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The application of microsatellite markers for estimation of genetic diversity of European spruce

G.V. Kalko, M.V. Kuzmina (Saint Petersburg Forestry Research Institute)

The review discusses trends in using of microsatellite markers for evaluation of the genetic diversity 
in European spruce populations. A brief historical outline of SSR marker appearance, development 
and using for population genetic studies of spruce species is given. The characteristics of groups of 
the most frequently used microsatellite markers of spruce are recited. The principles of the 
development of microsatellite multiplexes are described. The published multiplexes of 
microsatellite markers proposed for estimation of the genetic variability of European spruce are 
listed. Positive properties and disadvantages of a number of proposed multiplexes and individual 
loci are noted. Microsatellites from expressed sequence tags (EST-SSR) are highly-valued and 
they allow us to reveal the genetic diversity in functionally important parts of the genome. EST-
SSRs and chloroplast microsatellites (cpSSRs) are characterized by a lower mutation rate than 
nuclear microsatellites (nSSR) from genomic libraries and they can be more easily applied for 
related tree species studies. Several kinds of multiplexes containing two or three pairs of WS EST-
SSR primers are published. The loci WS0023.B03, WS0022.B15, WS0016.O09, WS0092.A19, 
WS0073.H08, WS00111.K13, WS0092.M15 developed by D. Rungis and co-authors are the most 
popular.

Despite the fact that a large number of multiplexes of nuclear microsatellites have been published, 
the analysis of presented data shows that the SSR-marker panels are still in the testing stage and 
are not ready-made recommended tools for spruce population studies. The optimizing of the 
panels of microsatellite markers, specifying the composition and the number of loci suitable for 
assessing the genetic diversity of European spruce remains relevant at the moment.
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Применение микросателлитных маркеров для оценки генетического разнообразия ели европейской

Г.В. Калько, М.В. Кузьмина

В обзоре обсуждаются тенденции в использовании микросателлитных маркеров для оценки генети-
ческого разнообразия ели европейской. Дан краткий исторический экскурс их появления, разработ-
ки и использования для популяционно-генетических исследований видов елей. Приведена характе-
ристика групп наиболее часто употребляемых микросателлитных маркеров ели. Описаны принципы 
формирования микросателлитных панелей. Перечислены опубликованные мультиплексы микроса-
теллитных маркеров, предлагаемые для оценки генетической изменчивости ели европейской. Отме-
чены положительные свойства и недостатки ряда предлагаемых мультиплексов и отдельных локусов. 
Микросателлитные маркеры из транкрибируемых областей (EST-SSR) ценны тем, что выявляют 
генетическое разнообразие в функционально значимых частях генома. EST-SSR и хлоропластные 
микросателлиты (cpSSR) характеризуются меньшей скоростью мутирования, чем ядерные микроса-
теллиты (nSSR), разработанные с применением метода геномных библиотек, и их с большей легко-
стью можно использовать на родственных видах древесных пород. Наиболее широко используются 
для анализа генетического разнообразия ели европейской мультиплексы, содержащие по две-три 
пары WS EST-SSR-праймеров. Наиболее востребованными являются локусы WS0023.B03, WS0022.
B15, WS0016.O09, WS0092.A19, WS0073.H08, WS00111.K13, WS0092.M15, разработанные D. Rungis и 
соавторами. Несмотря на то, что опубликовано большое количество мультиплексов ядерных микро-
сателлитов, из анализа представленных авторами данных следует, что панели SSR-маркеров все еще 
находятся в стадии апробирования и не являются готовыми рекомендованными инструментами для 
проведения популяционных исследований ели. Работа по оптимизации панелей микросателлитных 
маркеров, по определению состава и количества локусов, пригодных для оценки генетического раз-
нообразия ели европейской, на настоящий момент остается актуальной.

Ключевые слова: микросателлиты, ель европейская, генетическое разнообразие, nSSR, EST-SSR, 
cpSSR
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Введение
Молекулярные маркеры являются уни-

версальным инструментом исследования ге-
нетического разнообразия [39].

