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Сведения о генетической структуре популяций лесных древесных растений являются основой для 

оценки генетического потенциала вида. Особенно актуальны эти исследования для видов, имеющих хозяйст-

венно ценное значение и занимающих обширные ареалы, как лиственница. Точные сведения о генетической 

структуре популяций, уровне их генетической изменчивости, характере ее распределения в пределах ареала 

позволят назначить мероприятия, направленные на сохранение генетических ресурсов вида для использования 

его в экономике страны и воспроизводстве. В ходе анализа электрофоретических спектров продуктов амплифи-

кации шести ядерных микросателлитных локусов (bcLK056, bcLK066, bcLK224, bcLK232, bcLK235, bcLK260) 

выявлены 42 аллельных варианта. Пять проанализированных локусов оказались полиморфными, локус bcLK066 – 

мономорфным. Дана оценка генетического полиморфизма популяционной структуры лесных культур листвен-

ницы Сукачева из семян Свердловской области (55-60
0
 с. ш.) микросателлитным анализом по 6 парам прайме-

ров. Число амплифицированных фрагментов ДНК в общей выборке растений варьировалось в зависимости от 

праймера. Для праймеров bcLK235 и bcLK056 характерно 14 амплифицированных фрагментов, bcLK224 показал 

5 аллелей, bcLK232 – 6 аллелей, bcLK260 и bcLK066 – 2 и 1 аллель соответственно. Получены показатели гене-

тической изменчивости. Для лиственницы Сукачева наблюдаемое число аллелей на локус (NА) составляет 5,250. 

Эффективное число аллелей на локус (NЕ) 3,257. Рассчитан индекс Шеннона (I), который составил 0,913. Пока-

зан средний уровень генетического разнообразия биотипов в лесных культурах лиственницы Сукачева. 

Ключевые слова: молекулярно-генетические методы, лиственница Сукачева, наблюдаемое число алле-

лей, эффективное число аллелей 
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Abstract 

Information on the genetic structure of populations of forest tree plants is the basis for assessing the genetic po-

tential of the species. These studies are particularly relevant for economically valuable species and species occupying 

extensive areas, like larch. Accurate information about the genetic structure of populations, the level of their genetic 
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variability, the nature of its distribution within the range allows us to designate measures aimed at preserving the genet-

ic resources of the species for the use in the country's economy and reproduction. During the analysis of electrophoretic 

spectra of the products of amplification of six nuclear microsatellite loci (bcLK056, bcLK066, bcLK224, bcLK232, 

bcLK235, bcLK260) 42 allelic variants have been identified. The five analyzed loci are polymorphic, the locus 

bcLK066 is monomorphic. An estimation of the genetic polymorphism of the population structure of forest plantations 

of Sukachev’s larch from the seeds of the Sverdlovsk region (55-600 N.) by microsatellite analysis for 6 pairs of pri-

mers is given. The number of amplified DNA fragments in the total sample of plants has varied depending on the pri-

mer. BcLK235 и bcLK056 primers are characterized by 14 amplified fragments, bcLK224 has showed 5 alleles, 

bcLK232 6 alleles, bcLK260 and bcLK066 2 and 1 alleles respectively.    The indicators of genetic variability have been 

got. For Sukachev's larch, the observed number of alleles per locus (NA) is 5,250. Effective number of alleles per locus 

(NE) is 3,257. The Shannon index (I) has been calculated, which has been 0.913. The average level of genetic diversity 

of biotypes in forest plantations of Sukachev's larch has been calculated. 

Keywords: molecular and genetic methods, Sukachev's larch, observed number of alleles, effective number 

of alleles 

 

Введениe

Генетическое разнообразие видов и попу-

ляций можно изучать по изменчивости их морфо-

логических признаков, хотя это малоэффективно у 

древесных, так как по фенотипу далеко не всегда 

можно судить о генотипе. Использование гибридо-

логического анализа и испытание отобранных де-

ревьев по потомству затруднено в связи с биологи-

ческими особенностями древесных растений. Более 

эффективным для изучения генетического разнооб-

разия оказалось применение молекулярных марке-

ров ДНК. 

Ранее изучение генетического разнообра-

зия и структуры рода Larix решалось с помощью 

изоферментных маркеров [2, 6, 7, 11, 16, 18 и др.]. 

Для количественной оценки генетического разно-

образия популяций данных изоферментных марке-

ров мало: в силу специфики данного класса марке-

ров возможно изучить только 1-2 % от общей части 

генома, а полученные показатели генетической из-

менчивости занижены. 

