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Введение. Глобальное изменение климата оказывает значительное вли-
яние на лесные экосистемы, особенно на хвойные лесообразующие породы 
[Королева и др., 2015]. Повышение температуры в ближайшие годы будет 
существенно затрагивать физиологические процессы роста древесных по-
род, особенно вечнозеленых видов, таких как ель и сосна [Way, Oren, 
2010]. В России прогнозируется изменение растительных сообществ на 
70% площадей сосняков и 50% ельников, что требует пересмотра подходов 
к лесовосстановлению и селекции [Королева и др., 2015]. 

Существующая система ДНК-скрининга лесных генетических ресур-
сов, используемая сегодня для инвентаризации и паспортизации разнооб-
разия лесных генетических ресурсов РФ, может и должна быть дополнена 
функциональными молекулярными маркерами генов, контролирующих 
важнейшие адаптивные признаки основных лесообразующих пород. 

Известно, что изменчивость важнейших приспособительных призна-
ков хвойных лесообразователей контролируется генетически. Так, напри-
мер, сроки распускания почек у ели сизой (Picea glauca (Moench) Voss) на 
44-83% обусловлены генотипом [Rweyongeza et al., 2010]. Однако иденти-
фикация соответствующих генов или картирование QTL (Quantitative Trait 
Loci) классическим способом – путем скрещивания и создания картирую-
щих популяций – чрезвычайно затруднена у древесных пород. В такой си-
туации на помощь приходят методы «обратной» генетики, главный прин-
цип которой – от гена к признаку (фенотипу).  

Сегодня в научной литературе накоплена обширная информация о 
генах-кандидатах, полиморфизм которых ассоциирован с внутривидовой 
изменчивостью деревьев по фенологическим ритмам, годичным приро-
стам, продолжительности вегетационного периода, устойчивости к абио-
тическим факторам. В большинстве случаев эти гены были идентифици-
рованы как «кандидаты» на основании их хорошо изученной функции у 



Известия Санкт-Петербургской лесотехнической академии. 2024. Вып. 251 

230 

модельных видов, например, у арабидопсиса. Функциональность выбран-
ных генов у ели и сосны доказывается тем фактом, что частота встречае-
мости их аллелей в популяциях лесообразующих пород демонстрирует 
четко выраженный географический клин в широтном направлении [Chen 
et al., 2012, 2014; Kujala, Savolainen, 2012; Ranade, García-Gil, 2023]. Это 
свидетельствует о ключевой роли этих генов в формировании адаптивной 
реакции основных лесообразователей. Формирование такого «широтного 
клина» также говорит о том, что аллельный полиморфизм генов-
кандидатов находится под давлением естественного отбора и при форми-
ровании искусственных насаждений лесных пород лучше использовать 
генотипы, которые в данных конкретных условиях имеют преимущество 
при выживании. 

Молекулярное маркирование генов-кандидатов, контролирующих 
важные приспособительные признаки, потенциально позволяет выявлять 
деревья, генетически наиболее адаптированные к изменяющемуся клима-
ту, и использовать их семенное потомство для закладки лесных культур в 
регионах, для которых в ближайшей перспективе прогнозируется суще-
ственное изменение климатических условий. Это может значительно по-
высить эффективность лесовосстановительных программ.  

Цели и задачи. Целью исследования являлась разработка методов для 
массового скрининга аллельного полиморфизма генов, вовлеченных в 
формирование адаптивных признаков ели и сосны. 

Методика исследования. В рамках нашего исследования для геноти-
пирования были выбраны гены-кандидаты, связанные с адаптивными при-
знаками у ели и сосны. В перечень, составленный по литературным дан-
ным, были включены гены фотопериодической реакции pseudo-response 
regulators (PRR1, PRR7) а также гены фоторецепторов, кодирующие фито-
хромы (PhyO) и криптохромы (CRY1) [Chen et al., 2012; Kujala, Savolainen, 
2012; Ranade, García-Gil, 2023]. 

