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Реферат. На сегодняшний день актуальными остаются вопросы по генотипированию различных 
групп древесных и кустарниковых растений, которые произрастают в засушливых условиях, для опре-
деления селекционноценных генотипов. В связи с этим целью исследования являлось тестирование ISSR-
маркеров и использование их для последующего генотипирования различных экотопических популяций 
C. aphyllum, произрастающих на территории Астраханской области и Ставропольского края. Оценку 
эффективности используемых ISSR-праймеров проводили с помощью четырех основных параметров ин-
формативности праймеров: информационный индекс полиморфизма (PIC), коэффицент эффективного 
мультиплексирования (EMR), индекс маркера (MI) и разрешающая способность (Rp). При использовании 
девяти праймеров в общей сложности было амплифицировано 88 ДНК-фрагментов генома C. aphyllum, 
из которых 77 – полиморфные. Общее количество амплифицированных полос ДНК зависело от использу-
емого праймера и варьировалось от 8 до 15. Среднее значение PIC при использовании девяти праймеров 
составило 0,381, а стандартное отклонение составило всего 0,0043. Значения MI варьировали от 1,293 
до 2,371, в среднем – 1,723. Самые высокие значения MI были выявлены у праймеров UBC808, UBC856 
и UBC891 – 1,850, 1,908 и 2,371 соответственно. Значения показателя разрешающей способности на-
ходились в диапазоне от 2,400 (UBC808) до 7,771 (UBC891). Среднее значение RP составило 4,508, что 
говорит о высокой эффективности исследуемых праймеров при выявлении генетических различий попу-
ляций C. aphyllum. У популяций в Астраханской области полиморфность выше на 8,2 %, чем у популяций 
в Ставропольском крае. Обе популяции из Астраханской области (Cal2 и Cal3) демонстрируют схожие 
значения всех параметров генетической изменчивости. Результаты исследований могут быть использо-
ваны в селекционной работе по созданию новых форм C. aphyllum.
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Abstract. To date, the issues of genotyping of various groups of woody and shrubby plants that grow in 
arid conditions remain relevant to determine breeding-valuable genotypes. In this regard, the purpose of the 
study was to test ISSR markers and use them for subsequent genotyping of various ecotopic populations of C. 
aphyllum native to the Astrakhan Region and Stavropol Territory. The effectiveness of the ISSR primers used was 
evaluated using four main parameters of the information content of primers: polymorphism information index 
(PIC), effective multiplexing coefficient (EMR), marker index (MI) and resolution (Rp).  Using 9 primers, a total 
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of 88 DNA fragments of the C. aphyllum genome were amplified, of which 77 were polymorphic. The total number 
of amplified DNA bands depended on the primer used and ranged from 8 to 15. The average PIC value using nine 
primers was 0.381, while the standard deviation was only 0.0043. The MI values ranged from 1,293 to 2,371, 
with an average of 1,723. The highest MI values were found in primers UBC808, UBC856 and UBC891 – 1,850, 
1,908 and 2,371, respectively. The resolution index values ranged from 2,400 (UBC808) to 7,771 (UBC891). 
The average RP value was 4,508, which indicates the high efficiency of the primers studied in detecting genetic 
differences in C. aphyllum populations. Populations in the Astrakhan region have 8.2% higher polymorphism than 
populations in the Stavropol Territory. Both populations from the Astrakhan region (Cal2 and Cal3) show similar 
values of all parameters of genetic variability. The research results can be used in breeding work to create new 
forms of C. aphyllum.

В настоящее время изменение климата вызва-
но накоплением парниковых газов в атмосфере 
из-за хозяйственной деятельности человека, что 
приводит к усилению парникового эффекта и 
глобальному потеплению. В результате этого 
происходят изменения в количестве осадков, рост 
опасности лесных пожаров и усиление засухи 
[1], которая является одним из наиболее значи-
тельных стрессовых факторов, ограничивающих 
рост и развитие растений [2]. Для уменьшения 
негативного последствия от изменения климата 
необходимо принимать природоохранные ре-
шения, которые включают в себя повышение 
устойчивости экосистем и сохранение генетиче-
ского разнообразия ее компонентов, в том числе 
растений [3, 4]. В исследовании регионального 
генофонда древесных и кустарниковых растений 
активно применяются разнообразные методы 
молекулярной генетики, с помощью которых 
существует возможность определения генетиче-
ской структуры и оценки уровня генетического 
разнообразия [5–7]. 

