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СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ 

 

ДНК – дезоксирибонуклеиновая кислота 

ПЦР, PCR – полимеразная цепная реакция, polymerase chain reaction 

ПДРФ – полиморфизм длин рестрикционных фрагментов 

QTLs – quantitative trait locus 

ГМИ – генетически модифицированные источники  

STSs – sequence tagged sites 

EST – expressed sequence tag 

SINE, LINE – short and interspersed repetitive elements 

РНК – рибонуклеиновая кислота 

VNTR – variable number of tandem repeats 

SSR – simple sequence repeat 

STR – short tandem repeat 

VNTRs – переменное число тандемных повторов 

HVRs – гипервариабельное число тандемных повторов 

RAPD – random amplified polymorphic DNA  

SCAR – sequence characterized amplified region 

AFLP – amplified fragment length polymorphism 

ISSR – inter-simple sequence repeats 

IRAP – inter-retransposon amplified polymorphism 

SNPs – single-nucleotide polymorphism 

ЛСП – лесосеменные плантации 

ММФФ – множественные молекулярные формы фермента 

ATP –adenosinetriphosphate 

ПВК – пировиноградная кислота 

ЦТК – цикл трикарбоновых кислот, цикл Кребса 

FADH2 – flavinadeninedinucleotide 

ЭТЦ – электронтранспортная цепь 

UCP –ultra corep rotector 
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ЦТАБ – цетилтриэтиламмоний бромид 

ПВП – поливинилпирролидон 

ПААГ – полиакриламидный гель 

Пн – пары нуклеотидов 

ДМФА – диметилформамид;  

МТТ – 3-(4,5-диметилтиазолил 1-2) 2,5-дифенил-тетразолий;  

НАД – никотинамидадениндинуклеотид;  

НАДН – восстановленная форма никотинамидадениндинуклеотида;  

НАДФ – никотинамидадениндинуклеотидфосфат;  

НСТ – нитросиний тетразолий;  

Т-НСТ – тетранитросиний тетразолий;  

Трис – трис - (гидроксиметил) - аминометан;  

Трис-HCl – трис - (гидроксиметил) - аминометан гидрохлорид;  

ФМС – феназинметасульфат;  

ЭДТА – этилендиаминтетрауксусная кислота. 
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ВВЕДЕНИЕ 
 

Актуальность проблемы. В последнее время во всем мире важнейшей 

проблемой становится сохранение биоразнообразия древесных растений. 

Одним из направлений в решении данной проблемы является изучение био-

химико-генетических параметров полиморфизма популяций и их особенно-

стей, которые в значительной мере обусловлены происхождением растений. 

Научные основы мониторинга биоразнообразия растений требуют по-

лучения количественных оценок популяционно-генетических параметров, 

что возможно лишь на базе молекулярно-биохимических маркеров. Особый 

интерес представляют изоферментные маркеры и ДНК-маркеры, которые 

продолжают оставаться одним из главных инструментов изучения популяци-

онно-генетической структуры, внутри- и межвидовой дифференциации и 

гибридизации растений [98].  

Анализ изменений, происходящих как в аминокислотной, так и в нук-

леотидной последовательности, в настоящее время приобретает всё большее 

значение в популяционно-генетических исследованиях, таких как изучение 

биоразнообразия видов, выявление субпопуляционных структур внутри од-

ной популяции и путей их миграции [39].   

Изменение аминокислотной последовательности молекулы фермента и, 

как следствие, образование различных её форм, по мнению ряда авторов, но-

сит адаптационных характер [18, 38]. Подобные изменения в структуре моле-

кулы фермента могут привести к изменению ряда основных показателей 

ферментативной реакции, таких как максимальная скорость, сродство к суб-

страту и т.д., и образованию новых форм данного фермента [18]. Этот про-

цесс наиболее отчетливо выражен у растений, поскольку они не способны к 

быстрой смене мест обитания, и поэтому (в процессе эволюции) их основные 

метаболические пути приспособились к более консервативным условиям 

обитания. Это является причиной того, что любые значимые изменения ок-

ружающей среды в процессе перемещения популяции способны оказывать 
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эффект на аминокислотную последовательность молекулы фермента. Данные 

изменения могут происходить как по причине образования разных молекул 

РНК в процессе альтернативного сплайсинга, так и по причине возникнове-

ния мутации в гене, кодирующем фермент [178]. 

Известно, что эволюционные процессы и естественный отбор, сопро-

вождающиеся изменением генетического состава популяций и, как следст-

вие, биохимических показателей, формированием адаптаций и видообразо-

ванием, направлены на сохранение особей с наиболее удачной комбинацией 

генов, более приспособленных к условиям обитания.  В мировой практике 

для молекулярно-биологических исследований объектов лесного и сельского 

хозяйств применяют в основном ДНК-маркеры. К данной группе маркеров 

относятся элементы генома, в основном микросателлиты, так называемые 

STR-маркеры, или последовательности ДНК, ограниченные инвертирован-

ными повторами [40]. 

В настоящее время наиболее острой является проблема сохранения и 

восстановления биоразнообразия основных лесообразующих пород древес-

ных растений. К таким растениям относится дуб черешчатый (Quercus robur 

L.). Дуб черешчатый представляет собой дерево первой величины, дости-

гающее 35–40 м высоты и диаметр ствола до 2,5 м при благоприятных усло-

виях произрастания. Дуб черешчатый характеризуется особенностью метабо-

лизма и биохимического состава древесины. Для него характерна способ-

ность синтезировать группу растворимых в воде, сложных по составу орга-

нических веществ ароматического ряда, содержащих в составе молекул гид-

роксильные радикалы фенольного характера. Дуб относится к засухоустой-

чивым растениям и при этом способен произрастать в условиях повышенной 

увлажненности  [43]. Данные особенности дуба черешчатого позволяют от-

нести его к группе особо ценных древесных пород растений. Поэтому иссле-

дование характера изменения белкового спектра ферментов и молекулярных 

маркеров, связанного с трансформацией аминокислотного и нуклеотидного 

состава биополимерных молекул в популяции растений, произрастающих в 
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условиях различных мест обитания, представляет значительный научный и 

практический интерес. 

Изучение полиморфизма белкового спектра и молекулярных маркеров 

ДНК в популяции древесных растений позволяет решать задачу поиска путей 

сохранения биоресурсов, предотвращения истощения генофонда, что являет-

ся актуальным направлением не только биохимии, но и молекулярной биоло-

гии. 

 

Цель и задачи исследования. Цель работы – изучение изменения бел-

кового спектра ферментов метаболических путей клетки и молекулярных 

маркеров в популяции древесных растений дуба черешчатого, произрастаю-

щего в условиях разных мест обитания. 

Согласно поставленной цели в программу исследований входило реше-

ние следующих задач: 

1) Изучить полиморфизм белкового спектра ферментов метаболиче-

ских путей клетки в популяции дуба черешчатого. 

