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This study is focused on evaluation of the genetic structure and diversity of the 
national sorghum collection. Analyzing the genetic diversity of crop species 
is of great importance for genetic resources management and food security of 
any country. Huge genetic diversity of sorghum provides a great opportunity to 
improve the agronomic characteristics of this crop. The efficiency of microsat-
ellite analysis has been demonstrated in many studies on the genetic diversity 
of different races and geographical groups of sorghum plants. Development of 
multiplex PCR analysis systems based on a set of polymorphic microsatellite 
loci will facilitate genetic tests on a large number of plant samples, thus making 
the research on sorghum diversity more efficient and comprehensive. A system 
of multiplex PCR analysis based on 12 polymorphic microsatellite loci was de-
veloped to perform single-stage high-throughput screening of cultivated and 
wild forms preserved in the sorghum germplasm collection. As a result of the 
microsatellite analysis of 200 sorghum plants, 229 alleles were detected. The 
studied loci showed high polymorphism. More than 17 alleles were identified in 
most loci, their polymorphic index content (PIC) ranging from 0.694 to 0.954. 
The value of the effective multiplex ratio (EMR) in the developed system was 
estimated at 0.833. The microsatellite analysis of sorghum accessions resulted 
in obtaining quantized gene expressions profiles, with a DNA profile for each 
accession, and revealed significant polymorphism among the plants of different 
sorghum varieties (races). The developed multiplex PCR system was shown 
to be efficient for evaluation of the genetic diversity and genetic relationships 
of sorghum plants from different races. The analysis of the obtained data using 
three bioinformatic techniques, NJ cluster analysis, PCoA, and the Bayesian 
model-based clustering, helped to classify the analyzed sorghum accessions 
into cluster groups according to their morphological and agronomic traits.
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Данное исследование направлено на оценку степени генетического разно-
образия и анализ генетической структуры отечественной коллекции сорго. 
Исследование генетического разнообразия видов сельскохозяйственных 
культур имеет большое значение для управления генетическими ресур-
сами и обеспечения продовольственной безопасности любой страны. 
Значительное генетическое разнообразие сорго представляет большие воз-
можности для улучшения агрономических признаков этой зерновой куль-
туры. Эффективность анализа полиморфизма микросателлитных локусов 
для изучения генетического разнообразия и генетических взаимосвязей 
представителей различных рас и различных эколого-географических групп 
сорго продемонстрирована во многих исследованиях. Значительно уско-
рить генетический анализ большого количества растительных образцов 
позволяет использование мультиплексных систем ПЦР‑анализа на основе 
набора полиморфных микросателлитных локусов. Для исследования гене-
тического разнообразия коллекции культурных и дикорастущих форм сорго 
разработана единая система мультиплексного ПЦР‑анализа на основе 12 
полиморфных микросателлитных локусов, позволяющая проводить ана-
лиз образцов растений в одну стадию. В результате микросателлитного 
анализа 200 растений сорго было выявлено 229 аллелей. Исследованные 
локусы продемонстрировали высокий полиморфизм. В большинстве локусов 
было выявлено более 17 аллелей. Индексы полиморфности локусов (PIC) 
варьируют от 0,694 до 0,954. Установлен высокий показатель эффектив-
ного мультиплексного отношения (EMR) разработанной системы – 0,833. 
В результате микросателлитного анализа исследуемых образцов были 
получены оцифрованные генетические профили, составлены генетиче-
ские паспорта каждого образца, установлен значительный полиморфизм 
среди представителей разных разновидностей (рас) сорго. В работе про-
демонстрирована эффективность применения разработанной мультило-
кусной системы для оценки генетического разнообразия и генетических 
взаимосвязей образцов сорго, относящихся к различным разновидностям. 
Анализ полученных данных тремя взаимодополняющими методами: кла-
стерным анализом родства NJ, факторным анализом PCoA и кластерным 
анализом на основе байесовской модели позволил дифференцировать 
образцы по группам в соответствии c классификацией по морфологиче-
ским и агрономическим признакам.

Ключевые слова: сорго, генетическая идентификация, микросателлиты, 
мультиплексный анализ.
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Введение

Сорго [Sorghum bicolor (L.) Moench, 2n = 20] занима-
ет пятое место в мире среди зерновых культур и является 
основной продовольственной зерновой культурой в полу-
засушливых тропиках (Salih et al., 2016). Крупнейшими 
производителями сорго, по данным продовольственной 
и сельскохозяйственной организации Объединенных Наций, 
опубликованным на интернет-портале http://faostat.fao.org, 
являются США, Нигерия, Судан, Мексика, Эфиопия и Индия. 
В России эта теплолюбивая культура выращивается преи-
мущественно в южных регионах.

