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Впервые исследованы растения Diospyros lotus L. произрастающие в семи 
географически удалённых ценопопопуляциях на территории Западного Кав-
каза. Для выявления генетической структуры D. lotus использованы SSR- и 
ISSR-маркеры. Всего апробировано 19 микросателлитных (SSR) и 10 (ISSR) 
маркеров. Установлено, что из 19 SSR-маркеров только три (ssrdk14, ssrdk26, 
ssrdk30) выявили явный полиморфизм в популяциях хурмы кавказской. Из 
10 ISSR маркеров пять (ISSR815, ISSR880, ISSR13, ISSR814.1, ISSR15) по-
казали высокую эффективность. Анализ структуры популяций показал три 
генетических кластера, из которых популяции из пос. Шхафит и г. Гагры об-
разовали два отдельных кластера, а все остальные популяции – смешанный 
кластер. Установлен низкий уровень генетического разнообразия с незначи-
тельным количеством генетических примесей. Это позволяет предположить, 
что D. lotus была интродуцирована на Западный Кавказ из единого источника 
зародышевой плазмы. Полученные результаты являются важной основой для 
реализации природоохранных мер.
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Род хурмы Diospyros L. (Ebenaceae) насчитывает более 400 вечно-
зелёных и лиственных пород деревьев, распространённых по всему 
миру [36]. К Роду Diospyros L. относится дикий вид, хурма кавказская 
(Diospyros lotus L.), произрастающая на Кавказе, Балканах, Китае и 
Японии [1, 17]. Этот вид хурмы используется как подвой для хурмы 
восточной (Diospyros kaki L. f) [1, 28]. Другой дикий вид хурма вир-
гинская (D. virginiana L. ) произрастает в США и часто используется в 
скрещивании с D. kaki в селекционных программах, направленных на 
холодоустойчивость [2–5, 15,16, 34, 37]. 

Одним из способов мобилизации новых доноров хозяйственно-цен-
ных признаков в селекции хурмы является отбор перспективных форм 
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из природных ценопопуляций вида. Приграничные районы произрас-
тания диких видов хурмы могут быть источником генетического раз-
нообразия, используемого для повышения адаптивности, например, 
зимостойкости культуры. В связи с этим необходимо расширить ис-
следования по изучению генетического потенциала хурмы кавказской 
в природных ценопопуляциях для поиска ценных форм. 

За рубежом активно ведутся исследования генетического разно-
образия диких видов и сортов хурмы с помощью молекулярно-биоло-
гических методов. Многими авторами разработаны молекулярные мар-
керы для эффективной характеристики зародышевой плазмы на основе 
RAPD [26], SSR [16, 20, 23, 24, 31.], ITS [38], SRAP [18, 14], IRAP [9], 
SCoT [35] хлоропластных и митохондриальных маркеров [13]. Среди 
различных типов маркеров кодоминантные ядерные микросателлит-
ные маркеры (SSR) имеют желаемые преимущества для оценки гене-
тических особенностей видов и уровня популяции, такие как локус-
специфичность, высокая воспроизводимость, высокий полиморфизм 
и техническая простота [19, 33]. Однако, как известно из литературы, 
генетическое разнообразие может быть недооценено из-за гомоплазии 
[7, 30]. Поэтому комбинация нескольких типов маркеров может быть 
более полезна для лучшего понимания филогенетических отношений у 
растений. ISSR – еще один эффективный тип маркеров, который являет-
ся мультилокусным, воспроизводимым и высокополиморфным для ис-
следований генетического разнообразия [27]. ISSR-маркеры присутству-
ют в основном в некодирующих областях хромосом [6]. При этом для 
ISSR-маркеров наблюдается высокая воспроизводимость и специфич-
ность [32, 21]. Хотя ISSR являются домининантными молекулярными 
маркерами, некоторые информативные последовательности могут быть 
получены с использованием специфических праймеров ISSR, с якорями 
закрепления для локусов SSR. Таким образом, SSR и ISSR маркеры мо-
гут быть использованы для оценки генетического разнообразия ценопо-
пуляций Diospyros lotus, произрастающих на Западном Кавказе. 

Цель исследований: оценить генетическую структуру хурмы кав-
казской (D. lotus), произрастающую в различных ценопопуляциях на 
территории Западного Кавказа, с использованием SSR- и ISSR-маркеров. 

