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Аннотация. Представлены результаты микросателлитного анализа перспективных разнопло-
идных гибридов и размноженных in vitro клонов тополя и осины (культуры in vitro и ex vitro), для 
которых был предварительно проведен хромосомный анализ (установлена плоидность и уровень 
миксоплоидии соматической ткани). Отобрано 10 наиболее информативных полиморфных локу-
сов (PMGC2060, PMGC2571, PMGS2679, WPMS12, WPMS14, WPMS20, PMGC433, PMGC2852, 
WPMS5, ORPM344) для идентификации и генотипирования внутривидовых (гибриды тополя бело-
го) и межвидовых (тополь сереющий, т. белый × гибрид (белый × осина), т. дельтовидный × т. баль-
замический) различий; генетической паспортизации индивидуальных генотипов и клонов; оценки 
внутриклоновой генетической однородности и идентичности размноженных in vitro клонов исход-
ным экземплярам. Показана возможность использования микросателлитных маркеров для выделе-
ния аллотриплоидов тополя (2n=3x=57). 
Ключевые слова: тополь, осина, гибриды, размноженные in vitro клоны, SSR, микросателлиты, 

паспортизация, плоидность, миксоплоидия. 

Abstract. The article presents the results of microsatellite analysis of perspective heteroploid hybrids 
and in vitro propagated poplar and aspen clones (cultures in vitro and ex vitro) which were previously s 
ubjected to chromosomal analysis (ploidy and mixoploidy level were established). We selected 10 most 
informative polymorphic loci (PMGC2060, PMGC2571, PMGC2679, WPMS12, WPMS14, WPMS20, 
PMGC433, PMGC2852, WPMS5, ORPM344) for identification and genotyping of intraspecific (hybrids 
of white poplar) and interspecific (grey poplar, white poplar × hybrid (white poplar × aspen), necklace 
poplar × balsam poplar) differences; genetic certification of individual genotypes and clones; assessment 
of inrtaclonal genetic homogeneity and identity of propagated in vitro clones and the original instances. 
The possibility of using of microsatellite markers to highlight poplar allotriploids (2n=3x=57) was shown. 
Keywords: poplar, aspen, hybrids, propagated in vitro clones, SSR, microsatellites, certification, ploi-

dy, mixoploidy. 

Согласно плану мероприятий («дорожной кар-
те») «Развитие биотехнологий и генной инжене-
рии» [1] к 2018 году в России должны появиться 
«плантации быстрорастущего леса», созданные с 
применением методов биотехнологии. Плантан-

© Машкина О. С., Федулова Т. П., Табацкая Т. М., Кон-
дратьева А. М., Шабанова Е. А., 2016 

тационное лесовыращивание, ориентированное 
на ускоренное производство древесины (повыше-
ние ее качества, сокращение сроков выращивания 
и увеличение выхода с единицы площади для обе-
спечения сырьем лесоперерабатывающую про-
мышленность), предусматривает более высокий 
уровень ведения лесного хозяйства с использо-
ванием селекционного (генетически улучшенно-
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го, сортового, элитного) посадочного материала, 
применением высокой агротехники, мелиорации, 
химизации и др. [2]. Повышение продуктивности 
и устойчивости плантационных культур (лесных 
культур целевого назначения) можно обеспечить 
применением современных технологий, в том 
числе, методов культуры in vitro и молекулярного 
маркирования [3,4]. 

Клональное микроразмножение позволяет 
повысить качество посадочного материала за счет 
селективного вегетативного размножения только 
ценных генотипов (форм, гибридов, полиплоидов, 
сортов), трудно размножаемых традиционными 
способами, и получить его в массовом количестве. 
В то же время, для выращивания посадочного ма-
териала с заданными целевыми свойствами не-
обходимо использовать эффективные и надежные 
методы микроклонирования, гарантирующие со-
хранение хозяйственной и генетической ценности 
исходных материнских деревьев и относительную 
генетическую однородность клонированного ма-
териала. Известно, что способ клонального ми-
кроразмножения может повлиять на уровень ге-
нетической изменчивости, а, следовательно, и на 
качество посадочного материала, характер прояв-
ления хозяйственно-ценных признаков у клонов 
[5-8]. В связи с этим актуальным является разра-
ботка надежных методов его генетической оценки 
(генотипирования) (установления его происхож-
дения, генетической паспортизации, определения 
внутриклоновой однородности, фитопатологиче-
ского состояния и др.). На сегодняшний день для 
этих целей успешно применяют ДНК-маркеры 
[3,6,9-12] и хромосомный анализ (определение 
плоидности и уровня миксоплоидии, внутрикло-
новой цитогенетической стабильности) [5,7,8 и 
др.]. 

