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АННОТАЦИЯ

Представлены результаты анализа ядерных микросателлитных локусов (nSSR) для изучения генети-
ческого  разнообразия естественных популяций сосны обыкновенной (Pinus sylvestris L.) в южной тайге 
и лесостепи Средней и Западной Сибири,  подверженных влиянию пожаров и рубок разной интенсивности. 
Отобрано  шесть полиморфных локусов,  пригодных для изучения генетической изменчивости популяций 
вида в Сибири. Используемый нами набор  генетических маркеров в сибирской части ареала вида ранее 
не исследовался. Проведены популяционно-генетические исследования 13 сибирских популяций сосны 
обыкновенной (26 выборок) на основе отобранных nSSR-маркеров (psyl57,  PtTx2146,  lw_isotig04195,  
lw_isotig04306. lw_isotig10603,  lw_isotig21953),  содержащих в сумме 62 аллеля,  15 из них встречались 
только  в какой‑либо  одной (двух) популяции,  и могут быть использованы для изучения пространственно-
популяционной структуры вида и определения географических границ популяций. Установлено,  что  их 
изменчивость существенно  выше по  сравнению с изоферментными маркерами,  они содержат значительное 
число  редких и очень редких аллелей и достаточно  информативны для целей генетического  мониторинга 
и оценки влияния лесохозяйственной деятельности и других естественных и антропогенных поврежда-
ющих факторов на внутрипопуляционное генетическое разнообразие и устойчивость одного  из основных 
лесообразующих хвойных видов Сибири. При анализе сходства популяций вида по  исследуемым маркерам 
выявлена определенная связь между генетической дифференциацией популяций и их географическим 
положением,  часто  не обнаруживаемая при использовании изоферментных маркеров.

Ключевые слова: сосна обыкновенная,  генетическое разнообразие,  ядерные микросателлитные мар-
керы,  антропогенные факторы,  Сибирь.
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ВВЕДЕНИЕ

На территории России пока сохраняется 
большая часть площади хвойных лесов Се-
верной Евразии [Государственный доклад…,  
2015],  в основном естественного  происхожде-
ния. В частности,  ареал сосны обыкновенной 
здесь составляет 119 млн га,  из них 32,7 %  
сосняков произрастают в  европейской час- 
ти страны,  67,2 %  – ​в Сибири и на Дальнем 
Востоке (20 %  – ​в Западной Сибири,  37 %  – ​
в Средней Сибири и 10,2 %  – ​на Дальнем Вос-
токе). Учитывая,  что  большая часть сосняков 
сосредоточена в Сибири,  изучение генетичес- 
кого  разнообразия популяций вида в этой ча-
сти ареала особенно  актуально.

К  настоящему времени проведено  боль-
шое число  исследований сибирских популя-
ций сосны обыкновенной на основе анализа из-
менчивости изоферментов [Гончаренко  и др.,  
1993;  Larionova,  2002;  Потенко,  2004;  Санни-
ков,  Петрова,  2012;  Семериков и др.,  2014;  
Экарт и др.,  2014;  Зацепина и др.,  2016;  Ти-
хонова и др.,  2016]. Наиболее полно  по  всему 
ареалу изменчивость изоферментных локусов 
в популяциях сосны обыкновенной исследова-
на С. А. Санниковым с соавторами [Санников,  
Петрова,  2012],  однако  в ней,  как и в других 
работах автора,  приведены только  генетичес- 
кие дистанции Нея и нет стандартного  статис- 
тического  анализа и описания генетической 
изменчивости популяций сосны обыкновенной. 
В сибирской части ареала вида исследованы 
также молекулярные маркеры хлоропластно-
го  и митохондриального  геномов [Семериков 
и др.,  2014,  2015;  Semerikov et al., 2018]. Ис-
следования изменчивости ядерных микроса-
теллитных локусов в России немногочислен-
ны и включают отдельные популяции (части 
ареала) [Sebastiani et al., 2012; Ильинов,  Ра-
евский,  2015],  в том числе в Сибири [Шуваев 
и др.,  2022;  Sheller et al., 2023]. Однако  работа 
по  охвату большей части ареала и составле-
нию лучших наборов nSSR-маркеров,  пригод-
ных для оценки генетического  разнообразия 
сосны обыкновенной,  на настоящий момент 
остается актуальной.

Недавние исследования изменчивости 
фрагментов митохондриальной ДНК (mtDNA) 
сосны обыкновенной,  проведенные В. Л. Се-
мериковым с  соавторами [Семериков и  др.,  
2015;  Semerikov et al., 2018],  свидетельствуют 
о  длительной изоляции европейских популя-

ций вида от сибирских. Все сибирские популя-
ции отличаются небольшим числом митотипов. 
Это  создает определенные трудности исполь-
зования данных маркеров для решения задач 
генетического  мониторинга сибирских популя-
ций вида,  большая часть которых подвержена 
разным антропогенным воздействиям: рубкам,  
пожарам,  рекреации,  искусственному восста-
новлению.

