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Актуальность. Соя (Glycine max (L.) Merr.) является стратегически значимой сельскохозяйственной культурой, расши-
рение сортового разнообразия которой требует надежных и воспроизводимых методов идентификации и контроля 
в области семеноводства. Микросателлитные маркеры получили широкое применение для паспортизации и иденти-
фикации сортов, однако в целях повышения точности и производительности генотипирования требуется разработка 
мультиплексных систем на их основе.
Материалы и методы. Исследование проведено на образцах ДНК индивидуальных растений сои 15 сортов разного 
происхождения. Для 19 из 22 тринуклеотидных SSR-локусов с применением биоинформатических методов сконстру-
ированы новые пары праймеров, адаптированные для использования в мультиплексных ПЦР. Для эксперименталь-
ной проверки праймеры были модифицированы разными флуорофорами. Разделение ПЦР-продуктов осуществля-
лось с помощью фрагментного анализа с использованием капиллярного электрофореза. Оптимизация мультиплекс-
ных ПЦР включала подбор совместимых маркеров, соотношений концентраций праймеров и температурно-времен-
ных условий амплификации.
Результаты. Разработаны две мультиплексные системы, включающие 11 информативных SSR-маркеров в каждой. 
Оптимизация условий мультиплексных ПЦР обеспечила специфичную, стабильную и воспроизводимую амплифика-
цию фрагментов ДНК соответствующих SSR-маркеров. Установлены диапазоны размеров аллельных вариантов 
и сформированы файлы панелей для корректной интерпретации результатов фрагментного анализа относительно 
контрольного образца.
Заключение. Разработанные мультиплексные системы SSR-маркеров повышают точность и сокращают продолжи-
тельность генотипирования, что определяет возможность их последующего применения в генетической паспортиза-
ции и идентификации сортов сои. 
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Development of multiplex SSR marker systems of soybean 
(Glycine max (L.) Merr.) for certification and identification of cultivars

Background. Soybean (Glycine max (L.) Merr.) is a strategically important crop, and expanding its cultivated diversity requires 
reliable and reproducible methods of identification and control in seed production. Microsatellite markers are widely used for 
certification and identification of cultivars, but to improve the accuracy and productivity of genotyping, it is necessary to devel-
op multiplex systems on their basis.
Materials and methods. DNA samples from individual soybean plants of 15 cultivars of various origin were studied. As a mark-
er base, we used 22 informative microsatellite loci with trinucleotide repeats distributed throughout the soybean genome. 
Using bioinformatic approaches, we designed new primer pairs for 19 loci, adapted for specific amplification of target DNA frag-
ments under unified conditions of multiplex PCR. For experimental validation, forward primers were labeled with different 
fluorophores. When distributing fluorophores among SSR markers, we took into account the size ranges of amplified DNA frag-
ments, thus avoiding signal overlap of different markers during the fragment analysis. PCR products were separated by capil-
lary electrophoresis using a genetic analyzer. Optimization of multiplex PCR included stepwise selection of marker combina-
tions, primer concentration ratios, and thermal cycling conditions.
Results. Two multiplex systems were developed, each including 11 informative SSR markers. The optimized multiplex PCR con-
ditions ensured specific, stable, and reproducible amplification of DNA fragments corresponding to the loci. Based on the re-
sults, panel files were created in fragment analysis software and adjusted versus a positive control, which ensured correct in-
terpretation and comparability of results between analytical runs.
Conclusion. The developed multiplex SSR marker systems improve genotyping accuracy and reduce its duration, thereby ena-
bling their application in genetic certification and identification of soybean cultivars.
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Введение

Соя (Glycine max (L.) Merr.) является стратегически 
значимой культурой в обеспечении продовольственной 
безопасности страны. В связи с постоянно расширяемым 
сортиментом сортов сои требуется надежный инстру-
мент для определения оригинальности сортов, защиты 
интеллектуальных прав селекционеров и контроля под
линности семенного материала. В настоящее время в ка-
честве такого инструмента рассматривается генетиче-
ская паспортизация (ДНК-паспортизация), что делает ее 
особенно актуальной в условиях ужесточения требова-
ний в области семеноводства. Несмотря на многочислен-
ные исследования, подтверждающие целесообразность 
применения ДНК-маркеров для паспортизации и иден-
тификации сельскохозяйственных растений, на сего-
дняшний день нет стандартизированных методик для их 
практического применения (Khlestkina et al., 2025). 

Микросателлиты, известные также как SSR (Simple 
Sequence Repeats) – локусы ДНК, содержащие повторяю-
щиеся последовательности (мотивы) длиной от 1 до 
10 нуклеотидов. Данные локусы имеют высокий уровень 
полиморфизма, заключающийся в разнице количества 
мотивов, что позволяет формировать уникальный ДНК-
профиль для разных генотипов. К преимуществам SSR-
маркеров также относят кодоминантный тип наследова-
ния, воспроизводимость результатов анализа и относи-
тельную простоту детекции. Эти характеристики обеспе-
чили широкое распространение микросателлитных мар-
керов для идентификации различных генотипов (Alves 
et al., 2024).

