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На основе метода полимеразной цепной реакции с ISSR-праймерами проведены 
исследования генетической изменчивости и дифференциации трех болотных и 
четырех суходольных ценопопуляций сосны обыкновенной в Республике Марий Эл. 
С  использованием шести ISSR-праймеров выявлено 215 ISSR-локусов, из которых 
208 оказались полиморфными. Количество обнаруженных ISSR-локусов варьировало 
в разных ценопопуляциях от 162 до 194. Показатели генетического разнообразия 
исследованных ценопопуляций существенно варьировали (Р = 67,9–88,5%; Na = 1,679–
1,842; Ne = 1,279–1,331; He = 0,174–0,207) и не зависели от почвенно-гидрологических 
условий. Установлено, что суходольные и болотные ценопопуляции статистически 
значимо (p˂0,01) различались по частоте встречаемости ISSR-маркеров, полученных 
с пятью ISSR-праймерами из шести, что указывает на отличающуюся генетическую 
структуру. На генетическую изменчивость между группами суходольных и болотных 
ценопопуляций пришлось 9% всего генетического полиморфизма. Общий уровень 
генетической подразделённости ценопопуляций составил 17,0% (GST  =  0,170), 
следовательно, основная часть генетической изменчивости находилась внутри 
изученных ценопопуляций (83%). 

Ключевые слова: Pinus sylvestris L.; ISSR-маркеры; внутри- и 
межценопопуляционная изменчивость; влажность почвы.

Введение
Одной из ключевых проблем биологии является изучение механизмов 

формирования внутривидовой изменчивости, в том числе механизмов об-
разования популяционной структуры видов под воздействием гетероген-
ных условий окружающей среды. Для изучения экологических механизмов 
дивергенции популяций у древесных видов большой интерес представляет 
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сосна обыкновенная (Pinus sylvestris L.), которая, обладая высокой экологи-
ческой пластичностью, формирует ценопопуляции в различных почвенно-ги-
дрологических условиях. С целью изучения влияния экологических факторов 
на фенотипическую и генетическую дифференциацию популяций для иссле-
дований часто выбирают систему контрастных объектов «болото – суходол». 
Между болотными и суходольными древостоями сосны обыкновенной ранее 
выявлены различия по размеру пыльцевых зерен [1], окраске микростро-
бил и семян [2], числу нераскрывающихся макростробил [3]. Установлено, 
что для деревьев из болотных популяций разных видов Pinacea характерны 
большее число вторичных перетяжек и ядрышек в интерфазных ядрах, на-
личие широкого спектра хромосомных мутаций и патологий по сравнению с 
деревьями из суходольных популяций [4]. На основе анализа изоферментов 
выявлены генетический полиморфизм и наличие репродуктивного барьера 
между болотными и суходольными популяциями [5, 6]. Предполагается, что 
фенотипическая и генетическая дифференциация болотных и суходольных 
популяций сосны обыкновенной являются следствием совместного действия 
репродуктивной изоляции и дизруптивного отбора в условиях контрастных 
экотопов [7]. Причиной возникновения репродуктивной изоляции между 
смежными суходольными и болотными насаждениями сосны обыкновенной 
в условиях Средней Сибири и Русской Равнины является стабильная асин-
хронность фенологических фаз пыления и рецепции деревьев, вызванная 
различиями в гидротермических режимах почвы [6].

Таким образом, полученные к настоящему времени данные свидетель-
ствуют о существование фенотипической и генетической дифференциации 
между популяциями сосны обыкновенной, произрастающими в болотных и 
суходольных экотопах. Однако необходимо отметить, что до сих пор для из-
учения влияния почвенно-гидрологических условий на генетическую диф-
ференциацию популяций древесных видов в основном применялся анализ 
полиморфизма продуктов экспрессии генов (изоферментов). В то же время 
в последнее десятилетие ДНК-маркеры стали общепризнанным инструмен-
тарием для проведения популяционно-генетических исследований. Поэтому 
необходимы исследования, направленные на изучение механизмов форми-
рования популяционной структуры древесных растений с использованием 
более информативных методов молекулярно-генетического анализа, позво-
ляющих выявлять различия на уровне ДНК.

Цель работы – изучить показатели генетического разнообразия и дифферен-
циации ценопопуляций сосны обыкновенной, произрастающих в контрастных 
болотных и суходольных условиях на основе использования ISSR-маркеров.

