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К роду Allium L. (сем. Amaryllidaceae), самому многочисленному среди однодольных растений, относятся та-
кие экономически значимые овощные культуры, как лук репчатый (A. cepa), чеснок (A. sativum) и лук-порей 
(A. porrum). Лук-порей обладает высокими вкусовыми качествами и доказанными ценными диетическими 
свойствами и является одной из самых популярных овощных культур в Западной Европе. Несмотря на вы-
сокую значимость лука-порея как овощной культуры, этот вид редко бывает объектом молекулярно-гене-
тических исследований. Генетическое разнообразие лука-порея практически не изучали ранее. Поэтому в 
настоящей работе на широкой выборке образцов изучена вариабельность ядерного (метод AFLP) и хлоро-
пластного (анализ нуклеотидных последовательностей) геномов. Для проведения работы было отобрано 65 
образцов лука-порея из коллекции Федерального научного центра овощеводства, которая включала сорта 
отечественной и зарубежной селекции. В результате проведения AFLP-анализа и обработки полученных 
ДНК-спектров идентифицировано 760 фрагментов, из которых 716 были полиморфны для анализируемых 
образцов лука-порея. Рассчитанные генетические расстояния между образцами лука-порея варьировали от 
0.4 до 0.76, что сопоставимо с внутривидовым полиморфизмом родственных видов Allium (лук репчатый, 
чеснок). Анализ геномной структуры в программе STRUCTURE 2.3.4 разделил исследуемые образцы лука-по-
рея на семь групп, что в целом совпадает с кластеризацией этих образцов по результатам кластерного ана-
лиза. Для оценки вариабельности хлоропластного генома у анализируемых образцов лука-порея были сек-
венированы девять участков хлоропластного генома, как некодирующие:  межгенные спейсеры rpl32-trnL, 
ndhJ-trnL и интрон гена rps16, так и белок-кодирующие: гены psaA, psaB, psbA, psbB, psbE, petB. Проведенный 
анализ участков хлоропластного генома лука-порея выявил крайне низкий уровень их полиморфизма, было 
обнаружено всего шесть SNP в изученных последовательностях суммарной длиной около 10500 п. н. Таким 
образом, в результате работы был установлен высокий уровень полиморфизма ядерного генома лука-порея, 
при этом полиморфизм хлоропластного генома оказался крайне низким.
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геном.
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The genus Allium L. (Amaryllidaceae), the most numerous among monocotyledonous plants, includes such 
economically important vegetable crops as onion (A. cepa), garlic (A. sativum) and leek (A. porrum). Leek has a high 
taste and proven valuable dietary properties and is one of the most popular vegetable crops in Western Europe. 
Despite a high importance of leek as a vegetable, this species is rarely the subject of molecular genetic studies. The 
genetic diversity of leeks has never been studied before. Therefore, in this work, we studied the nuclear variability 
(AFLP) and the chloroplast (nucleotide sequence analysis) genomes using a broad sample. For this work, 65 leek 
accessions were selected from the collection of the Scientific Center of Vegetable Crops, which included varieties 
of domestic and foreign breeding. As a result of an AFLP analysis and processing of the DNA spectra obtained, 760 
fragments were identified, of which 716 were polymorphic for the leek accessions being analyzed. The calculated 
genetic distances between the leek samples varied from 0.4 to 0.76, which is comparable to the intraspecific 
polymorphism of related Allium species (onions, garlic). Analysis of the genomic structure with STRUCTURE 2.3.4 
divided the leek samples into seven groups, which generally coincides with the clustering of these samples. To 
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assess the variability of the chloroplast genome, nine sites of the chloroplast genome were sequenced in the leek 
samples, both non-coding (intergenic spacers rpl32-trnL, ndhJ-trnL, and intron rps16 gene), and protein coding 
genes (psaA, psaB, psbA, psbB, psbE, petB). The analysis of the sites of the leek chloroplast genome revealed an 
extremely low level of their polymorphism, only six SNPs were detected in the studied sequences with a total 
length of about 10,500 bp. Thus, as a result of this work, a high level of polymorphism of the leek nuclear genome 
was revealed, while the polymorphism of the chloroplast genome was extremely low.
Key words: leek; Allium porrum; AFLP; genetic diversity; genome analysis; chloroplast genome.
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Введение
Род Allium L. (сем. Amaryllidaceae) – самый многочис-
ленный среди однодольных растений, объединяет около 
1200 видов, каждый год описываются новые виды луков 
(Govaerts et al., 2018; Brullo et al., 2019). Представители 
рода распространены в Северном полушарии, многие 
виды являются эндемиками. К роду Allium относятся такие 
важные сельскохозяйственные культуры, как лук репча-
тый (A. cepa), чеснок (A. sativum), лук-порей (A. por rum), 
возделываемые в настоящее время во всем мире.

