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Впервые проведен ISSr-анализ 
93 образцов редкого эндемичного 
вида Allium regelianum, произра-
стающего в Волгоградской области. 
С использованием шести прай-
меров было получено 109 фраг-
ментов, из которых 87 (79,8 %) 
оказались полиморфными. Дана 
оценка внутри- и межпопуляцион-
ному разнообразию A. regelianum. 
Наиболее высокие показатели вну-
трипопуляционного разнообразия 
отмечены для популяций из хутора 
красноярский, Серафимовичско-
го района, и лимана Хреноватый, 
Николаевского района. Анализ 
межпопуляционных различий вы-
явил достаточно высокий уровень 
сходства между популяциями и низ-
кий уровень подразделенности.
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ВВЕДЕНИЕ

Сохранение растительного разнообразия включает не только создание 
механизмов, предотвращающих сокращение численности редких видов, 
но и их изучение и мониторинг. Характеристика состояния популяций ред-
ких эндемичных видов растений, наряду с изучением возрастной структуры, 
особенностей биологии и репродукции, предполагает оценку генетического 
разнообразия вида и его популяционно-генетической структуры [1, 2]. 
Генетическое разнообразие можно рассматривать в качестве одного из важ-
ных параметров, определяющих адаптацию вида к изменяющимся условиям 
среды [3]. Именно данные об уровне генетической вариабельности должны 
лежать в основе разработки стратегии сохранения видов, находящихся под 
угрозой исчезновения [4, 5].

В настоящее время существуют программы по изучению и сохранению 
редких эндемичных видов растений, которые предполагают разработку основ 
природоохранной деятельности с учетом необходимости сохранения генети-
ческого разнообразия. Так, сотрудниками Волгоградского регионального бо-
танического сада разработана комплексная программа и план мероприятий 
по изучению и сохранению редкого эндемичного вида Allium regelianum (лук 
регелевский) на территории области.

A. regelianum A.K. Becker ex Iljin —  многолетнее травянистое луковичное 
растение. Включен в Красную книгу РФ, где ему присвоен наивысший статус 
редкости 1(Е) —  вид, находящийся под угрозой полного исчезновения [6]. 
Лук регелевский является перекрестноопыляемым растением, размножает-
ся семенами и вегетативно и произрастает на сухих солонцеватых и солонча-
ковых лугах в поймах рек, по окраинам степных лиманов, на солонцеватых 
степных склонах. Основными лимитирующими факторами распространения 
вида являются высокая пастбищная нагрузка, ежегодное сенокошение, рас-
пашка и мелиорация лугов [6].

Помимо работы, заключающейся в определении современного состоя-
ния популяций A. regelianum в регионе (установление их точного географи-
ческого местонахождения, площади и численности, возрастной структуры, 
характера и степени антропогенного воздействия), изучении биологических 
особенностей развития и размножения A. regelianum, предполагается иссле-
дование генетической структуры вида в пределах региона. Это станет осно-
вой для создания и поддержания генетического резерва вида ex situ (в виде 
генетического банка семян, образцов ДНК), отражающего его генетическое 
разнообразие [7].

Дать характеристику генетическому разнообразию редких видов расте-
ний, а также получить данные о межпопуляционном и внутрипопуляционном 
полиморфизме и генетической структуре популяций позволяет применение 
молекулярно-генетических методов [8–10]. В частности, для характеристики 
полиморфизма редких видов растений, геном которых практически не изучен, 
применяют методы мультилокусного анализа, которые позволяют оценить 
вариабельность большей части генома. До настоящего времени генетическое 
разнообразие A. regelianum было оценено лишь с помощью микросателлит-
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ных локусов [11], а исследования с помощью мультило-
кусных методов не проводились.

