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Recent biomolecular studies tend to involve 
combinations of different methods and approaches 
that allow analyzing organisms on the genomic 
and proteomic levels, as well as on the level of 
metabolomics. However, in order to justify the use 
of the metabolomics techniques in plant breeding, 
it is important to perform comprehensive analysis of 
a broad range of species and varieties. In this study, 
we evaluated the contents of low-molecular-weight 
substances in seeds of different rapeseed cultivars 
by the gas chromatography–mass spectrometry 
(GC-MS) technique. For every metabolomic profile, 
we estimated 168 target substances, and 52 of them 
were unambiguously identified. These compounds 
included amino acids, organic and fatty acids, 
tocopherols, and phytosterols. In order to keep 
the data assay within the context of multivariate 
statistics, we used principal component analysis 
(PCA), partial least square discriminant analysis 
(PLS-DA), and partial least square regression 
(PLS-R). Subsequent analysis revealed a significant 
difference between the metabolomic profiles of the 
investigated rapeseed cultivars, with the primary 
role of the amino acids and organic acids. Noticeably, 
the PLS-DA model showed 65% of the explained 
variance and, according to the Venetian blinds cross-
validation test, 91.67 % of the accuracy. Thus, we 
demonstrate the effectiveness of the metabolomics 
approach to the varietal identification of seeds. This 
strategy can be further improved with a continuously 
updated database of the metabolomic profiles 
of different species and cultivars. Application of 
the PLS-DA method will allow comparison of the 
metabolites of unknown samples with the existing 
profiles and, subsequently, identification of new seed 
samples.

Key words: Brassica napus L., seeds, gas 
chromatography, mass spectrometry, metabolomics, 
principal component analysis, projection to latent 
structures − discriminant analysis.

Современные молекулярно-биологические исследования 
характеризуются применением совокупности методологических 
платформ, позволяющих изучать организмы как на геномном 
и протеомном уровнях, так и на уровне метаболомов. Однако 
для обоснования возможности применения метаболомного 
анализа в селекции необходимо проведение исследований 
на широком спектре видов и сортов растений. В данной 
работе с использованием метода газовой хроматографии, 
сопряженной с масс-спектрометрией, проведена оценка 
содержания низкомолекулярных метаболитов в семенах разных 
сортов рапса, которые относились к одной репродукции. 
В каждом метаболическом профиле было аннотировано 
по 168 соединений, из которых 52 идентифицировано. 
Идентифицированные соединения включали аминокислоты, 
органические и жирные кислоты, токоферолы, фитостеролы. 
Обработка полученных данных осуществлялась методами 
мультивариантной статистики: методом главных компонент 
(МГК), методом дискриминантного анализа проекций  
на латентные структуры (ПЛС-ДА) и методом множественного 
регрессионного анализа проекций на латентные структуры. 
Созданные МГК и ПЛС-ДА модели демонстрировали 
достоверные различия между метаболомами исследованных 
сортов рапса. Наиболее значимый вклад в формирование 
моделей вносили аминокислоты и органические кислоты. 
Суммарный процент объясненной информации для МГК  
и ПЛС-ДА моделей составил в среднем 65 %. Достоверность  
ПЛС-ДА модели, согласно перекрестной проверке  
по методу «венецианские жалюзи», составила 91,67 %. Таким 
образом, показано, что метаболомный подход может служить 
эффективным инструментом для идентификации сортовой 
принадлежности семян. Необходимым условием при этом 
является создание постоянно обновляемой базы метаболомных 
профилей, характерных для конкретных сортов. Применение 
дискриминантного анализа проекций на латентные структуры 
позволит сравнивать метаболомы неизвестных образцов семян 
с имеющимися в базе данных метаболомными профилями  
и на этой основе классифицировать новые образцы семян.

