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Розробка ефективних і надійних методів оцінки генетичного поліморфізму сортів, гібридів та вихідних 

форм з використанням молекулярних маркерів є важливим інструментом в селекційному процесі, сертифікації 

посадкового матеріалу та захисті авторських прав. У роботі проведено оцінку генетичного поліморфізму 

сортів суниці садової української та зарубіжної селекції на основі SSR-аналізу. Проаналізовано рівень 

інформативності 12 SSR-локусів з наукових джерел.  Для подальшого аналізу сортів суниці садової відібрано 9 

локусів які уможливлювали отримання чітких та відтворних алелів. Три мікросателітні локуси не 

використовували для подальшої роботи внаслідок наявності дифузних смуг та складнощів інтерпретування 

великої кількості алелів. Сумарно за використання обраних 9-ти локусів у досліджених сортів виявлено 69 

алелів, молекулярний розмір яких становив 278–76 п.н. Найбільшу кількість алелів для цього типу маркерів було 

отримано за ампліфікації локусу EFMvi136 (11 алелів), найменшу за локусами EMFv029 (4 алелі). Встановлено, 

що найвищий рівень наявної гетерозиготності зафіксовано за локусом EMFvi108 (43,2 %), найнижчий за 

локусом UDF002 (10,1 %). Показано, що розмах генетичних дистанцій між дослідженими сортами 

коливається від 0,059 (між сортами Голосіївська рання – Світ Енн) до 0,65 (між сортами Світ Енн і Зенга-

Зенгана та Голосіївська рання і Ельсанта), а індексів генетичної ідентичності від 0,521 до 0,942 між цими ж 

сортами. Проведено кластерний аналіз і побудовано дендрограму генетичної спорідненості за використання 

незваженого парно-групового методу. За отриманими даними SSR-аналізу досліджені сорти  чітко 

розділяються на два окремих кластери. До першого входять сорти суниці української та американської 

селекції. За генетичними дистанціями найближчими виявилися пари сортів: Голосіївська рання – Світ Енн 

(d=0,059), Берегиня – Факел (d=0,139) та Альбіон – Аліна (d=0,208). До другого кластеру входили сорти 

італійської, голландської та німецької селекції: Клері – Альба (d=0,245) та Ельсанта – Зенга-Зенгана 

(d=0,263). Результати аналізу 9 SSR-локусів суниці садової дозволили виявити поліморфізм за всіма 

дослідженими молекулярно-генетичними маркерами. При цьому, рівень поліморфізму варіював залежно від 

використаного SSR-повтору. На основі отриманих результатів запропоновано систему генетичної 

ідентифікації сортів суниці садової. 
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Вступ. З розвитком ДНК-технологій новітнім 

етапом дослідження рослин є прямий аналіз 

геному і пов’язаний з цим пошук молекулярних 

маркерів, які дозволяють проводити 

диференціацію, ідентифікацію і моніторинг 

різних зразків та мають високу інформативність, 

технологічність, відтворюваність і великий 

потенціал (Хавкин, 2003). Точна, швидка, 

економічно ефективна та надійна ідентифікація 

сортів, гібридів, клонів, селекційного та 

посадкового матеріалу сільськогосподарських 

культур є важливим елементом в селекції і 

генетиці, а також при комерційних операціях і 

захисті авторських прав (K.Weising et al., 2005; 

В.И. Рисованная, 2013). Молекулярні маркери 

являються необхідним інструментом в аналізі 

генетичної варіабельності, значно покращуючи 

якість генетичного аналізу 

сільськогосподарських рослин (Varshney et al., 

2005). Одним із сучасних методів генетичного 

аналізу молекулярної ідентифікації, є метод 

мікросателітного маркування, в результаті якого 

можна отримати індивідуальну характеристику 

окремого генотипу - його ДНК-профіль. 

SSR-маркери (Single Simple Repeats) - одні із 

найбільш інформативних ДНК-систем 

молекулярного маркування Загалом SSR-

маркери характеризуються високим 

поліморфізмом, відтворюваністю та легкістю 

аналізу (Мухина и Дубина, 2011). Такі 

характеристики SSR-маркерів, як 

кодомінантність, розподілення по всьому геномі, 

простота маніпуляцій і значна алельна 

мінливість забезпечують доступність та високу 

інформативність їх використання (Ashkenazi et 

al., 2001; Honjo et al., 2011; Дубін та ін., 2016). В 

даний час SSR-маркери використовують для 

диференціації рослин як всередині виду так і для 

ідентифікації сортів, створення генетичних карт і 

маркерної селекції, а також при вивченні 
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генетичного різноманіття та паспортизації сортів 

культурних рослин (Супрун и др., 2013; R. K. 

