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гЕнЕТИчЕСКоЕ РаЗнообРаЗИЕ СоРТоВ СМоРоДИнЫ чЕРноЙ 
 (rIBEs NIGrum) В бЕлаРУСИ

Исследование генетического разнообразия выращиваемых в Беларуси сортов смородины черной (Ribes nigrum)  
с использованием 7 маркеров-локусов микросателлитных последовательностей показало, что современные сорта 
белорусской селекции генетически тесно связаны с сортами селекции других стран. Количество аллелей в изученных 
локусах составило от 3 до 11. Среднее количество уникальных генотипов на маркер среди 60 образцов – 16,3. Дис- 
криминационная сила маркеров варьировалась от 0,5 до 0,87 и в среднем составила 0,71. Все маркеры имеют доста- 
точно высокую диагностическую ценность и позволяют проводить идентификацию на молекулярном уровне, поэтому 
могут быть рекомендованы для ДНК-идентификации сортов смородины черной.
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gENETIC VARIABILITY OF BLACCURRANT VARIETIES (rIBEs NIGrum) IN BELARUS

The study of genetic variability of Ribes nigrum varieties grown in Belarus with using of 7 microsatellite markers showed 
that modern Belarussian varieties have close genetic relationship with foreign varieties. The numbers of alleles in the studied 
loci were from 3 to 11. The average number of unique genotype among 60 samples was 16.3. The discrimination power  
of markers varied  from 0.5 to 0.87 and the  mean value was 0.71. All markers possess rather high diagnostic value and  allow 
to identify black currant varieties at the molecular level and can be recommended for DNA-identification of those cultures.  
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Введение. Род смородина Ribes L. включает более 150 видов, распространенных в умеренных 
широтах Восточной и Северной Европы, Cеверной Америки, некоторые виды произрастают в Юж- 
ной Америке и Cеверо-Восточной Африке [1]. Ранее род Ribes в систематической классификации 
относился к семейству Камнеломковые (Saxifragaceae), в настоящее время данный род относится 
к семейству Крыжовниковые (Grossulariaceae) [2, 3]. Коммерческий интерес представляют такие 
виды, как смородина черная (Ribes nigrum L.), смородина красная (Ribes rubrum L) и крыжовник 
(Ribes uva-crispa L.), некоторые виды используются в качестве декоративных растений (Ribes 
aureum, Ribes sanguineum Pursh.). В настоящее время селекция смородины направлена на со- 
здание высокоурожайных сортов с повышенным содержанием биологически активных компо- 
нентов в плодах (флавоноиды), устойчивых к основным болезням и вредителям [4]. При создании 
таких сортов полезным является знание генетического родства подбираемых для скрещивания 
пар, что не всегда возможно на основе систематических данных и морфологических признаков. 

 Для изучения генетического разнообразия смородины черной первоначально предложено 
несколько вариантов неспецифических молекулярных маркеров: RAPD [5–7], AFLP [8, 9], ISSR 
[6, 10]. Однако каждая из перечисленных систем идентификации имеет определенные проблемы 
с воспроизводимостью в различных лабораториях. Позднее разработаны EST-SSR- и SNP-мар- 
керы [11, 12].  В 2002 г. учеными из Шотландского НИИ сельскохозяйственных культур пред- 
ложен набор из 12 микросаттелитных маркеров [13]. Результаты, полученные с помощью SSR-
маркеров, легко интерпретируются и воспроизводятся. Кроме того, микросателлитные маркеры 
наследуются по кодоминантному принципу и поэтому получили широкое применение для кар- 
тирования генома и анализа генетической структуры популяции [14]. SSR-маркеры использовали 
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для оценки генетического разнообразия европейских представителей рода Ribes L. [15–17]. Поли- 
морфизм сортов смородины черной из коллекции Всероссийского НИИ селекции плодовых куль-
тур (ВНИИСПК) оценен по 14 микросателлитным локусам [18]. Однако к настоящему времени 
не существует универсальной методики ДНК-идентификации смородины черной, а на молеку- 
лярном уровне изучено лишь ограниченное количество сортов. Сорта белорусской селекции 
остаются неисследованными. Не установлено, каким генетическим потенциалом они обладают  
и какие наборы маркеров эффективны для их идентификации. 

Цель  исследования – изучение генетического потенциала сортов смородины черной, культи-
вируемых в Республике Беларусь, и выявление сета маркеров для их идентификации.