Ключевые слова: Brassica napus L., семена, газовая 
хроматография, масс-спектрометрия, метаболомика, метод 
главных компонент, дискриминантный анализ проекций  
на латентные структуры.
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Термин «метаболомика» впервые был предложен 
Оливером в 1998 г. как метод функционально�� 
геномики, позволяющи�� проследить поток инфор-

мации от гена к функции (���v�� �t ��., 1998). Метаболом���v�� �t ��., 1998). Метаболом �t ��., 1998). Метаболом�t ��., 1998). Метаболом ��., 1998). Метаболом��., 1998). Метаболом., 1998). Метаболом 
представляет собо�� совокупность низкомолекулярных 
метаболитов, содержание которых, с одно�� стороны, 
обусловлено генетически, а с друго�� стороны, зави-
сит от адаптации организма к внешним факторам. 
Таким образом, метаболом можно рассматривать как 
биохимическую реализацию генотипа. Современные 
молекулярно-биологические исследования харак-
теризуются применением различных методологи��, 
позволяющих изучать растительные организмы не 
только на геномном и протеомном уровнях, но также и 
на уровне метаболома (�o��ywoo� �t ��., 2006; S�u���v,�o��ywoo� �t ��., 2006; S�u���v, �t ��., 2006; S�u���v,�t ��., 2006; S�u���v, ��., 2006; S�u���v,��., 2006; S�u���v,., 2006; S�u���v,S�u���v,, 
2006; �������� �t ��., 2007). Только совместное приме-�t ��., 2007). Только совместное приме- ��., 2007). Только совместное приме-��., 2007). Только совместное приме-., 2007). Только совместное приме-
нение этих подходов позволяет комплексно подо��ти  
к изучению процессов, протекающих в живых систе-
мах, и является осново�� системно�� биологии (Афон-
ников, Миронова, 2014).

В последние годы метаболомны�� подход начинает 
активно использоваться при создании новых и оцен-
ке уже существующих сортов сельскохозя��ственно 
важных растени��. При этом используются такие ме-
тоды разделения веществ, как газовая хроматография, 
высокоэффективная жидкостная хроматография и 
капиллярны�� электрофорез. Для идентификации мета-
болитов используются масс-спектрометрия и ядерны�� 
магнитны�� резонанс. Сравнительны�� анализ метабо-
ломных профиле�� был проведен для семян разных 
сортов кукурузы (�ö���� �t ��., 2009), клещевины (P��ott�ö���� �t ��., 2009), клещевины (P��ottö���� �t ��., 2009), клещевины (P��ott���� �t ��., 2009), клещевины (P��ott �t ��., 2009), клещевины (P��ott�t ��., 2009), клещевины (P��ott ��., 2009), клещевины (P��ott��., 2009), клещевины (P��ott., 2009), клещевины (P��ottP��ott 
�t ��., 2011), нигеллы (F���� �t ��., 2014). Однако для ��., 2011), нигеллы (F���� �t ��., 2014). Однако для��., 2011), нигеллы (F���� �t ��., 2014). Однако для., 2011), нигеллы (F���� �t ��., 2014). Однако дляF���� �t ��., 2014). Однако для �t ��., 2014). Однако для�t ��., 2014). Однако для ��., 2014). Однако для��., 2014). Однако для., 2014). Однако для 
обоснования возможности применения метаболомного 
анализа в селекции необходимо проведение подобных 
исследовани�� на гораздо более широком спектре видов 
и сортов. При этом требуется также отработка мето-
дологии их сравнительно�� оценки с использованием 
мультивариантно�� статистики. 

В данно�� работе проведен метаболомны�� анализ 
семян разных сортов рапса, основанны�� на газово�� 
хроматографии, сопряженно�� с масс-спектрометрие��. 
Статистическая обработка полученных данных осущест-
влялась с использованием метода главных компонент, 
дискриминантного анализа проекци�� на латентные 
структуры и множественного регрессионного анализа 
проекци�� на латентные структуры. 

