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Наведено результати досліджень алельного стану мікросателітних локусів
сортів картоплі української селекції за чотирма SSR-маркерами: STM0019,
STM3009, STM3012, STM5136. Встановлено, що застосування SSR-маркерів
є ефективним методом оцінювання внутрішньовидового різноманіття кар-
топлі та визначення її відмінностей. З метою оцінювання поліморфізму про-
ведено полімеразні ланцюгові реакції (ПЛР) за визначеними SSR-маркера-
ми. Відповідно до отриманих розмірів алелів розраховано їх частоти та
індекси поліморфності локусу (РІС). У досліджених сортах залежно від мар-
кера було ідентифіковано від 5 до 20 алелів. Для маркера STM0019 визначе-
но алелі розміром 98—258 пн, для маркера STM3009 — 164—172, STM3012 —
175—224, STM5136 — 240—267 пн. Встановлено, що частота визначених
алелів становила 0,08—0,33. Відповідно до отриманого розподілу, найвищою
частотою за найбільш поліморфним маркером STM0019 вирізнявся алель
розміром 124 пн, який ідентифіковано у чотирьох сортів: Околиця, Довіра,
Явір, Скарбниця. РІС дорівнював 0,63—0,88, що свідчить про достатньо ви-
соку здатність цієї маркерної системи до диференціації сортів картоплі. З
метою визначення подібності й відмінності сортів проведено кластерний
аналіз. Досліджені генотипи групували у кластери за допомогою незважено-
го методу середніх зв’язків. За результатами кластерного аналізу відповідно
до генетичних дистанцій за чотирма SSR-маркерами досліджені сорти
об’єднано в три кластери: Поліське джерело і Червона рута, Явір і Скарбни-
ця, Лілея і Слов’янка. Найбільш подібними виявились сорти Явір і Скарбни-
ця, найбільш віддаленими — Фантазія, Левада. Сорт Околиця не увійшов до
жодного зі сформованих кластерів, що можна пояснити його походженням, а
звідси і комплексом ознак, які визначають напрям його використання.

Ключові слова: Solanum tuberosum L., SSR-маркери, частота алелів, генетичні
дистанції, диференціація сортів.

Розробка методів вивчення генетичної різноманітності і генотипу-
вання сортів рослин, у тому числі й картоплі, істотно розширює мож-
ливості реєстрації, систематизації та збереження сортового генофон-
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ду, його раціонального використання в селекції і насінництві [8, 9,
11, 13, 15, 21]. Розвиток сучасної селекції ставить перед експертизою
сортів сільськогосподарських культур важливі завдання, які поляга-
ють у розробці надійних методів ідентифікації та визначення їх
відмінностей [4, 15, 22, 23]. У Державному реєстрі сортів рослин,
придатних для поширення в Україні, станом на кінець 2017 р. налічу-
валось понад 170 сортів картоплі, тим часом як у світовій практиці
відомо близько 7500 сортів. За умови зростання кількості створених
сортів одним із чинників ризику при їх ідентифікації та оцінюванні
є зменшення різноманіття маркерних морфологічних ознак [24, 32,
33]. Досягнення молекулярно-генетичного аналізу уможливлюють
вивчення генетичної мінливості на рівні ДНК, що значно підвищує
точність оцінки генетичного різноманіття та ідентифікації сортів [1,
14, 21]. За їх використання проведено дослідження з вивчення гене-
тичної структури і класифікації багатьох форм картоплі, відстежено
міграції зародкової плазми, здійснено ДНК-фінгерпринтинг, карту-
вання геному, створено колекції, досліджено дублікати колекцій у
генетичних банках, їх потенційно застосовано при вивченні незба-
лансованості зв’язку і потоку генів [16, 17, 20, 29]. Оцінено
поліморфізм сортів картоплі вітчизняної і зарубіжної селекції за допо-
могою ISSR-маркерів. Зокрема, за результатами роботи визначено
філогенетичні зв’язки між дослідженими сортами [7, 12]. Проте засто-
сування ISSR-маркерів пов’язане з певними складнощами відтворен-
ня результатів, наприклад, детальним добором чітких «сильних
ампліконів» [5]. У зв’язку з цим актуальним є залучення високо-
поліморфних кодомінантних і консервативних молекулярних мар-
керів, які дають змогу виявити поліморфізм у представників виду або
між близькоспорідненими видами, а саме, мікросателітних маркерів
(SSR — simple sequence repeat) [26, 34]. На сьогодні розроблено спе-
цифічні праймери SSR-маркерів, які допомагають за методом ПЛР
оцінювати внутрішньовидове різноманіття картоплі для ідентифікації
сортів і здійснювати контроль за перенесенням генетичного матеріалу
[25, 28, 30].

