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At present, ash (Fraxinus spp.) are exposed to pests and pathogens (including the narrow-bodied 
ash emerald beetle Agrilus planipennis Fairmaire and the parasitic fungus Hymenoscyphus 
fraxineus), and therefore their populations in the European part of Russia suffer significant 
damage. For ash, which is a valuable forest species, in conditions of the threat of population 
decline, it is relevant to use genetic certification methods. For valuable forest species, it is 
relevant to use methods of genetic management. This article presents results of genetic 
certification of common ash (Fraxinus excelsior L.). For the analysis, ten pairs of primers for 
microsatellite loci were used. The result showed the complete specificity of these markers for 
the studied samples, and also made it possible to identify significant polymorphism among 
the studied representatives. Based on the results of PCR analysis, studied loci demonstrate 
the presence of a wide range of various amplification products, including double and triple ones. 
There is also a significant number of products differing in weight within one to two tens of 
nucleotides. Based on these results, it should be assumed that the studied samples are 
characterized by significant genetic diversity, despite growing in the same territory. As a result 
of the study, it can be concluded that the primers used are suitable for genotyping local ash 
representatives. The obtained genetic passports make it possible to demonstrate the profile of 
the microsatellite loci of the studied samples; they are suitable for their identification and 
comparison with other ash specimens.
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Опыт генетической паспортизации ясеня с применением микросателлитных маркеров

С.Г. Ржевский, Е.Ю. Аминева, Т.А. Гродецкая

В настоящее время популяции представителей рода ясень (Fraxinus spp.) во всем мире, в 
том числе и в Европейской части России, несут существенный урон из-за воздействия 
вредителей и инфекций (в частности – ясеневой изумрудной узкотелой златки Agrilus 
planipennis Fairmaire и патогенного гриба Hymenoscyphus fraxineus (T. Kowalski) Baral, 
Queloz & Hosoya). Поражение ясеня в естественных насаждениях наблюдается и на тер-
ритории Воронежской области. В условиях угрозы сокращения численности и полного 
исчезновения хозяйственно ценной лесной породы, которой является ясень, актуально 
использование методов генетической паспортизации. В настоящей статье представлены 
результаты генетической паспортизации ясеня обыкновенного (Fraxinus excelsior L.). Для 
проведения анализа были использованы десять пар праймеров к микросателлитным ло-
кусам. Результат показал полную специфичность данных маркеров для исследуемых об-
разцов, а также позволил выявить существенный полиморфизм среди проанализирован-
ных  экземпляров. По  итогам  проведенного  ПЦР-анализа  изученные  локусы 
демонстрируют наличие широкого спектра разнообразных продуктов амплификации, в 
том числе – двойных и тройных. Также наблюдается значительное количество продуктов, 
различающихся по массе в пределах одного-двух десятков нуклеотидов. Исходя из данных 
результатов, стоит предположить, что исследуемые образцы характеризуются существен-
ным генетическим разнообразием, несмотря на произрастание на одной территории. Для 
уточнения степени их генетического родства следует продолжить работы по генотипиро-
ванию. В результате проведенного исследования можно заключить, что использованные 
праймеры пригодны для генотипирования местных представителей ясеня. Полученные 
генетические паспорта позволяют продемонстрировать профиль микросателлитных ло-
кусов исследуемых образцов, они пригодны для их идентификации и сравнения с други-
ми экземплярами ясеня.

Ключевые слова: генотипирование, микросателлиты, полиморфизм, Fraxinus, SSR-мар-
керы
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Введение
К настоящему времени молекулярно-ге-

нетические методы нашли широкое примене-
ние в лесном хозяйстве. Так, например, их 
используют для мониторинговых исследова-
ний состояния лесных насаждений, в ходе ле-
совосстановительных работ и т. д. [15]. Объек-
тами молекулярно-генетических исследова-
ний зачастую служат хозяйственно ценные 
лесные древесные породы, к которым отно-
сится ясень.