Лук-порей – ценная овощная культура с двухлетним 
циклом выращивания. В пищу пригодно практически 
все растение – утолщенный ложный стебель и широкие 
зеленые линейно-ланцетные листья. Обе части содержат 
важные для диеты человека вторичные метаболиты: сера-
органические, полифенольные соединения, витамин С 
(Bernaert et al., 2014; Агафонов, Дубов, 2018). Высокие вку-  
совые качества и доказанные ценные диетические свой-
ства сделали лук-порей популярным в Европе, Северной 
Америке и Азии. Ежегодное производство этой культуры 
составляет более 2 млн т в год (по данным FAO, 2017 г.), 
крупнейшим производителем и потребителем лука-порея 
является Западная Европа (Soininen et al., 2014; Агафонов, 
Дубов, 2018). 

Культуру лук-порей, столь популярную в Западной Ев-
ропе, в России начали выращивать сравнительно недавно. 
Первый из отечественных сортов – Карантанский – внесен 
в Государственный реестр селекционных достижений, 
до пущенных к использованию (Госсортреестр) в 1961 г., 
и только с 1993 г. этот список начал расширяться, вклю-
чая к настоящему времени 27 сортов, преимущественно 
западноевропейской селекции. В Российской Федерации 
активная селекция лука-порея ведется в Федеральном 
научном центре овощеводства (ФНЦО), на сегодняшний 
день четыре сорта лука-порея включены в Госсортреестр. 

Лук-порей – популярный объект для биохимических 
исследований (Bernaert et al., 2013, 2014; Soininen et al., 
2014), однако генные и геномные исследования этой куль-
туры ранее практически не проводили. Так, был определен 
транскриптом листа лука-порея, который использовали 
для сравнительного анализа экспрессии генов у видов 
Allium с различной морфологией листа (Zhu et al., 2017). 
Методами AFLP и ISSR изучены геномный полиморфизм 
16 образцов лука-порея и внутрисортовая вариабельность 
(Филюшин и др., 2011; Филюшин, Агафонов, 2015).

Комплексная оценка биоразнообразия, включающая, 
помимо классического морфофизиологического описания 
образцов, геномный анализ, становится в настоящее вре-
мя обязательной для характеристики сельскохозяйствен-

ных видов растений. Поэтому целью нашей работы стали 
оценка и сравнительный анализ вариабельности ядерного 
и хлоропластного геномов у широкой выборки образцов 
лука-порея.

Материалы и методы
Для изучения были взяты 65 образцов лука-порея из кол-
лекции Федерального научного центра овощеводства (пос. 
ВНИИССОК, Московская область) (табл. 1). В качестве 
внешней группы использованы родственные виды из 
коллекции Ботанического сада Университета Оснабрюк 
(Германия), предоставленные профессором Н. Фризеном: 
A. ampeloprasum (кат. № 1023 и 1744, Грузия), A. commuta-
tum (кат. № 1662, Франция) и A. pyrenaicum (кат. № 3018, 
Испания). ДНК выделяли из пятидневных проростков 
СТАВ-методом с двойной депротеинизацией хлорофор-
мом, для выделения использовали по 10 проростков каж-  
дого сорта для охвата возможного внутрисортового поли-
морфизма.

