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The results of behavioral calculations of the dynamics of the number of lepidoptera pests of 

white cabbage in 2019–2022 are presented. The characteristic of average temperatures is given, as 

well as the amount of precipitation during the years of the study. A comparative characteristic of 

agro-climatic conditions is given, compared with long-term data, and an analysis of their influence 

on the change in the population density of lepidoptera pests in the plantings of cabbage of the 

Aggressor hybrid (F1) and the Zimovaya variety is carried out. 
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Использование молекулярных маркеров в маркер-ассоциированной селекции (MAS) 

позволяет на уровне нуклеотидной последовательности отличать генотипы растений друг от 

друга, выявлять гены, детерминирующие хозяйственно-ценные признаки, генотипировать 

линии и гибриды. Для повышения точности генотипирования эффективно использовать 

полиморфные ДНК-локусы, позволяющие равномерно охватить весь геном подсолнечника. 

На данный момент для этих целей используются микросателлиты, но большая часть 

праймеров, их фланкирующих, обладает свойством неспецифичного связывания с ДНК-

матрицей и амплификацией нецелевых фрагментов. Поэтому был проведен поиск новых 

микросателлитных локусов и сконструированы фланкирующие их праймеры с полной 

специфичностью in silico. По результатам ПЦР были отобраны пары праймеров, показавшие 

стабильную и специфичную амплификацию. 

 

Ключевые слова: Подсолнечник, Helianthus annuus, ДНК, SSR-маркеры, ПЦР-

праймеры. 

 

Введение. Подсолнечник является одной из наиболее возделываемых масличных 

культур в мире и, в частности, в Российской Федерации, поэтому активно ведется селекция 

данной культуры [1]. Новым и перспективным направлением в селекции растений является 

молекулярно-генетическое маркирование конкретных признаков в генофонде [2] как 

культурных, так и дикорастущих форм растений, изучение генетического разнообразия, 

определение родства на внутривидовом уровне [3]. В его основе лежат ДНК-маркеры. 

ДНК-маркер, или молекулярно-генетический маркер – видоспецифичный 

полиморфный фрагмент последовательности ДНК, соответствующий определенному гену или 

любому другому участку хромосомы [4]. Молекулярно-генетические маркеры условно 
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разделяются на три группы: маркеры, расположенные в экзонах [5]; расположенные в 

интронах; а также маркеры различных последовательностей ДНК, отношение которых к 

структурным генам, как правило, неизвестно (SSR, ISSR и т.д.) [6].  

Наиболее популярными ДНК-маркерами являются микросателлитные локусы (SSR) 

[7]. Данный тип маркеров удобен для обнаружения гетерозигот по заданному локусу [8]. К 

настоящему времени для генотипирования подсолнечника разработан ряд SSR-маркеров [9], 

но они, в основном, состоят из динуклеотидных повторов, не всегда специфичны к целевому 

локусу, поэтому интерпретация результатов анализа ДНК может быть недостоверной [10] 

Помимо специфичности молекулярные маркеры также должны позволять обнаруживать 

различия между линиями и гибридами, то есть они должны быть полиморфными [11]. 

Микросателлитные локусы характеризуются разным уровнем полиморфизма, поэтому 

необходимо подбирать маркеры с высоким индексом полиморфного информационного 

содержания (PIC), рассчитанного на выборках с достаточным количеством 

близкородственных генотипов [12]. Таким образом, разработка системы ДНК-маркеров, 

отвечающей перечисленным требованиям, на данный момент является актуальной [13].  

Цель данной работы – разработать SSR-маркеры для генотипирования линий и 

гибридов подсолнечника. 

Для достижения поставленной цели необходимо выполнить ряд задач: 

1. найти в эталонном геноме подсолнечника микросателлитные локусы с 

тринуклеотидными повторами на каждой хромосоме; 

2. сконструировать специфичные только целевому локусу пары праймеров; 

3. провести выравнивание выбранных локусов с другими сборками геномов 

подсолнечника для теоретической оценки потенциального полиморфизма. 

4. провести полимеразную цепную реакцию (ПЦР) со сконструированными парами 

праймеров; 

5. отобрать праймеры, показавшие стабильную и специфичную амплификацию 

целевого фрагмента; 

6. подобрать репрезентативную выборку генотипов для оценки уровня полиморфизма 

отобранных SSR-маркеров. 

Материал и методы. Для разработки новых SSR-маркеров использовались базы данных 

GenBank, RefSeq (Reference Sequence), поддерживаемые Национальным центром 

биотехнологической информации США (NCBI) [14].  

В базе данных RefSeq представлена эталонная сборка генома подсолнечника 

HanXRQr2.0-SUNRISE [15].  На основании этих данных с помощью программы GMATA [16] 

были найдены тринуклеотидные микросателлитные повторы для каждой хромосомы. С 

помощью веб-версии инструмента Primer-BLAST были сконструированы и отобраны 

специфичные пары праймеров с оптимальными параметрами температуры отжига. 

