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Коллекция цитрусовых культур на Западном Кавказе является одной из 
наиболее северных коллекций этих культур в мире и включает в себя ряд ак-
климатизированных в регионе морозоустойчивых генотипов. В настоящее 
время она состоит из более 200 различных видов и сортов, однако их так-
сономическая принадлежность, популяционная структура и генетическое 
разнообразие не анализировались. В нашем исследовании проведено гено-
типирование 130 образцов базовой коллекции цитрусовых ФИЦ СНЦ РАН, 
включая 24 вида и межвидовых гибрида с использованием 13 микросател-
литных и 13 хлоропластных ДНК-маркеров. Эффективные молекулярные 
маркеры для генотипирования цитрусовых культур были установлены. Были 
выявлены генетические дистанции в коллекции и уточнена таксономическая 
принадлежность генотипов. Полученные результаты станут важной основой 
для стратегии сохранения геноресурсов, разработки новых селекционных 
программ и повышения эффективности селекции. 

Ключевые слова: Citrus, генобанк, цитоплазматическая наследственность, 
ДНК-маркер, гаплотип, микросателлиты, генетическое разнообразие. 

Цитрусовые культуры произрастают в более 130 странах с тропи-
ческим и субтропическим климатом (http://www.fao.org, 2020). Миро-
вое производство цитрусовых составило более 153 миллионов тонн в 
2018 (https://www.statista.com). Сегодня основными странами произво-
дителями этих плодов являются страны средиземноморского бассейна, 
юго-восточной Азии, восточной Австралии, Япония, Южная Африка, 
Мадагаскар, восточное и западное побережья Америк [19].

Черноморское побережье западного Кавказа является одним из наи-
более северных регионов произрастания цитрусовых культур в откры-
том грунте [27]. Интродукция цитрусовых культур в регион началась в 



Глава 2. Селекция и семеноводство

45

1902 г. из стран средиземноморья, США, Турции, Ирана и Японии, и в 
1930-х началась их селекция, в результате которой выведены десятки 
адаптированных сортов лимона, мандарина, помело [27], однако это ге-
нетическое разнообразие долгое время не было охарактеризовано.

Зарубежные исследования геноресурсов цитрусовых культур в ос-
новном базируются на таких методах анализа ДНК, как анализ простых 
коротких повторов (SSR), сиквенсах внутреннего транскрибируемого 
спейсера (ITS), ядерной рибосомальной ДНК (nrDNA), однонуклео-
тидных полиморфизмах (SNPs) или сиквенсах ДНК органелл [1, 5, 6, 
11, 24]. Среди всех маркеров кодоминантные ядерные микросателлиты 
(nrSSR) обладают рядом преимуществ, таких как высокая степень по-
лиморфизма, воспроизводимость и надёжность, локус-специфичность, 
техническая простота в использовании [15, 28]. В сравнении с ядер-
ными, ДНК органелл может предоставить уникальную информацию 
о материнской наследственности и происхождении таксонов, т. к. она 
передается только по материнской линии у высших растений [2]. ДНК 
органелл не подвергается рекомбинации и размер популяции не влияет 
на результат анализа. Анализ хлоропластной ДНК в сочетании с ядер-
ной ДНК может обеспечить нас уникальной информацией о демогра-
фической истории видов [2].

Цель нашего исследования – проанализировать генетическое раз-
нообразие и филогенетические взаимосвязи в базовой коллекции ци-
трусовых культур на Западном Кавказе на основе ядерных и хлоро-
пластных ДНК-маркеров.

Объекты и методика исследований.
Растительный материал и выделение ДНК. ДНК выделяли из вы-

сушенных в силикагеле листьев [3] из коллекции цитрусовых культур, 
поддерживаемой на базе ФИЦ СНЦ РАН (Сочи). 130 образцов, предпо-
ложительно 24 видов, принадлежащих к трём родам Citrus, Fortunella 
spp., Poncirus, и межвидовых гибридов были включены в данное иссле-
дование. Выделение ДНК проводилось набором DNeasy Plant Mini Kit 
(Qiagen, Germany) согласно инструкции производителя. Все образцы 
были разведены до10 нг/мкл и хранились при температуре –20 оC.

