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ГЕНЕТИЧЕСКАЯ СТРУКТУРА ЛЕСОСЕМЕННЫХ ПЛАНТАЦИЙ  

И НАСАЖДЕНИЙ СОСНЫ ОБЫКНОВЕННОЙ  

В СРЕДНЕМ ПОВОЛЖЬЕ 
 

Проведены сравнительные исследования генетической структуры лесо-

семенных плантаций и насаждений сосны обыкновенной на основе анализа 

ISSR-фрагментов ДНК. Установлено, что лесосеменные плантации имеют 

уровень генетической изменчивости не ниже чем сформированные в приро-

де насаждения. Изученные лесосеменные плантации и насаждения не отли-

чаются большой генетической дифференциацией, и основная доля генети-

ческой изменчивости находится внутри изученных групп деревьев (87,3 %).  
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Введение. Сохранение и воспроиз-

водство биологического разнообразия 

является крайне актуальной задачей со-

временного мира и занимает особое ме-

сто среди глобальных проблем современ-

ности [1, 2]. Важнейшим фактором со-

кращения биоразнообразия является не-

рациональная хозяйственная деятель-

ность без учёта структуры внутривидо-

вой изменчивости и генетической под-

разделённости видов. Отрицательные по-

следствия возникают не только при ис-

пользовании биологических ресурсов, но 

и при проведении работ по их воспроиз-

водству. Следовательно, одним из глав-

ных принципов неистощительного при-

родопользования должно быть макси-

мальное сохранение генетического раз-

нообразия в процессе их использования и 

искусственного воспроизводства.  

Традиционные методы лесной селек-

ции, используемые при создании искус-

ственных насаждений, базируются на от-

боре лучших по продуктивности растений 

на основе морфологических признаков, 

при этом генетическая компонента не 

учитывается. Селекционные работы по 

созданию искусственных насаждений без 

учёта генетических характеристик могут 

приводить к потерям их генетического 

разнообразия. Снижение генетического 

разнообразия может происходить из-за 

того, что используется ограниченное чис-

ло плюсовых деревьев при создании лесо-

семенных плантаций, а также из-за не 

равного распространения гамет клонами, 

отличающимися по урожайности [3].  

M.U. Stoehr и Y.A. El-Kassaby выделяют 

несколько шагов в селекции древесных 

видов, во время которых может быть сни-

жен уровень генетической изменчивости, 

если не быть достаточно осторожными 

[4]. Это этап отбора по фенотипу, разные 

циклы селекции, получение семян и сеян-

цев. На всех этапах селекционного про-

цесса должен выполняться систематиче-

ски мониторинг [5]. Для решения данного 

вопроса, в том числе, необходимы генети-

ческие исследования созданных лесосе-

менных плантаций и сравнение получен-
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ных данных с параметрами генетического 

разнообразия сформированных в природе 

популяций, которые могут рассматривать-

ся как альтернативный источник семян. 

С использованием молекулярно-

генетических маркеров были проведены 

ряд исследований по оценке влияния се-

лекционных мероприятий на уровень ге-

нетического разнообразия. В частности, 

некоторыми исследователями было пока-

зано, что отбор по фенотипу не приводит 

к значительному снижению генетического 

разнообразия на лесосеменных плантаци-

ях, где уровень генетической изменчиво-

сти близкий или даже превышает показа-

тели, характерные для природных попу-

ляций [6–13]. Так, например, исследова-

ния сосны обыкновенной по 15 изофер-

ментным локусам в Беларуси показали, 

что величина наблюдаемой гетерозигот-

ности (Но) почти не отличается на план-

тациях и в природных популяциях и рав-

няется 0,314 и 0,321 соответственно [14]. 

В то же время было установлено, что на 

лесосеменных плантациях ожидаемая ге-

терозиготность (Не) меньше, чем в при-

родных популяциях (0,303 и 0,237 соот-

ветственно) и это может указывать на по-

терю некоторого количества изменчиво-

сти при искусственном отборе. В работе 

З. Х. Шигапова показано, что на лесосе-

менных плантациях сосны обыкновенной 

с числом клонов менее 50 не сохраняется 

разнообразие природных популяций [15]. 

