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Целü. Изучить генетическое разнообразие коллекöии амаранта. Методы. Использо-
ван ISSR-анализ. Резулüтаты. Выявлен высокий полиморфизм (81,9%) коллекöии 
амаранта. Детектировано 84 фрагмента ДНК, среди них 12 были мономорфные и 6 – 
уникальные. Рассчитаны генетические дистанöии Nei и Li, значения которых варьиро-
вали в  диапазоне от 0,00181 до 0,011312. Проведен кластерный анализ, по резуль-
татам которого образöы амаранта были распределены в 3 кластера в соответствии с 
видовой принадлежностью. Выводы. Óстановлен высокий уровень генетической из-
менчивости изучаемого растительного материала. Подтверждена монофилетическая 
гипотеза происхождения зерновых видов амаранта, отмечена их незначительная фи-
логенетическая дивергенöия. Идентифиöированы уникальные локусы, которые могут 
быть использованы как генетические маркеры определенных образöов амаранта.
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Вâåдåíèå. â последние десятилетия вниìание ученых привлекает ìалорас-
пространенная в агропроìышленноì коìплексе культура аìарант 

(Amaranthus L.). Благодаря уникальноìу хиìическоìу составу листьев, сеìян 
и получаеìого из них ìасла некоторые виды рода Amaranthus нашли широкое 
приìенение в пищевой, фарìацевтической, косìетической проìышленности, 
а также в корìопроизводстве [1–4]. â связи с этиì возникает необходиìость 
создания сортов по вышеперечисленныì направленияì  использования. îд-
нако селекционный процесс аìаранта осложняется сìешанной систеìой 
опыления [5], а также скрытой изìенчивостью его геноìа [6]. Поэтоìу для 
данной культуры важныì является приìенение ìетодов, позволяющих иден-
тифицировать растительный ìатериал, контролировать генетическую изìен-
чивость, изучать генетическую структуру и филогенетические взаиìоотноше-
ния ìежду видаìи рода Amaranthus.

ðешить поставленные проблеìы ìожно, используя различные äÍê-
ìаркеры, основанные на Пöð (RAPD, SSR, ISSR, AFLP и другие) [7, 8]. 
èнтересныì в данноì аспекте представляется ISSR-анализ (Inter-simple-
sequence-repeats), полилокусная систеìа, для которой характерны 
доìинантный тип наследования, относительно высокая точность и воспроиз-
водиìость результатов в сравнении с RAPD, а также ìеньшая себестоиìость 
по сравнению с SSR-ìаркераìи [9]. ãеноìы растений, как правило, насыщены 
ìикросателлитныìи повтораìи, что делает ISSR- ìетод удобныì для генети-
ческого анализа и ìаркирования генов в селекционных и эволюционных иссле-
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дованиях, а возìожность анализировать 
сразу несколько локусов довольно выгодна 
при изучении генетической структуры по-
пуляций.

Íа сегодня известен ряд приìеров 
успешного приìенения данной äÍê-
технологии в разных селекционно-генети-
ческих програììах аìаранта. òак, Xu F. и 
Sun M. [10]  использовали ìетод ISSR в 
коìплексе с анализоì AFLP-ìаркеров и 
ITS-ìотивов внутренней транскрибируе-
ìой области 5,8S рäÍê для уточнения так-
соноìии в пределах группы зерновых аìа-
рантов (A. hybridus L., A. caudatus L., A. 
cruentus L., A. hypochondriacus L.), а так-
же для определения филогенетических 
взаиìоотношений ìежду зерновыìи ви-
даìи аìаранта и их предполагаеìыìи 
предкаìи. Ray T. и  Roy S.C. [11], ссылаясь 
на результаты RAPD и ISSR-анализа, 
отìечают генетическую близость 
 сеìейств Amaranthaceae и Chenopo-
diaceae. â работе [12] ìетод ISSR приìе-
нен для оценки генетической изìенчивос-
ти популяций аìаранта. àвтор этой статьи 
подчёркивает высокий уровень внутриви-
дового полиìорфизìа зерновых видов 
культуры. Labajova M. et al. [13] успешно 
приìенили ISSR-технологию для оценки 
генетической изìенчивости ìутантных 
линий аìаранта.

