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С ИСПОЛЬЗОВАНИЕМ ISSR-MAPKEPOB
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Проведено изучение генетического полиморфизма ДНК двух редких ресурс
ных видов растений с использованием ISSR-маркеров. Рассчитаны показатели, 
характеризующие уровень полиморфизма и генетического разнообразия. Полу
чены данные о выраженных межвидовых отличиях по сочетанию длин ампли- 
фицированных фрагментов ДНК двух видов рода Adonis. Для популяционно
генетического мониторинга генофондов лесных редких видов растений предло
жен способ определения уровня генетического разнообразия.

Одним из важнейших достижений 
науки и практики минувшего века яви
лось то, что леса планеты стали рас
сматриваться в общественном сознании 
как один из глобальных факторов обес
печения устойчивого развития чело
вечества и экологической безопаснос
ти его жизнедеятельности. Доказано, 
что леса — наиболее емкий резерву
ар генетического разнообразия орга
низмов [12].

Для разработки стратегии сохране
ния и рационального использования 
лесных ресурсов, обеспечивающих 
удовлетворение экономических по
требностей общества и охрану биораз
нообразия природных сообществ, не
обходимы глубокие знания о состоя
нии их генофондов, оцениваемых 
уровнями внутри- и межпопуляцион- 
ного генного разнообразия. Для мони
торинга генофондов ресурсных видов 
растений в соответствии с современ
ным уровнем развития науки требу
ются количественные оценки популя
ционно-генетических параметров с по
мощью молекулярно-генетических мар
керов.

Особое место среди ресурсных ви
дов растений занимают травянистые 
лекарственные виды, большая часть 
которых из-за антропогенного воздей
ствия является редкими. При исполь
зовании лекарственных видов расте
ний важна идентификация раститель
ного сырья, так как близкие виды 
растений, используемые в качестве 
лекарственных, могут обладать раз
личным фармацевтическим потенциа
лом.

Цель нашей работы — провести 
анализ генетической изменчивости 
двух редких лекарственных видов ра
стений на популяционном уровне. На 
основе полученных в ходе выполне
ния данной работы и при обобщении 
ранее полученных результатов уста
новить принцип определения уровня 
генетического разнообразия как осно
вы популяционно-генетического мони
торинга генофондов лесных ресурсных 
видов растений с использованием мо
лекулярно-генетических маркеров, при
годных для молекулярно-генетической 
идентификации и паспортизации лес
ных ресурсных видов растений.

Работа выполнена при частичной поддержке гранта РФФИ № 07-04-96032.
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Материалы и методы

В качестве объектов исследований 
были избраны редкие лекарственные 
и декоративные виды растений Перм
ского края из семейства Ranunculaceae 
Juss.: Adonis vemalis L. и Adonis sibirica 
Patrin ex Ledeb. с категорией угрожа
емого состояния 3 (R) — редкие виды 
[5, 9]. Сбор материала проведен в 2003
2007 гг.; молекулярно-генетический 
анализ — в 2006-2007 гг. Исследова
ния проводили на уровне ценопопуля- 
ций, т. е. конкретных популяций, рас
положенных в пределах данного фи
тоценоза. Исследованы три ценопо- 
пуляции A. vemalis : первая (Avl) рас
положена в Октябрском районе в 2,5 км 
к северо-западу от с. Богородск на су
ходольном лугу около оз. Карасье, вто
рая (Av2) — в 2,5 км к востоку от д. 
Иштеряки Октябрского района, на 
правом берегу р. Сухой Телес, третья 
(Av3) — в березовом редколесье в 
Кунгурском районе на Спасской горе 
в 4 км от с. Плеханово. Изучение це- 
нопопуляций A. sibirica проводили на 
территории Добрянского и Кишерт- 
ского районов. Первая ценопопуляция 
A. sibirica (Asl) расположена в травя
нистом ельнике около п. Полазна, вто
рая — в мелколиственном лесу на тер
ритории УНБ «Предуралье» (As2).