В предыдущем нашем исследовании,  по-
священном изучению влияния рубок разной 
интенсивности на генетическое разнообра-
зие изоферментных локусов у сосны обыкно-
венной,  установлено  достоверное сокращение 
числа редких аллелей у подроста сосны после 
рубок средней и высокой интенсивности в бо-
рах Красноярской лесостепи [Тихонова и др.,  
2021б]. Однако  большая часть обобщенных ге-
нетических показателей оказалась мало  чув-
ствительна к антропогенной трансформации 
популяций. Остаются также сомнения от-
носительно  экологической “нейтральности” 
изоферментных локусов ввиду выявляемых 
экологических корреляций [Алтухов,  2004;  
Политов,  2007;  Тихонова и др.,  2016],  хотя 
это  имеет свои плюсы для целей мониторинга. 
Таким образом,  имеющихся изоферментных 
маркеров для оценки влияния антропогенных 
факторов на генофонд сосны обыкновенной 
недостаточно. В связи с этим целью данного  
исследования был подбор  других,  более из-
менчивых,  нейтральных генетических марке-
ров,  в частности ядерных микросателлитных 
локусов (nSSR),  пригодных для мониторин-
га сосновых лесов в Сибири,  а также анализ 
корреляций между уровнем генетического  
разнообразия выборок и степенью нарушен-
ности популяций,  отбор  информативных по-
казателей генетической изменчивости,  чув-
ствительных к антропогенным воздействиям.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ

Исследования проводили в 13 популяциях 
сосны обыкновенной,  произрастающих на юге 
Западной и Средней Сибири (рис. 1,  табл. 1). 
В Западной Сибири образцы отбирали в При-
обских ленточных борах (Алеусская,  Ку-
лундинская и Касмалинская ленты,  послед-
няя делится как минимум на две популяции),  
сильно  нарушенных выборочными рубками 
[Shchur et al.,  2017]. Из исследуемых попу-
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ляций Средней Сибири наиболее нарушены 
рубками и пожарами боры Красноярской ле-
состепи и части окружающей ее южной тай-
ги. Расстояние между популяциями в Сред-
ней Сибири варьируется от 24 до  650 км,  из 
Приобских ленточных боров наиболее удалена 
Алеусская лента (200 км),  между Кулундин-
ской и Касмалинской лентами 60 км.

Всего  проанализировано  генотипов 772 де-
ревьев в 26 выборках по  24–30 деревьев в каж- 
дой (см. табл. 1),  в их числе взрослые дере-
вья и подрост в большей части популяций. За 
исключением нескольких выборок из Нацио-
нального  парка “Столбы”,  все исследуемые 
популяции несут следы различных форм ан-

тропогенного  воздействия: рубок,  пожаров,  
рекреации. Отделить их влияние довольно  
сложно,  степень воздействия каждого  из фак-
торов тоже разная. Поэтому была использо-
вана обобщенная оценка степени нарушенно-
сти популяции в баллах: 1 – ​малонарушенная 
(до   25 %  площади),  2 – ​ средненарушенная 
(25–50 %),  3 – ​сильно  нарушенная (50–70 %),  
4 – ​крайняя степень деградации (выше 70 %,  
редколесья небольшой площади в окружении 
степей и  полей). Степень нарушенности по-
пуляции определяли при описании опытных 
участков,  фиксируя состояние древостоя и на-
почвенного  покрова,  следы пожаров,  а так-
же по  спутниковым снимкам Landsat за пе-

Рис. 1. Расположение изученных популяций сосны обыкновенной. А – ​Западная Сибирь,  Б – ​Средняя 
Сибирь: 1 – ​Красноярск,  2 – ​Калтат,  3 – ​Нарым,  4 – ​Урман,  5 – ​Ачинск,  6 – ​Горный,  7 – ​Кускун,  

8 – ​Гмирянка,  9 – ​Канск
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риод 1985–2019 гг. Поскольку сами популяции 
фрагментированны и участки внутри популя- 
ций в разной степени нарушены,  а история 
исследуемых нами популяций существенно  
влияет на показатели ее генетической измен-
чивости,  что  подтвердили и  наши исследо-
вания [Тихонова и др.,  2021а],  использовали 
две оценки: нарушенность популяции в целом 
и нарушенность участка внутри популяции,  на 
котором отбирали образцы хвои для исследо-
вания (см. табл. 1). Контролем служили малона-
рушенные участки популяции Кускун в Сред-
ней Сибири,  популяции в  северо-восточной 
части Касмалинской ленты в Приобье Запад-
ной Сибири с наиболее высокими показателя-
ми генетической изменчивости.

Выделение геномной ДНК проводили по  
стандартному протоколу для растительных 
тканей с применением СТАВ-метода из вы-
сушенной хвои [Devey et al.,  1996]. Ампли-
фикацию отобранных ядерных микросател-
литных локусов (psyl57 [Sebastiani et al.,  
2012];  PtTx2146 [Auckland et al.,  2002];  lw_
isotig04195,  lw_isotig04306,  lw_isotig10603,  
lw_isotig21953 [Fang et al.,  2014]) проводи-
ли при следующем режиме: предварительная 
денатурация ДНК при 95 °С – ​5 мин;  далее 
30 циклов,  включающих денатурацию – ​30 с 
при 94 °С;  отжиг праймеров – ​40 c при 60 °С 
и элонгация – ​40 c при 72 °С. Завершающий 
цикл элонгации проходил при 72 °С в тече-
ние 5 мин. Для проведения ПЦР использова-