Ядерные микросателлитные локусы, или 
простые повторы мотивов из 1–6 нуклеотидов 
благодаря специфичности, кодоминантности 
и высокому уровню полиморфизма являются 
ценным инструментом для генетического ана-
лиза на популяционном и индивидуальном 
уровнях [38]. Микросателлитные маркеры 
были предложены в 1989 г. [25, 37, 46]. В на-
стоящее время они относятся к самым мощ-
ным инструментам по выявлению биологиче-
ского разнообразия [8, 39]. Основным недо-
статком микросателлитов является то, что они 
должны быть изолированы de novo из видов, 
которые не были ранее секвенированы.

На видах ели используют как ядерные [4, 
16, 17, 41], так и хлоропластные [6, 27, 28] 
маркеры.

Характеристика групп микросателлитных 
маркеров

Маркеры из геномных библиотек
Ядерные микросателлитные локусы ви-

дов елей первоначально отбирали из геном-
ных библиотек [22, 29, 30]. Этот метод разра-
ботки микросателлитных маркеров является 
очень трудоемким. Было предложено не-
сколько протоколов обогащения геномных 
библиотек микросателлитами [50].

A. Pfeiffer и соавторы проводили скри-
нинг геномной библиотеки ели европейской 
на наличие повторов AC/GT и AG/CT. В ре-
зультате этой работы были предложены 7 мо-
нолокусных динуклеотидных маркеров груп-
пы SpA с числом аллелей от 6 до 22 и ожидае-
мой гетерозиготностью (He) от 0,427 до 0,912 
[29].

R.B. Hodgetts и соавторы использовали 
для разработки SSR-маркеров геномные биб-
лиотеки Picea glauca (Moench) Voss, обогащен-
ные AG и AC мотивами [22]. Были предложе-
ны двенадцать динуклеотидных и один три-

нуклеотидный локус (UAPg) с числом аллелей 
от 3 до 32 и наблюдаемой гетерозиготностью 
(H0) от 0,33 до 0,94. Маркеры были тестирова-
ны на шести родственных видах елей, в том 
числе на ели европейской.

O.P. Rajora и соавторы для разработки ми-
кросателлитных маркеров использовали ге-
номные библиотеки того же вида ели – Picea 
glauca, обогащенные мотивами AG/TC, и ге-
номные библиотеки без обогащения [30]. 
Только 8 из разработанных 11 пар праймеров, 
обозначенных PGL, были однолокусными, и 
6 из них были полиморфными. Всего в шести 
полиморфных локусах SSR было обнаружено 
87 аллелей у 32 особей P. glauca. Количество 
аллелей, найденных в этих шести локусах 
SSR, варьировало от 2 до 22, составляя в сред-
нем 14,5 на локус. Наблюдаемая гетерозигот-
ность (H0) изменялась в пределах от 0,48 до 
0,91, со средним значением 0,66 на локус. По-
парный анализ локусов показал полное сцеп-
ление между PGL13 и PGL14 и отсутствие 
сцепления между любыми остальными ми-
кросателлитными локусами. Предлагаемые 
маркеры были тестированы на 5 других видах 
елей, включая Picea abies (L.) Karst. За исклю-
чением локуса PGL12, в котором отсутствова-
ла амплификация у тестируемых особей, все 
предлагаемые локусы могут быть использова-
ны для популяционных исследований ели ев-
ропейской.

Приемами обогащения геномных библио-
тек пользовались I. Scotti и соавторы для раз-
работки тринуклеотидных, более удобных для 
типирования праймеров ели европейской [36]. 
Ими был использован метод иммобилизации 
радиоактивно меченых зондов на нитроцел-
люлозных мембранах (Southern blot) с после-
дующей гибридизацией на них ДНК клонов из 
геномной библиотеки. Итогом работы стала 
группа микросателлитных локусов EAT с чис-
лом аллелей (Na) от 1 до 7, существенно мень-
шим, чем число аллелей у разработанных ра-
нее A. Pfeiffer и соавторами микросателлитных 
локусов SpA. Наблюдаемая гетерозиготность 
наиболее полиморфных локусов EATC1B02, 
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EATC1G02 и EATC1E03 составляла 0,471, 
0,506 и 0,547, соответственно.

