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The DNA markers for exploring of genetic resources of spruce and pine
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The use of DNA markers for exploring the genetic resources of spruce and pine is discussed. Some 
classifications of DNA markers are considered. A brief historical review of appearance and using 
of different genetic markers for population genetic studies of spruce and pine is presented. The 
positive qualities and limitations of different types of these technics as a tools for exploring of 
population genetics of spruce and pine are discussed. The tendencies in changing of popularity of 
different DNA markers during last twenty years are noted. Different types of markers discover the 
differing levels of intraspecific polymorphism: low level show RAPD, RFLP and CAPS; 
intermediate – AFLP; relatively high – ISSR; high – SSR, SNPs and DArT. So, microsatellites 
and SNPs have an advantage over a number of DNA markers. The positive property of 
microsatellite analysis is that for every gene locus it could be determined whether the individual is 
heterozygous or homozygous. It is advantage comparably with RAPD, AFLP and ISSR-PCR 
markers. Analysis of the range of 12-17 microsatellites is the most suitable for intraspecific 
population studies for population genetics of pine and spruce, particularly for the analysis of 
genetic diversity. SNPs are very promising markers with high density through the genome and low 
level of mutations per generation. This method is also very good for estimation of genetic diversity. 
It could be easily used for evaluation of functional and neutral variability. The preliminary choice 
of identifying SNPs or selection of SNPs from the databases and correct statistical estimate of data 
become a critical points. The markers of mitochondrial DNA, on the other hand, are most useful 
for phylogeographic and geographical research. The species of Pinaceae have three genomes 
inherited by different ways: the paternal chloroplast, the maternal mitochondrial and nuclear 
biparental. To obtain a reliable result in population studies of pine and spruce the various 
independently evolving markers, for example nuclear and mitochondria or nuclear and chloroplast 
should be used. It allows to study genetic diversity and genetic differentiation of pine and spruce 
populations more correctly.
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ДНК-маркеры для оценки генетических ресурсов ели и сосны

Г.В. Калько

В обзоре обсуждается использование ДНК-маркеров для оценки генетических ресурсов 
ели и сосны. Представлены некоторые классификации ДНК-маркеров, дан краткий экс-
курс в историю их появления и использования для популяционно-генетических исследо-
ваний ели и сосны. Обсуждены положительные свойства и ограничения разных видов 
генетических маркеров. Рассмотрены тенденции в изменении востребованности различ-
ных ДНК-маркеров в последние двадцать лет. Отмечено, что разные виды маркеров выяв-
ляют различные уровни внутривидового полиморфизма: низкий показывают RAPD, 
RFLP и CAPS; средний – AFLP; относительно высокий – ISSR; высокий – SSR, SNPs и 
DArT. То есть, микросателлиты и SNPs имеют преимущество перед целым рядом ДНК-
маркеров. Положительным свойством монолокусного анализа микросателлитов является 
то, что для каждого генного локуса возможно определить, является ли данная особь гете-
розиготой или гомозиготой, в чем и заключается преимущество этих маркеров над RAPD, 
AFLP и ISSR-PCR. ДНК-анализ с помощью линейки из 12-17 микросателлитов наиболее 
подходит для внутривидовых популяционно-генетических исследований, особенно для 
анализа генетического разнообразия. SNPs имеют высокую плотность в геноме и низкий 
уровень мутаций на поколение. Они также перспективны для изучения генетического раз-
нообразия, их легко использовать в оценке функциональной и нейтральной изменчиво-
сти. Однако критической становится предварительная стадия выявления SNP или отбора 
SNP из базы данных, а также статистическая обработка результатов. Маркеры митохонд-
риальной ДНК наиболее информативны для филогеографических и географических ис-
следований. Для получения надежного результата в популяционных исследованиях ели и 
сосны важно использовать несколько независимо эволюционирующих маркеров, напри-
мер, ядерных и хлоропластных или ядерных и митохондриальных. Это позволит не только 
оценить генетическое разнообразие, но и более корректно определить дифференциацию 
в популяциях хвойных.
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Введение
Генетические ресурсы, согласно определе-

нию, принятому в Конвенции ООН о биологи-
ческом разнообразии, – генетический матери-
ал, представляющий фактическую или потен-
циальную ценность [6], генетическое разно-
образие, которое сохраняется внутри вида, 
включая разнообразие на уровне ДНК.

