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Poplars are widely used in landscaping of Moscow due 
to the ability to effectively purify the air from harmful 
impurities and to release a large amount of oxygen. 
The genus Populus is characterized by a high level of 
intraspecies polymorphism, as well as the presence 
of natural interspecies hybrids. The aim of our work 
was to evaluate the genetic diversity of poplars, which 
are growing on the territory of Moscow city by high-
throughput sequencing of internal transcribed spacers 
of 45S rRNA genes (ITS sequences). Sequencing of ITS  
of 40 poplar plants was performed on Illumina plat-
form (MiSeq) and about 3 000 reads were obtained 
for each sample in average. Bioinformatics analysis 
was performed using CLC Genomics Workbench tool. 
The involved set of poplars had a high level of genetic 
diversity – the number of single nucleotide polymor-
phisms (SNPs) detected in each genotype relative to 
the reference ITS1 and ITS2 sequences of P. trichocarpa 
varying from 4 to 44. We showed that even trees which 
were planted on the same territory and, probably, 
at the same time had significant genetic differences. 
It can be speculated that highly polymorphic plant 
material was used for planting poplars in Moscow. For 
some sites with SNPs, several variants of nucleotides 
were found in the same individual and the ratio of 
SNPs was different. We assume that close to 50/50 ratio 
is observed in interspecific hybrids due to genetic dif-
ferences in the ITS sequences between maternal and 
paternal genotypes. For SNPs with a predominance of 
one of the variants, the presence of paralogues among 
numerous genomic copies of ITS sequences is more 
likely. The results of our work can provide a framework 
for molecular genetic markers application with the 

Тополь широко используется в озеленении Москвы благодаря 
способности эффективно очищать воздух от вредных примесей и 
выделять большое количество кислорода. Роду Тополь (Populus) 
свойствен высокий уровень внутривидового полиморфизма, а 
также наличие естественных межвидовых гибридов. Целью на
стоящей работы была оценка генетического разнообразия топо-
лей, растущих на территории города Москвы, с использованием 
высокопроизводительного секвенирования внутренних транскри-
бируемых спейсеров генов 45S рРНК (ITS-последовательностей). 
На платформе Illumina (MiSeq) проведено секвенирование ITS- по
следовательностей 40 растений тополя и в среднем получено 
около 3 000 прочтений для каждого образца. Биоинформатиче
ская обработка данных проведена с использованием программы 
CLC Genomics Workbench. Исследованная выборка тополей имела 
высокий уровень генетического разнообразия: число выявлен-
ных в каждом генотипе однонуклеотидных полиморфизмов (SNP) 
относительно референсных последовательностей ITS1 и ITS2 
P. trichocarpa варьировало от 4 до 44. Показано, что даже деревья, 
посаженные на одной территории и, вероятно, в одно время, зна
чительно различаются генетически. Можно предположить, что при 
посадке тополей в Москве использовался крайне полиморфный 
растительный материал. Для некоторых сайтов c SNP у одного и 
того же индивидуума выявлено несколько вариантов нуклеоти-
дов, соотношение которых было различным. Мы предполагаем, 
что соотношение, близкое к 50/50, наблюдается в межвидовых 
гибридах и является следствием генетических различий в ITS-по
следовательностях между материнским и отцовским генотипами. 
Для SNP с преобладанием одного из вариантов вероятнее наличие 
паралогов среди многочисленных геномных копий ITS-последова
тельностей. Результаты работы закладывают основу для примене-
ния молекулярно-генетических маркеров с целью идентификации 
видов и межвидовых гибридов тополя, определения происхожде-
ния ряда естественных гибридов, а также мониторинга разнообра-
зия представителей рода Populus, растущих на территории города 
Москвы.
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purpose of Populus species and interspecific hybrids 
identification, determination the origin of a number of 
natural hybrids, and monitoring the diversity of genus 
Populus in the Moscow city.

Key words: Populus; poplar; Moscow; high-throughput 
sequencing; ITS; polymorphism; genetic diversity.