При этом выявлено существенное увели-

чение общего генетического разнообразия 

лесосеменных плантаций при использова-

нии нескольких сот клонов.  

Необходимо отметить, что упомяну-

тые выше исследования были проведены в 

основном на основе использования изо-

ферментных маркеров, которые отражают 

только изменчивость в ограниченных ко-

дирующих участках ДНК. Однако с раз-

витием научного прогресса появился но-

вый класс молекулярно-генетических 

маркеров, так называемые ДНК-маркеры, 

которые позволяют выявлять изменчи-

вость в разных участках генома. Мировая 

практика показывает, что использование 

различных видов ДНК-маркеров позволя-

ет решать многие задачи при исследова-

нии древесных видов [16–21], в том числе 

проводить оценку уровня генетической 

изменчивости плюсовых деревьев [22, 23]. 

Цель работы заключается в проведе-

нии исследований по оценке уровня гене-

тического разнообразия сосны обыкно-

венной на лесосеменных плантациях и в 

насаждениях из разных районов Среднего 

Поволжья на основе анализа изменчиво-

сти ISSR-фрагментов ДНК.  

Для реализации сформулированной це-

ли требовалось решить следующие задачи: 

1) изучить генетическую структуру 

лесосеменных плантаций первого порядка 

из трёх географических районов; 

2) изучить генетическую структуру 

спелых и приспевающих насаждений сос-

ны обыкновенной из тех же географиче-

ских районов;  

3) провести сравнительный анализ 

генетической изменчивости деревьев на 

лесосеменных плантациях и в природных 

популяциях. 

Объекты и методы исследований. 

Объектами исследований являлись лесо-

семенные плантации 1 порядка (ЛСП), 

спелые и приспевающие насаждения сос-

ны обыкновенной из Республики Марий 

Эл, Чувашской Республики и Пензенской 

области. Отобрано и проанализировано 

около 200 деревьев сосны обыкновенной.  

В качестве исходного материала для 

экстракции ДНК использовали хвою с 

клонов плюсовых деревьев на лесосемен-

ной плантации и древесину, собранную со 

случайных деревьев в насаждениях. Вы-

деление ДНК осуществлялось по методу 

J.J. Doyle и J.L. Doyle Doyle с применени-

ем 2×СТАВ-буфера [24]. Для изучения ге-

нетической структуры ЛСП и насаждений 

использовали шесть ISSR-праймеров, кото-

рые характеризуются высоким полимор-

физмом и отличаются отчётливыми иден-

тифицируемыми полосами: (СA)6AGCT, 
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(CA)6AGG, (CA)6GT, (CA)6АC, (AG)8T, 

(AG)8GCT.  

Полимеразную цепную реакцию 

(ПЦР) проводили в тонкостенных пробир-

ках на амплификаторе MJ MiniTM Gradient 

Thermal Cycler (BIO-RAD). Для проведе-

ния ПЦР был использован набор реактивов 

Encyclo PCR kit («Евроген», Россия). Со-

став смеси для полимеразной цепной реак-

ции: 0,1 мкл Taq полимеразы; 1 мкл ДНК-

матрицы; 0,1 мкл праймера; 0,2 мкл dNTPs; 

1 мкл буфера и добавляли стерильную во-

ду 7,6 мкл.  Режим полимеразной цепной 

реакции: 5 мин. предварительная денату-

рация при 94С; 45 циклов – 0,5 мин. дена-

турация при 94С, 45 сек. отжиг (60–65С), 

2 мин. элонгация при 72С; окончательная 

элонгация 7 мин 72С. 

Электрофоретическое разделение 

продуктов ПЦР проводили в горизонталь-

ной электрофоретической камере в 1,5 % 

агарозном геле, с добавлением этидия 

бромида при напряжении 70 V в течение 

2–2,5 часов.  