Для всех перечисленных генов на подготовительном этапе были скон-
струированы праймеры и с их использованием получены ПЦР-продукты 
ожидаемого размера, предназначенные для последующего секвенирования 
по Сэнгеру с использованием генетического анализатора Applied 
Biosystems 3500. Секвенирование проводили с использованием набора 
NimaGen BrilliantDye Terminator, v 3.1 в соответствии с протоколом произ-
водителя. Перечень праймеров, использованных для секвенирования, 
представлен в табл. 1. 
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Таблица 1 

Праймеры для амплификации последовательностей генов-кандидатов 
с последующим секвенированием по Сэнгеру 

Primers for amplification of candidate gene sequences followed  
by Sanger sequencing 

Название 
Температура 
отжига, °C 

Последовательность Источник 

CRY1_F 55 CTGGGTTCCAACTATCCACTAC [Ranade, García-
Gil, 2023] CRY1_R 55 GGTACAATGCCTCCACTACTC 

PhyO_F 56 GGAGAAGGGACCAGTTGTTT [Ranade, García-
Gil, 2023] PhyO_R 56 TCCTGCCGAATGTATGCTAAT 

PRR1_F 56 ACTCCAATACCAACAGTACCAA [Kujala, Savo-
lainen, 2012] PRR1_R 56 ATATGTGAGGAAAGCTGATGC 

PRR7_F 55 CCAGAGATTGCCAGGACAAA [Chen et al., 
2012] PRR7_R 55 AGCATGGTCTTAGATGGAAAGG

 
В результате секвенирования последовательностей этих генов-

кандидатов на выборке из 20 деревьев ели и 20 деревьев сосны лесных 
культур Дружносельского лесничества (Ленинградская область) были об-
наружены однонуклеотидные полиморфизмы (SNP) в следующих генах: у 
ели – PhyO, CRY1; у сосны – PRR1, PRR7. Ниже приводим описания выяв-
ленного полиморфизма. 

Ген PhyO (NCBI Acc. № U60264.1, PlantGenIE Acc. № MA_6809). 
В экзоне 4 гена PhyO в результате секвенирования обнаружен SNP, 

ранее описанный в популяциях ели европейской из Швеции [Ranade, 
García-Gil, 2023]. В указанной публикации сообщалось о корреляции ча-
стоты встречаемости аллелей этого гена с географической широтой ме-
ста произрастания популяции, и, соответственно, с изменением длины 
светового дня и соотношением различных длин волн красного света 
[Ranade, García-Gil, 2021; Ranade, García-Gil, 2023]. Мутация (A/G) явля-
ется функциональной (несинонимичный SNP), она изменяет структу-
ру кодируемого белка вследствие аминокислотной замены (аспара-
гин/серин) (рис. 1). 



Известия Санкт-Петербургской лесотехнической академии. 2024. Вып. 251 

232 

 
 

Рис. 1. Полиморфизм (SNP A/G), выявленный у ели европейской  
в гене PhyO 

Fig. 1. Polymorphism (SNP A/G) identified in the PhyO gene of Norway spruce 
 
Ген CRY1 (NCBI Acc.№ KF144048.1, PlantGenIE Acc.№ 

MA_10428291g0010). 
На материале исследованной выборки елей из Дружносельского лес-

ничества был обнаружен SNP в экзоне 4 гена CRY1. Выявлен аллель, аль-
тернативный по отношению к опубликованной в NCBI последовательно-
сти и ранее не описанный в литературных источниках. Найденный 
полиморфизм приводит к изменению структуры кодируемого белка, изме-
няя пролин на аланин (рис. 2). 

 

 
 

Рис. 2. Полиморфизм (SNP С/G), выявленный у ели европейской  
в гене CRY1 

Fig. 2. Polymorphism (SNP C/G) identified in the CRY1 gene of Norway spruce 
 
Ген PRR1 (NCBI Acc. № JQ969545.1). 
При исследовании последовательности гена PRR1 на выборке сосны 

обыкновенной был обнаружен SNP, локализованный в интроне 4 (рис. 3). 

