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Аннотация. В современном лесном хозяйстве широко применяется анализ генетического 

разнообразия на основе микросателлитных маркеров. Многие из разработанных для отдельных 

видов генетические маркеры в настоящее время ожидают проверки видовой специфичности. 

Целью данного исследования является апробация праймеров для микросателлитных участков на 

трех различных видах дуба (Quercus robur Linnaeus, 1753; Q. rubra Linnaeus, 1753; Q. mongolica 

Fischer ex Ledebour, 1850) для определения их специфичности. Исследование проводилось 

методом ПЦР-амплификации с применением SSR-маркеров. Протестировано шесть пар праймеров 

к микросателлитным локусам для видов рода Quercus (Q. robur и Q. petraea (Mattuschka) Lieblein, 

1784), а также одна пара праймеров для рода Fagus (F. sylvatica Linnaeus, 1753 и F. orientalis Lipsky, 

1898). Результат анализа показал, что представленный набор микросателлитных маркеров 

пригоден для генотипирования дуба черешчатого, красного и монгольского, а также позволяет 

выявлять межвидовые различия. Апробированные маркеры в дальнейшем могут применяться для 

генетической паспортизации представителей данных видов. 
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Abstract. In modern forestry, the analysis of genetic diversity based on microsatellite markers is 
widely used. Many of the genetic markers developed for individual species are still awaiting specificity 
testing on different species. The aim of this study was to test microsatellite markers for three different 
oak species to determine their specificity. The study was carried out by PCR amplification using SSR 
markers. In order to identify interspecific differences, the results of testing microsatellite markers for 
three different oak species (Quercus robur Linnaeus, 1753; Q. rubra Linnaeus, 1753; Q. mongolica 
Fischer ex Ledebour, 1850) in this study are presented. Six pairs of primers for specific microsatellite 
loci for the species of the genus Quercus (Q. robur и Q. petraea (Mattuschka) Lieblein, 1784) and one 
pair of primers for the genus Fagus (F. sylvatica Linnaeus, 1753 и F. orientalis (Lipsky, 1898)) were 
tested. The result of the analysis shows that the set of microsatellite markers presented in this study is 
suitable for genotyping the pedunculate, red and Mongolian oak, and also allows one to identify 
interspecific differences. The tested markers can be further used for genetic certification of 
representatives of these species. 
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Введение 

Для паспортизации древесных растений с успехом применяются молекулярно-
генетические методы, которые позволяют составить специфические профили каждого ге-
нотипа на основании применения различных молекулярных маркеров [Баранов и др., 2015; 
Падутов и др., 2014]. К таким методам относится паспортизация при помощи микросател-
литных маркеров (SSR, Simple Sequence Repeats) [Politov et al., 2015]. Суть молекулярно-
генетический паспортизации методом SSR-маркеров заключается в выявлении наличия 
или отсутствия искомого микросателлитного фрагмента в хромосомах исследуемого вида, 
а также в определении количества его различных аллелей [Календарь, Глазко, 2002]. 

Одним из ценных в плане хозяйственного применения видов лесных древесных рас-
тений является дуб (Quercus sp.). На территории Воронежской области в естественных 
условиях произрастает дуб черешчатый (Q. robur Linnaeus, 1753), также имеется несколько 
интродуцированных видов данного рода. Дуб черешчатый распространен в России (евро-
пейская часть), на Кавказе, в Западной Европе. Произрастает на богатых питательными ве-
ществами почвах, формирует дубравы и входит в состав смешанных лесов разных типов. 

Дуб красный (Q. rubra Linnaeus, 1753) в диких условиях произрастает на северо-
американском континенте. В европейской части России выращивается в качестве декора-
тивного дерева, устойчивого к антропогенным факторам. Яркой отличительной особенно-
стью является красное окрашивание молодых весенних и осенних листьев [Федорова, Ми-
хеева, 2008]. Дуб монгольский (Q. mongolica Fischer ex Ledebour, 1850) – азиатский вид, 
распространен во Внутренней Монголии Китая, в Северной и Южной Корее, а также в 
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Японии; в России – на Дальнем востоке и в Восточной Сибири. Образует леса, может вхо-
дить в состав хвойно-лиственных лесов. Интродуцирован в Европейской части России 
[Малеев, Соколов, 1951; Barstow, 2018]. 

