
А. М. Камнев1, М. Е. Лапкасов1, А. А. Тюкалова2, С. В. Жидяева2, О. Ю. Антонова1, 2

Автор, ответственный за переписку: Антон Михайлович Камнев, antonkamen@mail.ru

1 Федеральный исследовательский центр Всероссийский институт генетических ресурсов растений 
имени Н.И. Вавилова, Санкт-Петербург, Россия
2 Научно-технологический университет «Сириус», Научный центр генетики и наук о жизни, Краснодарский край, 
Россия

Актуальность. Семейство Розовые (Rosaceae Juss.) – таксон, к которому относится ряд экономически ценных культур. 
Исследования генетического разнообразия как сортов и селекционных форм культурных растений этого семейства, 
так и их диких родичей имеют важное значение для привлечения нового материала в генетические коллекции и в се-
лекцию. Хорошим инструментом для их быстрого и информативного анализа могут служить маркеры, основанные на 
полиморфизме ретротранспозонов, в том числе ISAP-маркеры, детектирующие различия в расположении SINE-
транспозонов. Поскольку SINE-элементы обладают высокой гетерогенностью, ISAP-маркеры, разработанные для од-
ного вида, могут оказаться непригодны для работы с другими видами.
Материалы и методы. Проведен анализ геномов представителей пяти видов родов Fragaria L., Rosa L. и Rubus L. Для 
выравнивания SINE-последовательностей и их кластеризации с целью последующего дизайна праймеров разработа-
на оригинальная биоинформатическая программа. Апробация праймеров, созданных для малины и розы, была вы-
полнена на ограниченных выборках (28 и 21 образец соответственно).
Результаты. В гаплоидных геномах представителей родов Fragaria, Rosa и Rubus выявлено от 857 до 3477 SINE-
элементов, при этом во всех геномах они были распределены на хромосомах неравномерно. Применение биоинфор-
матических методов для анализа выявленных SINE-последовательностей позволило для каждой культуры разрабо-
тать специфичные праймеры. Сформированная система ISAP-маркеров показала высокую степень генерируемого по-
лиморфизма (PIC > 0,90). Праймеры, подобранные для рода Rosa, оказались способными генерировать ПЦР-продукты 
и у представителей других культур семейства Rosaceae, включая вишню, грушу и землянику, однако наблюдаемый по-
лиморфизм был существенно ниже.
Заключение. Полученная система ISAP-маркеров способна генерировать большое количество полиморфных фраг-
ментов. Это позволяет применять ее для генотипирования и изучения генетического разнообразия как сортов, так 
и дикорастущих популяций.
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Background. The rose family (Rosaceae Juss.) is an economically important taxon that includes a number of cultivated species. 
Studying the genetic diversity of crop wild relatives within this family is important to include new genetic material into genetic 
collections and utilize it in breeding practice. Markers based on retrotransposon polymorphism, including ISAP markers that 
detect differences in the location of SINE transposons, can be a useful tool for rapid and informative analysis of natural Rosaceae 
populations. Since SINE elements are highly heterogeneous, ISAP markers developed for one species may be unsuitable for the 
others. 
Materials and methods. Genomes representing five species of the genera Rubus L., Rosa L. and Fragaria L. were analyzed in sil-
ico. An original bioinformatics program was developed to align and cluster the SINE sequences. The primers designed for rasp-
berry and rose were tested on limited subsets (28 and 21 accessions, respectively). 
Results. From 857 to 3477 SINEs were identified in the haploid genomes of the studied genera; an uneven distribution of ele-
ments across chromosomes was observed in all genomes. Bioinformatics methods applied to analyze the obtained SINE se-
quences made it possible to develop specific primers for each crop. The designed ISAP marker system revealed a high degree of 
generated polymorphism in the samples (PIC > 0.90). The primers developed for the genus Rosa were also capable of generat-
ing PCR products in other crops from the Rosaceae family, including cherry, pear, and strawberry, although the observed poly-
morphism was significantly lower.
Conclusion. The developed ISAP marker system can generate large amounts of polymorphic fragments. Therefore, it may be 
used for genotyping and molecular certification of cultivars as well as for studying the genetic diversity of wild populations.
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Введение

Семейство Розовые (Rosaceae Juss.) включает в себя 
около 3000 видов, распространенных преимущественно 
на территориях с умеренным климатом. Представители 
его достаточно разнообразны по жизненным формам 
и включают в себя как деревья и кустарники, так и тра-
вянистые виды. К розовым относится целый ряд плодо-
вых, ягодных, орехоплодных и цветочных культур, кото-
рые ценятся за свои вкусоароматические, питательные 
и декоративные свойства (яблоня, груша, малина, ежеви-
ка, земляника, слива, вишня, абрикос, персик, миндаль, 
роза и прочие) (Folta, Gardiner, 2009).

Конвенция по биологическому разнообразию и свя-
занная с ней Концепция глобального биоразнообразия 
на период после 2020 года особо акцентируют внимание 
на сохранении разнообразия всех существующих расти-
тельных видов, а также сохранении как можно более вы-
сокого внутривидового разнообразия (Hoban et al., 2020). 
Это касается и диких родичей культурных растений. Об-
разцы из популяций диких видов представляют особую 
ценность для селекции: их вовлечение в процесс выведе-
ния новых форм повышает разнообразие культивируе-
мого генофонда, позволяет привнести в него новые важ-
ные гены, ассоциированные с адаптацией к местным 
климатическим условиям, с устойчивостью к патогенам 
и абиотическим стрессам, а также способные повысить 
питательную ценность растений (Brozynska et al., 2016). 
Знание генетической структуры популяций позволяет, 
помимо всего прочего, разрабатывать более эффектив-
ные подходы к сохранению таких популяций как ex situ, 
так и in situ (Vetchinnikova et al., 2012). Все вышеизложен-
ное справедливо и для представителей семейства розо-
вых.

