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Генетическое разнообразие исходных форм повы-
шает эффективность селекционного процесса. Одним из 
способов создания генетического разнообразия исходного 
материала является получение сомаклональных вариантов. 
Культивирование in vitro может вызывать дестабилизацию 
генома, отдаленные последствия которой проявляются в 
повышенной генетической изменчивости потомства расте-
ний-регенерантов. Сравнение генетического разнообразия 
сортов и полученных от них сомаклонов может способст-
вовать выявлению наиболее перспективных вариантов для 
дальнейшей селекционной работы.

Для получения сомаклональных вариантов сортов 
риса дальневосточной селекции Дарий 8 и ДВРОС 0215 из 
соматической ткани растения-донора инициировали кле-
точную культуру, которую затем субкультивировали в тече-
ние 3-х пассажей и переносили на среды для регенерации 
растений. В этот период происходило, с одной стороны, 
увеличение биомассы клеток, с другой – накопление изме-
нений в генетическом аппарате клеток, которые привели 
к появлению сомаклональной изменчивости. На уровне 
растения-регенеранта R0 сомаклональная изменчивость 
проявилась в виде изменений морфологических призна-
ков, таких как высота растения, длина метелки, общее число 
колосков и число стерильных колосков на главной метелке, 
масса зерна с главной метелки. Наиболее высокий уровень 
изменчивости был обнаружен у признаков "длина метелки" 
и "пустозерность", которые вносят большой вклад в форми-
рование урожая. Высокий уровень межлинейной изменчи-
вости предполагает возможность отбора в популяции реге-
нерантов риса вариантных растений с более высокой, чем у 
исходного сорта, продуктивностью. 

Для оценки уровня генетической изменчивости между 
сомаклональными линиями и по сравнению с изменчиво-
стью исходных сортов был проведен RAPD-анализ растений 
сортов Дарий 8 (13 растений) и ДВРОС 0215 (11 растений) и 
полученных от них регенерантов (26 и 18 растений, соответ-
ственно). Наследуемые по доминантному типу RAPD-мар-
керы представляют мультилокусную систему. Для анализа 
использовали 16 праймеров (OPA-09, OPB-18, OPB-06, OPB-
07, OPC-05, OPC-06, OPC-08, OPH-13, OPK-9, OPN-14, OPN-19, 

OPO-10, RA 46, OPY-18, OPY-05, OPZ-03), которые иницииро-
вали синтез четких, воспроизводимых в повторных экспе-
риментах фрагментов. Статистическую обработку бинарных 
матриц, составленных по каждому праймеру, в которых при-
сутствие или отсутствие в спектре одинаковых фрагментов 
обозначали как "1" или "0", проводили с использованием па-
кетов прикладных программ POPGENE, TFPGA и TREECON  – 
рассчитывали долю полиморфных локусов при 95%-ном 
критерии (P95), генное разнообразие (H, аналог ожидаемой 
гетерозиготности) и индекс Шеннона (SI). Распределение 
генетической изменчивости по иерархическим уровням 
(AMOVA) определяли, используя пакет программ ARLEQUIN 
3.01. Дендрограммы генетических взаимоотношений между 
популяциями и отдельными растениями строили методом 
UPGMA на основе матриц попарного генетического разли-
чия (DN), оценивая достоверность дендрограмм методом 
бутстрепа (1000 реплик).

Анализ RAPD-спектров выявил значительный поли-
морфизм в выборках растений исходных сортов риса Дарий 
8 и ДВРОС 0215: из 230 учтенных фрагментов 126 (54.8%) 
оказались полиморфными. Каждое растение обладало 
уникальным RAPD-фенотипом, но маркеров, дифференци-
рующих сорта, не обнаружено. Различия между сортами 
заключались в вариациях частот полиморфных фрагментов, 
которые, как показал тест Фишера на дифференциацию, 
оказались статистически незначимыми. Оба сорта обладали 
сходным уровнем изменчивости, и генетические дистанции 
по Неи между ними были невысоки (DN = 0.0587). Анализ 
распределения генетической изменчивости показал, что 
большая часть (75.56%, P < 0.0001) от общей изменчивости 
связана с индивидуальной изменчивостью внутри сорта. 

Растения-регенеранты R0 обладали более высоким 
уровнем полиморфизма. Из 230 учтенных ампликонов 163 
(70.9%) были полиморфными. В RAPD-спектрах некоторых 
регенерантов отсутствовали 6 мономорфных для сортов 
фрагментов, в то же время обнаружено 16 новых амплико-
нов, отсутствующих в спектрах растений исходных сортов. 
С использованием теста Фишера установлено, что выяв-
ленные различия между сортом и его регенерантами, а 
также между регенерантами разных сортов статистически 

ры, характеризующиеся высоким уровнем полиморфизма 
SSR-аллелей в геноме сортов разных видов косточковых 
культур. Среднее значение наблюдаемой гетерозиготности 
(He) составило для вишни обыкновенной – 0,677, черешни – 
0,555, сливы домашней  – 0,763, сливы диплоидной  – 0,687, 
абрикоса – 0,627. Число эффективных аллелей (Ae) этих ви-
дов имело значение 4,287, 3,069, 8,494, 6,232 и 3,709 соот-
ветственно. Показано высокое генетическое разнообразие 
локусов микросателлитных последовательностей сортов 
вишни обыкновенной, черешни, сливы домашней, сливы 
диплоидной, абрикоса. Определен набор SSR-маркеров, по-
зволяющий проводить идентификацию сортов косточковых 
культур. 

