
Род Allium включает около 750 видов, многие из

которых являются ценными сельскохозяйствен�

ными, медицинскими и декоративными культурами. По

данным Van Raamsdonk et al. (2003) при анализе миро�

вых рабочих коллекций большой практический интерес

представляют собой луки A. cepa, A. vavilovii, A. galan�

thum and A. roylei, которые составляют основной гено�

фонд и широко используются для получения новых

форм с хозяйственно ценными признаками. Вторая

группа видов лука, включающая A. altaicum и A.

Fistulosum, также может быть использована в селекции

для получения межвидовых гибридов с хозяйственно

ценными признаками. В настоящее время именно эти

виды лука являются основными генисточниками и их в

большинстве случаев используют для получения меж�

видовых гибридов.

УДК 635.25:631.527.42

ПОЛИМОРФИЗМ
МЕЖМИКРОСАТЕЛЛИТНЫХ
ПОВТОРОВ У ВИДОВ ЛУКА
Домблидес А.С. – кандидат с.�х. наук, зав. сектором молекуляро�генетических исследований
Домблидес Е.А. – кандидат с.�х. наук, с.н.с. сектора молекуляро�генетических исследований
Кан Л.Ю. – кандидат с.�х. наук, зав. лаб. генетики и цитологии 
Романов В.С. – кандидат с.�х. наук, с.н.с. лаб. генетики и цитологии 

В исследование были взяты следующие виды лука: A. altaicum, A. odorum, A. fistulosum, A.
nutans, A. schoenoprasum, A. altissimum, A.proliferum, A. tuberosum, A. subhirsutum, A.roylei,
A.auctum, A.rupestre, A.vavilovii, ДНК которых была использована для проведения ISSR
анализа. Формы, полученные в результате межвидовых скрещиваний: A.cepa x A.nutans
и А.сера x A. fistulosum, были в дальнейшем оценены с помощью ДНК маркеров. 5 ISSR
праймеров были отобраны из 15 проверенных и использованы для анализа. В итоге бы�
ло выявлено 76 % полиморфизма у исследуемых образцов. Образцы, полученные в резуль�
тате гибридизации между видами A. nutans и A. cepa, расположились в дендрограмме
ближе к кластеру A. cepa, тогда как вид A. nutans располагался дальше от A.cepa с ин�
дексом схожести 0,52 и с индексом 0,49 от гибридных образцов. Виды A. fistulosum и А.
altaicum, так же, как и виды A.altissimum и А.schoenoprasum схожи по ISSR спектрам,
что не расходится с результатами предыдущих филогенетических исследований.
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Род Allium характеризуется большим разнообразием

видов и большим размером генома – около 15000 МВ

для Allium cepa L (www.ncbi.nlm.gov). Процентный со�

став G+C оснований составляет 32%, что является од�

ним из самых низких среди покрытосемянных растений

(Stack SM, Comings DE 1979).

Развитие или поиск эффективных ДНК маркеров для

лука является основной задачей для контролируемой

селекции и получения межвидовых гибридов. ДНК ана�

лиз, основанный на ПЦР (такие как RAPD, SSR, AFLP),

широко применяли для таксономической классифика�

ции и идентификации различных видов, сортов, гибри�

дов и линий лука. RAPD маркеры были использованы ря�

дом исследователей для типирования генотипов лука,

выявления интрогрессий, для маркирования хромосом

лука шалота (Tanikawa T., и др. 2002; Shigyo M., и др.,

1997a). AFLP техника была применена для построения

более точных генетических карт на основе межвидовых

скрещиваний между A. cepa и А. roylei (A.W. van

Heusden, 2000)

ISSR�ПЦР метод основывается на использовании мик�

росателлитных праймеров (простые повторы), как прави�

ло, в 17�20 нуклеотидных пар (Zietkiewicz E и др. 1994).

Простые повторы в геноме являются высокоспецифичным

признаком, в том числе таксономическим и филогенетиче�

ским. Более того, ограничено количество литературных

источников, описывающих применение ISSR�ПЦР метода

на генотипах лука. 

Данное исследование поможет найти и оценить специ�

фические локусы в геноме различных видов лука, которые

могут послужить молекулярными маркерами в роде Allium.

На молекулярном уровне необходимо подтвердить «гиб�

ридность» полученных растений лука, научно обосновать и

определить генетические дистанции как полученных

форм, так и их родителей.

Материалы и методы исследований

Для исследований было взяты различные виды и образ�

цы лука из коллекции лаборатории генетики и цитологии

ВНИИССОК (табл. 1).

1. Виды и селекционные образцы лука, взятые для исследования

Вид
Количество 

образцов
Вид

Количество 
образцов

A. altaicum 4 A. tuberosum 1

A. odorum 3 A. subhirsutum 1

A. fistulosum 2 A.roylei, 1

A. nutans 1 A.auctum 1

A. schoenoprasum 1 A.rupestre 1

A. altissimum 1 A.vavilovii 1

A.proliferum 1 A.cepa 1

F1 A.cepa x A.nutans 2 BC2F5 (А.сера x A. fistulosum) 2

Апомикт A0BC2F5 1
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Для выделения ДНК использовали метод с использова�

нием CTAB�буфера (Dellaporta, 1983) и двукратной депро�

теинизацией хлороформом. Полимеразную цепную реак�

цию проводили с использованием реагентов и праймеров

производства компании «СИНТОЛ» Москва.