Kalia et al., 2011).  

Сорти суниці садової мають значну зовнішню 

схожість, що ускладнює їх ідентифікацію за 

фенотиповими ознаками. У зв'язку з цим, все 

більшого значення набуває розробка ефективних 

і надійних методів оцінки генетичного 

поліморфізму сортів з використанням 

молекулярних маркерів (Межнина и Урбанович, 

2016). Для дослідження генетичної 

варіабельності суниці садової науковцями були 

запропоновані декілька варіантів RAPD-, AFLP-, 

ISSR-маркерів. Проте в кожній із цих систем 

ідентифікації із неспецифічними праймерами 

виникають певні проблеми із відтворюваністю 

результатів (Arnau et al., 2002; Hancock et al., 

1994; Межнина и Урбанович, 2016). На сьогодні 

найчастіше генетичний поліморфізм суниці 

досліджується за аналізу мікросателітних 

повторів (SSR) через високочутливу здатність до 

виявлення “тонкого” поліморфізму та 

відтворюваність отриманих даних (Ashley et al. 

2003; Brunings et al., 2010; Rugienius et al., 2015). 

Проте застосування SSR-маркерів в 

генотипуванні суниці садової може бути досить 

затрудженим. Оскільки суниця садова – це 

октаплоїд, тобто вона містить в собі 8 копій 

кожного гену, що може спричинити при 

інбридингу утворення декількох копій однакових 

алелів в одному локусі культиварів (Dangl et al., 

2007; Rugienius et al., 2015).  

Мета роботи – оцінка генетичного 

поліморфізму сортів суниці садової української 

та зарубіжної селекції на основі SSR-аналізу. 

Матеріали та методи досліджень. В якості 

вихідного матеріалу було використано 11 сортів 

суниці садової вітчизняної та зарубіжної 

селекції. 

Виділення тотальної ДНК проводили з 

листових пластинок рослин масою 0,2-0,3 г 

CTAB-методом. Концентрацію препаратів ДНК 

визначали на спектрофотометрі NanoDrop 1000 

(Thermo Fisher Scientific, США). Робочі розчини 

проб ДНК розбавляли ТЕ-буфером до 

концентрації 10 пкг/ мкл та зберігали при 4°С. 

Грунтуючись на результатах проведеного аналізу 

вітчизняних та світових наукових джерел, в яких 

використовується метод SSR-аналізу для 

дослідження генетичного поліморфізму та 

ідентифікації сортів суниці садової, нами було 

обрано 12 мікросателітних локусів: UDF007, 

EMFv006, EMFv014, EMFv029, EMFvi099, 

UDF002, UDF003, EMFvi108, EMFv014, 

EFMvi136, FxaAGA21F11 та FxaHGA02P13 

(таблиця 1). Підбір та визначення 

термодинамічних показників олігонуклеотидних 

праймерів проводили за використання програми 

GeneRunner (Hastings Software, США). 

 
  Таблиця 1. 

Нуклеотидні послідовності використаних у роботі 

мікросателітних локусів суниці садової 

Table 1. 

