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Микросателлиты, как высокополиморфные маркеры, являются ценным инструментом в идентификационных 
и популяционных исследованиях. В целях формирования подходов к судебно-экспертной ДНК-идентификации 
при расследовании дел о незаконных рубках протестированы 17 SSR-маркеров сосны обыкновенной (Pinus syl
vestris L.) с использованием ДНК растений, произрастающих в западной и восточной частях Республики Бела
русь. Показана высокая информативность для шести микросателлитных маркеров. Установлена потенциальная 
возможность применения комплекса отобранных маркеров для ДНК-идентификации образцов древесины сосны 
обыкновенной в судебной экспертизе.
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Microsatellites as highly polymorphic markers are a valuable tool in identification and population studies. In order to 
form approaches to forensic DNA identification in the investigation of illegal logging cases, 17 SSR markers of Scots pine 
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(Pinus sylvestris L.) were tested using DNA from plants growing in the western and eastern parts of the Republic of Belarus. 
High information content was shown for six microsatellite markers. The potential possibility of using a complex of selected 
markers for the purpose of DNA identification of Scots pine wood samples in forensic examination has been established.

Keywords: Scots pine; illegal logging; SSR markers; DNA identification.

Введение
Лесная отрасль в Республике Беларусь находится под постоянным контролем государства, вместе с тем 

нередки случаи нарушения законодательства в сфере охраны окружающей среды, такие как незаконные 
рубки, незаконное уничтожение, изъятие или повреждение лесных насаждений, а также нарушения тамо
женного законодательства, главным образом связанные с недекларированием либо недостоверным декла
рированием лесо- и пиломатериалов, пилопродукции. Преимущественно объектом незаконных действий 
становится сосна обыкновенная (Pinus sylvestris L.) как наиболее распространенный и хозяйст венно 
ценный вид древесных растений Республики Беларусь. До настоящего времени экспертное сопровожде
ние дел в сфере рационального природопользования, нелегального оборота древесины и лесопродук
ции хвойных пород базировалось главным образом на методах макродиагностики (дендрохронология) 
и микродиаг ностики (морфология строения). С развитием молекулярной генетики данная методология мо
жет быть успешно дополнена анализом полиморфизма ДНК, поскольку хвойные породы содержат в своем 
геноме до 75 % повторяющихся элементов [2]. Удобным инструментом при этом являются микросателлит
ные маркеры, к которым относятся короткие последовательные повторы (simple sequence repeats, SSR). 

Анализ работ отечественных и зарубежных авторов в области изучения генетического разнообразия 
сосны обыкновенной позволяет сделать вывод, что наиболее перспективными для ДНК-идентификации 
являются следующие SSR-маркеры ядерной ДНК: Psyl17, Psyl42, Psyl19, PtTX4011, PtTX4001, Psyl44, 
Psyl18, Psyl16, Psyl36, Psyl25, Psyl2, SsrPt-сtg4363, Spac11.4, Psyl57, LOP1, LOP3, PtTX3025. Исследо
вание естественных популяций сосны в Российской Федерации (60 и 240 образцов), Литовской Респу
блике (400 образцов), Республике Польша (384 образца), Чешской Республике (180 образцов), а также 
растений, отобранных на искусственной лесосеменной плантации в Республике Беларусь, показало, 
что вышеперечисленные маркеры являются полиморфными и имеют от 2 аллельных вариантов (Psyl25) 
до 21 аллельного варианта (PtTX4001) [3– 9]. В Российской Федерации маркеры Psyl19, PtTX4011, 
PtTX4001, Spac11.4 успешно апробированы в генетической экспертизе незаконного оборота древесины 
сосны обыкновенной [10].

Цель данной работы – тестирование 17 микросателлитных локусов ядерной ДНК (Psyl17, Psyl42, 
Psyl19, PtTX4011, PtTX4001, Psyl44, Psyl18, Psyl16, Psyl36, Psyl25, Psyl2, SsrPt-ctg4363, Spac11.4, Psyl57, 
LOP1, LOP3, PtTX3025) в качестве маркеров для изучения генетического разнообразия популяций сос ны 
на территории Республики Беларусь и оценка их информативности при использовании в судебно-экс
пертной практике для ДНК-идентификации образцов древесины по делам о незаконных рубках, незакон
ном уничтожении, изъятии или повреждении лесных насаждений.

