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Аннотация. Рапс (Brassica napus L.) и сурепица (B. rapa L. subsp. campestris (L.)) – важные сельскохозяйственные 
культуры, широко используются для продовольственных, кормовых и технических целей, а также в качестве си-
дератов. За последние десятилетия создано большое количество перспективных сортов, культивируемых прак-
тически во всех регионах России. Для повышения эффективности селекционного процесса и успешного раз-
вития семеноводства необходимо внедрять современные молекулярно-генетические методы оценки видового 
и сортового разнообразия. Цель настоящей работы заключалась в изучении ДНК-полиморфизма сортов рапса 
и сурепицы селекции Федерального научного центра кормопроизводства и агроэкологии им. В.Р. Вильямса и 
выявлении информативных маркеров для сортовой идентификации и генетической паспортизации. Для гено-
типирования 18 образцов геномной ДНК использовали 42 и 25 комбинаций SSR- и SRAP-праймеров соответ-
ственно. Результаты показали, что маркеры SRAP более эффективны для анализа полиморфизма изучаемого 
материала: 36 % от общего числа испытанных маркеров демонстрировали генетический полиморфизм, тогда 
как для микросателлитных локусов этот показатель равнялся 16.7 %. Определены молекулярные маркеры для 
выявления различий на межвидовом и межсортовом уровнях. Информативными для исследуемой выборки 
сортов оказались микросателлитные локусы Na12A02, Ni2C12, Ni02-D08a, Ra02-E01, Ni03H07а и комбинации 
SRAP-маркеров F13-R9, Me4-R7, F11-Em2, F10-R7, F9-Em2 и F9-R8. Анализ сортового материала по двум системам 
маркирования показал более высокий уровень ДНК-полиморфизма у образцов растений разного типа разви-
тия (яровой/озимый) в сравнении с различиями между сортами в пределах вида или группы. Согласно индексам 
генетического разнообразия Нея, в кластере сортов озимого рапса наибольшей генетической удаленностью 
выделялись ВИК 2 и Горизонт, среди яровых – Новосёл и Велес. Высокий уровень сходства обнаружен между 
яровыми сортами рапса Викрос и Бизон. Полученная информация имеет практическое значение для контроля 
сортовой принадлежности и генетической паспортизации семенного материала сортов рапса и сурепицы.
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Abstract. Rapeseed (Brassica napus L.) and turnip rape (B. rapa L. subsp. campestris (L.)) are important agricultural 
plants widely used for food, fodder and technical purposes and as green manure. Over the past decades, a large num-
ber of perspective varieties that are being currently cultivated in every region of Russia have been developed. To 
increase the breeding eff iciency and facilitate the seed production, modern molecular-genetic techniques should be 
introduced as means to estimate species and varietal diversity. The objective of the presented research study was to 
investigate DNA polymorphism of the rapeseed and turnip rape varieties developed at Federal Williams Research Cen-
ter of Forage Production and Agroecology and detect informative markers for varietal identif ication and genetic cer-
tif ication. To genotype 18 gDNA samples, 42 and 25 combinations of respective SSR and SRAP primers were used. The 
results obtained demonstrate that SRAP markers were more effective for polymorphism analysis: 36 % of the tested 
markers revealed genetic polymorphism compared with only 16.7 % of microsatellite loci. Molecular markers to detect 
differences at interspecif ic and intervarietal levels have also been found. For the investigated set, such microsatellite 
loci as Na12A02, Ni2C12, Ni02-D08a, Ra02-E01, Ni03H07а and SRAP-marker combinations as F13-R9, Me4- R7, F11-Em2, 
F10-R7, F9-Em2 and F9-R8 proved to be informative. Application of the two marker techniques made it possible to de-
tect a higher level of DNA polymorphism in plants of different types (spring and winter varieties) if compared against 
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the intervarietal differences within a species or a group. According to Nei’s genetic diversity index, in the cluster of 
winter rapeseed, VIK 2 and Gorizont varieties had the longest genetic distance, and in the spring cluster, these were 
Novosel and Veles. A high level of similarity was found between Vikros and Bizon winter rapeseed varieties. The results 
obtained have a high practical value for varietal specif ication of seed material and genetic certif ication of rapeseed 
and turnip rape varieties.
Key words: forage crops; Brassica napus L.; B. rapa L. campestris; bulk samples; genetic polymorphism; SSR markers; 
SRAP markers. 
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Введение
Капустные масличные культуры, и прежде всего рапс 
(Brassica napus L.) и сурепица (B. rapa L.), возделывают-
ся практически во всех регионах России и в ближайшей 
перспективе являются основным резервом увеличения 
производства растительного масла и кормового белка. 
Используются для продовольственных, кормовых и тех-
нических целей, а также в качестве сидератов, повышают 
плодородие почв за счет поступления корневых остатков, 
содержащих до 6 т/га органического вещества, 80 кг азота, 
60 кг фосфора и 90 кг калия. По пищевым и кормовым 
достоинствам рапс и сурепица превосходят многие сель-
скохозяйственные культуры, так как в биохимическом 
составе семян обнаружено 40–48 % жира и 21–33 % белка 
с высоким содержанием незаменимых аминокислот (Во-
ловик, 2015). Посевы рапса могут обеспечить животных 
зелеными кормами с ранней весны до поздней осени бла-
годаря высокой холодостойкости и хорошему отрастанию 
после скашивания; служат сырьем для приготовления 
силоса, а из семян и отходов их переработки получают 
жмых и шрот. За последние годы с появлением сортов 
рапса и сурепицы, не содержащих эруковую кислоту или 
с низким содержанием, производство семян этих культур 
увеличилось более чем в 7 раз и по объемам занимает 
третье место в мире после сои и хлопчатника. В России 
планируется в кратчайшие сроки увеличение площади 
посевов рапса до 2.5 млн га. 

