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Аннотация. В настоящее время оценка генетического разнообразия сортов сельскохозяйственных 
культур и идентификация селекционного материала эффективно проводятся с исполь-
зованием различных молекулярно-генетических маркеров. Микросателлитные маркеры 
(Simple Sequence Repeat, SSR) более широко используются для оценки генетическо-
го разнообразия, чем белковые, поскольку достаточно высоконадежны, локус-спец-
ифичны, воспроизводимы, имеют высокий уровень полиморфизма, доминантны и не 
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подвержены влиянию окружающей среды. Сорта сои ФГБНУ ФНЦ ВНИИ сои ранее 
не были исследованы по локусам ДНК. Цель данной работы – подбор информативных 
праймеров, оптимальных условий ПЦР, выявление стабильного, воспроизводящегося 
полиморфизма амплифицированных фрагментов ДНК и создание системы молекуляр-
ных маркеров для дальнейшей идентификации и паспортизации диких форм, сортов, 
линий и гибридов сои селекции ФНЦ ВНИИ сои. Материалом исследования служили 
7 сортов сои амурской селекции – Кружевница, Сентябринка, Веретейка, Лидия, Умка, 
Золушка, Лазурная (2020 г.) и 3 формы дикой сои – КА-342, КБел-72, КБл-24 (2019 г.). 
Геномную ДНК выделяли из 7-дневных проростков сои с использованием готового на-
бора реагентов для выделения геномной ДНК из растений (ООО «Синтол»). Подобра-
ны 11 пар SSR-праймеров с оптимальной температурой отжига от 45 до 60 оС. Четыре 
праймера не гибридизировались с матричной ДНК, несмотря на оптимизацию процесса, 
локус Soypr1 был мономорфным. Выявлены уникальные наборы аллелей, различия на-
блюдались по одному локусу и более. У четырех полиморфных локусов (Sattl, Satt5, 
Sat36 и Soyhspl76) обнаружено по два аллеля, у локусов Satt2 и Satt9 – по три. Среднее 
число аллелей на локус составило 2,14. Значения эффективного числа аллелей варьиро-
вали от 1,00 до 2,78 со средней величиной 1,66. Значения PIC находились в диапазоне 
0,18–0,63 со средней величиной 0,34. Полученные величины характеризуют полимор-
физм исследованных образцов коллекции как средний. Методом ПЦР-анализа отобраны 
шесть локусов, выявляющих стабильный, воспроизводящийся полиморфизм фракций 
амплифицированной ДНК, что позволяет использовать их для сертификации и молеку-
лярно-генетической паспортизации сортов сои.

Ключевые слова: соя, Glycine max (L.) Merr., Glycine soja Siebold & Zucc, SSR, микросателлиты, 
ДНК, паспортизация, генетическое разнообразие
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Abstract. Currently, the assessment of the genetic diversity of crop varieties and the identification of breed-
ing material is effectively carried out using various molecular genetic markers. Microsatellite 
markers (Simple Sequence Repeat, SSR) are most widely used to evaluate genetic diversity 
as far as compared to others they are more reliable, locus-specific, reproducible, and have a 
high level of polymorphism, dominant and less affected by the environment. Amur soybean 
varieties have not previously been studied for DNA loci, so the purpose of this work was to 
select informative primers, optimal PCR conditions and identify stable reproducible polymor-
phism of amplified DNA fragments to create a system of molecular markers suitable for further 
identification and certification of varieties, lines and hybrids of soybean breeding FSBSI FRC 
ARSRIS. The material for the study was 7 varieties of soybeans of the Amur breeding and 
3  forms of wild soybeans. Genomic DNA was isolated from 7-day-old soybean seedlings us-
ing a ready-made kit of reagents to precipitate genomic DNA from plants (LLC “Syntol”). 11 
pairs of SSR primers with the optimal annealing temperatures (from 45 to 60°C) were selected. 
Four primers did not hybridize with template DNA, despite the process optimization, Soypr1 
locus was monomorphic. Unique sets of alleles were identified, and differences were observed 
at one or more loci. Four polymorphic loci (Sattl, Satt5, Sat36, and Soyhspl76) each contained 
two alleles, while loci Satt2 and Satt9 contained three alleles. The mean number of alleles per 
locus was 2.14. The values ​​of the effective number of alleles varied from 1.00 to 2.78 with an 
average value of 1.66. PIC values ​​ranged from 0.18 to 0.63 with a mean value of 0.34. The 
obtained values ​​characterize the polymorphism of the studied samples of the collection as 
average. Using PCR analysis, six loci with stable reproducible polymorphisms of amplified 
DNA fractions were selected, which allows them to be used for molecular genetic certification 
of soybean varieties.

