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Аннотация. В данной работе изучен полиморфизм SSR-локусов по признаку 

устойчивости капусты белокочанной к сосудистому бактериозу. Из 26 апробированных 

кодоминантных молекулярных SSR маркеров, взятых из базы данных на сайте www. 

VegMarks, отобрано два SSR праймера, пригодных для анализа селекционного материала, 

отличающегося по проявлению признака резистентности к Xanthomonas campestris pv. 

campestris Dows. Даны рекомендации дальнейшего использования проанализированных 

селекционных образцов в научной работе по созданию резистентных форм капусты 

белокочанной к сосудистому бактериозу.  
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Abstract. In this work, the polymorphism of SSR loci on the basis of the resistance of cab-

bage to black rot was studied. Of the 26 approved codominant molecular SSR markers taken from 

the database at www. VegMarks, to identify the polymorphism between the resistant and suscepti-

ble forms of cabbage to black rot 2 were selected, which showed polymorphism (allelic difference) 

between contrasting forms. Recommendations for the further use of the analyzed breeding samples 

in scientific work on development of forms of cabbage resistant  to black rot are given. 
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Сосудистый бактериоз – одно из самых вредоносных заболеваний 

сельскохозяйственных растений. К сожалению, как и большинство представи-

телей семейства Brassicaceae капуста белокочанная восприимчива к сосудисто-

му бактериозу. Данное заболевание вызывается бактериями Xanthomonas 

campestris pv. campestris Dows. Бактерии рода Xanthomonas поражают более 400 

видов растений [1, с. 308-356], включая основные продовольственные и 

технические культурные растения. Род Xanthomonas включает более 27 видов 

[2, с. 472-489], обладающих сходными физиологическими и генетическими 

признаками. Возбудитель представлен несколькими физиологическими расами 

http://yandex.ru/clck/jsredir?from=yandex.ru%3Bsearch%2F%3Bweb%3B%3B&text=&etext=1472.L80o6EvQHYAGnuhx2yRYSmTt7BQcdihWVL7ytbeAcHs.a4123feca0780fbe81b810f7e9ab17ba8f490815&uuid=&state=PEtFfuTeVD5kpHnK9lio9dFa2ePbDzX7fH_cbK-eu2V8J4cbFpzDXVHZJKQvpytSIkjSZ4Cc6zu0NMQINCoRdw,,&&cst=AiuY0DBWFJ4EhnbxqmjDhalW0jCL1kVEB1yKOfokoCvNsN4Hb0gXZPmyntPTxXMI3sIeMbBfjTKwagspgB3egRwA61bbBBXFmYAuVH2hWJeZd8WkIJUdERwj089djQA2OT3ZNsfrUDhvHKgpU5LDIoAd3ySDOWxJwIJCg7TxP_s,&data=UlNrNmk5WktYejY4cHFySjRXSWhXTHB5azJ5UDUzSXF4aWJQZ3FVSjdtS1drRk9sTGtGWHhlMzJveEwwSDJoSWh0QXhpQjREbExCTVJXYV9GSy0ycV9RWmU0TGdsbjVIbmF0OFlIcDhxTWlVdWhnMlBVLWhlS2cwRXBQdUVYVTg,&sign=7f6c674ca26b4f87b0f0bf6b5f147b2b&keyno=0&b64e=2&ref=orjY4mGPRjk5boDnW0uvlrrd71vZw9kpimhGRbPNC2PB7dQ8_ekBChuQBJz39BZxHjZO3dWZpmK9ai0YCjNLAVlHIkf1gGraO_-ZgUDa5SA1Xzd_LPVQyVwqRX_p46s0BIN3P8bh-Lb8DgqAcY8-1-RVfSSq0jVs&l10n=ru&cts=1499241365747&mc=3.085055102756477


(6 рас по S. Kamoun (1992) в модификации А.Игнатова) [3]. В России наиболее 

распространены четыре из них: 0, 1, 3 и 4; в Краснодарском крае – три: 0, 1 и 3.  

