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ГЕНЕТИЧЕСКАЯ ИЗМЕНЧИВОСТЬ ВЕГЕТАТИВНЫХ 
ПОТОМСТВ ПЛЮСОВЫХ ДЕРЕВЬЕВ ЕЛИ НА АРХИВЕ КЛОНОВ 

В РЕСПУБЛИКЕ МАРИЙ ЭЛ 
 

Проведены исследования плюсовых деревьев ели, отобранных в пяти 
географических районах ISSR-методом. С использованием 9 ISSR-праймеров 
всего было амплифицировано 168 фрагментов, из которых 163 оказались 
полиморфными. Было установлено, что изученные группы плюсовых деревь-
ев отличаются по уровню генетической изменчивости: полиморфность ва-
рьирует от  55,4 до 91,1 %; наблюдаемое число аллелей от 1,554 до 1,911; 
эффективное число аллелей от 1,272 до 1,484; генетическое разнообразие 
по Nei от 0,168 до 0,286; индекс Шеннона от 0,261 до 0,433. Генетическое 
расстояние между группами плюсовых деревьев составило 0,0328 – 0,1195. 
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деревья; генетическая изменчивость; ISSR-маркеры. 
 
Введение. Изучение популяционно-

генетической структуры, внутривидового 
разнообразия и дифференциации популя-
ций основных лесообразующих видов 
хвойных является одним из приоритетных 
направлений биологии. При этом большое 
внимание уделяется изучению генетиче-
ского разнообразия, которое является 
компонентом общего биологического раз-
нообразия и сохранение которого рас-
сматривается наукой в качестве одной из 
важнейших проблем человечества [1].  

Полученные материалы по исследо-
ванию генетических процессов, протека-
ющих в природных популяциях, могут 
иметь не только теоретическое значение 
для познания закономерностей внутриви-
довой дифференциации и микроэволюции 
вида, но и позволяют разработать воз-
можные пути сохранения генофонда и се-
лекционного улучшения вида на популя-
ционной основе [2, 3]. Особую актуаль-
ность в связи с этим имеет изучение внут-
ривидовой изменчивости основных лесо-
образующих видов, к числу которых от-

носится ель, генетическое разнообразие 
которой остается малоизученным.  

Научные основы мониторинга био-
разнообразия и организации неистощи-
тельной  эксплуатации лесных ресурсов 
требуют получения количественных оце-
нок популяционно-генетических парамет-
ров, что возможно лишь на базе молеку-
лярно-генетических маркеров. Изофер-
ментные молекулярные маркеры продол-
жают оставаться одним из главных ин-
струментов изучения популяционно-
генетической структуры, внутри- и меж-
видовой дифференциации и гибридизации 
древесных растений. Несмотря на разви-
тие методов анализа изменчивости ДНК, 
во всем мире с помощью изоферментов до 
сих пор получают значительную долю 
информации о состоянии генофонда 
хвойных и других древесных растений [4]. 
Так, с помощью этого метода была изуче-
на генетическая изменчивость и диффе-
ренциация популяций ели сибирской в 
Западном Саяне [5], в Западном Забайка-
лье  и  Монголии  [6], генетический  поли-
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морфизм популяций ели Европейского  
Севера [7], генетическая дифференциация 
ели европейской в контрастных экологи-
ческих условиях на территории Москов-
ской области [8, 9]. Установлено, что про-
израстающая в Западном Саяне ель си-
бирская характеризуется достаточно вы-
соким уровнем внутрипопуляционного и 
низким уровнем межпопуляционного раз-
нообразия [5], а существенные различия в 
генетической структуре между бурятски-
ми и монгольскими популяциями обу-
словлены, по-видимому, значительной 
изоляцией монгольской популяции, при-
ведшей к снижению уровня генетического 
разнообразия в этой популяции и форми-
рованию специфической генетической 
структуры, проявляющейся в утрате или 
значительном снижении частот аллелей, 
появлению новых аллелей, в том числе 
уникальных [6]. Северотаежные популя-
ции ели также характеризуются некоторой 
генетической неоднородностью [7]. 