Генетический анализ. Для анализа SSR полиморфизма 15 пар 
праймеров, разработанных ранее для цитрусовых, были объединены в 
четыре мультиплекса по 2–4 пары праймеров в каждом (табл. 1). Кроме 
того, 14 пар праймеров к цитоплазматической ДНК (orgDNA) также 
были объединены в 4 мультиплекса по 2–4 пары праймеров в каждом. 
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Таблица 1
Маркеры и праймеры 

для ncSSR - и orgDNA-анализа коллекции цитрусовых

Название Сиквенс праймера 5’-3’ Источник Ссылка

SSR

ATC09
F: TTCCTTATGTAATTGCTCTTTG

Citrus spp. [1] 
R: TGTGAGTGTTTGTGCGTGTG

CAT01
F: GCTTTCGATCCCTCCACATA 

Citrus spp. [1]
R: GATCCCTACAATCCTTGGTCC

AMB-3
F: AACACACACACTCGCCTCAC

Citrus spp. [13]
R: CAGCCAAATGTGGAGAGACC

CCSM13
F: CTAGAGCCGAATTCACC Citrus 

sinensis [20]
R: AACAGCTACCAAGACACC

CCSM17
F: ACATGGACAGGACAACTAAG

Citrus spp. [12]
R: GTTATGATACGTCTGTGTCC

CCSM18
F: AACAGTTGATGAAGAGGAAG

Citrus spp. [12]
R: GTGATTGCTGGTGTCGTT

CCSM147
F: GCTATGTTATGATACGTCTG

Citrus spp. [14]
R: AGACTCACGTAACCTACTTC

C24033
F: GCAGCAATTCTGAAGGAAGG Lemon, 

lime 
kumquat 

[25]
R: ACGGCCTCAATGGAACCTAT

CTG
1006372

F: TCAGCACTGAATCCAATCCA Lemon, 
lime 

kumquat 
[25]

R: GTGAGAGCTTGAGGCTGACC

TAA41
F: AGGTCTACATTGGCATTGTC

Citrus spp. [16]
R: ACATGCAGTGCTATAATGAATG

TAA45
F: GCACCTTTTATACCTGACTCGG

Citrus spp. [16]
R: TTCAGCATTTGAGTTGGTTACG

AG14
F: AAAGGGAAAGCCCTAATCTCA 

Citrus spp. [1]
R: CTTCCTCTTGCGGAGTGTTC

GT03
F: GCCTTCTTGATTTACCGGAC 

Citrus spp. [1]
R: TGCTCCGAACTTCATCATTG

AC01
F: TTTGACATCAACATAAAACAAGAAA 

Citrus spp. [1]
R: TTTTAAAATCCCTGACCAGA

EST_SSR_5
F: AAGGCATAGCAAAGAAGCCA

Citrus spp. [18]
R: CTTGGGCCATCATCTACTGG
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orgDNA

F: CAGTGCTAGTTATCCAGTTACAGA
Citrus spp. [26]

R: CGGGCAACCCATTCTTATTATT

F: CTTCCAAGCTAACGATGC
Citrus spp. [4]

R: CTGTCCTATCCATTAGACAATG

F: GGCCATAGGCTGGAAAGTCT
Citrus spp. [4]

R: GTTTATGCATGGCGAAAAGG

F: GGAACATAGCATAGGG
Citrus spp. [10]

R: TTTGATATAGGCTCGCT

F: TTTTTTTTTAGTGAACGTGTCA Angio-
sperms [29]

R: TTCGCCGCCGTACTAAATAG

F: GTGGTAAAGACAAGATACACTTGG
Citrus spp. [26]

R: ATGGCATGAAACAACCCGA

F: CGCACACTAAGCATAGCAAT
Citrus spp. [26]

R: CCTCTACAAACCATTGGAGCTA

F: TGGAGAAGGTTCTTTTTCAAGC
Citrus spp. [4]

R: CGAACCCTCGGTACGATTAA

F: GGGTGAAGTCGTAACAAGGT
Citrus spp. [10]

R: GAGGTCGGAATGGGATCGGG

F: TCATTAACCAACTCCGTACCA
Citrus spp. [26]

R: GGCGCGTCAATAACAAATCT

F: ATCGTACCGAGGGTTCGAAT Angio-
sperms [29]

R: GATCCAGGGCGTAATCCCG

F: CGATGCATATGTAGAAAGCC Angio-
sperms [29]

R: CATTACGTGCGACTATCTCT

F: GACCTTCACCTCAAATCA
Citrus spp. [10]

R: TTCAGATAACACGCACC

F: ACATCATTATTGTATACTCTTTC Angio-
sperms [29]

R: CAACAGATAAAACTGTCAAG
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Праймер форвард в каждой ПЦР-реакции был помечен 4 различ-
ными красителями (ATTO565, ATTO550, ATTO532 и 6-FAM, Eurofins, 
Germany). Мультиплексная ПЦР проводилась с использованием набо-
ра ‘type-it microsatellite kit’® (Qiagen, Germany). Электрофорез муль-
типлексов выполняли на приборе 3500xl DNA Analyzer (Applied Bio-
systems, Foster City, USA) на базе Julius Kühn-Institut (JKI), Institute for 
Breeding Research on Fruit Crops (Дрезден, Германия).

