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МІЖСОРТОВИЙ
ПОЛІМОРФІЗМ ЯБЛУНІ
З ВИКОРИСТАННЯМ IRAP1МАРКЕРІВ

Проаналізовано придатність IRAP1маркерів,
отриманих з використанням праймерів до
соєвого ретротранспозону SIRE11, для
дослідження міжсортового поліморфізму яблуні.
За результатами аналізу 81ми сортів яблуні
отримано попередні дані про їхні філогенетичні
зв’язки.

Нині в світі існує більше 8 тис. сортів яблуні.
Таке різноманіття ускладнює процес їх дифе-
ренціації за фенотиповими ознаками, які залеж-
но від клімато-географічних умов і технологіч-
них особливостей утримання насаджень цієї
культури можуть широко варіювати в межах
норми реакції [3]. Тому помологічна оцінка
сортів навіть досвідченими спеціалістами не
завжди може бути об’єктивною і має доповню-
ватися більш чутливими та достовірними мето-
дами.
У сучасному садівництві для ідентифікації

сортів яблуні та інших плодових культур дедалі
більшого поширення набувають молекулярно-
генетичні маркери, отримання яких базується
на використанні полімеразної ланцюгової ре-
акції (ПЛР). Велика кількість модифікацій цьо-
го методу надає широкі можливості щодо
маркування геномів залежно від мети дослід-
ження. Зокрема, для паспортизації сортів та
виявлення філогенетичних взаємовідносин між
ними, що є важливою складовою селекційної
роботи, зручними маркерними системами є та-
кі, що дають змогу отримувати полілокусні ам-
пліфікаційні спектри анонімної геномної ДНК,
фланкованої інвертованими повторюваними
послідовностями. Для рослин такі методи особ-
ливо перспективні з огляду на значну наявність

у їхніх геномах повторюваних послідовностей
різних класів.
Однією з таких модифікацій ПЛР є метод

виявлення поліморфізму ампліфікованих між-
транспозонних послідовностей — IRAP (inter
retrotransposone amplified polymorphism) [5].
Найчастіше для нього використовують ретро-
транспозони, що мають довгі кінцеві повтори —
LTR (long terminal repeats) — ділянки, які
найбільш консервативні та зручні для підбору
праймерних послідовностей. Саме до такого
класу, зокрема Ty1/Copia-like ретротранспо-
зонів, належить соєвий ретротранспозон SIRE-1
[6], використаний у нашій роботі. Ретротранс-
позони, або мобільні елементи, є відносно мо-
лодими складовими еукаріотичних геномів.
Здатність до копіювання та розповсюдження у
геномі робить їх зручною моделлю для отри-
мання молекулярно-генетичних маркерів, що
дають можливість диференціювати саме най-
ближчі генетичні події у геномах, зокрема між-
сортові відмінності в рослин та міжпородні —
у свійських тварин.
Мета досліджень — оцінка рівня міжсорто-

вого генетичного поліморфізму сортів яблуні,
різних за походженням та фенотиповими озна-
ками (форма крони, сила росту, форма та за-
барвлення плодів тощо) з використанням мо-
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лекулярно-генетичних маркерів, отриманих ме-
тодом IRAP-ПЛР.
Матеріали досліджень. Як вихідний мате-

ріал використовували пагони помологічно пе-
ревірених сортів яблуні, відібраних у колекцій-
ному саду селекційно-технологічного відділу
Інституту садівництва УААН: колоноподібні —
Арбат, Вертикаль, Трайдент, Болеро та неко-
лоноподібні — Фієста, Голден Делішес, Ямба,
Рубінове Дуки [2].
ДНК виділяли з молодих свіжих листків з

використанням гексадецилтриметил амоніум
броміду (ЦТАБ) [4].
Для проведення IRAP-ПЛР використовували

праймер до консервативної ділянки довгих кін-
цевих повторів (LTRs) соєвого ретротранспо-
зону SIRE-1 з нуклеотидною послідовністю: 5′-
GCA-CTT-ATG-CAA-GTG-GGA-TCA-GC-3′[5].
Ампліфікацію проводили в реакційній суміші

(15 мкл), що складалася з 10 mM TRIS-HCl, 50
mM хлориду калію (KCl), 2,2 mM хлориду маг-
нію (MgCl2), 2 mM кожного з 4-х дезоксинукле-
отидтрифосфатів (dNTP), 0,2 мкМ праймера,
1 од.акт. Taq ДНК полімерази та 100—120 нг
геномної ДНК. Умови ПЛР включали початко-
ву денатурацію 95°С — 5 хв і 35 послідовних
циклів: 95°C — 30 с, 58°C — 30 с, 72°C — 2 хв
30 с. Кінцева елонгація 72°C — 7 хв. ПЛР зі
зразком кожного сорту проводили в 4-разовій
повторності. Продукти ампліфікації геномної
ДНК сортів аналізували за допомогою
електрофорезу в агарозному 2%-му гелі з до-
даванням 0,5 мкг/мл бромистого етидію у трис-
ацетатному буфері при напрузі електричного
поля 2 В/см упродовж 7—8 год.