Микросателлитные маркеры позволяют выявить гомо- и гетерозиготные особи, а 
также косвенно характеризуют эволюционное расхождение между видами и другими так-
сономическими единицами. Они применимы как для исследований популяций внутри од-
ного вида, так и для сравнения нескольких видов одного рода. Зачастую праймеры к SSR-
локусам обладают широкой межвидовой специфичностью внутри рода. Гипотетически 
праймеры, подобранные и апробированные к одному виду дуба, могут дать продукты ам-
плификации и с другими видами. 

Для дуба монгольского были разработаны и апробированны специфические микро-
сателлитные маркеры [Ueno, Tsumura, 2008]. Однако представляет интерес генотипирова-
ние данного вида с другими SSR-маркерами, ранее примененными для иных видов дуба. 

Генотипирование с использованием микросателлитных маркеров позволяет решать 
широкий круг задач. В частности, для Q. robur проводился анализ генетического поли-
морфизма в естественных популяциях [Демкович, 2014], с помощью маркеров SSR и EST-
SSR оценивались нейтральные и потенциально адаптивные генетические вариации у 
Q. rubra и Q. ellipsoidalis E.J. Hill, 1899 [Lind, 2013], также с применением микросателлит-
ных маркеров было проведено исследование in vitro гаплоидных клонов из культур пыль-
ников Quercus suber Linnaeus [Gomez, 2001]. 

Целью данного исследования являлась апробация микросателлитных маркеров для 
трех различных видов дуба Q. robur, Q. rubra, и Q. mongolica для определения их видовой 
специфичности.  

Было проведено генотипирование образцов трех видов дуба с набором из семи 
микросателлитных маркеров. Данный анализ должен предоставить ответы на три вопроса:  

1) будут ли на генетическом материале Q. mongolica и Q. rubra амплифицироваться 
праймеры, подобранные для других видов дуба (Q. robur и Q. petraea (Mattuschka) 
Lieblein, 1784); 

 2) будут ли на генетическом материале различных видов дуба амплифицировать-
ся праймеры, подобранные для бука (Fagus sylvatica Linnaeus, 1753 и Fagus orientalis 
(Lipsky, 1898));  

3) позволит ли используемый набор микросателлитных маркеров дифференциро-
вать различные виды дуба с учетом полиморфизма между особями внутри каждого вида. 

Материал и методы исследования 

Образцы дуба красного отбирались в лесопарковом участке Всероссийского 
научно-исследовательского института лесной генетики, селекции и биотехнологии 
(г. Воронеж), дуба черешчатого и монгольского – в Семилукском лесопитомнике 
(Воронежская область). Экстракция ДНК осуществлялась из распустившихся листьев. 

Выделение ДНК, проведение ПЦР и электрофореза осуществлялись по методике, 
описанной ранее [Гусева, Ржевский, 2021; Машкина и др., 2016; Федулова и др., 2017]. 

Во время эксперимента было использовано шесть пар микросателлитных 
праймеров, специфичных для видов рода Quercus, а также одна пара праймеров для рода 
Fagus [Pastorelli, 2003], относящегося к тому же семейству, что и дубы, – Fagaceae 
[Dzialuk, Chybicki, Burczyk, 2005; Kampfer et al., 1998] (см. таблицу).  