I. Scotti и соавторы также отбирали из ге-
номной библиотеки ели европейской одноко-
пийные (низкокопийные) клоны для разра-
ботки динуклеотидных микросателлитных 
локусов с использованием метода dot-blot от-
бора [33]. Было предложено 33 полиморфных 
локуса, названных EAC, с числом аллелей от 1 
до 9, с четкими профилями амплификации. 
Авторы, протестировав локусы на выборке из 
6 деревьев, отмечают довольно высокий уро-
вень их изменчивости. Для 16 из 33 локусов 
было показано кодоминантное менделевское 
наследование.

Полиморфные микросателлитные марке-
ры, разработанные при скрининге геномных 
библиотек в конце 1990-х – начале 2000-х го-
дов до сих пор широко используются в иссле-
дованиях по популяционной генетике ели 
европейской [2, 3, 4, 11, 14, 18, 20, 21, 35, 40].

EST-SSR-маркеры
Усилия многих авторов были сосредото-

чены на разработке микросателлитных марке-
ров из транскрибируемых областей [16, 32, 
34]. Положительными свойствами EST-SSR 
является возможность выявления генетиче-
ского разнообразия в функционально значи-
мых частях генома. Для этих маркеров харак-
терны меньшие скорости мутирования и их с 
большей легкостью можно использовать на 
родственных видах древесных пород.

Внимание к поиску и характеристике ми-
кросателлитов в генах, кодирующих белок, и 
их нетранслируемых областях (UTR) связано 
с возможной регуляторной функцией микро-
сателлитных повторов. Убедительные свиде-
тельства указывают на то, что SSR неслучайно 
распределены по белок-кодирующим обла-
стям, UTR и интронам [24]. Данные указыва-
ют на то, что увеличение или сокращение 
длины повторов в белок-кодирующих обла-
стях могут приводить к усилению или потере 
функции гена посредством мутаций сдвига 
рамки или увеличения длины мРНК. Измене-

ния SSR в 5’-UTR регионах могут регулиро-
вать экспрессию генов, влияя на транскрип-
цию и трансляцию. Увеличение числа повто-
ров в 3’-UTRs областях, вызываемые «про-
скальзыванием» цепи ДНК при транскрип-
ции, продуцируют более длинную «токсич-
ную» мРНК, которая может накапливаться и 
нарушать сплайсинг и, возможно, другие 
клеточные функции. Интронные SSRs могут 
влиять на транскрипцию гена, сращивание 
мРНК или ее экспорт в цитоплазму. Триплет-
ные SSR, расположенные в UTR или интро-
не, могут также индуцировать выключение 
трансляции гена, опосредованного гетерохро-
матином. Все эти эффекты, вызванные увели-
чением или сокращением числа микросател-
литных повторов внутри генов, могут в конеч-
ном итоге привести к фенотипическим изме-
нениям. Микросателлитные локусы в генах 
эволюционируют с вовлечением мутацион-
ных процессов, аналогичных тем, которые 
происходят в nSSR, расположенных в других 
геномных областях, и включают проскальзы-
вание репликации, точечную мутацию и ре-
комбинацию. Эти мутационные процессы 
генерируют изменения ДНК, которые дол-
жны быть устранены системой восстановле-
ния несоответствия ДНК (MMR). Мутации, 
которые избежали коррекционной репарации 
ДНК (MMR), станут новыми аллелями в ло-
кусах SSR, а затем будут регулировать и (или) 
изменять генные продукты и в конечном ито-
ге могут приводить к изменениям фенотипа. 
Следовательно, nSSR в генах должны подвер-
гаться более сильному избирательному давле-
нию, чем в других регионах генома, из-за их 
функционального значения. Эти микросател-
литные локусы могут обеспечить молекуляр-
ную основу для быстрой адаптации растений 
к изменениям окружающей среды.