Объекты и методика исследований 
Исследования выполнены на базе лаборатории молекулярной и 

клеточной селекции отдела биотехнологии (ФГБУН ФИЦ СНЦ РАН, 
г. Сочи). Объектом исследования является дикий вид хурма кавказская 
(Diospyros lotus L.) (57 образцов), произрастающая в 7 географически 
отдалённых ценопопуляциях Западного Кавказа (от пос. Шхафит Лаза-
ревского района до пос. Гулрыпш в Республике Абхазия). 
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Таблица 1
SSR-маркеры, включенные 

в генетический анализ гермоплазмы хурмы D. lotus
SSR-

маркер Сиквенс праймера 5’-3’ Повтор Отжиг 
T,оС

Размер ам-
пликона, bp

SSR
dk01

F:CGGCATGAAGGAATAAGGAA
R: GCTCACATTCCAACCAATCA (AG)19 60 155–184

SSR
dk02

F: TTAATTTGGACACAAGTTCT
R: TCTCTTCAAGTCTTCTATCCT (GA)17 50 196–224

SSR
dk03

F:GGCTCTCGGTCAAATAGTAG
R: GGAGGTTAGAAATCCAGCTA (AG)16 59 158–198

SSR
dk04

F: CATTTGAAAGCAGTCGTCCA
R: GCGCCAAATCATTGCTATCT (GA)17 60 336–365

SSR
dk06

F: CGGCATGAAGGAATAAGGAA
R: GCTCACATTCCAACCAATCA (AG)19 60 158–187

SSR
dk09

F: ATGCCTCAAGCCTGTCATTT
R: GACATCCCTGTCATTTGAGGA (AG)13 59 137–190

SSR
dk10

F: CGACACTGATGGTTGATAAG
R: CAGCTTCACCTCCTAGAGAC (GA)15 59 193–224

SSR
dk14

F: GTGAAGGAACCCCATAGAA
R: CCATCATCAGGTAGGAGAGA (AG)16 55 155–178

SSR
dk15

F: AGAGAACAGAGAGGGAATAG
R: TTGGGATTAGTTGATTGTAG (GA)9 59 235–254

SSR
dk16

F: ACTACAACGGCGGTGAGAAC
R: GTCCTTCACTTCCCGCATT (GA)12 59 134–173

SSR
dk17

F: GGTGTTGGGATATTAATGCT
R: CTGCAGATTATAGGCACAAA (GA)19 59 138–168

SSR
dk25

F: GGGGTAATATGAATTGAATC
R: CTCAGAGAGGAGAAGAAATAG (CT)15 50 229–283

SSR
dk26

F: GGGAAATTAAGAGGGAAGAA
R: AGGAACTGGATCAGCATAAA (GA)15 55 152–202

SSR
dk28

F: CGAGCAAGTAGATGTTTATT
R: TCATGATGATTAAAGAGGAC (GA)16 50 176–199

SSR
dk29

F: ATCATGAGATCAGAGCCGTC
R: CACGTTAACGTTACGGAACA (CCTT)8 57 115–150

SSR
dk30

F: TGGTGATCGTGGTAGTGGTT
R: GGCCTAATCTCTGTCCATCC

(TG)9
(AG)17 59 137–275

SSR
dk32

F: TAGAGCGGGAAAGATCGAGA
R: TACTTGGCGAGCAGTTAGCA (GA)8 58 147–201

SSR
dk36

F: GGGAAGAACAAAGAGAACTG
R: ACGAAGTTGTAATCCTGAGC (GA)16 54 226–259

SSR
dk37

F: CAAAATGAAGCCCATAAGAC
R: GTGAAAGTGTGGTTGGATTT (CT)10 59 154–211
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Молодые листья каждого образца собирали в пробирки по 2 мл и 
сушили, используя силикагель, хранили при 4 оC до выделения ДНК. 
Высушенный листовой материал измельчали и извлекали ДНК по про-
токолу CTAB [10]. Качество ДНК проверяли с помощью агарозного 
геля электрофорезом и спектрофотометрически, все образцы разбавля-
ли до 20 нг/мкл и хранили при − 20 оC. 19 пар SSR-праймеров, раннее 
разработанных для Diospyros L. [23, 31] (табл. 1) и 10 ISSR-праймеров, 
разработанных для других видов растений [22, 29] (табл. 2) были про-
тестированы в наших исследованиях. Таблица 2

ISSR-маркеры, 
включенные в генетический анализ гермоплазмы 

хурмы D. lotus

ISSR Сиквенс праймера 5’-3’ Отжиг T,оС

ISSR 810 GAGAGAGAGAGAGAGAT 53

ISSR 813 CTCTCTCTCTCTCTCTT 53

ISSR 815 CTCTCTCTCTCTCTCTG 53

ISSR 851 TATTATTATTATTAT 53

ISSR 873 CTTCACTTCACTTCA 53

ISSR 880 GGAGAGGAGAGGAGA 53

ISSR 13 ACACACACACACACACC 53

ISSR 14 TGTGTGTGTGTGTGTGG 53

ISSR 15 TCTCTCTCTCTCTCTCC 53

ISSR 814.1 CTCTCTCTCTCTCTCTTG 53

Для SSR-анализа ПЦР проводили в объёме 20 мкл реакционной 
смеси, содержащей 10 мкл 2 × HS-TaqPCR буфера (Биолабмикс, Рос-
сия, biolabmix.ru), 0,2 мкл каждого праймера (10 мкМ), 1 мкл ДНК 
(20 нг/мкл) и воду для ПЦР. Применялся двухшаговый протокол ам-
плификации: первичная денатурация 5 мин при 95 оC, отжиг 40 циклов 
15 сек при 50–60 оC и финальная элонгация при 72 оC в течение 7 мин. 
Фрагментный анализ SSR-ампликонов проводили на системе QIAxcel 
Advanced (Qiagen, Montgomery County, MD, USA) с набором High 
Resolution в соответствии с инструкциями производителя. 