Использование микросателлитных (SSR) мар-
керов является одним из наиболее информатив-
ных методов, применяемых при исследовании 
внутри- и межвидовой изменчивости, генотипи-
рования материала, размноженного в культуре in 
vitro. Микросателлиты – это тандемные повторы 
с коротким мотивом, низким числом повторов и 
высокой частотой встречаемости в геноме. SSR-
маркеры в полной мере отвечают всем требо-
ваниям, предъявляемым к ДНК-маркерам. Они 
характеризуются широким полиморфизмом, рас-
пространённостью по всему геному, нейтраль-
ностью по отношению к условиям окружающей 
среды; кодоминантным наследованием; доступ-
ностью, невысокой стоимостью; надёжностью и 

воспроизводимостью метода. SSR-анализ вошёл 
в практику генетических исследований с 1994 
года и сейчас достаточно широко используется во 
многих лабораториях мира [11, 13, 14, 15 и др.]. 
В тоже время информативность метода во многом 
зависит от тщательности подбора SSR-локусов, 
выявляющих четко воспроизводимые полиморф-
ные ДНК-фрагменты. 

В ФГБУ «ВНИИЛГиСбиотех» разработаны 
методы клонального микроразмножения хозяй-
ственно-ценных форм, сортов, гибридов и поли-
плоидов березы, тополя и осины, трудно размно-
жаемых обычным черенкованием. Из полученных 
микрорастений созданы опытные плантационные 
культуры указанных пород (возраст которых в на-
стоящее время 15-24 года), а также коллекция цен-
ных и уникальных генотипов для их сохранения 
(консервации) in vitro [16,17]. Коллекция попол-
няется новыми генотипами и длительно (от года 
до 24 лет) поддерживается в условиях in vitro. 

Целью данной работы явилось проведение 
микросателлитного и хромосомного анализа ис-
ходного и клонированного in vitro материала то-
поля и осины для генетической паспортизации 
перспективных генотипов, определения их уров-
ня плоидности, оценки внутриклоновой однород-
ности микроразмноженных клонов, идентично-
сти регенерантов и материнских деревьев. 

МЕТОДИКА ЭКСПЕРИМЕНТА 
Объектами исследований служили: 1) перспек-

тивные для практического использования (быстро-
растущие, продуктивные, с хорошим качеством 
древесины) разноплоидные гибриды тополя бело-
го (Populus alba L.), сереющего (P. canescens Sm.) 
и дельтовидный × бальзамический (P. deltoides 
Marsh. × P. balsamifera L.) в возрасте 28-30 лет; 2) 
размноженные in vitro клоны тополя белого и се-
реющего и продуктивной гнилеустойчивой осины 
(Populus trеmulа L.), произрастающие в Семилук-
ском лесопитомнике Воронежской области (ex vi-
tro, возраст 14 и 17 лет) или находящиеся в проби-
рочной культуре в коллекции длительного (21 год 
- тополь белый, 7 лет – тополь сереющий) хране-
ния in vitro. Перечень образцов, их происхождение 
и плоидность представлены в табл. 1. 