Для анализа молекулярно-генетичес
кого полиморфизма ДНК двух видов 
рода Adonis были собраны листья с 
30 случайно выбранных растений, в 
каждой ценопопуляции на расстоянии 
от 30 до 50 м друг от друга. В дальней
шем выборку уменьшили до 24 особей.

Для выделения ДНК использовали 
методику [20] с незначительными мо
дификациями. При выделении ДНК из 
проростков брали навески по 50, а из 
свежесобранных листьев — по 100 мг. 
Выявление генетического полимор- 
.физма ДНК проводили ISSR- (Inter 
Simple Sequence Repeats) методом [21]. 
Реакционная смесь для полимеразной 
цепной реакции объемом 25 мкл содер-

жала: 2 единицы Taq-полимеразы
(«Силекс М»), 2,5 мкл стандартного 10х 
буфера для ПЦР (Силекс М), 25 пМ 
праймера, 2,5 мМ Mg2+, 0,25 мМ dNTP. 
На смесь наслаивали 2 капли мине
рального масла. Амплификацию ДНК 
двух видов адонисов весеннего прово
дили с использованием 5 ISSR-прай
меров, синтезированных в ЗАО «Син- 
тол» и «Евроген» (Москва).

Амплификацию проводили в термо
циклере «Терцик» (НПФ «ДНК-Техно- 
логия», Москва) для ISSR-анализа по 
следующей программе: предваритель
ная денатурация 94°С, 2 мин; первые 
пять циклов 94“С, 20 с; t° отжига, 10 с; 
72°С, 10 с; в последующих тридцати 
пяти циклах 94°С, 5 с; t отжига, 5 с; 
72°С, 5 с. Последний цикл элонгации 
длился 2 мин при 72°С. Температура 
отжига в зависимости от G/С состава 
праймеров варьировала от 46 до 56°С 
[3]. В качестве отрицательного контро
ля (К-) в реакционную смесь для про
верки чистоты реактивов добавляли 
вместо ДНК 5 мкл деионизированной 
воды. Продукты амплификации разде
ляли путем электрофореза в 2%-м ага
розном геле в 1х ТВЕ буфере, окраши
вали бромистым этидием и фотографи
ровали в проходящем ультрафиолето
вом свете. Для определения длины фраг
ментов ДНК использовали маркер мо
лекулярной массы (100 bp +1.5 + 3 КЬ 
DNA Ladder) («ООО-СибЭнзим-М», 
Москва),' определение длин фрагмен
тов проводили с использованием про
граммы Photoshop 8.0.

Для проведения молекулярно-гене
тического анализа была выделена ДНК 
из 120 образцов листьев и проростков. 
Фрагменты листьев и семена для про
ращивания были собраны в пяти цено- 
популяциях двух редких ресурсных 
видов растений. Анализ полиморфизма 
ДНК проведен у 624 проб ДНК посред
ством полимеразной цепной реакции 
(ПЦР) с использованием ISSR-метода.

Для количественной оценки степе
ни полиморфизма и определения уров
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ня дивергенции между изученными 
ценопопуляциями полученные данные 
были представлены в виде матрицы 
бинарных признаков, в которой нали
чие или отсутствие в ISSR-спектре 
одинаковых по размеру фрагментов 
рассматривалось соответственно как 
состояние 1 или 0. При этом учитыва
ли только воспроизводимые в повтор
ных экспериментах фрагменты, поли
морфизм по интенсивности не брали 
в расчет.