Потери от сосудистого бактериоза могут быть значительными в 

зависимости от устойчивости сорта или гибрида, уровня агротехники и 

климатических факторов среды. В результате развития сосудистого бактериоза 

происходит значительное снижение урожая, пищевой ценности продукции 

(ухудшение качества кочанов), что проявляется в снижении содержания саха-

ров в 1,5 раза, а аскорбиновой кислоты на 11-17 % [4, с.15-16], повышается вос-

приимчивость к слизистому бактериозу. 

В условиях Кубани болезнь может принять эпифитотийный характер в 

случае наличия источника инфекции, благоприятных погодных условий 

(высокие температуры и влажность), отсутствии генетической защиты сорта 

или гибрида. 

В связи с дорогими химическими средствами защиты от данного 

заболевания в условиях интенсивного возделывания капусты белокочанной 

наиболее актуальным на сегодняшний день является создание гибридов, сортов и 

линий с генетической устойчивостью. Это позволит сократить применение хи-

мических средств защиты и минимизировать потери урожай данной культуры. 

Перспективно и особо востребовано в селекции сортов и гибридов нового 

поколения использование современных постгеномных технологий (ДНК-

маркирование), позволяющих ускорять процесс создания форм, устойчивых к 

различным стресс-факторам. Это способствует повышению 

конкурентоспособности и импортозамещению продукции капусты 

белокочанной. 

Одним из наиболее современных методов ДНК-анализа является 

изучение микросателлитных локусов. Метод SSR-анализа (Simple Sequence Re-

peats) нашел широкое применение в научных и прикладных исследованиях для 

анализа генома растений и в качестве маркеров при конструировании 

генетических карт и идентификации видов и сортов сельскохозяйственных 

культур. Микросателлиты представляют собой простые, наиболее доступные, 

удобные и относительно недорогие маркеры, пригодные, прежде всего, для 

идентификации генотипов. Они стабильны в соматических клетках, 

локусспецифичны, их наследование, как правило, носит кодоминантный 

характер, что позволяет отличать гомозиготное состояние исследуемого локуса 

ДНК от гетерозиготного [5, с. 1717-1725].  

Устойчивость капустных растений к сосудистому бактериозу проявляется 

в мезофилле (листовая устойчивость), окружающем гидатоды [6, с. 57] и сосу-

дах ксилемы (стеблевая устойчивость) [7, с. 160-164; 8, с. 45-48; 9, с. 79-80]. К 

настоящему времени клонирован ряд генов устойчивости, проведена их моле-

кулярная характеристика и выявлены их консервативные области [2, с.72-489; 

10, с. 157-169; 11, с. 127-132; 12, с.309-319; 5, с. 1717-1725]. Листовая устойчи-

вость определяется несколькими специфичными генами и проявляется в виде 

ответной реакции сверхчувствительности растений на проникновение патогена 

в мезофилл листа. Стеблевая устойчивость определяется одним или двумя не-

http://www.genetics.org/search.dtl


специфичными доминантными генами (Rs), независимыми от расоспецифиче-

ской листовой устойчивости [8, с. 45-48].  

Цель исследований – разработать с применением метода молекулярного 

маркирования методическую схему оценки капусты белокочанной на устойчи-

вость к сосудистому бактериозу, позволяющую ускорить создание высокопро-

дуктивных сортов и гетерозисных гибридов Brassica oleracea L. 

Для достижения цели были поставлены следующие задачи: 

1. Выбрать из Международной базы данных VegMarks 50 нейтральных 

микросателлитных (SSR) маркеров. На основе ПЦР-анализа апробировать их на 

контрастных по резистентности к сосудистому бактериозу образцах капусты 

белокочанной. По данным ПЦР-анализа установить аллельную разницу между 

устойчивыми и восприимчивыми к заболеванию формами.  