Одним из молекулярно-генетических методов, доста-
точно часто применяющихся для анализа генетическо-
го разнообразия, является ISSR-анализ (Inter Simple 
Sequence Repeats) —  это анализ участков ДНК, ампли-
фицированных между близко расположенными микроса-
теллитными последовательностями [12]. Данный муль-
тилокусный метод анализа не требует предварительного 
знания последовательности анализируемой ДНК, вы-
соковоспроизводим и прост в исполнении, поэтому его 
часто используют для анализа генетического разнообра-
зия, в том числе малоизученных редких видов растений 
[13–15].

целью данной работы стала оценка генетического 
разнообразия и определение популяционно-генетической 
структуры A. regelianum с помощью ISSR-маркеров.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В анализ было взято 93 образца A. regelianum из 11 
точек сбора в Волгоградской области (табл. 1, рис. 1). 

Образцы собраны в ходе экспедиций сотрудниками Вол-
гоградского регионального ботанического сада.

ДНК выделяли из свежих растительных тканей 
CTAB-методом [16].

Реакцию ПЦР проводили согласно следующему про-
токолу: 500 нM ISSR-праймера (Евроген), 0,25 мM каж-
дого дезоксинуклеотида (Диалат ЛТД), 1,5 мM MgCl2 
(Диалат ЛТД), 1-кратный ПЦР-буфер (Диалат ЛТД), 
1 единицу Taq-полимеразы (Диалат ЛТД) и 20 нг 
ДНК, общий объем реакционной смеси —  15 мкл. Ам-
плификацию фрагментов проводили на приборе ABI 
GenAMP-9700, используя следующую программу: 
94 °C —  5 мин; 40 циклов: 94 °C —  45 с, Тотж —  45 с, 
72 °C —  1 мин; 72 °C —  7 мин. Продукты амплификации 
разделяли в 2 % агарозном геле и окрашивали раство-
ром бромистого этидия.

Для оценки генетического полиморфизма образ-
цов A.  regelianum были протестированы 14 праймеров 
(Primer Set № 9 University of British Columbia): UBC807, 
UBC810, UBC811, UBC815, UBC816, UBC826, 
UBC834, UBC835, UBC841, UBC855, UBC857, 
UBC861, UBC873, UBC880, отобранных по литератур-

Точка 
сбора

Административный район
Количество 

образцов
Номер 

образцов

Географические координаты 
сбора образцов

широта 
N

долгота 
Е

№ 1
Волгоградская область, Быковский район, 4,5 км вос-
точнее поселка Демидов, лиман Тажи

6 1–6 49° 12’ 28” 45° 26’ 05”

№ 2
Волгоградская область, Николаевский район, 9 км север-
нее поселка Красный Мелиоратор, лиман Хреноватый

20 7–26 50° 5’ 60” 46° 2’ 44”

№ 3
Волгоградская область, Николаевский район, 3 км юж-
нее поселка Красный Мелиоратор, лиман Медвежий

5 27–31 49° 59’ 49” 46° 4’ 35”

№ 4
Волгоградская область, Николаевский район,  
6 км юго-восточнее поселка Красный Мелиоратор, 
лиман Богатырев

11 32–42 49° 59’ 49” 46° 10’ 16”

№ 5
Волгоградская область, Иловлинский район, 
4,5 км восточнее хутора Ерецкий

1 43 49° 14’ 09” 43° 53’ 24”

№ 6
Волгоградская область, Фроловский район, 2 км южнее 
хутора Выездинский

2 44–45 49° 30’ 34” 43° 27’ 53”

№ 7
Волгоградская область, Серафимовичский район, 
7,5 км западнее хутора Дружилинский

4 46–48 50° 12’ 22” 42° 7’ 40”

№ 8
Волгоградская область, Серафимовичский район, 
1 км западнее хутора Красноярский

30 49–78 49° 27’ 60” 42° 52’ 50”

№ 9
Волгоградская область, Серафимовичский район, 
4 км севернее хутора Буерак-Поповский

6 79–84 49° 35’ 26” 42° 37’ 13”

№ 10
Волгоградская область, Серафимовичский район, 
2 км южнее хутора Новоалександровский

4 85–88 49° 37’ 23” 42° 42’ 40”

№ 11
Волгоградская область, Алексеевский район, 3 км севе-
ро-западнее станицы Усть-Бузулукская

5 89–93 49° 21’ 11” 43° 4’ 58”

Таблица 1
образцы Allium regelianum, взятые для анализа 
Accessions of Allium regelianum  taken for analysis
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ным данным [17–19]. Из них было выбрано 6 прайме-
ров, которые позволяли детектировать максимальное 
число полиморфных фрагментов (табл. 2).

