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В статье приведены результаты исследования по использованию молекулярно-генетического анализа 
на основе ПЦР с использованием шести RAPD-праймеров. Исследование проводилось на 8 видах пред-
ставителей рода Rhododendron L. с целью выявления индивидуальных спектров ампликонов и дальнейшей 
паспортизации. Число амплифицированных фрагментов ДНК варьировалось в зависимости от праймера 
от 16 (праймер Oligo 2) до 18 (праймер Oligo 4, Oligo 6, Oligo 1), а их размеры – от 170 до 2800 п.н. В сред-
нем, при RAPD-анализе у видов рода рододендрон один праймер инициировал синтез 18,16 фрагмента ДНК. 
Общее количество локусов амплификации для каждого праймера по 8 видам составило 104. На основе полу-
ченных данных было определено процентное сходство в структуре ДНК представителей разных видов. По-
казано, что данный вид ПЦР анализа является весьма информативным при паспортизации рододендронов, 
но, безусловно, результаты данной работы необходимо подкреплять другими видами молекулярно-генети-
ческих исследований.
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The results of the use of molecular genetic analysis with six RAPD-primers for PCR are described. The study 
was conducted with 8 species of the genus of Rhododendron L. to identify the individual spectra of amplicons 
and further certifi cation. The number of amplifi ed DNA fragments varied depending on the primer (from 16 for 
Oligo 2 and 18 for Oligo 4, Oligo 6, Oligo 1), and the size of amplifi ed DNA fragments varied from 170 to 2800 bp. 
On average, one primer initiated the synthesis of 18.16 DNA fragments during the RAPD-analysis of the species 
of the genus Rhododendron. For 8 species the total number of loci which were amplifi ed for each primer, was 104. 
Based on these results, it was determined the percentage of similarity in the structure of DNA from different species 
of rhododendrons. Thus, this type of PCR analysis is very helpful for certifi cation of the rhododendrons, but, of 
course, the results of this work needs to be supported by other types of molecular-genetic studies.
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Род рододендрон (Rhododendron L.) 
семейства Вересковые (Ericaceae) насчи-
тывает около тысячи видов вечнозеленых, 
полулистопадных и листопадных кустарни-
ков и деревьев. Кроме того, среди чистых 
видов встречается большое количество 
естественных гибридов, а селекционера-
ми создаются гибриды и сорта, несущие 
признаки, характерные для различных ви-
дов. Это создает определенные трудности 
для определения видовой принадлежности 
и систематического положения предста-
вителей данного рода [5, 10]. В настоящее 
время в систематике для определения видов 
наряду с морфологическими и анатомиче-
скими признаками используются и данные 
биохимических и генетических исследова-

ний, хотя доля последних все еще несоиз-
меримо мала [10]. Неоспоримая ценность 
такого подхода обусловлена требованиями 
современной науки к разработке естествен-
ной классификации, отражающей не только 
формовое разнообразие, но и эволюционно-
таксономические взаимоотношения видов 
внутри рода Rhododendron.

Генетическая паспортизация представ-
ляет собой метод получения генетически 
детерминированных характеристик с по-
мощью морфологических или молекуляр-
ных маркеров. Описание морфологических 
характеристик селекционного материала – 
элемент классического генетического ана-
лиза и селекционного скрининга, его мож-
но считать первым этапом генетической 
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паспортизации [4]. Второй этап связан с раз-
работкой и использованием биохимических 
и молекулярно-генетических маркеров. 

На сегодняшний день проведение гене-
тической паспортизации считается актуаль-
ной задачей современной селекции. В ми-
ровой практике для паспортизации пород 
и индивидуальной паспортизации объектов 
лесного и сельского хозяйства использу-
ют преимущественно ДНК-маркеры. Это 
ядерные элементы, в основном микроса-
теллиты, так называемые STR-маркеры или 
последовательности ДНК, ограниченные 
инвертированными повторами. 

