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Объектом исследований являлись растения 28 – ми селекционно-ценных исходных генотипов  40-

летних сортоиспытательных культур тополя белого (Populus alba L.), тополя сереющего (P. сanescens 
Sm.), представленных сортообразцами различного происхождения. Цель  исследований  заключалась  в  
подборе наиболее эффективных микросателлитных праймеров для генетической  идентификации  селек-
ционно-ценных генотипов тополя.  Подбор высокополиморфных маркеров проводился путем тестирова-
ния группы  12 специфических SSR  праймеров. Молекулярный анализ представленных образцов тополя 
с использованием комбинаций праймеров  позволил выявить для каждого исследованного генотипа оп-
ределённый набор ДНК – фрагментов, отличающий его от других форм. Наибольшую эффективность в 
выявлении сортового полиморфизма тополя белого  и сереющего показали праймерные комбинации 
(PMGC 2060, PMGC 2163, PMGC 2571, PMGC 2679). Процент полиморфных фрагментов, детектирован-
ных с их помощью, составил 100. По результатам микросателлитного анализа построена бинарная мат-
рица наличия (1) / отсутствия (0) ДНК – ампликонов. По данной комбинации микросателлитных локусов 
на электрофограмме обнаружено всего 106 полиморфных ДНК – фрагментов длиной от 60 до 550 п.н., по 
которым в дальнейшем оценивали генетические различия между сортами, видами и гибридами тополя. 
Наиболее полиморфными оказались образцы №№ 10 (Робуста), 17 (Ведуга), 25 (Бробантика).  У них на 
электрофореграмме проявляется по 7 ДНК – фрагментов. Всего одна полоса  (80 п.н.) обнаружена у об-
разца  №3 (вид Максимовича), что свидетельствует о его фундаментальном генетическом отличии от 
других генотипов. Определен уровень дивергенции между исследованными генотипами методом класте-
ризации. Рассчитаны генетические (евклидовы) расстояния, которые варьировали от 1,0 до 4,7. Исполь-
зованные олигонуклеотидные праймеры обладают специфичностью, высоким уровнем полиморфизма и 
позволяют эффективно проводить идентификацию и паспортизацию образцов тополя.  

Ключевые слова: тополь белый, тополь сереющий, генетический полиморфизм, генетические дистан-
ции, SSR-маркеры, паспортизация 
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Abstract 

The object of the research were 28 plants with valuable breeding genotypes of the initial 40-year-old variety-testing cul-
tures of white poplar (Populus alba L.), gray poplar (P. сanescens Sm.), presented by variety of samples of different origins. The 
purpose of the research was the selection of the most effective microsatellite primers for genetic identification of valuable breed-
ing genotypes of poplar. The selection of high-polymorphic markers was conducted by testing a group of 12 SSR primers. Mole-
cular analysis of presented poplar samples using the primer combinations allowed to reveal a particular set of DNA – fragments 
for every researched genotype that distinguishes it from other forms. Primer combinations (PMGC 2060, PMGC 2163, PMGC 
2571, PMGC 2679) showed the highest efficiency in identifying the varietal polymorphism of white and gray poplars. The per-
centage of polymorphic fragments detected with their help comprised 100.  Based on the results of the microsatellite analysis the 
binary matrix of presence (1)/ absence (0) of DNA-amplicons was plotted. For this combination of microsatellite loci in electro-
pherogram, only 106 polymorphic DNA fragments with length from 60 to 550 BP were found, according to wich the genetic 
differences between varieties, species and hybrids of poplar were further evaluated. The most polymorphic one were samples No. 
10 (Robusta), 17 (Veduga), 25 (Brobantika). They have 7 DNA fragments, appeared on electropherogram. Only one band (80 
BP) was detected in sample No. 3 (Maksimovic poplar), indicating a fundamental genetic difference from the other genotypes. 
The level of divergence between the studied genotypes was defined by clustering method. Genetic (Euclidian) distances are cal-
culated, which ranged from 1.0 to 4.7. Used oligonucleotide primers have the specificity, high level of polymorphism and allow 
you to effectively conduct identification and certification of samples of poplar. 

Keywords: white poplar, gray poplar, genetic polymorphism, genetic distances, SSR-marker, sertification 
 
Представители рода  Тополь (Populus L.) за-

нимают одно из первых мест среди хозяйственно-
ценных древесных растений, которые широко ис-
пользуются для закладки плантаций целевого на-
значения. Плантационное лесовыращивание ориен-
тированно на ускоренное производство древесины. 
Особое значение приобретает внедрение гибрид-
ных сортов и форм тополей, характеризующихся 
повышенной продуктивностью и устойчивостью в 
лесорастительных ресурсах РФ [3, 4].  

