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Проведен молекулярно-генетический анализ двух популяций Quercus robur L из Волгоградской области 
методами ISSR- и SSR-анализа (первая популяция из дендрологических насаждений ФНЦ агроэколо-
гии РАН, г. Волгоград, вторая популяция из Нижневолжской опытной станции по селекции древесных 
пород; г. Камышин). Установлена наибольшая эффективность 9 из 18 протестированных ISSR-прайме-
ров для анализа полиморфизма внутри популяций и между ними. Число локусов в спектре составило  
от 4 до 10 в зависимости от праймера. Наибольшее число локусов в спектре (n = 10) продуцировал прай-
мер UBC835, наибольшая полиморфность (50…57 %) установлена с помощью праймеров UBC815, 
UBC834, UBC835, UBC836 и UBC840. Определены основные параметры генетического разнообразия 
популяций. Установлено, что все показатели были несколько выше у первой популяции (na = 1,75 ± 0,44,  
ne = 1,44 ± 0,38, HE = 0,25 ± 0,19). В первой популяции полиморфизм был выше на 10 %, то есть вторая 
популяция содержит генетически более гомогенные деревья. В спектре на электрофореграмме, полу-
ченной с праймерами UBC811 и UBC834, выявлены уникальные фрагменты ДНК, характеризующие 
изменчивость внутри вида, которые могут быть использованы в дальнейшей селекционной работе. 
Показано, что для оценки полиморфизма данных популяций Quercus robur L использование SSR-прай-
меров менее эффективно в сравнении с ISSR-праймерами. Однако исследованные микросателлитные 
праймеры видоспецифичны, что позволяет использовать их, например, при генетической паспортиза-
ции вида.
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Дуб черешчатый (Quercus robur L) относится 
к семейству Fagaceae. Род Quercus — наи-

более многочисленный в семействе Fagaceae, 
представлен приблизительно 600 видами и 
разновидностями. Дуб черешчатый — одна 
из самых ценных древесных пород, имеющих 
очень важное хозяйственное и медицинское 
значение [1].

Дуб широко используется для создания поле-
защитных и противоэрозионных лесных полос, 
в том числе в засушливых районах. В Волго-
градской области накоплен многолетний опыт 
изучения различных видов и форм дуба по по-
казателям засухоустойчивости, солеустойчи-
вости, устойчивости к патогенам, что является 
основными направлениями его селекционного 
отбора для защитного лесоразведения [2, 3].  
Наибольшее распространение в защитных ле-
сополосах юго-востока европейской терри-
тории России получил дуб черешчатый и его 

пирамидальная форма в связи с его высокой 
кислородной продуктивностью, засухоустой-
чивостью и солеустойчивостью [4, 5]. 

В условиях изменения климата, особенно в 
южных регионах России, наблюдается усыха-
ние дубрав, что негативно может сказаться на 
генетической структуре его популяций. Первым 
этапом в работе по сохранению биологическо-
го и генетического разнообразия может стать 
оценка популяционной структуры и характера 
генетической изменчивости определенных эко-
типов дуба черешчатого в целях выявления наи-
более продуктивных и устойчивых популяций. 
Далее для сохранения и воспроизводства видов, 
в том числе  для отбора  генотипов  с  ценными  
признаками помимо известных и давно приме-
няющихся методов лесной селекции, возможно 
применение  маркер-ассоциированной  селек-
ции (marker assisted selection,  MAS) [6].

Фенотипические, биохимические, белковые 
(ферментные) маркеры давно используются 
при изучении различных аспектов, связанных 
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с жизнедеятельностью растений [10, 11]. Од-
нако наиболее широко стали использовать мо-
лекулярно-генетический анализ с применением 
молекулярных маркеров, что позволяет иденти-
фицировать генотипы, исследовать таксономию, 
филогенетику, осуществлять штрихкодирование 
[12–14]. Для оценки внутривидового полимор-
физма в настоящее время наиболее широко ис-
пользуются межмикросателлитные (ISSR) и 
микросателлитные (SSR) праймеры [15–17].