Материалы и методики исследования

Исследования проведены на территории Республики Марий Эл, нахо-
дящейся в среднем течении р. Волга на территории Среднего Поволжья. 
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103

Среднее Поволжье расположено в Европейской части России между 54° и 
58° с.ш. и между 44° и 52° в.д. В качестве объектов исследования подобраны 
две группы ценопопуляций сосны обыкновенной, произрастающие на пес-
чаных почвах с разным режимом увлажнения на территории четырех лес-
ничеств (табл. 1). Первая группа ценопопуляций представляла собой четы-
ре суходольных насаждения, произрастающие на сухих и влажных песках. 
Возраст суходольных насаждений варьировал от 50 до 90 лет. Суходольные 
насаждения представлены сосняком лишайниковым (III класс бонитета), 
брусничным (I класс бонитета) и лишайниково-брусничным (II класс бо-
нитета). Вторая группа ценопопуляций включала три насаждения сосны 
обыкновенной, сформированные на верховых болотах. Все болотные насаж-
дения, сформированные в типе условия произрастания А5, представляли со-
бой сосняк сфагновый (V класс бонитета). Для изученных болот характерен 
практически сплошной сфагновый покров, состоящий из нескольких видов 
сфагнума. Все ценопопуляции представляли собой либо чистые насажде-
ния сосны обыкновенной, либо доля участия данного вида составляла 90%. 
С учетом того, что наиболее интенсивное изреживание древостоев в ходе 
естественного отбора у сосны обыкновенной наблюдается в возрасте до 
40 лет, для исследований подобраны ценопопуляции возраста 40 лет и выше. 
Все насаждения находились на территории Республики Марий Эл, сформи-
рованы в однородных климатических условиях. В каждой из ценопопуляций 
для молекулярно-генетического анализа отобрано по 30 деревьев, произрас-
тающих на расстоянии не менее 40–50 м друг от друга.

ДНК для анализа генетического полиморфизма выделена из камбиального 
слоя ствола с использованием СТАВ-метода [8]. Для выявления генетической 
изменчивости и дифференциации ценопопуляций применен ISSR-анализ с 
праймерами (СA)6AGCT, (СA)6AG, (CA)6GT, (CA)6АC, (AG)8T и (AG)8GCT [9]. 
Для амплификации ДНК с ISSR-праймерами использована следующая реакци-
онная смесь общим объемом 10 мкл: 1 мкл ПЦР-буфера; 0,2 мкл 10 мМ dNTPs; 
0,1 мкл 100мкМ праймера; 1 мкл образца ДНК; 0,1 мкл Taq-полимеразы (2 ед/
мкл); 7,6 мкл воды. Режим ПЦР: 5 мин денатурация при 94°С, 35 циклов: 0,5 мин 
денатурация при 94°С, 45 с отжиг при 60°С, элонгация 45 с при 72°С, финальная 
элонгация в течение 7 мин при 72°С. ПЦР выполнена с использованием коммер-
ческого набора Encyclo Plus PCR kit (ЗАО «Евроген», Россия) и термоциклера 
MJ MiniTM Gradient Thermal Cycler (Bio-Rad, США). Визуализация результа-
тов ПЦР проведена путем электрофореза в 1,5% агарозном геле в ТВЕ буфере. 
Фиксирование результатов и обработка данных выполнены с использованием 
системы гель-документирования GelDoc 2000 (Bio-Rad, США) и программного 
пакета Quantity One® Version 4.6.3. Длины обнаруженных амплифицированных 
фрагментов ДНК рассчитаны по отношению к маркеру длин ДНК «100+ bp DNA 
Ladder» (ЗАО «Евроген», Россия). На основе анализа электрофореграмм состав-
лены бинарные матрицы, в которых присутствующие ПЦР-фрагменты обозна-
чались «1» (аллель 1), а отсутствующие «0» (аллель 0).

Генетическое разнообразие и дифференциация ценопопуляций сосны
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Таблица 1 [Table  1]
Местонахождение и характеристика ценопопуляций сосны обыкновенной 

в Республики Марий Эл
[Location and characteristics of the Pinus sylvestris L. coenopopulations in the Mari El Republic]

Шифр 
ценопо-
пуляции 

[Coenopopu-
lation code]

Местонахождение 
[Location]

Возраст, 
лет 

[Age, 
year]

Состав 
[Stand 
compo-
sition]

Полнота 
/ бони-

тет [Stand 
density / 
bonitet]

Тип леса 
[Forest 
type]

Тип условий 
произрастания 
/ почвы [Forest 

growth condi-
tions / soil]

Суходольные ценопопуляции [Upland coenopopulations]

UOL

Учебно-опытное 
лесничество, 

квартал 77 
[Uchebno-Opytnoe 

forestry, forest 
compartment 77]

90 10Ps 0,9 / I бр [ling]

А2 – влажный 
сосновый лес / 
влажный песок 
[Fresh coniferous 
forest / fresh sand]

KL

Килемарское 
лесничество, 
квартал 107 
[Kilemarskoe 
forestry, forest 

compartment 107]

85 10Ps1Bp 0,8 / I бр [ling]

А2 – влажный 
сосновый лес / 
влажный песок 
[Fresh coniferous 
forest / fresh sand]

ML

Моркинское 
лесничество, 

квартал 19 
[Morkinskoe 

forestry, forest 
compartment 19]

50 10Ps 0,7 / III лш [lich]