Nucleotide sequences of microsatellite loci of Fragaria 

ananassa Duch. which were used in the research 
 

№ Локус Праймер Послідовність 5→3 Tm* 

1 UDF007 
UDF007F 

UDF007R 

TGAGTAAATGATGCAACCCAGA 

GCTTGAGTATGTATTTGAGTGTATGTG 
50 

2 EMFv006 
EMFv006F 

EMFv006R 

CGCCGTTTGAGATTGCCCTGAA 

CAAATTGCCACCCCTAGAGAAAAG 
55 

3 EMFv014 
EMFv014F 

EMFv014R 

GCCGCTCTGGAAGGGAACTC 

TTTAATAATCTTGAACGGTGTAGG 
50 

4 EMFv029 
EMFv029F 

EMFv029R 

TACTATTGAAGAAACTCCTACTGA 

TCTTTGATCTGCTTCCACCTT 
50 

5 EMFvi099 
EMFvi099F 

EMFvi099R 

CGTTAACTGTAAAATCCCCTCG 

GAGCCAATCTCTGACCTCAACT 
50 

6 UDF002 
UDF002F 

UDF002R 

TATGGCCAGGATTGTTTGCT 

TAGGAGGAGGCGTTGAAATG 
55 

7 UDF003 
UDF003F 

UDF003R 

ATAAGTGGCCAACCAATCCA 

TTCAAAAGTGTAGTGCTGAAATCAC 
55 

8 EMFvi108 
EMFvi108F 

EMFvi108R 

GGACCCCAAAACATTGAATAAA 

GAAGAGGGGAGGAGCAATAAAT 
55 

9 EMFv104 
EMFv104F 

EMFv104R 

TGGAAACATTCTTACATAGCCAAA 

CAGACGAGTCCTTCATGTG 
50 

10 EFMvi136 
EFMvi136F 

EFMvi136R 

GAGCCTGCTACGCTTTTCTATG 

CCTCTGATTCGATGATTTGCT 
55 

11 FxaAGA21F11 
FxaAGA21F11F 

FxaAGA21F11R 

CAATTCACAATGGCTGATGACGAT 

GCACTCAGACATATTTTGGGAGGG 
55 

12 FxaHGA02P13 
FxaHGA02P13F 

FxaHGA02P13R 

CCAGGCGCTTGGTCTTGTACTACT 

CCCATTTCCCCCAAATCTAACAAT 
55 

* Tm – температура відпалу праймерів 

* Tm - melting temperatures of primers 
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Ампліфікація SSR-локусів суниці проводили 

на ампліфікаторі “GeneAmp 2400” (Applied 

Biosystems, США) у наступному температурному 

режимі: 4 хв за 94 С; 34 цикли: 20 с за 94 С, 20 с 

за 50 – 55 С (залежно від локусу), 20 с за 72 С; 5 

хв за 72 С. Реакційна суміш об’ємом 20 мкл 

містила: 67 мM Tris-HCl (pH 8,8), 17 мM 

(NH4)2SO4, 0,01 % Tween-20, 0,2 мМ dNTP, 1 од. 

Tag-полімерази, 50 нг ДНК, 2,0 мМ MgCl2 та по 

0,3 мкМ праймерів.  Електрофоретичне 

розділення алелів проводили у 8% 

поліакриламідному гелі (ПААГ) за денатуруючих 

умов (7М сечовина) у 0,5×ТВЕ-буфері. Після 

закінчення електрофорезу гелі фарбували 

нітратом срібла та фотографували цифровою 

фотокамерою. Молекулярний розмір алелів 

визначали за маркером GeneRuler 100 bp 

(Fermentas, Литва) та Ready Ladder 50 bp 

(Amresco, CША) з використанням програмного 

пакету Quantity One® Version 4.6.3 (BioRad, 

США). 

Математичну обробку результатів проводили 

за допомогою порівняльного аналізу частот 

трапляння окремих локусів у досліджуваних 

сортів суниці із застосуванням комп'ютерних 

програм PopGen 32 і GenAlex 6.4 (Yeh and Boyle, 

1997; Peakall and Smouse, 2006; Tamura et al., 

2007).  

Результати та їх обговорення. Оцінювання 

можливості використання обраних 

мікросателітних локусів для молекулярної 

ідентифікації та визначення рівня генетичного 

поліморфізму проводили за аналізу сортів суниці 

різної світової селекції. Всього у роботі було 

досліджено 11 сортів суниці садової: 4 сорти 

української селекції (Берегиня, Голосіївська 

рання, Факел і Аліна), 2 сорти італійської (Клері і 

Альба), 2 сорти американської селекції (Світ Енн і 

Альбіон) та по одному сорту голандської 

(Ельсанта), англійської (Флоренс) і німецької 

(Зенга-Зенгана) селекції.  

На першому етапі роботи ефективність 

ампліфікації (наявність ПЛР-локусів та їх якість) 

визначали за умов електрофоретичного 

розділення в агарозі. Проведені дослідження 

дозволили визначити чинники, які найбільшою 

мірою впливали на ефективність ампліфікації 

SSR-алелів суниці садової: концентрація хлориду 

магнію, концентрація препарату ДНК, 

концентрація праймерів у реакційній суміші та 

кількість циклів ампліфікації.  

