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Введение 

Изучение генетического разнообразия является важным научным 

направлением генетике культурных растений. Комплексная 

характеристика коллекций генетических ресурсов, анализ генетической 
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структуры генофонда и оценка степени генетического родства с 

использованием молекулярно-генетических методов является важным 

этапом, необходимым для наиболее эффективного использования 

генетических ресурсов. Наряду с этим анализ генетического разнообразия 

коллекций генетических ресурсов, а также оценка степени генетического 

сходства групп генотипов, представляющих разные эколого-

географические региона, позволяет получить важные знания для изучения 

филогенетических взаимосвязей микроэволюционных путей 

формирования генофонда на уровне вид/подвид.  

К наиболее перспективным методам анализа генетического 

разнообразия следует отнести метод на основе анализа микросателлитных 

локусов (SSR). SSR-маркеры – простые повторяющиеся 

последовательности – широко используются в генотипировании и при 

конструировании генетических карт. Их широкое применение обусловлено 

равномерным распределением по геному, высоким полиморфизмом, 

кодоминантным характером наследования и воспроизводимостью 

результатов анализа. Эти характеристики сделали SSR-маркеры одними из 

наиболее часто используемых молекулярных ДНК-маркеров при анализе 

генетического разнообразия, картировании генов, популяционного 

анализа, выяснении филогенетических взаимосвязей на уровне 

вид/подвид/род и идентификации генотипов [1]. 

У риса было в результате работ Akagi et al (1996) и McCouch et al 

(1997) было выявлено, что относительная частота встречаемости 

различных повторов уменьшается с увеличением размера повтора. При 

этом скрининге геномной библиотеки, имевшейся в то время, выявил 

наличие около 5700-10000 микросателлитных последовательностей [2-4]. 

Последующее секвенирование генома риса позволило предположить, что 

общее количество микросателлитных последовательностей, составляет 

порядка 100000 [5].  
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 Анализ мировой научной деятельности в научно-исследовательских 

организациях, занимающихся вопросами генетики риса, позволяет 

говорить о том, что данное направление исследований является 

актуальным в мире в настоящее время. Подтверждением этому является 

широкий перечень публикаций по данной тематике в мировой научной 

печати.  

Так, к примеру, в исследовании, выполненном группой китайских и 

южнокорейских исследователей проанализировали 150 сортов риса, из 

генетических коллекций Южной Кореи, Китая и Японии. Для оценки 

генетических дистанций изученных групп генотипов и сравнительного 

анализа уровня генетического разнообразия внутри групп использовали 28 

микросателлитных маркеров. Было выявлено, что наибольшим уровнем 

аллельного полиморфизма по изученным локусам обладает генплазма риса 

из Южной Кореи. Наименьшим генетическим разнообразием обладали 

сорта из Японии. Общий уровень генетического разнообразия внутри 

групп южнокорейских и китайских сортов риса был выше, чем в выборке 

сортов из Японии [6]. В работе другого авторского коллектива из Индии 

изучали генетическую структуры коллекции сортов из национального 

генофонда, при этом в работе были задействованы сорта разных периодов 

селекции – от 1970-х годов до 2000–х. Кроме того, в выборку вошло 11 

стародавних сортов народной селекции. Для генотипирования 

использовали 64 SSR-маркера, из которых 52 оказались полиморфными в 

изученной выборке сортов. В результате работы получили данные о 

степени генетического сходства сортов в изученной выборке, и, кроме того 

выявили, что уровень аллельного полиморфизма увеличивался в ряду 

групп сортов по декадам их создания:1970-е–1980-е–1990-е–2000-е. Это, 

вполне вероятно может быть связано с вовлечением большего количества 

исходных форм в селекцию и с диверсификацией селекционных 

направлений [7]. 



Научный журнал КубГАУ, №131(07), 2017 года 

http://ej.kubagro.ru/2017/07/pdf/65.pdf 

4 

Наряду с анализом генетической структуры коллекций сортов риса, 

SSR-маркеры также успешно применяются и для изучения генетического 

разнообразия природных популяций дикорастущих предковых видов риса 

[8], а также для анализа генетических взаимосвязей между современными 

сортами, стародавними сортами народной селекции и дикорастущими 

формами [9, 10]. 

Перечень работ по данному направлению достаточно широк, как и 

перечень стран, в которых аналогичные исследования выполнялись. К 

сожалению, до настоящего времени в России не выполнялось научно-

исследовательских проектов, направленных на изучение генетического 

разнообразия российского генофонда риса и выяснение его взаимосвязей с 

генофондом из других регионов мира. В связи с этим, нами поставлена 

задача изучить генетическое разнообразие отечественного генофонда риса 

с использованием микросателлитных ДНК-маркеров. На данном этапе 

работы выполнили SSR-генотипирование выборки из 22 современных 

сортов риса по 14 маркерам.   