В последние десятилетия исследование ге-

нетической структуры популяций рода Larix про-

водят с помощью методов, основанных на полиме-

разной цепной реакции. Наиболее перспективным 

методом является ISSR (Inter Simple Sequence 

Repeats) (Zietkiewicz et al., 1994) анализ. Микроса-

теллитные локусы – это короткие фрагменты ДНК 

(2-10 нуклеотидов) с повторяющимися последова-

тельностями, которые называют мотивами. Высо-

кий уровень полиморфизма микросателлитов, от-

носительно равномерное их распределение в гено-

ме, широкая представленность сделала их чрезвы-

чайно популярными и широко используемыми в 

исследовании популяций. Поэтому для изучения 

генетического разнообразия лиственницы Сукачева 

нами применялся ISSR-анализ. 

Объекты и методика 

Объектом молекулярно-генетических ис-

следований послужили биотипы лиственницы Су-

качева в географических культурах, семена из 

Свердловской области 55-60
0
 с. ш. в Учебно-

опытном лесхозе ВГЛТУ им. Г.Ф. Морозова. 

Участок коллекционно-географических куль-

тур лиственницы заложен весной 1955 года 

Р.И. Дерюжкиным под руководством М.М. Вереси-

на. Ранее участок находился под дубовым древо-

стоем, который в 1944 году был вырублен. В 1951-

1953 годах проводилась корчевка пней. Посадка 

культур осуществлена 2-летними сеянцами в пери-

од 20-25 апреля 1955 года под меч Колесова. Рель-

еф участка ровный. Почвы серые лесные суглини-

стые. 

Всего было высажено 99 вариантов листвен-

ницы на секциях с размещением 1,5 × 0,5 м, среди 

которых 53 экотипа лиственницы сибирской, 26 – 

лиственницы Сукачева, 2 экотипа лиственницы 

европейской и 1 экотип лиственницы гибридной 

(сибирская × японская), семена из Московской об-

ласти и др. Образцы лиственницы на участке объе-

динены по районам и высажены на секциях разного 
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размера. По границам участка и в центре его выса-

жена рябина обыкновенная, между секциями – клен 

татарский [1]. 

Молекулярно-генетический анализ прово-

дился в несколько этапов: выделение ДНК из рас-

тений, амплификация маркерных участков и стати-

стическая обработка полученных результатов. 

Выделение ДНК из образцов хвои листвен-

ницы Сукачева было выполнено CTAB-методом [10]. 

Основой ISSR-метода, или анализа поли-

морфных участков ДНК между микросателлитами, 

является ПЦР (полимеразная цепная реакция) с 

одним или несколькими праймерами длиной в 15-

24 нуклеотида (Kalendar et al.). Такие праймеры 

амплифицируют фрагменты ДНК, которые нахо-

дятся между двумя достаточно близко расположен-

ными микросателлитными повторами [14, 15]. По-

становка ПЦР для амплификации маркерных уча-

стков проводилась праймерами bcLK056, bcLK066, 

bcLK224 и bcLK232, bcLK235 и bcLK260. Характе-

ристика микросателитных локусов представлена в 

табл. 1. 

Полимеразную цепную реакцию (ПЦР) 

проводили в тонкостенных полипропиленовых 

пробирках объемом 0,2 мл. В ходе исследований 

был использован следующий состав реакционной 

смеси (в нескольких вариантах и повторностях) на 

1 образец:  

1) 10 × ПЦР буфер (100мМ Трис НСl, рН 9,2, 

250мМ KCl) – 2,5 мкл; 

2) 25 мМ MgCl2 – 2,5 мкл; 

3) mQ – 16 мкл; 

4) смесь 5 мМ нуклеотидтрифосфатов –  

0,25 мкл, 0,5 мкл, 1 мкл; 

5) праймер (прямой) 10 (мкм), 50 (мкм) и 

100 (мкм) – 0,5 мкл, 0,75 мкл, 1 мкл; 

6) Праймер (обратный) 10 (мкм), 50 (мкм) и 

100 (мкм) – 0,5 мкл; 

7) Taq ДНК-полимераза (1 ед./мкл) – 0,2 мкл, 

1 мкл; 

8) образец ДНК (40 нг/мкл) – 1 мкл. 

После окончания ПЦР проводили электрофорети-

ческое разделение в вертикальных блоках 6 %  

ПААГ в трис-ЭДТА-боратной буферной системе. 