2) Определить характер изменения ДНК-маркеров в популяции дуба 

черешчатого. 

3) Провести анализ и определить параметры биохимико-генетической 

изменчивости популяции дуба черешчатого в лесостепи европейской части 

Российской Федерации. 

4) На основе полиморфизма биохимических маркеров провести кла-

стерный анализ и составить карты границ популяционной структуры дуба 

черешчатого в лесостепи европейской части Российской Федерации. 

 

Научная новизна. Научные положения настоящей работы дополняют 

и расширяют представления о механизмах адаптации растений к различным 

условиям произрастания, связь данных процессов с изменением биохимиче-

ских и молекулярно-биологических показателей, что характеризует форми-

рование определенной генетической структуры популяции.  
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Анализ изменения биохимических и молекулярно-биологических па-

раметров на примере дуба черешчатого, произрастающего в лесостепной зо-

не европейской части Российской Федерации, показал, что популяция не яв-

ляется абсолютно однородной структурой.  

Отклик ферментативной и генетической систем на воздействие изме-

няющихся параметров окружающей среды активирует адаптационные меха-

низмы, оказывающие влияние на преобразование белкового и генетического 

состава растительного организма. В зависимости от условий мест произра-

стания дуба черешчатого формируются группы особей, характеризующиеся 

более схожим белковым спектром ферментов и молекулярных маркеров, что 

дает возможность выделять различные экотипы внутри популяции. 

 

Научно-практическая значимость работы. Полученные данные из-

менения спектра биохимических маркеров представляют особый научный 

интерес, поскольку дают возможность проводить мониторинг популяцион-

ной структуры древесных растений, выявлять происходящие при этом эво-

люционные процессы, их направленность и значимость для вида. 

Материалы диссертации могут быть применены в лесоисследователь-

ских лабораториях для изучения пространственной структуры насаждений 

дуба черешчатого для лесосеменного районирования, а также на лесохозяй-

ственных предприятиях в европейской части Российской Федерации для соз-

дания лесосеменной базы дуба черешчатого в целях лесовосстановления и 

лесоразведения. 

В дальнейшем возможно применение изученных биохимических мар-

керов для диагностики и мониторинга популяционной структуры других ви-

дов древесных растений.  
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Положения, выносимые на защиту. 

1) Характер изменения спектра амплифицированных фрагментов ДНК 

дуба черешчатого различных мест происхождения коррелирует с из-

менением белковых зон разных климатипов.  

2) Степень сходства биохимических показателей между климатипами у 

дуба черешчатого не зависит от их пространственной удаленности 

друг от друга и находится под контролем одинаковых лимитирую-

щих факторов окружающей среды.  

3) Популяция дуба черешчатого в лесостепной зоне европейской части 

Российской Федерации не является однородной структурой: сущест-

вует 3 экотипа, различающихся по структуре инвертированных по-

второв и полиморфизму белкового спектра ферментов. 

4) Построенная на основе значений коэффициентов DN дендрограмма и 

составленная карта границ исследованных климатипов показывают 

популяционную структуру дуба черешчатого в лесостепи европей-

ской части Российской Федерации и ареал распространения экоти-

пов.  

 

Личный вклад соискателя. Основные результаты исследований, 

представленные в диссертационной работе, получены лично автором или при 

его непосредственном участии в лабораториях кафедры биохимии и физио-

логии клетки ВГУ. Определение оптимальных условий получения чистых 

препаратов ДНК и амплификации инвертированных повторов, интерпретация 

и анализ данных, написание текста диссертации выполнены соискателем са-

мостоятельно. 

Автор благодарит научного руководителя, д.б.н. профессора В.Н. По-

пова, к.б.н. О.А. Землянухину, сотрудников лаборатории генетики и биотех-

нологии Института леса НАН Беларуси к.б.н. С.И. Ивановскую, к.б.н. Д.И. 

Кагана, к.б.н. О.Ю. Баранова за советы и консультации при проведении ис-

следований и подготовке диссертации, а также декана биолого-почвенного 
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факультета ВГУ, д.б.н. профессора В.Г. Артюхова и преподавателей кафедры 

биохимии и физиологии клетки ВГУ за всестороннюю помощь. 

 

Апробация работы. Результаты диссертационной работы были доло-

жены и обсуждены на VI Международной конференции «Факторы экспери-

ментальной эволюции организмов» (Алушта, 2010 г.); работа отмечена по-

четной грамотой, 3-ем Международном совещании «Сохранение лесных ге-

нетических ресурсов Сибири» (Красноярск, 2011 г.), VII Международной 

конференции «Факторы экспериментальной эволюции организмов» (Алушта, 

2011 г.), XII- молодежной научной конференции «Биотехнология в растение-

водстве, животноводстве и ветеринарии» (Москва, 2012г.); по итогам кон-

курса работа отмечена почетной грамотой за 3-е место, II Международной 

научно-практической конференции «Инновации и технологии в лесном хо-

зяйстве» (С.-Петербург 2012г.); по итогам конкурса работа отмечена дипло-

мом за 1-ое место в номинации «Семеноводство, лесная селекция, генетика и 

биотехнологии, лесовосстановление и лесоразведение». 

 

Публикации. Основные результаты диссертации изложены в 7 публи-

кациях, из них 3 – в научных изданиях, включенных в Перечень ВАК, 1 – в 

сборниках научных трудов и материалов научных конференций и 3 – в тези-

сах докладов, сделанных на съездах и конференциях России и за рубежом 

(2010–2013 гг.), разработаны проекты «Рекомендации по сохранению гено-

фонда дуба черешчатого и его рационального использования в лесостепи ев-

ропейской части Российской Федерации» и «Методики изоферментного ана-

лиза и молекулярных маркеров для определения пространственной структу-

ры насаждений дуба черешчатого». 

 

Структура и объем диссертации. Диссертационная работа изложена 

на 137 страницах машинописного текста и состоит из следующих разделов: 

«Введение», «Обзор литературы», «Объекты и методы исследования», «Ре-
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зультаты и обсуждение», «Заключение», «Выводы», «Список использован-

ных источников», «Приложение». Работа содержит 29 рисунков и 9 таблиц, 

список литературы включает 181 источник, в т.ч. 79 – на иностранных язы-

ках. 
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Глава 1. ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ 

 

1.1. Характеристика дуба черешчатого (Quercus robur L.) 

 

Дуб черешчатый (Quercus robur L. или Q. Pedunculata Fhrh.) относится 

к семейству Fagaceae A. Br., подсемейству Quercoideae Oerst., роду Quercus 

L. 

Дуб черешчатый является деревом первой величины, вырастающим до 

35–40 м высоты с диаметром ствола до 2,5 м [23, 25, 67, 91].Корневая систе-

ма дуба черешчатого мощная, глубокая. Стержневой корень, в среднем дос-

тигает глубины 5 м, но иногда и до 22 м в глубину [43, 66]. 