Материалы и методы
Объектами исследования являлись семена рапса (Bras�
si�a �apus �apus�apus L.) разных сортов из коллекции Всеросси��-.) разных сортов из коллекции Всеросси��-
ского института растениеводства им. Н.И. Вавилова: 
Юбиле��ны�� (к-5285), S�����k� (к-4371), Русская КудьяS�����k� (к-4371), Русская Кудья (к-4371), Русская Кудья 
(к-336) и Оредеж-4 (к-5273). Семена всех сортов от-
носились к одно�� репродукции – Тамбовская область, 
урожа�� 2012 г.

Оценка всхожести семян и развития 
проростков 
Семена проращивали в чашках Петри на фильтровально�� 
бумаге в термостате при 2 °С в течение 7 сут. (по 50 семян 
в 4 повторностях). Всхожесть учитывали согласно ГОСТ 
12038-84. На 7-е сутки прорастания подсчитывали коли-
чество нормально развитых проростков, ненормально 
развитых проростков и непроросших семян.

Проведение метаболомного анализа 
Экстракцию метаболитов проводили в течение 7 дне�� 
в метаноле в герметически закрытых микропробирках 
типа эппендорф объемом 1,5 мл (SSI, США). ПередSSI, США). Перед, США). Перед 
экстракцие�� семена взвешивали в количестве 10 семян 
на пробу, помещали в эппендорфы, растирали с добавле-
нием небольшого количества метанола и далее доводили 
объем метанола до 1 мл. После экстракции эппендорфы 
центрифугировали при 3 000 � и переносили супернатант  
в виалы объемом 2 мл. Супернатант в виалах выпаривали 
до состояния тонко�� пленки в вакуумном ротационном 
испарителе Epp���o�� Co����t��to� P�u� («Epp���o��»,Epp���o�� Co����t��to� P�u� («Epp���o��», Co����t��to� P�u� («Epp���o��»,Co����t��to� P�u� («Epp���o��», P�u� («Epp���o��»,P�u� («Epp���o��», («Epp���o��»,Epp���o��»,», 
Германия). 

Дериватизацию проводили методом исчерпывающего 
силилирования. Для этого выпаренные под вакуумом 
сухие метаболиты растворяли в пиридине, содержа-
щем трикозан (�C�C23) в качестве внутреннего стандарта. 
Силилирование проводили при помощи бис-триметил-
силилтрифторацетамида, содержащего 1 % триметил-
хлоросилана (BSTF�+ TMCS, «Sup���o», США) в сухом 
термоблоке при 100 °C в течение 15 мин. 

Газовая хроматография, сопряженная  
с масс-спектрометрией (ГХ-МС) 
Определение концентраци�� метаболитов прово-
дили методом ГХ-МС на газовом хроматографе  
������t 6850 GC, оснащенном квадрупольным масс-се-
лективным детектором ������t 5975B VL MSD («������t 
T����o�o����», США). Использовали неполярную капил-
лярную колонку DB-5�T (5 % фенилметилсилоксан, 
длина 30 м, внутренни�� диаметр 250 мкм, толщина 
пленки 0,1 мкм, �&� S����t�fi�, США). Пробу вводи-�&� S����t�fi�, США). Пробу вводи-&� S����t�fi�, США). Пробу вводи-� S����t�fi�, США). Пробу вводи- S����t�fi�, США). Пробу вводи-S����t�fi�, США). Пробу вводи-, США). Пробу вводи-
ли с помощью программируемого автоматического 
пробоотборника ������t G4513� в режиме инжекции с 
делением потока 20 : 1 (Sp��t); температура испарителя –  
330 °C, давление − 60,3 кПа, скорость потока газа-но-
сителя через испаритель − 23,9 мл/мин. Ионизацию 
веществ в камере масс-спектрометра осуществляли 
посредством электронного удара (70 эВ) при темпе-
ратуре ионизационно�� камеры 230 °C и температуре 
квадруполя 150 °C. 

