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К вопросу о микросателлитных ассоциациях культурной сои 
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Аннотация. В исследовании выполнялся поиск и оценка силы корреляции между длиной микросателлитных 
локусов и хозяйственно-ценными признаками. В опыте по маркированию генетических систем сортов сои ДНК 
выделяли с помощью готового коммерческого набора, проводили стандартную ПЦР на готовой реакционной 
смеси. Проанализированы 18 сортов селекции Всероссийского научно-исследовательского института сои с 
использованием 15 пар праймеров, из которых наиболее специфично себя проявили и полностью пригодны для 
идентификации и паспортизации имеющихся генотипов сои 8 (Satt1, Satt2, Satt5, Satt9, Soyhsp176, Satt681, 
Satt141, Satt181) и 1 частично (Sat_263). Корреляционный анализ проводился путем расчета коэффициента 
взаимной сопряженности Пирсона. Для оценки возможного влияния на хозяйственно-ценные признаки в базах 
данных NCBI и soybase провели поиск ассоциаций простых последовательных повторов (SSRs) с локусами количе-
ственных признаков (QTLs). В результате корреляционного анализа отметили прямую взаимосвязь длин локусов 
Satt5, Sat_263, Satt181 и обратную у Satt2 с высотой растения: среднее значение коэффициента корреляции 
(r) равно  0,485; 0,55; 0,435 и -0,422 соответственно. Прямая зависимость установлена между Satt1(r= 0,561) 
и Satt2 (r= 0,562) и массой семян растений, обратная – между Satt9 (r= -0,453), Satt681 (r= -0,527) и массой 
семян. С признаком потенциальной урожайности обнаружена слабая обратная корреляция у Satt2 (r= -0,321). 
Это свидетельствует о том, что микросателлиты могут проявлять себя как маркер определенного признака.
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Abstract. This prospecting study evaluated the correlation strength between the length of microsatellite loci 
and valuable agricultural traits. For labeling the genetic systems of soybean varieties, DNA was isolated using a 
ready-made kit followed by subjecting the manufactured reaction mixture to standard PCR. In total, 15 primer 
pairs were used to analyze 18 varieties of the All-Russian Soybean Research Institute selection. Eight samples 
(Satt1, Satt2, Satt5, Satt9, Soyhsp176, Satt681, Satt141 and Satt181) were the most specific and fully suitable 
for the identification and certification of available soybean genotypes; however, sample Sat_263 was only partially 
applicable. The possible influence of loci on agricultural traits was determined by searching for associations of 
simple sequence repeats (SSRs) with quantitative trait loci (QTLs) in the NCBI and soybase databases. To identify 
the statistical relationship between different attributes and loci lengths, a correlation analysis was performed by 
calculating Pearson’s coefficient. This analysis revealed a direct relationship between the length of Satt5, Sat_263 
and Satt181 loci and plant height, with an inverse relationship being observed in the case of Satt2. The mean value 
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of the correlation coefficient (r) comprised 0.485, 0.55, 0.435 and -0.422, respectively. Samples Satt1(r = 0.561) 
and Satt2 (r = 0.562) indicate a direct correlation between their length and plant seed weight, while an inverse 
correlation was established in the case of Satt9 (r= -0.453) and Satt681 (r= -0.527). A weak inverse correlation 
was found with the trait of potential yield with Satt2 (r = -0.321). This indicates the ability of microsatellites to act 
as a marker of a particular trait.

Keywords: soybean, SSR-analysis, DNA markers, microsatellite loci, molecular genetic certification
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ВВЕДЕНИЕ
Среди возделываемых сельскохозяйственных культур 

ввиду высокой питательной ценности соя является 
одной из самых востребованных культур, что делает 
ее важным объектом для исследований и объясняет 
необходимость постоянного ее улучшения и выведения 
новых сортов, что, в свою очередь, направлено на 
обеспечение потребностей населения. В последние 
годы на помощь селекционерам пришла биотехнология, 
что значительно упрощает и ускоряет селекционный 
процесс и, как итог, может привести к значительному 
увеличению темпов прироста хозяйственно-ценных 
признаков [1–3].