Для изучения генетического разнообразия видов се-
мейства розовых используется широкий спектр различ-
ных классов маркеров – RFLP, AFLP, SSR, ISSR, RAPD и др. 
(Hadonou et al., 2004; Mezhnina et al., 2016; Aristya et al., 
2019; Kamnev et al., 2020). Однако их использование мо-
жет быть сопряжено с целым рядом проблем. Значитель-
ная часть диких родичей культурных растений семейства 
розовых являются диплоидами (Index to Plant Chromo-
some Numbers, IPCN), (https://legacy.tropicos.org/Project/
IPCN); соответственно, при использовании микросател-
литных (SSR) маркеров у таких образцов для анализа до-
ступно не более двух различных аллелей, что отражается 
на уровне детектируемого полиморфизма. Например, 
культивируемые сорта малины во многих случаях демон
стрировали достаточно низкий уровень разнообразия: 
показатели PIC составляли от 0,3 до 0,4, и лишь в еди-
ничных локусах были выявлены значения PIC > 0,75 
(Dossett et al., 2012; Girichev et al., 2015). Соответственно, 
для изучения генетического разнообразия необходимо 
привлекать достаточно большое количество маркеров – 
как правило, не менее 10 (Girichev et al., 2015; Mezhnina 
et al., 2016; Han et al., 2024). 

Еще одной проблемой SSR- и AFLP-маркеров являет-
ся определенная трудоемкость процесса анализа и не
обходимость использования дорогостоящего оборудова-
ния (аппараты для электрофореза в полиакриламидном 
геле и капиллярного электрофореза). Преодолеть труд-
ности SSR-генотипирования можно с помощью марке-
ров таких типов, как ISSR и RAPD, но их отличает низкая 
воспроизводимость результатов, поскольку в обоих слу-
чаях используемые праймеры не являются локус-специ-
фичными (Matveeva et al., 2011).

В связи с вышеупомянутыми трудностями актуаль-
ным является применение маркерных систем, генериру-
ющих высокополиморфные фрагменты и при этом не 
требующих больших денежных и трудовых затрат. Та-
ковыми могут являться ретротранспозонные маркерные 
системы. Маркеры, основанные на ретротранспозонном 
полиморфизме, успешно могут использоваться для гено-
типирования, а механизм дуплицирования ретротранс
позонов, при котором исходная последовательность не 
вырезается из своего локуса, а только копируется в но-
вый (с оставлением исходной копии в прежнем локусе), 
позволяет использовать ретротранспозонные маркеры 
еще и в филогенетических исследованиях. (Melnikova 
et al., 2013; Kalendar et al., 2017).

Существуют два типа ретротранспозонов – имеющие 
длинные концевые повторы (Long Terminal Repeats, LTR) 
и не имеющие таковых (non-LTR-ретротранспозоны). 
Последние, в свою очередь, делятся на LINE-элементы 
(длинные диспергированные повторы – Long Intersper
sed Repeats) и SINE-элементы (короткие диспергирован-
ные повторы – Short Interspersed Repeats) (Kalendar et al., 
2002). SINE-элементы представляют собой достаточно 
короткие (до 500 пар нуклеотидов) последовательности, 
не кодирующие белки и нуждающиеся для транспозиции 
в одновременном присутствии других ретротранспозо-
нов. В строении SINE-элементов выделяют промоторные 
элементы (А и В боксы), а также 3’-полиадениновые или 
политиминовые концы; последовательности, относящи-
еся к данному типу, окружены дуплицированными тар-
гет-сайтами (Target Site Duplication, TSD) (Wenke et al., 
2011).

SINE-ретротраспозоны обладают чрезвычайно высо-
кой гетерогенностью, что крайне затрудняет их иденти-
фикацию. На данный момент существует несколько под-
ходов к поиску данных элементов в геноме: через разра-
ботку праймеров, включающих последовательности про-
моторных боксов A и B, с последующей амплификацией, 
клонированием и секвенированием полученных фраг-
ментов (Borodulina, Kramerov, 2005); отжиг праймеров, 
разработанных для SINE-элементов одного вида на ДНК 
родственного вида (Sormin et al., 2021), а также биоин-
форматический метод. В рамках последнего были разра-
ботаны две программы для поиска SINE-элементов 
в полногеномных последовательностях: SINE-Finder (Wen
ke et al., 2011) и AnnoSINE (Li et al., 2022). Алгоритмы обе-
их программ используют знания о структуре SINE-ретро-
транспозонов (наличие A и B боксов, а также концевых 
повторов). Программы успешно показали себя в поиске 
SINE-элементов в геномах картофеля, табака, томата, 
растений семейств нимфейных, ивовых и амарантовых 
(Seibt et al., 2012; Schwichtenberg et al., 2016; Reiche et al., 
2021), а также у классических объектов генетики – ара-
бидопсиса и риса (Li et al., 2022).

На базе найденных SINE-последовательностей в ге-
номах представителей семейств пасленовых, нимфей-
ных и ивовых K. M. Seibt с соавторами (Seibt et al., 2012) 
разработали метод ISAP-маркирования (Inter-SINE Ampli-
fied Polymorphism), основанный на полиморфизме после-
довательностей, находящихся между двумя SINE-ретро-
транспозонами (Kalendar et al., 2017). Его преимущества 
(высокий полиморфизм, большое количество амплико-
нов, относительная простота – для анализа результатов 
амплификации достаточно электрофореза в агарозном 
геле) позволяют сделать вывод о большом потенциале 
методики и возможных перспективах ее применения по 
отношению к представителям розовых.
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Метод является сравнительно новым, но уже успеш-
но применяется для различных культур: известны иссле-
дования по генотипированию картофеля (Solanum tube-
rosum L.) (Seibt et al., 2012), тополя (Populus L.) (Reiche 
et al., 2021), а также дыни (Cucumis melo L.) (Sormin et al., 
2021). ISAP-маркеры, разработанные для дыни, оказа-
лись пригодны и для работы с колеусами (Coleus spp.) 
(Sormin et al., 2021). Наиболее развита ISAP-система мар-
керов для картофеля. В работе немецких исследователей 
при помощи только одной комбинации праймеров уда-
лось сгенерировать 20 полиморфных фрагментов, что 
позволило различить 237 из 364 сортов (Seibt et al., 2012).