Опрацьовували результати електрофорезу
за допомогою пакета програмного забезпечен-
ня TotalLab v2.01. При цьому кожен ампліфіка-
ційний фрагмент, який є анонімною геномною
послідовністю, фланкованою інвертованими
фрагментами довгих кінцевих повторів соєвого
ретротранспозону SIRE-1, або молекулярно-
генетичний IRAP-маркер, вважали домінантним
алелем окремого локусу. Ампліфікаційні фраг-
менти однакової молекулярної ваги, що відтво-
рювалися у спектрах різних сортів, оцінювали
як ідентичні. Відсутність такого фрагмента роз-
цінювали як рецесивний алель відповідного
локусу.
Результати досліджень. Використання прай-

меру до довгих кінцевих повторів ретротранс-
позону SIRE-1 у сумі для 8-ми сортів яблуні
дало змогу отримати 20 ампліфікаційних фраг-
ментів. Розміри продуктів ампліфікації варіюва-
ли в межах 120—1900 п.н. Електрофоретичні
спектри мали компактну та рівномірну структу-
ру без виразної кластеризації ампліфікаційних
фрагментів з близькою молекулярною вагою.
Кожну реакцію ампліфікації проводили в

4-х повтореннях для визначення рівня відтво-
рюваності методу (рис.1).
Проблеми з відтворенням спектрів амплі-

фікації було зафіксовано лише в одного сорту
з 8-ми — Арбата. В одному зі спектрів був від-
сутній фрагмент довжиною 630 п.н. (доріжка 4),
наявний у всіх 3-х інших (доріжки 1, 2, 3). На-
томість у ньому було ідентифіковано фрагмент
довжиною 725 п.н., нехарактерний для решти
повторів.

Рис. 1. Електрофореграма продуктів амплі1
фікації сорту яблуні Арбат з праймером до
LTR соєвого ретротранспозону SIRE11. До1
ріжки 1—4 — сорт Арбат, М — маркер мо1
лекулярної ваги (ДНК бактеріофага λλλλλ, рест1
риктована EcoRV)

Міжсортовий поліморфізм
яблуні з використанням IRAP-маркерів

Рис. 2. Електрофореграма продуктів амплі1
фікації сортів яблуні з праймером SIRE11:
1 — Арбат, 2 — Вертикаль, 3 — Трайдент,
4 — Фієста, 5 — Голден Делішес, 6 — Ямба,
7 — Рубінове Дуки, 8 — Болеро, М — мар1
кер молекулярної ваги (ДНК бактеріофага λλλλλ,
рестриктована EcoRV)
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Міжсортовий поліморфізм
яблуні з використанням IRAP-маркерів

Загальний рівень відтворюваності спектрів
ампліфікації у проведеному експерименті ста-
новив 96,9%. Тому для максимальної достовір-
ності даних, отриманих при використанні цьо-
го методу, необхідно проводити щонайменше
3 повторних ПЛР.
Серед 20 виявлених IRAP-маркерів лише 4

(125, 235, 480 і 710 п.н.) були наявні в спект-
рах усіх 8-ми сортів (рис. 2).
Загальний рівень міжсортового поліморфіз-

му становив 80%. Серед 16 поліморфних мар-
керів до високополіморфних належать 8. Зок-
рема, у спектрі сорту Болеро виявлено сортос-
пецифічний маркер з молекулярною вагою
1397 п.н. Рівень поліморфізму 3-х маркерів з
молекулярною вагою 620, 1620 і 1770 п.н. ста-
новив 75%, ще 4-х маркерів (310, 650, 815 і 850
п.н.) відповідно — 62,5%. Слід зазначити, що
всі маркери, наявні в спектрах ампліфікації усіх
сортів, належать до категорії низькомолекуляр-
них, водночас серед високополіморфних мар-
керів є маркери з низькою і високою молекуляр-
ною вагою.
На основі відмінностей між генотипами

сортів яблуні, виявлених з використанням
IRAP-маркерів, було розраховано міру генетич-