Молекулярно-генетический анализ име-
ет ряд существенных преимуществ перед 
морфофизиологическим. Применение дан-
ного метода является актуальным для: 

1) оптимизации сохранения генофон-
дов редких и исчезающих видов растений, 
с учетом показателей генетического разно-
образия, установленных по результатам мо-
лекулярного маркирования множественных 
геномных участков, а также с обязательным 
учетом уровней внутри- и межпопуляцион-
ного разнообразия;

2) сохранения генофондов редких и ис-
чезающих видов растений с возможностью 
проведения отбора в природных условиях 
популяций и их групп как с наиболее ти-
пичными, так и со специфичными характе-
ристиками генофондов;

3) молекулярно-генетическая идентифи-
кация и паспортизация генофондов редких 
и исчезающих видов растений необходима 
для оптимизации сохранения генетическо-
го разнообразия на популяционном уровне, 
позволяющая на основании оценок полило-
кусного сочетания моно- и полиморфных 
участков ДНК составить молекулярно-гене-
тическую формулу, штрих-код популяций 
и обобщить данные в виде генетического 
паспорта [4].

Среди молекулярных маркеров, имею-
щих множественную локализацию в гено-
ме, наиболее распространёнными являются 
RAPD-маркеры (RAPD-ПЦР – случайно 
амплифицированная полиморфная ДНК). 
Методика ПЦР позволяет амплифицировать 
ДНК из любой части генома, в том числе 
фрагменты ДНК с неизвестной (анонимной) 
нуклеотидной последовательностью [11].

Цель исследования. В рамках ком-
плексного подхода к решению пробле-
мы систематизации представителей рода 
Rhododendron начата работа, целью которой 
стало молекулярно-генетическое маркиро-
вание с использованием RAPD-метода кол-

лекции рододендронов Ботанического сада 
им. проф. Б.М. Козо-Полянского Воронеж-
ского государственного университета.

Материалы и методы исследования
Материалом для исследования служили све-

жие листья 8 видов растений рода рододендрон: 
Rh. smirnovii, Rh. catawbiense, Rh. brachycarpum, 
Rh. quinquefolium, Rh. albrechtii, Rh. japonicum, 
Rh. dauricum, Rh. thomsonii.

Начальным этапом данного исследования яви-
лось получение препаратов нуклеиновых кислот 
(ДНК). Как оказалось, при выделении ДНК из разных 
объектов необходимо учитывать их физиологические 
и биохимические особенности и, в соответствии с по-
лученными данными, адаптировать уже известные 
методы выделения ДНК путем внесения в них необ-
ходимых модификаций. 

Выделение ДНК проводили по модифицирован-
ной методике с использованием в качестве детерген-
та ЦТАБ (цетилтриметиламмоний бромид). Качество 
и количество полученных препаратов определяли 
спектрофотометрически на спектрофотометре СФ-
102, а также при помощи электрофореза в 2 % агароз-
ном геле с добавлением бромистого этидия.

Реакцию ПЦР проводили с использованием 
RAPD-праймеров (декануклеотидные праймеры 
к инвертированным повторам) в амплификаторе 
«Терцик» в течение 2 часов. Для ПЦР была использо-
вана реакционная смесь следующего состава: 2,5 мкл 
10*ПЦР буфера (100 мМ Трис-НCl; рН 8,8; 500 мМ 
КСl), 25 мМ MgCl2, смесь 10 мМ нуклеотидтрифос-
фатов, 10 мМ праймера, 1 ед. Taq ДНК-полимераза 
и 1 мкл ДНК (20 нг/мкл).

Для ПЦР применялись следующие RAPD-
праймеры: Oligo 1, Oligo 2, Oligo 4, Oligo 6, Oligo 12 
и Oligo 29. Температуру отжига для каждого из прай-
меров подбирали в компьютерной программе OLIGO 
6. На следующем этапе выполняли электрофоретиче-
ское разделение продуктов амплификации в 2 % ага-
розном геле с 1х ТАЕ-буфером при 120 Вт в течение 
2 ч, длина пробега 5–7 см. Готовый гель окрашивали 
бромистым этидием, фрагменты ДНК анализировали 
в трансиллюминаторе Vilber Lourmat. Размеры полу-
ченных ампликонов определяли с использованием 
программного обеспечения Gel Imager-2.