Полиморфизм ядерного генома определяли методом 
AFLP, согласно стандартному протоколу (Vos et al., 
1995). В связи с тем, что лук-порей имеет большой раз-
мер генома, для AFLP-анализа применяли праймерные 
комбинации с девятью селективными нуклеотидами: 
E-ACT/M-CAAGCG и E-AGG/M-CAAGCG. Из 12 про-
тестированных комбинаций только эти пары позволили 
выявить внутривидовой полиморфизм и получить опти-
мальное количество фрагментов на геле. ДНК гидролизо-
вали с помощью рестриктаз EcoRI и MseI (Thermo Fisher 
Scientific, США). Продукты амплификации разделяли в 
6.5 % денатурирующем полиакриламидном геле с по-
мощью системы фрагментного анализа LI-COR 4300 DNA 
Analyzer (LI-COR Biosciences, США). 

Определение генетических расстояний (1 – коэф. Жак-
кара) и построение дендрограммы (метод UPGMA) про-
водили в программе PAST3 (https://folk.uio.no/ohammer/
past/). Геномную структуру выявляли с помощью про-
граммы STRUCTURE 2.3.4 (https://web.stanford.edu/group/
pritchardlab/structure.html) со следующими параметрами: 
ADMIXTURE model с allele frequencies correlated, burn- in 
500.000 и длиной прогона 500.000 MCMC, числом класте-
ров (set K) от 2 до 19. Наиболее вероятное число кластеров 
определяли по методике (Evanno et al., 2005).

Для анализа полиморфизма участков хлоропластно-
го генома были амплифицированы и секвенированы 
межгенные спейсеры rpl32-trnL и ndhJ-trnL, интрон 
гена rps16 (последовательности праймеров взяты из 
работы (Shaw et al., 2007) и белок-кодирующие гены 
psaA (5ʹ-CTTGACTGTTGGCGGGTCT-3ʹ; 5ʹ-GTAC 
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Table 1. Leek accessions from the FSCVC collection used in the work

No. Cultivars* Country of origin (if available)* Acc. no. in FSCVC (if available)* Acc. no. in VIR (if available)*

