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Приведены результаты изучения полиморфизма пяти микросателлитных локусов в 

смежных ценопопуляциях сосны обыкновенной (Pinus sylvestris L.), произрастающих в кон-
трастных почвенных условиях. Всего было выявлено 36 аллелей в болотной и 32 аллеля в су-
ходольной ценопопуляции. Количество уникальных аллелей составило восемь и четыре со-
ответственно. 2-тест показал отсутствие достоверных отличий по частоте встречае-
мости аллелей в болотной и суходольной ценопопуляциях. Изученные ценопопуляции харак-
теризовались близким уровнем генетической изменчивости. Дифференциация изученных 
ценопопуляций сосны обыкновенной по SSR-маркерам составила 1,2 % (FST=0,012). 
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Введение. Лесные древесные виды ча-
сто занимают обширные ареалы, и поэтому 
климат считается одним из наиболее важ-
ных факторов, оказывающих влияние на 
формирование генетической структуры 
популяций лесных пород [1, 2]. Наряду с 
географическими градиентами, признаётся 
также важным понимание изменчивости 
популяций древесных видов, проявляю-
щейся под воздействием эдафических фак-
торов [3]. Эдафическая среда произраста-
ния древесных популяций может быть ге-
терогенной в пределах небольшой терри-
тории, поэтому локальная адаптация мо-
жет проявляться у популяций, произрас-
тающих недалеко друг от друга в одних 
климатических условиях [4, 5]. 

Ряд исследований показывают, что в 
силу различий почвенно-экологических 
условий, в болотных и суходольных эко-

топах формируются насаждения сосны 
обыкновенной, отличающиеся по феноти-
пическим и генетическим признакам. Ра-
нее были выявлены различия между дере-
вьями из контрастных экотопов по мор-
фологическим признакам маркостробил и 
микростробил [6, 7], качественным харак-
теристикам семенного потомства [8], ча-
стоте встречаемости деревьев с разной 
окраской первого и третьего слоя семян, 
разной окраской шишек, микростробил и 
типов развития апофиза [9], особенностям 
кариотипа [10, 11], изменчивости аллози-
мов [12, 13, 14], полиморфизму ISSR-
маркеров [15]. Было установлено, что раз-
личия в гидротермическом режиме почвы 
приводят к изменению сроков пыления и 
рецепции у деревьев сосны обыкновенной 
в условиях болотных и суходольных эко-
топов, что приводит к возникновению  
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репродуктивной изоляции [16, 17]. К 
формированию отличающейся фенотипи-
ческой и генетической структуры болот-
ных и суходольных ценопопуляций сосны 
обыкновенной также приводит дизруп-
тивный отбор [16]. В целом, по мнению 
И.Д. Махаткова, В.В. Тараканова и В.М. 
Тюпиной [18], уровень генетической ди-
вергенции популяций сосны из отличаю-
щихся эколого-эдафических условий мо-
жет определяться сложным взаимодей-
ствием различных факторов и зависеть от 
возраста болотных экосистем. 

Как показало изучение научной лите-
ратуры, несмотря на проведённые для 
различных регионов исследования по вы-
явлению роли экологических барьеров в 
формировании генетической структуры 
насаждений хвойных видов, использова-
ние современных высокоинформативных 
молекулярных маркеров, позволяющих 
выявлять генетическую изменчивость на 
уровне ДНК, оказалось весьма ограниче-
но. В частности, анализ микросателлит-
ных локусов у деревьев из болотных и су-
ходольных ценопопуляций на территории 
нашей страны был выполнен только для 
кедра сибирского [19] и ели обыкновен-
ной [20]. Между тем, микросателлиты, 
или SSR-маркеры (SSR – Simple Sequence 
Repeats – простые повторяющиеся после-
довательности), считаются самым ста-
бильным, высокоинформативным и вос-

производимым типом ДНК-маркеров и 
поэтому в последние годы SSR-маркеры 
весьма востребованы в популяционно-
генетических исследованиях хвойных ви-
дов в России и за рубежом [21]. 

Цель работы заключалась в сравни-
тельной оценке уровня генетического по-
лиморфизма и выявлении особенностей 
генетической структуры болотных и су-
ходольных ценопопуляций на основе ана-
лиза изменчивости микросателлитных ре-
гионов ядерной ДНК. 

