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Богатство генетического  

инструментария даёт возможность  

осуществлять анализ филогении  

и генетического полиморфизма  

у исследуемых таксонов.  

К важным генетическим  

компонентам, встречающимся  

в большинстве геномов эукариот,  

можно отнести ретротранспозоны.  

Исходя из особенностей этих мобильных 

элементов генома исследование  

ретротранспозонов актуально  

для создания генетических маркеров.  
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The wealth of genetic tools makes  

it possible to analyze phylogeny  

and genetic polymorphism  

in the studied taxa. The genetic  

components include retrotransposons.  

The study of retrotransposons is relevant  

for the creation of genetic markers.  
At the moment, DNA markers,  

whose polymorphism is due  

to retrotransposon inserts, have gained  

distribution in genetic work.  

The aim of this work is to search  

and detect effective IRAP  
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На данный момент распространение  

в генетических работах получили  

ДНК-маркеры, чей полиморфизм  

обусловлен ретротранспозонными  

вставками. Целью данной работы  

является поиск и обнаружение  

эффективных IRAP и ISSR маркеров  

для генотипирпования подвоев яблони. 

Исходя из качества полученного  

ДНК-фингерпринта, по каждому  

из задействованных в работе маркеров 

был осуществлен отбор наиболее  

информативных маркеров. Праймеры 

отобранных IRAP и ISSR маркеров  

будут использованы в дальнейшем  

для генотипирования подвоев.  

В результате выполненной работы  

на генотипах подвоев яблони  

из 5 IRAP маркеров 4 дали  

ДНК-фрагменты при постановке ПЦР. 

При этом 2 маркеров из общей выборки 

были определены как перспективные  

для дальнейшей работы. В группу  

перспективных маркеров вошли IRAP, 

обладающие наибольшим количеством 

амплифицированных фрагментов  

и легко интерпретируемым видом  

ДНК-фингерпринтов. К данной группе 

отнесены: Cass 1 и Сass 2. В случае  

апробации 8 ISSR для дальнейшей  

работы были отобраны 3 маркера.  

Дальнейшая работа будет направлена  

на проведение оценки генетического  

полиморфизма отобранных маркеров  

с последующим расширением объема 

анализируемой выборки образцов. 
 

Ключевые слова: ПОДВОИ ЯБЛОНИ, 

ISSR, IRAP, ДНК-АНАЛИЗ, 

ГЕНОТИПИРОВАНИЕ  

and ISSR markers for the genotyping  

of apple rootstocks. Based on the quality  

of the obtained DNA fingerprint,  

the selection of the most informative  

markers was carried out for each  

of the markers involved in the work.  

The primers of the selected IRAP  

and ISSR markers will be used  

in the future for genotyping of stocks.  

As a result of the work performed  

on the genotypes of apple tree stocks,  

5 IRAP markers 4 gave DNA fragments  

during PCR. At the same time,  

2 markers from the general sample  

were identified as promising  

for further work. The group of promising 

markers includes IRAPs with the largest 

number of amplified fragments  

and an easily interpreted type  

of DNA fingerprints. As a result of the work 

performed on the genotypes of apple tree 

stocks, 5 IRAP markers 4 gave DNA  

fragments during PCR. At the same time,  

2 markers from the general sample  

were identified as promising for further 

work. The group of promising markers 

 includes IRAPs with the largest number  

of amplified fragments and an easily  

interpreted type of DNA fingerprints.  

This group includes: Cass 1 and Сass 2. 

 In case of testing of 8 ISSR, 3 markers  

were selected for further work. Further work 

will be aimed at assessing the genetic  

polymorphism of the selected markers  

with the subsequent expansion of the volume 

of the analyzed sample of samples. 
 

Key words: APPLE ROOTSTOCKS,  

ISSR, IRAP, DNA ANALYSIS, 

GENOTYPING 

 

Введение. Количество типов ДНК-маркеров значительно увеличи-

лось за несколько десятилетий широкого применения ДНК-технологий в 

генетике. Разнообразие ДНК-маркеров связано с полиморфизом таких ге-

нетических структур, представленных в геноме, как гены, кодирующие 

рРНК сайты рестрикции, микросателлитная ДНК, точковые мутации и т.д. 
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Богатство генетического инструментария даёт возможность осуществлять 

анализ филогении и генетического полиморфизма у исследуемых таксо-

нов. К важным генетическим компонентам, встречающимся в большинстве 

геномов эукариот, можно отнести ретротранспозоны [1-6]. Для ретро-

транспозонов свойственен процесс транспозиции, в котором отсутствует 

механизм вырезания из генома последовательности транспозона. Однако 

для функционирующего ретротранспозона характерны этапы транскрип-

ции, следующей за ней обратной транскрипции и встраивания вновь со-

зданной копии ретротранспозона в геном [7-10].  

