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Введение

Полиплоидия является общей характеристикой сосу-
дистых растений, и часть видов имеют полиплоидное 
происхождение (Adams, Wendel, 2005). Аллополиплои-
ды возникают в результате межвидовой гибридизации 
и удвоения негомологичных геномов, что также приво-
дит к видообразованию. Гомоплоидная гибридизация 
также распространена у растений, однако остаются 
большие противоречия относительно того, как часто она 
приводит к видообразованию (Feliner et al., 2017). Про-
цесс гибридизации между двумя видами может иниции-
ровать повышенную адаптивность образующегося ги-
брида (Meier et al., 2017). Гибридизация между близко-
родственными видами может создавать генотипы, поз-
воляющие максимально приспосабливаться к условиям 
окружающей среды, что соответствует гипотезе синга-
меона (Boecklen, 2017). Эти события часто происходят 
при вторичном контакте изолированных линий, а отбор 
способствует закреплению гибридов при колонизации 
новых экологических ниш. Совпадение с новыми услови-
ями может ускорить адаптивное разделение гибридных 
популяций.

Таким образом, полиплоидизация, гибридизация 
и быстрое видообразование могут размывать границы 
между видами растений, делая их менее различимыми 
генетическими единицами. Штрихкодирование (DNA 
barcoding), основанное на характеристике одного или 
нескольких локусах ДНК, не всегда может отразить сет-
чатую эволюционную историю растений, особенно при 
сложной истории, связанной с вышеописанными собы-
тиями.

Морфологическая идентификация также затруднена 
фенотипической изменчивостью, вызванной различны-
ми условиями произрастания. Для решения этой пробле-
мы ученые начали использовать молекулярные марке-
ры, в частности последовательности ДНК. ДНК-штрихко-
дирование – метод, основанный на коротких последова-
тельностях ДНК, – стал наиболее распространенным 
подходом для идентификации видов (Hebert et al., 2003a). 
Хотя он оказался эффективным в случае применения его 
на животных (особенно последовательность COI для ми-
тохондриальной ДНК), стандартные ДНК-штрихкоды 
для растений, такие как ITS, rbcL, matK и trnH-psbA, не 
всегда дают удовлетворительные результаты для совре-
менных видов (Hollingsworth et al., 2016).

В 2024 г. коллектив авторов предпринял попытку 
охарактеризовать видовое разнообразие ежевики на 
Черноморском побережье, в предгорьях Кавказа между 
долинами рек Мзымта и Псоу, с использованием морфо-
логических признаков. Значительная часть отобранных 
образцов растений представляла собой гибриды. В ре-
зультате этого точное отнесение образца к тому или ино-
му виду было затруднено. 

Ежевика является важным компонентом экосистемы 
Черноморского побережья Кавказа и распространена по-
всеместно от прибрежных до предгорных районов. Еже-
вика формирует ниши, в которых находят кров и пищу 
многие виды животных и птиц. Точная идентификация 
и описание видов представляет собой как фундамен-
тальную, так и прикладную задачу в биологии. Традици-
онные морфологические методы идентификации расте-
ний могут сталкиваться с рядом трудностей, обусловлен-
ных, например, отсутствием четких отличительных при-
знаков между видами. Эти проблемы особенно характер-
ны для полиплоидов.

В данной обзорной статье рассматриваются молеку-
лярно-генетические подходы к идентификации гибрид-
ных видов ежевики.

Ежевика как представитель рода Rubus

Род Rubus L. представляет собой крупный и разнооб-
разный таксон в подсемействе Rosoideae семейства Ro-
 saceae (Розовые), включающий более 740 описанных 
видов по всему миру (Focke, 1911; Huang et al., 2023). 
Большинство видов рода Rubus обитают в регионах 
с умеренным климатом, но также встречаются в субтро-
пических и субарктических зонах и могут произрастать 
до высоты 4500 м н. у. м. (Focke, 1911; Hummer, 1996). 
Важно отметить, что разные виды ежевики занимают 
схожие экологические ниши и часто взаимодействуют 
с другими видами через гибридизацию, что усложняет ее 
классификацию и расширяет ареал обитания (Hummer, 
1996; Foster et al., 2019).

Род Rubus включает множество видов с широким аре-
алом и различными экологическими предпочтениями, 
среди которых ежевика занимает особое место благода-
ря своей экономической значимости и склонности к ги-
бридизации.

До одомашнивания основным направлением исполь-
зования представителей ежевики были лекарственные 
цели, наряду с употреблением в пищу ягод. Существуют 
записи об использовании корней, листьев, стеблей и пло-
дов для лечения различных заболеваний (Dou et al., 
2019). Плоды богаты вторичными метаболитами, таки-
ми как антоцианы и фенольные соединения, обладаю-
щие антиоксидантными свойствами (Martini et al., 2009). 
Ежевика содержит большое количество пищевых воло-
кон, витамины C и K, а также марганец и ряд других ми-
кроэлементов (Lee et al., 2012).

Современные сорта ежевики выводятся для рынка 
свежих ягод и переработки (заморозка, сушка, консерви-
рование), а также для частных садов. С 2007 г. крупней-
шими регионами – производителями ежевики являются 
Европа и Северная Америка. За последние 17 лет отрасль 
производства ежевики претерпела быстрые изменения. 
Рост отрасли обусловлен увеличением потребительско-
го спроса, появлением новых сортов, прогрессивными 
методами производства и круглогодичной доступностью 
продукции (https://www.fao.org/faostat/en/#data/QCL). 

Во флоре России имеется значительное разнообразие 
представителей ежевики (рис. 1). Генетически ежевики 
чрезвычайно пластичны и склонны к формированию ги-
бридов. Ежевики могут скрещиваться как между собой, 
так и с другими представителями рода, в первую очередь 
с малиной. В потомстве гибридов очень часто образуют-
ся фертильные особи. Склонность к гибридизации силь-
но осложняет как видовую идентификацию, так и анализ 
разнообразия.

Исследователи подрода ежевик по-разному понима-
ют объемы видов. Так, во флоре Восточной Европы (Kras-
sovskaja, 2001) определено 18 видов с распространением 
по территории Кавказа, в частности западного Закавка-
зья. В материалах, представленных во флоре Российско-
го Причерноморья, имеются указания только о 7 видах 
(Zernov, 2013), а во «Флоре СССР» (Juzepczuk, 1941) отме-
чено 37 видов. Местом обитания ежевики являются тер-
ритории Предкавказья, Западного и Северо- Западного 
Кавказа. Во флоре Республики Абхазии, как сопредель-
ной к территории исследования, отмечается 6 видов (Ko-
lakovsky, 1985). Такое расхождение авторов в объеме ви-
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дов на исследуемой территории еще раз подчеркивает 
необходимость их идентификации. Для точной видовой 
идентификации необходимо использовать молекулярно- 
генетические маркеры.

Молекулярно-генетические методы
видовой идентификации

Генетический материал клетки представляет собой 
набор ядерных хромосом и ДНК органелл. Формирова-
ние каждой такой единицы на определенных этапах мог-
ло происходить индивидуально в ходе эволюции вида, 
сопровождаясь накоплением конкретных мутаций, кото-
рые могут быть идентифицированы молекулярно-гене-
тическими методами. В идеальном варианте для таксо-
номической характеристики образца или растения необ-
ходимо иметь маркер на каждый элемент генома. Такой 
уровень молекулярной идентификации гибридов в на-
стоящее время затруднен (Techen et al., 2014). Наиболее 
всеобъемлющий вариант анализа таксономической при-
надлежности последовательностей ДНК – это выявление 
SNP на всем протяжении генома. Для этого могут быть 
использованы GBS (Genotyping By Sequencing) и геномное 
секвенирование с малым покрытием. Однако такой под-
ход требует значительных финансовых и временных за-
трат, которые не всегда оправданы при выполнении так-
сономического анализа. В связи с чем интересны альтер-
нативные методы молекулярно-генетического штрихко-
дирования.

