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Аннотация. Проведен молекулярно-генетический анализ и идентификация 5 выборок 

Pinus sylvestris L., из Кировской области и Пермского края. Молекулярно–генетический 

анализ проводили с использованием ISSR–метода анализа полиморфизма ДНК. У пяти 

изученных выборок сосны обыкновенной выявлено 126 ISSR–маркеров, из которых 122 

(P95=0,968) были полиморфными. Проведена молекулярно–генетическая идентификация 

изученных выборок сосны обыкновенной, выявлены идентификационные ISSR–маркеры и 

их сочетания, составлены молекулярно–генетические формулы и штрихкоды для каждой 

изученной выборки. Анализ генетической структуры и дифференциации P. sylvestris показал, 

что выборки распределились в три генетические популяции. 

 

Abstract. Molecular–genetic analysis and identification of 5 Pinus sylvestris L. hauls, 

collected in Kirov oblast and Perm krai was provided. Molecular–genetic analysis was provided 

with using ISSR–method of DNA polymorphism analysis. In 5 researched hauls of P. sylvestris 126 

ISSR–markers were identified, 122 (P95=0.968) were polymorphic. Molecular–genetic 

identification of researched P. sylvestris populations was provided and molecular–genetic formulas 

and bar–codes were made. Identification ISSR–markers were identified. Genetic structure and 

differentiation analysis of P. sylvestris showed that hauls were distributed in three genetic 

populations. 
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Обладая максимальной для всех видов растительности биомассой и биологической 

продуктивностью, леса являются не только мощным источником органических веществ, но и 

важнейшим регулятором крупномасштабных природных процессов, оказывающих 

глобальное воздействие на состояние атмосферы, ее тепловой и гидрологический режим. 

Леса по праву считаются экологическим каркасом территории, состояние которого во многом 

определяет экологическую обстановку как в целом на планете, так и в ее отдельных 

регионах, особенно многолесных. Россия, являющаяся крупнейшей лесной державой, 

располагает почти 1/4 всех лесных ресурсов планеты. на территории нашей страны 

сосредоточено 2/3 общей площади бореальных лесов и до 80% общих запасов древесины 

хвойных пород, имеющих важное хозяйственное значение. Земли лесного фонда России 

охватывают все множество лесорастительных зон от арктической тундры до лесостепи [1].  

Несмотря на то, что лес — возобновляемый ресурс, количество вырубок превышает 

количество новых посадок (возобновлений). Одной из основных для лесного хозяйства 

является проблема незаконной заготовки древесины. Согласно данным Министерства 

природных ресурсов и экологии РФ ущерб от незаконных рубок в 2014 г. составил 14 млрд 

руб. При расследовании преступлений, связанных с незаконной рубкой леса, основной 

проблемой является создание экспертной доказательной базы [2]. Ущерб, причиненный 

незаконной вырубкой, порой может достигать нескольких миллионов рублей [3]. Сосна 

обыкновенная (Pinus sylvestris L.) является видом–эдификатором лесных экосистем, 

сосновые леса широко распространены в мире, произрастают в основном в умеренной 

лесной и лесостепной зоне. P. sylvestris является одним из основных объектов 

лесозаготовительной промышленности [4]. Следовательно, необходима разработка мер 

выявления и контроля незаконных вырубок, а также разработка идентификации древесных 

видов растений на популяционном уровне. Только на основании точных сведений о 

популяционно-генетической структуре древесных растений может быть оценен их 

генетический потенциал и разработан комплекс мероприятий, направленных на сохранение 

генетического разнообразия в процессе их использования и воспроизводства [5]. 

Целью исследования является анализ генетического разнообразия и поиск 

идентификационных маркеров для выборок P. sylvestris L. на основании ISSR-маркеров в 

Кировской области и Пермском крае. 