С использованием 12 SSR-маркеров оцене-
ны генетическое разнообразие и генетическая 
структура семи популяций дуба черешчатого 
на Балканском полуострове. Установлено вы-
сокое генетическое разнообразие в изученных 
популяциях, более выраженное на внутрипо-
пуляционном уровне, чем между различными 
популяциями. Полученные данные позволя-
ют идентифицировать экотопы, устойчивые 
к стресс-факторам и прогнозировать по ним 
генотипы на внутрипопуляционном уровне, а 
также разрабатывать меры по сохранению ду-
бов в условиях изменения климата [18].

В работе [19] с использованием 10 SSR-мар-
керов провели оценку генетического разнообра-
зия популяций дуба черешчатого из 11 регионов 
России, произрастающих в различных геогра-
фических условиях. Наибольшее генетическое 
расстояние рассчитано между образцами из 
Пензенской области и Республики Адыгея. При 
анализе дендрограммы сходства популяций 
установлено, что дуб черешчатый обладает вы-
соким уровнем популяционного генетического 
разнообразия и низкой степенью дивергенции в 
пределах вида в изученной части ареала.

Группой ученых Южного Федерального 
университета с использованием ISSR-маркеров 
были проведены исследования связи экологиче-
ских условий произрастания 13 популяций дуба 
черешчатого Ростовской области с их генетиче-
ской структурой. По результатам исследований 
выявлено, что наименьшим средним уровнем 
ожидаемой гетерозиготности обладает бай-
рачный экотоп, средним — аренный, наиболь-
шим — пойменный, полиморфизм варьирует 
от 4,8 до 52,6 % [20]. 

Молекулярно-генетический анализ 12 при-
родных популяций дуба черешчатого в Боснии 
и Герцеговине, находящихся на грани исчезно-
вения, позволил установить большую генетиче-
скую изменчивость и дать рекомендации по со-
хранению популяции путем репродукции [21].

Молекулярно-генетический анализ, кроме 
того, позволяет проводить правильное райони-
рование семян, изучение географических куль-
тур дуба. На основании изучения генетического 
полиморфизма дуба черешчатого даются реко-

мендации подразделения дубрав Южного Урала 
на два лесосеменных района и использования 
местного семенного материала для сохранения 
дубрав Белебеевской возвышенности [22]. В ра-
боте [23] методом анализа хлоропластной ДНК 
исследована геногеография дуба черешчатого 
на территории Белоруссии, в результате вы-
делено три гаплотипа, даны рекомендации по 
использованию географических культур дуба 
для разработки лесосеменного районирования. 

Проведение молекулярно-генетического ана-
лиза необходимо также для изучения генофонда 
долгоживущих деревьев и поиска генов, свя-
занных с высокой продолжительностью жизни, 
перспективой использования таких деревьев в 
селекции и семеноводстве. В работе [24] пред-
ставлен молекулярно-генетический анализ 
шести образцов дуба черешчатого, произрас-
тающих на территории Украины, возрастом от 
200 до около 1000 лет по семи SSR-маркерам, 
и расчет генетических показателей, определен 
уровень полиморфизма. 

Пополнить ассортимент пород, использу-
емых при создании защитных насаждений в 
условиях сухой степи, можно методом меж-
видовой гибридизации. Оценка гибридизации 
дуба черешчатого и дуба скального была изу-
чена в работе [25] методом молекулярно-гене-
тического анализа и сделан вывод о том, что 
образовавшиеся в результате гибриды могут 
обладать большей устойчивостью к абиотиче-
ским и биотическим стрессам.

Таким образом, актуальным представляется 
выявление и использование информативных 
ДНК-маркеров, характеризующих полимор-
физм последовательностей нуклеиновых кис-
лот и позволяющих изучать популяции в целях 
характеристики их генетического разнообразия 
и выявления наиболее ценных генотипов дуба 
черешчатого с перспективой применения их в 
защитном лесоразведении.

