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Testing of nuclear microsatellite markers of Norway spruce

G.V. Kalko, Yu.S. Zotova (Saint Petersburg Forestry Research Institute)

The aim of the study is the selection of polymorphic nuclear microsatellite loci available for 
population structure analysis of Norway spruce. We tested the microsatellite primers on a 
30 Picea abies (L.) Karst. individual plants from three geographically distinct populations of 
North-West Russia and compared the Polymorphic Information Content (PIC) of chosen 
markers.

Twenty-three of the tested primers belonged to EST-SSR type; they were derived from transcripts 
and can be used to assess the functional diversity of natural populations. The exercising of such 
makers is particularly important to evaluate the status of genetic resources. Fourteen of the thirty 
tested primers showed the stable amplification. Twelve primers were polymorphic. Features of 
EST-SSR markers of spruce were compared with the characteristics of polymorphism of four 
promising n-SRR markers proposed by A. Pfeiffer and R.B. Hodgetts, which previously showed 
high polymorphism on the Italian and Russian populations of P. abies (L.) Karst. and P. obovata 
Ledeb. and 7 species of Picea, respectively.

Compare the index PIC of tested primers displayed that four EST-SSR markers Pa_28 (PIC – 
0,625), Pa_36 (PIC – 0,633), Pa_59 (PIC – 0,568) have almost the same high discriminatory 
ability as highly polymorphic n-SSR markers SpAGC2 (PIC – 0,811), SpAC1F7 (PIC – 0,747), 
UAPgAG150A (PIC – 0,718) and UAPgAG105 (PIC – 0,570).

Seven the most polymorphic loci can be used to assess the status of genetic resources of Norway 
spruce.

Key words: DNA markers, microsatellites, spruce, Polymorphic Information Content (PIC), 
genetic diversity, genetic resources
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Апробация ядерных микросателлитных маркеров ели европейской 

Г.В. Калько, Ю.С. Зотова

Целью настоящей работы был отбор линейки полиморфных ядерных микросателлит-
ных локусов, пригодных для анализа структуры популяций ели европейской. Тестиро-
вание проводили на 30 особях Picea abies (L.) Karst., собранных в трех географически 
отличающихся популяциях Северо-Запада России. Задачи исследования заключались 
в тестировании тридцати ядерных микросателлитов и сравнении меры информацион-
ного полиморфизма (Polymorphic Information Content, индекса PIC) отселектирован-
ных маркеров. 

Двадцать три тестированных праймера относились к типу EST-SSR, они являются 
производными транскриптов и могут быть использованы для оценки функционально-
го разнообразия естественных популяций, что особенно важно при определении со-
стояния генетических ресурсов. Четырнадцать из тридцати тестированных праймеров 
показали стабильную амплификацию. Двенадцать праймеров были полиморфными. 
Характеристики EST-SSR-маркеров ели европейской были сравнены с характеристи-
ками полиморфности четырех перспективных n-SRR-маркеров, предложенных 
А. Pfeiffer и R.B. Hodgetts и показавших ранее высокий полиморфизм на нескольких 
итальянских и российских популяциях P. abies (L.) Karst. и российских популяциях 
P. obovata Ledeb. и на 7 видах Picea, соответственно. 

Сравнение индексов полиморфизма (Polymorphic Information Content) PIC тестиро-
ванных праймеров показывает, что три высоко полиморфных EST-SSR-маркера Pa_28 
(PIC – 0,625), Pa_36 (PIC – 0,633), Pa_59 (PIC – 0,568) обладают чуть меньшей дис-
криминационной способностью, что и n-SSR-маркеры SpAGC2 (PIC – 0,811), 
SpAC1F7 (PIC – 0,747), UAPgAG150A (PIC – 0,718) и UAPgAG105 (PIC – 0,570).

Семь наиболее полиморфных локусов могут быть использованы для оценки состояния 
генетических ресурсов ели европейской. 