Экстракцию ДНК проводили из молодых 
листьев с использованием модифицированного 
ЦТАБ-метода, позволившего получать из расте-
ний тополя и осины образцы ДНК достаточно вы-
сокой степени чистоты, дающие ПЦР-продукты 
хорошего качества [23]. 
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Таблица 1 
Характеристика исследованных образцов тополя и осины 

№ образца Происхождение Плоид-
ность 

Уровень 
миксопло-
идии, %* 

Тополь белый (разноплоидные гибриды и их размноженные in vitro клоны) 
136/82 Т. белый × т. белый 2n=38 0,0184/82 

143/82 Т. белый × т. белый. Получены О.С. Машкиной [18] с использо-
ванием в гибридизации искусственно синтезированной с помо-
щью повышенной температуры диплоидной (2n) пыльцы. 

2n=57 
13,3 

65/81 25,0 

155/83 Т. белый × гибрид (белый × осина). В гибридизации использова-
лась 2n пыльца [18]. 2n=57 32,1 

Клон 155/83 в пи-
томнике (ex vitro) Получены путем клонального микроразмножения через мери-

стемные культуры [16,17]. 2n=57 
35,4 

Клон 155/83 
in vitro 23,5 

Аллотриплоидный тополь сереющий и его размноженный in vitro клон  
Хоперский 1 Автор сорта - А.И. Сиволапов [19]. 2n=57 32,3 
Клон А в питом-
нике (ex vitro) Получен через меристемные культуры [16,17]. 2n=57 34,4 

Приярский клон in 
vitro 

Получен через меристемные культуры [16,17]. Автор сорта -
А.И. Сиволапов [19]. 2n=38 2,2 

Аллотриплоидные межсекционные гибриды т. дельтовидный х т. бальзамический 
3х-1 Получены Е.М. Гуляевой, использовалась 2n пыльца, синтезиро-

ванная с помощью колхицина [20]. 2n=57 
34,8 

3х-2 35,0 
Эс-38 Получен М.М. Вересиным [21]. 21,5 
Размноженные in vitro через меристемные культуры [16] клоны осины (произрастают в питомнике - (ex vitro) 

15/01, № 5 Исходное дерево (X4) отобрано В.П. Петрухновым в Ботаниче-
ском саду ВГУ [22]. 2n=57 

34,6 
то же, № 6 36,4 
то же, № 8 31,1 
20/04, № 10 Исходное дерево (клон №27) из Обоянского лесхоза 

Курской обл. [22]. 2n=38 10,0
 то же, № 11 11,8 
6/3, № 12 Исходное дерево (X6) отобрано В.П. Петрухновым в Ботаниче-

ском саду ВГУ [22]. 2n=38 
20,0 

то же, № 13 25,0 
то же, № 14 30,0 

* уровень миксоплоидии - суммарное число клеток с отклоняющимся от модального (триплоидного или дипло-
идного) набором хромосом. 

Протестировано 12 специфических SSR-
локусов, перспективных для идентификации 
сортов и клонов рода Populus [24-27] (табл. 
2). Оптимизирован режим амплификации 
для тополя и осины: 3 минуты – предвари-
тельная денатурация при 94 °С; затем 35 ци-
клов: 30 секунд – денатурация при 94 °С, 40 
секунд – отжиг, 20 секунд – элонгация при 
72 °С; 5 минут – завершающая элонгация при 
72 °С. 

В качестве реакционной ПЦР-смеси ис-
пользовали готовый набор «GenPak PCR 
Core» («Isogene», Россия). Детекцию продук-
тов ПЦР осуществляли при помощи электро-
фореза в 3 % агарозном геле. Для подтверж-
дения воспроизводимости результатов все 

этапы анализа были проведены в трехкрат-
ной повторности. 

Для подсчета числа хромосом молодые ли-
стья из распускающихся вегетативных почек 
фиксировали в спиртово-уксусной смеси (3:1) с 
предобработкой 0,002М раствором 8-оксихиноли-
на при температуре 10-14° С в течение 3-х часов. 
Микропрепараты, окрашенные ацетогематокси-
лином, изготавливали по методике [28]. Для каж-
дого образца просматривали по 5 микропрепара-
тов, подсчитывали 30-50 метафазных пластинок. 
Просмотр микропрепаратов осуществлялся на 
микроскопе Микмед 2 при увеличении 40×1,5×10 
и 100×1,5×10. Микрофотосъемку проводили с ис-
пользованием видеоокуляра DCM500 (USB 2.0; 
WEBBERS MYscope 500 M). 
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Таблица 2 
Характеристика микросателлитных локусов и температура отжига 

