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ОЦЕНКА ГЕНЕТИЧЕСКОГО РАЗНООБРАЗИЯ MALUS SIEVERSII 
ДЖУНГАРСКОЙ ПОПУЛЯЦИИ IN SITU И EX SITU  

С ИСПОЛЬЗОВАНИЕМ ISSR-PCR МАРКЕРОВ

Плодовые леса Тянь-Шаня определены как географическая область распространения диких 
сородичей многих ценных сельскохозяйственных культур, в числе которых особый интерес 
ученых представляет Malus sieversii (Ledeb.) M. Roem – яблоня Сиверса. Природные популяции  
M. sieversii Казахстана, обладающие широким диапазоном генетических и фенотипических 
вариаций признаков, все больше подвергаются антропогенному прессингу и переопылению с 
культурными сортами. Известно, что для эффективного сохранения и рационального исполь-
зования генетических ресурсов, требуется тщательная оценка генетической изменчивости, 
которой они обладают. Генетическое разнообразие 13 сортов-клонов яблони Сиверса 
джунгарской популяции из интродукционной коллекции Главного ботанического сада г. Алматы 
(Казахстан) и 31 образец из трех популяций Джунгарского Алатау были изучены с использованием 
ISSR-PCR межмикросаттеллитных маркеров и программы iMEC. Для оценки генетических 
взаимоотношений между изученными образцами были вычислены показатели ожидаемой 
гетерозиготности и средняя гетерозиготность образцов. В качестве основных мер с помощью 
iMEC рассчитаны величина информационного полиморфизма (PIC); различающая способность 
(D), эффективное мультиплексное отношение (E), маркерный индекс MI и разрешающая 
способность (R). В ходе работы выявлено высокое генетическое разнообразие как сорт-клонов, 
так и образцов M. sieversii,  отобранных из обследованных нами ущелий. В результате PCA анализа 
изученные сорт-клоны и образцы M. sieversii из природных популяций образовали одно облако, 
что указывает на генетический обмен между этими популяциями.

Ключевые слова: генетическое разнообразие, сорт-клоны яблони Сиверса, iMEC программа, 
ISSR-PCR, Malus sieversii, PCA анализ.
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Evaluation genetic diversity of Malus sieversii  
of Dzungarian populations using ISSR-PCR markers

Fruit forests of Tien Shan are the centre of origin of several plant species. In this geographical region, 
many economically valuable species are distributed, such as Malus sieversii (Ledeb.) M. Roem. – Siev-
ers apple tree. The natural populations of M. sieversii of Kazakhstan with a wide range of genetic and 
phenotypic variations of characters are increasingly subjected to anthropogenic pressure and genetic 
erosion. It is known that for the effective conservation and rational use of genetic resources, a thorough 
assessment of the genetic variation that they possess is required. The genetic diversity of 13 clone variet-
ies of M. sieversii of the Dzungarian population of The Main botanical garden’s introduction collection 
in Almaty (Kazakhstan) and 31 samples from three populations was assessed using 8 polymorphic ISSR 
markers and iMEC program. To assess the genetic relationships between the studied samples, the expect-
ed heterozygosity and average heterozygosity of the samples were calculated. As basic measures, the 
polymorphism information content (PIC), distinguishing ability (D), effective multiplex ratio (E), marker 
index MI and resolution (R) were calculated using iMEC. The work revealed a high genetic diversity of 
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clone varieties and samples of the Dzungarian population. As a result of PCA analysis, the studied variety 
clones and M. sieversii samples from natural populations formed one cloud, which indicates a genetic 
exchange between these populations.