Москва – один из крупнейших мегаполисов мира, 
в котором постоянно проживает более 12 млн че­
ловек. Развитая инфраструктура и большое насе­

ление обусловливают неблагоприятную экологическую 
обстановку. Для улучшения ситуации необходимо эффек­
тивное озеленение города. Тополь активно используется в 
озеленении Москвы благодаря способности эффективно 
очищать воздух от вредных примесей и выделять большое 
количество кислорода.

Род Тополь (Populus), согласно классификации J.E. Ec­
kenwalder (1996), включает 29 видов, преимущественно 
распространенных в Северном полушарии. Тополя – дву­
домные ветроопыляемые растения, чем объясняется их 
высокое внутривидовое разнообразие (Rae et al., 2007). 
Различные виды тополя легко скрещиваются, образуя 
естественные межвидовые гибриды (Roe et al., 2014; Jiang 
et al., 2016), что затрудняет определение систематического 
статуса. Геном тополя вида P. trichocarpa, секвенирован­
ный в 2006 г., был первым геномом среди деревьев (Tuskan 
et al., 2006). Показано, что для оценки генетического по­
лиморфизма, таксономической классификации и опреде­
ления филогенетических отношений тополей эффективно 
использование нуклеотидных последовательностей внут­
ренних транскрибируемых спейсеров генов 45S рРНК 
(ITS – internal transcribed spacer) (Hamzeh, Dayanandan, 
2004). ITS-регион включает высоковариабельные ITS1 и 
ITS2 последовательности, расположенные с двух сторон 
от высококонсервативной последовательности, кодирую­
щей 5.8S рибосомную РНК. В отличие от хлоропластных 
и митохондриальных маркеров, ITS-последовательности 
наследуются от обоих родителей, обладают высокой ва­
риабельностью, а процедура их амплификации достаточ­
но стандартизована (Poczai, Hyvonen, 2010). Все выше­
перечисленное способствует активному применению 
ITS-последовательностей для баркодирования растений 
(Li et al., 2011).

ITS-последовательности представлены многими  ко­
пиями в геноме, и в одном индивидууме возможно при­
сутствие нескольких различных ITS-паралогов, что тре- 
бует особого внимания при анализе данных и даже мо­
жет препятствовать получению качественных данных сек­
венирования по Сэнгеру (Hollingsworth et al., 2011). Вы- 
сокопроизводительное секвенирование позволяет пре­
одолеть названные сложности, так как для одного образца 
секвенируются сотни ITS-последовательностей, при этом 
пробоподготовка не требует предварительного клонирова­

ния. В нашей работе проведено высокопроизводительное 
секвенирование ITS-последовательностей и определен 
генетический полиморфизм выборки тополей, растущих 
на территории г. Москвы.

Материалы и методы
Растительный материал собирали в период цветения то­
поля на юге и севере Москвы. Молодые листья заморажи­
вали в жидком азоте и хранили при температуре –70 °С. 
Выделение ДНК проводили, как описано ранее (Melnikova 
et al., 2014). Качество ДНК оценивали методом электрофо­
реза в 1 % агарозном геле. Концентрацию ДНК измеряли 
на флуориметре Qubit 2.0 (Life Technologies, США). Для 
дальнейшей работы использовали тестовую выборку ДНК 
из 40 растений тополя.

Для подготовки ДНК-библиотек для высокопроизво­
дительного секвенирования использовалась двустадийная 
полимеразная цепная реакция  (ПЦР): первая стадия  – 
амплификация выбранных участков генома и добавле­
ние на ампликоны универсальной последовательности, 
вторая – добавление последовательностей, необходимых 
для высокопроизводительного секвенирования, и двойных 
индексов для идентификации образцов. Для амплифика­
ции ITS-региона применялись праймеры, предложенные 
в работах (White et al., 1990; Hsiao et al., 1995) (см. ри­
сунок), с добавленным универсальным адаптером; для 
второй ПЦР использовались праймеры Nextera  XT  v2 
(табл. 1). Дизайн праймеров проведен согласно рекомен­
дациям протокола Illumina (https://support.illumina.com/
content/dam/illumina-support/documents/documentation/
chemistry_documentation/16s/16s-metagenomic-library-
prep-guide-15044223-b.pdf).