В 1995 году Российская Федерация ратифи-
цировала Конвенцию ООН о биологическом 
разнообразии, взяв на себя ряд обязательств, в 
том числе – по разработке национальной стра-
тегии по сохранению биоразнообразия.

Лесные генетические ресурсы (ЛГР) – это 
совокупность генофондов природных и культи-
вируемых популяций лесных древесных расте-
ний, имеющих реальную или потенциальную 
ценность для определенной территории.

Важность глубокой и разносторонней 
оценки состояния ЛГР отмечена на мировом 
уровне в докладе «Лесные генетические ресур-
сы» [41], подготовленном и опубликованном в 
2014 году на третьей сессии Межправительст-
венной технической группы по лесным генети-
ческим ресурсам Продовольственной и сель-
скохозяйственной организации Объединенных 
Наций (Food and Agriculture Organization of the 
United Nations – FAO, ФАО).

В докладе ФАО о состоянии ЛГР подчерки-
вается, что для эффективного сохранения лесов 
и управления ими особенно важно охарактери-
зовать генетическую изменчивость основных 
лесообразующих видов. 

Информация о генетической изменчивости 
(генетическом разнообразии) в управлении ле-
сами должна быть использована при осущест-
влении природоохранного планирования и свя-
занной с ним лесохозяйственной практики, 
направленных на сохранение лесов, их воспро-
изводство и улучшение [41]. Универсальным 
инструментом исследования генетического раз-
нообразия являются молекулярные маркеры 
[42].

Исследование состояния ресурсов ели и со-
сны, в том числе ели европейской и сосны обык-
новенной, длительное время проводили, изучая 

наследуемые морфологические признаки, в 
частности, признаки генеративных органов, 
косвенным образом отражающие состояние ге-
нетических ресурсов. Практическим выходом 
таких работ были дифференциация популяций 
ели и сосны в соответствии с морфологически-
ми особенностями, определение таксономиче-
ской принадлежности тех или иных разновид-
ностей хвойных, ареалов их распространения, 
прояснение некоторых вопросов эволюции и 
расселения видов. 

Впоследствии стали использовать для 
оценки генетических ресурсов ели и сосны мо-
лекулярные маркеры: маркеры белкового поли-
морфизма – менее опосредованно, по сравне-
нию с морфологическими признаками, отража-
ющие диапазон изменчивости наследственного 
материала хвойных пород (выявляющие измен-
чивость в кодирующей части ДНК, исключая 
интроны), а затем и ДНК-маркеры – непосред-
ственно характеризующие состояние генетиче-
ских ресурсов целевых объектов.

Генетические маркеры, впервые обозначен-
ные А.С. Серебровским как «сигнальные гены», 
детерминируют наследуемый отчетливо выра-
женный фенотипический признак, различи-
мый у разных особей, который сопряжен с из-
менчивостью другого качественного или коли-
чественного признака. Исследование наследо-
вания «сигнального гена», нейтрального по от-
ношению к самому исследуемому гену или 
признаку, позволяет выявить характер наследо-
вания гена интереса. 

В настоящее время в качестве маркера мо-
жет выступать любой фрагмент ДНК, находя-
щийся в тесной генетической связи с анализи-
руемым геном.

Цель настоящей работы – оценить потен-
циальную пригодность разработанных на на-
стоящий момент ДНК-маркеров для оценки 
генетического разнообразия, т. е. состояния 
генетических ресурсов ели и сосны.

Преимуществами ДНК-маркеров является 
целый ряд возможностей: тестирование любых 
последовательностей генома; поиск маркеров, 
равномерно распределенных по всему геному; 
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анализ материнского типа наследования (мито-
хондриальная ДНК); анализ отцовского типа 
наследования (у семейства сосновых – ДНК 
пластид); стабильность наследования; отсутст-
вие плейотропного эффекта; множественность 
аллелей; информативность о природе генетиче-
ских изменений; проведение ретроспективных 
исследований. Дополнительными методиче-
скими удобствами можно считать возможность 
использования любых тканей, ДНК-анализ на 
любых стадиях развития, длительность хране-
ния образцов ДНК, использование гербарного 
материала, ископаемых остатков. Для ДНК-
маркеров практически отсутствуют ограниче-
ния: в числе маркеров на образец имеются мар-
керы для белок-кодирующих, некодирующих 
(интронные, межгенные, регуляторные области 
и т. д.) и повторяющихся последовательностей 
[13].

