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ИЗМЕНЧИВОСТЬ ПЛЮСОВЫХ ДЕРЕВЬЕВ СОСНЫ  
ОБЫКНОВЕННОЙ НА АРХИВЕ КЛОНОВ ПО ISSR-МАРКЕРАМ 

 
Приведены данные исследования генетической изменчивости по ISSR-

маркерам плюсовых деревьев сосны обыкновенной на архиве клонов, позволив-
ших выделить 144 полиморфных локуса. Основные параметры генетической 
изменчивости деревьев составили: индекс Шеннона – 0,407, генетическое раз-
нообразие по Нею – 0,257, эффективное число аллелей – 1,405. 

 
Ключевые слова: ISSR-маркеры, сосна обыкновенная, плюсовые деревья, 

генетическая изменчивость. 
 

Введение. Сосна обыкновенная (Pinus sylvestris) широко распространена на террито-
рии нашей страны и играет важную роль в формировании структуры и функций лесных 
экосистем. Немаловажной задачей научных исследований является оценка степени исполь-
зования генетического потенциала сосны при организации постоянной лесосеменной базы. 
Эта задача вытекает из самого содержания работ по организации лесного семеноводства в 
Российской Федерации. Для создания лесосеменных плантаций используются только плю-
совые деревья. Как показывает практика, количество таких деревьев в различных субъектах 
РФ достаточно ограничено, поэтому есть определенный риск снижения генетического 
разнообразия искусственно создаваемых лесов при использовании в лесном семеноводстве 
ограниченного количества плюсовых деревьев. В связи с этим исследования, связанные с 
изучением индивидуальной изменчивости плюсовых деревьев и оценкой доли  генетиче-
ской изменчивости вида, приходящейся на плюсовые деревья, являются актуальными и не-
обходимыми. 

ДНК-маркеры доказали свою значимость в исследованиях генетического разнообразия. 
Часто в исследованиях применяются  ПЦР-системы, основанные на RAPD, AFLP и SSR 
ДНК-маркерах [1, 2]. Основные недостатки этих методов – низкая воспроизводимость 
RAPD-анализа, высокая стоимость AFLP и необходимость знания фланговых последова-
тельностей праймеров для SSR-анализа. ISSR-анализ не имеет большинства из этих огра-
ничений [3–6]. Он широко используется научным сообществом в различных областях ис-
следований растений [7]. При этом методе анализа амплифицируются участки между ко-
роткими тандемными микросателлитными повторами из 1–4 оснований ДНК, которые по-
всеместно присутствуют в геномах эукариот [8]. Они рассеяны по всему геному и различа-
ются по числу повторяющихся единиц. 

ISSR-анализ был успешно использован для оценки степени генетического разнообра-
зия на меж- и внутривидовом уровне в широком диапазоне видов сельскохозяйственных 
культур, которые включают рис [9], пшеницу [10], просо [11], виноград [12], картофель 
[13] и подорожник [14]. Также он применялся при оценке генетического разнообразия ка-
као [15], ели Дугласа и суджи [16] и даже грибов [17]. В то же время анализ литературы по-
казал, что в России до сих пор исследования,  посвященные изучению генетического раз-
нообразия сосны обыкновенной по ISSR-маркерам, не проводились.  

Цель работы заключалась в изучении генетической изменчивости плюсовых деревьев 
сосны обыкновенной на архиве клонов на основе проведения полимеразной цепной реак-
ции с 7 ISSR-праймерами.  
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Достижение поставленной цели предусматривает решение следующих задач: 
1) сбор образцов хвои для выполнения генетического анализа; 
2) выделение ДНК и проверка его качества; 
3) проведение полимеразной цепной реакции (ПЦР) с ISSR-праймерами; 
4) выполнение электрофоретического разделения продуктов ПЦР; 
5) обработка полученных гелей и расчет основных параметров, характеризующих уро-

вень генетической изменчивости совокупности изучаемых плюсовых деревьев сосны 
обыкновенной.  

Материалы и методы. Объектом исследований являлись клоны плюсовых деревьев 
сосны обыкновенной, растущие  на архиве клонов в Учебно-опытном лесхозе Республики 
Марий Эл. Всего проанализировано 41 плюсовое дерево. 

В качестве исходного материала для экстракции геномной ДНК использовали хвою, 
которую хранили после сбора при -20С. За основу бралась стандартная методика с приме-
нением 2×СТАВ-буфера [18]. 

Для экспериментальной работы были взяты 7 ISSR-праймеров, характеризующихся 
высокой индивидуальной изменчивостью и обеспечивающих простоту интерпретации ре-
зультатов анализа (табл.1). 

