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Актуальность. Маркеры микросателлитных локусов, используемые для изучения генетического разнообразия под-
солнечника и его идентификации, обладают рядом ограничений� . Необходимо создание новых маркеров с три- и более 
длинным нуклеотидным мотивом, строгой�  специфичностью к целевому локусу и высоким дискриминационным по-
тенциалом.
Материалы и методы. Поиск микросателлитных локусов проводили с использованием программы GMATA по после-
довательности эталонной�  сборки генома подсолнечника HanXRQr2.0-SUNRISE. Локусы с фланкирующими областями 
проверили на наличие копий�  в других хромосомах с помощью Nucleotide BLAST и провели подбор пар прай� меров с по-
мощью Primer-BLAST (NCBI). Предполагаемый�  полиморфизм микросателлитного локуса оценили путем выравнива-
ния ожидаемого продукта ПЦР на другие сборки геномов подсолнечника из базы GenBank с помощью Nucleotide 
BLAST. Апробация разработанных маркеров осуществлена с помощью ПЦР и разделения продуктов амплификации 
методом капиллярного электрофореза в денатурирующих условиях.
Результаты. Всего разработано 186 маркеров. Из них 16 характеризовались неспецифичной�  амплификацией� , 31 – 
полным отсутствием амплификации, у 26 выявлены артефакты SSR-анализа, а 19 не выявили полиморфизм. Осталь-
ные 94 маркера оказались информативными и выявили от 2 до 6 аллелей� . Диапазон длин амплифицированных фраг-
ментов ДНК составил от 125 до 469 пн. Выявлена статистически значимая взаимосвязь между количеством повторов 
в микросателлитном локусе и числом аллелей� .
Заключение. На основании полученных данных возможен отбор наиболее информативных маркеров для формиро-
вания мультиплексных ПЦР и создания эффективной�  системы генотипирования подсолнечника.
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Development of highly informative microsatellite markers 
for the genetic analysis of sunflower

Background. The existing microsatellite loci markers, used for studying and identifying sunflower genetic diversity, have cer-
tain limitations. There is a need for new markers that will meet the following criteria: three or more nucleotides in the micro-
satellite motif, specificity to the target locus, and high discriminatory power.
Materials and methods. Microsatellite loci were mined using the GMATA software based on the reference genome assembly of 
sunflower HanXRQr2.0-SUNRISE. Loci with flanking regions were screened for the presence of copies on other chromosomes 
using Nucleotide BLAST, and primer pairs were designed using Primer-BLAST (NCBI). The expected polymorphism of each mi-
crosatellite locus was evaluated by aligning the predicted PCR product to other sunflower genome assemblies from the Gen-
Bank database using Nucleotide BLAST. The performance of the developed markers was tested by PCR and separation of ampli-
fication products by capillary electrophoresis under denaturing conditions. 
Results. A total of 186 markers were developed. Of these, 16 were characterized by nonspecific amplification, 31 showed com-
plete absence of amplification, 26 revealed SSR-specific artifacts, and 19 were monomorphic. The remaining 94 markers were 
informative and detected from 2 to 6 alleles. Among the selected sequences, simple microsatellites with trinucleotide motifs 
were the most prevalent. The number of markers per chromosome ranged from 2 to 19. The size range of the amplified DNA 
fragments was from 125 to 469 bp. A statistically significant correlation was found between the number of repeats in the mic-
rosatellite locus and the number of detected alleles.
Conclusion. The obtained data make it possible to select the most informative markers for the development of multiplex SSR 
assays and the establishment of an effective genotyping system for sunflower.
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Введение

Подсолнечник (Helianthus annuus L.) – важная маслич-
ная культура как в Россий� ской�  Федерации, так и во всем 
мире. Ежегодно растут посевные площади и востребо-
ванность семян подсолнечника, что предполагает прове-
дение селекционной�  работы по созданию новых, высоко-
продуктивных, устой� чивых к биотическим и абиотиче-
ским стрессорам сортов и гибридов, а также поддержа-
ние сортовой�  чистоты в процессе семеноводства. Кроме 
того, в ситуации высокой�  конкуренции на рынке важно 
иметь возможность защищать авторские права селекци-
онеров. Немаловажную проблему представляет и появ-
ление на рынке фальсифицированных семян. В связи 
с этим необходимо идентифицировать селекционные 
достижения. Один из способов – описание отличитель-
ных, чаще всего морфологических, признаков. Однако 
только ограниченный�  набор признаков удовлетворяет 
критериям маркеров для идентификации, а их вариатив-
ность в пределах вида обычно незначительна. Так, для 
этой�  цели Государственной�  комиссией�  Россий� ской�  Феде-
рации по испытанию и охране селекционных достиже-
ний�  принята методика «Подсолнечник (Helianthus ann-
uus L.)», представленная в документе RTG/01/3 «Общее 
введение по испытанию на отличимость, однородность 
и стабильность и составлению описаний� » от 22.07.2002 г. 
№ 1206/52 (Официальный�  бюллетень Госкомиссии № 6, 
2002 г.). Согласно данной�  методике, для подсолнечника 
описывают всего 42 признака. Кроме ограничения коли-
чества, морфологические признаки отличаются органо-
специфичностью, субъективностью оценки, временным 
интервалом оценки и т. д. Поэтому актуальна идентифи-
кация селекционных достижений�  с помощью высокотех-
нологичных инструментов. Такими инструментами в на-
стоящее время служат молекулярно-генетические мар-
керы ДНК. Методы оценки полиморфизма ДНК, в от-
личие от морфологических, обладают универсально-
стью, объективностью и высокой�  производительностью. 
В последние несколько десятилетий�  молекулярные мар-
керы используются в различных областях, включая ис-
следование генетического разнообразия, картирование 
генов селекционно ценных признаков, построение карт 
сцепления, паспортизацию и идентификацию селекци-
онных достижений� , маркер-ассоциированную селекцию, 
популяционную генетику и филогенетические исследо-
вания (Liu et al., 2023; Sheller et al., 2023; Fallah et al., 2024).

