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Приведены результаты молекулярно-генетических исследований популяций дуба черешчатого из 11 регионов 
России. С использованием 10 микросателлитных праймеров было выявлено 1049 аллелей. Изученные выбор-
ки несущественно отличаются по наблюдаемому и эффективному числу аллелей.  Для оценки генетической 
изменчивости популяций рассчитан показатель ожидаемой и наблюдаемой гетерозиготности, который указы-
вает на дефицит гетерозиготных генотипов. Установлено, что каждое отдельное дерево в изученных популяци-
ях обнаруживает 87 % дефицит гетерозигот относительно популяции и 85,7 % относительно вида. Отмечено, 
что среди всех изученных аллелей 81  % составили уникальные, причем они встречаются только в каком-либо 
одном локусе. На дендрограмме, построенной на основании генетического расстояния наблюдается кластери-
зация популяций дуба черешчатого в несколько отдельных групп.
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Оценка биологического разнообразия лесных 
фитоценозов с помощью SSR-анализа имеет 

первостепенное значение для изучения и сохра-
нения растительных ресурсов. В настоящее вре-
мя важнейшими путями сохранения генофонда 
основных лесообразующих пород и выявления 
наиболее продуктивных и устойчивых популя-
ций для воспроизводства видов являются оценка 
популяционной структуры и характер генетиче-
ской изменчивости. В связи с этим актуальность 
приобретает анализ генетической структуры 
популяций дуба черешчатого с использованием 
SSR-маркеров для оценки популяционно-генети-
ческих параметров [1–4]. 

В настоящее время исследование количествен-
ных характеристик основных лесообразующих 
пород проводится с помощью ДНК-маркеров 
[5–8]. 

Для оценки полиморфизма в соответствии с 
современным уровнем развития науки требуются 
количественные оценки популяционно-генетиче-
ских параметров с помощью молекулярно-гене-
тических маркеров. [9]. При выборе типа иссле-
дования в первую очередь необходимо обратить 
внимание на возможность анализа степени гене-
тического разнообразия структурных элементов 
генома.

Так, SSR-маркеры выявляют полиморфизм 
участков ДНК, заключенных между тандемно по-
вторяющимися элементами — микросателлитами 
[10], и приобрели большую популярность для 
изучения генетического разнообразия ресурсных 
травянистых [11] и древесных видов растений 
[12–16] за счет легкого выделения и идентифи-
кации элементов генома. 

SSR-маркеры позволяют проанализировать 
бóльшую часть генома изучаемого вида, дать 
разностороннюю характеристику изучаемых ге-
нофондов и выявить их специфические особен-
ности. Поэтому их применение позволяет изучать 
генофонды ресурсных видов лесообразующих 
пород, которые занимают обширные ареалы. 

Цель работы
Цель работы — изучение генетической измен-

чивости в популяциях дуба черешчатого, харак-
теризующих широтный долготный и высотный 
профили ареала вида. 

Материалы и методы
Объектом для изучения генетического разноо-

бразия послужили 11 популяций дуба черешчатого  
(Quércus róbur) из различных регионов России. 
Широкая географическая представленность дуба 
черешчатого в исследовании позволила выявить 
зависимость частоты аллелей полиморфных ло-
кусов от географического положения (табл. 1).

Оценка степени генетического разнообразия 
проводилась на базе лаборатории отдела монито-
ринга состояния лесных генетических ресурсов 
филиала ФБУ «Рослесозащита» — «ЦЗЛ Во-
ронежской области». Образцы для ДН-анализа 
предоставлялись центрами защиты леса со всей 
России.

Для оценки генетического разнообразия куль-
тур дуба черешчатого нами использован метод 
SSR-анализа (Simple Sequence Repeats) [17], дока-
зав свою высокую эффективность при изучении на 
уровне популяций [18–22]. Выделение ДНК прово-
дили с помощью цетилтриметиламмония бромида  
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СТАВ-методом [23] из вегетирующих частей, со-
бранных в чистых культурах дуба черешчатого 
(Quércus róbur) (30 образцов в каждой выборке).

Концентрацию ДНК измеряли с помо-
щью прибора для измерения концентрации 
NanoPhotometer® P-Class P 330. Постановка по-
лимеразной цепной реакции (ПЦР) для ампли-
фикации маркерных участков проводилась локу-
сами QrZAG5b, QrZAG65, QrZAG112, QrZAG7, 
QrZAG87, QrZAG96, QrZAG39, QrZAG11, 
QrZAG20, QrZAG110 в пределах 56–64°С (табл. 2). 