Виды ДНК-маркеров
Методов выявления полиморфизма ДНК 

на уровне последовательности изначально было 
предложено три: рестрикционный анализ (при-
менен для этих целей в 1974 г.); полимеразная 
цепная реакция (ПЦР), открытая Кэри Мюлли-
сом в 1983 г. (Нобелевская премия 1993 г.), и 
секвенирование, предложенное А. Максамом и 
У. Гилбертом в 1977 г. (Нобелевская премия за 
1980 г. совместно с Ф. Сенгером и П. Бергом). 
Они описаны в ряде методических работ [7 и 
др.].

Метод рестрикционного анализа основан 
на способности ферментов рестрикции специ-
фически разрезать ДНК в определенных сайтах.

Вторым способом выявления полиморфиз-
ма ДНК на уровне последовательности, являет-
ся ПЦР. Метод ПЦР позволяет быстро и с отно-
сительно небольшими материальными затрата-
ми получить более 10 миллиардов копий опре-
деленной последовательности ДНК, представ-
ленной в геноме в виде одного или нескольких 
фрагментов. Существует более двадцати разно-
видностей или модификаций ПЦР.

Третий способ выявления полиморфизма 
ДНК – секвенирование. Секвенирование ну-

клеиновых кислот (ДНК или РНК) – это опре-
деление их нуклеотидной последовательности. 
В результате секвенирования получают фор-
мальное описание первичной структуры линей-
ной макромолекулы в виде последовательности 
мономеров в текстовом виде. 

Для секвенирования применяют методы 
Эдмана, Сэнгера и другие. В настоящее время 
для секвенирования генов обычно используют 
метод Сэнгера с дидезоксинуклеозидтрифосфа-
тами (ddNTP). Как правило, до начала секвени-
рования производят амплификацию участка 
ДНК, последовательность которого требуется 
определить, при помощи ПЦР. Секвенирование 
полного генома осуществляют при помощи тех-
нологий секвенирования нового поколения 
(next-generation sequencing) [23, 32].

Общепринятой классификации молекуляр-
ных маркеров на настоящий момент не сущест-
вует. В последнее время вышло большое число 
обзоров, посвященных рассмотрению методов 
анализа ДНК растений, в том числе и ДНК-
маркеров [3, 11, 13, 14 и др.]. 

Большинство используемых ДНК-марке-
ров создано на основе ПЦР. С. Schl tterer пред-
ложил разделять их на две большие группы: 
маркеры, созданные на основе небольших из-
менений в последовательностях ДНК уникаль-
ных локусов, и маркеры на основе изменения 
числа повторов в тандемно повторяющихся по-
следовательностях ДНК [13]. 

Некоторые авторы классифицируют марке-
ры, созданные на основе ПЦР, по типу прайме-
ров. ДНК-маркеры со случайными праймера-
ми: RAPD (Random Amplified Polymorphic 
DNA); UP-PCR (ПЦР с универсальными прай-
мерами). Маркеры со специфическими прай-
мерами: минисателлитные праймеры; прайме-
ры микросателлитных локусов и др. Комбини-
рованные  праймеры :  RAMP – (Random 
Amplified Microsatellite Polimorfism) произволь-
но амплифицированный микросателлитный 
полиморфизм; SCAR (Sequence Characterized 
Amplified Region) – амплифицированная об-
ласть, охарактеризованная нуклеотидной по-
следовательностью. В таблице представлена 
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одна из классификаций ДНК-маркеров. 
Таблица

Типы ДНК-маркеров и год их первого упоминания в публикациях [14]

Метод, использу-
емый

для анализа

Тип ДНК-маркеров 

Монолокусные Мультилокусные

Блот-гибриди-
зация

RFLP (1980) 
полиморфизм длины амплифици-
рованных фрагментов

Минисателлиты (1985)