Для изучения генетического разнообразия подсол-
нечника и его идентификации применимы различные 
виды молекулярных маркеров. Чаще всего для этих це-
лей�  используются маркеры микросателлитных последо-
вательностей� . Микросателлиты – простые повторяющи-
еся последовательности (Simple Sequence Repeats, SSR), 
обнаруженные у прокариот и эукариот. Они широко рас-
пространены по всему геному, особенно в эухроматине, 
а также в кодирующей�  и некодирующей�  ядерной�  ДНК 
и ДНК органелл (Brunel, 1994; Yadav et al., 2021). Их пре-
имущества заключаются в кодоминантном типе насле-
дования, мультиаллельности, значительной�  информа-
тивности и простоте применения.

В предыдущие годы рядом авторов с использованием 
обогащенных и необогащенных геномных библиотек 
ДНК разработано более 500 SSR-маркеров подсолнеч-
ника (Brunel, 1994; Paniego et al., 2002). Из них менее по-
ловины демонстрировали полиморфизм среди инбред-
ных линий� . Позже, в результате анализа 2033 клонов из 
обогащенных (AC)n/(AG)n геномных библиотек, было 

выявлено 1093 уникальных SSR-последовательностей� , 
на основе которых разработано 879 SSR-маркеров. Тести-
рование показало, что 579 из них (65,9%) являлись поли-
морфными (Tang et al., 2002). Для своего времени это 
были прорывные исследования. С помощью этих SSR-
маркеров выполнено множество исследований�  по пас-
портизации родительских линий�  и гибридов подсолнеч-
ника селекции разных стран (Ramya et al., 2019; Ahmed 
et al., 2022), изучению генетического разнообразия 
и структуры популяций�  (Filippi et al., 2015), картирова-
нию генома подсолнечника (Tang et al., 2002), маркирова-
нию селекционно ценных признаков (Ramazanova et al., 
2021). Установлено, что SSR-маркеры, разработанные на 
основе микросателлитов из некодирующих областей�  ге-
нома, выявляли большее разнообразие, чем EST-SSR (Ex-
pressed Sequence Tag) (Filippi et al., 2015).

Авторами данного исследования на основе SSR-мар
керов, разработанных S. Tang c соавторами (Tang et al., 
2002) и N. Paniego с соавторами (Paniego et al., 2002), были 
созданы системы маркеров для идентификации и пас-
портизации селекционного материала подсолнечника 
Всероссий� ского научно-исследовательского института 
масличных культур им. В.С. Пустовой� та (ВНИИМК), опре-
деления генетической�  чистоты партий�  семян и исследо-
вания генетического разнообразия линий�  с использова-
нием электрофоретического разделения фрагментов 
ДНК в агарозном или полиакриламидном геле (Guchetl 
et al., 2023). Однако разрешающая способность классиче-
ских методов гель-электрофореза не позволяет достичь 
высокой�  точности, сходимости и воспроизводимости ре-
зультатов анализа. Также снижается информативность 
маркерных систем за счет невозможности надежной�  
регистрации нуклеотидного полиморфизма в  1–5 пн. 
Большая часть применяемых микросателлитов характе-
ризуется динуклеотидными мотивами, которые могут 
вызывать образование статтеров (stutters) – артефактов 
ПЦР-амплификации, возникающих из-за «проскальзыва-
ния» ДНК-полимеразы на микросателлитных повторах. 
Во время капиллярного электрофореза это приводит 
к появлению дополнительных фрагментов разной�  
длины, что затрудняет точное определение истинного 
размера аллеля микросателлитного локуса. С развитием 
методов полногеномного секвенирования и сборки ге-
нома появилась возможность оценить качество марке-
ров с помощью биоинформатических подходов. В ходе 
оценки было установлено, что ранее разработанные мар-
керы не всегда обладают строгой�  монолокусной�  специ-
фичностью (Guchetl et al., 2023). Их достаточно сложно 
комбинировать для проведения мультиплексной�  ПЦР 
(Shilov et al., 2023). Одно из требований�  к маркерам – это 
их высокий�  дискриминационный�  потенциал. Поскольку 
генетическое разнообразие культурного подсолнечника 
снижается в процессе селекции, ДНК-маркеры должны 
иметь достаточный�  дискриминационный�  потенциал для 
идентификации растений�  в рамках локальных коллек-
ций� , адаптированных к местным условиям выращива-
ния.