А1 – сухой 
сосновый лес 
/ сухой песок 

[А1 - dry conifer-
ous forest / 
dry sand]

PL

Пригородное 
лесничество, 

квартал 17 
[Prigorodnoe 

forestry, forest 
compartment 17]

80 10Ps 0,7 / II лш-бр 
[ling-lich]

А1А2  – пере-
ходный тип со-
снового леса / 

сухой–влажный 
песок [Tran-
sitional type of 

coniferous forest / 
sand-fresh sand]

Болотные ценопопуляции [Bog land coenopopulations]

Izi Kup

Пригородное 
лесничество, 

квартал 17, болото 
«Изи Куп» [Prig-
orodnoe forestry, 

bog Izi Kup, forest 
compartment 17]

60 10Ps 0,6 / V сфаг 
[sphag]

А5 – сосновый 
лес на болоти-
стых почвах / 
мокрый песок 

[Coniferous 
forest in boggy 
soil / wet sand]

Ilushkino

Пригородное 
лесничество, 

болото «Илюш-
кино» квартал 34 

[Prigorodnoe forestry, 
bog Iluskino, forest 
compartment 34]

40 10Ps1Bp 0,7 / V сфаг 
[sphag]

А5 – сосновый 
лес на болоти-
стых почвах / 
мокрый песок 

[Coniferous 
forest in boggy 
soil / wet sand]

О.В. Шейкина, Ю.Ф. Гладков
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Шифр 
ценопо-
пуляции 

[Coenopopu-
lation code]

Местонахождение 
[Location]

Возраст, 
лет 

[Age, 
year]

Состав 
[Stand 
compo-
sition]

Полнота 
/ бони-

тет [Stand 
density / 
bonitet]

Тип леса 
[Forest 
type]

Тип условий 
произрастания 
/ почвы [Forest 

growth condi-
tions / soil]

45 km

Пригородное лес-
ничество, болото 
«45-й километр», 

квартал 3 
[Prigorodnoe forestry,

 bog 45 km, 
forest compartment 3]

100 10Ps 0,8 / V сфаг 
[sphag]

А5 – сосновый 
лес на болоти-
стых почвах / 
мокрый песок 

[Coniferous 
forest in boggy 
soil / wet sand]

Шифр 
ценопо-
пуляции 

[Coenopopu-
lation code]

Местонахожде-
ние [Location]

Возраст, 
лет 

[Age, 
years]

Состав 
[Stand 
compo-
sition]

Полнота 
/ бони-

тет [Stand 
density / 
bonitet]

Тип леса 
[Forest 
type]

Тип условий 
произрастания 
/ почвы [Forest 

growth condi-
tions / soil]

Суходольные ценопопуляции [Upland cenopopulations]

UOL

Учебно-опытное 
лесничество, 

квартал 77 
[Uchebno-Opytnoe 

forestry, forest 
compartment 77]

90 10Ps 0,9 / I бр [ling]

А2 – влажный 
сосновый лес / 
влажный песок 
[Fresh coniferous 
forest / wet sand]

KL

Килемарское 
лесничество, 
квартал 107 
[Kilemarskoe 
forestry, forest 

compartment 107]

85 10Ps1Bp 0,8 / I бр [ling]

А2 – влажный 
сосновый лес / 
влажный песок 
[Fresh coniferous 
forest / wet sand]

ML

Моркинское 
лесничество, 

квартал 19 
[Morkinskoe 

forestry, forest 
compartment 19]

50 10Ps 0,7 / III лш [lich]

А1 – сухой 
сосновый лес 
/ сухой песок 

[А1 - dry conifer-
ous forest / 
dry sand]

PL

Пригородное 
лесничество, 

квартал 17 
[Prigorodnoe 

forestry, forest 
compartment 17]

80 10Ps 0,7 / II лш-бр 
[ling-lich]

А1А2 –пере-
ходный тип со-
снового леса / 

сухой-влажный 
песок [Tran-
sitional type of 

coniferous forest / 
dry sand-wet sand]

Болотные ценопопуляции [Bog land cenopopulations]

Izi Kup

Пригородное 
лесничество, 

квартал 17, болото 
«Изи Куп» [Prig-
orodnoe forestry, 

Izi Kup bog, forest 
compartment 17]

60 10Ps 0,6 / V сфаг 
[sphag]

А5 – сосновый 
лес на болоти-
стых почвах / 
мокрый песок 

[Coniferous 
forest in boggy 
soil / wet sand]

Продолжение табл.  1  [Table  1  (cont . ) ] 

Генетическое разнообразие и дифференциация ценопопуляций сосны
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Шифр 
ценопо-
пуляции 

[Coenopopu-
lation code]

Местонахождение 
[Location]

Возраст, 
лет 

[Age, 
year]

Состав 
[Stand 
compo-
sition]

Полнота 
/ бони-

тет [Stand 
density / 
bonitet]

Тип леса 
[Forest 
type]

