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Аннотация. Рожь озимая (Secale cereale L.) является важной продовольственной культурой России. 
Изучение генетического разнообразия зерновых культур проводится с использованием молекулярных мар-
керов. Для определения полиморфизма ДНК был использован метод выявления эффективных праймеров 
ISSR (Inter Simple Sequence Repeats). ISSR-праймеры отбирались по следующим параметрам: 1) наиболь-
шее число полиморфных фрагментов ДНК; 2) четкая амплификация; 3) воспроизводимость при повтор-
ных ПЦР. Всего проанализировано 22 ISSR-праймера с тотальной ДНК S. cereale. Из них высокую эффек-
тивность продемонстрировали пять ISSR-праймеров для изученных пяти озимых сортов ржи посевной. 
Для молекулярно-генетического анализа S. cereale были отобраны следующие четыре динуклеотидных 
ISSR-праймера (M1 (AC)8CG, ISSR-5 (AG)8CA, CR-215 (CT)6TG, CR-218 (GA)6CC) и один тринукле-
отидный ISSR-праймер X10 (AGC)6C. Выявленные ISSR-праймеры позволят определить генетическое 
разнообразие сортов озимой ржи, выращиваемых в условиях Среднего Урала.

Ключевые слова: эффективные ISSR-праймеры; межмикросателлитный анализ; маркеры; озимые сор-
та; Secale cereale L.
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Abstract. Rye (Secale cereale L.) is important food crop in Russia. The study of the genetic diversity of crops 
is carried out using molecular markers. To identify eff ective primers, ISSR (Inter Simple Sequence Repeats), a 
method for determining DNA polymorphism, was used.The selection of ISSR primers was carried out according 
to the largest number of polymorphic DNA fragments, their clear amplifi cation and reproducibility in repeated 
PCR. Of the 22 analyzed ISSR primers with the total DNA of S. cereale, 5 ISSR primers demonstrated high ef-
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Введение. Рожь посевная (Secale cereale L., сем. Poaceae) является важной продовольствен-
ной культурой России. По данным Росстата, за 2019–2021 гг. посевные площади ржи озимой 
выросли на 185 тыс. га и составили 1033 тыс. га [11]. В норме валовой сбор зерна ржи посевной 
должен быть не менее 100 кг ржи посевной на 1 человека в год [2]. Следовательно, на территории 
Российской Федерации для обеспечения населения необходимо производить 15 млн т зерна ржи 
посевной ежегодно. За 2021 г. было произведено 1,7 млн т зерна ржи посевной, что недостаточно 
для обеспечения населения [11].

Гибкость по ареалу распространения – одно из преимуществ ржи посевной, поэтому 
она рекомендована для выращивания в регионах со сложными природно-климатическими 
условиями [9]. Для создания новых сортов S. cereale необходимы дополнительные селекци-
онные труды в составе современных программ селекции зерновых культур. К таким трудам 
относят новые стратегии исследований генетических ресурсов для направленного исполь-
зования генетического разнообразия [5]. Для ускорения и увеличения точности селекци-
онного отбора у зерновых культур используют последние достижения геномных техно-
логий.

Подбор высокоэффективных для изучения генетического разнообразия праймеров – 
важный этап молекулярно-генетического анализа, поскольку праймеры являются неотъем-
лимым компонентом ПЦР и специфичность амплификации зависит именно от них. В осно-
ве ISSR-анализа (Inter Simple Sequence Repeats) лежит следующее: многие гены окружены 
микросателлитными последовательностями, что позволяет использовать их как якорные 
при подборе праймеров к этим генам [8]. В числе приоритетных направлений исследова-
ний – изучение ISSR-PCR маркеров, генетических ресурсов устойчивости зерновых куль-
тур к засухе, низкотемпературному и осмотическому стрессам, а также качества и продук-
тивности зерна [5].

Цель данной работы – подбор эффективных ISSR-праймеров для выявления генетического 
разнообразия озимых сортов S. cereale.

Методика исследований. В 2022 г. собрано 450 образцов листьев 5 озимых сортов ржи 
посевной (Алиса, Вятка 2, Ника, Паром, Янтарная), из которых 250 образцов листьев – на 
опытном поле Пермского НИИСХ и 200 образцов листьев – на опытном поле Уральского 
НИИСХ. Пробы ДНК S. cereale выделены из листьев ржи посевной, собранных во время 
генеративного периода. Подбор праймеров проводили с использованием выборки из 30 проб 
ДНК для каждого ISSR-праймера. С тотальной ДНК S. cereale всего было проанализировано 
22 ISSR-праймера.

