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Аннотация. Методом ISSR-анализа изучена генетическая принадлежность подроста Pinus sylvestris 
L. в реликтовых островных борах, занимающих пограничное положение с культурными насаждениями 
P. sylvestris. В ходе исследования установлено, что для островных боров Бузулукского, Бугурусланского и 
Адамовского р-нов Оренбургской области характерен высокий уровень генетического разнообразия. Соглас-
но анализу главных компонент, выборки реликтовых сосен и подроста делятся на 2 группы, одна из которых 
(группа А) присутствует во всех изучаемых районах, другая (группа В) – только на территории Адамовского 
р-на. Группа А отличается высоким генетическим разнообразием и состоит из трех генетических кластеров. 
Обособленное положение выборки Адамовского р-на и перекрываемое положение популяций Бузулукского и 
Бугурусланского р-нов, предположительно, обусловлено разностью ботанико-географических зон и почвен-
но-экологическими условиями. Кластерный анализ (UPGMA), основанный на степени сходства популяций 
по ISSR-маркерным признакам, а также определение генетической дистанции при помощи программы Mega 
7.0, выявило, что в Бузулукском и Бугурусланском р-нах подрост генетически близок реликтовому древостою. 
Исследование последовательности отдельных фрагментов ДНК не выявило филогенетических связей между 
подростом и реликтовым древостоем в Адамовском р-не, что может свидетельствовать об отсутствии пере-
крестного опыления реликтового древостоя с культурным.
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Summary. Using the method of ISSR analysis, the genetic affiliation of Pinus sylvestris L. undergrowth was stud-
ied in relic island forests that occupy a borderline position with P. sylvestris cultivated plants. The study found that 
the island burs of the Buzuluk, Buguruslan and Adamovsky districts of the Orenburg Region are characterized by a 
high level of genetic diversity. According to the analysis of the main components of the sample of relic pines and un-
dergrowth, they are divided into 2 groups, one of which (group A) is present in all the studied areas, the other (group 
B) – only in the Adamovsky district. Group A is characterized by high genetic diversity and consists of three genetic 
clusters. The isolated position of the sampling of the Adamovsky district and the overlapping position of the popula-
tions of the Buzuluk and Buguruslan districts are presumably due to the difference in botanical and geographical zones 
and soil and environmental conditions. Cluster analysis (UPGMA), based on the degree of similarity of populations by 
ISSR-marker characteristics, as well as determination of genetic distance using the Mega 7.0 program, revealed that 
in the Buzuluk and Buguruslan districts the undergrowth is genetically close to relic forest stands. Presumably, there 
is no cross-pollination of the relic stand with the cultivated one due to the mismatch in the phenological dates of pine 
dusting. As a result of the study of the sequence of individual DNA fragments, phylogenetic relationships were not 
established between the undergrowth and relic forest stand in the Adamovsky district. 

Введение

Территория Оренбургской области, согласно 
физико-географическому районированию, рас-
положена на Восточно-Европейской равнине и 
южной окраине Уральской горной страны и от-
носится к степной и лесостепной зонам (Chibi-
lyov A. A., Chibilyov Ant. A., 2012). Лесистость 
территорий исследования незначительна и со-
ставляет порядка 5 %. Лесопокрытые участки 
распространены неравномерно и в основном 
приурочены к поймам рек и их песчаным терра-
сам, холмистым междуречьям и склонам, выхо-
дам разрушающихся скальных пород (Kurnaev, 
1973). Реликтовые популяции Pinus sylvestris 
L. – сосны обыкновенной – на территории 
Оренбургской области сохранились в качестве 
островных боров (Gurskiy et al., 2003; Ryabinina, 
1998; Chibilyov A. A., Chibilyov Ant. A., 2012; 
Chibilyov, 2015). В настоящее время в районах 
исследования отмечается уменьшение площа-
ди реликтового хвойного леса, который в зна-
чительной степени подвержен антропогенному 
воздействию и степным пожарам (Kalyakina et 
al., 2018).

Большая часть деревьев реликтовых попу-
ляций относится к сенильной возрастной кате-
гории, и их количество ежегодно уменьшается. 
В связи с этим актуален вопрос о возможности 
естественного возобновления реликтовых попу-

ляций, которые обладают высоким адаптивным 
потенциалом и устойчивы к эколого-климатиче-
ским условиям Восточно-Европейской равнины 
и южной окраины Уральской горной страны. 