Успешное применение SSR-маркеров для ДНК-иден-
тификации сортов сои было продемонстрировано в ра
ботах зарубежных (Tripathi et al., 2023; Zatybekov et al., 
2023) и отечественных исследователей (Bondarenko 
et al., 2025). Однако в большинстве из них SSR-анализ 
проводят в моноплексных ПЦР, где в каждой реакции 
используется только одна пара праймеров. Разделение 
продуктов амплификации осуществляют методами элек-
трофореза в агарозных или полиакриламидных гелях 
различной концентрации. Несмотря на простоту и до-
ступность проведения, такой анализ является довольно 
трудоемким и продолжительным, особенно при большом 
количестве используемых ДНК-маркеров и анализиру
емых образцов. При этом из-за низкой разрешающей 
способности и специфики проведения данных методов 
электрофореза точность анализа остается недостаточно 
высокой, что создает проблемы при идентификации ге-
нотипов, отличающихся всего несколькими парами ну-
клеотидов (Guchetl et al., 2025).

На современном этапе развития молекулярно-гене-
тических методов наблюдается тенденция к переходу на 
мультиплексные системы ДНК-маркеров, когда в ходе од-
ной полимеразной цепной реакции происходит одновре-
менная амплификация с использованием двух и более 
пар праймеров (Zubov et al., 2024). Такой подход позволя-
ет значительно сократить трудовые и временные затра-
ты, а в сочетании с капиллярным электрофорезом по
высить точность, воспроизводимость и производитель-
ность генотипирования. Мультиплексные системы с по-
следующим разделением амплифицированных фрагмен-
тов методом капиллярного электрофореза эффективно 
применяются для идентификации линий, сортов и ги-
бридов сельскохозяйственных культур. Так, например, 
для паспортизации сортов картофеля была разработана 
мультиплексная система, включающая 10 SSR-маркеров 

(Kolobova et al., 2017). Для подсолнечника разными ис-
следователями созданы мультиплексные наборы из 
7 маркеров (Shilov et al., 2023), 4 набора из 4–5 маркеров 
(Golovatskaya, Guchetl, 2024). Для кукурузы (Koltun et al., 
2024) были протестированы 2 набора по 10 SSR-мар
керов. Эти примеры показывают высокий интерес к со-
зданию эффективных способов генотипирования, а так-
же применимость мультиплексного подхода для иденти-
фикации генотипов различных сельскохозяйственных 
культур.

Генотипирование сортов сои также проводят с помо-
щью мультиплексных систем ДНК-маркеров. В исследо-
вании (Li et al., 2024) использовали 20 мультиплексных 
систем, содержащих по 3–4 SSR-маркера. Такое большое 
общее количество SSR-маркеров, но малое в составе 
мультиплексных ПЦР для идентификации сортов, может 
быть избыточным и экономически нецелесообразным 
из-за высокой стоимости анализа большого числа образ-
цов. Работы в данном направлении ведутся и в РФ – 
описаны два мультиплексных набора, состоящих из 
8 и 7 SSR-маркеров соответственно (Divashuk et al., 2025), 
что показывает высокий интерес к созданию мульти-
плексных систем на сое и его актуальность.

В наших предыдущих исследованиях было показано, 
что сорта сои характеризуются внутрисортовым поли-
морфизмом и представлены совокупностью биотипов 
с различной частотой встречаемости. При этом некото-
рые сорта имеют в своей структуре идентичные био
типы, но отличаются друг от друга наличием уникаль-
ных (Savichenko et al., 2024b). Этим обусловлена необхо-
димость анализа выборок индивидуальных растений 
сорта для учета состава биотипов с целью формирования 
информативных ДНК-профилей сортов при их паспор
тизации и идентификации. Это повышает требования 
к производительности и воспроизводимости способов 
генотипирования и также подтверждает актуальность 
разработки мультиплексных систем ДНК-маркеров для 
сокращения времени и стоимости анализа.

Настоящее исследование основано на ранее прове-
денных нами работах, в которых были отобраны инфор-
мативные SSR-маркеры, потенциально пригодные для 
паспортизации и идентификации сортов сои (Ramazano-
va, Kolomytseva, 2020; Ramazanova et al., 2021; Savichenko 
et al., 2024a).

Цель исследования – разработать мультиплексные си-
стемы на основе ранее отобранных SSR-локусов, обеспе-
чивающие возможность их применения при паспортиза-
ции и идентификации сортов сои.

Материалы и методы

Исследования проводили в 2024–2025 гг. в лаборато-
рии молекулярно-генетических исследований Всерос-
сийского научно-исследовательского института маслич-
ных культур имени В.С. Пустовойта (ВНИИМК). Материа-
лом для оценки разрабатываемых мультиплексных си-
стем служили образцы ДНК, выделенные из одного рас-
тения (семени) сои каждого из 15 сортов: ‘Williams 82’, 
‘Ходсон’ (США); СибНИИК-315 (Сибирский федеральный 
научный центр агробиотехнологий РАН, РФ); ‘Оптима’, 
‘Уника’ (ООО «Соевый комплекс», РФ); ‘Омская 4’, ‘Сиби-
риада’ (Омский аграрный научный центр, РФ); ‘Лидия’, 
‘Даурия’ (Всероссийский НИИ сои, РФ); ‘Весточка’, ‘Зара’, 
‘Кубань’, ‘Кубанская 4958’, ‘Лира’, ‘Пума’ (ВНИИМК, РФ). 
Сорт ‘Лира’ выбран в качестве положительного контроль-
ного образца (ПКО) для сопоставления результатов меж-
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ду сериями анализов, как характеризующийся низким 
уровнем внутрисортового полиморфизма (Savichenko 
et al., 2024b).

Выделение ДНК осуществлялось из осевых органов 
зародыша, предварительно вырезанных из семени с по-
мощью скальпеля и измельченных в гомогенизаторе 
KZ-III-FP (Servicebio, КНР). Для выделения и очистки ДНК 
использовали набор реагентов «МагноПрайм ФИТО» 
(«НекстБио», РФ) на автоматической станции Auto-Pure 96 
(Allsheng, КНР). Концентрацию выделенной ДНК изме
ряли на спектрофотометре Micro Spectrophotometer Nano-
300 (Allsheng, КНР), при необходимости образцы разбав-
ляли деионизированной водой до требуемой концентра-
ции (25 нг/мкл).