Культура сорго — ценный сельскохозяйственный и про-
мышленный ресурс. Она отличается быстрым ростом 
и созреванием, устойчивостью к высоким температурам 
и низкому плодородию почвы. Сорго — культура многоце-
левого использования. Она широко используется для про-
изводства муки, крупы, крахмала и сахара, в качестве кор-
ма для домашних животных, является одним из ценных 
источников биотоплива (биоэтанол, биогаз, твердое топли-
во), применяется в севообороте для возобновления почвы 
(Bolshakov et al., 2008).

Род Sorghum Moench., относящийся к семейству Роасеае, 
характеризуется большим видовым и сортовым разнообра-
зием. Таксономия рода неоднократно пересматривалась 
и уточнялась. Основы ботанической классификации сорго 
были разработаны O. Stapf, J. D. Snowden, J.M.J. De Wet, 
J. P. Huckabay, J. R. Harlan, Е. С. Якушевским и рядом дру-
гих исследователей (Stapf, 1934; Snowden, 1936; De Wet, 
Huckabay, 1967; Yakushevsky, 1969; Harlan, de Wet, 1972).

На основе морфологических признаков колосков и зер-
новок J. D. Snowden подразделил род сорго на две секции: 
Eu-Sorghum и Para-Sorghum. Возделываемые виды были 
отнесены к серии Sativa секции Eu-Sorghum, и объединены 
в 6 подсерий: Bicoloria, Guineensia, Caffra, Durra, Nervosa, 
Drummondii (Snowden, 1936). В дальнейшем вследствие 
отсутствия генетических барьеров между таксонами, выде-
ленными J. D. Snowden, J.M.J. de Wet и J. P. Huckabay объеди-
нили все формы сорго в один вид — S. bicolor (L.) Moench. 
(De Wet, Huckabay, 1967).

J. R. Harlan и J.M.J. de Wet предложили упрощенную 
классификацию вида S. bicolor, разделив его на два под-
вида –S. bicolor ssp. bicolor и S. bicolor ssp. arundinaceum. 
Все культурные формы авторы отнесли к подвиду S. bicolor 
ssp. bicolor, в котором на основе морфологических особен-
ностей колосков и зерновок выделили пять основных рас: 
Bicolor, Caudatum, Durra, Guinea, Kafir и десять вариан-
тов, являющихся результатом межрасовых скрещиваний 
(Harlan, de Wet, 1972).

В России предпочитают систематику Е. С. Якушевского. 
Он классифицировал все возделываемые в разных странах 
мира сорговые культуры с учетом хозяйственного назначе-
ния, биологических и эколого-географических особенно-
стей как отдельные виды: сорго зерновое гвинейское, сорго 

зерновое кафрское, сорго зерновое китайское, сорго зерно-
вое негритянское, сорго зерновое хлебное, сорго сахарное, 
сорго техническое или веничное, суданская трава и сорго 
щедрое (Yakushevsky, 1969). Эта систематика считается более 
естественной и удобной, хотя и имеет недостатки в эволю-
ционно-филогенетическом отношении (Shepel et al.,1985).

Согласно современной номенклатуре таксонов расте-
ний, опубликованной на интернет-портале http://www.the-
plantlist.org/, все культивируемые формы сорго объединены 
в вид сорго двуцветное (Sorghum bicolor (L.) Moench) и рас-
сматриваются как расы или разновидности, а не как отдель-
ные виды (Deu, Hamon, 1994; Wiersema, Dahlberg, 2007).

Сорго характеризуется большим генетическим разно-
образием. Наибольшее разнообразие форм этого растения 
обнаружено в северо-восточном регионе Африки, который 
считается центром происхождения или разнообразия этой 
культуры (Vavilov, 1935; Vavilov, Chester, 1951). В коллекци-
ях генетических ресурсов сорго в настоящее время сохраня-
ется более 42 тысяч образцов (Tesfaye et al., 2017). Одна из 
крупнейших коллекций находится в Международном науч-
но-исследовательском координирующем центре растение-
водства полузасушливых тропиков (ICRISAT — International 
Crops Research Institute for the Semi-Arid Tropics) (Billot et 
al., 2013). В России самая большая коллекция, насчитыва-
ющая более 8 тыс. образцов, находится во Всероссийском 
научно-исследовательском институте генетических ресур-
сов растений им. Н. И. Вавилова (ВИР) (Malinovskaya, 2007). 
Исследование генетического разнообразия и паспортизация 
образцов, интегрированных в мировые коллекции, имеет 
большое значение для классификации и управления гене-
тическими ресурсами сорго.

Использование генетически различных форм является 
ключевым условием любой селекционной программы для 
получения перспективных сортов (Ramu et al., 2013). Пони-
мание генетического разнообразия сорго будет способство-
вать более целенаправленному подбору исходного материа-
ла для селекции и интрогрессии генов и позволит улучшить 
агрономические показатели этой зерновой культуры.