Объекты и методика исследований. 
Объектами исследования служили выборки 
деревьев из смежных суходольного и бо-
лотного насаждений сосны обыкновенной, 
произрастающие в 17 квартале Старожиль-
ского участкового лесничества Пригород-
ного лесничества. Таксационные показате-
ли суходольного насаждения: состав 10С, 
возраст 80 лет, тип леса сосняк лишайни-
ково-мшистый, полнота 0,75. Таксацион-
ные показатели болотного насаждения (бо-
лото Изи Куп): состав 10С, разновозраст-
ное, тип леса сосняк сфагновый, полнота 
0,62. На данном участке для анализа делали 
выборку деревьев одного возраста. В каж-
дом насаждении отобрано случайным об-
разом по 30 деревьев. Для выделения ДНК 
из камбиального слоя ствола использовали 
СТАВ-метод [22]. Характеристика исполь-
зованных в работе микросателлитных 
праймеров приведена в табл. 1. 

 
Таблица  1  

 
Характеристика использованных микросателлитных праймеров 

 
Локус Мотив 

локуса 
Сиквенс прямого (F) и  

обратного (R) праймера (5´-3´) 
Температура 

отжига, Сº 
Ссылка на источник 

Lop1 (ta)10 F: ggctaatggccggccagtgct 
R: gcgattacagggttgcagcct 

58 Liewlaksaneeyanawin 
et al., 2004 [23] 

Lop3 (ta)9 F: gtctccagccagttcacctgc 
R: cagtggatctgtcacctcctc 

58 Liewlaksaneeyanawin 
et al., 2004 [23] 

PtTX2146 (gct)4gcc(gct)7
gcc(gct)8 

F: cctggggatttggattgggtatttg 
R: atattttccttgccccttccagaca 

61 Liewlaksaneeyanawin 
et al., 2004 [23] 

PtTX3107 (cat)14 F: aaacaagcccacatcgtcaatc 
R: tcccctggatctgagga 

60 Liewlaksaneeyanawin 
et al., 2004 [23] 

Psy117 (ta)7 F: tggtctgcaaatcaatcgaa 
R: gggtaggaatgcaagttaggc 

55 Sebastiani et al., 2012 
[24] 
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Для проведения полимеразной цепной 
реакции (ПЦР) использовали смесь следу-
ющего состава: 1,5 мкл – буфер для ПЦР, 
0,3 мкл – dNTPs, 0,3 мкл – Tag-полимераза, 
по 0,2 мкл прямого и обратного праймера, 
11,5 мкл – стерильная вода для ПЦП, 1,0 
мкл – геномная ДНК. Для ПЦР использо-
вали коммерческий набор Encyclo Plus 
PCR kit (ЗАО «Евроген», Россия) и термо-
циклер MJ Mini Gradient Thermal Cycler 
(Bio-Rad, США). Длину микросателлитных 
аллелей определяли с помощью капилляр-
ного электрофореза с использованием ABI 
PRISM Genetic Analyser 3100 и программы 
GenеMarker. Расчёт параметров генетиче-
ской изменчивости выполняли в програм-
ме GenAlEX6 [25]. 

Результаты исследования. Анализ 
пяти ядерных микросателлитных локусов 
позволил выявить всего 40 аллелей, из  
которых 32 обнаружены в суходольной и 
36 в болотной ценопопуляции (табл. 2). 
Наибольшее число аллелей детектировано 
для локусов PtTX2146 и PtTX3107 (от 
восьми до десяти шт.). Для остальных ло-
кусов установлено меньше аллельное раз-
нообразие, количество обнаруженных ал-
лелей варьировало от четырёх до шести шт. 

Сравнительный анализ частот встре-
чаемости аллелей в сравниваемых выбор-
ках показал, что часть аллелей встреча-
лись в выборках деревьев из суходольных 

и болотных насаждений с близкой часто-
той, в то время как другие аллели суще-
ственно отличались по частоте встречае-
мости (см. рис. с. 73). Например, близкой 
частотой встречаемости характеризуются 
аллель длиной 156 п.н. в локусе Lop1, 208 
п.н. в локусе Lop3, 161 п.н. в локусе 
PtTX3107 и др. Примерами существенно 
отличающихся по частоте встречаемости 
аллелей могут служить аллели длиной 178 
и 222 п.н. в локусе PtTX2146 и аллели 
длиной 150 и 152 п.н. в локусе PtTX3107.  