В последние годы молекулярно-генетические мето-
ды стали основными инструментами для изучения гене-

тического разнообразия и идентификации видов в обла-
сти ботаники и сельского хозяйства. В контексте рода 
Rubus, включающего множество видов, среди которых 
распространены гибриды, эти методы представляют со-
бой важные подходы для точной и надежной классифи-
кации. Молекулярные методы, такие как маркеры на 
основе ПЦР-анализа (и рестрикции), хлоропластное 
и ядерное штрихкодирование ДНК, секвенирование 
участков ДНК с полиморфными нуклеотидами (SNP), 
позволяют исследовать генетические вариации на раз-
личных уровнях, что значительно улучшает понимание 
эволюционных процессов и биологического разнообра-
зия (табл. 1) (Mondini et al., 2009). Информация о полной 
геномной последовательности вида важна для структу-
рирования знания о генетических последовательностях 
вида и выявления уникальных генетических признаков.

Широкое распространение методов ПЦР и гибридиза-
ции нуклеиновых кислот для таксономического анализа 
было обусловлено простотой методик и доступностью 
оборудования. С развитием технологических возможно-
стей для секвенирования сначала первого, а потом вто-
рого поколений, эти методы стали менее востребованы, 
однако по-прежнему остаются достаточно актуальными.

Молекулярные маркеры для таксономического
анализа и гибридизации на основе ПЦР

Молекулярный маркер соответствует гену или неко-
дирующему участку генома, разные аллели которого от-
личаются на уровне последовательности ДНК. Такого 
рода полиморфизмы могут быть выявлены: (1) с помо-

Рис. 1. Ежевика на федеральной территории «Сириус»: окраски цветка (A, B) и ягод ежевики (C);
общий вид кустарника ежевики (D)

Fig. 1. Blackberry plants in Sirius Federal Territory: color variation in blackberry flowers (A and B) and fruits (C); 
general view of a blackberry bush (D)
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щью гибридизации с известными нуклеотидными после-
довательностями; (2) при секвенировании нуклеотид-
ной последовательности; (3) с помощью сравнения дли-
ны ампликонов, полученных в ходе ПЦР; (4) в ходе ре-
стрикционного анализа.

Молекулярные ДНК-маркеры обладают высокой ча-
стотой встречаемости в геноме и применяются благода-
ря универсальным и постоянно развивающимся методам 
анализа. Их использование стало востребованным в се-
лекции, способствуя точной идентификации генетиче-
ских признаков и ускоряя развитие селекционных про-
грамм (Khlestkina, 2013).

Случайная амплификация
полиморфной ДНК (RAPD)

RAPD (Random Amplification of Polymorphic DNA) – слу-
чайная амплифицированная полиморфная ДНК. В от-
личие от традиционного ПЦР-анализа, RAPD не требует 
каких-либо специфических знаний о последовательно-
сти ДНК целевого организма: идентичные 10-мерные 
праймеры с содержанием GC не менее 50% будут ампли-
фицировать сегмент ДНК в зависимости от положений, 
которые комплементарны последовательности прайме-
ров. Поэтому, если мутация произошла в матричной ДНК 

Таблица 1. Молекулярно-генетические методы идентификации гибридов, рассмотренные в статье

Table 1. Genetic identification methods for hybrids described in the review

Метод идентификации Описание

Молекулярные маркеры для таксономического анализа и гибридизации на основе ПЦР

Случайная амплификация полиморфной ДНК 
(RAPD)

Анализ включает в себя проведение ПЦР с использованием од-
ного декануклеотидного праймера с произвольной нуклеотид-
ной последовательностью

Микросателлиты (SSR) Определение полиморфизма в коротких повторяющихся после-
довательностях ДНК

Межмикросателлитные последовательности (ISSR)
Праймер содержит последовательность микросателлита 
и один-два уникальных нуклеотида для корректной посадки 
праймера

Полиморфизм конформации одноцепочечной ДНК 
(SSCP)

Анализ основан на изменении конформации однонитевой ДНК 
при наличии однонуклеотидного полиморфизма

Амплифицированная область с известной нуклео-
тидной последовательностью (SCAR)

Амплификация с праймерами, специфичными к определенной 
уникальной последовательности, ассоциированной с целевым 
признаком

Ретротранспозон-микросателлитные полимор-
физмы (REMAP)

Амплификация между праймером, специфичным к LTR-ретро-
транспозону, и праймером ISSR

Внутриретранспозонные полиморфизмы (IRAP)
Амплификация участков между ретротранспозонами (прайме-
ры содержат в себе последовательности двух соседних ретро-
транспозонов)

Молекулярные маркеры для таксономического анализа и гибридизации на основе рестрикции и ПЦР

Полиморфизм длин амплифицированных фраг-
ментов (AFLP)

Метод, позволяющий анализировать множество полиморфных 
участков по всему геному

Расщепленные амплифицированные полиморф-
ные последовательности (CAPS/dCAPS/dCAPS)

Выявление разных аллелей происходит при обработке ампли-
конов эндонуклеазой рестрикции

Методы ДНК-штрихкодирования

Хлоропластное штрихкодирование Использование специфических генов хлоропластов для иден-
тификации видов

Ядерное штрихокдирование Анализ ядерной ДНК с использованием специфических маркеров

Анализ SNP и геномное секвенирование

Секвенирование однонуклеотидных полимор-
физмов (SNP)

Анализ однонуклеотидных изменений в ДНК для идентифика-
ции видов и популяций

Полногеномное секвенирование Метод, позволяющий детально сравнивать и анализировать ге-
номы для выявления уникальных отличий
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на участке, который ранее был комплементарным прай-
меру, продукт ПЦР не будет получен, что приведет к дру-
гому набору амплифицированных сегментов ДНК на геле 
(Williams et al., 1990).

Основными преимуществами применения данного 
типа маркера являются небольшая стоимость, доступ-
ность оборудования и быстрый анализ. Однако у этого 
метода высокая чувствительность к условиям реакции, 
поэтому сравнивать можно только фрагменты в рамках 
одной ПЦР-реакции. Для повышения достоверности ре-
зультатов необходимо использовать большое количе-
ство ПЦР-реакций с различными праймерами. Также по-
чти все маркеры RAPD являются доминантными, то есть 
невозможно отличить, амплифицируется ли сегмент 
ДНК из локуса, который является гетерозиготным или 
гомозиготным. Кодоминантные маркеры RAPD, наблю-
даемые как сегменты ДНК разного размера, амплифици-
руемые из одного и того же локуса, обнаруживаются 
лишь изредка (Atienzar, Jha, 2006).

Поскольку работа с RAPD-маркерами не требует зна-
ния нуклеотидных последовательностей, они стали од-
ними из первых ПЦР-маркеров, которые использовали 
для анализа различных культур, включая малину и еже-
вику. Эти маркеры активно применяли для генотипиро-
вания и уточнения родословных селекционных сортов 
малины обыкновенной (Simla et al., 2018), малины запад-
ной (Weber, 2003) и ежевики (Stafne et al., 2003; Kagan 
et al., 2014), а также дикорастущих популяций R. idaeus L. 
(Graham et al., 1997).

В работе корейских исследователей RAPD-анализ 
с ис пользованием 99 маркеров применили для уточне-
ния происхождения местного сорта KСВ (Korean Culti-
vated Bramble – ежевика, культивируемая в Корее) (Eu 
et al., 2008). Маркеры RAPD показали, что KCB образует 
отдельный субклад (подгруппа гаплогруппы), который 
отличается от субкладов других видов ежевик. Этот ре-
зультат свидетельствует о том, что генетическая струк-
тура KCB существенно отличается от других видов еже-
вик. Среди исследованных видов ежевики ядерный ге-
номный фон образцов KCB демонстрирует более близкое 
родство с R. occidentalis L., чем с R. coreanus Miq.

