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Введение.
Сосна обыкновенная является одним из наиболее широко распространенных лесообразующих видов в России, который играет важную экономическую и средобразующую роль [1]. Поэтому исследованиям данного вида необходимо уделять пристальное внимание. Одним из аспектов современных исследований является изучение популяционно-хорологической структуры вида, что необходимо для разработки методов сохранения разнообразия генофонда и его рационального использования. Одной из нерешенных проблем при исследовании популяционной структуры сосны обыкновенной является оценка степени генетической обособленности болотных и суходольных насаждений данного вида.
По мнению Т.С. Седельниковой [2], болотные и суходольные популяции хвойных видов имеют общее происхождение, что подтверждают выявленные в ходе исследований сходные значения стабильных признаков репродуктивной сферы, или индексов - индекса формы макростробилов, индекса формы семенных крылаток и аэродинамических характеристик их полета, относительной длины и центромерного индекса хромосом. Формирование болотных популяций видов семейства Pinaceae происходит в соответствии с развитием процесса заболачивания. Предполагается, что возникновение фенотипической и генетической дифференциации между суходольными и болотными популяциями сосны обыкновенной вызвано изменением направления естественного отбора в контрастных гидротермических и трофических условиях данных экотопов и возникновением изоляции между ними [2, 3, 4, 5, 6]. По мнению И.Д. Махаткова и др. [7] уровень генетической дифференциации насаждений сосны из контрастных экотопов может определяться сложным взаимодействием различных факторов эволюции (отбора, фенологической изоляции и миграции семян) и зависеть от возраста болотных экосистем.
Ряд исследований указываю на наличие ярко выраженной фенологической изоляции между суходольными и болотными популяциями сосны обыкновенной [3, 5, 8, 9]. Таким образом, возникновение репродуктивной изоляции способствует фенотипической и генетической дивергенции популяций сосны обыкновенной произрастающих на болотах и суходолах, что было подтверждено рядом исследований. Было выявлено, что болотные и суходольные популяции Pinus sylvestris дифференцируются по содержанию пигментов первичной хвои у однолетних всходов [10], числу ядрышек в интерфазных ядрах [11], морфологическим характеристикам хвои [12], размерам пыльцевых зерен [13], частотам фенов первого и третьего слоев окраски семян, типа развития апофиза, окраски шишек и микростробилов [14], частоте встречаемости вторичных перетяжек в хромосомах [2], по соотношению деревьев с различным строением апофизов шишек, встречаемости деревьев со светлыми и темными семенами, с красноокрашенными и желтоокрашенными микростробилами [2, 6].
На генетическую дифференциацию болотных и суходольных популяций так же указывают достоверные различия качественных показателей семян и показателей роста их семенных потомств [5, 6]. По данным И.В. Петровой [5] наиболее существенные альтернативные морфологические различия между полусибсовыми потомствами деревьев с суходолов и болот были обнаружены в строении главных корней. В семилетнем возрасте 95% суходольных растений имели хорошо выраженных вертикальный корень, в то время как среди потомков болотной сосны преобладали растения с отсутствующем главным вертикальным корнем, а на 22-й год жизни вертикальные корни у болотных сеянец вообще отсутствовали. По мнению автора, это может быть адаптивной особенностью болотной сосны к условиям среды верховых болот.
Предполагается, что фенотипическая дифференциация индивидуальных особенностей особей в болотных и суходольных популяциях может рассматриваться как проявление стратегии выживания сосны обыкновенной [6, 15]. 