Цель работы

Цель работы — молекулярно-генетический 
анализ популяций дуба черешчатого на южной 
границе его ареала на основании полиморфиз-
ма ISSR- и SSR-маркеров.

Материалы и методы

Были исследованы образцы дуба череш-
чатого из двух популяций, произрастающих 
в дендрологических насаждениях ФНЦ агро-
экологии РАН  (кад. №  34:34:000000:122),  
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г. Волгоград (популяция 1) и на Нижневолж-
ской опытной станции по селекции древесных 
пород — филиала ФНЦ агроэкологии РАН (кад. 
№ 34:36:000014:0178), г. Камышин (популя-
ция 2). Популяции произрастают в сходных 
условиях: на каштановых почвах в засушливом 
климате. Все деревья были в хорошем жизнен-
ном состоянии. Исследования проводили по 
общепринятым методикам изучения лесных 
насаждений [26]. На исследуемых территориях 
были заложены регулярным способом проб-
ные площади (ПП) не менее пяти в каждой 
популяции размером не менее 0,25 га [27, 28].  
На каждой ПП был выполнен сплошной пе-
ресчет деревьев, определены диаметр ствола 
и высота всех деревьев [29]. Относительное 
жизненное состояние (ОЖС) древостоя было 
установлено по методике В.А. Алексеева [30].

При создании биоресурсных коллекций про-
водился отбор древесных видов по хозяйствен-
но ценным признакам [31, 32], поэтому пред-
ставлялось важным проведение идентификации 
ценных генотипов молекулярно-генетическими 
методами.

Геномную ДНК экстрагировали из образцов 
листьев массой 50 мг с помощью модифициро-
ванного метода, используя в качестве экстра-
гента бромид цетилтриметиламмоний (ЦТАБ) 
с 2 % β-меркаптоэтанола с некоторыми моди-
фикациями [33–35]. Концентрацию выделенной 
ДНК и соотношения оптической плотности при 
разных длинах волн, характеризующих сте-
пень очистки образца от белков и полифенолов 
(А260/А280, А260/А230), определяли на спек-
трофотометре SpectrostarNano (BMG Labtech, 
Германия). Концентрацию ДНК доводили до 
50 нг/мкл водой дистиллированной двойной 
очистки и хранили выделенный образец при 
температуре –20 °C для следующих экспери-
ментов по амплификации. Далее был проведен 
молекулярно-генетический анализ образцов 
дуба черешчатого с ISSR- и SSR-праймерами, 
подобранными на основе литературных данных 
[36–38]. Основные параметры данных прайме-
ров приведены в табл. 1, 2.

Амплификацию с использованием ISSR- и 
SSR-праймеров проводили с использованием 
набора qPCRmix-HS (кат. № PK145L) (ЗАО «Ев-
роген», Россия) в соответствии с инструкциями 
производителя. Для амплификации геномной 
ДНК с помощью ISSR- и SSR-маркеров исполь-
зовали программу Applied Biosystems QuantStu-
dio 5 (Thermo Fisher Scientific, США) со следу-
ющими условиями амплификации: начальная 
денатурация при температуре 95 °С в течение 
5 мин, затем 40 циклов, включающих в себя 
денатурацию при 95 °С за 30 с, отжиг — 30 с 

(температура отжига для различных прайме-
ров — 55...62 °С), элонгация при температуре 
72 °C в течение 30 с, финальная элонгация при 
температуре 72 °C в течение 10 мин.

Для разделения полученных ампликонов ис-
пользовали электрофорез в 2%-м агарозном геле 
в трис-ацетатном буфере. Размер полос ДНК на 
геле рассчитывали с помощью ДНК-праймера 
Step50+ (Biolabmix, Россия). Визуализацию 
результатов электрофореза проводили в гель-
документирующей системе (Invitrogen iBright, 
США) в проходящем ультрафиолетовом свете 
(УФ-свете) после связывания фрагментов ДНК 
с бромистым этидием. 