В последнее время доступность технологий�  высо-
копроизводительного секвенирования позволила ис-
следователям идентифицировать значительное коли-
чество микросателлитов с меньшими затратами и уси-
лиями, чем традиционные подходы. Применение NGS 
(Next-Generation Sequencing) значительно упростило раз-
работку SSR-маркеров, распределенных по всему геному. 
Созданы и различные базы данных микросателлитных 
последовательностей�  для разных культур, которые поз-
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воляют исследователям отбирать требуемые маркеры 
(Avvaru et al., 2020; Topu et al., 2023). Также современный�  
высокопроизводительный�  подход к генотипированию 
живых организмов требует автоматизации на всех эта-
пах анализа. И одним из наиболее эффективных на сего-
дняшний�  день способов автоматической�  детекции ре-
зультатов ПЦР является метод капиллярного гель-элек-
трофореза. Данный�  подход позволяет проводить геноти-
пирование подсолнечника сразу по набору маркеров, 
благодаря проведению мультиплексных ПЦР с использо-
ванием нескольких флуоресцентных красителей� . Однако 
создание таких наборов предъявляет требования к мар-
керам, такие как схожая температура отжига, отсутствие 
неспецифичной�  амплификации, отсутствие артефактов 
амплификации.

Ранее нами с целью поиска перспективных микро
сателлитных ДНК-маркеров из литературных источни-
ков с применением инструмента Primer-BLAST и эта-
лонного генома подсолнечника in silico проверены более 
200 SSR-локусов. Предпочтение отдавалось локусам с вы-
сокой�  степенью полиморфизма, а также микросателли-
там с три- и более нуклеотидными повторами, локали-
зацией�  в некодирующих последовательностях ДНК, от-
жигом фланкирующих прай� меров только на целевой�  по-
следовательности. По результатам поиска отобрали 
и апробировали на 25 генотипах подсолнечника селек-
ции ВНИИМК 21 SSR-маркер. Только три маркера оказа-
лись приемлемыми для генотипирования подсолнеч-
ника (Golovatskaya, Guchetl, 2023). Эти результаты пока-
зывают, что разработанные ранее маркеры не отвечают 
требованиям для включения их в наборы для мульти-
плексных ПЦР. В свою очередь, создание новых SSR-мар
керов, заранее отвечающих заданным требованиям при 
их оценке in silico и проведении апробации, является пер-
спективным подходом для построения систем генетиче-
ской�  идентификации и паспортизации подсолнечника.

Цель исследования – разработать новые маркеры мик
росателлитных локусов подсолнечника на основе эта-
лонной�  сборки генома подсолнечника HanXRQr2.0-
SUNRISE (GCA_002127325.2), размещенной�  в базе данных 
NCBI (National Center for Biotechnology Information), для 
паспортизации и идентификации линий� , гибридов и сор-
тов подсолнечника и апробировать их методом капил-
лярного гель-электрофореза.

Материалы и методы

В качестве растительного материала использовали 
5 линий�  (ВК1 сур, ВК21 сур, ЭД73, ВК678, ВК585) 
и 2 гибрида (Сурус и Паритет) подсолнечника селекции 
ВНИИМК.

Для выделения ДНК растительный�  материал пред-
варительно измельчали с помощью гомогенезатора KZ-
III-FP (Servicebio, КНР). Экстракция ДНК осуществля-
лась из разных органов подсолнечника с помощью на-
боров реагентов «МагноПрай� м ФИТО» («НекстБио», РФ) 
с применением станции автоматического выделения 
и очистки нуклеиновых кислот Auto-Pure 96 (Allsheng, 
КНР). Определение количества и качества выделенной�  
ДНК проводилось на спектрофотометре Nano-300 (All
sheng, КНР).

Для проведения ПЦР использовались 25 мкл реакци-
онной�  смеси следующего состава: 2,5 мкл 10 × ПЦР-Бу-
фер-Б («Синтол», РФ); 2,5 мкл 25 мM MgCl2; 0,5 мкл 
100 мM dNTP; по 0,1 мкл 100 пМ/мкл каждого прай� мера; 
50 нг матричной�  ДНК и 0,2 мкл 5 е. а. SynTaq ДНК-поли-

меразы («Синтол», РФ). Амплификация выполнялась 
в термоциклере MiniAmp™ plus (Thermo Scientific, США) 
при следующих температурно-временных режимах: на-
чальная денатурация при 96°С в течение 2 мин, 35 цик-
лов при температурно-временном режиме: денатура-
ция при 94°С – 30 сек, отжиг при 58–60°С – 40 сек, элон-
гация при 72°С – 1 мин, финальная элонгация при 72°С – 
2 мин.

Разделение продуктов амплификации осуществляли 
методом капиллярного электрофореза в денатурирую-
щих условиях на генетическом анализаторе «Нано-
фор-05» (ИАП РАН, РФ). Для повышения пропускной�  
способности использовали мультиплексный�  гель-элек-
трофорез: смешивали по 5 мкл ПЦР-продуктов четырех 
разных реакций� . Подбор реакций�  для приготовления 
смеси основывался на использовании прай� меров, мечен-
ных разными флуоресцентными красителями. Для ана-
лиза длин фрагментов 1 мкл смеси ПЦР-продуктов сме-
шивали с 0,5 мкл размерного стандарта СД-600 и 8,5 мкл 
деионизированного формамида, затем проводили дена-
турацию фрагментов в течение 5 мин при 95°C. Размер 
фрагментов определяли относительно размерного стан-
дарта СД-600 меченым флуоресцентным красителем (Dy-
632) с помощью компьютерного программного обеспече-
ния GeneMarker software version 3.0.1.

