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`	На � клонах карельской 
березы (Betula pendula Roth var 
carelica merсkl.) из коллекции 
карельской березы лаб. генетики 
НИИЛГиС , одном образце 
березы повислой (Betula pendula 
Roth.) и одном образце березы 
пушистой (B. pubescens Ehrh.), 
взятых из природы в качестве 
контроля, проанализирована 
возможность использования ПцР с 
полуслучайными 12- и 15-членными 
праймерами — semi-RAPD для 
их молекулярной паспортизации. 
Выявлены праймеры, дающие 
наиболее высокий процент 
полиморфных маркеров. 
данные праймеры могут быть 
рекомендованы для типирования 
образцов березы.
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МоЛекуЛярная паспортизация  
кЛонов кареЛьской березы при поМощи  
пцр c поЛусЛучайныМи прайМераМи 

ВВЕДЕНИЕ

Молекулярное маркирование находит широкое применение как в фунда-
ментальной генетике, так и в прикладных отраслях биологической науки. Од-
ним из его приложений является паспортизация ценных генотипов. Молеку-
лярные маркеры (мм), основанные на применении ПЦР являются наиболее 
активно используемыми в силу простоты и дешевизны метода (Гостимский и 
др., 2005; Хлёсткина, Салина, 2006). Одним из наиболее распространенных  
из них является RAPD (random amplified polymorphic DNA — случайная ам-
плифицированная полиморфная ДНК). Метод не требует знаний последо-
вательности ДНК-мишени. RAPD-маркеры генерируются амплификацией 
случайных сегментов ДНК при использовании одиночных праймеров любой 
последовательности (Whilliams et al., 1990). Образующиеся ПЦР-продукты 
являются генотип-специфичными и могут быть легко разделены в агарозном 
геле. Этот метод нерадиоактивный, требует нанограммы ДНК и применим к 
широкому спектру видов. Как правило, в работе используют десятинуклео-
тидные праймеры, содержащие более 50 % GС. Однако, можно использовать 
и более протяженные праймеры, но при этом температура их отжига должна 
быть значительно ниже оптимальной. Для увеличения количества комбинаций 
ПЦР можно использовать не отдельные праймеры, а комбинировать их в пары. 
«Двупраймерный» RAPD дает больше мелких фрагментов, чем стандартная 
методика; при этом больше половины синтезированных продуктов отличаются 
от «однопраймерного» RAPD (Welsh , McClelland, 1991; Hu et al., 1995)

Менее распространенным на данный момент является метод, основанный 
на использовании праймеров, содержащих консервативную и случайную части. 
В качестве консервативных частей используют последовательности ДНК двух 
(левой и правой) интрон-экзонных границ. В работах Пржетакевич и соавт. 
(Przetakewicz et al., 2002) и Гавел и соавт. (Gawel et al., 2002),  консервативные 
части праймеров составляли в длину 7 и 9 нуклеотидов, а их последователь-
ности были следующими: AGCAGGT и ACTTACCTG. В различных источниках, 
говоря о данном методе, используют термины «полуспецифичные праймеры» 
(semi-specific primers) или «полуслучайные маркеры» (semi-random markers) 
(Przetakewicz et al., 2002; Gawel et al., 2002), нам кажется логичным обозна-
чить метод как semi-RAPD, поскольку он имеет много общих черт с RAPD, но 
отличается от него полуслучайной последовательностью праймеров, а следо-
вательно и частично предопределенным местом их отжига. Метод хорошо себя 
зарекомендовал при картировании пшеницы, тритикале и картофеля, редиса. 

Карельская береза (Betula pendula Roth var carelica Merсkl.) представляет 
большую хозяйственную ценность, благодаря высокодекоративной узорчатой 
текстуре древесины. В лаб. генетики ФГУП НИИЛГиС разработаны техноло-
гические приемы клонального микроразмножения взрослых (20–40-летних) 
экземпляров хозяйственно ценных узорчатых форм (Бутова и др., 1990; Машки-
на и др., 1999). Клоны, полученные на их основе, в подавляющем большинстве 
случаев имеют нормальный фенотип и развитие, сохраняют специфичные для 
их исходных генотипов особенности роста. К их числу относятся использован-
ные в данной работе клоны высокоствольной (клоны Ю и Ш-3), а также ко-
роткоствольной (клон А) формы. В тоже время в процессе микроклонального 
размножения отмечены случаи сомаклональной изменчивости. Она проявилась 
как на уровне отдельных пробирочных растений (формирующих вместо корней 
каллусоподобное образование — клон Л), так и вегетирующих in vivo растений 
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(появление среди клонов высокоствольной формы карель-
ской березы карликов). Такие генетические вариации слу-
жат удобной моделью для изучения генетики развития.

Целью данной работы было исследование возмож-
ности использования ПЦР с полуслучайными праймера-
ми для молекулярной паспортизации клонов березы. 