Специфика циклов копирования ретротранспозонов способствует их 

равномерному распределению в большом количестве в хромосомах  

[11, 12]. Исходя из особенностей этих мобильных элементов генома иссле-

дование ретротранспозонов актуально для создания генетических марке-

ров. На данный момент распространение в генетических работах получили 

ДНК-маркеры, полиморфизм которых обусловлен ретротранспозонными 

вставками. К их числу можно отнести маркеры SSAP, IRAP, RBIP, 

REMAP, зарекомендовавшие себя в генетических исследованиях как эф-

фективные инструменты для проведения ДНК-анализа на различных био-

логических объектах [13]. К мультилокусным маркерам, основанным на 

полиморфизме большого числа не идентифицированных участков ДНК в 

геноме, относятся три из вышеперечисленных маркерных систем: S-SAP, 

IRAP и REMAP.  

В IRAP маркерах анализируется полиморфизм областей, располо-

женных между вставками ретротранспозонов. В свою очередь метод S-SAP 

позволяет устанавливать полиморфизм последовательностей между сайтом 

вставки ретротранспозона и сайтом рестрикции, который определяется с 

помощью специфических эндонуклеаз. REMAP позволяет проводить оцен-

ку полиморфизма областей, расположенных между вставками ретротранс-

позонов и микросателлитными последовательностями генома. В свою оче-
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редь, применение RBIP маркеров, в отличие от вышеперечисленных муль-

тилокусных маркеров, даёт возможность установить факт вставки ретро-

транспозона в определённом участке генома.  

Подобно SSR маркерам в методике применения RBIP маркеров ана-

лизируются отдельные локусы с установленным месторасположением в 

геноме. Для приведённых типов ДНК-маркеров возможен богатый выбор 

методов визуализации полученных результатов: электрофорез в полиакри-

ламидном и агарозном геле, капиллярный электрофорез и микрочипы. 

Следовательно, можно заключить, что использование ДНК-маркеров, ос-

нованных на полиморфизме вставок ретротранспозонов, перспективно в 

изучении филогенитического родства и генетического полиморфизма [12].  

Маркеры, основанные на полиморфизме ретротранспозонных вста-

вок, используются в исследованиях рода Malus. В частности, 6 IRAP мар-

керов, созданных с помощью Ty1-copia-подобных ретротранспозонов LTR, 

были задействованы в анализе пятнадцать клонов сорта Red Delicious и 

шестнадцать клонов сорта Fuji [14]. Также была проведена работа  

на 12 стандартных сортах яблони, в которой было установлено, что, хотя 

ретротранспозоны TRIMs не кодируют белки, необходимые для осуществ-

ления жизненного цикла, и, следовательно, не являются автономными, 

они, по меньшей мере, столь же полиморфны, что и обычные автономные 

ретротранспозоны [15].  

Чтобы исследовать потенциальную эффективность двух ретротранс-

позонов в качестве молекулярных маркеров для идентификации клонов 

сорта Fuji, были разработаны праймеры, комплементарные LTR CTcrm. 

Установленный полиморфизм маркеров позволяет проводить генетиче-

скую идентификацию изученных клонов [16]. Мультилокусные ISSR мар-

керы, основанные на анализе полиморфизма межмикросателлитных участ-

ков генома, также нашли применение в генетических исследованиях рода 

Malus [17-19].  
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В связи с высоким уровнем информативности ISSR и IRAP ДНК-

маркеров целью данной работы был отбор IRAP и ISSR маркеров, перспек-

тивных для ДНК-фингерпринтинга подвоев яблони, а также для анализа 

генетической однородности при их микроклональном размножении, исхо-

дя из их эффективности при генотипировании.  

 

Объекты и методы исследований. Экстракция ДНК проводилась 

стандартной ЦТАБ методикой [17]. В качестве растительного материала 

были отобраны подвои яблони СК5; М2; CК3; М9. ПЦР была проведена 

согласно следующей программе: 3 минуты предварительной денатурации 

при температуре 95°С; последующие 45 циклов: денатурация 30 секунд 

при 95 °С, отжиг праймеров 30 секунд при 50 °С (ISSR) или 55 °С (IRAP), 

элонгация 2 минуты при 72°С и финальный цикл синтеза при температуре 

72 °С в течение 10 минут.  

Концентрации реагентов в ПЦР смеси: буфер для Taq ДНК-

полимеразы в рабочей концентрации, предусмотренной производителем 

(ООО «Сибэнзим, Россия»), dNTP (0,25 мМ), 1 единица активности Taq 

ДНК-полимеразы, ISSR или IRAP праймер (0,32 мкМ), 40-50 нг тотальной 

ДНК. Для апробации маркеров электрофорез ПЦР-продуктов проводился 

при напряжении 120В в 2 % агарозном геле, окрашенном бромистым эти-

дием. Визуализация продуктов амплификации осуществлялась в ультра-

фиолетовом свете на трансиллюминаторе. 