Традиционным методом оценки генетического разнообра-
зия является анализ морфологических признаков, поскольку 
их анализ не требует сложного оборудования и методоло-
гии. Исследование морфологических признаков позволяет 
проводить предварительную оценку разнообразия в посе-
вах. Однако, для исследования генетического разнообразия 
этих признаков бывает недостаточно, из-за их небольшо-
го числа, ограниченного полиморфизма и вариабельности 
проявления в изменчивых условиях окружающей среды.

Наиболее надежным подходом является исследование 
разнообразия на генетическом уровне с использованием 
ДНК‑маркеров. По сравнению с морфологическими призна-
ками, они стабильны, хорошо воспроизводимы и не зави-
сят от влияния факторов окружающей среды. Исследования 
генетического разнообразия сорго с использованием моле-
кулярных маркеров были начаты в начале 1990-х годов. На 
начальных этапах разработки и применения молекулярных 
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маркеров значительную роль в идентификации геномных 
областей, ответственных за важные агрономические при-
знаки, исследованиях генетического разнообразия и срав-
нительном картировании генома играли RFLP‑маркеры, 
основанные на анализе полиморфизма длин рестрикцион-
ных фрагментов ДНК. С помощью RFLP‑маркеров M. Deu 
и P. Hamon (1994) впервые дифференцировали образцы сор-
го в зависимости от расы и происхождения.

Микросателлитные маркеры (SSR, simple sequence 
repeats) являются эффективным инструментом для изуче-
ния генетического разнообразия, поскольку они широко 
представлены в геноме растений, характеризуются высо-
ким полиморфизмом, точностью воспроизведения резуль-
татов и кодоминантным типом наследования, что позволяет 
получать информацию о гомозиготном или гетерозиготном 
состоянии локусов. Анализ полиморфизма микросателлит-
ных локусов дает возможность установить индивидуальную 
характеристику каждого отдельного генотипа — ДНК‑про-
филь. Микросателлитные маркеры сорго были разработа-
ны независимо несколькими исследовательскими группа-
ми (Brown et al., 1996; Taramino et al., 1997; Bhattramakki 
et al., 2000; Kong et al., 2000; Schloss et al., 2002; Srinivas et 
al., 2009; Li et al., 2009; Wang et al., 2012) и широко приме-
нялись для исследования генетических взаимосвязей меж-
ду представителями разных рас и эколого-географических 
групп, в том числе в рамках международного проекта “The 
Generation Challenge Programme” (Ali et al., 2008; Sagnard 
et al., 2011; Ng'uni et al., 2011, 2012; Billot et al., 2012; 2013; 
Ramu et al., 2013; Salih et al., 2016; Ouedraogo et al., 2017; 
Maina et al., 2018).

Ранее на основе 17 микросателлитных локусов мы раз-
работали две мультиплексные системы – «Сорго‑7» и «Сор-
го‑10» (Aniskina et al., 2018), которые дали возможность диф-
ференцировать выборку из 249 образцов коллекции сорго 
ВИР. Однако для анализа большого количества образцов 
требуется создание единой системы ПЦР‑анализа, позво-
ляющей сократить сроки проведения молекулярно-генети-
ческого анализа.

Цель настоящего исследования заключается в разра-
ботке единой системы генотипирования сорго на основе 
мультиплексного анализа полиморфизма микросателлит-
ных локусов и выяснение возможности ее использования 
для оценки уровня генетического разнообразия образцов 
сорго коллекции ВИР.

Материалы и методы

Исходный материал для исследования включал 200 образ-
цов видов Sorghum, в том числе: 9 образцов гвинейского сор-
го (S. guineensia Snowd), 47 − кафрского сорго (S. caffrorum 
(Beauv.) Snowd.), 12 − китайского сорго (S. nervosum Bess.), 
19  − негритянского сорго (3 образца S. bantuorum L. и 16 образ-
цов S. caudatum (Hack.) Stapf), 23 − хлебного сорго (9 образцов 

S. cernum (Host.) Gram. и 14 образцов S. durra (Forsk.) Stapf.), 
59 − сахарного сорго (S. saccaratum (L.) Pers.), 13 − венично-
го сорго (S. technicum (Koern.) Snowd и 18 − суданской тра-
вы (S. sudanense Stapf.) (Приложение). Видовые названия 
образцов приведены в соответствии с классификацией Е.С. 
Якушевского по способу использования и хозяйственно - 
ценным признакам.

Методики выделения ДНК, амплификации и фрагмент-
ного анализа описаны нами ранее (Анискина и др., 2018).