Современный ареал дуба черешчатого в России находится в пределах 

подзоны широколиственных  лесов и лесостепи европейской части страны. 

Во флоре Западной Сибири он  в естественных насаждениях отсутствует, хо-

тя в доледниковый период дубравы были  неотъемлемой частью  лесостепной 

зоны Западной Сибири. 

Обширное распространение дуба черешчатого в районе континенталь-

ного климата характеризует его зимо- и морозоустойчивость [32, 44]. 

Дуб черешчатый относится к солевыносливой породе древесных расте-

ний, удовлетворительно растущей на засоленных почвах [66]. Однако неко-

торыми авторами высказывается противоположное мнение [9, 55].  

По отношению дуба черешчатого к засухе в литературе присутствуют 

противоречивые данные. П.С. Погребняк считал, что дуб черешчатый явля-

ется ксеромезофитом [68]. По другим данным дуб черешчатый – типичная 

засухоустойчивая порода растений [66, 97].  

Засухоустойчивость дуба черешчатого в первую очередь определяется 

наличием мощной корневой системы, благодаря чему он может произрастать 

на сухих почвах. Вторая особенность дуба черешчатого, характеризующая 

его устойчивость к засухе –  способность значительно сокращать транспира-

цию в сухое время [43, 67]. 
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Плоды у дуба черешчатого – желуди. В нижней части они окружены 

сильно разросшейся плюской. Зрелые желуди длиной 20–40 мм, шириной 

10–25 мм с шипиком на вершине, по 1–3 на плодоносе (черешке), длиной от 

2 до 8 см, опадают на землю, отделяясь от плюски через 100–114 дней после 

цветения. Масса 1000 штук желудей – от 2000 до 11000 г [27, 102]. Свежесо-

бранные желуди имеют влажность до 80% от абсолютно сухой массы. С 

уменьшением влажности снижается всхожесть желудей, а при влажности 

ниже 45% от веса сухого вещества утрачивается способность к набуханию и 

прорастанию [14, 28]. Наиболее высокими посевными качествами обладают 

желуди влажностью 60–65% [28, 51]. Лучшие желуди сохраняют свои посев-

ные качества при температуре 0оС [86]. Температуру до –5оС непроросшие 

желуди выдерживают 120 дней. В дубравах повреждаемость желудей вреди-

телями и болезнями в среднем составляет 34% [86]. 

Плодоношение дуба черешчатого начинается с 18–50 лет, достигает 

максимума в 60 лет и продолжается до 300 лет [100].  

 

1.2. Биологическое разнообразие дуба черешчатого 

 

Выделяются три основных уровня разнообразия: видовое, генетическое 

и разнообразие экосистем.  

Генетическое разнообразие представляет собой сумму генетической 

информации, находящейся в генах всех живых существ. К разнообразию эко-

систем относится количество разных местообитаний, экологических ниш на 

различных ландшафтах. Как правило, различают биоразнообразие двух клас-

сов [47]: альфа-разнообразие – разнообразие по присутствию видов внутри 

местообитания, и бета-разнообразие – по присутствию видов в популяциях, 

локализованных в разных средах обитания.  

Показатель величины биоразнообразия является в биологии одним из 

основных признаков жизнеспособности (живучести) вида и экосистемы в це-

лом. Этот показатель был назван  «Принцип биологического разнообразия». 
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Как показывают исследования, у особей внутри одного вида, имеющих высо-

кое однообразие характеристик (это относится и к человеку, и к растениям, и 

к микроорганизмам) всякое существенное изменение окружающей среды бо-

лее пагубно скажется на общей выживаемости вида, чем в случае, когда име-

ется большая степень биологического разнообразия [48, 87, 96].  

М.В. Придня 1995 [70] отмечает, что наиболее ценно разнообразие 

внутри  вида, то есть спектр всех подвидов, разновидностей и форм их суще-

ствования (популяций), отличающихся генофондом. По мнению  автора, этот 

уровень разнообразия должен быть составной частью альфа-бета-

разнообразия, а при  некоторых обстоятельствах эта категория приобретает 

исключительно самостоятельное значение. Л.И. Милютин (1995) [56] под-

черкивает, что биоразнообразие лесных видов и разнообразие условий выра-

щивания следует рассматривать  комплексно: биоразнообразие – это оценка  

экологических условий произрастания леса в отдельных регионах [26]. По 

мнению А.Н. Громцева (1995) [24], ландшафтная основа представляется наи-

более удобной для выявления и оценки биоразнообразия на видовом и экоси-

стемном уровнях; причинами возникновения биоразнообразия среди лесных  

видов  являются ландшафтообразующие факторы (увлажнение, рельеф, поч-

ва, материнские породы, температура и другие). Л.П. Рысин (1995) [75] счи-

тает, что каждому типу ландшафта будет соответствовать некоторое множе-

ство типов леса [26, 75]. 

Современные селекционные работы в основном акцентированы на по-

вышении продуктивности и адаптивности древесных растений, улучшении 

их качества. В генетике и селекции деревьев изучение биоразнообразия не-

обходимо для популяционного семеноводства.  

В этом плане выделяются  следующие уровни биоразнообразия [102]: 

1.  Систематико-таксономическое разнообразие – межвидовое и внут-

ривидовое; 

2. Жизненно-стратегическое разнообразие – географическое и эдафиче-

ское. 
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Систематико-таксономическое биоразнообразие предопределяет селек-

цию и лесовыращивание древесных  видов в разрезе тех таксонов, которые  

приняты в систематике «Международным Кодексом» ботанической номенк-

латуры (1980) (вид – подвид – разновидность – форма – биотип). 

Межвидовое разнообразие предопределяет селекцию видов одного ро-

да. Виды характеризуются биологическими и экологическими свойствами, 

занимают разные экологические ниши  на разных высотах горного пояса. В 

определенных  экологических условиях дубравы состоят из 2–4 видов дуба. 

До последнего времени в материалах учета лесного фонда страны неизвестна 

площадь, занимаемая каждым видом дуба, и площадь дубрав, сложных по 

видовому составу [96]. 

Также у дуба черешчатого выделяют биоразнообразие на внутривидо-

вом уровне. Внутривидовое биоразнообразие  предопределяет селекцию 

внутривидовых таксонов – подвидов, разновидностей, форм, биотипов. Наи-

более изученным в этом плане является дуб черешчатый. 

Знание структуры популяции любой части ареала вида в значительной 

степени уточняет и разрешает важные проблемы внутривидовой систематики 

и биогеографии, является необходимой основой развития эволюционного 

учения [85]. Вопросы биоразнообразия связываются в настоящее время с ге-

нетическим уровнем популяционной организации вида, характеризующимся 

определенными биохимическими показателями [35]. Исследования этого во-

проса имеют и прикладное значение. Установление популяционной структу-

ры вида, отражающей путь его дифференциации в соответствии с биологией 

самого вида и естественно-историческими факторами, является узловым мо-

ментом при определении его генетического потенциала. 