Ведущими отечественными научными учреждения­
ми, где проводится интенсивная работа по селекции 
масличных культур семейства Крестоцветные, являются 
ВНИИ рапса, ВНИИ масличных культур и ВНИИ кормов. 
Селекционерами созданы перспективные сорта рапса, 
сурепицы, горчицы белой и редьки масличной, рекомен-
дованные для получения маслосемян, использования в 
рационах животных и птицы в качестве зеленого корма, 
в составе комбикормов, жмыха и шротов. По состоянию 
на 2021 г. в «Государственном реестре селекционных до­
стижений, допущенных к использованию», зарегистри-
ровано 13 сортов рапса и 3 сорта сурепицы – разработки 
Федерального центра кормопроизводства и агроэкологии 
(ФНЦ «ВИК им. В.Р. Вильямса») (Косолапов и др., 2019; 
Государственный реестр…, 2021). 

Для сохранения и рационального использования имею­
щихся и создаваемых ресурсов, повышения интенсив-
ности селекционного процесса и защиты авторских прав 
необходимы современные и эффективные методы оценки 
видового и сортового разнообразия на генетическом уров-
не. С этой целью в последние годы успешно применяются 

молекулярные ДНК-маркеры. В сравнении с традицион­
ными морфологическими признаками они имеют ряд 
преимуществ: высокий уровень полиморфизма, равномер-
ное распределение по геному, надежность, возможность 
автоматизации процесса анализа, результаты которого не 
зависят от условий окружающей среды и фазы развития 
растения (Agarwal et al., 2008; Хлесткина, 2011; Чесноков, 
2018). При условии выбора наиболее информативных 
и удобных ДНК-маркеров их возможности для оценки 
генетического разнообразия селекционного материала 
неограниченны. 

В лаборатории молекулярно-генетических исследова­
ний ФНЦ «ВИК им. В.Р. Вильямса» разрабатывается сис­
тема ДНК-идентификации и генетической паспортизации 
сортов кормовых культур отечественной селекции. В на­
стоящее время методы определения сортовой принадлеж-
ности адаптированы для многолетних бобовых трав – кле-
вера лугового и разных видов люцерны (Клименко и др., 
2020а, б). Анализ проводят с использованием образцов 
суммарной ДНК, выделенной модифицированным спосо-
бом из случайной выборки проростков каждого сорта, и 
молекулярных маркеров двух типов: SSR (simple sequence 
repeats), выявляющих вариабельность микросателлитных 
последовательностей генома, и SRAP (sequence related 
amplified polymorphism), основанных на полимеразной 
цепной реакции (ПЦР) с парой праймеров для амплифика-
ции интрон-экзонных участков генов или открытых рамок 
считывания. Эти методы прошли апробацию на разных 
видах кормовых культур, оптимизацию условий ампли-
фикации, детекции и анализа полученных результатов. 

Проблема надежной сортовой идентификации пред-
ставляется особенно актуальной для селекционного ма­
териала рапса вследствие ограниченной генетической из­
менчивости, обусловленной интенсивной селекцией на 
признаки, определяющие качество семян и получаемого 
из них масла. Известно множество исследовательских 
работ по использованию разных типов ДНК-маркеров в 
изучении рапса: это оценка генетического разнообразия 
сортов и гибридов (Plieske, Struss, 2001; Snowdon, Friedt, 
2004; Klyachenko et al., 2018; Мозгова и др., 2019), созда­
ние генетических карт (Piquemal et al., 2005; Gao et al., 
2007; Geng et al., 2012) и маркирование генов хозяйственно 
ценных признаков (Chen et al., 2010; Ananga et al., 2012). 
Однако информации о таких исследованиях на сортах 
российского происхождения в доступных литературных 
источниках мало. Так, четыре сорта рапса озимого и яро-
вого типа (Подмосковный, Викрос, ВИК 2 и Северянин) 
были объектом изучения белорусских исследователей при 
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идентификации аллелей генов, контролирующих уровень 
содержания олеиновой и линолевой кислот в масле семян 
(Лемеш и др., 2015). Эти же сорта использовали при вы-
явлении ДНК-маркеров генов, контролирующих синтез 
эруковой кислоты (Amosova et al., 2014). С помощью 
микросателлитных маркеров изучали генетический по-
лиморфизм российских сортов Ратник и СНК-198 (Сатина, 
2010), а также степень генетической однородности яровых 
сортов рапса Булат и Форвард (Рогожина и др., 2015). 
У  сортов озимого типа Столичный, Лауреат, Горизонт, 
Норд, Северянин проведен поиск QTLs (quantitative trait 
loci) – локусов количественных признаков, ассоциирован-
ных с повышенной зимостойкостью (Мозгова и др., 2019). 