Тип условий 
произрастания 
/ почвы [Forest 

growth condi-
tions / soil]

Ilushkino

Пригородное 
лесничество, 

болото «Илюш-
кино» квартал 34 

[Prigorodnoe forestry, 
Iluskino bog, forest 
compartment 34]

40 10Ps1Bp 0,7 / V сфаг 
[sphag]

А5 – сосновый 
лес на болоти-
стых почвах / 
мокрый песок 

[Coniferous 
forest in boggy 
soil / wet sand]

[45 km]

Пригордное лес-
ничество, болото 
«45-й километр», 

квартал 3 
[Prigorodnoe forestry,

45 km bog, 
forest compartment 3]

100 10Ps 0,8 / V сфаг 
[sphag]

А5 – сосновый 
лес на болоти-
стых почвах / 
мокрый песок 

[Coniferous 
forest in boggy 
soil / wet sand]

Примечание. Состав: Ps – сосна обыкновенная Pinus sylvestis L., Bp – береза повислая 
Betula pendula Roth. Типы леса: бр – брусничный, лш – лишайниковый, бр-лш – бруснич-
но-лишайниковый, сфаг – сфагновый. 
[Note. Stand composition: Ps - Pinus sylvestis L., Bp - Betula pendula Roth. Forest type: ling - lingonberry, 
lich - lichen, ling-lich - lingonberry-lichen, sphag - sphagnum].

Расчет параметров генетической изменчивости и подразделённости це-
нопопуляций выполнен в программе POPGENE 1.31 [10]. Генетическая диф-
ференциация ценопопуляций оценивалась на основе анализа генетической 
дистанции Нея [11] и GST-статистики Нея [12]. Для оценки статистической 
значимости различий встречаемости аллелей использован χ2-тест, различия 
считались статистически значимыми при p˂0,01. Дендрограмма генетиче-
ского взаимоотношения ценопопуляций построена в программе POPTREEW 
[13] методом UPGMA на основе генетических дистанций Нея [11]. Анализ 
молекулярной вариансы (AMOVA) выполнен в программе GenAlEx [14], 
анализ главных координат (PСoA) и тест Мантеля для установления корре-
ляции между матрицей географических и генетических дистанций по Нею 
выполнены с использованием программы PAST 3.25 [15].

Результаты исследования и обсуждение

ISSR-маркеры позволяют провести оценку уровня внутрипопуляционно-
го и межпопуляционного генетического разнообразия, а также определить 
степень дивергенции популяций. ISSR-маркеры относятся к полилокус-
ным ДНК-маркерам, у которых при использовании одного праймера об-
наруживается множественное число локусов. В результате ПЦР с шестью 
ISSR-праймерами у 240 деревьев из семи ценопопуляций выявлено всего 
215 локусов, из которых 208 оказались полиморфными. Количество локусов 

Окончание табл.  1  [Table  1  (end) ] 
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у разных праймеров варьировало от 27 до 40, а их длина находилась в преде-
лах от 200 до 2 500 п.н. Из табл. 2 видно, что изученные ценопопуляции от-
личались по количеству обнаруженных ISSR-локусов. 

Таблица 2 [Table  2]
Параметры генетического разнообразия ценопопуляций сосны обыкновенной

[Genetic diversity indicators of Pinus sylvestris L. coenopopulations] (M±mM)

Ценопопуляции 
[Coenopopulations] N Р Na Ne He

Суходольные ценопопуляции [Dry land coenopopulations]
UOL 187 79,1 1,791±0,028 1,321±0,021 0,205±0,011
KL 190 77,2 1,772±0,029 1,331±0,022 0,207±0,012
ML 162 67,9 1,679±0,032 1,289±0,022 0,182±0,012
PL 179 75,8 1,758±0,029 1,279±0,023 0,174±0,012
Для суходольных 
ценопопуляций 
[Across all dry land
population. Total]

190 94,9 1,949±0,015 1,347±0,011 0,224±0,006

Болотные ценопопуляции [Bog land coenopopulations]
Izi Kup 183 79,3 1,795±0,028 1,299±0,022 0,187±0,012
Ilushkino 194 84,2 1,842±0,025 1,308±0,020 0,201±0,011
45 km MD 192 88,5 1,805±0,027 1,316±0,022 0,201±0,012
Для болотных 
ценопопуляций 
[Across all bog land population]

194 93,5 1,935±0,014 1,327±0,014 0,211±0,006

Для всех ценопопуляций 
[Across all coenopopulations] 215 97,2 1,972±0,010 1,359±0,008 0,232±0,004
Ценопопуляции 
[Coenopopulations] N Р Na Ne He

Суходольные ценопопуляции [Dry land cenopopulations]
UOL 187 79,1 1,791±0,028 1,321±0,021 0,205±0,011
KL 190 77,2 1,772±0,029 1,331±0,022 0,207±0,012
ML 162 67,9 1,679±0,032 1,289±0,022 0,182±0,012
PL 179 75,8 1,758±0,029 1,279±0,023 0,174±0,012
Для суходольных 
ценопопуляций 
[Across all dry land 
oenopopulations. Total] 