Для оценки уровня полиморфизма использовали значение 
коэффициента полиморфизма PIC (polymorphic information 
content). Коэффициент полиморфизма был рассчитан отдель-
но для каждого локуса микросателлитных последователь-
ностей генома сорго. Значение коэффициента вычисляли 
по формуле: PIC = 1 – Σ(Pi)2, где Pi − частота встречаемости 
i-ой аллели (Ali et al., 1979).

Для определения эффективности предлагаемой муль-
типлексной системы был произведен расчет эффективного 
мультиплексного отношения (effective multiplex ratio, EMR) 
(Chesnokov et al., 2015). EMR находится с помощью произ-
ведения общего числа полиморфных локусов и доли поли-
морфных локусов от их общего числа: EMR = np(np/n), где 
np – число полиморфных локусов, n – общее число локусов.

Для выяснения генетической структуры изученной выбор-
ки образцов сорго использовались три взаимодополняющих 
подхода. Для оценки генетических расстояний между рас-
тительными образцами в программе DARwin 6.0.21 были 
выполнены кластерный анализ родства NJ (Neighbor Joining) 
и факторный анализ PCoA (Principle Coordinate Analysis). 
Различия между всеми парами отдельных генотипов были 
оценены на основе стандартной процедуры сопоставления. 
Факторный анализ позволил получить общее представле-
ние о разнообразии выборки, в то время как генетические 
отношения между образцами коллекции были проанали-
зированы построением дендрограммы с использованием 
метода Neighbor Joining (NJ).

Для исследования популяционной структуры и рас-
пределения изученных образцов по подгруппам (K) был 
выполнен кластерный анализ на основе байесовской модели 
с использованием программного обеспечения STRUCTURE 
2.3.4 (Pritchard et al., 2000). Байесовская модель предпола-
гает, что каждый индивид происходит от одной из популя-
ций К. Были установлены следующие параметры анализа: 
алгоритм Admixture model, корреляция с частотой алле-
лей, 100000 итераций Burn-in и 200000 повторов MCMC. 
Для каждого K в диапазоне от 2 до 10 было выполнено пять 
независимых анализов.

Результаты

Для создания эффективной системы мультиплексного 
микросателлитного анализа, позволяющей надежно различать 
и идентифицировать образцы растений определяющее значение 
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имеет подбор наиболее информативных микросателлитных 
маркеров. С этой целью было проведено исследование 
полиморфизма более 40 микросателлитных локусов. При 
выборе локусов по литературным данным учитывались такие 
данные как количество аллелей, выявленных в локусе (более 5), 
расположение на разных хромосомах, обеспечивающее 
независимое наследование ДНК-маркеров, и небольшая 
длина получаемых фрагментов (100-300 пн) для проведения 
достоверного анализа длин ПЦР-фрагментов. Полиморфизм 
данных локусов был исследован экспериментально у образцов 
расширенной коллекции сорго. В результате были отобра-
ны наиболее полиморфные микросателлитные локусы, 
с использованием которых получены четко интерпретируемые 
и воспроизводимые результаты (Aniskina et al., 2018). 
Мономорфные микросателлитные локусы, трудно ампли-
фицируемые или дающие неоднозначные и нестабильные 
результаты были исключены из исследования.

С целью разработки универсальной системы мультиплекс-
ного микросателлитного анализа для оценки генетического 
разнообразия сорго были отобраны 12 локусов, которые, 
по данным проведенных ранее исследований, характеризу-
ются наиболее высокими индексами полиморфности (PIC). 
Модифицированная мультиплексная система обозначена 
нами как «Сорго-12» (таблица 1).

В предложенной системе анализ каждого микросателлит-
ного локуса осуществляется с парой специфичных праймеров, 
один из которых помечен определенным флуоресцентным 
красителем (FAM, R6G, TAMRA, ROX или Sy630), в соответ-
ствии с ранее опубликованным протоколом (Анискина и др., 
2018). Это позволяет анализировать получаемые по каждому 
локусу ПЦР-фрагменты отдельно по соответствующему 
каналу детекции (см. табл. 1). В используемой мультиплексной 

системе по каждому каналу осуществлялся анализ 2–3 локусов, 
подобранных по длине таким образом, чтобы диапазоны 
длин их фрагментов не перекрывались (см. табл. 1). Для 
одновременной амплификации микросателлитных локусов 
в одной ПЦР-пробе подобрана единая оптимальная темпера-
тура отжига нескольких пар праймеров (Тотж= 55 0C). Длина 
полученных ПЦР-фрагментов определяется с точностью 
до одного нуклеотида при разделении электрофорезом 
высокого разрешения в капиллярах на автоматическом 
генетическом анализаторе «Нанофор-05».