На территории Оренбургской области леса 
имеют высокое эколого-биологическое значе-
ние, в связи с этим, начиная со второй половины 
XX века, активно развивалось лесоразведение. 
При этом для посадки сосны обыкновенной ис-
пользовался семенной материал из других реги-
онов. В частности, согласно архивным данным 
Министерства лесного и охотничьего хозяйства 
Оренбургской области, для создания гослесопо-
лосы «Гора Вишневая-Каспийское море» семена 
сосны обыкновенной завозились из Республики 
Хакасии (Gurskiy et al., 2005). Опыт использо-
вания для лесомелиорации нерайонированного, 
генетически чуждого посадочного материала по-
казал низкую эффективность данного меропри-
ятия. В настоящее время произошло выпадение 
большей части искусственных насаждений по 
причине низкой устойчивости к факторам сре-
ды. Изменение генетической структуры лесных 
популяций (Prishnivskaya et al., 2016) неминуемо 
приводит к снижению адаптивных реакций, про-
являющихся филогенетически, а также умень-
шению действующих районов формообразова-
ния (Goncharenko et al., 1991).

На сегодняшний день вопрос лесовосста-
новления на территории Оренбургской области 
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весьма актуален. Площади высаживаемых лес-
ных культур превышают площади погибших, что 
приводит к увеличению лесопокрытых участков 
в среднем на 1000 га ежегодно. Весьма актуален 
вопрос территориального обозначения реликто-
вых популяций, определения их генетической 
принадлежности с целью сохранения генофонда 
и получения районированных семян и посадоч-
ного материала.

В современном лесном хозяйстве России и 
международной практике при разработке про-
грамм повышения устойчивости, продуктивно-
сти, качества, экологической адаптации лесов 
увеличивается интерес к вопросам сохранения 
генофонда основных лесообразующих пород. 
Эффективность мер по лесовосстановлению и 
сохранению генетического разнообразия дре-
весных пород во многом зависит от реализации 
комплексных исследований в лесной селекции, 
семеноводстве генетике, ботанике, экологии, 
географии и ландшафтоведении, популяцион-
ной биологии (Sannikov 1961, 1992; Sannikov, 
Sannikova, 1985). Степень изученности фунда-
ментальных вопросов определяет качество фор-
мирования устойчивых высокопродуктивных 
насаждений, решает спорные вопросы теории 
эволюции вида, внутривидовых категорий, био-

систематики, экологии вида. Ключевой пробле-
мой популяционной биологии является пробле-
ма вида, которая включает в себя понятия «по-
пуляция и ее объем», «структура», «границы», 
«пластичность» и «устойчивость» (Chernodubov, 
Chernodubova, 1993; Chernodubov, 1994, 2009).

Таким образом, была поставлена цель: из-
учить молекулярно-генетическое разнообразие 
естественного подроста островных боров и уста-
новить его генетическое сходство с реликтовым 
древостоем на территории Восточно-Европей-
ской равнины и южной окраины Уральской гор-
ной страны в пределах Оренбургской области.

В качестве объекта исследования были вы-
браны реликтовые популяции Pinus sylvestris, 
занимающие пограничное положение с куль-
турными насаждениями на территории Восточ-
но-Европейской равнины – Бузулукский и Бугу-
русланский р-ны, а также на территории южной 
окраины Уральской горной страны – Адамов-
ский р-н (рис. 1). В представленных районах от-
мечаются значительные площади подроста под 
пологом реликтового древостоя, что представля-
ет интерес для молекулярно-генетической иден-
тификации и его принадлежности к реликтовому 
древостою. 

Рис. 1. Схема расположения изученных популяций Pinus sylvestris L. Обозначение популяций: 1 – популяция 
Бугурусланского; 2 – Бузулукского; 3 – Адамовского р-нов Оренбургской области.
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Материалы и методы

Объектом исследований служили 3 популя-
ций P. sylvestris в степной, лесостепной и лесной 
зонах Оренбургской области. Сведения о распо-
ложении реликтовых насаждений сосны обык-
новенной были получены согласно сведениям 
министерства лесного и охотничьего хозяйства 
Оренбургской области.

Отбор проб был произведен в мае – июне 
2017–2018 гг., хвоя отбиралась из средней части 
кроны реликтового древостоя, подроста и высу-
шивалась в силикагеле. Географические коорди-
наты районов отбора проб приведены в таблице 
1. Всего для молекулярно-генетических исследо-
ваний была выделена ДНК от 45 деревьев, ре-
акцию ISSR использовали на 30 образцах проб 
(Rjabuchina et al., 2019).