Keywords: soybean, Glycine max (L.) Merr., Glycine soja Siebold & Zucc, SSR, microsatellites, DNA, 
certification, genetic diversity 
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Введение

В настоящее время соя является одной из ключевых сельскохозяйст
венных культур в мировом агропромышленном комплексе. На территории 
Дальневосточного федерального округа (ДФО) соя – основная возделываемая 
культура. Амурская область входит в ТОП-5 регионов – производителей сои в 
России, и на ее площади приходится около 90 % посевов сои ДФО [1]. Несмот
ря на то что в последние годы в Российской Федерации повсеместно наблюда-
лась положительная динамика увеличения площадей сельскохозяйственных зе-
мель, занятых под возделыванием сои, Министерство сельского хозяйства РФ в 
2019  г. запланировало к 2024 г. увеличить производство сои на 75 %, что привело 
к появлению ряда новых задач в селекции этой культуры [2]. Взаимодополняю-
щее использование современных и классических методов исследований позволит 
ускорить селекционный процесс, где основной механизм получения новых сортов 
сельскохозяйственных растений с улучшенными агрономическими и хозяйствен-
но значимыми признаками будет реализован за счет применения маркер-вспомо-
гательной селекции [3].

Соя (Glycine max (L.) Merr. и Glycine soja Siebold & Zucc) принадлежит семей-
ству Fabaceae, подсемейству Papilionoideae с размером генома 1,1 млрд п.о. [4]. 
Геном сои относительно небольшой, если сравнивать с геномами других тетра-
плоидных видов растений. В настоящее время оценка генетического разнообра-
зия сортов сельскохозяйственных культур и линий их диких сородичей, а также 
идентификация селекционного материала эффективно проводятся с использова-
нием молекулярно-генетических маркеров. Одним из наиболее распространен-
ных и широко используемых для этих целей классов ДНК-маркеров являются 
микросателлитные последовательности ДНК, или SSR-маркеры (Simple Sequence 
Repeat) [5]. Они чаще всего применяются для оценки генетического разнообразия, 
поскольку более надежны, локус-специфичны, воспроизводимы, имеют высокий 
уровень полиморфизма, доминантны и меньше подвержены влиянию окружаю-
щей среды [6]. Для идентификации генотипов сои удобно использовать уникаль-
ные профили ДНК, полученные с помощью микросателлитных маркеров. Такой 
метод анализа уже используется для сертификации и паспортизации сортов сои 
в странах – крупнейших экспортерах этой культуры [4, 7, 8]. Считается, что 4–6 
правильно подобранных микросателлитных маркеров достаточно для различия 
сортов сои. Еще в конце прошлого столетия M. Моргант с соавторами, исполь-
зуя семь микросателлитных локусов, получили уникальные ДНК-профили для 
61 генотипа сои Glycine max и Glycine soja. Они также показали преимущество 
SSR-маркеров перед RFLP- анализом [9]. Высокий уровень полиморфизма в SSR-
локусах, достаточный для идентификации сортов сои, отмечали многие исследо-
ватели [10–13]. В России идентификация сортов, гибридов и линий сои с исполь-
зованием микросателлитных локусов проводится в ФНЦ ВНИИМК (г.  Красно-
дар) [14, 15]. Сорта сои ФНЦ ВНИИ сои не были исследованы по ДНК-локусам. 