Исходный набор SSR-локусов, распределенных по все-
му геному сои, формировали на основании данных об их 
информативности (Ramazanova, Kolomytseva, 2020; Rama
zanova et al., 2021; Savichenko et al., 2024a). Критериями 
включения локусов в набор для дальнейшей работы яв-
лялись стабильность амплификации, отсутствие нуле-
вых аллелей и возможность однозначной интерпрета-
ции аллельных вариантов. Разработка мультиплексных 
систем осуществлялась на основе 22 SSR-локусов с три-
нуклеотидными мотивами, локализованных на соответ-
ствующих хромосомах: 1 – Satt532 и Satt507; 2 – Satt141; 
3 – Satt549; 4 – AW277661; 6 – Satt286 и Satt681; 7 – 
CSSR531; 9 – Soyprp1; 11 – Satt359 и Satt197; 12 – 
Satt353, Satt181 и Satt442; 13 – Sаtt149; 14 – Satt168; 
15 – Satt263; 16 – Satt287 и Satt596; 18 – Sаtt309; 20 – 
Satt292 и Satt614, представленных в базе данных SoyBase 
(https://soybase.org). Конструирование новых последова-
тельностей праймеров осуществлялось с помощью инстру-
мента Primer-BLAST (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/
primer-blast) на основе последовательностей ДНК рефе-
ренсного генома сои сорта ‘Williams 82’ (сборка Glycine_
max_v4.0, размещенная в базе данных RefSeq на платфор-
ме NCBI, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/datasets/genome/
GCF_000004515.6/), содержащих микросателлитный уча-
сток и по 200–250 пн фланкирующих областей. Парамет-
рами для конструирования были: место посадки прямого 
и обратного праймеров в областях, фланкирующих ми-
кросателлит, ожидаемый размер амплифицируемого 
фрагмента 100–550 пн, температура плавления (Tm) 
праймеров 58–62°С (с максимально допустимой разни-
цей между парой 3°С). Критерии для отбора праймерных 
пар in silico: амплификация только специфичного продук
та, отсутствие или минимально возможное образование 
димеров. Для экспериментальной проверки праймеры 
были синтезированы с флуорофорами FAM, R6G, TAMRA 
или ROX на 5`-конце прямых (F) праймеров. 

Моноплексные ПЦР проводились в реакционных сме-
сях объемом 10 мкл, содержащих: по 1 мкл 10х ПЦР-
буфера-Б, MgCl2 (25 мМ) и смеси дНТФ (концентрация 
каждого – 50 мкМ); 0,2 мкл SynTaq ДНК-полимеразы 
(5 е. а./мкл) производства «Синтол» (РФ); по 0,04 мкл 
прямого и обратного праймера (100 пкM/мкл); 2 мкл 
ДНК (25 нг/мкл) и деионизированную воду до конечного 
объема. Амплификация осуществлялась в термоциклере 
GeneExplorer GE-48D (Bioer, КНР) по следующим темпера-
турно-временным режимам: начальная денатурация при 
95°C в течение 90 с; затем 35 циклов: денатурация при 
95°C – 30 с, отжиг при 60°C – 40 с, элонгация при 70°C – 
60 с; финальная элонгация при 70°C – 2 мин.

Мультиплексные ПЦР проводились в реакционных 
смесях аналогичного состава, за исключением увеличен-
ного числа праймерных пар. При формировании мульти-

плексных наборов концентрация каждого вносимого 
праймера составляла 4 пкМ/мкл, что соответствует ко-
нечной концентрации в реакции 0,4 пкМ/мкл. Амплифи-
кация проводилась по двум разным протоколам темпе-
ратурно-временных режимов. Протокол А (touchdown) – 
начальная денатурация при 95°C в течение 90 с; далее 
10 циклов: денатурация при 95°C – 30 с, отжиг при 64°C 
(с понижением температуры на 0,5°C с каждым цик-
лом) – 40 с, элонгация при 70°C – 60 с; затем 25 циклов: 
95°C – 30 с, 58°C – 40 с, 70°C – 60 с; финальная элонгация 
при 70°C – 2 мин. Протокол Б (two-step PCR) – начальная 
денатурация при 95°C – 2 мин; затем 35 циклов: денату-
рация при 95°C – 5 с, отжиг-элонгация при 62°C – 90 с; 
финальная элонгация при 65°C – 30 мин. Для сравнения 
эффективности амплификации по двум протоколам ПЦР 
проводили в реакционных смесях, взятых из предвари-
тельно приготовленного общего стока, с целью исключе-
ния влияния факторов, не связанных с температурно-
временными режимами (погрешности дозирования ком
понентов); амплификация осуществлялась одновремен-
но в разных температурных блоках одного термоцикле-
ра GeneExplorer GE-48D. Выбор оптимального протокола 
основывался на сравнительном анализе получаемых 
электрофореграмм.

При оптимизации состава реакционной смеси муль
типлексной ПЦР концентрации праймеров регулировали 
путем варьирования объема вносимого исходного рас
твора праймера (100 пкМ/мкл). Для SSR-маркеров с низ-
кой интенсивностью сигнала концентрацию увеличива-
ли, для остальных оставляли неизменной или снижали. 
Итоговые концентрации каждой пары праймеров уста-
навливались после перераспределения флуорофоров 
с учетом различий в интенсивности их флуоресценции. 
Критерием для оценки различных вариантов концентра-
ций праймеров являлась относительная интенсивность 
сигнала.