Результаты исследования 
и их обсуждение

Для выявления индивидуальных раз-
личий в структуре ДНК и составления их 
генетических паспортов для каждого вида 
рододендронов была проведена ПЦР с каж-
дым из 6 RAPD-праймеров, которые флан-
кировали участки ДНК, ограниченные ин-
вертированными повторами. На основании 
полученных спектров ампликонов были 
составлены таблицы, отражающие наличие 
или отсутствие соответствующего амплико-
на, характерного для каждого из праймеров 
(наличие ампликона обозначалось циф-
рой 1, отсутствие цифрой 0) (табл. 1–6).
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Таблица 1 
Наличие или отсутствие соответствующего ампликона, характерного 

для праймера Oligo 2, у восьми видов рододендронов

 Ампликон п.н. 

Вид 19
30

16
30

14
70

10
50

88
0

77
0

69
0

62
5

59
0

50
0

43
0

39
0

37
0

28
0

22
0

20
0

Rh. smirnovii 1 0 0 1 0 0 1 0 0 1 0 1 0 0 1 0
Rh. catawbiense 1 0 0 1 1 0 0 0 0 1 1 0 0 1 1 0
Rh. brachycarpum 1 1 1 1 1 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0
Rh. quinquefolium 0 0 1 1 1 1 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0
Rh. japonicum 0 0 1 1 0 0 1 0 1 1 0 1 0 0 0 1
Rh. albrechtii 0 0 1 1 0 0 0 1 0 0 0 1 0 1 0 0
Rh. dauricum 0 0 1 0 1 1 0 1 1 0 1 1 1 0 1 1
Rh. thomsonii 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0 0 0 1

Таблица 2 
Наличие или отсутствие соответствующего ампликона, характерного 

для Oligo 12 праймера, у шести видов рододендронов

 Ампликон  п.н.

Вид 28
00

14
00

12
30

10
70

92
5

80
0

73
0

69
0

60
0

50
0

47
0

36
0

33
0

30
0

28
0

24
0

21
0

Rh. smirnovii 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 1 0 0 0
Rh. atawbiense 0 0 0 1 0 0 1 1 0 1 0 1 0 1 1 0 1
Rh. brachycarpumный 0 0 0 0 1 1 0 1 0 1 0 1 0 1 1 0 1
Rh. quinquefolium 0 0 0 1 0 1 0 1 0 1 1 0 0 0 0 0 0
Rh. japonicum 1 1 0 0 0 0 1 1 0 1 1 1 0 0 1 0 1
Rh. albrechtii 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 1 1 1 1 0 0 0
Rh. dauricum 0 0 1 0 1 0 0 1 1 1 0 1 0 0 0 1 0
Rh. thomsonii 0 0 0 0 0 0 1 0 1 1 0 1 0 0 0 0 0

Таблица 3 
Наличие или отсутствие соответствующего ампликона, характерного 

для Oligo 6 праймера, у восьми видов рододендронов

 Ампликон  п.н.

Вид 16
20

11
90

10
60

92
0

80
0

70
0

60
0

55
0

51
0

45
0

41
0

38
0

32
0

28
0

24
0

22
0

13
0

17
0

Rh. smirnovii 0 1 1 0 0 0 0 1 0 0 0 1 1 0 0 1 0 1
Rh. catawbiense 0 1 0 0 1 1 0 0 0 1 0 1 1 1 0 0 0 1
Rh. brachycarpumй 0 0 0 1 0 0 1 0 0 1 0 1 1 1 1 0 0 1
Rh. quinquefolium 1 1 0 0 0 0 1 0 0 0 1 1 1 0 1 0 0 0
Rh. japonicum 0 1 0 0 0 1 1 0 1 1 1 0 1 0 1 0 0 0
Rh. albrechtii 0 1 0 0 1 1 1 0 0 0 0 1 1 0 0 1 0 0
Rh. dauricum 1 1 1 0 1 0 1 0 1 0 1 1 0 0 0 0 1 0
Rh. thomsonii 1 0 1 0 0 0 0 1 1 0 1 1 0 1 1 0 0 0
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Таблица 4 
Наличие или отсутствие соответствующего ампликона, характерного 

для Oligo 4 праймера, у восьми видов рододендронов

Ампликон п.н. 

