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Капуста белокочанная (Brassica oleracea var.
capitata L. f. alba DC) является одной из наибо-
лее важных овощных культур благодаря широкой 
адаптационной способности, высокой урожайно-
сти и питательной ценности. Селекция B. oleracea 
преимущественно базируется на использовании 
физиологической самонесовместимости и MS 
(male-sterile) систем и предполагает наличие гене-
тически выровненного исходного материала. Тем 
не менее, ввиду высокой внутривидовой гетеро-
генности, связанной с биологическими особенно-
стями этой культуры, существует проблема созда-
ния константного генетического материала и под-
держания его чистоты [1, 2]. Традиционная оценка 
селекционных форм, основанная на данных поле-
вого испытания, позволяет отобрать образцы, вы-
ровненные по срокам созревания, размеру и фор-
ме кочана. Тем не менее, генетическая компонента 
изменчивости, обусловленная гетерозиготностью 
особей по разным аллелям, как правило, остает-
ся за пределами такой оценки. Следовательно, 
возможности семейственного отбора, так же как 
и контроль типичности наследуемого в поколени-
ях генетического материала, в значительной мере 
ограничены.

Доступные к настоящему времени мето-
дические подходы к анализу вариабельности 
ДНК способны облегчить создание константных 
форм за счет отбора индивидуальных растений с 
установленным профилем амплифицированных 
ДНК фрагментов, а также обеспечить подбор 
дивергентных пар скрещивания перспективной 
межлинейной комбинации при селекции на гете-
розис.

Удобным и технологичным методом ДНК-
скрининга является микросателлитный (SSR — 
Simple sequence repeat) анализ, который эффек-
тивно используется для картирования, выявле-
ния сцепления и закономерностей наследования. 
Микросателлиты относятся к тандемно повто-
ряющимся последовательностям ДНК, которые 
широко представлены в геноме растений и жи-
вотных, включая кодирующие и некодирующие 
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области [3, 4]. SSR локусы выявляют большое 
разнообразие аллелей, поскольку события, обу-
словливающие вариацию в количестве повторов, 
являются частыми и обратимыми [5]. В некото-
рых случаях отмечается существование более 
10 аллелей для одного маркера [6]. Эта инфор-
мация может быть полезна, так как обеспечива-
ет эффективный способ отслеживания аллелей 
в популяции и позволяет дифференцировать 
генотипы при использовании относительно не-
большого числа маркеров.

В настоящем исследовании проведены изу-
чение генетического разнообразия селекционной 
коллекции капусты белокочанной и оценена эф-
фективности использования микросателлитных 
(SSR) маркеров для анализа генетического поли-
морфизма и типирования Brassica oleracea var. 
capitata L.

Материалы и методы
Объектом исследования служила селекци-

онная коллекция образцов капусты белокочан-
ной, полученных на основе коммерческих сортов 
различного эколого-географического происхож-
дения: Альфредо (Alf) и Ротонда (Rot) голланд-
ской селекции; Арктика (Ark) и Семко юбилей-
ный (Sem) селекции РФ; Гранада (Gran), Роксана 
(Rok), Сулейка (Sul), Увертюра (Uver) и Халиф 
(Khal), а также линии L251, L264, L407, L573, 
L574, L575, L576, L577, L578, L580, L583, L661, 
L728, L783, L860, L962 немецкой селекции; ли-
нии Gr, Pl9 селекции РБ.

ДНК выделяли из этиолированных про-
ростков в трехкратной повторности при помо-
щи набора реагентов Genomic DNA Purifi cation 
Kit (#K0512, Fermentas) согласно инструкции. 
Каждая повторность представляет собой смесь 
(bulk) ДНК из 3–9 индивидуальных растений. 
Препараты ДНК разводили до конечной кон-
центрации 10 ng/ml–1 в деионизированной воде 
и хранили при температуре +4 °C.

Для молекулярно-генетического анализа ис-
пользовали 14 SSR-маркеров (BoABI1, BoIAB20TR, 
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BoIAB15TF, BoAP1, BoCALa, BoCALb, BoCALc, 
BoDEL9, BoDCTD1, BoPLD1, BoPLD2, BoPC34, 
BoREM1b, BoTHL1), отобранных из литератур-
ных источников [7, 8]. Амплификацию проводили 
на оборудовании «Biometra» (Германия) в стан-
дартном режиме.

Анализ флуоресцентно-меченых SSR-фраг-
ментов выполнен на автоматическом секвенаторе 
Applied Biosystems Genetic Analyzer 3500 (США). 
Размер продуктов амплификации определяли 
с применением стандарта молекулярного веса 
S450 (Синтол). Полученные данные анализиро-
вали при помощи пакета прикладных программ 
GeneMapper Software (vers. 4.1).