Проведен компьютерный анализ 
молекулярно-генетического полимор
физма ДНК с помощью компьютерной 
программы PopGen32 и с помощью спе
циализированного макроса GenAlEx6 
для MS-Excel [2,11] с определением: 
доли полиморфных локусов (при р0,95) 
[13], общего числа аллелей (n3), эф
фективного числа аллелей (пе) [16],
ожидаемой гетерозиготности (Не) [18]. 
Для оценки генетического разнообра
зия внутри и между популяциями была 
выбрана информационная мера Шен
нона [14], традиционно применяемая 
для оценки генетического разнообра
зия редких видов растений на популя
ционном уровне [1]. Индекс разнооб
разия Шеннона рассчитывали для 
каждой ценопопуляции (Н0), среднее 
значение — для популяций (Нрор) и для

суммарной выборки (Hsp), на основе 
этих значений определяли долю внут
ри- и межпопуляционного разнообра
зия.

В качестве показателей оценки ген
ного разнообразия мы использовали 
следующие параметры: общее генное
разнообразие в суммарной выборке 
(Нт), среднее выборочное генное раз
нообразие по всем локусам (Hs) и по
казатель подразделенности популяций 
(gST) [17, 18]. Генетическое расстояние 
между ценопопуляциями определяли 
по формуле М. Nei [17, 19].

Статистическая обработка данных 
проведена по методикам [7, 10].

Результаты и их обсуждение

У двух редких лекарственных ви
дов (A. vemalis и A. sibirica) изучено 
генетическое разнообразие в пяти це- 
нопопуляциях. Выявление полимор
физма длин амплификационных фраг
ментов ДНК, получаемых в результа
те ПЦР, проведено с использованием 
полиморфизма межмикросателлитной 
ДНК (ISSR-метод). В трех изученных 
ценопопуляциях A. vemalis выявлено 
72 амплифицированных фрагмента 
ДНК, 67 из которых были полиморф
ными (табл. 1). Число амплифициро- 
ванных фрагментов ДНК в суммарной

Т а б л и ц а  1
Характеристика фрагментов ДНК двух видов рода Adonis
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выборке растений варьировало в за
висимости от праймера от 7 (М2) до 
16 (М12). В среднем при ISSR-анали- 
зе один праймер инициировал синтез 
14 фрагментов ДНК (рис. 1). Число по
лиморфных фрагментов в суммарной 
выборке растений A. vernalis варьи
ровало от 9 до 19, а их размеры — от 
320 до 1900 пн. Уровень полиморфиз
ма в суммарной выборке в зависимос
ти от ISSR-праймера колебался от 81,82 
до 100% и в среднем составил 93,06%.

Уровень полиморфизма амплифи- 
цированных фрагментов ДНК A. ver-

nalis, полученных в результате ПЦР 
со всеми ISSR-праймерами, в Avl со
ставил 79,16%, в Av2 — 83,33% и в 
Av3 — 68,06%. Праймер М3 выявил 
самые низкие значения полиморфиз
ма в популяциях, а праймер М9 — 
самые высокие. Уровень полиморфиз
ма в суммарной выборке в зависимос
ти от ISSR-праймера колебался от 81,82 
до 100% и в среднем составил 93,06% 
(см. табл. 1).

В двух изученных ценопопуляциях 
A. sibirica ISSR-праймеры иницииро
вали синтез 27 фрагментов ДНК, 21

Рис. 1. ISSR-спектр ценопопуляции A. vernalis (Av3), A. sibirica (As2) с праймером М12: 
цифрами обозначены номера проб, М — молекулярный маркер, с фрагментами размером 
сверху вниз 2000 пн, 1500 пн., 1000 пн, 900 пн, 800 пн и т.д.; стрелками указаны некоторые 
полиморфные фрагменты ДНК
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из которых были полиморфными, доля 
полиморфных локусов составила 
71,17% (см. табл. 1). Размеры фрагмен
тов варьировали от 230 до 1750 пн. 
Доля полиморфных локусов в первой 
ценопопуляции A. vemalis (Asl) соста
вила 40,59, во второй ценопопуляции 
(As2) — 56,47%.