190 94,9 1,949±0,015 1,347±0,011 0,224±0,006

Болотные ценопопуляции [Bog land cenopopulations]
Izi Kup 183 79,3 1,795±0,028 1,299±0,022 0,187±0,012
Ilushkino 194 84,2 1,842±0,025 1,308±0,020 0,201±0,011
45 km MD 192 88,5 1,805±0,027 1,316±0,022 0,201±0,012
Для болотных 
ценопопуляций 
[Across all bog land 
population. Total]

194 93,5 1,935±0,014 1,327±0,014 0,211±0,006

Для всех ценопопуляций 
[Across all coenopopulations. 
Total]

215 97,2 1,972±0,010 1,359±0,008 0,232±0,004

Примечание. N – количество локусов; Р – процент полиморфных локусов, Na – наблюдаемое 
число аллелей на локус; Ne – эффективное число аллелей; He – ожидаемая гетерозиготность.
[Note. N - Number of loci; P - Percentage of polymorphic loci; Na - Observed number of alleles per loci; 
Ne - Effective number of alleles; He - Expected heterozygosity].
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Наименьшее количество ISSR-локусов обнаружено в суходольной цено-
популяции из Моркинского лесничества «МЛ» (162 шт.), в то время как наи-
большее количество наблюдалось в болотной ценопопуляции «Илюшкино» 
(194 шт.).

Доля полиморфных локусов при 100-процентном критерии полиморфно-
сти в большинстве случаев оказалась выше у выборок деревьев из болотных 
ценопопуляций (79,3–88,5%) по сравнению с деревьями из суходольных на-
саждений (67,9–79,1%). Также для болотных ценопопуляций выявлены наи-
большие значения наблюдаемого числа аллелей на локус (от 1,795 до 1,842). 
Напротив, для суходольных ценопопуляций установлены наименьшие зна-
чения наблюдаемого числа аллелей на локус (от 1,679 до 1,791). Интересно 
отметить, что суходольные ценопопуляции различались между собой в боль-
шей мере по эффективному числу аллелей и ожидаемой гетерозиготности, 
чем болотные. Об этом свидетельствует тот факт, что именно в суходольных 
ценопопуляциях выявлены как минимальные значения эффективного числа 
аллелей и ожидаемой гетерозиготности (1,279 и 0,174 соответственно), так 
и максимальные (1,331 и 0,207 соответственно). В целом значения основных 
показателей генетического разнообразия ISSR-маркеров свидетельствовали 
о высоком уровне генетического полиморфизма изученных болотных и су-
ходольных ценопопуляций, так как полученные значения не уступали ана-
логичным показателям, установленным для сосны обыкновенной другими 
авторами с использованием того же вида ДНК-маркеров [9, 16].

Обобщенные значения параметров генетического разнообразия для сухо-
дольных и болотных ценопопуляций оказались близкими: доля полиморф-
ных локусов составила 94,9 и 93,5%, наблюдаемое число аллелей – 1,949 и 
1,935, эффективное число аллелей – 1,347 и 1,327 и ожидаемая гетерозигот-
ность – 0,224 и 0,211 соответственно для суходолов и болот. Существенной 
зависимости уровня генетического разнообразия, выраженного через гете-
розиготность, от почвенно-экологических условий не выявлено. Другими 
авторами на основе анализа разных видов молекулярных маркеров для по-
пуляций древесных видов также показано отсутствие связи между уровнем 
гетерозиготности и почвенно-экологическими условиями [5, 17, 18].

Свидетельством отличающейся генетической структуры может служить 
разная частота встречаемости ПЦР-фрагментов (аллелей). Анализ встреча-
емости ISSR-маркеров у обобщенных выборок деревьев из суходольных и 
болотных экотопов показал, что одинаковые ПЦР-фрагменты могут встре-
чаться в разных ценопопуляциях как с близкой, так и с существенно раз-
личающейся частотой. Например, при использовании праймера (CA)6АC 
ПЦР-фрагмент длинной 2 500 п.н. обнаружен у 70% деревьев из болотных 
ценопопуляций. У группы деревьев из суходольных ценопопуляций тот 
же самый фрагмент найден только у 15% деревьев. В то же время для ряда 
ПЦР-фрагментов установлена близкая встречаемость у сравниваемых групп 
деревьев. Например, близкой встречаемостью характеризуются полученные 
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с праймером (CA)6АC ПРЦ-фрагменты длинной 1 450, 740, 450 п.н. и др. 
Сравнение рядов распределения встречаемости ПЦР-фрагментов у выборок 
деревьев из болотных и суходольных экотопов выполнено на основе расче-
та критерия χ2 (табл. 3). Установлено, что различия математически значимы 
для 5 случаев из 6 (p<0,01). Только для праймера (AG)8T установлено, что 
частоты встречаемости ПЦР-фрагментов у выборок деревьев из болотной и 
суходольных ценопопуляций отличались статистически не значимо. Выяв-
ленная статистическая значимость различий встречаемости ISSR-маркеров, 
полученных с пятью праймерами, позволяет говорить об отличающейся ге-
нетической структуре болотных и суходольных ценопопуляций сосны обык-
новенной, сформированных в относительно однородных климатических 
условиях в пределах Республики Марий Эл. Формирование отличающейся 
генетической структуры может происходить вследствие ярко выраженной 
репродуктивной изоляции между суходольными и болотными популяциями, 
выявленной ранее для сосны обыкновенной [6]. Ранее также были установ-
лены различия в количестве аллелей аллозимных локусов для насаждений 
сосны обыкновенной и сосны черной, произрастающих в разных почвенно-
экологических условиях [5, 17].