Являясь породой светолюбивой, быстро-
растущей, требовательной к почве, ясень в 
благоприятных условиях произрастания пред-
ставляет собой дерево первой величины, в 
высоту может достигать 40 м, в диаметре – 
1,5 м, максимальная продолжительность жиз-
ни колеблется от 150 до 300 лет. Род ясень 
(Fraxinus spp.) насчитывает свыше 60 видов. 
На территории России наиболее распростра-
нены ясень обыкновенный (F. Excelsior L.), 
естественно произрастающий в европейской 
части России (на север его ареал доходит до 
Санкт-Петербурга), и ясень маньчжурский 
(F. mandshurica Rupr.), распространённый на 
Дальнем Востоке. Чаще всего ясень растет в 
виде примеси в составе широколиственных 
лесов, его опад ускоряет разложение листьев 
дуба, осины и других пород, интенсифицируя 
тем самым круговорот веществ в системе 
«почва-древостой», а также увеличивая влаго-
емкость подстилки [8, 7, 13]. В равнинных 
лесах ясень произрастает в дубравах на наибо-
лее плодородных почвах, также его можно 
встретить в одних насаждениях вместе с оль-
хой черной на влажных и сырых местах в пой-
мах рек. По качеству древесины и по характе-
ру роста ясень считается, наряду с дубом, вто-
рой главной породой в дубравах [9].

В последние годы исследователи уделяют 
ясеню особенное внимание в связи с появле-
нием и стремительным распространением его 
вредителя – ясеневой изумрудной узкотелой 
златки (Agrilus planipennis Fairmaire) и грибно-
го  патогена  – Hymenoscyphus fraxineus 
(T. Kowalski) Baral, Queloz & Hosoya), вызы-

вающего некроз ветвей и суховершинность 
деревьев [12]. В 2003 г. был найден первый эк-
земпляр A. planipennis в Москве [14], к 2012 г. 
область распространения златки расширилась 
в сторону регионов, располагающихся на се-
вере, западе, юго-западе относительно Мо-
сковской области [1, 2]. H. fraxineus на терри-
тории России впервые зарегистрирован в 
2012 г. на северо-западе – в Красносельском 
районе Санкт-Петербурга [17], а также в цен-
тре европейской части России. В августе 
2015 г. патоген был обнаружен на пораженных 
листьях ясеня обыкновенного в насаждениях 
Теллермановского опытного лесничества (Во-
ронежская область) [6].

Для ценных лесных пород, в особенности 
находящихся под угрозой сокращения их 
площадей, таких как ясень, актуально ис-
пользование методов генотипирования. На-
личие генетического паспорта позволяет 
идентифицировать отдельные генотипы, 
определять уровень генетического полимор-
физма среди близкородственных видов и вну-
три вида, оценивать степень гетерозиготно-
сти, а также осуществлять другие популяци-
онные исследования [16]. Кроме того, гене-
тические паспорта востребованы при введе-
нии в культуру in vitro ценных экземпляров 
представителей древесных пород, для даль-
нейшего контроля генетической стабильно-
сти и идентичности исходному материалу 
при их длительном хранении [11].

Для паспортизации древесных растений 
успешно применяются методы молекулярной 
генетики, позволяющие описывать специфи-
ческие профили генотипов, одним из которых 
является генетическая паспортизация с ис-
пользованием микросателлитных маркеров 
(SSR, англ. Simple Sequence Repeats). Микро-
сателлитные фрагменты генома являются не-
кодирующими областями ДНК, они содержат 
повторяющиеся короткие последовательно-
сти нуклеотидов. Данные участки случайным 
образом распределены в хромосомах, они об-
ладают существенной нестабильностью и 
способны мутировать, что выражается в изме-
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нении количества нуклеотидных повторов. 
Метод молекулярно-генетический паспорти-
зации с применением SSR-маркеров заключа-
ется в детекции наличия или отсутствия опре-
деленного микросателлитного фрагмента в 
геноме исследуемого вида, а также, в установ-
лении количества его копий [4].

Для этих целей проводится полимеразная 
цепная реакция (ПЦР) со специфическими 
праймерами, комплементарными началу и 
концу исследуемого фрагмента ДНК. При на-
личии искомой последовательности ПЦР дает 
продукт амплификации, впоследствии иден-
тифицируемый методом электрофореза [23]. 
Набор из достаточного количества маркеров 
позволяет выявлять различия в микросател-
литных профилях даже между близкими под-
видами и сортами одного вида, а также иссле-
довать генетический полиморфизм на по-
пуляционном уровне [22].