Разделение продуктов амплификации (ПЦР-продук-
тов) осуществлялось с помощью фрагментного анализа, 
выполненного методом капиллярного электрофореза на 
генетическом анализаторе «Нанофор 05» (Институт ана-
литического приборостроения – ИАП РАН, РФ). Подготов-
ка проб для капиллярного электрофореза включала сме-
шивание 1 мкл ПЦР-продукта мультиплексной реакции 
(или 1 мкл из предварительно смешанных ПЦР-продук-
тов моноплексных реакций с праймерами, меченными 
разными флуорофорами) с 0,5 мкл размерного стандарта 
СД-600 и 8,5 мкл деионизированного HiDi-формамида 
(«Синтол», РФ), последующую денатурацию при 95°C 
в течение 3 мин, затем охлаждение до 0°C в термоцикле-
ре GeneExplorer GE-48D. Параметры электрофореза уста-
навливались стандартные для линейки капилляров дли-
ной 36 см (ИАП РАН, РФ) и полимера ПДМА-4 («Синтол», 
РФ). Размер фрагментов ДНК определяли относительно 
размерного стандарта СД-600 с помощью компьютерно-
го программного обеспечения GeneMarker версии 3.0.1 
(SoftGenetics, США). 

Все опыты, включающие проведение ПЦР и фраг-
ментный анализ, проводились в 3-кратной технической 
повторности, используя при этом одни и те же образцы 
ДНК, что позволило оценить стабильность и воспроизво-
димость работы используемых SSR-маркеров.

Дополнительно в GeneMarker формировали файлы 
панелей аллелей SSR-маркеров. При создании панелей 
аллели каждого маркера определяли по положению пи-
ков анализируемых образцов на электрофореграмме, 
а также статтер-пиков, соответствующих потенциаль-
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ным аллельным вариантам, возможным при увеличе
нии выборки генотипов. Обозначение аллелей задавали 
с учетом размеров соответствующих фрагментов рефе-
ренсного генома сои, установленных in silico (с помощью 
Primer-BLAST), с шагом 3 пн, что обусловлено тринуклео-
тидным мотивом используемых SSR-маркеров.

Результаты и обсуждение

Совместная амплификация нескольких SSR-маркеров 
в мультиплексных ПЦР ограничивается рядом факторов, 
включая различия в температуре отжига праймеров, что 
было показано в наших предыдущих исследованиях (Ra
mazanova et al., 2021; Savichenko et al., 2024a), образова-
ние неспецифичных продуктов амплификации за счет 
перекрестного взаимодействия праймеров, формиро
вание праймерных димеров. В связи с чем первоначаль-
ным этапом исследования стало устранение перечислен-
ных ограничений несовместимости праймеров. Для ре-
шения данной проблемы к 19 из 22 SSR-локусов (за ис
ключением Satt532, Satt507 и Satt168) были сконструиро-
ваны и отобраны новые последовательности праймеров. 
С учетом ожидаемых размеров амплифицируемых фраг-
ментов ДНК к праймерам были подобраны флуорофоры 
таким образом, чтобы при совместном использовании 
маркеров с близкими значениями размеров фрагментов 
на электрофореграммах капиллярного электрофореза 
пики одного маркера не перекрывались пиками другого 
(табл. 1).

Далее каждую пару праймеров протестировали от
дельно в идентичных условиях. Использование для ана-
лиза образцов ДНК индивидуальных растений позволи-
ло четко интерпретировать специфичность амплифика-
ции. Это обусловлено тем, что для одного микросател-
литного локуса у индивидуального растения ожидается 
не более двух аллельных вариантов – один у гомозигот-
ных и два у гетерозиготных генотипов (кодоминантный 
тип наследования). Учитывая палеополиплоидное про
исхождение генома сои (G. max), появление большего ко-
личества пиков на электрофореграмме может свидетель-
ствовать об амплификации паралогичных или неспеци-
фических последовательностей. 

В результате моноплексных ПЦР с использованием 
новых пар праймеров по всем SSR-маркерам получены 
только целевые фрагменты ДНК, размеры которых были 
близки по значениям к ожидаемым (рассчитанным по 
референсному геному сои). Для локуса Satt141 установ-
лено, что применение пары праймеров, представленной 
в SoyBase, приводило к амплификации дополнительного 
продукта размером 134 пн, воспроизводимо наблюдае-
мого у образцов, имеющих фрагмент 146 пн. Указанный 
продукт интерпретировался как второй аллель, что при-
водило к ошибочной идентификации образцов как гете-
розиготных по SSR-маркеру Satt141. При использовании 
новой сконструированной нами пары праймеров допол-
нительный фрагмент у тех же образцов не выявлялся. 
При этом остальные аллели SSR-маркера Satt141 сохра-
нялись, за исключением изменения их размера, что обу-

