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Using of amplicon melting curves to assess the suitability of Norway spruce nSSR loci for 
multiplexing

G.V. Kalko, R.R. Musina (Saint Petersburg Forestry Research Institute)

Microsatellite, or SSR markers (Simple Sequence Repeats) are one of the most powerful tools for 
assessing genetic variation. They are widely used to study the genetic diversity and population 
genetic structure of coniferous species. The most promising is the multiplexing of SSR loci. It 
allows to automate microsatellite analysis, significantly increase the accuracy of studies and 
reduce their cost. At the moment, there are no universally accepted multiplexes of Norway spruce 
nuclear microsatellites and their creation is very important. The aim of the study is the selection 
from number of published nSSR the loci suitable for multiplexing and compilation from them 
the original multiplexes convenient for analyzing the genetic diversity and identification of 
valuable genotypes of Picea abies (L.) Karst. For the screening the loci with specific amplification 
in a wide range of annealing temperature, Real-Time PCR in a temperature gradient with 
the analysis of melting curves of amplicons for each locus separately was used. Initially, multiplexes 
were created using the Multiplex Manager 1.0 program. After their modification, 7 multiplex 
panels were proposed (3 of two, and 1 of three, and 3 of four loci). Multiplexes were tested on 
30 trees, originating from four geographically different populations of the southern taiga region of 
the European part of the Russian Federation. Multiplex PCR was performed with direct primers 
labeled FAM, HEX, ROX fluorescent dyes and reverse unlabeled primers. PCR results were 
detected using the Applied Biosystems 3500 genetic analyzer. To determine the length of DNA 
fragments, the GeneScan 600 LIZ v2.0 size standard was used.
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Использование кривых плавления ампликонов при оценке пригодности nSSR-локусов ели 
европейской для мультиплексирования

Г.В. Калько, Р.Р. Мусина

Для изучения генетического разнообразия и популяционно-генетической структуры ви-
дов хвойных растений широко применяются микросателлитные, или SSR-маркеры 
(Simple Sequence Repeats), которые являются одними из самых мощных инструментов 
оценки генетической изменчивости. Наиболее перспективным считают мультиплексиро-
вание SSR-локусов, которое позволяет автоматизировать микросателлитный анализ, су-
щественно повысить точность исследований и сократить их стоимость. В настоящее вре-
мя не существует общепринятых мультиплексов ядерных микросателлитов ели 
европейской и их создание весьма актуально. Целью исследования является отбор удоб-
ных для мультиплексирования опубликованных nSSR-локусов и составление из них ори-
гинальных мультиплексов, пригодных для анализа генетического разнообразия Picea 
abies (L.) Karst. и идентификации ценных генотипов. Для отбора локусов со специфичной 
амплификацией в широком интервале температур отжига использовали ПЦР в реальном 
времени в градиенте температур с анализом кривых плавления амплификатов для каждо-
го локуса по отдельности. Первоначально мультиплексы составляли с помощью програм-
мы Multiplex Manager 1.0. После их модификации было предложено 7 мультиплексов (три 
мультиплекса состояли из 4 локусов, один – из 3, остальные из 2 локусов). Мультиплекс-
ные панели были тестированы на 30 деревьях из четырех географически различающихся 
популяций южно-таёжного региона европейской части Российской Федерации. Мульти-
плексные ПЦР проводили с прямыми мечеными флуоресцентными красками FAM, HEX, 
ROX и обратными немечеными праймерами. Детекцию мультиплексных ПЦР выполняли 
с помощью генетического анализатора Applied Biosystems 3500. Для определения длин 
фрагментов ДНК использовали размерный стандарт GeneScan 600 LIZ v2.0.