Для снижения негативного воздействия за-
сухи необходимо выявлять и внедрять засухоу-
стойчивые виды растений, способные сохранять 
продуктивность даже при дефиците воды [8]. 
Ксерофиты имеют ряд молекулярных адаптаций 
к засушливой среде, которые позволяют им вы-
держивать дефицит влаги [9]. 

Растения рода Джузгун (Calligonum L.) се-
мейства гречишных (Polygonaceae) представля-
ют собой ксерофитные кустарники с ареалом 
обитания в Азии, Северной Африке и Юго-Вос-
точной Европе, видовое разнообразие рода со-
средоточено в Центральной Азии.  Джузгун 
безлистный (Calligonum aphyllum) — один из 
самых распространенных кустарников песчаной 
пустыни [10]. Данный сильно ветвящийся вид с 
гладкими побегами имеет высоту до 3 м, листья 
очень маленьких размеров, плоды в виде мелких 
твердых орешков. Адаптация к условиям жизни 
на подвижных песках осуществляется за счет 
активного образования придаточных корней [11]. 
C. aphyllum — это растение, которое хорошо при-

способлено к жизни на светло-каштановых почвах 
полупустынных пастбищ Юга России [12]. Также 
в исследованиях говорится о засухоустойчивости 
и высокой адаптации этого вида на супесчаных 
почвах [13]. 

Геном C. aphyllum не секвенирован, поэтому 
для определения его молекулярно-генетической 
структуры была выбрана ISSR-маркерная систе-
ма [14–16]. ISSR-маркеры – это участки генома, 
фланкированные простыми повторяющимися 
или микросателлитными последовательностями, 
состоящие из простых повторяющихся после-
довательностей коротких фрагментов ДНК из 
ди-, три-, тетра- или пентануклеотидов, которые 
многократно повторяются в составе тандемно 
организованных кластеров [17]. Такие маркеры 
характеризуются широким распространением в 
геноме, высоким уровнем полиморфизма. Кроме 
того, при работе с ними не требуется сложное 
оборудование и предварительное знание генома 
[18, 19].

Цель исследования – провести подбор ISSR-
праймеров, пригодных для генотипирования и 
оценки генетической структуры популяций C. 
aphyllum, произрастающих в засушливых услови-
ях Астраханской области и Ставропольского края.

ОБЪЕКТЫ И МЕТОДЫ 
ИССЛЕДОВАНИЙ

Для выявления внутривидового генетического 
разнообразия C. aphyllum были отобраны три 
популяции, произрастающие в условиях жар-
кого аридного климата: популяция Cal1 – село 
Ачикулак, Ставрапольский край (44.551902, 
45.026262); популяция Cal2 – на территории за-
казника Астраханской области «Пески Берли» 
(47.561660, 47.289160); популяция Cal3 – на тер-
ритории памятника природы «Урочище Кордон», 
Астраханская область (47.401996, 47.845036).  
Сбор образцов проводили во время вегетативного 
периода 2024 г. 

Экстракцию геномной ДНК проводили из 
листовой пластинки с помощью модифициро-
ванного метода CTAB [20]. 



«Вестник НГАУ» – 2(75)/2025 63

АГРОНОМИЯ

Для исследования были выбраны неспец-
ифичные ISSR-праймеры. Реакция ПЦР была 
проведена с использованием прибора Applied 
Biosystems QuantStudio 5 (Thermo Fisher Scientific, 
США). Реакционная смесь объемом 25 мкл содер-
жала 50 нг геномной ДНК, 0,8 мМ ISSR-праймера, 
готовую смесь для ПЦР qPCRmix-HS (Евроген, 
Россия) и деионизированную воду, свободную от 
нуклеаз. Условия ПЦР: денатурация при 95 °C 
в течение 10 мин; 40 циклов, состоящих из 30 с 
денатурации при 95 °C, 30 с отжига праймера 
при 50,0–52,4 °C и 60 с элонгации при 72 °C. 
Заключительный этап пролонгирования нукле-
отидной цепи проходил при температуре 72 °C 
в течение 10 мин. 

Продукты полимеразной цепной реакции 
разделяли методом электрофореза в 1,8 % ага-
розном геле, содержащем 1X TAE буфера и бро-
мистый этидий в качестве интеркалирующего 
красителя ДНК.  Для оценки длин ДНК-фрагмен-
тов использовали маркер Step50 plus 0,1 мг/мл. 
Визуализацию и документирование результатов 
электрофореза проводили с помощью системы 
iBright CL1500 (Thermo Fisher Scientific, США). 
Для составления бинарной матрицы воспроизво-
димые ПЦР-фрагменты были оценены на наличие 
(1) или отсутствие (0) в составе спектров. Каждую 
из полос рассматривали как независимую.  

