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Представлены результаты оценки уровня полиморфизма SSR- и iPBS-маркеров. У ше-
сти SSR-локусов обнаружили от четырёх до четырнадцати аллелей, а наблюдаемая гете-
розиготность варьировала от 0,46 до 0,88. Показатели генетического разнообразия двена-
дцати iPBS-праймеров варьировали в следующих границах: количество полиморфных ПЦР-
фрагментов 3–14, доля полиморфных праймеров 42,9–100,0 %, ожидаемая гетерозигот-
ность 0,14–0,34. Отобрано четыре наиболее информативных микросателлитных локуса 
(L1.1, L2.3, L5.4 и L7.8) и четыре iPBS-праймера (iPBS2076, iPBS2078, iPBS2232 и 
iPBS2271) с высоким уровнем полиморфизма. Данные праймеры могут быть рекомендова-
ны для молекулярно-генетических исследований берёзы повислой (Betula pendula). 
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Введение. ДНК-маркеры нашли ши-

рокое применение для решения многих за-
дач в различных отраслях науки 1–3. В 
отношении древесных видов различные 
типы ДНК-маркеров применяются в селек-
ционных, популяционных, филогенетиче-
ских и филогеографических исследованиях 
4–6. Выбор типа ДНК-маркера для реше-
ния тех или иных научных задач обуслов-
лен рядом факторов, к которым относятся 
ожидаемый уровень полиморфизма, тип 
наследования маркеров, простота и до-
ступность выполнения анализа, стоимость, 
наличие специализированного оборудова-
ния и навыков у исследователя 1.  

Наибольшей популярностью в по-
следние годы пользуются SSR-маркеры, 
или микросателлиты (Simple Sequence 
Repeats, microsatellites), которые представ-
ляют собой короткие 2- и 6-нуклеотидные 

тандемно повторяющиеся последователь-
ности 7. Этот тип ДНК-маркеров показы-
вает высокую изменчивость на индивиду-
альном и популяционном уровнях и счита-
ется одним из наиболее надёжных и высо-
ковоспроизводимым 2, 8. Однако совре-
менная модификация метода анализа из-
менчивости микросателлитов требует ис-
пользования флуоресцентных меток и про-
ведения капиллярного электрофореза на 
генетическом анализаторе для определения 
длин аллелей, что делает SSR-маркеры бо-
лее дорогими в использовании 2. Другим 
фактором, ограничивающим использова-
ние SSR-маркеров, является их видоспе-
цифичность. Хотя и есть примеры того, 
что праймеры, разработанные для ампли-
фикации микросателлитных последова-
тельностей одних видов, успешно исполь-
зуются для других близкородственных 
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видов 9, однако, успешный трансфер 
праймеров с одного вида на другой наблю-
дается не во всех случаях 10. Отмечается, 
что процент успешно амплифицированных 
микросателлитных локусов может сни-
жаться при использовании невидоспеци-
фичных праймеров 11. 

Разработка видоспецифичных SSR-
праймеров сложна из-за необходимости 
знаний нуклеотидной последовательности 
1. Праймеры для амплификации микро-
сателлитных локусов разработаны для 
Betula platyphylla 12, 13, Betula pendula 
14, Betula pubescens ssp. tortuosa [15], 
Betula alnoides [16], Betula luminifera [17]. 
Также есть примеры успешного использо-
вания видоспецифичных SSR-праймеров 
для других видов берёз 14, 16, 18. 