Самой распространенной мерой ге
нетической изменчивости в популяции 
является гетерозиготность. Теоретичес
ки гетерозиготность распределяется в 
популяции сложным образом, а вели
чины гетерозиготности не слишком 
зависят от количества аллелей [13]. 
Эффективное число аллелей (ne) яв
ляется функцией от доли полиморф
ных локусов, числа аллелей на локус 
и выравненности частот аллелей и, 
таким образом, мерой генетического 
разнообразия популяции или вида. 
Эффективное число аллелей оценива
ет величину, обратную гомозиготнос- 
ти, и представляет собой такое число 
аллелей, при одинаковой частоте ко
торых в популяции гетерозиготность 
будет равна фактической. Абсолютное 
число аллелей на локус (в нашем слу
чае на фрагмент ДНК) на общую вы
борку A. vemalis составило 1,93. Этот 
параметр выше в Av2, ниже его зна
чение в Avl и в Av3. Эффективное 
число аллелей на локус (ne) на общую 
выборку по ISSR-праймерам равно 
1,56. Больше значение пе в Av2. Ожи
даемая гетерозиготность по локусам в 
общей выборке A. vemalis по ISSR-

праймерам составила 0,332, в Avl — 
0,276, в Av2 — 0,337 и в Av3 — 0,260 
(табл. 2). У A. sibirica абсолютное чис
ло аллелей на локус ниже и состави
ло 1,74, а эффективное число алле
лей на локус отличается незначитель
но — 1,51 (см. табл. 2). Ожидаемая 
гетерозиготность на общую выборку А. 
sibirica также ниже и равна 0,286.

М. Ней [18] назвал величину гете- 
розиготности генным разнообразием и 
на ее основе ввел понятия: общее ген
ного разнообразия в суммарной выбор
ке (Нт) — гетерозиготность на всю вы
борку, среднее выборочное генного 
разнообразия по всем локусам (Hs) — 
средняя гетерозиготность по популя
циям и показатель подразделенное™ 
популяций (GST). Показатель общего 
генного разнообразие на всю выборку 
A. vemalis по ISSR-методу составил 
0,3317, а среднего генного разнообра
зия — 0,2913. Таким образом, средняя 
гетерозиготность A. vemalis в изучен
ных ценопопуляциях ниже, чем в сум
марной выборке. Коэффициент подраз- 
деленности ценопопуляций (Gst) по 
ISSR-методу показывает, что на меж- 
популяционную компоненту генетичес
кого разнообразия A. vemalis прихо
дится 12,19% разнообразия (табл. 3).

Среднее значение гетерозиготнос- 
ти (Hs) в изученных ценопопуляциях 
A.sibirica ниже, чем у A. vemalis и 
составило 0,1736 (см. табл. 3). Показа
тель генетической подразделенности 
популяций (GST) A.sibirica трижды пре

Т а б л и ц а  2
Абсолютное и эффективное число аллелей, ожидаемая гетерозиготность

П р и м е ч а н и е .  па — абсолютное число аллелей на локус; п, — эффективное число аллелей на 
локус; Не — ожидаемая гетерозиготность; в скобках даны стандартные отклонения.
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Параметры генного разнообразия [18]
Т а б л и ц а  3

вышает аналогичный показатель (GSt) 
A.vemalis (см. табл. 3). На межпопуля- 
ционную изменчивость у данного вида 
приходится 39,35%.