 

Материалы и методы 

Объектами исследований являются пять выборок P. sylvestris L., две из которых 

располагаются в Пермском крае: PsI — на территории Березниковского лесничества, PsII — 

Закамского лесничества. Три выборки были собраны в Кировской области: PsIII — в 

Юрьянском лесничестве, PsIV — в Слободском, PsV — на территории Белохолуницкого 

лесничества. Молекулярно–генетический анализ и выявление идентификационных 

молекулярных маркеров проводили по результатам ПЦР с пробами ДНК, выделенными как 

из хвои, так и из древесины. Для проведения молекулярно-генетического анализа собрана 

хвоя индивидуально с 28–30 деревьев, расположенных не менее чем в 50 метрах друг от 

друга, всего было исследовано 146 деревьев. Для выделения ДНК из хвои использовали 

модифицированную добавлением в качестве сорбента PVPP (polyvinylpolypyrrolidone) 
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методику С. Роджерса [6]. Качество и характеристики ДНК определяли на приборе 

SpectrofotometrTM NanoDrop 2000 (Thermo Scientific, США). Для молекулярно-генетического 

анализа и идентификации был использован ISSR (Inter Simple Sequence Repeats)-метод 

анализа полиморфизма ДНК [7]. Для ISSR-ПЦР были использованы пять наиболее 

информативных ISSR-праймеров (Таблица 1), показавшие наибольшую эффективность в 

геноме данного вида [8] и использованные для молекулярно-генетической идентификации 

популяций P. sylvestris в предыдущих исследованиях других авторов [9]. 
 

Таблица 1. 

ПОСЛЕДОВАТЕЛЬНОСТЬ И ТЕМПЕРАТУРА ОТЖИГА ISSR-ПРАЙМЕРОВ 

 

Название ISSR-

праймера 

Нуклеотидная последовательность, 

5´-3´ 

Tотж, 
оС 

ISSR-1 ACA-CAC-ACA-CAC-ACA-CT 56 

CR-212 CTC-TCT-CTC-TCT-CTC-TTG 56 

CR-215 CAC-ACA-CAC-ACA-GT 56 

M27 GAG-AGA-GAG-AGA-GAG-AC 52 

X10 AGC-AGC-AGC-AGC-AGC-AGC-C 64 

Примечание: Tотж — температура отжига праймера. 
 

Амплификацию проводили в амплификаторе GeneAmp PCR System 9700 (Applied 

Biosystems, США) по типичной для ISSR-метода программе: предварительная денатурация 

94 °C, 2 мин.; первые пять циклов — 94 °С, 20 сек.; t° отжига, 10 сек.; 72 °С, 10 сек.; в 

последующих тридцати пяти циклах — 94 °С, 5 сек.; t° отжига, 5 сек.; 72 °С, 5 сек. 

Последний цикл элонгации длился 2 мин при 72ºС. Температура отжига в зависимости от 

G/С-состава праймеров варьировала от 46 до 64 °С (Таблица 1). В качестве отрицательного 

контроля в реакционную смесь добавляли вместо ДНК 5 мкл деионизированной воды. 

Продукты амплификации разделяли путем электрофореза в 2% агарозном геле в 1×ТВЕ 

буфере. Гели окрашивали бромистым этидием и фотографировали в проходящем 

ультрафиолетовом свете в системе Gel–Doc XR (Bio–Rad, США). Для определения длины 

фрагментов ДНК использовали маркер молекулярной массы (100bp+1.5+3Кb DNA Ladder; 

ООО СибЭнзим–М, Москва). Определение длин фрагментов проводили с использованием 

программы QuantityOne в системе гель–документации Gel–Doc XR (Bio–Rad, США). Для 

изучения генетической изменчивости и молекулярно–генетической идентификации 

P. sylvestris амплифицировано 700 проб ДНК. Для проверки достоверности полученных 

результатов опыт повторяли не менее трех раз. Компьютерный анализ полученных данных 

проводили с помощью программы POPGENE 1.31 [10] и с помощью специализированного 

макроса GenAlE×6 [11] для MS-Excel с определением: доли полиморфных локусов (P95), 

абсолютного числа аллелей (na), эффективного числа аллелей (ne), ожидаемой (HE) 