Для изучения популяционных генофондов 
лесных древесных растений широко используются 
различные молекулярно-генетические методы, по-
зволяющие оценить уровень генетического разно-
образия, степень дифференциации, определить ге-
нетическую структуру популяций и др. [6]. В на-

стоящее время методы молекулярной генетики и 
биотехнологии все шире применяются в лесном 
хозяйстве для оценки и мониторинга состояния 
лесных генетических ресурсов, управления процес-
сами лесовосстановления, фитосанитарного мони-
торинга лесных насаждений и питомников, получе-
ния селекционного посадочного материала [2].  

Одним из основных методов изучения дина-
мики состояния лесных древесных генофондов яв-
ляется молекулярно-генетический анализ поли-
морфизма ДНК. С введением молекулярных марке-
ров в практику биологических исследований поя-
вились новые возможности изучения генетического 
разнообразия, определения родства на внутриродо-
вом и внутривидовом уровнях. Особый интерес 
представляют молекулярно-генетические маркеры, 
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информативные для установления спектра генети-
ческой изменчивости видов с сетчатым способом 
видообразования. Признанное лидерство  принад-
лежит  SSR-маркерам  (Simple  Sequence  Repeats)  
[1, 7]. Несомненными  достоинствами  микросател-
литного  анализа  являются: высокий  индивиду-
альный  полиморфизм,  кодоминантный  тип насле-
дования,  высокая  воспроизводимость  метода. Та-
ким образом, проблема подбора высоко полиморф-
ных  микросателлитных маркеров для исследова-
ния генетического разнообразия сортов и гибридов 
тополя с использованием микросателлитного ана-
лиза является важной и своевременной. 

Цель  исследований  заключалась  в  подборе 
наиболее эффективных праймеров для разработки 
технологии генетической  идентификации  селек-
ционно-ценных генотипов тополя с использовани-
ем SSR-маркеров.  

На 40-летних сортоиспытательных культу-
рах, произрастающих в Семилукском лесопитом-
нике Воронежской области, нами были отобраны 
растения различных видов, сортов и гибридов то-
поля, характеризующиеся высокой сохранностью. 
Материалом для исследований служили растения 
28 –ми селекционно-ценных сортообразцов тополя 
белого (Populus alba L.) и сереющего (P. сanescens 
Sm.) различного происхождения, предоставленные 
к. с.-х. н. Р.П. Царёвой. Экстракция  ДНК  из моло-
дых листьев распускающихся почек выполнялась  с 
использованием  разработанной методики  [9].  
Подбор высокополиморфных маркеров проводился 

путем тестирования группы  12 специфических для 
тополя SSR-праймеров (ORPM 127, ORPM 344, 
PMGC 433, PMGC 2060, PMGC 2163, PMGC 2571, 
PMGC 2679, PMGC 2852, WPMS 5, WPMS 12, 
WPMS 14, WPMS 20),  рекомендованных  в  рабо-
тах [5, 8, 10, 11, 12]. 

Полимеразную цепную реакцию проводили, 
используя Multiplex PCR 5x Master Mix на ампли-
фикаторе ТП4-ПЦР-01-«Терцик». Праймеры были 
объединены по 4 в группы. Режим  амплификации 
следующий: 95 °С – 1 минута; 40 циклов: денату-
рация при 95 °С – 20  секунд, отжиг при 60 °С – 1 
минута, элонгация при 68 °С – 2 минуты; оконча-
тельная элонгация при 68 °С – 5 минут. Выявление 
продуктов ПЦР проводилось  при помощи элек-
трофореза в 3 %-ном агарозном геле.  

Генетические расстояния и кластерный ана-
лиз рассчитывали с использованием программы 
Statistica 6.0. 

Молекулярный анализ представленных об-
разцов тополя с использованием трех комбинаций 
праймеров позволил выявить для каждого исследо-
ванного генотипа специфический набор ДНК-
фрагментов, отличающий его от других форм (рис. 
1-3).  