Для ISSR-амплификации ПЦР проводили в 20 мкл реакционной сме-
си, состоящей из 10 мкл реакционного буфера 2 × HS-TaqPCR, (Biolabmix, 
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Россия), 0,3 мкл праймера (10 мкМ), 1 мкл ДНК (20 нг/мкл) и вода 
для ПЦР. Амплификация проводилась на приборе MiniAmp (Thermo 
Fisher Scientific, США) по следующей программе: первичная денату-
рация 5 мин при 95 оC, отжиг 40 циклов по 20 сек при 53 оC с элонгаци-
ей при 72 оC в течение 1 мин 45 сек и финальной элонгацией при 72 оC 
в течение 7 мин. Разделение ISSR-фрагментов выполнено в 2%-ном ага-
розном геле в течение 2,5 час при напряжении 90 V в 1 × трис-ацетатном 
буфере. Данные записывались как бинарная матрица 1/0 по наличию и 
отсутствию амплифицированных фрагментов, соответственно. 

Параметры генетического разнообразия были рассчитаны для каж-
дого локуса SSR и ISSR с использованием программы GeneAlex ver. 
6.5: среднее количество аллелей по локусу (Na), эффективное количе-
ство аллелей (Ne), наблюдаемая гетерозиготность (Ho), информацион-
ный индекс Шеннона (I) и для каждого ISSR-разнообразие (h). Кроме 
того, были рассчитаны генетические параметры отдельно для каждого 
генетического кластера. Функция «Matches» в GeneAlex ver. 6.5 [7, 30] 
использовалась для идентификации генотипов с идентичными аллель-
ными паттернами в данных SSR и ISSR. Затем метод кластеризации на 
основе байесовской модели был применён в программе STRUCTURE 
ver. 2.3.4. [25]. Программа Structure Harvester [11] использовалась для 
обнаружения наиболее вероятного значения K на основе метода ∆K 
Эванно [12]. Для анализа генетических дистанций коллекции был про-
ведён анализ главных координат (PCoA) на основе в GeneAlex ver. 6.5 и 
кластеризация в программе DARWIN 6.0 [8]. 

Результаты исследований. Для образцов D. lotus только три из 
19 маркеров SSR выявили явный полиморфизм (ssrdk14, ssrdk26, 
ssrdk30). Среднее количество различных аллелей Na = 2,2 на локус 
было идентифицировано в восьми полиморфных локусах, в диапазо-
не от Na = 1 для ssrdk01, 03, 06, 09, 10 до Na = 5 для ssrdk14 (табл. 3). 
Наибольшее количество эффективных аллелей было рассчитано для 
ssrdk14 с Ne = 2,4. Средняя наблюдаемая гетерозиготность составляла 
Ho = 0,2, при этом наибольшее значение для ssrdk14 (Ho = 0,8).

Параметры генетического разнообразия и полиморфизма ISSR-
маркеров для D. lotus: среднее разнообразие было h = 0,1, с самым низ-
ким значением для ISSR15 (h = 0,0) и самым высоким значением для 
ISSR13. (h = 0,2) (табл. 4).

Байесовский алгоритм является общепринятым методом оценки ге-
нетической структуры и примесей в коллекциях гермоплазмы. В ре-
зультате совместного анализа данных SSR и ISSR установлено наибо-
лее вероятное значение генетических кластеров – 3 (рис. 1). При этом 
образцы из горных районов Шхафита и образцы из Гагры образовали 
отдельные генетические кластеры. 
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Таблица 3
Параметры генетического 

разнообразия и полиморфизма SSR-маркеров

SSR N Na N
e

I Ho

ssrdk14 31 5,0 2,4 1,0 0,8

ssrdk26 30 3,0 1,8 0,7 0,6

ssrdk30 28 3,0 1,3 0,5 0,1

Среднее ±стан-
дартная ошибка 31,1 ±0,5 3,6 ±0,5 1,8 ±0,2 0,7 ±0,1 0,5 ±0,1

Примечание: N − число анализируемых особей; 
                       Na − число различных аллелей; 
                      Ne − число эффективных аллелей (=1/(∑pi