Статистическая обработка данных проводилась с по-
мощью макроса GenAlEx 6.41, программ POPGEN1.32 
и PAST 3.11 [20–22]. Для описания генетической струк-
туры популяции была использована GST-статистика 
Неи [23], которая является эквивалентом FST-статисти-

ки Райта и оценивает следующие параметры: ожидаемая 
доля гетерозиготных генотипов (нТ) во всей популяции 
как мера общего генного разнообразия; ожидаемая доля 
гетерозиготных генотипов (HS) в субпопуляции как мера 
ее внутрипопуляционного разнообразия; доля межпопу-
ляционного генетического разнообразия в общем раз-
нообразии или показатель подразделенности популя-
ций (GST).

Таблица 2
Праймеры, использованные для анализа 
Primers used in the study

Рис. 1. Расположение точек сбора образцов A. regelianum на карте. Номера точек сбора соответствуют представленным в табл. 1

fig. 1. Sampling locations of A. regelianum. Numbers of sampling locations corresponds to the numbers in Table 1

Праймер Последовательность Тотж

Число амплифицированных 
фрагментов

Число по-
лиморфных 
фрагментов

Процент 
полиморфных 

локусов

UBC807 (AG)8T 45 17 13 76,5

UBC810 (GA)8T 45 20 16 80,0

UBC811 (GA)8C 50 17 15 88,2

UBC826 (AC)8C 50 18 12 66,7

UBC841 (GA)8YC 50 22 18 81,8

UBC873 (GACA)4 45 15 13 86,7

Всего 109 87 79,8

Среднее значение 18,2 14,5 79,9

VolgogradCregion
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Кроме того, был проведен анализ популяционной 
структуры с помощью алгоритма Байеса в программе 
STRUCTURE 2.3.1 [24]. Для анализа использовали мо-
дель, предполагающую смешение генетического мате-
риала (admixture model), а также корреляционные мо-
дели, предполагающие наследование аллелей от общего 
предка путем дрейфа генов. Анализ производился в де-
сятикратной повторности для числа субпопуляций к = 1 
до к = 15, при количестве повторов 106 и burn in —  106.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

В результате ISSR-анализа 93 образцов A. regelianum 
было идентифицировано 109 фрагментов, из которых 
87 (79,8 %) оказались полиморфными. Число фрагмен-
тов ДНК, амплифицируемых одним праймером, состави-
ло от 15 (UBC873) до 22 (UBC841) (рис. 2).

Максимальное число полиморфных фрагментов по-
лучено с помощью праймера UBC841 (18), минималь-
ное —  UBC826 (12). Уровень полиморфизма, выявляе-
мого одним праймером, колебался в пределах от 66,7 % 
(для праймера UBC816) до 88,2 % (для праймера 
UBC811) (см. табл. 2).

определение уровней внутрипопуляционного по-
лиморфизма. В связи с тем что A. regelianum относит-
ся к редким растениям, не во всех точках было найдено 
достаточное количество образцов для анализа внутрипо-
пуляционного полиморфизма. Популяции, для которых 
количество собранных образцов превышало пять, были 

взяты в анализ: это популяция из Быковского района 
(6 образцов), две популяции из Николаевского района 
(лиман Богатырев (11 образцов), лиман Хреноватый 
(20 образцов)), две популяции из Серафимовичского 
района (хутор Красноярский (30 образцов) и хутор Бу-
ерак-Поповский (6 образцов)). Для каждой популяций 
были рассчитаны основные показатели внутрипопуляци-
онного генетического разнообразия (табл. 3).