Метою наших досліджень було вивчення генетичного різно-
маніття сортів картоплі з використанням SSR-маркерів та відміннос-
тей між ними для створення референсних колекцій загальновідомих
сортів у процесі експертизи нових сортів, проведення селекційної ро-
боти та захисту авторських прав.

Методика

Матеріалом для дослідження слугували 12 сортів картоплі української
селекції, надані Інститутом картоплярства НААН України: Поліське
джерело, Дорогинь, Околиця, Довіра, Лілея, Левада, Явір, Червона
рута, Скарбниця, Обрій, Фантазія, Слов’янка. Характеристику
сортів, які занесені до Державного реєстру сортів і придатні до по-
ширення в Україні, наведено в табл. 1.

ДНК виділяли з проростків картоплі, отриманих відповідно
до методики [6], за допомогою катіонного детергенту цетилтриме-
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тиламонійброміду (ЦТАБ) із дворазовим очищенням сумішшю хло-
роформ—ізоаміловий спирт та розчином етанолу [13].

Молекулярно-генетичний поліморфізм сортів картоплі
досліджували методом ПЛР зі специфічними праймерами STM0019,
STM3009, STM3012, STM5136 (табл. 2) за чотирма мікросателітними
локусами (МС-локуси), які були обрані на основі аналізу їхніх
індексів поліморфності [15, 17, 19, 30, 31].

ПЛР проводили на ампліфікаторі BioRad IQ5 (USA). Реакційна
суміш в об’ємі 20 мкл містила: 100 нг сумарної рослинної ДНК; бу-
фер (10 мМ tris-HCl, pH 9,0; 50 мМ KCl; 0,01 % Triton X-100); 2,5 мM
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ТАБЛИЦЯ 1. Характеристика досліджених сортів картоплі

Сорт Рік
реєстрації

Рекомендована
зона

вирощування

Напрям
використання

Група
стиглості

Якість

Явір 2000 СЛП*1 Столовий с/с*2 в/к*3

Дорогинь 2008 Л “ с/с, с/п в/к

Лілея 2003 ЛП “ с/р в/к

Червона рута 2005 СЛ “ с/п в/к

Слов’янка 1999 СЛП “ с/с в/к

Обрій 1997 СЛП “ с/р в/к

Левада 2007 П “ с/р в/к

Фантазія 2001 СЛП Технічно-
столовий

с/р в/к

Скарбниця 2008 ЛП Столовий р/с с/к

Поліське
джерело

2008 П “ с/п с/к

Довіра 2007 П “ с/р в/к

Околиця 2011 ЛП Столовий,
переробка

с/с с/к

П р и м і т к а. *1 С — Степ, Л — Лісоcтеп, П — Полісся; *2 с/с — середньостиглий, с/р —
середньоранній, с/п — середньопізній, р/с — ранньостиглий; *3 в/к — високо-
крохмальний, с/к — середньокрохмальний.

ТАБЛИЦЯ 2. Характеристика праймерів SSR-локусів картоплі

Маркер
Послідовність

нуклеотидів праймерів
5'…3'

Число
нуклеотидів,

шт.