Scotti I. и соавторы использовали библио-
теки cDNA P. abies для поиска динуклеотид-
ных микросателлитов с мотивами (AG)n и 
(AC)n [34]. По данным этих авторов, микроса-
теллиты расположены в клонах не случайно: 
разные классы повторов локализуются раз-
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личным образом относительно кодирующей 
области генов. Предлагаемые микросателлит-
ные локусы чаще находились на 5’ конце 
cDNA клонов, реже на 3’ конце и в централь-
ной, кодирующей части. Была оценена часто-
та динуклеотидных микросателлитов в экс-
прессирующихся областях и показано, что 
SSR встречаются в библиотеках cDNA при-
мерно в 20 раз реже, чем в геномных, причем 
мотив (AG)n более представлен, чем (AC)n.

Уровень  полиморфизма  зависит  от 
свойств самих маркеров, а не от происхожде-
ния микросателлитных повторов: так, хлоро-
пластные  микросателлиты  PCP71987 и 
PCP1289, использованные I. Scotti и соавто-
рами, были менее полиморфны, чем предла-
гаемые ими EST-SSR-маркеры из группы 
PAAC (PAAC3, PAAC 11, PAAC13, PAAC17, 
PAAC19, PAAC23). Тем не менее, по данным 
G.G. Vendramin и соавторов, хлоропластные 
маркеры из группы Pt были высоко поли-
морфными [44]. I. Scotti и соавторы, секвени-
ровав большую часть изучаемых клонов 
cDNA, не нашли гомологии с известными 
генами и полагают, что предлагаемые ими ми-
кросателлитные маркеры располагаются в ге-
нах, ранее не изучаемых [34].

D. Rungis и соавторы отбирали перспек-
тивные микросателлитные локусы из 9 cDNA 
библиотек, полученных из разных видов тка-
ней трех видов ели: Picea glauca, P. sitchensis и 
гибридной ели P. glauca х P. engelmannii [32]. 
Было предложено двадцать пять полиморф-
ных EST-SSR-локусов, названных WS, для 
которых в базах данных EST с помощью про-
граммы BLAST были найдены соответствую-
щие наиболее вероятные белки. Следует отме-
тить, что они имели происхождение не только 
из хвойных растений, но и из лиственных, в 
том числе из модельного растения арабидоп-
сис. В тестируемых образцах ели канадской 
число аллелей у предлагаемых маркеров варь-
ировало от 1 до 23, в образцах ели ситхин-
ской – от 1 до 11, ели черной – от 1 до 22. 
Ожидаемая гетерозиготность (He), выявляе-
мая с помощью разработанных праймеров, 

составляла в образцах ели канадской 0,36–
0,97, ели ситхинской – 0,10–0,90, ели чер-
ной – 0,05–0,96. Авторы также провели срав-
нительное исследование свойств nSSR из ге-
номных библиотек и EST-SSR. Было показа-
но, что для nSSR из геномных библиотек ха-
рактерен несколько более высокий полимор-
физм (разница в 7 % для групп исследуемых 
маркеров) и большее количество нулевых ал-
лелей [32].

Хотя наличие нулевых аллелей и искажа-
ет популяционные характеристики, в послед-
нее время такие маркеры используют, приме-
няя алгоритмы корректировки популяцион-
ных данных [10, 14, 47].

S. Fluch и соавторы анализировали до-
ступные EST-базы данных ели европейской с 
целью поиска микросателлитов, расположен-
ных в транскрибируемых регионах генома [16]. 
После анализа 14022 сиквенсов они разработа-
ли праймеры для 60 микросателлитных три-, 
тетра-, пента- и гексануклеотидных повторов. 
По данным этих исследователей наиболее 
многочисленными в EST-последовательностях 
ели европейской были тринуклеотидные по-
вторы. Известно что, количественные соотно-
шения ди-, три-, гепто- и гексамеров в геномах 
хвойных зависят от методов, применяемых для 
выявления локусов. S. Fluch и соавторы пред-
ложили 23 полиморфных EST-SSR-локуса с 
количеством аллелей от 2 до 17.

EST-маркеры широко используются для 
изучения генетического разнообразия, струк-
туры и дифференциации популяций ели евро-
пейской [2, 3, 5, 11, 12, 13, 19, 26, 42].