Цель исследований заключалась в изучении полимор-
физма ДНК сортов рапса и сурепицы, разработанных 
селекционерами ФНЦ «ВИК им. В.Р. Вильямса», и выяв­
лении информативных маркеров для сортовой дифферен­
циации и последующей генетической паспортизации. 

Материалы и методы
Растительный материал. Объектом исследований слу-
жили 15 сортов рапса озимого (Северянин, Столичный, 
ВИК 2, Норд, Лауреат, Горизонт, Гарант) и ярового (Вик­
рос, Новик, Новосёл, Велес, Грант, Подмосковный, Лу-
говской, Бизон), а также 3 сорта сурепицы (Заря (озимый 
тип), Надежда и Светлана (яровой тип)). 

Экстракция ДНК и ПЦР-анализ. Геномную ДНК 
выделяли из 30 проростков растений от каждого сорта 
(«балк-образцы»). Применяли базовый SDS-метод (Kirby, 
Cook, 1967; Dellaporta et al., 1983) с внесением некоторых 
модификаций (Клименко и др., 2020а). Качество и кон-
центрацию полученных фракций ДНК проверяли путем 
электрофореза в 1.5 % агарозном геле и на спектрофото-
метре Nabi (MicroDigital, Корея). 

Для SSR-анализа использовали 42 маркера, информа-
ция о которых получена из международной базы данных 
Brassica.info (https://www.brassica.info) и литературных 
источников. Эффективность праймеров, разработанных 
к этим маркерам, показана в исследованиях по созданию 
технологии генотипирования рапса (Сатина, 2010) и от-
бору образцов с низким содержанием эруковой кислоты 
и глюкозинолатов (Hasan et al., 2008). Часть маркеров, 
включенных в анализ, использовали для контроля гиб­
ридизации и выявления устойчивых к альтернариозу 
генотипов индийской горчицы (B. juncea L.) (Chandra et 
al., 2013; Sharma et al., 2018). 

Реакционная смесь объемом 20 мкл содержала: 3 мкл 
10 × ПЦР-буфера (Taq Turbo Buffer), 0.5 мкл 50x dNTPs mix, 
0.4 мкл Taq-полимеразы (5U), по 0.1 мкл прямого и обрат-
ного праймера (100 мкM) и 1 мкл образца ДНК (20 нг/мкл). 
Амплификацию осуществляли на приборе Bio-Rad T-1000 
(США) при двух разных температурных режимах. Одна 
программа предусматривала начальную денатурацию в 
течение 3 мин при 95 °C; затем 30 циклов по 30 с при 94 °C, 
30 с при 55–57 °C, 30 с при 72 °C и финальную элонгацию 
при 72 °C в течение 5 мин (Сатина, 2010). Второй режим 
амплификации включал начальную денатурацию – 5 мин 
при 95 °C; следующие 39 циклов – 1 мин при 94 °C, 2 мин 
при 46–51 °C в зависимости от пары праймеров, 2 мин при 
72 °C и финальную элонгацию при 72 °C в течение 10 мин 

(Chandra et al., 2013). Воспроизводимость результатов 
анализа проверяли постановкой реакций в трехкратной 
повторности. 

SRAP-анализ провели с использованием 25 комбина-
ций праймеров, составленных на основе 10 одиночных 
олигонуклеотидов: F9, F13, Me4, F10, F11, R9, R7, Em2, 
R14, R8 (Li, Quiros, 2001; Rhouma et al., 2017). Программа 
амплификации включала: начальную денатурацию – 4 мин 
при 94 °C, затем 10 циклов с чередованием температурных 
и временных параметров (1 мин при 94 °C, 1 мин при 
35 °C, 1 мин при 72 °C); следующие 30 циклов (1 мин при 
94 °C, 1 мин при 50 °C, 1 мин при 72 °C) и финальную 
элонгацию при 72 °C в течение 5 мин. Состав компонен-
тов смеси для ПЦР был аналогичным используемому при 
микросателлитном анализе. 

Продукты ПЦР разделяли методом электрофореза в 
агарозном геле в течение 90 мин при 50 В (4 % MetaPhorR 
Agarose, Rockland, или 1.6 % LE, Lonza, США). В качестве 
маркеров-стандартов применяли 20 bp DNA Ruler Bio-
Rad, 100 kb DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific, США) 
и 100 bp + 1.5 kb («СибЭнзим», Россия). 