Ожидаемые продукты амплификации созданных праймеров выравнивали на сборке генома 

HA412-HOv2.0 [17], чтобы теоретически выявить возможный полиморфизм.  

Разработанные SSR-маркеры апробировали на линиях коллекции ВНИИМК (ВК 680, 

ВК 1 ими, ВК 101, ВК 585, ВК 303) с помощью ПЦР. ДНК из растений подсолнечника 

выделялась методом СТАВ [18]. Амплификацию образцов выполняли в термоциклере 

MiniAmp (Applied Biosystems, США). Продукты ПЦР-реакции разделялись методом гель-

электрофореза в 2 %-ном агарозном геле, длина амплифицированных фрагментов была 

определена относительно маркера длины фрагментов ДНК GeneRuler 100 bp DNA Ladder 

Thermo Scientific (Евроген, Россия).  

Результаты и обсуждение. Для разработки SSR-маркеров были найдены и отобраны 

микросателлитные локусы с фланкирующими областями для каждой хромосомы. С помощью 

Primer-BLAST были сконструированы пары праймеров, фланкирующие микросателлитные 

повторы, проведен поиск потенциальных вариантов неспецифичной амплификации. Были 
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отобраны только те пары праймеров, которые показали полностью специфичную 

амплификацию на сборке генома HanXRQr2.0-SUNRISE. Схема одного из праймеров 

изображена на рисунке 1. 

 

 
 

Рисунок 1 – Схема дизайна SSR-праймера в программе Primer-BLAST 

 

Было разработано 22 SSR-маркера, локализованных на хромосомах 2–10. Проведена 

ПЦР с каждым маркером на 5 генотипах разного происхождения. На этом этапе проводилась 

отбраковка маркеров, показывающих неспецифичную амплификацию (рис. 2а).  

 

        
 

Рисунок 2а – Электрофоретические 

спектры ДНК подсолнечника, 

амплифицированной с неспецифичным 

праймером в 2 %-ном агарозном геле. 

Дорожки: 1 – Маркер длины фрагментов 

ДНК GeneRuler 100 bp, 2 –  ВК 680, 3 – ВК 1 

ими, 4 – ВК 101, 5 – ВК 585, 6 – ВК 303  

 

Рисунок 2б – Электрофоретические 

спектры ДНК подсолнечника, 

амплифицированной со специфичным 

праймером в 2 %-ном агарозном геле. 

Дорожки: 1 – ВК 680, 2 – ВК 1 ими, 3 – ВК 

101, 4 – ВК 585, 5 – ВК 303, 6 – Маркер 

длины фрагментов ДНК GeneRuler 100 bp  

 

На рисунке 2а видно несколько фракций в каждом образце, что свидетельствует о 

неспецифичной амплификации маркера в нескольких участках генома. Ожидаемый размер 

фрагмента для данного маркера – 263 п.н., что соответствует верхней фракции ДНК на 

рисунке. Таким образом, данный маркер не пригоден для генотипирования.  

Один из специфичных маркеров изображен на рисунке 2б. В результате ПЦР получен 

один четкий фрагмент ожидаемого размера – 280 п.н. Данный маркер удовлетворяет условиям 

отбора на этом этапе. Возможно, маркер выявляет полиморфизм, однако, у агарозного геля 

недостаточная разрешающая способность, чтобы выявить различие в длине менее 20 п.н. у 

амплифицированных фрагментов ДНК.  

Выявлены и несколько маркеров, у которых обнаружена разница в длине фрагментов в 

20 п.н. и более (рис. 3). 

 

 
 

Рисунок 3 – Электрофоретические спектры ДНК, амплифицированной с праймером, 

специфичным к определенному полиморфному локусу. Дорожки: 1 – ВК 680, 2 – ВК 1 ими, 3 

-– ВК 101, 4 – ВК 585, 5 – Маркер длины фрагментов ДНК GeneRuler 100 bp  
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На рисунке 3 видно, что амплифицированные фрагменты ДНК обладают разной 

электрофоретической подвижностью, что свидетельствует о разной длине фрагментов ДНК и, 

как следствие, о полиморфизме, выявленном у изученных линий с помощью этого маркера. 

Результаты апробирования всех разработанных SSR-маркеров представлены в таблице.  