Таблица 1. Характеристика новых праймеров, фланкирующих SSR-локусы сои

Table 1. Characteristics of the new primers flanking SSR loci in soybean

SSR-локус
Нуклеотидные последовательности 
праймеров

Tm, °С
Ожидаемый размер 
фрагмента ДНК, пн

Флуорофор

Satt141
F: ACACGATCAGGACTCTTTCGT 59

331
R6G

R: GCCGTCATAAAAAGTCCCTCAGA 61 –

Satt549
F: CGCAACAATCACTAGTACGGG 59

314
FAM

R: CCAGCAGGCCCAAGGTTTAT 60 -

AW277661
F: CCCGAAAGAAAGACAGAAAACCC 60

275
R6G

R: ATATGAAAGTAGGTGACCATGGAGC 60 –

Satt681
F: GGACCCTCGTGGAAACCTAC 60

333
FAM

R: ATATTGCATGTAACCAAAGTCCCTCT 60 –

Satt286
F: TGGCATGGTATCCTTGCTACATA 59

466
R6G

R: TCATCTTGTTTGGAGGGAATAGC 59 –

CSSR531
F: GTGTGAAATGGCTAACCCGC 60

120
TAMRA

R: GGCCATGCACCTGCTACTT 60 –

Soyprp1
F: AGATCGAAGAGGTACGTGCCAA 62

387
FAM

R: ATGGCTGCCAGCTGCATATT 61 –

Satt197
F: AAATTGACAACCGAAGAATTACGTG 59

190
ROX

R: GCCACCTAATCCAATGGGCA 60 –

Satt359
F: TGATCATTGACTACTCGAATGTGAT 58

348
FAM

R: TCTCAAATCCAAGCTGCCGT 60 –
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словлено смещением положения праймеров в последова-
тельности, фланкирующей микросателлит. Наблюдае-
мый эффект указывает на некорректную работу прайме-
ров, использованных ранее (из SoyBase). На рисунке 1 
представлены результаты амплификации фрагментов 
по SSR-маркеру Satt141 с применением разных пар прай
меров на примере образца ДНК растения сорта ‘Уника’.

Таким образом, конструирование новых пар прайме-
ров привело температуры отжига к идентичным значе-
ниям и обеспечило специфичную амплификацию целе-
вых фрагментов ДНК, что создало возможность для по-

следующего объединения праймеров в мультиплексные 
ПЦР.

На выборке анализируемых образцов для каждого 
SSR-маркера были установлены фактические размеры 
амплифицированных фрагментов ДНК и диапазоны их 
значений. В таблице 2 SSR-маркеры сгруппированы в два 
блока в соответствии с их дальнейшим распределением 
в мультиплексных системах.

Полученные аллельные варианты по всем SSR-мар
керам (см. табл. 2) представляют собой ДНК-профили, 
уникальные для анализируемых образцов. Следует отме-

SSR-локус
Нуклеотидные последовательности 
праймеров

Tm, °С
Ожидаемый размер 
фрагмента ДНК, пн

Флуорофор

Satt353
F: ATACACGCATTGCCTTTCCTG 59

248
ROX

R: GCTCAAAAGCCTATCTTAACCAAA 58 –

Satt181
F: ACTAGCCAAGGGAGAGAGGAG 60

373
R6G

R: CCCAACAAAAATTTGAACCCCGT 61 –

Satt442
F: ACCTGGACTTGTTTGCTCATCA 60

207
TAMRA

R: GCGTGTAATTATGCATTCGAGTGTT 61 –

Sаtt149
F: GCTACAGTCACAGTACTTACCCTTT 60

422
FAM

R: CGAGTTGGAGGCCATAGTCAC 61 –

Satt263
F: TGCACCCAATCATGATAGCATTT 59

329
TAMRA

R: ATATGGTCTTAAGAGACCGACCCA 60 –

Satt287
F: GCCAATTCCATTGTGTGTCAG 58

390
ROX

R: GGTTTGTTCAGTGGTGGGAGA 60 –

Satt596
F: CCGTCGATTCCGTACAAGATAG 59

255
FAM

R: CCCTTCGTCCACCAAATATTCAA 59 –

Sаtt309
F: TCGAGTCCTTCAAATTGGCGT 60

276
ROX

R: GGCTAGATTCAAGAAACAAAAGGT 58 –

Satt292
F: AAGGCTAACTTCTTTGGGTTGAGA 60

321
ROX

R: GAAGGCCAACATTGAAAAGTCGT 60 –

Satt614
F: ACCCAATCATAAGTTTCTCCCCT 59

466
TAMRA

R: TGAGCTCAACTGAGTCACGTC 60 –

Satt532
F: GCGCCAATATTATCATGCTTTATGT 59

168
ROX

R: GCGTGTAAAAATCTTTGAATCTTGA 57 –

Satt507
F: GCGCTCAGCCTTGTTAAATCACTT 62

217
FAM

R: GCGCTACTCTCGTGTCGTTAGTTA 62 –

Satt168
F: CGCTTGCCCAAAAATTAATAGTA 56

226
TAMRA

R: CCATTCTCCAACCTCAATCTTATAT 57 –

Примечание: F – прямой праймер; R – обратный праймер; Tm – температура плавления праймера, значение из Primer-BLAST 
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast)

Note: F – forward primer; R – reverse primer; Tm – primer melting temperatures, the value supplied from Primer-BLAST (https://www.
ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast)

Таблица 1. Окончание

Table 1. The end
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Таблица 2. Размеры фрагментов ДНК, соответствующих SSR-маркерам, у сортов сои, пн

Table 2. Sizes of DNA fragments corresponding to SSR markers in soybean cultivars, bp

