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ВВЕДЕНИЕ

В настоящее время к числу наиболее острых 
экологических и экономических проблем во 
всем мире относят нелегальную заготовку леса 
(Degen, Fladung, 2007; Dieter et al., 2012; Jolivet 
and Degen, 2012). Отмечено, что от 15 до 30 % 
древесины на мировом рынке имеет нелегаль-
ное происхождение (Nellemann, 2012). Неза-
конные рубки и последующая реализация неза-
конно добытой древесины – одна из основных 

проблем российского лесного хозяйства (Newell 
and Lebedev, 2000; Качина, Мирончик, 2014; 
Косых, 2016; Васильева, 2018). По темпам по-
тери леса Россия занимает первое место среди 
других стран (Петрова, 2016). К основным при-
чинам нелегальной заготовки древесины в Рос-
сийской Федерации относят: несовершенство 
лесного законодательства и практики его при-
менения, кризис системы лесоуправления, кор-
рупцию, низкий уровень межведомственного 
взаимодействия, непрозрачность сделок с дре-
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сходстве или различии ДНК образцов древесины, отобранных с вырубленной лесосеки, и ДНК образцов 
древесины, взятых с места складирования. В ходе анализа выявлено 26 комбинаций многолокусных гено-
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весиной, низкий уровень жизни в провинции, 
устойчивый спрос на древесину вне зависимо-
сти от ее происхождения (Сухаренко, 2014). Как 
следствие, незаконные рубки и неустойчивые 
лесозаготовки ведут к обезлесению территорий 
и деградации лесов (Burgess et al., 2012; Вахни-
на и др., 2017). 

В целях противодействия обороту нелегаль-
но заготовленной древесины в ряде зарубежных 
стран приняты законодательные акты, направ-
ленные на запрет экспорта такой продукции 
(Lawson, 2015; Гаевская, 2016). Зачастую реа-
лизация отдельных нормативно-правовых тре-
бований связана с необходимостью проведения 
независимой экспертизы для подтверждения за-
конности происхождения лесоматериалов (Vlam 
et al., 2018).

Одним из эффективных подходов, позволя-
ющих проводить такую верификацию, является 
генетический анализ (Jolivet and Degen, 2012; 
Vlam et al., 2018). Многочисленные методики 
генетических исследований основаны на ис-
пользовании различных молекулярных мар-
керов (Deguilloux et al., 2003, 2004; Hebert et 
al., 2003; Hardy et al., 2006; Degen and Fladung, 
2007; Finkeldey et al., 2007; Lowe, 2007; Tnah et 
al., 2009, 2010; Degen et al., 2010, 2013; Lowe, 
Cross, 2011; Muellner et al., 2011; Jolivet and 
Degen, 2012; Blanc-Jolivet and Liesebach, 2015). 
В данной работе для проведения генетической 
экспертизы выбраны микросателлитные локу-
сы. Они представляют собой фрагменты ДНК с 
большим количеством тандемно повторяющих-
ся идентичных «мотивов» (Tautz, 1993). Высо-
кий полиморфизм микросателлитов позволяет 
с высокой точностью идентифицировать орга-

низм и выявить биологическое родство. С по-
мощью данных маркеров можно быстро и точ-
но определить место происхождения деревьев 
(Jolivet, Degen, 2012). 

Цель данной работы – апробация методики 
генетической экспертизы образцов древесины 
для определения степени их идентичности. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Исследовали образцы древесины сосны 
обыкновенной Pinus sylvestris L., отобранные 
в рамках модельного эксперимента с площади 
вырубленной лесосеки (13 экз.) и из места скла-
дирования деловой древесины (21 экз.), всего 
34 образца. 

Древесину тщательно измельчали, гомоге-
низировали и выделяли ДНК СТАВ-методом 
(Devey et al., 1996). В результате предваритель-
ной работы по выявлению наиболее полиморф-
ных и стабильно амплифицирующихся локу-
сов отобрано 10 микросателлитных маркеров 
(табл. 1).