Визуализацию ДНК, обработку и ана-

лиз полученных изображений проводили 

с помощью системы гель-документации 

GelDoc 2000 (BIO-RAD) с использовани-

ем программного пакета Quantity One® 

Version 4.6.3. Наличие амплифицирован-

ных фрагментов ДНК в гелях устанавли-

вали по интенсивности окраски, оценива-

ли только чёткие и воспроизводимые по-

лосы. Для определения длины фрагментов 

ДНК использовали маркер молекулярной 

массы 100 bp +1,5 + 3,000 kb, производ-

ство СибЭнзим (Россия). Для количе-

ственной оценки степени полиморфизма и 

определения уровня дивергенции между 

изучаемыми объектами полученные дан-

ные были представлены в виде матрицы 

бинарных признаков, в которой наличие 

или отсутствие полос на геле рассматри-

вались соответственно, как состояние 1 

или 0. Для создания матрицы использова-

ли программу BioImage Geles PCR 

Analysis v.1.0. Определение уровня из-

менчивости и дифференциации произво-

дится путём вычисления генетических па-

раметров, характеризующих исследуемую 

совокупность. Для расчёта генетических 

параметров использовали специализиро-

ванную программу POPGENE Ver-

sion 1.32., позволяющую выполнять рас-

чёт следующих генетических параметров: 

долю полиморфных локусов, наблюдае-

мое число аллелей (na), эффективного 

числа аллелей (nе), генетическое разнооб-

разие по Нею (Н), информационного ин-

декса Шеннона (I) [25–28]. 

Результаты и обсуждение. Для обес-

печения высокого уровня генетического 

разнообразия используемых для лесово-

становления семян важно, чтобы на лесо-

семенных плантациях был достаточно вы-

сокий запас генетической изменчивости. 

Оценка уровня генетической изменчиво-

сти ЛСП проводится в сравнении с при-

спевающими и спелыми сосновыми 

насаждениями, сформированными в тех 

же географических районах и которые мо-

гут рассматриваться как альтернативный 

источник семян для лесовостановления.  

По результатам ISSR-анализа ДНК, 

выделенной из хвои клонов плюсовых де-

ревьев с ЛСП и древесины насаждений, 

было установлено, что шесть ISSR-

праймеров выявляют всего 215 амплифи-

цированных фрагментов ДНК, при этом 

число обнаруженных при электрофорезе 

фрагментов ДНК у разных праймеров ва-

рьирует от 27 (у (AG)8T) до 40 (у 

(CA)6AGG и (AG)8GCT). Размеры ампли-

конов варьировали от 200 до 2500 пар 

нуклеотидов. Пример электрофоретиче-

ского разделения продуктов амплифика-

ции с использованием праймера (CA)6АC 

приведен на рис. 1. 

После обработки полученных элек-

трофореграмм были рассчитаны частоты 

встречаемости аллелей обнаруженных ло-

кусов. Полученные частоты ISSR-

фрагментов использовались для оценки 

основных параметров генетической из-

менчивости клонов плюсовых деревьев и 

насаждений сосны обыкновенной.  
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Рис. 1. Электрофореграмма продуктов ISSR-PCR анализа ДНК сосны обыкновенной с праймером 

(CA)6АC: 1-13 – номера образцов ДНК, М – маркер молекулярных размеров (СибЭнзим, 100 bp + 3,0 kb): 

А – электрофореграммы продуктов ПЦР клонов плюсовых деревьев с ЛСП, Б – электрофореграммы 

продуктов ПЦР сосновых насаждений 
 

Результаты исследований показали, 

что доля полиморфных локусов у всех 

изученных деревьев сосны обыкновен-

ной составила 97,2 %, при этом у ЛСП 

данный показатель варьировал от 81,4 

до 91,2 %, а у насаждений – от 77,2 до 

88,8 % (табл. 1). Доля полиморфных ло-

кусов отдельно для всех лесосеменных 

плантаций и насаждений имела близкое 

к видовому уровню значение, так, для 

всех ЛСП данный показатель равнялся 

96,7 и для всех насаждений 95,8 %. 