Наиболее доступной альтернативой 
SSR-маркерам являются ДНК-маркеры, 
основанные на амплификации анонимных 
участков генома с использованием для 
полимеразной цепной реакции (ПЦР) 
произвольных праймеров, имеющих мно-
жественную локализацию. Несомненным 
преимуществом данных типов молеку-
лярных маркеров является их универсаль-
ность и более низкая стоимость анализа, 
так как их визуализация осуществляется 
простым горизонтальным электрофорезом 
в агарозном геле 2. Первым широко 
применяемым типом ДНК-маркеров из 
этой группы были RAPD (Randomly Am-
plified Polymorphic DNA), в основе кото-
рых лежит использование десяти нуклео-
тидных произвольных праймеров 19. 
Основным их недостатком является низ-
кая воспроизводимость из-за высокой 
чувствительности метода к условиям ана-
лиза 1, 20. Немного позднее был разра-
ботан другой тип ДНК-маркеров – ISSR 
(Inter-Simple Sequence Repeat), считаю-
щийся более надёжным по сравнению с 
RAPD, так как длина праймеров составля-
ет уже 15–24 нуклеотидов 21. ISSR-
маркеры представляют собой амплифици-
рованные фрагменты ДНК, расположен-
ные между двумя одинаковыми микроса-

теллитными регионами 21, 22. Уровень 
воспроизводимости ISSR-маркеров дости-
гает 99 % 23. RAPD- и ISSR- маркеры 
активно применяются для молекулярно-
генетических исследований различных 
видов берёз 24–27. 

Развитие метода ПЦР со случайными 
праймерами привело к разработке новых 
типов ДНК-маркеров, основанных на ис-
пользовании длинных концевых последо-
вательностей (LTR – long terminal repeat) 
ретротранспозонов 28–30. Большое ко-
личество копий и широкое распростране-
ние ретротранспозонов в геномах эукари-
от делают ДНК-маркерные системы, раз-
работанные на их основе, весьма перспек-
тивными 28. К маркерным системам на 
основе последовательностей ретратранс-
позонов относят IRAP, REMAP, S-SAP, 
RBIP [2] и iPBS 31. Из всех перечислен-
ных маркерных систем для молекулярно-
генетических исследований берёз были 
применены только IRAP-маркеры 32. 

Цель работы – оценка уровня измен-
чивости SSR- и iPBS-маркеров и подбор 
наиболее информативных праймеров для 
проведения генетических исследований 
берёзы повислой. 

Объекты и методика исследований. 
В работе были протестированы шесть пар 
SSR-праймеров, предложенных для ам-
плификации микросателлитных локусов у 
берёзы повислой 14 и 14 iPBS-
праймеров, протестированных ранее на 
ячмене и корове 31. По мнению авторов, 
разработанный iPBS-метод применим к 
любому организму с ретротранспозонами, 
содержащими PBS-сайты 31. 

При тестировании iPBS-праймеров 
были проведены эксперименты по подбо-
ру оптимальной температуры отжига, при 
этом диапазон апробированных темпера-
тур составил от 48 до 60 С. Характери-
стика использованных SSR-праймеров 
приведена в таблице 1, а iPBS-маркеров в 
таблице 3. Оценка полиморфизма SSR-
праймеров выполнена с использованием 
30 деревьев берёзы повислой. Тестирова-
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ние и определение уровня изменчивости 
iPBS-праймеров проведено с использова-
нием 9 генотипов берёзы повислой. Для 
получения препаратов ДНК применялся 
СТАВ-метод 33. 

Полимеразная цепная реакция прово-
дилась с использованием амплификатора 
CFX96 (Bio-Rad, США) и набора реакти-
вов Encyclo Plus PCR kit (Евроген, Рос-
сия). Для амплификации SSR-локусов ис-
пользовали следующий состав полиме-
разной цепной реакции: стерильная вода – 
11,3 мкл; ПЦР-буфер – 1,5 мкл; смесь дез-
оксинуклеотидфосфатов – 0,3 мкл; Tag-
полимераза – 0,3 мкл; прямой и обратный 
праймеры по 0,3 мкл; ДНК-матрица – 
1 мкл; общий объём реакции 15 мкл. Ре-
жим ПЦР: первичная денатурация 10 мин. 
при температуре 94 °С; 30 циклов – дена-
турация 60 сек. при 94 °С, отжиг прайме-
ров 75 сек. при 57 °С и элонгация 1 мин. 
при 72 °С; финишная элонгация 10 мин. 
при 72 °С и охлаждение 15 мин. при 4 °С. 
Длина аллелей микросателлитных локу-
сов определялась с помощью капиллярно-
го электрофореза на генетическом анали-
заторе ABI PRISM Genetic Analyser 3100 
(Applied Biosystems, США). Визуализация 
результатов капиллярного электрофореза 
и расчёт длины аллелей сделаны в про-
грамме GeneMarker. 

