
ISSN 1728-6204  Промышленная ботаника. 2009, вып. 9 105

УДК 575.22:582.475.4

А.Є. Демкович1, О.А. Мудрик2, Н.М. Трубнікова3, Д.В. Політов2

ВИКОРИСТАННЯ МІКРОСАТЕЛІТНИХ ЛОКУСІВ  
В ПОПУЛЯЦІЙНО-ГЕНЕТИЧНОМУ АНАЛІЗІ PINUS SYLVESTRIS L.

ДНК-маркери, SSR, мікросателіти, Pinus sylvestris L.

Вступ
Розробка і впровадження обґрунтованої з популяційно-генетичних засад системи лісовіднов-

лення та лісорозведення є одними з головних завдань сучасної природоохоронної генетики [3]. 
Створення постійної лісонасінної бази головних лісоутворюючих видів на генетико-селекційних 
засадах – запорука вирощування високопродуктивних якісних і стійких лісів [4,7–9,12,15].  
Довгострокові та широкомасштабні роботи зі створення і підвищення ефективності генетико-
селекційного комплексу лісових ресурсів потребують оцінки генетичного поліморфізму, а надалі 
генетичної паспортизації, визначення походження тих чи інших дерев або насаджень [9]. Роботи, 
що провадяться в цьому напрямку, пов’язані з аналізом поліморфізму фенотипічних [13,14] або 
генетичних [1,5,7,11,12,15] ознак. Найпоширенішими маркерами для популяційно-генетичних 
оцінок є ізоферменти, які, завдяки невисокому поліморфізму, традиційно використовуються 
з метою районування та аналізу генетичної різноманітності насаджень, але малопридатні для 
ідентифікації потомств та генетичної паспортизації рослин [18]. В останні десятиріччя інтен-
сивного світового розвитку набувають маркери, пов’язані з поліморфізмом ДНК. В Україні пер-
ші дослідження поліморфізму ДНК однієї з головних господарсько-цінних порід хвойних сосни 
звичайної (Pinus sylvestris L.) проведені за допомогою RAPD та ISSR маркерів [5], широкому 
застосуванню яких в популяційно-генетичних дослідженнях перешкоджають їх неспецифічність 
та домінантність. Тому актуальним завданням сучасної генетики лісів є впровадження маркерів 
«нового покоління», придатних для масового використання і вирішення широкого кола завдань. 
Саме такими невибагливими та достатньо добре розробленими для хвойних є мікросателітні 
локуси (SSR - simple sequence repeats – прості багаторазові повтори ДНК некодуючої частини 
геному). Кодомінантні за характером успадкування та гіперваріабельні завдяки високій часто-
ті мутацій, SSR-маркери успішно використовуються у дослідженнях індивідуальної мінливості 
особин. Методично вони потребують лише проведення полімеразної ланцюгової реакції (ПЛР) 
мають високу відтворюваність результатів і розподільну здатність [17,19, 24, 25]. Відносно або-
ригенних видів хвойних в Україні та Росії такі дослідження тільки розпочинаються [2,10]. Зокре-
ма, розроблено методику використання SSR-маркерів для генетичної паспортизації лісонасінних 
плантацій сосни звичайної єдиного генетико-селекційного комплексу Росії [9]. В Україні цей під-
хід раніше застосовувався лише в генетичних дослідженнях до рослин антропогенно порушених 
територій [25].

Мета і завдання досліджень
Нашим завданням стала апробація, модифікація та впровадження методики мікросателітного 

аналізу сосни звичайної в науково-дослідницькій роботі на базі ресурсів Донецького ботанічного 
саду НАН Украіни та Інституту невідкладної і відновлювальної хірургії ім. В.К. Гусака АМН 
України. Основними етапами опрацювання методики були збір рослинного матеріалу, виділення 
ДНК, підбір умов ПЛР для тестування локусів, електрофоретичне розділення продуктів ПЛР, за-
барвлення ампліконів та ідентифікування генотипів дерев. 