Оценку аллельного состава SSR-локусов осу-
ществляли на основе бинарных матриц. Расчет ге-
нетических расстояний и кластеризацию экспери-
ментального материала методом UPGMA выпол-
няли с использованием программы DARwin 5.0 
(vers. 1.3b). Генетическую структуру определяли 
при помощи анализа главных компонент (PCA). 
Анализ частот SSR-локусов и информационного 
содержания соответствующих маркеров выпол-
нен при помощи приложения GenAlEx 6.5.

Результаты и обсуждение
При изучении генетического разнообразия 

селекционной коллекции капусты белокочанной 
Института овощеводства НАН Беларуси, пред-
ставленной 27 образцами различного происхож-
дения, использовали 14 пар микросателлитных 
маркеров. В результате ДНК-типирования рас-
смотрено 78 аллелей в 14 SSR-локусах. Уровень 
наблюдаемого полиморфизма составил 97,9 %. 
Фактический размер фрагментов варьировал по 
отношению к теоретически ожидаемому, за не-
большим исключением. Количество рассмотрен-
ных аллелей на локус достигало 2–11 и в сред-
нем составило 5,7 на 1 локус. Также отмечено 
значительное варьирование частот SSR-аллелей 
(рис. 1). Наблюдаемые частоты минорных ал-
лелей (MAF — Minor Alleles Frequencies) были 
сдвинуты к MAF<0,32.

На долю редких (MAF<0,05) пришлось око-
ло 16 % аллелей, которые были выявлены в ло-
кусах: BoDCTD8 (174bp), BoIAB15TF (218bp, 
240bp, 293bp), BoIAB20TR (204bp), BoTHL1 
(140bp), PLD2 (243bp, 247bp, 254bp), REM1b 
(172bp), BoPLD1 (302bp), BoABI1 (169bp), 
BoCalc (140bp). Тогда как наиболее распростра-
ненные (MAF>0,5) составили 26,9 % от обще-

го числа аллелей. Размер фрагментов BoDel9 
(262bp), BoIAB15TF (302bp), BoIAB20TR 
(197, 314bp), BoCalb (242bp), BoTHL1 (149bp), 
BoPLD2 (188bp), Rem1b (163bp) соответствовал 
теоретически ожидаемому.

Среди 14 анализируемых SSR-локусов ин-
декс информативности PIC ранжировался от 
0,193 (для BoIAB15TF) до 0,866 (для BoIAB20TR) 
и в среднем достигал 0,62. Уровень гетерогенно-
сти варьировал от 0,071 до 0,436 и имел среднее 
значение 0,25, подтверждая существование по-
лиморфизма во всех исследуемых SSR-локусах. 
Наиболее информативными (PIC>0,7) оказа-
лись локусы BoDCTD1, BoIAB20TR, BoPC34, 
BoCALa, BoPLD1, BoCALc, которые также ха-
рактеризовались высокими значениями индекса 
Шеннона (I) и числа эффективных аллелей (Ne).

При изучении генетической гетерогенности 
капусты белокочанной на основе полиморфизма 
SSR-локусов рассчитаны генетические дистан-
ции (GD) между образцами. Величина GD варьи-
ровала от 0,089 (Khal, Rot) до 0,573 (Sul, Pl9), со 
средним уровнем 0,333.

Для выявления топологической диффе-
ренциации и внутрисортового полиморфизма 
методом UPGMA выполнен кластерный анализ 
(рис. 2), в результате которого эксперименталь-
ные формы дифференцированы на две группы 
сходства.

Максимальная величина межгрупповых 
дистанций GD достигает 0,573. Согласно иерар-
хической дифференциации в субкластере I выде-
лены два класса общности: (A) L661, Gran, Pl9, 
Rok, Alf, L580, L789, L583; (B) L264, L574, L728, 
L575, L407, L578, L577, L576, L860, L573, а так-

Рис. 1. Характер распределения частот встречаемости 
SSR-аллелей в коллекции капусты белокочанной
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же отдельная топологическая ветвь, образован-
ная L962. Здесь величина генетических дистан-
ций (GD) варьирует от 0,137 до 0,444, в зависи-
мости от топологии ветвления. Субкластер II об-
разуют 8 образцов (Khal, Rot, Sul, Ark, Gr, Uver, 
L251, Sem) с величиной межкластерных расстоя-
ний 0,102–0,346. Наибольшая генетическая общ-
ность характеризует Khal и Rot. Образцы Uver 
и Sem топологически выделены отдельными вет-
вями, что обусловлено наличием у них наиболь-
шего числа уникальных сочетаний SSR-аллелей.