Key words: Clone-varieties of Sievers apple tree, iMEC program, ISSR-PCR, genetic diversity, Malus 
sieversii, PCA analysis.
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ISSR-PCR маркерлерін қолдана Malus sieversii Жоңғар популяциясының  
генетикалық алуантүрлілігін бағалау

Тянь-Шань тауларының жемісті ормандары көптеген құнды дақылдардың жабайы 
туыстарының географиялық таралу аймағы ретінде анықталған, ал олардың арасында ерекше 
қызығушылық тудыратын Malus sieversii (Ledeb.) M. Roem – Сиверс алмасы. Генетикалық және 
фенотиптік белгілердің кең өзгергіштігіне ие M. sieversii түрінің табиғи популяциялары шамадан 
тыс антропогендік әсерге және мәдени сорттармен тозаңдануға соңғы кездері жиі ұшырауда. 
Генетикалық ресурстарды тиімді сақтау және дұрыс пайдалану үшін биологиялық алуантүрлілікті 
мұқият бақылау қажет екендігі белгілі. Жоңғар Алатауы Сиверс алма популяциясынан Алматының 
Бас ботаникалық бағына жерсіндірілген коллекциясының 13 сорт-клонының генетикалық алуан-
түрлілігі және Жоңғар Алатауының үш табиғи популяциясынан жиналған 31 нысаны ISSR-PCR 
микросаттелит аралық маркерлері мен iMEC бағдарламасы арқылы зерттелді. Зерттелген 
үлгілердің генетикалық байланысын бағалау үшін күтілетін гетерозиготалығы мен нысандардың 
орташа гетерозиготалығы есептелді. Негізгі өлшемдер ретінде ақпараттық полиморфизм мәні 
(PIC), маркердің айыру қабілеті (D), мультиплексті тиімді коэффициенті (E), MI маркер индексі 
және ажыратымдылық (R) iMEC көмегімен есептелді. Жұмыс барысында біз қарастырған 
шатқалдардан іріктелген M. sieversii нысаналары мен жерсіндірілген коллекция нысаналарының 
генетикалық әртүрлілігі анықталды. PCA талдауының нәтижесінде зерттелген сорт-клондар мен 
M. sieversii табиғи популяция нысандары бірегей бұлтты құрады, бұл осы популяциялар арасында 
генетикалық алмасу орын алатындығын көрсетеді.

Түйін сөздер: генетикалық алуантүрлілік, Сиверс алмасының сорт-клондары, iMEC 
бағдарламасы, ISSR-PCR, Malus sieversii, PCA талдау.

Введение

В связи с растущими требованиями к защи-
те окружающей среды и безопасности пищевых 
продуктов при производстве высококачествен-
ных яблок, на сегодняшний день современная 
селекция яблонь становится все чаще зависи-
мым от устойчивых генных ресурсов дикорасту-
щих видов рода Malus Mill. [1]. Плодовые леса 
Тянь-Шаня определены как географическая об-
ласть распространения диких сородичей многих 
ценных сельскохозяйственных культур, в числе 
которых особый интерес ученых представляет 
Malus sieversii (Ledeb.) M. Roem – яблоня Сивер-
са [2, 3]. Яблоня Сиверса считается эндемиком 
Центральной Азии [4, 5] и идентифицирован 
как главный прародитель культурной яблони – 
Malus x Domestica [6 –10] на основании значи-
тельного сходства морфологических признаков 
плодов и форм деревьев, а также генетических 
данных. 

Согласно флоре Казахстана и международной 
ботанической номенклатуре дикорастущий вид 
M. sieversii относится к роду Malus Mill. к семей-
ству Rosaceae отряда Rosales класса Magnoliopsida 
[11, 12]. Ареалом распространения M. sieversii яв-
ляются горные районы Казахстана,  Кыргызстана, 
Узбекистана, Западного Китая [4, 13, 14, 15]. В 
Казахстане природные популяции вида встреча-
ются в Заилийском, Джунгарском, Киргизском 
Алатау, в Каратау, в Таласском Алатау, самая 
северная точка ареала – Тарбагатай. Сплошные 
лесные массивы дикой яблони встречаются в ка-
захстанской части Джунгарского Алатау, где оп-
тимальные условия для их роста и плодоношения 
наблюдаются по северным склонам на высотах 
900-1500м, а по южным склонам 1200-1600м над 
уровнем моря. Все представители вида – деревья 
до 12-14 м в высоту, с серо-коричневым или тем-
но-серым стволом, имеют весьма разнообразные 
плоды по форме, окраске, вкусу и биохимическо-
му составу.  
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Природные популяции M. sieversii Казахста-
на, обладающие широким диапазоном генетиче-
ских и фенотипических вариаций признаков, все 
больше подвергаются антропогенному прессин-
гу и переопылению с культурными сортами. За 
последние десятилетия площадь распростране-
ния яблони Сиверса сократилась в Джунгарском 
Алатау – на 30 %, а в Заилийском Алатау на 70%. 