Детальный метод амплификации ДНК, элек-
трофорез, окрашивание продуктов амплификации 
EtBr, анализ электрофореграмм, статистической 
обработки полученных данных приведены в дру-
гих публикациях [24–25].

Результаты и обсуждение
Молекулярно-генетический анализ образ-

цов дуба черешчатого (Quércus róbur) из Май-
копского лесничества Республики Адыгея,  
по 10 локусам показал, что все исследуемые  

Т а б л и ц а  1 
Происхождение анализируемых образцов, отобранных  

для молекулярно-генетического анализа
Origin of the analyzed samples taken for molecular genetic analysis

Административно- 
территориальная единица Лесничество Участковое  

лесничество Квартал Выдел Наименование 
выборки

Республика Адыгея Майкопское Курджинское 7 8 Дамк
Брянская обл. Учебно-опытный лесхоз – – – Дбу
Волгоградская обл. Калачеевское – – – Двк
Курская обл. Курское Бесединское 67 1 Дкб (Дккб)
Республика Башкортостан Кугарчинское Инянское 37 5 Дки (Дкки)
Самарская обл. Кинельское Красносамарское 27 20 Дкк (Дскк)

Республика Мордовия
Ельниковское – 21 11 Дме

Краснослободское Краснослободское 27 20 Дмк (Дмкк)
Оренбургская обл. Кувандыкское – – – Док
Пензенская обл. Юровское – – – Дпюр (Дпю)
Саратовская обл. Аткарское Аткарское 70 10 Дса (Дсаа)

Т а б л и ц а  2
                              Характеристика отобранных для работы ядерных  
                                     микросателлитных локусов для видов дуба
                         Characteristics of selected for operation nuclear microsatellite loci for oak species

Локус  
(праймер) Последовательность Число  

аллелей
Размеры  

ампликона, п. н.

QrZAG11 F: CCTTGAACTCGAAGGTGTCCTT 
R: GTAGGTCAAAACCATTGGTTGACT 16 242–286

QrZAG39 F: CACCGCTGGAATTTTAAGGGA
R: GACCTAAGCCAAAGTGTGGGC 17 103–139

QrZAG96 F: CCCAGTCACATCCACTACTGTCC
R: GGTTGGGAAAAGGAGATCAGA 19 137–179

QrZAG112 F: TTCTTGCTTTGGTGCGCG
R: GTGGTCAGAGACTCGGTAAGTATT 15 72–106

QrZAG110 F: GGAGGCTTCCTTCAACCTACT
R: GATCTCTTGTGTGCTGTATTT 18 193–235

QrZAG5b F: TGAAGAGTAAGACCATTCACATCA
R: GTATGTGAGTGTTTGTGGTTTGG 22 217–263

QrZAG7 F: CAACTTGGTGTTCGGATCAA
R: GTGCATTTCTTTTATAGCATTCAC 21 109–152

QrZAG20 F: CCATTAAAAGAAGCAGTATTTTGT
R: GCAACACTCAGCCTATATCTAGAA 17 155–195

QrZAG65 F: CAGTGGTGTCAACTCCTCCCAG
R: GTCAGGTGACCATTCAAACCTAGAA 27 249–306

QrZAG87 F: TCCCACCACTTTGGTCTCTCA
R: GTTGTCAGCAGTGGGATGGGTA 18 101–141
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локусы полиморфные, по выявленным 4–13 ал-
лелям. Наибольшее количество аллелей выявлено 
у локуса QrZAG39 — 13 аллелей, для QrZAG65, 
QrZAG7, QrZAG87, QrZAG11 характерно 10 ал-
лелей, QrZAG112 — 9 аллелей. Менее информа-
тивными оказались локусы QrZAG96, QrZAG110, 
QrZAG5b, QrZAG20, у которых выявлено 7, 5, 4 
аллели соответственно. Анализ фрагментов из 
Кугарчинского лесничества Республики Баш-
кортостан, показал высокую полиморфность 
локусов. Амплификация в ходе ПЦР позволила 
выявить наличие 139 локусов. Все выявленные 
локусы характеризовались числом аллелей от 
3 (QrZAG96) до 24 (QrZAG39). Для образцов из 
Волгоградской обл. Калачеевского лесничества 
число аллелей изменялось от 1 (QrZAG96) до 11 
(QrZAG87, QrZAG11), был выявлен мономорф-
ный локус QrZAG96. 