После электрофореза гели окрашивали в растворе 

бромистого этидия. В качестве стандартного мар-

кера длины использовали ДНК плазмиды pBR322 

E. coli, обработанную эндонуклеазой рестрикции 

HpaII. Обработку полученных данных производили 

в программе GenAlEx 6.2 (Peakall, Smouse, 2006) [4, 

9, 17]. 

 

Таблица 1 

Характеристика микросателлитных локусов, отобранных для анализа генетической изменчивости 

лиственницы в географических культурах 

Локус Мотив Последовательность 
T ºC 

отжига 

Размеры 

ампликона, 

п. н. 

Источник 

bcLK056 (AG)20 
F: ATGGGCTAAGGTATGTTTTACG 

R: TGCCAACATCTATACCAAGTCT 

Touchdown 

63-53ºС 

142-196 

Хедрик Ф., 

[12] 

bcLK066 (TG)12 
F: GCAACCGACAATGATTACATAG 

R: CTAAAACTGAACTTTGCTCAAT 
143-157 

bcLK224 (AG)17 
F: GAGAGGCCACTACTATTATTAC 

R: ATGCGTTCCTTCATTCCTCT 
128-148 

bcLK232 (AG)19 
F: TGTTGCTGGGTTGTTGTTAGA 

R: GGGTAATAGTTCCAGTCTTTG 
133-149 

BcLK260 (TG)14(AG)9 
F: CTCCATAAGGGGCATCACAT 

R: TGGGCTCAAGTTTGGACATTA 
172-220 

bcLK235 (TC)9(AC)2AG(AC)14 
F:TTCACTTGTGATCCTAGAGTTAGA 

R: AACCCCTAACCATATAATATCCA 
58 ºС  
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Результаты и обсуждение 

По данным молекулярно-генетического ана-

лиза интродуцентов лиственницы Сукачева, семена 

из Свердловской области 55-60
0
 с. ш., было уста-

новлено, что локусы bcLK235 и bcLK056 показы-

вают 14 аллельных вариантов, bcLK224 показал 

5 аллелей, bcLK232 – 6 аллелей, bcLK260 и 

bcLK066 – 2 и 1 аллеля соответственно. Частоты 

встречаемости всех 42 аллелей, отражающие гене-

тические структуры, представлены на рис. 1. Среди 

всех аллелей 42 % аллельных варианта оказались 

уникальными, которые встречаются только в каком-

либо одном локусе. Анализ рисунка показывает, 

что локусы bcLK235 и bcLK056 практически по всем 

локусам имеют сходную генетическую структуру. 

Определение уровня изменчивости и диффе-

ренциации в географических культурах лиственни-

цы проводилось на основе ряда показателей [3, 5, 

12]. Для этого рассчитаны следующие параметры 

оценки генетической изменчивости (табл. 3): на-

блюдаемое число аллелей (NА); эффективное число 

аллелей (NЕ); индекс Шеннона (I). 

Результаты анализа основных параметров 

генетического разнообразия показали, что иссле-

дуемые нами географические культуры рода Larix 

существенного различия по их уровню не имеют. 

Так, наблюдаемое число аллелей на локус (NA) для 

интродуцентов лиственницы Сукачева составила 

5,25, а эффективное число аллелей на локус (NE) – 

3,257. Несущественные различия в частотах встре-

чаемости аллелей обусловлены географическим 

районированием экотипов лиственницы. Самая 

распространенная мера генетической изменчивости 

для диплоидных особей – это гетерозиготность. 

Частота гетерозигот является наиболее важным 

показателем, т. к. каждая гетерозиготная особь не-

сет разные аллели и тем самым показывает наличие 

изменчивости. 

 

 

 

 

Рис. 1. Частоты аллелей по локусам лиственницы Сукачева в географических культурах 

Таблица 2 

Показатели генетической изменчивости лиственниц, рассчитанные по результатам микросателлитного анализа 

Популяция Локусы N NА NЕ I Ho He uHe F 

Лиственница 

Сукачева 

Локус 1 30 6,000 3,856 0,972 0,044 0,394 0,401 0,449 

Локус 2 18 4,500 2,658 0,854 0,031 0,375 0,386 0,725 

Среднее - 5,25 3,257 0,913 0,037 0,384 0,393 0,587 

Примечание: N – количество образцов в исследуемой выборке, NA – число аллелей на локус, NE – эффек-

тивное число аллелей на локус, HO – наблюдаемая гетерозиготность, НЕ – ожидаемая гетерозиготность, F – ин-

декс фиксации, I – индекс Шеннона. 
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Микросателлитный анализ показал, что по-

лученные величины наблюдаемой (Но) и ожидае-

мой гетерозиготности (Не) составляют 0,037 и 

0,384 соответственно. Обнаруженное снижение 

доли гетерозигот, в свою очередь, возможно, гово-

рит о пониженной выживаемости растений в изу-

ченных популяциях и в целом об уменьшении гене-

тического разнообразия в каждой из популяций 

лиственницы [8]. 