Материалы и методы исследования
Объектами исследования являлись растения сосны обыкновенной из двух естественных субпопуля

ций, произрастающие в западной (Гродненская область (46 образцов)) и восточной (Могилёвская область 
(42 образца)) частях Республики Беларусь. Материалом для исследования послужила ДНК сосны, полу
ченная путем экстракции из радиальных кернов диаметром 4 –5 мм, содержащих древесину от коры до 
сердцевины дерева. Выделение ДНК из древесины осуществляли модифицированным методом Танга1. 
Для целевой амплификации SSR-маркеров были сформированы четыре мультилокусные тест-системы, 
включающие флуоресцентные праймеры со структурой, аналогичной структуре, описанной в литера
турных источниках [11–15]. Продукты амплификации ДНК с праймерами тест-системы анализировали 
методом капиллярного гель-электрофореза на автоматическом генетическом анализаторе Applied Biosys-
tems 3500 Genetic Analyser (Thermo Fisher Scientific, США), используя программное обеспечение Gene
Mapper IDX Software 1.4. Доказательством аллельной принадлежности пиков в ПЦР-спектрах послужили 
воспроизводимые результаты амплификации (не менее трех повторов), ПЦР-продукты которых соответ
ствовали аллельным диапазонам микросателлитных локусов, указанным в литературных источниках.

Основные показатели генетической изменчивости и криминалистические параметры рассчитыва
ли с помощью программных средств GenAlEx 6.5, Forensic statistics analysis toolbox (FORSTAT) 1.0, 

1DNA extraction for sunflower PCR and RFLP analysis (small quantity) [Electronic resource]. URL: http://www.zoology.ubc.
ca/~rieseberg/RiesebergResources/wp-content/uploads/2011/10/Knap-Burke-Lab-CTAB-DNA-Extraction-Protocol.pdf (date of access: 
20.12.2020).
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Cervus 3.0.7 и Genepop 4.7.0 [16 –19]. Оценку частоты нуль-аллелей осуществляли посредством про
граммных продуктов MicroChecker 2.2.3 [20], Cervus 3.0.7, Genepop 4.7.0. Проверку на сцепленность 
наследования маркеров проводили с использованием программ Genepop 4.7.0 и Arlequin 3.5.1.3 [21]. 
Анализ популяционной структуры выполняли с помощью программных средств Structure 2.3.4 и Struc
ture Harvester 2 [22].

Результаты и их обсуждение
Генотипированием 88 образцов ДНК белорусской популяции сосны обыкновенной установлено, что 

все 17 микросателлитных маркеров являются полиморфными. Наименьший уровень полиморфизма об
наружен у маркера Psyl25 (2 аллели), а наибольшее количество аллельных вариантов зарегистрировано 
для маркеров Spac11.4 (17), Psyl16 (14) и LOP1 (13). Показатели генетического разнообразия популя
ции сосны обыкновенной представлены в табл. 1. 

Т а б л и ц а  1
Показатели генетического разнообразия популяции  

сосны обыкновенной по 17 микросателлитным маркерам
Ta b l e  1

Indicators of genetic diversity of the Scots pine  
population by 17 microsatellite markers

Маркер Na Ne Ho He DF c2 F

Spac11.4 17 6,772 0,875 0,852 136 182,732 – 0,027
SsrPt-сtg4363 10 3,209 0,648 0,688 45 42,570 0,059
LOP1 13 3,182 0,614 0,686 78 76,053 0,105
Psyl57 7 2,221 0,511 0,550 21 47,959 0,070
LOP3 5 1,221 0,193 0,181 10 1,006 – 0,069
PtTX3025 9 3,060 0,455 0,673 36 197,572* 0,325
Psyl17 10 4,326 0,716 0,769 45 53,279 0,069
Psyl42 4 3,218 0,670 0,689 6 4,237 0,027
Psyl19 4 1,149 0,136 0,130 6 0,471 – 0,051
PtTX4001 11 4,835 0,739 0,793 55 61,014 0,069
PtTX4011 7 2,518 0,466 0,603 21 51,105* 0,227
Psyl44 3 1,047 0,023 0,045 3 38,441* 0,491
Psyl18 4 1,084 0,057 0,077 6 38,494* 0,265
Psyl16 14 5,934 0,761 0,831 91 234,337* 0,084
Psyl36 3 1,299 0,216 0,230 3 0,825 0,061
Psyl25 2 1,011 0,011 0,011 1 0,003 – 0,006
Psyl2 3 1,282 0,227 0,220 3 0,214 – 0,033

П р и м е ч а н и е. Na – число аллелей на локус; Ne – эффективное число аллелей на локус; Ho и He – на
блюдаемая и ожидаемая гетерозиготность соответственно; DF – число степеней свободы; F – индекс фикса
ции Райта; * – p < 0,05 (с поправкой Бонферрони).