Ключевые слова: микросателлиты, мультиплексы, ель европейская, генетическое разно-
образие, ПЦР в реальном времени, кривые плавления
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Введение
Изучение генетического варьирования и 

внутривидовой дифференциации популяций 
лесообразующих видов хвойных, в том числе 
представителей рода Picea, является одной из 
важнейших задач популяционной генетики. В 
связи с изменением климата, участившимися 
пожарами, повреждениями вредными орга-
низмами и болезнями, увеличением антропо-
генного давления на природные растительные 
сообщества и экосистемы возникла угроза 
сокращения их биологического разнообразия. 
Владение информацией об уровне генетиче-
ской изменчивости хвойных и о генетической 
структуре популяций важно для оценки по-
тенциала видов и разработки комплекса ме-
роприятий, направленных на сохранение ге-
нетического разнообразия в процессе их ис-
пользования [1, 2, 8, 10].

В последние годы значительно увеличи-
лось число генетических исследований хвой-
ных растений с использованием ДНК-марке-
ров. По литературным данным, для изучения 
генетического разнообразия и популяционно-
генетической структуры хвойных все более 
широко применяются молекулярные, в част-
ности микросателлитные, или SSR-маркеры 
(Simple Sequence Repeats) [11, 12, 17, 29].

Микросателлиты распространены по все-
му эукариотическому геному в виде коротких, 
тандемно расположенных мотивов из 1–6 пар 
нуклеотидов. В геномах хвойных такие марке-
ры многочисленны и привлекательны тем, 
что имеют кодоминантный характер наследо-
вания, отличаются высокой вариабельностью 
и возможностью автоматизации их анализа и 
являются ценным и сравнительно дешевым 
инструментом для генетического анализа на 
популяционном и индивидуальном уровнях. 
Микросателлиты имеют относительно малые 
размеры и, следовательно, могут легко ампли-
фицироваться при использовании ПЦР с 
ДНК, экстрагируемой из различных тканей 
[17, 19, 24, 27, 28, 29]. Несмотря на разработку 
других перспективных ДНК-маркеров, в на-
стоящее время nSSR-локусы относят к самым 

мощным инструментам по выявлению биоло-
гического разнообразия [14, 29].

Микросателлитные фрагменты выявляют 
методом полимеразной цепной реакции 
(ПЦР), обеспечивающим многократное уве-
личение числа копий (амплификацию) данно-
го фрагмента ДНК. Амплификация достигает-
ся в ходе циклического (30–40 циклов) ком-
плементарного достраивания ДНК-матрицы с 
помощью термостабильной Taq-полимеразы. 
Цикличность обеспечивается программируе-
мыми термостатами (амплификаторами) с ав-
томатической сменой температур режимов 
плавления ДНК и ее репликации. Синтез дан-
ного фрагмента ДНК инициируется ДНК-за-
травками в виде пары праймеров – синтетиче-
ских олигонуклеотидов, комплементарных 
нуклеотидным последовательностям на грани-
цах исследуемого фрагмента [9, 13].

С целью экономии времени и реагентов 
разрабатывается и применяется мультиплекс-
ный ПЦР-анализ, когда в одну пробирку с 
ДНК-матрицей добавляют целый набор прай-
меров для одновременной амплификации не-
скольких интересующих фрагментов [4, 5, 17]. 
Ряд авторов составляли из ранее опубликован-
ных микросателлитных локусов и тестировали 
несколько наборов мультиплексов микросател-
литов для исследования генетической измен-
чивости ели европейской [7, 15, 16, 17, 20]. По-
сле апробации предлагаемых мультиплексов на 
массовом популяционном материале исследо-
ватели отказывались от части локусов или це-
лых мультиплексов из-за нестабильной ампли-
фикации, наличия однонуклеотидных повто-
ров, нулевых аллелей или малой информатив-
ности [7, 15, 16]. Необходимо отметить, что в 
настоящее время не существует общепринятых 
мультиплексов ядерных микросателлитов ели 
европейской и создание таких мультиплексных 
панелей до сих пор является актуальным.

