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ИЗОФЕРМЕНТНЫЙ АНАЛИЗ СОСНЫ ОБЫКНОВЕННОЙ 
НА ЛСН ВТОРОГО ПОРЯДКА ГОМЕЛЬСКОГО ПЛХО

The evidence from the electrophoretic study of isozymes has indicated that the level of genetic 
diversity in second generation seed orchards of P. sylvestris is reasonably high and is within the 
range of the level of genetic variation in natural populations.On the basis of the received results 
the basic parameters of a genetic variety for seed orchards are calculated, and their genetic inven-
tory is lead. Also it has been established, thait at P. sylvestris on seeds plantations of the second or-
der of the Gomel forestcultures enterprises i parameters of a level of a genetic variety are not the 
highest in comparison with natural plantings, however these parameters are within the limits of 
scope of values of a level of the genetic polymorphism revealed by us earlier in natural popula-
tions of a pine ordinary in Belarus. Also it has been revealed, that the percent of concurrence of 
quantity of clones according to the scheme on the trial area and the results received by us varies 
from 42,1 up to 87,1%.

Введение. В настоящее время естественная 
среда обитания претерпевает радикальные из-
менения в течение достаточно короткого пе-
риода времени вследствие воздействия ком-
плекса неблагоприятных антропогенных фак-
торов, поэтому особую актуальность приобре-
тает проблема сохранения биологического и 
генетического разнообразия видов. В этой свя-
зи в лесном хозяйстве наиболее остро встает 
вопрос искусственного лесовосстановления. 
Так как одним из источников получения семян 
являются лесосеменные плантации, то уровень 
их генетического разнообразия должен быть 
достаточно высоким и максимально прибли-
женным к уровню генетического полимор-
физма природных популяций. Процесс отбора 
и вегетативного размножения немногих высо-
копродуктивных плюсовых деревьев, семей, 
гибридов различного происхождения может 
приводить к существенным ограничениям ге-
нетической изменчивости [1]. Кроме того, на-
правленный искусственный отбор может из-
менять генетическую структуру и уровень ге-
нетической изменчивости, характерный для 
природных популяций [2-5]. Возникающие 
при этом затраты на поддержание продуктив-
ности и устойчивости насаждений могут быть 
непомерно высокими, поскольку контролиро-
вать среду обитания в лесном хозяйстве не-
сравненно сложнее, чем в сельскохозяйствен-
ном производстве.

Целью данной работы было определение 
уровня генетического разнообразия лесосемен-
ных плантаций второго порядка и их инвента-
ризация на основе полученных генетических 
данных.

Материалы и методы. Материал для ге-
нетического анализа был собран с 498 деревь-
ев Pinus sylvestris на лесосеменных плантациях 
второго порядка, которые находятся в Калин- 
ковичском, Петриковском и Мозырском лес-
хозах Гомельского ПЛХО. В качестве экспе-

риментального материала использовались ди-
плоидные ткани почек и хвои. Электрофоре-
тический анализ изоферментов проводили в 
13-14% крахмальном геле с использованием 
трех буферных систем: трис-ЭДТА-боратной 
pH 8,6, трис-цитратной pH 7,0 и трис- 
цитрат/ИаОН-боратной pH 8,65 [6] с неболь-
шими модификациями. Экстракция ферментов 
и их гистохимическое окрашивание велось по 
стандартным методикам, описанным в ряде 
руководств [6, 7]. Каждое дерево исследова-
лось по 11 ген-ферментным системам (аспар- 
татаминотрансфераза -  ААТ, алкогольдегид- 
рогеназа -  ADH, глутаматдегидрогеназа -  
GDH, глюкозофосфатизомераза -  GPI, диафо- 
раза. -  DIA, изоцитратдегидрогеназа -  ЮН, 
лейцинаминопептидаза -  LAP, малатдегидро- 
геназа -  MDH, флюоресцентная эстераза -  FL- 
EST, фосфоглюкомутаза -  PGM, 6-фосфо- 
глюконатдегидрогеназа -  6-PGD), которые 
кодируются 20 локусами.

В данной работе был использован ряд ста-
тистических показателей, описывающих гене-
тическую структуру популяций и уровень гене-
тической изменчивости [6, 8-11].