В настоящее время выделены генетические 
резерваты M. sieversii в естественных местах 
обитания, а также создан уникальный коллек-
ционный фонд дикой яблони Сиверса на терри-
тории Главного ботанического сада г. Алматы 
(ГБС). Для создания интродукционной коллек-
ции в качестве привоя по фенотипу были ото-
браны формы яблони Сиверса, ценные с практи-
ческой точки зрения из естественных популяций 
горных лесов Республики еще в прошлом столе-
тии и доведены до сортов-клонов методом оку-
лировки на подвой яблони Сиверса. По мнению 
А. Д. Джангалиева [16], в условиях риска сокра-
щения генетического разнообразия популяций 
M. sieversii важнейшими мерами их охраны явля-
ется восстановление естественной генетической 
структуры популяций, что предполагает опре-
деленность формовой принадлежности каждого 
саженца, используемого в лесовосстановлении. 
Известно, что для эффективного сохранения и 
рационального использования генетических ре-
сурсов, требуется тщательная оценка генетиче-
ской изменчивости, которой они обладают [16]. 

Изучение генетического разнообразия осно-
вывается на морфологических, биохимических 
и молекулярных маркерах [17]. Молекулярные 
маркеры имеют значительные преимущества 
по сравнению с другими методами исследова-
ния, так как они более надежны, информативны 
и достоверны, к тому же факторы окружающей 
среды не влияют на полученный результат по 
молекулярным методам анализа [18]. В насто-
ящее время особую актуальность приобретают 
исследования M. sieversii как в природных попу-
ляциях [13, 19-22], так и в искусственных цено-
зах [23, 24] с применением методов фрагмент-
ного анализа ДНК, основанных на полимеразной 
цепной реакции (ПЦР). Для выявления полимор-
физма ДНК широко используются межмикроса-
теллитные маркеры (ISSR, Inter-Simple Sequence 
Repeat). Маркеры ISSR представляют собой 
универсальную систему генетических маркеров 
для анализа наследуемых изменений на уровне 
ядерной ДНК и широко используются в исследо-
ваниях генетического полиморфизма популяций 
человека, растений и животных [17]. Метод до-

статочно хорошо воспроизводим и может быть 
применен для выявления внутривидовой и меж-
видовой изменчивости, идентификации видов, 
популяций, сортов, линий и иногда индивидов 
[25, 26]. 

В данной работе представлены результаты 
изучения внутривидового разнообразия и ге-
нетических характеристик форм M. Sieversii из 
природных ценопопуляций и интродуцирован-
ных в Главном ботаническом саду г. Алматы со-
ртов-клонов с использованием ISSR-маркеров.

Материалы и методы

Объектом для молекулярных исследований 
являлись 44 образца M. Sieversii. Листья для про-
веденного анализа были собраны из интродукци-
онной коллекции яблони Сиверса и трех ущелий 
Джунгарского Алатау (ущ. Пихтовая, ущ. Му-
шабай, ущ. Крутое). С помощью GPS навигатора 
отмечены координаты местоположения каждого 
дерева для последующих исследований. Собран-
ный материал был высушен в силикагеле.

Для выделения и очистки ДНК из раститель-
ного материала были использованы наборы ре-
агентов innuPREP Plant DNA kit (Аnalytikjena, 
Германия), следуя инструкции производителя. 
Рабочую ДНК хранили при +4… +8 °С, часть 
хранили в морозильной камере.

