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Background. Molecular identiϐication of plant genomes, 
based on the use of DNA markers, is becoming a reliable tool 
for cultivar identiϐication. Widespread application of DNA 
markers will ensure protection of breeders’ rights for plant 
breeding centers, purity of seed production processes, and 
transparency of the domestic crop seed market. The system 
of SSR markers is suitable to solve the problems of 
identiϐication and genetic proϐiling of many crops; it could 
be successfully used on ϐlax and linseed. The aim of this 
work was to study the polymorphism of a number of modern 
Russian common ϐlax cultivars and develop their genetic 
proϐiles. Materials and methods. Among the large number 
of SSR markers (over 1300) used for common ϐlax (Linum 
usitatissimum L.), the most informative for genotype 
identiϐication is, in our opinion, the set of 11 SSR primers, 
characterized by their highest precision. This set of markers 
was used to study the polymorphism of eleven ϐlax cultivars 
developed in three geographically diverse locations – Tver, 
Pskov and Tomsk. Results and discussion. In the studied 
group of cultivars 53 alleles were identiϐied: 15 of these 
appeared to be rare, including 11 unique ones. Each ϐlax 
sample contained its speciϐic set of alleles. Using the 
alphabetic code for SSR markers made it possible to develop 
genetic proϐiles for more precise genotyping of ϐlax samples 
hardly distinguishable morphologically, thus providing an 
opportunity to effectuate genetic proϐiling for all ϐlax 
cultivars listed in the State Register of Breeding 
Achievements in Russia. Cluster analysis with a dendrogram 
showing genetic similarities helped to ϐind differences 
among the studied ϐlax samples in their distribution 
according to the place of their origination and the duration 
of their growing seasons.
 

Key words: ϐlax, molecular markers, PCR, genetic proϐiling, 
plant breeding.

Актуальность. Молекулярное маркирование геномов 
растении̮, основанное на использовании ДНК-маркеров, 
становится надежным инструментом в вопросах сорто-
вои̮ идентификации и может обеспечить защиту автор-
ских прав селекционных учреждении̮, чистоту процессов 
семеноводства и прозрачность отечественного рынка 
семян. Для решения задач по идентификации и паспор-
тизации сельскохозяи̮ственных культур большое значе-
ние имеет система SSR-маркеров, которая может успеш-
но применяться и на льне-долгунце, и на льне маслич-
ном. Целью данного исследования стало изучение поли-
морфизма ряда современных россии̮ских сортов льна-
долгунца и разработка их генетического паспорта. Мате-
риалы и методы. Из значительного многообразия SSR-
маркеров (более 1300), используемых в работах с культу-
рои̮ льна (Linum usitatissimum L.), наиболее информатив-
ными для задач паспортизации представляется набор из 
11 SSR-праи̮меров, которыи̮ характеризуется наиболее 
точным генотипированием образцов. С использованием 
предложенного набора маркеров было проведено изуче-
ние полиморфизма одиннадцати сортов льна-долгунца 
селекции трех географически отдаленных оригинато-
ров – тверскои̮, псковскои̮ и томскои̮ селекции. Результа-
ты и обсуждение. В изучаемои̮ выборке было определе-
но 53 аллеля, из которых 15 оказались редкими, в том 
числе 11 – уникальных. Каждыи̮ образец льна содержал 
свои̮ственныи̮ только ему набор аллелеи̮. Использование 
буквенного кода для SSR-маркеров позволило разрабо-
тать генетические паспорта, позволяющие проводить 
точное генотипирование морфологически сложно разли-
чимых образцов, что показывает возможность проведе-
ния паспортизации всех сортов льна, включенных в Госу-
дарственныи̮ реестр селекционных достижении̮ РФ. Кла-
стерныи̮ анализ с построением дендрограммы генетиче-
ского подобия выявил различия изученных образцов 
в распределении по месту селекции и продолжительно-
сти вегетационного периода. 

