетические паспорта могут быть использованы для контроля процесса включения нового 
образца в коллекцию во избежание дублирования, выяснения с использованием 
молекулярных маркеров внутривидовых связей, анализа родства и т.д. 
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Материалы и методика исследования 
ДНК из листьев выделяли по методике Doyle and Doyle (1990) с небольшими 

модификациями (Doyle et al., 1990). 
Протестировано 9 образцов малины коллекции ВНИИСПК: Cascade Delight, Жар-Птица, 

Octaria, Лячка, Бальзам, Журавлик, Спутница, Геракл и Метеор. 
Выделенную ДНК разбавляли в 7 раз и использовали для проведения ПЦР. ПЦР 

проводили с использованием реактивов и BioTaq полимеразы фирмы Dialat Ltd. 
Проанализированные микросателлитные локусы перечислены в таблице 1. Они 
представляют 5 групп сцепления малины из 7. Праймеры синтезированы в фирме Синтол. 
 
Таблица 1 – Параметры амплификации 11-ти микросателлитных локусов, задействованных 
в анализе 

Локус 
Температура 

отжига, 
°С 

Ведущий праймер c хвостом                   
5′→3′ 

Обратный праймер                              
5′→3′ 

RubPara_SQ008_D04 53 
aacaggtatgaccatga 
TTGAGAACCATGCCTACATATCTT 

gttt GCTGGAAATGGATTGAATGG 

ERubLR_SQ07_4_D05 50 
aacaggtatgaccatga 
CTTCTTTCCAACCGATTTC 

gttt ACGAATTGATTTCATCAACC 

ERubLR_SQ01_B06 53 
aacaggtatgaccatga 
CCTCTACACCACCCCATCAG 

gttt CGTCATCGTCATCTCTCTCG 

ERubLR_SQ19_3_G09 53 
aacaggtatgaccatga 
GTTCGTCATCGTCATCTCTC 

gttt AGAAAACCAAACCCCTCTAC 

ERubLR_SQ07_2_H02 50 
aacaggtatgaccatga 
TGGCAATCAACCACTCTGTG 

gttt CAAACTGACAAACGCTCTTCC 

RubEndo_SQ004_N23 53 
aacaggtatgaccatga 
CACTGCAAGGTGTCGTTTGT 

gttt ATAGCTCCGGCAATCCATC 

ERubLR_SQ19_1_A05 50 
aacaggtatgaccatga 
GTTTGCTTCCTTTCGTAGTC 

gttt 
TATACTAATGGCCACCTTGG 

ERubLR_SQ06_2_E01 53 
aacaggtatgaccatga 
GCAGGAGTTGGACGAGTAG 

gttt 
TTTCCAGATCAAACAAGACC 

ERubLR_SQ01_120 50 
aacaggtatgaccatga 
TCTTTTGCGGTGGCTACAAG 

gttt 
CAACCCGAAGTCTACAACAGC 

ERubLR_SQ01_M20 50 
aacaggtatgaccatga 
TTACGAACACCCATTAATTTAAGTC 

gttt AATCCTGAGACCGACGAGTG 

ERubLR_SQ01_G16 50 
aacaggtatgaccatga 
GCACCCTAATCTCCATGACC 

gttt CCGCTGTAGTTCCTGTAGGC 

 
Условия ПЦР следующие: денатурация 5 мин при 95°C, затем 30 циклов – 30 с при 

95°C, температура отжига специфична для конкретной пары праймеров, экспериментально 
подобранная – 30 с, 72°C – 30 с; финальная элонгация 72°C – 10 мин. (Должикова и др., 
2018). Разделение ПЦР продуктов осуществляли в 8% ПААГ с последующим 
окрашиванием нитратом серебра, разгонка длилась 4,5 часа при напряжении   40 В. 

Все этапы анализа с момента проведения ПЦР были проделаны трижды с 
использованием двух марок амплификаторов: амплификатор 2720 (Applied Biosystems, 
USA), амплификатор Т200 (Bio Rad, USA). 

Размеры фрагментов вычислялись условно путём сравнения с размерами 
молекулярного маркера DNA MW Ladder M50bp (фирма-производитель Dialat Ltd, размеры 
фрагментов: 50, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450, 500 п.н.). 

 
Результаты исследований и их обсуждение 
При повторении анализа существенных различий в количестве и размерах 
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амплифицируемых фрагментов не обнаружено. В пределах анализируемой выборки 
сортообразцов амплифицировалось от 2-х до 5-ти фрагментов в отдельном локусе 
(таблица 2).  
 