Вид 20
00

16
40

14
00

11
60

10
00

90
0

80
0

70
0

65
0

60
0

53
5

48
0

42
0

39
0

34
0

30
0

25
0

20
0

Rh. smirnovii 0 0 0 0 0 1 1 0 1 1 1 0 0 0 0 1 0 1
Rh. catawbiense 0 0 1 1 1 1 0 0 0 1 1 0 1 1 0 1 0 0
Rh brachycarpum 0 0 1 1 0 1 0 1 0 0 0 0 1 0 1 1 0 0
Rh quinquefolium 0 1 1 1 0 0 0 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0
Rh. japonicum 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 1 1 1 1 0 0 0 0
Rh. albrechtii 0 0 0 1 1 0 1 0 0 1 0 1 0 0 1 0 0 0
Rh. dauricum 0 0 1 1 0 0 0 1 0 0 1 1 1 0 1 0 1 0
Rh. thomsonii 1 0 1 1 0 0 0 1 0 1 1 0 1 1 1 0 0 0

Таблица 5
Наличие или отсутствие соответствующего ампликона, характерного 

для Oligo 1 праймера, у восьми видов рододендронов

Ампликон  п.н.

Вид 20
00

18
00

15
80

13
70

12
00

10
00

93
0

87
0

69
0

61
0

56
0

50
0

44
5

38
0

30
0

26
0

24
0

21
0

Rh. smirnovii 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 1 0
Rh. catawbiense 0 1 1 1 1 0 0 0 1 0 1 0 1 0 0 0 0 1
Rh. brachycarpumный 0 1 0 0 1 1 0 0 0 1 0 0 1 0 1 0 0 1
Rh. quinquefolium 1 0 1 0 0 0 1 1 0 1 0 0 0 1 0 1 1 0
Rh. japonicum 1 0 1 1 0 1 0 0 1 0 1 1 0 1 0 0 0 0
Rh. albrechtii 0 0 1 0 1 0 1 0 1 0 0 1 1 0 1 0 0 0
Rh. dauricum 0 0 1 0 0 0 1 0 1 1 1 0 1 1 0 1 0 0
Rh. thomsonii 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 1 0 1 1 0 1 0 0

Таблица 6
Наличие или отсутствие соответствующего ампликона, характерного 

для Oligo 29 праймера, у восьми видов рододендронов.

 Ампликон п.н. 

Вид 24
00

18
50

16
40

13
30

11
50

97
0

83
0

65
0

60
0

56
0

53
0

50
0

47
0

41
5

38
0

30
0

24
0

Rh. smirnovii 0 1 0 0 0 1 0 0 1 0 1 1 0 0 0 0 0
Rh. catawbiense 0 0 0 1 0 0 0 0 1 1 0 1 0 1 0 0 1
Rh. brachycarpumный 1 0 1 0 1 1 0 0 1 1 0 1 0 0 0 0 1
Rh. quinquefolium 0 0 1 0 1 0 0 1 0 0 0 1 0 1 0 0 0
Rh. japonicum 0 0 1 0 1 0 1 1 1 0 0 1 1 1 0 0 0
Rh. albrechtii 0 0 0 1 1 0 0 1 1 0 0 1 0 0 1 0 0
Rh. dauricum 0 0 0 1 0 1 1 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0
Rh. thomsonii 0 0 0 1 0 1 0 1 0 0 1 1 0 0 0 1 0

Из анализа представленных в таблицах 
данных можно сделать заключение о том, что 
использованные в работе RAPD-праймеры 
(Oligo 1, Oligo 2, Oligo 4, Oligo 6, Oligo 12, 
Oligo 29) позволили получить для каждого 
образца спектр ампликонов и показали высо-
кую информативность и стабильность. Чис-
ло амплифицированных фрагментов ДНК 