Для локусов Psyl17, PtTX4001, PtTX4011, Psyl44, Psyl18, Psyl16, Psyl2, Spac11.4, SsrPt-сtg4363, Psyl57, 
LOP1, LOP3, PtTX3025, имеющих, согласно литературным данным, ди- и тринуклеотидные тандемные 
повторы, установлено наличие микровариантов, отличающихся от основной аллели на один нуклеотид.

Анализ полиморфизма и частот встречаемости аллелей тестируемых локусов показал унимодаль
ный характер распределения аллелей для маркеров Psyl19, PtTX4011, Psyl44, Psyl18, Psyl36, Psyl2, 
Psyl25, Psyl57, LOP3, для которых выявлены мажорные аллельные варианты с частотами встречаемос-
ти от 0,591 (PtTX4011) до 0,994 (Psyl25) (см. рисунок). Схожий характер распределения аллельных 
вариантов для маркеров PtTX4001, PtTX4011, Psyl44, Psyl42, Psyl18, Psyl16, Psyl2, Spac11.4, Psyl57 был 
показан в работе [5], посвященной анализу генетического разнообразия литовской популяции сосны 
обыкновенной.

2Structure Harvester [Electronic resource]. URL: http://taylor0.biology.ucla.edu/structureHarvester/ (date of access: 20.12.2020).
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С учетом низкого полиморфизма и крайне низкого эффективного числа аллелей на локус ДНК-маркеры 
LOP3, Psyl19, Psyl36, Psyl44, Psyl18, Psyl25, Psyl2 были исключены из дальнейшего исследования как 
малоинформативные для криминалистического ДНК-анализа. 

Расчет значения критерия c2 выявил достоверное (с учетом поправки Бонферрони) несоответствие 
распределению Харди – Вайнберга для трех SSR-маркеров (PtTX3025, PtTX4011 и Psyl16) в совокуп
ной выборке сосны обыкновенной. Анализ генотипов с использованием программных средств Micro 
Checker 2.2.3, Cervus 3.0.7 и Genepop 4.7.0 позволил сделать вывод, что избыток гомозигот для микросател
литных маркеров PtTX4011 и PtTX3025 может быть связан с присутствием нуль-аллелей с суммарными 
частотами 0,115 3 и 0,193 1 соответственно. На предположительное наличие нуль-аллелей для маркера 
PtTX4011 указывалось ранее при исследовании генетического разнообразия сосны обыкновенной, про
израстающей в польской и чешской популяциях, а для маркера PtTX3025 – в польской популяции [7; 8]. 
По причине высокого уровня нуль-аллелей (более 10 %) в белорусской популяции сосны обыкновенной 
ДНК-маркеры PtTX4011 и PtTX3025 также были исключены из дальнейшего исследования. 

Попарный анализ восьми оставшихся рассматриваемых локусов с использованием программных 
средств Genepop 4.7.0 и Arlequin 3.5.1.3 указал на возможное сцепленное наследование аллелей локу
сов SsrPt-сtg4363 и LOP1, Psyl17 и Psyl16, Psyl42 и Psyl16. Поскольку для выяснения статистической 
корректнос ти расчета генетической сцепленности маркеров необходимо более расширенное исследо
вание, маркеры Psyl16 и LOP1 также были исключены из дальнейшего анализа. 

По итогу рассмотрения основных показателей генетической изменчивости, оценки частоты нуль-
аллелей и сцепленности маркеров для криминалистического ДНК-анализа сосны обыкновенной были 
отобраны шесть микросателлитных маркеров ядерной ДНК: Psyl17, Psyl42, PtTX4001, SsrPt-сtg4363, 
Spac11.4, Psyl57. 

При оценке криминалистических параметров исследуемых маркеров значения совокупного исключаю-
щего (CPE) и совокупного дискриминирующего (CPD) потенциалов составили 0,977 230 и 0,999 998 2 
соответственно. При этом наиболее информативными для генетической идентификации были маркеры 
Psyl17, PtTX4001, Spac11.4, значения информационного содержания полиморфизма которых превы-
шали 0,7 (табл. 2). Вероятность случайного совпадения генотипов, рассчитанная по выявленным часто
там аллелей, составила 1,781 617 ⋅ 10– 6.