Таблица 1
Характеристика точек отбора проб для молекулярно-генетических  

исследований Pinus sylvestris

Район сбора № 
пробы Координаты Физико-географическое районирование

Ландшафтно-ботаническая зона

1.Бугурусланский

25* N 53°25,490´ Е052°34,552´

Восточно-Европейская равнина, 
лесостепная зона, Заволжско-
Предуральская возвышенная провинция, 
подзона южной леостепи, Бугульминско-
Белебеевский округ, разнотравно-
ковыльные степи

28* N 53°25,508´ Е052°34,575´
29* N 53°25,508´ Е052°34,575´
26 N 53°25,508´ Е052°34,575´
30 N 53°25,764´ Е052°35,038´
34 N 53°50,319´Е052°42,0295´
35 N 53°50,319´ Е052°42,0295´
37 N 53°47,863´ Е 052°40,066´
38 N 53°47,863´ Е 052°40,066´
41 N 53°47,816´ Е 052°40,007´

2.Бузулукский

45* N 52°56,144´ Е 052°15,420´

Восточно-Европейская равнина, степная 
зона, Общесыртовско-Предуральская 
возвышенная провинция, подзона северной 
степи, Общесыртовский округ, типчаково-
ковыльные степи

55* N 53°04,535´ Е052°242,050´
66* N 53°56,902´ Е 052°51,577´
42 N 52°56,144´ Е 052°15,420´
43 N 52°56,144´ Е 052°15,420´
44 N 52°56,144´ Е 052°15,420´
50 N 53°04,817´ Е 052°24,610´
51 N 53°04,817´ Е 052°24,610´
52 N 53°04,817´ Е 052°24,610´
63 N 53°05,101´ Е 052°24,810´
64 N 53°05,101´ Е 052°24,810´

3.Адамовский

129* N 51°26,805´ Е 060°06,449´

Уральская горная страна, лесостепная зона, 
Зауральская высоко-равнинная провинция, 
подзона северной степи, типчаково-
ковыльная степь

132* N 51°26,805´ Е 060°06,449´
140* N 51°26,655´ Е 060°06,656´
126 N 52°10,510´ Е 059°44,778´
127 N 52°10,510´ Е 059°44,778´
128 N 52°10,510´ Е 059°44,778´
131 N 51°26,805´ Е 060°06,449´
138 N 51°26,655´ Е 060°06,656´
139 N 51°26,655´ Е 060°06,656´

Примеч.: * реликтовый древостой.

План исследования включал 3 этапа:
1) определение популяций реликтовых сосен, 

которые имеют подрост в пологе;
2) исследование генетической принадлежно-

сти реликтового древостоя ISSR-методом;
3) изучение генетической принадлежности 

подроста под пологом климаксовых реликтовых 

популяций, расположенных на границе с куль-
турными насаждениями ISSR-методом.

Выделение суммарной ДНК выполняли СТАБ 
методом с применением коммерческого набора 
«Analytik Jena» – комплект реагентов для выде-
ления растительной ДНК (Германия). Протокол 
№ 1 коммерческого набора был изменен с це-
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лью связывания вторичных метаболитов, кото-
рыми богаты ткани хвойных, инактивирующих 
нуклеиновые кислоты (Ganopoulos et al., 2013). 
На стадии переноса гомогенезированной жид-
кости в префильтр для первичной фильтрации 

был использован сорбент Sorbent Diamond DNA 
(Россия, Барнаул). Для проведения ПЦР реакции 
опытным путем были выявлено 6 полиморфных 
ISSR-праймеров, которые дают воспроизводи-
мый результат (Wachowiak, 2009) (табл. 2).