Для каждого маркера были оценены следую-
щие показатели: количество общих полос (TB), 
количество полиморфных полос (PB), количество 
мономорфных полос (MB) и процент полимор-
фных полос (PPB). 

Оценку эффективности используемых 
ISSR-праймеров проводили с помощью четырех 
основных параметров информативности прай-
меров: информационный индекс полиморфизма 
(PIC), коэффицент эффективного мультиплекси-
рования (EMR), индекс маркера (MI) и разрешаю-
щая способность (Rp). Значение PIC для каждого 
праймера было рассчитано с использованием 
формулы PICi = 2fi(1 − fi), где PICi – полимор-
фное информационное содержание праймера i, 
fi – частота амплифицированных фрагментов 
и 1−fi – частота неамплифицированных фраг-
ментов. Частота рассчитывалась как отношение 
количества амплифицированных фрагментов в 
каждом локусе к общему количеству присоеди-
нений (исключая отсутствующие данные). Эф-
фективное мультиплексное отношение вычисля-
лось с использованием формулы EMR = n × β, где  
n – среднее количество фрагментов системного 
маркера (мультиплексное отношение), а β оце-
нивается из количества полиморфных локусов 
(PB) и количества неполиморфных локусов (MB);  

β = PB/(PB + MB). Значение MI для каждого прай-
мера вычисляли по формуле MI = EMR × PIC.

Анализ генетической изменчивости исследуе-
мых популяций проводили с помощью программ-
ного обеспечения POPGENE версии 1.31 [21] 
путем оценки основных параметров генетической 
изменчивости: наблюдаемое число аллелей на 
локус (na), эффективное число аллелей (ne), генное 
разнообразие по Нею (h), индекс Шенонна (I).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ И ИХ 
ОБСУЖДЕНИЕ

В ходе исследования были протестированы 
15 динуклеотидных ISSR-праймеров. На основе 
четкости разделения границ ПЦР-полос и воспро-
изводимости результатов были отобраны 9 ин-
формативных ISSR-праймеров (табл. 1). Каждый 
анализируемый ISSR-праймер демонстрировал 
уникальный спектр продуктов амплификации 
у каждого растения в популяциях C. aphyllum 
(рисунок).

В общей сложности было амплифицирова-
но 88 ДНК-фрагментов генома C. aphyllum, из 
которых 77 – полиморфные. Общее количество 
амплифицированных полос  ДНК зависело от 
используемого праймера и варьировало от 8 до 
15. Размер определяемых полос составлял от 250 
до 1300 п. н. Число полиморфных локусов нахо-
дилось в пределах от 4 до 14. Всего в среднем на 
каждый праймер приходилось 9,8 воспроизводи-
мых полос, из них 8,6 – полиморфных. Наиболь-
шее число ПЦР-фрагментов было выявлено при 
использовании праймеров UBC856 (11), UBC891 
(12) и ISSR-1 (15). Количество полиморфных 
фрагментов при использовании указанных ISSR-
праймеров также было самым высоким – 11, 14 
и 11 соответственно. Наименьшее количество 
полиморфных полос было выявлено при исполь-
зовании праймера UBC809 – из семи полученных 
фрагментов только четыре оказались полимор-
фными. 

Доля полиморфных локусов для каждого из 
девяти праймеров варьировала от 57,1 до 100 %, 
а среднее значение выявляемого полиморфизма 
в пересчете на каждый праймер составило 86 %. 
Наибольший процент полиморфности фрагмен-
тов определялся при использовании праймеров 
UBC856 (100 %), UBC891 (93,3 %) и ISSR-1 
(91,7 %), а наименьший при использовании прай-
мера UBC809 (57,1 %). 
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Таблица 1
Анализ полиморфизма ДНК трех популяций C. aphyllum