Образцы из Бесединского лесничества Кур-
ской обл., Кинельского лесничества Самарской 
области показали высокий полиморфизм. У ло-
кусов QrZAG65, QrZAG5b, QrZAG87, QrZAG96, 
QrZAG110 выявлено 10 аллелей, у QrZAG112, 
QrZAG20, QrZAG1 — 9 аллелей, QrZAG39 — 
8 аллелей. Анализ дуба черешчатого (Quércus 
róbur) из государственного казенного учреж-
дения Республики Мордовия (ГКУ РМ) Крас-
нослободского территориального лесничества 
Ельниковского (Дме) и Краснобродского (Дмкк) 
участковых лесничеств Республики Мордовия 
по 10 локусам показал, что локусы QrZAG5b, 
QrZAG65, QrZAG112, QrZAG7, QrZAG87, 
QrZAG39, QrZAG11, QrZAG20, QrZAG110 по-
лиморфны, QrZAG96 — мономорфный, у по-
пуляции представленной из Ельниковского лес-
ничества. Анализ образцов из Кувандыкского 

лесничества Оренбургской обл. позволил выявить 
в изученных выборках наличие 105 локусов, из 
Юровского лесничества Пензенской обл. обна-
ружено 104 амплифицированных фрагментов 
ДНК длиной от 72 до 276 п. н., из Аткарского 
лесничества Саратовской обл. выявлено 66 ло-
кусов. Параметры генетической изменчивости, 
рассчитанные по результатам микросателлитного 
анализа указаны в табл. 3.

Число аллелей, одновременно присутствую-
щих в популяции для Дкки составляет 13,1, ло-
кусы Док, Дмк, Дме, Дпю характеризуются 10,3, 
менее информативными оказались Дккб, Дскк, 
Дсаа, Дбу, Дамк, Двк.

Средний показатель уровня полиморфности 
составил 5,846, в связи с чем исследуемые вы-
борки были разделены на две группы: 1) локусы, 
которые имеют уровень полиморфности ниже 
среднего уровня — Дамк, Дбу,Двк, Дскк, Док, 
Дсаа, средний уровень полиморфности которых 
составил 5,190; 2) локусы, которые имеют уро-
вень полиморфности выше среднего (Дккб, Дки, 
Дме, Дмкк, Дпю), значение которых составляет 
6,634. Минимальным значением характеризуется 
образцы из Учебно-опытного лесхоза Брянской 
обл. — 4,731. Максимальный уровень полимор-
фности выявлен у образцов из Кугарчинского 
лесничества Республики Башкортостан, (8,15). 
Поскольку уровень полиморфности в популяции 
является показателем эффективно действующих 
в исследуемых популяциях аллелей, он взаимос-
вязан с числом аллелей каждой популяции. 

Для детальной оценки генетической изменчи-
вости популяций нами был рассчитан показатель 
ожидаемой и наблюдаемой гетерозиготности, кото-
рый показывает уровень аллельного разнообразия.  

Т а б л и ц а  3
Параметры генетической изменчивости популяций Quércus róbur

Parameters of Quércus róbur populations genetic variability

Наименование 
выборки Дамк Дбу Двк Дккб Дкки Дскк Дме Дмкк Док Дпю Дсаа

Число аллелей 
на локус 8,60 8,10 7,40 9,60 13,1 9,70 10,1 10,1 10,6 10,4 8,9

Эффективное 
число аллелей 
на локус

4,82 4,73 5,02 6,48 8,15 5,29 6,66 6,08 5,75 5,80 5,53

Индекс видового 
разнообразия 
Шеннона

1,72 1,71 1,61 1,99 2,09 1,83 1,87 1,87 1,85 1,89 1,75

Количество уни-
кальных аллелей 0,40 0,60 0,20 1,00 1,80 0,50 0,60 1,00 1,50 0,50 0,50

Ожидаемая гете-
розиготность 0,74 0,18 0,71 0,14 0,79 0,11 0,09 0,11 0,11 0,09 0,09

Наблюдаемая 
гетерозиготность 0,08 0,77 0,72 0,72 0,80 0,84 0,79 0,77 0,76 0,79 0,75

Индекс фиксации 
Райта 0,83 0,77 0,73 0,87 0,89 0,87 0,78 0,82 0,77 0,89 0,87
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Оценка по 10 локусам показала, что в среднем для 
всех исследуемых выборок значения составили 
0,708 и 0,287. Сопоставление значений наблюдае-
мой и ожидаемой гетерозиготности показало, что 
во всех выборках наблюдается дефицит гетерози-
готных генотипов. Из всех аллелей уникальные 
составили 81 %, причем они встречаются только 
в каком-либо одном локусе. Что касается мини-
мальных значений уровня гетерозиготности, то 
недостаток гетерозигот наблюдается у образцов 
из Майкопского лесничества Республики Адыгея.