Значения критерия соответствия χ2 
указывают на отсутствие достоверных от-
личий в рядах распределения встречаемо-
сти аллелей всех микросателлитных локу-
сов, так как во всех случаях расчётное 
значение критерия выше табличного 
(табл. 2). Однако на отличающуюся гене-
тическую структуру сравниваемых цено-
популяций указывает наличие уникаль-
ных аллелей, которые были обнаружены 
только в одном экотопе и отсутствовали в 
другом. Так, у деревьев из суходольной 
ценопопуляции выявлено четыре уни-
кальных аллеля, а у деревьев из суходоль-
ной ценопопуляции – 10. Ранее также бы-
ли установлены различия в количестве 
аллелей аллозимных локусов для насаж-
дений сосны обыкновенной и ели чёрной, 
произрастающих в разных почвенно-
экологических условиях [13, 26]. 

 
Таблица  2  

 
Аллельное разнообразие микросателлитных локусов и оценка достоверности различия частот 

встречаемости аллелей в смежных суходольной и болотной ценопопуляциях 
 

Локус 

Характеристика аллельного разнообразия Критерий 2 
Болото Суходол 

2
расч. 

2
табл. 

при Р=0,01 
Количество 

аллелей  
(уникальных) 

Длина 
аллелей 

Количество 
аллелей  

(уникальных) 

Длина  
аллелей 

Lop1 6 (0) 146–161 6 (0) 146–161 1,76 15,09 
Lop3 6 (2) 207–287 4 (0) 207–231 2,72 15,09 

PtTX2146 9 (4) 178–222 8 (3) 178–243 12,2 24,72 
PtTX3107 10 (2) 142–164 8 (0) 144–161 12,76 21,66 

Psy117 5 (0) 215–223 6 (1) 213–223 12,28 15,09 
Итого 36 (8)  32 (4)    
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Частота встречаемости аллелей микросателлитных локусов в смежных суходольном  

и болотном насаждениях сосны обыкновенной 
 

Тест на соответствие равновесию Хар-
ди–Вайнберга на основе расчёта критерия 
2 показал, что в суходольном насаждении 
наблюдаются достоверные различия меж-
ду наблюдаемой и ожидаемой гетерози-
готностью у локусов PtTX2106 и PtTX3107 
при уровне значимости 0,001 и у локуса 
Psy117 при уровне значимости 0,05 

(табл. 3). В болотном насаждении в нерав-
новесном состоянии также находятся три 
локуса из пяти, при этом достоверные раз-
личия между наблюдаемой и ожидаемой 
гетерозиготностью установлены для локу-
са Lop1 при уровне значимости 0,05, локу-
са PtTX3107 при уровне значимости 0,01 и 
локуса Lop3 при уровне значимости 0,001. 

 
Таблица  3  

 
Результаты χ2 теста соответствия равновесию Харди–Вайнберга 

 

Локус 
Количество 

степеней 
свободы, df 

Критерий χ2 
Критическое значение χ2

 при уровне значимости Фактическое 
значение χ2

 0,05 0,01 0,001 
Суходол 

Lop1 15 25,0 30,6 37,7 21,091 
Lop3 6 12,6 16,8 22,5 1,200 

PtTX2146 28 41,3 48,3 56,9 70,069*** 
PtTX3107 28 41,3 48,3 56,9 96,731*** 

Psy117 15 25,0 30,6 37,7 28,309* 
Болото «Изи Куп» 