Наиболее высокий уровень полиморфизма был вы-
явлен для популяций из хутора Красноярский, Серафи-
мовичского района (68,8 %,), и лимана Хреноватый, 
Николаевского района (65,1 %), у последней также 
были наиболее высокие показатели эффективного 
числа аллелей, информационного индекса Шеннона 
и ожидаемой гетерозиготности. Наиболее генетически 
однородной была популяция из хутора Буерак-Попов-
ский, Серафимовичского района. Интересно, что попу-
ляция лимана Хреноватый оказалась наиболее разно-
образной и при проведенном ранее микросателлитном 
анализе  A.  regelianum  [11]. В целом же показатели 
внутрипопуляционного разнообразия, полученные ме-
тодом SSR-анализа, были выше, чем те же показате-
ли, полученные при ISSR-анализе. Это можно связать 
с тем, что SSR-анализ позволяет идентифицировать ге-
терозиготы.

определение  уровней  межпопуляционных  раз-
личий.  Анализ межпопуляционной вариабельности 
A. regelianum выявил достаточно высокие значения ин-
декса генетического сходства. Так, его значения варьиро-

Рис. 2. ISSR-спектр образцов A. regelianum с праймером UBC841

fig. 2. ISSR profiles of accessions of A. regelianum with primer UBC841
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вали от 0,88 (между популяциями из Быковского района 
(лиман Тажи) и Серафимовичского района (хутор Буе-
рак-Поповский)) до 0,96 (между популяциями из Ни-
колаевского района (лиман Хреноватый) и Серафимо-
вичского района (хутор Красноярский)). В то время как, 
например, для другого редкого вида лука A.  hirtifolium 
(эндемик Ирана) коэффициенты генетического сходства 
между 17 популяциями, рассчитанные по результатам 
RAPD-анализа, варьировали от 0,49 до 0,73 [25].

Анализ генетической структуры пяти изученных по-
пуляций A. regelianum показал, что ожидаемая доля ге-
терозиготных генотипов в отдельной популяции по всем 
локусам (HS) составила 0,192, а ожидаемая доля гетеро-
зиготных генотипов на общую выборку (нТ) не превыша-
ла 0,247. Показатель подразделенности популяций (GST) 

был равен 0,22, что говорит о том, что популяции диффе-
ренцированы относительно слабо. Для других редких ви-
дов луков подразделенность популяций была достаточно 
сильна. Так, значение FST для популяций эндемика Вос-
точного Тибета A.  wallichii составило 0,80 (по данным 
анализа участков хпДНК) и 0,74 (по данным анализа 
ITS-региона) [26], а для популяций A. munzii, произра-
стающих на территории Калифорнии, данный показатель 
достигает единицы (по данным анализа двух участков 
хпДНК) [27].

Анализ молекулярной вариансы (AMOVA) показал, 
что в составе общей генетической гетерогенности вида 
лишь 17 % генетического разнообразия A.  regelianum 
приходится на межпопуляционные различия и 83 % со-
ставляет доля внутрипопуляционного полиморфизма. 
Для других редких видов рода Allium  именно межпо-
пуляционные различия составляют большую часть 
изменчивости. Так, RAPD-анализ популяций редкого 
вида A. aaseae, собранных на территории штата Айдахо 
(США), показал, что доля межпопуляционной изменчи-
вости составляет 84,5 % от общей изменчивости [27]. 
У видов A. munzii и A. wallichii доля межпопуляционных 
различий также была высока и составляла 87,7 и 74 % 
соответственно [26, 27].

Уровень межпопуляционных различий A. regelianum, 
полученный с помощью SSR-анализа, оказался еще 
меньше, чем в данном исследовании [11]. Так, при ис-
пользовании SSR-анализа уровень подразделенности 
популяций составил 0,08, а анализ AMOVA показал, 
что всего 7 % генетического разнообразия приходится 
на межпопуляционные различия.