Температура
гібридизації,

оС

Очікуваний
розмір

ампліконів, пн

F—aataggtgtactgactctcatg 23STM0019

R— ttgaagtaaaagtcctagtatgtg 24

50 99—206

F—tcagctgaacgaccactgttc 21STM3009

R—gatttcaccaagcatggaagtc 22

50 110—140

F—caactcaaaccagaaggcaaa 21STM3012

R—gagaaatgggcacaaaaaaca 21

60 180—225

F—gggaaaaggaaaagctcaa 19STM5136

R—caacactatcgccatctccttt 22

60 240—280



MgCl2; 200 мкМ дезоксинуклеозидтрифосфатів (дНТФ); 0,5 мкМ
кожного з праймерів; одну одиницю Taq-полімерази. Параметри
ампліфікації для досліджених маркерів картоплі становили: початкова
денатурація — 95 С, 5 хв, 40 циклів; денатурація — 95 С, 45 с, 50—
60 С — 30 с, 72 С — 30—60 с; завершальна елонгація — 72 С —
7 хв.

Продукти реакції ампліфікації візуалізували методом електро-
форезу в 4 %-му агарозному гелі у 0,5  ТБЕ (трис-боратний буфер-
ний розчин) за загальноприйнятою методикою з бромистим етидієм
[10]. Електрофорез ДНК проводили протягом 1 год за напруженості
електричного поля 5 В/см.

Після проведення електрофорезу продуктів ампліфікації на ос-
нові отриманих даних побудовано матрицю, в якій на-
явність/відсутність певного амплікону позначали відповідно 1/0. Ре-
зультати досліджень аналізували методом ієрархічної кластеризації з
евклідовою мірою відстані за допомогою комп’ютерної програми
Statictica 12.0 (тестова версія, що не потребує ліцензії) [2, 3].

Результати та обговорення

У результаті аналізу досліджених сортів картоплі для кожного марке-
ра було визначено розміри й частоти алелів, а також розраховано
індекс поліморфності локусу (табл. 3).

Відповідно до отриманих даних, найбільше алелів ідентифікова-
но для маркера STM0019 (до 20 шт.), для інших маркерів їх виявле-
но від 5 до 12. Розміри алелів для маркера STM0019 варіювали в ме-
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ТАБЛИЦЯ 3. Алелі, ідентифіковані у сортів картоплі за SSR-маркерами

Маркер
Число
алелів,

шт.

Розмір алелів, пн Частота
алелів

Індекс
поліморфності
локусу (РІС)

STM0019 20 98; 102; 106; 118; 120; 124; 172;
196; 200; 202; 204; 208; 210; 214;

220; 224; 250; 254; 256; 258

0,08—0,33 0,63

STM3009 5 164; 166; 168; 170; 172 0,08—0,33 0,76

STM3012 12 175; 177; 179; 181; 183; 210; 212;
214; 218; 220; 222; 224

0,04—0,21 0,88

STM5136 5 240; 243; 246; 249; 267 0,08—0,25 0,75

Рис. 1. Розподіл частот алелів, виявлених за маркером STM0019



жах 98—258 пн, STM3009 — 164—172, STM5136 — 240—267, для
STM3012 ідентифіковано алелі 175—224 пн. Загалом отримані алелі
для досліджених маркерів відповідають очікуваним розмірам та узго-
джуються з результатами інших авторів [34]. Частоти визначених
алелів варіювали від 0,04 до 0,33. Розподіл частот алелів за найбільш
поліморфним маркером STM0019 ілюструє рис. 1.

Відповідно до отриманого розподілу, найбільшою частотою за
SSR-маркером STM0019 вирізнявся алель розміром 124 пн, який
ідентифіковано у чотирьох сортів: Околиця, Довіра, Явір, Скарбни-
ця. Для інших сортів частоти алелів становили 0,08 та 0,17. За ре-
зультатами ПЛР-аналізу 12 алелів, які було ідентифіковано за мар-
кером STM3012, характеризувались розподілом частот, наведеним
на рис. 2.

Найчастіше траплявся алель розміром 181 пн — 0,21, іден-
тифікований у сортів Дорогинь, Околиця, Лілея, Левада. Частоти
алелів 177 і 183 пн становили відповідно 0,17 та 0,13. Частота інших
алелів, визначених за цим маркером, була в межах 0,04—0,06. За мар-
керами STM3009, STM5136 частоти виявлених алелів варіювали від
0,08 до 0,25.