Таблица 3 [Table  3]
Результаты χ2-теста встречаемости ISSR-маркеров 

в болотных и суходольных ценопопуляциях
[Result of Chi-square tests for occurrence of ISSR-markers in the bog land 

and dry land coenopopulations]

Критерий χ2

[Criterion χ2]

Значение χ2 для различных ISSR-праймеров 
[Value χ2 for different ISSR-primers]

(СA)6AGCT (СA)6AG (CA)6GT (CA)6АC (AG)8T (AG)8GCT
Расчетный χ2 
[Calculated χ2] 189,21 135,39 196,94 337,80 46,63* 492,17

Табличный χ2, p˂0,01
[Table χ2, p˂0.01] 63,87 72,06 65,25 70,70 54,05 72,06

Примечание. * статистически не значимо (р<0,01).
[Note. * not significant, p<0.01].

Наименьшие генетические дистанции Нея установлены между выборка-
ми деревьев из суходольных ценопопуляций «МL» и «PL» (0,100) и между 
болотными ценопопуляциями «Izi Kup» и «45 km» (0,111). Самые большие 
значения генетической дистанции Нея выявлены между древостоем болота 
«Изи Куп» и суходольным насаждением «PL» (0,317), а также между болот-
ной ценопопуляцией «45 km» и суходольной ценопопуляцией «KL» (0,308). 
Построенная методом UPGMA дендрограмма показала, что болотные на-
саждения составляют отдельный кластер (рис. 1). Это может указывать на 
наличие генетических процессов, обусловливающих дивергенцию сухо-
дольных и болотных ценопопуляций сосны обыкновенной.
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110

Рис. 1. UPGMA дендрограмма, построенная с использованием генетической 
дистанции по Нею между болотными и суходольными ценопопуляциями. 

В узлах ветвления приведены значения бутсрэп-поддержки (10 000 репликаций)
[Fig. 1. UPGMA tree constructed using Nei’s genetic distances of bog land and dry land coenopopulations]

На основе результатов анализа главных координат (PCoA) все изученные 
ценопопуляции можно разделить на 3 группы (рис. 2). В первую группу от-
несены все болотные ценопопуляции (Изи Куп, Илюшкино и 45 км), вторую 
группу составили суходольные ценопопуляции из Пригородного лесниче-
ства (PL), Моркинского лесничества (ML) и Учебно-опытного лесничества 
(UOL). 

Рис. 2. Расположение в пространстве главных координат (PCoA) деревьев 
сосны обыкновенной из суходольных и болотных ценопопуляций
[Fig. 2. Projection of Pinus sylvestris L. individuals from upland and bog land 

coenopopulations on the two-coordinate system according to the PCoA analysis]
● UOL; □ KL; × ML; Δ PL; ○ Izi Kup; ■ Ilushkino; + 45 km
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Обособленное положение ценопопуляции из Килемарского лесничества 
(KL) может быть объяснено некоторым удалением данного насаждения от 
всех других, вследствие чего может наблюдаться изоляция расстоянием. Для 
оценки влияния изоляции расстоянием выполнен тест Мантеля, который по-
казал наличие слабой положительной корреляции между генетической и 
географической дистанциями для изученных ценопопуляций сосны обык-
новенной (R = 0,3085, p = 0,1728).

Анализ молекулярной дисперсии (AMOVA) показал, что в составе общей 
генетической изменчивости 9% генетического разнообразия приходилось 
на изменчивость между группами суходольных и болотных ценопопуляций, 
13% – на изменчивость между ценопопуляциями внутри групп и 78% – на 
внутрипопуляционный полиморфизм (табл. 4).

