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Флора сосудистых растений Западного Кавказа является одной из 

самых представительных в плане биоразнообразия в пределах Российской 

Федерации и юго-западной Евразии в целом [8]. Западнокавказский 
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биосферный регион хорошо известен уникальными ландшафтами, богатой 

и разнообразной флорой. Поэтому становится очевидной необходимость 

сохранение всего этого многообразия экосистем насыщенных 

реликтовыми и эндемичными таксонами, подавляющее большинство 

которых относится к категориям «редкие» и «исчезающие» и внесены в 

Красные книги Краснодарского края и России. 

В связи с решением задачи, сохранения видового многообразия 

растительного мира первоочередного внимания требуют наиболее 

уязвимые биологические виды, т.е. виды растений, являющиеся редкими в 

силу естественных особенностей или оказавшиеся под угрозой 

исчезновения в результате прямого или косвенного влияния человеческой 

деятельности. Их сохранение имеет большое значение для поддержания 

экологического равновесия. Особенно актуально это для растений, 

представляющих практическую ценность, например, доноров ценных 

признаков для практической селекции или продуцентов химических 

соединений с биологической активностью. 

При решении проблемы сохранения генофонда растений успешно 

используются методы биотехнологии растений, включающие клональное 

микроразмножение и другие методы in vitro, в основе которых лежит 

уникальная тотипотентность растительной клетки, т. е. способность 

растения к вегетативной регенерации из соматических клеток [4].  

При этом, по мнению некоторых исследователей, существует 

необходимость построения прогнозируемой модели морфогенеза 

регенерантов, исключающей возникновение сомаклональной 

изменчивости [6]. Важным преимуществом разрабатываемой технологии 

размножения редких генотипов в культуре in vitro должно явиться 

массовое воспроизводство генетически стабильных регенерантов, не 

отличающихся по ряду морфологических, биохимических и 

генотипических признаков от исходных растений.  
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Выявление возможной изменчивости, возникающей при 

культивировании in vitro, может быть обеспечено применением наиболее 

воспроизводимых и доступных методов экспресс-анализа геномного 

полиморфизма. Использование молекулярно-генетических методов крайне 

актуально для решения данной задачи при необходимости контроля 

генетической стабильности медленнорастущих и длительно хранящихся 

образцов при создании банков in vitro [1]. ДНК-маркеры обладают 

существенными преимуществами по сравнению с морфологическими 

маркерами: они позволяют выявлять полиморфизм генома, дают 

возможность вести анализ по значительному числу локусов [3].  

Положительно себя зарекомендовали при изучении генетического 

полиморфизма на внутривидовом уровне мультилокусные ISSR ДНК-

маркеры. ISSR праймеры комплементарны микросателлитным 

последовательностям генома. Они позволяют амплифицировать 

фрагменты ДНК, которые находятся между двумя достаточно близко 

расположенными микросателлитными локусами (как правило, это 

уникальная ДНК). В результате амплифицируется большое число 

фрагментов, представленных на электрофореграмме дискретными 

полосами (ISSR-фингерпринтинг) [15].  

Выявляемый полиморфизм с использованием праймеров ISSR более 

четко воспроизводим, чем в RAPD. Относительно высокая точность и 

улучшенная воспроизводимость по сравнению с RAPD связана с большей 

длиной праймера и более высокой температурой отжига. Однако 

локализация в геноме продуктов амплификации, так же как и функция, 

остаются неизвестными. Подобно RAPD маркерам для ISSR характерен 

доминантный тип наследования [5].  

Следует отметить, что при использовании конкретных ISSR-

маркеров впервые применительно к какому-либо виду, важным этапом 

является первичная апробация. Зачастую на данном этапе существенная 
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часть маркеров, из всех апробированных может быть выбракована в виду 

их низкой информативности. Поэтому апробация – это важный этап 

исследований такого рода.   

