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Аннотация. Изложены результаты изучения популяционных характеристик ценопопуляций дуба череш-
чатого (Quercus robur L.): абсолютное число аллелей (na), эффективное число аллелей (ne), ожидаемая гетеро-
зиготность (He). В среднем по всем ценопопуляциям значение ожидаемой гетерозиготности составило 0,3848. 
Также изучено генетическое разнообразие экотопов на основании среднего уровня ожидаемой гетерозиготно-
сти. Показано, что в ряду экотопов «пойменный → аренный → байрачный» наблюдается взаимосвязь между 
величиной показателя средней ожидаемой гетерозиготности и почвенным гидрологическим режимом.
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Summary. The results of the study of population characteristics of Quercus robur L. cenopopulations are present-
ed: absolute number of alleles ((na), effective number of alleles (ne), expected heterozygosity (He). For all populations 
the average value of expected heterozygosity was 0.3848. The genetic diversity of ecotopes was also studied on the ba-
sis of the average level of expected heterozygosity. It is shown that in a row of ecotopes “floodplain → arena→ ravine” 
there is a relationship between the magnitude of the average expected heterozygosity and the soil hydrological regime. 

Введение
Quercus robur L. (дуб черешчатый) является 

ценным древесным видом, который обладает 
продолжительным онтогенезом и перспективен 
для создания долговечных искусственных насаж-
дений рекреационного и мелиоративного назна-

чения как в степной зоне России, так и в других 
странах (Wesolowski, Rowinski, 2008; Kozlovskiy 
et al., 2015). Эффективное создание искусствен-
ных лесных насаждений должно быть основано 
на использовании генетически разнообразного и 
качественного посадочного материала. Внутри- 
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и межпопуляционные взаимодействия играют 
ключевую роль в формировании устойчивости 
к экологическим факторам среды (Slatkin, 1987; 
Gabitova et al., 2012). В связи с этим актуальным 
является анализ эколого-генетических характе-
ристик ценопопуляций дуба черешчатого с ис-
пользованием молекулярно-генетических мар-
керов для количественной оценки популяцион-
но-генетических параметров. На большей части 
ареала Q. robur достаточно детально исследова-
на его популяционная структура (Kovalevich et 
al., 2010; Karpechenko et al., 2011; Gabitova et al., 
2012; Kamalova et al., 2014).

В связи с этим целью данной работы являет-
ся изучение генетических характеристик цено-
популяций дуба черешчатого в зависимости от 
условий мест произрастания. 

Материалы и методы
Для ценопопуляционных исследований объ-

ектами послужили деревья Q. robur из различ-
ных мест произрастания. Отобранные нами це-
нопопуляции произрастали в естественном аре-
але Q. robur на территории Ростовской области 
(табл. 1).

Таблица 1
Местонахождение ценопопуляций Quercus robur, произрастающих  

на территории Ростовской области

№ 
п/п

Наименование ценопо-
пуляции

Географическая локали-
зация

Код* Широта Долгота

1 Урочище  
«Черная балка»

Ростовская область,  
Белокалитвинский район ЧБ 48°5'51,536" 40°44'26,209"

2 Урочище «Филькино» Ростовская область,  
Белокалитвинский район Ф 48°26'28,175" 40°48'59,102"

3 Песковатско- 
Лопатинский лес

Ростовская область, 
Верхнедонской район ПЛ 49°58'53,209" 41°18'32,512"

4 Урочище «Хоботок» Ростовская область,  
Каменский район Х 48°17'8,807" 40°23'10,394"

5 Урочище «Липяги» Ростовская область,  
Кашарский район Л 49°19'5,14" 40°56'16,749"

6 Урочище «Ореховое» Ростовская область,  
Кашарский район Ор 49°3'0,827" 40°57'22,251"

7 Степные колки Ростовская область,  
Тарасовский район Ск 48°39'37,908" 40°57'4,192"

8 Кундрюченские пески Ростовская область,  
Усть-Донецкий район Кп 47°47'2,458" 40°56'4,438"

9 Раздорские склоны Ростовская область,  
Усть-Донецкий район Рс 47°37'13,541" 40°41'43,335"

10 Урочище «Веденеево» Ростовская область, 
Чертковский район В 49°36'18,938" 40°35'59,741"

11 Куйбышевский лес Ростовская область,  
Куйбышевский район К 47°48'45,672" 38°53'41,522"

12 Чернышевские пески Ростовская область,  
Советский район Чп 49°01'26,385" 42°12'29,424"

13 Крыйдянный лес Ростовская область, 
Чертковский район Кр 49°24'11,36" 40°13'4,40"

Примеч.: * представлено условное обозначение ценопопуляции, далее используемое в тексте и таблицах

В каждой ценопопуляции было отобрано по 
20 деревьев, находящихся на расстоянии не ме-
нее 10 метров друг от друга. Всего было проана-
лизировано 260 образцов дуба черешчатого. 