Ключевые слова: ДНК-маркеры, микросателлиты, ель, мера информационного поли-
морфизма PIC, генетическое разнообразие, генетические ресурсы
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Введение
К настоящему времени разработано боль-

шое количество молекулярных маркеров, 
пригодных для анализа биологического раз-
нообразия живых существ: более 20 типов [7]. 
Общепринятым является мнение, что доста-
точную информацию о генетическом разно-
образии в популяциях может дать анализ по 
15-17 микросателлитным маркерам или боль-
шого числа SNPs [23, 24]. 

На основе изучения литературных данных 
нами был сделан вывод о том, что на первых 
этапах для оценки генетического разнообразия 
хвойных пород следует использовать ядерные 
маркеры, прежде всего, микросателлитные [3]. 
Во-первых, они имеют двуродительское насле-
дование; во-вторых, в геномах ели и сосны та-
кие маркеры многочисленны, кодоминантны, 
вариабельны и распространены во всех частях 
генома; в-третьих, микросателлиты позволяют 
выявить самый высокий уровень гетерозигот-
ности и являются самым мощным на сегод-
няшний день инструментом изучения измен-
чивости живых существ [23, 24].

Целью настоящей работы был выбор на-
бора маркеров, пригодных для микросател-
литного анализа структуры популяций ели 
европейской. 

Тестирование выполнялось на образцах 
ДНК ели европейской Picea abies (L.) Karst. из 
трех географически отличающихся популя-
ций северо-запада России. При этом прово-
дился отбор наиболее полиморфных и ста-
бильно амплифицирующихся микросателлит-
ных локусов и сравнение меры информаци-

онного полиморфизма (индекса PIC) отсе-
лектированных маркеров. 

Часть лабораторных работ в 2016 г. была 
выполнена авторами в Центре коллективного 
пользования научным оборудованием «Кле-
точные и молекулярные технологии изучения 
растений и грибов» Ботанического института 
им. В.Л. Комарова РАН.

Материалы и методы
ДНК выделяли традиционным методом с 

применением цетилтриметиламмонийброми-
да (CTAB-метод) [10]. Использовались высу-
шенные в силикагеле образцы хвои из естест-
венных насаждений ели европейской, кото-
рые были собраны в 2015 и 2016 гг. в Ленин-
градской (Гатчинское и Тихвинское лесниче-
ства), а также в Псковской (Порховское лес-
ничество) областях. 

Апробацию микросателлитных локусов 
ядерной ДНК ели европейской выполняли в 
процессе полимеразной цепной реакции 
(ПЦР). Процедуры амплификации первона-
чально проводили в соответствии с условиями, 
предложенными авторами, ранее работавши-
ми с конкретными праймерами [8, 12 15, 17, 
22]. Реакции амплификации в объеме 20 мкл 
содержали 1х Taq Buffer или 1х Taq Turbo Buffer 
(Евроген), смесь четырех dNTP (0,1-0,2 мМ), 
прямой и обратный праймеры по 0,5-5,0 мкМ 
каждого, 1-2 е.а. Taq ДНК-полимеразы, 50 ng – 
геномной ДНК.

Свойства 30 апробируемых микросател-
литных праймеров, описанные в литератур-
ных источниках, представлены в таблице 1.

Таблица 1
Характеристика микросателлитных локусов ели европейской по литературным данным

Микросател-
литный локус

Мотив1) Размер 
фрагмента, 
п.о.2)

Ta, °C
3) Тип мар-

кера
Количест-
во аллелей

Литератур-
ный источ-
ник

SpAG2 (ТС)16 105 53 ЯМ 10 [8, 22]
SpAGC2 (TA)11

(GA)20

126 57 ЯМ 11 [8, 22]

SpAGD1 (AG)25 147 57 ЯМ 22 [8, 22]
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Микросател-
литный локус

Мотив1) Размер 
фрагмента, 
п.о.2)