Для разработки новых SSR-маркеров с применением 
биоинформатических методов использовали базы дан-
ных GenBank, RefSeq (Reference Sequence) (NCBI) (https://
www.ncbi.nlm.nih.gov). С помощью эталонной�  сборки ге-
нома подсолнечника HanXRQr2.0-SUNRISE и программы 
GMATA проводили поиск микросателлитных локусов 
с три- и более нуклеотидными мотивами (Wang X., 
Wang L., 2016). Для фильтрации микросателлитных по-
следовательностей�  по количеству повторов использо-
вали программную среду R. Проверку нуклеотидной�  по-
следовательности, содержащей�  искомый�  микросателлит 
и обе фланкирующие последовательности, на наличие 
копий�  с высокой�  степенью идентичности в других хро-
мосомах проводили in silico с помощью программы Nuc
leotide BLAST (NCBI) (Camacho et al., 2009). Подбор 
прай� меров, фланкирующих микросателлитный�  локус, 
осуществляли с помощью инструмента Primer-BLAST 
(NCBI) (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast). 
Также с помощью Nucleotide BLAST оценивали предпола-
гаемый�  полиморфизм микросателлитного локуса вырав-
ниванием полученных последовательностей�  на другие 
сборки геномов подсолнечника (HanHA89r1.0-20210811, 
ASM2653828v1, HanOQP8r0.9-20211025), опубликован-
ных в базе данных GenBank. Веб-версией�  инструмента 
Multiple Primer Analyzer (Thermo Fisher Scientific) провели 
предварительную оценку возможности образования 
само- и кроссдимеров последовательностей�  прямого 
и обратного прай� меров.

Предварительную обработку и структурирование 
данных осуществляли в программной�  среде R версии 
4.2.3 (https://www.r-project.org) с использованием пакета 
dplyr. Графическую визуализацию данных выполняли 
с помощью пакета ggplot2 (Wickham, 2016). Предвари-
тельное распределение локусов по группам в зависи
мости от сумм количества повторов осуществляли мето-
дом кластеризации k-средних, с числом кластеров рав-
ным трем и фиксированным начальным значением гене-
ратора случай� ных чисел set.seed(123) для обеспечения 
воспроизводимости.

Коэффициент размера эффекта h рассчитывали по 
формуле согласно J. Cohen (1988):
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Проверку значений�  на нормальность распределе-
ния осуществляли с использованием критерия Ша-
пиро – Уилка. При отклонении от нормальности ис-
пользовали непараметрические методы: для оценки 
взаимосвязи между переменными – коэффициент ран-
говой�  корреляции Спирмена; для сравнения значений�  
между несколькими группами – критерий�  Краскела – 
Уоллиса с апостериорными попарными сравнениями 
по методу Данна с поправкой�  Холма – Бонферрони, реа-
лизованными в пакете FSA. Для анализа категориальных 
данных применяли критерий�  χ² Пирсона. Распределение 
категориальных признаков оценивали с помощью теста 
попарного сравнения долей�  с поправкой�  Холма – Бон-
феррони, реализованного в функции pairwise.prop.test(). 
Статистические тесты, для которых не указано иное, вы-
полняли с помощью базового пакета stats.

Результаты

В результате работы нами было разработано 186 мар-
керов. Маркеры покрывали все хромосомы, однако их 
распределение оказалось неравномерным, поскольку 
хромосомы отличались по доле локусов, удовлетворяю-
щих установленным критериям. Количество маркеров на 
хромосому составило от 4 (для 8 и 9 хромосом) до 26 (для 
1 хромосомы) (рис. 1).

33 микросателлита были составными, то есть со-
держали два или более разных мотива, разделенных 
короткой�  уникальной�  последовательностью, и остав-
шиеся 153 – простыми (содержали один мотив). Наи-
большим было количество простых микросателлитов 
с тринуклеотидным мотивом – 126, 25 – с тетрануклео-
тидным и 2 – с пентануклеотидным. Количество повто-
ров тоже различалось и варьировалось от 3 до 97 
(рис. 2).

Рис 1. Распределение по хромосомам разработанных и отобранных после апробации
SSR-маркеров подсолнечника

Fig. 1. Chromosomal distribution of the developed and selected sunflower SSR markers after testing

Рис. 2. Число мотивов в микросателлитных локусах, для которых разработаны маркеры,
и количество маркеров до и после апробации 

Fig. 2. Number of motifs in the microsatellite loci for which markers were developed 
and the number of these markers before and after testing
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Разработанные SSR-маркеры были апробированы 
с помощью полимеразной�  цепной�  реакции ПЦР на 7 ге-
нотипах подсолнечника. При данных условиях проведе-
ния ПЦР 31 пара прай� меров не давала целевого фраг-
мента, 16 амлифицировали неспецифические продукты, 
а у 26 были выявлены артефакты SSR-анализа (стат-
теры, побочные пики, неполное аденилирование). У 19 
SSR-локусов был выявлен только 1 аллель. 94 маркера 
(около 50% из общего числа разработанных) оказались 
информативными и выявляли от 2 до 6 аллелей�  у изу-
ченных образцов (рис. 3).