Установлено, что простейшими единицами существования видов явля-

ются популяции. Генетическая структура любой популяции определяется со-

вокупностью генотипов образующих её индивидов [1].  

Генетическая структура популяций вида формируется в течение дли-

тельного биологического времени (многих поколений) под влиянием такого 
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фактора эволюции как естественный отбор, который направлен на сохране-

ние генотипов, наиболее приспособленных к определенным условиям обита-

ния. Учет такой структурной организации при планировании и проведении 

лесовосстановительных мероприятий позволяет не только создавать высоко-

продуктивные и устойчивые в соответствующих условиях произрастания на-

саждения, но и обеспечивает сохранение генофондов многих древесных рас-

тений [1].  

 

1.3. Метаболические пути растительной клетки 

 

Комплекс химических реакций, протекающих в клетках и обеспечи-

вающих организм энергией и веществами для поддержания его роста, жизне-

деятельности и размножения называют метаболизмом. Внутри клетки пита-

тельное вещество претерпевает ряд химических изменений, катализируемых 

ферментами. Различают два типа метаболизма: 1) анаболизм и 2) катаболизм. 

Анаболические реакции обеспечивают образование элементов структуры 

клеток и тканей и заключаются в синтезе сложных молекул из более про-

стых. Катаболические превращения представляют собой реакции расщепле-

ния сложных молекул до простых компонентов как поступивших с пищей, 

так и входящих в состав клетки. Оба вида метаболизма имеют корреляцию во 

времени и пространстве. Выяснение отдельных звеньев метаболизма у раз-

ных классов растений, животных и микроорганизмов выявило высокую сте-

пень сходства путей биохимических превращений [15].  Взаимосвязь обмена 

между углеводами, жирами и белками имеет большое значение в жизни рас-

тений. Например, превращение крахмала в сахара и жиры в зимние месяцы у 

деревьев повышает их устойчивость к морозам. 

В ходе метаболизма протекают важнейшие для живого организма про-

цессы. Некоторые этапы данного процесса имеют общность путей биохими-

ческих превращений у разных групп организмов. Метаболизм клетки выпол-

няет четыре специфические функции: 1) обеспечение химической энергией; 
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2) превращение молекул пищевых веществ в строительные элементы, кото-

рые используются в дальнейшем клеткой для построения макромолекул; 3) 

сборку белков, нуклеиновых кислот, липидов, полисахаридов и прочих кле-

точных компонентов из этих строительных блоков; 4) синтез и разрушение 

тех биомолекул, которые необходимы для выполнения каких-либо специфи-

ческих функций данной клетки [61].  

Одним из основных процессов обмена веществ растительного организ-

ма является дыхание, благодаря которому  осуществляется питание органи-

ческими веществами на уровне клеток. Установлено, что у растений дыхание 

происходит преимущественно ночью. Днём растения в основном освобож-

дают кислород из связанного состояния в процессе фотосинтеза [20, 21].  

Клеточное дыхание представляет собой окислительный распад органи-

ческих питательных веществ клетки, происходящий с образованием метабо-

литов, имеющих химическую активность, и освобождением энергии. Данные 

метаболиты в дальнейшем используются клетками для процессов жизнедея-

тельности [49]. Клеточное дыхание входит в систему процессов катаболизма. 

Данный процесс включает этапы транспорта белков через клеточные мем-

браны, собственно окисление, реализуемое в митохондриях и приводящее к 

преобразованию энергии химических связей веществ, поступающих в орга-

низм с пищей. В качестве исходных субстратов для дыхания могут выступать 

различные вещества. Например, такие как углеводы, белки и жиры,  преобра-

зуемые в ходе определенных метаболических процессов в ацетил-КоА с вы-

свобождением группы побочных продуктов. Восстановление НАД (НАДФ) и 

образование АТФ может происходить уже на этом этапе, но, как правило, 

большая их часть образуется в цикле трикарбоновых кислот (цикл Кребса) 

при переработке ацетил-КоА [72].Энергия, которая высвобождается в ре-

зультате данных процессов, запасается в химических связях макроэргических 

соединений ATФ, НАДН. Затем она расходуется на процессы роста всего 

растения  и на поддержание в активном состоянии уже выросших органов. 

На промежуточных стадиях процесса дыхания образуются различные орга-
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нические соединения, которые затем могут использоваться в различных ре-

акциях метаболизма. К таким промежуточным соединениям относят пентозы 

и органические кислоты, синтезируемыев разных путях дыхательного окис-

ления. Таким образом, дыхание является источником многих метаболитов, 

обеспечивая протекание большинства жизненно важных процессов организ-

ма [13, 49, 72]. 

Основные метаболические пути, используемые для синтеза и распада 

клеточных веществ – цикл трикарбоновых кислот (ЦТК), пентозофосфатный 

и глиоксилатный циклы, гликолиз и некоторые другие [31]. 

Самым ранним с эволюционной точки зрения из известных способов 

генерации энергии считается гликолиз (фосфотриозный путь).  

Гликолитический путь состоит из 10 последовательных реакций (рис. 

1). Каждая такая реакция катализируется своим отдельным ферментом. Гли-

колиз локализован в цитозоле. Это универсальная последовательность био-

химических реакций, в ходе которых богатое энергией вещество глюкоза по-

следовательно окисляется до конечного продукта пирувата [59, 78]. Процесс 

дыхания начинают рассматривать с глюкозы. Но в растительных клетках 

этого вещества мало, поскольку конечными продуктами процесса фотосинте-

за являются сахароза, как основная транспортная форма сахара в растении, 

или запасные углеводы (крахмал и др.) [60]. Поэтому, чтобы стать субстра-

том дыхания, сахароза и крахмал должны гидролизоваться с образованием 

глюкозы. Важным ферментом данного процесса является фосфоглюкомутаза 

(PGM, КФ 2.7.5.1) [18, 79, 164]. Фермент класса трансфераз катализирует 

внутримолекулярный перенос фосфата при образовании глюкозо-6-фосфата 

из глюкозо-1-фосфата в процессе гликолиза в реакции, следующей за фосфо-

ролизом гликогена. Фосфат при этом переносится из положения 1 в одной 

молекуле глюкозы в положение 6 другой молекулы; при этом глюкозо-1,6-

дифосфат является коферментом реакции, требующей присутствия ионов 

Mg2+. При этом дефосфорилированная фосфоглюкомутаза принимает на себя 

одну фосфатную группу, стоящую при первом углеродном атоме глюкозо-
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1,6-дифосфата. Так образуется глюкозо-6-фосфат, а фермент переходит 

вновь в фосфорилированную форму. Данный фермент локализован в цито-

плазме [176]. Молекулярная масса белковой молекулы 60 000 – 112 000 кДа. 