Оценка структуры генетического разнообразия и дифференциации по 
ISSR-локусам выполнена путем расчетов ожидаемой доли гетерозиготных 
генотипов во всей выборке (HT), ожидаемой доли гетерозиготных генотипов 
в ценопопуляциях (HS) и показателя генетической подразделённости (GST) 
(табл. 5). Ожидаемая доля гетерозигоных генотипов для всех суходольных и 
болотных ценопопуляций, а также ожидаемая доля гетерозиготных геноти-
пов в отдельных суходольных и болотных ценопопуляциях оказались близ-
кими (0,222 и 0,211; 0,192 и 0,192 соответственно). Суходольные ценопопу-
ляции более генетически дифференцированы друг от друга по сравнению 
с болотными, на что указывает большее значение показателя генетической 
подразделенности GST (0,138 против 0,093).

Таблица 4 [Table  4]
Значения молекулярной вариансы (AMOVA) 

в ценопопуляциях сосны обыкновенной
[Values of molecular variance (AMOVA) for Pinus sylvestris coenopopulations]

Источник 
изменчивости 

[Source of variation]

Число степе-
ней свободы 

[Degrees of 
freedom, df]

Сумма 
квадратов 

[Sum of 
squares, SS]

Средний 
квадрат 

[Mean 
square, MS]

Диспер-
сия [Vari-
ance, V]

Процент из-
менчивости 
[Percentage 
of variation]

Между группами 
ценопопуляций 
[Among groups 
of coenopopulations]

1 471,96 471,96 3,01 9

Между цепопуляци-
ями внутри групп 
[Among coenopopula-
tions within groups]

5 810,63 162,13 4,52 13

Внутри 
ценопопуляций 
[Within coeno-
populations]

203 5371,87 26,46 26,46 78

Итого [Total] 209 6654,46 33,99 100
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Таблица 5 [Table  5]
Показатели структуры генетического разнообразия и дифференциации 

болотных и суходольных ценопопуляций сосны обыкновенной
[Indicators of the structure of genetic diversity and differentiation 

of the bog land and dry land Pinus sylvestris coenopopulations] (M±mM)

Группа 
ценопопуляций 

[Group 
of coenopopulations]

Ожидаемая доля гете-
розиготных генотипов 

во всей популяции
[The expected

proportion of heterozy-
gous genotypes in the 

general population], HT

Ожидаемая доля гете-
розиготных генотипов 

в ценопопуляциях
[The expected propor-
tion of heterozygous 

genotypes in the 
coenopopulations], Hs

Показатель 
генетической под-

разделённости, 
[Genetic differentia-

tion index], GST

Суходольные 
ценопопуляции 
[Dry land 
coenopopulations]

0,222±0,03 0,192±0,02 0,137

Болотные це-
нопопуляции 
[Bog land coe-
nopopulations]

0,211±0,03 0,192±0,02 0,093

Итого [Total] 0,232±0,02 0,192±0,01 0,170

Показатель генетической подразделённости всех изученных ценопопуля-
ций (Gst) составил 0,170, а это означает, что основная доля полиморфизма 
ISSR-локусов (0,83) приходится на изменчивость внутри насаждений со-
сны обыкновенной. Сосредоточенность основной части генетического по-
лиморфизма внутри популяций древесных видов также выявлена с исполь-
зованием анализа аллозимов [5], ISSR-маркеров [9], SNPs [19] и ядерных 
микросателлитов [20]. Необходимо отметить, что установленная генетиче-
ская подразделённость географически близких болотных и суходольных це-
нопопуляций сосны обыкновенной по ISSR-маркерам превышает уровень 
подразделённости, выявленный ранее с использованием такого же набора 
праймеров, для насаждений сосны обыкновенной, находящихся на рас-
стоянии 150–600 км друг от друга (0,170 против 0,127) [21]. Данный вывод 
согласуется с результатами исследования роли экологических факторов в 
формировании генетической структуры популяций ели европейской, в ходе 
которых выявлен более высокий эффект экологической изоляции по сравне-
нию с влиянием изоляции расстоянием [22].

Заключение

В результате сравнительных исследований болотных и суходольных це-
нопопуляций сосны обыкновенной выявлены их высокое генетическое раз-
нообразие и отличающаяся генетическая структура. Зависимость между 
уровнем генетической изменчивости ценопопуляций и почвенно-гидрологи-
ческими условиями не установлена, так как и среди болот и среди суходолов 
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встречались насаждения с относительно высокими и низкими значениями 
показателей генетического разнообразия. Важным результатом исследова-
ний является то, что выявлены статистически значимые различия по встре-
чаемости ISSR-маркеров, полученных с пятью ISSR-праймерами из шести, 
у групп деревьев из суходольных и болотных ценопопуляций, произрастаю-
щих в одинаковых климатических условиях Республики Марий Эл. Кроме 
этого, дендрограмма, построенная на основе генетической дистанции Нея, 
и анализ главных компонентов показали, что все болотные ценопопуляции 
отнесены в одну изолированную от суходольных насаждений группу. Ста-
тистически значимые различия по встречаемости ISSR-локусов и отнесение 
всех болотных ценопопуляций в одну группу могут указывать на наличие 
репродуктивной изоляции между ценопопуляциями, сформированными в 
болотных и суходольных экотопах. На основе анализа молекулярной вари-
ансы (AMOVA) можно утверждать, что общая генетическая изменчивость 
включает 9% генетического разнообразия, приходящегося на изменчивость 
между группами ценопопуляций, 13% изменчивости между ценопопуляци-
ями внутри групп и 78% внутриценопопуляционного полиморфизма. Пока-
затель генетической подразделённости всех ценопопуляций (Gst) составил 
0,170, это указывает на то, что основная доля полиморфизма ISSR-маркеров 
(0,83) приходилась на изменчивость внутри ценопопуляций сосны обыкно-
венной. 
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Genetic diversity and differentiation of Pinus sylvestris L. 
coenopopulations growing in bog land and upland ecotopes