праймеров тестированных микросателлитных локусов тополя и осины 

Локус Последовательность 
праймеров (5' – 3') 

Т отжига прайме-
ров, °С 

ORPM127 TCAATGAGGGGTGCCATAAT 
CTTTCCACTTTTGGCCCTTT 60 

ORPM344 GGAGATTGTCGGAGAATGGA 
TGGACGTTACGATAGGAGTGG 55 

PMGC2060 CTCTCAAATGCTGATTTACCG 
TCTTCAGTTGCAGTATTCAAAG 56 

PMGC2163 CAATCGAAGGTAAGGTTAGTG 
CGTTGGACATAGATCACACG 56 

PMGC2571 TCTCGCAGATTCATGTAACCC 
GACTGTATGTTGACCATGCCC 56 

PMGC2679 GGAATCCGTTTAGGGATCTG 
CGTCTGGAGAACGTGATTAG 56 

PMGC2852 ATAATCTCCCTAGCTTAATTCC 
GAATAACATGGATAATGTGTTTG 56 

PMGC433 GCAGCATTGTAGAATAATAAAAG 
AAGGGGTCTATTATCCACG 56 

WPMS5 TTCTTTTTCAACTGCCTAACTT 
TGATCCAATAACAGACAGAACA 55 

WPMS12 TTTTTCGTATTCTTATCTATCC 
CACTACTCTGACAAAACCATC 55 

WPMS14 CAGCCGCAGCCACTGAGAAATC 
GCCTGCTGAGAAGACTGCCTTGAC 60 

WPMS20 GTGCGCACATCTATGACTATCG 
ATCTTGTAATTCTCCGGGCATCT 58 

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ 
В результате полимеразной цепной реакции с 

12-ю микросателлитными маркерами 21 образца 
исходного и клонированного in vitro материала 
тополя и осины получены спектры амплифициро-
ванных фрагментов, визуализированных на элек-
трофореграммах, примеры которых представлены 
на рисунке 1. 

По результатам микросателлитного анали-
за нами отобраны 10 наиболее информативных 
локусов: ORPM344, PMGC2060, PMGC2571, 
PMGC433, PMGC2679, PMGC2852, WPMS5, 
WPMS12, WPMS14 и WPMS20 благодаря их 
высокой распознавательной способности. У ис-
следованных образцов всего выявлен 401 SSR-
фрагмент, из которых 309 ампликонов – поли-
морфные. 

Уровень полиморфизма составляет 77,1 %. 
Длина полученных ДНК-фрагментов колеблет-
ся от 90 до 320 п. н. По всем исследованным 
образцам среднее число ампликонов на локус 
– 33,4, максимальное – 45 (локусы WPMS5, 

WPMS14), минимальное – 23 (локусы ORPM127, 
PMGC2163). Среднее число полиморфных ам-
пликонов на локус – 25,8, максимальное – 45 
(локусы WPMS5, WPMS14), минимальное – 7 
(локус PMGC2060). На основании полученных 
данных (наличия и отсутствия 34 амплифици-
рованных фрагментов в 10 отобранных локусах) 
были составлены многолокусные генетические 
паспорта 21 изученных образцов тополя и оси-
ны (табл. 3). Выявлено 8 генотипов тополя (из 
которых гибриды 3х-1, 3х-2 и эс-38 не проявили 
между собой различий, что может быть связано с 
их сходным происхождением), а также 3 геноти-
па (клона) осины. 

Аллотриплоидные гибриды тополя 3х-1, 3х-2 
и эс-38 (Воронежский гигант) можно отличить от 
остальных исследованных генотипов тополя по 
уникальному набору аллелей локусов ORPM344, 
PMGC2679, PMGC2852 и WPMS14. Тополь Хо-
пёрский 1 имеет свойственную только ему (среди 
исследованных генотипов) комбинацию аллелей 
локусов WPMS12 и PMGC2679. 
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Таблица 3 
Генетические паспорта образцов осины и тополя, составленные 

по 10-ти микросателлитным локусам 

Образец 

Локус (п. н.) 