Ta, °C
3) Тип мар-

кера
Количест-
во аллелей

Литератур-
ный источ-
ник

SpAGG3 (GA)24 136 57 ЯМ 15 [8, 22]
SpAC1F7 (AC)12 109 57 ЯМ 6 [8, 22]
Pa_5 (CCG)n 136-158 53 EST 7 [15]
Pa_12 (AAG)n 136-138 53 EST 2 [15]
Pa_22 (TTC)n 169-188 55 EST 6 [15]
Pa_25 (CTG)n 131-165 55 EST 8 [15]
Pa_28 (TCG)n 148-162 62 EST 8 [15]
Pa_29 (CAA)n 97-108 62 EST 5 [15]
Pa_33 (CGG)n 91-104 62 EST 9 [15]
Pa_36 (CGG)n 178-200 62 EST 5 [15]
Pa_41 (CTG)n 176-183 62 EST 5 [15]
Pa_42 (CCG)n 160-163 62 EST 4 [15]
Pa_43 (GAA)n 168-175 62 EST 6 [15]
Pa_44 (GGA)n 274-293 62 EST 7 [15]
Pa_47 (CAG)n 106-118 62 EST 4 [15]
Pa_48 (CGG)n 131-195 62 EST 17 [15]
Pa_49 (ATG)n 117-128 62 EST 2 [15]
Pa_50 (CAG)n 124-129 62 EST 4 [15]
Pa_51 (CCA)n 119-140 62 EST 3 [15]
Pa_52 (CCA)n 135-145 62 EST 5 [15]
Pa_53 (TCG)n 176-178 62 EST 2 [15]
Pa_55 (GAA)n 148-158 62 EST 3 [15]
Pa_56 (AGGTG)n 113-128 62 EST 6 [15]
Pa_59 (CTCTG)n 90-112 62 EST 3 [15]
Pa_60 (GGCTG)n 241-264 62 EST 5 [15]
UAPgAG150A (AG)19 142-174 - ЯМ 15 [12, 17]
UAPgAG105 (AG)11 161-171 - ЯМ 5 [12, 17]

Примечания. Мотив – повторяющаяся последовательность нуклеотидов; п.о. – пары оснований; 
Ta – температура отжига праймера.

Для оптимизации ПЦР с каждым прай-
мером проводили амплификацию с градиен-
том температуры отжига от 50 ºС до 60 ºС. В 
зависимости от полученных результатов при 
необходимости меняли концентрации компо-
нентов ПЦР-коктейля.

Результаты полимеразной реакции визуа-
лизировали с помощью горизонтального 
электрофореза в 1,5% агарозном геле. При 
этом  использовали  камеру  Wide Mini-
Sub Cell GT (Bio-Rad, США) с размером под-

ложки 150×100 мм или камеру SE-2 (Хеликон, 
Россия) с размером геля 120×170 мм.

Окрашивание гелей проводили с помо-
щью бромистого этидия, визуализировали 
синтезированные фрагменты ДНК в проходя-
щем УФ-свете при длине волны 310 нм. Для 
определения размеров амплификатов в ага-
розном геле использовали следующие марке-
ры: Маркер длин ДНК 100+bp DNA Ladder 
( Е в р о г е н ,  Р о с с и я ) ,  М а р к е р  д л и н 
ДНК 50+bp DNA Ladder (Евроген, Россия), 
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ДНК-маркер GeneRuler™ для экспресс-ана-
лиза (Fermentas, Латвия).

Для выявления полиморфизма ДНК ис-
пользовали электрофоретическое разделение 
продуктов амплификации в неденатурирую-
щем 6% полиакриламидном геле (ПААГ) в 
трис-ЭДТА-боратном буфере с рН=8,0 [6]. 
Исследование проводили в камере для верти-
кального электрофореза VE-20 (Хеликон, 
Россия). Использовали стекла размером 
20×20 см. 