 

 
 

Рис. 3. Полиморфизм (SNP G/C), выявленный у сосны обыкновенной  
в гене PRR1 

Fig. 3. Polymorphism (SNP G/C) identified in the PRR1 gene of Scots pine 
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Ген PRR7 (NCBI Acc. № JQ969545.1). 
Последовательность участка гена PRR7, полученная при секвенирова-

нии выборки сосны обыкновенной, была выровнена на референсную гомо-
логичную последовательность генома Pinus taeda L. В результате выявлен 
SNP (G/A) (рис. 4), однако установить, находится ли этот SNP в кодирую-
щем участке ДНК, не удалось по причине отсутствия в базах данных по-
следовательностей к ДНК. 

 

 
 

Рис. 4. Полиморфизм (SNP G/A), выявленный у сосны обыкновенной  
гене PRR7 

Fig. 4. Polymorphism (SNP G/A) identified in the PRR7 gene of Scots pine 
 
Разработка метода массового скрининга. 
Для разработки метода массового скрининга, позволяющего выявлять 

мутации у анализируемых деревьев без применения дорогостоящего и тру-
доемкого метода секвенирования, мы использовали тестовую выборку из 
100 генотипов ели и 100 генотипов сосны, собранных на объекте лесных 
культур ели и сосны в квартале 81 Дружносельского лесничества Ленин-
градской области.  

В качестве объектов для молекулярного маркирования были использова-
ны полиморфизмы, выявленные путем секвенирования и описанные выше.  

ДНК выделяли из замороженной хвои с помощью CTAB-метода 
[Rahimah et al. 2006]. Чистоту и концентрацию выделенной ДНК определя-
ли с помощью спектрофотометра SPECTROstar Nano (BMG Labtech, Гер-
мания). Для проведения анализа отбиралась ДНК с соотношением погло-
щения (А260/280) от 1,8 до 2. Выделенная ДНК разводилась до 
концентрации 100 нг/мкл. 

Для каждого гена-кандидата были разработаны специфические прайме-
ры, фланкирующие однонуклеотидные полиморфизмы (SNP), подлежащие 
анализу (табл. 2). Секвенирование ПЦР-продуктов с использованием анали-
затора Applied Biosystems 3500 позволило выявить полиморфизмы в генах 
PhyO и CRY1 у ели и в генах PRR1 и PRR7 у сосны. В качестве методов 
массового скрининга использовались два метода генотипирования: HRM 
(High Resolution Melting) и KASP (Kompetitive Allele Specific PCR) – что 
обеспечивало надежность и точность выявления SNP в генах-кандидатах. 
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Таблица 2 

Последовательности праймеров для выявления полиморфизма методом 
HRM и KASP 

Primer sequences for polymorphism detection using HRM and KASP methods 

Ген Метод Название праймера Последовательность праймера 

PhyO 
(ель) 

HRM Pa_PhyO_HRM_F GCCAACTCAAAGGTCAGGAT 

Pa_PhyO_HRM_R CTGTCTCTTTCCCTGCCATT 

CRY1 
(ель) 

HRM Pa_CRY1_HRM_F GAAGATCTACCAAATGTGACTAATG 

Pa_CRY1_HRM_R ATCTCGCCCTCTCAAGATAC 

PRR1 
(сосна) 

HRM Ps_PRR1_HRM_F TGCGGTAAGGTATGAGAAAGG 

Ps_PRR1_HRM_R GTTGAATGCTAAGGATGCGTAAA 

PRR7 
(сосна) 

HRM Ps_PRR7_HRM_F GGGAAAGGTAACAACCAGGAA 

 Ps_PRR7_HRM_R CTTGGATTGCAGTAGGGATCTG 

PhyO 
(ель) 

KASP PhyO_KASP_F  
(аллель X) 

CTGTCTCTTTCCCTGCCATTGCAT 

PhyO_KASP_Y  
(аллель Y) 