ної спорідненості та генетичні дистанції Нея [7]
(табл. 1).
Значення генетичних дистанцій Нея варіюють

від 0,1625 до 0,9163, що свідчить про широкий
діапазон генетичного різноманіття серед дос-
ліджуваних сортів. За отриманими даними, най-
більш генетично спорідненими є сорти Верти-
каль та Арбат (0,1625), Болеро та Фієста (0,2231),
Рубінове Дуки та Голден Делішес (0,2231),
Рубінове Дуки і Трайдент (0,2877). Рівні гене-
тичної спорідненості між сортами з ознакою ко-
лоноподібності, розраховані з використанням
IRAP-маркерів, потрапляють у розряд середніх
(0,4500—0,7000), за винятком зазначеної пари
сортів Вертикаль та Арбат (0,8500).
Кластерний аналіз на основі обчислених ге-

нетичних дистанцій Нея, проведений методом
UPGMA, дав змогу виявити 2 головні автономні
кластери. До першого увійшли сорти Арбат,
Вертикаль та Ямба, другого — Трайдент, Рубі-
нове Дуки, Голден Делішес, Фієста і Болеро

Арбат 0,8500 0,6000 0,4000 0,6500 0,5500 0,6500 0,5000

Вертикаль 0,1625 0,4500 0,4500 0,6000 0,7000 0,6000 0,5500

Трайдент 0,5108 0,7985 0,7000 0,6500 0,5500 0,7500 0,7000

Фієста 0,9163 0,7985 0,3567 0,5500 0,5500 0,5500 0,8000

Голден Делішес 0,4308 0,5108 0,4308 0,5978 0,6000 0,8000 0,6500

Ямба 0,5978 0,3567 0,5978 0,5978 0,5108 0,6000 0,4500

Рубінове Дуки 0,4308 0,5108 0,2877 0,5978 0,2231 0,5108 0,6500

Болеро 0,6931 0,5978 0,3567 0,2231 0,4308 0,7985 0,4308

Пр им і т к а . Над діагоналлю показано міри генетичної спорідненості, під діагоналлю — генетичні дистанції
Нея.

1. Коефіцієнти генетичних дистанцій між досліджуваними сортами яблуні

Сорт Болеро
Рубінове
Дуки

Ямба
Голден
Делішес

ФієстаТрайдентВертикальАрбат

Рис. 3. Дендрограма філогенетичних зв’язків
між досліджуваними сортами яблуні
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Арбат 11001010010100010100

Вертикаль 11001011010101010000

Трайдент 11111110101110110100

Фієста 11010111101110100001

Голден Делішес 11010010100101110110

Ямба 11101011101101010011

Рубінове Дуки 11110110100101010100

Болеро 11110110100101010100

2. Бінарні формули сортів яблуні

Сорт Формула сорту
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(рис. 3). Кластерізація за ознакою колоноподіб-
ності має місце лише в одному випадку — між
спорідненими сортами Вертикаль та Арбат,
хоча вони отримані від різних батьківських
форм [2]. Інший кластер об’єднує колоноподібні
сорти Трайдент і Болеро разом з Фієстою. Усі
сорти цієї групи є носіями гена Vf, який забез-
печує резистентність яблуні до парші [8].
За результатами проведеного аналізу ство-

рено попередні робочі паспорти 8-ми сортів
яблуні. Для цього отримані дані було представ-

лено у вигляді бінарної матриці альтернатив-
них ознак, у якій наявності IRAP-маркера відпо-
відає 1, відсутності — 0 [1]. Усі 8 паспортних
формул виявилися унікальними (табл. 2). Але
така форма паспорта не зовсім зручна для ко-
ристування. Тому в подальшому при генотипу-
ванні інших сортів з використаням IRAP-мар-
керів та розширенні бази даних планується
оптимізувати паспортні формули з використан-
ням переважно високополіморфних і сортоспе-
цифічних маркерів.

Метод IRAP-ПЛР має досить високу від-
творюваність при генотипуванні сортів яб-
луні, але для максимальної достовірності от-
риманих даних доцільно проводити ПЛР у
3-х повтореннях.
Найбільш консервативні IRAP-маркери зде-

більшого мають низьку молекулярну вагу.

Висновки

Кластерний аналіз на базі використання
IRAP-маркерів не виявив чіткої диференціації
проаналізованих сортів яблуні за ознакою ко-
лоноподібності.
Метод IRAP-ПЛР є перспективним щодо

можливості створення унікальних паспорт-
них формул для сортів досліджуваної культури.
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