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ВІТЧИЗНЯНОЇ ТА ЗАРУБІЖНОЇ СЕЛЕКЦІЇ

За допомогою 9 мікросателітних маркерів досліджували 12 сортів 
картоплі. Два праймери дали змогу виявити міжсортовий полімор-
фізм та встановити філогенетичні зв’язки досліджуваних сортів. За 
результатами полімеразної ланцюгової реакції з використанням віді-
браних мікросателітів було отримано 22 поліморфних фрагменти. На 
основі отриманої інформації складено матрицю вихідних даних.
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Збереження біологічного та частково генетичного різноманіття є 
одним з важливих завдань сучасної біотехнології. Оцінка генетичних 
відмінностей між окремими особами в популяції необхідна для вияв-
лення найбільш унікальних форм. Вона є актуальною для збереження 
та підтримання ботанічних колекцій цінних видів і таксонів, а також 
досить важлива за спрямованої селекції як при підборі вихідного ма-
теріалу, так і при оцінці результатів селекційного процесу [1].

На сьогодні використання молекулярних маркерів є одним із го-
ловних методологічних підходів у вивченні генетичного поліморфіз-
му. Такі маркери дають можливість розрізняти різні види та підвиди 
рослин, а також давати кількісну характеристику їхнього генетично-
го та алельного складу. При введені молекулярних маркерів у прак-
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тику біологічних досліджень з’явилися нові можливості детального 
вивчення структури та організації геному рослин і кількісної оцінки 
ступеня схожості/відмінності на видовому та міжвидовому рівнях. 
Використання молекулярних маркерів у селекції особливого зна-
чення набуває як ідентифікація сортів культурних рослин, а також 
контроль за переносом генетичного матеріалу від дикорослих видів 
при віддаленій гібридизації [2].

Створення молекулярних маркерних систем, основаних на про-
філюванні ДНК, відкрило широкі перспективи для ідентифікації та 
реєстрації генотипів, встановлення генетичної чистоти ліній, визна-
чення рівня гібридності [3]. Молекулярні маркери використовують 
для точної та швидкої паспортизації різних видів і сортів рослин, а 
також для вивчення філогенетичної спорідненості [4–7].

У молекулярній генетиці розроблено низку підходів, які дають 
змогу з високою точністю виявляти поліморфізм рослин [8–14]. Най-
перспективнішим вважається ПЛР-аналіз, за допомогою якого можна 
отримувати високополіморфні та специфічні спектри. Генотипуван-
ня ДНК за допомогою полімеразної ланцюгової реакції дає змогу на 
будь-якій стадії розвитку рослини дати характеристику генотипу [15] 
і скласти детальні генетичні карти різних видів рослин [16–18].

Одним із методів ПЛР є ISSR (Inter Simple Sequence Repeat). По-
рівняно з іншими існуючими методами ISSR-ПЛР удосконалений за-
вдяки збільшенню довжини праймера та зменшення його анонімнос-
ті. У даній методиці використовується один або декілька праймерів. 
Оскільки в геномах рослин міститься значна кількість мікросателіт-
них повторів, цей метод придатний для генетичного аналізу [10]. 

У ISSR-аналізі молекулярно-генетичний поліморфізм визнача-
ється за наявністю або відсутністю ампліфікованих фрагментів ДНК 
певного розміру. Для виявлення відмінностей між двома близькими 
сортами часто застосовують декілька праймерів. Добір праймерів, 
які дають змогу виявляти поліморфізм у досліджуваній добірці сор-
тів і дають відтворювані результати, – важливий етап досліджень з 
ДНК-маркерами [19].

Мета досліджень. Оптимізувати методику проведення ISSR-
аналізу для виявлення молекулярно-генетичного поліморфізму сор-
тів картоплі та встановити їхні філогенетичні зв’язки.

Матеріали та методика досліджень. Матеріалом для наших до-
сліджень слугували рослини in vitro сортів картоплі зарубіжної се-
лекції (Alpha, Bintje, Sante, Desiree, Aeered, польський гібрид 6665 д, 
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Bellarosa) та сорти картоплі селекції Інституту картоплярства НААН 
(Слов’янка, Щедрик, Серпанок, Ольвія, Подолянка, Повінь). Для 
виділення тотальної ДНК користувались методикою [20] з деякими 
власними модифікаціями [22]. Поліморфізм ДНК досліджували за 
допомогою динуклеотидних праймерів (AG)8TG, (AG)8, (AC)8 і три-
нуклеотидних праймерів GAG(CAA)5, CTG(AG)8, (ATG)5, (CCA)5, 
(CAC)5, (GCC)5 [21]. Для проведення реакції ампліфікації викорис-
товували ампліфікатор «Eppendorf» (Німеччина). 