TGTCTCTTTCCCTGCCATTGCAC 

PhyO_KASP_ 
Common 

GGATTAACAAAGCTCAGGATAGTACTGAA

CRY1 
(ель) 

KASP CRY1_KASP_F  
(аллель X) 

AAGATCTACCAAATGTGACTAATGATTATC

CRY1_KASP_Y 
(аллель Y) 

AAGATCTACCAAATGTGACTAATGATTATG

CRY1_KASP_ 
Common 

GATTCATTCTGTTCATCTAGGACTTGCAT 

 
HRM-анализ. 
Для выявления SNP методом HRM были разработаны праймеры, по-

следовательности которых приведены в табл. 2. Реакции проводились на 
системе CFX96 Touch (Bio-Rad, США) с использованием реактивов от 
компании «Евроген». В реакционную смесь добавляли SYBR Green I 
(PB025S) для флуоресцентной детекции. Стандартная программа ампли-
фикации включала начальную денатурацию при 95 °C в течение 2 минут, 
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затем 35 циклов, состоящих из денатурации при 95 °C на 20 секунд, отжига 
праймеров при температуре 52 °C на 30 секунд и элонгации при 72 °C на 
30 секунд. Анализ кривых плавления проводился в диапазоне 70–95 °C с 
шагом 0,1 °C, что позволяло надежно различать образцы с гомо- и гетеро-
зиготными генотипами. 

KASP-анализ. 
KASP-генотипирование проводилось с использованием аллель-

специфичных праймеров и FRET-кассет с красителями FAM и HEX, кото-
рые позволяли дифференцировать аллели по интенсивности свечения. Ре-
акции проводились на приборе CFX96 (Bio-Rad, США), следуя протоколу 
производителя. В ходе оптимизации протокола были внесены коррективы: 
для обеспечения четкой кластеризации образцов повышали температуру до 
68 °C и увеличивали количество циклов до 36. Программа амплификации 
включала начальную денатурацию при 94 °C в течение 15 минут, далее 10 
циклов с понижением температуры отжига с 68 °C до 62 °C и финальную 
стадию из 30 циклов при температуре 62 °C. 

Результаты исследования. Различия в эффективности HRM и KASP 
для различных генов подчеркивают необходимость выбора подходящего 
метода генотипирования с учетом характеристики каждого конкретного 
гена-кандидата. Для выявления аллельных вариантов, ассоциированных с 
ключевыми адаптивными признаками, такими как устойчивость к абиоти-
ческим стрессам и сроки наступления фенологических фаз, KASP-маркеры 
продемонстрировали самую высокую точность. HRM, в свою очередь, ока-
зался наименее затратным методом, однако потребовал значительных уси-
лий по оптимизации условий проведения экспериментов. 

В результате успешно проведенной апробации на тестовых выборках 
для скрининга массового материала рекомендованы к использованию при-
веденные ниже разработанные функциональные молекулярные маркеры. 

KASP маркер для выявления SNP (A/G) в гене PhyO ели.  
Ген PhyO является фоторецептором и отвечает за восприятие света в 

красном (Red) и дальнем красном (Far Red) спектрах, играя фундаменталь-
ную роль в регулировании процессов роста и развития в зависимости от 
качества света. Ранее было установлено, что частота встречаемости амино-
кислотной замены Asn835Ser в результате SNP (A/G) в гене фоторецептора 
фитохрома PhyO в популяциях ели европейской разного широтного проис-
хождения тесно коррелирует с изменением длины светового дня и соотно-
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шением разных длин волн красного света в местах их произрастания. Ча-
стота встречаемости аллеля, кодирующего аспарагин (SNP, A, Asn835), 
уменьшается в естественных популяциях ели при продвижении по терри-
тории Швеции от 67% на севере до 21% на юге [Ranade, García-Gil, 2023]. 
Соответственно, при продвижении с севера на юг повышается встречае-
мость альтернативной аллели (SNP, G, 835Ser). Пример использования 
KASP-маркера, разработанного для гена ели PhyO SNP(A/G), представлен 
на рис. 5. 