Несмотря на активное изучение молекулярных мар-
керов сои, генетические особенности сортов амурской 
селекции изучены недостаточно. Для их анализа исполь-
зуются локусы количественных признаков (QTLs) и 
локусы простых последовательных повторов (SSRs). 
Анализ QTLs может основываться на изучении фено-
типических проявлений. В случае SSRs достоверно 
неизвестно их влияние на какой-либо признак. Чаще 
всего они используются для картирования генома, 
определения родства или ДНК-паспортизации сортов 
сельскохозяйственных растений, что на сегодняшний 
день является наиболее эффективным способом их 
идентификации с целью защиты авторских прав селек-
ционеров и сведению к минимуму фальсификации на 
рынке семян [4, 5].

Некоторые микросателлитные локусы играют роль 
в цитофизиологии эукариот, им отводится функция 
регуляторных участков, контролирующих экспрессию 
генов. Известно, что SSRs-локусы в пределах генома 
являются своеобразными метками того или иного при-
знака. Это свойство объясняется тем, что для боль-
шинства подобных последовательностей характерно 
расположение рядом с геном, который опосредует 
связанный признак, что особенно удобно для карти-
рования геномов различных сортов. Локусы, отве-
чающие за проявление количественного признака, 
называются QTLs. Они, как правило, и ассоциированы 
с SSRs-локусами, что дает возможность предположить 
наличие взаимосвязи между последовательностями 
микросателлитов и самим геном. Данных о влиянии 
SSRs-локусов сои на регуляцию генов и, как следствие, 
на фенотип на данный момент нет [6–8].

Поиск ассоциаций SSR-локусов с полезными при-
знаками является важной задачей геномики, поскольку 
эти локусы позволяют отслеживать сцепленные с ними 
гены. Для сложных признаков частым явлением ста-
новится полигенная представленность в геноме. Для 
упрощения процесса отбора оценивают именно сами 

микросателлитные маркеры как наиболее удобные 
для детекции [9, 10].

Таким образом, простые повторяющиеся после-
довательности могут использоваться не только для 
паспортизации и идентификации различных сортов, но 
и как самостоятельные маркеры для селекционного 
отбора, в случае если будут выяснены конкретные 
механизмы ассоциации с проявлением хозяйствен-
но-ценных признаков.

Не существует однозначного ответа о наличии 
взаимосвязи между длиной или последовательностью 
нуклеотидов в SSR-локусах и проявлением того или 
иного признака. Как правило, длина SSR-локуса не 
влияет напрямую на проявление признаков у растений. 
Однако возможно, что длина SSR-локуса может влиять 
на реализацию сложных признаков посредством появ-
ления новых сайтов связывания транскрипционных 
факторов, индуцированных инсерциями и делециями 
[11–16].

Цель исследований – поиск и оценка силы кор-
реляции между длиной микросателлитных локусов и 
хозяйственно-ценными признаками.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Объектом исследования послужили 18 сортов 

селекции Всероссийского научно-исследовательского 
института сои: Кружевница, Умка, Лидия, Веретейка, 
Даурия, Золушка, Лазурная, Топаз, Сентябринка, Грэй, 
ВНИИС-18, Алпетра, Золотница, Апис, Лучистая, Тисей, 
Пепелина, Чародейка. 

Для проведения опыта по маркированию генети-
ческих систем сортов культурной сои семена перво-
начально проращивали согласно ГОСТ 12044-93 в 
рулонах фильтровальной бумаги в течение семи суток 
при комнатной температуре. Проростки сои хранили при 
температуре минус 18 °С до проведения исследований. 
Выделение и очистка суммарной ДНК были выполнены 
с использованием набора реагентов для «ДНК-Экстран» 
(ООО «Синтол», Россия) с целью выделения геномной 
ДНК из растений. Концентрации двухцепочечной ДНК 
измеряли на флюориметре MAXLIFE (OOO «МВМ-Диа-
гностик», Россия) согласно инструкции по применению 
к набору Test dsDNA-100. По результатам данного этапа 
перед проведением амплификации концентрацию 
образцов выделенной ДНК разбавляли до 100 нг/мкл. 