Общий объём реакции при iPBS-
анализе составил 10 мкл, в том числе ПЦР-
буфер – 1 мкл; dNTPs – 0,2 мкл; Tag-
полимераза – 0,1 мкл; ДНК матрица – 1 
мкл; праймер – 0,2 мкл; стерильная вода – 
7,5 мкл. Режим амплификации: 4 мин. при 
95 ºС – первичная денатурация ДНК; 35 
циклов: 30 сек. при 95 ºС – денатурация; 45 
сек. при 51–60 ºС – отжиг праймера; 90 
сек. при 72 ºС – элонгация; 5 мин. при 
72 ºС – финишная элонгация; 15 мин. при 
4 ºС – охлаждение пробирок. Визуализация 
результатов ПЦР с iPBS-праймерами вы-
полнена с помощью горизонтального элек-
трофореза в 1,5 % агарозном геле в ацетат-
ном буфере и с использованием гельдоку-
ментирующей системы GelDoc 2000 (Bio-

Rad, США). Расчёт длин ПЦР-фрагментов 
выполнен в специализированной програм-
ме Quantity One® Version 4.6.3. 

Для расчёта показателей генетическо-
го полиморфизма использованы програм-
ма POPGENE 1.31 в случае iPBS-маркеров 
и программа GenAlEX6 в случае SSR-
маркеров. 

Результаты исследований. Анализ 
микросателлитных локусов у 30 деревьев 
берёзы повислой из Республики Марий Эл 
показал, что тестируемые SSR-праймеры 
позволяют выявить от 4 до 14 вариантов 
аллелей (табл. 1). Всего у шести микроса-
теллитных локусов обнаружено 54 аллеля. 
Ранее при тестировании аналогичных 
SSR-праймеров на 30 деревьях берёзы по-
вислой из Восточной Финляндии было 
выявлено 57 вариантов аллелей. 
Наибольшее различие по числу наблюда-
емых аллелей установлено для локуса 
L7.8, у которого в Республике Марий Эл 
обнаружено 13 вариантов аллелей, в то 
время как в финской популяции пять. У 
четырёх микросателлитных локусов из 
шести (L2.3, L3.4, L5.4, L7.3) установлены 
близкие значения количества наблюдае-
мых аллелей у выборок деревьев из Ре-
спублики Марий Эл и Финляндии. 

Расчёты показали, что наибольший 
уровень гетерозиготности характерен для 
локусов L1.1 и L7.8, у которых наблюдае-
мая гетерозиготность достигает 0,83–0,88, 
а ожидаемая гетерозиготность составляет 
0,86–0,89 (табл. 2). Судя по значениям ин-
декса фиксации Райта, для всех локусов, 
кроме L5.4, характерен дефицит гетерози-
гот. Наибольший дефицит гетерозигот 
наблюдается у локусов L2.3 и L3.4, для 
которых получены наибольшие значения 
индекса фиксации Райта (0,309 и 0,326). 
Существенное различие по уровню 
наблюдаемой гетерозиготности между де-
ревьями из Республики Марий Эл и Фин-
ляндии наблюдается только у локуса L3.4 
(0,38 и 0,71). Для остальных микросател-
литных локусов показатели гетерозигот-
ности относительно близкие. 
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Таблица  1  
 

Характеристика SSR-праймеров и результаты полимеразной цепной реакции* 
 

Праймер Мотив  
повтора 

Сиквенс праймеров Температура 
отжига, С 

Характеристика  
обнаруженных аллелей 

количество 
наблюдаемых 
аллелей, Na 

длина алле-
лей, п.н. 