 

AA

GG 

GA

 
Рис. 5. Пример работы KASP-маркера. Визуализация успешно работающего 

KASP-маркера, разработанного для гена ели PhyO SNP(A/G) 

Fig. 5. Example of KASP-marker performance: visualization of a successfully  
functioning KASP-marker developed for the PhyO Gene SNP (A/G)  

in Norway spruce 

 
KASP-маркер для выявления SNP (G/C) в гене CRY1 ели.  
KASP-маркер для выявления SNP (G/C) в гене CRY1 ели разработан на 

полиморфизм, который был впервые обнаружен в ходе секвенирования те-
стовой выборки елей. Ген CRY1 кодирует фоторецептор, отвечающий за 
восприятие света в синем спектре. Как и для другого фитохрома PhyO, для 
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гена CRY1 ранее сообщалось о наличии широтной клинальности в распро-
странении аллелей в популяциях ели. SNP в экзоне 4 гена CRY1 ранее не 
был описан в литературных источниках. Этот впервые выявленный поли-
морфизм является функциональным, так как приводит к изменению струк-
туры кодируемого белка. На рис. 6 показано, как KASP-маркирование дан-
ного полиморфизма может быть использовано для скрининга этой важной 
функциональной нуклеотидной замены в последовательности гена CRY1 
на выборке 100 генотипов ели. 

 

 
 

Рис. 6. Пример использования KASP-маркера, разработанного для гена  
ели CRY1 SNP(G/C). Синие квадраты – GG, зеленые треугольники – GC,  

желтые круги – CC 

Fig. 6. Example of the usage of KASP-marker developed for the CRY1  
Gene SNP (G/C) in Norway Spruce. Blue squares – GG,  

green triangles – GC, yellow circles – CC 

 
HRM-маркер для выявления SNP (C/G) в гене PRR1 сосны. 
Ген PRR1 – один из генов циркадных ритмов у растений, который иг-

рает важную роль в формировании фотопериодической реакции. Ген влия-
ет на ритмы закладки и распускания почек, ранее в литературе сообщалось 
о корреляции между миссенс-мутациями в данном гене и сроками закладки 
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почек у хвойных. HRM-маркер для выявления SNP (C/G) в гене PRR1 сос-
ны был разработан по результатам секвенирования тестовой выборки де-
ревьев сосны. Пример работы HRM-маркера, разработанного для этого 
SNP, представлен на рис. 7. 

 

 
 

Рис. 7. Пример работы HRM-маркера. Кластеризация образцов тестовой выборки 
сосны в зависимости от температуры плавления ПЦР-продукта гена PRR1,  
содержащего SNP (C/G). Синим цветом показана температура плавления  

для генотипов CC, зеленым – GG, красным – для гетерозигот CG 

Fig. 7. Example of HRM-marker performance: clustering of test sample Scots pine 
based on the melting temperature of the PCR product of the PRR1 gene containing 

SNP (C/G). Blue lines – melting curve for CC genotypes, green – GG,  
red – for heterozygotes CG 

 
Заключение. Разработанные молекулярные маркеры на основе KASP- 

и HRM-технологий позволяют проводить эффективный скрининг алле-
лей, связанных с адаптивными признаками ели и сосны, что открывает 
широкие перспективы для использования их в лесной селекции и при мо-
ниторинге популяций. Эти маркеры могут использоваться для оценки 
адаптивного потенциала лесного генетического материала, обеспечивая 
лесовосстановительные программы генетически приспособленным поса-
дочным материалом. В условиях меняющегося климата подобные подхо-
ды могут значительно повысить устойчивость лесных экосистем к эколо-
гическим стрессам и способствовать восстановлению лесов с учетом 
изменения климата. 
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Применение разработанных маркеров также открывает перспективы 
для селекционных программ, позволяя отбирать генотипы, оптимально 
приспособленные к экологическим условиям конкретного местообитания. 
Массовый скрининг лесных насаждений с использованием функциональ-
ных молекулярных маркеров позволил бы более точно установить степень 
влияния этих аллельных вариантов на формирование адаптивных призна-
ков у хвойных пород. 
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Изменение климатических условий оказывает значительное влияние на 
лесные экосистемы, особенно на хвойные породы, такие как сосна обыкновенная 
(Pinus sylvestris) и ель европейская (Picea abies), которые составляют основу 
лесов умеренной зоны. Адаптация этих видов к новым экологическим условиям 
требует учета генетической изменчивости ключевых адаптивных признаков. 
Настоящее исследование направлено на изучение однонуклеотидных 
полиморфизмов (SNP) в генах-кандидатах, регулирующих фотопериодическую 
реакцию и циркадные ритмы, которые играют важную роль в физиологических 
процессах деревьев. В работе описываются разработка и тестирование 
молекулярных маркеров, основанных на методах KASP (Kompetitive Allele 
Specific PCR) и HRM (High Resolution Melting), для массового генотипирования 
деревьев. Были идентифицированы SNP в генах фоторецепторов PhyO и CRY1, а 
также в генах фотопериодической реакции PRR1 и PRR7. Аллельный 
полиморфизм этих генов демонстрирует географическую клинальность, что 
свидетельствует об их значительной роли в адаптации деревьев к широтным 
изменениям фотопериода и температурным градиентам. Результаты 
исследования подтверждают эффективность методов KASP и HRM для 
генотипирования, что позволяет использовать разработанные маркеры для 
мониторинга генетического разнообразия популяций и отбора наиболее 
адаптивных генотипов в селекционных программах. Такие подходы 
обеспечивают использование генетически приспособленного посадочного 
материала в лесовосстановительных мероприятиях, что особенно актуально в 
условиях меняющегося климата. 

Ключе вые  с л о в а :  сосна обыкновенная, ель европейская, 
однонуклеотидные полиморфизмы, молекулярные маркеры, KASP, HRM, 
фотопериодическая реакция, циркадные ритмы, генетическое разнообразие, 
адаптивные признаки, лесовосстановление, климатические изменения. 

Volkov V.A., Karzhaev D.S., Safronycheva E.D., Tis M.V., Chukhlantseva K.V., 
Sharshavikova V.V., Potokina E.K. Application of KASP and HRM markers for 
detecting polymorphisms affecting adaptive traits in Scots pine and Norway spruce. 
Izvestia Sankt-Peterburgskoj Lesotehniceskoj Akademii, 2024, iss. 251, pp. 229–244 
(in Russian with English summary). DOI: 10.21266/2079-4304.2024.251.229-244 

Climate change significantly impacts forest ecosystems, particularly coniferous 
species such as Scots pine (Pinus sylvestris) and Norway spruce (Picea abies), which 
form the basis of temperate forests. The adaptation of these species to 
new environmental conditions necessitates consideration of the genetic variability of 
key adaptive traits. This study investigates single nucleotide polymorphisms (SNPs) 
in candidate genes that regulate photoperiodic response and circadian rhythms, 
which are critical to tree physiological processes. The research describes the 
development and testing of molecular markers based on KASP (Kompetitive Allele 
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Specific PCR) and HRM (High Resolution Melting) methods for high-throughput 
genotyping. SNPs were identified in the photoreceptor genes PhyO and CRY1 and 
the photoperiodic response genes PRR1 and PRR7. These polymorphisms exhibit 
geographic clinality, highlighting their significant role in tree adaptation to 
latitudinal gradients of light and temperature conditions. The findings confirm the 
efficiency of KASP and HRM methods for genotyping, enabling the use of these 
markers for monitoring genetic diversity and selecting resilient genotypes in 
breeding programs. Such approaches ensure the integration of genetically adapted 
planting material into reforestation efforts, which is particularly relevant in the 
context of changing climate conditions. 

K e y r o r d s :  Scots pine, Norway spruce, single nucleotide polymorphisms, 
molecular markers, KASP, HRM, photoperiodic response, circadian rhythms, genetic 
diversity, adaptive traits, reforestation, climate change. 
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