Т а б л и ц а  1
Краткая характеристика популяций

Популяция n
Состав  

древостоя
Возраст,   

лет

Нарушенность,  баллы

популяции участка пожары

Красноярск 30 7С2Б1Л 80–120 2 1 0

Калтат 30 10С 40–60 3 2 2

Нарым
30
29

7П2Е1С
5П2Е2С

130–150
5–14

1 1 0

Урман
30
30

10С
6П3Е1С

30–60
7–12

2 2 0

Ачинск 30 9С1Б 150–200 2 1 0

Горный 30 5Б4Е1П 60–90 3 2 1

Кускун
29
30

10С
10С

30–80
5–15

2 2 1

Гмирянка 30 10С 50–120 2 1 2

30 10С 8–15

Канск
29
30

10С
8С2Е

70–110
5–20

1 2 0

Алеусская

24
30
30
30

10С
10С
10С
8С2Б

30–50
30–40
40–80
30–50

2
2
2
2

2
1
1
3

1
1
1
1

Кулундинская 30 10С 40–70 3 2 2

Касмалинская-1
(северо-восточная)

30
30
30

10С
10С
10С

30–90
30–70
30–60

2
2
2

1
2
3

0
1
2

Касмалинская-2
(юго-западная)

30
30
30
30

10С
10С
10С
10С

20–40
30–40
30–60
20–50

3
3
3
3

2
3
2
4

1
3
1
3

П р и м е ч а н и е.  n – ​объем выборки;  С – ​сосна;  Е – ​ель;  П – ​пихта;  Б – ​береза.
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ли универсальный беспраймерный набор  УБП 
1–4 ООО “НПФ “Генлаб” (Россия) согласно  
рекомендациям производителя.

Электрофоретическое разделение ампли-
фицированных фрагментов ДНК проводили 
в 6 %  полиакриламидном геле с использова-
нием Трис-ЭДТА-боратной буферной систе-
мы,  pH 8,3 при напряжении 15 В /  1 см геля 
в течение 2–3 ч c последующей окраской ни-
тратом серебра. Длину фрагментов опреде-
ляли путем сопоставления со  стандартным 
маркером ƠRange Ruler 20 bp DAN Ladder 
(Thermo Scientific,  Литва). Варианты размера 
фрагмента рассматривали в качестве аллелей 
данного  локуса.

Для каждой популяции в  программе 
GenAlex  6 [Peakall,  Smouse,  2006] вычисля-
ли следующие стандартные показатели гене-
тической изменчивости: процент полиморф-
ных локусов (Р),  среднее (Nа) и эффективное 
число  аллелей на локус (Nе),  наблюдаемая 
(Hо) и ожидаемая (Nе) гетерозиготность,  ко-
эффициент инбридинга (F),  число  мигрантов 
на поколение (Nm). Соответствие распределе-
ния генотипов уравнению Харди – Вайнберга 
определяли по  критерию χ2. Популяционную 
структуру – ​степень генетической подразде-
ленности между популяциями и внутри по-
пуляций,  определяли с помощью F-статистик 
Райта;  FIS  (уровень инбридинга особи относи-
тельно  популяции),  FIT (уровень инбридин-
га особи относительно  вида),  FST (уровень 
инбридинга популяции относительно  вида – ​
подразделенность популяций) [Wright,  1978;  
Хедрик,  2003],  их значимость оценивали так-

же с помощью χ2. Для оценки различий между 
выборками использовали FST и метод главных 
компонент (РСоА). Использовали следующую 
градацию частот встречаемости аллелей: об-
щие аллели – ​встречаются во  всех популя-
циях;  нередкие аллели – ​встречаются в по-
пуляциях со  средней частотой ˃ 5 %;  редкие 
аллели – ​ встречаются со  средней для всех 
популяций частотой ≤ 5 %,  очень редкие ал-
лели – ​ встречаются в  1–2 популяциях. Для 
оценки связи между показателями генетиче-
ской изменчивости и степени нарушенности 
популяций использовали непараметрический 
корреляционный анализ и коэффициент кор-
реляции Спирмена R [Боровиков,  2003]. Кри-
терий Фишера,  рассчитываемый с помощью 
метода марковских цепей,  использовали для 
определения достоверности различий по  ча-
стоте встречаемости аллелей для всего  набо-
ра локусов и полокусно  в программе Gene- 
pop [Rousset, 2008].

РЕЗУЛЬТАТЫ

Анализ изменчивости шести стабильно  ам-
плифицируемых полиморфных локусов,  при-
годных для изучения генетической измен-
чивости сосны обыкновенной в  сибирской 
части ареала (табл. 2),  показал,  что  наиболь-
шее число  аллельных вариантов в исследуе-
мых нами популяциях имеют локусы lw_isot-
ig21953 (20 аллелей) и PtTx2146 (16 аллелей). 
Меньшее число  аллелей обнаружено  в локу-
сах lw_isotig04195 (5 аллелей),  psyl57 (6 ал-
лелей),  локусах lw_isotig10603 (7 аллелей) и 

Т а б л и ц а  2
Характеристика использованных ядерных микросателлитных локусов

Локус,  
номер  в GenBank

Мотив
Размер   

аллелей,  п. о.
Число  

аллелей*
Источник литературы

psyl57 HQ113944 (АСС)7 190–205 6 (6,  7) Sebastiani et al.,  2012;  Шуваев 
и др.,  2022;  Sheller et al.,  2023