Полимеразная 
цепная реакция 

SSR (1989) микросателлиты RAPD (1990) 
случайные праймеры 

STS (1989) 
локус, маркированный нуклеотид-
ной последовательностью

ISSR (1994) межсателлитный поли-
морфизм

SSCP (1989) 
полиморфизм конформации одно-
цепочечной ДНК

AFLP (1995) 
полиморфизм длины амплифициро-
ванных фрагментов

CAPS (1993) 
расщепленные амплифицирован-
ные полиморфные последователь-
ности

SSAP (1997) 
полиморфизм сиквенс специфичной 
амплификации

SCAR (1993) амплифицированная 
область охарактеризованная нукле-
отидной последовательностью

IRAP (2006) 
полиморфизм 
амплифицированных последователь-
ностей между ретротранспозонами

ДНК-чипы SNP (1998) DArT (2001) 
ДНК-чип технология

Об относительной популярности использо-
вания различных видов ДНК-маркеров иссле-
дователями до 2004 г. можно судить по рисунку. 
В целом можно отметить тенденцию к увеличе-
нию числа исследований с применением ДНК-

маркеров, основанных на прямом секвенирова-
нии. Также возрастает доля использования SNP 
и ДНК-чип технологий, не представленных на 
рисунке.
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1 – биохимические маркеры (аллозимы) 

2 – маркеры, полученные на основе рестрикционного полиморфизма ДНК (ПДРФ и ПЦР-ПДРФ) 

3 – минисателлиты 

4 – маркеры, полученные прямым секвенированием фрагментов ДНК 

5 – микросателлиты 

6 – ПЦР-маркеры, полученные с помощью праймеров с произвольной последовательностью (RAPD) 

7 – полиморфные маркеры с однонуклеотидными заменами (SNP) 

8 – ПЦР-маркеры на основе полиморфизма длин продуктов амплификации (AFLP)

Рис. Относительная популярность использования молекулярных маркеров [13]

Полиморфизм длин рестрикционных фраг-
ментов основан на способности ферментов ре-
стрикции специфически разрезать ДНК в опре-
деленных сайтах (длина рестрикционного сайта 
4-6 п. н.). Различия в последовательности ДНК 
приводят к разрезанию ДНК ферментами ре-
стрикции в разных местах [35]. Полученные с 
помощью рестриктаз фрагменты ДНК служат 
маркерами различных процессов, происходя-
щих внутри клетки исследуемого организма.

Таким образом, один из первых по времени 
возникновения ДНК-маркеров – полиморфизм 
длин рестрикционных фрагментов – ПДРФ/
RFLP (Restriction fragment length polymorphism) 
определяется при использовании ферментов 
рестрикции (рестриктаз), которые разрезают 

ДНК только в точных местах «сайтов рестрик-
ции». В настоящее время наиболее часто 
ПДРФ/RFLP используют вслед за ПЦР (ПЦР–
ПДРФ/PCR–RFLP), для того, чтобы выявить 
аллели, отличающиеся по нуклеотидным по-
следовательностям в сайте рестрикции. Фраг-
мент гена амплифицируется с использованием 
ПЦР и обрабатывается специфическим фер-
ментом рестрикции, который разрезает только 
одну аллельную форму. Обработанные рестрик-
тазами ампликоны затем разделяют с помощью 
электрофореза. 

CAPS-маркеры. CAPS (Cleaved Amplified 
Polimorfic Sequence) – рестрикционный поли-
морфизм амплифицированных последователь-
ностей или расщепленные амплифицирован-
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ные полиморфные последовательности. CAPS-
маркеры считаются вторичными. Они фланки-
руются двумя праймерами, синтезированными 
на основе известного сиквенса ДНК (например, 
SCAR-фрагменты). Они специфически ампли-
фицируют единичные фрагменты ДНК, поли-
морфизм которых выявляется при расщепле-
нии данных фрагментов одной или нескольки-
ми эндонуклеазами рестрикции. Преимущества 
CAPS-маркеров – кодоминантность наследова-
ния и высокая надежность. Данный метод не-
требователен к количеству матрицы и имеет 
невысокую стоимость [3]. 

ДНК-маркеры на основе ПЦР подразделя-
ются на следующие группы:

I. Мультилокусные маркеры (ДНК-фингер-
принтинг)

1) ПЦР со случайными праймерами
Одним из наиболее распространенных в 

недавнем прошлом методов являлся RAPD-ме-
тод (Random Amplified Polymorphic DNA) или 
произвольно амплифицируемая полиморфная 
ДНК. 