Для амплификации выделенной ДНК применяли 15 
пар SSR-праймеров, предложенных ранее авторами из 
ФГБНУ ФНЦ «Всероссийский научно-исследовательский 
институт масличных культур» в качестве маркерной 
системы для идентификации и паспортизации сортов 
культурной сои1. ПЦР проведена в 3-х аналитических 
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повторах с использованием представленных 15 пар 
SSR-праймеров [17].

ПЦР осуществляли в финальном объеме реакционной 
смеси 25 мкл, которая включала в себя 12,5 мкл готовой 
реакционной смеси «БиоМастер» HS-Taq ПЦР-Color (2×) 
(ООО «Биолабмикс», Россия), содержащей 100 мM Трис-НCl, 
рН=8,5 (при 25 °С), 100 мM KCl, 0,4 мМ каждого дезок-
синуклеозидтрифосфата, 4 мМ MgCl2, 0,06 ед. акт/мкл 
Taq ДНК-полимеразы, 0,2% Tween 20, стабилизаторы 
HS-Taq ДНК-полимеразы и красители; 10 нг образца выде-
ленной ДНК; по 10 пМ прямого и обратного праймеров; 
9,5 мкл стерильной воды. Амплификацию выделенных 
фрагментов ДНК сои проводили с помощью амплифи-
катора CFX96 (Real-time) (Bio-Rad laboratories Inc., США) 
при следующих температурных режимах: начальная 
денатурация – при 96 °С в течение 2 мин, затем 32 
цикла при температурно-временном режиме: денату-
рация – при 94 °С в течение 30 сек, отжиг праймера 
при температуре 45–60 °С (в зависимости от праймера) 
в течение 40 сек, элонгация – при температуре 70 °С в 
течение 1 мин; финальная элонгация – при температуре 
70 °С в течение 2 мин. Для каждой из представленных 
пар праймеров была рассчитана температура отжига 
(в веб-версии программы PrimerBLAST)2 [18] и была 
проведена их оптимизация экспериментальным путем. 
Для этого с каждой парой праймеров проводили ПЦР, где 
ДНК образцов сои амплифицировали по установленному 
протоколу, изменяя температуру отжига в каждом опыте 
на 3–5 °С. Выбор оптимального значения температуры 
отжига основывался на получении четких, хорошо разли-
чимых амплифицированных фрагментов в характерном 
для каждого локуса диапазоне количества п.н. 

Продукты реакции были разделены методом элек-
трофореза в 2%-м агарозном геле, окрашенном бро-
мистым этидием, 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 мА 
и напряжении 90–100 В. Визуализация осуществлена 
путем облучения геля ультрафиолетом с использованием 
гель-документирующей системы GelDoc EZ (Bio-Rad 
laboratories Inc., США). Идентификацию и определение 
размеров аллелей микросателлитных локусов проводили 
с использованием программы Image Lab Version 6.0.14 
Standard Edition. Выявленные по каждому локусу аллели 
обозначали цифрами через запятую: аллель с максимальным 
значением молекулярной массы обозначали цифрой 1, 
далее по мере его уменьшения – цифрами 2, 3, 4. 

Поиск ассоциированных с SSRs-маркерами генов 
QTLs проводили по базам данных soybase3, NCBI4 с 
помощью инструментария List of QTL, List of Traits, BLAST.

Анализ взаимосвязи длин локусов и хозяйствен-
но-ценных признаков осуществляли с помощью расчета 
коэффициента взаимной сопряженности Пирсона [19]. 
Для интерпретации результатов корреляционного анализа 
воспользовались таблицей Чеддока (табл. 1).

Таблица 1. Сила корреляционной связи

Table 1. Strength of the correlation

Абсолютное значение rxy

Теснота (сила) 
корреляционной связи

менее 0,3 слабая
от 0,3 до 0,5 умеренная
от 0,5 до 0,7 заметная
от 0,7 до 0,9 высокая

более 0,9 весьма высокая

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Из исследуемых 15 пар праймеров те, что фланки-

ровали локусы Soyprp1, Soygy2, Sat_1, Sat_43, Sat_36 и 
138ct04, не гибридизировались с матричной ДНК (табл. 2).