2. Произвести отбор наиболее информативных SSR-маркеров, показав-

ших аллельный полиморфизм  по устойчивости к сосудистому бактериозу и 

внедрить их в селекционный процесс для ведения маркерной селекции капусты 

белокочанной по данному признаку.  

3. Провести ДНК-анализ селекционных образцов капусты белокочанной с 

использованием отобранных полиморфных SSR-маркеров для идентификации 

аллелей устойчивости и их состояния (гомо- или гетерозиготное).  

Материалы и методы. За последние годы число доступных праймеров к 

микросателлитным локусам Brassica oleracea L. значительно увеличилось. В 

настоящее время в Международной базе данных Brassica Microsatellite Infor-

mation Exchange (http://www.brassica.info/ssr/SSRinfo.htm) представлено 628 пар 

праймеров к фланкирующим областям микросателлитов. В базе данных 

http://www.VegMarks также имеется более 600 кодоминантных микросателлит-

ных молекулярных маркеров для SSR молекулярно-генетических исследований 

капусты белокочанной [10, с. 157-169]. 

Для молекулярно-генетических исследований ДНК устойчивых и воспри-

имчивых форм капусты белокочанной, а также селекционных образцов отдела 

овощекартофолеводства использовали кодоминантные SSR-маркеры, взятые из 

базы данных генетических ресурсов VegMarks, доступной на web-странице 

www. VegMarks [10, с. 157-169; 11, с. 127-132; 12, с. 309-319; 13, с. 1103-1112]. 

Праймеры, использованные в исследованиях (таблица), синтезированы 

фирмой ЗАО «Синтол» (г. Москва).  

 

Таблица 

Праймеры для генотипирования Brassica oleracea L. 
№ Название 

праймера 

Последовательности праймеров Диапа-

зон длин 

ПЦР-

фраг-

ментов, 

 п. н. 

Мотив Геном-

специ-

фичность 

1 2 3 4 5 6 

1 Na10-D09 F-AAGAACGTCAAGATCCTCTGC                   

R-ACCACCACGGTAGTAGAGCG 

150-170 (GT)n ABC 

http://www.brassica.info/ssr/SSRinfo.htm
http://www.ncbi.nih.gov/
http://www.ncbi.nih.gov/
http://www.ncbi.nih.gov/
http://www.ncbi.nih.gov/
http://www.ncbi.nih.gov/
http://www.ncbi.nih.gov/
http://www.genetics.org/search.dtl
http://dx.doi.org/10.1007/s00122-003-1522-7