Статистический анализ полученных дан-
ных проводили с использованием программы 
Microsoft Excel (версия 2010), Statistica 12.0 
(StatSoft Inc., USA). Данные полимеразной цеп-
ной реакции (ПЦР) были получены на основе 
трехкратной амплификации каждого выбран-
ного праймера с согласованными полосами. 
Было оценено аллельное разнообразие двух 
популяций, при этом локусы ПЦР на осно-
ве ISSR оценивались как присутствующие 1 
или отсутствующие 0, каждый из которых рас-
сматривался как независимый. Полученные  

Т а б л и ц а  1
Название ISSR-праймеров, их 

последовательность и температура отжига
Name of ISSR-primers, their sequence  

and annealing temperature

Название
Нуклеотидная 

последовательность 
′5–3′

Температура отжига 
праймера, Tm, °С

UBC807 (AG)8T 50,0
UBC808 (AG)8C 50,6
UBC811 (GA)8C 54,2
UBC815 (CT)8G 50,0
UBC818 (CA)8G 53,0
UBC823 (TC)8C 50,7
UBC826 (AC)8C 54,7
UBC834 (AG)8Y 51,5
UBC835 (AG)8YC 54,0
UBC836 (AG)8YA 51,5
UBC840 (GA)8YT 51,5
UBC841 (GA)8YC 54,0
UBC843 (CT)8RA 51,5
UBC857 (AC)8YG 54,0
UBC860 (TG)8RA 51,5
UBC873 (GACA)4 50,0
UBC880 (GGAG)4 62,4
UBC890 VHV(GT)7 50,0
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бинарные матрицы использовались для расчета 
характеристик связывания праймеров в про-
грамме POPGENE версии 1.31. Были рассчи-
таны показатели генетического разнообразия 
двух популяций Q. Robur: ожидаемая гетерози-
готность, абсолютное число аллелей на локус, 
эффективное число аллелей на локус, индекс 
Шеннона [39, 40].

Результаты и обсуждение

В дендрологических насаждениях  ФНЦ 
агроэкологии РАН относительное жизнен-
ное состояние древостоя характеризуется как 
удовлетворительное (90 %). Возраст древостоя 
25...30 лет. Здоровые деревья составляют 79 %, 
ослабленные — 18,5 %, сильно ослабленные 
и отмирающие — 2,5 % особей. В данном на-
саждении Q. Robur составляет 80 % общего 
числа деревьев. Плотность посадок 595 шт./га.  
Сомкнутость крон 0,75...0,85. Средние так-
сационные показатели: D1,3 = 18 см, Н = 9 м,  
Dкроны = 6,5 м (рис. 1, а).

В насаждениях Нижневолжской опытной 
станции по селекции древесных пород относи-
тельное жизненное состояние древостоя было 
оценено как удовлетворительное (90 %). Возраст 
древостоя 35...40 лет. Здоровые деревья состав-
ляют 80 %, ослабленные — 14 %, сильно осла-
бленные и отмирающие — 6 % особей. В данном 
насаждении Q. Robur составляет 50 % общего 
числа деревьев. Плотность посадок 510 шт./га.  
Сомкнутость крон 0,70...0,75. Средние такса-
ционные показатели: D1,3 = 20 см, Н = 9,5 м,  
Dкроны = 8 м (рис. 1, б). 

Измеренные концентрации и спектральные 
соотношения образцов ДНК (примеры из двух 
популяций) приведены в табл. 3.

В целях определения внутривидового генети-
ческого разнообразия Q. Robur было протестиро-
вано 18 ISSR-праймеров в каждой группе особей. 

В результате проведенного тестирования 
было отобрано 9 ISSR-праймеров, отличающи-
еся высокой эффективностью амплификации 
большего количества фрагментов геномной ДНК  
(табл. 4). 