Грунтуючись на результатах проведеного 

тестування для подальшого аналізу обраної 

вибірки сортів суниці було відібрано 9 локусів: 

UDF007, EMFv006, UDF002, EMFvi108, 

EMFv029, EMFv014, EFMvi136, FxaAGA21F11 та 

FxaHGA02P13, які уможливлювали отримання 

чітких та відтворних алелів за умов 

електрофоретичного аналізу у поліакриламідному 

гелі. Три мікросателітні локуси не 

використовували для подальшої роботи внаслідок 

наявності дифузних смуг (EMFv104) та 

складнощів інтерпретування великої кількості 

алелів (EMFvi099 і UDF003). Результати аналізу 9 

SSR-локусів суниці садової дозволили виявити 

поліморфізм за всіма дослідженими молекулярно-

генетичними маркерами. При цьому, рівень 

поліморфізму варіював залежно від 

використаного SSR-повтору. Сумарно за 

використання обраних 9-ти локусів у досліджених 

сортів виявлено 69 алелів, молекулярний розмір 

яких становив 278–76 п.н. (таблиця. 2). 

 
Таблиця 2. 

Значення основних показників генетичного 

різноманіття досліджених сортів суниці 

Table 2.  

Value for the main indices of genetic diversity of 

strawberry varieties 

 

Локус 
Діапазон розмірів, 

п.н. 
Na

* 
H

**
 І

***
 P 

UDF007 118-82 7 0,320 0,487 100 

EMFv006 168-118 10 0,245 0,390 100 

UDF002 136-108 8 0,101 0,178 62,5 

EMFvi108 184-160 5 0,432 0,622 100 

EMFv029 178-162 4 0,210 0,325 75 

EMFv014 128-76 8 0,373 0,552 100 

EFMvi136 178-120 11 0,379 0,558 100 

FxaAGA21F11 136-96 7 0,334 0,507 100 

FxaHGA02P13 278-198 9 0,225 0,357 88,89 

Mean 278-76 7,6 0,291 0,442 92,75 
*
Na – загальна кількість алелів; 

**
Н – наявна гетерозиготність; 

***
I – індекс гетерогенності Шеннона. 

*
Na – general amount of alleles; 

**
Н – heterozygosity; 

***
I – The Shannon index  
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Найбільшу кількість алелів для цього типу 

маркерів було отримано за ампліфікації локусу 

EFMvi136 (11 алелів), найменшу за локусами 

EMFv029 (4 алелі). Кількість алелів за іншими 

мікросателітними локусами сортів суниці була 

наступною: 10 алелів виявлено за 

електрофоретичного аналізу локусу EMFv006; по 

8 алелів за локусами UDF002 і EMFv014; по 7 – 

за локусами UDF007 і FxaAGA21F11; 5 алелів 

виявлено за локусом EMFvi108. Середня 

кількість алелів на один мікросателітний локус 

становила 7,6. 

На підставі розрахунку алельних частот нами 

було визначено основні показники генетичної 

мінливості дослідженої вибірки сортів суниці. 

Найвищий рівень наявної гетерозиготності 

зафіксовано за локусом EMFvi108 (43,2 %), 

найнижчий за локусом UDF002 (10,1 %). 

Середній рівень гетерозиготності за всіма 

локусами становив 29,1 %. 

Аналіз генетичної спорідненості досліджених 

сортів суниці садової за поліморфізмом 9 

мікросателітних локусів проводили за 

розрахунку індексів генетичної ідентичності і 

генетичних відстаней за Неєм (таблиця 3). 

Встановлено, що розмах генетичних дистанцій 

між дослідженими сортами коливається від 0,059 

(між сортами Голосіївська рання – Світ Енн) до 

0,65 (між сортами Світ Енн і Зенга-Зенгана та 

Голосіївська рання і Ельсанта), а індексів 

генетичної ідентичності від 0,521 до 0,942 між 

цими ж сортами. 