Продолжение таблицы 
1 2 3 4 5 6 

2 Na12-A02 F-AGCCTTGTTGCTTTTCAACG                      

R-AGTGAATCGATGATCTCGCC 

160-218 (CT)n ABC 

3 Na12-F12 F-CGTTCTCACCTCCGATAAGC                   

R-TCCGATGTAGAATCAGCAGC 

170-190 (CCG)n ABC 

4 Ni2-B02 F-CGCTGCAATTATACGAAAGC                      

R-CCTCATGCTCTCCAAAGACC 

80-110 (GGC)n ABC 

5 Ra2-E12 F-TGTCAGTGTGTCCACTTCGC            

R-AGAGAAACCCAATAAAGTAG 

AACC 

125-165 (GA)n АВС 

6 Ni3-G04B F-ATACTCGGGATAGGTGTGCG                   

R-ATGTGGCAATCCTACATTTAC 

70-140 (AG)n ABC 

7 Ol12-A04 F-TGGGTAAGTAACTGTGGTGGC         

R-AGAGTTCGCATACTCTGGAGC 

110-150 (CT)n ABC 

8 BRMS-006 F-TGGTGGCTTGAGATTAGTTC              

R-ACTCGAAGCCTAATGAAAAG 

140-175 (GA)n ABC 

9 BRMS 043 F- GCGATGTTTTTTCTTCAGTGTC 

R- TTAATCCCTACCCACAATTTCC 

318 (A)21(

T)14(G

T)6 

ABC 

10 BRMS 

014 

F- CCGTAAGGAATATTGAGGCA 

R- TTCCCAATTCTCAAACGGTA 

263-295 (TC)15 ABC 

11 BRMS 050 F- AACTTTGCTTCCACTGATTTTT 

R- TTGCTTAACGCTAAATCCATAT 

164 (AAT)4

,(TC)19(

TTC)3 

ABC 

12 BRMS 

051 

F-GGCCAAGCCACTACTGCTCAGA 

R-GCGGAGAGTGAGGGAGTTATGG 

262 (TC)15 ABC 

13 BRMS 096 F-

AGTCGAGATCTCGTTCGTGTCTCCC 

R-

TGAAGAAGGATTGAAGCTGTTGTT

G 

194-220 (CT)30 АВС 

14 AF051772 F- TCCGAAAGTGGGGAAAGG 

R- TGTGTCAGAAAGCGAGAAGG 

154–187 (aag)5 ABC 

15 AF458409 F- AGAAAGCAGACGGGAATGG 

R- TGGTTAAAGCGAAAGTGTGC 

133–168 (aga)6 ABC 

16 AJ427337 F- GCTGATGTTGATGGTGATGG 

R- GCCGAAGCAGACAAATAAAAC 

187–212 (ga)5 ABC 

17 BZ523957 F- ATTATGACGCCTGGTTTTA 

R- TTGGTTAGAAGTTATGGGAAC 

231–272 (ttg)6 ABC 

18 CC956628 F- GTCCCCTCTCTCTCCCATCC 

R- GAGCCATTTCTTTATTTGTTCC 

201–218 (tc)5 АВС 

19 CC956699 F- 
TCTCACCTATCTTCTTCTCTTTCTTT

C 

R- CGCCTCGTGCTTCTTTCTC 

158–198 (cac)9 ABC 

20 CC969431 F- AAGCCACCTCACCTTAGCC 

R- GAAATCCCAGAGACTGAAAACC 

237–272 (ga)6 ABC 

21 CC969459 F- CCAAAGATTCAGAGGAAATGG 

R- GCGTCAAAAACGGTGTCG 

190–205 (cgg)5 ABC 

 



Продолжение таблицы 
1 2 3 4 5 6 

22 CC969497 F- CAAATGACTACGGGAACAGGA 

R- GGGTGGTGCTCAAGGATAAA 

129–145 (tgc)5 ABC 

23 CC969507 F- AACTGAAACGACCAAGAAGTCC 

R- CCAGGAGGAGAGAGAGAGAGC 

298–301 (ct)5 ABC 

24 X94979 F- TCCAAGACCGTAGAGGAGGA 

R- AAGCCAACAAACTTCAACAACA 

128–138 (atg)5 ABC 

25 ВС46 F -AGGTTTCGAGGTTGTGGCTTCT 

R-

CTAAACTCATCGCTTCCGTAAACA 

208-214 (ga)13 ABC 

26 ВС7 F -AAATTGTTTCTCTTCCCCAT 

R-GTGTTAGGGAGCTGGAGAAT 

119-151 (ст)24 АВС 

 

Биоматериалом для выделения ДНК послужили свежесрезанные, в фазе 

5-7  листьев, листовые пластинки устойчивых (линии Тен 133-3; 272-510; 272-

576; Бр129-10) и восприимчивых (линия 279-488) растений капусты белокочан-

ной, а также по 32 растения трёх опытных образцов, участвующих в селекци-

онном процессе отдела овощекартофелеводства по созданию резистентных 

форм к сосудистому бактериозу.  

ДНК выделяли стандартным методом СТАВ по Марею [15, с. 4321-4325]. 

Метод заключается в использовании цетилтриметиламмоний бромида (СТАВ) в 

качестве основного компонента буфера экстракции и преципитации.  