L1.1 (ga)4aa(ga)10 f: acgctttcttgatgtcagcc 
r: tcaccaagttcctggtggat 

57 14 (20) 168–213 
(168–209) 

L2.3 (ag)16 f: cagtgtttggacggtgagaa 
r: cgggtgaagtagacggaact 

57 9 (8) 193–215 
(198–220) 

L3.4 (gtat)3(gt)5 f: aaccctcgtttggctactga 
r: gaacagttactagtcaaactgaaaacc 

57 4 (6) 247–270 
(258–274) 

L5.4 (tc)26 f: aagggcacctgcagattaga 
r: aaaattgcaacaaaacgtgc 

57 8 (10) 236–254 
(230–262) 

L7.3 (gt)18(ga)14 f: ggggatccagtaagcggtat 
r: cacacgagagatagagtaacggaa 

57 6 (8) 187–218 
(178–226) 

L7.8 (ct)11gc(aatg)2 f: ggccaacagatataaaacgacg 
r: ttttaaatgcccaccttccc 

57 13 (5) 279–306 
(295–307) 

Итого    54 (57)  
 

* в скобках приведены данные K. K. M. Kulju, M. Pekkinen, S. Varvio 14. 
 

В целом, сравнивая собственные экс-
периментальные и литературные данные, 
можно сказать, что результаты тестирова-
ния SSR-праймеров на 30 деревьях из 
Республики Марий Эл и Восточной Фин-
ляндии сопоставимы. Некоторые отличия 
в числе наблюдаемых аллелей и уровне 
гетерозиготности обусловлены прежде 
всего географической изменчивостью по-
пуляций берёзы повислой. Для молеку-
лярно-генетических исследований берёзы 
повислой рекомендуются SSR-праймеры к 
локусам L1.1, L2.3, L5.4 и L7.8, у которых 
обнаружено наибольшее количество 
наблюдаемых аллелей, что позволит гено-

типировать большее число особей. Из 
всех обнаруженных вариантов аллелей на 
эти четыре микросателлитных локуса 
приходится 81,5 % (44 из 54 аллелей). 
Кроме того, для локусов L1.1 и L7.8 уста-
новлены наибольшие показатели гетеро-
зиготности. 

Качество амплификации ДНК при ис-
пользовании iPBS-праймеров существен-
но зависело от температуры отжига. 
Например, из рисунка (с. 63) можно уви-
деть, что наиболее чёткий спектр ПЦР-
фрагментов, полученный с праймером 
iPBS 2077, наблюдается при более высо-
ких температурах. 

 
Таблица  2  

 
Показатели генетического полиморфизма микросателлитных локусов 

 

Локус 

Собственные экспериментальные данные Данные K. K. M. Kulju et al. 14] 
Наблюдаемая 

гетерозиготность, 
Нo 

Ожидаемая  
гетерозиготность, 

Не 

Индекс 
фиксации 
Райта, F 

Наблюдаемая 
гетерозиготность, 

Нo 

Ожидаемая  
гетерозиготность, 

Не 
L1.1 0,83 0,86 0,032 0,92 0,96 
L2.3 0,46 0,66 0,309 0,38 0,56 
L3.4 0,38 0,56 0,326 0,71 0,60 
L5.4 0,79 0,78 -0,013 0,92 0,86 
L7.3 0,63 0,69 0,102 0,68 0,71 
L7.8 0,88  0,89  0,005 0,83 0,72 

Итого 0,66 0,74 0,127 - - 
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Электрофорез продуктов ПЦР, полученных с праймером iPBS20775 при разных температурах отжига 
 

Таблица  3  
 

Характеристика iPBS-праймеров и результаты полимеразной цепной реакции 
 
 

Праймер 
 

Сиквенс праймеров 
Подобранная 
температура 
отжига, С 

Количество ПЦР фрагментов Длина 
ПЦР-

фрагментов, 
п.н. 