В работе F. Lefort с соавт. сообщается о 
характеристике 10 новых микросателлитных 
маркеров у Fraxinus excelsior L. и демонстриру-
ется их потенциал для дальнейшего использо-
вания в различных видах семейства Oleaceae, 
которое помимо важного рода Fraxinus spp., 
включает род оливковых деревьев Olea spp. и 
множество декоративных растений [19].

Однако до сих пор работы по генетиче-
ской паспортизации проводились по большей 
части за рубежом. В то же время наша страна 
располагает богатыми генетическими ресур-
сами представителей рода ясень. Среди его 
видов, помимо ясеня обыкновенного и мань-
чжурского, встречаются Fraxinus pennsylvanica 
Marsh. – ясень пенсильванский, Fraxinus 
americana L. – ясень американский, Fraxinus 
angustifolia Vahl. – ясень узколистный и др. 
При этом отдельные виды ясеня обладают 
значительным фенотипическим сходством, 
что затрудняет их диагностику, в особенности 
в период покоя, при отсутствии листьев и 
плодов. Изготовление генетических паспор-
тов различных видов ясеня также будет спо-
собствовать и решению проблемы межвидо-
вой дифференциации.

Цель данного исследования – генетиче-
ская паспортизация, c использованием ми-
кросателлитных маркеров образцов ясеня 
обыкновенного (Fraxinus excelsior L.), ото-
бранных в ООПТ «Воронежская нагорная 
дубрава».

Объекты и методы исследования
Объектами исследования послужили де-

ревья вида Fraxinus excelsior L., произрастаю-
щие в «Воронежской нагорной дубраве» (Пра-
вобережное лесничество, г. Воронеж), являю-
щейся уникальным природно-ландшафтным 
комплексом, расположенным в черте города, 
имеющим мозаичное распространение [5, 10]. 
Материалом для проведения работ являлись 
листья, отобранные с шести деревьев в мае 
2020 года.

Выделение ДНК осуществляли модифи-
цированным ЦТАБ-методом. Разрушение 
мембран растительных клеток проводили с 
помощью растирания ткани листа пестиком в 
ступке с 2 % ЦТАБ-буфером [18].

Для визуализации полученного препара-
та ДНК и определения его качества проводи-
ли электрофорез в 0,7 % агарозном геле с до-
бавлением интеркалирующего красителя 
SYBR Green.

В ходе исследования было протестирова-
но 10 пар праймеров к специфическим ми-
кросателлитным локусам для видов рода 
Fraxinus spp., подобранных на основе литера-
турных источников [19] (табл. 1). Для прове-
дения ПЦР-реакции использовался следую-
щий режим амплификации:

1) 5 мин, 96 °C – предварительная денату-
рация;

2) 1 мин, 94 °C – денатурация;
3) 1 мин – отжиг при специфической для 

праймеров температуре;
4) 30 сек, 72 °C – элонгация;
(стадии 2–4) повторялись 28–35 циклов;
5) 8–10 мин, 72 °C – финальная элонга-

ция.
ПЦР проводилась на амплификаторе 

«Bio-Rad C1000» (Bio-Rad, США).
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Таблица 1
Характеристика микросателлитных локусов, использованных в исследовании 

для паспортизации ясеня обыкновенного

№ Локус 
Последовательность
(прямая и обратная)

