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Цель исследования – изучение генотипов 

дикого граната Азербайджана из 6 геогра-
фических районов. Исследование проводилось 
в лаборатории биотехнологии Института 
генетических ресурсов Национальной Акаде-
мии Наук Азербайджана в 2015–2018 гг. Объ-
ектом для исследования явились 90 образцов 
граната, фрагменты листьев которых были 
собраны из 6 районов Азербайджана. Было 
идентифицировано 110 ПЦР-фрагмента, из 
них 86 оказались полиморфными. Число ам-
плифицированных фрагментов на локус варьи-
ровало от 5 до 10, а диапазон длин полученных 
фрагментов находился в пределах 100– 
1100 п.н. В среднем один праймер инициировал 
синтез 7,8 фрагментов. Количество поли-
морфных фрагментов ДНК варьировало от 3 
до 9. Минимальное число полиморфных фраг-
ментов идентифицировалось праймерами 
UBC 827 и UBC 857, среднее число которых 
составило 6,1. В зависимости от праймера 
количество полиморфных локусов колебалось 
в пределах 57–100 %, уровень полиформизма в 
среднем составил 78 %. Был вычислен индекс 
генетического разнообразия (ИГР) по каждому 
ISSR локусу, среднее значение которого со-
ставило 0,77. С помощью праймеров IS15, 
UBC811 и HB14 вычислены наиболее высокие 
значения индекса (0.92, 0.90 и 0.90) соответ-
ственно. Кластерный анализ позволил сгруп-
пировать изученные образцы в 5 основных 
группах. Индекс генетического сходства варьи-
ровал от 0,03 до 1,00. Результаты исследова-

ния показывают, что разнообразие существу-
ет в зародышевой плазме дикого граната, со-
бранной в Азербайджане. С тех пор наблюда-
лось большое количество генетического раз-
нообразия в растениях, что в дальнейшем 
привело к легкой адаптации растений к раз-
личным условиям окружающей среды. Исследо-
вания по молекулярному анализу различных 
генотипов могут также привести к установ-
лению филогенетических отношений внутри 
генотипов, принадлежащих к одному или раз-
ным местам. Это также поможет понять 
процесс одомашнивания в ближайшем буду-
щем. 

Ключевые слова: дикий гранат (Punica  
granatum L.), молекулярные маркеры, ISSR-
праймеры, генетический полиморфизм, кла-
стерный анализ. 

 
The research objective was studying the geno-

types of wild pomegranate of Azerbaijan from 6 geo-
graphical areas. The research was conducted in the 
Laboratory of Biotechnology of Institute of Genetic 
Resources of National Academy of Sciences of 
Azerbaijan in 2015–2018. The objects for the re-
search were 90 samples of pomegranate which 
fragments of leaves collected from 6 regions of 
Azerbaijan. In total 110 PCR fragments were identi-
fied, of which 86 were polymorphic.The number of 
amplified fragments per locus varied from 5 to 10, 
and the fragments obtained were in the size range of 
100–1100 bp.On average, one primer initiated the 
synthesis of 7.8 fragments. The quantity of polymor-
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phic fragments of DNA varied from 3 to 9. The mini-
mum number of polymorphic fragments was identi-
fied by primers of UBC 827 and UBC 857 which av-
erage number made 6.1. Depending on the primer 
the quantity of polymorphic loci fluctuated within 57–
100 %, the level of polymorphism averaged 78 %. 
The index of genetic variety (IGV) on each ISSR to 
the locus which average value made 0.77 was calcu-
lated. By means of the primers of IS15, UBC811 and 
HB14 the highest values of the index (0.92, 0.90 and 
0.90), respectively were calculated.The cluster anal-
ysis allowed dividing the studied samples in 5 main 
groups. Genetic similarity index ranged from 0.03 to 
1.00. The results of the research show that the varie-
ty exists in germinal plasma of wild pomegranate 
collected in Azerbaijan. Since then a large amount of 
the genetic variety in plants was observed that fur-
ther led to easy adaptation of plants to various condi-
tions of the environment. The researches on molecu-
lar analysis of various genotypes can also lead to 
the establishment of phylogenetic relations in the 
genotypes belonging to one or different places. It will 
also help to understand the domestication process in 
the near future. 

Keywords: pomegranate (Punica granatum L.), 
molecular markers, ISSR- primers, genetic poly-
morphism, cluster analysis. 

 
Введение. Дикий гранат (Punica granatum L.) 