Изученные лесосеменные плантации 

и насаждения не существенно отличаются 

по наблюдаемому и эффективному числу 

аллелей. Для лесосеменных плантаций 

наблюдаемое число аллелей варьирует от 

1,814 до 1,912, в то время как в насажде-

ниях от 1,772 до 1,888. Размах значений 

эффективного числа аллелей составил для 

лесосеменных плантаций 1,340 – 1,455, а 

для насаждений – 1,332 – 1,382.  
 

Таблица 1  

 

Основные показатели генетической изменчивости ЛСП и насаждений сосны обыкновенной 

из разных географических районов 

 

Район и объект 

Параметры генетической изменчивости 

доля поли-

морфных 

локусов, Р, 

% 

наблюда-

емое число 

аллелей, 

Na 

эффектив-

ное число 

аллелей, 

Nе 

генетичес-

кое разнооб-

разие по 

Нею, Н 

индекс 

Шеннона, 

I 

Республика Марий Эл (РМЭ) 

ЛСП 

насаждение 

83,3 

77,2 

1,833 

1,772 

1,340 

1,332 

0,212 

0,207 

0,334 

0,325 

Чувашская Республика (ЧР) 

ЛСП 

насаждение 

91,2 

88,8 

1,912 

1,888 

1,455 

1,362 

0,278 

0,230 

0,426 

0,364 

Пензенская область (ПО) 

ЛСП 

насаждение 

81,4 

86,1 

1,814 

1,861 

1,376 

1,382 

0,231 

0,238 

0,358 

0,372 

В целом для ЛСП 96,7 1,967 1,427 0,266 0,416 

В целом для 

насаждений 

95,8 1,958 1,398 0,254 0,401 

В целом для вида 97,2 1,972 1,426 0,266 0,417 
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Наивысшее значение генетического 

разнообразия по Нею и информационного 

индекса Шеннона характерно для лесосе-

менной плантации в Чувашской Респуб-

лике (0,278 и 0,426 соответственно), для 

сосновых насаждений этой же республики 

эти показатели оказались значительно 

ниже и составили 0,230 и 0,364 соответ-

ственно. В двух других регионах у лесо-

семенных плантаций и насаждений дан-

ные показатели оказались близкими. Так, 

в Республике Марий Эл генетическое раз-

нообразие по Нею составило 0,212 и 

0,207, а индекс Шеннона – 0,334 и 0,325 

соответственно на ЛСП и в насаждениях. 

В Пензенской области генетическое раз-

нообразие по Нею составило 0,231 и 

0,238, а индекс Шеннона – 0,358 и 0,372 

соответственно на ЛСП и в насаждениях. 

В целом для всех ЛСП общее генети-

ческое разнообразие и индекс Шеннона 

составили 0,266 и 0,416 соответственно, 

что является достаточно высоким показа-

телем. Обобщённые показатели для 

насаждений составили 0,254 и 0,401, что 

несколько ниже данных показателей для 

ЛСП. Необходимо отметить, что обоб-

щённые показатели для лесосеменных 

плантаций и насаждений оказались доста-

точно близкими к показателям, установ-

ленным для всех изученных образцов, ко-

торые составили 0,266 и 0,417. 

Таким образом, сравнительный ана-

лиз значений основных параметров, ха-

рактеризующих уровень генетической из-

менчивости вычисленных на основе ана-

лиза ISSR-фрагментов ДНК, показал, что 

генетическое разнообразие лесосеменных 

плантаций не только не уступает, но и в 

двух из трёх случаях (в Республике Марий 

и Чувашской Республике) превосходит 

уровень, установленный для насаждений 

из тех же географических регионов. Так 

же в целом изменчивость отобранных 

плюсовых деревьев, использованных при 

создании лесосеменных плантаций, сопо-

ставима с уровнем изменчивости, выяв-

ленной у вида в районе проведения экспе-

римента. Это может свидетельствовать о 

том, что использование семян с лесосе-

менных плантаций для лесовосстановле-

ния позволит обеспечить сохранение и 

воспроизводство генетического разнооб-

разия сосны обыкновенной. 