В клетках одного организма фосфоглюкомутаза может присутствовать в виде 

различных изоферментов. Фосфоглюкомутаза  широко распространена в рас-

тительных, животных и микробных клетках [6]. 

В общем виде процесс гликолиза условно можно разделить на два эта-

па. На первом этапе происходит расходование энергии 2 молекул АТФ. Дан-

ный процесс заключается в распаде молекулы глюкозы на 2 молекулы глице-

ральдегид-3-фосфата. Затем осуществляется НАД-зависимое окисление гли-

церальдегид-3-фосфата. На этом этапе происходит синтез 2 молекул АТФ. 

Гликолиз является полностью анаэробным процессом [80].  

В результате гликолиза происходит превращение одной молекулы глю-

козы в две молекулы пировиноградной кислоты (ПВК) и генерация двух вос-

становительных молекул кофермента НАДH. 

Процесс гликолиза имеет вид: 

Глюкоза + 2НАД+ + 2АДФ + 2Фн = 2НАДН + 2ПВК + 2АТФ + 2H2О + 2Н+ 
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Рис. 1. Схема гликолиза 

 

Важным ферментом для регуляции углеводного обмена является глю-

козофосфатизомераза (GPI, КФ 5.3.1.9), который, наряду с другими фактора-

ми, регулирует количество глюкозо-6-фосфата, поступающего в гликолиз 

[18]. 

          Конечные продукты реакции гликолиза в аэробных условиях подвер-

гаются дальнейшим преобразованиям в биохимических циклах, входящих в 

систему клеточного дыхания [118].  

В случае, когда доступ кислорода ограничен, протекает процесс спир-

тового брожения. В ходе спиртового брожения пировиноградная кислота в 

дальнейшем подвергается декарбоксилированию, и образовавшийся уксус-

ный альдегид восстанавливается водородом при участии фермента алкоголь-

дегидрогеназы (ADH, КФ 1.1.1.1). Он катализирует процесс восстановления 

ацетальдегида до этилового спирта [64]. При образовании активной молеку-

лы алкогольдегидрогеназы необходимо объединение двух белковых субъе-
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диниц, вследствие того, что фермент приобретает димерную структуру.  

Алкогольдегидрогеназа – адаптивный фермент класса дегидрогеназ, 

катализирующий окисление спиртов и ацеталей до органических соединений 

карбонильной группы – альдегидов и кетонов.  Установлено, что специфич-

ность фермента к субстрату зависит от его белковой части. Так, большинство 

НАД- и НАДФ-зависимых дегидрогеназ нуждаются в присутствии ионов ме-

таллов (Ме2+). Для алкогольдегидрогеназы таким кофактором являются ионы 

цинка [176].  

Второй этап клеточного дыхания представляет цикл Кребса – цикл 

трикарбоновых кислот (рис. 2). Цикл Кребса является ключевым этапом ды-

хания всех клеток, использующих в качестве акцептора электронов кисло-

род. Помимо этого в нем находится центр пересечения большого количества 

метаболических путей организма [128].  

 

 
 

Рис. 2. Цикл трикарбоновых кислот 
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Цикл трикарбоновых кислот был открыт Хансом Кребсом.За эту работу 

он был удостоен Нобелевской премии по химии в 1953 году, совместно с Ф. 

Липманом. 

В ЦТК происходит превращение двух- и трёхуглеродных соединений 

до углекислого газа. Освобождённый при этом водород транспортируется в 

цепь тканевого дыхания, где в дальнейшем происходит его окисление до во-

ды, принимая непосредственное участие в синтезе основного источника 

энергии –ATФ. В ЦТК на различных регуляторных пунктах функционирует 

множество ферментов [119]. 

Суммарное уравнение реакций: 

Ацетил-КоА + 3НАД+ + ФАД + ГДФ + Фн + 2H2O + КоА-SH = 2КоА-

SH + 3НАДH + 3H+ + ФАДН2 + ГТФ + 2CO2 

У эукариот все реакции цикла Кребса протекают внутри митохондрий. 

Ферменты ЦТК, кроме одного, находятся в свободном состоянии в матриксе 

митохондрий, исключение составляет сукцинатдегидрогеназа, которая лока-

лизована на внутренней митохондриальной мембране. У прокариот реакции 

цикла трикарбоновых кислот протекают в цитоплазме [176]. 

На одной из ключевых стадий цикла Кребса функционирует фермент 

изоцитратдегидрогеназа (IDH, КФ 1.1.1.42), катализируя обратимую реакцию 

окислительного декарбоксилирования изоцитрата [52]. Превращение изоцит-

рата в 2-оксоглутарат является реакцией, лимитирующей скорость протека-

ния всего процесса в целом. А тип фермента, НАДФ-зависимый, встречается 

как в митохондриях, так и в цитозоле, что связано с регуляцией цикла, сама 

изоцитратдегидрогеназа ингибируется НАДH и активируется цитратом. Ак-

тивность фермента зависит от присутствия ионов кальция. Изоцитратдегид-

рогеназа – один из наиболее распространенных популяционно-генетических 

маркеров, представляющий собой чаще всего сложный гетерополимер [76]. 

Установлено, что у растений и некоторых микроорганизмов существу-

ет модификация ЦТК – глиоксилатный цикл, благодаря которому осуществ-

ляется поставка органических кислот. Он представляет собой модификацию 
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цикла Кребса и локализован в особых органеллах глиоксисомах – разновид-

ностях микротелец. Глиоксилатный цикл функционирует на ранних этапах 

онтогенеза растений, в различные физиологические периоды жизни многих 

организмов и широко распространен в природе. Физиологическая роль гли-

оксилатного цикла для растений – важный этап глюконеогенеза, обеспечи-

вающий растущий организм в условиях гетеротрофного питания доступными 

формами органического вещества [19]. 

Изучение энергетики дыхания привело к открытию процесса окисли-

тельного фосфорилирования, а исследование связи между брожением и ды-

ханием позволило обнаружить принципиально новый путь аэробного окис-

ления углеводов – пентозофосфатный цикл. Пентозофосфатный путь значи-

тельно отличается от гликолиза. Этот путь дыхания известен также как пен-

тозный шунт, гексозомонофосфатный цикл или апотомическое окисление 

[76]. В процессе окисления участвует не  НАД, как в гликолизе, а  НАДФ. В 

реакциях гликолиза не образуется углекислый газ, который является одним 

из продуктов пентозофосфатного пути. Пентозофосфатный путь не генериру-

ет  ATФ и для синтеза нуклеотидов и нуклеиновых кислот поставляет рибозу. 

Пентозофосфатный путь дыхания является также основным источни-

ком образования эритрозо-4-фосфата [76]. При взаимодействии эритрозо-

фосфата с фосфоенолпируватом синтезируется шикимовая кислота. Шики-

мовая кислота является материалом для синтеза ряда важных метаболитов, 

таких как фенольные соединения, лигнин, группы ароматических аминокис-

лот [8].  