Хлоропластные микросателлиты
G.G. Vendramin и совторы предложили ис-

пользовать для анализа генетического разно-
образия хвойных пород микросателлитные 
маркеры хлоропластного происхождения. Хло-
ропластные микросателлиты показывают бо-
лее низкие скорости мутирования, чем ядер-
ные SSR, а в связи с однородительским насле-
дованием (по отцовской линии у хвойных) они 
могут быть полезны для мониторинга потока 
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генов [44, 45]. Поиск cpSSR значительно об-
легчается благодаря полному секвенированию 
хлоропластных геномов для большого числа 
видов. Авторами были предложены 20 пар 
праймеров (Pt), фланкирующих мононуклео-
тидные участки у Pinus thunbergii. Маркеры 
были разработаны с использованием данных 
полногеномного секвенирования сосны чер-
ной и компьютерной программы PRIMER вер-
сии 0.5. Выявлен высокий полиморфизм пред-
лагаемых локусов на шести видах сосен и на 
других видах из семейства Pinaceae, принадле-

жащих родам Abies, Cedrus и Picea.
Из-за высокой степени консервативности 

последовательностей хлоропластной ДНК 
возможна разработка праймеров, пригодных 
для широкого круга родственных видов. Так, 
хлоропластные маркеры, предложенные для 
сосны, были успешно применены для анализа 
изменчивости ели европейской [13].

Основные группы микросателлитных 
маркеров, разработанных для видов елей, ши-
роко используемые до настоящего времени, 
представлены в таблице 1.

Таблица 1
Группы микросателлитных маркеров, разработанные для видов елей

Название 
группы 
локусов

Происхождение 
маркеров

Виды ели
Литературный 

источник 

Pt
Chloroplast
genome

Pinaceae [44]

SpA GL Picea abies [29]
PAAC EST Picea abies [34]

PGL GL 
Picea glauca, P. engelmannii, 
P. sitchensis, P. mariana, P. rubens, 
P. abies

[30]

UAPg GL 

Picea glauca, P. mariana, P. rubens, 
P. abies,
P. pungens, P. sitchensis, 
P. engelmannii

[22]

EAT GL Picea abies [36]
EAC GL Picea abies [33]
WS EST Picea spp. [32]
Pa EST Picea abies [16]

Ряд авторов работает с несколькими ви-
дами молекулярных маркеров и сравнивает их 
разрешающую способность в решении тех 
или иных задач. I. Scotti и соавторы изучали 
четыре популяции ели европейской в Италии 
с использованием 9 ядерных микросателлит-
ных маркеров (3 тринуклеотидов и 6 динук-
леотидов) и 4 маркеров хлоропластных SSR 
(все мононуклеотиды) [35]. Различные классы 
маркеров сравнивались по их изменчивости, 
скорости мутации и способности определе-

ния дифференциации между насаждениями. 
Динуклеотидные маркеры оказались наибо-
лее изменчивой группой, а хлоропластные – 
наиболее стабильными. Различия в скорости 
мутирования между первыми и последними 
достигали более двух порядков. Авторы счи-
тают хлоропластные гаплотипы самой чув-
ствительной маркерной системой, способной 
дифференцировать популяции и выявлять 
различия в генетической изменчивости между 
субрегионами.
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Мультиплексы микросателлитных марке-
ров ели
Во многих исследованиях использовали 

по 5–6 локусов для анализа генетического 
разнообразия видов ели [4, 6, 7, 21, 42]. Затем 
наборы микросателлитов стали расширять, 
увеличивая число локусов до 10–14 [11, 12, 
14]. Для снижения затрат предлагается ис-
пользование мультиплексных ПЦР [11, 12, 13, 
14, 19, 20, 21, 26, 45]. При выполнении не-
скольких амплификаций в одной пробирке 
экономятся реагенты, расходные материалы и 
приборное время. В последние годы начался 
процесс оптимизации наборов маркеров, на-

правленный на разумное сокращение числа 
исследуемых локусов без существенного 
влияния на качество оценки генетического 
разнообразия.