Выделение ДНК осуществляли в соответствии с методом CTAB, с модификацией сорбирую-
щего вещества [6,14]. ДНК выделяли из 20 мг растительного материала (листьев S. cereale) каж-
дого образца. Концентрацию и качество ДНК определяли стандартным методом [12].

Эффективность ISSR-праймеров устанавливали с помощью межмикросателлитного анализа 
с использованием ПЦР [16]. Выбор эффективных ISSR-праймеров проводили в соответствии со 
следующими параметрами: выявление наибольшего числа четко амплифицируемых фрагментов 
ДНК, а также повторяемости результатов ПЦР [6]. Эффективность праймеров рассчитывали в 
соответствии с 5-балльной шкалой (1 – низкая, 5 – высокая) [3].

Реакционная смесь для полимеразной цепной реакции занимала объем 10 мкл. В состав 
реакционной смеси входили: стандартный 1× буфер для ПЦР, 1 ед. Tag-полимеразы, 2,5 mM MgCl2 
(«Силекс М», Россия); 1 µM праймеров («Евроген», Россия); смесь дезоксинуклеотидов, 0,25 mM 
каждого (Fermentas, Литва); 20 нг ДНК S. cereale.

fi ciency for the studied 5 winter rye varieties. For further molecular genetic analysis of S. cereale, the following 
four dinucleotide ISSR primers (M1 (AC)

8
CG, ISSR-5 (AG)

8
CA, CR-215 (CT)

6
TG, CR-218 (GA)

6
CC) and one 

trinucleotide ISSR primer X10 (AGC)
6
C. The identifi ed ISSR primers will make it possible to determine the ge-

netic diversity of winter rye varieties grown in the conditions of the Middle Urals.
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ПЦР проводили в термоциклере MJ Mini-Cycler (Bio-Rad, USA). Для увеличения числа копий 
ДНК каждого образца S. cereale ISSR-методом использовали стандартную программу ПЦР [6]. 
Поскольку температура отжига подбирается в зависимости от нуклеотидного состава праймера, 
она варьировала от 56 до 64 °С. Стандартный отрицательный контроль (K-) использовали для 
проверки чистоты реагентов [12]. Обнаружение продуктов амплификации проводили методом 
гель-электрофореза в боратном буфере. Краситель бромистый этидий использовали для окраши-
вания продуктов ПЦР. Результаты электрофореза фотографировали в проходящем ультрафиоле-
товом свете. Определение длин фрагментов ДНК проводили с использованием программы Image 
Lab (Bio-Rad, USA).

Результаты исследований. Для выявления эффективных праймеров для S. cereale были 
отобраны 22 ISSR-праймера с ди- и тринуклеотидными повторами, в качестве якорей у ко-
торых выступают 1 или 2 нуклеотида на конце праймера. Именно эти 22 праймера наиболее 
часто используются для определения генетического разнообразия растений с использованием 
ISSR-анализа [1]. Длины анализируемых ISSR-праймеров менялись от 13 (Х1) до 22 (ISSR9) 
нуклеотидов (см. таблицу). Каждый из отобранных ISSR-праймеров анализировали индивиду-
ально. Для дальнейшего анализа были выбраны пять праймеров, эффективных для S. cereale, 
поскольку они удовлетворяют параметрам эффективности [12].

В результате амплификации анализируемых праймеров были получены фрагменты ДНК 
молекулярной массой от 200 до 1300 п.н. Из 22 праймеров пять продемонстрировали вы-
сокую эффективность, равную 5 баллам в соответствии со шкалой, предложенной С.В. Бо-
ронниковой и Р.Н. Календарем в 2007 г. [3]. Пять праймеров показали среднюю эффектив-
ность – 4 балла. Невысокую (3 балла и ниже) эффективность показали 12 ISSR-праймеров. 
Для дальнейшего анализа подходят только те праймеры, эффективность которых равна 
5 баллам.

Эффективность ISSR-праймеров изученных озимых сортов
Secale cereale L.