гетерозиготности [12]. На основе матрицы бинарных признаков была рассчитана матрица 

генетических различий, на основании которой невзвешенным парно–групповым методом 

(UPGMA — unweighted pair–group method using arithmetic average) была построена 

дендрограмма, отражающая степень сходства исследуемых популяций по ISSR-спектрам при 

помощи компьютерных программ Treecon 1.3b и POPGENE 1.31. Генетическое расстояние 

между популяциями (D) определяли по формулам M. Нея [13]. Для описания генетической 

структуры популяции использовали следующие параметры [13]: ожидаемая доля 

гетерозиготных генотипов (Ht) во всей популяции, как мера общего генного разнообразия; 

ожидаемая доля гетерозиготных генотипов (Hs) в субпопуляции, как мера ее 

внутрипопуляционного разнообразия; доля межпопуляционного генетического разнообразия 
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в общем разнообразии или показатель подразделенности популяций (Gst). Кластерный анализ 

исследуемых выборок P. sylvestris проводили с помощью программы STRUCTURE 2.3.4, 

которая использует методы Монте Карло по схеме марковской цепи (Markov Chain Monte 

Carlo, MCHC), что позволяет минимизировать неравновесие Харди–Вайнберга и неравенство 

по сцеплению локусов в кластерном анализе индивидов [14], для поиска подходящего 

количества генетических кластеров путем их индивидуального перебора. Было выполнено 

5 прогонов анализа, каждый включал этап «burn in» состоящий из 100000 итераций, и этап 

сбора данных — 100000 итераций. Количество кластеров (К) находилось в диапазоне от 

2 до 6. Для визуализации результатов, их математического подтверждения методами Evanno 

[15] была использована веб-программа STRUCTURE Harvester [16]. Данная веб-программа 

была использована для детекции количества K–групп, которые наилучшим образом 

соответствуют набору данных, на основе значения коэффициента DeltaK.  

Генетическая идентификация была проведена по методике, предложенной 

С. В. Боронниковой с соавторами в 2013 году на примере природных популяций двух видов 

Populus tremula L. и Populus balsamifera L. [8]. Молекулярные маркеры, избранные для 

идентификации четырех популяций P. sylvestris, представлены в виде молекулярно–

генетической формулы, при составлении которой использовались так называемые «родовые», 

«видовые» и «полиморфные» ПЦР ISSR-маркеры. Мономорфные ISSR-маркеры, 

характерные для вида, обозначены как PSv, а полиморфные как Ps — характерные только для 

отдельных выборок сосны обыкновенной; PINr — родовые маркеры, для двух видов рода 

Pinus. 

Таким образом, в записи молекулярно–генетической формулы указан вид растения, тип 

амплифицированного ISSR-маркера, его размер и дана характеристика исследуемой части 

генома посредством указания метода анализа полиморфизма ДНК и номера или 

последовательности праймера [17]. Для поиска «родовых» маркеров использована ДНК 

близкого вида из рода Pinus — сосны сибирской (P. sibirica Du Tour). 

Далее составляется штрихкод выборки или популяции. Видовые фрагменты 

обозначаются средней по толщине линией, а полиморфные тонкой. Линии в молекулярно–

генетическом штрихкоде располагаются в порядке уменьшения молекулярного веса 

соответствующего фрагмента, от большего к меньшему. Для штрихкода принято 

использовать от 9 до 12 штрихов [18]. 

 

Результаты и обсуждение 

При молекулярно–генетическом анализе P. sylvestris выявлено 126 ISSR-маркеров, из 

которых 122 были полиморфными (P95 =0,968). Число ISSR-маркеров P. sylvestris варьировало 

в зависимости от праймера от 11 (праймер X10) до 25 (праймер CR-215) а их размеры — от 

210 до 1460 пн. В среднем один ISSR-праймер инициировал у P. sylvestris синтез 20,7 ISSR-

маркеров. Число полиморфных маркеров в общей выборке P. sylvestris варьировало от 22 до 

27, а доля полиморфных локусов в зависимости от ISSR-праймера колебалась от 0,916 до 

1,000 (Таблица 2). 