В настоящее время для оценки изменчи-
вости видов елей разными авторами предло-
жено 18 мультиплексов, включающих от 2 до 
6 локусов из вышеперечисленных групп [12, 
13, 14, 19, 20, 21, 26, 45]. Мультиплексы сфор-
мированы с учетом температур отжига прай-
меров, их совместимости при проведении 
ПЦР в одной пробирке и величине продуктов 
амплификации. Предлагаемые мультиплексы 
перечислены в таблице 2.

Таблица 2
Мультиплексы микросателлитных маркеров, используемые 

для оценки генетического разнообразия ели европейской

№ п/п Мультиплекс
Литературный ис-

точник
1 WS00716.F13 + WS0092.A19 + WS0022.B15 [13, 19, 26]
2 WS0073.H08 + WS00111.K13 + WS0023.B03 [13, 19, 26]
3 EATC1D02A + EATC1B02 + EATC2B02 [13]
4 EATC1E03 + EATC2G05 [13,40]
5 EAC2C08 + SPAC1F7 [13]
6 WS0022.B15 + WS0016.O09 + Pa_44 [13]
7 WS0092.A19 + WS0073.H08 + Pa_05 + Pa_28 [13]
8 Pt71936 + Pt26081 + Pt63718 [13, 45]
9 PAAC19 + PAAC23 + SpAGD1 [19, 26]

10 UAPgAC/AT6 + PGL15 + UAPgTG87 + UAPgCA91 [14]
11 UAPgGT8 + UAPgTG64 + UAPgAG105 + UAPgCT144 [14]
12 PGL12 + UAPgCA24 + UAPsTG25 + PGL14 [14]
13 SpAGC1 + SpAGC2 + SpAGG3 [20, 21]
14 SpAC1H8 + SpAC1F7 [20, 21]
15 EATC1E03 + EATC1D02 + EATC1B02 [20]
16 WS00716.F13 + WS0092.M15 + WS0022.B15 [12]
17 WS0073.H08 + WS00111.K13 [12]

18
WS0023.B03 + EAC1F04 + WS0046.M11 + Pa_47 + Pa_44 + 
Pa_51

[12]

Из 18 мультиплексов 7 содержат EST-
SSR-маркеры из серии WS, разработанные 
D. Rungis и соавторами. Из 25 предложенных 
локусов используют 9, по всей видимости, 

наиболее стабильно амплифицируемых и по-
лиморфных. Маркеры сгруппированы в раз-
ных сочетаниях. Некоторые мультиплексы с 
WS-маркерами имели в своем составе локусы, 



39

Применение микросателлитных маркеров для оценки генетического разнообразия ели европейской

разработанные другими исследователями [12, 
13]. Мультиплексы создавались при реализа-
ции проекта Trees for the Future [13] исследо-
вателями из трех разных европейских лабора-
торий и B. Cvjetkovi  [12]. Авторы, опублико-
вавшие мультиплексы, отказались от исполь-
зования маркера WS0046.M11, мономорфного 
в одной из исследованных популяций (муль-
типлекс № 18) [12]. Маркер WS00716, имею-
щий много однонуклеотидных повторов, был 
забракован в трех европейских лабораториях: 
ASP, CNR и BFW (мультиплексы № 1 и № 16) 
[13].

Праймеры из серии SpA менее популяр-
ны у исследователей. Мультиплекс № 13 
SpAGC1 + SpAGC2 + SpAGG3 (табл. 2) ис-
пользовал только один автор [20, 21]. По од-
ному разу в разных мультиплексах (№ 9 и 
№ 14) были предложены праймеры SpAGD1 и 
SpAC1H8.

Мультиплекс  №  3  (EATC1D02A + 
EATC1B02 + EATC2B02) был, в последствии 
отброшен предложившими его авторами из 
лаборатории CNR из-за сложностей в детек-
ции продуктов, в частности, большого число 
однонуклеотидных повторов [13]. Лаборато-
рия  ASP заменила  праймеры  EAC6B01, 
EAC1A07, EAC6A10, EAC1F04, EAC1E03, как 
не  очень  хорошо  амплифицируемые  на 
WS-локусы [13]. Тем не менее, локус EAC1F04 
входит в состав опубликованного мультиплек-
са № 18 [12]. В этом локусе авторы выявили 
66 аллелей.