На підставі розрахунку незважених індексів 

генетичної спорідненості між дослідженими 

сортами суниці садової проведено кластерний 

аналіз і побудовано дендрограму генетичної 

спорідненості за використання незваженого 

парно-групового метода (UPGMA) (рис. 1.), що 

дозволяє наочно проілюструвати ступінь 

міжсортової диференціації суниці за 

дослідженими SSR-локусами. 
Таблиця 3. 

Генетичні дистанції між дослідженими сортами 

суниці, розраховані за поліморфізмом 9 SSR-локусів  

Table 3. 

Genetic distances between strawberry varieties for 

polymorphism of 9 SSR-loci 
 

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 

1 **** 0.623 0.869 0.594 0.579 0.550 0.652 0.536 0.579 0.681 0.666 

2 0.472 **** 0.695 0.942 0.521 0.579 0.652 0.594 0.550 0.565 0.637 

3 0.139 0.362 **** 0.724 0.710 0.652 0.753 0.608 0.652 0.637 0.652 

4 0.520 0.059 0.322 **** 0.550 0.608 0.681 0.565 0.521 0.536 0.608 

5 0.545 0.650 0.342 0.596 **** 0.681 0.695 0.637 0.768 0.550 0.536 

6 0.596 0.545 0.427 0.496 0.384 **** 0.782 0.724 0.652 0.608 0.565 

7 0.427 0.427 0.282 0.384 0.362 0.245 **** 0.739 0.695 0.681 0.666 

8 0.623 0.520 0.496 0.570 0.449 0.322 0.302 **** 0.695 0.594 0.637 

9 0.545 0.596 0.427 0.650 0.263 0.427 0.362 0.362 **** 0.666 0.652 

10 0.384 0.570 0.449 0.623 0.596 0.496 0.384 0.520 0.405 **** 0.811 

11 0.405 0.449 0.427 0.496 0.623 0.570 0.405 0.449 0.427 0.208 **** 

****(вище діагоналі – індекси генетичної ідентичності, нижче – генетичні відстані) 

1 – Берегиня, 2 – Голосіївська рання, 3 – Факел, 4 – Світ Енн, 5 – Ельсанта, 6 – Клері, 7 – Альба, 8 – Флоренс, 9 

– Зенга-Зенгана, 10 – Альбіон, 11 – Аліна 

**** (above the diagonal – indeces of genetic identity, below the diagonal – genetic distances) 

1. – Berehynia, 2. - Holosiivska rannia, 3. – Fakel, 4. – Sweet Ann, 5. – Elsanta, 6. – Clery, 7. – Alba, 8. – Florence, 9. 

– Senga Sengana, 10. – Albion, 11. – Alina. 

 
Рис. 1. Дендрограма генетичної спорідненості досліджених 

сортів суниці, побудована за поліморфізмом 9 SSR-локусів 

Fig. 1. Dendrogram of genetic affinity between 

strawberry varieties 

 Берегиня
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 Альбіон
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 Світ Енн

 Ельсанта
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 Альба

 Флоренс



48 

Biological sytems. Vol. 9. Is. 1. 2017 

 

        
Рис. 2. Проекція досліджених сортів на площині 

двох координат за результатами PCoA-аналізу 

матриці генетичних дистанцій за Неєм: 1 – 

Берегиня, 2 – Голосіївська рання, 3 – Факел, 4 – 

Світ Енн, 5 – Ельсанта, 6 – Клері, 7 – Альба, 8 – 

Флоренс, 9 – Зенга-Зенгана, 10 – Альбіон, 11 – 

Аліна 

Fig. 2. Projection on the plane of two coordinates of 

PCoA-analysis of genetic distances matrix using the 

coefficient of Nei for strawberry varieties: 1. – 

Berehynia, 2. – Holosiivska rannia, 3. – Fakel, 4. – 

Sweet Ann, 5. – Elsanta, 6. – Clery, 7. – Alba, 8. – 

Florence, 9. – Senga Sengana, 10. – Albion, 11. – 

Alina. 

 

На отриманій дендрограмі досліджені сорти  

чітко розділяються на два окремих кластери. До 

першого входять сорти суниці української та 

американської селекції. За генетичними 

дистанціями найближчими виявилися пари 

сортів: Голосіївська рання – Світ Енн (d=0,059), 

Берегиня – Факел (d=0,139) та Альбіон – Аліна 

(d=0,208). 

До другого кластеру входили сорти 

італійської, голландської та німецької селекції. 