Анализ результатов. Детекцию ПЦР-продуктов и опре-
деление их размера осуществляли на приборе GelDoc™ 
XR+ (Bio-Rad) с помощью пакета программ ImageLab 
(Bio-Rad Lab., Inc.) относительно маркеров молекуляр­
ной массы. На основании полученных результатов со-
ставляли бинарную матрицу и с применением программы 
PopGene v. 1.32 (Yeh et al., 2000) определяли показатели 
генетического разнообразия: эффективное число алле- 
лей на локус, индекс Шеннона, ожидаемую гетерозигот-
ность, генетические дистанции по Нею (Nei, Li, 1979). Для 
каждой пары праймеров рассчитывали индекс инфор­
мативности, PIC (polymorphism information content), со­
гласно формуле, представленной в статье (Chesnokov, Arte­
myeva, 2015). Для построения дендрограммы генетиче-
ского сходства методом попарно-невзвешенных группи-
ровок с усреднением (UPGMA) использовали программу 
NTSYSpc v 2.10 (Rohlf, 2000).

Результаты 
Для выделения геномной ДНК из проростков рапса и су­
репицы применяли SDS-метод с модификациями. Про-
токол оказался более эффективным и малозатратным в 
сравнении с другими известными протоколами и коммер-
ческими наборами реактивов. Результаты электрофореза 
и спектрофотометрии показали достаточно высокую кон-
центрацию ДНК и степень очистки от примесей белковых 
соединений и полисахаридов у всех экспериментальных 
образцов (рис. 1, 2). 

SSR-анализ
Для генотипирования полной коллекции сортов было вы­
брано 7 из 42 SSR-праймеров, обеспечивающих стабиль-
ную и воспроизводимую амплификацию (табл. 1). 

Анализ фрагментов амплификации, полученных с эти­
ми праймерами, выявил 42 аллеля. В среднем число ал­
лелей на локус составляло 6 и варьировало от 3 (маркеры 
Ni2C12 и Bna.M.010) до 10 (Ra02-E01a). Размер фрагмен-
тов амплификации находился в диапазоне от 110 п. н. –  
с использованием маркера Ni2C12 до 1200 п. н. – с мар-

https://www.brassica.info/
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Рис. 1. Электрофореграмма геномной ДНК, выделенной из проростков растений рапса и сурепицы.
Дорожки: 1–15 – сорта рапса: Северянин, Столичный, ВИК 2, Норд, Лауреат, Горизонт, Гарант, Викрос, Новик, Новосёл, Велес, Грант, 
Подмосковный, Луговской, Бизон; 16–18 – сорта сурепицы: Заря, Надежда, Светлана.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

Рис. 2. Концентрация геномной ДНК (ОР, ОС – сорта рапса и сурепицы озимого типа, ЯР – сорта рапса ярового типа).
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Таблица 1. SSR-праймеры, использованные для анализа полиморфизма ДНК сортов рапса и сурепицы 

Праймер Последовательность нуклеотидов 
(5′→3′)

Размер ПЦР-фрагментов,  
согласно литературным данным, п. н. 

Литературный  
источник

NI-F02a TGCAACGAAAAAGGATCAGC/
TGCTAATTGAGCAATAGTGATTCC

250 Chandra et al., 2013

Ni03H07a GCTGTGATTTTAGTGCACCG/
AGCCGTTGATGGAATTTTTG

250–280

Ni02-D08a ACAACAACCCATGTCTTCCG/
ACAACAACCCATGTCTTCCG

< 100–300

Ra02-E01a GCACACACACACTCAAACCC/
TCTATATTAACGCGCGACGG

< 100- > 1000

Ni2C12 (Bna.M.002) AAAGGTCAAGTCCTTCCTTCG/
ACATTCTTGGATCTTGATTCG

112–150 Сатина, 2010

Na12A02 (Bna.M.001) AGTGAATCGATGATCTCGCC/
AGCCTTGTTGCTTTTCAACG

160–218

Bna.M.010 CATTGTTGTCTTGGGAGAGC/
AGGACACCAGGCACCATATA

100–150

кером Ni02-D08a. Максимальная частота встречаемости 
аллелей показана для Bna.M.010 (0.83), минимальная – 
для Ni03H07a (0.27); среднее значение показателя было 
0.42. Праймеры, разработанные к маркерам Ni03H07a, 
Ni02-D08a и Ra02-E01a, позволяли обнаружить 8–10 ал-
лелей на локус и отличались наиболее высоким индексом 
информативности – 0.82. 

SRAP-анализ
По результатам предварительного тестирования из 25 ком- 
бинаций SRAP-праймеров было выбрано 10 пар, ампли­
фицирующих полиморфные ДНК-фрагменты с воспро­
изводимостью в повторных экспериментах (табл. 2). По­
лучено 53 фрагмента ПЦР размером от 132 до 1674 п. н. На 
одну комбинацию приходилось от 4 (F9-R9) до 7 (F10- R8, 
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F11-Em2, F10-R7) ампликонов. Часть маркеров оказалась 
информативной для выявления фрагментов амплифика­
ции, характерных для типа развития (озимый/яровой). С по- 
мощью шести комбинаций удалось получить  специфи­
чные ампликоны для сортовой идентификации (в табл. 2 
помечены звездочкой). 