Материалы и методы исследования. Для молекулярного анализа была сформирована 
коллекция сортов смородины черной (Ribes nigrum), представленных РУП «Институт плодовод- 
ства». Коллекция включала 60 сортов, имеющих различное генетическое происхождение, в част- 
ности сорта селекции Беларуси, России, Украины, Швеции, Литвы. 

Выделение тотальной ДНК из фрагмента листа отдельного растения осуществляли с помощью 
набора Genomic DNA Purification Kit (Thermo scientific, EC), согласно методике производителя.

Для анализа полиморфизма по SSR-маркерам использовали мультиплексную ПЦР с 4 и 3 па-
рами праймеров в одной реакции. Каждая пара имела специфическую флуоресцентную метку 
(FAM, R6G, TAMRA, ROX). В исследовании использовали SSR-маркеры, специфичные для гено-
ма Ribes L. Название SSR-маркеров, длина и количество выявляемых аллелей и их локализация 
в геноме приведены в табл. 1. Праймеры синтезированы компанией «Праймтех» (Беларусь). 

Т а б л и ц а 1. название SSR-маркеров, длина и количество выявляемых аллелей  
и их локализация в геноме 

T a b l e 1. The name of the SSR markers, the length and number of detected alleles  
and their localization in the genome

Локус Размер аллеля, п. н. К-во аллелей Хромосома

g1-E03 233, 239 241, 243, 247, 254, 262, 270 8 1
g2-G12 167, 171, 173, 177, 179, 181, 183 185, 187, 189, 191 11 7
e1-001 144, 146, 148, 150, 152, 154, 160, 166 8 6
g1-M07 200, 202, 204, 206, 208, 210, 212, 214, 220, 226, 230 11 1
g1-A01 209, 211, 213 3 5
g1-K04 284, 286, 292, 294, 298, 300 6 1
e3-B02 161, 163, 166, 183 4 5

Состав реакционной смеси (конечный объем 20 мкл) был следующий: 1 × ПЦР буфер с (NH4)2SO4, 
1,5 мM MgCl2, 200 мкМ смеси dNTP, 0,2 мкМ каждого из праймеров, 20–50 нг ДНК и 1 ед. Taq-
полимеразы (Thermo scientific, EC). Реакцию ПЦР проводили по следующей программе: 1 цикл 
продолжительностью 4 мин при 94 оС; 35 циклов, включающих: 30 с при 94 оС, 45 с при 50 оС,  
45 с при 72 оС; заключительная элонгация    – 5 мин при 72 оС. 

Разделение фрагментов ПЦР выполняли на секвенаторе 3500 Genetic Analyzer (Applied Biosy- 
stems, США). Размер фрагментов рассчитывали с помощью компьютерной программы GeneMapper® 
Software v4.1 относительно стандартных образцов ДНК известной длины. В качестве стандарта 
молекулярного веса использовали внутренний стандарт S450 («Синтол», РФ).

Частота встречаемости аллелей рассчитывалась как отношение полиморфных фрагментов  
к общему количеству выявляемых фрагментов амплификации для каждого маркера. Дендро- 
грамма генетического сходства сортов получена с помощью программы Treecon [19] методом 
UPGMA, основываясь на коэффициенте генетического сходства Nei и Li [20]. Дискриминационную 
силу маркера (PD) рассчитывали по формуле PD = 1 – Σ(gi)

2, где gi – частота встречаемости i-го 
генотипа [21].

Результаты и их обсуждение. Состав аллелей локусов микросателлитных последовательно- 
стей определяли для 60 сортов смородины черной. Генетическое разнообразие оценивали с помощью  
7 SSR-маркеров, расположенных на разных хромосомах в геноме Ribes L. Наименее полиморфными 
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Рис. 1. Состав и частота встречаемости аллелей в локусах g2-G12, е1-001, g1-M07, e3-B02, g1-A01, g1-E03, g1-K04 
среди 60 генотипов Ribes nigrum