Температура отжига, °C

1 FEMSATL_1 
AGCAGCATTTATGAATGTTC 
ATCAACTGAAGATGACGACG 

60

2 FEMSATL_2 
TCTTTATCATCAAAAAATAA 
TACAAGGTGATATCACTTCT 

50

3 FEMSATL_4
TTCATGCTTCTCCGTGTCTC 

GCTGTTTCAGGCGTAATGTG 
52

4 FEMSATL_5
GGATTGAGATTCAATTTGCA 
TCCGAGTGATGCCTACTCTA 

54

5 FEMSATL_8
TGTAGCTCAGGATTGGCAAT 

AGCGTTGTCCTTAACTTTT 
52

6 FEMSATL_10
TTGAGCAACATGTAATTATG 
AAATATCCGGTGCTTGTGTA 

51

7 FEMSATL_11
GATAGCACTATGAACACAGC 
TAGTTCTACTACTTCAAGAA 

52

8
FEMSATL_12

TTTTTGGAACCCTTGATTTT 
GATGGACGGGCATTCTTAAT 

52

9 FEMSATL_16
TTTAACAGTTAACTCCCTTC 
CAACATACAGCTACTAATCA 

52

10 FEMSATL_19
CTGTTCAATCAAAGATCTCA 
TGCTCGCATATGTGCAGATA 

52

Продукты ПЦР визуализировались путем 
проведения электрофореза в 2 % агарозном 
геле в горизонтальной камере в течение 
60 мин при напряжении электрического поля 
80 В. Применялся однократный ТAE-буфер 
[20]. Окрашивание осуществлялось красите-
лем SYBR Green. Визуализация полученных 
ампликонов проводилась на ультрафиолето-
вом трансиллюминаторе.

Размер полученных фрагментов опреде-
лялся по сравнению с ДНК-маркерами 100 bp 
Ladder DNA marker («Axygen», США) и 
100 bp + 50 bp («СибЭнзим», Россия).

Распознавание размера продуктов ампли-
фикации на цифровых снимках осуществля-
лось при помощи программного обеспечения 
«Labimage».

Результаты и их обсуждение
В результате проведенного ПЦР-анализа 

исследуемых образцов ясеня установлено, что 
праймеры ко всем задействованным в иссле-
довании локусам дали продукты амплифика-
ции. Во всех исследованных локусах наблю-
дался полиморфизм по количеству продуктов, 
либо по их размеру. В локусах FEMSATL_1, 
FEMSATL_2, FEMSATL_5, FEMSATL_8, 
FEMSATL_11, FEMSATL_19, FEMSATL_10. 
FEMSATL_12 выявлены отчетливо разделив-
шиеся двойные и тройные продукты. У локу-
сов FEMSATL_16 и FEMSATL_4, давших 
одиночные, в рамках чувствительности мето-
да, продукты амплификации, выявился поли-
морфизм размера продуктов, близкий к пре-
делу разрешающей способности метода гель-
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электрофореза, что затрудняет однозначную 
констатацию их сходства или различия по 
массе.

В таблице 2 приведены данные генетиче-
ских паспортов исследуемых образцов. Оп-
тимизация гель-электрофореза путем ис-
пользования концентрированного раствора 
высококачественной агарозы (3,0–3,5 %), 
дающей высокое разрешение визуализации 
продуктов, а также подбора других параме-
тров электрофореза (концентрация буфера, 
сила тока и напряжение источника питания) 
позволила обеспечить разделение продуктов, 
отличающихся по массе на десятки пар нук-
леотидов. Определение размера продуктов 

производилось с использованием программы 
«Labimage», позволяющей получить, опреде-
лить и рассчитать размер (массу) относитель-
но используемого ДНК-маркера, в пределах 
точности, обеспечиваемой данным методом. 
Метод электрофореза в агарозном геле по-
зволяет достоверно оценить результат в от-
ношении количества продуктов амплифика-
ции, при условии, что полученные амплико-
ны существенно различаются по массе. Од-
нако для ампликонов, чья масса разнится в 
пределах единиц пар нуклеотидов, необходи-
мо использование более высокоразрешаю-
щих методов, в частности капиллярного 
электрофореза.

Таблица 2
Генетические паспорта исследуемых образцов ясеня, 

составленные на основе SSR-маркеров

Локус
Генетические паспорта исследуемых образцов, 

размер продуктов амплификации (п. н.)