Для молекулярно–генетической идентификации выборок важны уникальные (R), то 

есть встречающиеся только в одной выборке, маркеры. В изученных выборках P. sylvestris 

выявлено 5 уникальных ISSR-маркеров, из которых в выборке PsI выявлен 1, в выборках PsII 

и PsV по 2 уникальных ISSR-маркера, а в выборках PsIII и PsIV таких ISSR-маркеров 

выявлено не было. 
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Таблица 2. 

ХАРАКТЕРИСТИКА ISSR-МАРКЕРОВ В ПЯТИ ВЫБОРКАХ P. sylvestris 

 

ISSR-

праймеры 

После-

дователь-

ность 

(5ʹ→ 3ʹ) 

Длина 

фраг-

ментов, 

пн 

Число полиморфных ISSR-маркеров в выборках 

PsI PsII PsIII PsIV PsV 

На 

общую 

выборку 

CR-212 (CT)8TG 
270–

1400 
18 (0,947) 

21 

(0,954) 

19 

(1,000) 

18 

(0,947) 

13 

(0,619) 
23 (0,958) 

CR-215 (CA)6GT 
220–

1250 
21 (1,000) 

20 

(0,869) 

11 

(0,550) 

13 

(0,650) 

14 

(0,736) 
25 (0,961) 

ISSR-1 (АС)8T 
220–

1350 
17 (0,850) 

15 

(0,937) 

18 

(0,857) 

15 

(0,714) 

19 

(0,950) 
25 (1,000) 

M-27 (GA)8C 
240–

1000 
17 (0,850) 

18 

(0,583) 

17 

(0,772) 

15 

(0,681) 

12 

(0,705) 
22 (0,916) 

X-10 (AGC)6C 
210–

1460 
18 (0,857) 

24 

(1,000) 

23 

(0,958) 

25 

(1,000) 

21 

(0,875) 
27 (1,000) 

Всего ISSR-маркеров 

(в скобках дана их частота) 

91 (0,901) 98 

(0,951) 

88 

(0,830) 

86 

(0,804) 

79 

(0,782) 

122 

(0,968) 

Примечание: PsI–PsV — обозначения выборок, в скобках дана частота полиморфных ISSR-маркеров. 

 

Доля полиморфных локусов (P95) на общую выборку составила 0,968. Средняя 

ожидаемая гетерозиготность (HE) на общую выборку P. sylvestris составила 0,219. Этот 

показатель наибольший в выборке PsIV (HE = 0,239), а наименьший (HE =0,203) — в выборке 

PsII (Таблица 3). Значение абсолютного числа аллелей (na) на общую выборку составило 

1,984, эффективного числа аллелей (ne) — 1,533.  

Наибольшие параметры генетического разнообразия наблюдались в выборке PsIV, а 

наименьшие в PsII соответственно. 
 

Таблица 3. 

ГЕНЕТИЧЕСКОЕ РАЗНООБРАЗИЕ В ИЗУЧЕННЫХ ВЫБОРКАХ P. sylvestris 

 

Выборка P95 HE na ne R 

PsI 0,659 0,208 (0,017) 1,698 (0,460) 1,343 (0,352) 
1 (0,958) 

 

PsII 0,627 0,203 (0,016) 1,706 (0,457) 1,324 (0,322) 2 (0,961) 

PsIII 0,635 0,234 (0,017) 1,698 (0,460) 1,386 (0,348) 0 (1,000) 

PsIV 0,603 0,239 (0,017) 1,698 (0,460) 1,403 (0,360) 0 (0,916) 

PsV 0,563 0,210 (0,017) 1,650 (0,478) 1,343 (0,337) 2 (1,000) 

На общую 

выборку 
0,968 0,219 (0,017) 1,984 (0,125) 1,533 (0,321) 5 (0,968) 

Примечание: P95 — доля полиморфных локусов, HE — ожидаемая гетерозиготность; na — абсолютное 

число аллелей на локус; ne — эффективное число аллелей на локус (у всех вышеуказанных 

параметров в скобках даны стандартные отклонения); R — число редких фрагментов, в скобках 

указана их доля от общего числа фрагментов. 