На рисунке 1 в качестве примера представлены результаты 
фрагментного анализа сорта “Feterita” негритянского сорго. 
Каждый пик на электрофореграмме представляет собой 
фрагмент определенной длины, соответствующий одной 
из аллелей микросателлитного локуса (рисунок 1А). Длина 
каждого микросателлитного фрагмента определена с точно-
стью до одного нуклеотида. Совокупность фрагментов всех 
локусов представляет собой оцифрованный генетический 
профиль, который может быть записан в виде генетического 
паспорта (рисунок 1Б).

Уникальные генетические характеристики были получены 
для каждого образца коллекции (Приложение). Большинство 
исследуемых генотипов характеризуются гомозиготным 
состоянием локусов. Однако у некоторых образцов, напри-
мер, у представителей суданской травы и технического сор-
го, некоторые локусы оказались гетерозиготными. Отметим, 
что стерильные и фертильные линии-аналоги (83-А и 83-В, 
Перспектива 80-A и Перспектива 80-B) имеют абсолютно 
идентичные профили.

В результате анализа коллекции сорго по 12 микроса-
теллитным локусам было выявлено 229 аллелей, или так 
называемых дескрипторов генетического разнообразия. 

Таблица 1. Характеристика микросателлитных локусов сорго, входящих в состав 
мультиплексной системы «Сорго – 12»

Table 1. Characteristics of sorghum SSR loci involved in the Sorghum – 12 multiplex system

№ 
п/п Буквенный индекс Локус Повтор Краситель

Длина 
фрагмента, 

пн
Число 

аллелей
PIC 

локуса*

1 A Sb4-15 (AG) FAM 111 - 149 9 0,694
2 B Sb4-32 (AG) FAM 170 - 242 25 0,880
3 C Sbl-10 (AG) FAM 255 - 322 22 0,802
4 D Xtxp25 (CT) R6G 126 - 212 27 0,920
5 E Dsenhsbm4 (TG) R6G 245 - 265 10 0,855
6 F SbAGA01 (AG) TAMRA 99 - 133 17 0,826
7 G Xtxp10 (СТ) TAMRA 145 - 171 10 0,758
8 H Sb6-36 (AG) TAMRA 173 - 225 17 0,859
9 I Sb5-206 (AС) ROX 116 - 184 23 0,904
10 J Sb6-84 (AG) ROX 194 - 250 25 0,860
11 K SbAGH04 (AG) Sy630 110 - 186 31 0,954
12 L Sb6-342 (AС) Sy630 242 - 308 13 0,789
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Исследованные локусы продемонстрировали высокий поли-
морфизм. В каждом локусе было выявлено от 9 до 31 алле-
лей. Частота встречаемости аллелей варьировала от 0,004 
до 0,49. Редкие аллели, встречающиеся с частотой менее 
0,01, составили 26 % от числа всех выявленных аллелей. 
Доля наиболее часто встречающихся аллелей (0,20 – 0,49) 
составила 5 %. Индекс полиморфности локусов (PIC) варьи-
ровал от 0,694 до 0,954, что свидетельствует о высоком уров-

не информативности используемых микросателлитных мар-
керов (см. табл. 1). При этом индекс полиморфности локу-
са может существенно различаться среди представителей 
различных разновидностей сорго. На основе полученных 
данных был вычислен показатель эффективного мульти-
плексного отношения (EMR) разработанной системы. Его 
значение составило 0,833, что свидетельствует об эффек-
тивности созданной мультиплексной системы.

Рис. 1. Генетический профиль (А) и генетический паспорт (Б) сорта сорго “Feterita”, полученные в 
результате анализа с использованием мультилокусной системы «Сорго-12». Латинскими буквами обозна-
чены исследуемые микросателлитные локусы (см. табл. 1), цвет пика на графике соответствует цвету канала 
детекции на приборе «Нанофор-05». По оси абсцисс отложена длина фрагментов ДНК, по оси ординат - интен-
сивность соответствующего сигнала. Генетический паспорт –совокупность аллелей, выявленных в 12 локусах.
Fig. 1. DNA profile (A) and genetic passport (B) obtained after analyzing the sorghum cultivar «Feterita» with 
the developed multiplex system «Sorghum-12». Latin letters indicate the SSR loci (see Table 1), peak colors on 
the graph correspond to the detection channels of the Nanofor-05 device; figures correspond to the fragment sizes of 
detected alleles, bp; DNA fragment sizes are plotted on the X axis (bp), and the intensity of the corresponding signal 

on the Y axis. The genetic passport is a set of alleles identified at 12 loci.

Для оценки генетического разнообразия сорго на основе 
данных микросателлитного анализа были использованы три 
взаимодополняющих подхода. Кластерный анализ родства 
NJ и факторный анализ PCoA позволили установить гене-
тические расстояния между образцами.