Ключевые слова: лен, молекулярные маркеры, ПЦР, ге-
нетическая паспортизация, селекция.
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Введение

Повышение эффективности традиционных мето-
дов селекции, мобилизация генетического разнообра-
зия сельскохозяи̮ственных культур, соблюдение точ-
ности в семеноводстве – актуальные задачи в комплек-
се мер по развитию адаптивного растениеводства, се-
лекционно-семеноводческои̮ работы и формированию 
фундаментальных основ генетики сельскохозяи̮ствен-
ных культур (Zhuchenko, 2008). Использование молеку-
лярно-генетических методов позволяет изучать при-
чинно-следственные связи при морфогенезе растения 
и формировании урожая, а также разрабатывать си-
стему генетическои̮ идентификации и улучшения 
культур (Nogué et al., 2016). 

Для идентификации и характеристики генотипов 
растении̮ широко используются морфологические 
признаки и биохимические методы, например опреде-
ление полиморфизма белков с помощью электрофоре-
тических методов (Davidchuk et al., 2009). Однако эти 
подходы обладают серьезными ограничениями, по-
скольку свое влияние на реализацию признака могут 
оказывать почвенно-климатические условия, стадия 
развития и субъективность рассмотрения признака, 
что снижает точность оценки. Поэтому надежным ин-
струментом в данном вопросе уже стали методы, ис-
пользующие ДНК-маркирование (Ushchapovskii et al., 
2016). При наличии широкого разнообразия маркеров 
RAPD, AFLP, SSR, SCAR, STS, IRAP, REMAP и др., наиболее 
распространены в работах с растительными объекта-
ми два типа – RAPD и SSR (Gostimsky et al., 2005, Chesno-
kov, 2005). Для задач идентификации и паспортизации 
большую значимость имеет система SSR-маркеров, по-
скольку она стандартизируема и автоматизируема 
(Malyshev, 2006), ее надежность применения обуслав-
ливается уровнем полиморфизма SSR-маркеров. Из ми-
кросателлитов, использующихся для SSR-маркирова-
ния, в растительном геноме преобладают тринуклео-
тидные повторы (Dholakia et al., 2001; Thiel et al., 2003; 
Tian et al., 2004; Gong et al., 2010), однако динуклеотид-
ные более полиморфны, что позволяет повысить точ-
ность оценки (Cloutier et al., 2012). 

Для культуры льна в настоящее время описано бо-
лее 1300 SSR-маркеров, что значительно больше, чем 
для других сельскохозяи̮ственных растении̮ (Varshney 
et al., 2010). Для точного генотипирования образцов 
льна, сложно различимых или неотличимых друг от 
друга при морфологическом анализе, предложен набор 
из одиннадцати пар SSR-праи̮меров для микросател-
литных локусов, достаточныи̮ для их разделения 
(Lemesh et al., 2012, 2013). Целью данного исследования 
стало изучение полиморфизма ряда современных рос-
сии̮ских сортов льна-долгунца с использованием SSR-
маркеров и разработка их генетического паспорта.

Материалы и методы исследования

В качестве материала для исследовании̮ было ото-
брано 11 сортов льна-долгунца, включенных в Государ-
ственныи̮ реестр селекционных достижении̮ России̮-
скои̮ Федерации и представляющих группы различно-
го географического происхождения: сорта селекции 
ФНЦ ЛК: ‘Александрит’, ‘Дипломат’, ‘Сурскии̮’ (оригина-
тор – Института льна, филиал, г. Торжок, Тверская 
обл.); ‘Восход’, ‘Добрыня’, ‘Пересвет’ (оригинатор – 
Псковскии̮ ИСХ, филиал, г. Псков) и сорта селекции 

СФНЦА РАН: ‘Томич’, ‘Тост 4’, ‘Тост 5’, ‘Томскии̮ 17’, ‘Па-
мяти Крепкова’ (оригинатор – Сибирскии̮ НИИСХиТ, 
филиал, г. Томск). 