На основе шести ISSR-праймеров так 

же была проанализирована генетическая 

дистанция между изученными объектами. 

Данный показатель варьирует от 0,011 до 

0,079, при этом наиболее генетически 

близкими являются ЛСП и насаждения из 

Пензенской области, а наиболее генетиче-

ски дифференцированными – насаждения 

из Республики Марий Эл и объекты из 

Пензенской области (табл. 2). 

Дифференциацию популяций и генети-

ческое взаимоотношение иллюстрирует 

дендрограмма, построенная на основе рас-

считанной генетической дистанции (рис. 2). 
  

Таблица 2  

 

 Генетическая дистанция Нея (под диагональю) и генетическая идентичность  

(над диагональю) лесосеменных плантаций и насаждений из разных регионов  

Среднего Поволжья 

 

Регион и объект 
ПО РМЭ ЧР 

ЛСП насаждение ЛСП насаждение ЛСП насаждение 

ПО ЛСП  0,989 0,949 0,925 0,943 0,946 

насаждение 0,011  0,945 0,924 0,943 0,947 

РМЭ 
ЛСП 0,052 0,056  0,937 0,959 0,949 

насаждение 0,079 0,079 0,065  00939 0,956 

ЧР ЛСП 0,059 0,059 0,042 0,063  0,963 

насаждение 0,054 0,054 0,052 0,046 0,038  
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Рис. 2. Дендрограмма генетических взаимоотношений лесосеменных плантаций и насаждений  

из разных районов Среднего Поволжья 
 

На дендрограмме чётко видно, что 

насаждение из Республики Марий Эл ге-

нетически дифференцировано от других 

изученных объектов и именно у данного 

насаждения было выявлено самое низкое 

генетическое разнообразие.  

Расчётный показатель доли межпопу-

ляционного разнообразия (Gst) составил 

0,127. Это свидетельствует о том, что на 

долю межпопуляционной изменчивости 

приходится всего 12,7 % от всей генети-

ческой изменчивости и около 87,3 % при-

ходится на изменчивость деревьев в пре-

делах изученных объектов. Этот показа-

тель отражает «баланс» процессов, вызы-

вающих дифференциацию и интеграцию 

генофондов из разных популяций. Как 

правило, значения Gst выше у удалённых 

друг от друга популяций и для популяций 

видов с высокой частотой сымоопыления. 

Для сосны обыкновенной вполне ожидае-

мо, что степень генетической подразде-

лённости изученных объектов будет не-

значительная, так как этот вид ветроопы-

ляемый, и пыльца благодаря наличию 

воздушных мешков может распростра-

няться на значительные расстояния. О 

наличии прямого обмена генами также 

свидетельствует величина генного потока 

(Nm), которая составила 3,45 мигранта на 

поколение. 

Полученные данные о низкой генети-

ческой дифференциации смежных попу-

ляций сосны обыкновенной согласуются с 

результатами других исследований, в ко-

торых была показана низкая внутривидо-

вая дифференциация близко расположен-

ных популяций сосны [15, 29, 30]. Доста-

точно большие генетические различия у 

популяций сосны обыкновенной наблю-

даются только на больших расстояниях 

или в контрастных условиях, как, напри-

мер, горные и пустынные популяции [18]. 

Сравнение генетических параметров 

лесосеменных плантаций и насаждений из 

Республики Марий Эл, Чувашской Рес-

публики и Пензенской области позволяет 

сделать следующие выводы: 

1) установлено, что уровень генетиче-

ского разнообразия у лесосеменных план-

таций в Пензенской области, Республике 

Марий Эл и Чувашской Республике, оце-

ниваемый на основе анализа ISSR-

фрагментов ДНК, не уступает уровню ге-

нетического разнообразия, выявленному в 

насаждениях из данных регионов. Так, 

доля полиморфных локусов на ЛСП изме-

нялась от 81,4 до 91,2 %, а у насаждений –

от 77,2 до 88,8 %; число наблюдаемых ал-

лелей – от 1,814 до 1,912 и от 1,772 до 

1,888 соответственно на ЛСП и в насаж-

дениях; эффективное число аллелей от 

1,340 до 1,455 и от 1,332 до 1,382 соот-

ветственно на ЛСП и в насаждениях; ге-

нетическое разнообразие по Нею – от 

0,212 до 0,278 и от 0,207 до 0,238 соот-

ветственно на ЛСП и в насаждениях; ин-

декс Шеннона – от 0,334 до 0,426 и от 

0,325 до 0,372 соответственно на ЛСП и в 

насаждениях;  