îднако следует отìетить, что пробле-
ìа приìенения ISSR-ìаркеров в 
различных селекционно-генетических 
програììах аìаранта на сегодня разра-
ботана недостаточно. Íеизученныìи в 
данноì аспекте остаются сорта аìаранта 
украинской селекции. îткрытыì остается 
вопрос таксоноìии и филогенетических 
взаиìоотношений различных видов рода  
Amaranthus L. в силу противоречивости 
данных, полученных с приìенениеì 
различных äÍê-ìаркеров и на основе ана-
лиза ìорфологических признаков куль-
туры [5, 6, 10–12, 14–16]. òакиì образоì, 
данная работа представляет интерес для 

дополнения знаний по генетике, филоге-
нетике и систеìатике аìаранта, а также 
для ускорения и облегчения селекционно-
го процесса культуры.

öелью работы явилось изучение гене-
тического разнообразия коллекции аìа-
ранта посредствоì ISSR-анализа, опре-
деление генетических дистанций и оценка 
генетических взаиìоотношений ìежду 
представителяìи 5 видов аìаранта.

Ìàòåðèàëы è мåòоды
â работе использовали коллекцию 

аìаранта, включающую 18 образцов раз-
ного эколого-географического происхож-
дения, отнесенные к зерновыì видаì (A. 
caudatus L., A. cruentus L., A. hybridus L., 
A. hypochondriacus L., A. mantegazzianus 
Passerini.) (табл. 1). îбразцы 00038, 
00039, 00050, 00079, 00087, 00097, 
00110, Багряный и êарìен предоставлены 
óстиìовской опытной станцией èнститута 
растениеводства иìени â.Я. Юрьева. ñор-
та ëера, ñтуденческий, õарьковский-1, 
ðоганский, âогняна кулька, óльтра 
созданы на кафедре генетики, селекции и 
сеìеноводства õÍàó иìени â.â. äокучае-
ва. êоллекционные ноìера ê-61, ê-146 и 
ê-22 получены из âсероссийского инсти-
тута растениеводства иìени Í.è. âавило-
ва. âсе эти образцы аìаранта различают-
ся не только по хозяйственно-ценныì при-
знакаì (ìасса 1000 сеìян, длительность 
вегетационного периода, высота расте-
ний, содержание ìасла в сеìенах и др.), 
но и характеризуются разныìи градация-
ìи ìорфологических признаков (окраска 
сеìян, форìа и окраска соцветия, а также 
листьев и др.). èспользованная в настоя-
щеì исследовании коллекция вовлечена в 
селекционный процесс по созданию 
адаптивных и высокоурожайных сортов 
аìаранта.

âыделение äÍê проводили ñòàâ ìето-
доì [9] из сìеси 10 зрелых сеìян аìаран-
та каждого образца. Полученную äÍê про-
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веряли в 1% агарозноì геле в присутствии 
броìистого этидия. êонцентрацию äÍê 
определяли при поìощи  спектрофотоìе-
тра Shimadzu UVmini1240 при длине 
волны 260 нì.

àìплификицию проводили с использо-
ваниеì наборов для Пöð GenePakTM PCR 
Core (производство îîî «ëаборатория 
èзоãен») с добавлениеì 20 нг геноìной 
äÍê, 0,2 ìкì соответствующего прайìе-
ра. îбъеì реакционной сìеси доводили 
до 20 ìкл растворителеì, содержащиìся 
в наборе для Пöð. â работе было исполь-
зовано 7 прайìеров к ìежìикроса-
теллитныì последовательностяì äÍê 
(табл. 2).