На сегодняшний день у нас нет сведений об исследо-
ваниях по ISAP-маркированию представителей семей
ства розовых – для них применяли ретротранспозонные 
IRAP- и S-SAP-маркеры, основанные на LTR-последова-
тельностях (Antonius-Klemola et al., 2006; Melnikova et al., 
2012; Sun et al., 2015; Badakhshan et al., 2018). Разработан-
ные для представителей одного рода IRAP-маркеры мо-
гут применяться для видов, относящихся к другому: су-
ществует опыт, в котором маркеры такого типа, разрабо-
танные для черемухи, пытались применить на образцах 
вишни, сливы, яблони, ежевики, груши и малины – доля 
эффективно генерировавших фрагменты праймеров со-
ставила 35,1%, 31,8%, 9,2%, 8,6%, 6,5% и 0,89% соответ-
ственно (Liang et al., 2016). Подобное применение прайме-
ров, разработанных для родственной культуры, может 
быть полезно для быстрой предварительной оценки ге-
нетического разнообразия изучаемого объекта, но при 
изучении внутриродового и внутривидового разнообра-
зия может дать смазанную и даже неверную картину. 
SINE-элементы и разработанные на их основе ISAP-мар
керы более видоспецифичны и потому могут предоста-
вить более точные данные.

На данный момент в базе геномов GDR (Genome Data-
base of Rosaceae; https://www.rosaceae.org), а также ген-
банке NCBI (https://www.ncbi.nlm.nig.gov) содержатся 
полногеномные последовательности различных пред-
ставителей семейства розовых, включая виды родов Fra-
garia L. (F. × ananassa Duch. ex West., F. vesca L., F. viridis 
(Duch.) West. и другие), Rubus L. (R. chingii Hu, R. idaeus L., 
R. occidentalis L.) и Rosa L. (R. rugosa Thunb. и другие). На-
личие программы, предназначенной для поиска SINE-
элементов в полногеномных сиквенсах, позволяет при-
ступить к разработке ISAP-системы для генотипирова-
ния представителей этих родов и начать применение 
этой системы в целом для семейства розовых.

Цель настоящей работы – поиск и анализ SINE-после-
довательностей в геномах видов земляники, малины 
и розы, а также разработка первых ISAP-праймеров для 
изучения внутривидового разнообразия этих культур.

Материалы и методы

Материал исследования
Поскольку предполагается, что разрабатываемые 

ISAP-маркеры будут пригодны и для изучения генетиче-
ского разнообразия природных популяций, и для геноти-
пирования сортов, в изучаемую выборку были включены 
образцы как сортов, так и видообразцов.

Апробацию праймеров для рода Rubus проводили на 
выборке 28 сортов малины (R. idaeus) отечественной се-
лекции: ‘Аврора’, ‘Акварель’, ‘Алая Россыпь’, ‘Антарес’, 
‘Арочная’, ‘Веста’, ‘Высокая’, ‘Добрая’, ‘За Здравие’ ‘Затон
ская’, ‘Зоренька Алтая’, ‘Блеск’, ‘Иллюзия’, ‘Кассиопея’, 
‘Кредо’, ‘Лель’, ‘Любительская Свердловска’, ‘Муза’, ‘Ого-

нек’, ‘Персиковая’, ‘Прелесть’, ‘Ровница’, ‘Рубиновая’, ‘Сла-
вянка’, ‘Соколенок’, ‘Фантазия’, ‘Фрегат’.

Выборка для анализа рода Rosa включала образцы 
двух видов: R. multiflora Thunb. (19 образцов) и R. chinensis 
Jacq. (2 образца), произрастающие в биоценозах феде-
ральной территории «Сириус» и в прилегающих районах.

Другие рода семейства розовых, использованные для 
апробации маркеров на трансферабельность, представ-
лены ограниченными выборками по 16 образцов:

– земляника (Fragaria): сорта F. × ananassa ‘Алена’, ‘Ве-
ликан’, ‘Гирлянда’, ‘Подарок Весны’, ‘Торпеда’, ‘Царско-
сельская’, ‘Mieze Schindler’, ‘Surecrop’, образцы видов 
F. mandshurica Staudt. (к-49706), F. moschata Weston. (к-
49729), F. orientalis L. (к-49701, к-49720), F. vesca (к-49731), 
F. viridis (к-49735, к-49754), а также сорт земклуники 
‘Купчиха’;

– груша: сорта Pyrus communis L. ‘Абадзехская’, ‘Ап-
текарская Летняя’, ‘Арбузка’, ‘Бергамот Летний’, ‘Берга-
мот Немецкий’, ‘Бере Жиффар’, ‘Леони Бувье’, ‘Местная 
Войкова’, ‘Мускатная Малая’, ‘Панна’, ‘Петровская’, ‘Проко-
пянка’, ‘Санитарный Советник’, ‘Тривинель’, ‘Южанка’ 
и сорт Pyrus caucasica Fed. ‘Поддулька сладкая’;

– вишня: сорта Prunus cerasus L. ‘Алатырская’, ‘Багря-
ная’, ‘Десертная Волжская’, ‘Долгожданная’, ‘Достижение’, 
‘Жаворонок’, ‘Изобильная’, ‘Комсомольская’, ‘Костычев-
ская’, ‘Малиновка’, ‘Маяк’, ‘Норма’, ‘Прима’, ‘Союзная’, ‘Ти-
хоновская’, ‘Флора’.