PtTx2146 AF143963 (GAG)5(CAG)8
CGG(CAG)7
CGG(CAG)4

182–263 16 
(9,  10,  19)

Elsik et al.,  2000;  Шуваев и др.,  
2022;  Sheller et al.,  2023

lw_isotig04195 KF501204 (GAG)5 189–204 5 
(4,  6)

Fang et al.,  2014;  Шуваев и др.,  
2022;  Sheller et al.,  2023

lw_isotig04306 KF501205 (TCC)7 175–227 8
(3,  8,  10)

Fang et al.,  2014;  Шуваев и др.,  
2022;  Sheller et al.,  2023

lw_isotig10603 KF101191 (CAG)7 187–205 7 (2) Fang et al.,  2014

lw_isotig21953 KF501193 (ATGGG)7 188–293 20 (7) Fang et al.,  2014

П р и м е ч а н и е.  п. о. – пар  оснований.

* В скобках – ​данные из литературы. 
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lw_isotig04306 (8 аллелей). Всего  в перечислен-
ных выше локусах во  всех выборках выявлено  
62 аллеля: 21 аллель общий (34 %),  38 – ​ред-
ких (61 %),  8 (13 %) из которых встречались 
только  в одной из популяций,  еще 7 аллелей 
встречались только  в двух популяциях (вместе 
15 очень редких аллелей,  или 24 %).

Из 15 очень редких аллелей по  7 аллелей 
встречаются только  в ленточных борах Запад-
ной Сибири либо  только  в среднесибирских по-
пуляциях. Наибольшим разнообразием по  об-
щему числу аллелей и числу редких аллелей 
микросателлитных локусов среди популяций 
ленточных боров Западной Сибири отличается 
северо-восточная часть Касмалинской ленты,  
примыкающая к Приобским борам,  в Средней 
Сибири – ​популяция Кускун (см. табл. 2).

Установлено,  что  анализируемые локусы 
полиморфны во  всех изученных нами попу-
ляциях,  среднее число  аллелей на локус (Nа) 
варьируется в  популяциях от 5,33 до  7,33,  
эффективное число  аллелей (Nе) – ​от 2,83 до  
3,46,  значения наблюдаемой (Hо) и ожидае-
мой гетерозиготности (Hе) – ​ от 0,56 до  0,65 
и 0,56 до  0,63 соответственно  (табл. 3). Сред-
ние значения этих показателей составляют:  
Nа = 6,47,  Nе = 3,14,  Hо = 0,60,  Hе = 0,59.

Индекс фиксации Райта свидетельствует 
об отсутствии значимых отклонений в соот-
ношении числа гомо- и гетерозиготных мно-
голокусных генотипов во  всех популяци-
ях. В среднем по  шести локусам инбридинг 
особи относительно  популяции составля-
ет 1,2 %,  особи относительно  вида – 1,4 %,  
популяции относительно  вида – 2,6 %,  сред-
нее число  мигрантов на поколение (Nm) – 12,9 
(от  5,0 в  локусе psyl57 до  24,2 в  локусе  
lw_isotig04195).

Ввиду зависимости выявляемого  генетичес- 
кого  разнообразия в  популяции от объема 
выборки,  а в наших популяциях он варьиро-
вал от 30 до  144 особей,  все большие выбор-
ки были случайным образом ограничены 60 
деревьями. В подтверждение существенности 
этого  фактора приведем коэффициенты кор-
реляции числа аллелей в популяциях с объе-
мами выборок (табл. 4),  они в каждой популя-
ции были достоверными и высокими. Однако  
даже стандартизированные данные при таком 
диапазоне выборок (30–60) показывают сред-
ние достоверные коэффициенты корреляции 
числа аллелей с ними. Незначимыми различия 
по  объему выборок оказались только  для чис-
ла очень редких (уникальных) аллелей. В наи-

Т а б л и ц а  3
Основные показатели генетической изменчивости в исследуемых сибирских популяциях сосны обыкновенной