ДНК выделяли из листьев двухнедельных расте-
нии̮ с использованием CTAB-метода. Для проведения 
ПЦР были использованы 11 пар флуоресцентно мечен-
ных праи̮меров, отличающихся наиболее высоким по-
лиморфизмом (Lemesh et al., 2013). Реакционная смесь 
включала 20 нг исследуемои̮ ДНК, по 0,25 мкМ прямого 
и обратного праи̮мера, 200 мкМ dNTP, от 1,5 до 2,5 мМ 
MgCl2 и 1 единицу Taq-полимеразы. Для проведения 
ПЦР использовался амплификатор MyCycler™ (Bio-Rad 
Laboratories, Inc.); реакция проводилась при условиях: 
94°С в течение 5 мин, 25 циклов с параметрами: дена-
турация при температуре 94°С в течение 30 с, отжиг 
праи̮меров в течение 45 с (температура отжига подби-
рается в зависимости от праи̮мера), элонгация при 
72°С в течение 40 с. Конечная элонгация при 72°С 
5 мин. Продукты амплификации денатурировали фор-
мамидом и разделяли методом капиллярного электро-
фореза на генетическом анализаторе ABI Prism 3500 
(Applied Biosystems, США). Определение размеров ал-
лелеи̮ осуществляли при помощи программного обес-
печения GeneMapper v4.1. (Applied Biosystem, США), ис-
пользуя стандарт GeneScan™ 600 LIZ® (Thermo Fisher 
Scientiϐic). Для оценки полиморфизма микросателлит-
ных локусов использован индекс PIC (Polymorphic In-
dex Content) (Nei, 1973):

 
PIC = 1 – Σ(Pi2),

где Pi – частота i-аллели, определеннои̮ в данном 
массиве. Для построения дендрограммы генетическо-
го подобия использовали программное обеспечение 
DARwin v. 6 (DARwin software).

Результаты и обсуждение

Полученная SSR-база данных с использованием 
11 пар SSR-праи̮меров позволила провести анализ по-
лиморфизма сортов льна-долгунца. В таблице 1 приве-
дены данные, отражающие количество и размер алле-
леи̮ с расчетными показателями уровня полиморфиз-
ма. В целом у 11 сортов генотипов льн а-долгунца было 
определено 53 аллеля размером от 123 до 379 пн. Чи-
сло аллелеи̮ на локус в изученнои̮ выборке сортов ва-
рьировало от 2 (локусы Lu17, Lu21) до 12 (локус Flu25), 
при этом среднее значение составило 4,8. 

Использованная система маркеров выявила доста-
точно высокие показатели информационного содержа-
ния. Значения коэффициента полиморфизма (PIC) ва-
рьировали от 0,165 (локус Lu17) до 0,885 (локус Flu25), 
в среднем 0,542 на локус. Частота встречаемости раз-
личных аллелеи̮ 11 микросателлитных локусов в из-
ученнои̮ выборке варьировала от 4,5 до 90,9%.

Оценивая полиморфизм SSR-локусов у изученных 
сортов, отдельно учитывали частоту встречаемости 
уникальных и редких аллелеи̮. Аллели относились 
к редким, если их встречаемость в исследуемои̮ выбор-
ке была не более чем у двух сортов. Уникальными ал-
лелями для даннои̮ выборки сортов считались аллели, 
которые встречались только у одного сорта выборки. 
В изучаемои̮ выборке сортов льна-долгунца обнаруже-
но 8 сортов с редкими аллелями, каждыи̮ из которых 
имеет, в том числе, от однои̮ до двух уникальных алле-
леи̮ (табл. 2). 
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Таблица 1. Характеристика полиморфных SSR-локусов льна-долгунца

Table 1. Characterization of polymorphic SSR loci in common flax

Таблица 2. Редкие аллели 11 SSR-локусов у изученных сортов льна-долгунца

Table 2. Rare alleles of 11 SSR loci in the studied common flax cultivars

Полиморфные 
локусы /

Polymorphic loci

Аллели /
Alleles

Число 
аллелей /
Number of 

alleles

PIC

Число редких 
(уникальных) 
аллелей /

Number of rare 
(unique) alleles

Lu3 156, 157, 163, 166 4 0,583 1(0)