Концентрацию и качество полученной ДНК 
определяли с помощью прибора MaxLife person-
al gene analyzer H100 (Barnaul, Russia), согласно 
протоколу производителя. Для идентификации 
аллелей и генетической дифференциации были 
использованы межсателлитные ISSR-PCR марке-
ры. Амплификация проводилась на термоциклере 
Termocycler (Professional Biometra, Германия) по 
стандартной для ISSR-PCR метода программе: 
денатурация 94,0 °С в течении 01:30 мин., 35 ци-
клов в следующей повторности: 94,0 °С на 40 сек., 
45,0 °С на 45 сек., 72,0°С на 1 мин.; затем финаль-
ный цикл элонгации при 72,0 °С в течение 6 мин. 
Конечный объем смеси образца для ПЦР состав-
лял 30 мкл реакционной смеси, содержащей по 1 
мкл ДНК, 1 ед. Taq-полимеразы, 3 мкл стандарт-
ного 10х буфера [27], 2 мкл dNTPs, 1 мкл 10 пМ 
праймера, 22 мкл двойной disH2О.

Амплифицированные фрагменты ДНК про-
веряли с помощью электрофореза на 1,5 % ага-
розном, окрашенном бромистым этидием геле, 
визуализировали под UV лучами на аппарате 
Gel i X20 Imager (INTAS science imaging, Ger-
many) и документировали c помощью принтера 
Mitsubishi Р93D (Mitsubishi Elec. Corp., Japan). 
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Таблица 1 – ISSR праймеры и их статистические параметры

Прай-
мер

Последова-
тельность

5’ – 3’
ОКФ* КПФ*

По-
лимор-
физм

HЕ PIC EMR HAVP MI R

GR215 (CA)6 GT 22 21 95,5 % 0.45 0.39 7.61 0.00046 2.96 8.22
ISSR-1 (АС)8 T 14 13 95,5 % 0.48 0.37 5.79 0.00078 2.14 6.5
GR212 (CT)8 TG 12 10 83,3 % 0.47 0.38 4.72 0.0009 1.79 5.45
HB10 (GA)6 GG 19 15 78,9 % 0.42 0.4 13.1 0.00051 5.23 7.54
HB12 (CAC)3 GC 17 17 100 % 0.49 0.37 8.86 0.00066 3.28 8.91

UBC 828 (TG)7 TA 15 14 95,5 % 0.44 0.39 5.06 0.00067 1.97 7.41
MAO (CTC)4 RC 25 23 92 % 0.48 0.38 8.86 0.00049 3.36 9.72

UBC 809 (AG)8 G 10 6 60 % 0.49 0.37 4.86 0.00114 1.76 3.73
Всего 134 119

Средний уровень полиморфизма 87,6 %

ОКФ* – общее количество фрагментов, КПФ* – количество полиморфных фрагментов

В ходе анализа составляли матрицу для об-
работки полученных электрофоретических 
спектров в программе Microsoft Excel на основе 
присутствия (1) или отсутствия (0) ампликонов 
одинаковой длины путем прикладывания линей-
ки для каждого образца на фотографии электро-
форезного геля. Были рассмотрены только чет-
кие ISSR фрагменты с хорошей повторяемостью 
от 500 до 3500 б. п. длиной.

Матрицу проанализировали с помощью про-
граммы R ver. 3.2.2 (R Development Core Team 
2008) на основе которого был проведен PCA-
анализ (PCA- Principal component analysis). 

На основании частот фрагментов ДНК 
также были вычислены основные показатели 
уровня генетического разнообразия образцов 
дикой яблони из Джунгарского Алатау с 
использованием программы iMEC (Online 
Marker Efficiency Calculator) (А. Amiryousefi et 
al., 2018). В качестве основных мер iMEC рас-
считывает индекс гетерозиготности (He); вели-
чину информационного полиморфизма (PIC); 
различающую способность (D), эффективное 
мультиплексное отношение (E), маркерный ин-
декс MI, среднее арифметическое значение ге-
терозиготности (Havp) и разрешающую способ-
ность (R).