Отметим, что в указных публикациях данные праймеры использовались для видов 
Q. robur и Q. petraea и не апробировались для дуба красного и монгольского. 
Амплификацию проводили в соответствии со схемой: 1) предварительная денатурация в 
течение 5 минут, 96 °C; 2) 1 минута, 94 °C – денатурация; 3) 1 минута – отжиг при 
специфической для праймеров температуре; 4) 30 секунд, 72 °C – элонгация (стадии 2–4 
повторялись 28–35 циклов); 5) 8–10 минут, 72 °C – финальная элонгация.  
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Характеристика микросателлитных локусов, использованных в исследовании 
Characterization of microsatellite loci used in the study 

Локус Последовательность (прямая и обратная) Температура отжига, °C 

QrZAG_7 
F: CAACTTGGTGTTCGGATC 
R: GTGCATTTCTTTTATAGCATTCAC 

50 

QrZAG_20 
F: CCATTAAAAGAAGCAGTATTTTGT 
R: GCAACACTCAGCCTATATCTAGAA 

50 

QrZAG_4 
F: CGTCTATAAGTTCTTGGGTGA 
R: GTAACTATGATGTGATTCTTACTTCA 

50 

QpZAG_9 
F: GCAATTACAGGCTAGGCTGG 
R: GTCTGGACCTAGCCCTCATG 

50 

QpZAG_36 
F: GATCAAAATTTGGAATATTAAGAGAG 
R: ACTGTGGTGGTGAGTCTAACATGTAG 

50 

QrZAG_31 
F: CTTAGTTTGGTTGGGAAGAT 
R: GCAACCAAACAAATGAAAT 

50 

FS3-04 
F: AGATGCACCACTTCAAATTC  
R: TCTCCTCAGCAACATACCTC 

60 

 
Размер ПЦР-продуктов на цифровых изображениях устанавливался при помощи 

программы Labimage. Для статистической обработки данных и построения дендрограммы 
использовалась программа Past v3.24 (с применением метода Евклидовых расстояний). 

Результаты и их обсуждение 

Проведенный анализ показал, что все используемые маркеры дали продукты ам-
плификации со всеми образцами дуба, при этом был выявлен полиморфизм как по количе-
ству продуктов, так и по их размеру. У одного из образцов дуба монгольского обнаружен 
тройной ПЦР-продукт по локусу QrZAG_20. На рисунке представлена дендрограмма ре-
зультатов кластерного анализа, представляющая статистическую обработку результатов 
генотипирования исследованных образцов. 

 
 

 

Дендрограмма генетических расстояний исследованных образцов дуба 
Dendrogram of genetic distances of the studied oak samples 
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По результату проведенного анализа видно, что в кластеры сгруппированы образ-

цы, относящиеся к одному виду. Таким образом, мы наблюдаем три кластера, соответ-

ствующих Q. robur, Q. rubra и Q. mongolica. Причем дуб черешчатый и дуб монгольский 

входят в состав общего обширного кластера, дуб красный обособлен от них, что соответ-

ствует исходному ареалу произрастания данных видов: Q. robur и Q. mongolica происходят 

из евразийского континента, Q. rubra – из Северной Америки. 

Продукты амплификации обнаруживают полиморфизм двоякого рода: по количе-

ству ампликонов и по их размеру. Следует заметить, что количество продуктов амплифи-

кации отражает гомо- или гетерозиготность особи и может варьировать внутри одного 

вида. Более существенным параметром для определения эволюционных расстояний яв-

ляется разница в размере ампликонов, указывающая на накапливающиеся в них мутации 

(дополнительные вставки стереотипно повторяющихся последовательностей микроса-

теллитов). В проведенном анализе выявлена тенденция наличия ампликонов определен-

ного размера, характерных для отдельных видов, хотя и имеются продукты, общие для 

нескольких видов. 

Заключение 

На генетическом материале Q. mongolica и Q. rubra успешно амплифицируются 

праймеры, подобранные для Q. robur и Q. petraea. Также на генетическом материале раз-

личных видов дуба амплифицируется праймер, подобранный для F. sylvatica и 

F. orientalis. Используемый набор микросателлитных маркеров позволяет дифференци-

ровать различные виды дуба с учетом полиморфизма между особями каждого вида. 

Подводя итоги проведенной апробации, стоит заключить, что представленный в 

данном исследовании набор микросателлитных маркеров пригоден для генотипирования 

дуба черешчатого, красного и монгольского, а также позволяет выявлять межвидовые раз-

личия на генотипическом уровне. 
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