Цель наших исследований заключалась в 
создании надежных, хорошо работающих 
оригинальных мультиплексов из ранее опуб-
ликованных локусов. В работе также была 
проведена проверка возможности использо-
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вания кривых плавления ампликонов в режи-
ме реального времени для отбора локусов, 
удобных для мультиплексирования и оптими-
зации условий мультиплексной ПЦР.

Материалы и методы
Использовались образцы хвои ели евро-

пейской (Picea abies (L.) Karst.), которые 

были любезно предоставлены сотрудниками 
разных подразделений ФБУ «Рослесозащи-
та». Образцы хвои были собраны в Вологод-
ской (Тотемское лесничество), Костромской 
(Макарьевское лесничество), Новгородской 
(Хвойнинское лесничество) и Нижегород-
ской (Шахунское лесничество) областях 
(табл. 1).

Таблица 1
Происхождение образцов хвои ели европейской, использованных в работе

Регион (область)
Лесничество / лесхоз, 

уч. лесничество, населен-
ный пункт

Координаты Название 
выборки (год 

сбора образцов)

Кол-во 
образцов, 

шт.°с. ш. °в. д.

Новгородская Хвойнинское, Песькое 58,94 34,38 Песь (2016) 7
Вологодская Тотемское, Тотемское 59,95 42,78 Тотемская (2013) 8
Нижегородская Шахунское, Полетаевское 57,51 46,70 Шахунская (2013) 8

Костромская Макарьевское, Нейское 58,01 43,43
Макарьев-
ская (2016)

7

Перед измельчением хвои в гомогениза-
торе Precellys 24 (Bertin Technologies, Фран-
ция) дополнительно было проведено обезво-
живание хвоинок в лиофильной сушке Free 
zone Plus 2,5L Cascade Freeze Dryer (Labconco, 
США). Выделение ДНК из хвои проводилось 
сразу после гомогенизации по стандартному 
протоколу для растительных тканей с приме-
нением цетилтриметиламмониумбромида 
(метод CTAB) [11, 26].

Чистоту выделенной ДНК и ее концен-
трацию определяли спектрофотометрически 
на приборе SPECTROstar Nano (BMG Labtech 
GmbH, Германия). В работу были взяты об-
разцы ДНК с соотношением поглощения при 
длинах волн 260 и 280 нм (А260/280) от 1,7 
до 1,9.

В исследовании использовали nSSR-ло-
кусы ели европейской, охарактеризованные в 
таблице 2.

ПЦР в реальном времени проводили в 
объеме 15 мкл в термоциклерах СFX96, (Bio-
Rad, США). Реакционная смесь содержала 
готовую смесь для ПЦР qPCRmix-HS фирмы 

Евроген (Россия), 0,1–0,3 мкМоль прямого и 
обратного праймеров, 100 ng BSA, 15 ng ге-
номной ДНК. В качестве интеркалирующего 
флуоресцентного красителя использовали 
водный раствор EvaGreen, Biotium в рекомен-
дованных производителем концентрациях. До 
необходимого объема смесь доводили де-
ионизованной водой.

ПЦР-реакция проводилась по следующей 
программе: 5 мин при 95 °C, затем 40 циклов 
(45 с при 95 °C, 45 с при Та  °C,45 с при 72 °C) 
и заключительная элонгация 10 мин при 
72 °C, кривая плавления от 65 °C до 95 °C с 
шагом 0,5 °C по 5 с. Графический анализ дан-
ных выполнен с помощью программы Bio-
Rad CFX Manager 3.1 (США). В каждом экс-
перименте ставили контроль без матрич-
ной ДНК. Для выявления оптимальных тем-
ператур отжига использовали программу с 
градиентом температур от 53 °C до 63 °C.