В конкретные задачи работы входило:
1) оценить количество и долю полиморфных ММ, вы-

являемых у клонов березы методами semi-RAPD c 
одиночными 12-членными праймерами, с одиночны-
ми 15-членными праймерами и их двупраймерными 
комбинациями;

2) выявить полиморфные маркеры, характеризующие 
исследуемые клоны березы;

3) выявить праймеры, перспективные для молекулярно-
го маркирования клонов березы.

МатЕрИал И МЕтоДы

В работе использовались клоны из коллекции ценных ге-
нотипов карельской березы, поддерживаемой в длительной 
культуре (in vitro) — свыше 10 лет. Клоны А и Ш-3 были 
получены путем прямой регенерации (пролиферация пазуш-
ных меристем узлового сегмента), а клоны Л и Ю — путем 
регенерации растений через стеблевые каллусные культуры 
с последующим их микрочеренкованием и длительным куль-
тивированием на питательных средах без гормонов. Клон 
Л характеризуется способностью обазовывать каллусопо-
добные структуры вместо корней в культуре in vitro (рис. 1) 
(Машкина и др., 1999; Машкина, Табацкая, 2005). Исходные 
деревья карельской березы финского происхождения отоб-
раны в испытательных культурах проф. М. М. Вересина. 
Характеристика клонов представлена в таблице 1.

В качестве контроля использовались нормальные по 
фенотипу деревья березы повислой (Betula pendula Roth) 
и березы пушистой (B. pubescens Ehrh.).

ДНК выделяли по модифицированной нами ранее ме-
тодике Дрейпера и Скотта (Matveeva et al., 2003).

ПЦР проводили в объеме 50 мкл с использованием ам-
плификатора «Терцик» («ДНК-технологии»). Реакцион-
ная смесь содержала 10 нг ДНК, 10 пкМ праймера (-ов), 
2,5 U Taq полимеразы (Силекс M), буфер, предложенный 
фирмой-производителем фермента (концентрация Mg2+ 
в 1 × буфере Силекс M составляет 2,5 мМ) и 200 мкM 
каждого dNTP. Semi-RAPD анализ был проведен в двух 
вариантах: с использованием 12-и 15-членных прайме-
ров, последовательности которых приведены в таблице 2, 
а схематичное изображение — на рисунке 2. Праймеры 
синтезированы фирмой «Синтол». Для каждого варианта 

Клон № исходного дерева Форма Морфо-биологические особенности клона

А ПК-2
Коротко- 
ствольная

Нормальный фенотип, хороший рост, развитые корни. Укореняемость 
микропобегов — 94,9 ± 1,9 %

Л

7319, получено 
от свободного 

опыления дерева 
ПК-2

Коротко- 
ствольная

Сомаклональный вариант с комплексом измененных признаков. Хороший рост 
побегов в высоту, при полном отсутствии способности к укоренению. В базальной 
части микропобегов образуется вместо корней морфогенный «каллус». На 
средах без гормонов изолированный «каллус» проявляет гормон-независимость 
и регенерирует множество адвентивных почек и побегов. В пазухе листьев 
закладывается не одна, а группа (2–6 и более) пазушных почек, развивающихся 
в новые боковые побеги в пределах цикла микрочеренкования. Листья 
гофрированные с хорошо выраженными зубчатами краями (сложнопильчатые)

Ю Ш-3
Высоко- 

ствольная
Нормальный фенотип, хороший рост в высоту, развитые корни. Укореняемость 
микропобегов — 90,9 ± 1,6 %

Ш-3 Ш-3 
Высоко- 

ствольная
Нормальный фенотип, хороший рост в высоту, развитые корни. Укореняемость 
микропобегов — 95,6 ± 2,5 %

Таблица 1 
краткая характеристика клонов узорчатых форм карельской берёзы, находящихся в пробирочной культуре

Рис. 1. Размноженные in vitro клоны карельской березы: 
нормальное по фенотипу растение клона Ю (а) и 
сомаклональный вариант Л (б). Стрелкой показано 
разрастание тканей основания побега.
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использовано по 10 праймеров. Кроме того, проведены 
ПЦР с 22 двупраймерными комбинациями 15-членных 
праймеров.

ПЦР с использованием 12-членных праймеров про-
водили по программе: 5 мин. 93 °C, 33 цикла (17 сек. 
93 °C, 40 сек. 37 °C, 40 сек. 72 °C), далее 5 мин. 72 °C.

ПЦР с использованием 15-членных праймеров прово-
дили по программе: 5мин. 93° C, 7 циклов (17 сек. 93 °C, 
40 сек, 46 °C, 40 сек., 72 °C), 26 циклов (17 сек. 93 °C, 
40 сек. 48 oC, 40 сек., 72 °C), далее 5 мин. 72 °C.

