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THE ADAPTATION ABILITY LEVEL OF SIX GENERATIONS OF TRANSFORMED TOBACCO 
PLANTS TO ADVERSE TEMPERATURE  
Aims. Were assessed the fluctuating asymmetry level and morphometric parameters of tobacco plants, 
transformed by gene nptII. Plants were grown under normal (+25 oС) and extremal (+15 oС, +35 оС) 
conditions. Methods. The level of fluctuating was estimated how a difference between left and right halves 
of the leaf. Results.Transgenic plants were more low temperature-sensitive then control ones, these plants 
demonstrated decreased morphometric parameters and raised fluctuating asymmetry level, T5 and T6 
generations particularly. Conclusions. Coadapted gene complexes are the base of organism adaptation. Low 
rate of stress adaptation ability of transgenic plants can be the result of transformation procedure, which had 
perturbed gene complexes work. 
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ГЕНЕТИЧЕСКАЯ ДИФФЕРЕНЦИАЦИЯ БОЛОТНЫХ И СУХОДОЛЬНЫХ ПОПУЛЯЦИЙ 

PINUS SIBIRICA ПО ДАННЫМ SSR-МАРКЕРОВ 
 
Сосна кедровая сибирская (Pinus sibirica 

Du Tour) является одним из основных 
лесообразующих видов во многих районах 
Западной Сибири, где кедровые леса занимают 
7667 тыс. га, или около 24 % всей площади 
хвойных лесов [1]. В Западной Сибири P. 
sibirica произрастает на суходолах, включая 
припоселковые насаждения, а также является 
типичным представителем болотных и 
заболоченных экотопов, занимая разнообразные 
по трофности местообитания. Вопросам 
дифференциации популяций P. sibirica в 
болотных и суходольных условиях 
произрастания посвящены лишь несколько 
работ [2–4]. Полученные к настоящему времени 
данные оставляют ряд вопросов относительно 
экотопической дивергенции болотных и 
суходольных популяций сосны кедровой 
сибирской и их возможной генетической 
дифференциации. В настоящей работе 
приводятся данные по оценке генетической 
изменчивости, структуре и дифференциации 
популяций P. sibirica, произрастающих в 
болотных и суходольных экотопах южно-
таежной подзоны Западной Сибири, основанные 
на исследовании полиморфизма ДНК с 
использованием SSR-маркеров ядерного генома.  

Mатериалы и методы 
Объектами исследования послужили 

выборки из 4 популяций сосны кедровой 
сибирской, произрастающих в южно-таежной 
подзоне Западной Сибири (Томская область): 
междуречье Иксы и Яри, суглинистый суходол, 
кедровник елово-пихтовый низкотравно-
зеленомошный (56°54ґс.ш., 83°04ґв.д.); пос. 
Мельниково, супесчаный суходол, припо-
селковый кедровник осочково-разнотравный 
(56°33ґс.ш., 84°04ґв.д.); долина р. Жуковка, 
евтрофное болото, кедровник елово-листве-
ннично-пихтовый разнотравно-гипновый 
(56°20ґс.ш., 84°34ґв.д.); Междуречье Иксы и 
Бакчара, олиготрофное болото, сосняк 
сфагново-кустарничково-пушицевый в 
сочетании с куртинами и одиночными 
деревьями кедра (56°53ґс.ш., 82°40ґ в.д.). 