Идентификация метаболитов 
Индексы удерживания веществ рассчитывали с помощью 
программы �MDIS (G. M������, «NI�») на основании 
данных по времени выхода нормальных углеводородов 
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Посевные качества семян и развитие семидневных проростков разных сортов рапса

Названия  
сортов

Масса  
1000 семян, г

Всхожесть  
семян, %

% от всхожести

нормально  
развитые проростки

ненормально  
развитые проростки

Юбилейный 2,74 ± 0,04 98 ± 2 90 ± 3   8 ± 4

Sielecki 2,59 ± 0,17 96 ± 2 92 ± 2   4 ± 2

Русская Кудья 2,65 ± 0,06 94 ± 3 82 ± 2 12 ± 3

Оредеж-4 2,66 ± 0,12 92 ± 2 73 ± 5 19 ± 6

C10–C35. Вещества идентифицировали с использовани-
ем баз данных NIST/EP�/NI� 11 M��� Sp��t��� L�����y 
(�ttp://www.���t.�ov/���) и пользовательско�� библиотеки 
�MDIS, созданно�� на кафедре физиологии и биохимии 
растени�� СПбГУ. Разметку пиков хроматограмм выпол-
няли в программе U��C��om 5.09.1034 (www.u�����om.
�om). Всего было размечено 168 пиков, из них иденти-
фицировано 52. Неидентифицированные метаболиты 
размечали по индексу удерживания. Все 168 метаболи-
тов были использованы для создания метаболомного 
профиля, представленного в виде матрицы содержания 
веществ (в мкг/г сыро�� массы). 

Расчет содержания метаболитов проводили с ис-
пользованием внутреннего стандарта (�C�C23) без учета 
коэффициентов чувствительности. 

Статистическая обработка данных  
и программное обеспечение 
Все измерения проводили в 3 биологических пов-
торностях. Статистическую обработку показателе�� 
всхожести семян проводили в MS M���o�o�t Ex��� 2007MS M���o�o�t Ex��� 2007 M���o�o�t Ex��� 2007 
с использованием стандартного пакета анализа дан-
ных. На графиках и в таблицах представлены средние 
арифметические значения величин и ошибка среднего 
арифметического. 

Матрица данных для анализа основывалась на кон-
центрациях метаболитов, которые предварительно были 
приведены к единично�� дисперсии с помощью шкали-
рования по стандартным отклонениям.

Метаболомны�� профиль оценивался с использовани-
ем метода главных компонент (МГК), дискриминантного 
анализа проекци�� на латентные структуры (ПЛС-ДА, 
P�oj��t�o� to L�t��t St�u�tu���−D�����m����t ����y���)�oj��t�o� to L�t��t St�u�tu���−D�����m����t ����y���)  
и множественного регрессионного анализа проекци�� на 
латентные структуры (ПЛС-�).�).). 

Обработка данных метаболомного профиля осущест-
влялась в среде MS M���o�o�t Ex��� 2007 � использова-MS M���o�o�t Ex��� 2007 � использова- M���o�o�t Ex��� 2007 � использова-� использова- использова-
нием макроса Mu�t����� (�ttp://�um�������y��m���.�om)Mu�t����� (�ttp://�um�������y��m���.�om) (�ttp://�um�������y��m���.�om)�ttp://�um�������y��m���.�om)://�um�������y��m���.�om)�um�������y��m���.�om).�om)�om)) 
и в среде M�t��� 8.14 (M�t��o�k�) с использованиемM�t��� 8.14 (M�t��o�k�) с использованием 8.14 (M�t��o�k�) с использованиемM�t��o�k�) с использованием) с использованием 
статистического пакета. 