Таким образом, многочисленные ис-
следования разных видов ели на основе 
анализа изоферментных систем показы-
вают существенную генетическую диф-
ференциацию и неоднородность популя-
ций в разных географических районах. В 
то же время, необходимо отметить, что в 
последние годы на смену изоферментным 
молекулярным маркерам приходят более 
информативные ДНК-маркеры, которые 
позволяют изучать непосредственный по-
лиморфизм нуклеотидов ДНК. Разные ви-
ды ДНК-маркеров успешно применяются 
для изучения генетического разнообразия 
и дифференциации популяций древесных 
видов [10–15 и др.]. В том числе были 
проведены исследования ели сибирской в 
Пермской области, по результатам кото-
рых с помощью ISSR-маркеров определе-
ны показатели генетической гетерогенно-
сти и генетической структуры популяций 
Picea obovata [16].  Данные исследования 
показали высокий уровень полиморфизма 
ДНК в природных популяциях (70,15 %). 
Однако нами не были найдены данные об 
использовании ДНК-маркеров для изуче-

ния генетических характеристик плюсо-
вых деревьев ели, отобранных в разных 
географических районах. Для разработки 
стратегии сохранения генетического раз-
нообразия ели необходимо установить 
уровень генетического разнообразия, ха-
рактерный для отобранных плюсовых де-
ревьев, и степень генетической диффе-
ренциации групп плюсовых деревьев из 
разных географических районов. 

Цель работы – изучить генетическое 
разнообразие и дифференциацию клонов 
плюсовых деревьев ели из разных геогра-
фических районов.  

Материалы, методы и объект ис-
следования. Объектом исследования яв-
ляются вегетативные потомства плюсо-
вых деревьев ели, произрастающие на ар-
хиве клонов в Учебно-опытном лесхозе 
Республики Марий Эл. Архив клонов был 
создан в 1991 году прививкой черенков на 
шестилетние подвойные растения. На ар-
хиве представлены клоновые потомства  
плюсовых деревьев из Республики Марий 
Эл, Удмуртской Республики, Нижегород-
ской, Кировской и Пермской областей 
Российской Федерации. На архиве произ-
растают клоновые потомства ели гибрид-
ной (финской) (Picea x fennica (Regel) 
Kom.), так как плюсовые деревья были 
отобраны в зоне интрогрессивной гибри-
дизации ели европейской (Picea abies. (L.) 
Karst.) и ели сибирской (Picea obovata 
Ledeb.)[17]. 

В качестве растительного материала, 
служащего источником ДНК, в экспери-
менте использовалась хвоя, которая была 
высушена при комнатной температуре. 
Выделение суммарной ДНК  производи-
лось по протоколу J.J. Doyle и J.L. Doyle 
[18]. Гомогенизация сухой хвои осу-
ществлялась  с применением гомогениза-
тора SpeedMill Plus (Analyticjena). Для 
анализа были взяты девять полиморфных 
ISSR-праймеров, рекомендованных для 
использования при идентификации плю-
совых деревьев ели [19]. Характеристика 
использованных в эксперименте ISSR-
праймеров приведена в табл. 1. 
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Таблица 1 
 

Характеристика ISSR- праймеров 
 

Праймер Секвиенс (5'-3') Температура отжига, 0С 
(GA)9T GAGAGAGAGAGAGAGAGAT 65 
(AC)8C ACACACACACACACACC 65 