Популяция n Nа Ne Hо Hе N NR Nr F

Средняя Сибирь

Кускун 59 7,333 3,060 0,583 0,574 44 20 2 –0,025

Гмирянка 60 6,500 3,210 0,586 0,583 39 15 1 –0,014

Канск 59 6,833 3,270 0,556 0,585 41 17 1 0,055

Красноярск 30 5,333 2,937 0,572 0,558 32 9 1 0,010

Ачинск 30 6,500 3,455 0,644 0,622 39 13 3 –0,038

Горный 30 5,667 3,049 0,628 0,569 34 11 0 –0,106

Нарым 59 7,000 3,197 0,624 0,598 42 18 2 –0,049

Калтат 30 6,500 3,369 0,556 0,571 39 15 2 0,027

Урман 60 6,333 3,146 0,575 0,595 38 14 1 0,041

Западная Сибирь

Касмалинск-1 60 7,167 2,982 0,592 0,581 43 20 2 –0,012

Касмалинск-2 60 6,500 2,825 0,575 0,592 39 15 3 0,027

Алеусская 60 7,000 3,316 0,633 0,626 42 18 1 –0,003

Кулундинск 30 5,500 3,036 0,647 0,610 33 9 0 –0,054

Среднее 48 6,474 ± 
0,371

3,142 ± 
0,198

0,598 ± 
0,023

0,590 ± 
0,021

38,8 ± 
1,06

14,9 ± 
0,79

1,46 ± 
0,81

–0,01 ± 
0,012

П р и м е ч а н и е.  n – число  особей;  Na – ​среднее число  аллелей на локус;  Ne – ​эффективное число  аллелей;  
Hо,  He – ​наблюдаемая и ожидаемая гетерозиготность;  N – ​общее число  аллелей;  NR – число  редких (частота в попу-
ляциях ≤ 5 %);  Nr – ​число  очень редких аллелей;  F – ​индекс фиксации Райта,  жирным шрифтом выделен контроль.
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более представительных популяциях из Запад-
ной Сибири объемом 90–144 дерева различия 
по  числу аллелей оказались несущественными: 
общее число  аллелей – ​46–47,  число  редких 
аллелей – ​22–23 (48 %). В ограниченных объ-
емах выборок общее число  аллелей составило  
59,  из них редких 35 (в том числе очень ред-
ких 13). При этом средние статистические по-
казатели по  популяциям остались прежними.

По  результатам дисперсионного  ана-
лиза AMOVA,  96 %  генетической измен-
чивости сосредоточено  внутри популяций,  
0,6 %  – ​между выборками внутри популяций,  
1 %  – ​между популяциями внутри регионов 
и 3 %  – ​между регионами Средней и Запад-
ной Сибири. Уровень дифференциации между 
географически удаленными популяциями со-
поставим с тем,  что  был получен нами ранее 
при сравнении выборок сосны обыкновенной из 
Средней и Восточной Сибири по  изофермент-
ным локусам [Экарт и др.,  2014]. FST между 
большинством популяций двух регионов варьи-

руются в пределах 0,015–0,038,  внутри реги-
онов различия между популяциями составля-
ют 0,003–0,016. Анализ РСоА также показал 
четкое разделение двух географически уда-
ленных групп популяций на плоскости первых 
двух главных координат,  в сумме объясняю-
щих 80 %  генетической изменчивости (рис. 2). 
Доля дисперсии первой главной координаты,  
в пределах которой они разделились,  состав-
ляет 64 %.

Необходимо  также отметить довольно  вы-
сокие генетические различия для рядом рас-
положенных изолированных ленточных бо-
ров Приобья,  особенно  двух частей самой 
протяженной Касмалинской ленты (FST = 
= 0,007–0,013). В популяциях Средней Сиби-
ри наиболее удалены выборки из пригородов 
Красноярска (Калтат) и  Ачинска (Горный). 
Кроме того,  внутри некоторых популяций 
выборки были также сильно  дифференциро-
ванны (рис. 3),  прежде всего,  это  популяции 
изолированных лесостепных боров и  наибо-

Т а б л и ц а  4
Коэффициенты корреляции (r) разнообразия аллелей в шести ядерных микросателлитных локусах  

с объемом выборки внутри популяций

Показатель
Коэффициент корреляции для объема популяционной выборки

30–144 шт. 30–60 шт.

Общее число  аллелей (N) 0,84* 0,74*

Число  редких аллелей (NR) 0,83* 0,78*

Число  очень редких аллелей (Nr) 0,49 0,22

* Уровень достоверности р < 0,01.

Рис. 2. Ординация популяций сосны обыкновенной на плоскости первых двух  
главных координат
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лее нарушенные антропогенным воздействием:  
Алеусская и юго-западная часть Касмалин-
ской ленты Приобских ленточных боров (Ка-
смалинская-2),  изолированный бор  в  окр.  
с. Гмирянка,  две рядом расположенные изоли-
рованные небольшие по  площади популяции 
Ачинск и Горный – ​первая является город-
ским естественным парком,  вторая – ​остат-
ком древесной растительности вдоль ручья 
в окружении полей и степей.

Для оценки связи генетических показате-
лей со  степенью нарушенности популяций 
использовали непараметрический корреля-
ционный анализ,  отдельно  для общепопуля-
ционных выборок и всех первичных выборок. 
По  результатам анализа установлена досто-
верная корреляция среднего  числа аллелей 
на локус (Na),  общего  числа аллелей (N),  чис-
ла редких аллелей (NR) в популяционных вы-
борках,  прежде всего  с площадью популяций 
(ранговые коэффициенты Спирмена R состави-
ли соответственно  0,85,  0,71,  0,61;  р < 0,05–
0,001). Со  степенью нарушенности популяции 
достоверно  коррелировали среднее число  ал-
лелей на локус (Na) и общее число  аллелей (N) 
(R = –0,56 и –0,58;  р < 0,05). В анализе внутри-
популяционных выборок достоверных корре-
ляций показателей генетического  разнообра-
зия со  степенью нарушенности популяций или 
участков внутри них не выявлено  (R = –0,25–

0,33),  что,  по-видимому,  является следстви-
ем бόльших межпопуляционных различий,  ко-
торые перекрывают и “заглушают” отклик 26 
выборок внутри популяций при их совместном 
корреляционном анализе.