Для  составления  мультиплексных 
панелей использовали программу Multiplex 
Manager 1.0, доступную на сайте www.multi-
plexmanager.com [21].
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Таблица 2
Характеристика nSSR-локусов ели европейской, 

отобранных для мультиплексирования

№ 
п/п

Локус Мотив Размер (п. н.)
Та

(ºC)
Число 

аллелей Na

Литературный 
источник

1 SpAGC1 (TC)5TT(TC)10 103 57 8 [24]
2 SpAGG3 (GA)24 136 57 17 [24]
3 SpAGD1 (AG)25 124–204 57 22 [24]
4 SpAC1H8 (GT)27 135 60 18 [24]
5 Pa_36 (CGG)n 178–200 62 5 [19]
6 Pa_47 (CAG)n 106–118 62 4 [19]
7 Pa_44 (GGA)n 274–293 62 7 [19]
8 Pa_41 (CTG)n 176–183 62 5 [19]
9 Pa_28 (TCG)n 148–162 62 8 [19]

10 WS0023.B03 (AT)10
170–216*
(214–216)

62 14 [27]

11 WS0016.O09 (AT)9
396–424*
(416–418)

53 11 [27]

12 WS0092.A19 (AC)9
213–221*
(232–244)

53 4 [27]

13 WS0073.H08 (AT)14
202–236*
(228–230)

53 12 [27]

14 WS0092.M15 (TCC)6
204–216

(217–229)
53 1 [27]

15 PAAC19
(CT)23CAA

(TG)12
141–207 53 5 [28]

16 PAAC23 (GT)14 266–314 58 3 [28]
17 UAPgAC/AT6 (AC)10/(AT)7 114–128* 60 7 [17]
18 UAPgGT8 (CA)20 204–230* 58 23 [17]
19 UAPgAG105 (TG)16 167–175* 56 12 [17]
20 UAPgCT144 (AG)11 134–180* 58 17 [17]
21 UAPsTG25 (AC)23 94–100* 62 9 [17]
22 PGL15 (CT)4N16(CT)11 176–248* 60↓54 15 [25]

Примечание. * – Размеры аллелей для вида Picea glauca.

Тестировали мультиплексы с помощью 
проведения классической мультиплексной 
ПЦР. Состав ПЦР-смесей: 1× готовая смесь 
для ПЦР qPCRmix-HS фирмы Евроген (Рос-
сия), 0,1–0,3 мкМоль прямых, меченых флуо-
ренсцентной краской FAM, HEX или ROX и 
0,1–0,3 мкМоль обратных немеченых прай-
меров, 100 ng BSA, 15 ng геномной ДНК. Объ-
ем реакции доводили до 15 мкл.

Программа амплификации мультиплекс-
ных ПЦР: 5 мин при 95 °C, затем 40 циклов 
(45 с при 95 °C, 45 с при Та ºС, 45 с при 72 °C) и 
заключительная элонгация 10 мин при 72 ºС.

Графический анализ кривых плавления 
продуктов амплификации выполнен в про-
грамме Bio-Rad CFX Manager 3.1 (США).

Результаты мультиплексных ПЦР детек-
тировали с использованием фрагментного 
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анализа методом капиллярного гель-электро-
фореза на генетическом анализаторе Applied 
Biosystems 3500 (Thermo Fisher Scientific, 
США). Для определения длин фрагментов ис-
пользовали размерный стандарт LIZ600 
(Thermo Fisher Scientific, США).

Результаты исследований
Локусы, взятые в работу, происходили из 

геномных библиотек [17, 24] и из транскриби-
руемых областей ДНК (EST) [19, 27, 28].

Для отбора локусов удобных для мульти-
плексирования был уточнен диапазон темпе-
ратур отжига, в котором проходит специфич-
ная ПЦР для каждой пары праймеров с помо-
щью ПЦР в реальном времени в градиенте 
температур от 53 °C до 63 °C.

ПЦР в реальном времени обычно вклю-
чает в себя анализ кривой плавления после 
проведения ПЦР для подтверждения ампли-
фикации единственного продукта или для де-
текции возможного присутствия праймер-ди-
меров или других продуктов амплификации 
[3, 13,18].