(CA)6RY CACACACACACAAGCT 60 
(CA)6RG CACACACACACAAGG 60 

(CA)6(GT) CACACACACACAGT 60 
(CA)6(AC) CACACACACACAAC 60 

(AG)8C AGAGAGAGAGAGAGAGC 60 
(GA)8T GAGAGAGAGAGAGAGAT 60 

(AG)8YT AGAGAGAGAGAGAGAGGCT 65 
 

Полимеразную цепную реакцию 
(ПЦР) проводили в следующих условиях: 
1 мкл ПЦР-буфера; 0,2 мкл 10 Мм dNTPs; 
0,1 мкл 100 мкМ праймера; 1 мкл образца 
ДНК; 0,1 мкл Taq-полимеразы (2 ед/мкл); 
7,6 мкл воды; общий объем реакционной 
смеси 10 мкл. Для проведения реакции 
использовали коммерческий набор реак-
тивов «Encyclo PCR kit» (ЗАО Евроген). 
Амплификация ISSR-фрагментов прово-
дилась при следующем режиме: 5 мин де-
натурация при 94С , 0,5 мин денатурация 
при 94С, 45 сек отжиг при 60–65°С, 
элонгация 45 сек при 72С; 7 мин до-
стройка цепей ДНК при 72С, 45 циклов 
амплификации. Реакции проводили в тон-
костенных пробирках, объемом 200 мкл 
на амплификаторе MJ MiniTM Gradient 
Thermal Cycler (BIO-RAD).  

Анализ продукта ПЦР проводился 
при помощи электрофореза в 1,5 %-ном 
агарозном геле. Разделение амплифици-
рованных фрагментов выполняли в элек-
трофорезной камере PowerPacTM Universal 
(BIO-RAD) в ТВЕ буфере (0,89 М Трис-
ОН, 0,89 М борная кислота, 50 мМ ЭДТА) 
с добавлением бромистого этидия в тече-
ние 2,5–3 часов при напряжении электри-
ческого поля 70 V.  

Визуализацию ДНК, обработку и ана-
лиз полученных изображений проводили с 
помощью системы гель-документация 
GelDoc 2000 (BIO-RAD) c использованием 
программного пакета Quantity One® Ver-
sion4.6.3. Наличие амплифицированных 
фрагментов ДНК в гелях установили по 
интенсивности окраски. Для  дальнейшего 

определения длины амплифицированных 
фрагментов ДНК в крайние дорожки геля 
вносили стандарт, в качестве которого 
служит  ДНК-маркер с фрагментами из-
вестной длины. В исследованиях в каче-
стве  стандарта использовался ДНК-маркер 
100bp+1.5kb+3kb (ООО «СибЭнзим»). 

ISSR-профили анализировались по 
наличию (1) или отсутствию (0) полос на 
геле, соответствующих фрагментам опре-
деленной длины, и математически обра-
батывались в среде POPGEN Version 1.3.2 
[20]. На основании полученных данных 
рассчитывались относительные частоты 
фрагментов. Полученные частоты ISSR-
фрагментов использовались для оценки 
основных параметров генетической из-
менчивости клоновых потомств плюсо-
вых деревьев ели из разных областей 
России. Для этого были рассчитаны сле-
дующие параметры оценки генетической 
изменчивости: наблюдаемое число алле-
лей – Na, эффективное число аллелей – 
Ne, общее генетическое разнообразие по 
Nei – H, индекс Шеннона – I. Оценка ге-
нетической дифференциации изученных 
групп плюсовых дервьев проводилась на 
основе вычисления генетической дистан-
ции  Nei и построения дендрограммы.  

Результаты исследования. По ре-
зультатам ISSR-анализа ДНК, выделенной 
из хвои клоновых потомств плюсовых де-
ревьев ели разного происхождения, было 
установлено, что 9 ISSR-праймеров поз-
воляет определить 168 амплифицирован-
ных фрагментов ДНК, из которых 163 бы-
ли полиморфными (табл. 2, рис. 1). 
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Таблица 2 
 

Результаты ПЦР-анализа ДНК клонов плюсовых деревьев ели с ISSR-праймерами 
 

Праймеры Количество амплифицированных 
фрагментов ДНК 

Длины амплифицированных 
фрагментов ДНК, п.н. 