Праймеры с произвольной последователь-
ностью должны отвечать определенным требо-
ваниям по соотношению GC-пар (приблизи-
тельно 60%) и длине. Принцип метода – ампли-
фикация фрагмента ДНК с использованием 
единичного короткого праймера с низкой тем-
пературой отжига в реакции ПЦР. Праймер свя-
зывается с геномной ДНК в двух различных 
участках инвертированных повторов. Различия 
в ДНК-паттернах – наличие или отсутствие по-
лосы или различие ПЦР-продуктов по разме-
рам. Большинство RAPD-маркеров доминан-
тны.

Одновременно с RAPD был предложен 
аналогичный метод со случайными праймерами 
большей длины – AP-PCR (Arbitrarily Primed 
PCR). Затем были предложены аналогичные 
техники DAF (DNA Amplified Fingerprinting) и 
УП ПЦР (ПЦР с универсальными праймера-
ми). Методы отличаются размерами и нуклео-
тидным составом праймеров: RAPD – 10-
12 п. н. (пар нуклеотидов); AP-PCR – около 
20 п. н.; DAF – 7-8 п. н.; УП-ПЦР – 25-27 п. н. 

Различны также температура отжига и методы 
выявления продуктов реакции: окрашивание 
бромистым этидием, радиоавтография, сереб-
рение [13].

При электрофоретическом разделении ам-
плифицированных продуктов образуются дис-
кретные полосы, размер которых достигает от 
100 до 5000 пар оснований (ДНК-паттерны) 
[11]. Различия в ДНК-паттернах определяются 
модификациями в одном или обоих праймер-
связывающих сайтах (наличие или отсутствие 
полосы ПЦР-продукта в спектре) или присут-
ствием инсерции/делеции в амплифицируемом 
фрагменте (различие ПЦР-продуктов по разме-
ру). Большинство RAPD-маркеров доминантны 
[13]. Преимуществом данного метода является 
техническая простота его проведения, отсутст-
вие необходимости информации о последова-
тельности ДНК, ее небольшое количество для 
анализа. Для выполнения исследования не тре-
буется применение радиоактивных веществ, 
метод дешев, существует возможность автома-
тизации процесса [3].

В 1990-х и 2000-х годах RAPD-метод ис-
пользовали для выявления генетического раз-
нообразия сосны [25, 31 и др.] и ели [19, 36 и 
др.]. В настоящее время методы со случайными 
праймерами применяются все реже (см. рис.) 
из-за выявившихся ограничений: низкая вос-
производимость, из-за повышенной чувстви-
тельности к условиям реакции (к концентрации 
ионов Mg2+, соотношению праймер/матрица, 
температурному режиму).

2) ISSR-маркеры – межсателлитные повторы
ISSR-маркеры  (Inter Simple Sequence 

Repeates). Данный вид маркеров является спе-
циализированным вариантом RAPD-метода, в 
котором праймер состоит из микросателлитной 
последовательности. Используют один или не-
сколько праймеров длиной 15-24 нуклеотида. 
Праймеры комплементарны микросателлит-
ным повторам (4-12 единиц повтора) и несут на 
одном  из  концов  последовательность  из 
2-4 произвольных нуклеотидов («якорь»). Ме-
тод позволяет амплифицировать фрагменты 
ДНК, которые находятся между достаточно 
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близко расположенными микросателлитными 
последовательностями (как правило, это уни-
кальная ДНК). В результате амплифицируется 
много фрагментов (ISSR-фингерпринтинг). 
Полученные паттерны ПЦР-продуктов в значи-
тельной степени видоспецифичны. Маркеры 
имеют доминантный тип наследования (поли-
морфизм определяется по наличию/отсутствию 
полосы). Их используют для выявления меж- и 
внутривидовой изменчивости. ISSR-маркеры 
являются наиболее распространенными марке-
рами, используемыми в настоящее время сов-
местно с методами ДНК-штрихкодирования 
или с данными секвенирования ITS для фило-
генетических исследований. Они дешевы в ис-
пользовании, не требуют предварительных зна-
ний о последовательности ДНК и вместе с тем 
дают более воспроизводимые результаты, чем 
RAPD-маркеры [8].