Поиск SINE-последовательностей в геномах предста-
вителей семейства розовых

Для анализа в исследование взяли депонированные 
в базе генетических данных по Rosaceae Genome Data-
base of Rosaceae (GDR) и в Генбанке NCBI полногеном-
ные последовательности ДНК следующих видов: зем-
ляники садовой Fragaria × ananassa (Fragaria × ananassa 
Camarosa Genome Assembly v1.0.a1), земляники лесной 
F. vesca (Fragaria vesca ‘Hawaii 4’ NAU Genome v1.0), земля-
ники зеленой F. viridis (Fragaria viridis YNG Genome v1.0), 
малины западной Rubus occidentalis (Rubus occidentalis 
Whole Genome v3.0 Assembly & Annotation) и розы мор-
щинистой Rosa rugosa (Genome assembly drRosRugo1.1, 
GCA_958449725.1). 

Поиск SINE-последовательностей в этих геномах 
проводили с помощью программы SINE-Finder, разрабо-
танной T. Wenke с соавторами (Wenke et al., 2011). Найден
ные последовательности выравнивали с помощью ал-
горитма Clustal Omega (https://www.ebi.ac.uk/jdispatcher/
msa/clustalo).

По результатам выравнивания с помощью програм-
мы UGENE версии 38.1 (UGENE team et al., 2012) были по-
строены кладограммы SINE-семейств изученных гено-
мов. Для дополнительной обработки результатов вы
равнивания написали скрипт на языке программиро-
вания Python, позволивший вычленить входящие в тот 
или иной кластер последовательности, который приве-
ден в Приложении 1 (Electronic Supplementary Materials, 
Suppl. 1)1. Последовательности, входящие в один кластер, 
дополнительно выравнивали в программе MEGA Х (Ku-
mar et al., 1994).

К консервативным районам, встречающимся в наи-
большем числе последовательностей одного кластера, 
при помощи программного обеспечения Primer3Plus (Un-

1 Приложение 1 представлено в онлайн-формате. Электронная вер-
сия статьи: https://doi.org/10.30901/2227-8834-2025-4-168-181 / 
Electronic Supplementary Materials, Suppl. 1. The online version of 
this article: https://doi.org/10.30901/2227-8834-2025-4-168-181
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tergasser et al., 2012) были разработаны праймеры по 
принципу, предложенному в работе K. M. Seibt с соавто
рами (Seibt et al., 2012). Последовательности праймеров 
выбирались в наиболее консервативных участках, не 
входящих в А- и В-боксы SINE-элемента, при этом прямой 
и обратный праймеры были ориентированы «хвост 
к хвосту», то есть друг от друга. Такое расположение 
праймеров приводит к амплификации районов ДНК 
между двумя ретротранспозонами. Пример использова-
ния данного принципа приведен на рисунке 1.

В результате проведенного анализа разработали 
28 пар ISAP-праймеров; их полный список приведен 
в таблице 1.

Проведение ПЦР
ПЦР проводили в 25 мкл реакционной смеси состава: 

1 × реакционный буфер Biolabmix, 2 мМ MgCl2, 0,4 мМ 
каждого из dNTPs, по 0,5 мкМ прямого и обратного 
праймеров и 1 ед. HS-Taq-ДНК полимеразы («Биолаб-
микс», № 7010).

Рис. 1. Схема разработки ISAP-праймеров на примере SINE-последовательностей малины

Fig. 1. An example of ISAP primers developed for the raspberry SINE-sequences
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Использовали несколько вариантов ПЦР-программ:
(1) программа, подобранная по литературным ис-

точникам (Seibt et al., 2012; Sun et al., 2015), используе-
мая для работы с ретротранспозонными маркерами: 
94℃ – 4 мин; 37 циклов [94°C – 40 с, T°m (температура 
отжига) – 40 с, 72℃ – 2 мин] и в заключение 72°C – 
10 мин;

(2) программа, включающая в себя этап тачдауна: 
94°C – 3 мин 30 с; 8 циклов [94°C – 45 с, (T°m+4)°C – 45 с 

с понижением T°m на 0,5°C за цикл; 72°C – 1 мин]; 30 цик-
лов [94°C – 45 с, T°m – 45 с; 72°C – 1 мин] и финальная 
элонгация при 72°C – 10 мин;

(3) программа с удлинением времени элонгации 
в каждом цикле, начиная с одиннадцатого: 95°C – 5 мин, 
затем 10 циклов [95°C – 45 с, T°m – 45 с, 72°C – 2 мин 30 с], 
после чего 30 циклов [95℃ – 45 с, T°m – 45 с, 72℃ – 
2 мин 30 с с увеличением времени элонгации на 10 с/цикл] 
и в заключение 72°C – 7 мин. 

Таблица 1. ISAP-праймеры, разработанные на основе данных анализа геномов розоцветных

Table 1. ISAP primers based on the data from the Rosaceae genome analysis

Культура / 
Crop

Название праймеров / 
Primer name

Последовательность 
F-праймера (5’ → 3’) / 
F-primer sequence 

(5’ → 3’)

Последовательность R-
праймера (5’ → 3’) / 
R-primer sequence 

(5’ → 3’)

T°

Роза 
(Rosa rugosa)

ROSE-CL0 ggggtaggagtgaaatcctttg agatagtgggtgctctaacca 58

ROSE-CL1 atcaagggtgggaatgggg accaaagccttaccacc 48

ROSE-CL2 gggcattcagaccacacaaata atctgtaatcacgtccaatcacac 58

ROSE-CL3 cacagttggagcatttcacatg cacacccaacaaggcaagaa 62

ROSE-CL5 aaggggtttatcttgggccta acccaactaagcaagaacca 52

ROSE-CL6 cgctgaaggggtttatcttgg cctagccactttgacagcttc 58

ROSE-CL7 gcacagttggagcatttcaca ctttgacagcttcggggttc 58

ROSE-CL10 agttgcgaggtttggaagatg gtttctctcccctttgtctgc 55

Малина 
(Rubus idaeus)