Многие исследователи подчеркивают, что метод 
RAPD-анализа не всегда дает стабильные и точные ре-
зультаты, поэтому в настоящее время большее предпо-
чтение отдается другим типам маркеров (Kamnev et al., 
2020).

Полиморфизм коротких повторов
(микросателлиты, SSR)

Микросателлиты (Simple Sequence Repeats) представ-
ляют собой короткие (2–6 п. о.) повторяющиеся последо-
вательности ДНК, которые широко используются для 
исследования генетического разнообразия и видовой 
идентификации (Tautz, Renz, 1984). Микросателлиты об-
ладают высокой степенью полиморфизма, что делает их 
особенно ценными для выявления генетических вариа-
ций не только между близкородственными видами, но 
и между сортами (Matveeva et al., 2011).

SSR-маркеры имеют ряд преимуществ: они легко вос-
производимы, требуют небольших затрат и могут быть 
использованы для изучения разных популяций расте-
ний. В контексте гибридизации ежевики анализ микро-
сателлитов предоставляет возможность не только иден-
тифицировать гибридные формы, но и отслеживать ге-
нетические потоки между популяциями. К недостаткам 

можно отнести необходимость наличия данных о ну-
клеотидных последовательностях генома для возможно-
сти подбора специфических праймеров (Matveeva et al., 
2011).

Микросателлиты наследуются кодоминантно, что 
позволяет передавать аллели обоих родителей по том-
ству. Они быстро мутируют из-за ошибок в репликации 
ДНК, что делает их полезными для идентификации осо-
бей и изучения родственных связей. Однако их эффек-
тивность снижается при работе с разными видами, по-
скольку изменчивость микросателлитов может быть 
ограничена в зависимости от объекта исследования и со-
става выборки.

В исследовании Дж. Грэма и соавторов была разрабо-
тана система полиморфных кодоминантных микроса-
теллитных маркеров для рода Rubus, в частности для ма-
лины обыкновенной (R. idaeus). Цель исследования за-
ключалась в разработке инструмента для исследования 
генетического разнообразия между культурными и ди-
корастущими популяциями малины. Исследователи со-
здали праймеры для последовательностей, фланкиру-
ющих микросателлиты, один из которых был с флуо-
ресцентной меткой для эффективного анализа на ДНК- 
секвенаторе. В результате выделено 10 полиморфных 
локусов, полезных для исследования генетического раз-
нообразия Rubus (Graham et al., 2002).

Еще одним из примеров разработки полиморфных 
микросателлитных маркеров в семействе Розовые яв-
ляется работа японских исследователей (Kimura et al., 
2006). Авторы отмечают, что разработанные ими марке-
ры для культурной розы (Rosa × hybrida) показали высо-
кий уровень полиморфизма и эффективность в геноти-
пировании, что подтверждает значимость SSR-техноло-
гий для геномного анализа.

Межмикросателлитные
последовательности (ISSR)

ISSR (Inter-Simple Sequence Repeats) – межмикроса-
теллитные последовательности, альтернатива RAPD. 
Этот метод основан на клонировании участков ДНК, 
ограниченных двумя микросателлитными повторами, 
в присутствии праймеров. Каждый праймер комплемен-
тарен последовательности определенного микросател-
лита (4–12 единиц повтора) и содержит на одном из кон-
цов так называемый «якорь» – последовательность из 
двух – четырех произвольных нуклеотидов. Эти прайме-
ры позволяют копировать участки ДНК, находящиеся 
между двумя соседними микросателлитными последо-
вательностями, что приводит к наработке значительно-
го количества участков. Полученные паттерны продук-
тов ПЦР в большей степени уникальны для каждого вида 
и являются более надежными, чем RAPD-маркеры (Gup-
ta M. et al., 1994).

ISSR-маркеры обладают высоким уровнем полимор-
физма и могут использоваться для анализа относитель-
но низкой генетической изменчивости популяций, по-
этому они стали активно использоваться в качестве за-
мены RAPD-маркеров. Однако в отличие от SSR-маркеров 
ISSR-маркеры являются доминантными, что означает, 
что их нельзя использовать для различения гетерозигот 
и создания детализированных генетических карт; кроме 
того, они менее воспроизводимы (Pradeep Reddy et al., 
2002).

Выполненный при помощи ISSR-метода анализ об-
разцов дикорастущей малины (R. idaeus) из 19 локаций 

ТРУДЫ ПО ПРИКЛАДНОЙ БОТАНИКЕ, ГЕНЕТИКЕ И СЕЛЕКЦИИ /

PROCEEDINGS ON APPLIED BOTANY, GENETICS AND BREEDING. 2025;186(1):224-241

   •   186 (1), 2025   •   

229

Zhuravlev I.Yu., Menkov M.T., Markova E.N., Dobarkina N.A.,
Evlash A.Ya., Shipilina L.Yu., Rozanov A.S.



Черноморского побережья Турции, проведенный с ис-
пользованием 15 ISSR-праймеров, показал, что данный 
метод эффективен для разработки специфичной систе-
мы идентификации генотипа (Cekic et al., 2018).

В 2009 г. В. В. Соболев и его коллеги провели исследо-
вание генотипов российских сортов малины: 15 ре-
монтантных (способных повторно цвести) и 12 нере-
монтантных, а также 5 образцов других видов рода Rubus 
(Sobolev et al., 2009). По итогам работы исследователи 
выдвинули гипотезу о том, что один из ISSR-маркеров, 
а именно К19 с (AC)8YA, может быть связан с генами, ко-
торые отвечают за признак ремонтантности  (Sobolev 
et al., 2009).

В 2015 г. метод ISSR использовался для описания ге-
нетического разнообразия ежевики в Иране, включая 
прибрежный регион Каспийского моря. Исследовали 
25 популяций R. hyrcanus Juz. из трех регионов страны 
и одну популяцию R. discolor Weihe & Nees. Анализ пока-
зал, что различия среди регионов составляют лишь 
28,09% от общей вариации, а между популяциями вну-
три регионов – целых 66,03%. Авторы отмечают высо-
кое генетическое разнообразие видов ежевики, особен-
но в центральном районе Ирана (Sedighi, Rahimmalek, 
2015).

Примером  выявления генетического разнообразия 
и оценки филогенетических связей в семействе мето-
дом ISSR является работа авторов из Турции (Sevindik 
et al., 2023). Для работы с семью генотипами груши (Py-
rus communis L.) методами RAPD и ISSR они использова-
ли в том числе последовательности хлоропластной 
ДНК (trnL intron и trnL-F). Результаты исследования вы-
явили высокий уровень полиморфизма (78,94% в RAPD 
и 85,71% в ISSR), который подтвердил генетическое 
разнообразие внутри изученных генотипов и прояснил 
их филогенетическое положение относительно других 
видов семейства из родов Alchemilla, Rosa, Sorbus, Malus, 
Prunus и Cotoneaster. Данная работа подтвердила акту-
альность использование метода ISSR для таксономиче-
ского анализа.

Полиморфизм конформации
одноцепочечной ДНК (SSCP)

S SCP (Si  ngle-Strand Conformation Polymorphism) – по-
лиморфизм конформации одноцепочечной ДНК. Прин-
цип SSCP-анализа заключается в изменении формы одно-
нитевой ДНК, когда происходит замена одного нуклеоти-
да (возникает однонуклеотидный полиморфизм). Это 
изменение формы, в свою очередь, влияет на подвиж-
ность продукта ПЦР в полиакриламидном геле, что поз-
воляет определять исходный генотип по результатам ам-
плификации (Hayashi, Yandell, 1993).