Все использованные праймеры показали 
наличие полиморфизма у исследованных ге-
нотипов дуба. На основании анализа полу-
ченных электрофореграмм установлено, что 
число ISSR-фрагментов на общую проанализи-
рованную выборку варьировало от 4 (праймер 
UBC840) до 10 (праймер UBC835). 

Т а б л и ц а  2
Название SSR-праймеров, их последовательность, температура отжига  

и ожидаемый размер ампликона
Name of SSR-primers, their sequence, annealing temperature and expected amplicon size

Название 
праймера

Нуклеотидная последовательность 
праймеров 5/-3/

Температура отжига 
праймера, Tm, °С

Ожидаемый размер 
ампликона, п. н.

QrZAG11
F:CCTTGAACTCGAAGGTGTCCTT

62 238–267 [19]
R:GTAGGTCAAAACCATTGGTTGACT

QrZAG96
F:CCCAGTCACATCCACTACTGTCC

61 137–179 [19]
R:GGTTGGGAAAAGGAGATCAGA

QrZAG110
GGAGGCTTCCTTCAACCTACT

59 206–262 [19]
GATCTCTTGTGTGCTGTATTT

QrZAG39
CACCGCTGGAATTTTAAGGGA

61 103-139 [19]
GACCTAAGCCAAAGTGTGGGC

Т а б л и ц а  3
Концентрации и спектральные 

соотношения (А260/А280, А260/А230) 
образцов ДНК дуба черешчатого  

(из двух популяций)
Concentrations and spectral ratios  

(А260/А280, А260/А230) of pedunculate oak  
DNA samples (from two populations)

Номер 
популя-

ции
А260/А280 А260/А230 Концентра-

ция, нг/мкл

1 1,94 ± 0,05 1,81 ± 0,28 76,9 ± 16,11
2 1,98 ± 0,05 1,99 ± 0,42 29,36 ± 9,98

Примечание. Представлены средние значения опреде-
лений (n = 10) и их стандартные отклонения.
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Длина фрагментов укладывалась в диапа-
зон от 225 п. н. (праймер UBC834) до 1000 п. н. 
(праймеры UBC807, UBC835, UBC836).

Для большей детализации эффективности 
примененных ISSR-праймеров была проведена 
оценка частоты встречаемости по каждому ло-
кусу у двух популяций, полученных с помощью 
электрофореза ампликонов (табл. 5).

Каждый анализируемый локус ISSR-маркера 
формировал специфичный спектр продуктов 
амплификации у каждой особи Q. Robur в по-
пуляции (рис. 2). Для некоторых особей на 
электрофореграммах отмечены уникальные 

фрагменты ДНК.Как видно из рис. 2, б, спектр 
продуктов амплификации с праймером UBC811 
специфичен для особи 5, наблюдается уникаль-
ный фрагмент ДНК размером 700 п. н. Также 
для некоторых особей с праймером — UBC834 
(рис. 2, г) выделяется фрагмент 650 п. н. (на со-
ответствующих рисунках отмечены стрелками).

На основе полученных спектров ампликонов 
(см. рис. 2) были составлены бинарные матрицы 
для дальнейшей математической обработки в 
POPGENE в целях оценки генетического разно-
образия в двух популяциях Q. Robur, произрас-
тающих на разных территориях. Для изученных 

Рис. 1. Образцы Q. Robur, из двух популяций, произрастающих в насаждениях ФНЦ агроэкологии 
РАН: а — образец популяции 1 из дендрологических насаждений (Волгоград), координаты 
48°37′55.550″N, 44°24′58.844″E; б — образец популяции 2 из Нижневолжской опытной станции 
по селекции древесных пород (Камышин), координаты 50°4′34.787″N, 45°22′23.022″E

Fig. 1. Samples of Q. Robur, from two populations growing in plantings of the Federal Research Center of 
Agroecology of the Russian Academy of Sciences: a — population sample 1 from the arboretum (Volgo-
grad), positions  48°37′55.550″N, 44°24′58.844″E; б — population sample 2 from the Nizhnevolzhsky 
Experimental Station for Tree Breeding (Kamyshin), positions  50°4′34.787″N, 45°22′23.022″E