Lop1 15 25,0 30,6 37,7 29,386* 
Lop3 15 25,0 30,6 37,7 61,302*** 

PtTX2146 36 51,0 58,6 67,9 30,772 
PtTX3107 45 61,7 70,0 80,0 76,560** 

Psy117 10 18,3 23,2 29,6 17,063 
 
Примечание: различия достоверны при * P<0,05; ** P<0,01; *** P<0,001. 
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Смежные суходольная и болотная це-
нопопуляции сосны обыкновенной оказа-
лись близкими по уровню генетической 
изменчивости (табл. 4). Некоторые разли-
чия были установлены только для среднего 
числа аллелей на локус, которое составило 
6,40 и 7,20 соответственно для выборки 
деревьев из суходольного и болотного 
насаждений. Остальные показатели гене-
тического разнообразия были очень близ-
кими (Ne=3,46 и 3,57; Hо=0,58 и 0,59; 
He=0,66 и 0,67). Другими авторами, на ос-
нове анализа разных видов молекулярных 
маркеров для популяций древесных видов, 
также показано отсутствие связи между 
уровнем гетерозиготности и почвенно-
экологическими условиями [13, 19, 26]. 

Для обоих выборок деревьев установ-
лен небольшой дефицит гетерозигот 
(F=0,09 и 0,08). Наибольший дефицит гете-
розигот был выявлен для локусов Lop1 
(F=0,19) и Psy117 (F=0,33) в суходольной 
ценопопуляции и локусов PtTX3107 
(F=0,32) и Psy117 (F=0,33) в болотной це-
нопопуляции. Для двух локусов (Lop3 и 
PtTX2146) в обоих насаждениях наблюдал-
ся незначительный избыток гетерозигот. В 

целом, выявленный уровень гетерозиготно-
сти (0,58 и 0,59) соответствует значениям 
наблюдаемой гетерозиготностям ядерных 
микросателлитных локусов установленным 
ранее для сосны кедровой сибирской и сос-
ны обыкновенной, которые находились в 
пределах 0,48–0,77 [19, 27, 28]. 

Анализ структуры генетической из-
менчивости с помощью индексов фикса-
ции Райта показал, что каждое дерево в 
выборке имеет 8,3 % дефицит гетерозигот 
относительно ценопопуляции (Fis=0,083) 
и 9,3 % дефицит гетерозигот относитель-
но вида (Fit=0,093) (табл. 5). Наибольший 
вклад в дефицит гетерозигот особей отно-
сительно ценопопуляции и относительно 
вида имеют локусы PtTX3107 и Psy117, 
дефицит которых составляет 20,4–22,8 %. 
Степень подразделённости популяций, 
оцениваемая по индексу фиксации попу-
ляции относительно вида (FST), по разным 
локусам варьирует от 0,002 до 0,021 и в 
среднем составляет 0,012. Таким образом, 
большая часть генетического разнообра-
зия сосредоточена внутри ценопопуляций, 
а на долю межценопопуляционной измен-
чивости приходится только 1,2 %. 

 
Таблица  4  

 
Параметры генетического разнообразия деревьев сосны обыкновенной из смежных суходольной  

и болотной ценопопуляций по SSR-маркерам 
 

Локус Количество 
аллелей на 
локус, Na 

Эффективное 
количество 
 аллелей, Ne 

Наблюдаемая  
гетерозиготность, 

Hо 

Ожидаемая  
гетерозиготность, 

He 

Коэффициент 
инбридинга, F 

Суходольная ценопопуляция (ПЛ) 
Lop1 6 3,93 0,60 0,75 0,19 
Lop3 4 1,41 0,33 0,29 - 0,15 

PtTX2146 8 4,19 0,79 0,76 - 0,04 
PtTX3107 8 3,74 0,67 0,73 0,09 

Psy117 6 3,73 0,50 0,75 0,33 
Среднее 6,400,75 3,460,52 0,580,08 0,660,09 0,090,08 

Болотная ценопопуляция (Изи Куп) 
Lop1 6 3,77 0,69 0,73 0,06 
Lop3 6 1,52 0,37 0,34 - 0,06 

PtTX2146 9 4,13 0,77 0,76 - 0,01 
PtTX3107 10 5,94 0,57 0,83 0,32 

Psy117 5 3,02 0,63 0,67 0,33 
Среднее 7,200,97 3,680,72 0,600,07 0,670,09 0,070,06 
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Таблица  5  
 