В исследо вании корейских ученых изучался сорт КСВ 
(корейская культурная ежевика) для уточнения его 
происхождения от Rubus coreanus или R. occidentalis. По 
результатам SSCP-анализа трех межгенных спейсеров 
пластидной ДНК (atpB~rbcL, trnT~trnL и trnL~trnF) опре-
делили, что сорт КСВ с большей вероятностью происхо-
дит от R. occidentalis, чем от R. coreanus (Eu et al., 2008).

В 2017 г. китайские ученые оптимизировали метод 
PCR-SSCP для анализа образцов боярышника (Crataegus 
spp.) из семейства Розовые (Sa, Na, 2017). Исследователи 
использовали модифицированную методику экстракции 
тотальной ДНК с помощью метода CTAB и протестирова-
ли восемь пар праймеров для проведения ПЦР. Из них 
пять пар (psbA-trnH, rpoB, rpoC1 для хлоропластной ДНК 

и один ITS2 для ядерной ДНК) оказались высокоэффек-
тивными для метода PCR-SSCP. Оптимизированные усло-
вия выполнения гель-электрофореза (6-процентный по-
лиакриламидный гель, буфер 0.5×TBE, 200 V, 4°C в тече-
ние 3–4 часов в сочетании с денатурацией ПЦР-продук-
тов при 98°C в течение 15 минут с использованием бу-
фера, содержащего 1% NaOH) позволили получить 
качественные SSCP-электрофореграммы. Данные моди-
фикации значительно упростили молекулярно-генети-
ческий анализ представителей рода Crataegus, что может 
стать основой для дальнейшего применения SSCP-марке-
ров.

Амплифицированная область с известной
нуклеотидной последовательностью (SCAR)

SCA R (Sequence Characterized Amplified Region) – ам-
плифи цированная область с известной нуклеотидной 
последовательностью. Метод основан на использовании 
двух специфических праймеров, сконструированных на 
основе нуклеотидной последовательности, установлен-
ной в клонированном фрагменте RAPD, связанном с ин-
тересующим признаком. Специфические праймеры для 
амплификации к последовательности SCAR могут быть 
расположены в любом подходящем положении внутри 
или по бокам уникального ампликона RAPD и могут ис-
пользоваться для идентификации генетического раз-
нообразия в популяции. Из преимуществ: метод яв-
ляется быстрым, надежным, не чувствителен к услови-
ям реакции и прост в проведении в любой лаборатории. 
Метод SCAR позволяет быстро разрабатывать марке-
ры, даже несмотря на то что они не являются высокопо-
лиморфными. Их можно использовать в качестве ана-
лиза аллель-специфических ассоциированных прайме-
ров (ASAP) для обнаружения продукта, например для 
идентификации подвидов растений (Korekar et al., 2012). 
Маркеры SCAR действуют как доминантные, так и как ко-
доминантные.

В зависимости от уровня специфичности SCAR-мар-
керы применяются для определения аллелей генов, вы-
явления определенных хромосом, построения генетиче-
ских карт и обнаружения генетического материала кон-
кретных видов. Так, SCAR-маркеры, разработанные на 
основе специфических RAPD-фрагментов Rubus caesius L. 
(ежевика сизая), позволили установить, что в коммерче-
ских образцах ладанника Cistus incanus L. содержится от 0 
до 2% примесей растительного материала ежевики (Ma-
rieschi et al., 2010). В рамках селективной программы ка-
надской провинции Квебек с использованием SCAR- мар-
керов проведена идентификация разновидностей мали-
ны обыкновенной и малины фиолетовой (гибрид Rubus 
idaeus и R. occidentalis) (Parent, Page, 1998).

Метод SCAR (наряду с SNP) показал высокую практи-
ческую значимость для идентификации видов R. coreanus, 
R. crataegifolius и R. chingii в сырье Rubi Fructus (Yang et al., 
2012). Rubi Fructus – это традиционное лекарственное 
сырье народной медицины Азии, представляющее со-
бой незрелые плоды растений рода Rubus: в Корее это 
обычно R. coreanus, известный как Bokbunja (бокбунжа), 
а в Китае – R. chingii. Разработанные авторами SCAR-мар-
керы для последовательностей ядерной и хлоропласт-
ной ДНК позволили отличить каждый из трех вариантов 
происхождения плодов бокбунджы, а филогенетический 
анализ межгенных последовательностей trnL-F показал, 
что наиболее распространенными в Корее являются пло-
ды R. crataegifolius.
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Ретротранспозон-микросателлитные
полиморфизмы (REMAP) и внутриретранспозонные 

полиморфизмы (IRAP)

REMAP (Retrot ransposone Microsatellite Amplified Poly-
morphism) – амплификация между праймером, специ-
фичным к LTR-ретротранспозону, и праймером ISSR. 

IRAP (Inter-Re trotransposon Amplified Polуmorphism) – 
полиморфизм амплифицированных последовательно-
стей между ретротранспозонами. 

Среди маркеров ДНК ретроэлементы и их производ-
ные являются повсеместными и широко распространен-
ными в геномах растений. Полиморфизм, амплифициро-
ванный между ретротранспозонами (IRAP), и полимор-
физм, амплифицированный между ретротранспозонами 
и микросателлитами (REMAP), успешно использовались 
в анализе оценки генома дикого ячменя Hordeum spon-
taneum K. Koch и генетического разнообразия спартины 
Spartina maritima (Curtis) Fernald (Kalendar et al., 2000; 
Yannic et al., 2004). Метод IRAP выполняется на основе 
ПЦР-амплификации фрагментов геномной ДНК, которые 
расположены между двумя сайтами вставки ретро-
транспозона, в то время как REMAP производится на 
основе амплификации фрагментов между сайтом встав-
ки ретротранспозона и сайтом микросателлита. С помо-
щью IRAP и REMAP из учают популяции (Santana et al., 
2012), различают виды или генотипы и анализируют ге-
нетическое разнообразие (Chadha, Gopalakrishna, 2005). 
Хотя данные типы маркеров использовались для различ-
ных видов растений, на данный момент нет опублико-
ванных работ, где такую методику применяли для харак-
теристики представителей рода Rubus.

С помощью методов IRAP и REMAP иранским ученым 
удалось исследовать генетическое разнообразие 25 ге-
нотипов яблони из семейства Розовые (Shahreki et al., 
2022). В работе использовались 14 праймеров IRAP 
и REMP. Анализ показал высокий уровень полиморфизма 
генетических локусов (в среднем 39,79%). Авторы отме-
чают, что последующий кластерный анализ позволил 
сгруппировать генотипы по географическому проис хож-
дению и морфологическим признакам и классифициро-
вать районы произрастания яблони по количеству мо-
бильных генетических элементов в геноме образцов.

Молекулярные методы с использованием маркеров 
на основе ПЦР и рестрикционного анализа

Селективная амплификация продуктов рестрикции 
(AFLP)

AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) – это 
молекулярно-генетический метод, который позволяет 
анализировать полиморфизм ДНК на уровне всего гено-
ма без необходимости предварительного знания его по-
следовательности (Vos et al., 1995; Mueller, Wolfenbarger, 
1999). Метод основан на амплификации фрагментов ге-
номной ДНК, которые были предварительно расщепле-
ны эндонуклеазами рестрикции (ферментами, разрезаю-
щими ДНК в определенных местах) и соединены с адап-
терами, что делает AFLP особенно универсальным для 
исследования генетической изменчивости (Vos et al., 
1995).

Метод AFLP включает несколько ключевых этапов: 
геномная ДНК расщепляется на фрагменты с помощью 
специфических эндонуклеаз рестрикции. Далее к концам 
полученных фрагментов присоединяются адаптеры – ко-
роткие синтетические последовательности. Затем опре-

деленные фрагменты амплифицируются методом ПЦР 
с использованием праймеров, комплементарных адап-
терам и участкам около мест рестрикции. На заключи-
тельном этапе амплифицированные фрагменты разде-
ляются по длине посредством гель-электрофореза или 
капиллярного электрофореза, что позволяет визуализи-
ровать полиморфизм (Vos et al., 1995; Mueller, Wolfenbarger, 
1999).