Результаты и обсуждение. При проведе-
нии молекулярно-генетического анализа бы-
ло установлено, что из 20 проаннаЛизи- 
рованных изоферментных генов полностью 
мономорфными оказались 3 локуса (IDH, 
MDH-1 и PGM-2). Оставшиеся 17 генов по-
лиморфны и насчитывают 58 аллельных 
вариантов, что значительно ниже, чем в 
природных популяциях сосны обыкновен-
ной, где было выявлено 86 аллельных ва-
риантов [12]. Сходная ситуация была об-
наружена при исследовании ели белой 
канадскими учеными [13]. Было показано, 
что у деревьев на лесосеменной плантации 
выявлено только 75% аллельных вариантов 
генов, присутствующих в природных по-
пуляциях.
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Уменьшение количества выявленных аллелей 
в нашем исследовании может быть связано с тем, 
что из 86 аллелей в природных популяциях 28 ока-
зались редкими (их частота составляет менее 1%), 
причем 15 из них были уникальными («частны-
ми»), так как встретились только в какой-либо од-
ной из популяций. Кроме того, в природных попу-
ляциях были обнаружены 14 «нулевых» аллелей 
(аллели, кодирующие неактивную форму фермен-
та), а выявление таковых аллелей на диплоидных 
тканях, использующихся в данном исследовании, 
практически невозможно, так как они имеютдо- 
вольно небольшую частоту встречаемости и гомо-
зиготные по таким аллелям деревья очень редки.

Следует отметить, что различия в количестве 
выявленных аллелей связаны с теми аллельными 
вариантами, которые в белорусских природных 
популяциях имеют частоту менее 5%. Все аллели, 
встречающиеся с частотой более 5%, были обна-
ружены и на плантациях. Так же следует доба-
вить, что наиболее часто встречающиеся аллели 
имели сходные частоты как в среднем у проана-
лизированных плантаций, так и в обобщенной 
выборке природных популяций Беларуси [12].

В ходе проведения исследований для каж-
дого проанализированного дерева был со-
ставлен генетический портрет и получены 
аллельные частоты для каждой отдельно взя-
той плантации. На основе выявленных ал-
лельных частот были рассчитаны показатели 
генетического разнообразия проанализиро-
ванных плантаций, представленные в табл. 1. 
Для целей сохранения генетических ресурсов 
наиболее важны показатели среднего числа 
аллелей на локус и гетерозиготности. Первый 
параметр определяет уровень генетического 
разнообразия для совокупности деревьев, 
а второй -  характеризует уровень генетиче-
ского разнообразия, приходящийся на одно 
дерево, поскольку показывает, сколько генов 
у одной особи представлено двумя различ-
ными аллельными вариантами. При этом ге- 
терозиготность рассматривается как более 
точный показатель генетического разнообра-
зия, поскольку в значительно меньшей степе-
ни, чем среднее число аллелей на локус, за-
висит от количества проанализированных 
деревьев.

Таблица 1
Значения показателей уровня генетической изменчивости сосны обыкновенной 

на лесосеменных плантациях II порядка в Гомельском ПЛХО

Г од посадки ЛСП
Доля полиморфных 

локусов

Среднее число; 
аллелей на ! 