Электрофореграмма результатов ПЦР с комбинацией 
праймеров F9-R8 представлена на рис. 3. Существенные 
различия по ДНК-профилю обнаружены между озимы-
ми (I) и яровыми сортами рапса (II) (объединены фигурны-
ми скобками). Стрелками обозначены сортоспецифичные 
ПЦР-продукты для озимого рапса Столичный (508 п. н.) и 
яровой сурепицы Надежда (700 п. н.), а также отсутствие 
у сорта Подмосковный ампликона размером 460 п. н., ха-
рактерного для других образцов рапса из группы яровых. 

Анализ показал, что по трем маркерным комбинациям 
(F11-Em2, F10-R7 и Me4-R7) в общей коллекции вы-
делялись сорта рапса Грант и Новосёл, по двум (F13-R9 
и Me4-R7) – Горизонт и Луговской. Сорт ВИК 2 можно 
идентифицировать с помощью маркеров в сочетании 
F9-Em2, а  яровой рапс Велес – F10-R7. Специфичные 
ДНК-спектры получены для сортов рапса Столичный, 
Подмосковный и сурепицы Надежда с применением 
комбинации F9-R8. 

Данные генотипирования были преобразованы в форму 
бинарной матрицы и послужили основанием для расчета 
индексов генетических расстояний по Нею (табл. 3). Наи-
больший коэффициент генетического сходства обнаружен 
между сортами рапса ярового типа Викрос и Бизон (1.0), 
а также Велес и Бизон (0.9655). Наименьшим значением 
этого показателя (0.7069) характеризовались сорта Гори-
зонт, Новосёл и Грант. Одинаково высокий индекс гене-
тических дистанций (0.3228) свидетельствовал о суще-
ственных различиях между двумя парами сортов – Грант 
и ВИК 2, Луговской и Столичный. Низкий коэффициент, 
а, следовательно, высокое генетическое сходство обнару-
жено между яровыми сортами Бизон и Викрос (нулевая 

дистанция) и образцами озимого типа Гарант, Северянин, 
Столичный, Норд, Лауреат (0.0174). 

По результатам ПЦР-анализа с применением двух ти­
пов маркеров (SSR и SRAP) были определены показа­
тели генетической изменчивости и построена итоговая 
дендрограмма филогенетических взаимосвязей мето- 

Таблица 2. Характеристика SRAP-праймеров  
для анализа ДНК-полиморфизма сортов рапса и сурепицы 

Комбинация 
праймеров

Последовательность 
нуклеотидов

Размер  
ПЦР-продукта, п. н.

F13-R7 CGAATCTTAGCCGGCAC/
GACTGCGTACGAATTGAG

266–624

F10-R8 GTAGCACAAGCCGGAAG/
GACACCGTACGAATTGAC

248–1140

*F13-R9 CGAATCTTAGCCGGCAC/
GACTGCGTACGAATTTCA

353–1674

F9-R9 GTAGCACAAGCCGGACC/
GACTGCGTACGAATTTCA

145–849

*Me4-R7 CGAATCTTAGCCGGAAT/
GACTGCGTACGAATTGAG

300–806

*F11-Em2 CGAATCTTAGCCGGATA/
GACTGCGTACGAATTCGG

175–712

*F10-R7 GTAGCACAAGCCGGAAG/
GACTGCGTACGAATTGAG

132–628

*F9-Em2 GTAGCACAAGCCGGACC/
GACTGCGTACGAATTCGG

209–1025

F13-R8 CGAATCTTAGCCGGCAC/
GACACCGTACGAATTGAC

107–688

*F9-R8 GTAGCACAAGCCGGACC/
GACACCGTACGAATTGAC

205–700

Примечание. Для синтеза праймеров использована информация о по-
следовательности нуклеотидов из (Li, Quiros, 2001).

Рис. 3. Электрофореграмма ПЦР-продуктов, полученных при амплификации сортов рапса и сурепицы с комбинацией 
SRAP-праймеров F9-R8.
Сорта рапса: озимого типа Северянин (1), Столичный (2), ВИК 2 (3), Норд (4), Лауреат (5), Горизонт (6), Гарант (7 ); ярового типа Вик
рос (8), Новик (9), Новосёл (10), Велес (11), Грант (12), Подмосковный (13), Луговской (14), Бизон (15). Сорта сурепицы: озимого типа 
Заря (16); ярового типа Надежда (17 ), Светлана (18). 19 – контроль (H2O); М – маркер молекулярной массы (100 кb DNA Ladder).
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Таблица 3. Индексы генетического сходства (над диагональю) и дистанции Нея (под диагональю),  
рассчитанные на основе результатов SRAP-анализа 

  № 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

   1 **** 0.9655 0.8966 0.9655 0.9655 0.9138 0.9828 0.8103 0.7931 0.7586 0.8448 0.7586 0.7931 0.7586 0.8103

   2 0.0351 **** 0.8966 0.9655 0.9655 0.9138 0.9828 0.7759 0.7586 0.7241 0.8103 0.7241 0.7586 0.7241 0.7759

   3 0.1092 0.1092 **** 0.931 0.8966 0.9138 0.9138 0.7414 0.7586 0.7586 0.7759 0.7241 0.7586 0.7586 0.7414