По результатам микросателлитного анализа 
построена бинарная матрица наличия (1) / отсутст-
вия (0) ДНК-ампликонов. Суммарный спектр про-
дуктов амплификации, полученных в результате 
ПЦР-анализа сортобразцов тополя с 12 микроса-
теллитными праймерами, состоял из 266 фрагмен- 

 

 
Рис. 1. Амплификация геномной ДНК тополя с праймерами PMGC 2060, PMGC 2163, PMGC 2571, PMGC 2679: 
1 – Версия; 2 – Мариландика; 3 – Бриз; 4 – Стройн; 5 – Робуста; 6 – Брабантика-175; 7 –Борей; 8 – Элитный се-

янц-38, обработанный мутагеном; 9 – Регенерата; 10 – Передел; 11 – Бахельери; 12 – Ведуга; 13 – Болид; 
14 – Московский; 15 – Ивантеевский; 16 – Серотина; 17 – Черный э.д.-120; 18 – Робуста-195; 19 – Пионер; 

20 – Волосистоплодный; 21 – Сакрау-59; 22 – Брабантика-176; 23 – Регенерата; 24 – Максимовича; 25 – Элит-
ный сеянц-38; 26 –Душистый; 27 – Сюрприз; 28 – Степная лада, М – маркер молекулярных масс 



 
Природопользование 

–––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––– 

108                                                       Лесотехнический журнал 4/2016  

 
Рис. 2.  Амплификация геномной ДНК тополя с праймерами WPMS 12, WPMS 14, WPMS 20, PMGC 433: до-

рожки 1–28 – номера исследованных сортов тополя, М – маркер молекулярных масс 
 

 
Рис. 3. Амплификация геномной ДНК тополя с праймерами PMGC 2852, WPMS 5, ORPM 127, ORPM 344: до-

рожки 1–28 – номера исследованных сортов тополя, М – маркер молекулярных масс 
 

тов длиной от 60 до 750 п. н.  Наибольшую эффек-
тивность в выявлении сортового полиморфизма 
тополя белого  и сереющего показали праймерные 
комбинации: PMGC 2060, PMGC 2163, PMGC 2571, 
PMGC 2679.  

Анализ 12 полиморфных микросателлитных 
локусов показывает отличие 28 образцов тополя 
друг от друга по многолокусным генотипам, что 
свидетельствует о надёжности применения данного 
набора микросателлитных маркеров для генотипи-
рования лесосеменных  плантаций и отобранного 
для закладки нового посадочного материала. Ис-
пользованные ядерные микросателлитные локусы 
показали высокий уровень изменчивости для изу-
ченных видов, сортов, гибридов тополя и хорошую 
воспроизводимость результатов исследований.  

Результаты экспериментов использованы для 
определения уровня дивергенции между исследо-
ванными генотипами методом кластеризации, были 
рассчитаны генетические (эвклидовы) расстояния, 
которые варьировали от 1,0 до 4,7. 

В основном, у всех исследованных  геноти-
пов по 12 SSR-локусам выявлены значительные 
генетические расстояния D больше 2,00, что свиде-
тельствует о том, что данные олигонуклеотидные 
праймеры обладают специфичностью, высоким 

уровнем полиморфизма и позволяют эффективно 
проводить идентификацию и паспортизацию об-
разцов тополя.  

Результаты ПЦР-анализа с 12 SSR-
праймерами позволили нам разделить образцы то-
поля на 5 дивергентных классов в соответствии с 
алгоритмом Statistica 6.0  (рис. 4).  

В целом, полученные нами данные согласу-
ются с генетическим происхождением данных сор-
тообразцов. Следует отметить, что при мультип-
лексном ПЦР-анализе нескольких локусов нами 
были получены уникальные микросателлитные 
профили с набором фрагментов, специфичных для 
каждого генотипа тополя.  

Отобранные нами SSR-локусы рекомендова-
ны для генетической паспортизации и идентифика-
ции взрослых деревьев и посадочного материала 
тополя. При дальнейшем массовом анализе предла-
гается расширение набора ядерных микросателлит-
ных маркеров в комплексе с другими типами гене-
тических и морфологических маркеров. С помо-
щью подобранных микросателлитных праймеров и 
проведенного ПЦР-анализа установлены уникаль-
ные многолокусные генотипы исследованных об-
разцов тополя, что позволило осуществить их 
идентификацию и паспортизацию. 
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Рис. 4. Дендрограмма генетических дистанций между образцами тополя по данным SSR-анализа: 1-28 – номера 

образцов тополя 
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В статье показана актуальность для экологии большого города таких значительных лесных массивов, как, есте-

ственные и искусственные насаждения Ботанического сада им. проф. Б.М. Козо-Полянского Воронежского государст-
венного университета. Кратко характеризуется сам ботанический сад, его происхождение и современное состояние. 
Основной целью исследований было поставлено определение санитарного и лесопатологического состояния всего дре-
востоя на одном из ключевых участков ботанического сада обозначаемого как «Северная байрачная дубрава». При 
проведении исследований использовались стандартные методы лесной таксации и лесопатологического обследования с 