4 5 7 9 11 16

FEMSATL_1
~188
~160

~190
~182

~202
~184

~190
~160
~112

~180
~166

~170

FEMSATL_2
~202
~154

- - ~208 ~208 -

FEMSATL_5 ~108 ~132 ~138 ~100
~136
~100

~138

FEMSATL_8 ~140
~169
~138

~170
~120

~124
~164
~116

~156

FEMSATL_10
~422
~356
~258

~244
~184

~160 ~410
~168

~234
~244
~184

FEMSATL_11 ~208
~196
~180

~186
~188

~184 ~182

FEMSATL_12 ~182 ~188 ~174
~230
~170

~184
~188

FEMSATL_16 ~198 ~196 ~194 ~196 ~194 ~198

FEMSATL_19
~190
~168

~166
~142

~184
~158

~172
~156

~208
~186
~162

~146
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При сравнении размеров обнаруженных 
продуктов амплификации с данными анализа 
западноевропейских образов F. excelsior, полу-
ченных F. Lefort с соавторами [19], обнаружи-
вается сходство диапазона вариации этого 
параметра. Однако масса некоторых продук-
тов оказалась ниже крайней границы, приве-
денной в статье. Существенная разница на-
блюдается для маркера FEMSATL_10, давше-
го в том числе продукты с большой массой 
(~422, ~410, ~356). Подобные ампликоны 
могут являться неспецифическими артефак-
тами ПЦР-реакции.

Известно, что представители вида ясень 
обыкновенный обычно содержат диплоидный 
набор из 46 хромосом [3, 21]. Однако в резуль-
тате проведенного анализа у образцов 4, 9 и 11 
выявлены тройные продукты, что может сви-
детельствовать о триплоидном наборе хромо-
сом (при этом растительный организм должен 
быть тригетерозиготой). Но для окончатель-
ных выводов о плоидности необходимо про-
ведение цитогенетических исследований.

Количество выявленных двойных про-
дуктов варьирует от 1 до 5 из 10 локусов. На-
личие двойного продукта амплификации 
обычно свидетельствует о гетерозиготности 
диплоидного организма по данному локусу. 
Однако следует учитывать, что триплоидные 
генотипы также могут давать двойной про-
дукт амплификации в случае, если локус гете-
розиготен не по всем трем аллелям [16, 4].

Представляет собой интерес и выявлен-
ный полиморфизм продуктов амплифика-
ции по размеру. В данном случае наблюдает-
ся большое количество продуктов, разли-
чающихся по массе в пределах одного-двух 
десятков нуклеотидов. Этот факт свидетель-
ствует о наличии высокого генетического 
полиморфизма исследуемых образцов ясе-
ня. Изменение массы продуктов амплифи-
кации микросателлитных локусов может 

быть обусловлено накоплением мутаций в 
виде стереотипных повторов групп нуклео-
тидов, которые не влияют на метаболизм 
растения и поэтому не отбраковываются от-
бором [4].

Исходя из наличия тройных продуктов 
амплификации и высокого полиморфизма 
размеров микросателлитных участков, стоит 
предположить, что исследуемые образцы ха-
рактеризуются существенным генетическим 
разнообразием, несмотря на произрастание 
на одной территории. Для уточнения степени 
их генетического родства следует продолжить 
работы по генотипированию.

Подводя итоги анализа, следует заклю-
чить, что полиморфные локусы FEMSATL_1, 
FEMSATL_2, FEMSATL_5, FEMSATL_8, 
FEMSATL_11, FEMSATL_19, FEMSATL_10 и 
FEMSATL_12 следует рекомендовать в каче-
стве маркеров для генетической паспортиза-
ции ясеня.

Заключение
В результате проведенного исследования 

по генетической паспортизации образцов ясе-
ня можно заключить, что использованные 
праймеры пригодны для генотипрования 
местных представителей рода Fraxinus spp. По 
итогам проведения ПЦР-анализа они демон-
стрируют наличие полиморфных продуктов 
амплификации, в том числе – двойных и 
тройных.

Полученные генетические паспорта по-
зволяют оценить профиль микросателлитных 
локусов исследуемых образцов, пригодны для 
их идентификации и сравнения с другими эк-
земплярами. Паспорта использованных для 
введения в культуру in vitro экземпляров в 
дальнейшем можно сопоставлять с результа-
тами паспортизации их потомства, выращен-
ного в культуре in vitro, для оценки сохранно-
сти генетической информации.
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