Для проведения ISSR анализа подбирали оптимальную

температуру отжига микросателлитных праймеров на

ДНК матрице в диапазоне от 46 до 520С. ISSR фрагменты

разделяли в 2% агарозном геле SFR высокого разреше�

ния (Amresco, США) и окрашивали бромистым этидием.

Размеры амплифицированных фрагментов определяли в

сравнении с маркером молекулярных масс 100 bp DNA

ladder (MBI FERMENTAS, Латвия). 

Анализ результатов проводили с использованием про�

грамм GenStat ver. 6 и TREECON. Коэффициент Жаккарда

был использован для построения матрицы генетической

схожести. 

Результаты исследований

Для исследования генетической изменчивости среди

видов лука на данном этапе было отобрано пять ISSR

праймеров из пятнадцати протестированных. 

Среднее количество продуктов амплификации, прихо�

дящихся на 1 праймер, составляло 10,5. Фрагменты были

представлены большим спектром дли�

ны от 350 до 2000 н.п. 53 ISSR локуса

были получены в результате амплифи�

кации, из которых 40 были полиморф�

ными, т.е. с использованием пяти ISSR

праймеров ((ggat)4, (ag)8yt, (ca)8rg,

(ca)8rc, (ga)8yt) удалось выявить 76 %

полиморфизма среди представленных

видов лука. Обнаруживалось сходство

в спектрах у одинаковых видов разной

репродукции, однако наблюдались от�

личия в отдельных спектрах между об�

разцами A. odorum. Все три предста�

вителя вида A. altaicum оказались ге�

нетически сходными между собой

(рис. 1.) 

В то же время, было выявлено ге�

нетическое родство между видами A.

altaicum и A. fistulosum, что подтверждалось другими ра�

ботами по молекулярной систематике. Как известно,

A.altissimum генетически близок к А.schoenoprasum, что

также подтвердилось в нашем исследовании с использо�

ванием ISSR маркеров. Внешнее сходство A. subhirsutum

и A. nutans подтверждалось в наших исследованиях их

генетической близостью, однако по данным других авто�

ров, эти два вида лука достаточно далеки друг от друга

(Klaas, Friesen, 2002). Чем больше генетическая дистан�

ция между исследуемыми видами, тем меньше у них об�

щих продуктов амплификации. Поэтому, в спектрах ге�

номной ДНК некоторых видов лука можно было опреде�

лить специфичные продукты амплификации, так, напри�

мер, у вида A. schoenoprasum с праймером (ag)8yt были

обнаружены фрагменты 540 и 590 н.п.; у вида A.altissi�

mum специфический фрагмент массой 460 н.п., ампли�

фицировавшийся с тем же праймером. Выявленные ам�

пликоны, присущие только одному конкретному виду лу�

ка, при сравнении с другими видами могут оказаться ви�

доспецифичными.

Маркеры, позволяющие выявлять генетические отличия

между различными видами луков, были использованы да�

лее при оценке гибридных комбинаций. 
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Рис. 1. Спектры геномной ДНК видов лука, полученные 

в результате ISSR анализа.

Справа налево дорожки 1 – 4 A. altaicum; 

5 – 7 A. odorum; 8 A. subhirsutum; 9, 10 A. fistulosum; 

11 A. nutans; 12 A. schoenoprasum; 

13 A. altissimum; 14 A. tuberosum
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В дендрограмме (рис.2) обращает

на себя внимание кластер с формами,

полученными в процессе гибридиза�

ции и последующим беккроссировани�

ем (F5) А.сера и A. fistulosum 92/2 и

92/3, и форма, полученная в результа�

те апомиксиса A0 BC2 F5, все эти гено�

типы совместно с A.cepa, выступаю�

щим как материнская форма, сгруппи�

ровались вместе, т.е. были генетичес�

ки сходными.

Гибриды между A. nutans и A.cepa

располагались ближе к кластеру

A.cepa. А вид A. nutans, который высту�

пал в качестве отцовской линии, имел

коэффициент схожести с кластером

A.cepa и гибридной формой 0,52 и 0,49

соответственно.

В данном исследовании было показано, что молекуляр�

ные маркеры, полученные на основе полиморфизма меж�

микросателлитных локусов, могут быть потенциально ис�

пользованы для оценки селекционного материала лука,

используемого для межвидовых скрещиваний. Универ�

сальность этой техники дает возможность проверять до�

статочно большое количество комбинаций скрещиваний и

форм, полученных в результате беккроссирования. 

Выводы

С использованием пяти ISSR праймеров удалось вы�

явить 76% полиморфизма среди изученных восьми видов

лука. Полиморфные ISSR маркеры пригодны для диффе�

ренциации образцов лука разных видов и могут быть ис�

пользованы в поиске сходных генотипов в коллекциях, а

также для оценки гибридов. Для видов A. schoenoprasum и

A.altissimum обнаружены мономорфные ISSR фрагменты с

праймером (ag)8yt, которые могут оказаться видоспеци�

фическими маркерами для этих видов лука.
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Рис. 2. Дендрограмма, отображающая генетическую схожесть 

между различными видами лука и селекционными образцами, 

полученными на основе межвидовых скрещиваний, 

построенная на основе ISSR спектров геномной ДНК.
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