Статистический анализ. Параметры генетического разнообразия 
по ncSSR и orgDNA локусам анализировали с использованием про-
грамм GeneAlex ver. 6.5 [21, 22]. Генетическая структура коллекции 
анализировалась с использованием программы STRUCTURE ver. 2.3.4. 
[23]. Программа STRUCTURE HARVESTER [7] применялась для вы-
явления достоверного количества популяций K на основе метода Evan-
no’s ΔK [9]. Для анализа частот аллелей маркеров orgDNA сравнение 
генетических групп проводилось с использованием программы Haplo-
type Analysis [9]. Для выявления генетических дистанций между об-
разцами цитрусовых применяли анализ главных координат (PCoA) в 
программе GeneAlex ver. 6.5. 

Результаты исследований
Параметры генетического разнообразия маркеров ncSSR и 

orgDNA. Тринадцать из 15 ncSSR маркеров показали воспроизводимые 
результаты и выраженный полиморфизм в коллекции цитрусовых. Два 
ncSSR маркера AMB-3 и CCSM17 показали низкую эффективность 
амплификации и были исключены из дальнейшего анализа. Среднее 
количество аллелей на локус Na = 13,96 было выявлено по 13 поли-
морфным локусам с минимальным Na = 5 у C24033 до максимального 
Na = 22 по CCSM13 (табл. 2). Среднее количество эффективных алле-
лей составило Ne = 5,28. Наибольшее количество эффективных алле-
лей выявлено у AC01 и составило Ne = 10, а наименьшее количество 
эффективных аллелей выявлено по маркеру C24033 и составило Ne = 
3,02. Средняя ожидаемая гетерозиготность He = 0,79, с наименьшей для 
маркера C24033 (He = 0,67) и наибольшей для маркера AC01 (He = 0,90). 

Из 14 orgDNA маркеров, 13 показали воспроизводимые результа-
ты с чётким полиморфизмом в коллекции цитрусовых. Маркер SPCC9 
показал низкое качество амплификации и был исключен из анализа. 
Количество аллелей по 13 orgDNA маркерам варьировало Na = от 2 до 
9 (табл. 3). Всего 66 аллелей было детектировано при среднем количе-
стве Na = 5 аллелей на локус. Среднее количество эффективных алле-
лей составило Ne = 2,46. Генетическое разнообразие h = 0,46. 
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Таблица 2
Параметры генетического 

разнообразия в коллекции цитрусовых 
по 13 ncSSR 

ncSSR N Na Ne Ho He

AC01 130 17.00 9.61 0.89 0.90
AG14 130 15.00 4.49 0.65 0.78
ATC09 129 10.00 3.29 0.67 0.70
C24033 130 5.00 3.02 0.77 0.67
CAT01 129 14.00 3.52 0.65 0.72
CCSM13 126 22.00 7.50 0.73 0.87
CCSM147 130 12.00 5.33 0.88 0.81
CCSM18 130 12.00 4.77 0.46 0.79
CTG1006372 126 15.00 5.94 0.68 0.83
EST_SSR_5 130 15.00 5.61 0.66 0.82
GT03 130 14.00 3.36 0.67 0.70
TAA45 130 9.00 4.63 0.87 0.78
TAA41 129 18.00 7.60 0.84 0.87

Среднее  129 13.69 5.28 0.72 0.79

Примечание: N – количество анализируемых особей; Na – общее количество аллелей; 
                      Ne – количество эффективных аллелей (= 1 / (∑ pi2)); 
                     pi: – относительная частота iтой аллели; 
                    Ho: – наблюдаемая гетерозиготность (= кол-во гетерозигот/ N); 
                   He: – ожидаемая гетерозиготность (= 1 - ∑ pi2)

Таблица 3
Параметры генетического 

разнообразия в коллекции цитрусовых 
по 13 orgDNA маркерам

orgDNA маркер N Na Ne h

ccmp10.21 130 2 1.08 0.07

ccmp2.21 130 4 1.08 0.07

ccmp6.21 130 8 2.17 0.54

ccmp7.21 124 2 1.03 0.03

CSL011 129 8 3.70 0.73

CSL091 130 8 4.24 0.76
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CSS031 130 2 1.03 0.03
CSS041 130 6 2.84 0.65
nad2_4-32 130 4 2.61 0.62
nad7_1-22 130 3 1.90 0.47
rrn5_rrn18-12 130 3 1.99 0.50
SPCC11 130 9 3.79 0.74
SPCC111 130 7 4.53 0.78

Среднее 129 5 2.46 0.46
Примечание: N – количество анализируемых образцов; 
                      Na – количество различных аллелей; 
                    Ne – количество эффективных аллелей (= 1/(∑ pi2)); 
                   pi – относительная частота iтого аллеля;
                 h = разнообразие (1 – Sum pi^2)

