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Аннотация: у 8 смежных популяций Pinus sylvestris L., расположенных на Восточно–

Европейской равнине, были протестированы десять пар праймеров к 10 генам, а также 

четырех пары праймеров к 4 локусам не кодирующих регионов хпДНК. Из 

протестированных 14 пар праймеров к исследуемым локусам были отобраны два локуса не 

кодирующих регионов хпДНК (psbA-trnH, trnL-trnF), которые наиболее полиморфны, имеют 

гомологичные последовательности в базах данных и поэтому они рекомендованы для 

молекулярно-генетической идентификации смежных популяций P. sylvestris на Восточно–

Европейской равнине. 

 

Abstract. 10 pairs of primers from 8 related Pinus sylvestris L. populations collected on East-

European plain to 10 genes and 4 primer’s pairs to 4 loci of uncoding clDNA regions.  2 loci of 

uncoding clDNA regions (psbA-trnH, trnL-trnF) were selected from tested 14 primer’s pairs.  These 

two loci are most polymorphic and has homologous consistencies in data bases. Therefore, these 

loci is recommended for molecular–genetic identification of related Pinus sylvestris L. populations 

on East–European plain. 
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Сохранение генетических ресурсов ценных древесных растений предполагает 

исследование сложившейся нативной популяционной структуры, то есть характерных для 

вида уровней внутрипопуляционного генного разнообразия и пространственного 

распределения генетической изменчивости [1–2]. Известно, что за счет сокращения 

эффективной численности древесных растений в популяциях вследствие проведения 

сплошнолесосечных рубок, гибели насаждений в результате пожаров, болезней, ветровала, 

загрязнения окружающей среды наблюдается неуклонное снижение генетического 

разнообразия [3]. Вырубка леса, в особенности несанкционированная, ликвидируя часть 

генотипов, неминуемо ведет к генетическому обеднению популяций и уменьшению 

генетического разнообразия [4]. 

 

Материалы и методы исследований 

Объектом исследования являются 8 хорологически смежных популяций сосны 

обыкновенной, расположенные на востоке Восточно-Европейской равнины. Первая 

популяция находится на левобережье р. Ветлуги, вторая — в бассейне р. Юг и р. Северной 

Двины, третья — в верховьях р. Ветлуги, четвертая — бассейне среднего течения р. Ветлуги, 

пятая — в бассейне нижнего течения р. Ветлуги и на левобережье р. Волги на участке от 

устья р. Ветлуги до г. Новочебоксарска, шестая — в междуречье р. Суры и р. Волги, седьмая 

— в бассейне р. Моломы, восьмая — на северной оконечности Вятских Увалов. 

Выделение ДНК проводили по методике С. Роджерса с соавторами [5], c небольшими 

модификациями [6] Концентрацию и качество ДНК определяли на приборе 

SpectrofotometrTM NanoDrop 2000 (“Thermo scientific”, USA).  

Для проведения ПЦР концентрацию ДНК каждой пробы выравнивали до 10 нг/мкл. Для 

отбора полиморфных локусов генома P. sylvestris в каждой из восьми популяций отобраны по 

12 деревьев, у которых в пробах ДНК выявлены наивысшие показатели генетического 

разнообразия на основании полиморфизма ISSR-PCR маркеров.  

Для амплификации изучаемых локусов использовали реакционную смесь объемом 20 

мкл следующего состава: 10× буфер для ПЦР («Силекс М», Россия); 1,5 мМ MgCl2; 0,2 мМ 

каждого dNTP; 1 мкМ каждого праймера; 0,5 ед. Tag-полимеразы; 10 нг ДНК. Далее 

продукты амплификации разделяли электрофорезом в 2% агарозном геле. Ферментативную 

очистку продуктов ПЦР проводили смесью ферментов ExoI и FAST-AP (“Fermentas”, Литва) 

в отношении 0,5:1 из расчета 1,5 мкл ферментативной смеси на 5 мкл продуктов ПЦР.  