O
R

PM
34

4

PM
G

C
43

3

PM
G

C
20

60

PM
G

C
25

71

PM
G

C
26

79

PM
G

C
28

52

W
PM

S5

W
PM

S1
2

W
PM

S1
4

W
PM

S2
0 

22
0

23
0

24
0

19
0

20
0

21
0

14
0

15
0

10
5

11
0

12
0

90 95 10
0
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Тополь белый 

136/82 1 0 0 0 1 1 1 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 1 1 1 0 0 0 0 1 0 0 

184/82 1 0 0 0 1 1 1 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 1 1 0 1 0 1 1 0 0 0 1 0 0 

143/82 1 0 0 0 1 0 1 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 1 1 0 1 1 1 1 0 0 0 1 0 0 

65/81 0 1 0 0 1 0 1 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 1 1 0 1 0 1 0 0 0 0 1 0 0 

155/83 1 0 0 0 1 1 1 0 0 1 1 0 1 0 1 0 1 1 0 0 1 1 0 0 1 1 0 1 1 1 0 1 0 0 
155/83 (клон в 
питомнике) 1 0 0 0 1 1 1 0 0 1 1 0 1 0 1 0 1 1 0 0 1 1 0 0 1 1 0 1 1 1 0 1 0 0 

155/83 (клон in 
vitro) 1 0 0 0 1 1 1 0 0 1 1 0 1 0 1 0 1 1 0 0 1 1 0 0 1 1 0 1 1 1 0 1 0 0 

Тополь сереющий 

Хопёрский 1 1 0 0 1 1 1 1 1 0 1 0 0 1 1 0 0 1 1 0 0 1 1 0 0 0 1 1 1 0 0 0 1 0 0 
А (клон в пи-
томнике) 1 0 0 1 1 1 1 1 0 1 0 0 1 1 0 0 1 1 0 0 1 1 0 0 0 1 1 1 0 0 0 1 0 0 

П р и я р с  к и й  
(клон in vitro) 1 0 0 1 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 1 1 0 0 1 0 0 1 0 1 0 0 1 1 

Аллотриплоидные гибриды т. дельтовидный х т. бальзамический 
3х-1 1 0 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 0 1 0 0 0 1 1 0 1 1 0 0 1 1 0 0 1 1 1 1 0 0 
3х-2 1 0 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 0 1 0 0 0 1 1 0 1 1 0 0 1 1 0 0 1 1 1 1 0 0 
Эс-38 1 0 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 0 1 0 0 0 1 1 0 1 1 0 0 1 1 0 0 1 1 1 1 0 0 

Осина (клоны в питомнике - ex vitro) 
15/01, № 5 1 0 1 1 0 0 1 0 0 1 1 0 0 0 1 0 0 1 0 1 0 1 0 1 0 0 1 0 1 0 0 1 0 1 
то же, № 6 1 0 1 1 0 0 1 0 0 1 1 0 0 0 1 0 0 1 0 1 0 1 0 1 0 0 1 0 1 0 0 1 0 1 
то же, № 8 1 0 1 1 0 0 1 0 0 1 1 0 0 0 1 0 0 1 0 1 0 1 0 1 0 0 1 0 1 0 0 1 0 1 
20/04, № 10 1 0 1 1 1 0 1 1 0 1 0 0 1 0 1 1 0 1 0 0 1 1 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0
 то же, № 11 1 0 1 1 1 0 1 1 0 1 0 0 1 0 1 1 0 1 0 0 1 1 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 
6/3, № 12 1 0 0 0 1 0 1 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 1 0 1 0 1 1 0 1 0 0 1 0 0 1 0 
то же, № 13 1 0 0 0 1 0 1 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 1 0 1 0 1 1 0 1 0 0 1 0 0 1 0 
то же, № 14 1 0 0 0 1 0 1 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 1 0 1 0 1 1 0 1 0 0 1 0 0 1 0 