Відповідно до розрахунків, максимальне значення індексу
поліморфності локусу 0,88 визначено для маркера STM3012. Однак і
для інших досліджених локусів цей показник залишався досить висо-
ким (0,63—0,76), що зумовлено, головним чином, рівномірністю роз-
поділу ідентифікованих алелів. Отже, згідно з розрахованими РІС,
маркерна система, що складається з чотирьох SSR-маркерів, має до-
статню роздільну здатність для диференціації досліджених сортів кар-
топлі.

З метою визначення подібності сортів картоплі проведено кла-
стерний аналіз за отриманою матрицею наявності/відсутності іден-
тифікованих алелів. Досліджені генотипи групували у кластери за
допомогою незваженого методу середніх зв’язків (unweighted pair-
group average), в якому критерієм для встановлення ступеня близь-
кості слугувало середнє значення показників генетичної близькості
між членами кластера й кандидатом на включення до кластеру [18,
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Рис. 2. Розподіл частот алелів, виявлених за маркером STM3012



27]. Результати кластеризації у вигляді філогенетичного дерева на-
ведено на рис. 3.

У результаті кластеризації виділено три кластери, сформовані із
сортів Поліське джерело і Червона рута, Явір і Скарбниця, Лілея і
Слов’янка. Інші сорти знаходились у прилеглих до зазначених клас-
терів положеннях. Окремо виділено сорти Левада і Фантазія, які не
належать до жодного кластеру і знаходяться найдалі від інших
досліджених сортів. Слід зазначити, що хоча ці сорти достатньо
відрізняються між собою, вони мають найбільшу генетичну дис-
танцію із сортом Довіра. Відповідно до господарсько-цінних характе-
ристик, сорт Фантазія вирізняється з-поміж інших досліджених
сортів технічно-столовим напрямом використання (див. табл. 1), що
узгоджується з результатами кластерного аналізу за мікросателітними
маркерами. Відомо, що об’єднання сортів за мікросателітними мар-
керами не завжди корелює з їх групуванням за комплексом інших
морфологічних чи господарсько-цінних ознак [29]. Логічно припус-
тити, що віддаленість цього сорту зумовлена його походженням, а
звідси і комплексом ознак, які визначають напрям його використан-
ня. Найподібнішими сортами з найкоротшою генетичною дис-
танцією є сорти Явір та Скарбниця. Заслуговує на увагу факт, що
столовий сорт картоплі Околиця, який використовують також для
переробки, не увійшов до жодного зі сформованих кластерів.

Загалом вивчені сорти картоплі української селекції, що мають
однакові напрям використання, вміст крохмалю чи групу стиглості,
доволі різноманітні за дослідженими ДНК-маркерами. Так, середньо-
стиглий і висококрохмальний сорт Явір та ранньостиглий і середньо-
крохмальний сорт Скарбниця за SSR-маркерами мають найменші
значення генетичних дистанцій між собою. Разом з цим середньо-
крохмальний сорт Поліське джерело та висококрохмальний сорт
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Рис. 3. Кластерний аналіз сортів картоплі за SSR-маркерами



Червона рута, які характеризуються однаковими напрямами викори-
стання і групою стиглості, утворюють один кластер.

Отже, за результатами досліджень алельного стану мікроса-
телітних локусів сортів картоплі української селекції встановлено на-
явність поліморфізму за SSR-маркерами STM0019, STM3009,
STM3012, STM5136. Визначено, що РІС за дослідженими маркерами
становить 0,63—0,88, це свідчить про спроможність маркерної систе-
ми до диференціації генотипів. Відповідно до отриманих генетичних
дистанцій встановлено, що серед досліджених сортів картоплі
найбільш віддаленими є Фантазія, Левада, Околиця і Дорогинь. Виз-
начено, що проаналізовані сорти картоплі мають унікальний набір
алелів за чотирма мікросателітними маркерами, тому їх можна засто-
совувати для ідентифікації сортів. Оцінювання генетичних дистанцій
доцільне для визначення відмінностей та ідентифікації сортів у про-
цесі селекції і формування референсних колекцій.
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ОЦЕНКА ПОЛИМОРФИЗМА СОРТОВ КАРТОФЕЛЯ
(SOLANUM TUBEROSUM L.) УКРАИНСКОЙ СЕЛЕКЦИИ
ПО SSR-МАРКЕРАМ

Л.М. Присяжнюк1, В.В. Бородай2, А.О. Марчук1, Н.А. Захарчук3

1Украинский институт экспертизы сортов растений, Киев
2Национальный университет биоресурсов и природопользования Украины, Киев
3Институт картофелеводства Национальной академии аграрных наук, пгт Немешае-
во Бородянского р-на Киевской обл.