Электрофоретическое разделение выпол-
няли в соответствии с существующей методи-
кой [2]. Длительность процесса составляла 
5-6 часов, в зависимости от длин исследуемых 
фрагментов, при напряжении электрического 
поля 300 В и силе тока не более 110 мА на ка-
меру (на два геля). Для оценки длин фрагмен-
тов ДНК применяли ДНК-маркеры Thermo 
Scientific O’RangeRuler 20 bp DNA Ladder и 
Маркер длин ДНК 50+bp DNA Ladder (Евро-
ген, Россия). Величину каждому бэнду при-
сваивали относительную: в образцах рядом с 
маркером она была определена более точно, 
полосы, находящиеся далеко от ДНК-марке-
ра (или размерного стандарта), соизмеряли с 
его шкалой и размером амплификатов на со-
седних дорожках (более низко расположенно-
му фрагменту присваивали число пар основа-
ний на шаг повтора меньше, чем у выше рас-
положенного: например, 80 п.о. и 83 п.о. при 
трехнуклеотидном простом повторе). В даль-
нейших исследованиях планируется исполь-
зовать флуоресцентно меченые праймеры, что 
позволит уточнить величину амплифициро-
ванных фрагментов и ускорить проведение 
исследований. 

Для характеристики маркеров вычисляли ин-
декс полиморфизма PIC по формуле для мульти-
аллельных маркеров: PIC = 1 – pi2, где pi – часто-
та i-го аллеля [11]. В расчет принимали амплифи-
цируемые фрагменты ДНК ожидаемого размера.

Результаты и обсуждение
Генетическими маркерами считаются ал-

лели анализируемых микросателлитных локу-

сов, и их число характеризует полиморфность 
самих локусов [3]. Справочник по микроса-
теллитам хвойных был выпущен в начале 
2000-х годов, технология защищена патентом 
США [13, 25]. 

Монолокусный анализ микросателлитов 
наиболее подходит для внутривидовых иссле-
дований. Поэтому они представляют больший 
интерес для популяционной генетики, чем 
для филогенетики [1].

Микросателлитные маркеры привлека-
тельны тем, что имеют кодоминантный ха-
рактер наследования, отличаются высокой 
вариабельностью и возможностью автомати-
зации их анализа. В связи с тем, что микроса-
теллитных маркеров в геномах хвойных расте-
ний очень много и они обладают разными 
свойствами, отбор микросателлитов зависит 
от целей дальнейших исследований. Для по-
следующей оценки состояния генетических 
ресурсов в популяциях ели европейской мы 
выбрали наиболее полиморфные маркеры, а 
также маркеры, дифференцирующие разные 
популяции.

Благодаря осуществлению проектов по 
полногеномному секвенированию ряда хвой-
ных пород открываются широкие возможно-
сти для разработки новых SSR-маркеров. 
Проведены и продолжаются геномные иссле-
дования таких видов хвойных растений как 
ель обыкновенная (Швеция), ель белая (Ка-
нада), сосна ладанная (США), сахарная со-
сна, псевдоцуга (США), сосна обыкновенная 
(Европейский Союз, Испания), лиственница 
сибирская, сосна сибирская кедровая (Рос-
сия) [4, 5, 14, 18, 19, 20, 26, 27].

Для математической обработки микроса-
теллитных данных из разных популяций 
предлагаются методы многомерного анализа 
или кластеризации на основе подходов Байе-
са [21]. 

Была принята гипотеза о том, что EST-
SSR-маркеры несут существенную информа-
цию о внутривидовом разнообразии, так как 
эти простые повторы находятся в транскри-
бируемой области. EST-последовательности 
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являются производными транскриптов, они 
могут быть применены для оценки функцио-
нального разнообразия естественных попу-
ляций. Приложения данного типа марке-
ров – функ циональный геном, ассоциатив-
ное картирование, анализ генетического 
разнообразия, изучение количественных 
признаков и др. В случаях маркирования ге-
нов, ответственных за фенотипические при-
знаки, эти маркеры полезны для использова-
ния в селекции [9]. 