Примечание: цветом выделены специфические (уникальные) локусы 


Исследованные гибриды тополя белого 
отличаются от тополя сереющего и гибридов 
дельтовидного тополя и бальзамического на-
личием только одного аллеля (140 п. н.) в ло-
кусе PMGC2060. При этом среди них более 
выделяется генотип 155/83 (уникальный набор 
аллелей в локусах PMGC2679 и WPMS14). Ге-
нотип тополя 65/81 можно отличить по уни-
кальному аллелю 230 п. н. в локусе ORPM344, 
а генотип 136/82 – по наличию только одного 
аллеля 310 п. н. в локусе WPMS5. Генотипы 

143/82 и 184/82 возможно отделить от осталь-
ных исследованных гибридов тополя только по 
совокупностям аллелей в локусах PMGC433 
и WPMS12, свойственные только каждому из 
них (табл.3). 

Таким образом, исследованные локусы 
можно применять для идентификации и диа-
гностики как внутривидовых (гибриды тополя 
белого), так и межвидовых (тополь сереющий, 
гибрид 155/83, межсекционные гибриды 3х-1, 
3х-2 и эс-38 - Воронежский гигант) различий. 
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Рис. 1. Электрофореграмма продуктов ПЦР локусов WPMS12 и PMGC2060: 1–21 – номера образ-
цов осины и тополя, М – маркер молекулярных масс. 

Размноженные in vitro клоны тополя белого 
и тополя сереющего не имеют изменений в ДНК 
спектрах по всем локусам в сравнении с их ма-
теринскими деревьями. Это свидетельствует об 
отсутствии генетических изменений (высокой ге-
нетической однородности клонов) в ходе клональ-
ного микроразмножения и длительного хранения 
in vitro. При этом генотипы тополя сереющего (Хо-
пёрский 1) и гибрида тополя белого 155/83 между 
собой имеют различия только по 6-ти из исследо-
ванных микросателлитных локусов (PMGC2060, 
PMGC2571, PMGC2679, PMGC433, WPMS12 
и WPMS14). Это может быть связано с тем, что 
оба генотипа являются межвидовыми гибридами 
и содержат геномы тополя белого и осины (табл. 
3). Тополь сереющий считается спонтанным ги-
бридогенным видом, возникшим от скрещивания 
тополя белого и осины [19], а гибрид 155/83 по-
лучен нами от опыления тополя белого синтези-
рованной с помощью высокой температуры не-
редуцированной диплоидной пыльцы гибрида т. 
белый × осина [18]. 

По всем SSR-локусам показана высокая вну-
триклоновая генетическая однородность трех 
размноженных in vitro клонов осины (100 % для 
каждого клона) (табл.3). Тем не менее, установ-
лены существенные межклоновые различия. Кло-
ны 20/04 отличается аллельным составом локусов 
PMGC2060, PMGC2571, PMGC2679, PMGC2852, 

PMGC433, WPMS5, WPMS14, клон 6/03 – 
ORPM344, PMGC2571, PMGC433, WPMS12, 
WPMS14. Клон 15/01 характеризуется уникаль-
ным набором аллелей в локусах PMGC2571, 
PMGC433, WPMS14 и WPMS20. 

Внутриклоновая однородность осины под-
тверждается и на хромосомном уровне. Для всех 
трех произрастающих ex vitro клонов наблюда-
лась однородность рамет (растений одного клона) 
по плоидности и уровню миксоплоидии (табл. 
1). Клоны являются миксоплоидами, но имеют 
разный модальный (преобладающий) набор хро-
мосом (триплоид-диплоидного или диплоид-три-
плоидного типа). Так, в соматической ткани рас-
тений клона 15/01 преобладают (в среднем 60,7%) 
триплоидные клетки (2n=57). Остальная часть 
приходится на долю диплоидных (2n=38 - 34,0%) 
и анеуплоидных (5,3%) клеток (рис. 2). 

Клоны 20/04 и 6/3 являются диплоидами с 
преобладанием клеток с 38 хромосомами (89,1% 
для клона 20/04 и 75,0% для клона 6/3). Осталь-
ная часть клеток у клона 20/4 приходится на долю 
анеуплоидных (10,9 %) с гипо- (2n=28, 2n=30) и 
гипердиплоидным (2n=39, 2n=41, 2n=44) числом 
хромосом (рис. 3). 