   4 0.0351 0.0351 0.0715 **** 0.9655 0.9483 0.9828 0.8103 0.7931 0.7586 0.8448 0.7586 0.7931 0.7586 0.8103

   5 0.0351 0.0351 0.1092 0.0351 **** 0.9138 0.9828 0.8103 0.7931 0.7586 0.8448 0.7586 0.7931 0.7586 0.8103

   6 0.0902 0.0902 0.0902 0.0531 0.0902 **** 0.931 0.7586 0.7414 0.7069 0.7931 0.7069 0.7759 0.7414 0.7586

   7 0.0174 0.0174 0.0902 0.0174 0.0174 0.0715 **** 0.7931 0.7759 0.7414 0.8276 0.7414 0.7759 0.7414 0.7931

   8 0.2103 0.2538 0.2992 0.2103 0.2103 0.2763 0.2318 **** 0.9483 0.9138 0.9655 0.9138 0.9483 0.8793 1

   9 0.2318 0.2763 0.2763 0.2318 0.2318 0.2992 0.2538 0.0531 **** 0.8966 0.9483 0.8966 0.9655 0.8621 0.9483

10 0.2763 0.3228 0.2763 0.2763 0.2763 0.3469 0.2992 0.0902 0.1092 **** 0.9138 0.8966 0.8966 0.8621 0.9138

11 0.1686 0.2103 0.2538 0.1686 0.1686 0.2318 0.1892 0.0351 0.0531 0.0902 **** 0.9138 0.9483 0.8793 0.9655

12 0.2763 0.3228 0.3228 0.2763 0.2763 0.3469 0.2992 0.0902 0.1092 0.1092 0.0902 **** 0.8966 0.931 0.9138

13 0.2318 0.2763 0.2763 0.2318 0.2318 0.2538 0.2538 0.0531 0.0351 0.1092 0.0531 0.1092 **** 0.8966 0.9483

14 0.2763 0.3228 0.2763 0.2763 0.2763 0.2992 0.2992 0.1286 0.1484 0.1484 0.1286 0.0715 0.1092 **** 0.8793

15 0.2103 0.2538 0.2992 0.2103 0.2103 0.2763 0.2318 0 0.0531 0.0902 0.0351 0.0902 0.0531 0.1286 ****

Примечание. № 1–15 – сорта рапса Северянин, Столичный, ВИК 2, Норд, Лауреат, Горизонт, Гарант, Викрос, Новик, Новосёл, Велес, Грант, Подмосковный, 
Луговской, Бизон.

Таблица 4. Показатели генетической изменчивости сортов рапса  
по результатам анализа с использованием SRAP- и SSR-маркеров 

Маркер Размер ПЦР-продукта, 
п. н.

Общее количество 
ПЦР-продуктов

Эффективное  
число аллелей (ne)

Гетерозиготность  
(He)

Индекс Шеннона  
(I)

SRAP-маркеры
1 F13-R7 266–624 6 1.20 0.12 0.18
1 F10-R8 248–1140 7 1.33 0.18 0.25
1 F13-R9 353–1674 6 1.18 0.12 0.20
1 F9-R9 145–849 4 1.25 0.12 0.17
1 Me4-R7 300–806 6 1.02 0.02 0.04
1 F11-Em2 175–712 7 1.23 0.14 0.22
1 F10-R7 132–628 7 1.51 0.27 0.38
1 F9-Em2 209–1025 10 1.27 0.17 0.28
1 F13-R8 107–688 5 1.20 0.10 0.14

Среднее – 6.44 1.24 0.14 0.21

SSR-маркеры
2 Na12A02 159–209 5 1.54 0.32 0.49
2 Ni2C12 110–140 3 1.67 0.13 0.22
2 Bna.M.010 145–173 3 1.25 0.19 0.34
3 Ni03H07a 132–1000 8 1.88 0.47 0.66
3 NiF02a 175–736 5 1.20 0.15 0.27
3 Ni02-D08a 135–1200 8 1.41 0.23 0.35
3 Ra02E01a 191–928 10 1.37 0.23 0.36

Среднее – 6.00 1.47 0.25 0.38

Примечание. По данным 1 (Rhouma et al., 2017); 2 (Сатина, 2010); 3 (Chandra et al., 2013). 
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дом UPGMA. Для изучаемого сортового материала по­
казана невысокая степень генетической гетерогенности. 
Причем большие значения таких показателей, как ожи-
даемая гетерозиготность (He) и число эффективных ал-
лелей (ne), выявлены при использовании SSR-маркеров, 
в среднем 0.25 против 0.14 и 1.47 на локус в сравнении с 
1.24 соответственно. Однако SRAP-метод позволил полу-
чить больше ПЦР-продуктов, в том числе пригодных для 
сортовой дифференциации (табл. 4). 