2)); 
                      I − информационный индекс Шеннона; 
                    Ho − наблюдаемая гетерозиготность

Таблица 4
Параметры генетического 

разнообразия и полиморфизма ISSR-маркеров

ISSR Кол-во 
бэндов

Средняя ча-
стота бэнда N Na Ne h

ISSR815 16 0,4 32,0 0,9 1,1 0,1

ISSR880 16 0,5 32,0 1,3 1,1 0,1

ISSR13 8 0,4 32,0 1,6 1,2 0,2

ISSR814.1 17 0,3 32,0 0,8 1,1 0,1

ISSR15 15 0,9 32,0 0,9 1,0 0,0

Среднее 
±стандартная 
ошибка

14,4 ±3,0 0,5 ±0,1 32,0 ±0,0 1,1 ±0,1 1,1 ±0,0 0,1 ±0,0

Примечание: N − число анализируемых особей; 
                       Na − число различных аллелей; 
                      Ne − число эффективных аллелей (=1/(∑pi

2)); 
                     h = 1 − Sum pi2 − разнообразие

Полученные данные подтвердились на основе анализа PCoA, который 
показал, что наиболее дистантными от основной выборки являются образ-
цы из пос. Шхафита и горы Пикет, а также образцы из г. Гагры (рис. 2). 
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Рис. 1. Генетическая структура 
диких популяций D. lotus на основе SSR- и ISSR-маркеров

Рис. 2. Генетические дистанции 
в популяциях D. lotus на основе SSR- и ISSR-маркеров

Однако в целом для D. lotus, по сравнению с другими видами 
хурмы (D. kaki, D. virginiana) отмечен низкий уровень генетиче-
ского разнообразия и отсутствие существенных генетических при-
месей в анализируемых образцах. С другой стороны, есть данные 
других авторов, что внутривидовое генетическое разнообразие ве-
лико у D. lotus на основе маркеров RAPD [37] и SCot [35]. В наших 
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экспериментах, выявлено, что низкое генетическое разнообразие 
показывает наличие большого количества генетически идентичных 
образцов в исследованных популяциях. Предположительно, D. lotus 
был завезён на Западный Кавказ из одного источника зародышевой 
плазмы, отсюда однородность, низкое генетическое разнообразие и 
отсутствие примесей в генетических кластерах.

Заключение. Таким образом, наши результаты показали эффек-
тивность использования SSR- и ISSR-маркеров для исследований 
внутривидового генетического разнообразия в ценопопуляциях 
Diospyros lotus, произрастающих на территории Западного Кавказа.

Установлено, что из 19 микросателлитных (SSR) маркеров толь-
ко три (ssrdk14, ssrdk26, ssrdk30) выявили явный полиморфизм в по-
пуляциях хурмы кавказской. Из 10 апробированных ISSR-маркеров 
пять (ISSR815, ISSR880, ISSR13, ISSR814.1, ISSR15) показали вы-
сокую эффективность. 

Анализ структуры популяций показал три генетических класте-
ра, из которых популяции растений хурмы кавказской, произрас-
тающие в окрестностях пос. Шхафит и г. Гагры образовали два от-
дельных кластера, а все остальные популяции вошли в смешанный 
кластер. При этом установлен низкий уровень генетического раз-
нообразия хурмы кавказской с незначительным количеством гене-
тических примесей. Это позволяет предположить, что D. lotus была 
интродуцирована на Западный Кавказ из единого источника заро-
дышевой плазмы. Полученные результаты являются важной осно-
вой для реализации природоохранных мер. 
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Analyzing the genetic diversity 
of kaki persimmon (Diospyros lotus L.) based 

on SSR  and ISSR DNA-markers 
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Diospyros lotus L. plants growing in seven geographically remote 
cenopopulations in the Western Caucasus were studied for the first time. SSR and 
ISSR-markers were used to identify the genetic structure of D. lotus. 19 microsatellite 
(SSR) and 10 (ISSR) markers have been tested in total. It was found that out of 19 SSR 
markers, only three (ssrdk14, ssrdk26, ssrdk30) have revealed a clear polymorphism in 
populations of kaki persimmon. Out of 10 ISSR-markers, five (ISSR815, ISSR880, 
ISSR13, ISSR814.1, ISSR15) have showed high efficiency. The analysis of the 
population structure has showed three genetic clusters, of which the populations 
from v. Shkhafit and c. Gagra have formed two separate clusters, and all other 
populations have formed a mixed cluster. A low level of genetic diversity with 
an insignificant amount of genetic impurities has been established. This suggests 
that D. lotus was introduced to the Western Caucasus from a single source of 
germplasm. The results obtained are an important basis for the implementation of 
environmental measures.

Key words: Diospyros lotus, kaki persimmon, microsatellite, ISSR-marker, 
polymorphism, geno-typing, genetic diversity.