Для проведения ПЦР нами подбирались оптимальные условия, при 

которых продукты амплификации четко визуализировались. На начальном 

этапе при постановке ПЦР в реакционную смесь вносили разное количество 

праймеров и dNTP (трифосфатов). Анализ продуктов ПЦР позволил 

установить, что оптимальная концентрация праймеров в реакционной смеси 

составляет 0,3 мкМ, а dNTP – 10мкл, при которой четко выявляются целевые 

фрагменты. 

Одновременно отрабатывалась программа амплификации. Были 

апробированы разные температуры денатурации, отжига, а также количество 

циклов каждого этапа амплификации. При этом наблюдалось как 

ингибирование синтеза целевых фрагментов, так и их четкая визуализация. В 

результате удалось подобрать оптимальные параметры, при которых продукты 

амплификации четко визуализировались.  

Протокол ДНК-анализа: 

ПЦР смесь: 40-50 нг ДНК, 2,5 мкл буфера Taq полимеразы; 10,0 мкл три-

фосфата (0,5 мµ); по 0,3 мкМ прямого (F) и обратного (R) праймеров; 1 единицу 

Taq полимеразы в объеме 25 мкл.  

ПЦР программа: 15 минут при 95
о
С – начальная денатурация – 1 цикл,  

следующих 25 циклов: 2 мин денатурация при 94
о
С, 1 мин денатурация при 

94
о
С, 30 секунд отжиг праймеров при 65

о
С, 45 секунд синтез при 72

о
С; затем 

каждый второй цикл температуру отжига снижаем на 1ºС до достижения тем-

пературы 55ºС и остальные 20 циклов: 1 мин денатурация при 94
о
С, 30 секунд 

отжиг праймеров при 55
о
С, 45 секунд синтез при 72

о
С, завершающий цикл син-

теза 1 минута при 72С
о
.  



При проведении SSR-анализа в данных условиях были получены четкие 

электрофоретические профили с использованием вышеуказанных 

молекулярных маркеров для каждого исследуемого образца капусты 

белокочанной.  

Продукты ПЦР разделяли электрофорезом в 8 %-ном акриламидном 

(ПААГ) и 2 %-ном агарозном гелях на основе 1*ТВЕ буфера при напряженно-

сти поля 6 V/см. Визуализация результата электрофоретического разделения 

продуктов ПЦР в ПААГ проводилась с использованием бромистого этидия 

(BrEt, 2,7-диамино-10-этил-9-фенилфенатридинийбромид, хомидий бромид), 

который способен интеркалировать в двойную спираль ДНК и при таком 

связывании усиливается флюоресценция в проходящем УФ свете.  

Результаты. В целях получения информации об эффективных 

молекулярных маркерах пригодных для идентификации и выявления аллельной 

разницы между устойчивыми и восприимчивыми образцами капусты 

белокочанной к сосудистому бактериозу, из базы данных VegMarks отобрано 

26 кодоминантных SSR- маркеров, у которых повторяющийся мотив (разница в 

нуклеотидной последовательности) два-три, пять-шесть, девять нуклеотидов. В 

результате была получена амплификация фрагментов различной длины, хорошо 

разделяемых в полиакриламидном и агарозном геле. 

При сравнении SSR-профилей контрастных форм капусты белокочанной 

по признаку «устойчивости к сосудистому бактериозу» из апробированных 

микросателлитных маркеров высокий полиморфизм выявлен у 7 кодоминант-

ных SSR-маркеров. Пример, полученных генетических профилей исследуемых 

образцов с использованием праймеров BZ523957, CC956699, CC969431, 

AF458409, CC969459, CC969507 и ВС46, представлен на рисунке 1.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

Рисунок 1. Электрофоретическое разделение продуктов ПЦР в ПААГ 

Примечание: BZ523957, CC956699, AF051772, AF 458409, CC956628, 

AJ427337, X94979, CC969497, BC7– кодоминантные микросателлитные марке-

ры; У – линия Тен 133-3 (донор устойчивости к расам 0, 1, 3, стандарт); Н/У – 

линия 279-488 (неустойчивая, стандарт). 