Индивидуальные препараты тотальной 
ДНК выделены из 100–200 мг высушенной хвои, 
собранной с 30 деревьев в каждой из 4 
популяций (всего 120 образцов). Выделения 
проводили по протоколу для растительных 
тканей с применением цетилтриме-
тиламмониумбромида (CTAB-метод) [5]. В 
качестве генетических маркеров в работе 
использовали ядерные микросателлитные 
локусы. Выделенную ДНК использовали для 
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проведения ПЦР с шестью парами праймеров 
(таблица), разработанных для сосны кедровой 
европейской (Pinus cembra L.) и 
апробированных для работы с P. sibirica [6]. Для 
ПЦР использовали набор реагентов для 
амплификации ДНК «GenePak PCR Core» ООО 
«Лаборатория Изоген». Амплификацию 
отобранных ядерных микросателлитных 
локусов проводили при следующем режиме: 
предварительная денатурация ДНК 94 °C – 15 
мин; далее 30 циклов, включающие 30 сек. 
плавления при 94 °C, отжиг праймеров 30 сек. 
при 54 °C и 50 сек. элонгации при 72 °C. 
Завершающий цикл элонгации проходил при 
72°C в течение 15 мин. Электрофоретическое 
разделение амплифицированных фрагментов 
ДНК проводили в 6 %-м полиакриламидном 
геле с использованием Трис-EDTA-боратного 
электродного буфера в камерах для 
вертикального электрофореза при напряжении 
300 В в течение 2–2,5 ч. Окрашивание гелей 
проводили раствором бромистого этидия с 
дальнейшей визуализацией продуктов 
амплификации в УФ-свете. В качестве маркера 
стандартных длин использовали ДНК плазмиды 
pBR322, обработанной рестриктазой Hpa II. Для 
выявления и исключения возможных вариантов 
ошибок генотипирования микросателлитных 
локусов использовали программу MICRO-
CHECKER [7], при помощи которой провели 
оценку частот возможных нуль-аллелей в 
локусах и скорректировали число гомозиготных 
генотипов, а также частоту амплифицированных 
аллелей в популяциях. Исправленные генотипы 
четырех исследованных популяций сосны 
кедровой сибирской использовали для 
проведения расчета основных показателей 
внутри- и межпопуляционной генетической 
изменчивости с помощью программы GenAlEx 
6.41 [8]. Для анализа связи между географи-
ческими и генетическими расстояниями 
использовали тест Мантела [9]. 

Результаты и обсуждение 
Анализ 6 ядерных микросателлитных 

локусов в 4 популяциях P. sibirica показал, что 
все локусы оказались полиморфными. Наиболее 
высокополиморфным во всех 4 исследованных 
популяциях являлся локус Pc 1b, у которого 
наблюдалось 9 аллельных вариантов. Высокую 
изменчивость показали также локусы Pc 7, Pc 
22, в изученных популяциях у них были 
идентифицированы 5 и 6 аллелей, соот-
ветственно. Самой низкой изменчивостью 
характеризовался локус Pc 35 – всего 2 аллеля. 
Примеры электрофореграмм, представляющие 
изменчивость всех исследованных 
микросателлитных локусов, приведены  
на рис. 1. 

При помощи программы MICRO-
CHECKER были выявлены скрытые нуль-
аллели в локусе Pc 1b во всех 4-х иссле-
дованных популяциях P. sibirica (К-1 – К-4), а 
также в локусах Pc 7 и Pc 22 в популяции с 
олиготрофного болота (К-4). Всего при анализе 
4 популяций P. sibirica было выявлено 30 
аллельных вариантов. Частоты скрытых нуль-
аллелей были рассчитаны исходя из 
предположения о том, что популяции находятся 
в равновесном состоянии, согласно правилу 
Харди-Вайнберга [10]. В изученных популяциях 
P. sibirica выявленные ядерные микро-
сателлитные локусы отличались по частоте 
встречаемости и составу аллелей. Наибольшее 
аллельное разнообразие наблюдается в 
популяции данного вида с олиготрофного 
болота (К-4). 

Для выявления уровня генетического 
разнообразия в каждой из 4 исследованных 
популяций P. sibirica были рассчитаны 
основные показатели генетической измен-
чивости. Расчет основных параметров 
генетической изменчивости показал, что 
включенные в исследование популяции 
P. sibirica различаются по уровню генетического 
разнообразия. 