Кроме оценки диапазона температур, при 
которых идет амплификация, в этих же экспе-
риментах были получены данные о специ-
фичности продуктов реакций при разных тем-
пературах отжига. По форме пиков плавле-

ния, то есть обработанным данным кривых 
плавления (d(RFU)/dT, где RFU – relative 
fluorescence units – относительные единицы 
флуоресценции (ОЕФ)), можно сделать пред-
варительный вывод об оптимизации ампли-
фикации. Если пик один, острый – ПЦР спе-
цифичная, так как продукт ПЦР плавится в 
узком интервале температур.

Анализ кривых плавления в настоящее 
время широко используется для различных 
прикладных целей: выявления SNP (Single 
nucleotide polymorphism – однонуклеотидных 
полиморфизмов) [6, 18], идентификации ви-
дов организмов, изучения профилей метили-
рования ДНК, а также для подтверждения 
специфичности реакций амплификации [30]. 
Кривая плавления получается путем наблюде-
ния изменений в интенсивности флуоресцен-
ции продуктов ПЦР (ампликонов) при сту-
пенчатом изменении температуры [3, 4, 5].

При сравнении пиков плавления ампли-
конов в этих экспериментах было выявлено, 
что специфичность амплификации в боль-
шинстве локусов стабильна в широких диа-
пазонах температур (табл. 3). Такие локусы, 
как, например SpAGC1, SpAGD1, SpAGG3, 
SpAC1H8, Pa_36, Pa_47, Pa_44, Pa_41, Pa_28, 
удобны для составления мультиплексов 
(табл. 3).

Таблица 3
Температуры отжига отобранных праймеров, 

при которых проходит специфичная амплификация

№ 
п/п

Локус Размер, п. н. Та, ºC Число аллелей (Na)

1 SpAGC1 103 54,0–63,0 8
2 SpAGG3 136 54,0–63,0 17
3 SpAGD11 124–204 57,0–59,0 22
4 SpAC1H8 135 54,0–61,0 18
5 Pa_36 178–200 54,0–62,0 5
6 Pa_47 106–118 53,0–63,0 4
7 Pa_44 274–293 54,0–62,0 7
8 Pa_41 176–183 57,0–63,0 5
9 Pa_28 148–162 59,0–63,0 8

10 WS0023.B033 170–216
(214–216)

59,5–61,3 14
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№ 
п/п

Локус Размер, п. н. Та, ºC Число аллелей (Na)

11 WS0016.O093 396–424
(416–418)

53,0–63,0 11

12 WS0092.A19
213–221

(232–244)
59,4–62,5 4

13
WS0073.H083 202–236

(228–230)
53,0–63,0 12

14 WS0092.M15
204–216

(217–229)
53,0–63,0 1

15 PAAC19 141–207 57,0–59,51 5
16 PAAC23 266–314 53,0–63,0 3
17 UAPgAC/AT61, 2 114–128 59,4–62,5 7
18 UAPgGT81 204–230 55,0–61,0 23
19 UAPgAG1052 167–175 53,0–63,0 12
20 UAPgCT1441, 2 134–180 53,0–57,0 17
21 UAPsTG251 94–100 54,0–62,0 9

Примечения. 1 Интервалы температур отжига зависят от образца ДНК.
              2 Праймеры разработаны для Picea glauca.
              3 Кривые плавления ампликонов выявляют димеры праймеров.

На рисунках 1 и 2 представлены примеры 
кинетических кривых, кривых плавления 
(RFU) и пиков плавления (d(RFU)/dT) про-
дуктов ПЦР в экспериментах с градиентом 
температур (63,0; 62,6; 61,7; 60,1; 58,2; 56,6; 
55,5; 55,0 ºС).