   1 Agria Netherlands K-16 2398

   2 Amarillo France K-13 2307

   3 American flag Denmark K-3 2191

   4 Arcona Netherlands K-24 5162

   5 Bentons Monorel – K-59 2084

   6 Blauwgroene Winter Germany K-17 2403

   7 Carentan Germany K-60 2092

   8 Colonna Netherlands K-54 2243

   9 Empire Denmark K-14 2350

10 Florena Netherlands K-25 5989

11 Geant d’Hiver Tezier France K-64 2203

12 Giant anelioro Netherlands K-7 2238

13 Giant Musselburgh India K-69 2140

14 Italion gent Denmark K-15 2353

15 Lincoln Yugoslavia K-21 2544

16 Long d’hiver France K-5 2212

17 Lyon United Kingdom K-2 2159

18 Lyon United Kingdom K-55 2252

19 Merlin Netherlands K-45 2545

20 Monstruoso Argentina K-1 2114

21 Monstrouso United Kingdom K-10 2248

22 Monstruena de Carentan France K-65 2204

23 Monstrueux France K-67 2198

24 Monstrueux d’Elbeuf France – 2236

25 Musselburgh Netherlands K-11 2253

26 Olifant-Exelsior Netherlands K-4 2196

27 Poireau France K-6 2231

28 Porree dicker Germany K-41 2017

29 Praza 2 Italy K-9 2245

30 Siegfried Denmark K-70 2187

31 Suttons Prizetaker India K-68 2120

32 The Legon Netherlands K-50 5998

33 Timperley Light United Kingdom – 2239

34 Tres long Hiver Botswana K-19 2518

35 Tynis Tunisia K-57 2276

36 Wastlandia Winterreusen Netherlands K-62 2197

37 Winter lauch Rijen fon Carentan Germany K-71 2005

38 Zocal Type – K-53 2580

39 Zocalen Iran K-22 2574

40 Alligator – – –

41 Vesta – – –

42 Goliath – K-28 –

43 Gulliver – K-119 –

44 Dobryy molodec – K-39 –

45 Giraffe – K-29 –

46 Zimniy gigant – K-118 –

47 Kazachok (kyavar) Russia K-113 –

48 Kazimir Germany K-31 –
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CATAGTCAGTAGCTAGA-3ʹ), psaB (5ʹ-TTCTGGG 
TGGAATTGCCAC-3ʹ; 5ʹ-ATAGCTCCATGAGCAAAG 
GC-3ʹ), psbA (5ʹ-AGTACGTGTGCTTGGGAGT-3ʹ;  
5ʹ-TATAGCCCCTTCGTTCGAC-3ʹ), psbB (5ʹ-GTC 
TATTGCAATGCGATAAAG-3ʹ ;  5 ʹ -ACCATAGAA 
CTCAACAGTTAC-3ʹ), psbE (5ʹ-TCCCATCTTTCAC 
CGAATC-3ʹ; 5ʹ-AGTCCGTGAATAGCTAACC-  3ʹ), 
petB (5ʹ-TGTGTTTCTGTTTGAGCCGT-3ʹ; 5ʹ-TATT 
GTTCCTTCCCGATAGG-3ʹ). Праймеры для белок-ко-
дирующих генов были разработаны на основе секвени-
рованных пластомов видов Allium (Filyushin et al., 2016, 
2018). Нуклеотидные последовательности выравнивали 
и анализировали в программе MEGA7.0 (https://www.
megasoftware.net/). 

результаты и обсуждение
AFLP-анализ ядерного генома лука-порея. С использо-
ванием отобранных комбинаций праймеров E-ACT/M-
CAAGCG и E-AGG/M-CAAGCG проведен AFLP-анализ 
ядерного генома 65 образцов лука-порея, включающих 
сорта отечественной и зарубежной селекции. В результа те 
анализа и обработки полученных ДНК-спектров иден-
тифицировано 760 фрагментов, 716 из которых были по-
лиморфны для анализируемых образцов. Рассчитанные 
генетические расстояния между образцами лука-порея 
варьировали от 0.4 до 0.76, а между образцами лука-по-
рея и видами, взятыми в качестве внешней группы, – от 
0.65 до 0.82.

На дендрограмме (рис. 1) все образцы A. porrum фор-
мировали единый субкластер, а виды, взятые в качестве 
внешней группы, – сестринский субкластер. Выбор видов 
A. ampeloprasum, A. commutatum и A. pyrenaicum в качестве 
внешней группы обусловлен тем, что ряд исследователей 
объединяет их вместе с A. porrum и еще несколькими род-
ственными видами в Allium ampeloprasum complex (Jones, 

Mann, 1963; Hirschegger et al., 2010; Guenaoui et al., 2013). 
Согласно системе APG IV, A. porrum – самостоятельный 
вид, в то время как ряд исследователей считает лук-порей 
подвидом A. ampeloprasum (Hirschegger et al., 2010; Gue-
naoui et al., 2013). Однако на дендрограмме образцы 
A. am peloprasum не образуют единой группы с образцами 
A. porrum, а кластеризуются с образцами A. commutatum 
и A. pyrenaicum (см. рис. 1).

Анализ геномной структуры изучаемых образцов 
лука-порея в программе STRUCTURE 2.3.4 в сочетании 
с методикой (Evanno et al., 2005) показал их вероятное 
разделение на семь групп. Полученная диаграмма была 
наложена на AFLP-дендрограмму (см. рис. 1). Как видно 
на диаграмме, наборы ДНК-фрагментов образцов лука-
порея отличаются друг от друга менее чем 10 % (при-
меси других цветов на красном фоне), при этом образцы 
A. porrum, формирующие на дендрограмме отдельные 
группы, имеют схожую геномную структуру (см. рис. 1).