Несмотря на наличие достаточно большого числа микросателитных маркеров, 
исследованных другими авторами [10, 11, 14], необходимо провести поиск SSR-
праймеров, выявляющих полиморфизм фракций ДНК и оптимизацию их темпера-
турных режимов амплификации ДНК непосредственно для диких форм и сортов 
сои амурской селекции. Цель данной работы – подбор информативных праймеров, 
оптимальных условий ПЦР и выявление стабильного воспроизводящегося 
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полиморфизма амплифицированных фрагментов ДНК, а также создание системы 
молекулярных маркеров для дальнейшей идентификации и паспортизации диких 
форм, сортов, линий и гибридов сои селекции ФНЦ ВНИИ сои. Задачи исследова-
ний – оптимизация условий амплификации микросателлитных последовательно-
стей ДНК сои; оценка степени полиморфизма микросателлитов ДНК сои; выявле-
ние системы маркеров для дифференциации форм дикой и сортов культурной сои.

Материалы и методы 

Для составления молекулярно-генетических формул и установления 
степени генетического родства использовали 7-дневные проростки 7 сортов сои 
амурской селекции – Кружевница, Сентябринка, Веретейка, Лидия, Умка, Зо-
лушка, Лазурная (2020 г.) и 3 форм дикой сои – КА-342 (Архаринский район), 
КБел-72 (Белогорский район), КБл-24 (Благовещенский район) (2019 г.). Про-
ростки получали из семенного материала полевого севооборота лаборатории 
селекции и генетики сои ФНЦ ВНИИ сои (с. Садовое, Тамбовский район). Для 
проведения опыта семена сои проращивали согласно ГОСТ 12044-931 в рулонах 
фильтровальной бумаги в течение 7 сут при комнатной температуре. Проростки 
сои хранили при температуре –18  ºС до проведения исследований. Выделение 
и очистка ДНК были проведены с использованием готового набора реагентов1 
(ООО  Синтол) согласно прилагаемой инструкции производителя. Концентра-
цию ДНК определяли при помощи набора реагентов для измерения концентра-
ции двухцепочечной ДНК на флюориметре MAXLIFE согласно инструкции по 
применению к набору Test dsDNA-1002 (OOO «МВМ-Диагностик»). По результа-
там данного этапа перед проведением амплификации концентрацию выделен-
ной ДНК разбавляли до 100 нг/мкл. Для амплификации выделенной ДНК при-
меняли 11 пар SSR-праймеров (табл. 1), предложенных ранее авторами из ФНЦ 
ВНИИМК в качестве маркерной системы для идентификации и паспортизации 
сортов культурной сои [16].

Амплификацию выделенных фрагментов ДНК сои проводили с помощью ам-
плификатора CFX96 (Real-time) (Bio-Rad laboratories Inc., США) при следующих 
температурных режимах: начальная денатурация – при 96  оС в течение 2  мин, 
затем 32 цикла при температурно-временном режиме: денатурация – при 94 оС  – 
30  сек, отжиг праймера – при 45–60 оС (в зависимости от праймера)  – 40  с, элон-
гация – при 70 оС в течение 1 мин; финальная элонгация – при 70 оС в течение 
2 мин. Для каждой из представленных пар праймеров была рассчитана температу-
ра отжига (в веб-версии программы PrimerBLAST) и проведена оптимизация экс-
периментальным путем (табл. 2). Для этого с каждой парой праймеров проводили 
ПЦР, где ДНК образцов сои амплифицировали по установленному протоколу, из-
меняя температуру отжига в каждом опыте на 3–5 °С. Выбор оптимального значе-
ния температуры отжига основывался на получении четких, хорошо различимых 