хорошо адаптирован к широкому спектру клима-
тических условий и поэтому имеет широкое гео-
графическое распространение. Естественный 
рост диких гранатовых деревьев наблюдается в 
Центральной Азии, включая Иран, Афганистан и 
Южный Кавказ, а также в северо-западной Ин-
дии [1]. Растения граната характеризуются вы-
сокой адаптивностью к абиотическому стрессу, 
благодаря чему он широко возделывается в 
тропических и субтропических районах Среди-
земноморья (Египет, Марокко, Испания, Турция 
и Тунис) [2]. 

Географическое расположение и разно-
образие почвенно-климатических условий Азер-
байджана, являющегося центром образования 
некоторых видов растений, способствовало бо-
гатому разнообразию культурных растений. Ис-
тория страны неразрывно связана с культурой 
возделывания граната, имеющего большой 
ареал распространения и богатое биологиче-
ское разнообразие из-за благоприятных условий 

выращивания. Гранат – один из широко культи-
вируемых плодовых растений. Не удивительно, 
что гранат считается одним из национальных 
символов Азербайджана. Поэтому изучение ге-
нетического разнообразия растений граната, 
идентификация генотипов представляет боль-
шой научный интерес. Растения граната в ос-
новном изучались по морфологическим призна-
кам [3]. Эти показатели, являясь важными при 
идентификации образцов, не позволяют оце-
нить большое количество растений, подвергну-
тых действию окружающей среды [4]. Для оцен-
ки этой культуры и во избежание дублирования 
помимо морфологических признаков необходи-
мо охарактеризовать каждый генотип, изучив 
его генетический профиль с помощью методов, 
основанных на ДНК-маркерном анализе [5, 6]. 

Цель исследования: изучение генотипов 
дикого граната Азербайджана из 6 географиче-
ских районов.  

Результаты исследований позволят прово-
дить селекционные работы в различных на-
правлениях. 

Материал и методы исследования. 
Исследование проводилось в лаборатории 
биотехнологии Института генетических ресурсов 
Национальной Академии Наук Азербайджана в 
2015–2018 гг. Объектом для исследования яви-
лись 90 образцов граната, фрагменты листьев 
которых были собраны из 6 районов Азербай-
джана (табл. 1). 

Молекулярный анализ. При выделении ге-
номной ДНК брали навески по 0,1 г из свежесо-
бранных листьев, согласно ЦТАБ (цетилтриме-
тиламмониум бромид) протоколу, предложен-
ному Doyle et Doyle с некоторыми модифика-
циями [7]. Концентрацию и степень чистоты мо-
лекулы ДНК определяли с помощью НаноДропа 
(Thermo, NANO DROP, 2000). Конеч-ный объем 
реакционной смеси образца для ПЦР составлял 
20 мкл, содержащей 2 мкл 10×ПЦР буфера; 2 
мкл смеси dNTP (5 мM);  
1,5 мкл MgCl2 (50 мM); 2 мкл каждого праймера 
(15 пмоль/мкл); 0,1 мкл фермента Taq полиме-
разы (1 U/мкл) и 2 мкл выделенной ДНК  
(50 нг/мкл). Для мультилокусного межмикро-
сателлитного анализа были использованы 14 
полиморфных ISSR праймеров длиной 11–18 
нуклеотидов. В результате проведенной опти-
мизации были выбраны следующие условия 
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амплификации: предварительная денатурация 
при температуре 94 °C в течение 5 мин, после-
дующие 35 циклов – денатурация 94 °С (1 мин), 
температура отжига в зависимости от использо-
ванного праймера (45 с), синтез – 5 мин при  
72 °C, финальный цикл элонгации при темпера-
туре 72 °C в течение 10 мин. Амплификацию 

проводили в программируемом термоциклере 
T100 (Applied Biosystems, USA). Электрофорез 
ПЦР-продуктов проводили в 2 %-м агарозном 
геле с добавлением этидиум бромида и визуа-
лизировали под ультрафиолетовым светом с 
использованием гель-документирую-щей систе-
мы BioRad. 