Выявленный высокий уровень полиморфизма ядерного 
генома A. porrum логично было бы объяснить типом раз-
множения (перекрестное опыление). Аналогично высокий 
уровень внутривидовой вариабельности был показан для 
перекрестно-опыляемого лука репчатого A. cepa (Karić et 
al., 2018). При этом интересно отметить, что геном чеснока 
A. sativum, который размножается только вегетативно, 
также является крайне вариабельным (Volk et al., 2004; 
Zhao et al., 2011; Egea et al., 2017). По всей видимости, 
высокий уровень полиморфизма ядерного генома харак- 
те рен для видов Allium и может быть связан с насыщен-
ностью мобильными элементами и повторяющимися 
последовательностями, о чем свидетельствуют прове-
денные ранее цитологические и геномные исследования 
некоторых видов Allium (Suzuki et al., 2001; Jakse et al., 
2008; Vitte et al., 2013; Peška et al., 2019). Помимо этого, 
для некоторых сельскохозяйственных культур было по-

Table 1 (end)
No. Cultivars* Country of origin (if available)* Acc. no. in FSCVC (if available)* Acc. no. in VIR (if available)*

49 Karantanskiy Russia K-40 2001

50 Kilima – K-111 –

51 Columbus Netherlands – –

52 Kyavar Azerbaijan K-61 2094

53 Letnii briz – K-33 –

54 Osenniy gigant – – –

55 Pras Russia K-42 2038

56 Premier Russia – –

57 Slon (Elephant) – K-36 –

58 Hobot slona (Elephant trunk) – К-37 –

59 Elefant Czech Republic – –

60 – Syria K-43 2054

61 – United Kingdom K-44 2026

62 – United Kingdom K-63 2200

63 – Canada K-23 4895

64 – – K-51 5954

65 – – K-52 2563

* If available.
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Fig. 1. UPGMA consensus tree of genetic differences in 65 Allium porrum accessions and 4 related species; diagram of the genomic structure of  
65 analyzed leek accessions.
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казано, что уровень генетического разнообразия может 
быть связан с доместикацией и селекцией (Sun et al., 2018; 
Fu et al., 2019).

Анализ вариабельности участков  хлоропластно го 
генома. У изучаемых образцов лука-порея были ампли-
фицированы и секвенированы девять участков хлоро-
пластного генома, как некодирующие: межгенные спей-
серы rpl32-trnL и ndhJ-trnL, интрон гена rps16, так и 
белок-кодирующие: гены psaA, psaB, psbA, psbB, psbE, 
petB (табл. 2).

Размеры межгенных спейсеров rpl32-trnL и ndhJ-trnL 
у всех исследуемых образцов лука-порея оказались ин-
вариантны, в нуклеотидных последовательностях было 
выявлено два и три вариабельных сайта соответственно 
(см. табл. 2). Размеры этих участков у видов луков, взя-
тых в качестве внешней группы, варьировали за счет 
наличия коротких инделей. Так, длина последователь-
ности rpl32-trnL у образцов A. ampeloprasum составила 
839 п. н., A. com mutatum – 822 п. н., A. pyrenaicum – 785 п. н. 
Интересно, что в последовательностях rpl32-trnL и ndhJ-
trnL у A. ampeloprasum обнаружены короткие индели 
и нук леотидные замены, не встречающиеся у образцов 
A. porrum, но присутствующие у A. commutatum.