                                              а                                                                                                   б
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                                              а                                                                                                   б

                                              в                                                                                                   г

Рис. 2. Электрофореграммы продуктов амплификации Q. Robur, с ISSR-праймером: а — UBC807; 
б — UBC811; в — UBC841; г — UBC834; ДНК-маркер — Step50+ (Biolabmix); лунки 1–10 — 
образцы первой популяции

Fig. 2. Electrophorograms of Q. Robur amplification products, with ISSR-primer: а — UBC807; б — 
UBC811; в — UBC841; г — UBC834; DNA marker — Step50+ (Biolabmix); wells 1–10 are 
samples of the first population

популяций Q. robur были рассчитаны основные 
показатели генетической изменчивости (табл. 6).

Основные показатели генетического разно-
образия Q. Robur несколько выше в первой по-
пуляции, в том числе значение полиморфизма 
выше на 10 %. 

Далее был проведен молекулярный анализ об-
разцов ДНК дуба черешчатого с SSR-праймерами 
(рис. 3). Как видно из рис. 3, для двух популяций 
дуба черешчатого каждый из представленных 
локусов является полиморфным. 

Для праймера QR-Zag11 наблюдается один 
аллель на локус для образцов № 1 и № 5 пер-

вой популяции, размер ампликона составляет 
300 п. н., для образца № 4 первой популяции — 
250 п. н., для образцов № 2 и № 3 второй попу-
ляции — 250 п. н., для всех остальных образцов 
наблюдали два аллеля размерами 250 и 300 п. н. 
Для праймера QR-Zag39 наблюдается один ал-
лель размером 140 п. н., для образцов № 2 и 
№ 4 первой популяции и образцов № 1, № 2, 
№ 4 второй популяции и два аллеля размерами 
140 и 170 п. н. для остальных образцов. Для 
праймера QR-Zag110 наблюдается один аллель, 
но разной длины размером 220...270 п. н. для 
разных образцов.
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Т а б л и ц а  5
Частота ISSR-маркеров двух изученных 

популяций Q. Robur
Frequency of ISSR markers of the two studied  

populations of Q. Robur

Название 
праймера

Длина 
фрагмен-
тов (п. н.)

Частота встречаемости 
фрагмента в популяциях

Популяция 1 Популяция 2

UBC807

300 1,00 0,11
400 0,50 0,22
425 0,67 0
500 0,22 0,22
550 0,22 0
600 1,00 0
625 1,00 0
900 0 0,11
1000 0 0,22

UBC811

275 0 0,44
400 0,89 0,44
450 1,00 0,56
500 0,89 0,56
550 1,00 0
600 0,22 0,44
700 0,11 0,33
850 0,11 1,00

Название 
праймера

Длина 
фрагмен-
тов (п. н.)

Частота встречаемости 
фрагмента в популяциях

Популяция 1 Популяция 2

UBC815

300 0,11 0
350 0,33 0,22
400 0,11 0,11
425 0,33 0,56
475 0,22 0
600 0,89 0,33
700 0,67 0,33
800 0,78 0

UBC826

300 0,78 0,33
400 0,11 0
450 0,67 0,56
500 0,67 0,56
600 0,11 0,44
800 0,22 0,44
900 1,00 0,56

UBC834

225 0,44 0
300 1,00 0,56
325 0,22 0
400 0,89 0,56
450 0,22 0
650 0,44 0
700 0,22 0,11

UBC835

250 0,33 0,11
300 0,67 0,78
350 0,89 0,11
400 0,44 0
450 0 0,78
500 0,33 0,22
520 0,56 0
800 0,22 0
950 0,67 0
1000 0 0,22