(GA)9T 20 200 - 2540 
(AC)8C 5 470 - 950 

(CA)6RY 18 210 - 1930 
(CA)6RG 19 210 - 1480 

(CA)6(GT) 20 300 - 2210 
(CA)6(AC) 16 210 - 1710 

(AG)8C 23 300 - 2120 
(GA)8TС 26 260 - 2480 
(AG)8YT 21 200 - 1980 

Итого 168 200-2540 
 

 
 

Рис. 1. Результаты ПЦР-детекции ДНК плюсовых деревьев ели с праймером (AG)8YT:  
1-10 – номера анализируемых образцов; М – ДНК-маркер 100bp+1.5kb+3kb (СибЭнзим) 

 
Число амплифицированных фрагмен-

тов ДНК в общей выборке растений варь-
ировало в зависимости от праймера от 5 у 
(AC)8C до 26  у (GA)8TС. В среднем при 
ISSR-анализе у ели один праймер иници-
ировал амплификацию 19 фрагментов 
ДНК. 

Доля полиморфных локусов в общей 
выборке в среднем составила 97,0 %, при 
этом в разных группах плюсовых деревьев 
данный показатель варьировал от 54,2 % в 
Пермской области до 91,1 % в Республике 
Марий Эл (табл. 3). Наблюдаемое число 
аллелей на локус (в нашем случае на 
фрагмент ДНК) для всех плюсовых дере-
вьев составило 1,971, а эффективное чис-

ло аллелей на локус (Ne) – 1,463. У плю-
совых деревьев из Республики Марий Эл 
и Нижегородской области данные показа-
тели оказались достаточно близкими к 
установленному видовому уровню. Так, 
наблюдаемое число аллелей составило 
1,911 и 1,887, а эффективное число алле-
лей 1,441 и 1,484 в Республике Марий Эл 
и Нижегородской области соответственно. 
Для плюсовых деревьев из Удмуртской 
Республики, Пермской и Кировской обла-
стей было установлено более низкое ал-
лельное разнообразие, наблюдаемое число 
аллелей варьировало от 1,542 до 1,577, а 
эффективное число аллелей от 0,272 до 
1,341. 
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Таблица 3 
 

Основные показатели генетической изменчивости плюсовых деревьев ели 
 

Происхожде-
ние  

Поли- 
морфность, 

Р, % 

Наблюдаемое 
число  

аллелей, Na 

Эффективное 
число  

аллелей, Ne 

Генетическое 
разнообразие 

по Nei, H 

Индекс 
Шеннона, 

I 
Республика 
Марий Эл 

91,1 1,911 1,441 0,270 0,418 

Нижний Нов-
город 

88,7 1,887 1,484 0,286 0,433 

Удмуртская 
Республика 

55,4 1,554 1,341 0,199 0,299 

Кировская 
область 

57,7 1,577 1,272 0,168 0,261 

Пермская 
область 

54,2 1,542 1,286 0,172 0,264 

В целом по 
виду 

97,0 1,970 1,463 0,283 0,439 

 
Молекулярно-генетический анализ 

ДНК с использованием ISSR-метода пока-
зал, что самые высокие значения уровня 
генетического разнообразия наблюдаются 
у групп плюсовых деревьев из Республики 
Марий Эл и Нижегородской области, у ко-
торых уровень генетической изменчивости 
соответствует видовому уровню. Так, 
например, генетическое разнообразие по 
Nei (Н) в целом для всех изученных плю-
совых деревьев составило 0,283, в то время 
как у плюсовых деревьев из Республики 
Марий Эл – 0,270, а из Нижегородской об-
ласти – 0,286. Для плюсовых деревьев из 
Удмуртской Республики, Пермской и Ки-
ровской областей был установлен более 
низкий уровень генетического разнообра-

зия. Для этих групп плюсовых деревьев 
генетическое разнообразие по Nei (Н) 
находится в пределах от 0,168 до 0,199, а 
индекс Шеннона (I) от 0,261 до 0,299. 