На сегодняшний день известен целый ряд примеров применения 

данного типа ДНК-маркеров в изучении генетического разнообразия как 

культурных растений, так и природных популяций дикорастущих видов 

[13, 16].  

Из современной научной литературы известен ряд работ, 

посвященных изучению генетического разнообразия представителей рода 

Lilium. Исследования группы авторов из Китая, направленные на изучение 

генетического разнообразия лилии карликовой в Тибетском регионе, 

позволили, с помощью ISSR-анализа, определить генетическую структуру 

28 субпопуляций этого вида и степень их генетической близости в 

пределах данного региона [18].  Аналогичное исследование было 

выполнено и для ряда других видов этого рода: Lilium tsingtauense, и Lilium 

maculatum Thunb. var. Bukosanense [9]. В изучении генетического 

разнообразия панкрация морского – в средиземноморской части его ареала 

также использовали ДНК-маркерный анализ, при этом в качестве ДНК-

маркерной системы использовали не только ISSR, но также 

мультилокусную систему – AFLP маркеры, и, кроме того, секвенирование 

фрагментов пластидного генома [10, 12].  

Наряду с изучением генетического разнообразия природных 

популяций растений, в том числе редких и исчезающих видов, ISSR-анализ 

широко используется также и при оценке стабильности генома в процессе 

культивирования in vitro. Особенно стоит выделить, целый ряд работ, 

посвященных анализу стабильности генома при размножении in vitro 

различных видов лилий, обладающих ценными декоративными 

качествами. Так, в ходе эксперимента по оптимизации условий 

культивирования in vitro лилии восточной, исследователями проводился 
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контроль генетического сходства полученных растений-регенерантов и 

растений-доноров эксплантов с использованием ISSR-маркеров [14]. В 

другом, аналогичном исследовании Zhen F. Y. и др. (2013), в ходе, 

которого оптимизировали культуральные условия для прямой регенерации 

из базальных сегментов листа, на завершающем этапе исследования, все 

полученные растения-регенеранты были протестированы с 

использованием ISSR анализа на генетическую однородность [19]. 

Очевидно, что ISSR-маркеры эффективно используются в мировой 

научной практике для изучения генетического разнообразия естественного 

генофонда дикой флоры, а также для установления генетической 

стабильности при сохранении и создании медленнорастущих коллекций 

редких и исчезающих видов в культуре тканей. Во ВНИИЦиСК (г. Сочи) 

проводятся исследования по усовершенствованию приемов размножения и 

сохранения эндемичных видов растений Западного Кавказа в условиях in 

vitro [7]. Следует отметить, что для видов Западного Кавказа – Lilium 

caucasicum Miscz. ex Grossh., Galánthus woronowii Kolak., Pancratium 

maritimum L. в мировой научной литературе отсутствует информация об 

эффективных ISSR маркерах, позволяющих выполнять исследования в 

данных направлениях. В связи с этим, вопрос поиска эффективных ISSR 

маркеров для генетической паспортизации данных видов, является 

актуальным.  

Материал и методы исследований 

 Объектами исследований служили фрагменты листьев 

растений-регенерантов, а также растений из природных популяций Lilium 

caucasicum  Miscz. ex Grossh., Galánthus woronowii Kolak., Pancratium 

maritimum L. 

В ходе апробации варьировали различные экспериментальные 

параметры: компонентный состав ПЦР смеси (концентрация праймеров, 

дезоксинуклеотидтрифосфатов, ДНК) и температурно-временные 
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параметры реакции, что позволило оптимизировать условия проведения 

экспериментов.  

ДНК была экстрагирована из листьев с использованием метода 

ЦТАБ, основанного на применении цетилтриметиламмоний бромида 

(ЦТАБ) в качестве основного детергирующего компонента лизирующего 

буфера [11, 17]. 

В работе использовали ISSR ДНК-маркеры UBC811, UBC813, 

UBC818, UBC825, UBC827, UBC864, UBC880-[13,16] , ASSR-02, ASSR-15, 

ASSR-22, ASSR-29- [9]. 