Для проведения полимеразной цепной ре-
акции (ПЦР) применяли наборы ScreenMix-
HS производства ЗАО «Евроген» (Россия). В 
готовые (5х окрашенные) реакционные смеси 
ScreenMix-HS добавляли прямой и обратный 
олигонуклеотидные праймеры в концентрации 
0.2–0.4 мкМ и выделенный образец ДНК со-
сны обыкновенной. ПЦР проводили в ДНК-
амплификаторе Т100ТМ Thermal Cycler (Bio-Rad).

Электрофоретическое разделение продук-
тов амплификации проводили в 6%-м полиа-
криламидном геле (ПААГ) с использованием 
1 × TАЕ буфера в камерах для вертикального 
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Таблица 1. Характеристика отобранных для работы ядерных микросателлитных локусов 
для сосны обыкновенной

№ 
п/п Локус Мотив Размеры 

ампликона, п. н.
Температура 
отжига, °C

Число 
аллелей Источник

1 lw_isotig04306 (TCC)7 196 55 3 (Fang et al., 2014)
2 lw_isotig21953 (ATGGG)7 208 60 7 Тот же
3 lw_isotig27940 (TGGA)5 231 55 3 »
4 PtTx3116 (TTG)7(TTG)5 122–226 55 8–10 (Belletti et al., 2012)
5 PtTx3107 (CAT)14 150–182 55–45↓1 5–6 Тот же 
6 PtTx4001 (CA)15 201–224 60–50↓1 4–7 »
7 PtTx4011 (CA)20 230–284 60–50↓1 21 »
8 SPAC11.4 (AT)5(GT)19 130–170 65–55↓1 38 (Soranzo et al., 1998)
9 psy119 (GCT)7 315–324 55 3 (Sebastiani et al., 2012)
10 psy157 (ACC)7 187–202 55 6 Тот же
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электрофореза (VE-20, ООО «Хеликон») в ком-
плекте c источниками питания при напряже-
нии 200 В в течение 2 ч. Гели окрашивали 
раствором бромистого этидия с дальнейшей ви-
зуализацией ампликонов в УФ-свете с помощью 
системы гель-документации Gel-Imager. В ка-
честве электрофоретического стандарта ис-
пользовали ДНК плазмиды pBR322 кишечной 
палочки Escherichia coli Migula, обработанную 
рестриктазой HpaII. Считывание результатов 
анализа осуществляли с помощью програм-
мы Photo-Capt V.12.4 (Vilber Lourmat). Ана-
лиз установленных генотипов проводили с 
помощью программы (макроса) GenAlEx, сво-
бодно распространяемой надстройки для MS 
Excel (Peakall and Smouse, 2012). 

После проведения полимеразной цепной 
реакции и электрофоретического разделения 
фрагментов выделенной ДНК были получены 
документирующие снимки, свидетельствующие 
о сходстве или различии ДНК-образцов древе-
сины, отобранных с вырубленной лесосеки, и 
ДНК-образцов древесины, взятых с места скла-
дирования (см. рисунок).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

В ходе анализа электрофоретических спек-
тров ампликонов 10 микросателлитных локусов 
в образцах сосны обыкновенной с места скла-
дирования и лесосеки выявлено 42 аллельных 

варианта. Наиболее высоким полиморфизмом 
отличаются локусы PtTx3116 и SPAC11.4 – 6 ал-
лельных вариантов (табл. 2).

Частота аллелей в локусах варьирует от 
0.024 до 0.885. Вероятность случайного совпа-
дения многолокусных генотипов, рассчитанная 
по выявленным частотам аллелей, составила 
2.3 × 10–6. Данное значение говорит о низкой 
вероятности случайного совпадения генотипов 
(Methods…, 1996) 

На основе данных электрофореграмм выяв-
лено 26 комбинаций многолокусных генотипов, 
четыре из которых встречались у нескольких об-
разцов. Результаты совпадений генотипов меж-
ду образцами представлены в табл. 3.

Проведенный молекулярно-генетический 
анализ двух партий образцов выявил следую-
щие соответствия «образец древесины, отобран-
ный с вырубленной лесосеки – образец древеси-
ны, взятый с места складирования»: образец с 
лесосеки № 8Л соответствует образцам со скла-
да № 9С и № 10С (генотип А); образец с лесосе-
ки № 10Л – образцам со склада № 2С и № 20С 
(генотип B); образец с лесосеки № 7Л – об-
разцам со склада № 5С и № 13С (генотип С); 
образец с лесосеки № 9Л – образцам со склада 
№ 16С и № 19С (генотип D). Совпадение гено-
типов у образцов в месте складирования между 
собой связано с сегментированием лесомате-
риала (стволы одного дерева распиливаются на 
несколько частей).

Е. А. Шилкина, А. А. Ибе, М. А. Шеллер, Т. В. Сухих

Электрофоретический спектр продуктов амплификации микросателлитных локусов lw_isotig04306, 
Psy157, lw_isotig21953, lw_isotig27940, PtTx4011, PtTx3107, PtTx4001 и SPAC11.4 у образцов сосны 
обыкновенной с места складирования и лесосеки. Дорожки 2С, 20С, 10Л – номера образцов. 
М – маркер молекулярной массы ДНК.
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Таблица 2. Частота встречаемости аллелей в образцах сосны обыкновенной с лесосеки 
и с места складирования

Локус Аллель Образцы с лесосеки Образцы 
с места складирования

lw_21953 203 0.077 0.000
223 0.038 0.048
243 0.038 0.119
248 0.038 0.000
253 0.077 0.048
263 0.731 0.786

lw_04306 181 0.154 0.214
187 0.731 0.714
193 0.115 0.071

lw_27940 227 0.154 0.119
239 0.077 0.214
243 0.077 0.000
247 0.115 0.048
255 0.577 0.619

PtTX3107 150 0.038 0.024
153 0.077 0.048
159 0.577 0.548
165 0.231 0.310
171 0.077 0.071

PtTX3116 119 0.192 0.262
134 0.077 0.143
146 0.038 0.000
155 0.615 0.548
164 0.000 0.024
170 0.077 0.024

PtTX4001 209 0.192 0.190
219 0.500 0.500
239 0.308 0.310

PtTX4011 260 0.769 0.571
268 0.115 0.214
272 0.115 0.214

psy157 187 0.000 0.024
196 0.846 0.786
208 0.154 0.190

psy119 315 0.885 0.810
324 0.115 0.190

SPAC11.4 138 0.192 0.452
142 0.077 0.048
146 0.423 0.119
152 0.192 0.238
156 0.038 0.024
160 0.077 0.119
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В рамках модельного эксперимента под-
тверждена эффективность использования гене-
тической экспертизы образцов древесины для 
определения степени их идентичности. Выявле-
но, что использованные микросателлитные ло-
кусы ДНК (SSR-анализ) позволяют достоверно 
верифицировать место происхождения образцов.

Молекулярно-генетический анализ двух пар-
тий образцов выявил 4 генотипа, указывающих 
на соответствие «образец древесины, отобран-
ный с вырубленной лесосеки – образец древеси-
ны, взятый с места складирования».

В перспективе планируется расширение 
масштаба апробации методики. Результаты ука-
занных работ могут быть использованы в даль-
нейшем для создания национальной системы 
контроля учета заготавливаемой древесины и 
идентификации лесной продукции.
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Illegal timber harvesting and traffic is one of the most pressing environmental and economic problems worldwide. 
According to some estimates, between 15 to 30 % of the world’s timber market are of illegal origin. At present it 
is becoming increasingly important to conduct an independent examination to confirm the legality of the origin of 
forest products. One of the effective approaches that allow such verification is genetic analysis. This paper presents 
the results of genetic examination of 34 timber samples of Scots pine Pinus sylvestris L., collected in the framework 
of a model experiment from the logged area and from the timber storage site. Genetic analysis was performed 
on the basis of ten microsatellite loci of DNA. Electrophoretic separation of amplification products was carried 
out in a polyacrylamide gel. The images indicating the identity or difference in DNA of timber samples collected 
from the logged area and timber samples collected from timber storage site were obtained by gel electrophoresis. 
26 combinations of multilocus genotypes were identified in the analysis. Four variants of the genotypes indicated 
the identity of timber samples collected from the logged area and timber samples collected from the timber storage 
site. Thus, within the framework of this experiment the efficiency of using the methods of molecular genetic analysis 
of timber samples to determine the degree of their identity is confirmed. It was revealed that the microsatellite loci 
of DNA (SSR-analysis) can reliably verify the place of origin of samples. The results of these works can be used to 
create a national system of harvested timber control and identification of forest products.
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