локус

Средняя
гетерозиготность

Р95 Р99 А Не Н0

Петриковский лесхоз

1992 0,550 0,650 2,105 0,239 0,251

1993 0,550 0,550 1,800 0,187 0,176

1994 0,550 0,600 1,800 0,214 0,247

1995 0,600 0,750 2,100 0,229 0,281

1996 0,500 0,550 1,650 0,204 0,224

В целом по лесхозу 0,550 0,700 2,450 0,222 0,229

Ксшинковтский лесхоз

1993 0,500 0,600 2,100 0,205 0,209

1994 0,650 0,650 2,150 0,231 0,250

1995 0,550 0,700 2,000 0,187 0,197

1998 0,579 0,684 2,053 0,233 0,252

В целом по лесхозу 0,550 0,700 2,550 0,217 0,223

Мозырский лесхоз

199:7 0,500 0,700 2,300 0,219 0,238

Плантации в целом 0,650 0,750 2,850 0,231 0,233
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Как видно из табл. 1, доля полиморфных 
локусов для лесосеменных плантаций Петри- 
ковского лесхоза колеблется от 0,50 до 0,60 по 
95% критерию (Р95), и от 0,60 до 0,75 по 99% 
критерию (Р99). Значения параметра, опреде-
ляющего среднее число аллелей на локус (А), 
варьируют от 1,650 до 2,105. Расчет средней 
ожидаемой и наблюдаемой гетерозиготности 
показал, что несколько более высокий уровень 
Не и Н0 наблюдается для ЛСП Петриковского 
лесхоза на плантации 1992 г. (0,239 и 0,251 со-
ответственно), а наиболее низкий уровень обо-
их показателей выявлен на плантации 1993 г. 
(0,187 и 0,176 соответственно).

В ходе анализа генетической изменчивости 
на лесосеменных плантациях Калинковичского 
лесхоза было выявлено, что доля полиморфных 
локусов варьирует от 0,50 до 0,65 по 95% кри-
терию и от 0,60 до 0,70 по 99%. Параметр сред-
него числа аллелей на ген находится в пределах 
от 2,00 до 2,15. Наибольшие значения Не и Н0 
были получены на плантации 1998 г. — 0,233 и 
0,252 соответственно, а наименьшие -  на ЛСП 
1995 г. -  0,187 и 0,197 соответственно.

Если сравнивать полученные показатели 
генетического разнообразия в целом по лес-
хозам, то следует отметить, что значения до-
ли полиморфных локусов не имели сущест-
венных отличий. Параметр среднего числа 
аллелей на локус был несколько ниже на ЛСП 
Мозырского лесхоза. Относительно неболь-
шой размах значений также наблюдается по 
параметрам ожидаемой и наблюдаемой гете-
розиготности, поскольку Не изменяется от
O, 217 (Калинковичский лесхоз) до 0,222 
(Петриковский лесхоз), крайними величина-
ми Н0 являются 0,223 (Калинковичский лес-
хоз) и 0,238 (Мозырский лесхоз).

Подводя итог анализа полиморфизма на ле-
сосеменных плантациях второго порядка Го-
мельского ПЛХО, следует сказать, что в целом
P. sylvestris на ЛСП обладает достаточно высо-
ким запасом генетической изменчивости, по-
скольку у нее до 75% локусов находится в по-
лиморфном состоянии, количество аллелей на 
локус достигает 2,85, а каждое дерево гетерози-
готно по 23% своих генов. Кроме того, хоте-
лось бы отметить следующее: показатели уров-
ня гетерозиготности на лесосеменных планта-
циях, полученные нами, не являются самыми 
высокими в сравнении с таковыми у природных 
популяций сосны обыкновенной. Однако эти 
показатели находятся в пределах размаха зна-
чений уровня генетического полиморфизма, 
выявленного нами ранее в естественных насаж-
дениях.

Интересно отметить, что немецкими уче-
ными в ходе анализа лесосеменных плантаций 
сосны обыкновенной был обнаружен более 
низкий уровень полиморфизма по сравнению с

природными популяциями и подчеркивалась 
недостаточность использования только лесосе-
менных плантаций для целей сохранения гене-
тического потенциала вида [14]. Анализ план-
таций и природных популяций сосны ладанной 
так же выявил более низкий уровень генетиче-
ского разнообразия на лесосеменных плантаци-
ях по сравнению с естественными насаждения-
ми [15, 16].

Отдельно хотелось бы добавить, что для ле-
сосеменных плантаций нами был проведен 
также RAPD анализ. Значения доли полиморф-
ных локусов, полученные при помощи RAPD, 
не имели значительных отличий от величин, 
выявленных методом изоферментного анализа, 
в то время как показатели ожидаемой гетерози-
готности несколько превышали таковые, полу-
ченные изоферментным методом.