Невозможность гибридизации некоторых праймеров 
с их мишенями объясняется неточностью и устаревшим 
протоколом для предоставленных праймеров в лите-
ратуре1 по сравнению с более современными из soybase 
для аналогичных локусов (табл. 3). 

Таким образом, из 15 микросателлитных локусов пол-
ностью пригодными для идентификации и паспортизации 
имеющихся генотипов сои оказались только 8 и 1 частично 
(Sat_263). На основании биоинформационного анализа баз 
данных NCBI и soybase использование локусов Soygy2 на 
данный момент не рекомендовано с целью паспортизации 
ввиду отсутствия их апробации с биоинформатических баз 
данных и получения противоречивых результатов. Маркеры 
138ct04, Sat_263 стоит применять с осторожностью ввиду 
низкой валидации фланкирующих участков для этих локусов. 
Использование маркеров типа Sat1/Sat43 рекомендуется 
с учетом обновленных версий праймеров по литературным 
источникам, имеющимся на soybase. На рисунке показана 
электрофореграмма результатов амплификации ДНК неко-
торых сортов сои по локусу Satt9.

1Рамазанова С.А. Идентификация сортов сои с использованием молекулярно-генетических методов: дис. … канд. биол. 
наук. Краснодар, 2008. 107 с. EDN: NQFMYT.
2Finding primers specific to your PCR template (using Primer3 and BLAST) // National Library of Medicine [Электронный ресурс]. 
URL: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/ (06.07.2023). 
3SoyBase. Integrating Genetics and Genomics to Advance Soybean Research [Электронный ресурс]. URL: https://soybase.org/ 
(06.07.2023). 
4National Library of Medicine [Электронный ресурс]. URL: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/ (06.07.2023).

Электрофореграмма продуктов амплификации ДНК сортов 
сои по локусу Satt9. Дорожки 2-21 – фрагменты ДНК сортов  
(2-5 – Кружевница, 6-9 – Умка, 10-13 – Лидия,  
14-17 – Веретейка, 18-21 –Даурия); 22-23 – отрицательный 
контроль (-ДНК); 1, 24 – маркер молекулярных весов  
(DNA Ladder, 100+ bp)
Electrophoregram of DNA amplification products of soybean 
varieties at the Satt9 locus. Lanes 2-21 are DNA fragments of 
varieties (2-5 – Lacemaker, 6-9 – Umka, 10-13 – Lydia,  
14-17 – Vereteyka, 18-21 – Dauria); 22-23 – negative control 
(-DNA); 1, 24 – molecular weight marker (DNA Ladder, 100+ bp)

https://elibrary.ru/nqfmyt
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/
https://soybase.org/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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Таблица 2.  Длины микросателлитов различных сортов

Table 2. Microsatellites lengths of different varieties

Наименование 

сорта

Наименование локуса, размер продуктов амплификации (п.н.)

Sa
tt1

Sa
tt

2

Sa
tt5

Sa
tt

9

So
yh

sp
17

6

Sa
tt

68
1

Sa
t_

26
3

Sa
tt1

41

Sa
tt1

81

Кружевница 137 154 150 206 115 244 135 148 225
Умка 137 154 136 159 115 244 135 187 225
Лидия 137 154 150 186 115 244 135 187 208
Веретейка 137 154 150 212 115 244 135 187 225
Даурия 145 154 150 168 115 244 135 187 218
Золушка 154 154 160 176 115 244 135 210 208
Лазурная 145 154 150 154 115 244 135 210 185
Топаз 145 154 136 138 115 244 135 210 170
Сентябринка 145 154 136 200 115 244 135 210 208
Грэй 137 146 160 186 115 244 165 210 218
ВНИИС-18 145 146 160 186 115 244 156 210 208
Алпетра 145 146 160 186 115 244 165 210 208
Золотница 137 154 160 212 115 244 156 210 170
Апис 125 154 160 212 115 244 156 210 208
Лучистая 125 146 160 212 120 244 156 210 208
Тисей 125 146 160 206 115 244 180 210 208
Пепелина 137 154 160 168 115 244 156 210 208
Чародейка 154 163 160 186 115 200 165 210 208

Таблица 3.  Характеристика исследованных микросателлитных локусов

Table 3. Characteristics of the studied microsatellite loci

Локусы Последовательность использованных 
праймеров в литературе Последовательность праймеров по soybase