1   ДНК-Экстран-3 Набор реагентов для выделения геномной ДНК из растений. Синтол, ЕХ-513-
100. 2021.
2  Флуориметр для количественного определения ДНК, РНК и содержания белка: Руководство 
пользователя. ООО «МВМ-Диагностик»». – https://docplayer.com/74881836-Fluorimetr-dlya-
kolichestvennogo-opredeleniya-dnk-rnk-i-soderzhaniya-belka-rukovodstvo-polzovatelya-sdelano-v-
rossii-ooo-mvm-diagnostik.html (дата обращения: 17.01.2022 г.).
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Таблица 1
Характеристика исследуемых микросателлитных локусов

Наименование 
локуса Повтор Последовательность фланкирующих 

праймеров (5′–3′)
Satt1 (ATT)24 f-AGTACATAGATATTAAAGTCT

r-AAATGATGAACGTGAATTATT;

Satt2 (AAT)18 f-ATAATGTGGAAACTAAATGG

r-TAATGTGCCTATCCTTGTCTT

Satt5 (TAA)21 f-TATCCTAGAGAAGAACTAAAAA

r-GTCGATTAGGCTTGAAATA

Satt9 (AAT)12 f-ATTACTAGAGAAATTAGTTTA

r-CTTACTAGGGTATTAACCCTT

Soypr1 (TAT)20 f-CGAAGAGCTACGTGCCAAATT

r-GTTAGAAAACTCCGCCCACAC

Soygy2 (AT)9
(ATT)6

f-AAAATTGAAAGTGTCACACCCC

r-TTAAAATCGATTAATTGGCATGA

Sat1 (AT)17 f-CTGGTGGACTATTGATACGACC;

r-AACTGCGAAGATACTACCCTCC

Sat36 (AT)19 f-AAAGTCATAACTGGCACTCCAAGTTT

r-GAACATAACAATAATAAATATAGCTC

Sat43 (AT)20 f-AAATTCTGTTCATTGTCCGTC

r-CATTTTAATATCCCGAGTAGG

Soyhsp176 (AT)15 f-TGTGGGCCACAAAACGTATAG

r-CGTACGTTCTAGCTAGTCTTC

138ct04 (AG)8 f-ACAATTTATTATTGTGCACGC

r-ATTGTGCGCGTGTATGCG

Примечание. Концентрация праймеров во всех вариантах – 100 пкмоль/мкл.

амплифицированных фрагментов в характерном для каждого локуса диапазоне 
длин.

Полимеразную цепную реакцию осуществляли в объеме реакционной смеси 
25 мкл, которая включала в себя: 12,5 мкл готовой реакционной смеси БиоМастер 
HS-Taq ПЦР-Color (2×)3 (ООО «Биолабмикс»), содержащей 100 мM Трис-НCl, 
рН 8,5 (при 25 °С), 100 мM KCl, 0,4 мМ каждого дезоксинуклеозидтрифосфата, 
4 мМ MgCl2, 0,06 ед. акт./мкл Taq ДНК-полимеразы, 0,2 % Tween 20, ста-
билизаторы HS-Taq ДНК-полимеразы и красители; 1 мкл образца выделен-
ной ДНК; по 1 мкл прямого и обратного праймеров; 9,5 мкл стерильной воды. 
ПЦР проведена в 3-кратной повторности. Продукты реакции были разделены 
методом электрофореза в 2%-м агарозном геле, окрашенном бромистым этидием, 

3   БиоМастер HS-Taq ПЦР-Color (2×). Информация о продукте. 2021. – https://biolabmix.ru/upload/
iblock/bd5/produkt-_-MHS010.pdf (дата обращения: 17.01.2022).
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в  0,5×ТВЕ с использованием камеры для горизонтального электрофореза SE-1 
(ООО «Компания Хеликон», Россия) в течение 1,5–2 ч при силе тока 50 mA и 
напряжении 90–100 V. Визуализация осуществлена путем облучения геля 
ультрафиолетом с использованием гель-документирующей системы GelDoc EZ 
(Bio-Rad laboratories Inc., США). Идентификацию и определение размеров алле-
лей микросателлитных локусов проводили с использованием программы Image 
Lab Version 6.0.1 4 Standard Edition. Выявленные по каждому локусу аллели обо-
значали цифрами: аллель с максимальным значением молекулярной массы обо-
значали цифрой 1, далее по мере его уменьшения – цифрами 2, 3. Отсутствие 
амплифицированного фрагмента на электрофореграмме обозначали 0. 