DNA polymorphism analysis of three C. aphyllum populations

Primer Nucleotide 
sequence Тa, °C Allele size range, bp TB PB MP PPB, %

UBC808 (AG)8C 52.4 350-900 8 7 1 87,5

UBC809 (AG)8G 52.4 350-920 7 4 3 57,1

UBC811 (GA)8C 52.4 380-1150 8 7 1 87,5

UBC818 (CA)8G 52.4 380-1200 9 8 1 88,9

UBC840 (GA)8YT 52.4 280-750 8 7 1 87,5

UBC856 (AC)8YA 52.4 300-1000 11 11 0 100,0

UBC860 (TG)8RA 52.4 350-1300 10 8 2 80,0

UBC891 HVH(TG)7 50,0 250-950 15 14 1 93,3

ISSR-1 (AC)8T 50,0 300-1000 12 11 1 91,7

Итого: 88 77 11 86

Примечание. Ta (annealing temperature), °C – температура отжига праймера; TB (total band) – общее количество 
амплифицированных фрагментов; PB (polymorphic band) – количество полиморфных фрагментов; MB (mono-
morphic band) – количество мономорфных фрагментов; PPB (percentage polymorphic band), % – процент поли-
морфности праймера для популяции.

Пример электрофореграммы ампликонов популяции Cal3 с использованием ISSR-праймера UBC808. M – мар-
кер молекулярного веса ДНК Step50 plus, 1–18 – номера образцов, NC – негативный контроль

An example of an electropherogram of Cal3 population amplicons using the UBC808 ISSR primer. M is the Step50 plus 
DNA molecular weight marker, 1–18 are sample numbers, NC is the negative control

Раннее ISSR-праймеры были использованы 
для оценки генетического разнообразия близ-
кородственного вида Calligonum comosum L., 
произрастающего на Юге Туниса [22]. Для ис-
следования генетической структуры C. comosum 
использовался специфический набор праймеров, 

представляющих собой динуклеотидные повторы 
с добавочными нуклеотидами на 5’- и 3’- концах. 
Gasmi A. с соавторами при использовании семи 
ISSR-праймеров удалось получить 50 ПЦР-по-
лосы; среднее значение амплифицируемых 
ПЦР-полос на каждый праймер составило 6,25, 
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из них полиморфных – только четыре. Общая 
доля выявляемых полиморфных ПЦР-фрагментов 
составила всего 67 %, что на 19 % ниже, чем в 
нашем исследовании. В наших исследованиях 
было выявлено большее количество полос на 
каждый используемый праймер и получен более 
высокий уровень полиморфизма, который ука-
зывает на высокое генетическое разнообразие 
исследуемых нами популяций. 

Для анализа эффективности применения 
ISSR-праймеров при генотипировании C. aphyllum 
были выбраны показатели, позволяющие оце-
нить степень информационного полиморфиз-
ма праймеров по таким характеристикам, как 
информационный индекс полиморфизма (PIC), 
коэффицент эффективного мультиплексирования 
(EMR), индекс маркера (MI) и разрешающая спо-
собность (Rp) (табл. 2).

Значение PIC считается одним из ключевых 
критериев, отражающих способность прайме-
ра детектировать полиморфизм в популяции. 
Значение PIC определяется общим количеством 
аллелей и частотой их встречаемости в иссле-
дуемой выборке. Среднее значение PIC при ис-

пользовании девяти праймеров составило 0,381, а 
стандартное отклонение составило всего 0,0043. 
На основании этих данных можно сделать вывод 
о равнозначной дискриминирующей возможности 
исследуемых ISSR-праймеров.

Индекс маркера MI был определен для оценки 
способности каждого праймера обнаруживать 
полиморфные локусы в генотипе. Известно, что 
наилучшими значениями MI считаются наиболее 
высокие [23]. В данном исследовании значения MI 
варьировали от 1,293 до 2,371, в среднем – 1,723. 
Самые высокие значения MI были выявлены у 
праймеров UBC808, UBC856 и UBC891 – 1,850, 
1,908 и 2,371 соответственно. 

Для оценки способности ISSR-праймера 
устанавливать различия между большим числом 
генотипов был рассчитан показатель RP. Зна-
чения показателя разрешающей способности 
находились в диапазоне 2,400 (UBC808) до 7,771 
(UBC891). Среднее значение RP составило 4,508, 
что говорит о высокой эффективности исследу-
емых праймеров при выявлении генетических 
различий популяций C. aphyllum. 