Sat_1
f-CTGGTGGACTATTGATACGACC

r-AACTGCGAAGATACTACCCTCC

f-GCGGATACGACCAAAAATTGTT

r-GCGAACTGCGAAGATACTACCC

Sat_43
f-AAATTCTGTTCATTGTCCGTC

r-CATTTTAATATCCCGAGTAGG

f-GCGGTCCGTCAATGAATATTAAATTAAAA

r-GCGAAAGCGGCAGAGAGAGAAAGGT

Soygy2
f-AAAATTGAAAGTGTCACACCCC

r-TTAAAATCGATTAATTGGCATGA
В данный момент отсутствует в базах данных SSRs (soybase), 
nucleotide (NCBI)

138ct04
f-ACAATTTATTATTGTGCACGC

r-ATTGTGCGCGTGTATGCG
Имеется как SSR-маркер, но не предоставлены праймеры 
(soybase)

Sat_263
f-GCGGTCGATCGTTTCAATTAGTATG

r-GCGCTGGCAGCCCTTTATTATC
Имеется как SSR-маркер, но не предоставлены праймеры 
(soybase) 

Soyprp1
f-CGAAGAGCTACGTGCCAAATT

r-GTTAGAAAACTCCGCCCACAC

f-CGTGCCAAATTACATCA

r-TGATGGGAACAAGTACATAA

Sat_36
f-AAAGTCATAACTGGCACTCCAAGTTT

r-GAACATAACAATAATAAATATAGCTC

f-GCGACTCCAAGTTTTTTTTGTTT

r-GCGGGAGTTAGAGGAAGAGAACA
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Таблица 4. Локусы SSRs и их ассоциации с QTL (исследуемые признаки сои подчеркнуты)

Table 4. Loci of SSRs and their associations with QTL (soybean traits studied are underlined)

Локус Ассоциированные QTLs Локус Ассоциированные QTLs

Satt1
Seed oil 37-10

Seed protein 33-3
Seed yield 29-1 

Satt181

Hypocotyl weight 1-2
Pubescence density 1-2
Pubescence density 3-2
Pubescence length 1-2

Seed daidzein 2-2
Seed genistein 2-6
Seed glycitein 2-8

Seed isoflavone 1-3
Seed set 5-27

Seed tocopherol, alpha 3-3
Seed tocopherol, total 3-5

Seed weight 34-4 

Satt2

Canopy wilt 1-3
Seed height 1-8

Seed Leu 1-3
Seed linoleic 6-6

Seed Met plus Cys 1-1
Seed weight 18-2 

Seed weight 49-10 
Seed yield 21-6 
Seed yield 5-2 

Satt5

Lodging 27-5
Phytoph 6-2

Plant height 35-5 
Pod maturity 28-1

Seed oil 38-3
Seed yield 28-10 

Soyhsp176

Canopy width 1-2
Plant height 11-3 
Plant height 7-2 

Seed abortion 1-3

Satt9

Fe effic 3-4
Flower number 1-2

Japanese beetle resistance 1-8
Phytoph 14-5
Sclero 2-21
Sclero 3-15
Sclero 4-9

Sclero 5-13
Sclero 6-10

Seed isoflavone 4-2
Seed linolenic 14-6

Seed oil 24-5
Seed oil 39-14

Seed stearic 8-5

Soyprp1
На данный момент этому локусу 

не присвоено наличие каких-либо 
ассоциаций

Satt681 Canopy wilt 3-6
Seed glycinin 2-4

Satt141

Corn earworm 9-1
First flower 13-3

Internode length 2-9
Leaflet shape 6-5

Pod wall to Pod weight ratio 1-3

Sat_263
На данный момент этому локусу 

не присвоено наличие каких-либо 
ассоциаций 

https://soybase.org/sbt/search/search_results.php?category=QTLName&search_term=Lodging%2027-5
https://soybase.org/sbt/search/search_results.php?category=QTLName&search_term=Phytoph%206-2
https://soybase.org/sbt/search/search_results.php?category=QTLName&search_term=Plant%20height%2035-5
https://soybase.org/sbt/search/search_results.php?category=QTLName&search_term=Pod%20maturity%2028-1
https://soybase.org/sbt/search/search_results.php?category=QTLName&search_term=Seed%20oil%2038-3
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Таблица 5. Хозяйственно-ценные признаки исследуемых сортов