 

http://www.ncbi.nih.gov/


Как видно из рисунка 1, наибольшее количество SSR-фрагментов было 

получено при использовании праймеров ВС46, CC956699, AF 458409 и ВС7, а 

наименьшее – при использовании праймеров AF051772, CC956628, AJ427337, 

X94979, CC969497. 

Полученный полиморфизм был использован для маркирования 

устойчивости капусты белокочанной к сосудистому бактериозу у селекционных 

образцов, созданных в отделе овощекартофелеводства. На основе ПЦР с ис-

пользованием отобранных полиморфных SSR-маркеров проведен ДНК-анализ 

трех селекционных образцов капусты белокочанной (по 32 растения каждого 

образца) для идентификации устойчивого аллеля в генотипах анализируемых 

растений. 

На рисунках 2-3 приведены примеры генетических профилей геномной 

ДНК, выделенной из растений исследуемого селекционного образца №2 отдела 

овощекартофелеводства. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рисунок 2. Электрофоретические профили ПЦР продуктов                             

анализируемых растений капусты белокочанной при использовании пары 

праймеров ВС46 в 2%-ном агарозном геле 

Примечание: 1-16 – анализируемые растения селекционного образца №2;  

У – устойчивая линии Тен 133-3, имеющая в генотипе донорную аллель;        

Н/У – неустойчивая  линия 279-488. 

 

Из рисунка 2 видно, что по локусу ВС46 донорную аллель в генотипе 

имеют растения под №№ 6, 8, 10, 11, 13, 15 и 16.  Данные растения могут быть 

использованы в дальнейшей работе по созданию резистентных линий и гибри-

дов капусты белокочанной к сосудистому бактериозу. Остальные растения се-

лекционного образца №2 можно выбраковать по данному признаку. 

На рисунке 3 представлены результаты амплификации анализируемых 

растений капусты белокочанной селекционного образца №2 по локусу            

AF 458409. 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

Рисунок 3. Электрофоретические профили ПЦР продуктов                           

анализируемых растений капусты белокочанной при использовании пары 

праймеров AF 458409 в 2%-ном агарозном геле 

Примечание: 1-16 – анализируемые растения селекционного образца №2;  

У – устойчивая линии Тен 133-3, имеющая в генотипе донорную аллель;                

Н/У – неустойчивая  линия 279-488. 

 

Результаты, представленные на рисунке 3, отражают различие между 

донорной и рецессивной аллелями у анализируемых образцов. Кроме того, 

результаты амплификации по локусам ВС46 и AF 458409 имеют сходство. По 

локусу AF 458409 анализируемые растения под №№6, 10, 11, 13, 15 и 16 также 

несут в генотипе донорную аллель устойчивости к сосудистому бактериозу и 

рекомендуются к дальнейшему использованию по программе создания 

резистентных гибридов и линий к Xanthomonas campestris pv. campestris Dows.  
Обнаруженные SSR-маркеры могут использоваться в селекционных про-

граммах по созданию гибридов и линий капусты белокочанной, устойчивые к 

сосудистому бактериозу. 

Таким образом, в результате исследований из 26 изученных кодоминант-

ных молекулярных SSR маркеров, взятых из базы данных VegMarks,  для выяв-

ления полиморфизма между устойчивой и восприимчивой формами капусты 

белокочанной к сосудистому бактериозу отобрано 7, показавших полиморфизм 

(аллельную разницу) между контрастными формами. При анализе селекцион-

ных образцов с использованием этих маркеров высокая степень полиморфизма 

микросателлитных последовательностей была выявлена в двух: ВС46 и                   

AF 458409. Данные SSR праймеры рекомендуются для анализа селекционного 

материала, отличающегося по проявлению признака резистентности к 

Xanthomonas campestris pv. campestris Dows. Это позволит четко проводить ге-

нетическое маркирование анализируемых селекционных ресурсов капусты бе-

локочанной и значительно сокращать селекционный процесс.  
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