àìплификацию проводили на терìо-
циклере òП4-Пöð-01-«òерцик» при следу-
ющих  условиях: 1 цикл – денатурация при 
94 оñ – 5 ìин; 40 циклов: 94 оñ – 30 с, от-
жиг – 52 оñ – 45 с, элонгация – 72 оñ – 
2 ìин; 1 цикл – финальная элонгация, 
72 оñ – 7 ìин.  ðазделение продуктов аìп-
лификации проводили ìетодоì горизон-

тального электрофореза в 2% агарозноì 
геле в присутствии броìистого этидия. 
â качестве электродного и буфера геля ис-
пользовали òрис-åäòà-боратную буфер-
ную систеìу – 0,09 ì òрис, 0,09 ì Í3âî3, 
0,0031 ì åäòà (рÍ 8,3). âизуализацию 
спектров осуществляли при поìощи 
транс иллюìинатора òñð-20 ìñ с после-
дующиì фотографированиеì гелей. êак 
ìаркеры для определения разìеров 
аìплифицированных фрагìентов исполь-
зовали 1 kb DNA leader и pUC19/Msp 1.

âычисление разìера продуктов аìп-
лификации проводили при использовании 
деìоверсии  програììного пакета 
«TotalLab TL120».

По результатаì анализа были 
составлены бинарные ìатрицы по каждо-
ìу прайìеру, в которых отìечалось «при-
сутствие» (+) или «отсутствие» (–) аìпли-
конов с одинаковой ìолекулярной ìассой 
на электрофореграììе. êаждый ISSR-
фрагìент приниìали за отдельный гене-
тический локус. óровень полиìорфизìа 

Òàбëèцà 1. õарактеристика коллекции аìаранта по происхождению

№ п/п № каталога Вид Сорт Страна происхождения
1 K-61 A. hypochondriacus L. – США
2 00110 A. hybridus L. –
3 00038 A. hybridus L. –
4 K-146 A. caudatus L. – Германия
5 00039 A. hybridus L. –
6 00050 A. hypochondriakus L. –
7 USD00001 A. cruentus L. Багряный Россия
8 00087 A. caudatus L. –
9 К-22 A. hypochondriacus L. – Индия
10 00079 A. hybridus L. –
11 00097 A. hybridus L. –
12 00005 A. cruentus L. Кармен Украина
13 – A. hypochondriacus L. Студенческий
14 – A. mantegazzianus Р. Вогняна кулька
15 – A. hybridus L. Ультра
16 – A. caudatus L. Роганский
17 – A. hypochondriacus L. Лера
18 – A. hypochondriacus L. Харьковский-1
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по каждоìу прайìеру определяли как 
часть полиìорфных локусов от их общего 
количества на прайìер, выраженную в 
процентах. àнализ генетического разно-
образия проводили посредствоì 
вычисления генетических дистанций по 
Nei и Li [17]. êластеризацию и построение 
дендрограììы, деìонстрирующей фило-
генетические отношения ìежду 
изученныìи образцаìи аìаранта, прово-
дили ìетодоì «бëèжàйшèх ñоñåдåй» 
(Neighbor-joining, NJ)  при поìощи пакета 
програìì Phylip-3.69. äостоверность по-
лученного дерева филогенетических вза-
иìоотношений проверяли с поìощью 
bootstrap-анализа в 1000-кратной по-
вторности с использованиеì програììы 
Phylip-3.69.

Рåзуëüòàòы è обñуждåíèå
Íаìи проведена оценка генетического 

разнообразия коллекции аìаранта. ISSR-
анализ позволил установить высокий уро-
вень полиìорфизìа изучаеìых образцов 
(в среднеì 81,9%). ñходное значение 
данного показателя (~ 85%) наìи отìече-
но ранее, при оценке генетической изìен-
чивости 5 видов аìаранта с использовани-
еì RAPD-ìаркеров [18]. ìаксиìальный 

полиìорфизì выявлен при использова-
нии прайìера ISSR 2 (94,1%), ìини-
ìальный – при использовании прайìеров 
ISSR 810 и ISSR 826 (66,7%) (табл. 2). 