Результаты и обсуждение

Для подбора праймеров проводили экспери-
ментальную амплификацию с использованием 
пяти образцов яблони Сиверса. Из 15 проте-

стированных маркеров 8 продемонстрировали 
высокий полиморфизм. В нашем исследовании 
ряд таких праймеров как 818, X10, M27, AGC6G, 
CA8R почти не амплифицировали полиморфных 
фрагментов (рис.1).

В результате использования наиболее эф фек-
тивных 8 ISSR-PCR маркеров (табл. 1) на 44 образ-
цах было идентифицировано 124 полиморфных 
ISSR фрагментов из 134 проанализированных 
ампликонов. В зависимости от праймера выяв-
лено от 10 до 25 амплифицированных фрагмен-
тов ДНК (бэндов), размеры фрагментов варьиро-
вали от 500 до 3500 п.н. Праймер МАО оказался 
наиболее полиморфным. Минимальное коли-
чество фрагментов отмечено с использованием 
праймера UBC809, как и наименьшее число по-
лиморфных локусов (60%). Наибольшее число 
полиморфных локусов у анализированных об-
разцов выявлено с праймерами UBC828, HB12, 
GR215, составивших 95,5     -100 % полиморфизма. 
В среднем уровень полиморфизма ISSR локусов, 
выявленный с помощью 8 праймеров, составил 
87,6%. (табл. 3). ISSR-маркирование сортов-
клонов выявило 115 фрагментов, их которых 91 
были полиморфными (Р = 0,791). Анализ элек-
трофореграммы природной популяции яблони 
Сиверса показало 131 выявленных фрагментов 
ДНК, из которых 121 были полиморфными (Р = 
0,923). 

Одним из основных параметров, определяю-
щих меру информативности маркеров, является 
величина информационного полиморфизма (PIC). 
Значение PIC определяется способностью марке-
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ра устанавливать полиморфизм в популяции в за-
висимости от количества обнаруженных аллелей 
и частоты их распределения [28]. Из чего следует, 
что значение PIC выявляет дискриминационную 

способность маркера, которая равнозначна разно-
образию гена. Для доминантных маркеров, таких 
как межмикросаттелитные ISSR маркеры, значе-
ние PIC изменяется от 0 до 0,5. 

Рисунок 1 – Детекция амплифицированных фрагментов 
при тестировании ISSR маркеров 

(818, 828, ISSR1, M27, GR212, X10)

Рисунок 2 – Детекция амплифицированных  
фрагментов с помощью маркера HB12

В нашем исследовании значение PIC варьи-
ровало от 0.37 до 0.4 и в среднем составило 0.38. 
Наибольшее значение индекса выявлено для 
маркера HB10.

Также для 8 протестированных ISSR-PCR 
маркеров с помощью программы iMEC были 
подсчитаны значения эффективного мульти-
плексного отношения E (Effective multiplex ratio), 
маркерный индекс MI (Marker index). Параметры 
EMR и MI широко используются в многочислен-
ных исследованиях с целью выявления инфор-
мативного потенциала молекулярных маркеров 
[29]. Получены данные среднего арифметиче-
ского значения гетерозиготности HAVR (Mean 
heterozygosity), разрешающая способность R 
(Resolving power), а также индекс гетерозигот-
ности HE (Expected heterozygosity), где ожида-
емая гетерозиготность определялась согласно 
формуле H = 1 – Σ pi

2 (Pi – частота встречаемости 
аллелей). Ожидаемую гетерозиготность обычно 
определяют, когда описывают генетическое раз-
нообразие, поскольку она менее чувствительна к 
размеру выборки, чем наблюдаемая гетерозигот-
ность [30].

Для оценки генетических взаимоотношений 
между изученными образцами были вычисле-
ны показатели ожидаемой гетерозиготности и 
средняя гетерозиготность образцов. В данном 
исследовании максимальные значения HE и HAVR 
составили 0.49 и 0.00113 соответственно, выяв-

ленные праймером UBC 809. В соответствии с 
данными можно заключить, что изученные по-
пуляции инбредные и между выбранными об-
разцами идет переопыление.