Шикиматный путь имеет большое значение среди метаболических 

процессов. В ходе этого пути синтезируются фенилаланин, тирозин, трипто-

фан, салицилат, бензоат, ароматические предшественники терпеноидных хи-

нонов (убихинонов, пластохинонов, филлохинонов, менахинонов), токофе-

ролов, фолата, меланинов, лигнинов, таннинов и другие соединения, играю-

щие в природе различную роль [53]. Этот путь на сегодняшний день единст-
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венный установленный путь биосинтеза некоторых важнейших природных 

соединений, также значимых в целях практического их использования [8, 53].  

Ключевым ферментом шикиматного пути является шикиматдегидроге-

наза (SKDH, КФ 1.1.1.25), которая представляет собой фермент, окисляющий 

шикимовую кислоту. Она является предшественником ароматических ами-

нокислот, алкалоидов и других ароматических метаболитов и играет важную 

роль в адаптации метаболизма растений к стрессовым условиям. 

Другая, не менее важная группа ферментов, участвующая в адаптивных 

процессах в растениях, это эстеразы. Термином «эстераза» (EST, КФ 

3.1.1.1.1)  обозначают ферменты, относящиеся к классу гидролаз и способные 

гидролизовать простые эфиры N-свободных спиртов и органических кислот 

(сложноэфирные связи) на спирты и кислоты при участии молекул воды в 

процессе гидролиза [84]. К эстеразам относятся липазы, сульфатазы, фосфа-

тазы, собственно эстеразы. К последним принадлежат многочисленные спе-

цифические ферменты: холинэстераза, танназа, хлорофиллаза, пектаза и др. 

Липаза расщепляет жиры с образованием глицерина и жирных кислот; ще-

лочная фосфатаза гидролизует фосфорные эфиры, нуклеазы – нуклеиновые 

кислоты. Эстеразы обнаружены у большинства живых организмов: человека, 

животных, высших растений и микроорганизмов. Неспецифические эстеразы 

– неоднородная группа ферментов, отличающихся друг от друга по субстрат-

ной специфичности и действию активаторов и ингибиторов. 

Установлено, что все неспецифические эстеразы локализованы в лизо-

сомах. Фермент локализуется, как правило, в лизосомах цитоплазмы клеток и 

участвует в гидролизе алифатических эфиров. Изоферментный анализ неспе-

цифической 1-эстеразы используют для определения сортов, гибридов, уточ-

нения классификации и т.д. [54, 84]. В настоящее время наиболее изученной 

является флюоресцентная эстераза. Флюоресцентная эстераза (FE, КФ  

3.1.1.2) катализирует реакции гидролиза сложноэфирных связей [18].  

Другая группа ферментов, участвующая в расщеплении белковой свя-

зи, представлена аминопептидазами. Аминопептидазы гидролизуют пептид-
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ные связи на “N”-конце молекулы белка. Известно 2 таких фермента: алани-

наминопептидаза и лейцинаминопептидаза. Они обнаружены в тканях прак-

тически всех живых существ в растворенном или связанном с мембранами и 

внутриклеточными структурами виде. Немаловажную роль они играют в ме-

таболизме белков, участвуя в заключительной стадии их расщепления. Дан-

ные ферменты благодаря их протеолитической активности часто использу-

ются для изучения первичной структуры белков. Лейцинаминопептидаза 

(LAP, КФ 3.4.11.1) получила широкое распространение в природе как маркер 

популяционно-генетической структуры. Лейцинаминопептидаза – представи-

тель группы пептидаз, гидролизующих концевые NH2-пептидные связи [18, 

153, 164]. Не являясь строго специфичным в отношении лейцина, фермент 

действует в первую очередь на пептиды, у которых аминокислота на N-конце 

имеет не замкнутую в кольцо боковую цепь. И чем она длиннее, тем эффек-

тивность действия фермента выше. В качестве N-концевого звена в данном 

случае допускаются остатки не только лейцина, но и других аминокислот – 

тирозина, гистидина, триптофана и фенилаланина. В составе фермента также 

обнаружены ионы цинка. 

В отличие от лейцинаминопептидазы аланинаминопептидаза отщепля-

ет не любые “N”-концевые аминокислоты, а, как правило, только аланин. 

Аланинаминопептидаза (ААP, КФ 3.4.11.2) – фермент, локализованный на 

мембране, относящийся к классу пептидаз. Аланинаминопептидаза является 

экзопептидазой и высвобождает аминокислоту, локализованную на N-конце 

пептида, амида или акриламида. Аланинаминопептидаза может расщеплять 

пептидную связь всех остальных аминокислот, включая пролин, хотя с более 

низкой скоростью [153, 176].  

В состав аланинаминопептидазы входят 966 аминокислот, молекуляр-

ная масса фермента – 109,5 кДа. В клетке образует димер. Фермент включает 

короткий N-концевой цитоплазматический участок. Внеклеточный участок 

включает 4 сульфотирозинов, 1 фосфотреонин и 10 участков N-

гликозилирования. Активный центр аланинаминопептидазы составляет  ак-
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цептор протона (остаток глутаминовой кислоты), трёх аминокислот, связы-

вающих активный цинк и тирозина [109]. 

 

 

1.4. Биохимические методы в исследовании древесных пород растений 

 

В качестве биохимико-генетических маркеров могут выступать сле-

дующие признаки: 

– Морфологические [18]. У видов с длительным жизненным циклом, 

например у древесных пород растений, проведение биохимико-генетического 

анализа фенотипических признаков весьма затруднено, поскольку примене-

ние традиционного гибридологического метода потребовало бы десятилетий 

из-за продолжительной ротации поколений. Так, к началу 70-х годов доступ-

ными генетическими маркерами у древесных видов являлось лишь неболь-

шое количество морфологических признаков, для которых был установлен 

моногенный контроль [58]. Главными недостатками таких маркеров являют-

ся весьма ограниченное их число, а также сложность проведения генетиче-

ского анализа у древесных пород растений. 

– Концентрация монотерпенов. Использование данного признака по-

зволило решить вопросы систематики и филогении ряда растительных видов 

[93], а также вопросы определения устойчивости древесных растений к бо-

лезням и вредителям. В то же время этот метод имеет ряд недостатков. К ос-

новным из них относятся: хронологическая изменчивость содержания эфир-

ных масел, например – сезонный полиморфизм [105]; полигенная детермина-

ция биосинтеза терпеновых масел; использование дорогостоящего газожид-

костного хроматографического анализа. 