Сорт

SSR-маркер

Sa
tt

50
7

Sa
tt

68
1

Sa
tt

14
9

Sa
tt

53
2

Sa
tt

14
1

Sa
tt

61
4

Sa
tt

44
2

Sa
tt

26
3

Sa
tt

30
9

Sa
tt

35
9

Sa
tt

28
6

‘Лира’* 211 333 407 165 319 433 192 338 261 348 466

‘Williams 82’ 211 333 422 168 331 472 207 329 276 348 466

‘Ходсон’ 208 333 398 165 322 421 192 329 261 354 466

‘СибНИИК-315’ 211 333 398 168 319 415 207 308 261 354 466

‘Оптима’ 208 333 398 165 319 481 192 308 261 354 466

‘Уника’ 211 333 407 162 277 415 207 311 261 372 466

‘Омская 4’ 214 333 398 168 322 481 195 314 261 375 460

‘Сибириада’ 214 333 398 168 322 433 192 314 261 375 460

‘Даурия’ 214 327/330 398 165 322 421 195 338 255 375 466

‘Лидия’ 214 327 425 165 322 421 192 314 261 372 460

‘Весточка’ 208 333 398 165 328 472 204 329 261 354 451

‘Зара’ 208 333 398 165 328 472 204 329 261 354 451

‘Кубань’ 208 345 422 174 322 454 189 311 261 348 460

‘Кубанская 
4958’ 208/211 333 398 165 322 421/433 189 308/329 261 354 466

‘Пума’ 208 333 398 165 319 454 198 308 261 354 457

Диапазон 
значений 208–214 327–345 398–425 162–174 277–331 415–481 189–207 308–338 255–276 348–375 451–466

Рис. 1. Электрофореграммы разделения ПЦР-продукта SSR-маркера Satt141 (растение сорта ‘Уника’): 
a – с праймерами, представленными в SoyBase; b – с новыми праймерами

Fig. 1. Electrophoregrams of PCR product separation for the SSR marker Satt141 (a plant of cv. ‘Unika’): 
a – with primers from SoyBase; b – with the newly designed primers

ТРУДЫ ПО ПРИКЛАДНОЙ БОТАНИКЕ, ГЕНЕТИКЕ И СЕЛЕКЦИИ /

PROCEEDINGS ON APPLIED BOTANY, GENETICS AND BREEDING. 2026;187(2):193-206

   •   187 (2), 2026   •   

199

Савиченко В.Г.



тить, что данные профили отражают генотипы отдель-
ных растений, а не сорта в целом, и не могут рассматри-
ваться как их полная характеристика ввиду возможного 
внутрисортового полиморфизма, для определения кото-
рого необходим анализ выборки растений сорта. По этой 
же причине в рамках настоящего исследования не прово-
дился анализ генетического разнообразия сортов, вклю-
чающий расчет статистических показателей.

Следующим этапом работы стало формирование 
мультиплексных систем, заключающееся в поэтапном 
пополнении наборов SSR-маркеров по результатам 
успешной амплификации при их совместном использо-
вании. В результате проведенной работы были сфор-
мированы две мультиплексные системы, позволяющие 
проводить одновременную совместную амплификацию 
фрагментов 11 SSR-маркеров в каждой (см. табл.  2).

При проведении мультиплексных ПЦР со сформиро-
ванными наборами SSR-маркеров амплифицировались 
фрагменты ДНК, размеры которых полностью соответ-
ствовали значениям, установленным в результате моно-
плексных ПЦР (см. табл. 2). Однако амплификация харак-
теризовалась недостаточной стабильностью: при по-
вторных постановках мультиплексных ПЦР наблюдалась 
вариабельность интенсивности сигнала по отдельным 

SSR-маркерам, а также появление неспецифичных про-
дуктов реакции.

С целью получения стабильных и воспроизводимых 
результатов амплификации провели оптимизацию тем-
пературно-временных условий мультиплексных ПЦР. 
При сравнении двух отличающихся условиями протоко-
лов было установлено, что оба обеспечивают амплифи-
кацию фрагментов по всем SSR-маркерам мультиплекс-
ной системы 1. Однако использование протокола А при-
вело к появлению неспецифичных продуктов, что видно 
на каналах детекции флуоресценции FAM и R6G, тогда 
как по протоколу Б они отсутствуют (рис. 2). При этом 
в обоих случаях наблюдался слабый сигнал по SSR-мар-
керам Satt263 и Satt614. 

Во второй мультиплексной системе при амплифика-
ции по протоколу А также отмечалось наличие неспеци-
фичных продуктов по каналам детекции FAM и R6G. Ин-
тенсивность сигналов по SSR-маркерам Satt549, Satt181, 
Satt168, CSSR531, Satt197, Satt353, Satt292 и Satt287 была 
слабой, а для части анализируемых образцов ДНК вовсе 
отсутствовала. Проведение мультиплексной ПЦР по про-
токолу Б обеспечило стабильную амплификацию толь-
ко целевых фрагментов ДНК по всем SSR-маркерам 
(рис. 3). 

Таблица 2. Окончание

Table 2. The end

Сорт

SSR-маркер

CS
SR

53
1

Sa
tt

59
6

Sa
tt

28
7

Sa
tt

19
7

A
W

27
76

61

Sa
tt

18
1

Sa
tt

16
8

Sa
tt

54
9

Sa
tt

35
3

Sa
tt

29
2

So
yp

rp
1

‘Лира’* 111 237 360 202 275 364 199 299 251 336 360

‘Williams 82’ 114 252 390 190 275 361/373 199/226 314 251 321 387

‘Ходсон’ 111 255 390 205 257 331 229 299 251 294 390

‘СибНИИК-315’ 117 246 360 205 275 364 229 290 251 336 390

‘Оптима’ 111 282 390 205 260 331 199 314 251 336 360

‘Уника’ 111 246 360 205 275 364 229 314 236 336 360

‘Омская 4’ 114 240 360 205 275 331 229 299 251 294 387

‘Сибириада’ 114 282 360 205 260 331 229 299 251 339 387

‘Даурия’ 114 249 360 205 275 355 229 299 236 321 390

‘Лидия’ 114 252 360 199 257 331 199 299 251 294 387

‘Весточка’ 114 240 390 205 260 331 211 314 236 264 387

‘Зара’ 111 240 390 205 260 331 211 314 236 294 387

‘Кубань’ 96 240 360 202 257 331 229 314 236 336 360

‘Кубанская 
4958’ 111 255 390 205 260 331/364 229 314 251 336 360/387

‘Пума’ 117 246 390 190 275 331 226 299 254 336 390

Диапазон 
значений 96–117 237–282 360–390 190–205 257–275 331–373 199–229 290–314 236–254 264–339 360–390