 
Таблица 1 

Генотипы дикого граната, собранные в разных регионах Азербайджана 
 

Но-
мер 

Место сбора Код 
Но-
мер 

Место сбора Код 
Но-
мер 

Место сбора Код 

1 

Агсу 

A1 31 

Исмаиллы  

И1  61 

Самух 

Ca1  

2 A2  32 И2  62 Ca2  

3 A3 33 И3  63 Ca3  

4 A4  34 И4  64 Ca4  

5 A5  35 И5  65 Ca5  

6 A6  36 И6  66 Ca6  

7 A7  37 И7  67 Ca7  

8 A8  38 И8  68 Ca8  

9 A9  39 И9  69 Ca9  

10 A10  40 И10  70 Ca10  

11 A11  41 И11  71 Ca11  

12 A12  42 И12  72 Ca12  

13 A13  43 И13  73 Ca13  

14 A14  44 И14  74 Ca14  

15 A15  45 И15 75 Ca15  

16 

Габала 

Га1  46 

Гёйчай  

Гё1  76 

Сабирабад 

C1  

17 Га2  47 Гё2 77 C2  

18 Га3  48 Гё3  78 C3  

19 Га4  49 Гё4  79 C4  

20 Га5 50 Гё5  80 C5  

21 Га6  51 Гё6 81 C6  

22 Га7  52 Гё7  82 C7  

23 Га8 53 Гё8  83 C8  

24 Га9 54 Гё9  84 C9  

25 Га10  55 Гё10  85 C10  

26 Га11 56 Гё11  86 C11  

27 Га12 57 Гё12  87 C12  

28 Га13 58 Гё13  88 C13  

29 Га14 59 Гё14  89 C14  

30 Га15  60 Гё15  90 C15  

 
Статистическая обработка полученных 

данных. Анализ амплифицированных фрагмен-
тов был проведен с помощью компьютерной 
программы PAST [8]. Построение дендрограм-
мы и оценка генетической близости между об-

разцами проводили на основе индекса генети-
ческого сходства Жаккарда, кластеризация 
осуществлялась с помощью метода UPGMA. 

Коэффициент генетического разнообразия 
вычислялся согласно формуле Вейра [9]: 
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где ИГР – индекс генетического разнообразия; 
Pi – частота встречаемости аллелей.  

Для анализа информационного полимор-
физма были использованы некоторые статисти-
ческие параметры: PIC [10]. 

Значение PIC для каждого локуса вычисля-
лось согласно формуле, предложенной Roldan-
Ruiz [11]:  

 
PICi=2fi(1 – fi), 

 
где PICi – PIC для локуса i; fi – частотавстречае-
мости амплифицированных фрагментов (при-
сутствующие спектры); (1 – fi) – частота встре-
чаемости не амплифицированных фрагментов 
(отсутствующие спектры). Среднее значение 
PICi по всем изученным локусам для каждого 
праймера дает нам величину PIC.  

Результаты исследования и их обсуждение 
ISSR полиморфизм 
Тестирование 20 праймеров позволило вы-

явить 14 наиболее эффективных для даль-
нейшего анализа, с использованием которых 

было идентифицировано 110 фрагментов, из 
которых 86 (78 %) оказались полиморфными, 24 
(22 %) – мономорфными. 

В среднем один праймер инициировал син-
тез 7,8 фрагментов. Наибольшее количество 
ампликонов было детектировано для праймера 
UBC 811. Количество полиморфных фрагментов 
ДНК варьировало от 3 до 9. Минимальное число 
идентифицировалось праймерами UBC 827 и 
UBC 857, максимальное – при амплификации 
ДНК с праймерами UBC 811 и UBC 840. 

Среднее число полиморфных фрагментов на 
праймер составило 6,1. Определено варьирова-
ние количества полиморфных локусов в зави-
симости от праймера: от 57 до 100 %. В сред-
нем уровень полиморфизма, выявленный ISSR-
анализом, составил 78 %. Для праймера UBC 
811 и IS15 определен 100 % уровень полимор-
физма (табл. 2). В данном исследовании по ка-
ждому ISSR-локусу был вычислен индекс гене-
тического разнообразия (ИГР). Среднее значе-
ние ИГР для всей изученной коллекции равня-
лось 0,77. Высокие значения индекса были вы-
явлены праймерами IS 15, UBC 811 и HB 14 
(0,92; 0,90 и 0,90 соответственно). 