 
Таблица. Характеристика ядерных микросателлитных локусов, отобранных для анализа 

генетической изменчивости Pinus sibirica 

Локус Мотив Температура 
отжига, єС 

Размер 
фрагмента NA Литература 

Pc 1b (GT)19 54 174–212 9 (9)* 

Pc 7 (CT)6(AT)4(GT)25 54 354–378 7 (5)* 

Pc 18 (TG)12 54 152–158 4 (4)* 

Pc 22 (CA)7TA(CA)12(TA)2 54 342–354 5 (6)* 

Pc 23 (TG)6CG(TG)2 54 205–235 4 (4)* 

Pc 35 (GTT)7 54 152–162 2 (2)* 

Salzer et al., 
2009 

Примечание: *число аллелей в ядерных микросателлитных локусах, выявленных в нашей работе. 
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Рис. 1. Электрофореграммы ядерных микросателлитных локусов Pc 1b, Pc 7, Pc 18, Pc 22,  

Pc 23, Pc 35 у сосны кедровой сибирской. Значения 178, 182, 206, 208 на электрофореграмме Pc 1b – 
пример обозначения аллелей по длине амплифицируемого фрагмента ДНК 

 
Самые высокие значения почти всех 

параметров генетической изменчивости (NA = 
5,000; NE = 3,122; HE = 0,611; F = 0,107), за 
исключением наблюдаемой гетерозиготности 
(HO = 0,550), были выявлены у популяции P. 
sibirica с олиготрофного болота (К-4). Самый 
высокий уровень наблюдаемой гетеро-
зиготности (HO = 0,583) выявлен в популяции P. 
sibirica из припоселкового кедровника (К-2). В 
популяциях P. sibirica с суходола (К-1) и 
евтрофного болота (К-3) наблюдаемая 
гетерозиготность составила HO = 0,506 и HO = 
0,483, соответственно. В целом, значения 
основных показателей генетического 
полиморфизма свидетельствуют о достаточно 
высоком в среднем уровне генетического 
разнообразия P. sibirica в болотных и 
суходольных экотопах, и близки к аналогичным 
показателям, приведенным для кедровых сосен 
[6, 11]. 

В болотных (К-3, К-4) и суходольной (К-1) 
популяциях P. sibirica выявлен дефицит 
гетерозиготных генотипов. Одним из 
объяснений дефицита гетерозигот и 
повышенного уровня инбридинга (F = 0,107) в 
популяции P. sibirica с олиготрофного болота 
(К-4) может служить наличие фенологически и 
территориально обусловленного фактора ее 
репродуктивной изоляции от насаждений 
данного вида на суходолах. Дефицит 
гетерозигот, составляющий в популяции  

P. sibirica с суходола (К-1) F = 0,057 и в попу-
ляции данного вида с евтрофного болота (К-3) F 
= 0,045, можно объяснить возможным наличием 
экранирующего эффекта, создаваемого другими 
видами хвойных и затрудняющего обмен 
пыльцой между деревьями в данных 
высокополнотных смешанных насаждениях. 
Популяция припоселкового кедровника (К-2), 
напротив, испытывает избыток гетерозигот  
(F = – 0,091), что, вероятно, является резуль-
татом длительной плюсовой селекции, 
проводимой населением в данном насаждении, 
сформировавшемся вблизи поселка при 
содействии местных жителей путем вырубки 
низкопродуктивных особей P. sibirica и 
удаления примеси сопутствующих древесных 
видов, изначально присутствовавших в составе 
коренного лесного сообщества.  

Анализ популяционной структуры  
P. sibirica с помощью индексов фиксации Райта 
[12] показал, что в среднем каждое дерево 
обнаруживает почти 4 %-ный дефицит 
гетерозиготных генотипов (FIS = 0,037) 
относительно популяции и 6 %-ный дефицит 
гетерозигот (FIT = 0,061) относительно вида в 
целом. Полокусные значения FIS и FIT 
показывают, что наиболее значимый дефицит 
гетерозигот наблюдается в локусах Pc 1b, Pc 7, 
Pc 23, Pc 18. 

Коэффициент инбридинга популяций 
относительно вида в целом (FST), отражающий 

Pc 7 Pc 1b 

Pc 23 Pc 35 

Pc 18 Pc 22 
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степень подразделенности популяций, варьирует 
от 0,007 (Pc 7) до 0,035 (Pc 22), составляя в 
среднем 0,024. Это свидетельствует о том, что 
только 2,4 % выявленной генетической измен-
чивости у изученных популяций P. sibirica 
распределяется между популяциями. Внутри 
популяций сосредоточено около 97,6 % всего 
генетического разнообразия. Результаты ч2 теста 
свидетельствуют о том, что статистически 
высокодостоверная гетерогенность аллельных 
частот в исследованных популяциях наблю-
дается по трем (Pc 1b, Pc 18, Pc 22) из шести 
изученных локусов. 