Значения генетических расстояний между образ-
цами были использованы для проведения анализа 
методом главных координат в программе PAST 3.11. 
На PCoA-графике (рис. 3) нет четкой дифференциации 
популяций по местам сбора, хотя большая часть образ-
цов из трех популяций Николаевского района и из по-
пуляции Быковского района группируются вместе и не-
сколько обособлены от образцов из четырех популяций 
Серафимовичского района. Стоит отметить, что согла-
сно молекулярным данным образцы из популяций Илов-
линского, Фроловского, Алексеевского районов ближе 
к группе популяций Николаевского и Быковского рай-
онов, хотя географически больше отдалены от них, чем 
от популяций Серафимовичского района. Для подтвер-
ждения этих данных необходима большая выборка, что 
достаточно проблематично из-за малой численности этих 
популяций.

Кроме того, был проведен анализ популяционной 
структуры A. regelianum в программе STRUCTURE 2.3.1. 
Наилучшие результаты апостериорной вероятности 
(LnLike = –7211,8) были получены для К = 2. Так же 
как и в случае РСоА-анализа, не выявлено соответствия 
между кластерами генотипов и изученными популяция-
ми или группами популяций из одного района (рис. 4).

Такая структура популяций A. regelianum, вероятно, 
обусловлена существованием в прошлом единой популя-
ции, которая с течением времени разделилась на субпо-
пуляции, дифференциация которых связана в основном 
с их географическим положением.

Проведенный ISSR-анализ позволил выявить и оце-
нить уровень генетического разнообразия популяций 
A.  regelianum  и проанализировать их генетическую 

Показатель

Популяция

лиман Тажи,  
Быковского 

района

лиман Хренова-
тый, Николаев-

ского района

лиман Богатырев, 
Николаевского 

района

хутор Краснояр-
ский, Серафимо-
вичского района

хутор Буерак-По-
повский, Серафи-
мовичского района

Процент полиморфизма 41,3 65,1 54,1 68,8 33,9

Эффективное число 
аллелей 1,284 ± 0,037 1,433 ± 0,039 1,355 ± 0,037 1,399 ± 0,037 1,210 ± 0,033

Информационный ин-
декс Шеннона 0,236 ± 0,028 0,357 ± 0,028 0,301 ± 0,028 0,347 ± 0,028 0,182 ± 0,026

Ожидаемая гетерози-
готность 0,161 ± 0,020 0,243 ± 0,020 0,204 ± 0,020 0,231 ± 0,019 0,122 ± 0,018

Таблица 3
Значения основных показателей генетического разнообразия в популяциях A. regelianum 
Values of the main genetic diversity indices in the populations of A. regelianum
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Рис. 3. Дифференциация изучаемых образцов A.  regelianum, выявленная по данным ISSR-анализа с использованием метода 
главных координат. Одинаковыми символами обозначены образцы из одной популяции: + — Быковский район, лиман 
Тажи (№ 1–6); o — Николаевский район, лиман Хреноватый (№ 7–26); n — Николаевский район, лиман Медвежий 
(№ 27–31); × — Николаевский район, лиман Богатырев (№ 32–42); l — Иловлинский район, хут. Ерецкий (№ 43); 
¡ — Фроловский район, хут. Выездинский (№ 44–45); ◊ — Серафимовичский район, хут. Дружилинский (№ 46–48); 
* — Серафимовичский район, хут. Красноярский (№ 49–78);  — Серафимовичский район, хутор Буерак-Поповский 
(№ 79–84);  — Серафимовичский район, хут. Новоалександровский (№ 85–88); ∆ — Алексеевский район, станица 
Усть-Бузулукская (№ 89–93)