Из 94 отобранных микросателлитных последова-
тельностей�  14 были составными и 80 – простыми. Наи-
большим было количество простых микросателлитов 
с тринуклеотидным мотивом – 69, 10 – с тетрануклео-
тидным и 1 – с пентануклеотидным. Количество марке-
ров на хромосому варьировало от 2 (хромосомы 4 и 8) до 
19 (хромосома 1) (см. рис. 1).

Количество повторов у апробируемых маркеров ва-
рьировалось от 5 до 97 (см. рис. 2).

Диапазон длин амплифицированных фрагментов 
ДНК находился в пределах от 125 до 469 пн, что согла-
суется с ожидаемыми in silico и укладывается в рабочий�  
диапазон стандарта длин СД-600 (до 600 пн), применяе-
мого для капиллярного электрофореза. Также 59 мар
керов характеризовались разницей�  в длинах алле-
лей�  ≥ 10 пн, что делает их перспективными для визуали-
зации в агарозном геле. Однако это значительно снижает 
их информативность: 45 маркеров имели 2 аллеля, 13 – 
3 аллеля и 1 маркер – 4 аллеля. При этом следует отме-
тить, что эти значения не проверялись напрямую в ага-
розном геле, а являются аппроксимацией� , основанной�  на 
данных, полученных с помощью капиллярного электро-
фореза.

Обсуждение результатов

По литературным данным, разработка SSR-маркеров, 
как правило, включает следующие этапы: (I) наличие 
предварительных данных о нуклеотидных последова-
тельностях, содержащих SSR; (II) подбор олигонуклеоти-
дов (прай� меров), комплементарных участкам, фланкиру-
ющим SSR; (III) проверку прай� меров методом ПЦР с по-
следующим электрофоретическим анализом продуктов 
реакции; (IV) выявление полиморфизма между исследуе-
мыми образцами (Mason, 2015). В данном исследовании 

при разработке новых маркеров были определены 
этапы, близкие по структуре к описанным рекоменда-
циям. Также для этапов in silico были выделены следую-
щие критерии при разработке набора маркеров: три 
и более нуклеотидов в мотиве искомой�  микросателлит-
ной�  последовательности, охват всех хромосом, специ-
фичность к целевому локусу (отсутствие неспецифичной�  
мультилокусной�  амплификации), внегенная локализа-
ция, теоретически ожидаемый�  размер амплифицируе-
мого фрагмента от 100 до 500 пн. Использование этих 
этапов и критериев позволило разработать ряд пригод-
ных для дальней� шей�  апробации маркеров.

Однако перечисленные этапы отбора относятся 
к теоретическому моделированию и в основном позво-
ляют только снизить долю отбракованных в будущем 
маркеров. Самым важным критерием качества ДНК-мар-
кера является результат этапа его оценки посредством 
проведения ПЦР на выборке из разных генотипов. На 
данном этапе ключевое значение имеет способ детекции 
продуктов ПЦР – аллельных вариантов SSR-локусов. По-
лиморфизм длин амплифицированных фрагментов 
обычно выявляют с помощью метода гель-электрофо
реза, используя агарозный�  или полиакриламидный�  гель 

a                                                                                                                      b

Рис. 3. Диаграмма результатов апробации экспериментальных SSR-маркеров на семи генотипах 
подсолнечника: a – количество обнаруженных аллелей�  у специфичных и полиморфных SSR-маркеров;
b – процентное отношение числа информативных маркеров к общему числу по результатам апробации

Fig. 3. Diagram of the results of testing experimental SSR markers on seven sunflower genotypes:
a – the number of detected alleles in specific and polymorphic SSR markers; b – the percentage of informative markers 

relative to the total number of markers based on the testing results
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(ПААГ). Наибольшей�  разрешающей�  способностью в 1 пн 
обладает метод капиллярного гель-электрофореза в N,N-
полидиметилакриламиде (ПДМА) с использованием ге-
нетического анализатора. Первые два метода являются 
экономически менее затратными и потому могут ис-
пользоваться в качестве предварительных. Однако 
в процессе работы нами была выявлена низкая эффек-
тивность поэтапной�  апробации маркеров с использова-
нием гелей�  перед капиллярным электрофорезом. Это 
связано с тем, что высокая чувствительность последнего 
метода позволяет выявлять такие артефакты ПЦР, как 
«заикание» (stuttering), неполное аденилирование, кото-
рые незаметны при анализе с помощью классического 
гель-электрофореза как в агарозе, так и в нативном и де-
натурирующем ПААГ. Кроме того, в нашем исследовании 
отсутствие амплификации наблюдалось лишь у 20% 
маркеров, а оценка по уровню полиморфизма сопря-
жена с высокой�  вероятностью ошибочной�  отбраковки 
информативных маркеров, ошибочно классифицирую-
щихся как мономорфные или низкополиморфные по 
причине низкой�  разрешающей�  способности агарозного 
геля. Главным образом такой�  подход приводит к большим 
временным затратам, что говорит о нецелесообразно-
сти предварительного скрининга для отбраковки 
маркеров. Исключение предварительных этапов поз-
волило в несколько раз повысить скорость разработки 
и проверки новых маркеров и в конечном счете умень-
шило экономические затраты, несмотря на повышен-
ную стоимость прай� меров с флуоресцентными мет-
ками. Апробация маркеров была также усовершенство-
вана мультиплексным гель-электрофорезом. Амплифи-
кация каждого маркера выполнялась отдельно, но детек-
ция результатов для каждого образца проводилась путем 
смешивания продуктов амплификации нескольких мар-
керов и проведением фрагментного анализа этой�  смеси.