Показатели MI (Marker index) и E (Effective 
multiplex ratio) результатов нашего исследова-
ния варьировали от 1.76 до 5.23 и от 4.72 до 13.1, 
в среднем составили 2.81 и 7.35 соответственно. 
Максимальные значения индекса MI и EMR вы-
явлены праймером HB 10, что показывает его 
информативность; минимальные значения – 
праймерами UBC 809 и GR 212 соответственно.

Для всех проанализированных ампликонов 
разрешающая способность R составляла 3.7–
9.7, в среднем – 7.17. Наименьшее значение R 
установлено праймером UBC 809, наибольшее 
– MAO. Маркерные системы являются молеку-
лярно-генетическим инструментом, способным 
устанавливать различия между множеством ге-
нотипов. R применяется для оценки дискрими-
национной способности молекулярных систем 
для большинства видов растений. В настоящей 
работе установлена корреляционная связь R с 
числом амплифицированных и полиморфных 
фрагментов.

На основе параметров, определяющих меру 
информативности маркеров, полученные ре-
зультаты указывают на высокий молекулярно-
генетический полиморфизм изученных образцов 
и подтверждают перспективность использова-
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ния ISSR-PCR маркеров для установления гене-
тических различий внутри вида. Использование 
ISSR-PCR маркеров отечественных исследова-
телей [31] для изучения генетического разноо-

бразия образцов листьев яблони Сиверса также 
показали хороший результат и подтвердили эф-
фективность применения межмикросаттелит-
ных маркеров. 

Рисунок 3 – Распределение изученных образцов с помощью анализа главных координат (PCA)

Анализ главных координат (PCA – Princi-
pal component analysis) для 44 образцов яблони 
Сиверса на основе ISSR матрицы показал, что 
2 образца, произрастающие близко к проезжей 
части в популяции «Крутое» Джунгарского Ала-
тау отделились от общего облака (Ms34 и Ms42), 
все остальные изученные образцы образуют бо-
лее-менее неразорванное облако, в котором все 
сорто-клоны группируются вместе. Согласно 
PCA анализу образцы из природных популяций 
частично перемешаны, что указывает на генети-
ческий обмен между этими популяциями (Рис. 
3). Аналогичные результаты были получены 
Омашевой и др. при использовании SSR марке-
ров [32], что подтверждает вероятную гибриди-
зацию в природных популяциях дикой яблони с 
культурными сортами в зависимости от высоты 
расположения данной популяции.

Заключение

В результате изучения генетического раз-
нообразия интродуцированных сортов-клонов 

и природных форм яблони Сиверса Джунгар-
ской популяции с использованием молекуляр-
ных маркеров выявлено, что изученные образцы 
отличаются широким диапазоном вариабель-
ности как in situ, так и ex situ, что объясняется 
их биолого-экологическими особенностями. 
В результате использования 8 ISSR-PCR мар-
керов выявлен высокий уровень молекулярно-
генетического полиморфизма внутри вида M. 
sieversii, констатирующий об информативности 
использованных маркеров в данном исследова-
нии. Значение PIC, идентифицирующее дискри-
минационную способность маркера и эквива-
лентное разнообразию гена варьировало от 0.37 
до 0.4 и в среднем составило 0.38. Наибольшее 
значение индекса выявлено для маркера HB10. 
Установлена корреляционная связь разрешаю-
щей способности маркера (R – resolving power) 
с числом амплифицированных и полиморфных 
фрагментов.  

Дендрограмма, построенная с помощью PCA 
анализа показала, что все изученные сорто-кло-
ны M. sieversii имеют генотип, аналогичный 
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формам из природных популяций Джунгарского 
Алатау, свидетельствующий об общем их гео-
графическом происхождении, но также выявле-

но неравномерное генетическое распределение 
изученных образцов, указывающее на искус-
ственную конструкцию генотипа сорто-клонов. 
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