По результатам изучения аллельного соста-
ва SSR-локусов коллекции капусты белокочанной 
наиболее информативными оказались маркеры 
Bo20TR, BoDCTD4, BoPC34, BoPLD1, BoCalc, 
которые позволяют проводить как межсортовую, 
так и межлинейную дифференциацию B.oleracea 
var. capitata, включая типироване индивидуаль-
ных растений. Также установлено высокое раз-
нообразие экспериментальных форм, которое 
свидетельствует о широкой генетической основе 
коллекции, которая преимущественно представ-
лена образцами, полученными на основе сортов 

зарубежной селекции различного эколого-гео-
графического происхождения (Россия, Германия, 
Голландия). Межсортовой полиморфизм, выра-
женный в аллельном разнообразии изученных 
SSR-локусов, в значительной мере облегчает со-
ртовую идентификацию и типирование индиви-
дуальных растений при создании базовых попу-
ляций для последующей селекции на гетерозис.

При изучении внутрисортового полимор-
физма показано, что наиболее выровненными по 
аллельному составу SSR-локусов являются Gran, 
Pl9, Alf, L580, L783, L407, L578, L860, L573, 
L251 и Khal. Остальные образцы выявляют ге-
терогенность, которая, вероятно, связана с высо-
ким полиморфизмом исходных форм, вследствие 
чего целесообразно провести семейственный 
отбор для получения генетически выровненного 
поколения.

В результате исследования определены до-
норы редких аллелей: линии Gr, Alf, Pl9, Rot, Rok, 
L583, L578, L577, L573, L407, которые необхо-
димо сохранять для поддержания разнообразия 
базовой коллекции, а также включать в гибриди-

Рис. 2. Топологическая дифференциация образцов капусты белокочанной методом UPGMA, выполненная
на основе анализа аллельного состава 14 микросателлитных локусов
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зацию с целью выделения ценных генетических 
сегрегаций.

Сгруппированные в общие субкластеры об-
разцы, несмотря на различное происхождение, 
с высокой вероятностью имеют общую предко-
вую генетическую основу. Это может быть связа-
но с использованием на ранних этапах селекции 
европейского региона ограниченного числа вы-
дающихся генотипов.

Выводы
Полученные результаты подтверждают, что 

предложенный набор SSR-маркеров может успеш-

но использоваться не только для оценки внутри-
видового разнообразия B. оleracea, но также для 
анализа меж- и внутрисортовой гетерогенности.

Информация о топологической дифферен-
циации коллекции капусты белокочанной, полу-
ченная в результате кластерного анализа, являет-
ся основой для селекционного отбора генетиче-
ски выровненного материала, а также дивергент-
ных комбинаций скрещивания при селекции на 
гетерозис.

Выражаем благодарность сотрудникам РУП Инсти-
тут овощеводства НАН Беларуси за предоставленный для ис-
следований селекционный материал капусты белокочанной.
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COMPARATIVE DIVERSITY SIMPLE SEQUENCE REPEAT LOCI FROM BRASSICA OLERACEA VAR.
CAPITATA L.
Aims. White cabbage is characterized by high level of intraspecifi c heterogeneity due to some biological features that 
causes diffi culties for breeding at creation constant form and maintaining of their genetic typicality. Thus, we studied 
the effectiveness the set of SSR markers for both white cabbage diversity analysis and pure lines genotyping. Methods. 
Molecular-genetic studies were performed trough SSR PCR. Effectiveness the set of markers was evaluated by counting 
allelic richness, PICs, heterogeneity, allele frequencies using GenAlEx 6.5. To determine B.o.var capitata diversity with 
low and high variations, Jaccard dissimilarity index was estimated by Darwin software. Results. 15 microsatellite loci 
were characterized for the information content, allelic frequencies and heterogeneity level. The effective multiallelic 
markers (Bo20TR, BoDCTD4, BoPC34, BoPLD1, BoCalc) with high information content (PIC > 0.7) that could be 
successfully used for the analysis of inter- and intravarietal polymorphism B. oleracea var.capitata were defi ned. Based 
on the SSR-evaluation and subsequent clustering the genetic structure of breeding collection was established, which 
showed that most experimental forms have a common ancestral genetic basis, in spite of different origins. Conclusions. 
Proposed set of informative SSR markers is a useful tool for the selection of genetically constant material, as well as 
divergent cross combinations for the hybrid breeding. Identifi ed donors of rare SSR alleles potentially could be a source 
of valuable genetic segregation for further B. oleracea improvement.
Keywords: Brassica oleracea var. capitata L. f. alba DC, genetic diversity, SSR.