Представлены результаты исследований аллельного состояния микросателлитных ло-
кусов сортов картофеля украинской селекции по четырем SSR-маркерам: STM0019,
STM3009, STM3012, STM5136. Установлено, что применение SSR-маркеров является
эффективным методом оценки внутривидового разнообразия картофеля и определе-
ния его различий. С целью оценки генетических дистанций проведены полимеразные
цепные реакции (ПЦР) по определенным SSR-маркерам. Согласно полученным раз-
мерам аллелей рассчитаны их частоты и индексы полиморфности локуса (РІС). В ис-
следованных сортах в зависимости от маркера были идентифицированы от 5 до 20 ал-
лелей. Для маркера STM0019 определены аллели размером 98—258 пн, для маркера
STM3009 — 164—172, STM3012 — 175—224, STM5136 — 240—267 пн. Установлено,
что частота определенных аллелей составляла 0,08—0,33. В соответствии с получен-
ным распределением, наибольшей частотой по самому полиморфному маркеру
STM0019 отличался аллель размером 124 пн, который идентифицирован у четырех
сортов: Околица, Довира, Явир, Скарбница. РІС составил 0,63—0,88, что свидетель-
ствует о достаточно высокой способности данной маркерной системы к дифферен-
циации сортов картофеля. С целью определения сходства и различия сортов прове-
ден кластерный анализ. Исследованные генотипы группировали в кластеры с
помощью невзвешенного метода средних связей. По результатам кластерного анали-
за в соответствии с генетическими дистанциями по четырем SSR-маркерам исследо-
ванные сорта объединены в три кластера: Полиське джерело и Червона рута, Явир и
Скарбница, Лилея и Словянка. Наиболее подобными оказались сорта Явир и Скарб-
ница, наиболее удаленными — Фантазия, Левада. Сорт Околица не вошел ни в один
из сформированных кластеров, что можно объяснить его происхождением, а отсюда
и комплексом признаков, которые определяют направление его использования.
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The results of the allelic state of microcatellite loci of potato varieties of Ukrainian breeding
for the four SSR markers STM0019, STM3009, STM3012, STM 5136 are presented. It was
established that the use of SSR markers is an effective method for evaluating the intrinsic
diversity of potatoes and identifying their differences. For the purpose of genetic distances
evaluating polymerase chain reaction (PCR) was performed on defined SSR markers.
According to the size of the alleles, their frequencies and the polymorphic index of the locus
(PIC) were calculated. According to the marker, 5 to 20 alleles in the varieties were identi-
fied. For the STM0019 marker an allele size of 98—258 bp was defined, for the STM3009 —
164—172 bp, STM3012 — 175—224 bp, STM5136 — 240—267 bp. The frequency of iden-
tified alleles was 0.08—0.33. According to the received distribution, the highest frequency for
the most polymorphic marker STM0019 was revealed for 124 bp allele, that was identified
in four varieties: Okolytsia, Dovira, Yavir, Skarbnitsa. The polymorphic information content
of the locus (PIC) was 0.63—0.88, which indicates a sufficiently high ability of the marker
system to differentiate the potato varieties. A cluster analysis was conducted to determine the
similarity and diversity of varieties. Grouping into clusters of investigated genotypes was car-
ried out using an unweighted pair group average method. According to the genetic distances
for the SSR markers, the studied varieties were grouped into three clusters: Polisske dzhere-
lo and Chervona ruta, Yavir and Skarbnitsa, Lileya and Slavyanka. It was determined that
the most similar varieties were Yavir and Skarbnitsa. Also marked the most distant varieties —
Fantazia, Levada. The variety Okolytsia was not included in any of the formed clusters,
which may be explained by its origin, and hence a set of features that determine the direc-
tion of its use.

Key words: Solanum tuberosum L., SSR-markers, alleles frequency, genetic distances,
varieties differentiation.
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