2) в целом для всех объектов получе-

ны следующие параметры генетической 

изменчивости: полиморфизм – 97,2 %, 

число наблюдаемых аллелей – 1,972, чис-



ISSN 2306-2827   Лес. Экология. Природопользование 

83 

ло эффективных аллелей – 1,426, генети-

ческое разнообразие по Нею – 0,266 и ин-

декс Шеннона 0,417. Ни для одного ЛСП 

или насаждения не были установлены 

значения генетических параметров, харак-

терные для вида в районе проведения экс-

перимента. Только при включении в одну 

выборку всех ЛСП рассчитанные показа-

тели генетической изменчивости стали 

сравнимыми с общевидовым уровнем 

(Р=96,7 %; Na=1,967; Nе = 1,427; Н=0,266; 

I=0,416);  

3) показатель доли межпопуляцион-

ного разнообразия (Gst=0,127) и величина 

генного потока (Nm=3,45) свидетель-

ствуют о незначительной изолированно-

сти сосны обыкновенной в изученных ре-

гионах Среднего Поволжья, что вполне 

ожидаемо в связи с особенностями систе-

мы размножения вида (ветроопыляемый 

вид, у которого пыльца легко распростра-

няется на дальние расстояния). В то же 

время было установлено, что насаждение 

из Республики Марий несколько диффе-

ренцировано от других изученных, что, 

вероятно, объясняется тем, что именно 

для этого насаждения были определены 

самые низкие значения параметров гене-

тической изменчивости (Р=77,2 %; 

Na=1,772; Nе = 1,332; Н=0,207; I=0,325). 
  
Работа выполнена в рамках Государственного задания высшим учебным заведениям на 2014 

год «Изучение внутривидового полиморфизма сосны обыкновенной с использованием ISSR-

маркеров». 
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T. N. Krivorotova, O. V. Sheikina 
 

GENETIC STRUCTURE OF SEED ORCHADS AND NATURAL STANDS OF PINUS 

SYLVESTRIS IN THE MIDDLE VOLGA REGION 
 

Key words: Pinus sylvestris; seed orchads; stands; genetic structure; ISSR markers.  
 

ABSTRACT 
 

Genetic diversity is one of the factors providing sustainable development of forest ecosys-

tems. Therefore, reproduction of genetic variation in the course of breeding programs implemen-

tation and artificial reforestation is an important problem. The goal of this research is to study 

and compare genetic structure of  seed orchads, created to supply seeds for artificial reforestation, 

and the natural stands serving as an alternative source of seed. The seed orchards and the stands 

originating from the Republic of Mari El, Chuvash Republic and Penza oblast were studied in this 

research. Estimation of the level of genetic variation and differentiation was carried out with the 

use of ISSR – DNA fragments. Six ISSR primers for performance of polymerase change reaction 

(PCR) were used, it made it possible to amplify 215 DNA fragments. The results show that the lev-

el of genetic diversity in seed orchards compares well with the level of genetic diversity detected in 

natural stand from the same regions.  For example, a share of polymorphic loci in the seed or-

chards varied from 81.4 to 91.2 %, at that time in the stands it was from 77.2 to 88.8 %. According 

to Nei, genetic diversity was from 0.12 to 0.278 in the seed orchards and from 0.207 to 0.238 in 

the stands. Measure of diversity part between populations (Gst=0.127) and size of gene flow 

(Nm=3.45) indicate   low isolation of Pinus sylvestris in the studied regions of Middle Volga Re-

gion which is quite  normal  for propagation of this species. 
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