У клона 6/3 выявлено незначительное количе-
ство (5%) триплоидных клеток, а среди анеупло-
идных (20%) преобладают клетки с гипотрипло-
идным набором хромосом (2n = 48, 2n = 49, 2n = 
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Рис. 2. Метафазные пластинки клеток листовой меристемы триплоидного клона осины 15/01: 1,2 - 
2n = 57 (модальное), 3 - 2n = 38. Увеличение 10×100 ×1,5 

Рис. 3. Метафазные пластинки клеток листовой меристемы диплоидного клона осины 6/3: 1 - 2n = 
38 (модальное); 2 – анеуплоидная 2n = 50; 3 - 2n = 57. Увеличение 10×100 ×1,5 

50). Это может быть связано с деполиплоидиза-
цией соматической ткани (переходом на диплоид-
ный уровень) исходного миксоплоидного дерева 
(содержащего в соматической ткани клетки с ди-
плоидным и триплоидным набором хромосом) в 
процессе онтогенеза, а также клеточной селекции 
in vitro в ходе клонального микроразмножения. 

Подсчет числа хромосом с помощью свето-
вой микроскопии – классический метод анализа 
плоидности. Для оценки плоидности также при-
меняют метод проточной ДНК-цитометрии, ко-
торый позволяет с высокой точностью измерить 
количество хромосомной ДНК в ядрах клеток. 
Однако, нам не известны примеры применения 
данного подхода для оценки уровня и природы 
миксоплоидии. Использование SSR-маркеров и 
фрагментного анализа ДНК позволило авторам 

[12] проанализировать плоидность осины и бере-
зы, выявить образцы с явно выраженной миксо-
плоидией. Однако, в работе не приведены данные 
о природе выявленных миксоплоидов. 

Как видно из табл. 1, все проанализирован-
ные нами образцы (как исходные деревья, так и 
их размноженные in vitro клоны) являются мик-
соплоидами, у которых наряду с модальным (три-
плоидным или диплоидным) набором хромосом 
в соматической ткани присутствуют в различном 
соотношении клетки с иным уровнем плоидности 
(гаплоидные, диплоидные, полиплоидные, анеу-
плоидные). 

Триплоиды (2п=3х=57) нередко проявляют 
соматический гетерозис по устойчивости, росту 
и качеству древесины. Миксоплоидия – распро-
страненное явление среди лиственных древесных 
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растений. Практическая ценность миксоплои-
дов заключается в довольно частом сочетании у 
них высокой продуктивности с адаптивностью 
к разным экологическим условиям (в том чис-
ле экстремальным). Это важно, в частности, для 
создания полезащитных полос и использования 
в озеленительных посадках в промышленных го-
родах, особенно испытывающих антропогенную 
нагрузку. Однако, уровень миксоплоидии может 
изменяться в процессе онтогенеза дерева, при вы-
ращивании миксоплоидов в различных экологиче-
ских условиях, а также в процессе их клонального 
микроразмножения [8, 19], что может повлиять на 
проявление их хозяйственно-ценных признаков. 
Поэтому важным является поиск информативных 
методов не только для выявления перспективных 
триплоидов и миксоплоидов, но и для оценки их 
цитогенетической стабильности при разных спо-
собах вегетативного размножения, в разных усло-
виях выращивания. 

В наших исследованиях микросателлитные 
локусы не показали различий по плоидности и 
уровню миксоплоидии (выявленного с помощью 
прямого подсчета хромосом) у клонов осины, а 
также внутривидовых гибридов тополя белого. 

Вместе с тем, использованные ядерные ми-
кросателлиты подтвердили триплоидную приро-
ду межсекционных гибридов тополей 3х-1, 3х-2 и 
эс-38 (Воронежский гигант), предварительно вы-
явленную нами цитогенетическим методом (табл. 
1). Об этом свидетельствует наличие у каждого 
генотипа трёх аллелей (PMGC433 190/200/210), 
табл.3. 