 

Таблица. Характеристика сконструированных праймеров  

 

Из 22 маркеров, охватывающих половину генома, тринадцать показали специфичность, 

из них четыре выявляли полиморфизм на этапе проверки в агарозном геле, восемь были 

неспецифичны. Одна пара праймеров не гибридизовалась с ДНК-матрицей. Все пары 

праймеров, локализующиеся на 2 и 5 хромосоме, не показали специфичности к заданному 

участку. Таким образом, было отбраковано 9 из 22 маркеров. Для окончательной оценки 

уровня полиморфизма оставшихся 13 локусов будет использоваться капиллярный гель-

электрофорез в генетическом анализаторе Нанофор 05. Для этого необходимо 

модифицировать один из олигонуклеотидов (праймер) флуоресцентной меткой. Праймеры к 

четырем локусам с уже выявленным в агарозном геле полиморфизмом будут 

модифицированы для анализа. Для остальных 9 маркеров необходимо предварительно 

провести проверку потенциального полиморфизма в полиакриламидном геле с большей 

разрешающей способностью. В дальнейшем планируется разработка маркеров для 

оставшихся хромосом, в том числе и тех, для которых не удалось создать специфичные 

маркеры. 

Заключение. Таким образом, с помощью базы данных Refseq (NCBI) и программного 

обеспечения (GMATA, Primer-BLAST) были сконструированы праймеры к 22 новым SSR-

локусам. 13 маркеров показали специфичность к целевому локусу. Из них четыре маркера 

выявили полиморфизм у линий подсолнечника в агарозном геле. Девять – не выявили 

полиморфизма в выборке генотипов подсолнечника, но будут дополнительно оцениваться в 

полиакриламидном геле. Планируется разработка маркеров для оставшихся хромосом. 

№ 

маркера 

Локализация 

(хромосома) 

Ожидаемая длина 

амплифицируемого 

фрагмента (п.н.) 

Соответствие 

ожидаемой и 

наблюдаемой длины 

фрагмента  

Специфичность 

(+/-) 

Полиморфизм, 

выявленный в 

агарозном геле 

1 2 307 – – – 

2 2 235 – – – 

3 3 127 + + – 

4 3 280 + + – 

5 4 336 – нет отжига – 

6 4 282 + + – 

7 4 133 + + – 

8 5 317 – – – 

9 5 212 – – – 

10 5 321 – – – 

11 6 323 – + – 

12 6 291 + + + 

13 7 287 + + – 

14 7 263 – – – 

15 8 325 – – – 

16 8 155 + + + 

17 8 332 + + + 

18 9 104 + + – 

19 9 234 + + – 

20 9 353 + + – 

21 10 156 + + + 

22 10 294 – – – 
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DEVELOPMENT OF NEW SSR-MARKERS FOR GENOTYPING OF LINES  

AND HYBRIDS OF SUNFLOWER (HELIANTHUS ANNUUS L.) 

 

Loginova E.D., Savichenko D.L., Guchetl S.Z. 

V.S. Pustovoit All-Russian Research Institute of Oil Crops 

 

The use of molecular markers in marker-associated selection (MAS) makes it possible to 

distinguish plant genotypes from each other at the nucleotide sequence level, to identify genes that 

determine economically valuable traits, and to genotype lines and hybrids. To improve the accuracy 

of genotyping, it is efficient to use polymorphic DNA loci, which allow uniform coverage of the 

entire sunflower genome. At the moment, microsatellites are used for these purposes, but most of the 

primers flanking them have the property of nonspecific binding to the DNA template and 

amplification of non-target fragments. Therefore, a search for new microsatellite loci was carried out 

and flanking primers were designed with full specificity in silico. Based on the results of PCR, primer 

pairs were selected that showed stable and specific amplification. 

Key words: sunflower, Helianthus annuus, DNA, SSR-markers, PCR-primers. 
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В статье рассмотрено текущее состояние отечественного рынка семян масличных 

культур и перспективы его развития. В сложившейся экономической ситуации необходимо 

повышать конкурентоспособность отечественной продукции, вводить в севооборот новые 

отечественные сорта и гибриды масличных культур, использовать инновационные технологии 
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Введение. 2022 год стал периодом демонстрации фермерскими хозяйствами своего 

потенциала, готовности к трансформации в соответствии с новыми экономическими 

условиями. В результате на полях Российской Федерации были побиты два исторических 

рекорда по сбору урожая рапса и сои. 

Материалы и методы. Теоретическую основу исследования составили научные труды 

ведущих экономистов, методические рекомендации научно-исследовательских учреждений 

материалы научно-практических конференций, и нормативно-правовые документы 

региональных и федеральных органов власти по проблемам развития с.-х. сферы экономики. 

Научные исследования выполнены с экономико-математических методов, графических и 

табличных приёмов анализа статистических данных, построения моделей изучаемых 

процессов. 

Результаты и обсуждение. К 2022 году общая площадь посева масличных культур в 

Российской Федерации увеличилась на 1 979 тыс. га по сравнению с 2021 г., составив 

18 602 тыс. га. Валовый сбор всех масличных культур превысил 28 млн тонн, показав прирост 