Метод AFLP обладает высокой разрешающей способ-
ностью, которая позволяет анализировать многочислен-
ные полиморфные участки по всему геному. Универсаль-
ность метода заключается в его применении к любым 
видам растений без необходимости предварительных 
данных о геномных последовательностях (Althoff et al., 
2007).

Основным недостатком метода AFLP является слож-
ность идентификации гомологичных маркеров (алле-
лей), что снижает его полезность для исследований, тре-
бующих точного определения аллельных состояний, 
например анализа гетерозиготности. Тем не менее, 
благодаря возможности быстрой генерации надежных 
маркеров с высоким разрешением, AFLP остается мощ-
ным инструментом для экологов и эволюционных био-
логов (Mueller, Wolfenbarger, 1999; Miyashita et al., 2015).

Метод AFLP наряду с SSR стал ключевым в исследова-
нии, проведенном в районе Центральных Анд в Колум-
бии (Marulanda et al., 2007). В работе изучалась генетиче-
ская изменчивость диких и культивируемых видов рода 
Rubus. Авторы проанализировали 51 образец различных 
видов, включая R. glaucus Benth. (Андийская ежевика), 
R. urticifolius Poir. и R. robustus C. Presl. Результаты показа-
ли высокую степень полиморфизма (91,6% для AFLP), 
что указывает на значительное генетическое разнообра-
зие среди популяций ежевики. В исследовании подчер-
кивается важность маркеров AFLP и SSR для выявления 
генетической изменчивости, поддержки усилий по сохра-
нению и улучшению видов ежевики в коммерческих и се-
лекционных целях (Marulanda et al., 2007).

В 2015 г. японские исследователи провели работу 
по оценке филогенетических взаимосвязей между ди-
кими и культивируемыми видами ежевики, собранны-
ми в Японии (Miyashita et al., 2015). Для анализа исполь-
зовали метод AFLP для 81 образца. В результате фило-
генетического анализа подроды Anoplobatus, Eubatus, 
Idaeobatus и Malachobatus были сгруппированы в отдель-
ные кластеры. Особую значимость получили образцы 
Rubus idaeus var. aculeatissimus C.A. Mey, собранные в че-
тырех регионах Хоккайдо, которые образовали отдель-
ные кластеры в соответствии с географическим проис-
хождением. Гибридные образцы, полученные от скре-
щивания R. idaeus и R. idaeus var. aculeatissimus, а также 
гибриды между малиной обыкновенной и R. spectabilis 
Pursh четко отличались от родительских форм, имея уни-
кальную генетическую структуру. Результаты исследова-
ния про демон стрировали высокую эффективность AFLP- 
маркеров для оценки генетического разнообразия и изу-
чения филогенетических связей у ежевики (Miya shita 
et al., 2015).

Расщепленные амплифицированные полиморфные 
последовательности (CAPS/dCAPS/dCAPS)

CAPS/dCAPS (Cleaved Amplified Polymorphic Sequen-
ces) – расщепленные амплифицированные полиморф-
ные последовательности. Маркеры CAPS обнаружива-
ют полиморфизмы, возникающие в сайтах рестрикции. 
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В случае dCAPS-маркеров сайты рестрикции создаются 
во время амплификации ПЦР путем введения сайта ре-
стрикции в сайт SNP с использованием специфических 
праймеров. SNP также можно обнаружить с помощью ал-
лель-специфичных праймеров для ПЦР, соответствую-
щих месту расположения SNP (Ugozzoli, Wallace, 1991). 
CAPS-метод можно рассматривать как синтез методов 
ПЦР и RFLP. Его особенность заключается в том, что вме-
сто амплификации всего генома проводится ПЦР-ампли-
фикация небольшого участка ДНК. К преимуществам 
этого метода можно отнести: кодоминантный тип насле-
дования; простоту в использовании; высокую эффектив-
ность CAPS-маркеров в молекулярной селекции расте-
ний, независимо от семейства изучаемых объектов. Од-
нако есть и некоторые недостатки: CAPS-маркеры менее 
полиморфны по сравнению с микросателлитными. 

В процессе селекци и особое внимание уделялось 
разработке маркеров гена Bu (Bushy dwarf virus resistance 
gene), который отвечает за устойчивость растений 
к вирусу кустистой карликовости малины (Raspberry 
bushy dwarf virus, RBDV). Этот опасный патоген наносит 
значительный экономический ущерб сельскому хозяй-
ству. В 2012 г. Дж. Вард и его коллеги (Ward et al., 2012) 
применили метод сегрегационного масс-анализа с ис-
пользованием RAPD-маркеров для поиска маркеров, спе-
цифичных для устойчивых генотипов. Ученые секвени-
ровали фрагменты данных генотипов, таких как BC002-
900, BC296-425 и BC615-600. На основе этих последова-
тельностей были созданы CAPS-маркеры, из которых 
наибольшую связь с устойчивостью показал маркер 
BC615_553_Alu I. В дальнейшем последовательность это-
го маркера выровняли по референсному геному земля-
ники, и один из генов-кандидатов оказался гомологич-
ным по последовательности N-гена табака, который 
контролирует устойчивость к вирусу табачной мозаики. 
Авторами предложен внутригенный маркер raspN_
gene_1202, который ассоциирован с устойчивостью 
к RBDV. Эффективность этого маркера (96,7% случаев) 
подтвердилась при анализе расширенной группы селек-
тивных сортов. Маркер выявили у устойчивых разновид-
ностей, таких как Нутка, Хайда, Уилламетт, WSU 78117-1, 
Ньюбург, Коуичан, Чилкотин, Malling Promise и Latham. 

В то же время у поражаемых генотипов RBDV данный 
маркер обнаружен не был (Ward et al., 2012).

Методы ДНК-штрихкодирования

Концепция применения ДНК-штрихкодов для иден-
тификации видов была впервые предложена П. Хебертом 
и др. в 2003 г. (Hebert et al., 2003a). ДНК-штрихкоды пред-
ставляют собой стандартизированные последовательно-
сти ДНК, длиной от 400 до 800 пар оснований (п. о.), кото-
рые используются для идентификации/классификации 
группы организмов после амплификации, секвенирова-
ния и сравнения с референсной базой данных, содержа-
щей соответствующие последовательности (Hebert et al., 
2003b).

Рисунок 2 демонстрирует процесс идентификации 
видов растений с помощью ДНК-штрихкодирования. Эта-
пы включают: сбор образцов, экстракцию ДНК, амплифи-
кацию с использованием полимеразной цепной реакции 
(ПЦР), секвенирование полученных фрагментов и анализ 
данных. Полученные результаты позволяют построить 
филогенетическое дерево для определения эволюцион-
ных связей между видами и провести идентификацию 
исследуемых образцов. Заключительным этапом являет-
ся создание библиотеки ДНК-штрихкодов для дальней-
шего использования в ботанических и экологических ис-
следованиях (Janzen et al., 2009; De Vere et al., 2015).

ДНК-штрихкодирование стало чрезвычайно широ-
ко используемой технологией в идентификации видов 
на основе молекулярных маркеров благодаря своей 
стандартизации, минимизации и масштабируемости. 
Текущие методы, производные от ДНК-штрихкодов, 
включают однолокусное, многолокусное штрихкоди-
рование, мини-штрихкодирование, супер-штрихкоди-
рование и мета- штрихкодирование (Zhu et al., 2022). За 
последние два десятилетия были предложены основные 
стандартные однолокусные штрихкоды: ITS, ITS2, matK, 
rbcL, psbA–trnH, trnL–trnF, trnG–trnS, с помощью которых 
различают виды растений. В таблице 2 приведены неко-
торые вариабельные участки хлоропластной и ядерной 
ДНК, а также последовательности праймеров для их ам-
плификации.