 

Таблица 2 
ISSR-праймеры и их статистические параметры 

 

Праймеры 
Тип повторяющейся  
последовательности 

КАФ КПФ PIC Полиморфизм, % ИГР 

UBC 808 (AG)8C 8 7 0,39 88 0,70 
UBC 810 (GA)8T 7 4 0,28 57 0,67 
UBC 811 (GA)8C 10 9 0,44 90 0,90 
UBC 812 (GA)8 A 7 5 0,36 71 0,83 
UBC 827 (AC)8G 5 3 0,28 60 0,33 
UBC 834 (AG) 8YT 8 6 0,36 75 0,80 
UBC 840 (GA)8TT 10 6 0,32 60 0,81 
UBC 857 (AC)8TT 5 3 0,34 60 0,70 
UBC 868 (GAA)6 9 7 0,41 78 0,85 
HB 14 (CTC)3GC 8 7 0,43 88 0,90 
ISSR 3 TGT (AC)7A 7 5 0,40 71 0,70 
ISSR 16 CGT(CA)7C 8 8 0,48 100 0,90 
IS 11 (AGC)6G 9 7 0,25 78 0,84 
IS 15 (GA)8CG 9 9 0,43 100 0,92 
Всего - 110 86 - - - 
Среднее  
значение 

- 7,8 6,1 0,39 78 0,77 



Вестник  КрасГАУ.  2020. № 3  

 

  24 

 

Изучение генетического разнообразия сортов 
и популяций дикого граната исследователи раз-
ных стран проводили с использованием различ-
ных молекулярных маркеров. Так, генетическое 
разнообразие популяций граната из Китая и 
культурных сортов Туниса было оценено с ис-
пользованием AFLP, являющегося одним из наи-
более широко используемых в исследованиях  
[12, 13]. M. Talebi и др., используя 13 RAPD-
праймеров для характеристики 28 генотипов 
граната из коллекции Йезд Ирана, выявили низ-
кий уровень полиморфизма, объяснив это тем, 
что исследованные сорта были либо клониро-
ваны, либо вегетативно размножены [14]. Такие 
же результаты были получены Sarkhosh и др. 
[15], изучившими с использованием RAPD-
анализа генотипы граната из Ирана. Эффектив-
ность исследования молекулярными маркерами 
оценивается выявленным им уровнем полимор-
физма. ISSR относится к классу молекулярных 
маркеров, основанных на межтандемных повто-
рах коротких ДНК последовательностей. Эти 
межмикросателлитные повторы выявляют высо-
кий полиморфизм даже среди близкородствен-
ных генотипов, благодаря отсутствию функцио-
нальных ограничений в этих не кодирующих ре-
гионах [16]. ISSR – эффективный молекулярный 
маркер, характеризующий генетическую измен-
чивость в популяциях дикого граната [17]. 

В наших исследованиях все 14 ISSR-
праймеров, апробированных нами, проявили 
себя полиморфными, т. е. эффективными для 
генотипирования образцов граната. В результа-
те инициирования синтеза 110 фрагментов вы-
явлен высокий уровень полиморфизма, соста-
вивший 78 %. Полученные данные согласуются 
с результатами исследований Narzary и др., ус-
тановивших с применением 17 ISSR-праймеров 
полиморфизм на уровне 76,5 % [18]. Причина 
высокого полиморфизма межмикросателлитных 
маркеров может быть обусловлена их мульти-
аллельной природой и гипервариабельностью. 
Наибольшая частота встречаемости полиморф-
ных локусов отмечена при использовании прай-
меров с динуклеотидным повтором (AG)8, ис-
пользование которого позволило выявить 100 % 
полиморфизм, что согласуется с исследования-
ми Carvalho и др., установившими эффектив-
ность применения праймеров ISSR, включаю-

щих повторы (AG)n [19]. Эффективность исполь-
зования ISSR-маркеров с целью определения 
полиморфизма ДНК отмечалась ранее и в дру-
гих исследованиях. El Amine Ajal с сотрудниками 
[20], оценивая генетическое разнообразие 27 
сортов граната из Марокко с помощью 8 ISSR-
праймеров, выявили 70 фрагментов, 61 из кото-
рых были полиморфными. Индекс генетическо-
го расстояния Нея варьировал от 0,12 до 1 и в 
среднем был равен 0,67, что позволило сделать 
вывод об эффективности использования ISSR-
маркеров для оценки полиморфизма и генети-
ческого разнообразия генотипов граната. В на-
шем исследовании по всем ISSR-локусам был 
вычислен индекс генетического разнообразия, 
среднее значение которого составило 0,67. Вы-
сокий показатель генетического разнообразия 
был выявлен праймерами UBC 812 и UBC 811 
(0,83 и 0,90 соответственно). На информатив-
ность этих праймеров указывал и Z. Noormo-
hammadi [21]. Полученные нами данные о высо-
ком уровне ИГР свидетельствуют о богатом ге-
нетическом разнообразии коллекции граната, 
собранной из различных регионов Азербайджа-
на. 