Из анализа общей UPGM-дендрограммы следует, что 
сорта рапса ярового и озимого типа разделились на два 
четко различимых кластера (рис. 4). В первой группе объ-
единились озимые сорта Северянин, Гарант, Столичный, 
Норд, Лауреат, Горизонт, ВИК 2. Сорта ярового типа ока­
зались во втором кластере. В группе озимого рапса выде-
лялись ВИК 2 и Горизонт, находящиеся на значительных 
генетических дистанциях от других образцов. Напротив, 
близко расположились на ветвях генеалогического дерева 
сорта Столичный, Норд и Лауреат, а также Гарант и Севе-
рянин, что подтверждается высокими значениями индек-
сов генетического сходства между ними, 0.9655 и 0.9828 
соответственно (см. табл. 3). В кластере яровых наиболее 
удаленными на дендрограмме оказались двунулевые сорта 
Новосёл, Грант и Луговской. Для них определены мак-
симальные показатели генетических дистанций в своей 
группе (0.3469 и 0.3228). Бизон и Викрос разместились в 
одной подгруппе на общей ветви дендрограммы. 

Обсуждение
«Балк-стратегия» формирования суммарной навески из 
30  проростков растений на сорт позволила нам значи-
тельно сократить усилия и затраты на проведение иссле-
дования в сравнении с традиционным способом анализа 
индивидуальных генотипов. Эффективность метода по-
казана для разных культур, особенно при масштабных 
исследованиях больших популяций (Liu et al., 2018). 
Однако такой подход является оправданным лишь при 
условии использования репрезентативной выборки для 

анализа. Для перекрестноопыляющихся видов с высоким 
уровнем внутрипопуляционной изменчивости общий об-
разец должен включать не менее 30–50 растений от сор­
та. В этом случае существенно выше вероятность учета 
редких аллелей, встречающихся в популяции с частотой 
ниже 10 % (Crossa, 1989; Semerikov et al., 2002). Растения 
рапса озимого типа обладают высокой способностью к 
самоопылению – до 70 % цветков (Шпаар, 2012), многие 
сорта относятся к линейным, тогда как у ярового рапса, по 
данным некоторых исследователей (Осипова, 1998), доля 
перекрестного опыления доходит до 40 %. Сурепица –  
перекрестноопыляемая культура. В связи с этим в наших 
исследованиях по оценке генетического полиморфизма 
использовали достаточно большую выборку – 30 про-
ростков на «балк-образец». 

Значительная часть SSR-праймеров, испытанных в на­
шей работе, генерировала мономорфные фрагменты амп­
лификации, не позволяющие оценить уровень генетиче-
ского разнообразия материала, или характеризовалась 
низкой воспроизводимостью результата в повторных экс­
периментах. Доля маркеров, эффективных для выявления 
межсортового полиморфизма ДНК, составила 16.7 %, что 
существенно ниже, чем определялось для SSR-локусов 
в работах других исследователей (Plieske, Struss, 2001; 
Hasan et al., 2008; Tian et al., 2017). Вероятно, это обуслов-
лено составом анализируемой коллекции, имеющей узкую 
генетическую основу с учетом происхождения сортов. При 
этом величина ряда показателей генетической изменчи-
вости (количество обнаруженных аллельных вариантов, 
частота встречаемости отдельных аллелей, PIC и He) 
оказалась сопоставимой с результатами, известными из 
доступных источников литературы (Сатина, 2010; Klya­
chenko et al., 2018). 

В основном используемые маркеры показывали по­
лиморфизм ДНК между рапсом и сурепицей, а также 
между образцами озимого и ярового типа внутри каж-
дого вида. Однако маркер Na12A02 оказался сортоспе-
цифичным для ярового рапса Бизон и озимой сурепицы 

Рис. 4. Дендрограмма генетического сходства сортов рапса селекции ФНЦ «ВИК им. В.Р. Вильямса».
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Заря, а Ra02-E01а – для озимого рапса ВИК 2 и яровой 
сурепицы Светлана. Уникальными аллелями по микро-
сателлитному локусу Ni02-D08a выделялись сорта рапса 
Подмосковный и Луговской. Указанные маркеры могут 
служить для сортовой ДНК-идентификации и генетиче-
ской паспортизации. 

Наибольшей эффективностью характеризовались SSR-
праймеры к маркерам генов устойчивости к Alternaria 
bligh генотипов индийской горчицы (Chandra et al., 2013). 
Это, в частности, праймеры Ni02-D08a, Ni03H07a и 
RA02- E01a. С ними обнаружены специфичные фрагмен-
ты амплификации для линейного сорта ВИК 2 и озимого 
рапса Горизонт, который получен на его основе путем 
промораживания семян и отборов на низкотемператур-
ном фоне. Общие свойства этих сортов – высокая зимо-
стойкость и устойчивость к поражению альтернариозом. 
В связи с этим результаты настоящего исследования могут 
быть полезны при отборе перспективного селекционного 
материала и для дальнейшего QTL-анализа на устойчи-
вость к болезням. 

Среди сортов рапса ярового типа существенно отличал-
ся от других Велес, тогда как Луговской и Грант обладали 
значительным сходством в исследуемых микросателлит-
ных участках генома. Велес – новый перспективный сорт, 
допущенный к использованию с 2021 г., разработан на 
основе сорта Викрос методом химического мутагенеза, 
который приводит к высокой частоте нуклеотидных замен. 
Возможно, с этим связано появление уникальных аллелей 
у сорта Велес сразу по трем локусам, Ni2C12, Ra02-E01a 
и Na12A02. При этом с маркером Ni2C12 специфичный 
ДНК-профиль получен и для сорта Викрос. 