Lu8 202, 216, 222 3 0,529 1(1)

Lu13 344, 346, 373, 377, 378, 379 6 0,677 3(3)

Lu15 196, 205, 207, 208 4 0,550 0

Lu17 286, 289 2 0,165 0

Lu21 217, 219 2 0,235 0

Lu23 251, 253, 255, 256, 258 5 0,681 1(1)

Lu28 181, 183, 190, 192 4 0,319 1(0)

Flu7 146, 152, 156, 157 4 0,545 1(0)

Flu8 164, 170, 174, 198, 201, 204, 207 7 0,790 1(1)

Flu25
123, 178, 181, 187, 188, 190, 212, 

215, 217, 218, 221, 224
12 0,885 6(5)

Среднее на локус
Average value per locus

4,8 0,542 1,36(1)

Примечание: в графе «Аллели» курсивом выделены редкие аллели, полужирным шрифтом – уникальные
Note: In the Alleles column, rare alleles are highlighted in italics, and unique alleles in bold

Аллель /
Allele

Сорт /
Cultivar

Аллель /
Allele

Сорт /
Cultivar

Lu3 157 Тост-5
Flu8 201 Александрит

Lu8 222 Дипломат

Lu13

344 Памяти Крепкова

Flu25

178 Добрыня

378 Томский 17 187 Томский 17

379 Сурский 188 Тост-5

Lu23 251 Тост-5 190 Томскии̮ 17

Lu28 190 Томскии̮ 17 212 Тост-4

Flu7 157 Александрит 224 Александрит

Примечание: полужирным шрифтом выделены сорта с уникальными аллелями
Note: Cultivars with unique alleles are highlighted in bold
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Суммарно из 53 аллелеи̮, обнаруженных в выборке, 
15 (28,3%) были редкими, в том числе 11 аллелеи̮ 
(20,7%) – уникальными. В зависимости от локуса, число 
редких аллелеи̮ варьировало от нуля (локусы Lu15, 
Lu17, Lu21) до шести (Flu25). Максимальное число ред-
ких аллелеи̮ было зафиксировано у сорта ‘Томскии̮ 17’ – 
4 аллели, по 3 редких аллели отмечено у сортов ‘Тост-5’ 
и ‘Александрит’, у сортов ‘Дипломат’, ‘Памяти Крепкова’, 
‘Сурскии̮’, ‘Добрыня’ и ‘Тост-4’ – по 1 редкои̮ аллели.

Генетическии̮ паспорт растения должен содер-
жать информацию о количестве и размере аллелеи̮ 
определенных локусов, характеризующих генотип 
данного сорта. Для создания базы данных SSR-мар-
керов льна каждому микросателлитному локусу 
был присвоен буквенныи̮ код (табл. 3). Анализ рас-
пределения аллелеи̮ показал, что каждыи̮ образец 
льна содержит свои̮ственныи̮ только ему набор 
аллелеи̮. 

Паспорта представляют собои̮ молекулярно-генети-
ческую формулу, где каждому генетическому локусу со-
ответствует буквенныи̮ код (A – Lu3, B – Lu8, C – Lu13, D – 
Lu15, E – Lu17, F – Lu21, G – Lu23, H – Lu28, I – Flu7, J – Flu8, 
K – Flu25), а индекс означает размер аллеля данного ло-
куса. Выбранная система маркеров позволяет отличить 
генотипы льна-долгунца друг от друга на молекулярном 
уровне. 

По результатам исследования полиморфизма один-
надцати SSR-локусов льна выполнен кластерныи̮ анализ. 
Дендрограмма генетического подобия между изученны-
ми образцами (рисунок) была построена на основании 
анализа генетических дистанции̮ Нея (Nei, 1973) с ис-
пользованием метода «neighbor joining method» (Saitou, 
Nei, 1987). 