Индекс информационного полиморфного содержания (PIC) и эффективное 
число аллелей (ne) [14, 15] вычисляли по следующим формулам: 

 
где – Р частота j паттерна для локуса i, суммирование распространяется на n пат-
тернов. 

Результаты и обсуждение

С использованием SSR-маркеров исследовали 7 сортов сои селекции 
ФНЦ ВНИИ сои и 3 формы дикой сои. Из исследуемых 11  пар праймеров, прай-
меры, фланкирующие локусы Soygy2, Sat1, Sat43 и 138ct04, не гибридизирова-
лись с матричной ДНК (табл. 2), несмотря на дополнительную оптимизацию 
температуры отжига. Таким образом, из 11 микросателлитных локусов для иден-
тификации и паспортизации имеющихся генотипов сои выявлены 7. Результаты 
амплификации ДНК 10 генотипов сои показали, что из семи изученных SSR-

Таблица 2 
Оптимальная температура отжига праймера

Наименование
Температура отжига, ºС

Экспериментальная Расчетная
Satt1 60 60
Satt2 60 63
Satt5 55 58
Satt9 45 61
Soypr1 60 68
Soygy2 60 66
Sat1 60 70
Sat36 55 72
Sat43 55 64
Soyhsp176 60 67
138ct04 60 60
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локусов шесть оказались полиаллельными, один – Soypr1 – мономорфным. Изу
ченные нами сорта и дикие формы сои были проанализированы по оставшимся 
шести локусам (табл.  3). 

Таблица 3
Полиморфизм микросателлитных локусов ДНК сортов амурской селекции и диких форм сои

Сорта
Локусы

Satt1 Satt2 Satt5 Satt9 Sat36 Soyhsp176
Кружевница 1 1 1 1, 3 2 1
Сентябринка 1 1 2 1 2 1
Веретейка 1 1, 3 1, 2 1 2 1
Лидия 1 1, 3 1 2 2 1
Умка 1 1 2 3 2 1
Золушка 1 3 2 1 2 1
Лазурная 1 1 2 3 1, 2 1
КБл-24 1 1, 2 2 2 1, 2 2
КБел-72 2 1 2 1 1 1
КА-342 1 1, 2, 3 2 2 1 2

Дискриминационные возможности этой маркерной системы были оценены со-
вместно для двух групп образцов сои: сортов селекции ФГБНУ ФНЦ ВНИИ  сои 
(G. mах) и форм дикой сои (G. soya). По двум локусам (Satt1 и Soyhsp176) в со-
ртах культурной сои отсутствовал межсортовой полиморфизм, при этом в формах 
дикой сои был выявлен полиморфизм электрофоретических спектров по обоим 
указанным локусам. Для диких форм сои мономорфным локусом оказался Satt5. В 
результате амплификации получили межсортовые полиморфные картины распре-
деления фрагментов ДНК по всем локусам для обеих групп образцов. Результаты 
ПЦР-анализа исследуемых образцов позволили выявить всего 15 аллелей. Число 
аллелей на один локус варьировало от 1 до 3: у двух локусов (Satt2, Satt9) отме-
чено по три аллеля, у остальных локусов (Satt1, Satt5, Sat36 и Soyhsp176) – по два 
(табл. 4). Среднее число аллелей на локус составило 2,14. 