UBC836

350 1,00 0,67
400 0,22 0,67

450 0,78 0,11
480 0,33 0
550 0,22 0
600 0,11 0
700 0 0,33
1000 0,89 0,44

UBC840

250 1,00 0,78
350 0,78 0,33
500 0,78 0,44
550 0,78 0,44

UBC841

250 0,44 0,56
280 1,00 0,56
350 0,89 0,33
400 0,89 0,33
500 0,78 0,56
520 0,44 0

Т а б л и ц а  4
Анализ ISSR-спектров изученных 

популяций Q. Robur
Analysis of ISSR spectra of the studied populations  

of Q. Robur

Прай-
мер

Но-
мер 

попу-
ляции

Грани-
ца длин 
локусов 
спектра, 

п.н.

Число 
локу-
сов в 
спек-
тре

Число 
поли-
морф-
ных 

локусов

Поли-
морф-
ность, 

%

UBC807 1 300...1000 9 3 33,32

UBC811 1 275...850 8 3 37,52

UBC815 1 300...800 8 4 50,02

UBC826 1 300...900 7 2 28,52

UBC834 1 225...700 7 4 57,12

UBC835 1 250...1000 10 5 50,02

UBC836 1 350...1000 8 4 50,02

UBC840 1 250...550 4 2 50,02

UBC841 1 300...520 6 2 33,32

Окончание табл. 5
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Для праймера QR-Zag96 наблюдается от 
одного до двух аллелей на локус. Один аллель 
размером 150 п. н. для образцов № 1 и № 5 
первой популяции и для образцов № 2, № 4, 
№ 5 второй популяции, два аллеля размерами 
150 и 170 п. н. для образцов № 2 и № 4 первой 
популяции и для образцов № 1, № 3 второй 
популяции. Два аллеля размером 150 и 200 п. н. 
отмечено для образца № 3 первой популяции 
(см. рис. 3). 

Спектр продуктов амплификации свидетель-
ствует о том, что для оценки полиморфизма 
данных популяций SSR-праймеры показали 
меньшую эффективность, чем ISSR-праймеры.

Выводы
Установлена эффективность для анализа 

полиморфизма ДНК Q. Robur девяти из 18 про-

тестированных ISSR-праймеров. На основании 
анализа полученных электрофореграмм уста-
новлено, что число ISSR-фрагментов на общую 
проанализированную выборку варьировало  
от 4 (праймер UBC840) до 10 (праймер UBC835). 
Длина фрагментов укладывалась в диапазон от 
225 п. н. (праймер UBC834) до 1000 п. н. (прай-
меры UBC807, UBC835, UBC836), наибольшая 
полиморфность (50…57 %) установлена с по-
мощью праймеров UBC815, UBC834, UBC835, 
UBC836 и UBC840.

По выборкам дуба черешчатого из Волго-
градской области показана изменчивость пока-
зателей «число аллелей на локус» и «ожидаемая 
гетерозиготность», а также уникальные локусы, 
характеризующие изменчивость внутри вида на 
границе ареала, что может быть использовано 
в дальнейшей селекционной работе. 

                                              а                                                                                                   б

Рис. 3. Электрофореграммы продуктов амплификации Q. Robur с SSR-праймерами: а — QR-Zag11 
(1–10 лунки), QR-Zag39 (11–19 лунки); б — QR-Zag96 (1–10 лунки), QR-Zag110 (11–19 лунки); 
ДНК-маркер — Step50+ (Biolabmix); 1–5, 11–15 лунки — образцы 1–5 первой популяции; 
6–10 лунки — образцы 1–5 второй популяции, 16–19 лунки — образцы 1–4 второй популяции

Fig. 3. Electrophorograms of Q. Robur amplification products with SSR-primers: a — QR-Zag11 (1–10 
wells), QR-Zag39 (11–19 wells); б — QR-Zag96 (1–10 wells), QR-Zag110 (11–19 wells); DNA 
marker — Step50+ (Biolabmix); holes 1–5, 11–15 are samples 1–5 of the first population; holes 6–10 
are samples 1–5 of the second population, holes 16–19 are samples 1–4 of the second population