ПЦР для подготовки ДНК-библиотек проводили на 
амплификаторе Geneamp 9700 (Applied Biosystems, США). 
Объем реакции составлял 25 мкл, в него входили 1х по­
лимераза Tersus («Евроген», Россия), 1x буфер для поли­
меразы Tersus, 0.5 мкM каждого праймера («Евроген»), 
200 мкM dNTP (Thermo Scientific, США) и 40 нг тоталь­
ной ДНК. Использовали следующие условия реакции: 
3 мин – 95 °C; 10 циклов для первой ПЦР и 35 циклов для 
второй ПЦР: 15 с – 95 °C, 30 с – 58 °C и 1 мин – 72 °C; 
3  мин  – 72  °C. Качество и концентрацию полученных 
40  ДНК-библиотек оценивали с помощью биоанализа­
тора Agilent 2100 (Agilent Technologies) и флуориметра 
Qubit  2.0 (Life Technologies, США). ДНК-библиотеки 
секвенировали на высокопроизводительном секвенаторе 
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Генетический полиморфизм 
тополей Московского региона

MiSeq (Illumina, США) с использованием набора MiSeq 
Reagent Kit v2 (500 cycles). Длина прочтения составила 
по 250 нуклеотидов с каждой стороны для целевой после­
довательности, также были прочитаны двойные индексы 
(Multiplexed Paired-End Run).

Для биоинформатической обработки полученных дан­
ных применяли пакет программ CLC Genomics Workbench 
(Qiagen, США). Прочтения картировали на последова­
тельности ITS P. trichocarpa (GenBank: AJ006440.1), геном 
которого является референсным для рода Тополь.  Ис­
пользовали следующие параметры для работы програм­
мы: длина окна (window length) – 11, максимальное число 
разрывов и несовпадений (maximum number of gaps and 
mismatches) – 2, минимальное среднее качество прочтения 
соседних нуклеотидов (minimum average quality of sur­
rounding bases) – 15, минимальное качество прочтения цен­
трального нуклеотида (minimum quality of central base) –  
20, минимальное покрытие (minimum coverage)  – 500, 
минимальное покрытие парно-концевыми прочтениями 
(minimum paired-end coverage) – 0, максимальное покры­
тие (maximum coverage) – 20 000, минимальная частота 
полиморфизма (minimum variant frequency) – 20 % или 
50 прочтений (reads).

Результаты
Нами проведено высокопроизводительное секвенирова­
ние ITS-последовательностей 40 растений тополя,  рас­
тущих на территории г.  Москвы. Длина прочтений со­
ставила по 250 нуклеотидов с каждой стороны, в среднем 
для каждого образца получено около 3 000  прочтений. 
Проведен биоинформатический анализ секвенированных 
ITS-последовательностей. Его результаты представлены 
в табл. 2 и электронном Приложении1.

Исследованная группа деревьев характеризовалась вы- 
соким уровнем генетического разнообразия: число выяв­
ленных однонуклеотидных полиморфизмов (SNP) отно­
сительно использованных в качестве референса после­
довательностей ITS P. trichocarpa (GenBank: AJ006440.1) 
варьировало от 4 до 44. Одна из подгрупп деревьев (номе­
ра 17–28) была посажена на одной территории и, вероятно, 
в одно время – с двух сторон от пешеходной дороги. Из 
табл. 2 видно, что даже эта группа растений была крайне 
гетерогенна – число выявленных SNP составило от 6 до 44.

Для некоторых сайтов c SNP выявлено больше одного 
варианта нуклеотидов. Надо отметить, что для таких SNP 
соотношение аллельных вариантов в одних случаях было 
близко к 50/50, а в других – неравномерным (см. Прило­
жение). Можно предположить, что соотношение 50/50 на­
блюдается в гибридах и является следствием генетических 
различий в ITS-последовательностях между отцовским и 
1 Приложение см. по адресу: 
http://www.bionet.nsc.ru/vogis/download/pict-2018-22/appx8.pdf

Праймер ITS5 Праймер ITS4

28S rRNA5.8S rRNA18S rRNA
ITS1 ITS2

Локализация праймеров для амплификации ITS-последовательно
стей на гене 45S рРНК.