При цьому, генетичні дистанції між ними 

характеризувалися більшими значеннями, ніж у 

випадку сортів першого кластеру. Найближчими 

виявилися пари сортів Клері – Альба (d=0,245) та 

Ельсанта – Зенга-Зенгана (d=0,263). 

Результати проведеного кластерного аналізу 

повністю узгоджуються з результатами 

двохфакторного аналізу основних компонент 

(PCoA), виконаного за результатами 

поліморфізму 9 SSR-локусів суниці (рис. 2.). 

Висновки. За поліморфізмом 9 поліалельних 

монолокусних мікросателітних маркерів оцінено 

генетичне різноманіття сортів суниці садової 

української та зарубіжної селекції. У 

досліджуваних сортів при ампліфікації 

мікросателітного локусу EFMvi136 виявлено 11 

алелів, EMFv006 – 10, UDF002 і EMFv014 – по 8, 

та UDF007 і FxaAGA21F11 – по 7 алелів. 

Найвищий рівень гетерозиготності визначено за 

мікросателітним локусом EMFvi108 (43,2 %), в 

якому виявлено 5 алелів, найнижчий – за 

локусом UDF002 (10,1 %).  

При аналізі індексів генетичної спорідненості 

незваженими парно-груповим методом 

(UPGMA) з’ясовано, що досліджені сорти суниці 

садової української та американської селекції 

характеризується відносно високою генетичною 

ідентичністю і групуються в окремий кластер. До 

другого кластеру входять сорти італійської, 

голландської та німецької селекції з дещо 

більшими значеннями генетичних дистанцій.  

Отримані дані можуть бути застосовані для 

розробки ДНК-паспортів та проведення 

генетичної ідентифікації досліджених сортів 

суниці садової. 
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GENETIC POLYMORPHISM ANALYSIS OF STRAWBERRY (FRAGARIA ANANASSA 

DUCH.) USING SSR-MARKERS 
 

 O. V. Dubin, O. V. Subin, M. D. Melnychuk, A. F. Likhanov 

Elaboration of effective and reliable assessment methods for genetic polymorphism of varieties, hybrids and initial 

forms with using molecular markers is an important tool in selection process, planting material certification and 

copyright protection. Estimation of genetic polymorphism for strawberry varieties of Ukrainian and worldwide 

selection with SSR-analysis was carried out in the research. Awareness of 12 SSR-loci was analyzed from scientific 

sources. 9 loci which made it possible to obtain explicit and reproducible alleles were selected for further analysis of 

strawberry varieties. 3 microsatellite loci weren’t used due to the presence of diffuse bands and problems with 

interpretation of alleles with large number. Totally 69 alleles were detected in strawberry varieties using 9 selected 

loci. Molecular size of alleles was 278-76 bp. The largest amount of alleles was obtained for amplification EFMvi136 

locus (11 alleles). The smallest amount for EMFv029 locus (4 alleles). The highest level of heterozygosity was found for 

EMFvi108 locus (43.2 %). The lowest level for UDF002 locus (10.1 %). The range of genetic distances between 

varieties ranging from 0.059 (between Holosiivska rannia – Sweet Ann) to 0.65 (between Sweet Ann – Senga Sengana 

and Holosiivska rannia - Elsanta). Indices of genetic identity ranging from 0.521 to 0.942 between the same varieties. A 

cluster analysis was carried out and the dendrogram of genetic affinity was constructed by UPGMA (Unweighted Pair 

Group Method with Arithmetic Mean). According to the SSR analysis, the varieties are clearly divided into two separate 

clusters. The first cluster included varieties of Ukrainian and American origin. The closest pairs by genetic distances 

were Holosiivska rannia – Sweet Ann (d=0.059), Berehynia – Fakel (d=0.139), Albion – Alina (d=0.208). The second 

cluster included varieties of Italian, Holland and German origin: Clery – Alba (d=0.245) and Elsanta – Senga Sengana 

(d=0.263). The results of 9-SSR analysis allowed a revealing polymorphism by all molecular-genetic markers. The level 

of polymorphism varied depending on SSR-marker. Genetic identification system of strawberry varieties was proposed 

based on input data 

 

Key words: strawberry, SSR-markers, DNA-fingerprinting, microsatellites. 
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