Одним из показателей, характеризующих информативность локуса, является 
эффективное число аллелей (ne). Этот показатель характеризует выявленные ал-
лели по частоте их встречаемости в изучаемой выборке генотипов, и в тоже время 
ne  – это нижняя оценка числа аллелей, одновременно присутствующих в популя-
ции, при условии, что генетический дрейф и мутагенез уравновешены. Количе-
ство выявленных аллелей будет равно количеству эффективных, если частоты их 
встречаемости одинаковы [14]. Для исследуемых образцов этот показатель варьи-
ровал от 1 до 2,78. Среднее эффективное число аллелей на локус составило 1,66 
(табл. 4).

Другим важным показателем информативности микросателлитных локусов 
является индекс полиморфного информационного содержания PIC. Этот пока-
затель характеризует дискриминационную силу локуса не только по количеству 
выявленных аллелей, но и по относительным частотам их встречаемости [17]. 
Встречаемость редких аллелей меньше влияет на значение PIC, чем аллелей с 
высокими частотами. Значения PIC варьируют от 0 до 1. PIC приближается к 
единице, если локус имеет много аллелей с приблизительно равной частотой 
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встречаемости, и равен 0, если локус мономорфный. Для изученных нами SSR-
локусов PIC варьирует от 0 для Soypr1 до 0,63 для Satt9 (табл. 4). По локусу Soypr1 
в этой выборке не обнаружено полиморфных аллелей, поэтому PIC равен нулю. 
У локуса Satt1 индекс полиморфности самый низкий – 0,18, это обусловлено тем, 
что только дикая форма сои КБел-72 отличается по нему от остальных (табл. 3). 
У остальных пяти локусов значения PIC достаточные для использования их в це-
лях идентификации и паспортизации сортов сои. Среднее значение индекса по-
лиморфного информационного содержания для изученной группы сортов соста-
вило 0,34. Показатели информативности SSR-локусов для сортов селекции ФНЦ 
ВНИИ сои несколько меньше полученных ранее для российских и казахских со-
ртов сои [10, 18]. Указанные авторы изучали большее количество генотипов раз-
ного происхождения, что, вероятно, и определяет их разнообразие. Полученные 
нами величины характеризуют полиморфизм исследованных образцов коллекции 
как средний. Таким образом, для исследованных форм дикой и сортов культурной 
сои амурской селекции выявлены уникальные наборы аллелей, различия наблю-
дались по одному и более локусам. Для каждого генотипа на основании получен-
ного набора аллелей микросателлитных локусов в дальнейшем будут составлены 
молекулярно-генетические паспорта.

Заключение

Методом ПЦР-анализа для идентификации сортов сои использовали 
11  микросателлитных локусов, из которых были отобраны шесть (Satt2, Satt9, 
Satt1, Satt5, Sat36 и Soyhsp176), обладающих полиморфизмом. Четыре праймера, 
фланкирующие локусы Soygy2, Sat1, Sat43 и 138ct04, не гибридизировались с ма-
тричной ДНК. Выявлены уникальные наборы аллелей, различия наблюдались по 
одному локусу и более. Среднее число аллелей на локус равнялось 2,14. Среднее 
значение индекса полиморфного информационного содержания для изученной 
группы генотипов составило 0,34. Шесть пар праймеров для ПЦР выявляли ста-
бильный воспроизводящийся полиморфизм фракций амплифицированной ДНК, 

Таблица 4
Характеристика исследованных микросателлитных локусов

Локус Молекулярная 
масса (п.н.)

Наблюдаемое 
число

аллелей, NA

Эффективное 
число аллелей, ne

Индекс полиморфного 
информационного 
содержания, PIC

Sattl 141–150 2 1,22 0,18

Satt2 140–152 3 1,85 0,46

Satt5 157–177 2 1,60 0,38

Satt9 142–221 3 2,78 0,63

Soypr1 163–188 1 1,00 0,00

Sat36 115–185 2 1,67 0,40

Soyhspl76 118–135 2 1,47 0,32

Среднее – 2,14 1,66 0,34
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что в дальнейшем позволит использовать их для сертификации и молекулярно-
генетической паспортизации сортов сои. 
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