RubFam1 gcatagttggagcatttcac caggcactytgctgcaat 55

RubFam2 aagcaaggtctcgagttc gccttgtgaatggagcag 59

RubFam3_gr1 gagtgaaatchtttgatcc aggtagtgggtghtctaa 56

RubFam3_gr2 gagtgaaatchtttgatcc ctacccycatggtgactc 56

RubFam5 gttaagatattcatgagtaga atcgaaaaatagatatmacaa 53

RubFam6 gccttgtgaatggagcag ggaacaagctccttaccactt 54

RubFam7 ttctaggttcaaaactcatgaa aaatgagtaaggcattagttga 59

RubFam8.2 acaaagtaaactcaattcatcc atccatctaaacacgaacttta 58

RubFam8.3 cattctccaattcacaacaaat ctaaggcttttgtaatttgc 57

RubFam9 cttagcaaatgtggtgaaattc cccaaggacattttctagatta 59

Земляника
(Fragaria × ananassa)

F-an_ISAP1 ttggttcgttcattgattta accgttcatgcttataatta 55

F-an_ISAP2 tgtgtgtgttacctaatcta gttagagaagtcagtgcttt 56

F-an_ISAP3 taaccaagaggtctggtgtt agagaagtcagtgttttcca 59

F-an_ISAP4 caatattcctcggacggtac gtccagaagttctcctcatg 59

F-an_ISAP5 actgaaaatagttttaaacc cgtttaggggtttgacttac 52

F. vesca

F-ves_ISAP1 agatttggttcgttcattga ggtggagatgtgattttg 58

F-ves_ISAP2 ggcattcaaaactacgattt ggagatgtgattttgtgatc 56

F-ves_ISAP3 gcagatttggttcgttcatt tggagatgtgattttgtgat 57

F. viridis
F-vir_ISAP1 caatttattcttggtggcca tttaactccaattagcgtcg 58

F-vir_ISAP2 agggttttgtgaaaacctatg gagagatgacaactttccaa 57
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Проведение электрофореза
Электрофорез проводили в 2-процентных агарозных 

гелях в электрофоретических камерах Bio-Rad в течение 
2–3 часов при напряжении 5 В/см. Гели окрашивали бро-
мистым этидием и фотографировали в проходящем УФ-
свете. Для определения размеров фрагментов использо-
вали программу Image Lab фирмы Bio-Rad. 

Статистическая обработка результатов
Для определения достоверности различий между ге-

номами по количеству SINE-элементов использовали 
критерий χ2. Для оценки уровня полиморфизма приме-
няли индекс PIC (Polymorphic Index Content), вычисляя 
значение по формуле PIC = 1 – Σ(pi

2), где pi – частота i-ал-
леля, выявленного в данной выборке (Nei, 1973).

Результаты и обсуждение

Анализ полногеномных последовательностей пред-
ставителей семейства розовых для выявления SINE-эле-
ментов и разработка ISAP-праймеров 

Малина
При анализе полногеномной последовательности 

Rubus occidentalis (Rubus occidentalis Whole Genome v3.0 
Assembly & Annotation) программа SINE-Finder обнару-
жила 1968 целевых последовательностей. Из них 1048 
имели прямую ориентацию (последовательности A- и 
B-боксов располагались ближе к 5’-концу геномной по-
следовательности, а поли-А «хвост» – ближе к 3’-концу), 
и еще 920 последовательностей располагались в обрат-
ной ориентации. Среднее число SINE-элементов на хро-
мосому составило 281,1. При этом их распределение по 
хромосомам оказалось неравномерным: тест χ2 при 
p = 0,05 показал, что число ретротранспозонов на хро-
мосомах 6 и 7 было достоверно больше, чем на осталь-
ных (табл. 2).

В результате выравнивания всех выявленных после-
довательностей была построена кладограмма (рис. 2), на 
которой SINE-ретротранспозоны распределились на 
17 групп. Последовательности, вошедшие в один кластер 
(одно SINE-семейство), были дополнительно выравнены 
с помощью алгоритма CLUSTALW в программе MEGA X (Ku
mar et al., 1994).

По итогу проведенных работ удалось разработать 
праймеры для восьми семейств, в которых по результа-
там выравнивания в программе MegaX наблюдались об-
ширные группы гомологичных последовательностей. 
В некоторых семействах в целях подбора более специ-
фичных праймеров были выделены подсемейства (на
пример, в семействе RubFam8). Семейства, для которых 
разработаны праймеры, отмечены на представленной 
кладограмме (см. рис. 2).

Роза
В полногеномной последовательности Rosa rugosa 

(Genome assembly drRosRugo1.1, GCA_958449725.1) выяв-
лено 3477 SINE-ретротранспозонов. Среднее число на 
хромосому составило 475,4 элемента, однако очевидна 
неравномерность их распределения по геному (что под-
тверждается тестом χ2): число SINE-элементов на хро-
мосоме 1 в два-три раза превышает их число на любой 
другой хромосоме изученной последовательности (см. 
табл. 2).

С помощью программы ClustalO найденные SINE-эле-
менты были выравнены, по результатам выравнива-
ния построена дендрограмма, на которой выделились 
11 основных и 16 минорных кластеров (Electronic Supple-
mentary Materials, Suppl. 2)2; для последовательностей 
8 кластеров были разработаны специфичные праймеры.