Table 5. Economically valuable traits of the studied varieties 

Название сорта Высота растений, см Масса 1000 семян, г Потенциальная  
урожайность, т/га

Кружевница 62–68 115–145 2,93

Сентябринка 52–61 132–157 3,15

Веретейка 66–79 123–140 2,95

Лидия 57–90 158–168 3,05

Умка 65–95 170–198 3,84

Даурия 50–80 182–214 3,64

Золушка 71–81 151–177 3,28

Лазурная 60–90 163–203 3,64

Топаз 44–62 140–177 2,63

Грэй 76–91 142–145 3,42

ВНИИС-18 72–87 133–145 4,02

Алпетра 65–85 153–156 2,92

Золотница 56–63 145–170 3,02

Апис 62–81 145–165 3,05

Лучистая 72–85 125–149 3,12

Тисей 82–104 134–144 3,45

Пепелина 59–68 142–154 3,28

Чародейка 70–88 179–217 2,89

Таблица 6. Корреляция между признаком и длиной локуса

Table 6. Correlation between trait and locus length

Наименование
признака

Наименование локуса, размер продуктов амплификации (п.н.)

Sa
tt1

Sa
tt

2

Sa
tt5

Sa
tt

9

So
yh

sp
17

6

Sa
tt

68
1

Sa
t_

26
3

Sa
tt1

41

Sa
tt1

81

Высота растений, см -0,255 -0,422 0,485 0,204 0,153 -0,165 0,551 0,147 0,435

Масса 1000 семян, г 0,561 0,562 0,028 -0,453 -0,222 -0,527 -0,114 0,202 -0,281

Потенциальная 
урожайность 0,009 -0,321 0,035 -0,233 -0,080 0,236 0,015 0,067 0,278

Биоинформатический поиск ассоциаций указал, 
что приведенные маркеры могут быть использованы 
для генотипирования определенных качеств, которые 
сцеплены с находящимися рядом участками, так назы-
ваемыми QTLs (табл. 4). 

Следующим шагом были отобраны хозяйствен-
но-ценные признаки, с которыми имеется QTL-ас-
социация исследованных SSR-локусов. В результате 
анализа было отобрано 3 признака: высота растений, 
масса 1000 семян, потенциальная урожайность 
(табл. 5) [20].

После того как были отобраны подходящие 
хозяйственно-ценные признаки, был проведен кор-
реляционный анализ между длинами ампликонов, 

полученных после проведения ПЦР, и показателями 
хозяйственно-ценных признаков (табл. 6).

Была выявлена прямая взаимосвязь высоты рас-
тений с локусами Satt5 (умеренная), Satt181 (умеренная), 
Sat_263 (заметная), а также обратная зависимость с 
Satt2 (умеренная). Масса 1000 семян имела прямую кор-
реляцию с Satt1 (заметная), Satt2 (заметная) и обратную 
корреляцию с Satt9 (умеренная) и Satt681 (заметная). 
Потенциальная урожайность имела обратную корреляцию 
с Satt2 (умеренная). Разнонаправленная корреляции 
Satt2 с разными признаками объясняется тем, что уро-
жайность и высота растений могут быть взаимоисклю-
чающими показателями, при высокой урожайности и 
высоте растения теряется масса семян. 
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В результате проведенного исследования было 

обнаружено, что Satt1, Satt2, Satt5, Satt9, Satt681, 
Sat_263, Satt181 имеют некоторую связь с каким-либо 
признаком, Satt2 же имеет связь сразу с тремя, пока-
зывая прямую корреляцию с массой семян и отри-
цательную с высотой растения и урожайностью. Это 

свидетельствует о том, что микросателлиты могут 
проявлять себя как маркер определенного признака 
или же они имеют некую регуляторную функцию и 
способны увеличивать или уменьшать экспрессию 
определенных генов, для подтверждения или опровер-
жения чего требуется более детальный и трудоемкий 
их анализ с помощью chip-seq-технологии. 
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