Мерой информативности как генетического 
маркера, по предложению Д. Ботштейна [26], 
принято считать значение содержания полимор-
фной информации PIC (Polymorphism Information 
Content). При PIC < 0,25 локус считается не ин-
формативным, если 0,25 > PIC > 0,5, то он отно-
сится к информативным, при PIC > 0,50 весьма 
информативным. Таким образом, PIC выявляет 
дискриминационную способность маркера, за-
висит от числа установленных аллелей и распре-
деления их частот, тем самым эквивалентен ге-
нетическому разнообразию. Нами был вычислен 
коэффициент информативной ценности по 10 ло-
кусам. Полученные результаты указывают на вы-
сокую информативность маркеров — PIC > 0,50.

Оценка межпопуляционного разнообразия 
проводилась на основе индекса видового раз-
нообразия Шеннона I, который позволяет оце-
нить видовое богатство культур дуба черешча-
того (Quércus róbur). Одним из преимуществ 
является его комплексность, видовая плотность 
и выравненность. Таким образом, появляется 
возможность дать оценку видового разнообра-
зия каждой популяции в отдельности. Среднее 
значение индекса разнообразия Шеннона I для 
11 регионов у биотипов дуба черешчатого по 
праймерам QrZAG5b, QrZAG65, QrZAG112, 
QrZAG7, QrZAG87, QrZAG96, QrZAG39, 
QrZAG11, QrZAG20, QrZAG110 составляет 
1,839 нит/особь. Минимальное значение I выяв-
лено у образцов дуба из Калачеевского лесниче-
ства Волгоградской области (1,617 нит/особь), 
максимальное — у образцов из Кугарчинского 
лесничества Республики Башкортостан (2,094 
нит/особь). Полученные результаты указывают 
на высокое видовое разнообразие. 

Использование F-статистики Райта и G-ста-
тистики Нея для исследованных культур дуба че-
решчатого (Quércus róbur) из различных регионов 
России позволило определить значения скрещи-
вания близкородственных форм в пределах одной 
популяции (инбридинг) особи относительно по-
пуляции, инбридинга особи относительно вида, 
а также доли межпопуляционного разнообразия 
(GST). Установлено, что 91 % изменчивости при-
ходится на межпопуляционную. Каждое отдель-

ное дерево в 11 регионах обнаруживает 87 % 
дефицита гетерозигот относительно популяции 
и 85,7 % относительно вида (рис. 1).

Анализ подразделенности генетического раз-
нообразия показал, что дуб черешчатый обладает 
высоким уровнем популяционного генетического 
разнообразия, низкой степенью дивергенции в 
пределах вида в изученной части ареала: 92,7 % 
всей генетической изменчивости приходилось на 
внутрипопуляционную, лишь 9,3 % — приходит-
ся на межвыборочную составляющую.

Выявленный коэффициент изменчивости С ха-
рактеризуется минимальной вариацией (С = 4,4 %):  
локус QrZAG11  — 7,8  %, QrZAG39  — 4,2, 
QrZAG96 — 4,3, QrZAG112 — 4,6, QrZAG110 — 
7,2, QrZAG5b — 7,6, QrZAG7 — 5,4, QrZAG20 — 
8,1, QrZAG65 — 1,2 и QrZAG87 — 6,5.

Для оценки степени генетической диффе-
ренциации дуба черешчатого (Quércus róbur) из 
Брянской, Саратовской, Волгоградской, Пензен-
ской, Оренбургской, Курской областей, Республи-
ки Мордовии, Республики Адыгеи, Республики 
Башкортостана было рассчитано генетическое 
расстояние Нея (D) между выборками. Дендро-
грамма сходства исследуемых популяций по-
строена с помощью программного обеспечения 
Statistica 10.