Изученные ценопопуляции систематизирова-
ли по различным экологическим условиям про-
израстания (экотопам) (Zozulin, 1992; Turchin, 
Korobova, 2014), описания которых были взяты 

из монографии «Леса нижнего Дона» (Zozulin, 
1992) и Постановления Администрации Ро-
стовской области № 418 о памятниках природы 
(Postanovleniye Administratsii ..., 2006). Все 13 
ценопопуляций были разделены на 3 группы 
(экотопа): 

А. Байрачные леса. Древесные насаждения, 
которые произрастают только по склонам балок 
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(байраков). К данной группе относятся: Песко-
ватско-Лопатинский лес (ПЛ), Урочище «Филь-
кино» (Ф), Урочище «Липяги» (Л), Раздорские 
склоны (Рс), Крыйдянный лес (Кр), Ореховая 
балка (Ор), Черная балка (Чб), Урочище «Веде-
неево» (В).

Б. Аренные леса. Древостои, находящиеся 
на аренах (песчанных массивах). К данной груп-
пе были отнесены: Кундрюченские пески (Кп), 
Чернышевские пески (Чп) – искусств., Степные 
колки (Ск).

В. Пойменные леса. Ценопопуляции, рас-
положенные в пойме реки: Урочище «Хоботок» 
(Х), Куйбышевский лес (К) – искусств.

Экстракцию ДНК проводили из листьев, 
которые предварительно были продезинфици-
рованы и обработаны детергентом TWIN-80. 
Выделение ДНК осуществляли сорбентным 
методом с использованием коммерческого на-
бора «Сорб-ГМО-Б» (Синтол, Россия) в соответ-
ствии с протоколом фирмы-производителя. Для  
ISSR-анализа использовали двойную очист-
ку. После выделения по протоколу производи-
ли дополнительную очистку ранее полученной  
ДНК, используя половинные объемы ре-
активов и минуя стадию лизиса клеток в  
термостате.

Концентрацию ДНК определяли по стандарт-
ным методикам в соответствии с протоколом 
производителя на анализаторе Qubit 3.0 (Invitro-
gen, США), после чего все образцы ранжирова-
ли до концентрации 5 нг/мкл. 

Для популяционно-генетического анализа 
использовался межмикросателлитный (ISSR) 
анализ. ISSR-праймеры подбирались на основе 
литературных данных (Lopez-Aljorna et al., 2007; 
Coutinho et al., 2014, 2015). Отобранные прайме-
ры хорошо зарекомендовали себя в наших иссле-
дованиях (Chokheli et al., 2014, 2018). 

ПЦР-смесь готовили из расчета на один об-
разец: 

H2O (DD) – 15,8 мкл, 25 мМ раствор нуклео-
тидов 10×dNTP – 2,5 мкл, 10×буфер для ПЦР – 
2,5 мкл, 25 мМ хлорид магния (MgCl2) – 2,5 мкл, 
мутантная Taq-полимераза – 0,2 мкл (5 ед./мкл), 
ДНК-матрица (концентрация 5 нг/мкл) – 1 мкл, 
праймер (30 пМ/мкл) – 0,5 мкл. 

Общий объем ПЦР-смеси – 25 мкл. Ампли-
фикация проводилась в термоциклереT100 Ther-
malCycler (BIO-RAD, США). Протокол ампли-
фикации: 1. 94 °С – 1:00 мин.; 2. 94 °С – 0:30 с.; 
3. Та °С – 0:45 с. (табл. 2); 4. 72 °С – 2:00 мин.; 
5. 35 циклов пункты 2–4; 6. 72 °С – 5:00 мин.; 7. 
Хранение при 4 °С.