Т а б л и ц а  2
Криминалистические параметры шести наиболее перспективных  

микросателлитных маркеров сосны обыкновенной
Ta b l e  2

Criminalistic parameters of the six most promising  
Scots pine microsatellites markers

Маркер PIC PE PD

Psyl17 0,737 6 0,453 3 0,909 3
Psyl42 0,634 4 0,384 1 0,846 8
PtTX4001 0,765 3 0,490 5 0,922 8
SsrPt-сtg4363 0,636 8 0,352 1 0,852 0
Spac11.4 0,838 4 0,744 7 0,952 7
Psyl57 0,523 3 0,197 6 0,762 4

П р и м е ч а н и е. PIC – информационное содержание полимор
физма; PE – исключающий потенциал; PD – дискриминирующий по-
тенциал.

Исследование уровня генетической подразделенности популяций сосны обыкновенной методом мо
лекулярной дисперсии (AMOVA) на основе генотипов в формате шести локусов показало, что бóльшая 
часть общей генетической вариабельности обусловлена изменчивостью внутри популяции, достигаю
щей 99,0 %, межпопуляционная изменчивость при этом составляет 1,0 % (при p < 0,05).

В целях оценки применимости тестируемых маркеров для установления в экспертной практике места 
произрастания отдельных растений проведен кластерный анализ белорусской популяции сосны с ис
пользованием программного средства Structure 2.3.4 и последующей обработкой результатов в прог-
рамме Structure Harvester. Установлено, что исследованные выборки сосны образуют единый кластер. 
Скорее всего, это является следствием недостаточности полиморфизма генотипов из шести локусов 
для выявления генетической вариабельности регионального характера.



94

Экспериментальная биология и биотехнология. 2022;1:90–98
Experimental Biology and Biotechnology. 2022;1:90–98



95

Краткие сообщения 
Short Communications

Ра
сп

ре
де

ле
ни

е 
ча

ст
от

 в
ст

ре
ча

ем
ос

ти
 а

лл
ел

ей
  

17
 м

ик
ро

са
те

лл
ит

ны
х 

ма
рк

ер
ов

 с
ос

ны
 о

бы
кн

ов
ен

но
й

A
lle

le
 fr

eq
ue

nc
y 

di
st

rib
ut

io
n 

by
 1

7 
m

ic
ro

sa
te

lli
te

 m
ar

ke
rs



96

Экспериментальная биология и биотехнология. 2022;1:90–98
Experimental Biology and Biotechnology. 2022;1:90–98

Заключение
В результате анализа генетического разнообразия сосны обыкновенной, произрастающей на терри

тории Республики Беларусь, показана принципиальная возможность использования системы из шес ти 
микросателлитных маркеров (Psyl17, Psyl42, PtTX4001, SsrPt-сtg4363, Spac11.4, Psyl57) для ДНК-иден-
тификации растений в судебно-экспертной практике при сопровождении дел о незаконных рубках, неза
конном уничтожении, изъятии или повреждении лесных насаждений. Отобранные в ходе исследования 
маркеры являются высокоинформативными для криминалистического ДНК-анализа сосны обыкновен
ной и имеют значения информационного содержания полиморфизма выше 0,52. Для большинства из 
указанных ДНК-маркеров в белорусской популяции сосны зарегистрированы микроварианты, кото
рые могут рассматриваться как потенциальный источник повышения дискриминирующей силы SSR-
маркеров. Использование комплекса из шести микросателлитных локусов ядерной ДНК позволяет 
достигнуть значения совокупного дискриминирующего потенциала 0,999 998 2. В то же время рассчи
танная вероятность случайного совпадения 1,781 617 ⋅ 10– 6, соответствующая вероятности случайного 
совпадения генотипов для 1 из 561 288 растений, является недостаточной для однозначной иденти
фикации растений, учитывая общий размер популяции сосны обыкновенной в Республике Беларусь. 
В связи с этим вопрос о формировании системы маркеров, информативных для экспертного сопро
вождения дел в сфере рационального природопользования, нелегального оборота древесины и лесо
продукции хвойных пород, остается открытым и требует дальнейшей работы по поиску перспектив
ных SSR-маркеров в дополнение к комплексу из отобранных шести локусов (Psyl17, Psyl42, PtTX4001, 
SsrPt-сtg4363, Spac11.4, Psyl57).
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