В контексте выбора лучших локусов для создания но-
вых SSR-маркеров большой�  интерес представляет во-
прос об оптимальной�  длине микросателлита. Другими 
словами, связь между количеством повторов в локусе 
и количеством обнаруженных аллелей� . В литературе 
описаны разные типы зависимости дискриминацион
ного потенциала маркера от числа нуклеотидов мотива 
и длины микросателлита. Считается, что локусы SSR 
с большим количеством повторов имеют более высокую 
частоту мутаций�  (Verbiest et al., 2023) и выбор локусов 
с достаточным количеством повторов необходим для 
обеспечения полиморфизма. Однако SSR с многочислен-
ными повторами имеют и некоторые недостатки, такие 
как повышенное выпадение аллелей�  (Buchan et al., 2005) 
и усиление статтеринга (Hoffman, Amos, 2005). Промежу-
точное количество повторов может представлять собой�  
хороший�  компромисс, сохраняя большинство преиму-
ществ SSR (высокое разнообразие), избегая при этом не-
которых их недостатков, вызванных очень высокой�  ча-
стотой�  мутаций�  (Guichoux et al., 2011). В связи с необхо-
димостью учета всех этих факторов нами и были ото-
браны локусы с различным количеством повторяющихся 
мотивов. Несмотря на ограниченный�  объем выборки ге-
нотипов, который�  потенциально привел к заниженной�  
оценке количества аллелей� , все рассматриваемые ло-
кусы находились в равных условиях, что потенциально 
позволяет провести поиск закономерностей� .

Для проведения анализа из исходного набора данных 
была исключена информация по отбракованным марке-
рам, а также локус, состоящий�  из 97 повторов и характе-
ризующий� ся тремя аллелями. Для составных микроса-

теллитов учитывалась сумма повторов всех мотивов. Это 
обосновано тем, что полиморфизм длин фрагментов мо-
жет быть обусловлен изменением количества каждого 
из мотивов.

Проверка данных на нормальность распределения 
показала значимое отклонение от нормальности по 
обеим переменным, что не позволило применить метод 
Пирсона для оценки корреляции. В связи с этим была 
проведена непараметрическая оценка – коэффициент 
ранговой�  корреляции Спирмена (рис. 4).

Проведенный�  анализ выявил статистически значи-
мую, но слабую положительную взаимосвязь между чис-
лом аллелей�  и количеством повторов в микросателлит-
ном локусе (ρ = 0,34; p < 0,001). Несмотря на это, визуали-
зация наблюдений�  показала, что данная связь носит при-
ближенный�  характер. Наблюдаемая высокая дисперсия 
значений� , в особенности при 1–4 аллелях, указывает на 
то, что один и тот же уровень аллельного разнообразия 
может соответствовать разному количеству повторов 
в широком диапазоне.

С целью определения уровней�  количества аллелей� , 
между которыми наблюдаются статистически значимые 
различия в числе повторов в микросателлитном локусе, 
провели попарное сравнение с использованием теста 
Манна – Уитни, за исключением группы с 6 аллелями, ко-
торая была представлена двумя наблюдениями (табл. 1).

Результаты проведенного анализа согласуются с ко-
эффициентом корреляции: после поправки на множе-
ственные сравнения статистически значимым оказалось 
только сравнение 2 и 4 аллелей� , в остальных парах раз-
личия не были значимы.

Несмотря на слабую корреляцию и ограниченные 
различия между группами аллелей� , наблюдаемая тен-
денция в распределении локусов с разным числом повто-
ров в зависимости от аллельного разнообразия указы-
вает на перспективность определения ориентировоч-
ного диапазона числа повторов, при котором вероят-
ность обнаружения более полиморфных локусов оказы-
вается выше. Данная информация может быть полезна 
для повышения эффективности разработки новых высо-
кополиморфных SSR-маркеров.

Для определения диапазонов числа повторов была 
применена кластеризация локусов методом k-средних. 
В качестве группирующей�  переменной�  также использо-
валось суммарное количество повторов всех мотивов 
в локусе (рис. 5).

Было определено три кластера, включающие 58 ло-
кусов с суммарным количеством повторов от 5 до 13, 
33 локуса с 14–22 повторами и 21 локус с 23–41 повто-
ром соответственно. Далее проводился анализ распреде-
ления локусов по числу аллелей�  в каждом кластере 
(рис. 6).

Из рисунка 6 видно, что в первом кластере преобла-
дали локусы с двумя аллелями, тогда как количество ло-
кусов с одним, тремя и четырьмя аллелями постепенно 
уменьшалось с резким снижением на пятом аллеле. Во 
втором кластере распределение было более равномер-
ным – максимум также приходился на локусы с двумя ал-
лелями, но с более равномерным уменьшением количе-
ства локусов по мере увеличения числа аллелей� . В тре-
тьем кластере наблюдалось ярко выраженное преобла-
дание локусов с четырьмя аллелями, количество кото-
рых более чем в два раза превышало количество локусов 
с любым другим числом аллелей� . Эти данные согласу-
ются с результатами ранее проведенного теста Манна – 
Уитни, показавшего статистически значимые различия 
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по количеству повторов между локусами с 2 и 4 алле-
лями.