Данные температурные условия реакций были выбраны 
на основании предварительных экспериментов как дающие 
наиболее стабильные и воспроизводимые результаты.

Фрагменты разгоняли в 1%-м агарозном геле на  
1-кратном буфере ТВЭ. В качестве маркера молекуляр-
ных весов использовали 100 bp + 1,5 kb ladder («Сибэн-
зим»), или 1 kb ladder («Медиген»). 

В случае наблюдения межклоновых различий среди 
продуктов реакций проводили повторные ПЦР для оценки 
воспроизводимости результатов.

Документацию результатов осуществляли с использова-
нием системы ввода и анализа изображения («Силекс М»).

статИстИчЕская обработка ДаННых.

Для каждого варианта опыта подсчитывали среднее 
количество ММ для конкретного праймера, или двупрай-
мерной комбинации, его ошибку. Сравнение методов по 

количеству генерируемых ММ проводили с использо-
ванием t-критерия Стьюдента. Кроме того, определяли 
процент полиморфных ММ для каждого варианта опыта 
и его ошибку (Терентьев, Ростова, 1979).

Дендрограмму строили с помощью компьютерного 
пакета TREECON, используя UPGMA метод (Van der 
Peer, de Wachter, 1994). Родство между клонами уста-
навливали путем сравнения профилей амплифицирован-
ных ПЦР-продуктов.

рЕзультаты И обсужДЕНИЕ

В результате ПЦР c полуслучайными праймерами 
наблюдали образование продуктов, размер которых, как 
правило, варьировал от 100 до 2000 нп. Количество про-
дуктов варьировало от 1 до 7. 

Всего при использовании 20 праймеров и 22 двупрай-
мерных комбинаций нами было получено 482 ММ, среди 
которых 99 были полиморфными.

В случае использования 12-членных полуслучайных 
праймеров, среднее количество ММ на реакцию состави-
ло 3,8 ± 0,36 %. Среднее количество ММ на реакцию в 
случае 15-членных праймеров было несколько выше и со-
ставило 4,5 ± 0,45 %, а для двупраймерных комбинаций 
составило 4,1 ± 0,16 % (рис. 3). Показано, что процент 
полиморфных ММ клонов берез при использовании ко-
ротких полуслучайных праймеров составляет 29 ± 7,5 %, 
для длинных полуслучайных праймеров этот показатель 

Название Последовательность 5’–3’

12-членные праймеры

SR1
SR2
SR3
SR4
SR5
SR6
SR7
SR8
SR9

SR10

AGCAGGTCAGGC
AGCAGGTTGCCG
AGCAGGTAGTCA
AGCAGGTAATCG
AGCAGGTAGGTC
AGCAGGTGGTCC
AGCAGGTGAACG
AGCAGGTGTGAC
AGCAGGTGGGTA
AGCAGGTGTGAT

15-членные праймеры

SR11
SR12
SR13
SR14
SR15
SR16
SR17
SR18
SR19
SR20

ACTTACCTGCCCTTC
ACTTACCTGGAGCTG
ACTTACCTGAGCCAC
ACTTACCTGCGCCGT
ACTTACCTGGTCTTG
ACTTACCTGCCTGAC
ACTTACCTGCGGGTG
ACTTACCTGCGTAGG
ACTTACCTGAACGCC
ACTTACCTGTCGCAG

Таблица 2 
Последовательности полуслучайных праймеров

Рис. 3.  Среднее количество продуктов ПЦР, полученных на 
ДНК образцов березы при использовании различных 
праймеров и доля полиморфных ММ среди них

Рис. 2. Схема полуслучайного праймера
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Маркер
Береза 

повислая
Береза 

пушистая

Клоны 
карельской березы

Л Ап Юк Ш-З

Sr4-600 + + + + +

Sr4-800 + + + + +

Sr4-1000 + + + + +

Sr14-200 + + + + +

Sr14-300 + +

Sr14-500 + + + +

Sr14-600 + + + +

Sr15-400 + +

Sr15-900 + + + + +

Sr15-1500 + +

Sr1314-300 + + + + +

Sr1314-450 + + + + +

Sr1314-550 + + +

Sr1314-800 +

Sr1314-1100 + + + + +

Sr1314-1500 +

Sr1314-1800 +

Sr1418-500 + + + +

Sr1418-1000 + +

Sr1418-1600 + + + +

Sr1719-1000 +

Sr1719-1200 + + + + +

Sr1719-1700 +

Таблица 3 
Полиморфные мм и характеристики клонов 
березы, полученные с их помощью

Рис. 4. Результаты ПЦР с праймерами SR4 (А), SR14 (Б), 
SR15 (В) и комбинациями SR13–SR14 (Г), 
SR14–SR18 (Д), SR17–SR19 (Е), с помощью 
которых было амплифицировано наибольшее 
количество ММ.