– Общие, водорастворимые и запасные белки. Использование обще-

белковых спектров в качестве генетических профилей для идентификации 

генотипов или вариететов является дешевым и простым методом. Изменчи-

вость по белковым спектрам может быть высокой даже среди близкородст-
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венных видов. Исходя из этого, по мнению ряда авторов, применение данно-

го метода не должно превышать уровень межвидового сравнения [82]. Ис-

пользование белкового полиморфизма среди таксонов более низкого ранга 

позволяет эффективно решать вопросы, связанные с выявлением и анализом 

изменчивости. Однако данный тип маркеров характеризуется рядом недос-

татков: сходная электрофоретическая подвижность ряда белковых молекул; 

многофракционный характер электрофоретических спектров; онтогенетиче-

ская и тканеспецифическая изменчивость спектров. Исходя из выше пере-

численных ограничений [82], данный метод не нашел широкого применения 

в лесном хозяйстве. 

– Изоферменты. Данный тип маркеров практически не зависит от усло-

вий окружающей среды. Изоферменты обладают целым рядом преимуществ 

по сравнению с предыдущими классами биохимических маркеров [22, 73]: 1) 

методы электрофореза позволяют без чрезмерных временных затрат анали-

зировать большое количество генов у многих растений; 2) практически все 

известные в настоящее время изоферменты проявляются кодоминантно, за 

исключением “нулевых” аллелей; 3) обладают практически 100% воспроиз-

водимостью; 4) изоферменты могут быть проанализированы в различных 

тканях, включая взрослые и молодые листья, почки, пыльцу и семена; 5) 

изоферменты могут служить идеальным инструментом для прямого описания 

генотипической структуры природных и искусственных популяций. Данные, 

полученные за последние 15–20 лет, показали, что метод электрофоретиче-

ского анализа изоферментов оказался одним из наиболее перспективных на-

правлений для решения прикладных и фундаментальных вопросов генетики 

и биохимии древесных видов [73]. 

Но, как оказалось, механизм реализации генетической информации 

весьма сложен для детальной расшифровки. Это является причиной того, что 

изменения спектра изоферментов в процессе индивидуального развития рас-

тения описаны всего по единичным ферментам. Подробный анализ феноти-

пической экспрессии показал, что она контролируется не только активностью 
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соответствующих структурных генов, но и большой вклад вносят гены-

модификаторы. Так же немаловажную роль играют мутации, возникающие в 

структурной части гена и способные оказывать влияние на биохимические 

показатели фермента: изменение активности, стабильность молекулы, срод-

ство к субстрату [38]. Они способны вызывать нарушения в транскрипции, 

процессинге и трансляции гена. Если такие мутации возникают в регулятор-

ных генах, то наблюдается влияние на функционирование самой молекулы 

белка (фермента) [38, 135].  

 К настоящему времени на основе биохимического анализа изофермен-

тов установлены особенности структуры и уровень генетической изменчиво-

сти около 500 видов растений [73, 135, 147, 158]. При всех достоинствах изо-

ферментов у них есть один недостаток – наличие ограниченного количества 

маркеров, что послужило поводом для поиска новых типов биохимических 

маркеров. 

– ДНК-маркеры. Использование ДНК-маркеров открывает большие 

перспективы для детального картирования генетического материала хромо-

сом, анализа и клонирования генов, конструирования новых сортов растений 

и др. Введение ДНК-маркеров в практику биохимических исследований по-

зволило изучить генетическое разнообразие, определить степень родства ор-

ганизмов на внутри- и межвидовом уровнях [174]. Существенным преимуще-

ством данной группы методов является непосредственный анализ структуры 

ДНК и большое количество выявляемых маркеров. ДНК-маркеры являются 

сборной группой методов, изучающих полиморфизм нуклеиновых кислот, 

которые рассмотрены ниже. 

Изучение полиморфизма молекул ДНК основано на разнице нуклео-

тидных последовательностей сравниваемых образцов. Это различие может 

быть количественным (варьирование длины ДНК-фрагментов образцов) или 

качественным (изменчивость в последовательности нуклеотидов). В первом 

случае полиморфизм выявляется с помощью электрофоретического фрак-

ционирования, хроматографии, масс-спектрометрии образцов ДНК. Во вто-
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ром случае анализ изменчивости базируется на ряде ДНК-технологий, кото-

рые, исходя из различных методических основ, можно разделить на три ус-

ловные группы: 

1) методы, в которых изучение полиморфизма основывается на ком-

плементарном взаимодействии образцов ДНК с фрагментами, нуклеотидная 

последовательность которых заранее известна – RAPD, DAF, AP-PCR, SSR, 

ISSR, SCARs, CAPS, EST и др. [125, 167, 174]; 

2) методы, в которых скомбинировано использование принципов ком-

плементарности и сайтспецифической рестрикции – AFLP, RFLP, PCR-RFLP, 

PCR-RFLP-SSCP и др. [113, 167, 174]. 

Каждый метод дает различные типы ДНК-маркеров, которые можно 

классифицировать на основании различных критериев [174]: 

1) по характеру проявления (доминантный, кодоминантный); 

2) по механизму передачи (обоеполое наследование, наследование 

только по материнской или отцовской линии); 

3) по локализации в геноме (ядерная ДНК, хлоропластная ДНК, мито-

хондриальная ДНК и др.); 

4) по уровню изменчивости (мономорфность, гипервариабельность). 

В последнее время наибольшую популярность приобрели методы, в 

основе которых лежит полимеразная цепная реакция (ПЦР) [36, 37, 63]. 

 

1.5. Биохимико-генетические исследования рода Quercus 

 

1.5.1. Изоферментный анализ древесных растений 

 

Для использования белков в качестве маркеров при изоферментном ана-

лизе были определены требования для применения этих маркеров с целью 

получения данных, которые наиболее объективно и точно отражают специ-

фику структуры генофонда изучаемой группы организмов [50]. 
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В настоящее время имеются обширные литературные сведения по изо-

ферментному анализу различных видов рода Quercus. Так, например, S. 

Guttman и L. Weigt провели генетическую оценку 18 видов дуба, произра-

стающих на востоке Северной Америки [131]. Учеными были изучены такие 

виды, как Q. alba, Q. bicolor, Q. falcata, Q. gambelii, Q. imbricaria, Q. 

laurifolia, Q. lyrata, Q. macrocarpa, Q. marilandica, Q. muehlenbergii, Q. nigra, 

Q. palustris, Q. phellos, Q. prinus, Q. rubra, Q. shumardii, Q. stellata, Q. velutina, 

Q. virginiana. Сравнительный анализ параметров изменчивости показал, что в 

целом уровень генетического разнообразия в роде Quercus достаточно высок. 

Доля полиморфных локусов для проанализированных популяций колебалась 

в зависимости от вида в пределах 39–83%, а значения ожидаемой гетерози-

готности варьируют от 14 до 40%. Поэтому величина генетического поли-

морфизма у дуба черешчатого характеризуется средним уровнем среди пред-

ставителей рода Quercus. Наибольшими показателями по обоим параметрам 

характеризовался дуб Q. prinus [131]. 