ISSR-маркеры использовали на ели [33, 36 
и др.] и на сосне [31, 37 и др.]. 

3) AFLP-маркеры (Amplifid fragment length 
polymorphism) – полиморфизм длины ампли-
фицированных фрагментов. В качестве матри-
цы используются рестрикцированные фрагмен-
ты ДНК, легированные со специфическими 
олигонуклеотидными адаптерами. Проводится 
амплификация со специально сконструирован-
ными праймерами, которые состоят из фикси-
рованной части, содержащей последователь-
ность комплементарную адаптеру и сайту ре-
стрикции использованной эндонуклеазы (при-
близительно 15 п. н.), и короткого фрагмента на 
3′ конце с произвольной последовательностью 
нуклеотидов (2-4 п. н.). Метод обладает хоро-
шей воспроизводимостью. С каждой парой 
праймеров амплифицируется 75-100 фрагмен-
тов (AFLP-фингерпринтинг). 

Маркер имеет доминантный тип наследо-
вания. Данная технология используется для изу-
чения генетического разнообразия и перспек-
тивна для построения генетических карт у хвой-
ных [17, 28, 30]. Данный вид маркеров совмест-
но с SNP-маркерами был использован для кар-
тирования локусов количественных признаков 
у сосны обыкновенной [29].

II. Монолокусные маркеры 
1) Микросателлиты
В особую группу выделены микросателли-

ты, высокополиморфные маркеры для индиви-
дуальных локусов. Эти маркеры известны под 
несколькими названиями – STMS (Sequence 
Tagged Microsattelite Site) или STR (short tandem 
repeat), или SSR (simple sequence repeate). Для 
создания STR подбираются праймеры к уни-
кальным последовательностям ДНК, фланки-
рующим микросателлитный повтор (требует 
предварительного знания их нуклеотидной по-
следовательности). Полиморфизм STR опреде-
ляется копийностью мономерных единиц в 
кластере, что приводит к существованию мно-
жественных аллельных вариантов. Гетерозигот-
ность их очень высока (часто более 75%). При 
создании новых полиморфных маркеров, кроме 
динуклеотидов используются микросателлиты 
три- и тетрамерных мотивов. Справочник по 
микросателлитам хвойных выпущен еще в на-
чале 2000-х годов [18]. 

Высокая скорость мутирования SSR-повто-
ров, кодоминантный характер наследования, 
расположение в некодирующей части генома и 
равномерное распределение по всем хромосо-
мам позволяет оценивать внутри- и межпопуля-
ционный полиморфизм любых видов живых 
существ. Микросателлиты состоят из участков 
ДНК длиной в 2-6 п. н. – тандемно повторен-
н ы х  м н о г о  р а з  ( н а п р и м е р , 
CACACACACACACACA). Они распространены 
по всему эукариотическому геному. Микроса-
теллиты имеют относительно малые размеры и 
могут, следовательно, легко амплифицировать-
ся при использовании ПЦР на ДНК, экстраги-
руемой из различных источников. Полимор-
физмы могут быть визуализированы на секве-
нирующем геле, и при наличии генетического 
анализатора можно анализировать большое 
количество образцов. Микросателлиты гипер-
вариабельны, они часто имеют десятки аллелей 
по одному локусу, отличающихся один от дру-
гого по числу повторов. Их используют для изу-
чения разнообразия, а также для анализа от-
цовства и картирования локусов количествен-
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ных признаков (QTL), родства, принадлежно-
сти к конкретной популяции, для исследования 
гибридизации, эволюционных процессов, для 
поиска паралогов. Применяются также микро-
сателлитные последовательности с повторами 
небольшой длины, 2-6 нуклеотидов, при карти-
ровании геномов, в работе с редкими видами и 
т. д. [17, 22]. 

Уровень генетического разнообразия, вы-
являемый при использовании микросателлит-
ных маркеров, очень высок. И, тем не менее, 
при секвенировании микросателлитных повто-
ров у представителей семейства сосновых было 
установлено, что мутирование не всегда проис-
ходит ступенчато (кратно повтору), достаточно 
часто имеет место размерная гомоплазия (рав-
ные размеры микросателлитных повторов при 
различиях в их последовательностях) [27]. 