Таблица 2
Анализ информативности праймеров по 13-ти ценопопуляциям Quercus robur

Название  
ISSR-праймера

Нуклеотидная
последовательность(5'→3')

Температура 
отжига, (Ta, 

о С)
Длина фрагмен-

тов, п. н.
Число фрагментов
на общую выборку

UBC 811 (GA)8C 53 225–1250 40
UBC 835 (AG)8YC 52 250–1600 45
UBC 841 (GA)8YC 52 375–1650 47
UBC 857 (AC)8YG 52 200–1550 45
UBC 880 (GGAG)4 53 225–1650 49

Итого 226

Разделение фрагментов проводили электро-
форезом в 2%-м агарозном геле с использова-
нием 1×TBE-буфера (Tris, Boric acid, EDTA) при 
напряжении 90 В, 3 часа, источник питания − 
PowerPacBasic (BIO-RAD, США). Окрашивание 
ДНК производили красителем SYBR Green I х80 
(Lumiprobe, США) из соотношения 2 мкл краси-
теля на 5 мкл ампликонов, съемку − в гельдоку-
ментирующей системе GelDoc XR+ (BIO-RAD, 
США) с программным обеспечением ImageLab 
версии 6.0 (BIO-RAD, США). Маркер длин ДНК 
фрагментов 100+ bp DNA Ladder (Евроген, Рос-
сия) добавляли по 7 мкл в лунку.

Компьютерную обработку полученных фо-
реграмм проводили при помощи программы 

PyElph 1.4, с последующим представлением в 
виде матрицы бинарных данных. При этом учи-
тывали только воспроизводимые в повторных 
экспериментах фрагменты, изменчивость по 
интенсивности не учитывалась. Компьютерный 
анализ полиморфизма ДНК проведен с помо-
щью программы POPGENE 1.32.

Результаты и их обсуждение
На основании анализа полученных элек-

трофореграмм установлено, что число ISSR-
фрагментов на общую проанализированную 
выборку варьировало от 40 (праймер UBC 811) 
до 49 (праймер UBC 880). Среднее число фраг-
ментов составило 45,5; всего детектировано 226 



164 Чохели В. А. и др. 
Эколого-генетический анализ ценопопуляций Quercus robur на основе ISSR-анализа

фрагментов (табл. 2). Длина фрагментов уклады-
валась в диапазон от 200 п.н. (праймер UBC 857) 
до 1650 п.н. (праймеры UBC 841 и UBC 880).

Для изученных ценопопуляций Q. robur были 
рассчитаны основные показатели генетической 
изменчивости. Так, абсолютное число аллелей 

(na) варьировало от 1,3929 для ценопопуляции 
Кп – Кундрюченские пески (Нижне-Кундрю-
ченское лесничество, Усть-Донецкий лесхоз) до 
1,9917 для ценопопуляции Кр – Крыйдянный 
лес (Журавское лесничество, Чертковский лес-
хоз) (табл. 3).

Таблица 3
Генетическое разнообразие ценопопуляций Quercus robur на основании  

полиморфизма ISSR-PCR маркеров

na (x̅ ± σ) ne (x̅ ± σ) Hе (x̅ ± σ) А Р, %
Кр 1,9917 ± 0,0913 1,4977 ± 0,2851 0,3078 ± 0,1317 119 52,65
ПЛ 1,4478 ± 0,5010 1,3166 ± 0,3543 0,1855 ± 0,2075 30 13,27
Рс 1,9912 ± 0,0937 1,5124 ± 0,2970 0,3127 ± 0,1356 113 50,00
Ф 1,9398 ± 0,2394 1,5430 ± 0,3335 0,3199 ± 0,1524 78 34,51
Чп 1,9483 ± 0,2224 1,5854 ± 0,3182 0,3410 ± 0,1443 110 48,67
В 1,8298 ± 0,3778 1,4650 ± 0,3440 0,2797 ± 0,1665 78 34,51
К 1,8319 ± 0,3757 1,5073 ± 0,3195 0,3028 ± 0,1645 94 41,59
Кп 1,3929 ± 0,4973 1,2778 ± 0,3517 0,1627 ± 0,2060 11 4,87
Л 1,9126 ± 0,2838 1,5996 ± 0,3120 0,3485 ± 0,1406 94 41,59
Ор 1,8947 ± 0,3082 1,5030 ± 0,3209 0,3021 ± 0,1569 102 45,13
Ск 1,9355 ± 0,2467 1,5359 ± 0,3055 0,3215 ± 0,1418 116 51,33
Х 1,8939 ± 0,3091 1,5565 ± 0,3144 0,3279 ± 0,1511 118 52,21
Чб 1,5696 ± 0,4983 1,4205 ± 0,4472 0,2269 ± 0,2241 45 19,91
Все локу-
сы 2,0000 ± 0,0000 1,6683 ± 0,2559 0,3848 ± 0,1047 226 100,00

Примеч.: na – абсолютное число аллелей; ne – эффективное число аллелей; He– ожидаемая гетерозиготность; 
А – число полиморфных локусов; Р – процент полиморфных локусов.