Достоверность модели ПЛС-ДА оценивалась согласно 
перекрестно�� проверке (C�o��-V�����t�o� T��t) по мето-C�o��-V�����t�o� T��t) по мето--V�����t�o� T��t) по мето-V�����t�o� T��t) по мето- T��t) по мето-T��t) по мето-) по мето-
ду «венецианские жалюзи» (B������o, Co��o���, 2013).B������o, Co��o���, 2013)., Co��o���, 2013).Co��o���, 2013)., 2013). 
Данны�� метод позволяет в автоматическом режиме 
рассчитать множество моделе�� ПЛС-ДА по аналогии 
с исходно��, но без использования части данных. Прак-

тически это выражалось в том, что в каждо�� модели не 
было включено по одно�� повторности каждого сорта. 
Неиспользованная повторность являлась контролем, ко-
торы�� далее был классифицирован на основании создан-
но�� модели. Точность классификаци�� была усреднена  
по всем моделям, общее число которых было макси-
мизировано для имеющегося объема данных. Среднее 
значение точности классификаци�� характеризует спо-
собность ПЛС-ДА модели достоверно идентифициро-
вать неизвестны�� метаболомны�� профиль по заданным 
параметрам.

Результаты и обсуждение

Оценка всхожести семян и развития 
проростков 
Выбор сортов рапса для метаболомного анализа пре-
следовал цель минимизировать вклад качества семян 
в содержание низкомолекулярных метаболитов с тем, 
чтобы акцентироваться только на сортово�� специ-
фичности. В связи с этим были отобраны сорта рапса 
одно�� репродукции, семена которых незначительно 
различались по всхожести. Как видно из таблицы, масса  
1 000 семян у всех исследованных сортов находилась в 
пределах 2,6–2,7 г, а общее количество проросших семян 
варьировало от 92 до 98 %. 

Однако более подробны�� анализ позволил устано-
вить, что отобранные сорта можно разделить на две 
группы. В первую группу были включены сорта Юби-
ле��ны�� и S�����k�, всхожесть семян у которых былаS�����k�, всхожесть семян у которых была, всхожесть семян у которых была 
равна 98 и 96 %, а количество нормально развитых 
проростков составляло 90 и 92 % соответственно. Во 
вторую группу были включены сорта Русская Кудья и 
Оредеж-4, всхожесть семян у которых была равна 94 
и 92 %, а количество нормально развитых проростков 
составляло 82 и 73 % соответственно. 

ГХ-МС анализ содержания 
низкомолекулярных метаболитов 
ГХ-МС анализ низкомолекулярных метаболитов был 
проведен в экстрактах, полученных из целых семян 
рапса (Дополнительные материалы 11).

В каждо�� хроматограмме было размечено по 168 ком-
понентов, из которых по 52 компонента было идентифи-
1 Дополнительные материалы см. в Приложении 3 по адресу: 
http://www.bionet.nsc.ru/vogis/download/pict-2015-04/appx3.pdf
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цировано. Идентифицированные соединения включали 
такие метаболиты, как аминокислоты, органические  
и жирные кислоты, токоферолы и фитостеролы. Неиден-
тифицированные компоненты хроматограмм аннотиро-
вали с указанием их индекса удерживания. В эту группу 
были включены сахара, поскольку применяемая методо-
логия не позволяет осуществить их точную идентифика-
цию. Исключение составила сахароза, присутствующая  
в семенах в больших количествах.

Для метаболомного анализа создавали матрицу,  
в которо��  в качестве наблюдени�� выступали варианты  
(по 3 повторности каждого сорта семян рапса), а в каче-
стве параметров – названия аннотированных метаболи-
тов. Таким образом, профиль включал 12 наблюдени��, 
168 параметров и 2 016 концентраци�� метаболитов. 
Далее полученны�� метаболически�� профиль был про-
анализирован методом главных компонент и методами 
дискриминантного и регрессионного анализа проекци�� 
на латентные структуры.

Метод главных компонент (МГК) относится к алго-
ритмам уменьшения размерности данных, которые  поз-
воляют отобразить многомерные данные на 2–3-мерно�� 
поверхности и тем самым делают их доступными для 
восприятия (P����o�, 1901). Метод заключается в том,P����o�, 1901). Метод заключается в том,, 1901). Метод заключается в том, 
что для каждого наблюдения все параметры располага-
ют в Гильбертовом пространстве таким образом, чтобы 
параметры стали координатами, а каждое наблюдение 

было представлено единственно�� точко�� в простран-
стве. В нашем эксперименте было создано многомерное 
пространство из 168 координат, на котором представлено  
12 точек. При этом расположение каждо�� точки в систе-
ме координат зависело от концентраци�� всех содержа-
щихся в образцах метаболитов. Далее прокладывалась 
первая главная компонента (ГК1) с таким условием, 
чтобы сумма квадратов расстояни�� от нее до всех 
точек была минимальна. Вторая главная компонента 
(ГК2) была отложена перпендикулярно перво�� с тем же 
условием минимизации расстояни��. Таким образом, 
все данные наше�� матрицы, состояще�� из показателе�� 
концентраци�� 2 016 метаболитов, оказались отображены 
на 2-мерно�� плоскости (рис. 1).

Алгебраически модель основана на следующем 
уравнении:

                          A
X = � × P t + E = ∑ tu × pu

t  + E,
                                 u = 1

где X – матрица предобработанных (нормированных  
и центрованных) метаболомных данных размерностью 
� × J, каждая строка (�) – наблюдение/образец и кажды�� 
столбец (J) – параметр/метаболит; � – матрица счетов 
(координат в новом пространстве) размерностью � × A; 
P – матрица нагрузок (коэффициентов метаболитов) 
размерностью J × A; E – матрица остатков/ошибок;  
A – число рассчитываемых главных компонент; t – глав-
ные компоненты, p – параметры главных компонент.

Особенностью МГК является то, что он относится 
к методам анализа данных «без учителя»: возможные 
различия по степени важности между отдельными мета-
болитами не принимаются во внимание и все параметры 
учитываются в равно�� степени. 

На основании проведенного анализа можно видеть, 
что точки, являющиеся отражением метаболомов семян, 
объединились в 4 класса, соответствующие 4 исследу-
емым сортам. На рис. 1 видно, что точки, соответству-
ющие одному классу, не перекрываются и находятся  
в разных областях модели относительно 1-�� и 2-�� глав-
ных компонент. Это свидетельствует о достоверных 
различиях между сортами. Суммарны�� процент объяс-
ненно�� информации для МГК модели составил 65,6 % 
(45 % для ГК1 и 20,6 % для ГК2).

Как было сказано выше (см. табл. 1), семена исследу-
емых сортов по посевным качествам были разделены на 
две группы: 1) сорт Юбиле��ны�� и сорт S�����k� (всхо-S�����k� (всхо- (всхо-
жесть – 98 и 96 % соответственно); 2) сорт Русская Кудья 
и сорт Оредеж-4 (всхожесть – 94 и 92 % соответственно). 
Осуществив проекцию точек, соответствующих выше-
указанным сортам, на горизонтальную ось (ГК1), можно 
видеть, что 1-я группа расположилась в положительно�� 
области оси, а 2-я группа – в отрицательно�� области. 
При этом проекции точек относительно горизонтально�� 
оси разместились справа налево в следующем порядке: 
Русская Кудья и Оредеж-4 (94 и 92 %), S�����k� (96 %),S�����k� (96 %), (96 %), 

рис. 1. Распределение семян разных сортов рапса  
на плоскости в координатах 1-й и 2-й главной компонент (ГК1 и ГК2 
соответственно), рассчитанное по методу главных компонент. 
РК1–РК3 – сорт Русская Кудья; О1–О3 – сорт Оредеж-4;  
S1–SS3 – сорт Sielecki; ЮSielecki; Ю; Ю1–Ю3 – сорт Юбилейный.  
Модель построена на основе анализа концентраций  
168 метаболитов. ГК1 – 45 % объясненной дисперсии;объясненной дисперсии; дисперсии;дисперсии;;  
ГК2 – 20,6 % объясненной дисперсии.объясненной дисперсии. дисперсии.дисперсии.. 
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Юбиле��ны�� (98 %). Это позволяет нам высказать пред-
положении, что ГК1 является компоненто��, отражающе�� 
динамику всхожести семян.

В Дополнительных материалах 2 показаны коэффи-
циенты значимости идентифицированных метаболитов 
в формировании осе�� ГК1 и ГК2 и расположении точек 
описанно�� выше модели. Указанные коэффициенты 
могут иметь положительное или отрицательное значе-
ние в зависимости от их вклада в положительную или 
отрицательную области модели, при этом их значимость 
не зависит от знака и определяется только отклонением 
от нуля. Важно отметить, что положительная и отри-
цательная области пространства во многом условны 
и имеют, скорее, математическое, чем биологическое 
значение.

Так, например, можно видеть, что в расположение 
точек относительно положительно�� области ГК1 наибо-
лее значимы�� вклад внесли аланин, синаповая кислота, 
линолевая кислота, а также ряд органических кислот 
(фумаровая, малеиновая, яблочная, лимонная). Их ко-
эффициент значимости составил 0,10. В расположение 
категори�� в отрицательно�� области оси ГК1 наиболее 
значимы�� вклад внесли мио-инозитол с коэффициентом 
значимости –0,11, а также этаноламин и фенилаланин  
с коэффициентами значимости –0,09. Как было сказано 
выше, ГК1 можно характеризовать как компоненту, от-
ражающую динамику всхожести семян. Поэтому можно 
ожидать, что содержание указанных соединени�� нахо-
дится во взаимозависимости от всхожести семян.

Метод дискриминантного анализа проекци�� на ла-
тентные структуры (ПЛС-ДА), как и описанны�� выше  
метод главных компонент, является алгоритмом умень-
шения размерности многомерных данных. Принци-
пиальное отличие ПЛС-ДА от МГК состоит в том, 
что компоненты рассчитываются с учетом заранее 
определенных (дискриминированных) классов (B��k��, 
��y���, 2003). В связи с этим ПЛС-ДА относится к ме-
тодам классификации данных «с учителем»: алгоритму 
заранее сообщается о принадлежности наблюдени��  
к определенному классу; в результате теряется возмож-
ность «слепо��» классификации данных, но появляется 
достоверность анализа значимости параметров относи-
тельно заданных классов. Модель ПЛС-ДА создается 
таким образом, чтобы разброс данных внутри каждого 
класса был минимальным, а разброс между классами –  
максимальным. 

Математически ПЛС-ДА метод ищет оптимальное 
представление лине��ных отношени�� между независи-
мыми переменными (в нашем случае концентрациями 
метаболитов) и зависимыми переменными (сортами). 
Модель основана на следующе�� системе уравнени��::

X = � × P t + E

Y = U × Q t + F
�ov(�,U) → m�x,

где X – матрица предобработанных (нормированных  
и центрованных) метаболомных данных размерностью 
� × J, каждая строка (�) – наблюдение/образец и кажды�� 
столбец (J) – параметр/метаболит; Y – матрица ответов, 
описывающая принадлежность к классам размерностью 
� × �; � и U – матрица проекци�� X и Y соответственно 
размерностью � × A; P и Q – матрица нагрузок размер-
ностью J × A и � × A соответственно; E и F – матрица 
остатков/ошибок. В ходе декомпозиции X и Y ковариация 
� и U максимизируется.

Для анализа данных методом ПЛС-ДА мы использова-
ли тот же метаболомны�� профиль, что и для МГК анализа, 
но с одним отличием. Наблюдения предварительно были 
разделены на классы, соответствующие исследуемым 
сортам (Юбиле��ны��, S�����k�, Русская Кудья, Оредеж-4).S�����k�, Русская Кудья, Оредеж-4)., Русская Кудья, Оредеж-4). 
Таким образом, анализировались 4 класса, кажды�� из 
которых включал по 3 наблюдения (повторности). 

Распределение классов на плоскости в координатах 
ГК1 и ГК2, рассчитанное по методу ПЛС-ДА, представ-
лено на рис. 2. Можно видеть, что так же, как и в МГК 
модели, классы не перекрывались и расположились в 
разных областях двухмерно�� плоскости, что свидетель-
ствует о достоверных различиях между ними. Суммар-
ны�� процент объясненно�� информации практически не 
отличался от МГК модели и составил 64,6 % (44,8 % для 
ГК1 и 19,8 % для ГК2).

Достоверность ПЛС-ДА модели, оцененная по методу 
перекрестно�� проверки, составила 91,67 %.

Осуществив проекцию классов на горизонтальную ось 
ГК1, можно видеть, что сорта разместились справа нале-
во в следующем порядке: Юбиле��ны�� (98 %), S�����k�S�����k�  
(96 %), Русская Кудья и Оредеж-4 (94 % и 92 %). То есть 

рис. 2. Распределение семян рапса разных сортов на плоскости  
в координатах 1-й и 2-й главной компонент (ГК1 и ГК2 соответ-
ственно), рассчитанное по методу дискриминантного анализа 
проекций на латентные структуры. 
Модель построена на основе анализа концентраций 168 метаболи-
тов. ГК1 – 44,8 % объясненной дисперсии; ГК2 – 19,8 % объясненной 
дисперсии.
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так же, как и в МГК модели, ГК1 проявила себя как ком-
понента, отражающая динамику всхожести семян.

Если МГК метод используется для выявления общих 
сходств или различи�� между объектами по все�� совокуп-
ности их параметров, то ПЛС-ДА метод позволяет более 
эффективно выявлять соединения, которые связаны  
с конкретными различиями и тем самым могут являть-
ся маркерами дискриминированных классов (�o���o��o���o�  
�t ��., 2004). В ��., 2004). В��., 2004). В., 2004). В Дополнительных материалах 3) приве-
дены коэффициенты значимости идентифицированных 
соединени��, на основании которых была построена 
ПЛС-ДА модель. Оказалось, что метаболиты, внесшие 
наибольши�� вклад в построение ПЛС-ДА модели,  
в значительно�� степени совпадали с результатами МГК 
модели, но с изменившимся знаком и более высокими 
коэффициентами значимости. Как уже было отмечено, 
знак коэффициента значимости метаболита в модели 
не имеет биологического значения, в то время как воз-
росшее отклонение от нуля однозначно свидетельствует  
о более высоко�� чувствительности применяемого метода 
анализа.

В список наиболее значимых метаболитов можно 
включить аланин, синаповую, стеариновую, фумаровую 
кислоты (коэффициент значимости –0,11), малеиновую, 

лимонную и яблочную кислоты (коэффициент значимос-
ти –0,10), мио-инозитол и этаноламин (коэффициенты 
значимости 0,10 и 0,9).

Множественный регрессионный анализ 
С целью обоснования возможности применения мета-
боломного анализа для оценки сортово�� специфичности 
семян по алгоритму ПЛС дополнительно была рассчи-
тана множественная регрессионная модель (рис. 3). Для 
этого каждому сорту был присвоен цифрово�� идентифи-
катор от 1 до 4 и далее рассчитана множественная ли-
не��ная зависимость между сортово�� принадлежностью 
семян и содержаще��ся в них совокупностью концент-
раци�� низкомолекулярных метаболитов. Коэффициент 
детерминации реальных и рассчитанных значени�� 
сортово�� принадлежности семян (�2) составил 0,9779, 
что говорит о высоко�� степени лине��но�� зависимости 
между анализируемыми факторами.

Таким образом, метаболомны�� подход может служить 
эффективным инструментом для идентификации сорто-
во�� принадлежности семян. Необходимым условием при 
этом является создание постоянно обновляемо�� базы 
метаболомных профиле��, характерных для конкретных 
сортов семян. 

Дальне��шее развитие данного подхода позволит 
использовать его для предсказания всхожести семян  
с неизвестно�� историе�� и оценки вклада метаболитов в 
формирование сортовых различи�� и всхожести.

Применение дискриминантного анализа проекци�� на 
латентные структуры  позволяет сравнивать метаболомы 
неизвестных образцов семян с метаболомными профи-
лями, существующими в базе данных, и на это�� основе 
классифицировать новые образцы семян.
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