От мультиплексов № 4 (EATC1E03 + 
EATC2G05) и № 5 (EAC2C08 + SPAC1F7) его 
разработчики из лаборатории CNR отказа-
лись из-за большого числа однонуклеотидных 
повторов [13].

М у л ь т и п л е к с  №  1 2  ( P G L 1 2  + 
UAPgCA24 + UAPsTG25 + PGL14) требует 
проведения амплификации в двух пробирках: 
для трех маркеров PGL12 + UAPgCA24 + 
UAPsTG25 проводится совместная ПЦР, ло-
кус PGL14 из-за отличающейся температуры 
отжига амплифицируется отдельно [14].

Наличие однонуклеотидных повторов у 

двух- и трехнуклеотидных локусов может сви-
детельствовать о том, что механизмом мутаге-
неза этих микросателлитов являются не толь-
ко проскальзывание цепи ДНК, но и точеч-
ные мутации.

В наших исследованиях после проведе-
ния микросателлитного анализа в трех есте-
ственных и двух искусственных популяциях 
ели европейской (выборки от 27 до 31 особи) 
с использованием девяти отобранных ранее 
полиморфных локусов серий Pa, SpA и UAPg 
в результате отбраковки локусов с большим 
числом нулевых аллелей, сложным спектром 
амплификации и низким уровнем полимор-
физма отказались от всех тестируемых локу-
сов SpA и для дальнейшей работы были остав-
лены EST-SSR-маркеры Pa_28, Pa_36, Pa_41, 
Pa_59 и UAPgAG105 (неопубликованные дан-
ные). В мультиплексе № 7 также был исполь-
зован маркер Pa_28 [13].

От маркера Pa_51 из мультиплекса № 18 
авторы отказались из-за его мономорфности 
в трех исследованных популяциях и наличия 
всего двух аллелей в оставшихся популяциях 
[12].

Таким образом, можно отметить тенден-
цию отказа от праймеров на основе геномных 
библиотек в пользу EST-SSR-локусов серии 
WS. EST-маркеры серии Pa и PAAC менее по-
пулярны. Праймеры WS в популяционных 
исследованиях ели европейской использовали 
и российские исследователи [2, 6].

Для оценки генетического разнообразия 
ели канадской P. Eusemann с соавторами было 
предложено 3 мультиплекса ядерных микро-
сателлитных маркеров, отобранных из геном-
ных библиотек из групп UAPg, предложенных 
Hodgetts и соавторами [22], и PGL, разрабо-
танных Rajora и соавторами [30], по 4 маркера 
в каждом [14]. Из 12 использованных марке-
ров для 9 вероятность наличия нулевых алле-
лей превышала 5 % уровень. Некоторые из 
UAPg-локусов были использованы для ми-
кросателлитного анализа популяций ели ев-
ропейской [3] и ели сибирской [7].

Мультиплекс, состоящий из хлоропласт-
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ных праймеров Pt71936 + Pt26081 + Pt63718, 
применялся на ели европейской автором этих 
праймеров [45] и специалистами из лаборато-
рии CNR [13].

Теоретически, принципы, по которым от-
бирают локусы для мультиплексов, должны 
основываться на их кодоминантности, ней-
тральности маркеров, воспроизводимой ам-
плификацией, отсутствием множественных 
полос. При изучении генетики животных ис-
следователи выбирают маркеры, расположен-
ные на разных хромосомах, и при большом 
числе маркеров на одной хромосоме – на 
большом расстоянии друг от друга.

V. Achere с соавторами в работах 2004 и 
2005 гг. локализовали опубликованные к это-
му времени SSR-маркеры по 12 группам сцеп-
ления [8, 9]. В соответствии с опубликован-
ными данными, маркеры из серии EAT рас-
пределяются в 9 и 11 группах сцепления; 
SpA – во 2, 5, 9 и 10; праймер PAAC19 – в 12; 
PGL15 – в 5; UAPgCA91 и UAPgCA24 – в 1, 
UAPsTG2 – в 3. Следует отметить, что не все 
предложенные ранее 2004 года маркеры были 
локализованы.