Коэффициент подразделенности по-
пуляций (Gst) показывает, что на межпо-
пуляционную компоненту генетического 
разнообразия ели приходится 21,5 % раз-
нообразия, то есть изученные группы 
плюсовых деревьев сильно дифференци-
рованы. Для оценки генетической диффе-
ренциации клоновых потомств плюсовых 
деревьев ели разного происхождения бы-
ла рассчитана генетическая дистанция 
(табл. 4) и на основании невзвешенного 
парно-группового метода была построена 
дендрограмма (рис. 2). 

 
Таблица 4 

 
Генетическая дистанция по Nei (под диагональю) и генетическая идентичность (над диагональю) 

клоновых потомств плюсовых деревьев ели разного географического происхождения 
 

Популяция ID Республика 
Марий Эл 

Нижний 
Новгород 

Удмуртская 
Республика 

Кировская 
область 

Пермская 
область 

Республика 
Марий Эл  0,9677 0,8874 0,9329 0,9311 

Нижний  
Новгород 0,0328  0,9045 0,9152 0,9213 

Удмурская 
Республика 0,1195 0,1003  0,8168 0,8241 

Кировская 
область 0,0695 0,0886 0,2024  0,9580 

Пермская  
область 0,0714 0,0820 0,1934 0,0430  
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Рис. 2. Дендрограмма, построенная на основании коэффициентов генетической дистанции Nei, по-
казывающая степень генетической дифференциации клоновых потомств плюсовых деревьев ели раз-

ного географического происхождения 
 

Все пять происхождений ели генети-
чески дифференцированы друг от друга, 
при этом наиболее генетически удален-
ными являются группы плюсовых деревь-
ев из Республики Марий Эл и Удмуртской 
Республики (0,1195). Наименьшее генети-
ческое расстояние наблюдается между де-
ревьями ели из Республики Марий Эл и 
Нижегородской области (0,0328). 

Дендрограмма показывает, что изу-
ченные группы плюсовых деревьев можно 
разделить на 3 кластера: 1 – плюсовые де-
ревья из Республики Марий Эл и Нижего-
родской области; 2 – плюсовые деревья из 
Кировской и Пермской областей; 3 – плю-
совые деревья из Удмуртской Республики. 
Однако, несмотря на то, что между изу-
ченными происхождениями были установ-
лены генетические различия, из 168 полу-
ченных фрагментов ДНК не было выявле-
но ампликонов, присутствующих только в 
одной группе и отсутствующих в других.  

Таким образом, вычисленные на ос-
нове ISSR-анализа значения генетических 
параметров позволяют говорить о том, что 
изученные плюсовые деревья ели отлича-
ются по уровню генетического разнообра-
зия и имеют существенную  генетическую 
дифференциацию. 

Выводы 
Исследования генетической изменчи-

вости и дифференциации плюсовых дере-
вьев ели из разных географических райо-
нов на основе ISSR-анализа позволяют 
сделать следующие выводы. 

1. Девять ISSR-праймеров позволили  
выявить 168 фрагментов ДНК, 97,0 % из 
которых оказались полиморфными. Доля 
полиморфных локусов у групп плюсовых 
деревьев из разных географических райо-
нов варьировала от 54,2 до 91,1 %. Число 
амплифицированных фрагментов ДНК 
варьировало в зависимости от праймера 
от 5 у (AC)8C до 26 у (GA)8TС, длина по-
лученных ампликонов от 200 до 2540 пар 
нуклеотидов. 