На основе полученных молекулярно-
генетических портретов потомков клонов (ра- 
метов), а также с использованием схем посадки 
плантаций, предоставленных нам лесхозами, 
была проведена инвентаризация исследованных 
лесосеменных плантаций, результаты которой 
представлены в табл. 2. В ходе проведения ана-
лиза было установлено, что наиболее высокий 
процент соответствия реестра клонов и реаль-
ного присутствия определенных генотипов, ис-
ходя из полученных генетических данных, на-
блюдается на ЛСП Петриковского лесхоза и 
варьирует от 53,7 (1992 г. посадки) до 87,1% 
(1998 г. посадки). Наиболее низкие значения 
этого показателя были получены для лесосе-
менных плантаций Калинковичского лесхоза -  
в пределах от 42,1 (1993 г. посадки) до 51% 
(1994 г. посадки). На ЛСП Мозырского лесхоза 
63,7% из проанализированных деревьев можно 
назвать потомками различных клонов. Хоте-
лось бы отдельно отметить, что в данном слу-
чае мы говорим не о соответствии схеме распо-
ложения клонов, а только об их наличии на 
плантации. Несоответствие реально получен-
ных результатов реестру, приведенному в схе-
мах, может быть обусловлено несколькими 
причинами: гибель прививки, отсутствие на 
схеме пометки о подсадке в случае гибели са-
женца, ошибка при прививке, ошибки при соз-
дании маточной плантации.

Ошибки при создании лесосеменных план-
таций были отмечены и в других странах, при-
чем такие ошибки могут быть разного рода. С 
одной стороны, это может быть просто несоот-
ветствие места расположения отдельных по-
томков клонов, т. е. оно отличается от разрабо-
танной схемы размещения клонов. С другой 
стороны, это может быть присутствие на план-
тации деревьев, генотипы которых отличаются 
от генотипов материнских деревьев, а следова-
тельно, они не являются потомками представ-
ленных на плантации клонов.
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Таблица 2

Данные генетической инвентаризации

Год
посадки

ЛСП

Количество клонов (генотипов), 
представленных 

несколькими раметами

Количество клонов (генотипов), 
представленных 

единичными раметами

Совпадение 
реестра клонов 

согласно схеме на 
пробной площади 

и полученных 
результатов,

%

согласно схеме 
на пробной пло-

щади

фактически вы-
явленных

согласно схеме на 
пробной площади

фактически
выявленных

Калинковичский лесхоз

1993 14 10 5 38 42,1

1994 14 15 0 25 54,5

1995 16 10 0 23 50,0

1998 15 И 0 26 51,0

Петриковский лесхоз

1992 15 10 0 19 53,7

1993 13 8 ' 3 10 71,9

1994 9 7 7 14 75,0

1995 8 6 12 15 87,1

1996 3 2 6 8 83,3

Мозырский лесхоз

1997 48 37 0 53 63,7

Присутствие в клоне чуждого ему генотипа 
было обнаружено группой генетиков под руко-
водством Челяка при исследовании клонов ели 
белой на плантациях Национального лесного 
института (Онтарио, Канада) [17]. Исследова-
тели отмечают, что изоферментный метод дает 
возможность своевременно обнаружить и сде-
лать выбраковку случайных деревьев на план-
тациях, и не тратить впустую годы работы и 
деньги.

Молекулярно-генетические исследования 
потомков клонов, проведенные Адамсом на 
лесосеменной плантации «Бивер Крик», рас-
положенной в штате Орегон, США, показали, 
что процент потомков, имеющих чуждый для 
клона генотип, составляет от 2 до 13, и толь-
ко в четырех из девяти блоков не было обна-
ружено ошибок. Количество клонов, в кото-
рых обнаружены ошибки, варьирует от 8 до 
24% [18].

Заключение. В ходе проведенного иссле-
дования было установлено, что у Р. sylvestris 
на лесосеменных плантациях второго порядка 
Гомельского ПЛХО параметры уровня гене-

тического разнообразия не являются самыми 
высокими в сравнении с естественными на-
саждениями, однако эти показатели находят-
ся в пределах размаха значений уровня гене-
тического полиморфизма, выявленного нами 
ранее в природных популяциях сосны обык-
новенной в Беларуси. Также было выявлено, 
что процент совпадения количества клонов 
согласно схеме на пробной площади и полу-
ченных нами результатов варьирует от 42,1 
до 87,1%.
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