ПЦР была проведена согласно следующей программе: 3 минуты 

предварительной денатурации при температуре 94 °С; последующие 35 

циклов: денатурация 35 с при 94 °С, отжиг праймеров 1 минута при  50 °С 

(для ISSR-маркеров UBC811, UBC813, UBC818, UBC825, UBC827, 

UBC864 и UBC880) и 47 °С (для ISSR-маркеров ASSR-02, ASSR-15, ASSR-

22, ASSR-29), элонгация 1,5 минуты при 72 °С, и финальный цикл синтеза 

при температуре 72 °С в течение 5 минут.       

ПЦР смесь включала: 2.5 мкл 10-кратного буфера для Taq ДНК-

полимеразы (ООО «Сибэнзим, Россия»), 0,5 мкл dNTP (2,5 мМ), 1 единица 

активности Taq ДНК-полимеразы, 2 мкл праймера (3,75 мМ) и 50-100 нг 

тотальной ДНК. Амплификацию проводили в ДНК – амплификаторе 

Eppendorf Mastercycler gradient. Анализ продуктов амплификации 

проводился с помощью электрофореза в 2 % агарозном геле в 0,5 кратном 

Трис Боратном буфере. Гели окрашивали бромистым этидием и 

фотографировали в ультрафиолете.  

 Результаты.  

В связи с отсутствием данных об информативных ISSR ДНК-

маркерах для исследуемых видов и имеющихся в литературе научных 

сведений о таксономически близких видов из рода Лилия, нами был 

отобран ряд маркеров обладающих высокой информативностью у 
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представителей рода Лилия: ASSR-02, ASSR-15, ASSR-22, ASSR-29 [9]  и 

маркеры, для которых установлен высокий уровень воспроизводимости 

при анализе разных, таксономически отдаленных видов цветковых 

растений UBC811, UBC813, UBC818, UBC825, UBC827, UBC864 и 

UBC880 [13,16].  

При оценке информативности, на первом этапе исследования, 

учитывали общее количество амплифицированных фрагментов в спектре 

на электрофореграммах. По результатам исследования, ISSR-маркеры, у 

которых отсутствовала амплификация, либо выявлялись лишь минорные 

фрагменты с низким уровнем синтеза, были определены как 

неперспективные. На рисунке 1 приведен пример электрофоретического 

разделения продуктов амплификации маркера – UBC 880 для исследуемых 

видов (Рис. 1).  

 
                                            M             1           2           3 

Рис. 1. Электрофоретический анализ продуктов амплификации ISSR 
маркера UBC880. М – маркер молекулярной массы ДНК, 1 – Galánthus 

woronowii, 2 – Pancratium maritimum, 3 – Lilium caucasicum. 
 

Как видно из рисунка, для всех изучаемых видов наблюдался слабый 

уровень амплификации, выраженный в отсутствии четких фрагментов на 

электрофореграмме.   

Для повышения выхода амплифицированных фрагментов маркеров 

этой категории проводили снижение температуры отжига праймеров на 3-5 

°С, увеличение продолжительности цикла отжига праймеров и цикла 
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элонгации, однако это не привело к каким-либо значимым положительным 

изменениям.   

Для ряда маркеров было идентифицировано наличие 

незначительного количества амплифицированных фрагментов, хотя и 

обладающих достаточным для достоверной идентификации уровнем 

четкости фрагментов на электрофоретических спектрах. Пример маркеров 

из данной группы: UBC825, UBC827 и UBC864 (Рис. 2).  

 
                                  M     1     2     3     4    5     6     7     8    9 

Рис.  2. Электрофоретический анализ продуктов амплификации ISSR 
маркеров UBC825(1-3), UBC827(4-6) и UBC864 (7-9). М – маркер 

молекулярной массы ДНК, 1,4,7 – Galánthus woronowii, 2, 5, 8 – Pancratium 
maritimum, 3, 6, 9 – Lilium caucasicum.  