2 Приложение 2 представлено в онлайн-формате. Электронная 
версия статьи: https://doi.org/10.30901/2227-8834-2025-4-168-
181 / Electronic Supplementary Materials, Suppl. 2. The online version 
of this article: https://doi.org/10.30901/2227-8834-2025-4-168-181

Таблица 2. Распределение по хромосомам SINE-элементов в геномах изучаемых объектов

Table 2. Distribution of SINEs across chromosomes in the genomes of the studied species

Хромосома / 
Chromosome

Вид / Species

Rubus 
occidentalis

Rosa 
rugosa

Fragaria 
vesca

Fragaria 
viridis

Fragaria × ananassa

-1* -2* -3* -4*

1 241 1046 114 109 86 128 122 98 

2 261 523 142 100 110 121 110 138

3 277 426 165 170 121 140 117 141

4 265 432 142 136 62 109 144 99

5 275 390 104 121 118 102 118 94

6 343 384 170 141 167 115 184 145

7 306 276 84 80 126 129 106 78

ВСЕГО / TOTAL 1968 3477 921 857 790 844 901 793

Примечание: * – гаплоидный набор F. × ananassa имеет 28 хромосом, однако он представлен четырьмя разными субгеномами (по-
скольку является октоплоидным видом гибридного происхождения), соответственно в полногеномной последовательности каж-
дая хромосома имеет индексы -1, -2, -3, -4 (например, 1-1, 1-2, 1-3, 1-4); число SINE-элементов приведено для хромосом каждого 
субгенома

Note: * – the haploid set of F. × ananassa contains 28 chromosomes, but it is represented by four different subgenomes (since it is an octo-
ploid species of hybrid origin), therefore, in the genome-wide sequence, each chromosome has indexes -1, -2, -3, and -4 (for example, 1-1, 
1-2, 1-3, and 1-4); the number of SINEs is given for the chromosomes of each subgenome
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Земляника
Для рода Fragaria были проанализированы геномы 

октоплоидного вида F. × ananassa (Fragaria × ananassa Ca-
marosa Genome Assembly v1.0.a1) и двух диплоидных ви-
дов F. vesca (Fragaria vesca ‘Hawaii 4’ NAU Genome v1.0) 
и F. viridis (Fragaria viridis YNG Genome v1.0).

В геноме F. vesca найдено 921 SINE-элементов, у F. vi-
ridis – 857 элементов. Ожидаемо, у F. × ananassa коли
чество выявленных ретротранспозонов было гораздо 
больше (в сумме – 3328). Однако среднее число SINE-
элементов на хромосому у всех трех видов было сопоста-
вимо: 118,8 для F. × ananassa, 132,4 для F. vesca и 125 для 
F. viridis. 

При этом распределение SINE-элементов по хромосо-
мам в геномах F. vesca и F. viridis оказалось неравномер-
ным; тест χ2 при p = 0,05 показал, что у F. viridis хромосо-
ма 3 содержала достоверно больше этих последователь-
ностей, а хромосома 7, наоборот, достоверно меньше (см. 
табл. 2). Аналогично у F. vesca хромосома 6 достоверно от-
личалась по содержанию SINE-элементов в большую сто-
рону, а хромосома 7 – в меньшую.

По результатам выравнивания SINE-элементов с по-
мощью программы ClustalO были построены кладограм-
мы. Выявленные ретротранспозоны образовали у F. viri
dis 11 кластеров, у F. vesca – 24 кластера и у F. × ananassa – 

85 кластеров (см. Electronic Supplementary Materials, 
Suppl. 2; рис. 2).

Сравнение разных видов семейства розовых между 
собой не проводили, поскольку нумерация хромосом 
в опубликованных геномах может быть произвольной. 
Однако стоит отметить, что число SINE-ретротранспозо
нов у Rubus occidentalis на одной хромосоме, как правило, 
в 2–3 раза больше, чем у видов рода Fragaria (см. табл. 2). 
Также стоит отметить, что число выявленных SINE-
элементов в геноме Rosa rugosa сопоставимо с числом та-
ковых в геноме Fragaria × ananassa (соответственно 3477 
и 3328), хотя первый вид имеет диплоидное число хро-
мосом, а второй – октоплоид гибридогенного происхож
дения.

Выравнивание последовательностей и разработка 
праймеров 

Дальнейшая задача состояла в том, чтобы для каждо-
го кластера выявить консервативные участки, к кото-
рым с помощью программы Primer3Plus можно было бы 
подобрать праймеры для амплификации полиморфных 
фрагментов. Данный этап усложнялся большим количе-
ством и гетерогенностью SINE-элементов, что делало 
очень затруднительным их распознавание вручную, 
поэтому нами была разработана программа на языке 

Рис. 2. Дендрограмма распределения SINE-последовательностей, выявленных в геноме Rubus occidentalis L. 
(жирным шрифтом подписаны семейства, для которых велась разработка праймеров)

Fig. 2. Dendrogram showing the distribution of SINE sequences found in the Rubus occidentalis L. genome 
(the families for which primers were developed are boldfaced)
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программирования Python. Суть программы заключает-
ся в поэтапной обработке файлов, начиная от прочиты-
вания филогенетического дерева и вычленения из него 
блоков, которые представляют собой набор номеров по-
следовательностей, составляющих собой семейство SINE-
элементов. После получения файла с блоками в програм-
ме имеется функционал для дальнейшего декодирова-
ния этих номеров в генетические последовательности. 
Для упрощения дальнейшей работы у программы есть 
дополнительная функция создания файлов с разрешени-
ем FASTA с помещением в них генетических последова-
тельностей, входящих в одно семейство. Исходный код 
данной программы размещен в приложении 1 (см. Elec-
tronic Supplementary Materials, Suppl. 1).