В связи с вышеизложенным было выбрано 
большое число EST-SSR-маркеров ели евро-

пейской для первичного тестирования их поли-
морфности. Апробацию маркеров проводили 
сначала на небольшом количестве образцов 
ДНК (15 шт.) ели европейской из тихвинской 
популяции, а затем из гатчинской и порховской 
(по 7-8 шт.). Тестирование маркеров на образцах 
из разных популяций важно для оценки их при-
годности для анализа структуры популяций ели 
европейской.

Основные результаты апробации микро-
сателлитных праймеров ели европейской с 
целью отбора линейки маркеров сведены в 
таблицы 2 и 3. 

Таблица 2
Результаты апробации ядерных микросателлитных праймеров ели европейской

Микросател-
литный локус

Мотив1) Источник 
сведений

Размер 
фрагмента, 
п.о.2)

Ta, °C
3) Количество 

аллелей

SpAGC2 (TA)11(GA)20 эксперимент 88-130 54 9
[8, 22] 126 57 11

SpAC1F7 (AC)12 эксперимент 102-126 52 8
[8, 22] 109 57 6

Pa_28 (TCG)n эксперимент 156-175 62 4
[15] 148-162 62 8

Pa_33 (CGG)n эксперимент 101-121 62 5
[15] 91-104 62 9

Pa_36 (CGG)n эксперимент 190-199 62 4
[15] 178-200 62 5

Pa_41 (CTG)n эксперимент 179-198 62 5
[15] 176-183 62 5

Pa_42 (CCG)n эксперимент 175-178 62 2
[15] 160-163 62 4

Pa_44 (GGA)n эксперимент 277-289 62 2
[15] 274-293 62 7

Pa_59 (CTCTG)n эксперимент 96-115 62 3
[15] 90-112 62 3

Pa_60 (GGCTG)n эксперимент 264-269 62 2
[15] 241-264 62 5

UAPgAG150A (AG)19 эксперимент 136-171 52 7
[12, 17] 142-174 - 15

UAPgAG105 (AG)11 эксперимент 158-164 53 3
[12, 17] 161-171 - 5

Примечания. Мотив – повторяющаяся последовательность нуклеотидов; п.о. – пары оснований; 
Ta – температура отжига праймера.
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Обращают на себя внимание некоторые 
несоответствия в экспериментальных данных 
по количеству аллелей в локусах и информа-
ции о праймерах, опубликованной в литера-
турных источниках (SpAGC2, SpAC1F7, 
Pa_33, Pa_36, Pa_42, Pa_44, Pa_60). По лите-
ратурным данным, часто случается и расхо-
ждение фактических и ожидаемых длин ам-
плифицируемых фрагментов ДНК. Так, отме-
чается, что при визуализации продуктов ам-
плификации 300 SSR-маркеров, разработан-
ных для сосны, с использованием электрофо-
реза в агарозном геле, только 31 праймер имел 
ожидаемый размер продукта и, соответствен-
но, амплифицировался в искомом локусе [16]. 

Также представляет интерес наличие 3-х и 
более аллелей в генотипе в единичных  образ-
цах при амплификации ДНК в локусах Ра_28, 
Ра_44, Ра_59. Скорее всего, этот феномен свя-
зан с миксоплоидией, характерной для многих 
видов растений. Выявление три- и гексаплои-
дов ели менее вероятно. Авторы праймеров 
объясняют наличие дополнительных фрагмен-
тов «избыточностью» ДНК у хвойных и при-

сутствием большого числа псевдогенов [15]. В 
работе М.Н. Мельниковой с соавторами, как 
видно из представленных рисунков, были 
образцы с 3 и 4 полосами ожидаемого размера 
[8]. Мы будем проводить эксперименты снова, 
начиная с выделения ДНК. Необычные фраг-
менты ДНК, при их обнаружении, будут секве-
нированы. Образцы с атипичными спектрами 
ампликонов в расчете PIC не учитывали.

Предполагается уточнение размера и ко-
личества амплификатов при последующем 
использовании фрагментного анализа на ка-
пиллярном секвенаторе с применением флуо-
ресцентно меченых праймеров.