 Размеры фрагментов указаны на рисунке. 
 Расположение продуктов ПЦР по дорожкам:
 1. Нормальное растение B. pendula
 2. Растение B. pubescens
 3. Клон карельской березы Л
 4. Клон карельской березы А
 5. Клон карельской березы Ю
 6. Клон карельской березы Ш-3

равняется 47 ± 7,5 %, а для их двупраймерных комбина-
ций — 39 ± 5,2 %. Статистический анализ продемонс-
трировал отсутствие достоверных различий по числу ге-
нерируемых фрагментов и степени их полиморфности для 
всех типов использованных праймеров. Из числа проана-
лизированных праймеров и двупраймерных комбинаций 
были выделены те, которые давали максимальное коли-
чество полиморфных фрагментов (рис. 4). Эти прайме-
ры могут быть рекомендованы для типирования ценных 
генотипов березы (включая карельскую). В нашей рабо-
те было показано, что с использованием предложенных 
маркеров можно надежно различать исследованные кло-
ны. При анализе образцов карельской березы было про-
демонстрировано, что каждый из них имеет характерный 
только для него набор маркеров (табл. 3). Вместе с тем, 
некоторые маркеры являются общими для исследованных 
форм карельской березы. Примером таких маркеров мо-
гут служить фрагменты, амплифицированные при помо-
щи комбинации праймеров SR13 и SR14. 

По результатам анализа была построена дендрограмма 
(рис. 5), в которой можно выделить 3 ветви. Наиболее 
 удаленной ветвью является береза повислая. Более 
близкой к изученным клонам является береза пушистая. 
Третья ветвь, представляет собой кластер, разделенный 
на две группы, в которых расположены две подгруппы, 
объединяющие клоны с похожими ПЦР-профилями: 
клоны А и Л, клоны Ш-3 и Ю. Действительно, клоны А 
и Л родственны между собой, т.к. исходное дерево клона 
Л (7319) было отобрано в потомстве от свободного опы-
ления исходного дерева клона А (ПК-2) — таблица 1. 
Клоны же Ш-3 и Ю являются клонами одного исходного 
дерева Ш-3, но полученные разным способом — прямой 
регенерацией (пролиферация пазушных меристем — 
клон Ш-3) или через каллусные культуры (клон Ю). 
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Полученные данные свидетельствуют о возможности 
паспортизации клонов карельской березы методом ПЦР 
с полуслучайными 12- и 15-членными праймерами — 
semi-RAPD. В то же время, хотя клоны Л и А близки 
между собой по ПЦР-профилям, тем не менее фенотип 
А — это норма, а фенотип Л — сомаклональный вари-
ант. Возможно, это связано с изменением экспрессии ге-
нов (эпигенетической изменчивостью). В пользу такого 
предположения свидетельствует выявленное нами ранее 
нарушение баланса фитогормонов у сомаклонального 
варианта (Самсонова и др., 2001).

Интересно отметить, что при использовании двупрай-
мерных комбинаций SR13-SR14 и SR17-SR19 набор амп-
лифицируемых фрагментов, сходный с таковым, получен-
ным на ДНК из образцов карельской березы, наблюдали 
при амплификации фрагментов ДНК другого вида — бе-
резы пушистой. Вместе с тем, при использовании тех же 
праймеров и ДНК-матриц из независимых нормальных 
растений березы повислой наблюдали амплификацию 
фрагментов ДНК других размеров. Полученные данные 
свидетельствуют в пользу ранее высказанных гипотез о 
роли межвидовой гибридизации в происхождении карель-
ской березы (Баранов, 2002; Баранов, Марковская, 2003; 
Ветчинникова, 2005). Вероятно, факт отдаленной гибри-
дизации можно рассматривать как одну из причин изме-
нения свойств древесины берез. Продолжение исследова-
ний с привлечением более обширной выборки позволит 
приблизиться к решению одного из трудных и волнующих 
умы многих ученых вопросов — происхождение карель-
ской березы.

Данная работа осуществлена при финансовой поддержке 
Министерства образования РФ (грант PD02–1.4–142).
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molecular passportization of clones of karelian birch using 
PCR with semi-specific primers 

T. V. Matveeva, O. S. Mashkina, Yu. N. Isakov, L. A. Lutova

` SummARy: using � clones of Karelian birch (Betula pendula 

Roth var carelica merсkl.) from the collection of the karelian birch 

of the laboratory of genetics of Research Institute of Forest Genetics 

and Breeding, Voronezh, one normal tree of Betula pendula Roth. 

and one tree of B. pubescens Ehrh., collected from the nature, we 

have analyzed the possibility of application of PCR with semi-specific 

primers for molecular typing. we found primers with high percentage 

of polymorphic markers. These primers could be recommended for 

molecular typing of birch. 
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