 

Ожидаемая доля гетерозиготных генотипов (HT) на всю выборку равна 0,318; среднее 

выборочное генное разнообразие по всем локусам (HS) составило 0,218; доля 

межвыборочного генетического разнообразия в общем разнообразии (GST) равна 0,312. 

Наименьшее генетическое расстояние отмечено между выборками, которые принадлежат 

одной популяции. На самом наименьшем расстоянии располагаются выборки PsI, PsII 
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(D=0,090). Наибольшее расстояние наблюдается между выборками PsI и PsIV (D=0,358). Что 

согласуется с географическими расстояниями (Таблица 4). 

На дендрограмме выборки образовали три кластера, с высокой поддержкой бутстрепа – 

в первый входят выборки PsI и PsII; во второй — PsIII и PsIV; в третий — PsV (Рисунок 2). 

Что также согласуется с географическими расстояниями (Таблица 4). 

 

Таблица 4.  

ГЕОГРАФИЧЕСКИЕ РАССТОЯНИЯ МЕЖДУ ВЫБОРКАМИ (КМ) 

 

 PsI PsII PsIII PsIV PSV 

PsI      

PsII 180     

PsIII 700 500    

PsIV 600 400 90   

PsV 500 400 130 50  

Примечание: PsI–PsV — обозначения выборок. 

 

На дендрограмме генетического сходства (Рисунок 1) сходные между собой выборки 

PsI и PsII объединились в первую генетическую популяцию, обозначенную далее как PS_1, 

PsIII и PsIV — во вторую генетическую популяцию (PS_2), к отдельной популяции (PS_3) 

принадлежит выборка PsV. 

 

 
Рисунок 1. UPGMA-дендрограмма генетического сходства исследуемых выборок P. sylvestris. 

Шкала сверху — генетическое расстояние; на дендрограмме цифрами указаны значения бутстрепа 

(в %); PsI-PsV — обозначения выборок PS_1 — обозначения популяций. 

 

Анализ популяционной структуры с помощью on-line приложения STRUCTURE 

Harvester, выявил, что наиболее вероятным оказывается разделение исследуемой выборки на 

три кластера, соответствующим трем генетическим популяциям, при этом наиболее 

близкими оказываются выборки PsI и PsII в первом кластере, PsIII и PsIV во втором кластере 

(Рисунок 2). В целом, популяционная структура популяций P. sylvestris выражена четко, 

большинство деревьев могут быть отнесены к одной из выявленных генетических популяций 

с апостериорной вероятностью ≥ 0,95, что говорит о значительном уровне их 

дифференциации. При этом небольшое число генотипов имеют смешанную генетическую 

структуру: в выборке PsII и выборке PsIII присутствуют генотипы, характерные для выборки 

PsV и PsIV. 
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Рисунок 2. Генетическая структура исследованных выборок P. sylvestris при К=3. По вертикали 

— доля частот аллелей соответствующего кластера (апостериорная вероятность), по горизонтали — 

обозначение выборок. 

 

Таким образом, на основании кластерного генетического анализа пяти выборок, 

установлено, что они достоверно распределились в три генетических популяций. 

На основе ISSR-спектров, полученных при электрофорезе продуктов ПЦР с пятью 

эффективными праймерами, удалось обнаружить идентификационные фрагменты или их 

сочетания для всех изученных выборок. Наибольшую долю у всех выборок составили 

полиморфные маркеры и общие для отдельных выборок. Выявлены мономорфные 

фрагменты, которые использовались для видовой идентификации. Наименьшее количество 

составили уникальные ISSR-маркеры, которые использовались для идентификации 

отдельных выборок. Также найден один родовой фрагмент, который имеется у двух видов 

рода Pinus — PINr250CR215 (Таблица 5). 