Таблица 2
Эффективность ISSR-PCR праймеров для изучаемых популяций Pinus sylvestris

Название
ISSR-праймера

Последовательность
(5`–>3`)

Количество амплифицированных фрагментов
мономорфные всего

GR215 (CA)6GT 2 34
UBC807 (AG)8T 4 17
UBC818 (CA)8G 2 16
UBC836 (AG)8YA 3 25

X10 AGC(ACG)5C 4 32
HB12 5(CAC)3GC3 0 46

Реакцию ПЦР проводили в амплификаторе 
Professional Thermocycler Biometra (Германия) 
при следующем режиме: преденатурация – 
01:30 мин. при температуре 94ºС, далее 36 ци-
клов (00:45 мин. – +94 ºС, 00:45 мин. – +45 ºС, 
1:30 мин. – +72 ºС), заключительный этап – 6:00  
мин. – +72 ºС и 90:00 мин. при температуре +12 
ºС. Разделение ДНК проводили в агарозных ге-
лях с концентрацией агарозы 1,5 % в электро-
форезной камере в TВЕ буфере применением 
бромистого этидия продолжительностью 3,5–4 
часа при напряжении электрического поля 85V. 
Визуализацию ДНК проводили с помощью си-
стемы INTAS science imaging c использованием 
программы IntagGDS.

В качестве стандарта ДНК использовали мар-
кер 100bp-DANN Leiter EXTENDED. ISSR ана-
лизировали по наличию (1) или отсутствию (0) 
полос в геле, с последующим созданием матри-
цы. PCA анализ полученных данных был про-
изведен при помощи программы «R» (https://
www.r-project.org). Построение дендрограммы, 
отображающей степень сходства исследуемых 
популяций, а также определение генетической 
дистанции осуществлялось при помощи про-
граммы Mega 7.0 (Kumar et al., 2016). Для этого 
в матрице цифровые значения 1 и 0 заменили на 
буквенные (1 на Т и 0 на А) и названия образцов 
отформатировали в Fasta формате. При опреде-
лении генетического расстояния использовал-
ся коэффициент Джукса-Кантора (Jukes,Cantor, 
1969).

Результаты

При изучении трех популяций реликтовых 
сосен и подроста ISSR-методом было получено 
155 полиморфных маркерных признаков, что со-
ставляет 91 % от общего количества и 15 моно-
морфных. Используемые праймеры выявили от 
16 до 46 фрагментов (табл. 2), максимальное 
число выявлено праймером HB12; также высо-
ко результативными были праймеры GR215, X10. 
Длины фрагментов ДНК варьировали от 150 до 
1000 баз пар нуклеотидов. Следовательно, вы-
бранные праймеры для ISSR-анализа являются 
полиморфными и высокоэффективными в отно-
шении вида P. sylvestris.

Из 170 выявленных маркеров три (1,8 %) 
являются уникальными, так как представлены 
только в одной популяции, а 167 (98,2 %) – общи-
ми для всех изучаемых популяций. В популяци-
ях Бузулукского и Адамовского р-нов Оренбург-
ской области выявлено по одному уникальному 
ISSR-маркеру. В популяции Бугурусланского 
р-на уникальных ISSR-маркеров не обнаружено.

Генетическое разнообразие популяции оце-
нивалось по индексу Шеннона, который выявил 
наибольшее разнообразие в популяциях Бугу-
русланского (0,27 ± 0,024) и Адамовского р-нов 
(0,28 ± 0,027); генетическое разнообразие попу-
ляции Бузулукского р-на ниже и составляет 0,15 
± 0,021.

Кластерный анализ, основанный на степени 
сходства популяций по ISSR-маркерным при-



121Turczaninowia 23, 1: 116–125 (2020)

Рис. 2. Дендрограмма генетического сходства реликтового древостоя и подроста изученных популяций Pinus 
sylvestris L., построенная на основании полиморфизма ISSR-маркеров невзвешенным парно-групповым мето-
дом (UPGMA); шкала снизу – генетические расстояния.
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знакам, выявил, что разделение исследуемой вы-
борки происходит на две генетические группы А 
и B.

В группу A входят реликтовые сосны и под-
рост популяций Бузулукского, Бугурусланско-
го и частично Адамовского р-нов, которые в 
дальнейшем делятся на две подгруппы А1 и А2. 
Группа А1 образована 2 кластерами, в который 
вошли как реликтовые сосны, так и подрост Бу-
гурусланского и Бузулукского р-нов. Группа А2 
отличается от группы А1 тем, что образована 
только подростом Адамовского р-на. 

Группа B образована одним, резко отличаю-
щимся от других, кластером, в который входят 

реликтовые сосны Адамовского р-на, произрас-
тающие на одной территории с подростом из 
группы А2.

Результаты анализа главных компонент ука-
зывают на обособленное положение выборки 
Адамовского р-на и перекрываемое положение 
популяций Бузулукского и Бугурусланского 
р-нов. При ординации выборка распределилась 
неравномерно (рис. 3), она представлена двумя 
четко обособленными группами. 