Т а б л и ц а  6
Показатели генетического разнообразия двух популяций Q. Robur

Indicators of the genetic diversity of two populations of Q. Robur

Номер 
популяции

Абсолютное 
число аллелей 

на локус, na

Эффективное 
число аллелей 

на локус, ne

Ожидаемая 
гетерозиготность, HE

Индекс 
Шеннона, I Полиморфизм, %

1 1,75 ± 0,44 1,44 ± 0,38 0,25 ± 0,19 0,38 ± 0,27 74,63
2 1,67 ± 0,47 1,36 ± 0,35 0,22 ± 0,19 0,34 ± 0,27 67,16
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Установлено, что все показатели генетиче-
ского разнообразия были несколько выше у пер-
вой популяции (na = 1,75 ± 0,44, ne = 1,44 ± 0,38,  
HE = 0,25 ± 0,19). В первой популяции поли-
морфизм был выше на 10 %, т. е. вторая попу-
ляция содержит генетически более гомогенные 
деревья.

Видоспецифичность микросателлитных 
праймеров позволяет использовать их, напри-
мер, при генетической паспортизации вида. Ме-
жмикросателлитные праймеры характеризуют 
полиморфизм внутри популяций и между ними.

Выявление популяций дуба черешчатого, 
обладающих высоким полиморфизмом межми-
кросателлитных локусов, является крайне важ-
ным направлением исследовательских работ в 
целях увеличения количества популяций дуба 
для его сохранения и воспроизводства, отбора 
ценных генотипов, устойчивых к различным 
типам стресса. 

Работа выполнена по теме Государствен-
ного задания «Поиск селекционно-ценного ге-
нетического материала для создания новых 
генотипов древесно-кустарниковых пород 
методами молекулярной селекции» (№ FNFE-
2022-0009).
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MOLECULAR GENETIC ANALYSIS OF QUERCUS ROBUR L 
POPULATIONS BASED ON POLYMORPHISM  
OF ISSR- AND SSR-MARKERS

A.F. Ryabukha, P.A. Kuz’min
Federal Scientific Center for Agroecology, Integrated Land Reclamation and Protective Afforestation of the 
Russian Academy of Sciences, 97, Universitetskiy av., 400062, Volgograd, Russia

ryabuha-af@vfanc.ru
A molecular genetic analysis of two populations of Quercus robur L from the Volgograd region was carried 
out using ISSR and SSR analysis methods (the first population from the arboretum plantations of the Federal 
Research Center for Agroecology of the Russian Academy of Sciences, Volgograd, the second population 
from the Nizhnevolzhsky Experimental Station for tree breeding; Kamyshin). Nine of the 18 ISSR primers 
tested were found to be most effective for analyzing polymorphism within and between populations. The 
number of loci in the spectrum ranged from 4 to 10, depending on the primer. The UBC835 primer produced 
the largest number of loci in the spectrum (n = 10), and the greatest polymorphism (50…57 %) was found 
using UBC815, UBC834, UBC835, UBC836, and UBC840 primers. The main parameters of the genetic 
diversity of populations have been determined. It was found that all indicators were slightly higher in the 
first population (na = 1,75 ± 0,44, ne = 1,44 ± 0,38, HE = 0,25 ± 0,19). In the first population, polymorphism 
was higher by 10 %, meaning that the second population contains genetically more homogeneous trees. 
The electrophoregram obtained with UBC811 and UBC834 primers revealed unique DNA fragments 
characterizing variability within the species, which can be used in further breeding work. It has been shown 
that the use of SSR primers is less effective in assessing the polymorphism of these populations of Quercus 
robur L in comparison with ISSR primers. However, the microsatellite primers studied are species-specific, 
which makes it possible to use them, for example, in the genetic certification of a species.
Keywords: oak petiolate, DNA polymorphism, molecular markers
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