Для оценки информационного полиморфиз-

ма был применен ряд статистических подходов.  

Маркерные системы различают по мере их ин-

формативности, что, в свою очередь, зависит от 

степени их полиморфизма. Одним из основных 

параметров, определяющих меру информативно-

сти маркеров, является величина информацион-

ного полиморфизма (PIC). Как известно, для до-

минантных маркеров значение PIC изменяется от 

0 до 0,5, поскольку для такого типа маркеров до-

пускается только два аллеля на локус и обе вели-

чины подвержены влиянию числа и частоты ал-

лелей [22]. Из исследованных нами 86 полиморф-

ных локусов наиболее информативными прояви-

ли себя 40 (PICi > 0,40). Наиболее высокий пока-

затель PIC (0,48) отмечен с применением прай-

мера ISSR 16 с динуклеотидным повтором (CA)7 

(см. табл. 2). Для большинства изученных локу-

сов выявлены средние значения PIC, которые 

колебались в пределах 0,25–0,44, средние и 

высокие показатели которых достаточны для 

идентификации и оптимальны для дифферен-

циации изученных групп генотипов. 
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Высокое значение PIC для ISSR-праймеров 
может быть объяснено высокой информативно-
стью маркеров [23]. Полученные нами значения  
PIC значительно превышают подобные данные 
в исследованиях M. Talebi и др. [14], у которых 
среднее значение PIC было равно 0,163, нахо-
дилось в пределах 0,099–0,257, а также D. 
Narzary и др. [18], у которых среднее значение 
было равно 0,15, находясь в пределах 0,12–
0,21. В исследованиях Z. Noormohammadi при 
изучении с помощью 6 ISSR-праймеров 36 гено-
типов граната значение PIC колебалось в пре-
делах 0,272 (UBC 834) – 0,494 (UBC 811), что 
согласуется с нашими результатами [21]. 

Кластерный анализ позволил дифференци-
ровать большинство исследованных образцов 
(рис.). Количество сгруппированных образцов 
на дендрограмме варьировалось от 14 до 32. 
Наиболее многочисленным был кластер 3, в 
котором было локализовано 32 образца, что 
составило 35 % всех изученных генотипов. Сле-
дует отметить, что в этом кластере объединены 
генотипы, собранные в Агсуинском регионе.  
В этот кластер вошли также 13 из 15 генотипов 
граната, собранных в Габале. Третий кластер 
дендрограммы объединил 2 генотипа из Исма-
иллы и генотипа из Гейчая. 

Результаты кластерного анализа выявили 
группировку некоторых сортов в зависимости от 
места их сбора. Например, первый кластер 
представлен в основном генотипами Самухского 
района; преобладающее количество изученных 
сортов самухов (15 из 16) были объединены в 
первом кластере. Среди 19 генотипов, включен-
ных во второй кластер, преобладают предста-
вители Исмаиллинского района. Все генотипы, 
сгруппированные в пятом кластере, были соб-
раны из Агсу. Комбинация этих генотипов ука-
зывает на наличие сходных аллельных вариан-
тов для большинства изученных интермикроса-
теллитных локусов. В исследованиях M. Talebi с 
сотрудниками при анализе молекулярной ва-
риации ISSR существенной корреляции между 
географическими регионами и генетической 
структурой изученных образцов граната не от-
мечали. При этом значение индекса сходства 
колебалось в пределах 0,291–0,930 и в среднем 
было равно 0,674 [24]. В нашем исследовании 
коэффициент жаккардового сходства ва-
рьировался от 0,03 до 1,00 со средним значе-
нием 0,77. 

Заключение. Настоящее исследование по-
казывает, что разнообразие существует в заро-
дышевой плазме дикого граната, собранной в 
Азербайджане. С тех пор наблюдалось большое 
количество генетического разнообразия в рас-
тениях, что в дальнейшем привело к легкой 
адаптации растений к различным условиям ок-
ружающей среды. Исследования по молекуляр-
ному анализу различных генотипов могут также 
привести к установлению филогенетических 
отношений внутри генотипов, принадлежащих к 
одному или разным местам. Это также поможет 
понять процесс одомашнивания в ближайшем 
будущем. 
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