Обозначение 
праймера

Нуклеотидная 
последовательность 

праймера (5’→3’)

Эффективность 
праймера

Обозначение 
праймера

Нуклеотидная 
последовательность 

праймера (5’→3’)

Эффективность 
праймера

M1 (AC)
8
CG 5 ISSR-5 (AG)

8
CA 5

M2 (AC)
8
CC 2 ISSR-6 (AG)

8
CG 3

M3 (AC)
8
CT 4 ISSR-7 (CTC)

6
C 3

M27 (GA)
8
C 4 ISSR-8 (GAG)

6
C 2

X1 (CA)
6
G 2 ISSR-9 (ACG)

7
G 4

X9 (ACC)
6
G 3 ISSR-10 (ATG)

7
C 3

X10 (AGC)
6
C 5 CR-212 (CT)

8
TG 4

X11 (AGC)
6
G 1 CR-215 (CA)

6
GT 5

ISSR-1 (AC)
8
T 3 CR-216 (GA)

6
GG 2

ISSR-3 (TG)
8
AA 3 CR-217 (TG)

6
GG 3

ISSR-4 (TG)
8
GC 4 CR-218 (GA)

6
CC 5

Примечание: жирным шрифтом выделены эффективные праймеры [4].

Эффективными праймерами для изученных 5 озимых сортов S. cereale являются 4 динуклео-
тидных праймера ((AC)

8
CG, (AG)

8
CA, (CT)

8
TG, (CT)

6
TG, (GA)

6
CC) и 1 тринуклеотидный прай-

мер ((AGC)
6
C).

Для ISSR-анализа тритикале (×Tritico secale Wittmack) в Институте генетики и цитологии 
Национальной академии наук Беларуси были использованы 7 ISSR-праймеров, из которых пять 
содержали динуклеотидный повтор ( (AC)

8
TC, (AC)

8
AG, (AG)

8
C, (AG)

8
T, (GA)

8
A), два – тринук-

леотидный ( (CAG)
5
, (AGC)

6
G) [7].

Для обнаружения полиморфизма родительских линий S. cereale учеными из Варшавского 
аграрного университета были отобраны следующие 7 ISSR-праймеров (GA)

9
T, (AG)

8
T, (CT)

8
G, 

C(AC)
4
(AG)

4
A, G(AG)

7
(AT)

2
A, (CCT)

5
A, (CCT)

5
G [13]. Кроме того, при разработке ISSR-прай-
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меров для ржи посевной динуклеотидные праймеры являются преобладающими в списке эф-
фективных праймеров для обнаружения полиморфизма [15]. На основе данных этих исследова-
ний и проведенного нами подбора ISSR-праймеров можно сделать вывод, что динуклеотидные 
праймеры при амплификации c тотальной ДНК S. cereale дают наибольшее число полиморфных 
фрагментов ДНК.

Для селекции озимых сортов S. cereale в условиях Нечерноземной зоны России большое зна-
чение имеют высокозимостойкие сорта, наиболее адаптированные к почвенно-климатическим 
условиям региона. К ним относятся Вятка, Вятка 2 и Уральская [9]. Среди сортов, к которым 
были подобраны эффективные праймеры, есть один адаптированный к условиям Нечерноземья 
(Вятка 2).

Таким образом, для молекулярно-генетических исследований изученных озимых сортов 
S. cereale могут быть рекомендованы следующие пять эффективных ISSR-праймеров: (AC)

8
CG, 

(AG)
8
CA, (CT)

6
TG, (GA)

6
CC, (AGC)

6
C.

Заключение. Для молекулярно-генетического анализа озимых сортов S. cerealе c использова-
нием ISSR-метода выявления полиморфизма ДНК был произведен подбор ISSR-праймеров по 
следующим критериям: наибольшее число полиморфных фрагментов ДНК, их четкая амплифи-
кация и воспроизводимость при повторных ПЦР.

Отобранные эффективные ISSR-праймеры ((AC)
8
CG, (AG)

8
CA, (CT)

6
TG, (GA)

6
CC, (AGC)

6
C) 

позволят выявить генетическое разнообразие озимых сортов S. cereale не только на опытных по-
лях двух научно-исследовательских институтов, но и в условиях Нечерноземья.

Исследование выполнено в рамках Программы «Приоритет – 2030», проект которой реали-
зует Пермский государственный национальный исследовательский университет (Россия).
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