Созданная программа реализует поэтапную обра-
ботку данных, направленную на упрощение анализа се-
мейств (кластеров, блоков) SINE-элементов. Работа про-
граммы осуществляется с использованием библиотек 
Python: tkinter, re, os, math, datetime, threading. Первая 
вкладка программы, названная “Обработка файла”, поз-
воляет проанализировать филогенетическое дерево, где 
код при помощи алгоритма выделяет и записывает в тек-
стовый файл структурные блоки, соответствующие се-
мействам SINE-элементов, каждый из которых представ-
ляет собой набор номеров последовательностей. Осно-
вой работы алгоритма является последовательное при-
менение шаблонов (паттернов) для извлечения нужных 
данных из файлов на различных этапах обработки. Важ-
ным для получения корректных результатов является 
первоначальный паттерн, используемый при анализе до-
кумента, содержащего филогенетическое дерево. Исход-
ные данные имеют характерные особенности: иерархия 
ветвей первоначально обозначается фигурными скобка-
ми в формате phylotree. При преобразовании файла в тек-
стовый формат фигурные скобки заменяются круглыми, 
что учитывается при разработке шаблонов поиска. Пат-
терн для выделения блоков имеет вид: “\s*\(\s*\(\s*\
(\s*\(\s*\(\s*(.*?)(?=\(\s*\(\s*\(\s*\(\s*\(\s*\(\)”. 
Данная конструкция предназначена для поиска текста 
между двумя последовательностями из шести открыва-
ющих скобок, где “\(“ соответствует символу открываю-
щей скобки, “\s*” означает ноль или более пробельных 
символов или переносов текста, “(.*?)” захватывает лю-
бые символы до выполнения условия в правой части пат-
терна, а “(?=...)” проверяет последующее наличие паттер-
на без его включения в результат, то есть это не вызовет 
ошибки, при которой часть информации не будет про-
анализирована из-за того, что не будет соблюдаться 
условие.

Данный паттерн не является универсальным, по-
скольку количество скобок в файлах, экспортируемых из 
Clustal Omega, может варьироваться. Поэтому в програм-
му была интегрирована функция адаптивной настройки 
шаблона для оптимальной работы с различными набора-
ми данных. При этом для конкретно изучаемых геномов 
земляники указанный паттерн показал пригодность для 
выявления кластеров с высокой степенью гомологии. 
Следующие вкладки программы – “Анализ блоков” и “Раз-
деление результатов” – не требуют ручного введения 
паттерна, поскольку используют заранее подготовлен-
ные шаблоны для работы с файлами, где структура дан-
ных более предсказуема, так как задается мануально 
программой на первых этапах. После успешного форми
рования файла, содержащего кластеры SINE-элементов, 
во вкладке “Анализ блоков” программа предоставляет 
функциональность для преобразования номеров после-

довательностей в соответствующие генетические после-
довательности, что завершает цикл анализа.

Последовательности с наиболее высокой степенью 
гомологии (сходства) были сгруппированы, и для самых 
консервативных районов были разработаны праймеры 
таким образом, как это показано на рисунке 1. Ото-
бранные праймеры проверили на способность образо-
вывать шпильки различной конфигурации с помощью 
сервиса OlygoAnalyzer (https://www.idtdna.com/pages/
tools/oligoanalyzer).

В результате было разработано 10 пар праймеров для 
Rubus occidentalis, 8 пар праймеров для Rosa rugosa, 5 пар 
праймеров для Fragaria × ananassa, 2 пары праймеров для 
F. viridis и 3 пары праймеров для F. vesca (см. табл. 1).

Апробация праймеров и отбор ISAP-маркеров 
Праймеры, разработанные для малины и розы, были 

апробированы на ограниченных выборках образцов. 
Следует отметить, что ISAP-праймеры амплифицируют 
последовательности между двумя соседними SINE-
элементами, расстояние между которыми и, соответ-
ственно, размер получаемых фрагментов могут быть 
значительными. Поэтому при подборе условий ПЦР важ-
но добиться стабильного образования фрагментов боль
ших размеров (1000–3000 пн).

В этих целях мы апробировали три разные програм-
мы (см. раздел «Материалы и методы») и показали, что 
наилучшие результаты давала программа 3, в которой 
в каждом цикле происходило увеличение времени элон-
гации. Такой принцип был, например, с успехом исполь-
зован в работе по исследованию аллельного состава 
S-локуса у черешни при амплификации с консенсусными 
праймерами, которые должны были воспроизводимо ге-
нерировать фрагменты больших размеров (Sonneveld 
et al., 2003).

Для малины всего было разработано 10 пар прайме-
ров для восьми SINE-семейств (см. табл. 1). Все они 
способны генерировать синтез продуктов ПЦР с ДНК 
изученных сортов малины. Однако часть разработанных 
маркеров оказалась непригодна для генотипирования: 
одни генерировали слишком большое количество фраг-
ментов, что затрудняло процесс учета и занесения в базу 
данных, другие, наоборот, генерировали единичные 
фрагменты, а продукты амплификации третьих оказа-
лись мономорфны. Наиболее полиморфными и удобны-
ми для генотипирования оказались пары праймеров 
RubFam5_ISAP и RubFam8.2_ISAP, а также комбинация 
прямого праймера из пары RubFam5_ISAP и обратного из 
пары RubFam8.2_ISAP. Данные по выявленному полимор-
физму у изученной выборки 28 сортов малины представ-
лены в таблице 3.

Все отобранные маркеры были высокополиморфны – 
в каждом локусе выявлено от 9 до 20 ПЦР-фрагментов 
различной подвижности (аллелей); значения индекса 
PIC находились в интервале 0,848–0,938 при среднем 
0,903. Наблюдалась также высокая степень гетерозигот-
ности протестированных образцов – среднее число алле-
лей у одного генотипа в зависимости от маркера состави-
ло от 4,8 до 12.

Все праймеры, специфичные к последовательностям 
восьми SINE-семейств Rosa rugosa (см. табл. 1), успешно 
амплифицировали полиморфные фрагменты при апро-
бации на ограниченной выборке образцов видов R. multi-
flora (19 генотипов) и R. chinensis (2 генотипа). Аналогич-
но праймерам, разработанным для малины, многие из 
праймеров ROSE_Cl## генерировали слишком большое 
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число фрагментов, трудно поддающихся учету. Однако 
нам удалось отобрать четыре пары, пригодные для про-
ведения генотипирования образцов розы (см. табл. 3, 
рис. 3).