 
Т а б л и ц а  1  

 
Характеристика используемых ISSR-праймеров 

 

 
Полимеразную цепную реакцию проводили в следующих условиях: реакционная смесь 

объемом 10 мкл содержала  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. Для про-
ведения реакции использовали набор реактивов «Encyclo PCR kit» (Evrogen). Режим ам-
плификации: 5 мин денатурация при 94С, 0,5 мин денатурация при 94С, 45 сек отжиг (45-
60°С), элонгация 2 мин при 72С, 7 мин достройка при 72С, 45 циклов амплификации. Ре-
акции проводили в тонкостенных пробирках, объемом 200 мкл на амплификаторе MJ 
MiniTM Gradient Thermal Cycler (BIO-RAD). 

Электрофорез ДНК проводили в агарозных гелях с концентрацией агарозы 1,5 %. Раз-
деление проводили в электрофорезной камере PowerPacTM Universal (BIO-RAD) в ТВЕ бу-
фере с добавлением бромистого этидия в течение 2–2,5 часов при напряжении электриче-
ского поля 70 mV. 

Визуализацию ДНК, обработку и анализ полученных изображений  проводили с по-
мощью системы гель-документации GelDoc 2000 (BIO-RAD) с использованием программ-
ного пакета Quantity One® Version 4.6.3. Математическую обработку данных проводили в 
среде  POPGENE Version 1.32 [19]. ISSR- профили анализировались по наличию (1) или от-
сутствию (0) полос на геле, соответствующих определенным в табл. 2 фрагментам, и мате-
матически обрабатывались в среде POPGEN [19]. На основании полученных данных рас-
считывались относительные частоты фрагментов. Полученные частоты ISSR-фрагментов 
использовались для оценки основных параметров генетической изменчивости плюсовых 
деревьев сосны. Для этого были рассчитаны следующие параметры оценки генетической 

Праймер 
 (Sequence 5'-3') 

Оптимальная температура 
отжига (Tmо, °С) 

Количество циклов 
амплификации 

Концентрация Taq-
полимеразы,  μl 

(СA)6AGG 60 

45 0,2 

(CA)6GT 60 
(CA)6АC 60 
(GA)8T 65 
(AG)8GCT 65 
(AG)8GCA 60 
(AG)8C 60 
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изменчивости: наблюдаемое число аллелей – Na, эффективное число аллелей – Nе, общее 
генетическое разнообразие – H (индекс Нея) и индекс Шеннона – I. 

Результаты и обсуждение. По результатом ISSR-анализа ДНК, выделенной из хвои 
клонов плюсовых деревьев сосны, было установлено, что 7 ISSR-праймеров позволяют 
определить 144 амплифицируемых фрагмента, из которых 29 фрагментов приходится на 
(СA)6AGG, 13 – на (CA)6GT, 20 – на (CA)6АC, 21 – на (GA)8T, 29 – на (AG)8 GCT, 19 – на 
(AG)8GCА и 13 – на (AG)8C (табл. 2.). Все обнаруженные локусы можно считать поли-
морфными, так как фрагмент ДНК, который бы встречался абсолютно у всех плюсовых 
деревьев независимо от происхождения, выявлен не был. Длина  амплифицированных 
фрагментов ДНК у разных праймеров варьировала от 1900 до 130 пар нуклеотидов. При-
мер электрофореграммы продуктов ПЦР с праймером (СA)6AGG приведен на рис. 1. 

 
Т а б л и ц а  2  

 
Результаты ПЦР ДНК клонов плюсовых деревьев сосны 

 

Праймер 
Количество  

полиморфных 
фрагментов 

Размеры амплифицируемых фрагментов, bp 

(СA)6AGG 29 
1900, 1750, 1550, 1400, 1300, 1000, 850, 830, 800, 750, 700, 680, 650, 
630, 570, 530, 500, 470, 450, 420, 400, 360, 320, 300, 270, 220, 180, 150, 
130 

(CA)6GT 13 950, 830, 700, 560, 500, 430, 380, 370, 330, 280, 250, 230, 200 

(CA)6АC 20 1700, 1400, 1100, 950, 900, 800, 750, 700, 650, 600, 550, 500, 450, 400, 
370, 350, 300, 290, 210, 200 

(GA)8T 21 1570, 1500, 1400, 1300, 1200, 1100, 970, 900, 820, 770, 730, 670, 650, 
620, 580, 530, 500, 480, 440, 400, 360 

(AG)8GCT 29 
1800, 1700, 1500, 1300, 1200, 1100, 1000, 970, 800, 750, 730, 700, 680, 
630, 590, 570, 550, 520, 500, 480, 430, 370, 350, 300, 270, 210, 180, 
150,130 

