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Актуальность. Идентификация дублетных образцов в генетических банках семян весьма актуальна, поскольку уве-
личение объема коллекций за счет дублетов ведет к повышению затрат на поддержание, не расширяя уровень гене-
тического разнообразия коллекций.
Материалы и методы. Изучали 17 пар образцов гороха Pisum sativum L. из коллекции ВИР, предположительно оши-
бочно внесенных в постоянный каталог дважды, но имеющих один и тот же интродукционный номер, поступившие 
в коллекцию в 1922–1996 гг. и репродуцированные к настоящему времени от двух до 16 раз. По результатам полевой 
оценки для молекулярного анализа было отобрано 15 пар дублетных образцов различного направления использова-
ния. RAPD-анализ выполнен с использованием пяти праймеров серии Operon. Суммарные запасные белки семян раз-
деляли методом электрофореза в 12,5-процентном полиакриламидном геле в присутствии β-меркаптоэтанола и до-
децилсульфата натрия.
Результаты. Для установления идентичности или отличий образцов использовали следующие критерии: 1) сходство 
по морфологическим признакам (общему габитусу, окраске цветков, антоциановой пигментации цветков и вегета-
тивных органов), срокам начала цветения; 2) идентичность или различие профилей RAPD-фрагментов; 3) идентич-
ность или различие электрофоретических спектров запасных белков семян. На основании сравнительного анализа 
выявлены семь пар дублетных образцов; среди них пары к-81/к-1199, к-8331/к-8465, к-8719/к-8760, к-8757/к-8825 
были полностью идентичными, а к-8464/к-8472, к-8740/к-8873, к-8689/к-8723 – гетерогенными, но преимуществен-
но со сходными профилями RAPD-фрагментов и типами электрофоретических спектров белков семян.
Заключение. Для установления идентичности коллекционных образцов гороха, выявления дублетных, гетероген-
ных и засоренных образцов эффективна комплексная оценка, включающая фенотипирование растений в полевых 
условиях, а также анализ полиморфизма амплифицированных фрагментов ДНК и компонентов электрофоретических 
спектров запасных белков семян.

Ключевые слова: фенотипирование, морфологические признаки, ДНК-маркеры, RAPD-анализ, запасные белки семян, 
электрофорез, полиморфизм
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Background. Identification of duplicates in the collections of genetic resources is the most important problem of seed gene 
bank management. Duplicate accessions expand the collection size, thus raising the costs of germplasm maintenance without 
broadening the genetic diversity.
Materials and methods. The studied material included 17 pairs of Pisum sativum L. accessions from the VIR collection which 
presumably had been erroneously registered twice in the VIR catalogue; however, they had identical introductory numbers. The 
accessions entered the collection in 1922–1996 and to date they have been reproduced 2 to 16 times. After a field assessment, 
15 pairs of putative duplicate accessions of various uses were selected for molecular analysis. A RAPD analysis was performed 
using five primers from the Operon Series. Total seed proteins were analyzed by SDS-polyacrylamide gel electrophoresis. 
Results. The following criteria were used to ascertain identity of the accessions or their difference: 1) similarity of morpho-
logical characters (habitus, and anthocyanin pigmentation of flowers and vegetative organs) and flowering dates; 2) identity or 
polymorphism of RAPD profiles; and 3) identity or difference in electrophoretic banding patterns of seed storage proteins. 
Seven pairs of duplicates were identified according to the results of a comparative analysis. Among them, the accessions in the 
pairs k-81/k-1199, k-8331/k-8645, k-8719/k-8760, and k-8757/k-8825 turned out to be completely identical, while k-
8464/k-8472, k-8740/k-8873, and k-8689/k-8723 were heterogenic, but had similar RAPD profiles and seed proteins patterns.
Conclusions. An integrated assessment involving in-field plant phenotyping and analyzing polymorphism of amplified DNA 
fragments and components in electrophoretic banding patterns of seed proteins is promising for detecting identical or hetero-
genic accessions in genebank collections.

Keywords: phenotyping, morphological characters, DNA markers, RAPD analysis, seed storage proteins, electrophoresis, poly-
morphism
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Введение

Коллекция генетических ресурсов гороха (Pisum sati-
vum L.), сохраняемая в Федеральном исследовательском 
центре Всероссийском институте генетических ресурсов 
растений имени Н.И. Вавилова (ВИР), насчитывает более 
8 тыс. образцов из 92 стран мира. Первые образцы, по-
ступившие в коллекцию, датируются 1902 годом. В на-
стоящее время пополнение коллекции гороха осуществ-
ляется путем обмена с другими генбанками, посредством 
экспедиционных сборов на территории России и за рубе-
жом, выписки материала отечественных и зарубежных 
институтов, фирм и компаний. Новые сорта и селекцион-
ный материал поступают и непосредственно от селекци-
онеров. При пополнении коллекции возникает проблема 
включения в постоянный каталог дублетов. Нередко 
в коллекцию поступают новые образцы, названия кото-
рых идентичны названиям образцов, уже имеющихся 
в коллекции, но нет информации о том, являются ли они 
дублетными.

Проблема идентификации дублетных коллекцион-
ных образцов в генетических банках семян весьма акту-
альна. При постоянном увеличении коллекции требует-
ся все больше финансовых затрат на изучение, поддер-
жание и хранение образцов, в том числе и дублетов, не 
способствующих расширению сохраняемого генетичес-
кого разнообразия. Решению этой проблемы посвящены 
многочисленные исследования. Безусловно, первосте-
пенное значение имеет тщательный анализ паспортных 
данных образцов (van Hintum, Knüpffer, 1995; Podyma, 
2003), а также фенотипирование растений в полевых 
условиях. Так, например, недавно был разработан низко-
затратный способ для выявления дублетных образцов 
ячменя (Hordeum vulgare L.) скандинавского происхожде-
ния, хранящихся в коллекциях ВИР и Нордического ген-
ного банка (NordGen, Швеция). Первый этап включал вы-
явление образцов с одинаковыми названиями на основе 
паспортных баз данных в разных генных банках, вто-
рой  – полевое изучение образцов, представляющих ве-
роятные дублеты, третий – углубленное изучение с ис-
пользованием более сложных методов (Yndgaard et al., 
2016). 

В ряде работ продемонстрирована эффективность 
методов, основанных на использовании молекулярных 
маркеров. Так, анализ морфологических признаков в со-
четании с SSR-маркерами успешно использован у салата 
Lactuca sativa L. (Sochor et al., 2019) и кукурузы Zea mays L. 
(Andjelkovic et al., 2018). Показаны перспективы исполь-
зования SSR-маркеров для идентификации дублетов 
в коллекциях сливы (Prunus domestica L.) (Sisko, 2016), яч-
меня (Lund et al., 2003). AFLP-маркеры оказались исполь-
зованы для идентификации дублетов в коллекции сала-
та (van Treuren et al., 2010), RAPD-маркеры – для выявле-
ния дублетов в коллекциях риса (Virk et al., 1995) и шел-
ковицы (Naik, Dandin, 2006). SNP-маркеры использованы 
для идентификации дублетных образцов Brassica olera-
cea L. в российском и Нордическом генных банках (Palmé 
et al., 2020). В последние годы обсуждаются возможности 
использования методов высокопроизводительного сек-
венирования геномов для анализа коллекционных 
образцов (McCouch et al., 2012; Singh et al., 2019). Кроме 
того, не утратили своей актуальности простые и эконо-
мичные экспресс-методы, основанные на анализе поли-
морфных признаков, например спектров запасных бел-
ков семян. В ходе многочисленных исследований доказа-
на эффективность электрофореза запасных белков се-

мян для выявления дублетных образцов в коллекциях 
злаковых и зернобобовых культур (Konarev A.V. et al., 
1995; Konarev V.G., 2000; Pomortsev, Lyalina, 2009; Eggy, 
2015). И. Н. Перчук с соавторами (Perchuk et al., 2016) ис-
пользовали анализ полиморфизма запасных белков се-
мян для выявления дублетных образцов овса в коллек-
циях ВИР и Нордического генного банка. В. В. Сидорова 
с соавторами (Sidorova et al., 2020) применили электро-
форез запасного белка зеина для выявления дуплициро-
ванных образцов сахарной кукурузы в коллекции ВИР. 

Работы по выявлению дублетных образцов гороха 
в коллекции ВИР не проводились. В настоящей статье 
показаны возможности использования комплексного 
подхода, основанного на анализе морфологических при-
знаков в полевых условиях, полиморфных ДНК-маркеров 
и запасных белков семян для выявления дублетных 
образцов в коллекции гороха. 

Материал и методы

Материалом исследования служили 17 пар образ-
цов гороха (Pisum sativum L.) коллекции ВИР, ошибочно 
внесенных в постоянный каталог дважды, то есть име-
ющих один и тот же интродукционный номер и одина-
ковые названия, но различные номера каталога. Образ-
цы поступили в коллекцию в период с 1922 по 1996 г. 
и в течение периода хранения пересевались от двух до 
16 раз (табл. 1). 

Предполагаемые дублетные образцы высеяли на со-
седних делянках на опытном поле научно-производст-
венной базы (НПБ) «Пушкинские и Павловские лабора-
тории ВИР» в 2011 г. Их оценку (фенологические наблю-
дения, анализ морфологических признаков) проводили 
в соответствии с методиками, принятыми в отделе гене-
тических ресурсов зернобобовых культур (Vishnyakova 
et al., 2010). По результатам полевой оценки для молеку-
лярного анализа отобрали 15 пар образцов различного 
направления использования. Образцы пар № 4 и № 7 
были исключены из исследования, так как они значи-
тельно различались как по окраске семян, так и по мор-
фологическим признакам растений, выращенных в поле. 
Скорее всего, семена исходных образцов каждой из пар 
при включении в постоянный каталог были разделены 
на фракции и далее репродуцировались отдельно. Из тех 
же самых пакетов отбирали семена для проращивания 
и последующего выделения ДНК, а также для выделения 
запасных белков. 

Тотальную ДНК выделяли из 3–5 этиолированных 
проростков модифицированным СТАВ-методом (Anisi-
mova et al., 2018). Для отдельных образцов дополнитель-
но анализировали фракции ДНК, которые выделяли из 
полевых растений, различавшихся по морфологическим 
признакам и срокам начала цветения. При проведении 
RAPD-анализа использовали 5 десятичленных прайме-
ров с ерии Operon ОРА14, ОРА11, ОРС14, ОРА16, ОРQ02 
(«Евроген», Россия), которые были отобраны среди 
10 праймеров на основе предварительного скрининга 
(с учетом числа выявляемых полиморфных фрагмен-
тов). Реакционная смесь для ПЦР объемом 25 мкл содер-
жала 100 нг геномной ДНК, 2,5 мM dNTP, 2,5 мкл 10-крат-
ного буфера, 2,5 мM MgCl2, 1 е. а. Taq ДНК-полимеразы 
(ДИАЛАТ ЛТД, Россия), 0.25 мM праймера. Амплифика-
цию проводили в термическом процессоре модели Тech-
ne TC-312 (Великобритания) в следующем режиме: дена-
турация матрицы ДНК при 94°C, 6 мин, затем 39 циклов 
амплификации: (30 с при 94°C; 45 с при 37°C; 50 с при 
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Таблица 1. Список предполагаемых дублетных образцов Pisum sativum L. из коллекции ВИР 

Table 1. Putative duplicates among Pisum sativum L. accessions from the VIR collection
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А6003 53 Норд ранний 
полевой Германия 1922 >16 зерновой

А6003 110 Норд ранний 
полевой Германия 1922 >11 зерновой

2
А6016 81 без названия Канада 1922 >9 овощной

А6016 1199 без названия Канада 1922 >9 овощной

3
A6017 70 Местный РФ, Омская обл. 1922 >8 зерновой

A6017 1198 Местный РФ, Омская обл. 1922 >11 зерновой

4
B6037 111 без названия Белоруссия 1922 >12 зерновой

B6037 1463 без названия Белоруссия 1922 >6 кормовой

5
D6019 203 без названия РФ, Омская обл. 1922 >11 кормовой

D6019 221 без названия РФ, Омская обл. 1922 >10 кормовой

6
F6019 209 без названия РФ, Омская обл. 1922 >11 кормовой

F6019 233 без названия РФ, Омская обл. 1922 >9 кормовой

7
17231 1119 Местный  Белоруссия 1922 >11 кормовой

17231 1128 Местный Белоруссия 1922 >9 зерновой

8
73110 3126 Pois gris d’hiver Франция 1927 >11 кормовой

73110 3473 Pois gris d’hiver Франция 1928 >8 кормовой

9
73111 3125 Pois Perdrit Франция 1927 >9 кормовой

73111 3899 Pois Perdrit Франция 1934 >14 кормовой

10
82547 3443 Thorsdag  Швеция 1928 >12 зерновой

82547 3798 Thorsdag  Швеция 1932 >11 зерновой

11
489981 8464 L 1771 Швеция 1985 4 кормовой

489981 8472 L 1771 Швеция 1985 3 кормовой

12
492883 8331 Местный Греция 1985 3 кормовой

492883 8465 Местный Греция 1985 7 кормовой

13
511710 8362 Raihna Индия 1988 4 зерновой

511710 8557 Raihna Индия 1988 4 зерновой

14
556224 8740 № 45114 Германия 1996 3 кормовой

556224 8873 № 45114 Германия 1996 4 кормовой

15
564478 8719 Atlas Чехия 1994 3 овощной

564478 8760 Atlas Чехия 1996 3 овощной

16
579545 8757 Topper Канада 1996 2 зерновой

579545 8825 Topper Канада 1996 3 зерновой

17
о135644 8689 Б-1591 РФ, Башкирия 1991 3 зерновой

о135644 8723 Б-1591 РФ, Башкирия 1993 2 зерновой
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Таблица 2. Результаты сравнительного фенотипического и молекулярного анализов образцов Pisum sativum L. 
из коллекции ВИР

Table 2. Results of comparative phenotypic and molecular analyses of Pisum sativum L. accessions
from the VIR collection

№
 п
ар
ы

 /
P

ai
r 

N
o. Образец /

Accession

Сходство по морфо-
логическим при-
знакам / Similarity 
in morphological 
characters

Сроки нача-
ла цвете-
ния / Dates of 
flowering

Сходство по спек-
трам RAPD-
фрагментов / 
Simi larity in RAPD 
profiles

Сходство электрофоретиче-
ских спектров белков се-
мян / Similarity in electro-
phoretic banding patterns

Дублетные образцы / Duplicate accessions 

2 к-81 
к-1199 Идентичны Совпали Идентичны Идентичны и однородны

11 к-8464
к-8472

Единичная примесь 
у к-8472 (много-
цветковость)

Совпали Идентичны, при-
месь у к-8472

Выявлено по два типа спек-
тра. Главные типы спектра 
идентичны, минорные отли-
чаются

12 к-8331 
к-8465 Идентичны Совпали Идентичны Идентичны и однородны

72°C); пост-циклический синтез при 72°C, 7 мин. Продук-
ты амплификации разделяли электрофорезом в 1,5-про-
центном агарозном геле в 1 × ТАЕ буфере с добавлением 
бромистого этидия и фотографировали с помощью гель-
документирующей системы UVP Bio Doc-ItTM Imaging 
System (США). Размеры амплифицированных фрагмен-
тов определяли относительно маркера молекулярного 
веса ДНК 1kb Easy Load DNA Ladder (Sigma Aldrich). 

Для выделения суммарных белков единичные семена 
гороха освобождали от оболочки и размалывали в фар-
форовой ступке. Навеску муки массой 5,0 мг переносили 
в микроцентрифужную пробирку (Eppendorf, Германия), 
прибавляли 140 мкл буфера для экстракции белков 
(0,1% додецилсульфат натрия, 0,025 M Трис, 0,192 M гли-
цин рН 8,3), пробы перемешивали и инкубировали при 
температуре 20°C в течение 45 мин, по окончании инку-
бирования пробы центрифугировали 5 мин при скорости 
14000 оборотов в мин при 20°С. Образцы белковых пре-
паратов смешивали с  буфером нанесения (62,5 мM Трис-
HCl рН 6,8, 5% β-меркаптоэтанол, 0,05% бромфеноловый 
синий, 10% глицерин) в соотношении 1 : 1. 

Состав белковых субъединиц анализировали с помо-
щью электрофореза в 12,5-процентном полиакриламид-
ном геле в диссоциирующей системе в присутствии 
β-меркаптоэтанола по методу Laemmli (1970) в соответ-
ствии с методическими рекомендациями, принятыми 
в отделе биохимии и молекулярной биологии ВИР (Kona-
rev V.G., 2000). В качестве стандарта использован элек-
трофоретический спектр белков семян сои сорта ‘Свет-
лая’ (к-9960). При описании компонентов электрофоре-
тических спектров белков принимали во внимание дан-
ные С. В. Бобкова и Т. Н. Лазаревой, полученные при ис-
следовании межвидовых гибридов гороха (Bobkov, Laza-
reva, 2012).

Результаты и обсуждение

Для установления идентичности или отличий пред-
положительно дублетных образцов использовали следу-
ющие критерии: 1) сходство по морфологическим при-
знакам (общему габитусу, высоте растений, наличию ан-
тоциановой пигментации цветков и вегетативных орга-

нов) и срокам начала цветения; 2) идентичность или 
различие профилей RAPD-фрагментов при попарном 
сравнении, 3) идентичность или полиморфизм компо-
нентов электрофоретических спектров запасных белков 
семян при попарном сравнении. Поскольку горох отно-
сится к числу самоопыляющихся культур, ожидали, что 
большинство образцов будут однородными как по мор-
фологическим, так и по молекулярным признакам. Тем 
не менее не исключали также, что выровненные в поле-
вых условиях образцы могут быть гетерогенными по мо-
лекулярным признакам в результате скрытой гетероген-
ности (например, если образец имел гибридное происхо-
ждение), а также генетического или механического засо-
рения. 

Для поддержания всхожести все образцы постоянно 
пересеваются на опытных станциях ВИР. При посевах 
в южных районах возможно частичное переопыление на-
секомыми-опылителями. Весьма вероятно, что ранее по-
ступившие образцы после многократных пересевов мо-
гут иметь примеси других генотипов, а также механиче-
ские засорения. В таком случае особое внимание уделяли 
характеру выявленного полиморфизма. Так, если при 
сравнительном анализе двух предположительно дупли-
цированных образцов большинство семян выборки ха-
рактеризовалось одинаковым типом спектра (обозначен 
как главный тип), а минорные типы также были общими 
для обоих образцов, то предполагали, что эта гетероген-
ность существовала в образце изначально. Наличие не-
однородности образцов гороха в коллекции вполне воз-
можно. Наиболее выровненными по всем признакам мо-
гут быть селекционные сорта, менее однородными – се-
лекционные линии. Местные же стародавние сорта чаще 
всего представляют собой смесь генотипов. 

Результаты сравнительного анализа предполагае-
мых дублетных образцов по данным фенотипирова-
ния, спектрам RAPD-фрагментов и электрофоретиче-
ским спектрам белков представлены в таблице 2. В по-
левых условиях в пределах пяти пар сравниваемых 
образцов (пары № 2, № 12, № 14, № 16, № 17) не наблю-
дали различий по общему габитусу растений, высоте, 
окраске цветков, наличию антоциановой пигментации 
вегетативных органов, а также срокам начала цветения. 
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№
 п
ар
ы

 /
P

ai
r 

N
o. Образец /

Accession

Сходство по морфо-
логическим при-
знакам / Similarity 
in morphological 
characters

Сроки нача-
ла цвете-
ния / Dates of 
flowering

Сходство по спек-
трам RAPD-
фрагментов / 
Simi larity in RAPD 
profiles

Сходство электрофоретиче-
ских спектров белков се-
мян / Similarity in electro-
phoretic banding patterns

14 к-8740 
к-8873 Идентичны Совпали Гетерогенны

Выявлено по четыре типа 
спектра; есть общие и уни-
кальные типы спектра

15 к-8719 
к-8760 

Единичная примесь 
у к-8760 (отличие по 
окраске листа)

Совпали Идентичны,
у к-8760 примесь

Идентичны, у к-8719 единич-
ная примесь

16 к-8757 
к-8825 Идентичны Совпали Идентичны Идентичны и однородны

17 к-8689 
к-8723 Идентичны Совпали Идентичны Выявлено по два идентич-

ных типа спектра

Не дублетные, генетически отличающиеся образцы / Non-duplicate, genetically differing accessions 

1 к-53 
к-110 

Различаются по вы-
соте растений

Различаются 
на 11 дней Не идентичны

к-53 однородный, к-110 гете-
рогенный. Общие типы спек-
тра отсутствуют

3 к-70 
к-1198 

Различаются по вы-
соте растений, по 
крупности семян

Различаются 
на 4 дня Не анализировали

У к-70 выявлено 4 типа спек-
тра, у к-1198 – 2. Преоблада-
ющий тип спектра общий

5 к-203 
к-221 

Визуально отлича-
ются по общему га-
битусу

Различаются 
на 5 дней Не идентичны Однородны,

но не идентичны

6 к-209
к-233

У к-209 есть примесь 
с более ярким двой-
ным антоциановым 
полукольцом в узле

Различаются 
на 2 дня

Отличаются по 
двум праймерам, 
но отличия незна-
чительны (единич-
ные компоненты)

Гетерогенны, преобладаю-
щий тип спектра общий. Воз-
можно, при одном из пересе-
вов произошло пере-
опыление

8 к-3126 
к-3473 

У к-3473 есть еди-
ничная примесь с ро-
зовыми цветками

Различаются 
на 2 дня

Гетерогенны 
и не идентичны

Гетерогенны. У образца 
к-3473 есть уникальные ге-
нотипы

9 к-3125 
к-3899

У к-3125 более круп-
ный боб;
к-3899 содержит 
смесь растений, от-
личающихся по 
окраске цветков

Различаются 
на 6 дней

Образец к-3125 од-
нороден, к-3899 ге-
терогенен

Образец к-3899 гетерогенен;
к-3125 однороден, за исклю-
чением единичной примеси. 
Образец к-3899 представляет 
смесь генотипов и не похож 
на к-3125

10 к-3443 
к-3798 

Различаются по вы-
соте растений (на 40 
см)

Различаются 
на 6 дней

Имеют общие гено-
типы; к-3443 одно-
роден, к-3798 гете-
рогенен

Гетерогенны; у к-3443 выяв-
лено четыре типа спектра, 
у к-3798 – два. Количествен-
но преобладающий и один из 
минорных типов спектра 
одинаковы

13 к-8362
к-8557 

Различаются по вы-
раженности окраски

Различаются 
на 3 дня

Образец к-8362 ге-
терогенен по двум 
из шести прайме-
ров, к-8557 одноро-
ден

Не идентичны

Таблица 2. Окончание

Table 2. The end
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Образцы двух пар (№ 11, № 15) в основном не имели раз-
личий по морфологическим признакам и срокам цвете-
ния, но содержали единичные растения, отличавшиеся 
по высоте и окраске цветков. Образцы восьми пар (№№ 1, 
№ 3, № 5, № 6, № 8 – №10, № 13) незначительно отлича-
лись друг от друга как по морфологическим признакам, 
так и по срокам начала цветения. Четыре образца (пары 
№ 4 и № 7), значительно различавшиеся в полевых усло-
виях, в дальнейшем были исключены из анализа.

Все изученные пары образцов четко отличались друг 
от друга профилями RAPD-фрагментов, амплифициро-
ванных с помощью пяти использованных праймеров. 
Кроме того, у ряда образцов (пары № 6, № 8, № 14 или 
один из парных образцов № 9, № 10, № 13) отмечен поли-
морфизм при сравнении RAPD-спектров отдельных ра-
стений. В качестве дополнительного признака использо-
вали электрофоретические спектры суммарных запа-
сных белков, выделенных из 10 семян каждого образца. 

Полностью однородными и идентичными по данным 
полевого и молекулярного анализов, а также электрофо-
ретического анализа белков оказались образцы из пар 
№ 2 и № 12. Они классифицированы как дублетные. 
Образцы к-81 и к-1199 (пара № 2) – очень старые формы 
кормового гороха из Канады. Интересно, что каждый 
образец этой пары был репродуцирован более 9 раз 
в разных условиях и остался однородным. К дублетам от-
несены и кормовые местные образцы к-8331 и к-8465 из 
Греции (пара № 12), репродуцированные соответствен-
но 3 и 7 раз, но при этом оставшиеся однородными и со-
хранившие свою идентичность по данным полевого ана-
лиза и электрофореза белков.

Сравниваемые образцы пар № 14, № 16 и № 17 также 
были абсолютно идентичны в полевых условиях, но по 
данным RAPD-анализа полностью однородными оказа-
лись только образцы пары № 17, а по данным электрофо-

ретического анализа белков – образцы пары № 16. Пара 
№ 16 представлена образцами крупнозерного сорта 
‘Topper’ из Канады, поступившего в коллекцию в резуль-
тате экспедиционного сбора. Эти образцы пересевались 
всего 2-3 раза. Различия, выявленные с помощью двух 
праймеров из пяти использованных, указывают на то, 
что образцам свойственна скрытая молекулярная гете-
рогенность, и их можно считать дублетными. 

Образцы пары № 17 (к-8689/к-8723), представляю-
щие линию Б-1591 селекции Башкирского государствен-
ного педагогического института, претерпели соответст-
венно 3 и 2 пересева. Они обладают ценными качества-
ми – неосыпаемостью семян и многоплодностью. Оба 
образца характеризовались идентичными профилями 
RAPD-фрагментов, но по результатам электрофоретиче-
ского анализа белков семян оказались неоднородными. 
В выборке из 10 семян каждого образца присутствовали 
по два типа спектра, причем главный (обнаружен у 8 ге-
нотипов) и минорный типы спектра обоих образцов ока-
зались идентичными. Можно предположить, что образ-
цы являются дублетами, а их гетерогенность по составу 
электрофоретических компонентов белков связана с ги-
бридным происхождением линии. 

Образцы пары № 14 (к-87 40/к-8873 из Германии) 
были абсолютно идентичны по морфологическим при-
знакам, но согласно результатам анализа полиморфизма 
ДНК и белков представляли смесь нескольких генотипов. 
Так, в каждом из образцов идентифицированы спектры 
четырех типов, которые были общими, но встречались 
с разной частотой. Разные типы спектров имели отличия 
по компонентам вицилина, а также α- и β-полипептидов 
легумина (рис. 1). Очевидно, образцы к-8740 и к-8873 яв-
ляются дублетными, но обладают скрытой гетерогенно-
стью, которую необходимо учитывать при их репродук-
ции во избежание утраты генетической целостности. 

Рис. 1. Результаты попарного сравнения предполагаемых дублетных образцов Pisum  sativum L. методами 
RAPD-анализа и электрофоретического анализа белков семян: 

A, B, С – электрофореграммы RAPD-фрагментов, полученных при амплификации ДНК образцов к-8740 (номера 
дорожек 1, 2) и к-8873 (номера дорожек 3, 4) с праймерами ОРА14 (А), ОР А11 (В) и ОРА16 (С); D – электрофореграмма 

запасных белков семян тех же образцов; М – маркер молекулярного веса ДНК 1kb Easy Load DNA Ladder
(Sigma Al drich); St – электрофореграмма запасных белков семян сои (сорт ‘Светлая’, к-9960)

Fig. 1. The results of pairwise comparison of putative duplicates among Pisum sativum L. accessions using
RAPD analysis and electrophoretic analysis of seed proteins: 

A, B, С – electrophoregrams of RAPD fragments obtained after amplifying DNA of P. sativum accessions k-8740 (lines 1 and 2) 
and k-8873 (lines 3 and 4) with primers ОРА14 (А), ОРА11 (В) and ОРА16 (С); D – electrophoregr am of seed storage proteins 
of the same accessions; M – 1kb Easy L oad DNA Ladder (Sigma Aldrich); St – electrophoregram of seed storage proteins from 

soybean (cv. ‘Svetlaya’, k-9960)
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К дублетным отнесены и образцы пары № 15 (к-
8719/к-8760). Это крупноплодный, низкорослый овощ-
ной сорт ‘Atlas’ из Чехии. Образцы были идентичными по 
морфологическим признакам, за исключением единич-
ной примеси в образце к-8760 (низкорослое растений 
с изумрудной окраской листа). Два праймера из пяти ис-
пользованных выявили примесь в образце к-8760, а при 
электрофоретическом анализе белков единичная при-
месь обнаружена у образца к-8719. По результатам ана-
лиза белков примесь идентифицирована и в образце 
к-8760. Образец пересевали всего 3 раза. Можно предпо-
ложить, что при одном из пересевов у к-8760 произошло 
незначительное засорение.

Образцы пары № 11 (к-8464/к-8472, кормо вой высо-
корослый образец L 1771 из Швеции) оказались иден-
тичными в полевых условиях (за исключением единич-
ной примеси многоцветкового растения у к-8472). У это-
го образца также выявлена гетерогенность по спектрам 
RAPD-фрагментов и белков. Главные типы спектра были 
идентичными у обоих образцов, тогда как минорные чет-
ко отличались. У к-8464 отмечен полиморфизм в зоне 
низкомолекулярных компонентов легумина (вицилина), 
у к-8472 – в зоне высокомолекулярных компонентов. 
Можно предположить, что образцы были гетерогенны-
ми изначально. 

Пара № 3 включала образцы к-70 и к-1198. Это мест-
ная зерновая форма, полученная с Омской сельскохозяй-
ственной выставки. Образцы четко различались по высо-
те растений и срокам начала цветения (на четыре дня), 
по крупности семян. По данным электрофоретического 
анализа белков, образцы гетерогенные. Всего у к-70 вы-
явлено четыре типа спектра, а у к-1198 – два, и только 
главный, количественно преобладающий тип спектра 
был общим. После поступления в коллекцию образцы пе-
ресевались неоднократно. Поскольку это форма местная, 
можно предположить, что образец изначально представ-

лял популяцию, после многократных пересевов какие-то 
биотипы были утрачены.

Результаты полевого и молекулярного анализов по-
казали, что образцы, относящиеся к парам № 1 и № 5, 
были однородными, но сходство между ними отсутство-
вало. Кроме того, образцы пары № 1 (к-53/к-110) четко 
отличались по морфологии и срокам цветения. 

Образцы пар № 10 и № 13 не только отличались по 
комплексу признаков, но и были гетерогенными. Так, 
образцы пары № 10 (к-3443/к-3798, сорт ‘Thorsdag’) 
сильно отличались по высоте (на 40 см) и срокам начала 
цветения, а также имели различающиеся профили RAPD-
фрагментов и были гетерогенными по результатам элек-
трофоретического анализа белков. Тем не менее отдель-
ные генотипы у образцов ‘Thorsdag’ оказались одинако-
выми как по данным RAPD-анализа, так и по данным 
анализа белков. Эти образцы пересевались более 10 раз 
в разных условиях и, вероятно, оказались сильно засо-
ренными. 

Гетерогенными и неидентичными оказались образ-
цы пар № 6, № 8 и № 9. На рисунке 2 показаны продукты 
амплификации ДНК отдельных растений образцов из 
пары № 9: к-3125 (1–5) и к-3899 (6–10). Растения 1–5 
имели розовые цветки, растения 6–10 различались по 
окраске цветков (6, 7, 8 имели светло-розовые цветки, 9, 
10 – темно-малиновые). Как видно из рисунка 2, фраг-
менты, амплифицированные с праймерами ОРА16 
(рис. 2А) и ОРС14 (рис. 2B), четко различались. Кроме то-
го, в каждом из образцов выявлено по несколько типов 
электрофоретических спектров белков семян (см. рис. 2).

В результате проведенного анализа выявлены семь 
пар дублетных образцов (к-81/к-1199, к-8464/к-8472, 
к-8331/8465, к-8740/к-8873, к-8689/к-8723, к-8719/
к-8760, к-8757/к-8825). Остальные образцы рассматри-
ваются как неидентичные либо сильно засоренные 
в процессе репродукций. 

Рис. 2. Электрофореграммы RAPD-фрагментов, полученных при амплификации ДНК отдельных растений 
образцов Pisum sativum L. к-3125 (дорожки 1–5) и к-3899 (дорожки 6–10) с праймерами ОРА16 (А) и ОРС14 (В); 
растения 1–5 имели розовые цветки, растения 6–10 различались по окраске цветков (6, 7, 8 с розовыми цветками,
9, 10 – с малиновыми); С – электрофореграмма запасных белков семян тех же образцов; М – маркер молекулярного 

веса ДНК 1kb Easy Load DNA Ladder (Sigma Aldrich); St – электрофореграмма запасных белков семян сои
(сорт ‘Светлая’, к-9960)

Fig. 2. Electrophoregrams of RAPD fragments obtained after amplifying DNA of individual plants of Pisum sativum L. 
accessions k-3125 (lines 1–5) and k-3899 (lines 6–10) with primers OPA16 (А) and OPC14 (B); plants 1–5 possessed 

pink flowers, plants 6–10 differed in flower color (6, 7, 8 with pink color, 9, 10 with dark red color); С – electrophoregram of 
seed storage proteins of the same accessions; M – 1kb Easy Load DNA Ladder (Sigma Aldrich); St – electrophoregram of seed 

storage proteins from soybean (cv. ‘Svetlaya’, k-9960)
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Заключение

Для установления идентичности образцов гороха 
коллекции ВИР, определения дуплицированных, гетеро-
генных и засоренных образцов эффективна комплексная 
оценка, включая характеристику растений в полевых 
условиях по морфологическим и фенологическим при-
знакам, а также анализ амплифицированных фрагмен-
тов ДНК и электрофоретических спектров запасных бел-
ков семян. 
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