êоличество аìплифицированных локу-
сов с использованиеì разных прайìеров 
варьировало от 3 (ISSR 810) до 21 (ISSR 
842). â целоì идентифицировано 84 локу-
са, 72 из которых полиìорфные. ðазìер 
аìпликонов для разных прайìеров варьи-
ровал в пределах ~298–3544 п.н. äля 
некоторых образцов аìаранта обнаруже-
ны уникальные, присущие только иì, 
фраг ìенты (табл. 2). äанные ISSR-локусы 
ìогут служить ìаркераìи конкретного об-
разца и представляют интерес для даль-
нейшей генетико-селекционной работы 
по созданию новых сортов аìаранта. 

При аìплификации каждого из 7 прай-
ìеров с геноìной äÍê аìаранта иденти-
фицировано от 1 до 3 ìоноìорфных локу-
сов, присущих всеì образцаì исследуе-
ìой коллекции. Íа рис. 1 представлен 
приìер аìплификации äÍê коллекцион-
ных образцов аìаранта с прайìероì  
ISSR 825.

òак, с приìенениеì прайìера ISSR 2 
детектирован ìоноìорфный фрагìент 
разìероì ~394 п.н., прйìера ISSR 3 – 

Òàбëèцà 2. ìолекулярно-генетический полиìорфизì коллекции аìаранта, выявленный при ISSR-
анализе

Локус

Нуклеотид-
ная после-
дователь-

ность
5’ – 3’

Коли-
чество 
выяв-

ленных 
локу-

сов, шт

Уровень 
поли-

морфиз-
ма,%

Размер 
ампликонов, 
min-max, п.н.

Уникальные фрагменты ДНК, 

образец
размер 

ампликонов, 
п.н.

iSSR 2 (CA)8AG 17 94,1 298 – 2783 00039 414
ISSR 3 (CA)8GG 11 90,9 367 – 1647 – –
ISSR 810 (GA)8T 3 66,7 483 – 1204 Кармен 1204
ISSR 825 (AC)8T 13 84,6 366 – 3544 00039 1285; 585
ISSR 826 (AC)8C 9 66,7 380 – 1387 Вогняна кулька 1317
ISSR 834 (AG)8CTT 10 80,0 301 – 1277 – –
ISSR 842 (GA)8CTG 21 90,5 310 – 1635 К-146 997
Среднее значение 81,9
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Рèñ. 1. Электрофореграììа ISSR-паттернов коллекции аìаранта, полученная при использовании прайìера 
ISSR 825. ñтрелкаìи указаны ìоноìорфные локусы, цифраìи – их длина (пар нуклеотидов). ðаìкаìи обведены 
уникальные äÍê-фрагìенты 1285 и 585 п.н., соответственно. ì – ìаркер ìолекулярной ìассы 1 kb DNA leader. 
Cлева направо спектры образцов 1 – ðоганский, 2 – 00087, 3 – ê-146, 4 – âогняна кулька, 5 – ëера, 6 – ñтуденчес-
кий, 7 – õарьковский-1, 8 – ê-61, 9 – 00050, 10 – Багряный, 11 – êарìен, 12 – ê-22, 13 – óльтра, 14 – 00038, 15 – 
00039, 16 – 00079, 17 – 00097, 18 – 00110

~578 п.н.; для ISSR 810 – ~563 п.н.; для 
ISSR 825 – аìпликоны разìероì ~466 п.н. 
и 3544 п.н.; с использованиеì ISSR 826 – 
~380, 808 и 1067 п.н.; для ISSR 834 – ~ 636 
и 712 п.н., и для ISSR 842 – ~616 и 1297 
п.н. óказанные локусы ìогут использо-
ваться как родовые ìаркеры Amaran thus 
L., при условии, что их ìоноìорфность бу-
дет подтверждена и у других видов аìа-
ранта, не вовлеченных в настоящее иссле-
дование.