Для проверки статистической�  значимости различий�  
в распределении числа аллелей�  между кластерами про-
вели непараметрический�  тест Краскела – Уоллиса и апо-
стериорные попарные сравнения с помощью теста Данна 
с поправкой�  Холма – Бонферрони (табл. 2).

Проведенный�  тест Краскела – Уоллиса выявил стати-
стически значимые различия между тремя кластерами 
по числу аллелей�  (p = 0,016). Апостериорный�  критерий�  

Данна показал наличие статистически значимых разли-
чий�  только между первым и третьим кластерами. От-
личия между остальными кластерами не достигли по-
рога статистической�  значимости. Однако стоит отме-
тить, что несмотря на значимость различий�  первого 
и третьего кластеров (p = 0,022), p-значение не преодо-
левает более строгий�  порог в 0,01, что, в совокупности 
с умеренной�  корреляцией�  между числом повторов 
и уровнем полиморфизма (ρ = 0,34), указывает на огра-
ниченную силу взаимосвязи. Поскольку проведенный�  

Группы маркеров по количеству аллелей Статистика 
(W)

P P (скоррект.)
Группа 1 Группа 2

2 4 237,5 0,002 0,023

1 4 141,0 0,015 0,136

2 3 279,5 0,043 0,342

1 3 149,5 0,056 0,390

2 5 83,0 0,092 0,552

1 5 46,0 0,116 0,581

1 2 316,0 0,904 1,000

3 4 265,0 0,366 1,000

3 5 89,5 0,794 1,000

4 5 121,5 0,489 1,000

Таблица 1. Результаты попарного сравнения групп маркеров, различающихся по числу аллелей, 
в зависимости от количества повторов в микросателлитном локусе

Table 1. Results of pairwise comparison of the groups of markers differing in the number of alleles, 
depending on the number of repeats in the microsatellite locus

Рис. 4. Распределение суммарного количества повторов в микросателлитных локусах в зависимости от числа 
выявленных аллелей (прямоугольник соответствует межквартильному размаху (IQR), линия внутри 

прямоугольника – медиана, «усы» показывают минимальное и максимальное значения; точки отражают отдельные 
наблюдения, линия – локально сглаженный�  тренд, отражающий�  общую тенденцию)

Fig. 4. Distribution of the total number of repeats in microsatellite loci depending on the number of detected alleles 
(the rectangle represents the interquartile range (IQR), the line inside the rectangle indicates the median, and the “whiskers” 

show the minimum and maximum values; dots represent individual observations, and the line shows a locally smoothed 
trend reflecting the overall pattern)
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Таблица 2. Результаты статистических тестов

Table 2. Results of statistical tests

Название теста Сравнение кластеров Статистика P

Краскела – Уоллиса Общее H = 8,31 0,016*

Данна

Кластеры 1–2 Z = –1,84 0,132

Кластеры 1–3 Z = –2,68 0,022*

Кластеры 2–3 Z = –1,00 0,313

Примечание; * – статистически значимые различия при 0,05 уровне значимости
Note: * – statistically significant differences at the 0.05 level

Рис. 5. Кластеризация локусов по суммарному количеству повторов методом k-средних

Fig. 5. Clustering of loci according to the total number of repeats using the k-means method

Рис. 6. Распределение локусов с различным числом аллелей в кластерах, сформированных по суммарному 
количеству повторов

Fig. 6. Distribution of loci with different numbers of alleles in the clusters arranged by the total number of repeats
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анализ оценивал различия по всем значениям числа ал-
лелей� , это не позволило сделать выводы о различиях 
в частоте именно высокополиморфных локусов. Для ре-
шения этой�  задачи проведена категоризация локусов 
в зависимости от количества повторов: к низкополи-
морфным отнесены локусы с числом аллелей�  ≤ 2, а к вы-
сокополиморфным – > 2. Полученные категориальные 
данные проанализировали с использованием χ2-теста на 
равенство долей�  между кластерами. Этот анализ также 
позволил учесть неравенство объема выборок. Резуль
таты теста показали статистически значимые различия 
частот высокополиморфных локусов в зависимости от 
принадлежности к кластеру (χ2 = 7,95; p = 0,019). Множе-
ственные попарные сравнения с поправкой�  Холма – Бон-
феррони выявили значимое различие между первым 
и третьим кластерами (p = 0,039), что согласуется с ре-
зультатами теста Данна и уточняет, что различия между 
этими кластерами обусловлены разницей�  в частотах вы-
соко- и низкополиморфных локусов.

В дополнение для первого и третьего кластера рас-
считали размер эффекта (Cohen’s h) на основе долей�  вы-
сокополиморфных локусов. Полученное значение (h = 
0,75) соответствовало умеренному эффекту, близкому 
к большому (порог > 0,80) (Cohen, 1988). Учитывали раз-
личия в размерах выборок кластеров (n) посредством 
расчета 95-процентного доверительного интервала для 
разности пропорций�  (0,14–0,57). Поскольку интервал не 
включал ноль, выявленные различия являются стати-
стически значимыми, а размер эффекта отражает их 
практическую применимость.