Рис. 2. Общая схема ДНК-штрихкодирования растений (рисунок создан на платформе BioRender)
Fig. 2. General DNA barcoding scheme for plants (the image was produced on the BioRender platform)
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В ходе практического применения ДНК-штрихкоди-
рования выяснилось, что одного штрихкода (ДНК-ШК) 
недостаточно для таксономического разделения всех ви-
дов растений. Это привело к необходимости использова-
ния многолокусных ДНК-ШК. Рабочая группа Консорциу-
ма по штрихкодированию живого мира (CBOL, Consor-
tium for the Barcode of Life), созданная в 2004 г., предло-
жила комбинацию из локусов генов matK и rbcL для по-
вышения точности разделения видов растений (Techen 
et al., 2014).

Международный проект «Штрихкодирование жизни» 
направлен на стандартизацию и координацию исследо-
ваний для создания глобальной базы ДНК-штрихкодов 
всех видов на планете. Основная цель программы – уни-
фикация подходов к идентификации видов через секве-
нирование определенных участков их геномов, что поз-
волит создавать единый стандарт для классификации 
биологического разнообразия. Основные требования 
к эталонному участку ДНК-ШК: 1) компактный размер: 
длина выбранного участка должна составлять от 500 до 

Таблица 2. Описание некоторых маркеров для ДНК-штрихкодирования растений

Table 2. Description of some markers for DNA barcoding in plants

Маркер Полная расшифровка Описание
Последовательности праймеров 5’–3’; 
длина ампликона, п. о.

ITS
Internal Transcribed Spacer 
(внутренний транскрибиру-
емый спейсер)

Участок между рРНК-ге-
нами в ядерной ДНК. 
Высокая изменчивость 
делает его эффектив-
ным для видовой диф-
ференциации (Kyndt 
et al., 2005) F: TCCGTAGGTGAACCTGCGG

R: TCCTCCGCTTATTGATATGC;
≈ 715 п. о.

ITS2
Internal Transcribed Spacer 2 
(второй внутренний транс-
крибируемый спейсер)

Второй внутренний 
спейсер, более короткий 
и консервативный, чем 
полный ITS. Обеспечи-
вает высокую точность 
в различении близко-
родственных видов 
(Sochor et al., 2015)

matK Maturase K (матураза K)

Ген, кодирующий мату-
разу в хлоропластной 
ДНК. Демонстрирует вы-
сокую изменчивость 
среди видов (Li et al., 
2016)

F: CGCCCAAGTGGACTTAGT 
R: TCTTTCAAGCATACGACGGA;
≈ 184 п. о.

rbcL

Ribulose-1,5-bisphosphate 
carboxylase/oxygenase large 
subunit (ген большой субъ-
единицы рибулозобисфос-
фаткарбоксилазы)

Ген, кодирующий 
большую субъединицу 
фермента рубиско в хло-
ропластной ДНК. Высо-
кая консервативность 
(Uh, Jang, 2023)

F: ATGTCACCACAAACAGAAAC
R: TCGCATGTACCTGCAGTAGC; 
≈ 700 п. о.

psbA-trnH

Photosystem II protein D1 
(psbA) –Histidine transfer 
RNA (trnH) (белок фотоси-
стемы II D1 – транспортная 
РНК гистидина)

Межгенный спейсер 
в хлоропластной ДНК 
между генами psbA 
и trnH. Обладает вы-
сокой изменчивостью 
(Wang M. et al., 2013)

F: TGTAAAACGACGGCCAGTGTTATGCAT
GAACGTAATGCTC
R: CAGGAAACAGCTATGACGCGCATGGTG
GATTCACAATCC;
≈ 450 п. о.

trnL- trnF

Leucine transfer RNA (trnL) – 
Phenylalanine transfer RNA 
(trnF) (транспортная РНК 
лейцина – транспортная 
РНК фенилаланина)

Межгенный спейсер 
в хлоропластной ДНК 
(между генами trnL 
и trnF) (Yang, Pak, 2006)

F: AGGGTTCAAGTCCCTCTATCCC
R: GATTTGAACTGGTGACACGAGG; 
≈ 450 п. о.

trnG-trnS

Glycine transfer RNA (trnG) – 
Serine transfer RNA (trnS) 
(транспортная РНК глици-
на – транспортная РНК се-
рина)

Межгенный спейсер 
в хлоропластной ДНК 
между генами trnG 
и trnS, используемый 
для штрихкодирования 
растений (Wang Y. et al., 
2016)

F: GAACGAATCACACTTTTACCAC 
R: GCCGCTTTAGTCCACTCAGC 
≈ 700 п. о.
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600–800 п. о.; 2) стабильность внутри вида и различи-
мость между видами: последовательность нуклеотидов 
у особей одного вида должна быть одинаковой, в то вре-
мя как между видами должны наблюдаться значитель-
ные различия; 3) чтение в обоих направлениях: для 
предотвращения ошибок последовательность должна 
быть прочитана с двух цепей ДНК; 4) известность 
праймеров: последовательности прямого и обратного 
праймеров должны быть определены; 5) минимизация 
полиморфизма: полиморфизм в последовательности, то 
есть различия между особями одного и того же вида не 
должны превышать 1% во избежание путаницы в иден-
тификации (Matveeva et al., 2011).

Метод ДНК-штрихкодирования оказался достаточно 
востребованным, что привело к разработке модифика-
ций, которые адаптировали его для разных задач. Мини-
штрихкодирование позволяет определять виды на осно-
ве сильно деградированной ДНК, например из готовых 
пищевых продуктов. Этот метод эффективен в ситуаци-
ях, когда стандартные методы ДНК-штрихкодирования 
не могут быть применены из-за особенностей материа-
ла. Длина анализируемого фрагмента обычно составляет 
100–300 п. о. (Gao et al., 2019). Мета-штрихкодирование 
эффективно для анализа смесей, содержащих различные 
виды, позволяя одновременно идентифицировать их по 
коротким фрагментам ДНК (De Boer et al., 2015). Этот 
метод особенно полезен для экологических исследова-
ний, пищевых продуктов и изучения сложных биоцено-
зов, где присутствуют смешанные сообщества. Супер- или 
ультра- штрихкодирование, основанное на секвенирова-
нии генома хлоропластов растений, применяется для 
изучения родственных связей между видами (Kane, 
Cronk, 2008). При этом секвенируется и собирается пол-
ный геном органеллы, который, в отличие от ядерного 
генома, обладает меньшими размерами, большей межви-
довой дивергенцией и меньшей внутривидовой измен-
чивостью.

Видовая идентификация ежевики с помощью штрих-
кодирования используется для точной диагностики 
в случаях, когда фенотипическая дифференциация не-
возможна. По данным онлайн-платформы для хранения 
и анализа данных ДНК-штрихкодирования Boldsys-
tems (Barcode of Life Data Systems), существует 382 за-
писи о растениях рода Rubus, включая ежевику вязо-
листную (R. ulmifolius Schott) с 38 записями, аллегей-
скую (R. allegheniensis Porter) – 22 записи, ежевику си-
зую (R. caesius) – 21 запись и R. argutus Link – 3 записи 
(https://boldsystems.org/).