В Европейских станах на основании использования изоферментного 

анализа были также изучены разные виды рода Quercus. P. Belletti и его кол-

леги [108] изучили насаждения четырех видов дуба (Quercus petraea, Q. 

robur, Q. cerris и Q. pubescens), произрастающих на северо-западе Италии 

[126]. 

На основании изоферментного анализа изучены насаждения пробкового 

дуба (Quercus suber), произрастающие в Испании, Португалии, Марокко и 

Италии [154]. Следует отметить, что, несмотря на достаточно низкие показа-

тели генетического разнообразия (доля полиморфных локусов равна 64%, 

уровень ожидаемой гетерозиготности – 15,8%), в целом они были сходны со 

средними значениями для рода Quercus [173]. Было проведено сравнение на-

саждений, произрастающих в центральной части исследованного ареала и за-

нимающих обширные территории с краевыми популяциями. Самым низким 

запасом генетической изменчивости характеризуются наиболее изолирован-

ные насаждения небольших размеров, в отличие от центральных лесов, где 
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присутствуют генетические механизмы, поддерживающие относительно вы-

сокий уровень разнообразия даже в случае некоторой обособленности от-

дельных насаждений. Межпопуляционная дифференциация (FST) составляет 

3,3%, что указывает на значительные генные потоки или недавнее постлед-

никовое расширение ареала [173]. 

Большое число исследований, основанных на использовании изофер-

ментного анализа, направлены на изучение и сравнение таких видов как дуб 

черешчатый (Quercus robur) и дуб скальный (Q. petraea) [110, 111, 173]. Так, 

например, A. Zanettoetal [181] были изучены насаждения Q. robur и Q. 

petraea, представленные семью географическими парами (в одну пару входи-

ли насаждения разных видов) и распределенными по всей территории Евро-

пы (юго-запад Франции, юг Италии, Австрия, Словения, Сербия, Румыния и 

юг Норвегии). На основании использования 11 ген-ферментных систем, ко-

дирующих 13 локусов, установлены лишь незначительные различия по ал-

лельным частотам между видами, выявлены сходные уровни ожидаемой ге-

терозиготности (Q. petraea – 24,5%, Q. robur – 25,2%). Генетическая диффе-

ренциация между популяциями каждого вида в отдельности также характе-

ризовалась низкими значениями как для дуба скального (GST = 3,2%), так и 

для дуба черешчатого (GST = 2,4%) [111]. В целом, межрегиональные межви-

довые дистанции имели те же самые значения, что и местные (внутри одной 

географической пары) межвидовые дистанции. Это указывает на то, что 

дифференциация насаждений поддерживается сходным способом в различ-

ных географических областях Европы, за исключением Балкан (Словения и 

Сербия), где данные параметры были выше по сравнению с остальными гео-

графическими парами [111]. Эти результаты могли интерпретироваться дву-

мя различными способами. С одной стороны, подобное равновесие может 

быть объяснено наличием внутривидового генного потока (между различны-

ми популяциями одного и того же вида) и локального межвидового генного 

потока. Эта гипотеза может быть подтверждена сходным уровнем внутриви-

довой и межвидовой дифференциации для всех локусов. С другой стороны, 
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внутривидовой и местный межвидовой генный потоки, возможно, могут 

быть уравновешены давлением отбора в пределах каждого вида, приводя к 

сходным аллельным частотам и профилям во всех популяциях данного вида. 

Кластеризация популяций осуществлялась в соответствии с их видовой при-

надлежностью [111]. 

В.В. Потенко и др. [69] на юге Дальнего Востока России проведено изу-

чение генетической изменчивости и дифференциации популяций дуба зубча-

того (Q. dentate) и дуба монгольского (Q. mongolica). Установлено, что у обо-

их видов наблюдаемая гетерозиготность практически не отличается от ожи-

даемой и составила 19,8% у дуба зубчатого и 16,1% у дуба монгольского. Ге-

нетическая дистанция Неи между видами составила 5,3%. Определено, что 

основной вклад в дифференциацию видов вносят локусы Lap-1, Idh-1, Pgm-1 

и Ndh-1[69]. Сходная степень генетической дифференциации характерна и 

для других близкородственных видов дуба – Q. robur и Q. petraea [10, 63], Q. 

grisea и Q. gambelii [116], Q. petraea и Q. pubescens [74]. В целом, учитывая 

морфологическую и экологическую обособленность видов друг от друга, бы-

ло сделано предположение, что различия в генных частотах могут отражать 

действие отбора, направленного на адаптацию растений к различным услови-

ям произрастания и противодействующего их гибридизации [163]. 

 

1.5.2. Анализ структуры ДНК древесных растений 

 

В настоящее время при молекулярно-генетических исследованиях дре-

весных растений особую значимость приобрели методы, основанные на изу-

чении локусов хлДНК. Это обусловлено такими особенностями хлоропласт-

ного генома лиственных растений, как: 1) наследование осуществляется 

только по материнской линии, что значительно сокращает величину генного 

потока для данного типа маркеров и придает полиморфизму хлДНК большую 

структурированность по сравнению с ядерным полиморфизмом; 2) хлоропла-

стная ДНК характеризуется отсутствием рекомбинации генов и, следова-
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тельно, низкой скоростью изменений, возникающих в процессе эволюции 

[174]. Вышеперечисленные свойства локусов хлоропластной ДНК дуба сде-

лали их удобным инструментом для проведения исследований в области ге-

ногеографии видов рода Quercus. 

На основании PCR-RFLP-анализа хлоропластной ДНК в комплексе с 

исследованием ядерных маркеров установлено, что во время последнего лед-

никового периода данный род существовал в виде трех изолированных рефу-

гиумов (гаплотип A – Балканы, B – Испания, C – Италия), каждый из кото-

рых характеризовался генетической разнородностью по хлоропластным и 

ядерным генам. В результате последующего расселения дуба на север Евро-

пы и пыльцевого обмена между восточным и западным рефугиумами про-

изошла постепенная спецификация ядерных геномов, возникли отдельные 

ветви расселения дуба. Все это привело к возникновению консервативных 

гаплотипов, по которым можно проследить ледниковую и постледниковую 

историю расселения видов рода Quercus [146]. 

Анализ хлоропластной ДНК из популяций Quercus ilex, расположенных 

на Иберийском полуострове, позволил Люмарету с соавторами [149] выявить 

две основные формы гаплотипов хлДНК. Одна распространена по всему вос-

точному Средиземноморскому побережью, другая – по остальной части Ибе-

рийского полуострова. На основании этого авторы делают выводы о наличии 

в прошлом двух изолированных рефугиумов для данного вида [149]. Сход-

ные исследования, посвященные геногеографии представителей рода 

Quercus, представлены в работах Олалде с соавторами [160] и Петита с соав-

торами [163]. 

Так, на основании данных, полученных в результате PCR-RFLP-

анализа локусов хлоропластной ДНК дуба черешчатого и дуба скального, 

проведено генетическое картографирование данных пород на территории 

Польши. