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Изучение геномов растений имеет огромное значение для фундаментальных изысканий и практи-
ческой селекции. В 1977 году Ф. Сэнгером предложен метод секвенирования ДНК, позволивший
установить полные нуклеотидные последовательности ряда геномов. Затем появились высокопро-
изводительные и экономически эффективные методы секвенирования нового/второго поколения,
генерирующие до миллиардов коротких прочтений, что сделало возможным секвенирование гено-
мов значительного числа видов и обеспечило прорыв в генетических исследованиях растений. На-
конец, были разработаны технологии секвенирования третьего поколения, определяющие после-
довательности единичных молекул длиной до миллиона нуклеотидов, что имеет ключевое значение
для получения высококачественных сборок геномов. Актуальной задачей является создание панге-
нома, включающего всю совокупность нуклеотидных последовательностей, представленных в раз-
личных генотипах одного вида. Секвенирование геномов растений позволило оценить внутривидо-
вой полиморфизм, идентифицировать ключевые гены, влияющие на формирование значимых
свойств, разработать молекулярные маркеры хозяйственно ценных признаков и стало основой для
развития маркер-ориентированной и геномной селекции. В данном обзоре представлена информа-
ция о последних достижениях в области технологий секвенирования и сборки геномов растений, а
также возможностей, которые они открывают для фундаментальных и прикладных работ.
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ВВЕДЕНИЕ

Растения ‒ основные производители органиче-
ских соединений и кислорода, они обеспечивают
существование жизни на нашей планете и исполь-
зуются человеком для получения пищи, одежды,
стройматериалов, топлива, лекарств и промыш-
ленного сырья [1]. За миллионы лет сформирова-
лось огромное разнообразие видов растений, лишь
немногие из которых активно возделываются чело-
веком, однако значительно большее число видов
играют важную роль в природных экосистемах и
могут быть полезны человеку в будущем [2]. На-
правленный отбор ценных генотипов, а затем и на-
учно обоснованная селекция позволили создать
высокопродуктивные сорта растений, без которых
сложно представить существование человечества.
Изменения климата и рост населения Земли требу-
ют интенсификации сельскохозяйственного про-
изводства, однако при этом необходимо сохранить
биологическое разнообразие, что невозможно без
разработки новых подходов к обеспечению баланса
между удовлетворением потребностей человече-

ства и поддержанием сложившихся экосистем
[3‒6].

Изучение геномов растений является перво-
очередной задачей для фундаментальных иссле-
дований и практической селекции. История се-
квенирования полных геномов растений насчи-
тывает более 20 лет, она началась в 2000 году с
момента получения генома Arabidopsis thaliana с
использованием секвенирования по Сэнгеру [7].
Этот метод активно применялся в 2000-е годы, он
позволил определить последовательности пол-
ных геномов ряда важных сельскохозяйственных
растений, в том числе риса [8], кукурузы [9] и сои
[10]. Секвенирование по Сэнгеру характеризуется
высокой стоимостью, трудозатратностью и низ-
кой продуктивностью. На смену ему пришли вы-
сокопроизводительные и экономически выгод-
ные методы секвенирования нового поколения
(next-generation sequencing, NGS), чаще называе-
мые методами секвенирования второго поколе-
ния (second-generation sequencing). Эти методы
позволяют генерировать миллионы и миллиарды
коротких высокоточных прочтений за один за-
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пуск прибора (платформы 454, SOLiD, Ion Tor-
rent/Proton, Illumina, BGI), что сделало возмож-
ным секвенирование и ресеквенирование гено-
мов многих видов [11, 12]. Однако большинство
геномов, секвенированных только с использова-
нием коротких прочтений, собраны лишь до
уровня контигов и скаффолдов, имеют недоста-
точное качество сборки (в первую очередь ма-
лую длину контигов) и содержат значительное чис-
ло ошибок. Появление технологий секвенирования
третьего поколения (third-generation sequencing),
определяющих последовательности единичных мо-
лекул длиной до 1 млн. нуклеотидов (платформы
Pacific Biosciences (PacBio) и Oxford Nanopore Tech-
nologies (ONT)), позволило частично преодолеть
трудности сборки геномов из коротких прочтений
[13, 14]. Однако платформы третьего поколения все
еще уступают в точности секвенаторам второго по-
коления (отдельную проблему представляет се-
квенирование гомополимеров), а стоимость се-
квенирования 1 млрд.н. (gigabases, Gb) остается
достаточно высокой [12, 15, 16]. В то же время,
прогресс в технологиях третьего поколения стре-
мителен, а точность прочтений значительно по-
вышается: у PacBio появился вариант HiFi (high-
fidelity), когда одна последовательность ДНК се-
квенируется многократно, благодаря чему средняя
точность превышает 99% [17], а ONT в 2021 году
анонсировала новые проточные ячейки R10.4 и
химию Q20+, использование которых должно по-
высить среднюю точность до более чем 99%, в том
числе благодаря решению проблемы с ошибками
в секвенировании гомополимеров (по крайней
мере длиной до 10 н.) [18]. Совершенствование
технологий секвенирования позволило опреде-
лить нуклеотидные последовательности геномов
сотен видов растений, собрать референсные ге-
номы и провести ресеквенирование геномов для
десятков и сотен генотипов одного вида [19‒21].
В последнее время появляются сборки высокого
качества (вплоть до уровня хромосом) геномов
все большего числа видов растений, при этом за-
логом успеха проекта является выбор оптималь-
ных подходов к секвенированию и сборке генома
с учетом особенностей изучаемого организма
[16]. Стоит отметить, что понятие “высокое каче-
ство” геномной сборки весьма расплывчато и до
сих пор отсутствует единая номенклатура, позво-
ляющая однозначно оценивать качество сборки
[22]. Сборка генома человека от теломеры до тело-
меры получена лишь в 2021 году [23], а сборки гено-
мов растений уровня хромосом представляют со-
бой преимущественно контиги, расположение ко-
торых друг относительно друга определяется
посредством генетических и/или физических карт
или даже выравнивания на референсный геном
[24], однако точность и протяженность геномных
сборок растений растут год от года [25].

СЛОЖНОСТИ СЕКВЕНИРОВАНИЯ
И СБОРКИ ГЕНОМОВ РАСТЕНИЙ

Размеры геномов наземных растений варьиру-
ют от небольших (0.06 млрд.н.) до огромных зна-
чений (150 млрд.н.) [26, 27]. Многие растения,
особенно культурные, являются алло- и автопо-
липлоидами [28]. Кроме того, растительные гено-
мы часто содержат большое количество повторя-
ющихся элементов [21]. Секвенирование полных
геномов большого размера требует серьезных фи-
нансовых вложений, а наличие повторов и по-
липлоидность могут существенно осложнять
сборку и требовать увеличения глубины покры-
тия генома прочтениями на 50‒100% [29]. Еще
одна проблема ‒ гетерозиготность, требующая
увеличения покрытия при секвенировании по
меньшей мере на 30% [16]. Кроме того, при секве-
нировании геномов растений около 5‒10% дан-
ных могут составлять прочтения, полученные с
ДНК органелл (пластид и митохондрий), что так-
же осложняет сборку [29].

Известно, что генотипы одного вида растений
могут значительно различаться не только одно-
нуклеотидными полиморфизмами, но и копий-
ностью генов и повторяющихся некодирующих
участков, а также иметь последовательности, спе-
цифичные для определенного генотипа, включа-
ющие, в том числе, гены, кодирующие ценные
признаки [15, 30‒33], которые не будут иденти-
фицированы при сборке геномов из коротких
прочтений с использованием референсного гено-
ма. В связи с этим более предпочтительно получе-
ние высококачественных de novo сборок геномов
с применением длинных прочтений.

ТЕХНОЛОГИИ СЕКВЕНИРОВАНИЯ 
ТРЕТЬЕГО ПОКОЛЕНИЯ ДЛЯ ПОЛУЧЕНИЯ 

СБОРОК ГЕНОМОВ РАСТЕНИЙ

Две основные платформы для секвенирования
третьего поколения ‒ PacBio и ONT ‒ позволяют
секвенировать длинные молекулы ДНК без пред-
варительной амплификации, что важно для по-
следующей сборки генома. При секвенировании
на платформе ONT одноцепочечная ДНК прохо-
дит через белковые нанопоры, находящиеся в по-
лимерной мембране, вызывая характерные изме-
нения силы тока, детектируемые сенсором, что при
последующей обработке данных (basecalling) поз-
воляет получать информацию о последовательно-
сти нуклеотидов [34]. Технология PacBio SMRT
(single molecule real-time) представляет секвениро-
вание синтезом и дает возможность определять
включение флуоресцентно меченных нуклеотидов
в кольцевую цепь ДНК в реальном времени – де-
текция происходит на чипе SMRT cell в лунках ze-
ro-mode waveguide (ZMW) диаметром в десятки на-
нометров, на дне которых закреплена полимера-
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за. При этом секвенирование одной и той же
молекулы ДНК может происходить многократно в
случае точных HiFi прочтений, длина которых со-
ставляет 15‒20 т.п.н. [17, 35, 36]. Платформа ONT
позволяет получать прочтения длиной до 1 млн.н.
[37] и имеет б|льший выход данных при меньшей
стоимости [38], однако до недавнего времени эта
платформа уступала в точности PacBio (появление
новых проточных ячеек R10.4 и химии Q20+ мо-
жет изменить ситуацию [18]).

Секвенирование третьего поколения дает воз-
можность получения информации не только о
последовательности нуклеотидов в молекуле
ДНК, но и об их модификациях, включая метили-
рование ДНК [39]. Модификации нуклеотидов
влияют на кинетику полимеразы на платформе
PacBio [40], а на платформе ONT вызывают от-
клонения в изменениях силы тока при прохожде-
нии определенного нуклеотида через пору [41,
42]. Важную роль в регуляции экспрессии генов иг-
рает метилирование ДНК, которое управляет мно-
жеством процессов, происходящих в клетках рас-
тений, в том числе ростом, развитием, ответом на
стрессовые воздействия [43‒45], поэтому данные с
платформ третьего поколения могут быть исполь-
зованы для расширения нашего представления о
роли этой эпигенетической модификации в жизни
растений.

Секвенирование третьего поколения предъяв-
ляет крайне высокие требования к чистоте ДНК;
кроме того, для получения высококачественных
сборок геномов необходима ДНК большой дли-
ны [16]. Выделение чистой высокомолекулярной
ДНК из растений представляет сложную задачу,
обусловленную присутствием полисахаридов кле-
точной стенки и различных метаболитов, включая
фенолы, терпены, алкалоиды и флавоноиды, за-
трудняющих очистку [46]. При этом каждый вид
растений содержит свой специфический спектр
соединений, препятствующих выделению высоко-
качественной ДНК, что затрудняет разработку уни-
версальных протоколов экстракции ДНК. На сайте
сообщества ONT можно найти ряд протоколов, хо-
рошо зарекомендовавших себя при использовании
на отдельных видах растений (https://communi-
ty.nanoporetech.com/extraction_methods). Эти про-
токолы могут быть взяты за основу при оптимиза-
ции методики выделения ДНК из интересующего
исследователя вида растений. На данный момент
предложены различные подходы к экстракции
ДНК, пригодной для секвенирования на плат-
формах третьего поколения как с применением
коммерческих наборов, так и буферов собствен-
ного приготовления. Часто используются моди-
фикации с ЦТАБ (цетилтриметиламмонийбро-
мид) в составе лизирующего буфера, в том числе
лизирующий буфер Carlson, рекомендованный в
нескольких протоколах выделения ДНК из листьев
растений (https://community.nanoporetech.com/ex-

traction_methods#plant&modal=plant), с последую-
щей дополнительной очисткой с помощью коло-
нок Genomic-tips (“Qiagen”, США), магнитных
частиц SPRI (solid-phase reversible immobilization),
экстракция ДНК определенной длины из агароз-
ного геля с использованием коммерческих набо-
ров или системы BluePippin (“Sage Science”,
США) [46‒51]. Хорошо зарекомендовала себя
экстракция ДНК из предварительно изолирован-
ных ядер [52, 53]. Для удаления коротких фраг-
ментов ДНК перед секвенированием целесооб-
разно использовать наборы Short Read Eliminator
Kit (“Circulomics”, США). Чистоту ДНК обычно
контролируют спектрофотометрически, напри-
мер, с помощью NanoDrop (“Thermo Fisher Scien-
tific”, США; параметры 260/280 и 260/230 нм
должны составлять 1.8‒2.0 и 2.0‒2.2 соответ-
ственно), сравнивают также значения концентра-
ций, измеренные на флуориметрах (часто приме-
няют Qubit, “Thermo Fisher Scientific”) и спектро-
фотометрах – близость значений свидетельствует о
высокой чистоте ДНК [16, 48, 49, 51].

Выбор оптимального подхода к секвенирова-
нию на платформах третьего поколения с целью
de novo сборки генома зависит от размера генома
и его сложности. При небольших и средних разме-
рах эффективным может быть применение только
секвенирования третьего поколения, однако, если
размер генома превышает 1 млрд.п.н., то более це-
лесообразным с финансовой точки зрения может
быть использование гибридного подхода, когда
получают как длинные, так и короткие NGS-про-
чтения [16]. Кроме того, в случае сложных геномов
может потребоваться привлечение дополнитель-
ных методов, таких как Hi-C (chromosome confor-
mation capture sequencing) [54], оптическое карти-
рование (optical mapping) [55] или 10× Genomics [56],
позволяющих более точно определить относи-
тельное расположение участков генома [13, 14].

СБОРКА ГЕНОМОВ РАСТЕНИЙ
Помимо прогресса в технологиях секвениро-

вания, важную роль в получении высококаче-
ственных сборок геномов растений сыграло раз-
витие методов биоинформатического анализа
[57‒61]. Выбор стратегии секвенирования и по-
следующей сборки генома зависит от многих па-
раметров, включая размер генома, плоидность,
гетерозиготность, сложность выделения высоко-
качественной ДНК и прочее. Возможна de novo
сборка генома только из длинных прочтений с
платформ ONT или PacBio, однако стоимость та-
кого проекта может быть весьма значительной,
особенно в случае геномов большого размера, так
как для сборки высокого качества рекомендуется
более чем 100-кратное покрытие. Еще один вари-
ант de novo сборки геномов ‒ гибридный, когда
используются как длинные, так и короткие про-
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чтения, полученные на разных платформах, что
позволяет снизить покрытие длинными прочте-
ниями (минимум до 60-кратного в случае геномов
длиной до 3 млрд.п.н.) и избавиться от ряда оши-
бок в сборке благодаря коротким высокоточным
прочтениям [29, 62].

Как правило, первичную сборку генома про-
водят на основе длинных прочтений с платформ
третьего поколения. К настоящему времени раз-
работано значительное количество сборщиков
геномов, в том числе Canu [63], Flye [64], Shasta
[65], wtdbg2 [66], MARVEL [67], MaSuRCA [59],
FALCON [68], Minimap/miniasm [69], Raven [70],
которые могут использоваться в исследованиях
растений, однако отсутствует “идеальный” сбор-
щик – в зависимости от размера и сложности ге-
нома и полученного объема и качества данных се-
квенирования лучшие результаты могут давать
разные приложения [29, 48, 70‒73]. Стоит также
учитывать, что требования сборщиков к вычисли-
тельным ресурсам существенно различаются, на-
пример, одному из первых сборщиков, Canu, хо-
рошо зарекомендовавшему себя в том числе при
сборке геномов растений, необходимы значитель-
ные мощности и количество часов для обработки
данных, в то время как вышедшие позже приложе-
ния (Flye, Shasta, wtdbg2, Raven и др.) требуют в ра-
зы меньше ресурсов [48, 72, 74]. Качество геном-
ной сборки оценивают, используя различные па-
раметры, из которых особенно важны размер
полученной сборки, число и длина контигов, в
первую очередь метрики N50 (максимальная дли-
на, при которой суммарная длина контигов этой
длины и более составляет не менее 50% длины
сборки) и L50 (число контигов с длиной N50 и бо-
лее, т.е. минимальное число контигов, суммарная
длина которых составляет не менее 50% длины
сборки), часто определяемые приложением QUAST
[75]), а также метрики BUSCO (benchmarking univer-
sal single-copy orthologs), показывающие процент
консервативных однокопийных генов-ортологов,
характерных для подавляющего большинства пред-
ставителей той или иной группы видов, и отража-
ющие полноту сборки [76]. Повысить точность
полученной сборки может “полировка” с ис-
пользованием как длинных, так и коротких про-
чтений – программы Racon [77], Pilon [78],
POLCA [59], Nanopolish [79], Medaka (https://
github.com/nanoporetech/medaka) и др. Дополни-
тельным эффективным подходом к сравнитель-
ному анализу сборок генома, полученных с при-
менением различных комбинаций сборщиков и
полировщиков, и выбора наилучшей является их
сопоставление с высококачественным геномом
представителя того же или близкородственного
вида (обычно с помощью QUAST) [49, 73, 80].
Кроме того, актуален вопрос определения гапло-
типов и идентификации аллелей в сборке генома
одного растения, что имеет особое значение в

эволюционных исследованиях, а также при изу-
чении гетерозиса, в связи с чем в последнее время
предложены различные подходы к фазированию
гаплотипов (haplotype phasing) [81]. Существуют
также приложения, которые, наоборот, позволя-
ют слить разделенные гаплотипы, такие как Purge
Haplotigs, что может быть необходимо, например,
при использовании собранного генома в качестве
референсного при поиске полиморфизмов или
оценке экспрессии генов [82].

ВАЖНОСТЬ ПОЛУЧЕНИЯ КАЧЕСТВЕННЫХ 
СБОРОК ГЕНОМОВ РАСТЕНИЙ

Получение высококачественных сборок гено-
мов растений имеет ключевое значение для по-
следующего анализа с целью идентификации ин-
тересующих исследователя генов и регуляторных
областей, а также обнаружения гомологов [5].

Секвенирование третьего поколения сделало
возможным определение нуклеотидных последо-
вательностей участков генома, сборку и анализ
которых затрудняет присутствие нескольких ко-
пий генов, повторов, а также транслокаций, в том
числе для полового локуса двудомных растений и
локуса самонесовместимости растений (self-in-
compatibility locus, S-locus) [83]. В качестве при-
мера можно привести изучение детерминации
пола у видов рода Populus, подавляющее боль-
шинство которых являются двудомными – на од-
них растениях развиваются только женские цвет-
ки, на других – только мужские. Секвенирование
на платформе Illumina позволило выявить ассо-
циированные с полом полиморфизмы. Однако в
качестве референсного в тот момент использова-
ли геном только женского растения Populus tricho-
carpa, поэтому эти полиморфизмы оказались
ошибочно локализованы на разных хромосомах,
и собрать половой локус на основе данных секве-
нирования второго поколения не удавалось [84, 85].
В 2020–2021 годах сразу несколько научных групп
опубликовали результаты изучения видов тополя
и осины, полученные с применением секвенирова-
ния третьего поколения, в которых был идентифи-
цирован половой локус и показано, что ключевую
роль в детерминации пола играет ген ARR17. Ча-
стичные повторы гена ARR17 выявили в этом локу-
се только у мужских растений P. trichocarpa, P. trem-
ula, P. deltoides, P. davidiana, P. × sibirica, P. euphrati-
ca и показали, что с двух из этих повторов
синтезируются малые РНК, которые опосредо-
ванно метилируют ген ARR17 или расщепляют
его транскрипт, что приводит к подавлению экс-
прессии этого гена (локализованного не в поло-
вом локусе). Когда ген ARR17 включен (активен),
развиваются женские цветки, а когда он выклю-
чен – мужские. Гетерогаметным у перечисленных
видов является мужской пол – система XY детер-
минации пола, а половой локус локализован в те-
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ломерной (P. trichocarpa, P. deltoides, P. × sibirica)
или перицентромерной (P. tremula, P. davidiana)
области хромосомы 19 или на конце хромосомы
14 (P. euphratica) [50, 80, 86‒88]. В то же время по-
казано, что P. alba имеет ZW систему детерминации
пола, ген ARR17 отсутствует у мужских растений,
однако женские растения содержат три его копии
[50]. Таким образом, использование для секвени-
рования геномов длинных прочтений сыграло ре-
шающую роль в установлении механизмов детер-
минации пола у видов Populus и выявлении разно-
образия в локализации полового локуса.

Важное направление, существенно продвинуть-
ся на котором помогло знание полных геномов –
изучение эволюции растений. Серия геномных ис-
следований водорослей, мхов и папоротников поз-
волила пролить свет на эволюцию стрептофитов
[89–94]. Получение высококачественных сборок
геномов роголистников и водяных лилий привело
к выявлению уникальных биологических особен-
ностей, которых нет у других растений, что значи-
тельно расширило представление об эволюции
наземных растений [95, 96]. Получение генома
Ginkgo biloba высокого качества и его анализ при-
внесли новые данные, касающиеся формирова-
ния жгутика сперматофора, необходимые для по-
нимания эволюции голосеменных растений [97],
а изучение геномов водяных лилий оказалось
важным для установления ранних этапов эволю-
ции цветковых растений [98, 99]. Наличие значи-
тельного числа высококачественных сборок ге-
номов растений позволяет проводить сравни-
тельный анализ как полногеномный, так и
отдельных генов или их семейств, играющих
ключевую роль в формировании признаков, ин-
тересующих исследователей. Полученные за по-
следние годы геномы водорослей, мхов, ликофи-
тов и папоротников не только расширили пред-
ставление об эволюции наземных растений, но и
позволили идентифицировать специфичные для
бессемянных растений биологические особенно-
сти [100]. Использование геномных данных от-
крыло новые возможности для понимания роли
определенных генов в эволюции основных функ-
циональных различий между голосеменными и
покрытосеменными растениями [101], а полноге-
номный филогенетический анализ покрытосе-
менных растений, выполненный на основе мик-
росинтении, дал дополнительные сведения о
спорных вопросах в установлении филогенетиче-
ских отношений [102].

Еще одно направление, прогресс на котором
достигнут благодаря развитию технологий секве-
нирования и биоинформатических подходов к
анализу данных – изучение полных геномов сель-
скохозяйственных растений и их дикорастущих
сородичей. Так, например, удалось значительно
продвинуться в понимании эволюции геномов
видов Brassica и процессов, происходящих при

полиплоидизации, что также важно для более эф-
фективной селекции растений семейства Капуст-
ные [103, 104].

В последнее время появляется все больше ге-
номов растений, собранных с высоким качеством
отдельными научными группами, а также реали-
зуются крупномасштабные проекты по получе-
нию референсных геномов для видов эукариот
[105], что открывает новые возможности исследо-
вания растений, однако необходимы подходы,
позволяющие максимально эффективно исполь-
зовать имеющиеся данные [106].

ПАНГЕНОМЫ РАСТЕНИЙ
Высококачественные сборки геномов отдель-

ных представителей видов используются в широ-
ком спектре исследований растений. Однако не
менее важна оценка внутривидового полимор-
физма на геномном уровне. В последнее время
анализ так называемого пангенома (pan-genome,
от греческого παν – “все”), включающего в себя
всю совокупность нуклеотидных последователь-
ностей, найденных в различных представителях
одного вида или популяции, привлекает все боль-
ше внимания. Пангеномые исследования на-
правлены не на изучение геномов индивидуаль-
ных растений, а на установление разнообразия
геномных последовательностей на внутривидо-
вом уровне. Первые подобные работы, проведен-
ные на бактериях, показали, что штаммы суще-
ственно различаются по наличию/отсутствию
значительного числа генов [107]. Изучение панге-
номов эукариот, включая растения, расширило
представление о пангеноме, в который помимо
генов включили и некодирующие области, пред-
ставленные, в том числе, промоторами и энхансе-
рами. Пангеном разделяют на основной геном
(core genome, эти последовательности найдены у
всех представителей определенного вида), необхо-
димый для выживания организма, и необязатель-
ный (вариабельный) геном (dispensable genome, эти
последовательности встречаются у одних предста-
вителей вида, но отсутствуют у других), причем до-
ля основного генома у разных видов растений су-
щественно различается [108].

Выделяют следующие типы полиморфизмов:
однонуклеотидные (single-nucleotide polymor-
phisms, SNP), непротяженные инсерции/деле-
ции (менее 50 н.) и структурные вариации (struc-
tural variants, SV) длиной от 50 до миллионов
нуклеотидов [109]. Изучение структурных вари-
аций, включая различия в наличии/отсутствии
определенных последовательностей или их ко-
пийности, а также присутствие хромосомных пе-
рестроек, представляет важнейший аспект панге-
номных исследований [110‒112]. Благодаря раз-
витию технологий секвенирования и подходов к
сборке геномов стало возможным проводить пан-
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геномный анализ при сравнении сборок геномов
высокого качества.

Многие пангеномные работы сфокусированы
на определении вариаций в наличии/отсутствии
генов, но ценность представляют не только гены,
но и регуляторные области, в том числе цис-регу-
ляторные элементы (cis-regulatory elements) [113,
114], а также повторяющиеся последовательно-
сти. Изучение основного генома (core genome)
необходимо для выявления генов, без которых
организм не может существовать, однако нужно
учитывать, что значимость гена для конкретного
организма зависит от условий внешней среды и
генного окружения: так, один ген может компен-
сировать отсутствие другого [115].

Разработано несколько подходов к получению
пангеномов, в том числе: 1) de novo сборка и после-
дующее сравнение полных геномов множества
представителей вида; 2) выравнивание прочтений
для множества представителей на референсный ге-
ном с последующей сборкой невыравненных по-
следовательностей и добавлением их в пангеном;
3) подход, основанный на графах (graph-based pan-
genome assembly). Третий подход, вероятно, наи-
более перспективен для пангеномных исследова-
ний растений, однако требует значительных вы-
числительных мощностей и имеет ограничения,
связанные с размером генома и числом анализи-
руемых генотипов [116].

К настоящему времени собраны пангеномы
риса [117‒119], пшеницы [120, 121], ячменя [122],
кукурузы [123], рапса [124], сои и родственных ей
видов [110, 125], Brachypodium [126] и других видов
растений [108, 116, 127], что позволило получить
новые данные о генах, влияющих на биомассу
растения, вес и состав плодов и семян, цветение и
созревание, устойчивость к патогенам и абиоти-
ческим стрессорам, другие хозяйственно ценные
признаки, а также о генах, на которые оказали
влияние процессы доместикации и селекции,
идентифицировать новые гены, отсутствующие в
референсных геномах, а также выявить важную
роль транспозонов в формировании генетическо-
го разнообразия растений.

Стоит также отметить получение значительного
числа сборок геномов высокого качества грибных
патогенов растений (База NCBI, https://www.ncbi.
nlm.nih.gov/genome/?term=Fungi). Использование
этих данных, в том числе для сравнительного ана-
лиза образцов одного вида, характеризующихся
различной вирулентностью, может помочь в по-
нимании механизмов взаимодействия растений и
патогенов, что будет способствовать созданию
устойчивых к биотическим стрессорам сортов. Вы-
полнены пангеномные исследования нескольких
фитопатогенов с особым вниманием к генам-эф-
фекторам, связанным с вирулентностью [128‒130].

Известно, что применение в геномном анали-
зе только одного, пусть даже хорошо собранного
генома, может приводить к искажению результа-
тов. Так, выбор референсного генома оказывает
значительное влияние на результаты оценки экс-
прессии генов и полногеномного поиска ассоци-
аций (GWAS, genome-wide association studies) [73,
131]. Использование пангенома вместо генома ин-
дивидуального генотипа в качестве референсного
позволяет с большей точностью идентифициро-
вать полиморфизмы при ресеквенировании гено-
мов и оценивать экспрессию при транскриптом-
ных исследованиях представителей того же вида
[116]. Таким образом, изучение пангеномов расте-
ний – это перспективное активно развивающееся
направление.

ИСПОЛЬЗОВАНИЕ ДАННЫХ 
СЕКВЕНИРОВАНИЯ ГЕНОМОВ

В СЕЛЕКЦИИ РАСТЕНИЙ
Успех селекционной работы во многом опреде-

ляется ценностью и степенью изученности исход-
ного материала, эффективный подбор которого
позволит существенно ускорить создание сортов с
заданными свойствами [132‒135]. В условиях изме-
няющегося климата и роста населения нашей пла-
неты необходимо совершенствование методов се-
лекционной работы для получения достаточного
объема качественной сельскохозяйственной про-
дукции. Использование классических подходов,
основанных на отборе наиболее ценных растений
по их фенотипическим данным, требует значитель-
ных затрат времени, однако привлечение генети-
ческих маркеров может сделать процесс создания
сортов более эффективным [136, 137]. Благодаря
технологическому прогрессу, в том числе совер-
шенствованию методов секвенирования, получе-
ны огромные массивы последовательностей ге-
номов растений и собраны референсные геномы
наиболее важных сельскохозяйственных культур,
что является основой для идентификации генов и
маркеров, ассоциированных с хозяйственно зна-
чимыми признаками [138]. Развитие маркер-ори-
ентированной селекции, при которой отбор цен-
ных генотипов проводят с использованием от-
дельных ДНК-маркеров, а затем и геномной
селекции, когда селекционную значимость гено-
типа определяют на основе данных о тысячах ДНК-
полиморфизмов, позволило существенно повы-
сить эффективность подбора пар для скрещива-
ния и последующего отбора ценных генотипов с
целью создания улучшенных сортов [139‒143].

Поиск ассоциаций между хозяйственно важны-
ми характеристиками и геномными последова-
тельностями проводят с использованием QTL-ана-
лиза (quantitative trait loci, локусы количественных
признаков), основанного на изучении картирую-
щих популяций, полученных от скрещиваний ро-
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дителей с контрастными проявлениями признаков,
и полногеномного поиска ассоциаций (GWAS),
представляющего собой мощный инструмент для
изучения генетики комплексных характеристик в
популяциях растений [140, 141, 144]. Эти подходы
позволяют идентифицировать различные типы
ДНК-маркеров, ассоциированных с интересующи-
ми исследователя признаками, такие как полимор-
физм длин рестрикционных фрагментов (RFLP,
restriction fragment length polymorphism), поли-
морфизм длин амплифицируемых фрагментов
(AFLP, amplified fragment length polymorphism),
микросателлитные маркеры (SSR, simple sequence
repeats), полиморфизм рестрикционных фрагмен-
тов амплифицированной ДНК (CAPS, cleaved am-
plified polymorphic sequences), вставки транспозо-
нов (SSAP, sequence specific amplification polymor-
phism), однонуклеотидные полиморфизмы (SNP),
инсерции/делеции (InDel) [145]. Технологии высо-
копроизводительного секвенирования позволили
получать достаточно плотное покрытие генома
маркерами, а полные геномы сделали возможным
идентификацию не только ассоциированных с
признаком ДНК-маркеров, но и определение ве-
роятных генов, детерминирующих этот признак.
В качестве примера использования полногеном-
ной сборки для картирования ранее найденных
QTL и предсказания генов-кандидатов, опреде-
ляющих ценные характеристики, можно приве-
сти работу You и Cloutier, выполненную на расте-
ниях льна [146]. В настоящее время полногеном-
ный поиск ассоциаций, направленный на
изучение признаков, связанных с урожайностью,
размером и архитектоникой растений, временем
цветения, биохимическим составом, устойчиво-
стью к биотическим и абиотическим стрессорам,
проведен для большинства основных сельскохо-
зяйственных культур, в том числе пшеницы, ри-
са, кукурузы, сои, ячменя, сорго и хлопка, с при-
менением различных методов анализа [141, 145].

Необходимо отметить, что использование ре-
секвенирования и только одного генома в каче-
стве референсного ограничивает возможность
идентификации структурных вариаций (SV), ко-
торые часто встречаются в сельскохозяйственных
культурах и играют важную роль в детерминации
ценных признаков [112]. Проблему выявления
структурных вариаций может решить пангеном-
ный анализ. Необязательный (dispensable) геном
содержит значительное число генов, ассоцииро-
ванных с хозяйственно важными характеристи-
ками, включая устойчивость к биотическим и
абиотическим стрессорам, а его изучение помо-
жет более точно и эффективно отобрать селекци-
онный материал для создания сортов и линий с
заданными свойствами [112]. Кроме того, струк-
турные вариации могут вносить вклад в гетеро-
зис, их выявление необходимо для классифика-
ции гетеротических групп [147, 148], что будет

способствовать более обоснованному выбору ро-
дительских линий и получению гибридов с улуч-
шенными признаками. Более того, пангеномный
анализ с привлечением староместных сортов и ди-
ких предков культивируемых растений перспекти-
вен для идентификации генов, важных для доме-
стикации и адаптации, знания о которых представ-
ляют ценность для направленной селекционной
работы по улучшению сельскохозяйственных рас-
тений с эффективным привлечением существую-
щего генофонда [6, 112]. Таким образом, прогресс в
технологиях секвенирования и анализа геномов
растений предоставляет новые инструменты для
более эффективного ведения селекции и созда-
ния высокопродуктивных сортов с комплексом
хозяйственно ценных характеристик и улучшен-
ными свойствами, необходимыми для удовлетво-
рения потребностей растущего населения Земли.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Современные технологии секвенирования от-
крыли новые возможности проведения генетиче-
ских исследований растений. Разработаны и разви-
ваются подходы к получению высококачественных
сборок геномов растений, а также пангеномов, слу-
жащих основой для функциональных исследова-
ний, изучения генетического разнообразия и се-
лекционной работы. Сложно представить дальней-
шее эффективное ведение сельского хозяйства без
привлечения достижений современной науки, при
этом нельзя забывать о балансе между удовлетворе-
нием потребностей человечества и сохранением
нашей планеты.

Исследование выполнено при финансовой
поддержке Российского фонда фундаментальных
исследований в рамках научного проекта № 20-
116-50144. 
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PLANT GENOME SEQUENCING: MODERN TECHNOLOGIES
AND NOVEL OPPORTUNITIES FOR BREEDING

A. A. Dmitriev1, E. N. Pushkova1, and N. V. Melnikova1, *
1 Engelhardt Institute of Molecular Biology, Russian Academy of Sciences, Moscow, 119991 Russia

*e-mail: mnv-4529264@yandex.ru

The investigation of plant genomes is of great importance for basic research and practical breeding. In 1977,
F. Sanger proposed a DNA sequencing method, which allowed the complete sequences of a number of ge-
nomes to be determined. Then high-throughput and cost-effective next-generation/second-generation se-
quencing methods, producing up to billions of short reads, made it possible to sequence genomes of a signif-
icant number of species and provided a breakthrough in plant genetic studies. Finally, third-generation se-
quencing technologies allowed the determination of single-molecule sequences up to a million nucleotides in
length, which is key for high-quality genome assemblies. An important task is to obtain a pan-genome, which
includes an entire set of nucleotide sequences presented in various genotypes of the same species. The se-
quencing of plant genomes made it possible to assess intraspecific polymorphism, identify key genes influ-
encing the formation of significant features, and develop molecular markers of economically valuable traits
and became the basis for the development of marker-assisted and genomic selection. This review provides in-
formation on the latest advances in sequencing technologies and assembly of plant genomes, as well as the
opportunities that they open up for basic and applied works.

Keywords: plants, genome, pan-genome, sequencing, breeding
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