Аналогично ISAP-праймерам, разработанным для 
малины, праймеры на основе последовательности R. ru-
gosa детектировали у исследованных образцов розы и 
шиповника очень высокий уровень полиморфизма – 
в среднем наблюдалось 27 аллелей, а при амплифика-
ции с праймерами ROSE_Cl-6 было выявлено 52 фраг-
мента с различной подвижностью. Значения PIC во 
всех случаях превышали 0,930; среднее число аллелей 

у образца составило 5,5 несмотря на то, что подавляю-
щее их число относилось к диплоидному виду R. multi
flora.

Одним из главных критериев, предъявляемых к мар-
керным системам, используемым в генотипировании, яв-
ляется воспроизводимость (Omasheva et al., 2013). Поэто-
му в процессе апробации праймеров этому вопросу уде-
лили большое внимание – проводили несколько повтор-
ностей ПЦР, а в случае малины использовали как мини-
мум две независимо выделенные пробы ДНК. При этом 
наблюдали достаточно хорошую воспроизводимость ре-
зультатов (рис. 4).

Таблица 3. Характеристики ISAР-маркеров, отобранных в результате апробации 
на ограниченных выборках образцов

Table 3. Characteristics of ISAP markers selected as a result of their testing on limited subsets of accessions

Маркер / Marker

Общее число выявленных 
полиморфных фрагментов / Total 
number of identified polymorphic 

fragments

Среднее число полиморфных 
фрагментов на образец / Average 

number of polymorphic fragments per 
accession

PIC

Маркеры, разработанные для Rubus occidentalis, при апробации на выборке сортов малины (28 генотипов) / 
Markers developed for Rubus occidentalis -- the results of testing on a subset of raspberry cultivars (28 genotypes)

RubFam5_ISAP 9 4,8 0,848

RubFam8.2_ISAP 20 7,8 0,922

RubFam5_ISAP-F+
RubFam8.2_ISAP-R 16 12,0 0,938

Среднее значение / 
Mean value 15 8,2 0,903

Маркеры, разработанные на основе последовательности Rosa rugosa, при апробации 
на выборке образцов шиповника (21 генотип) / 

Markers developed for Rosa rugosa – the results of testing on a subset of Rosa L. representatives (21 genotypes)

ROSE_Cl-0 19 5,9 0,950

ROSE_Cl-3 18 3,2 0,939

ROSE_Cl-6 52 8,6 0,944

ROSE_Cl-7 19 4,1 0,946

Среднее значение / 
Mean value 27 5,5 0,945

A) B) C) D) 

Рис. 3. Продукты амплификации с праймерами, разработанными на основе последовательности Rosa 
rugosa Thunb., при апробации с ДНК образцов шиповника: A) ROSE-Cl0, B) ROSE-Cl3, C) ROSE-Cl6, D) ROSE-Cl7

Fig. 3. PCR products with the primers based on Rosa rugosa’s sequence during their testing on the DNA 
of beach rose accessions: A) ROSE-Cl0, B) ROSE-Cl3, C) ROSE-Cl6, and D) ROSE-Cl7
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Кроме того, проверили трансферабельность марке-
ров, то есть возможность применения праймеров, разра-
ботанных для одного рода, для амплификации с ДНК 
представителей другого. Для этого праймеры ROSE_Cl## 
использовали для проведения ПЦР с ДНК сортов земля-
ники, груши и вишни (по 16 генотипов каждой культу-
ры). Результаты представлены в таблице 4 и частично на 
рисунке 5. Видно, что в ряде случаев праймеры, специ-
фичные к последовательностям розы, обладали способ-
ностью генерировать ПЦР-продукты и у других культур, 
относящихся к семейству розовых. Однако спектры про-

дуктов ПЦР были обеднены фрагментами, число кото-
рых в большинстве случаев не превышало 2 или 3. Тем 
самым основное преимущество ISAP-маркеров – высокий 
уровень выявляемого полиморфизма – свелось на нет. 
Вероятно, обедненность маркерных профилей можно 
объяснить сильной дивергенцией SINE-последователь
ностей даже у родственных видов и родов. Таким об-
разом, при принципиальной возможности использовать 
одни и те же маркеры для генотипирования представи-
телей разных видов ISAP-маркеры требуют индивиду-
альной разработки для каждой культуры.

Рис. 4. Продукты ПЦР, полученные для двух независимо выделенных препаратов ДНК малины 
при использовании ISAP-праймеров RubFam5_F/RubFam8.2_R

Fig. 4. PCR products obtained for two independently isolated raspberry DNA samples using the ISAP primers 
RubFam5_F/RubFam8.2_R

Таблица 4. Применимость праймеров, разработанных для рода Rosa L., для амплификации с ДНК 
представителей других родов

Table 4. Transferability of ISAP markers developed for Rosa L. to other genera

Маркер / Marker

Род / Genus

Fragaria
Prunus

subgen. Cerasus
Pyrus

ROSE-Cl0 – – –

ROSE-Cl1 – + –

ROSE-Cl3 + + +

ROSE-Cl5 – – +

ROSE-Cl6 + + –

ROSE-Cl7 + + –

ROSE-Cl10 – – –
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Заключение

В результате анализа геномов различных видов се-
мейства розовых (а именно родов Fragaria, Rosa и Rubus) 
в каждом из них удалось выявить последовательности 
SINE-ретротранспозонов, на основании чего были разра-
ботаны праймеры для формирования ISAР-системы ге-
нотипирования, которую возможно применять для пред-
ставителей семейства розовых. Отобранные маркеры 
характеризуются значительным полиморфизмом, что 
делает их ценными не только для генотипирования 
и паспортизации сортов, но также и для изучения дико
растущих популяций представителей видов этих родов. 
Перспективным в дальнейшем представляется примене-
ние как разработанных маркеров, так и изложенной 
в данной статье методики в целом для представителей 
других родов семейства розовых.
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