Оценка степени генетических различий 
между исследованными популяциями P. sibirica 
с помощью генетических дистанций (DN) М. Нея 
[13], показала, что популяции данного вида с 
суходола (К-1) и евтрофного болота (К-3) 
наиболее близки по генетической структуре (FST 
= 0,012; DN = 0,028). Дифференциация их с 
популяцией из припоселкового кедровника (К-2) 
оказалась чуть выше и составила FST = 0,014; DN 
= 0,031. Максимальные же различия в 
генетической структуре выявлены между 
популяцией P. sibirica с олиготрофного болота 
(К-4) и тремя другими (FST = 0,019; DN = 0,053). 
Установленный уровень дифференциации 
включенных в исследование популяций сосны 
кедровой сибирской наглядно показывает 
расположение популяций на плоскости двух 
координат (рис. 2). Согласно тесту Мантела  

(r = 0,274, P = 0,31) корреляция значений гене-
тического расстояния (DN) с географическим 
отсутствует. 

Выводы 
Таким образом, в результате исследования 

полиморфизма ДНК болотных и суходольных 
популяций P. sibirica выявлено их значительное 
генетическое разнообразие по ядерным 
микросателлитным локусам и высокая степень 
генетической дифференциации. Существенная 
генетическая неоднородность исследованных 
популяций P. sibirica связана с контрастными 
различиями условий водно-минерального 
питания, и, вследствие этого, изменением 
векторов естественного отбора на 
олиготрофных, евтрофных болотах и суходолах, 
а также влиянием многолетней плюсовой 
селекции в припоселковом кедровнике.  

Работа выполнена при финансовой 
поддержке Программы фундаментальных 
исследований Президиума РАН № 30 «Живая 
природа: современное состояние и проблемы 
развития». Авторы благодарят научного 
руководителя центра геномных исследований 
Сибирского Федерального Университета (г. 
Красноярск), в.н.с. Института общей генетики 
им. Н.И. Вавилова РАН (г. Москва), проф. 
Техасского агро-механического университета 
(США) и Гёттингенского университета 
(Германия) К.В. Крутовского за консультации и 
помощь в интерпретации материала. 
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Рис. 2. Проекция изученных популяций P. sibirica на плоскости двух координат по данным 

PCA-анализа матрицы генетических расстояний М. Нея 
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GENETIC DIFFERENTIATION OF BOG AND DRY LAND POPULATIONS OF PINUS SIBIRICA 
ON SSR-MARKER DATA 
Aims. The evaluation of population structure of bog and dry land populations of Siberian pine (P. sibirica) in 
Western Siberia was studied by markers of a nuclear genome. Methods. Six pairs of nuclear microsatellite 
loci were used for this analysis. 30 allelic variants were detected in 120 individuals of four populations of  
P. sibirica. Results. The most essential genetic distinctions were observed between of P. sibirica population 
from oligotrophic bog and the group of populations from a dry land, eutrophic bog and near settlement  
P. sibirica forest (FST = 0.019; DN = 0.053). The differentiation of West Siberian populations of P. sibirica 
on SSR markers exceeded 2.4 % (FST = 0.024). Conclusions. The studied populations differ on the genetic 
structure due to various environmental conditions of ecotopes. 
Key words: populations of Pinus sibirica, microsatellite loci, genetic differentiation. 
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ВПЛИВ ГАММА-ОПРОМІНЕННЯ НА ОЗНАКИ ПРОДУКТИВНОСТІ М’ЯКОЇ ПШЕНИЦІ В 

ЗАЛЕЖНОСТІ ВІД ГЕНОТИПУ І УМОВ ВИРОЩУВАННЯ 
 

Відомо, що гамма-опромінення у високих 
дозах (150–200 Гр і більше) сухих зерен 
приводить до пригнічення показників 

фізіологічного стану рослин, яке проявляється, 
зокрема, у зниженні ознак продуктивності [1, 2]. 
У дослідженнях різних авторів показано 