Индексы фиксации Райта (Fis, Fit и Fst) для пяти микросателлитных локусов 
 

Локус Индекс фиксации особи  
относительно популяции, Fis 

Индекс фиксации особи 
относительно вида, Fit 

Индекс фиксации популяции 
относительно вида, Fst 

Lop1 0,129 0,131 0,002 
Lop3 -0,102 -0,100 0,002 

PtTX2146 -0,027 -0,013 0,013 
PtTX3107 0,212 0,228 0,021 

Psy117 0,204 0,221 0,021 
Для всех 
локусов 0,0830,063 0,0930,065 0,0120,004 

 
По данным других авторов, при ис-

следовании популяционной структуры 
хвойных видов с помощью SSR-маркеров 
индекс фиксации популяции относитель-
но вида варьировал от 0,017 до 0,033 [19, 
27, 28]. Таким образом, для хвойных 
вполне характерно, что подавляющая 
часть генетического разнообразия скрыта 
внутри популяций. 

Выводы 
1. Смежные болотная и суходольная 

ценопопуляции отличаются аллельным 
разнообразием изученных микросател-
литных локусов. Достоверных различий в 
рядах распределения встречаемости алле-
лей у сравниваемых ценопопуляций не 
выявлено. Однако на отличающуюся ге-
нетическую структуру смежных болотной 
и суходольной ценопопуляций указывает 

наличие уникальных аллелей, которые 
были обнаружены только в одном экотопе 
и отсутствовали в другом. В каждой из 
ценопопуляций для большинства микро-
сателлитных локусов установлены досто-
верные различия между наблюдаемой и 
ожидаемой гетерозиготностью. 

2. Для сравниваемых ценопопуляций 
установлены близкие значения показате-
лей генетической изменчивости. Некото-
рые различия были установлены только 
для среднего числа аллелей. В целом для 
обоих ценопопуляций установлен незна-
чительный дефицит гетерозигот. 

3. Результаты FST-статистики Райта по-
казали, что большая часть генетического 
разнообразия сосредоточена внутри цено-
популяций, а на долю межценопопуляцион-
ной изменчивости приходится только 1,2 %. 

 

Работа выполнена при финансовой поддержке Российского фонда фундаментальных исследо-
ваний (проект 13-04-00483) и Министерства образования и науки Российской Федерации в рамках 
выполнения базовой части государственного задания высшим учебным заведениям и научным 
организациям в сфере научной деятельности (г/б НИР 37.8531.2017). 
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ABSTRACT 

 

Introduction. The analysis of environmental barriers influence on the genetic structure and 
the diversity of forest species is one of the vital tasks for population biology. The goal of the re-
search is to make a comparative assessment of genetic polymorphism and to reveal the peculiari-
ties of genetic structure of bog land and upland cenopopulations on the basis of the analysis of 
variability of microsatellite regions of nuclear DNA. Objects and research methodology. The 
mixed bog land and upland cenopopulations of Scots pine were taken for the research. Thirty trees 
of each cenopopulation were studied. Five nuclear SSR loci were used for the analysis. Calcula-
tion of the parameters of genetic variability was  made using GenAlEX6. Research results.  Num-
ber of discovered alleles varied from 3 to 10 for different  microsatellite loci. In total, 36 alleles in 
the bog land cenopopulation and  32 alleles in the upland cenopopulation were revealed. There 
were 8 and 4 unique alleles, respectively. However, 2-test demonstrated no significant difference 
in the allele frequency in  bog land and upland cenopopulations. The assessment of conformity to  
Hardy-Weinberg equilibrium showed that for microsatellite loci PtTX2106, PtTX3107, and 
Psy117 in the upland cenopopulation and for loci Lop1, PtTX3107, and Lop3 in the bog land ce-
nopopulation the significant differences between the observed and expected heterozygosity had 
been revealed. The studied cenopopulations are described by the nearly level of genetic variation. 
The indices of genetic variability were: number of alleles in a locus 6.40 and 7.20; effective num-
ber of alleles 3.46 and 3.68; observed heterozygosity 0.58 and 0.60; expected heterozygosity 0.66 
and 0.67, Wright`s fixation index 0.09 and 0.07. The differentiation of cenopopulation of Scots 
pine in SSR markers was  1.2% (FST=0.012). Conclusion. The studied bog land and upland ceno-
populations are described by the nearly level of genetic variation and have no specific peculiari-
ties in the allele frequency. But the presence of unique alleles found in one ecotope is the evidence 
of different genetic structure of  contiguous bog land and upland cenopopulations.  
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