Об'єкти та методи досліджень
Збір рослинного матеріалу для подальшого виділення ДНК проводили наприкінці лютого 

2009 р. у 30-річному штучному насадженні P. sylvestris. Зрізали вегетативні бруньки із залишками 
пагонів довжиною 5–10 см та шишки, з яких потім видобували насіння. Частину бруньок з гілками 
зберігали у вологій обгортці при +7 °С. Іншу частину бруньок відокремили від гілок і зберігали 
при –20 °С. Хвою (по 5 цьогорічних хвоїнок з рослини) висушували в сушильній шафі при тем-
пературі +35 °С. Виділення ДНК  проводили за допомогою набору «Diatom DNA prep» (Изоген).  
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В якості матеріалу для екстракції ДНК використовували очищений від захисних лусок внутріш-
ній вміст бруньки, ендосперми та зародки насінин, висушену хвою. Наявність тотальної ДНК 
перевіряли на агарозному гель-елекрофорезі з трис-ацетатним буфером [6] в камері «Mini-Sub 
Cell GT» (Bio-Rad), джерело живлення - «PoverPack» (Bio-Rad) або «Ельф-4» (ДНК-Технология). 
Забарвлення проводили бромистим етидієм. Результати електрофорезу оцінювали на трансілю-
мінаторі «TCP-20 LC» (Vilber Lourmat). Ампліфікацію SSR-локусів проводили з використанням 
наборів «GenePak PCR Core» (Изоген) на приладі «GeneAmp PCR System 2400» (Perkin Elmer). 
Тестували два високомінливі за літературними даними мікросателітні локуси Spac 11.8 [23] та 
Pttx2146 [20] (таблиця).

Таблиця. Результати аналізу SSR локусів Pinus  sylvestris L.

Локус Нуклеотидна послідовність праймера
5’ → 3’

Темпера-
тура 

віджигу, 
хоС

Кіль-
кість 

циклів 
ПЛР

Розмір 
отриманих 
фрагментів 

(пар 
нуклеотидів, 

п.н.)

Кількість алелів  
(за літературними 
даними/в даному 

дослідженні)

Pt
tx

21
46 F: CCTGGGGATTTGGATTGGGTATTTG

R: ATATTTTCCTTGCCCCTTCCAGACA 57 25
біля 600
168-260
90-110
60-70

–
13/13
–/3
–/1

Sp
ac

 1
1.

8

F: AGGGAGATCAATAGATCATGG
R: CAGCCAAGACATCAAAAATG 51 25 124-200 17/11

Примітка. Знак «–» вказує на відсутність даних.

Для електрофорезу ампліконів застосовували неденатуруючий 6% вертикальний поліакрі-
ламідний гель та трис-боратний електродний буфер [21]. Електрофорез проводили зі сталою 
напругою 400 В на гелі розміром 1,5*200*200 мм в камері «VE-3» (Helicon) або в її самороб-
ному аналозі. Забарвлення ампліконів здійснювали двома методами – бромистим етидієм [6] 
або нітратом срібла [21]. Для реєстрації результатів використовували цифровий фотоапарат  
«PoverShot a530» (Canon).

Результати досліджень та обговорення
При виділенні ДНК з зелених тканин (бруньок та хвої) для сорбції фенольних сполук до 

кожного зразка (5–10 мг тканини) додавали 25 мкл 7%-го розчину полівінілпіролідону «К90» 
(AppliChem). Подальші операції виконували згідно протоколу виробника набору, лише проміж-
ні центрифугування в процесі очищення ДНК від сторонніх речовин для запобігання злипанню 
сорбента робили при меншому за рекомендоване прискоренні (3 тис. g.). Виявилось, що достат-
ню для ПЛР якість ДНК можна отримати, використовуючи в два рази меншу кількість реактивів, 
тобто можливо в два рази знизити вартість виділення ДНК. При цьому навіть з хвої була отрима-
на ДНК в кількості та якості, достатніх для проведення десятків ПЛР. Водночас, великий вплив 
на якість виділення чинить якість матеріалу. Так, на п’ятому місяці зберігання бруньок в вологій 
обгортці при +7 °С був зафіксований 50%-ий неуспіх при виділенні з них ДНК. З іншого боку, 
у бруньок, шо зберігалися при –20 °С, насінин та висушеної хвої, що зберігалися за кімнатних 
умов, за цей строк не було помічено погіршення якості.