 

Обсуждение результатов. Высокое качество получаемых ДНК-

фингерпринтов ISSR маркеров требуется для проведения эффективного 

анализа результатов генотипирования. В случае оценки родства исследуе-

мых генотипов качество ДНК-фингерпринтов приобретает особенно боль-

шое значение, так как любая неточность может повлиять на результат и, 

как следствие, интерпретация данных будет не достоверна. Ошибки в 

определении количества ДНК-фрагментов на электрофореграмме, некор-
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ректная оценка размера ДНК-фрагментов, выраженная в парах нуклеоти-

дов, приводят к серьёзным неточностям в процессе молекулярно-

генетического анализа. Сильное фоновое свечение дорожки и слабая ин-

тенсивность свечения ДНК-фрагмента способны стать причиной подобных 

ошибок. В связи с этим нами был проведен отбор IRAP маркеров, апроби-

рованных на четырёх генотипах подвоев, исходя из изложенных выше 

критериев. По каждому маркеру апробация была проведена в трехкратной 

повторности для максимальной достоверности оценки генотипирования. 

Был осуществлен отбор наиболее эффективных IRAP маркеров для 

оценки генетического полиморфизма подвоев яблони. В ходе апробации 5 

маркеров на 4 генотипах установлено, что по 4 маркерам получены про-

дукты амплификации (рис. 1). IRAP маркеры были разделены на 3 группы 

(табл. 1), исходя из качества полученных в результате генотипирования 

ДНК-фингерпринтов. В третью группу вошел маркер IRAP, у которого от-

сутствовала амплификация по 4 подвоям.  

Маркеры, обладающие незначительным количеством ДНК-

фрагментов или/и их слабой интенсивностью свечения, затрудняющей 

оценку результатов анализа, были включены во 2 группу. К таким марке-

рам можно отнести: LTR 3, LTR 23. 

IRAP маркеры, отличающиеся большим количеством ДНК-

фрагментов и легко интерпретируемым спектром амплифицированных 

продуктов ПЦР, вошли первую группу. К этой группе отнесены Cass 1 и 

Сass 2. Их применение в дальнейшей работе по анализу генетического раз-

нообразия подвоев является приоритетным.  

Во вторую группу изученных маркеров были включены ISSR маркеры 

– UBC 813, UBC 818, UBC 825 (рис. 2, табл. 2). Несмотря на относительно 

большое количество фрагментов ДНК, установленное у маркеров UBC 

818, UBC 825, качество фингерпринтов не позволяет их определить в 

первую группу приоритетных маркеров.  
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В свою очередь, к первой группе отнесены: UBC 811 и UBC 841,  

UBC 843. Эти маркеры позволяют получить ДНК-фингерпринты, облада-

ющие наибольшим количеством фрагментов и легко интерпретируемым 

видом. Исходя из этого, их применение в дальнейшей работе по анализу 

генетического разнообразия подвоев будет приоритетным.  

 

 

Подвои: СК5 – 1, 5, 9, 13; М2 – 2, 6, 10, 14; CК3 – 3, 7, 11, 15; М9 – 4, 8, 12, 

16. Маркеры: Cass 1 1-4, Cass 2 5-8, LTR 3 9-12, LTR 23 13-16.  

Рис. 1. Результаты IRAP-генотипирования подвоев яблони 

Таблица 1 – Качество ДНК-фингерпринтов IRAP маркеров 

Маркер 
Количество 

ДНК-фрагментов 

Качество 

ДНК-фингерпринта 

Cass 1 9 I 

Cass 2 15 I 

LTR 3 9 II 

LTR 23 7 II 

IRAP TDK 2F - - 
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Маркеры: 1 – UBC 811, 2 – UBC 813, 3 – UBC 818, 4 – UBC 825,  

5 – UBC 841, 6 – UBC 843. Подвои: СК5 – А; М2 – Б; CК3 – В; М9 – Г. 

Рис. 2. Результаты ISSR-генотипирования подвоев яблони 

 

Таблица 2 – Качество ДНК-фингерпринтов ISSR маркеров 

Маркер 
Количество 

ДНК-фрагментов 

Качество 

ДНК-фингерпринта 

UBC 811 11 I 

UBC 813 5 II 

UBC 818 10 II 

UBC 825 11 II 

UBC 841 15 I 

UBC 843 14 I 

3A59 - III 

ASSR02 - III 
 

Выводы. Проведённая в работе апробация позволила определить два 

перспективных IRAP ДНК-маркера из пяти использованных – Cass 1 и Сass 

2. В свою очередь из восьми ISSR было выделено три маркера (UBC 811, 

UBC 841 и UBC 843), перспективных для использования при генотипирова-

нии образцов подвоев. Отобранные IRAP и ISSR ДНК-маркеры могут быть 

эффективно использованы для различных целей, включая генетическую 
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идентификацию образцов, анализ генетической однородности растений, по-

лучаемых в процессе микроклонального размножения, а также для выпол-

нения исследования по изучению генетических взаимосвязей образцов.  
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