fig. 3. Differentiation of 93 individuals of A. regelianum based on principal coordinates analysis. Populations symbols: + – Bykovskii ad-
ministrative region, liman Tazhi (No 1-6); o – Nikolaevskii administrative region, liman Khrenovatyi (No 7-26); n – Nikolaevskii 
administrative region, liman Medvezhii (No 27-31); × – Nikolaevskii administrative region, liman Bogatyrev (No 32-42); l – Ilovlin-
skii administrative region, khutor Eretskii (No 43); ¡ – Frolovskii administrative region, khutor Vyezdinskii (No 44-45); ◊ – Serafimo-
vichskii administrative region, khutor Druzhilinskii (No 46-48); * – Serafimovichskii administrative region, khutor Krasnoyar-
skii (No 49-78);  – Serafimovichskii administrative region, khutor Buerak-Popovskii (No 79-84);  —  Serafimovichskii 
administrative region, khutor Novoaleksandrovskii (No 85-88); ∆ – Alekseevskii administrative region, stanitsa Ust’-Buzuluk-
skaya (No 89-93)

Рис. 4. Вероятность отнесения исследованных образцов A.  regelianum к одной из групп по результатам анализа в программе 
Structure с числом субпопуляций к = 2. Вертикальная ось — доля частот аллелей соответствующего кластера; горизон-
тальная ось — анализируемые образцы (номера соответствуют представленным в табл. 1)

fig. 4. Probability of assignment of A.  regelianum to groups identified by hierarchical STRUCTURE analysis, with the number of 
subpopulations к = 2. Vertical axis – the proportion of allele frequencies of the corresponding cluster; the horizontal axis – the 
analyzed samples (numbers of samples corresponds to the numbers in Table 1)
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структуру. Следует отметить высокий уровень генетиче-
ского сходства между популяциями и низкий уровень их 
подразделенности.

В случае A. regelianum, когда нет существенных раз-
личий между популяциями, можно выбрать для сохране-
ния несколько наиболее разнообразных популяций, так 
как они и будут отражать почти все генетическое разно-
образие вида на данной территории. Кроме того, на ос-
новании нашего исследования можно выделить наиболее 
генетически отдаленные образцы, интересные генотипы 
и сохранять их в банке семян.
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LOW LEVEL Of GENEtIC dIffErENtIAtION AMONG 
POPuLAtIONS Of thE rArE SPECIES AlliuM ReGe-
liAnuM A.K. BECKEr ex iljin frOM thE VOLGO-
GrAd rEGION dEtECtEd BY ISSr-ANALYSIS

A.A Trifonova, E.Z Kochieva, A.M. Kudryavtsev 

For citation: Ecological genetics. 2017;15(1):30-37

 ` SuMMArY: Background. Knowledge of genetic diversity within and 
among populations of rare and endangered plants species is practically 
important for conservation management. Molecular markers are useful 
tools for analysis of genetic diversity. In this study ISSR-analysis of rare 
endemic species Allium  regelianum which grows in the Volgograd re-
gion was performed for the first time. Materials and Methods. A total 
of 93 samples from the 11 populations were collected and used in analy-
sis. Six primers used in ISSR-analysis. Data analysis was performed us-
ing the GenAlEx 6.41, POPGEN 1.32, PAST 3.11 and STRUCTURE 
2.3.1 programs. Results. A total of 109 ISSR-fragments were scored 
of which 87 (79.8%) were polymorphic. Comparatively high level of in-
trapopulation diversity was estimated for the population of the area near 
Krasnoyarskii khutor, Serafimovichskii administrative region, and for the 
population of Khrenovatyi Liman, Nikolaevskii administrative region of 
Volgograd Oblast. Genetic similarity index among populations ranged 
from 0.88 to 0.96. Genetic differentiation among populations of A. rege-
lianum, GST was 0.284, only. Analysis of molecular variance showed that 
genetic heterogeneity of A. regelianum 83% was attributed to differences 
within populations and 17% occurred among populations. Principal co-
ordinate analysis and analysis of populations structure (with the used of 
STRUCTURE program) found no clear differentiation among popula-
tions. Conclusion. The estimation of intra- and interpopulation diversity 
of A.  regelianum  was performed. ISSRs detected high levels of genetic 
similarity within the populations of A. regelianum and low level of genetic 
differentiation among populations.

 ` KEYWOrdS: Allium  regelianum; rare and endangered species; 
 genetic diversity; ISSR-analysis.
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