Таблица 2 
Параметры информативности праймеров для C. aphyllum
Information content parameters of primers for C. aphyllum

Праймер PIC EMR MI RP

UBC808 0,383 4,829 1,850 2,400

UBC809 0,385 4,314 1,661 2,857

UBC811 0,377 3,429 1,293 3,029

UBC818 0,386 3,429 1,324 4,571

UBC840 0,379 4,686 1,776 4,571

UBC856 0,373 5,114 1,908 5,543

UBC860 0,385 3,857 1,485 3,714

UBC891 0,379 6,257 2,371 7,771

ISSR-1 0,382 4,771 1,823 6,114

Среднее 0,381 4,521 1,723 4,508

Примечание. PIC (polymorphic information content) – информационный индекс полиморфизма; EMR (effective 
multiplex ratio) – коэффицент эффективного мультиплексирования; MI (marker index) – индекс маркера;  
RP (resolving power of primer) – разрешающая способность.

Параметры генетической изменчивости пока-
зали, что процент полиморфности у популяций, 
произрастающих в Астраханской области (Cal2 и 
Cal3), в сравнении с популяцией из Ставрополь-

ского края (Cal1), оказался выше на 8,2 %, что 
указывает на более низкий уровень генетического 
разнообразия и полиморфизма в популяции из 
Ставропольского края. 
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Таблица 3 
Значения основных параметров генетической изменчивости в популяциях C. aphyllum

The values of the main parameters of genetic variability in C. aphyllum populations

Популяция na ne h I Процент 
полиморфности

Cal1 1,602 ± 0,492 1,285 ± 0,345 0,173 ± 0,186 0,268 ± 0,265 60,2
Cal2 1,682 ± 0,468 1,405 ± 0,360 0,240 ± 0,192 0,360 ± 0,274 68,2
Cal3 1,682 ± 0,468 1,389 ± 0,348 0,234 ± 0,189 0,353 ± 0,271 68,2

Примечание. na – наблюдаемое число аллелей на локус; ne – эффективное число аллелей; h – генное разнообра-
зие по Нею; I – индекс Шеннона. 

Обе популяции из Астраханской области 
(Cal2 и Cal3) демонстрируют схожие значения 
всех параметров генетической изменчивости. 
Различия между ними минимальны и находятся в 
пределах статистической погрешности. Это может 
указывать на то, что популяции имеют схожую 
генетическую структуру и уровень генетического 
разнообразия.

ВЫВОДЫ
1. В общей сложности было амплифициро-

вано 88 ДНК-фрагментов генома C. aphyllum, из 
которых 77 – полиморфные. Общее количество 
амплифицированных полос ДНК зависело от 
используемого праймера и варьировало от 8 до 
15. Наибольшее число ПЦР-фрагментов было 
выявлено при использовании праймеров UBC856 
(11), UBC891 (12) и ISSR-1 (15).

2. Среднее значение PIC при использова-
нии девяти праймеров составило 0,381, а стан-
дартное отклонение составило всего 0,0043. На 
основании этих данных можно сделать вывод о 
равнозначной дискриминирующей способности 
использованных ISSR-праймеров. Значения MI 
варьировали от 1,293 до 2,371, в среднем – 1,723. 
Самые высокие значения MI были выявлены у 
праймеров UBC808, UBC856 и UBC891 – 1,850, 
1,908 и 2,371 соответственно.  Значения показа-
теля разрешающей способности находились в 
диапазоне от 2,400 (UBC808) до 7,771 (UBC891). 

Среднее значение RP составило 4,508, что го-
ворит о высокой эффективности исследуемых 
праймеров при выявлении генетических различий 
популяций C. aphyllum. 

3. Исследуемые популяции C. aphyllum имели 
высокие значения полиморфности. Параметры 
генетической изменчивости показали, что процент 
полиморфности у популяций, произрастающих в 
Астраханской области (Cal2 и Cal3), в сравнении 
с популяцией из Ставропольского края (Cal1), 
выше на 8,2 %. 

4. Полученные данные по генотипированию 
C. aphyllum с использованием ISSR-маркеров 
будут полезны для дальнейшего изучения ге-
нетического разнообразия представителей дан-
ного родового комплекса и для проведения се-
лекционной работы. Исследуемые популяции 
C. aphyllum можно рассматривать как источник 
потенциального материала для создания новых 
форм, обладающих повышенной устойчивостью к 
условиям длительной засухи. Полученные данные 
по генетической структуре исследуемых групп 
C. aphyllum будут использованы для связи вы-
явленных полиморфных локусов с селекционно 
ценными признаками

Работа выполнена в рамках Государственного за-
дания «Генотипирование древесных и кустарниковых 
пород, устойчивых к ограничивающим рост и развитие 
факторам внешней среды» (№ FNFE-2025-0007).
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