Пoлімеразну ланцюгoву реакцію прoвoдили у реакційній cуміші 
oб’ємoм 25 мкл, яка міcтила ПЛР-буфер з 2,5 мМ MgCl2, 0,5 мM 
дНТФ, 50 пкМ праймера, 1,25 U Taq-пoлімерази та 1 мкл виділеної 
ДНК, у концентрації 40–50 нг.; 10–20 нг.; 0,5–5 нг., з наcтупним тем-
пературним режимoм: температура плавлення ДНК 94°C, відпалу 
58°C, cинтезу 72°C, кількіcть циклів ампліфікації 25–35.

Електрофоретичне розділення продуктів ампліфікації проводили 
у 2%-му агарозному гелі, що містив бромистий етидій (0,5 мкг/мл), 
протягом 2 год, при напрузі 3 В/см довжини гелю. Для фотографу-
вання використовували цифрову фотосистему. Розміри продуктів 
ампліфікації визначали за допомогою маркера молекулярної маси 
GeneRuller 100 bp («Fermentas») та комп’ютерної програми BioTest 
Color (Росія).

При обчисленні результатів гель-електрофорезу враховували 
лише ті смуги, інтенсивність яких сягала не менше 2,5% макси-
мальної. Кластерний аналіз, використовуючи незважений парногру-
повий метод із арифметичним усередненням (UPGMA), і побудову 
дендрограми проводили за допомогою програми MEGA4.

Результати досліджень. Для відпрацювання та оптимізації умов 
реакції ампліфікації з ISSR-праймерами використовували росли-
ни in vitro сорту Слов’янка. З метою економії реактивів у роботі 
брали три лінії сорту Слов’янка тривалого культивування в про-
бірковій культурі. Дослідження проводили з використанням ISSR-
праймера (САС)5. Згідно з літературними даними авторів Bornet B., 
Goraguer F., Joly G., Branchard M. [21] оптимальні результати було 
отримано при додаванні в реакційну суміш 50–100 пкМ/реакцію 
праймерів та 5–15 нг./реакцію ДНК. Тому роботу з відпрацювання 
методики ISSR-ПЛР ми розпочали, виходячи з представлених авто-
рами даних.

За результатами реакції ампліфікації отримано спектри фрагмен-
тів геному ДНК картоплі (рис. 1, а). Проте на електрофореграмі не 
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спостерігається прояву чітких фрагментів, які б можна було врахо-
вувати при інтерпретації результатів, при вивченні молекулярно-
генетичного поліморфізму оздоровлених ліній чи генотипуванні 
сортів картоплі.

Для оптимізації та підвищення специфічності умов реакції амп-
ліфікації в реакційну суміш ми додали лише 10 пкМ праймера при 
вище вказаній концентрації ДНК (рис. 1, б). Відтак ми отримали 
чіткі фрагменти ДНК геному картоплі сорту Слов’янка при концен-
трації ДНК в реакційній суміші – 10–50 нг.

Таким чином, нами відпрацьовано методику проведення ISSR-
ПЛР та оптимізовано умови реакції ампліфікації: об’єм суміші 
становить 25 мкл, в якій міститься ПЛР-буфер з 2,5 мМ MgCl2; 
0,5 мM дНТФ; 10 пкМ праймер; 1,25 U Taq-пoлімераза та 1 мкл ви-
діленої ДНК у концентрації 40–50 нг. з наcтупним температурним 
режимoм: температура плавлення ДНК 95°C, відпалу 58°C, cинтезу 
72°C, кількіcть циклів ампліфікації 30.