Из полученной в программе DARwin 6.0.21 дендрограм-
мы (рисунок 2А) следует, что все образцы технического 
сорго, 78% сахарного сорго, 79 % кафрского сорго, 83% 
китайского сорго и 56 % хлебного сорго образуют отдель-
ные кластеры в соответствии с ботанической классифика-
цией (таблица 2). Некоторые образцы сахарного, кафрско-

го, гвинейского и негритянского сорго, а также суданской 
травы объединились в кластеры с представителями других 
рас. Так, например, в единый кластер вместе с растениями 
кафрского сорго вошли представители других разновид-
ностей зернового сорго и сахарного сорго. Такие образцы 
могут относится к промежуточным формам, возникшим 
вследствие высокой способности сорго к гибридизации 
и сложной селекционной истории.

Так, например, сорт сахарного сорго Schrock (к-3046, 
образец № 140) является межрасовым гибридом сахарно-
го и зернового сорго и группируется в кластер с зерновым 
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негритянским сорго. Образец № 149 (линия ДНВ-26, к-9402) 
является межрасовым гибридом суданской травы и зернового 
сорго и группируется в кластер с зерновым кафрским сорго.

В изученной выборке образцов сорго также были выяв-
лены дублированные образцы с одинаковыми генотипами. 
Так, например, образец негритянского сорго с номером 
по каталогу к-2827 был представлен в коллекции дважды: 
как №78 – SPT-20 (S. caudatum) и №87 - SBT-20 (S. bantuorum).

Данные факторного анализа методом PCoA, проведен-
ного в программе DARwin 6.0.21, в целом соответствуют 
результатам кластерного анализа с использованием алгоритма 

Neighbor Joining (NJ) и позволяют дифференцировать группы 
образцов сорго в соответствии c классификацией по морфо-
логическим и агрономическим признакам. При рассмотрении 
по осям 1/2 большинство образцов сахарного сорго были 
сгруппированы в левом верхнем квадранте, большинство 
образцов кафрского сорго − в правом верхнем квадранте, 
образцы китайского и негритянского сорго − в левом ниж-
нем квадранте (рисунок 2Б). Образцы технического сорго 
локализованы обособленно в левом верхнем квадранте 
при рассмотрении по осям 2/3.

Рис. 2. Обработка результатов генетического анализа образцов сорго методами многомерной статистики 
в программе DARwin. А – Кластеризация образцов с использованием алгоритма NJ. Цвет шрифта 
соответствует таксономической классификации образцов: 1 – гвинейское (S. guineensia), 2 – кафрское 
(S. caffrorum), 3 – китайское (S. nervosum), 4 – негритянское (S. caudatum / S. bantuorum), 5 – сахарное 
(S. saccaratum), 6 – суданская трава (S. sudanense), 7 – техническое (S. technicum), 8 –хлебное (S. cernum / S. durra);  

Б – Группировка образцов выборки по результатам факторного анализа (PCoA). 1 – оси 1/2; 2 – оси 2/3.

Fig. 2. Processing the results of the genetic analysis of sorghum accessions using multivariate statistics based on the 
DARwin sofware. A – NJ analysiS. Font colors correspond to the taxonomic classification of accessions: 1 – S. guineensia, 
2 –S. caffrorum, 3 –S. nervosum, 4 – S. caudatum / S. bantuorum, 5 – S. saccaratum, 6 – S. sudanense, 7 – S. technicum, 

8 – S. cernum / S. durra; Б – Principle coordinate analysis (PCoA). 1 – axes 1/2; 2 – axes 2/3.
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Для исследования популяционной структуры и распре-
деления образцов сорго по подгруппам (K) в программе 
STRUCTURE был выполнен кластерный анализ на основе 
байесовской модели. Было исследовано от 2 до 10 возмож-
ных подгрупп (K). Достаточно четкой дифференциации всех 
рас удалось достичь при значении К = 8. Кластерный ана-
лиз, выполненный при K = 8, в целом подтвердил резуль-
таты, полученные методами NJ и PCoA. Анализ структуры 
изученной выборки образцов сорго показывает, что 100% 

образцов технического сорго (7), 88% суданской травы (6), 
81% сахарного сорго (5), 83% китайского сорго (3), 71% 
кафрского сорго (2), 66% гвинейского сорго (1), 65% хлеб-
ного сорго (8) и 52% негритянского сорго (4) группируются 
в кластеры в соответствии с их ботанической классифика-
цией (рисунок 3, см. табл. 2). Значение величины диффе-
ренциации образцов (FST) в полученных кластерах (груп-
пах) составил от 0,286 до 0,635.