Анализ полиморфизма амплифицирую-
щихся ДНК-маркеров ели европейской на 
протестированных образц ах ДНК представ-
лен в таблице 3. Была вычислена мера инфор-
мационного полиморфизма PIC, которая вы-
являет дискриминационную способность 
маркера и фактически зависит от числа из-
вестных (устанавливаемых) аллелей и распре-
деления их частот и тем самым эквивалентна 
генному разнообразию [11].

Таблица 3
Показатели полиморфизма микросателлитных маркеров ели европейской

Локус Повторяю-
щийся мотив

Число алле-
лей

Размер алле-
лей

PIC1) Число редких 
аллелей

SpAGC2 (TA)11(GA)20 9 88-130 0,811 3
SpAC1F7 (AC)12 8 102-126 0,747 1
Pa_28 (TCG)n 4 156-175 0,625 0
Pa_33 (CGG)n 5 101-121 0,461 2
Pa_36 (CGG)n 4 190-199 0,633 0
Pa_41 (CTG)n 5 179-198 0,427 2
Pa_42 (CCG)n 2 175-178 0,133 1
Pa_44 (GGA)n 2 277-289 0,124 0
Pa_59 (CTCTG)n 3 96-115 0,568 0
UAPgAG150A (AG)19 7 136-171 0,718 2
UAPgAG105 (AG)11 3 158-164 0,570 0

Примечание. PIC – мера информационного полиморфизма. 

Как и предполагалось, наиболее эффек-
тивными при определении полиморфизма 
ДНК ели европейской оказались ядерные 
микросателлитные  маркеры  SpAGC2, 

SpAC1F7, UAPgAG150A, UAPgAG105, име-
ющие от 3 до 9 аллелей в локусе. Эти марке-
ры обладали высокой мерой информацион-
ного полиморфизма – от 0,570 до 0,811. Из 
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тестированных микросателлитных прайме-
ров  в  транскрибируемой  части  ядерной 
ДНК (EST-SSR) самыми полиморфными и 
имеющими близкие величины показателей 
были Pa_28 (4 аллеля, PIC=0,835), Pa_36 
(4 аллеля, PIC=0,633), Pa_59 (3 аллеля, 
PIC=0,568). Средней  полиморфностью 
обладали Pa_33 (5 аллелей, PIC=0,461) и 
Pa_41 (5 аллелей, PIC=0,427), способные 
выявлять редкие аллели (до 40% выявляе-
мых аллелей – редкие).

У остальных EST-SSR-маркеров коэффи-
циент PIC ниже. 

В  в ы с о к о  п о л и м о р ф н ы х  л о к ус а х 
UAPgAG105, Pa_28 и Pa_59 не обнаружено 
уникальных аллелей, в локусах SpAGC2, и 
UAPgAG150A, напротив, отмечали их в боль-
шом количестве (до 30% от числа обнару-
женных аллелей). Редкие аллели и частоты 
их распределения могут быть существенны-
ми для дифференциации популяций хвой-
ных пород.

Заключение
Принимая во внимание соответствие раз-

мера амплифицируемого фрагмента ожидае-
мому, четкость разделения амплификатов, 
количество аллелей в локусе и величину ко-
эффициента полиморфности PIC, мы будем 
продолжать исследования с праймерами 
S p A G C 2 ,  S p A C 1 F 7 ,  UA P g A G 1 5 0 A , 
UAPgAG105, Pa_28, Pa_36, Pa_59, а также 
Pa_33 и Pa_41. Планируются дальнейшие экс-
перименты по оценке полиморфизма ДНК в 
естественных популяциях ели европейской на 
выборках большей величины и вычисление 
популяционных характеристик анализируе-
мых насаждений. 

Авторы выражают благодарность сотруд-
н и к а м  Ф Б У  « С П б Н И И Л Х » : 
А.С. Бондаренко – за консультации по опре-
делению объектов, Д.А. Шабунину, О.Ю. Бу-
тенко и О.И. Антонову – за помощь в сборе 
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