В обобщенной выборке всех деревьев досто-
верное превышение числа гомозиготных гено-
типов отмечено  в локусах lw_isotig04195 (χ2 = 
= 29,6;  d. f. = 21;  р < 0,001) и lw_isotig21953 
(χ2 = 227,4;  d. f. = 190;  р < 0,033). Также толь-
ко  по  одному локусу получены отклонения 
от равновесного  распределения генотипов 
в  пяти обобщенных популяционных выбор-
ках из 13,  независимо  от степени их нару-
шенности (χ2 = 14,0–42,9;  р < 0,003–0,00001). 
Для внутрипопуляционных выборок достовер-
ные отклонения от равновесия Харди – Вай-
нберга получены в семи выборках по  одно-
му локусу,  в двух – ​по  двум и трем локусам 
соответственно. Из них отмечено  три случая 
отклонения по  локусам lw_isotig04195 и lw_
isotig10603,  два – ​по  локусам lw_isotig04306,  
psyl57,  также вне связи с оценкой нарушен-
ности участка или популяции.

ОБСУЖДЕНИЕ

Как видно  из табл. 2,  в исследуемых нами 
сибирских популяциях сосны обыкновенной 
разнообразие аллелей шести ядерных мик- 

Рис. 3. Распределение субпопуляционных выборок деревьев на плоскости двух первых главных 
координат по  парным значениям FST.
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росателлитных локусов достаточно  высокое 
и сопоставимо  с наиболее высокими значени-
ями изменчивости аналогичных локусов,  вы-
явленной в  популяциях европейской части 
ареала вида и Средней Сибири [Sebastiani et 
al., 2012; Fang et al., 2014; Шуваев и др.,  2022;  
Sheller et al., 2023]. Сравнивая ядерные гене-
тические маркеры с  цитоплазматическими,  
можно  отметить,  что  исследованные в  си-
бирской части ареала митохондриальные ло-
кусы малоизменчивы [Семериков и др.,  2015;  
Semerikov et al., 2018],  и поэтому пока не мо-
гут быть использованы для мониторинга по-
пуляций. Хотя в перспективе они могут быть 
полезны для нашей цели при нахождении бо-
лее изменчивых локусов,  благодаря наследо-
ванию по  материнской линии (через семена) 
и установлению по  ним определенной геогра-
фической структуры популяций. Хлоропласт-
ные маркеры,  напротив,  высокоизменчивы,  
но  при этом не обнаруживают связи с геогра-
фической структурой популяций вида,  так 
как различия быстро  нивелируются благода-
ря наследованию через пыльцу и ее перено-
су ветром на большие расстояния [Семериков 
и др.,  2014]. В отличие от них,  nSSR-марке-
ры на исследованных популяциях двух реги-
онов показывают одновременно  высокую из-
менчивость и определенную географическую 
структуру. Поэтому из трех сравниваемых ти-
пов генетических маркеров ядерные микроса-
теллитные локусы в настоящее время наибо-
лее удобны для целей мониторинга.

Для сравнения,  по  16 полиморфным ло-
кусам изоферментов те же показатели гене-
тической изменчивости 13 популяций в этой 
части ареала вида варьировали в пределах: 
Nа = 2,45–2,88,  Nе = 1,36–1,54,  Hо = 0,244–
0,294;  Hе = 0,239–0,303,  F = –0,075…0,064 [Ти- 
хонова и  др.,  2021а]. В  более широких гео-
графических границах,  включая Восточную 
Сибирь и  Монголию,  в  пересчете на поли-
морфные локусы Nа = 2,25–2,94,  Nе = 1,39–
1,60,  Hо = 0,225–0,350,  Hе = 0,228–0,324,  F = 
= –0,079…0,051 [Экарт и др.,  2014]. Таким об-
разом,  в целом изменчивость шести микро-
сателлитных локусов существенно  выше 
таковой для 16 полиморфных локусов изо-
ферментов,  используемых в тех же выборках.

Для оценки чувствительности nSSR-локу-
сов к антропогенным нарушениям популяций 
проведен сравнительный анализ выборок вну-

три каждого  региона по  точному критерию 
Фишера. Он выявил достоверное сокращение 
числа редких аллелей (на 24–55 %) и обще-
го  числа аллелей (на 11–27 %) во  всех ше-
сти средне- и сильнонарушенных популяциях 
Средней Сибири по  сравнению с региональ-
ным контролем (Кускун) (р <0,03–0,00007). Две 
малонарушенные популяции по  этим показа-
телям достоверно  не отличались от контроля 
(р < 0,115–0,500). В Западной Сибири откло-
нения от контроля были достоверны в  вы-
борках из Кулундинской и  Касмалинской‑2 
популяций (р < 0,023–0,00054). При этом на-
рушенность популяций в  большей степени 
была обусловлена воздействием пожаров (ко-
эффициент ранговой корреляции R = 0,77,  
р < 0,01). Полученные нами результаты в це-
лом подтверждают отмеченное рядом иссле-
дователей влияние рубок и пожаров,  а также 
других антропогенных факторов на генети-
ческое разнообразие и структуру популяций 
хвойных древесных видов растений [Ledig, 
1992; Buchert et al., 1997; Marquard et al., 2007; 
Падутов и др., 2008; Ratnam et al., 2014].