В ряде исследовательских работ были установлены различия в генетической структуре насаждений сосны произрастающих на суходолах и болотах на основе анализа изоформ различных ферментов [16, 17, 18, 19, 20]. Также было установлено, что различия в генетической структуре наблюдаются не только между суходольной и болотными ценопопуляциями сосны, но и между ценопопуляциями, расположенными на болотах, различающихся по типу водно-минерального питания, и на разных олиготрофных болотах [21]. В работах С.Н. Санникова и И.В. Петровой [19] и В.А. Духарева [22] была показана большая генетическая подразделенность выборок с олиготрофных болот по сравнению с выборками деревьев произрастающих в более благоприятных экологических условиях на суходолах. 
Таким образом, исследования дифференциации болотных и суходольных популяций сосны обыкновенной на территории России проводились в основном на основе анализа признаков репродуктивной сферы и изменчивости изоферментов. В тоже время, нам не удалось обнаружить данные о различиях между популяциями, произрастающими в существенно различающихся экотопах на уровне ДНК. Цель нашей работы заключалась в исследовании уровня генетической изменчивости и оценке степени генетической обособленности смежных болотных и суходольных насаждений сосны обыкновенной на основе анализа ISSR участков ДНК. Данный вид ДНК маркеров хорошо себя зарекомендовал в популяционных биологических исследованиях хвойных видов [23, 24, 25, 26, 27].
Объект и методы исследования.
Объектами исследования служили ценопопуляции сосны обыкновенной, произрастающие в квартале 17 Старожильского лесничества на смежных участках в лишайниково-мшистом (пробная площадь № 1) и сфагновом (ПП № 2) типах леса (рис. 1). Древостой на ПП № 1 абсолютно одновозрастный 80-летний II класса бонитета полнотой 0,75. Средний диаметр деревьев равен 25,3 см (dmin = 14 см, dmax = 42 см), а средняя высота составляет 22,4 м. На ПП № 2 древостой абсолютно разновозрастный (возраст отдельных деревьев достигает 320 лет) Vа класса бонитета полнотой 0,62. Средний диаметр деревьев составляет всего 9,8 см (dmin = 1 см, dmax = 36 см), а средняя высота – 6,6 м. 
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Рис. 1 – Общий вид фитоценоза А – на суходольной участке Б - на болоте «Изи Куп 
В каждой ценопопуляции сосны для анализа было случайным образом отобрано по 30 деревьев, у которых с помощью особой высечки взяли образцы коры, луба, камбия и древесины. Суммарная ДНК была экстрагирована из луба ствола по протоколу Doyle J.J. and Doyle J.L. [28]. Для анализа были взяты 6 полиморфных ISSR праймеров (табл. 1).
Таблица 1.– Характеристика включенных в анализ ISSR праймеров
	№
	Праймер
	Секвиенс
	Температура отжига (Tm), ˚С

	1. 
	(СA)6RY
	CACACACACACAATGC
	60

	2. 
	(СA)6AG
	CACACACACACAAGG
	60

	3. 
	(CA)6GT
	CACACACACACAGT
	60

	4. 
	(CA)6АC
	CACACACACACAAC
	60

	5. 
	(AG)8T
	AGAGAGAGAGAGAGAGT
	60

	6. 
	(AG)8YT
	AGAGAGAGAGAGAGAGGCT
	65


Полимеразную цепную реакцию (ПЦР) проводили на амплификаторе MJ MiniTM Gradient Thermal Cycler (Bio-Rad, США) с использованием коммерческого набор реактивов «Encyclo PCR kit» (Evrogen, Россия) объемом 10 мкл: 1 мкл ПЦР-буфера; 0,2 мкл 10Мм dNTPs; 0,1 мкл 100 мкМ праймера; 1 мкл образца ДНК; 0,1 мкл Taq-полимеразы (2 ед/мкл); 7,6 мкл воды. Режим ПЦР: 5 мин денатурация при 94(С (горячий старт), 0,5 мин денатурация при 94(С, 45 сек отжиг при 60(С, элонгация 45 сек при 72(С, 7 мин достройка при 72(С, 45 циклов амплификации. Детекцию продуктов амплификации проводили путем электровореза в 1,5% агарозном геле в ТВЕ буфере. Обработку данных проводили с использованием системы гель-документации GelDoc 2000 (Bio-Rad, США) и программного пакета Quantity One® Version 4.6.3. ISSR профили анализировались по наличию (1) или отсутствию (0) полос на геле. Для создания матрицы характеризующей генетические профили исследуемых образцов использовали программу BioImageGelesPCRAnalysisv. 1.0 [29]. Математическую обработку данных проводили в среде  POPGENE Version 1.32 [30]. 
Результаты и обсуждение.
Всего при использовании 6 ISSR праймеров было амплифицировано 215 фрагментов ДНК, при этом у разных праймеров количество ампликонов варьировало от 27 до 39. Длина амплифицированных фрагментов варьировала у праймера (СA)6RY от 200 до 1930 п.н., в праймера (СA)6AG от 200 до 2450 п.н., у праймера (CA)6GT от 210 до 2200, у праймера (CA)6АC от 210 до 2500 п.н., у праймера (AG)8T от 290 до 1580 п.н. и у праймера (AG)8YT от 210 до 2400 п.н.
Было установлено, что в целом показатели генетического разнообразия выборок деревьев из смежных суходольной и болотной популяций близкие (табл. 2). Так доля полиморфных локусов составила 79,53 и 75,81%; наблюдаемое число аллелей 1,795 и 1,758; эффективное число аллелей 1,299 и 1,27; генетическое разнообразие 0,187 и 0,173; индекс Шеннона 0,294 и 0,276 соответственно для болотной и суходольной популяций.
Таблица 2 - Основные показатели генетической изменчивости выборки деревьев из смежных суходольной и болотной ценопопуляций
	Параметры генетической изменчивости
	Болотная популяция
	Суходольная популяция
	В целом

	Доля полиморфных локусов, Р, %
	79,53
	75,81
	89,77

	Наблюдаемое число аллель, Na
	1,795
	1,758
	1,897

	Эффективное число аллель, Ne
	1,299
	1,278
	1,331

	Генетическое разнообразие по Nei, H
	0,187
	0,173
	0,209

	Индекс Шеннона, I
	0,294
	0,276
	0,334


О дифференциации исследованных объектов можно судить по значению генетической дистанции по Nei [31], которая составила 0,0736. Величина генетической дистанции указывает на достаточно большую генетическую подразделенность изученных смежных и болотной и суходольной ценопопуляций. Такой уровень дифференциации был установлен ранее для выборок деревьев из насаждений и с лесосеменных плантаций из Республики Марий Эл и Пензенской области [32]. На генетическую дифференциацию указывает также значение показателя генетической подразделенности популяций (Gst) который в нашем случае составил 0.1389. Он говорит о том, что 86,1% всей изменчивости находится внутри изученных выборок деревьев. О существовании генетической изоляции и отсутствии прямого обмена генами также свидетельствует и малая величина потока генов (Nm) которая составила 3,09 мигранта на поколение. Также необходимо отметить, что при наличии значительной фенологической изоляции между болотными и суходольными ценопопуляциями, на существование которых указывали ряд авторов [3, 5, 8, 9], появление мигрантов может быть вызвано в результате определенного «миграционное давление» в виде попадания семян со стороны смежных насаждений, так как между ними практически отсутствует дистанционная изоляция. 
Полученные результаты не противоречат проведенным ранее исследованиям, направленным на анализ изменчивости изоферментных локусов в суходольных и болотных популяциях. Так, А.В. Духарев с соавторами [16] установили, что около 30% локусов кодирующих изоформы одного фермента имеют достоверные различия при уровне значимости 0,05 у особей сосны обыкновенной в суходольной и произрастающей на болоте олиготрофного типа популяциях. И.В. Петрова [5] также установила достоверные различия аллельного состава и значительные (на уровне популяций) генетические дистанции Nei между смежными суходольными и болотными популяциями в южной части лесной зоны Западной Сибири и Русской Равнины.
Работа выполнена при финансовой поддержке РФФИ в рамках проекта № 13-04-00483.
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