ДНК-штрихкодирование находит широкое практиче-
ское применение в различных областях, включая кон-

троль качества пищевых продуктов, идентификацию ви-
дов, борьбу с фальсификацией, а также мониторинг био-
разнообразия и защиту редких или исчезающих видов. 
Так, в 2018 г. китайские ученые провели исследование, 
посвященное проблеме аутентичности продуктов из 
ягод, которые нередко фальсифицируются и имеют со-
став, несоответствующий указанному. Для решения этой 
проблемы и разработки надежного метода идентифика-
ции как известных, так и неизвестных видов фруктов 
была использована технология ДНК-штрихкодирования 
на основе секвенирования по Сэнгеру. Чтобы уменьшить 
влияние условий обработки на извлечение ДНК, приме-
нялись мини-штрихкоды для гена rbcL и ITS, а также 
средний штрихкод для участка psbA-trnH. Разработан-
ный метод позволил выявлять целевые виды в концен-
трациях от 1% до 10% в составе смешанных фруктовых 
соков (Wu et al., 2018).

Анализ однонуклеотидных
полиморфизмов (SNP)

Однонуклеотидные полиморфизмы (SNP) – это изме-
нения одного нуклеотида в ДНК, служащие маркерами 
для идентификации видов, гибридов и внутривидовой 
изменчивости (Gupta P. et al., 2001; Batley, Edwards, 2007). 
Замены нуклеотидов могут быть наследуемыми и влиять 
на различные биологические характеристики, включая 
устойчивость растений к стрессам (Jehan, Lakhanpaul, 
2006). Благодаря высокой частоте SNP в геноме они поз-
воляют детально анализировать генетическое разнооб-
разие и структуры популяций даже в сложных гибрид-
ных комплексах (Gupta P. et al., 2001).

Для анализа однонуклеотидных полиморфизмов 
при меняются два основных метода: генотипирование по 
типу GBS (Genotyping By Sequencing) и секвенирование 
с малым покрытием (Low-Coverage Sequencing) (табл. 3). 

GBS сочетает в себе обработку ДНК эндонуклеазами 
рестрикции и секвенирование, позволяя выявлять тыся-
чи однонуклеотидных полиморфизмов в разных геномах 
одновременно (Elshire et al., 2011). Метод GBS не требует 
эталонного генома для обнаружения SNP, объединяя 
в себе процесс выявления маркеров и генотипирование 
(Poland, Rife, 2012).

GBS включает несколько ключевых этапов: извлече-
ние ДНК и ее гидролиз эндонуклеазами рестрикции, 
присоединение адаптеров к фрагментам ДНК, амплифи-
кацию, создание библиотеки, секвенирование методами 
NGS, а также биоинформатическую обработку для выяв-
ления SNP и оценки генетического разнообразия (рис. 3) 
(He et al., 2014). 

Таблица 3. Сравнение методов GBS и секвенирования с малым покрытием

Table 3. Comparison between the genotyping-by-sequencing (GBS) and low-coverage sequencing methods

Характеристика GBS Секвенирование с малым покрытием

Принцип работы Рестрикция ДНК, выборка фрагментов Секвенирование всего генома с малой глубиной

Покрытие генома Частичное Широкое, но с низкой глубиной покрытия

Точность Зависит от выбранных фрагментов Меньшая точность для редких вариантов

Экономичность Дешевле, не требует знания генома Дороже GBS, но дешевле полногеномного 
секвенирования

Применение Применяется для популяционных 
исследований Используется для обнаружения редких SNP
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Метод GBS стал популярным благодаря своей относи-
тельной дешевизне для исследований связи генотипа 
с фенотипом (так как требуется меньшее покрытие гено-
ма и используются специфичные маркеры) и простоте 
в использовании (Peterson et al., 2014; Tripodi, 2023). Хотя 
этот метод экономичен, он часто приводит к большому 
количеству пропущенных данных и требует сложного 
биоинформатического анализа. GBS наиболее часто ис-
пользуется для изучения геномов культурных растений 
в рамках селекционных программ, однако его эффектив-
ность может значительно варьировать в зависимости от 
организма и его уровня плоидности (Poland, Rife, 2012; 
Peterson et al., 2014).

Несмотря на многообещающий потенциал, метод GBS 
пока не получил широкого распространения для анализа 
генетического разнообразия растений – в первую оче-
редь, ввиду высокой стоимости метода для решения за-
дач, связанных с таксономией и скринингом гибридов, 
поскольку требуется более полное покрытие генома 
и точный анализ больших объемов данных для сравне-
ния близкородственных видов и форм (Peterson et al., 
2014). В настоящее время разработаны усовершенство-
ванные протоколы для увеличения охвата генома 
и пред ложены новые биоинформационные конвейеры 
для выявления SNP и генотипирования, а также методы 
расчета недостающих данных (Tripodi, 2023). Боль шин-
ство существующих подходов GBS разработаны на основе 
модельных растений, геномы которых уже секвенирова-
ны, тогда как анализ генетического разнообразия чаще 
применяется к немодельным видам (Frenzke et al., 2024). 
Несмотря на то что GBS концептуально прост, его практи-
ческое применение требует наличия у исследователей 
как молекулярно-биологических, так и биоинформати-
ческих навыков.

Секвенирование с малым покрытием – это подход, 
при котором геном каждого образца секвенируется с от-
носительно низкой глубиной (количеством прочтений 
на каждую базу ДНК). Этот метод позволяет получить до-
статочно данных для выявления SNP при меньших за-

тратах, чем при полногеномном секвенировании с высо-
ким покрытием (Lou et al., 2021).

Секвенирование с малым покрытием имеет ряд пре-
имуществ и недостатков. Среди его преимуществ – эко-
номичность (в сравнении с полногеномным секвениро-
ванием), что делает его подходящим для изучения боль-
ших популяций (Buerkle, Gompert, 2013). Кроме того, ме-
тод обеспечивает широкое покрытие генома, позволяя 
выявлять редкие SNP и генетические вариации. Недо-
статками метода являются меньшая точность, связанная 
с низкой глубиной покрытия, что может привести 
к ошибкам в выявлении SNP, особенно редких аллелей, 
а также необходимость в анализе большого количества 
образцов для получения статистически значимых ре-
зультатов.

В основном GBS и секвенирование с малым покрыти-
ем используются как в селекционных программах, так 
и для анализа генетического разнообразия популяций 
растений. Так, в 2018 г. корейские ученые провели иссле-
дование, направленное на анализ генетического разно-
образия мутантных генотипов рода Rubus, созданных 
с помощью гамма-облучения. В работе использовались 
SNP-маркеры, полученные методом генотипирования по 
типу GBS. Были секвенированы 14 генотипов, включая 
мутантные линии сорта ‘Boysenberry’ (гибрид малины, 
ежевики и логановой ягоды; сорт назван по фамилии 
фермера Рудольфа Бойзена) и ежевики, с применением 
Illumina Hiseq2000. В результате выявлено 19 634 SNP, из 
которых 11 328 были гомозиготными, а 8306 – гетерози-
готными. Для филогенетического анализа использова-
лись 1504 SNP, что позволило обнаружить различия меж-
ду генотипами по их происхождению (Ryu et al., 2018).

В 2024 г. Чжоу Цзывэй и коллеги провели исследова-
ние, направленное на оценку генетического разнообра-
зия и структуры популяций малины китайской (R. chingii 
Hu) в провинциях Цзянси и Фуцзянь (Zhou et al., 2024). 
Для анализа использовались маркеры однонуклеотид-
ных полиморфизмов (SNP), полученные с помощью ме-
тода Hyper-seq. В результате выявили 130 3850 SNP 

Рис. 3. Последовательность этапов процесса генотипирования GBS (рисунок создан на платформе BioRender)
Fig. 3. Steps in the genotyping-by-sequencing (GBS) process (the image was produced on the BioRender platform)
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и 433 159 вставок/делеций (InDels). Низкие значения на-
блюдаемой гетерозиготности, нуклеотидного разнооб-
разия (Pi) и фиксированных индексов (Fis) указывают на 
низкое генетическое разнообразие внутри популяций. 
Анализ молекулярной вариации (AMOVA) показал, что 
37,4% изменений было связано с различиями между по-
пуляциями, а 62,6% – с вариациями внутри образцов.