 

Таблица 5. 

ХАРАКТЕРИСТИКА ИДЕНТИФИКАЦИОННЫХ ISSR-МАРКЕРОВ  

ДЛЯ ВЫБОРОК P. sylvestris 
 

 

Праймер ISSR-маркеры, избранные для идентификации 

 

Мономорфные идентификационные ISSR-маркеры 

CR-215 PINr250CR215 

M27 PSv540M27; PSv460M27 

Полиморфные идентификационные ISSR-маркеры 

ISSR-1 PsIp720ISSR-1; PsIVp930ISSR-1; PsVp1115ISSR-1; 

CR-212 

PsVp880CR212; PsIp510CR215; PsIp500CR215; PsVp420CR212; 

PsIIp400CR212; PsIIp370CR212; PsVp290CR212; PsIIIp290CR212; 

PsIIp500CR212; PsIIp470CR212 

CR-215 PsIIp810CR215; PsIp290CR215; PsIVp1250CR215 

M27 PsIp800M27; PsIp780M27; PsIIIp260M27 

X10 PsVp770X10; PsVp720X10; PsVp250X10; PsIVp250X10; PsVp240X10; PsIIIp240X10; PsIVp230X10 

Примечание: PINr — родовой маркер, для двух родов Pinus; PSv — видовые ISSR-маркеры, 

характерные для всех популяций; PsIp, PsIIp, PsIIIp, PsIVp, PsVp — полиморфные ISSR-маркеры, 

характерные только для отдельных выборок P. sylvestris. 

 

На основании полученных молекулярно–генетических формул были составлены 

штрихкоды выявленных популяций сосны обыкновенной (Рисунок 3). Как молекулярно–

генетическая формула, так и штрихкод позволят идентифицировать принадлежность особей 

не только к роду и виду, но и к определенной популяции [19]. 
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Таким образом, для трех выявленных генетических популяций P. sylvestris были 

выявлены идентификационные родовые, видовые и полиморфные маркеры, на основании 

которых были составлены молекулярно–генетические формулы для каждой из выявленных 

выборок. 

 

 
 

Рисунок 3. Молекулярно–генетический штрихкод популяции PSIII. PINr — родовые маркеры, 

для двух видов рода Pinus; PSv — видовые ISSR-маркеры P. sylvestris; PsIIIp — полиморфные 

идентификационные ISSR-маркеры выборки PsIII. 

 

Заключение 

У пяти изученных выборок сосны обыкновенной выявлено 126 ISSR-маркеров, из 

которых 122 (P95=0,968) были полиморфными. Наибольшие параметры генетического 

разнообразия наблюдались в выборке PsIV (HE= 0,239; na=1,698; ne = 1,343), а наименьшие в 

PsII (HE= 0,203; na= 1,706; ne = 1,324). На основании кластерного анализа установлено, что 

генетические популяции образуют выборки: PsI и PsII – популяция PS_1, PsIII и PsIV — 

популяция PS_2, PsV — популяция PS_3. Анализ генетической структуры и дифференциации 

пяти выборок P. sylvestris показал, что выборки распределились те же генетические 

популяции, что и при кластерном анализе. Для изученных выборок P. sylvestris установлены 

два видовых ISSR-маркера, выявленные у всех изученных популяций, и один родовой. Таким 

образом, проведена молекулярно-генетическая идентификация некоторых выборок сосны 

обыкновенной в Пермском крае и Кировской области. Показано, что полученные сочетания 

фрагментов являются видоспецифичными, стабильными и воспроизводимыми. А это в свою 

очередь, открывает возможность дальнейшего изучения взаимосвязи генетических и 

географических характеристик вида P. sylvestris, а также является основой для определения 

места происхождения древесины, что будет способствовать разработке мер борьбы с 

незаконными рубками леса и уменьшению ущерба лесным экосистемам и бюджету 

исследованных регионов. 
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