2. Изученные группы плюсовых дере-
вьев отличаются по уровню генетического 
разнообразия. Плюсовые деревья из Рес-
публики Марий Эл и Нижегородской об-
ласти характеризуются высоким уровнем 
генетического разнообразия. Для данных 
групп установлены значения генетических 
параметров, сопоставимые с видовым 
уровнем. Так, наблюдаемое число аллелей 
составило для этих происхождений 1,911 
и 1,887 при общем значении по виду 1,97; 
эффективное число аллелей – 1,441 и 
1,484 при общем значении по виду 1,463; 
генетическое разнообразие по Nei – 0,270 
и 0,286 при общем значении по виду 
0,283; индекс Шеннона – 0,418 и 0,433 при 
общем значении по виду 0,439. Для групп 
плюсовых деревьев из Удмуртской Рес-
публики, Пермской и Кировской областей 
установлено более низкое генетическое 
разнообразие: наблюдаемое число аллелей 
составило 1,554; 1,577 и 1,542; эффектив-
но число аллелей – 1,341; 1,272 и 1,286; 
генетическое разнообразие по Nei – 0,199; 
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0,168 и 0,172; индекс Шеннона 0,299; 
0,261 и 0,264 соответственно по регионам. 

3. Генетическая дистанция между про-
анализированными группами плюсовых 
деревьев варьирует от 0,0328 до 0,1195, 
при этом наиболее генетически удаленны-
ми являются группы плюсовых деревьев из 
Республики Марий Эл и Удмуртской Рес-
публики, а наименьшее генетическое рас-

стояние наблюдается между плюсовыми 
деревьями ели из Республики Марий Эл и 
Нижегородской области. Проанализиро-
ванные группы плюсовых деревьев можно 
разделить на 3 кластера: 1 – плюсовые де-
ревья из Республики Марий Эл и Нижего-
родской области; 2 – плюсовые деревья из 
Кировской и Пермской областей; 3 – плю-
совые деревья из Удмуртской Республики. 

 
Работа выполнена в рамках реализации ФЦП «Научные и научно-педагогические кадры 

инновационной России на 2009 - 2013 годы» при финансовой поддержке Минобрнауки России (со-
глашение № 14.132.21.1331) с использованием оборудования ЦКП «ЭБЭЭ» ФГБОУ ВПО «ПГТУ». 
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GENETIC VARIATION OF VEGETATIVE OFFSPRINGS OF SPRUCE PLUS TREES 
ON THE BASE OF CLONES (REPUBLIC OF MARI EL) 

 
Key words: Hybridous Spruce (Picea x fennica (Regel) Kom.); plus trees; genetic variability; 

ISSR-markers. 
 

Following the results of researches with the use of different types of molecular and genetic 
markers, genetic differentiation of Spruce population was established. The differentiation ap-
peared because of environmental exposure. However, the level of genetic differentiation of plus 
trees of different geographic origin and the typical for them level of genetic variability are still un-
clear. 

The article is devoted to the study of genetic variability and differentiation of clones of plus 
trees of  Hybridous Spruce of different  geographic origin. 

Assessment of extent of genetic variation and differentiation was carried out on the base of 
study of ISSR parts of DNA with the use of polymerase chain reaction (PCR). Vegetative offsprings 
of plus trees from the Republic of Mari El, Udmurt republic, Kirov oblast, Perm oblast and Nizhny 
Novgorod oblast were studied in the course of the research.  

The studied groups of plus trees have different level of genetic variation. Thus for example, 
the share of polymorphous locus varies from 55,4 to 91,1%, the observed number of allels is  
1,554 - 1,911, effective allels are 1,272 1,484, genetic diversity по Nei is 0,168 - 0,286,Shannon 
index is 0,261 0,433. It was also found out that groups of plus trees are genetically differentiated 
and genetic distance по Nei between them is 0,0328 - 0,1195. With the help of cluster analysis the 
tested trees were divided into 3 groups in accordance with their origin: 1 – plus trees from the Re-
public of Mari El and Nizhny Novgorod oblast; 2 – plus trees from the Kirov and Perm oblasts; 3 
– plus trees from the Udmurt Republic. 

  