Таблица 1. Последовательности праймеров  
для подготовки ДНК-библиотек

Название праймера Последовательность праймера

ITS5_Illu_F TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGA
CAGTCGTAACAAGGTTTCCGTAGGTG

ITS4_Illu_R GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAG
ACAGTCCTCCGCTTATTGATATGC

Nextera XT v2 (i7) CAAGCAGAAGACGGCATACGAGAT[i7]
GTCTCGTGGGCTCGG

Nextera XT v2 (i5) AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACAC
[i5]TCGTCGGCAGCGTC

Примечание.  Участки праймеров, необходимые для амплификации  
ITS-последовательностей, выделены курсивом; i7 и i5 – последовательно-
сти для двойного индексирования образцов.

материнским растениями. Для SNP со значительным пре­
валированием одного нуклеотидного варианта над другим 
вероятнее наличие полиморфизма среди многочисленных 
геномных копий ITS-последовательностей.

Обсуждение
Тополь служит модельным объектом для биологических 
исследований деревьев (Jansson, Douglas, 2007). За по­
следние десятилетия разработаны и применены много­
численные подходы для анализа генома тополя, изучения 
взаимодействия генотипа и среды, а также выявления 
меж- и внутривидового полиморфизма у представителей 
рода Populus (Jansson et al., 2010; Melnikova et al., 2017). 
Морфологические признаки активно используются в ис­
следованиях представителей Populus, растущих на терри­
тории Москвы и Московской области. Показана высокая 
гетерогенность популяций тополей Москвы и широкое 
распространение межвидовых гибридов (Костина, Наси­
мович, 2014; Kostina et al., 2017).

Помимо морфологических признаков, для оценки раз­
нообразия растений эффективно применение молекуляр­
но-генетических маркеров (Melnikova et al., 2009–2011; 
Khadeeva et al., 2011; Bolsheva et al., 2015). В нашей ра­
боте мы впервые использовали высокопроизводительное 
секвенирование ITS-последовательностей для оценки 
генетического разнообразия тополей г. Москвы. ITS-по­
следовательности также применялись для изучения по­
лиморфизма и баркодирования видов тополя, растущих 
в Западном Китае: число выявленных SNP было высо­
ким и составило 38 (Feng et al., 2013), что сопоставимо 
с полученными нами данными. Стоит отметить, что по 
сравнению с секвенированием по Сэнгеру высокопроиз­
водительное секвенирование ITS-последовательностей, 
использованное в нашей работе, позволило получить 
значительно более полную картину генетического поли­
морфизма тополей, растущих в Москве, и выявить высо­
кий уровень генетического разнообразия исследованных 
растений. Можно предположить, что столь гетерогенные 
популяции тополей высокоадаптивны и имеют преиму­
щество при выживании в экологически неблагоприятных 
городских условиях. Мы также показали, что при посадке 
тополей в Москве, вероятно, использовался крайне по­
лиморфный растительный материал: даже деревья, поса­

http://www.bionet.nsc.ru/vogis/download/pict-2018-22/appx8.pdf
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женные в одно время на одной ограниченной территории, 
значительно различаются генетически.

Результаты нашей работы закладывают основу для раз- 
работки молекулярно-генетических маркеров для иден­
тификации видов и межвидовых гибридов тополя, рас­
тущих на территории Москвы, а также для определения 
происхождения ряда естественных гибридов. Кроме 
того, в недавних исследованиях показано, что пол тополя 
генетически детерминирован, и лишь небольшая доля 
деревьев с рекомбинациями в ассоциированном с полом 
участке генома, вероятно, может изменять пол (Geraldes 
et al., 2015; Борхерт и др., 2017; McKown et al., 2017). Это 
открывает новые возможности для молекулярного марки­
рования и использования в озеленении только мужских, не 
образующих пуха тополей, а генетическое баркодирование 
с применением секвенирования ITS-последовательностей 
позволит проводить оценку полиморфизма и поддержи­
вать разнообразие адаптивных к неблагоприятным город­
ским условиям популяций.
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