(AG)8GCA 19 1380, 1250, 1150, 950, 850, 780, 700, 670, 650, 630, 600, 560, 520, 470, 
450, 430, 350, 330, 280 

(AG)8C 13 1100, 1000, 910, 750, 700, 650, 600, 500, 450, 400, 350, 250, 200 
 
На основе анализа полученных электрофореграмм были рассчитаны частоты 

встречаемости аллелей обнаруженных локусов для анализируемой совокупности 
плюсовых деревьев. Полученные частоты ISSR-фрагментов использовались для оцен-
ки основных параметров генетической изменчивости плюсовых деревьев сосны. Рас-
четы показали, что в исследуемой группе плюсовых деревьев эффективное число ал-
лелей (Ne) составило – 1,405, индекс Шеннона (I) – 0,407, общее генетическое разно-
образие (H) – 0,257. 

Для оценки уровня генетической изменчивости плюсовых деревьев по ISSR-
маркерам необходим сравнительный анализ с показателями, присущими виду в дан-
ном географическом районе в целом. Однако, как уже отмечалось выше, в России ис-
следования популяций сосны обыкновенной по ISSR-маркерам пока не проводились, 
и выполнить сравнительный анализ нет возможности. В то же время имеются работы 
по изучению сосны обыкновенной с использованием ISSR-маркеров за рубежом, в 
частности в Китае [20]. Как показывает анализ табл. 3, в целом уровень генетической 
изменчивости изученых плюсовых деревьев не уступает уровню генетической измен-
чивости на видовом уровне, выявленному в Китае: эффективное число аллелей 1,405 
против 1,2652; генетическое разнообразие по Нею 0,257 против 0,2393 и индекс Шен-
нона 0,407 против 0,1581.  
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Рис. 1. Электрофореграмма ПЦР-продуктов ДНК сосны с праймером (CA)6AGG: 1-18 – номера образцов 
ДНК, М – маркер молекулярных размеров (СибЭнзим, 100bp+3,0kb) 

 
Т а б л и ц а  3  

 
Сравнительный анализ уровня генетической изменчивости сосны обыкновенной  

по ISSR-маркерам 
 

Показатели генетической 
изменчивости 

Плюсовые де-
ревья сосны 

обыкновенной 

Данные Li Hui-yu, Jing Jing, Liu Gui-frng и др. [20]. 
варьирование показателей в 

разных популяциях 
в среднем по виду 

Эффективное число 
аллелей (Ne) 1,405 1,1339-1,3349 1,2652 

Генетическое 
разнообразие по Нею (H) 0,257 0,1340-0,3025 0,2393 

Индекс Шеннона (I) 0,407 0,0857-0,2006 0,1581 
 

Таким образом, проведенные исследования показали, что совокупность клонов плю-
совых деревьев, представленных на архиве клонов в Республике Марий Эл, характеризу-
ется достаточно высоким уровнем генетической изменчивости по ISSR-маркерам. Вы-
полненная работа позволит внести определенный задел в исследования биоразнообразия 
сосны обыкновенной в Среднем Поволжье. 

Выводы. 
1. Исследования показали, что ISSR-анализ является хорошим инструментом для 

изучения и оценки уровня генетической изменчивости сосны обыкновенной, так как взя-
тые для эксперимента ISSR-праймеры показали высокую индивидуальную изменчивость. 

2. С использованием 7 ISSR-праймеров было выявлено 144 полиморфных фрагмента 
ДНК. Количество фрагментов у разных праймеров варьировало от 13 до 29 и в среднем 
на праймер составило 21. Длина  амплифицированных фрагментов ДНК у разных прай-
меров варьировала от 1900 до 130 пар нуклеотидов. 

3. Изученная группа плюсовых деревьев характеризуется следующими показателями 
генетической изменчивости: эффективное число аллелей (Ne) – 1,405, индекс Шеннона (I) 
– 0,407, общее генетическое разнообразие (H) – 0,257. Данные показатели позволяют го-
ворить о достаточно высоком уровне генетической изменчивости плюсовых деревьев 
сосны обыкновенной, потомство которых представлено на архиве клонов в Республике 
Марий Эл. 
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P. S. Novikov, O. V. Sheikina, T. N. Milutina 
 

VARIATION OF PINUS SYLVESTRIS PLUS TREES ON THE CLONE ARCHIVE  
IN ACCORDANCE WITH ISSR MARKERS 

 
Genetic variation researches data of plus trees of pinus sylvestris on the clone archive in accord-

ance with ISSR-markers are given. The data  allowed to sort out 144 polymorphic locus. Basic parame-
ters of the trees genetic variation were: Shannon index – 0,407, Nei’s genetic diversity – 0,257 and ef-
fective number of alleles – 1,405. 
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