варьировалось в зависимости от праймера от 
16 (праймер Oligo 2) до 18 (праймер Oligo 4, 
Oligo 6, Oligo 1), а их размеры – от 170 до 
2800 п.н. В среднем при RAPD-анализе у ро-
додендрона один праймер инициировал син-
тез 18,16 фрагмента ДНК. Общее количество 
локусов амплификации для каждого прайме-
ра по 8 видам составило 104.
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Последующий анализ полученных дан-
ных позволяет сделать вывод о том, что 
генотипы 8 изученных видов рододендро-
нов, несмотря на сходство между собой, 
имеют ряд индивидуальных отличий. Иден-
тичность генотипов составила от 23,53 % 
(Rh. smirnovii и Rh. dauricum) до 88,9 % 
(Rh. dauricum и Rh. thomsonii).

Полученные усреднённые данные по 
сходству последовательностей ДНК (в %) 
для каждого вида приведены в табл. 7. Из 
анализа указанной таблицы следует, что 

наибольшее сходство в структуре ДНК име-
ют виды Rh. thomsonii и Rh. dauricum, по-
следовательность их ДНК схожа на 74,31 %. 
Наименьшее сходство в последовательно-
сти ДНК имеют виды Rh. smirnovii и Rh. 
dauricum, Rh. brachycarpum и Rh. dauricum. 
Их ДНК схожа на 48,62 %. Внутривидовые 
различия структуры ДНК у 8 видов родо-
дендрона составили в среднем 6,3 %, что 
говорит о том, что каждая из изученных вы-
борок рододендронов действительно состо-
яла из образцов одного вида. 

Таблица 7 
Сходство последовательностей ДНК (среднее по 6 праймерам) 

у изученных видов рододендронов

Rh. 
smirnovii

Rh. smirnovii 100 Rh. cataw-
biense

Rh. catawbiense 63,30 100
Rh. 

brachy-
carpum

Rh. brachycarpum 54,18 67,89 100
Rh. 

quinque-
folium

Rh. quinquefolium 56,88 53,21 54,13 100
Rh. 

japoni-
cum

Rh. japonicum 56,88 57,8 49,54 62,39 100 Rh. albre-
chtii

Rh. albrechtii 56,88 60,55 57,8 59,63 60,55 100
Rh. 

dauri-
cum

Rh. dauricum 48,62 49,54 48,62 59,63 51,38 57,8 100
Rh. 

thomso-
nii

Rh. thomsonii 57,8 52,29 52,29 61,48 60,55 54,13 74,31 100

Таким образом, применение шести 
RAPD-праймеров позволило нам обнару-
жить различия в структуре ДНК рододен-
дронов разных видов, что дает возможность 
для составления индивидуальных генетиче-
ских паспортов с целью их систематизации.

Заключение
В результате проведенного исследо-

вания с использованием в полимеразной 
цепной реакции RAPD-праймеров Oligo 1, 
Oligo 2, Oligo 4, Oligo 6, Oligo 12, Oligo 29 
в спектрах ампликонов у 8 видов рододен-
дронов выявили индивидуальные различия, 
связанные с присутствием/отсутствием от-
дельных фрагментов ДНК, фланкирован-
ных инвертированными повторами терми-
нальных участков ретротранспозонов. Эти 
различия свидетельствуют о сложности 

процессов возникновения генетической из-
менчивости. 

Таким образом, на большом фактиче-
ском материале убедительно доказано, что 
для оценки генетического разнообразия 
и паспортизации видов рододендронов под-
ходящим является использование ДНК-
анализа на основе ПЦР с использованием 
RAPD-праймеров. Однако для более полной 
молекулярно-генетической характеристики 
необходимо применение комплексного под-
хода, включающего и другие методы на ос-
нове ПЦР, позволяющие получить достовер-
ную и объективную информацию для целей 
идентификации и сохранения генетическо-
го материала коллекции рододендронов бо-
танического сада им. проф. Б.М. Козо-По-
лянского Воронежского государственного 
университета.
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