Для оцінки молекулярно-генетичного поліморфізму сортів кар-
топлі вітчизняної та зарубіжної селекції використовували 9 ISSR-

а

1 12 23 3М М

б
Рис. 1. Електрофореграма продуктів ампліфікації ISSR-ПЛР:

а – праймер (САС)5 50 pmol/реакцію; б – праймер (САС)5 10 pmol/
реакцію; 1 – ДНК – 40–50 нг.; 2 – ДНК – 10–20 нг.; 3 – ДНК – 0,5–5 нг.; 
М – маркер молекулярної маси O’GeneRuller™ 100 bp («Fermentas»)
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праймерів (див. таблицю). Із них 7 праймерів було виключено із 
аналізу відібраних нами сортів, оскільки дані праймери ініціювали 
синтез тільки неполіморфних фрагментів або ж давали досить бага-
то слабких компонентів, які важко використовувати для порівняння 
та ідентифікації зразків.

Послідовності й температури відпалу досліджуваних 
ISSR-праймерів

№ з/п Послідовність Температура відпалу, ТА (°С)
1 GAG(CAA)5 55
2 CTG(AG)8 55
3 (AG)8TG 54
4 (ATG)5 45
5 (AG)8 49
6 (CCA)5 57
7 (AC)8 57
8 (CAC)5 57
9 (GCC)5 64

Отже, із 9 ISSR-праймерів нами було відібрано тільки два (№ 1, 
2 – таблиця), які дають чіткі поліморфні компоненти, що достатньо 
добре відтворювались у різних умовах, у тому числі і при викорис-
танні Taq-полімераз від різних фірм виробників: «Fermentas», «Сиб
Єнзим» (рис. 2).

Відібрані праймери виявили різний рівень поліморфізму між 
сортами, в результаті чого було отримано 9 поліморфних фрагментів 
при використанні праймера GAG(CAA)5 та 13 поліморфних фраг-
ментів при використанні праймера CTG(AG)8. На основі отриманої 
інформації про наявність чи відсутність фрагментів було складено 
матрицю вихідних даних (рис. 3).

На дендрограмі, побудованій на основі даних ISSR-аналізу, чіт-
ко виділяються субкластери. До першого субкластера (А) увійшли: 
сорти селекції Інституту картоплярства НААН  – Щедрик, Серпа-
нок та Ольвія; польський гібрид 6665д; один сорт селекції Нідер-
ландів  – Bintje; один сорт селекції Німеччини  – Bellarosa та сорт 
Aeered. У межах даного субкластера окремими гілками відзначено 
сорт Bintje – походження якого не встановлено, сорт Ольвія – со-
маклон 87.17.005 сорту Гатчинська та польський гібрид 6665 д. До 
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Рис. 2. Електрофореграма продуктів ампліфікації ISSR-ПЛР сортів 
картоплі зарубіжної та вітчизняної селекції:

1 – Alpha, 2 – Bintje, 3 – Sante, 4 – Desiree, 5 – Aeered, 6 – польський 
гібрид 6665д, 7 – Bellarosa, 8 – Щедрик, 9 – Серпанок, 10 – Ольвія, 11 – 
Подолянка, 12 – Повінь; М – маркер молекулярної маси O’GeneRuller™ 
100 bp («Fermentas»)

	 М	 1	 2	 3	 4	 5	 6	 7	 8	 9	 10	 11	 12

Рис. 3. Дендрограма сортів картоплі вітчизняної та зарубіжної 
селекції

0,25 0,20 0,15 0,10 0,05 0,00
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другого субкластера (В) увійшли сорти селекції Нідерландів: Alpha, 
Sante та Desiree. Причому сорт Alpha на дендрограмі представлений 
окремою гілкою. До третього субкластера (С) увійшли сорти селек-
ції Інституту картоплярства НААН Подолянка та Повінь.

Висновки. Результатами досліджень установлено, що з дев’яти 
використовуваних мікросателітних маркерів лише два чітко виявля-
ли міжсортовий поліморфізм досліджуваних сортів картоплі. Віді-
брані мікросателіти проявили різний рівень поліморфізму між сор-
тами, в результаті чого було отримано 9 поліморфних фрагментів 
при використанні праймера GAG(CAA)5 та 13 поліморфних фраг-
ментів при використанні праймера CTG(AG)8. На основі отриманої 
інформації складено матрицю вихідних даних.

Перспективи подальших досліджень. Перспективою подальших 
досліджень передбачено розробку системи паспортизації та ідентифі-
кації сортів картоплі з метою їхнього подальшого прикладного ви-
користання в насінництві та селекції, для захисту авторських прав.
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