В большинстве локусов наблюдалась спе-
цифичная ПЦР в широком диапазоне темпе-
ратур отжига (рис. 1). В некоторых локусах 
при разных температурах отжига синтезиро-
вались разные продукты (с разными пиками 
плавления). При некоторых температурах 
продуцировались разные фрагменты ДНК, на 
что указывает наличие двух пиков плавления 
(рис. 2). Эти локусы были забракованы как 
неудобные для мультиплексирования.

Отобранные локусы со специфичной ам-
плификацией в широком диапазоне темпера-
тур были распределены по мультиплексам с 
использованием  программы  Multiplex 
Manager 1.0. По данным разработчиков, эта 
программа учитывает и оптимизирует несколь-
ко факторов: диапазон размеров аллеля, тем-

пературы отжига, комплементарность прайме-
ров, гетерозиготность, количество аллелей, 
распределение локусов по группам сцепления.

Программа Multiplex Manager 1.0. облегчи-
ла составление мультиплексов из отобранных 
микросателлитных локусов, однако, как пока-
зало тестирование предложенных мультиплек-
сов, она не является достаточным инструмен-
том для получения работающих панелей ми-
кросателлитов. Нам не удалось использовать 
составленные программой мультиплексы из-за 
отсутствия амплификации в части локусов при 
проведении каждой из мультиплексных ПЦР. 
Аналогичные результаты были получены при 
мультиплексировании локусов сосны [22]. 
Возможно, это связано с большим сходством 
ряда праймеров между собой, которое было 
выявлено с помощью программы.

После ряда модификаций отобранных 
программой мультиплексов, проверки сочета-
ния локусов из разных мультиплексов мы 
предлагаем использовать мультиплексы, оха-
рактеризованные в таблице 4.
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а) кинетические кривые

б) кривые плавления

в) пики плавления

Рис. 1. Результаты ПЦР в реальном времени в локусе PAAC23 в опыте с градиентом температур 
(а–в). Выделены графики результатов амплификации при температуре отжига 63,0 ºС
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а) кинетические кривые

б) кривые плавления

в) пики плавления

Рис. 2. Результаты ПЦР в реальном времени в локусе PGL15 в опыте с градиентом температур 
(а–в). Выделены графики результатов амплификации при температуре отжига 61,7 ºС
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Таблица 4
Описание мультиплексов nSSR-локусов ели европейской

Муль-
типлекс

Локус Мотив Ta, ºC Краситель
Размер фрагмента,

п. н.

I
WS0092.A19
UAPgCT144

(AC)9 (AG)11 57,0
FAM
HEX

213–221 (232–244)
134–180

II
SpAGG3
PAAC23

(GA)24
(GT)14

62,0
FAM
ROX

136
266–314

III
WS0023.B03
WS0073.H08

(AT)10
(AT)14

62,0
HEX
FAM

170–216 (214–216) 
202–236 (228–230)

IV
UAPgAC/AT6
UAPgAG105
SpAGC1 SpAGD1

(AC)10/(AT)7
(TG)16
(TC)5TT(TC)10
(AG)25

59,0
HEX
HEX FAM 
ROX

114–128
167–175 
103
124–204

V
Pa_41
Pa_47 UAPsTG25 
WS0092.M15

(CTG)n
(CAG)n
(AC)23
(TCC)6

62,0
ROX ROX 
HEX ROX

176–183
106–118
94–100
204–216 (217–229)