В монолокусном микросателлитном анали-
зе праймеры подбираются на участки, фланки-
рующие микросателлитные повторы. Ампли-
фицируется и анализируется сам микросател-
лит. Поскольку фланкирующие последователь-
ности отличаются для разных локусов, то каж-
дая пара праймеров определяет только один 
локус. Длины этих локусов различны, хотя по-
следовательность одна и та же. Это и есть алле-
ли, анализируемые в монолокусном микроса-
теллитном анализе. Для каждого генного локуса 
возможно определить, является ли данная 
особь гетерозиготой или гомозиготой, что явля-
ется преимуществом по сравнению с другими 
праймерами.

Критическая точка для анализа популяци-
онной структуры – скорость мутаций микроса-
теллитов, которая обычно на 1-2 порядка выше, 
чем у аллозимов. Высокая мутабельность и ва-
рьирование числа повторов могут приводить к 
гомоплазиям (когда одинаковые аллели возни-
кают в результате разных мутаций из-за высо-
кой мутабельности при некотором ограничен-
ном числе аллельных состояний) и переоценке 
генетической дивергенции популяций. Кроме 
того, к недостаткам этих маркеров относят 
сложность объединения усилий разных лабора-
торий по изучению одних и тех же объектов, так 

как это требует применения одинаковых прай-
меров. Монолокусный анализ микросателлитов 
наиболее подходит для внутривидовых исследо-
ваний, видовой уровень уже практически 
исключен из рассмотрения с помощью этих 
маркеров[1].

В популяционных исследованиях исполь-
зуются микросателлитные маркеры не только 
ядерного происхождения [9, 10, 16, 21, 24], но и 
цитоплазматического: митохондриальные [5, 
15, 34, 40] и хлоропластные [12, 16, 21, 26]. 

Использование хлоропластных и митохон-
дриальных маркеров интересно еще и потому, 
что у сосновых показана двойная однороди-
тельская передача, свойственная хвойным: 
хпДНК передается потомству гаметой мужско-
го родителя, а мтДНК – женского [5].

2) SNP являются вариантами по одному 
нуклеотиду, которые не меняют общую длину 
последовательности ДНК в этом регионе. SNP 
встречаются по всему геному. Они широко рас-
пространены и их отмечают, например, в гено-
ме человека с частотой один SNP на каждую 
1000 пар оснований [39]. 

Большинство SNP локализуется в некоди-
рующих областях и не имеет прямого влияния 
на фенотип индивидуума. Однако некоторые 
введенные мутации в экспрессирующиеся по-
следовательности или области, влияющие на 
экспрессию генов (промоторы, энхансеры), мо-
гут вызывать изменения в структуре белка или 
регуляции. Такие SNP предоставляют опреде-
ленные возможности для выявления количест-
венных признаков. Так были использованы 
SNP- и AFLP-маркеры для картирования локу-
сов количественных признаков у сосны обык-
новенной [29]. SNP используется в изучении 
полиморфизма ДНК как альтернатива микро-
сателлитам [41, 42], а также для генотипирова-
ния и построения генетических карт. Это было 
показано для ладанной сосны [23]. 

SNP могут быть использованы в геномной 
селекции, что позволит многократно ускорить 
темпы классической селекции [14].

Несмотря на высокую перспективность, 
маркеры однонуклеотидного полиморфизма 



28

Труды Санкт-Петербургского научно-исследовательского института лесного хозяйства № 4, 2015

также обладают рядом недостатков: достаточно 
сложна предварительная стадия выявления 
SNPs или отбора SNPs из базы данных [38]; 
очень важны математические инструменты для 
адекватного анализа, позволяющие избежать 
искажения информации [41].

III. Специфические (вторичные) маркеры. 
SCAR – это основанные на ПЦР молекулярные 
маркеры, происходящие из отдельных RAPD- 
или ISSR-фрагментов, выявляемые с помощью 
протяженных специфических праймеров. Для 
создания  SCAR-маркеров  полиморфные 
RAPD- или ISSR-фрагменты вырезают из геля, 
клонируют и секвенируют. После определения 
первичной последовательности к концевым 
участкам фрагмента подбирают SCAR-прайме-
ры длиной около 20-25 оснований [3, 31].