 

 Объекты и методы исследований  

 

 Объектом исследования послужили 22 современных отечественных 

сорта риса селекции ВНИИриса. Образцы ДНК выделяли из 

свежесрезанной части листовой пластинки :растений, а также из 10-15 

дневных проростков. Экстракцию ДНК проводили буфером следующего 

состава: 20мл 1М Tris-HCl (pH 7.5), 5 мл 5MNaCl, 5 мл 0.5MEDTA (pH 

8.0), 5 мл 10% SDS в общем объеме 100 мл. Часть листа (2-3см) растирали 

в 500 мкл экстрагирующего буфера в пластиковой пробирке объемом 

1,5мл. Инкубировали образцы при 600С в течение 3 часов. Отделяли 

супернатант центрифугированием при 12000 об/мин. К перенесенной в 

чистую пробирку верхней фазе добавляли 500 мкл изопропанола, 
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оставляли для преципитации на 10-20 минут при комнатной температуре, 

предварительно перемешав. После этого образец центрифугировали 5 

минут при 12000 об/мин, полученный осадок промывали 300мкл 70% 

этанола, высушивали и растворяли в 200мкл 0,1*ТЕ. В ПЦР смесь 

добавляли по 2,5 мкл раствора ДНК, выделенного данным методом. ПЦР 

проводили по стандартным методикам, но с выполнением 

предварительной оптимизации ряда параметров реакции [11, 12]. 

Генотипирование проводили с использованием 14 SSR-маркеров: RM1, 

RM11, RM122, RM168, RM167, RM164, RM510, RM307, RM154, RM162, 

RM44, RM316, RM19, RM474. Нуклеотидная последовательность 

праймеров доступна на сайте www.gramene.org. Маркеры были 

распределены в мультиплексные наборы по 3-4 маркера.    

Предварительную оценку продуктов ПЦР проводили 

электрофорезом в 2% агарозном геле 30-50 минут при напряжении 150V. В 

качестве красителя использовали бромистый этидий; гелевые пластины 

визуализировали в ультрафиолете. Анализ размеров амплифицированных 

фрагментов SSR – маркеров проводили на автоматическом генетическом 

анализаторе ABIprism 3130. Обработку данных осуществляли в программе 

GeneMapper 4.1. Для подсчета показателя «количество эффективных 

аллелей» и коэффициента Шеннона, характеризующего уровень 

информативности маркеров, использовали программу GenAlEx 6.5 [13], 

дендрограмму построили в программе PAST. Фрагментный анализ SSR-

маркеров был выполнен на оборудовании ЦКП «Геномные и 

постгеномные технологии» ФГБНУ СКЗНИИСиВ.   

Результаты 

В ходе генотипирования с использованием мультиплексной ПЦР, 

при проведении фрагментного анализа на автоматическом генетическом 

анализаторе ABIprism 3130. На рисунке 1 представлены результаты 
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фрагментного анализа сортов риса Привольный, Анаит и Ивушка по 

микросателлитным ДНК-маркерам  RM 510, RM 307, RM154 и RM162, 

который вошли в один мультиплексный набор. Результаты представлены в 

рабочем интерфейсе программы GeneMapper 4.1.     

 

 

Рисунок 1. Результаты фрагментного анализа сортов риса Привольный (1), 

Анаит (2) и Ивушка (3) по мультиплексному набору, включающему SSR-

маркеры RM 510, RM 307, RM154 и RM162. 

 Как видно из рисунка, для каждого из маркеров идентифицируются 

пики на электрофореграмме. Несмотря на близость диапазонов размером 

фрагментов амплификации у маркеров RM 510 и RM 307, благодаря 

использованию разных флуоресцентных меток для данных маркеров 

(черный и зеленый цвет пиков), удается безошибочно их 

идентифицировать. В результате работы были получены SSR-
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фингерпринты для всех сортов, задействованных в работе. ДНК – 

фингерпринты для некоторых приведены в таблице 1.  

Таблица 1 ДНК-фингерпринты изученных сортов риса по  

14 SSR-маркерам 
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Лиман 91 127 224 97 149 271 125 129 185 225 121 200 216 261 
Кулон 94 127 230 99 153 269 123 131 189 225 121 200 216 261 
Старт 93 127 224 97 149 271 125 129 184 225 121 200 216 261 
Рапан 93 127 230 97 149 305 125 129 185 225 121 200 216 261 
Лидер 93 133 230 99 149 259:

298 
125 129 185 237 117 200 216 261 

Регул 100 127 230 97 149 290 125 131 193 243 113 200 216 261 
Янтарь 100 133 228 97 149 290 125 129 185 243 117 200 216 261 
Сонет 93 127 226 98 149 305 125 129 185 243 121 202 216 261 
Привольный 100 127 230 97 149 271 125 131 185 243 121 200 216 261 
Анаит 100 127 230 97 149 271 127 129 185 243 123 200 216 261 
Ивушка 96 127 229 97 149 298 125 129 185 237 121 200 216 263 
Серпантин 96 127 229 99 149 298 125 129 185 237 121 200 216 259 
Соната 93 127 228 98 149 259 125 129 185 204 121 200 219 257 
Фаворит 100 127 228 97 149 290 125 129 185 247 93 200 216 261 
Снежинка 93 134 226 97 129 298 123 131 191 204 93 200 216 261 
Ренар 93 127 230 97 149 290 125 131 193 225 117 200 216 261 
Визит 96 133 230 99 149 298 125 129 185 237 117 200 216 261 
Славянец 93 127 224 97 149 269 125 129 185 237 117 200 216 261 
Олимп 100 127 228 97 145 271 125 129 185 237 117 200 216 261 
Дружный 93 127 230 97 145 298 125 129 185 243 117 200 216 261 
Вираж 93 127 224 97 145 271 125 129 189 225 123 200 216 261 
Полевик 93 127 230 97 149 301 125 129 185 225 119 200 216 261 

 

Как видно из таблицы 1, каждый из сортов обладает уникальным 

SSR-фингерпринтом. При этом очевидно, что маркеры проявили 

различный уровень полиморфизма. Количество аллелей, выявленных по 

использованным в работе SSR-маркерам варьировало от двух аллелей на 

локус – по маркерам RM1, RM316, RM19 и RM307 до восьми аллелей на 

локус – по маркеру RM164. Для оценки информативности использованных 

в работе SSR-маркеров рассчитали показатели  количество эффективных 
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аллелей и индекс информативности Шеннона. Они представлены в 

таблице 2.  

Таблица 2 Анализ информативности, использованных в работе SSR-
маркеров  

Маркер N* Na Ne I 
RM1 22 5,000 2,881 1,254 
RM11 22 2,000 1,424 0,474 
RM122 22 5,000 3,457 1,414 
RM168 22 3,000 1,754 0,760 
RM167 22 4,000 1,613 0,752 
RM164 22 8,000 5,290 1,833 
RM510 22 3,000 1,322 0,485 
RM307 22 2,000 1,541 0,536 
RM154 22 5,000 1,820 0,949 
RM162 22 5,000 3,841 1,432 
RM44 22 6,000 3,457 1,447 
RM316 22 2,000 1,095 0,185 
RM19 22 2,000 1,095 0,185 
RM474 22 4,000 1,330 0,548 

 

*N – количество образцов в выборке,  

 Na– количество аллелей,  

 Ne– количество эффективных аллелей,  

 I – индекс информативности Шеннона. 

 Как видно из таблицы, SSR-маркеры проявили различный уровень 

аллельного полиморфизма. При этом следует отметить, что один их 

маркеров в группе маркеров, проявивших более высокий уровень 

полиморфизма (5 и более аллелей на локус) – это RM154, обладает более 

низкими показателями «количество эффективных аллелей» и индекс 

информативности Шеннона. Это связано с неравномерным 

распределением частот встречаемости его аллелей в изученной выборке 

образцов. Несмотря на то, что по нему было идентифицировано 5 аллелей, 

два из них встречаются всего по одному разу, а еще два – по два раза в 
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изученной выборке генотипов. На долю аллели с размером фрагмента 185 

п.н. приходится 72% образцов из изученной выборки. 

 На основе полученных данных нами было также выполнен 

кластерный анализ изученных сортов (рисунок 2). 

 
 

Рисунок 2 UPGMA кластеризация изученных сортов риса 
 
В целом, результаты кластеризации отразили гетерогенность 

изученной выборки сортов, в которую вошли сорта с разным морфотипом, 

длиной вегетационного периода, а также длиной зерновки. Примечательно, 

что длиннозерный сорт Снежинка, выделен в отдельную ветвь кластера на 

уровне с минимальным показателем генетического сходства с изученными 

сортами. Это может быть связано со значительным уровнем присутствия в 

его ДНК-профиле аллелей, специфичных для подвида indica. 

Таким образом, в результате выполненной работы было выполнено 

SSR-генотипирование 22 современных сортов риса российской селекции, 
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для всех изученных сортов получены уникальные ДНК-фингерпринты и 

выполнена оценка уровня полиморфизма использованных в работе SSR-

маркеров. В дальнейшем нами планируется расширение выборки 

используемых SSR-маркеров и проведение масштабного анализа 

генетического разнообразия отечественных генетических коллекций риса 

что позволит изучить их генетическую структуру и получить ДНК-

паспорта сортов.    
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