äля оценки генетической дивергенции 
коллекции аìаранта по результатаì ISSR-
анализа были рассчитаны генетические 
дистанции Nei и Li, абсолютные значения 
которых  варьировали от 0,00181 ìежду 
образцаìи вида A. hypochondriacus L. 
ê-61 и õарьковский-1 до 0,011312 ìежду 
ê-146 (A. caudatus L.) и 00039 (A. hybridus 
L.). Полученные результаты свидетель-
ствуют о незначительной филогенетичес-
кой дивергенции изучаеìых образцов 
аìаранта, несìотря на разную видовую 
принадлежность и эколого-географи-
ческое происхождение.

â результате кластерного анализа с ис-
пользованиеì ìетода присоединения 
ближайших соседей коллекционные 
образцы были распределены в 3 группы в 
соответствии с видовой принадлежностью 
(рис. 2). 

Рèñ. 2. äендрограììа филогенетических взаиìоот-
ношений изучаеìых образцов аìаранта по результа-
таì ISSR-анализа

â первый кластер вошли все образцы 
вида A. hybridus L. (óльтра, 00038, 00039, 
00079, 00097, 00110). При этоì популя-
ции 00079 и 00097, а также 00039 и сорт 
óльтра на топологии дерева в пределах 
данной группы образуют общие узлы 
(рис. 2). Первая пара образцов интроду-
цирована из èндии, что, вероятно, ìожет 
объяснить их расположение на одной вет-
ви дендрограììы. âторая пара образцов 
иìеет разное происхождение (табл. 1), 
однако они характеризуются сходствоì по 
некоторыì признакаì: раннеспелость, 
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низкорослость, длинная ìетелка аìаран-
тового типа средней густоты, зеленая 
окраска листьев и стеблей (в то вреìя, как 
остальные образцы в этоì кластере харак-
теризуются красной окраской растений).

âторой кластер образован преиìуще-
ственно образцаìи вида A. hypo-
chondriacus L. (рис. 2). ñорта украинской 
селекции ëера, ñтуденческий, õарьков-
ский-1 и популяция   ê-61 (ñШà) на ден-
дрограììе образуют общий узел. ãенети-
ческая близость данных образцов ìожет 
объясняться теì, что все они берут начало 
от форì, интродуцированных с аìерикан-
ского континента [1, 19, 20]. Популяции 
ê-22 и 00050 иìеют разное  географичес-
кое происхождение (табл. 1) и на филоге-
нетическоì дереве в пределах второго 
кластера расположены на отдельных вет-
вях.

êластер 3 включает образцы 00087, 
ê-146, сорт ðоганский (A. caudatus L.) и 
сорт âогняна кулька (A. mantegazzianus 
Рasser.) (рис. 2). îбразцы ðоганский и 
ê-146 иìеют сходную ìорфологию 
(длинные, сильно наклоненные густые ìе-
телки, зеленые листья и стебли, 
прозрачные сеìена) и на топологии дере-
ва находятся на одной ветви. ðасположе-
ние в данноì кластере образца âогняна 
кулька свидетельствует о генетической 
близости  видов A. caudatus L. и A. man-
tegazzianus ðasser. äанный факт отìечал-
ся наìи ранее при использовании RAPD-
ìаркеров [18] и подтверждает ìнение 
некоторых авторов [1] о тоì, что указанные 
форìы являются не отдельныìи видаìи, а 
разновидностяìи одного и того же вида 
аìаранта – A. caudatus L. Популяция 
00087 (ðоссия) в кластере 3 расположена 
на отдельной ветви, что указывает на ее 
генетическую обособленность по отноше-
нию к другиì образцаì в пределах данной 
группы.