Примечание: * – ПКО; размеры фрагментов использовались как контрольные для сопоставления результатов при разных поста-
новках анализа

Note: * – positive control; fragment sizes were used as reference values for comparison of results across different analytical runs
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В целом проведенный опыт показал преимущество 
протокола 2-шаговой ПЦР (протокол Б) для получения 
стабильных результатов амплификации при совместном 
использовании SSR-маркеров, поэтому данный протокол 
температурно-временных режимов был выбран в каче-
стве оптимального для разработанных мультиплексных 
систем. 

Однако, как уже было отмечено выше, для отдельных 
SSR-маркеров сохранялась относительно низкая интен-
сивность сигнала (см. рис. 2), что могло вызывать затруд-
нение при интерпретации результатов фрагментного 
анализа. Описанная проблема наблюдалась при исполь-
зовании одинаковых концентраций всех праймеров 
в мультиплексной ПЦР (0,4 пкМ/мкл). Поэтому было 
необходимо оптимизировать состав реакционной смеси. 
На рисунке 4 представлены электрофореграммы по ка-
налу детекции флуоресценции TAMRA, демонстрирую-
щие вариабельность интенсивности сигналов SSR-мар-
керов при различных соотношениях подбираемых кон-
центраций праймеров.

Сопоставление высоты пиков SSR-маркеров показало 
различия между анализируемыми вариантами. Так, при 
одинаковой концентрации всех вносимых в реакцион-
ную смесь праймеров наблюдался слабый сигнал по 
SSR-маркерам Satt263 и Satt614 (вариант 1). При увеличе-

нии концентрации этих пар праймеров до 8 пкМ/мкл об-
наружено повышение интенсивности сигнала по марке-
ру Satt263 (высота пика выше относительно предыдуще-
го варианта), однако по SSR-маркеру Satt614 сигнал по-
чти отсутствует (вариант 2). В варианте 3 не происходи-
ло амплификации по SSR-маркеру Satt263, при этом 
несколько выше предыдущего варианта был сигнал 
Satt614. Лучшим из анализируемых оказался вариант 4. 
При таком соотношении концентраций праймеров полу-
чены самые высокие пики SSR-маркеров Satt263 и Satt614 
относительно других вариантов. Пики остальных SSR-
маркеров воспроизводились с достаточной для интер-
претации интенсивностью во всех вариантах. Однако 
сигнал маркера Satt614 сохранялся на низком уровне 
даже после оптимизации концентраций. 

Известно, что интенсивность сигнала флуоресценции 
фрагментов ДНК при прочих равных условиях зависит от 
флуорофора, которым мечен праймер, и изменяется от 
большего к меньшему в следующем ряду: FAM, R6G, 
TAMRA, ROX (Modorov et al., 2024). Следовательно, до-
биться повышения сигнала можно изменением флуоро-
фора на более интенсивный по уровню флуоресценции. 
Кроме того, перераспределение флуорофоров решает по-
тенциальную проблему перекрывания диапазонов раз-
меров фрагментов ДНК разных SSR-маркеров. Так, напри-

Рис. 2. Электрофореграммы разделения ПЦР-продуктов мультиплексной системы 1, полученных при разных 
протоколах амплификации (растение сорта ‘Лира’)

Fig. 2. Electrophoregrams of PCR product separation in multiplex system 1, obtained with different amplification 
protocols (a plant of cv. ‘Lira’)
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мер, в мультиплексной системе 1 у маркеров Satt681 
и Satt359, меченных одним флуорофором (FAM), диапазо-
ны размеров отличаются всего на 3 пн, а в мульти
плексной системе 2 довольно близкие диапазоны с раз-
ницей в 8 пн имеют SSR-маркеры Satt596 и Satt549, 
меченные FAM (см. табл. 2). В случае появления новых 
аллельных вариантов при расширении выборки анали-
зируемых генотипов сои возможно наложение пиков од-
ного маркера на пики другого и, как следствие, ошибоч-
ная интерпретация результатов анализа. В связи с этим 
флуорофоры между SSR-маркерами были перераспреде-
лены, что, в свою очередь, потребовало создания новых 
последовательностей праймеров к локусу CSSR531 для 
изменения размеров амплифицируемых ими фрагмен-
тов ДНК (в таблице 1 представлены актуальные последо-
вательности).

Перераспределение флуорофоров, как и ожидалось, 
привело к изменению интенсивности сигналов. Соответ-
ственно, концентрации праймеров, подобранные выше, 
требовали корректировки. Итоговые значения концен-
траций праймеров и распределение между ними флуо
рофоров указаны в таблице 3.