Fig. 1. The composition and frequency of occurrence in the loci g2-G12, е1-001, g1-M07, e3-B02, g1-A01, g1-E03, g1-K04 
among 60 genotypes of Ribes nigrum
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оказались локусы e3-B02 и g1-A01. Количество обнаруженных в них аллелей составило 4 и 3 
соответственно. В локусе g1-K04 выявлено 6 аллелей, в локусах g1-E03 и  е1-001 – 8. Максимальное 
количество аллелей выявлено в локусах g2-G12 и g1-M07 – 11 (табл. 1). В общей сложности среди 
60 сортов смородины черной с использованием 7 SSR-маркеров выявлен 51 полиморфный аллель. 
Среднее значение количества аллелей на локус составило 7,3. При этом сорта белорусской селек- 
ции оказались менее полиморфными (в среднем 4,7 аллеля на локус), чем сорта зарубежной селек- 
ции (в среднем 7,1 аллеля на локус). Наблюдаемые различия могут быть связаны с тем, что 
количество исследованных белорусских сортов было значительно меньше, чем зарубежных, –  
10 и 50 соответственно. Этот же показатель среди европейских представителей рода Ribes L., 
определенный с использованием 11 SRR-маркеров, составил 10,4 [17]. Среднее количество алле- 
лей на локус, определенное с помощью 14 маркеров для 27 образцов смородины черной из коллек-
ции ВНИИСПК, составило 4,9 [18]. Выявленное в нашем исследовании количество аллелей отли- 
чается от количества аллелей, полученных в предыдущих исследованиях, как в большую, так  
и в меньшую сторону, так как использованы выборки, различающиеся по объему и составу 
генотипов. Для каждого локуса определялись длина аллелей у конкретного сорта и количество 
полиморфных фрагментов. Частота встречаемости аллелей среди исследованных образцов пред- 
ставлена на рис. 1. 

В общей сложности у 60 образцов выявлено 11 редких аллелей (у 2 % и менее образцов).  
В зависимости от маркера количество редких аллелей составило от 1 до 3. Для отдельных алле- 
лей частота встречаемости была очень высокой. Так, в локусе e3-B02 аллель длиной 161 п. н. был 
представлен в геноме у 58 % исследованных образцов, в локусе g1-K04 аллель длиной 292 п. н. 
встречался у 52 % образцов. При этом общее количество аллелей, определенное с помощью 
данных маркеров, составило 4 и 3 соответственно. 

Данные о количестве и доле уникальных генотипов, дискриминационной силе маркеров для 
60 сортов смородины черной приведены в табл. 2.

Т а б л и ц а 2. Количество и доля уникальных генотипов, дискриминационная сила маркера (PD), 
рассчитанные для 60 сортов смородины черной

T a b l e 2. The number and proportion of unique genotypes, the discriminatory power of the marker (PD)  
is calculated for the 60 varieties of black currant

SSR-маркер К-во полиморфных  
фрагментов

К-во уникальных 
 генотипов

Доля уникальных 
генотипов, % PD

g2-G12 11 31 52 0,87
е1-001 9 17 28 0,8
g1-M07 11 27 45 0,84
e3-B02 6 5 8 0,5
g1-A01 5 4 7 0,55
g1-E03 10 19 32 0,77
g1-K04 8 11 18 0,62
Среднее значение 8,6 16,3 27 0,71

 
Среди сортов смородины черной максимальное количество уникальных генотипов (31) выяв- 

лено с помощью маркера g2-G12, минимальное – при использовании маркеров e3-B02 и  g1-A01 
(5 и 4 соответственно). Среднее значение количества уникальных генотипов  для 7 маркеров соста-
вило 16,3. Дискриминационная сила маркеров достаточно высокая – от 0,5 для маркера e3-B02 до 
0,87 для маркера g2-G12, среднее значение PD для 7 маркеров – 0,71, что говорит о высокой диаг- 
ностической ценности отобранных SSR-маркеров.

На основе рассчитанных генетических дистанций между сортами проведен кластерный ана- 
лиз и сформировано единое консенсусное дерево, в каждом узле которого указан процент под- 
держки данного кластера (рис. 2). 

Как видно из представленной дендрограммы, все сорта отличаются друг от друга на генети- 
ческом уровне и имеют уникальный состав аллелей в локусах микросателлитных последователь- 
ностей. Генетические расстояния между образцами колеблются в пределах от 0,15 до 0,61. 
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Культурные	 сорта	 смородины	 черной	 достаточно	 разнообразны	 и	 формируют	 отдельные	
кластеры,	в	которые	входят	сорта	как	белорусской,	так	и	зарубежной	селекции.	Один	из	класте-
ров	объединяет	группу	сортов	белорусской	селекции,	таких	как	Церера,	Клуссоновкая,	Памяти	
Вавилова	и	Белорусочка,	имеющих	в	своей	родословной	сорт	Паулинка.	Сорта	Церера,	Клуссо-
новкая	и	Белорусочка	произошли	от	одной	комбинации	скрещивания	(Паулинка	×	Пилот	Алек- 
сандр	Мамкин).	При	создании	сорта	Памяти	Вавилова	использована	следующая	комбинация	
скрещивания:	Паулинка	×	Белорусская	сладкая.	