Реакцию ферментативной очистки проводили в амплификаторе GeneAmp PCRSystem 

9700 (“Applied Biosystems”, США) по программе: 37°C — 30 мин, 80°C — 15 мин, 

охлаждение до 4°C. 

Для реакции секвенирования применяли набор BigDye® Terminator v3.1 Cycle 

Sequencing Kit (“Applied Biosystems”, США), в качестве праймера использованы сначала 

прямая, а затем обратная последовательности из пары праймеров, с которой была поставлена 

ПЦР. Амплификацию проводили в термоциклере GeneAmp PCRSystem 9700 (“Applied 

Biosystems”, США) по программе: 5 мин — 94°C, следующие 30 циклов (94°C — 30 сек, 

Тотж °C — 45 сек, 72°C — 2 мин), 72°С — 10 мин. Очистку продуктов реакции 
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секвенирования от не вступивших в реакцию меченых нуклеотидов осуществляли с 

помощью набора BigDye® XTerminatorTM Purification Kit (“Applied Biosystems”, США).  

В исследовании использовался метод автоматического ферментативного 

секвенирования. Капиллярный электрофорез синтезированных последовательностей 

проведен в двух направлениях в ПЦР-лаборатории кафедры ботаники и генетики растений 

ПГНИУ (Россия) на 24-капиллярном генетическом анализаторе Genetic Analyzer 3500xL 

(“Applied Biosystems”, США). 

 

Результаты исследований 

Были протестированы десять пар праймеров к 10 генам, а также четыре пары 

праймеров к 4 локусам некодирующих регионов хпДНК. Для амплификации локусов 

избранных генов были использованы праймеры, приведенные в литературных источниках 

(Таблица).  
 

 

Таблица 1. 

ИЗУЧЕННЫЕ ЛОКУСЫ ГЕНОМА P. sylvestris 

 

№ 
Локус 

Последовательности праймеров 

(прямой /обратный) 

Продукт, размер гена 

или региона Источник 

1 dhn1 
TACCCCTGAGGAAGCTGAGGAAAAG/ 

AGGAAGAAGTTGCCAATTCCAG 

Дегидрин1, часть гена: 

1263 п. н. 

Wachowiak 

et al., 2009  

2 dhn3 
TACTCGTTATTAAGATGGCGCAACC/ 

CGATTGTACCCGAAGTCCCATTTAT 

Дегидрин3, часть гена: 

359 п. н. 

Wachowiak 

et al., 2009  

3 dhn4 
AGAAGGAAGATGAGGGAAGGCAATG/ 

CACATATTAGATGGGCAGGGGGTCT 

Дегидрин4, часть гена: 

231 п. н. 

Wachowiak 

et al., 2009  

4 dhn5 
GTATGTTCGGCTTATTGGGCAAAAA/ 

AACCGCAAATACCGACCTCACCATC 

Дегидрин5, часть гена: 

547 п. н. 

Wachowiak 

et al., 2009 

5 dhn7 
ATTAAGATGGCGGAAGAGCAACAGG/ 

TTGTACCCGAAGTCCCATTT 

Дегидрин7, часть гена: 

364 п. н. 

Wachowiak 

et al., 2009 

6 4CL 
TCTGGCTCCTGCGGAACAGT/ 

AGGAACGACTGCTGCGTCAG 

4-кумарат:CoA лигаза, 

часть гена: 477 п. н. 

Ersoz et al., 

2010 

7 C3H 
GTTCTGCAGGGGAATGTCTGTTC/ 

ACCAGTGGGAAGCCAATGGA 

Кумарат 3-

гидроксилаза, часть 

гена: 552 п. н. 

Ersoz et al., 

2010 

8 caf1 

AACTCTGCCAAAGTCACAAGAAAAAC

A/GGACAATAGAGACTTAAATGGAATC

CAACA 

Фактор сборки 

хроматина I, часть 

гена: 579 п. н. 

Ersoz et al., 

2010 

9 cesa3 
GACGAAAGAGCATTGTTGATGAGC/ 

AGTGAGCAAACTGACGGCTGG 

Целлюлозосинтаза 3, 

часть гена: 630 п. н. 