VI
PAAC19 SpAC1H8 
UAPgGT8

(CT)23CAA(TG)12(GT)27
(CA)20

58,5
HEX FAM 
ROX

141–207
135
204–230

VII

Pa_36
WS0016.O09
Pa_44
Pa_28

(CGG)n
(AT)9
(GGA)n
(TCG)n

62,0
FAM HEX 
HEX ROX

178–200
396–424 (416–418) 
274–293
148–162

Тестирование этих мультиплексов было 
проведено  на  небольшом  числе  образ-
цов ДНК (7–8) ели европейской из разных 
популяций южно-таёжного региона европей-
ской части России (табл. 1). Результаты 
мультиплексных ПЦР с мечеными прямыми 
и немечеными обратными праймерами ви-
зуализировали с применением фрагментного 
анализа на генетическом анализаторе Applied 
Biosystems 3500. У этого прибора более высо-
кая, по сравнению с ПЦР в реальном време-
ни и ПЦР с детекцией в гелях, чувствитель-
ность, поскольку учитывается флуоресцен-
ция конкретных красителей, которыми были 
мечены праймеры. Анализ результатов про-
водили с использованием программного 

о б е с п е ч е н и я  G e n e M a p p e r  4 ,  A p p l i e d 
Biosystems.

В локусах Pa_28, Pa_36, Pa_44, Pa_47, 
WS0092.M15, UAPsTG25 синтезировались 
продукты во всех образцах ДНК.

На рисунке 3 представлен пример детек-
тирования предлагаемых мультиплексов ели 
европейской на генетическом анализаторе 
Applied Biosystems 3500.

Планируется провести тестирование 
предложенных мультиплексов на массовом 
популяционном материале и снизить количе-
ство локусов до минимального числа, доста-
точного для получения удовлетворяющих ре-
зультатов при оценке генетического разнооб-
разия ели европейской.
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а) мультиплекс III: WS0023.B03 – зеленый пик; WS0073.H08 – синие пики; 
оранжевые пики – внутренний размерный стандарт LIZ 600

б) мультиплекс IV: SpAGC1 – синий пик; UAPgAC/AT6 – зеленый пик слева; 
UAPgAG105 – зеленый пик справа; SpAGD1 – красный пик; оранжевые пики – 

внутренний размерный стандарт LIZ 600

в) мультиплекс VII: Pa_28 – красные пики; Pa_36 – синие пики; Pa_44 – зеленые пики 
в центре; WS0016.O09 – маленький зеленый пик справа (400 п. н.); оранжевые пики – 

внутренний размерный стандарт LIZ 600

Рис. 3. Результаты детектирования микросателлитных локусов 
на генетическом анализаторе Applied Biosystems 3500 (а–в)
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Заключение
При отборе удобных для мультиплекси-

рования микросателлитных локусов, пригод-
ных для оценки биологического разнообразия 
популяций и идентификации клонового по-
томства плюсовых деревьев и других ценных 
генотипов ели весьма полезным является ис-
пользование ПЦР в реальном времени с ин-
теркалирующими красителями для двухцепо-
чечной ДНК (EvaGreen, SybrGreen I) и анали-
зом кривых плавления амплификатов.

В экспериментах с ПЦР в реальном вре-
мени для каждого локуса по отдельности 
были уточнены интервалы температур отжи-
га, при которых происходит синтез специ-
фичного продукта.

Согласно полученным данным, програм-
ма Multiplex Manager 1.0 облегчает составле-
ние мультиплексов из ранее опубликованных 
и апробированных микросателлитных локу-

сов ели европейской, но не является доста-
точным инструментом для получения рабо-
тающих мультиплексов. Не все SSR-локусы 
ели европейской, сгруппированные програм-
мой в один мультиплекс, амплифицируются в 
мультиплексных ПЦР.

После модификации предложены 7 ориги-
нальных мультиплексов, которые были успеш-
но апробированы в мультиплексных ПЦР с 
детекцией результатов с помощью фрагментно-
го анализа на генетическом анализаторе 3500, 
Applied Biosystems. Тестирование мультиплек-
сов было проведено на 30 деревьях, происходя-
щих из четырех географически различающихся 
популяций южно-таёжного региона европей-
ской части Российской Федерации.

Исследование выполнено за счет средств 
федерального бюджета в рамках государ-
ственного  задания  ФБУ  «СПбНИИЛХ» 
(№ 053-00008-19-00).
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