Исследованные сорта распределились по четырем 
смешанным кластерам по месту селекции (оригинатору). 
Сорта тверскои̮ селекции (Институт льна, Торжок) пред-
ставляют обособленную группу, характеризующуюся 
средним и поздним сроками созревания. Остальные сор-
та псковскои̮ и томскои̮ селекции относятся к раннеспе-
лым сортам и находятся в смешанных группах. Анализ 
родословных псковских и томских сортов указывает на 
использование при их создании кряжевых (стародавних) 
сортов псковского происхождения (Popova, Michkina, 
2017; Stepin et al., 2018). Это позволяет предположить, 
что использованная нами система SSR-маркеров может 
быть применена для группировки сортов льна-долгунца 
по продолжительности вегетационного периода.

Таблица 3. Идентификация сортов льна-долгунца по аллелям микросателлитных локусов

Table 3. Identification of common flax cultivars by alleles of microsatellite loci

Сорт льна /
Flax cultivar

Генетический паспорт /
Genetic profile

Сорта томской селекции / Cultivars developed in Tomsk 

Томскии̮ 17 A163 B202 C346,378 D208 E286 F219 G255 H183,190 I152 J174 K187,190

Томич A163 B202 C346,377 D205,208 E286 F219 G256 H183 I146,152 J164 K181,221

Тост-4 A166 B216 C346,377 D208 E286 F219 G258 H183 I146,152 J198 K212,215

Тост-5 A157,163 B216 C346,377 D205,208 E286 F219 G251,256 H183 I146,152 J170 K188,221

Памяти Крепкова A163 B216 C344,373 D208 E289 F219 G253 H183 I152 J204 K218,221

Сорта псковской селекции / Cultivars developed in Pskov

Добрыня A156,163 B202 C346,373 D207 E286 F219 G256 H183 I146,152 J164 K178,181

Восход A166 B216 C346,377 D208 E286 F219 G253 H183 I152 J204 K218,221

Пересвет A156,163 B216 C346,377 D205,208 E286 F219 G253,256 H183 I152 K123

Сорта тверской селекции / Cultivars developed in Tver

Дипломат A156,163 B202,222 C346,377 D196,208 E286 F217,219 G253,256 H183,192 I146,156 J164,198 K181,215

Александрит A163 B202,216 C346,377 D196,208 E286 F217,219 G253 H183 I146,157 J201,207 K217,224

Сурскии̮ A156,163 B216 C346,379 D196,208 E286 F217,219 G256 H181,192 I146,152 J164 K181,218

Примечание: в графе «Генетическии̮ паспорт» курсивом выделены редкие аллели, полужирным шрифтом – уникальные
Note: In the Genetic proϐile column, rare alleles are highlighted in italics, and unique alleles in bold
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Рисунок. Дендрограмма генетического подобия сортов льна-долгунца на основе использования SSR маркеров

Figure. The dendrogram of genetic similarities among common flax cultivars based on the use of SSR markers

Заключение

Использование SSR-маркеров позволило выявить ге-
нетическое разнообразие по уникальным локусам ряда 
сортов россии̮скои̮ селекции различных исследователь-
ских групп (тверскои̮, псковскои̮ и томскои̮). На основе 
выбраннои̮ системы маркеров составлены молекулярно-
генетические формулы – «генетические паспорта» из-
ученных сортов. Кластерныи̮ анализ выявил различия 
сортов по продолжительности вегетационного перио-
да – ранние и средне-позднеспелые. Использование мо-
лекулярных маркеров для изучения генетического раз-
нообразия современных сортов льна-долгунца россии̮-
скои̮ селекции подтвердило генеалогические данные о 
наличии родственных связеи̮ между сортами псковскои̮ 
и томскои̮ селекции, созданными пространственно 
и временно отдаленными исследовательскими группа-
ми. Дальнеи̮шее совершенствование и использование си-
стемы молекулярно-генетических SSR-маркеров позво-
лит провести полномасштабную паспортизацию всех 
сортов льна, включенных в Государственныи̮ реестр се-
лекционных достижении̮ России̮скои̮ Федерации, повы-
сит эффективность работы селекционера и усилит 
контроль за семеноводством культуры.

Работа выполнена в рамках государственного зада-
ния Минобрнауки России по теме № 0477-2019-0023.
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