Триплоидная природа была подтвержде-
на с помощью микросателлитных локусов для 
исходного дерева тополя сереющего Хопер-
ский 1 и его размноженного in vitro клона А 
(PMGC433 190/200/210), а также для гибрида 
155/83 (имеющего как и тополь сереющий в своем 
составе геном т. белого и осины) и его микроразм-
ноженного клона (WPMS14 230/240/250), табл. 3. 
К примеру, у тополя сереющего Приярского вы-
явлена диплоидная природа как с помощью цито-
генетического (табл. 1), так и микросателлитного 
(WPMS20 230/240) анализа, табл. 3. Это под-
тверждает возможность использования микроса-
теллитного анализа для диагностики плоидности 
(диплоидный или триплоидный) у межвидовых 
гибридов тополя (дельтовидный × бальзамиче-
ский, белый × осина, тополя сереющего).  

Однако, как указывалось выше, все триплоид-
ные клоны имеют миксоплоидную природу, что 

было определено только с помощью хромосомно-
го анализа. По-видимому, прямой подсчет числа 
хромосом в соматической ткани остается наибо-
лее надежным методом для идентификации мик-
соплоидной природы образцов. 

В целом, на наш взгляд, необходимо исполь-
зовать комплексный подход для оценки плоид-
ности перспективных гибридов и размноженных 
in vitro клонов тополя и осины. На первом этапе 
применять микросателлитный анализ (как более 
быстрый, простой, но точный и информативный 
метод выявления триплоидных межвидовых ги-
бридов), а на втором этапе (при необходимости 
выявления миксоплоидов и установления их при-
роды: количественного соотношения клеток с раз-
ным набором хромосом) - хромосомный анализ. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
Показана возможность ДНК-генотипирования 

и генетической паспортизации перспективных ги-
бридов тополя и осины и размноженных in vitro 
клонов с использованием микросателлитных 
(SSR) маркеров. Отобрано 10 наиболее инфор-
мативных полиморфных локусов (PMGC2060, 
PMGC2571, PMGS2679, WPMS12, WPMS14, 
WPMS20, PMGC433, PMGC2852, WPMS5, 
ORPM344), перспективных для идентификации и 
диагностики внутривидовых (гибриды тополя бе-
лого) и межвидовых (тополь сереющий, т. белый 
× гибрид (белый × осина), т. дельтовидный × т. 
бальзамический) различий, генетической паспор-
тизации индивидуальных генотипов и клонов. 

Это позволит проводить генетическую ин-
вентаризацию биотехнологической коллекции in 
vitro (предназначенной для хранения ценных ге-
нотипов), а также созданных на ее основе опыт-
ных плантационных культур, выбраковать оши-
бочно находящиеся там растения иного генотипа; 
оценить внутриклоновую генетическую одно-
родность и идентичность размноженных in vitro 
клонов (представленных десятками или сотнями 
рамет) материнским деревьям.      

Выявлена возможность использования ми-
кросателлитного анализа (локусов PMGC433 и 
WPMS14) для выделения аллотриплоидов топо-
ля (2n=3x=57), имеющих в своем составе геномы 
тополя белого и осины, тополя дельтовидного и 
тополя бальзамического. 

Для отбора в природе перспективных межви-
довых триплоидных гибридов тополя (аллотри-
плоидов), имеющих миксоплоидную природу, 
необходимо использовать комплексный подход. 
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Предварительно отобранные путем лесоводствен-
но-селекционного и микросателлитного анализа 
хозяйственно-ценные триплоидные гибриды, за-
тем анализируются с помощью хромосомного 
анализа для выделения среди них миксоплоидов. 
При клональном микроразмножении миксоплои-
дов проводится повторная выборочная оценка ми-
кроклонов на их внутриклоновую генетическую 
и морфометрическую однородность (отсутствие 
сомаклональной изменчивости). Такая оценка, 
на наш взгляд, будет гарантией получения каче-
ственного посадочного материала с целевыми 
признаками для создания плантаций быстрора-
стущего леса. 
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