Таблица 2. Кластеризация разновидностей сорго на основе результатов NJ анализа и структурного 
анализа на основе байесовской модели (BM)

Table 2. Clustering of sorghum accessions using the Neighbour-Joining (NJ) method and Bayesian 
model − based (BM) clustering technique

Метод
Кластеры образцов сорго

1 2 3 4 5 6 7 8
DARwin NJ 55% 79% 83% 47% 78% 38% 100% 56%
Structure BM 66% 71,5% 83% 52% 81% 88% 100% 65%

Примечание: цифрами обозначены разновидности сорго, объединенные в соответствующие кластеры:
1 − гвинейское (S. guineensia), 2 − кафрское (S. caffrorum), 3 − китайское (S. nervosum), 4 − негритянское (S. caudatum − S. bantuorum), 
5 − сахарное (S. saccaratum), 6 − суданская трава (S. sudanense), 7 − техническое (S. technicum), 8 − хлебное (S. cernum / S. durra).
Note: the numbers indicate sorghum varieties, grouped into corresponding clusters:
1 − S. guineensia, 2 − S. caffrorum, 3 − S. nervosum, 4 − S. caudatum − S. bantuorum, 5 − S. saccaratum, 6 − S. sudanense, 7 − S. technicum, 
8 − S. cernum − S. durra.

Таким образом, исследуемые образцы сорго образовали 
восемь хорошо отличимых групп (кластеров) как в резуль-
тате использования метода NJ (DARwin), так и кластерного 
анализа на основе байесовской модели BM (STRUCTURE). 
В кластерах, полученных разными методами, наблюдается 
значительное соответствие состава и числа образцов. (см. 
табл. 2). В целом, распределение образцов сорго по груп-
пам соответствует их расовой принадлежности.

Обсуждение

Ключевым фактором в селекции сельскохозяйственных 
культур для создания перспективных сортов является подбор 
родительских форм, характеризующихся большим генети-
ческим разнообразием. Анализ разнообразия на генетиче-
ском уровне с использованием микросателлитных маркеров 
является самым надежным и экономически оправданным 
методом выявления различий между генотипами.

Ранее для исследования генетического разнообразия 
представителей разных рас сорго были разработаны 2 муль-
типлексные системы «Сорго-7» и «Сорго-10» на основе 17 
микросателлитных локусов (Aniskina et al., 2018). Однако 
несмотря на все достоинства этих ПЦР-систем, оказалось, 
что не все локусы подходят для дифференциации рас (раз-
личные разновидности сорго могут иметь сходный состав 
аллелей по некоторым микросателлитным локусам), и 

использование таких локусов в кластерном анализе может 
способствовать объединению растений разных рас в общий 
кластер. Кроме того, этот подход оказался недостаточно 
удобен для анализа большой партии растительных образ-
цов, поскольку анализ каждого образца необходимо осу-
ществлять в 2 стадии.

Поэтому в целях оптимизации этапов проведения широ-
комасштабного генетического анализа была разработана 
единая мультиплексная система, позволяющая проводить 
ПЦР-анализ в одну стадию. Данный подход является более 
технологичным и экономичным, поскольку позволяет суще-
ственно сократить стоимость и сроки проведения подобных 
исследований. Для создания мультиплексной системы из 
17 локусов сорго, выбранных ранее для оценки генетиче-
ского разнообразия, были отобраны 12 локусов с наиболее 
высокими показателями PIC. Эти локусы характеризуют-
ся большим числом аллелей, а также низкой или средней 
частотой их встречаемости. Из анализа были исключены 
локусы с небольшим числом аллелей и высокой частотой 
их встречаемости.

Высокий уровень полиморфизма микросателлитных 
локусов, входящих в мультиплексный набор, позволил полу-
чить генетические паспорта всех образцов коллекции. На 
основании генетических профилей, полученных в резуль-
тате использования данной мультиплексной системы, все 
исследуемые образцы были дифференцированы и установ-
лены их генетические взаимосвязи. Достаточно четкие отли-
чия наблюдались между образцами зернового и сахарного 
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сорго. Аналогичная дифференциация генотипов сахарного 
и зернового сорго также была достигнута другими автора-
ми при использовании технологий секвенирования следу-
ющего поколения (NGS) (Zheng et al., 2011).

Генетические взаимосвязи, выявленные среди образ-
цов сорго с использованием дистанционных методов пар-
ной дифференциации, PCoA и NJ-анализа, и кластерного 
анализа на основе байесовской модели, подтвердили диф-
ференциацию образцов в соответствии с классификацией 
по расам, разработанной J.R. Harlan и J.M.J. de Wet (1972) 
и классификацией Е.С.Якушевского (1969). Тем не менее, 
представители некоторых рас сорго оказались распределе-
ны в другие группы в результате кластерного анализа. Это 
может быть связано со сложной селекционной историей 
исследуемых образцов и наличием в коллекции промежу-
точных форм (межрасовых гибридов). Дальнейшее иссле-
дование расширенной коллекции позволит более четко диф-
ференцировать образцы сорго спорного происхождения.