ñорта Багряный (ðоссия) и êарìен 
(óкраина), принадлежащие виду A. cru-

entus L., вошли в разные кластеры – 1 и 2, 
соответственно (рис. 2). òакое их распре-
деление ìожет свидетельствовать в поль-
зу ìонофилетической гипотезы происхож-
дения зерновых видов аìаранта, предло-
женной Sauer J.D. [21]. ñогласно этой 
теории вид A. hybridus L. является праро-
дителеì зерновых видов аìаранта, A. 
cruentus L. – продукт первичной доìести-
кации от A. hybridus L. в öентральной àìе-
рике. Появление видов A. caudatus L. и A. 
hypochondriacus L. автор связывает с 
ìногократныì переопылениеì, соответ-
ственно, A. cruentus и  A. quitensis на 
юге, A. cruentus и A. powellii на севере ñе-
верно-àìериканского континента. èсходя 
из теории Sauer J.D., вид A. cruentus L. яв-
ляется некиì переходныì звеноì 
эволюции зерновых видов аìаранта, что 
отображено в полученноì наìи филогене-
тическоì дереве.

Выâоды
òакиì образоì, ISSR-анализ позволил 

наì выявить высокий уровень полиìор-
физìа изучаеìого растительного ìатери-
ала. Получено подтверждение ìонофиле-
тической гипотезы происхождения 
зерновых видов аìаранта, установлена 
незначительная филогенетическая дивер-
генция изучаеìых видов. äетектированы 
уникальные и ìоноìорфные ISSR-локусы, 
которые ìогут быть использованы как ге-
нетические ìаркеры определенных об-
разцов аìаранта, а также в целоì рода 
Amaranthus L. Это особенно важно при 
идентификации растительного ìатериала 
и контроле генетической изìенчивости 
растений. ISSR-ìаркеры оказались 
эффективной и инфорìативной техноло-
гией для оценки генетического разно-
образия и выявления скрытой изìенчи-
вости популяций аìаранта. Полученные 
наìи результаты позволяют дополнить ин-
форìацию по частной генетике данной 
культуры.
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Ìåòà. âивчити генетичне р³зноìан³ття колекц³ї 
аìаранту. Ìåòодè. Застосований ISSR-анал³з. 
Рåзуëüòàòè. âиявлений високий пол³ìорф³зì 
(81,9%) колекц³ї аìаранту. äетектовано 84 
фрагìенти äÍê, серед них 12 були ìоноìорф-
н³ ³ 6 – ун³кальн³. ðозрахован³ генетичн³ дистан-
ц³ї Ney ³ Li, значення яких вар³ювали в д³апазо-
н³ в³д 0,00181 до 0,011312. Проведений клас-
терний анал³з, за результатаìи якого зразки 
аìаранту були розпод³лен³ у три кластери в³д-
пов³дно до видової приналежност³. Вèñíоâкè. 
âстановлено високий р³вень генетичної ì³нли-
вост³ рослинного ìатер³алу, що вивчався. П³д-
тверджено ìоноф³летичну г³потезу походження 
зернових вид³в аìаранту, в³дзначено їх незна-
чну ф³логенетичну дивергенц³ю. Ідентиф³кова-
но ун³кальн³ локуси, як³ ìожуть бути використан³ 
як генетичн³ ìаркери певних зразк³в аìаранту.

Кëючоâ³ ñëоâà: аìарант, ISSR, пол³ìорф³зì, 
ф³логенетична дивергенц³я.

ISSR ANALYSIS OF AMARANTH (AMARAN-
THUS L) COLLECTION SAMPLES

S.V. Lymanska
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Aim. The aim was to study the genetic diversity 
of amaranth collection Methods. It was used 
ISSR analysis. Results. Amaranth collection 
displayed high polymorphism (81.9%). There 
were detected 84 fragments among which 12 
were polymorphic and 6 unique. There was 
carried out cluster analysis by the results of 
which amaranth samples were distributed in 3 
classes in accord with their species belongings.
Conclusions. It was ascertained high level of 
genetic variation for plant material involved. 
Monophyletic hypothesis of origin for corny 
amaranth species was confirmed to record their 
insignificant phylogenetic divergence. Unique 
loci were identified which may be used as genetic 
markers for particular amaranth samples.

Key words: amaranth, ISSR, polymorphism, 
phylogenetic divergention.