Оценка внутри- и межпопуляцион- 
ного разнообразия была проведена так
же на основе информационного индек
са Шеннона [14], традиционно приме
няемого для оценки генетического 
разнообразия редких видов растений 
[1]. Среднее значение индексов разно-

образия Шеннона в изученных цено- 
популяциях A. vemalis, рассчитанное 
по ISSR-праймерам, составило 42,52% 
(табл. 4). Выше этот показатель в Av2. 
Индекс Шеннона, рассчитанный на 
общую выборку A. vemalis, равен 
49,13%. На долю внутрипопуляционно- 
го генетического разнообразия A. ver- 
nalis приходится 86,71, а на долю меж- 
популяционного — 13,28%. Среднее
значение индексов разнообразия Шен-

Т а б л и ц а  4
Генное разнообразие внутри и между ценопопуляциями (по индексу Шеннона)
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нона в изученных ценопопуляциях 
A.sibirica, рассчитанное по ISSR-прай
мерам, составило 26,31%. Индекс раз
нообразия для суммарной выборки (Н5р) 
значительно выше, чем индекс раз
нообразия каждой отдельной ценопо- 
пуляции (Н0) (см. табл. 4). Доля межпо- 
пуляционного разнообразия A.sibi-
rica составила 33,60%.

Таким образом, оба подхода к оп
ределению генетического разнообра
зия, т. е. определение показателя под- 
разделенности популяций (GST) и ко
эффициента Шеннона, дали близкие 
результаты у изученных видов. При 
изучении лесных ресурсных видов ра
стений можно рекомендовать оба под
хода, но, на наш взгляд, метод опре
деления показателя подразделенности 
популяций (GST), предложенный [18], 
более приемлем для видов, имеющих 
большую численность популяций, а 
определение индекса Шеннона — для 
редких видов растений с минимальной 
численностью популяций.

Наименьшее генетическое рассто
яние между исследуемыми ценопопу- 
ляциями a A. vemalis, рассчитанное 
по [17], отмечено между у Avl и Av2 
(0,0624). Ценопопуляции Av2 и Av3 
характеризуются средним генетичес
ким расстоянием — 0,3009. Наиболее 
генетически удаленными являются 
ценопопуляции Avl и Av3 (0,1111), что 
соответствует географическим рассто
яниям между ними. Генетическое рас
стояние между исследуемыми ценопо- 
пуляциями A.sibirica (Asl и As2) со
ставило 0,3178, что также находится 
в соответствии с географическим рас
стоянием между этими ценопопуля-
циями.

Таким образом, самые низкие по
казатели генетического разнообразия 
отмечены в первой ценопопуляции
A.sibirica (Asl), расположенной на
Лунежских горах Добрянского района 
Пермского края (Р = 40,59%; Н0 = 0,22; 
Не = 0,13). Среди изученных ценопо- 
пуляций A. vemalis ниже уровень ге
нетического разнообразия в третьей

ценопопуляции (Av3), расположенной 
на Спасской горе Кунгурского района 
(Р = 68,06%; Н0= 0,37; Не = 0,26). Имен
но эти ценопопуляции характеризуют
ся резко сокращающейся и минималь
ной общей численностью.

При проведении молекулярно-ге
нетического анализа ценопопуляций 
A. vemalis и A.sibirica с помощью ISSR- 
метода нами были выявлены уникаль
ные фрагменты ДНК, отмечены чет
кие мономорфные и полиморфные 
фрагменты ДНК, присутствующие в 
спектрах электрофореза ценопопуля- 
ций и суммарных выборок. Предлага
ем на основе результатов, полученных 
при анализе генетического разнообра
зия ценопопуляций двух видов рода 
Adonis, проведение генетической пас
портизации лекарственных видов рас
тений с применением ISSR-метода, как 
более информативного и дающего вос
производимые результаты. Данный 
молекулярно-генетический метод по
зволит в общей массе растительного 
сырья идентифицировать A. vemalis, 
обладающий значительно большим 
фармацевтическим потенциалом для 
лечения сердечно-сосудистых заболе
ваний, нежели A.sibirica.