Состав	аллелей	в	анализируемых	локусах	позволяет	получить	уникальную	формулу	сорта	 
и	создать	его	паспорт.	Молекулярно-генетические	паспорта	10	сортов	смородины	черной	бело- 
русской	селекции	приведены	в	табл.	3.	

При	необходимости	предложенный	набор	маркеров	может	быть	дополнен	или	изменен.	В	це-
лом,	современные	сорта	смородины	черной	белорусской	селекции	генетически	связаны	с	сортами	
зарубежной	селекции.	Это	является	следствием	тенденции	селекционного	процесса,	который	 
направлен	на	сочетание	в	новых	сортах	лучших	качеств	местных	и	иностранных	сортов.

 

Рис.	2.		Дендрограмма	генетического	сходства	сортов	смородины	черной,	построенная	на	основе	результатов	 
SSR-анализа.	Подчеркиванием	обозначены	сорта	белорусской	селекции

Fig.	2.	Dendrogram	of	genetic	similarity	of	cultivars	of	black	currant,	builted	on	the	basis	of	the	results	of	SSR-analysis.	
Varieties	of	the	Belarusian	selection	are	underlined
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Т а б л и ц а 3. Молекулярно-генетические паспорта сортов смородины черной белорусской селекции

T a b l e 3. Molecular-genetic passports of Belarusian black currant varieties

Название сорта
Длина аллелей в SSR-локусах, п. н.

g2G12 e1001 g1M07 E3B02 g1A01 g1E03 K104

Лошицкая 167, 179 144, 148 208 161, 163 209, 213 241 292
Пилот Александр Мамкин 181, 187 154, 160 212, 226 161 213 233, 243 286, 298
Памяти Вавилова 181 148, 152 204, 212 161 209 239, 241 292
Белорусочка 181 148, 152 212, 214 163 209 241, 247 292
Свитязянка 181 148 212, 214 161 209 243, 247 292, 298
Церера 167, 181 148, 152 208, 212 161, 163 209 241, 270 292, 294
Клуссоновская 181 150, 152 212 161 209, 211 241 292, 294
Минская 2 181, 191 148, 150 208, 214 161,163 213 239, 243 292, 294
Белорусская сладкая 187, 191 150, 160 212, 230 161 209 243, 270 292, 294
Катюша 179 148, 152 210 163 209 239, 243 292

Все сорта смородины черной, несмотря на достаточно высокое генетическое разнообразие 
данной культуры, позволяет различить относительно небольшой набор из 7 SSR-маркеров. При 
разработке метода ДНК-идентификации для других культур, характеризующихся меньшим гене-
тическим разнообразием, использовали значительно большее количество маркеров. Так, напри- 
мер, для идентификации сортов ячменя применяли набор из 17 SSR-маркеров [22], для кукурузы – 
51 [23], для миндаля – 16 [24]. 

Таким образом, сформированный набор SSR-маркеров позволил провести идентификацию 
генотипов представителей рода Ribes L. При выборе данного набора учитывали уровень инфор-
мативности каждого маркера, частоту встречаемости аллелей среди сортов, а также удобство 
визуализации и анализа продуктов амплификации. Метод SSR-анализа с использованием ука-
занного набора маркеров может успешно применяться для идентификации смородины черной на 
молекулярном уровне.

Заключение. На основании анализа полиморфизма SSR-аллелей сформирован набор из 7 мар- 
керов, позволяющий проводить генетическую идентификацию сортов смородины черной. Мар- 
керы расположены на разных хромосомах генома Ribes L., что дает возможность оценить поли-
морфизм различных областей. Показатели информативности для выбранных маркеров имеют 
достаточно высокие значения в сравнении с описанными в литературе. Среднее количество аллелей 
на локус, определенное с помощью данного набора, составило 8,6. Среднее количество уникаль- 
ных генотипов в расчете на маркер среди 60 образцов – 16,3. Значение дискриминационной силы 
для всех маркеров высокое и в среднем составляет 0,71. Таким образом, предложенный набор 
SSR-маркеров может применяться для идентификации возделываемых в Республике Беларусь 
сортов смородины черной, охраны авторских прав селекционных учреждений, сохранения уни- 
кального коллекционного материала и др.
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