Продукти ПЛР зберігалися при –20 °С, якість електрофорезу та забарвлення при цьому не 
погіршувалися протягом місяців. Метод забарвлення нітратом срібла виявився набагато чутливі-
шим, ніж забарвлення бромистим етидієм. Приблизно однакова інтенсивність забарвлення амп-
ліконів досягалася при електрофорезі та забарвленні 2,5 мкл зразка для бромистого етидію, чи 
0,5 мкл зразка для нітрату срібла, тобто при п'ятикратному розведенні (рисунок). Великою пере-
вагою забарвлення за допомогою нітрату срібла є більша інтенсивність забарвлення низькомоле-
кулярних ампліконів і можливість фіксувати результати без трансілюмінатора.
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За обома аналізованими локусами було виявлено поліморфізм. По локусу Spac 11.8  
(див. таблицю) довжина ампліконів варіювала в межах 124-200 п.н., було виявлено нуль алель. 
Для Pttx2146 виявлено декілька послідовностей, що ампліфікувалися. Алелі добре інтерпрето-
ваного та високополіморфного локусу знаходились в межах 168–260 п.н (див. таблицю). Було 
виявлено велику кількість ампліконів  довжиною біля 600 п.н., що ймовірно являють собою ще 
один, більш довгий повтор, ампліфікований за допомогою праймерів Pttx2146. На жаль, наяв-
ний матеріал не дав змогу однозначно інтерпретувати цей локус. Ще один низьковаріабельний, 
з трьома алелями, локус для праймерів Pttx2146 було відмічено  біля 90-110 п.н. та  один моно-
морфний локус біля 60–70 п.н. Для з’ясування природи додатково виявлених за Pttx2146 локусів 
потрібне секвенування.

Висновки
Використання фірмових наборів із запропонованими модифікаціями дозволяє з невеликими 

витратами отримувати придатну для ПЛР ДНК. Методика забарвлення продуктів ПЛР нітратом 
срібла надає можливість проводити аналіз за відсутності трансілюмінатора і підвищує чутли-
вість аналізу, а застосовані SSR-маркери є високоваріабельними, стабільними та відтворюваними 
при аналізі рослин P. sylvestris української частини ареалу. Збільшення кількості мікросателітних 
локусів в подальшому дозволить застосовувати ці молекулярно-генетичні маркери як для ана-
лізу генетичної різноманітності, диференціації природних популяцій та генетично-селекційних 
об’єктів, так і для генетичної паспортизації дерев та насаджень, сертифікації партій насіння та 
уточнення меж лісонасінних районів.

Робота виконана за підтримки програм фундаментальних досліджень Президії РАН «Гено-
фонди та генетична різноманітність» і «Походження біосфери та еволюція гео-біологічних сис-
тем», ВБН РАН «Біоресурси Росії: Оцінка стану та фундаментальні основи моніторингу», та Гос-
контракту ФЦП 02.740.11.0281 «Науково-педагогічні кадри інноваційної Росії» (напрямок 1.1).
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ВИКОРИСТАННЯ МІКРОСАТЕЛІТНИХ ЛОКУСІВ В ПОПУЛЯЦІЙНО-ГЕНЕТИЧНОМУ АНАЛІЗІ 
PINUS SYLVESTRIS L.
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Вперше апробовано та модифіковано методику мікросателітного аналізу Pinus sylvestris L. української час-
тини ареалу. Оцінено поліморфізм локусів Spac 11.8 та Pttx2146.
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For the first time methods of the microsatellite analysis of Pinus sylvestris L. of the Ukrainian part of the areal have 
been approbated and modified. Polymorphism of the loci Spac 11.8 and Pttx2146 has been estimated.