Необходимо  также отметить,  что  в  от-
личие от изоферментных маркеров,  по  ко-
торым нами получены существенные разли-
чия на небольших участках вырубок внутри 
популяций [Тихонова и др.,  2021б],  высоко-
изменчивые ядерные микросателлитные мар-
керы отличаются меньшей разрешающей спо-
собностью при сравнении участков небольшой 
площади,  поэтому различия между участка-
ми внутри популяций по  всем показателям 
разнообразия аллелей оказались недостовер-
ны. Возможно,  для используемого  типа мар-
керов требуется больший объем внутрипопу-
ляционных выборок,  чем 24–30 шт.,  об этом 
свидетельствуют приведенные выше коэффи-
циенты корреляции между числом аллелей 
и объемом выборок.

Еще одной причиной отсутствия связи 
между величинами разнообразия аллелей 
nSSR-локусов и антропогенными факторами 
внутри популяций может быть использование 
нами в данной работе показателей смешанной 
антропогенной нарушенности участков попу-
ляций,  в отличие от предыдущего  исследо-
вания вырубок. По-видимому,  для целей мо-
ниторинга нарушенности популяции лучше 
использовать четкие количественные признаки  
по  разным типам нарушений,  так как сме-
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шанные эффекты,  иногда разнонаправленные 
в  их влиянии на генетическое разнообразие 
популяций [Тихонова и др.,  2021а],  не дают 
такой определенной зависимости,  какая была 
получена нами при исследовании влияния ру-
бок разной интенсивности на генетическую 
изменчивость у  подроста сосны обыкновен-
ной в Средней Сибири по  изоферментным ло-
кусам. В частности,  установлено  существен-
ное обеднение аллельного  разнообразия после 
рубок средней и высокой интенсивности,  но  
увеличение его  после совместного  использо-
вания рубок низкой интенсивности и низовых 
пожаров,  предваряющих рубку за 5–10 лет. 
Однако  можно  предположить,  что  если бы 
участок выгорел после рубки,  то  эффект от 
рубки на генетическое разнообразие у молодо-
го  поколения популяции был бы более замет-
ным и негативным. Косвенно  это  подтвержда-
ют случаи плохого  возобновления Приобских 
сосновых боров в Западной Сибири при та-
ком сочетании условий лесопользования и на 
крупных вырубках после сильного  пожара 
[Фуряев и  др.,  2005;  Ишутин и  др.,  2006],  
а также наблюдаемые нами вырубки,  прой-
денные пожаром с последующей заменой во- 
зобновления сосны на березу порослевого  
происхождения.

Отмеченная нами большая дифференциа-
ция изолированных,  в том числе небольших 
популяций,  большие генетические дистанции 
между участками внутри наиболее нарушен-
ных популяций согласуются с  результата-
ми других исследователей,  наблюдавших бо-
лее высокие межпопуляционные различия на 
южной границе ареала между изолированны-
ми популяциями вида [Санников и др.,  2002],  
большую дифференциацию популяций сосны 
Арманда – ​ вида с  сильно  фрагментирован-
ным ареалом,  краевых популяций сосны ко-
рейской [Политов,  2007],  двух изолированных 
популяций ели сибирской по  южной границе 
ареала [Кравченко,  2009],  большую межпо-
пуляционную подразделенность наряду с низ-
ким уровнем полиморфизма пихты сибирской 
в целом [Семерикова,  2008;  Тихонова и др.,  
2021а]. Эти факты,  в большем числе и мас-
штабах,  подтверждают отмеченное нами ра-
нее (по  изоферментным локусам) увеличение 
генетической дистанции между выборками 
внутри популяции в пригороде Ачинска по-
сле рубки высокой интенсивности. Следстви-

ем тех же процессов,  по-видимому,  является 
увеличение генетических расстояний между 
малоудаленными лесостепными борами,  рас-
положенными в густонаселенных районах при 
низком уровне их лесистости.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В результате проведенного  исследования 
установлено,  что  изменчивость шести ото-
бранных nSSR-локусов в сибирских популя-
циях достаточно  высокая и сопоставима с та-
ковой в западной части ареала вида. По  ним 
также прослеживается четкая географиче-
ская структура популяций. Между двумя ис-
следуемыми регионами Сибири выявлены 
существенные генетические различия,  под-
тверждаемые более высокими значениями FST,  
различиями в географическом распределении 
очень редких аллелей,  а также результатами 
дисперсионного  анализа AMOVA. Более опре-
деленные выводы о  межрегиональных разли-
чиях внутри ареала вида и их исторических 
аспектах можно  будет сделать после включе-
ния в анализ популяций из средней и север-
ной подзон тайги,  гор  Южной Сибири.

Отмечено,  что  изменчивость nSSR-мар-
керов значительно  выше по  сравнению с ис-
пользуемыми изоферментными локусами 
в  тех же популяционных выборках сосны 
обыкновенной.