Таким образом, SNP-анализ предоставляет обширные 
возможности для идентификации гибридных форм Ru-
bus и изучения генетической изменчивости. Однако, не-
смотря на свои преимущества, этот метод нечасто ис-
пользуется в таксономическом анализе растительных 
популяций. Это связано с тем, что объем данных, получа-
емых в ходе анализа, может быть избыточным для описа-
ния видового разнообразия отдельных растений или по-
пуляций, а обработка требует квалифицированных на-
выков в биоинформатике, что увеличивает затраты 
и слож ность исследования. Кроме того, как GBS, так и се-
квенирование с малым покрытием остаются финансово 
затратными методами, что ограничивает их перспектив-
ность в таксономическом анализе на уровне видового 
разнообразия и гибридизации.

Полногеномное секвенирование
представителей рода Rubus

Несомненно, важным аспектом для выполнения ра-
бот по таксономическому анализу является наличие баз 
данных, содержащих информацию о генетических после-
довательностях, в том числе полногеномных. 

Наличие информации о последовательностях генома 
растения позволяет существенно упростить и система-
тизировать работу. Впервые в роде Rubus был секвениро-
ван геном малины черной (R. occidentalis) в 2016 г. (Van-
Buren et al., 2016). Размер генома составил 243 Мб, при 
этом было предсказано 28 005 генов, кодирующих белки. 
Также идентифицированы 290 генных копий, ассоцииро-
ванных с метаболизмом сахара, развития плодов и био-
синтезом антоцианов. Этот геном долгое время служил 
безальтернативным справочным материалом для плодо-
вых культур семейства Розовые и рода Rubus (малины, 
ежевики и их гибридов) (VanBuren et al., 2016). Геном ма-
лины обыкновенной (R. idaeus) был прочитан в 2019 г. 
Собранный de novo геном с полнотой 95,3% с аннотацией 
35 566 генов, кодирующих белки, стал ценным источни-
ком информации для селекционеров (Wight et al., 2019). 
Позднее геном малины обыкновенной сорта ‘Anitra’ 
уточнили посредством секвенирования с длинными про-
чтениями PacBio и высокопроизводительной геномной 
и эпигеномной технологии захвата конформации хрома-
тина (Hi-C) (Davik et al., 2022). Референсный геном ки-
тайской малины (R. chingii) опубликован в 2021 г. (Wang L. 
et al., 2021). Предсказано 33 130 генов, кодирующих бел-
ки, 89,28% из которых функционально аннотированы. 
Данная сборка генома предоставила важную информа-
цию, включая пути биосинтеза гидролизуемых танинов, 
которые играют значительную роль в медицинской и пи-
щевой ценности растения. Свой вклад в геномику рода 
Rubus внесло исследование с применением перспектив-
ного метода генотипирования Hyper-seq на китайской 
малине (R. chingii) в 2024 г. (Zhou et al., 2024).

Метод генотипирования Hyper-seq – это новая, эф-
фективная и экономически выгодная технология, разра-
ботанная для подготовки библиотек ДНК и генотипиро-
вания в Хайнаньском университете (Zou, Xia, 2022). Тех-
нология Hyper-seq сочетает в себе PCR-амплификацию 

для построения библиотеки и гель-электрофорез для 
предварительной оценки качества библиотеки. При этом 
она позволяет сократить время и затраты на подготовку 
библиотек по сравнению с традиционным полногеном-
ным секвенированием.

Первый опубликованный геном ежевики представи-
ли в 2023 г. Секвенирование проводили с использовани-
ем Oxford Nanopore Technology (ONT) и Hi–C. Выполнена 
сб орка генома тетраплоидной ежевики без шипов селек-
ции BL1 (Rubus L. subgenus Rubus Watson), которая охва-
тила более 92% длины генома. Всего было предсказано 
87 968 генов, кодирующих белки, из которых 82% функ-
ционально аннотированы: выявлены гены-кандидаты, 
ассоциированные с отсутствием шипов, включая MYB16, 
транспортеры лизина и гистидина, PDR1, Caffeoyl-CoA, 
белок-переносчик липидов 1, DRN, бета-кетоацилредук-
тазу и гомоцистеин-S-метилтрансферазу 3 (Paudel et al., 
2025). В том же году аннотировали сборку генома дипло-
идной ежевики сорта ‘Hillquist’ (R. argutus). Сборка произ-
водилась с использованием длинных прочтений PacBio. 
Было предсказано в общей сложности 38 503 гена, коди-
рующих белок, из которых 72% функционально анноти-
рованы (Brůna et al., 2023). Для диких ежевик и прочих 
представителей рода Rubus работ, описывающих геном, 
опубликовано не было.

Заключение

Молекулярно-генетические методы для идентифика-
ции видов ежевики используются редко, в основном из-
за еe невысокой хозяйственной значимости в боль шин-
стве регионов. В обзоре приводятся не только филогене-
тические исследования ежевики, но и исследования дру-
гих видов рода Rubus, семейства Rosaceae (Розовые).

В литературе наблюдается рост интереса к изучению 
таксономического разнообразия ежевик в разных регио-
нах планеты. Вероятно, данная тенденция связана с уве-
личением доступности современных методов молеку-
лярно-генетического анализа, которые могут обходить-
ся без использования больших баз данных. В первую оче-
редь, это методы, основанные на выявлении SNP (GBS). 
Популярность GBS объясняется малой проработкой еже-
вики и других представителей рода Rubus как объектов 
таксономического анализа. GBS, как и другие методы, 
основанные на секвенировании геномных последова-
тельностей, – один из наиболее удобных и в настоящее 
время доступных инструментов для филогенетического 
анализа растений. Хотя секвенирование геномов эффек-
тивно для филогенетического анализа, его высокая сто-
имость делает ДНК-штрихкодирование более доступной 
альтернативой. Данные методы, в отличие от других 
ДНК- маркеров, дают объективную текстовую информа-
цию, которую можно использовать при биоинформати-
ческом анализе для выявления степени родства между 
образцами и построения филогенетических связей.

В рамках исследования филогенетического разнооб-
разия ежевики на территории Черноморского побережья 
Кавказа наиболее актуальным представляется использо-
вание методов, основанных на ДНК-штрихкодировании. 
Для этого нужно использовать как ядерные, так и хлоро-
пластные маркеры. Также одним из перспективных ме-
тодов для филогенетического анализа гибридов ежеви-
ки может стать использование методов NGS в сочетании 
с таргетированием при помощи ПЦР подходящих генети-
ческих маркеров. Это могут быть как последовательно-
сти, содержащие отдельные SNP, так и маркеры, имею-

ТРУДЫ ПО ПРИКЛАДНОЙ БОТАНИКЕ, ГЕНЕТИКЕ И СЕЛЕКЦИИ /

 PROCEEDINGS ON APPLIED BOTANY, GENETICS AND BREEDING. 2025;186(1):224-241

   •   186 (1), 2025   •   

236

Журавлев И.Ю., Меньков М.Т., Маркова Е.Н., Добаркина Н.А.,
Евлаш А.Я., Шипилина Л.Ю., Розанов А.С.



щие множество копий в геноме, например ITS1/ITS2. 
Данный подход называется мета-штрихкодированием, 
которое находит широкое применение для характери-
стики сообществ микроорганизмов. Такой вариант опи-
сан как способ определения таксономической принад-
лежности растений в сложных смесях, как, например, при 
анализе сборной травяной пыльцы (Omelchenko et al., 
2022). Однако в контексте определения гибридов расте-
ний мета-штрихкодирование не применялось. Примене-
ние этого метода для образцов ежевики, собранных на 
Черноморском побережье России, может позволить 
иден тифицировать генетический вклад родительских 
видов в гибридах и расширить возможности по их клас-
сификации на основе характерных последовательно-
стей, связанных с каждым из родителей.
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