Таблица 2 – Характеристика полиморфизма 11-ти микросателлитных локусов у 
анализируемой выборки сортообразцов 

Локус Наблюдаемое кол-во фрагментов Приблизительные размеры аллелей (п.н.) 

RubPara_SQ008_D04  4 265, 273, 275, 375 

ERubLR_SQ07_4_D05 2 267, 270 

ERubLR_SQ01_B06 3 218, 222, 226 

ERubLR_SQ19_3_G09 3 228, 232, 236 

ERubLR_SQ07_2_H02 3 248, 256, 260 

RubEndo_SQ004_N23 5 240, 265, 270, 275, 280 

ERubLR_SQ19_1_A05 4 227, 230, 233, 260 

ERubLR_SQ06_2_E01 2 212, 220 

ERubLR_SQ01_120 3 270, 274,276 

ERubLR_SQ01_M20 3 255, 265, 267 

ERubLR_SQ01_G16 5 220, 222, 226, 230, 256 

 
В пределах проанализируемой выборки 5 из 9 сортообразцов имеют уникальный 

профиль. Для сортообразцов Журавлик и Геракл, а также Спутница и Метеор получены 
идентичные профили, отличающиеся от других сортообразцов задействованных в анализе 
(таблица 3).  

 
Таблица 3 – Генетические паспорта девяти сортообразцов малины 

Локус 

Сорта 

C
as

ca
de

 

D
el

ig
ht

 

Ж
ар

-П
ти

ц
а

 

O
ct

ar
ia

 

Л
яч

ка
 

Б
ал

ьз
ам

 

Ж
ур

ав
л

ик
 

С
пу

тн
иц

а
 

Ге
ра

кл
 

М
ет

ео
р 

RubPara_SQ008_D04 275 273 273 375 265 273 275 273 275 

ERubLR_SQ07_4_D05 270 267/270 270 267/270 267/270 267/270 267/270 267/270 267/270 

ERubLR_SQ01_B06 226 218/226 218 218/226 222/226 226 218/222 226 218/222 

ERubLR_SQ19_3_G09 236 228/236 228 228/236 232/236 236 228/232 236 228/232 

ERubLR_SQ07_2_H02 256 248/260 260 248/256 256/260 256/260 256/260 256/260 256/260 

RubEndo_SQ004_N23 240/270 265/275 275/280 265/270 240/280 270/275 265/270 270/275 265/270 

ERubLR_SQ19_1_A05 230/233 233/260 230 230 230/233 233/260 227/233 233/260 227/233 

ERubLR_SQ06_2_E01 212/220 212 212 212 212/220 212 212/220 212 212/220 

ERubLR_SQ01_120 274/276 270 270/274 276 274/276 270 276 270 276 

ERubLR_SQ01_M20 255/265 255/265 255/265 255/265 255/267 267 267 267 267 

ERubLR_SQ01_G16 220/222 220/230 222 222 220/226 220/256 220/226 220/256 220/226 

Примечание – уникальные, в пределах анализируемой выборки образцов, сочетания аллелей выделены 
жирным. 
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Электорофореграммы полиморфизма микросателлитных локусов, исследуемых 
сортообразцов представлены на рисунках 1, 2 и 3. 

 

 
Рисунок 1 – Электрофореграмма ПЦР продуктов локуса 2.ERubLR_SQ07_4_D05 

 

 
Рисунок 2 – Электрофореграмма ПЦР продуктов локуса 3.ERubLR_SQ01_B06 и локуса 

4.ERubLR_SQ19_3_G09 
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Рисунок 3 – Электрофореграмма ПЦР продуктов локуса 6.RubEndo_SQ004_N23 и локуса 

10.ERubLR_SQ01_M20 
 
В локусах ERubLR_SQ01_120 и ERubLR_SQ01_M20 разница в размерах аллелей не 

велика, поэтому желательно проводить детекцию на приборе типа ABI Prizm Genetic 
Analyzer.  

 
Выводы 
В результате исследований разработаны паспорта 5 образцов малины различного 

генетического и географического происхождения из коллекции ВНИИСПК. Для 
сортообразцов Журавлик и Геракл, а также Спутница и Метеор получены идентичные 
профили, отличающиеся от других сортообразцов задействованных в анализе. Положено 
начало созданию базы данных ДНК-паспортов малины генофонда ВНИИСПК. Выявлены 
редкие и уникальные аллели, которые могут быть использованы для целей подтверждения 
гибридности. 
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