Длина последовательности интрона гена rps16 у об-
разцов лука-порея была различна. У большинства об-
разцов интрон имел размер 913 п. н. У трех образцов 
A. porrum – Monstruoso (К-1), Wastlandia Winterreusen и 
Премьер – длина последовательности составила 891 п. н. 
Разница в длинах обусловлена тандемно повторяющим-
ся 22-нук леотидным фрагментом. У образцов видов 
A. ampeloprasum, A. commutatum и A. pyrenaicum этот 
повтор представлен одной копией. У единственного об-
разца лука-порея – сорта Merlin – выявлена специфичная 
69-нуклеотидная делеция, за счет чего длина интрона 
составила 844 п. н.

Последовательности шести генов фотосинтетического 
аппарата, кодирующих субъединицы фотосистем 1 и 2 
( psaA, psaB, psbA, psbB, psbE), а также субъединицу ци-
тохрома b (petB), были инвариантны по размеру у анализи-
руемых образцов лука-порея и мономорфны (см. табл. 2). 
Единственная замена T327A в гене psaB была обнаружена 
у сортов Monstruoso (K-1), Wastlandia Winterreusen (К-62) 
и Казачок, однако она не приводила к замещению амино-
кислотного остатка. У образцов видов, взятых в качестве 
внешней группы, размеры изучаемых шести генов также 
были инвариантны.

Полученные для каждого образца последовательности 
были объединены и использованы для построения ден-
дрограммы (рис. 2). На дендрограмме анализируемые 
образцы лука-порея образуют единый субкластер, базаль-
ную ветвь к которому формирует образец A. pyrenaicum. 
Образцы A. ampeloprasum и A. commutatum образуют 

Fig. 2. Consensus tree based on nine regions of the chloroplast genome 
(MEGA7.0, Maximum Likelihood method, HKY model).
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Table 2. Characteristics of the chloroplast genome regions analyzed in A. porrum accessions

Parameter rpl32-trnL ndhJ-trnL rps16 (intron) psaA psaB psbA psbB psbE

Length, bp 793 837 844, 891, 913 2253 2205 1062 1527 252

SNP 2 3 0 0 1 0 0 0

Indels 0 0 2 0 0 0 0 0
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обособленный субкластер, в изученных последователь-
ностях хлоропластного генома этих видов был обнаружен 
ряд общих инделей и SNP, отсутствующих у A. porrum и 
A. pyrenaicum, последовательности которых были высоко-
гомологичны (99.62 %).

Анализ кодирующих и некодирующих участков хлоро-
пластного генома суммарной длиной около 10 500 п. н. для 
каждого из 65 образцов лука-порея показал крайне низкий 
уровень их полиморфизма – всего 6 SNP. 

Данные о внутривидовом полиморфизме участков 
плас тома известны лишь для нескольких видов Allium. 
Так, анализ трех межгенных спейсеров у 24 образцов 
дикорастущих популяций A. roseum также выявил низкую 
вариабельность хпДНК (Guetat et al., 2010). Отсутствие 
внутривидовой вариабельности пластома обнаружено 
при исследовании небольших выборок (до 10 образцов) 
видов секции Rhizirideum (Sinitsyna et al., 2016). Низкий 
уровень вариабельности участков хлоропластного генома, 
по-видимому, – характерный признак для представителей 
Allium, что, как предполагается, может быть следствием 
гибридизации или интрогрессии хлоропластного генома 
(Hanelt, 1996; Li et al., 2010, 2016).

Заключение
В настоящей работе впервые на широкой выборке об-
разцов изучен внутривидовой полиморфизм генома 
A. por rum. В результате выявлен высокий уровень поли-
морфизма ядерного генома лука-порея, сопоставимый с 
таковым у других сельскохозяйственно значимых видов 
Allium. Несмотря на то что лук-порей – популярная овощ-
ная культура, молекулярно-генетические исследования 
как всего генома в целом, так и отдельных локусов/генов 
ранее практически не проводились. Наши результаты по 
вариабельности ядерного генома A. porrum будут исполь-
зованы для научно обоснованного подбора родительских 
пар для скрещивания с целью получения возможного 
гетерозисного эффекта в F1 при селекции лука-порея в 
Федеральном научном центре овощеводства.
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