всего в т. ч.  
полиморфных 

iPBS2074 gctctgatacca - - - - 
iPBS2075 ctcatgatgcca 53 13 8 140–940 
iPBS2076 gctccgatgcca 60 11 10 170–1020 
iPBS2077 ctcacgatgcca 60 12 8 150–1380 
iPBS2078 gccgagtcgcca 56 17 14 230–1380 
iPBS2224 atcctggcaatggaacca 53 10 7 210–1060 
iPBS2232 agagaggctcggatacca 60 12 10 230–1100 
iPBS2237 cccctacctggcgtgcca - - - - 
iPBS2238 acctagctcatgatgcca 51 9 8 210–840 
iPBS2270 acctggcgtgcca 56 9 7 240–920 
iPBS2271 ggctcggatgcca 58 17 17 170–900 
iPBS2272 ggctcagatgcca 58 9 7 180–530 
iPBS2377 acgaagggacca 53 7 3 200–950 
iPBS2378 ggtcctcatcca 51 10 8 110–570 
Итого   136 107 110–1380 

 
Двенадцать iPBS-праймеров из 14 

протестированных показали стабильную 
амплификацию (табл. 3). Для праймеров 
iPBS2074 и iPBS2237 не удалось получить 
чёткий и воспроизводимый спектр ам-
плифицированных фрагментов ДНК. Оп-
тимальная температура отжига остальных 
праймеров варьировала от 51 до 60 С. 
Общее количество ПЦР-фрагментов варь-
ировало в зависимости от праймера от се-
ми у iPBS2377 до 17 у iPBS2078 и 
iPBS2271. Всего было обнаружено 136 
ПЦР-фрагментов, из которых большая 
часть оказалась полиморфной (107). Дли-
ны ПЦР-фрагментов варьировали у раз-

ных iPBS-праймеров в пределах от 110 до 
1380 пар нуклеотидов. 

Для молекулярно-генетических ис-
следований более эффективно использо-
вать случайные праймеры, которые поз-
воляют амплифицировать наибольшее ко-
личество фрагментов ДНК, при этом доля 
полиморфных локусов должна быть также 
высока. Ориентируясь на данный крите-
рий оценки, для популяционных исследо-
ваний и генетической идентификации от-
дельных генотипов берёзы повислой 
необходимо прежде всего использовать 
праймеры iPBS2076, iPBS2078, iPBS2232 
и iPBS2271. У данных iPBS-праймеров
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Таблица  4  
 

Показатели генетического полиморфизма iPBS-праймеров 
 

Праймер Доля полиморфных  
локусов, Р (%) 

Количество  
наблюдаемых аллелей, Na 

Ожидаемая  
гетерозиготность, Не 

iPBS2075 61,5 1,62 0,26 
iPBS2076 90,9 1,91 0,27 
iPBS2077 66,7 1,67 0,24 
iPBS2078 82,4 1,82 0,32 
iPBS2224 70,0 1,70 0,21 
iPBS2232 83,3 1,83 0,27 
iPBS2238 88,9 1,89 0,34 
iPBS2270 77,8 1,78 0,26 
iPBS2271 100,0 2,00 0,32 
iPBS2272 77,8 1,78 0,29 
iPBS2377 42,9 1,43 0,14 
iPBS2378 80,0 1,80 0,25 
Итого 79,4 1,78 0,27 

 

было обнаружено наибольшее количество 
полиморфных ПЦР-фрагментов (от 10 до 
17), в то время как у других праймеров 
этот показатель варьировал от трёх до 
восьми. Использование этих четырёх iPBS-
праймеров из 12 позволит включить в ана-
лиз 47,7 % полиморфных фрагментов (51 
из 107). При необходимости дополнитель-
но в генетических исследованиях берёзы 
повислой также можно использовать ещё 
четыре праймера, у которых было детекти-
ровано восемь полиморфных ПЦР-
фрагментов (iPBS2075, iPBS2077, 
iPBS2238 и iPBS2378). Увеличение коли-
чества использованных iPBS-праймеров до 
восьми позволит анализировать 77,6 % от 
всех полиморфных фрагментов (83 из 107). 

Протестированные iPBS-праймеры по-
казали разный уровень генетического по-
лиморфизма (табл. 4). Показатели генети-
ческого разнообразия варьировали в сле-
дующих пределах: доля полиморфных ло-
кусов от 42,0 до 100,0 %; число наблюдае-
мых аллелей от 1,43 до 2,00; ожидаемая 
гетерозиготность от 0,14 до 0,34. Мини-
мальные значения показателей генетиче-
ской изменчивости установлены для прай-
мера iPBS2377, а наибольшим полимор-
физмом отличаются праймеры iPBS2076, 
iPBS2078, iPBS2232, iPBS2238 и iPBS2271. 