Оценка внутри- и межпопуляционного раз-

нообразия была проведена на основе информаци-

онного индекса Шеннона [13]. Среднее значение 

индекса разнообразия Шеннона у биотипов лист-

венницы Сукачева в географических культурах, 

рассчитанное по праймерам bcLK056, bcLK066, 

bcLK224 и bcLK232, составило 0,913 нит/особь. 

Полученные данные говорят о низком генетиче-

ском разнообразии данного экотипа. 

Анализ значений F-статистик Райта пока-

зал, что 57,8 % наблюдаемой изменчивости прихо-

дится на межпопуляционную (Fst). В целом каждое 

отдельное дерево в изученных выборках в среднем 

обнаруживает 90%-й дефицит гетерозигот относи-

тельно популяции, и около 95 % составляет дефи-

цит гетерозиготных генотипов относительно вида 

L. sukaczewii. 

Выводы 

1. Анализ шести ISSR-праймеров выявил 

42 аллельных варианта, которые полиморфны  

(Р = 1,000), кроме локуса bcLK066. При дальней-

ших исследованиях данные фрагменты могут быть 

использованы при составлении молекулярно-гене-

тической формулы по предложенной С.В. Борон-

никовой методике молекулярно-генетической иден-

тификации и паспортизации растений [5, 10]. 

2. Сопоставленные значения наблюдаемой и 

ожидаемой гетерозиготности показали дефицит 

гетерозиготных генотипов по всем изученным мик-

росателлитным локусам. 

3. Установленные значения основных пока-

зателей генетического полиморфизма свидетельст-

вуют о низком и среднем уровнях генетического 

разнообразия выборок. 

4. В целом выявленные значения основных 

показателей генетического полиморфизма свиде-

тельствуют о невысоком уровне генетического раз-

нообразия лиственницы Сукачева в географических 

культурах на территории Учебно-опытного лесхоза 

ВГЛТУ. Это можно объяснить тем, что для иссле-

дования из 26 экотипов лиственницы Сукачева, 

представленных в географических культурах, изу-

чены только три; все из Свердловской области (Но-

волялинское лесничество, Исовский и Висимский 

лесхозы). Кроме того, у лиственницы пыльца 

не имеет воздушных мешков, что в большей степе-

ни приводит к самоопылению и снижению генети-

ческого полиморфизма. 

 

Таблица 3 

Значения показателей F-статистик Райта 

Локус Fis Fit Fst 

Локус 1 0,887 0,951 0,561 

Локус 2 0,916 0,966 0,594 

Среднее 0,902±0,015 0,958±0,008 0,578±0,16 
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В подзоне южной тайги на территории Томской области были заложены пробные площади в лесных 

культурах под пологом леса, реконструкции малоценных насаждений и последующих культур. Изучены био-

метрические показатели и произведен сравнительный анализ трех типов культур. Выявлено, что на рост искус-

ственных насаждений сосны кедровой в значительной мере влияет конкуренция со стороны взрослых деревьев 

основного полога в подпологовых культурах и в искусственных насаждениях, созданных в процессе реконст-

рукции. Сохранность подпологовых культур изменялась от 55,6 до 64,4 % в 43-летнем возрасте и составила 

59,8 % в 32-летнем возрасте. Подпологовые культуры на пробной площади с большей густотой значительно 

отставали по росту от участков с более низкой густотой при прочих идентичных условиях произрастания и воз-

раста. Сохранность лесных культур, созданных реконструкцией, на участках без основного полога составила 

72,6 %, на участке со взрослым древостоем – 46,8 %. Диаметр деревьев на реконструкции без основного полога 

различался в 2,1 раза, высота – в 1,8 раз в пользу культур на участке, где малоценное насаждение было выруб-

лено. В последующих культурах на тех пробных площадях, где сохранились чистые культуры сосны кедровой, 
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