При разработке хлоропластных маркеров 
для хвойных пород некоторые авторы, ис-
пользуя данные секвенирования хлоропласт-
ного генома, обращали внимание на то, чтобы 
локусы были распределены приблизительно 
равномерно по хлоропластной плазмиде и не 
приходились на участки гипервариабельной 
ДНК [48].

В связи с многокопийностью геномов 
хвойных и трудоемкостью разработки марке-
ров авторы часто апробируют однолокусные 
полиморфные микросателлиты, предложен-
ные для одних видов, на других видах и даже 
родах хвойных [32, 44].

По мере все большего использования и 
изучения микросателлитов накопился некото-
рый критический материал, указывающий на 
необходимость предварительного изучения 
тех или иных маркеров перед их массовым 
применением. Так, по данным R. Yazdani и со-
авторов, при изучении наследования микроса-

теллитных маркеров в семьях полусибсов Picea 
abies из изучаемых 67 SSR-маркеров около 
половины оказались доминантными [49].

Для статистической обработки данных 
микросателлитного анализа может быть за-
действовано большое количество (более 20) 
компьютерных программ, описанных в ряде 
обзоров и статей [15, 23].

Одной из проблем использования микро-
сателлитов является наличие нулевых алле-
лей, то есть мутаций в области отжига разра-
ботанных праймеров, которые приводят к 
отсутствию амплификации у гомозигот и ам-
плификации одного фрагмента ДНК вместо 
двух у гетерозигот. Существуют методы оцен-
ки вероятности нулевых аллелей и компью-
терные программы, автоматизирующие такие 
вычисления [31, 43]. Предложены алгоритмы 
для коррекции популяционных данных в слу-
чае обнаружения нулевых аллелей [10, 47].

У микросателлитных маркеров появилось 
еще одно ограничение, связанное с особенно-
стями применения и интерпретацией данных. 
Ранее микросателлиты считали универсаль-
ными маркерами, пригодными для идентифи-
кации генотипов, оценки генетического раз-
нообразия и дифференциации популяций. 
В.В. Горбачев полагает, что микросателлитные 
маркеры следует использовать для оценки ге-
нетического разнообразия и с осторожностью 
относиться к выводам о дифференциации по-
пуляции на основе микросателлитного анали-
за [1]. Его мнение основано на том, что с при-
менением коалесцентных моделей была пока-
зана возможность ошибки I рода при исполь-
зовании микросателлитов в популяционно-
генетических исследованиях. Установлено, 
что даже для панмиктических популяций ве-
личина ошибки может составлять CI 95 % ~ 
11–18 %. Высказывается предположение, что 
возможной причиной полученных результа-
тов является высокое аллельное разнообра-
зие, вызванное нестабильностью микросател-
литных маркеров.

Это еще один довод в пользу предпочти-
тельного использования менее вариабельных 
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ядерных EST-SSR- и cpSSR-локусов. Микро-
сателлитные маркеры по-прежнему считают 
наилучшими для идентификации особей и 
установления родства.

Таким образом, к настоящему времени 
наметилась устойчивая тенденция к отбору 
для микросателлитного анализа ядерных ло-
кусов из транскрибируемых областей ДНК и 
хлоропластного генома ели. Наиболее востре-
бованными для оценки генетического разно-
образия ели европейской являются ESR-SSR-
маркеры группы WS. Несмотря на то, что 

опубликовано большое количество мульти-
плексов ядерных микросателлитов, из анали-
за представленных авторами данных следует, 
что панели SSR-маркеров все еще находятся в 
стадии апробирования и не являются готовы-
ми рекомендованными инструментами для 
проведения популяционных исследований. 
Работа по оптимизации панелей микросател-
литных маркеров, по определению состава и 
количества локусов, пригодных для оценки 
генетического разнообразия ели европейской, 
на настоящий момент, остается актуальной.
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Применение микросателлитных маркеров для оценки генетического разнообразия ели европейской
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