Заключение

Предлагаемый подход определения 
уровня генетического разнообразия, как 
основы популяционно-генетического мо
ниторинга генофондов редких и ресурс
ных видов растений, был нами сформу
лирован и проверен при изучении шес
ти ресурсных редких видов растений 
Пермского края, имеющих декоратив
ное и лекарственное значение. Среди 
изученных ценопопуляций двух видов 
рода Adonis самые низкие показатели 
генетического разнообразия нами отме
чены в первой ценопопуляции A.sibirica 
(Asl), расположенной на Лунежских 
горах Добрянского района Пермского 
края (Р = 40,59%; Н0 = 0,22; Не = 0,13). У 
A. vemalis ниже уровень генетического 
разнообразия в третьей ценопопуляции 
(Av3), расположенной на Спасской горе 
Кунгурского района (Р = 68,06%; Н0 =
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= 0,37; Не = 0,26). Именно эти ценопо
пуляции характеризуются резко сокра
щающейся или минимальной общей чис
ленностью.

Для популяционно-генетического мо
ниторинга генофондов редких ресурсных 
видов растений рекомендуется проводить 
количественные оценки популяционно
генетических параметров, полученных с 
помощью молекулярно-генетических 
маркеров. Анализ молекулярно-генети
ческого полиморфизма ДНК на популя
ционном уровне следует проводить с 
помощью разных поколений молекуляр
но-генетических маркеров, таких как 
ISSR- и ГОАР-маркеры [21, 15, 8, 6, 4, 
3]. Уровень генетического разнообразия 
рекомендуем определять на основе сле
дующих показателей [2]: процента по
лиморфных локусов (Р), ожидаемой ге- 
терозиготности (Не), индекса разнообра
зия Шеннона и доли внутри- и 
межпопуляционного разнообразия [17, 
18, 19, 14]. Компьютерный анализ гене

тической изменчивости ДНК в различ
ных популяциях в связи с массовым ха
рактером оценки параметров следует 
проводить с помощью компьютерной про
граммы PopGen32 и с помощью специа
лизированного макроса GenAlEx6 для 
MS-Excel [2], с определением: доли по
лиморфных локусов (при Ро.эб) [13], об
щего числа аллелей (па), эффективного 
числа аллелей (ne) [16], ожидаемой ге- 
терозиготности (Не) [18]. Для оценки ге
нетического разнообразия внутри и меж
ду популяциями редких видов растений 
рекомендуется информационная мера 
Шеннона [14, 1]. Индекс разнообразия 
Шеннона рекомендуется рассчитывать 
для каждой ценопопуляции (Н0), сред
нее значение — для популяций (Нрор) и 
для суммарной выборки (Hsp), на основе 
этих значений определять долю внутри- 
и межпопуляционного разнообразия.

В качестве показателей оценки ген
ного разнообразия популяций рекомен
дуется использовать следующие пара
метры: общее генное разнообразие в 
суммарной выборке (Нт), среднее вы
борочное генное разнообразие по всем 
локусам (Hs) и показатель подразделен- 
ности популяций (Gst) [17, 18]. Генети

ческое расстояние между популяциями 
рекомендуется определять по формулам 
М. Nei [17, 19].

В связи с большей емкостью генети
ческого разнообразия в лесных экосис
темах рекомендуется разработку и ап
робацию стратегии сохранения и рацио
нального использования растительных 
ресурсов проводить на примере как тра
вянистых, так и древесных лесных ре
сурсных видов растений.

Таким образом, разработанный нами 
на примере редких ресурсных видов 
растений Пермского края новый подход 
определения уровня генетического раз
нообразия является методологической 
основой популяционно-генетического 
мониторинга генофондов редких и ресур
сных видов растений, позволяющей оп
ределить закономерности динамики ге
нофондов в норме и при антропогенных 
воздействиях.
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SUMMARY

Genetic polymorphism DNA of 2 rare forest plant species was examined using 
ISSR techniques. Parameters of polymorphism and genetic diversity were determined. 
The data on expressied differentiation between species on combination of amplification 
products with different length of DNA fragments of 2 species Adonis were obtained. 
The principle of determining level of genetic diversity to monitoring of genetics of 
forest rare species has been offered.
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