Выявление генотипов с идентичными фингерпринтами. Двад-
цать два образца были разделены на 5 групп с идентичными ДНК-
фингерпринтами (табл. 4). Эти 22 образца относятся к разным видам: C. 
× limon var. limon, C. × aurantium var. sinensis и C. ×aurantium var. unshiu 
(табл. 4). Некоторые из этих образцов могут быль синонимичными, та-
кие как апельсин ‘Washington navel’ и ‘Washington navel карлик’ или поч-
ти идентичными, такие как ‘Thompson navel’, который является почковой 
мутацией от другого сорта апельсина ‘Washington navel’. Однако, неко-
торые образцы показали идентичные ДНК-фингерпринты хотя феноти-
пически они совсем различны по признакам формы плода, формы листа. 

Таблица 4
Пять групп 22 образцов 

цитрусовых с одинаковым характером распределения аллелей.

Группа Вид Сорт

1 C. × limon var. limon
‘Chakvatadze’, ‘Pavlovskii’, ‘Turetskii’, 
‘Gizenko’, ‘Uvarova’, ‘Mir’, ‘Salafolia’, 

‘Dioskuriya’, ‘Antico di rocca’

2 C. × limon var. limon ‘Sone Guinea’, ‘Moskovskii’, ‘Toskana’

3 C. × aurantium var. sinensis ‘Thompson navel’, ‘Washington navel’, 
‘Washington navel dwarf’, ‘Moro’

4 C. × aurantium var. unshiu Clone № 22, ‘Millenium 1’, ‘Kodorskii’

5 C. × aurantium 
var.  unshiu ‘Kelasurski’i, ‘Hybrid № 10’, ‘Clone № 3’
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Генетические дистанции между образцами. Анализ основных 
координат (PCoA) согласовывался с данными генетической структу-
ры (STRUCTURE) и показал взаимосвязи восьми кластеров на основе 
Байесовской модели (рис 1). Однако некоторые образцы кластеров 3 
(синие точки) и 7 (серые точки), ранее идентифицированные методом 
STRUCTURE, не попали в разные группы при анализе PCoA. Единич-
ные генотипы помело C. maxima сгруппировались близко с апельсина-
ми, подтверждая их близкую генетическую связь.

Рис 1. Анализ основных координат (PCoA) и парные дистанции 
между генотипами, рассчитанные по ncSSR и orgDNA-маркеров. 

Разные виды цитрусовых показаны разными цветами



Субтропическое и декоративное садоводство (78)

52

Генотипы от диких родичей – понцирус Poncirus spp. и кумкват – 
Fortunella spp. А также предковые виды цитрон – C. medica и лайм – C. 
micrantha показали сравнимые генетические связи с другими видами, 
за одним исключением. Сладкие (лиметта) и кислые лаймы сгруппи-
ровались очень близко к диким и предковым видам, что показывает их 
более тесное родство с предковыми видами, чем у других видов. 

Заключение. Наше исследование показало, что сочетание ядер-
ных и цитоплазматических ДНК-маркеров является эффективным 
инструментом для оценки генетического разнообразия, генетической 
структуры и филогенетических связей в коллекции цитрусовых. Было 
выявлено 20 ошибочно классифицированных образцов, и выявлены 
идентичные фингерпринты синонимичных сортов. Была подтверждена 
таксономическая принадлежность 110 генотипов, выявлены доли при-
месей и происхождение отечественных сортов цитрусовых культур. 
Полученные результаты будут важны для паспортизации геноресур-
сов, и целенаправленной селекции цитрусовых, для повышения гене-
тического разнообразия в коллекции цитрусовых культур на Кавказе. 

Публикация подготовлена в рамках реализации
ГЗ ФИЦ СНЦ РАН № 0492-2021-0006
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The collection of citrus crops in the Western Caucasus is one of the most 
northern collections of these crops in the world and includes a number of frost-
resistant genotypes acclimatized in the region. Currently, it consists of more than 200 
different species and cultivars, but their taxonomic affiliation, population structure 
and genetic diversity have not been analyzed. In our study, the genotyping of 130 
samples of the basic collection of citrus fruits from FRC SSC of RAS, including 24 
species and interspecific hybrids, has been carried out using 13 microsatellite and 
13 chloroplaste DNA markers. Effective molecular markers for genotyping citrus 
crops have been established. The genetic distances in the collection have been 
identified and the taxonomic affiliation of the genotypes has been clarified. The 
obtained results will become an important basis for strategies for the conservation 
of gene resources, as well as to develop new selection programs and improve the 
efficiency of selection.
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