В общей сумме исследуемая выборка делится 
на 4 генетических кластера (рис. 2).

Рис. 3. Ординация изученных популяций Pinus sylvestris L. с помощью анализа главных компонент.

Обсуждение

Островные боры Восточно-Европейской рав-
нины и южной окраины Уральской горной стра-
ны на территории Оренбургской области явля-
ются уникальными объектами исследований по 
ряду причин, в частности: произрастают в раз-
ных лесорастительных районах (Ryabinina, 1998; 
Chibilyov, 1999), почвенно-экологических усло-

виях – на песках и мелах (Rusanov et al., 2005; 
Ivanova et al., 2008). В результате эволюции про-
слеживается дифференциация популяции сосны 
на отдельные урочища, боры, которые имеют 
четкие границы. P. sylvestris – ценная лесообра-
зующая, эволюционно древняя, долгоживущая 
и экономически перспективная порода, облада-
ющая высокой генетической изменчивостью. В 
связи с этим усиливается актуальность вопросов 
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сохранения генофонда данного вида (Petrova, 
Sannikov, 1996; Sannikov, Petrova, 2003).

Настоящими исследованиями установлено 
генетическое сходство подроста и реликтового 
древостоя островных боров Восточно-Европей-
ской равнины в пределах районов исследования. 
Принимая во внимание климаксовый период 
развития реликтовых популяций, близкое рас-
положение культурных насаждений P. sylvestris, 
было значимым выявление факта вероятного са-
мовосстановления малочисленного реликтового 
древостоя. Все отобранные пробы подроста Бу-
гурусланского и Бузулукского р-нов по молеку-
лярно-генетическим признакам идентичны ре-
ликтовым соснам, что может свидетельствовать 
об отсутствии перекрестного опыления с куль-
турными насаждениями, отличающимися по ге-
нотипу. Данный вопрос требует более глубоко 
изучения, в том числе определения фенологиче-
ских сроков пыления реликтовых и культурных 
сосен и определения генотипа культурных на-
саждений P. sylvestris. На сравнительно неболь-
шой территории района исследования выявлено 
высокое генетическое внутривидовое разноо-
бразие, которое может обуславливать различия в 
процессе репродукции. 

При изучении последовательности отдель-
ных фрагментов ДНК подроста и реликтового 
древостоя Адамовского р-на филогенетические 
связи между ними не установлены. Для деталь-
ного изучения проблемного вопроса необходимо 
проведение дополнительных молекулярно-гене-
тических исследований культурных насаждений 
P. sylvestris. Как отмечает Т. В. Филиппова с со-
авторами, на успешность лесовосстановления 
влияют природно-климатические условия юж-
ной окраины Уральской горной страны, а также 

эколого-биологическое и репродуктивное со-
стояние реликтового древостоя (Filippova et al., 
2006). Высокое популяционное разнообразие в 
Адамовском р-не обусловлено генотипической 
разностью реликтового древостоя и подроста. 
Этот факт объясняет высокое значение индекса 
Шеннона на сравнительно небольшой по площа-
ди территории.

Географическая изоляция значительными 
расстояниями островных боров Восточно-Евро-
пейской равнины и южной окраины Уральской 
горной страны от основного ареала сосны обык-
новенной привела к четкой генетической диффе-
ренциации реликтовых популяций изучаемого 
вида. Анализ главных компонент в программ-
ном комплексе «R» показал наличие двух обо-
собленных групп. Частоты аллелей равновесных 
популяций подроста сосны Бузулукского и Бугу-
русланского р-нов, входящих в одну группу, ха-
рактеризуются выровненным распределением, 
подрост Адамовского р-на занимают обособлен-
ное положение.

В связи с вышеизложенным, целесообразно 
рекомендовать Министерству природных ре-
сурсов, экологии и имущественных отношений 
Оренбургской области, Министерству лесного 
и охотничьего хозяйства Оренбургской области, 
управлению национального парка «Бузулукский 
бор» использовать в качестве семенных планта-
ций реликтовый древостой, проводить плани-
рование культурных насаждений более эффек-
тивно с целью снижения риска перекрестного 
опыления реликтовых и культурных популяций 
P. sylvestris, а также разработать и внедрить ох-
ранные мероприятия, направленные на сохране-
ние и увеличение численности подроста релик-
тового древостоя.
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