Перед тем как рекомендовать локусы с количеством 
повторов > 23, необходимо проанализировать баланс 
между частотой�  высокополиморфных локусов и часто-
той�  отбракованных маркеров. В данной�  работе маркеры 
исключали из анализа по трем причинам: отсутствие ам-
плификации, неспецифичная амплификация и арте-
факты амплификации (статтеры, побочные пики, ярко 
выраженное неполное аденилирование). Первые две 
причины, вероятнее всего, не имеют причинно-след-
ственной�  связи с длиной�  повтора, а являются следствием 
некорректной�  работы подобранной�  пары прай� меров. 
В свою очередь, вероятность образования статтеров мо-
жет расти в зависимости от количества повторов, как 

случаев возможного проскальзывания ДНК-полимеразы 
(рис. 7).

Многие прай� меры, фланкирующие микросателлит-
ные последовательности с большим количеством повто-
ряющихся мотивов (30, 35, 37, 39, 42, 43, 45 и 71), в дан-
ных условиях проведения ПЦР показали либо отсутствие 
амплификации, либо наличие артефактов SSR-анализа. 
На рисунке 7 наглядно продемонстрировано увеличение 
доли отбракованных маркеров с ростом количества по-
второв в локусе. Однако статистическая проверка с ис-
пользованием попарных сравнений�  с поправкой�  Холма – 
Бонферрони не выявила значимых различий�  между кла-
стерами, в том числе между первым и третьим кластером 
(p = 0,081). Таким образом, не наблюдалось значимого 
увеличения доли отбракованных маркеров при возрас-
тании количества повторов.

Выявленные закономерности позволяют рекомендо-
вать в будущих исследованиях отдавать предпочтение 
микросателлитным локусам с количеством повторов 
больше 23, что потенциально может способствовать уве-
личению доли высокополиморфных маркеров. Посколь-
ку данное исследование не было направлено на установ-
ление этой�  зависимости, не представлялось возможным 
определить верхний�  порог количества повторов, после 
которого негативные эффекты, такие как вероятность 
статтеров, могут превысить эффект повышенной�  инфор-
мативности. Следует также учитывать, что выявленные 
закономерности могут варьироваться в зависимости от 
изучаемой�  культуры. Несмотря на это, было установле-
но, что использование количества повторов в локусе 
в качестве одного из критериев при отборе in silico может 
повысить среднюю информативность разрабатываемых 
SSR-маркеров. 

Согласно литературным данным, общее количество 
микросателлитов в геноме подсолнечника составляет 
3 543 083 и покрывает 1,72% всего генома (Avvaru et al., 
2020). Однако множество из них не подходят для разра-
ботки SSR-маркеров по таким причинам, как низкая 
сложность фланкирующих последовательностей� , внут
ригенная локализация, моно- и динуклеотидный�  мотив 
и т. д. Мы провели отбраковку таких локусов и разрабо-
тали 186 микросателлитных маркеров подсолнечника. 
И из них только 94 проявили себя эффективными для 

Рис. 7. Доля отбракованных маркеров от общего количества в зависимости от кластера

Fig. 7. Proportion of rejected markers from the total number depending on the cluster
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дальней� шего использования в исследованиях по изуче-
нию генетического разнообразия генетических ресурсов 
подсолнечника и их идентификации. Согласно литера-
турным источникам, среди заново разработанных мар-
керов около 70% могут быть неэффективными (Ascunce 
et al., 2013). Полученные нами результаты превышают 
этот показатель. Для части этих маркеров в предыдущих 
исследованиях уже подтверждена возможность объеди-
нения их в системы для мультиплексной�  ПЦР и показан 
высокий�  дискриминационный�  потенциал системы мар-
керов (Golovatskaya, Guchetl, 2024). Последовательности 
прай� меров и характеристики маркеров представлены 
в созданной�  нами базе данных микросателлитных ДНК-
маркеров подсолнечника (Golovatskaya et al., 2025). Даль-
ней� шие наши исследования направлены на отбор марке-
ров, обладающих наибольшим дискриминационным по-
тенциалом, с возможностью объединения в наборы для 
мультиплексной�  ПЦР и разработку технологии геноти-
пирования подсолнечника.

Заключение

С использованием биоинформатических методов на 
эталонной�  сборке генома подсолнечника HanXRQr2.0-
SUNRISE разработаны 186 новых микросателлитных 
маркеров с три- и более нуклеотидами мотива с числом 
повторов от 3 до 97. Из них, по результатам апробации, 
94 оказались полиморфными и обладали специфично-
стью к целевому локусу. Установлена статистически зна-
чимая, но слабая положительная корреляция между чис-
лом аллелей�  и количеством повторов в микросател
литном локусе. Повышение числа аллелей�  выражалось 
в смещении распределения в сторону более полиморф-
ных локусов при числе повторов свыше 23, что позво-
ляет рассматривать этот порог как ориентир при разра-
ботке SSR-маркеров. На основании полученных данных 
возможен отбор наиболее информативных маркеров, 
формирование наборов для мультиплексной�  ПЦР и со-
здание эффективной�  системы для генотипирования под-
солнечника.
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