В основе создания сорта Грант лежит метод межвидо-
вой и межсортовой гибридизации скороспелых образцов 
иностранной селекции и высокопродуктивных сортов 
Луговской и Викрос селекции ФНЦ «ВИК им. В.Р. Виль­
ямса». Общность происхождения, очевидно, служит при­
чиной сходства, выявленного на генетическом уровне, 
между сортами Грант и Луговской. 

В целом SSR-анализ оказался недостаточно эффектив-
ным способом для идентификации сортов в изучаемой 
коллекции: из общего набора праймеров к микросателлит-
ным локусам генома лишь четыре (10.5 %) определены 
как сортоспецифичные при оценке рапса, и один (2.3 %) – 
яровой сурепицы Надежда (маркер Ni03H07а). 

Для изучения полиморфизма ДНК дополнительно при­
меняли SRAP-анализ. SRAP относятся к третьему поко­
лению молекулярных маркеров, изначально разрабаты­
вались для генов B. oleracea L. (Li, Quiros, 2001), но в 
настоящее время успешно используются для оценки ге­
нетического разнообразия и создания генетических карт 
многих видов растений (Aneja et al., 2012; Rhouma et 
al., 2017; Liu et al., 2018). Метод простой, недорогой и 
эффективный, отличается высокой воспроизводимостью 
результатов. 

В нашей работе с помощью данной техники маркирова-
ния удалось выделить шесть комбинаций праймеров, при-
годных для идентификации восьми сортов рапса и одно­
го сорта сурепицы. Две комбинации SRAP-праймеров из 
числа информативных – F10-R7 и F9-Em2 – можно с оди-
наковой эффективностью использовать для межвидовой 

и межсортовой дифференциации в рамках тестируемой  
выборки. 

Итоговая дендрограмма филогенетических отношений 
позволила визуально оценить степень сходства или гене-
тической удаленности изучаемого сортового материала. 
К примеру, близкое расположение на ветвях генеалогиче-
ского дерева сортов рапса Столичный, Норд и Лауреат, ви-
димо, обусловлено особенностями их происхождения: от-
боры на зимостойкость из комбинаций, где одним из роди-
телей был районированный сорт озимого рапса Проминь. 

В общей подгруппе на малой генетической дистанции 
друг от друга (0.0174) расположились сорта рапса Гарант, 
созданный путем отборов на зимостойкость, и Северянин, 
полученный в результате промораживания исходного 
материала в климокамере с последующим индивидуально-
семейным отбором. Наряду с высокой зимостойкостью, 
эти сорта обладают устойчивостью к полеганию и гриб-
ным патогенам. 

Обособленным положением в группе яровых выделялся 
двунулевой сорт Новосёл (генетическая дистанция по Нею 
0.3469). Он разработан на основе образцов иностранной 
селекции и отечественных сортов Луговской и Викрос, 
характеризующихся скороспелостью и высокой продук-
тивностью. По срокам созревания Новосёл превышает 
сорта-стандарты, отличается повышенной устойчивостью 
к альтернариозу. 

Яровые сорта рапса Бизон и Викрос расположились на 
одной ветви дендрограммы. Оба сорта созданы методом 
внутривидовой гибридизации, но имеют разных родите-
лей, характеризуются стабильной продуктивностью, ран­
неспелостью и низким содержанием глюкозинолатов. 

Заключение
Проведенные исследования свидетельствуют об эффек-
тивности SSR- и SRAP-маркеров для оценки ДНК-поли­
морфизма сортов рапса и сурепицы селекции ФНЦ «ВИК 
им. В.Р. Вильямса». При этом более высокой степенью 
информативности отличался SRAP-метод: 36 % от общего 
числа испытанных маркеров оказались полиморфными, 
тогда как для микросателлитных локусов этот показатель 
равнялся 16.7 %. 

С применением двух техник молекулярного анализа 
определены ДНК-идентификационные маркеры для 10 
из 15 сортов рапса и 2 сортов сурепицы. По микросател-
литным локусам Na12A02, Ni2C12, Ra02-E01 и Ni02-D08a 
уникальные ПЦР-продукты получены для сортов рапса 
Бизон, Велес, Викрос, ВИК 2, Подмосковный и Лугов-
ской. С маркером Ni03H07а выделялась яровая сурепица 
Надежда. В наборе SRAP-праймеров эффективными 
для выявления межсортовых различий оказались ком-
бинации: F13-R9, Me4-R7, F11-Em2, F10-R7, F9-Em2, 
F9-R8. С помощью этих маркеров удалось обнаружить 
сортоспецифичные ампликоны или получить уникальные 
ДНК-профили для сортов ярового и озимого рапса Грант, 
Новосёл, Горизонт, Столичный, Луговской, Подмосков-
ный и яровой сурепицы Светлана. 

Результаты данного исследования могут быть использо-
ваны при создании перспективных форм и гибридов, для 
генетической паспортизации, контроля сортовой чистоты 
семенного материала. 
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