Кроме того, изменение флуорофоров для SSR-марке-
ров привело к смещению определяемых размеров ам-

плифицируемых фрагментов. Так, при сравнении ре-
зультатов фрагментного анализа ПКО (ДНК растения 
сорта ‘Лира’) по одному и тому же SSR-маркеру Satt359, 
меченному разными флуорофорами (FAM и ROX), раз-
личие в определяемых размерах составляло 4 пн. В це-
лом размер фрагмента является относительной величи-
ной и может варьировать в зависимости от условий про-
ведения фрагментного анализа (параметры электро-
фореза, длина капилляров, тип полимера, флуорофор). 
Для практического применения разработанных мульти-
плексных систем SSR-маркеров в целях паспортизации 
и идентификации генотипов принципиальное значение 
имеет воспроизводимость определения аллельных вари-
антов, основанная на корректности интерпретации раз-
меров амплифицируемых фрагментов. В связи с этим 
в программе GeneMarker для обеих мультиплексных си-
стем дополнительно были сформированы файлы пане-
лей, содержащие информацию об аллельных вариантах 
каждого SSR-маркера. Для примера на рисунке 5 пред-
ставлена часть панели для одного из маркеров мульти-
плексной системы 1 по каналу детекции флуоресценции 
R6G.

При интерпретации результатов фрагментного ана-
лиза первоначально проводится проверка соответствия 

Рис. 3. Электрофореграммы разделения ПЦР-продуктов мультиплексной системы 2, полученных при разных 
протоколах амплификации (растение сорта ‘Лира’)

Fig. 3. Electrophoregrams of PCR product separation in multiplex system 2, obtained with different amplification 
protocols (a plant of cv. ‘Lira’)
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Рис. 4. Электрофореграммы разделения ПЦР-продуктов мультиплексной системы 1 (растение сорта ‘Лира’): 
Satt442 – маркер с достаточной для интерпретации интенсивностью сигнала; Satt263, Satt614 – маркеры 

с устойчиво пониженной интенсивностью сигнала
Fig. 4. Electrophoregrams of PCR product separation in multiplex system 1 (a plant of cv. ‘Lira’): Satt442 – marker with 

signal intensity sufficient for interpretation; Satt263 and Satt614 – markers with consistently reduced signal intensity

Таблица 3. Характеристика разработанных мультиплексных систем SSR-маркеров сои

Table 3. Characteristics of the developed multiplex SSR marker systems for soybean

SSR-маркер
Концентрация каждого из 
пары праймеров, пкМ/мкл

Флуорофор
Количество выявленных 

аллелей*

Мультиплексная система 1

Satt507 0,75 FAM 3

Satt681 1,75 FAM 4

Satt149 0,50 FAM 4

Satt532 0,75 R6G 4

Satt141 0,75 R6G 5

Satt614 4,50 R6G 6

Satt442 2,25 TAMRA 4
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Таблица 3. Окончание

Table 3. The end

Рис. 5. Определение положения панели для маркера Satt532 относительно пика ПКО: 
a – корректное положение; b – некорректное положение

Fig. 5. Determining the position of the Satt532 marker panel versus the positive control peak: 
a – correct position; b – incorrect position

SSR-маркер
Концентрация каждого из 
пары праймеров, пкМ/мкл

Флуорофор
Количество выявленных 

аллелей*

Satt263 4,00 TAMRA 5

Satt309 2,00 ROX 3

Satt359 4,00 ROX 4

Satt286 4,75 ROX 4

Мультиплексная система 2

CSSR531 0,25 FAM 4

Satt596 0,75 FAM 7

Satt287 0,75 FAM 2

Satt197 0,75 R6G 4

AW277661 0,50 R6G 3

Satt181 0,75 R6G 5

Satt168 2,75 TAMRA 4

Satt549 2,75 TAMRA 3

Satt353 1,75 ROX 3

Satt292 3,00 ROX 4

Soyprp1 3,25 ROX 3

Примечание: * – на выборке анализируемых образцов

Note: * – within the analyzed sample set
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значения, определенного для ПКО в текущем анализе, 
контрольному значению. Согласно данным, приведен-
ным в таблице 2, сорт ‘Лира’ по маркеру Satt532 имеет 
фрагмент размером 165 пн. При корректном положении 
панели целевой пик ПКО попадает в бин, соответствую-
щий данному значению (165 пн) (см. рис. 5, a). В случае 
несоответствия (см. рис. 5, b), что может наблюдаться 
при изменении условий проведения электрофореза, по-
ложение панели корректируется до достижения совпаде-
ния значений. Таким образом обеспечивается сопостави-
мость результатов генотипирования между различными 
сериями анализа, что повышает надежность использова-
ния разработанных мультиплексных систем. При выяв-
лении новых аллельных вариантов, появление которых 
возможно при анализе генотипов, не вошедших в настоя-
щее исследование, данные панели будут пополняться. 

Полученные результаты могут применяться для за-
дач паспортизации и идентификации при условии ана-
лиза расширенного набора сортов и подтверждения уни-
кальности их ДНК-профилей с учетом внутрисортового 
полиморфизма.

Заключение

В результате исследования разработаны две муль
типлексные системы ДНК-маркеров, каждая из которых 
позволяет проводить одновременную амплификацию 
фрагментов ДНК 11 SSR-маркеров, что способствует со-
кращению продолжительности анализа. Для 19 из 
22 микросателлитных локусов сконструированы но-
вые последовательности праймеров, обеспечивающие их 
специфичность в мультиплексной ПЦР. Оптимизация 
условий проведения мультиплексной ПЦР позволила по-
лучить стабильную и воспроизводимую амплификацию 
фрагментов по каждому маркеру и надежно интерпрети-
ровать результаты фрагментного анализа. Разработан-
ные мультиплексные системы SSR-маркеров могут быть 
использованы для паспортизации и идентификации сор-
тов сои при подтверждении уникальности расширенной 
выборки сортов.
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