Заключение. Протестированные SSR- 
и iPBS-праймеры существенно отличаются 
по уровню полиморфизма. Для проведения 
генетического анализа необходимо исполь-
зовать прежде всего праймеры, позволяю-
щие выявить наибольший полиморфизм 
растений берёзы повислой. Среди изучен-
ных SSR-праймеров к таким относят L1.1, 
L2.3, L5.4 и L7.8, при использовании кото-
рых у микросателлитных локусов обнару-
жено наибольшее количество аллелей (от 8 
до 14 аллелей). В целом на микросателлит-
ные локусы L1.1, L2.3, L5.4 и L7.8 прихо-
дится 81,5 % всех обнаруженных аллелей.  

В работе впервые представлены ре-
зультаты исследований по использованию 
iPBS-праймеров для генетического анализа 
берёзы повислой. Среди протестированных 
iPBS-праймеров наибольший интерес пред-
ставляют iPBS2076, iPBS2078, iPBS2232 и 
iPBS2271, использование которых позволи-
ло выявить от 10 до 17 полиморфных ПЦР-
фрагментов. Рекомендуемые SSR- и iPBS-
праймеры могут быть использованы для 
оценки состояния генетических ресурсов 
берёзы повислой, популяционно-экологи-
ческих исследований, генетической паспор-
тизации ценных особей, идентификации 
древесины и частей стволов при судебно-
криминалистической экспертизе. 

 

Статья подготовлена при финансовой поддержке Министерства образования и науки Россий-
ской Федерации в рамках выполнения базовой части государственного задания высшим учебным 
заведениям и научным организациям в сфере научной деятельности (г/б НИР 37.8531.2017). 
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ABSTRACT 
 
Introduction. To use the molecular markers successfully, it is obligatory to select carefully 

the type of DNA marker and the particular primers used in the polymerase chain reaction.  To 
solve the considered problem, it is necessary to conduct the preliminary research to detect the 
most informative DNA markers that allow determining the deepest polymorphism of the studied 
object. The goal of the research is to assess the level of variability of SSR and iPBS markers, and 
select the most informative primers for the genetic research of betula pendula. Six pairs of SSR 
primers and 14 iPBS primers were the object of the research. The methodology of the research in-
cluded the following actions, implemented consistently: performance of polymerase chain reaction 
(PCR) with all the primers, visualization of PCR results using  the electrophoresis, definition of 
the length of alleles of SSR loci in SSR analysis and  PCR fragments using the iBPS primers, cal-
culation of genetic polymorphism  figures. Research results. The tested SSR and iPBS primers 
substantially differ in terms of the level of polymorphism. Number of the observed alleles for dif-
ferent SSR-locuses varied from 4 to 14; the observed heterozygosity was 0.38-0.88; the expected 
heterozygosity - 0.56- 0.89. The values of indicators of genetic polymorphism of 12 iPBS primers 
for Betula pendula  were defined for the first time. The following figures for the  indicators of var-
iability (number of PCR fragments 7–17, number of polymorphic PCR fragments 3–17; share of  
polymorphic loci 42.9–100.0 %; number of observed alleles 1.43–2.00; expected  heterozygosity 
0.14–0.34) were typical for the iPBS. Conclusion. To conduct the genetic analysis, it is necessary 
to use, above all, the primers that allow revealing the deepest polymorphism of betula pendula. 
Using the studied SSR primers L1.1, L2.3, L5.4, and L7.8 the SSR loci were found  to have had the 
largest number of alleles (8 -14). Among the tested iPBSprimers, iPBS2076, iPBS2078, iPBS2232, 
and iPBS2271 primers are of greatest interest, application of these primers made it possible to re-
veal from 10 to 17 polymorphic PCR fragments.  
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