заключение. На основе анализа состава SSR-аллелей 
разработаны молекулярно-генетические паспорта отдель-
ных сортов косточковых культур, выращиваемых в Белару-
си. Каждый генотип представлен уникальной комбинацией 
аллелей в локусах микросателлитных последовательностей, 
позволяющей отличить его от других генотипов. Метод ДНК-
идентификации соответствует критериям отличимости, од-
нородности и стабильности ООС-теста. Метод может быть 
использован в селекции косточковых культур, для охраны 
авторских прав селекционных учреждений, выявления и со-
хранения уникального коллекционного материала. 



Показатели генетической изменчивости сортов Дарий 8 и ДвРос 0215 и полученных от них регенерантов R0

Сорт/регенерант Число растений Доля полиморфных 
локусов, P95, %

Генное разнообразие, 
H

Индекс Шеннона,  
SI

сорт Дарий 8 13 36.96 0.148 0.213

сорт ДВРОС 0215 10 34.78 0.150 0.211

Регенеранты Дарий 8 26 58.26 0.225 0.326

Регенеранты ДВРОС 0215 18 47.83 0.197 0.279

РазРаБотка стРатеГии секвениРования на ПлатФоРМе 454  
и анализа МУтаЦий в высокоПолиМоРФных МноГокоПийных Генах  
сельскохозяйственных Растений
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Мельникова н.в.4, Дмитриев а.а.4, снежкина а.а. 4,  
садритдинова а.Ф. 4, Шаргунов а.в.5,6, краснов Г.с.5,6 
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значимы. Приведенные в таблице основные параметры ге-
нетической изменчивости показывают, что изменчивость 

растений-регенерантов R0 была в 1.3 и 1.5 раза выше, чем 
у исходных сортов ДВРОС 0215 и Дарий 8, соответственно.

Доля изменчивости, обусловленная сортовой принад-
лежностью регенерантов, составляла лишь 12%, что в два 
раза ниже, чем межсортовая изменчивость исходных сор-
тов; генетические дистанции по Неи между регенерантами 
разных сортов также были ниже (DN = 0.0451), чем между 
сортами. Интересно отметить, что регенеранты оказались 
более дифференцированными от исходного сорта, чем сор-
та между собой – почти 40% от общей изменчивости прихо-
дится на изменчивость между регенерантами и сортом, от 
которого они были получены.

Дендрограмма генетических взаимоотношений меж-
ду регенерантами R0 и растениями исходных сортов также 
показывает, что генетическое разнообразие регенерантов 
существенно выше, чем у исходных сортов, в то же время ре-

генеранты разных сортов генетически более сходны между 
собой, чем с исходными сортами, и образуют одну смешан-
ную, хорошо обособленную от растений исходных сортов, 
группу. Это указывает на единство механизмов, индуциру-
ющих увеличение изменчивости в ходе культивирования in 
vitro и регенерации. 

Полученные результаты генетического анализа со-
маклональной изменчивости растений-регенерантов двух 
сортов риса дальневосточной селекции позволяют предпо-
ложить, что изменчивость, возникающая в процессе культи-
вирования и регенерации in vitro, имеет эпигенетическую 
природу, выходит за пределы внутрисортовой и воссоздает 
естественное внутривидовое разнообразие.

введение
В настоящее время методы исследования, основан-

ные на применении различных технологий секвенирования 
второго поколения, активно используются для решения 
различных практических задач, в частности, для иденти-
фикации полиморфизмов в аллельных генах. Многие гены 
растений, в том числе определяющие сельскохозяйствен-
но важные признаки, такие как устойчивость к патогенам, 
представлены в геномах множественными паралогичными 
копиями, образующимися как следствие дупликации участ-
ков геномной ДНК в процессе эволюции. Помимо этого, 
культивируемые растения, как правило, являются полипло-
идными организмами. При таргетном секвенировании генов 
такого типа в процессе пробоподготовки образуется смесь 
амплифицированных фрагментов большого количества ал-
лельных вариантов, различающихся незначительно. Сущест-
венной проблемой, затрудняющей обработку данных такого 
рода, является образование в процессе амплификации при 
пробоподготовке артефактных химерных последователь-

ностей, возникающих в результате отжига на матрице не до 
конца синтезированных на ранних стадиях ПЦР фрагмен-
тов аллельных генов в качестве праймеров. Аналогичные 
проблемы возникают при секвенировании генов 16S рРНК 
в метагеномных исследованиях. Как показали предыдущие 
работы [например, Haas et al., 2011] количество химерных 
ридов при параллельном секвенировании смеси близких ге-
нов может достигать 70%, хотя обычно оно не превышает 15-
40%. Процент гибридных последовательностей может быть 
сокращен за счет ужесточения условий проведения экспе-
римента [Schloss et al., 2011 и др.], но не может быть сведен 
до нуля. Таким образом, на первый план выступает пробле-
ма обработки данных секвенирования такого типа.

Цель и задачи
Задачей настоящей работы явилась разработка (1) 

стратегии секвенирования на платформе 454 спектра генов 
сельскохозяйственных растений, представленных множест-
венными копиями и (2) способа анализа полученных данных.
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