Похожие результаты были получены другими исследова-
тельскими группами. Так, например, в результате исследова-
ния 3367 образцов сорго разных рас и разного географическо-
го происхождения с использованием 41 микросателлитного 

локуса также было выявлено глобальное совпадение в рас-
пределении образцов по группам на основе результатов NJ 
анализа и байесовской модели кластерного анализа (Billot 
et al., 2013). Среди культивируемых форм, за исключением 
кафрского сорго, практически не было обнаружено совпа-
дения между расой и группой, сформированной на основе 
микросателлитных маркеров. Представители рас Bicolor, 
Caudatum, Durra и Guinea сгруппировались в три и более 
различных кластеров. Исследователи сообщают о под-
тверждении популяционной структуры сорго, и считают, 
что кластеризация образцов сорго по расам связана с их 
географическим происхождением (Billot et al., 2013). Разде-
ление представителей сорго по расам в пределах географи-
ческого происхождения также было продемонстрировано 
этой исследовательской группой в исследовании эталонно-
го набора сорго из 384 образцов пяти рас сорго и их проме-
жуточных форм (Ramu et al., 2013). 

Авторы объясняют выявленную географическую диф-
ференциацию исследуемых растений и различия в клас-
сификации, составленной на основе микросателлитных 
маркеров, и классификацией по расам, основанной на мор-
фологических и агрономических признаках, следующими 

Рис. 3. Структура изученной выборки образцов коллекции сорго, полученная с использованием 
программы STRUCTURE. На основании байесовского анализа (K = 8), образцы сорго 

распределились по восьми кластерам, которые обозначены разными цветами.
Fig. 3. Structure of the studied samples from the sorghum collection obtained using 
the STRUCTURE program. According to the Bayesian analysis (K = 8) sorghum 

samples are lotted up in eight clusters which are differently colored.
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факторами: географическим распространением радиально 
в направлениях от центра происхождения и сложными эво-
люционными процессами, а также обменом генами между 
культурными и дикими типами, обеспечивающим динами-
ку популяции (Billot et al., 2013). 

Работы других исследователей также свидетельствуют 
об определяющем значении таких факторов, как географи-
ческое происхождение и поток генов между культурными и 
дикорастущими растениями сорго для классификации сор-
го (Sagnard et al., 2011; Salih et al., 2016).

Сокращение числа исследуемых локусов, а, следователь-
но, и выявляемых аллелей (дескрипторов) существенно не 
повлияло на распределение представителей сорго по кла-
стерам. В целом, результаты анализа генетического разно
образия исследуемых образцов сорго соответствуют резуль-
татам исследования, полученным нами ранее (Aniskina et 
al., 2018), но обработка результатов с помощью более рас-
ширенного арсенала биоинформатических методов (PCoA 
и NJ-анализа, и кластерного анализа на основе байесовской 
модели) позволила получить более точное распределение 
исследуемых представителей сорго по кластерам.

Заключение

Разработана единая система мультиплексного анали-
за сорго на основе 12 микросателлитных локусов, которая 
может быть использована в исследованиях генетического 
разнообразия коллекционных образцов сорго. Использование 
данной системы позволяет проводить анализ в одну ста-
дию и, следовательно, сократить сроки его проведения, по 
сравнению с ранее предложенным подходом (Aniskina et 
al., 2018). Технология позволяет получать оцифрованные 
генетические профили, что значительно повышает точность 
идентификации растительных образцов при широкомас-
штабном исследовании. С использованием разработанной 
технологии был проведен генетический анализ отечествен-
ной коллекции сорго и получены уникальные генетические 
профили каждого образца коллекции. Анализ полученных 
данных тремя взаимодополняющими методами позволил 
дифференцировать образцы в соответствии с их классифи-
кацией по морфологическим и агрономическим признакам.

Понимание географического, экологического и социаль-
ного аспектов формирования генетического разнообразия 
является ключом к устойчивому управлению генетически-
ми ресурсами. Применение разработанной технологии для 
идентификации генотипов культуры сорго, характеризу-
ющейся высоким уровнем морфо-биологического разно
образия, будет способствовать уточнению классификации 
недостаточно изученных образцов сорго, формированию 
стержневых коллекций, что позволит уменьшить число 
ежегодно размножаемых образцов и сократить затраты на 
их содержание.

 

Работа выполнена в рамках государственного задания 
№ 0574-2019-0003. Авторы благодарны сотрудникам ЦКП 
«Биотехнология» за помощь при работе на генетическом 
анализаторе «Нанофор-05».
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