Ersoz et al., 

2010 

10 comt4 
CTAGGTTGCGCTTGGACCGT/ 

TTTGTGTGGCGATTTGGCAA 

Катехол О-

метилтрансфераза, 

част гена: 444 п. н. 

Ersoz et al., 

2010 

11 trnV 
GTAGAGCACCTCGTTTACAC/ 

CTCGAACCGTAGACCTTCTC 

Некодирующий регион 

хпДНК, 548 п. н. 

Wang et al., 

1999 

12 rpl20-rps18 
CTTCGTCGTTTGTGGATTAC/ 

AGTCGATTTATTAGTGAGCA 

Некодирующий регион 

хпДНК, 567 п. н. 

Wang et al., 

1999 

13 psbA-trnH 
GTTATGCATGAACGTAATGCTC/ 

CGCGCATGGTGGATTCACAATCC 

Некодирующий регион 

хпДНК, 665 п. н. 

Ferri et al., 

2009 

14 trnL-trnF 
GGTTCAAGTCCCTCTATCCC/ 

ATTTGAACTGGTGACACGAG 

Некодирующий регион 

хпДНК, 462 п. н. 

Ferri et al., 

2009 
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Праймеры были амплифицированны с тотальной ДНК P P. sylvestris для выявления их 

эффективности в геноме данного вида. Для проведения амплификации и отбора наиболее 

эффективных праймеров к выбранным генам P. sylvestris амплификация проводилась по 

стандартной схеме ПЦР. 

В результате тестовой амплификации девять пар праймеров для локусов dhn3, dhn4, 

dhn7, C3H, caf1, trnV, rpl20-rps18, psbA-trnH, trnL-trnF дали положительную амплификацию и 

фрагменты ДНК нужного размера, однако, на геле так же присутствовали и другие 

ампликоны, что свидетельствовало о наличии неспецифической амплификации. Остальные 

локусы не амплифицировались, либо не выявляли ампликонов нужного размера и были 

исключены из дальнейшего исследования. Основной причиной отсутствия или 

неспецифической амплификации может быть неполное сродство праймеров с ДНК 

исследуемого вида. Кроме того, спровоцировать синтез неспецифических фрагментов может 

излишняя, или недостаточная концентрация праймера, неоптимальная температура его 

отжига, концентрация ионов магния или количество ДНК-матрицы. Поэтому, для получения 

качественных целевых ампликонов мы провели оптимизацию условий ПЦР, для чего 

варьировали пропорции и концентрации данных компонентов в ПЦР-смеси и температуру 

отжига в нескольких повторных ПЦР для каждого из 10 тестированных локусов. В результате 

были получены более качественные ПЦР-продукты исследуемых локусов. 

Итак, были получены продукты амплификации пяти локусов сосны обыкновенной, 

которые использовались для проведения тестового секвенирования последовательностей 

данных генов. В результате секвенирования полученных продуктов амплификации пяти 

локусов P. sylvestris, обработки и сравнения секвенированных последовательностей с 

имеющимися в базах данных установлено, что лишь три (dhn3, psbA-trnH, trnL-trnF) из пяти 

секвенированных локусов имеют гомологичные последовательности в базах данных и могут 

быть идентифицированы в геноме P. sylvestris. Остальные локусы были исключены из 

дальнейшего анализа. Так же был исключен ген dhn3, так как он оказался более 

консервативным и не подходил для использования в идентификации смежных популяций P. 

sylvestris.  

Таким образом, для изучения нуклеотидного полиморфизма и идентификации 

популяций P. sylvestris были отобраны два локуса некодирующеих регионов хпДНК и 

проведено секвенирование их последовательностей для проведения идентификации смежных 

популяций P. sylvestris на Восточно-Европейской равнине. 

 

Работа выполнена при финансовой поддержке Министерства образования и 

науки Российской Федерации (задание 5.6881.2017/8.9). 
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