Рис. 1. Показатели G-статистики: 1 — QrZAG65; 2 — 
QrZAG96; 3 — QrZAG1; 4 — QrZAG5b; 5 — QrZAG87; 
6 — QrZAG112; 7 — QrZAG20; 8 — QrZAG7; 9 — 
QrZAG39

Fig. 1. G-statistics indicators: 1 — QrZAG65; 2 — QrZAG96; 
3 — QrZAG1; 4 — QrZAG5b; 5 — QrZAG87; 6 — 
QrZAG112; 7 — QrZAG20; 8 — QrZAG7; 9 — 
QrZAG39

Рис. 2. Дендрограмма сходства популяций Quércus róbur
Fig. 2. Quércus róbur population similarity dendrogram
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На основании генетических расстояний Нея 
была построена дендрограмма, которая иллю-
стрирует дифференциацию популяций. Наиболь-
шее генетическое расстояние установлено меж-
ду образцами из Пензенской обл. и Республики 
Адыгея (рис. 2).

На дендрограмме, построенной на основании 
генетического расстояния наблюдается класте-
ризация исследуемых популяций в несколько 
отдельных групп. В изученной части популяции 
дуба черешчатого (Quércus róbur) можно четко 
разделить на три группы. К первой группе отно-
сятся популяции из Брянской обл., Республики 
Мордовия, Республики Адыгея, ко второй — об-
разцы из Республики Башкортостан, Саратовской 
и Волгоградской областей, к третьей — из Пен-
зенской, Оренбургской, Курской областей. Важно 
отметить, все исследуемые выборки имеют слож-
ную систему структурированности в пределах 
района исследования.

Выводы
1. С использованием 10 SSR-праймеров в 

11  исследованных выборках было выявлено 
более 1000 аллелей, среди которых 85 аллелей  
у образцов из Майкопского лесничества респу-
блики Адыгея; 81 аллель Учебно-опытного лес-
ничества Брянской обл.; 74 аллели Калачеевского 
лесничества Волгоградской обл.; 96 аллелей у 
образцов из Беседиснкого лесничества Курской 
обл.; 129  аллелей у образцов из республики 
Башкортостан; 98 — у образцов из Кинельского 
лесничества Самарской обл.; 101 аллель выяв-
лена у образцов из Государственного казенного 
учреждения Республики Мордовия (ГКУ РМ) 
Краснослободского и Ельниковского лесничеств; 
105 аллелей — из выборки Кувандыкского лесни-
чества Оренбургской обл.; 90 аллелей из Юров-
ского лесничества Пензенской обл. и 89 аллелей 
у образцов из Аткарского лесничества Саратов-
ской обл.

2. Причинами сравнительно высокого по-
лиморфизма и генетического своеобразия дуба 
черешчатого (Quércus róbur), обнаруженного с 
помощью SSR-анализа, могут быть особенности 
истории их формирования. Они могут представ-
лять потомство мигрантов, распространившихся 
из рефугиумов и смешавшихся впоследствии с 
местными популяциями.

3. Изученные выборки несущественно отли-
чаются по наблюдаемому и эффективному числу 
аллелей. Наблюдаемое число аллелей варьирует 
от 4,364 до 11,364. Эффективное число аллелей в 
исследуемых выборках — от 1,700 до 7,418.

4. Доля полиморфных локусов в исследуемых 
выборках составляет 98,18 %, индекс Шеннона — 
от 1,617 до 2,094.
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PETIOLATE OAK (QUERCUS ROBUR) POLYMORPHISM  
EVALUATION BY SSR-ANALYZING
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FBU «Roslesozaschita» — «CFP of Voronezh region», 105, Lomonosov st., 394000, Voronezh, Russia

evgenyykulakov@yandex.ru

The results of molecular-genetic studies of populations of oak petiolate from 11 regions of Russia are presented. 
Using 10 microsatellite primers, 1049 alleles were identified. The studied samples differ insignificantly in the 
observed and effective number of alleles. To assess the genetic variability of populations, an indicator of expected 
and observed heterozygosity was calculated, which indicates a deficiency of heterozygous genotypes. It was 
found that each individual tree in the studied populations shows 87 % deficiency of heterozygotes relative to the 
population and 85,7 % relative to the species. It was noted that among all the studied alleles, 81 % were unique, and 
they occur only in one locus. The dendrogram based on the genetic distance shows clustering of the populations of 
the oak petiolate into several separate groups.
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