Обсуждение
Как видно из целого ряда публикаций, в 

настоящее время для популяционных исследо-
ваний ели и сосны используют подходы с при-
менением мультилокусных ISSR ДНК-марке-
ров [31,33, 36], а также митохондриальных [5, 
15, 34], хлоропластных [12, 15, 16, 21, 26] и 
ядерных микросателлитных маркеров [9, 10, 16, 
20, 21, 24].

На основе обзора имеющихся в литературе 
сведений можно заключить, что достаточную 
информацию о генетическом разнообразии в 
популяциях может дать анализ по 15-17 микро-
сателлитным маркерам или большому количе-
ству SNPs [41, 42]. 

Положительным свойством применения 
микросателлитов является то, что каждый из 
двух аллелей локуса может быть идентифициро-
ван. То есть для каждого генного локуса воз-
можно определить, является ли данная особь 
гетерозиготой или гомозиготой, в чем и заклю-
чается неоспоримое преимущество этих марке-
ров над RAPD, AFLP и ISSR-PCR. 

Бипарентальное наследование вместо уни-
парентального наследования мтДНК и хпДНК 
определяет достоинство этих маркеров по срав-
нению с анализом митохондриальных и хлоро-
пластных гаплотипов. Анализ микросателлитов 

наиболее подходит для внутривидовых исследо-
ваний, представляя больший интерес для попу-
ляционной генетики, чем для филогенетики [1]. 
Маркеры митохондриальной ДНК, напротив, 
наиболее информативны для филогеографиче-
ских и географических исследований [34, 40].

Разные виды маркеров выявляют различ-
ные уровни внутривидового полиморфизма: 
низкий показывают RAPD, RFLP и CAPS; 
средний – AFLP; относительно высокий – 
ISSR; высокий – SSR, SNPs и DArT [14]. То есть 
микросателлиты и SNPs имеют преимущество 
перед целым рядом ДНК-маркеров и на насто-
ящий момент являются самыми перспективны-
ми инструментами для исследования генетиче-
ского разнообразия любых видов живых су-
ществ.

Для SSR-маркеров возможна частичная ав-
томатизация процесса исследования (генетиче-
ские анализаторы). Ускоряет и удешевляет ис-
пользование микросателлитных маркеров при-
менение мультиплексной ПЦР [24].

Критическая точка для анализа популяци-
онной структуры – скорость мутаций микроса-
теллитов, которая выше скорости мутаций всех 
известных на настоящий момент генетических 
маркеров [4]. Она обычно на 1-2 порядка выше, 
чем у аллозимов. К недостаткам этих маркеров 
относят сложность объединения усилий разных 
лабораторий по изучению одних и тех же объек-
тов, так как это требует применения одинако-
вых праймеров [41]. 

В.В. Горбачев, применяя коалесцентные 
модели, показал возможность ошибки I рода 
при использовании микросателлитов для оцен-
ки дифференциации популяций и сделал вы-
вод, что указанный тип локусов подходит более 
для оценки биологического разнообразия, не-
жели популяционно-генетической дифферен-
циации [2].

Таким образом, общим выводом из анализа 
методов выявления полиморфизма ДНК ели и 
сосны, других растений и животных является 
то, что наиболее информативными и многообе-
щающими генетическими маркерами для ана-
лиза генетического разнообразия на настоящий 
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момент являются микросателлиты (SSR) и мар-
керы  однонуклеотидного  полиморфизма 
(SNPs) [41, 42].

Заключение
Мы полагаем, что на первых этапах для 

анализа генетического разнообразия хвойных 
пород следует использовать ядерные маркеры, 
прежде всего микросателлитные. Во-первых, 
они имеют двуродительское наследование; во-
вторых, в геномах ели и сосны такие маркеры 
многочисленны, кодоминантны, вариабельны 
и распространены во всех частях генома; в-тре-
тьих,  микросателлиты позволяют выявить са-

мый высокий уровень гетерозиготности.
Для получения надежного результата в ана-

лизе генетических ресурсов необходимо ис-
пользовать несколько независимо эволюцио-
нирующих маркеров разных типов, например, 
ядерных и хлоропластных, или ядерных и мито-
хондриальных, микросателлитов и маркеров 
других видов, что позволит не только выявить 
генетическое разнообразие хвойных, но и более 
корректно оценить дифференциацию их попу-
ляций, что повысит разрешающую способность 
ДНК-анализа.
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