Scots pine (Pinus sylvestris L.) forming coenopopulations in diverse soil-
hydrological conditions is of utmost interest in studying the environmental mechanisms 
of divergence among populations of tree species. The analysis of protein polymorphism 
educed the genetic differentiation between bog land and upland coenopopulations of 
Scots pine, emerging from phenological isolation. Thus, we find it essential to study 
further the mechanisms of developing the population structure of tree plants with the use 
of more meaningful methods of molecular genetic analysis that would allow identifying 
differences at the DNA level. The aim of the research is to study the indicators of 
genetic diversity and differentiation of coenopopulations of Scots pine growing in 
contrastive swamp and dry land conditions, using ISSR markers.

The polymerase chain reaction (PCR) method with ISSR primers was used to identify 
the level of genetic polymorphism and differentiation. DNA for analysis was isolated 
from the cambial layer of the trunk using the CTAB method. Four upland and three bog 
coenopopulations were studied in total (See Table 1). Within each coenopopulation, 
30 trees were analyzed using (СA)6AGCT, (СA)6AG, (CA)6GT, (CA)6АC, (AG)8T and 
(AG)8GCT primers. We used the following reaction mixture (total volume of 10 μl) 
to amplify DNA with ISSR primers: 1 μl of PCR buffer; 0.2 μl 10 mM dNTPs; 0.1 μl 
of 100 μm primer; 1 μl of DNA sample; 0.1 μl of Taq polymerase (2 u / μl); 7.6 μl of 
water. PCR mode: 5 min. denaturation at 94 °C, 35 cycles: 0.5 min. denaturation at 94 ° 
С, 45 sec. annealing at 60 ° С, 45 sec elongation at 72 °С, final elongation for 7 min at 
72 °C. The PCR results were visualized by electrophoresis in 1.5% agarose gel in TBE 
buffer. The results were recorded and data were processed using the GelDoc 2000 gel 
documentation system (Bio-Rad, USA) and the Quantity One® Version 4.6.3 software 
package. The date analysis was performed by the software tools POPGENE ver. 1.31., 
POPTREEW, GenAlEx and PAST 3.25.

We revealed that out of 215 ISSR-loci elicited in 240 trees out of eight 
coenopopulations 208 ISSR-loci were polymorphic. The number of elicited ISSR 
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loci in different coenopopulations varied from 162 to 194 (See Table 2). The studied 
coenopopulations were characterized by different levels of genetic diversity. Indicators 
of genetic diversity ranged within the following: the proportion of polymorphic loci was 
67.9-88.5; the observed number of alleles was 1.679-1.805; effective number of alleles 
1.279-1.331; the expected heterozygosity was 0.174-0.207. However, no dependency 
of genetic diversity indicators on soil-hydrological conditions has been found. 
Moreover, we considered that dry and bog coenopopulations differed significantly in 
the ISSR-markers frequency obtained with five of six ISSR-primers, which indicates 
a different genetic structure (See Table 3). Nei’s genetic distance between different 
coenopopulations varied from 0.100 to 0.317. The UPGMA dendrogram and analysis 
of principal coordinates (PCoA) show that the bog forests make up a separate cluster 
(See Fig. 1 and 2). This may be a sign that there are genetic processes inducing the 
divergence of dry and bog coenopopulations of Scots pine. The Mantel test shows that 
genetic distance between populations had a weak positive correlation with geographic 
distance (R=0.3085, P=0.1728). Analysis of molecular variance (AMOVA) shows that 
9% of total variation was accounted for by differences between groups of upland and 
bog land coenopopulations (See Table 4). The percentage of genetic variation among 
coenopopulations within compared groups was 13%. The majority of the variation 
was found within populations (78%). The overall level of genetic subdivision of 
coenopopulations was 17% (GST=0.17), hence, the main part of genetic variation is 
inside the coenopopulations (83%) (See Table 5). Thus, we showed a significant impact 
on the genetic structure formation of P. sylvestris population in this research. 

The paper contains 5 Tables, 2 Figures and 22 References.
Key words: Pinus sylvestris L.; ISSR-markers; intra- and intercoenopopulational 
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