В результате анализа сопряженности пока-
зателей генетической изменчивости в выбор-
ках со  степенью нарушенности популяций сос- 
ны обыкновенной установлены достоверные 
корреляции по  среднему числу аллелей на 
локус Na и  общему числу аллелей в шести 
локусах. Установлено  достоверное сокраще-
ние общего  числа аллелей N и числа редких 
аллелей NR во  всех средне- и  сильнонару-
шенных популяциях Средней Сибири и двух 
популяций Западной Сибири по  сравнению 
с региональным контролем. Малонарушенные 
популяции по  этим показателям достоверно  
не отличались от контроля. Проведенное ис-
следование подтвердило  прямую связь пар-
ных значений FST между участками внутри 
популяций и между популяциями со  степенью 
их нарушенности и изолированностью,  отме-
ченную нами ранее как следствие интенсивной 
вырубки для внурипопуляционной структуры 
сосны обыкновенной.
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Методические выводы по  работе: 1. По  со-
вокупности характеристик ядерные nSSR-ло-
кусы по  сравнению с цитоплазматическими 
локусами в настоящее время более пригодны 
для генетического  мониторинга нарушенности 
популяций сосны обыкновенной наряду с изо-
ферментными локусами.

2. В оценке нарушенности популяций же-
лательно  раздельно  учитывать разные ан-
тропогенные факторы и  по  возможности 
использовать для этого  количественные ха-
рактеристики.

3. Существенная коррелированность пока-
зателей аллельного  разнообразия с объемом 
выборки подтверждает необходимость либо  
увеличить объем популяционной выборки до  
90–120 деревьев при использовании данных 
маркеров,  либо  при меньших объемах выбор-
ки (желательно  50–60) ориентироваться пре-
жде всего  на уникальные и очень редкие алле-
ли. Выборка объемом 30 особей недостаточна 
для оценки влияния внешних факторов на ге-
нетическую изменчивость популяций,  все та-
кие популяции “выпадают” из отмеченных 
выше зависимостей.

4. При использовании nSSR-локусов наибо-
лее информативны показатели разнообразия 
N,  Nа и NR. Обобщенные генетические пока-
затели по  nSSR-локусам,  как и по  изофер-
ментам,  мало  чувствительны к антропогенной 
трансформации популяций.

5. Отсутствие достоверных корреляций 
между уровнем генетической изменчивости 
и нарушенностью участков внутри популя-
ций,  по-видимому,  объясняется тем,  что  при 
аналогичных объемах выборки nSSR-локусы 
отличаются меньшей разрешающей способ-
ностью на небольшой площади по  сравне-
нию с изоферментными локусами,  так как,  
на наш взгляд,  объем выборки для анализа 
должен быть соразмерен величине внутри-
популяционной изменчивости разных гене-
тических маркеров. Если после соблюдения 
условий пунктов 2 и 3 данные маркеры ока-
жутся малоинформативными на участках 
площадью 1‒30 га,  то  можно  будет сделать 
определенный вывод о  том,  что  в эколого-
генетическом мониторинге лесных древесных 
растений при использовании высокоизменчи-
вых ядерных микросателлитных локусов эле-
ментарной единицей исследования является 
популяция,  а не участок.

6. Анализ аллельного  разнообразия выборок 
следует проводить поэтапно: внутри популя-
ции (сравнение с местным контролем),  внутри 
каждого  региона отдельно  (сравнение с регио- 
нальным контролем),  таким образом обяза-
тельно  учитывая географическую внутриви-
довую структуру вида. Кроме того,  высокие 
коэффициенты корреляции показателей гене-
тического  разнообразия с площадью популя-
ций естественны,  однако  их практическое зна-
чение заключается в том,  что  данный фактор  
также необходимо  учитывать в генетическом 
мониторинге лесов,  для небольших популяций 
критерий оценки должен быть жестче,  с повы-
шающим поправочным коэффициентом.

Работа выполнена в рамках выполнения госу-

дарственного  задания ФГБНУ ИЛ СО РАН,  ФИЦ 

КНЦ СО РАН № 0287-2021-0009.

В работе использовано  оборудование Краснояр-

ского  регионального  центра коллективного  пользо-

вания ФИЦ КНЦ СО РАН.
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The results of the analysis of nuclear microsatellite loci (nSSR) for studying the genetic diversity of natural 
populations of Scots pine (Pinus sylvestris L.) in the southern taiga and forest-steppe of Middle and Western 
Siberia, affected by fires and logging of different intensity, are presented. Six polymorphic loci suitable for 
studying the genetic variability of the populations of the species in Siberia were selected. The set of genetic 
markers used by us has not been studied yet in the Siberian part of the species range. Population genetic 
studies were carried out in 13 Siberian populations of Scots pine (26 samples) based on selected nSSR mark-
ers (psyl57, PtTx2146, lw_isotig04195, lw_isotig04306, lw_isotig10603, lw_isotig21953), containing a total of 62 
alleles. 15 of them were found only in any one (two) of the populations, and can be used to study the spatial 
and population structure of the species and determine the geographical boundaries of the populations. It has 
been established that their variability is significantly higher compared to isoenzyme markers, they contain 
a significant number of rare and very rare alleles and are quite informative for the purposes of genetic mon-
itoring and assessment of the impact of forestry activities and other natural and anthropogenic damaging 
factors on intrapopulation genetic diversity and the sustainability of one of the main forest-forming coniferous 
species of Siberia. In the process of analyzing the similarity of populations of the species according to the 
studied markers, a certain relationship was revealed between the genetic differentiation of populations and 
their geographical location, which is often not detected when using isoenzyme markers.

Key words: Scots pine, genetic diversity, nuclear microsatellite markers, anthropogenic factors, Siberia.