Эффективное число аллелей (ne) вошло в диа-
пазон от 1,2778 для ценопопуляции Кп – Кун-
дрюченские пески (Нижне-Кундрюченское лес-
ничество, Усть-Донецкий лесхоз) до 1,5996 для 
Л – урочище «Липяги» (Киевское лесничество, 
Кашарский лесхоз). Среднее число эффектив-
ных аллелей по всем локусам составило 1,6683. 
Количество полиморфных локусов и процент 
полиморфизма в изученных ценопопуляциях Q. 
robur варьировало от 11 (4,87 %) для Кп – Кун-
дрюченские пески (Нижне-Кундрюченское лес-
ничество, Усть-Донецкий лесхоз) до 119 (52,65 
%) для Кр – Крыйдянный лес (Журавское лесни-
чество, Чертковский лесхоз).

Распределение ожидаемой гетерозиготности 
(Hе) в среднем по всем ценопопуляциям соста-
вило 0,3848, где минимальная ожидаемая гете-
розиготность установлена для ценопопуляции 
Кп – Кундрюченские пески (Нижне-Кундрючен-
ское лесничество, Усть-Донецкий лесхоз) (Hе = 
0,1627), а максимальная – для ценопопуляции 
Л – урочище «Липяги» (Киевское лесничество, 
Кашарский лесхоз) (Hе = 0,3485).

На основе данной таблицы были рассчитаны 
средние значения для каждой группы экотопов 

(рис.). Средние значения рассчитывали по фор-
муле среднего взвешенного. На рисунке показа-
но, что все экотопы характеризуются достовер-
ными различиями (по t-критерию Стьюдента при 
р = 0,05) по средним значениям уровня ожидае-
мой гетерозиготности (Не) для каждого экотопа. 
Сравнение средних проводили попарно (Grativol 
et al., 2011; Melnikova et al., 2014; Sheykina et al., 
2014). Так, среди природных ценопопуляций 
дуба черешчатого наивысшим средним уровнем 
ожидаемой гетерозиготности (табл. 4) обладает 
пойменный экотоп (0,3140), средним – аренный 
(0,3104) экотоп, а наименьшим – байрачный 
(0,2965).

Таким образом, на примере ценопопуляций 
Q. robur Ростовской области показано, что в 
ряду экотопов «пойменный → аренный → бай-
рачный» наблюдается взаимосвязь между вели-
чиной показателя средней ожидаемой гетерози-
готности и почвенным гидрологическим режи-
мом: чем выше степень увлажнения, тем выше 
и показатели гетерозиготности. Так, наибольшее 
водное снабжение характерно для пойменных 
экотопов, далее по нисходящей следует аренный 
экотоп, который находится на надпойменными 
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Таблица 4
Уровень генетического разнообразия экотопов Quercus robur

Hе

Байрачный экотоп

Рс 0,3127
Кр 0,3078
Ор 0,3021
Чб 0,2269
В 0,2797

ПЛ 0,1855
Ф 0,3199
Л 0,3485

Среднее* 0,2965**

Аренный экотоп

Чп 0,3410
Ск 0,3215
Кп 0,1627

Среднее* 0,3104**

Пойменный экотоп
Х 0,3279
К 0,3028

Среднее* 0,3140**
Примеч.: * вычисляли среднее взвешенное; ** достоверные различия по t-критерию Стьюдента при уровне 
значимости 0,05.

Рис. Диаграмма среднего уровня ожидаемой гетерозиготности в изученных экотопах Quercus robur на терри-
тории Ростовской области.

террасами, и затем байрачный экотоп, где на дне 
балок есть небольшие ручьи или родники (Su-
kachyov, Dylis, 1964; Pogrebnyak, 1968).

Четко видно тенденцию к уменьшению гете-
розиготности у более «засушливых» мест произ-
растания. Это говорит о том, что в поймах более 
оптимальные условия для произрастания дуба 
черешчатого, где сохраняется большое разно-
образие генотипов. В то же время в байрачных 
экотопах на ранних этапах формирования дре-
востоя, возможно, происходит элиминация гете-
розигот с сохранением гомозигот, по-видимому, 

более приспособленных к этим условиям.
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