 
По маркерам UBC825, UBC827 и UBC864 у всех исследуемых видов 

растений нами был выявлен высокий уровень (100 %) воспроизводимости 

спектров электрофореграмм и высокая их четкость, позволяющая 

достоверно идентифицировать наличие специфичных ампликонов. Однако 

данная группа маркеров не является оптимальной для использования в 

соответствии с поставленной нами задачей. Это обусловлено, тем, что 

наличие в электрофоретических спектрах единичных фрагментов и, 

соответственно, наличие единичных сайтов отжига для праймеров в 

геноме изучаемых видов, не позволяет эффективно оценить их 

генетический полиморфизм.  



Научный журнал КубГАУ, №103(09), 2014 года 

http://ej.kubagro.ru/2014/09/pdf/37.pdf 

9 

Следовательно, для оценки генетического полиморфизма 

необходимо оптимальное использование ISSR маркеров, которые 

позволяют получать наибольшее количество фрагментов амплификации. 

По результатам наших исследований к такой категории отнесен ISSR-

маркер ASSR29 (Рис. 3). 

 

 

                              M          1          2           3          4       5          М 
Рис. 3. Электрофоретический анализ продуктов амплификации ISSR 
маркера ASSR29. М – маркер молекулярной массы ДНК, 1 – Galánthus 

woronowii, 2,3 – Pancratium maritimum, 4,5 – Lilium caucasicum.  
     

   ISSR-маркеры, с количеством фрагментов в спектре и «качеством» 

амплификации не ниже чем по маркеру ASSR29, наиболее перспективны 

для  использования при генотипировании.  

Обобщенные результаты, отражающие характеристики ISSR 

спектров у представителей видов дикой флоры, приведены в таблице 1. 
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Таблица 1.  Количество фрагментов в ISSR-спектрах у апробированных 
маркеров  

Вид 

 

ISSR-маркер 

Galánthus 
wóronowii 

Pancratium 
maritimum 

Lilium 
caucasicum 

UBC-811 3(1)* 2 0 

UBC-813 3 6(4) 1 

UBC-818 7(2) 3(1) 5(1) 

UBC-825 1 2(1) 1 

UBC-827 1 0 1 

UBC-864 2 2 2 

UBC-880 3(2) 1 0 

ASSR-02 5(2) 4(2) 5 

ASSR-15 5(1) 6 2 

ASSR-22 6(2) 3(2) 5(5) 

ASSR-29 3 6(2) 7(3) 

* - указано общее количество фрагментов в спектре и количество минорных фрагментов (в скобках).  

На основании полученных экспериментальных данных о количестве 

амплифицированных фрагментов, а также о количестве фрагментов с 

высоким уровнем амплификации и низким уровнем (минорные 

фрагменты), нами определены перспективные ISSR-маркеры для 

генотипирования редких и исчезающих видов: подснежника Воронова 

Galánthus wóronowii: UBC-813, UBC-818, ASSR-02, ASSR-15, ASSR-22, 

ASSR-29; панкрация морского Pancratium maritimum: UBC-813, ASSR-02, 

ASSR-15, ASSR-29; лилии Кавказской  Lilium caucasicum: UBC-818, ASSR-

02, ASSR-22, ASSR-29.  

Заключение 

Таким образом, в результате выполненных исследований, были 

определены ISSR маркеры, перспективные для использования при 
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генотипировании видов Lilium caucasicum Miscz. ex Grossh., Galánthus 

woronowii Kolak., Pancratium maritimum L. и оптимизированы 

экспериментальные параметры ПЦР и электрофореза для отобранных 

маркеров. Полученные результаты будут в дальнейшем использованы при 

изучении генетического разнообразия данных видов и анализа 

стабильности генома при культивировании in vitro с использованием ISSR 

ДНК-маркерной системы.   

Исследования проведены при финансовой поддержке РФФИ и 

администрации Краснодарского края (проект № 13-04-96572).  
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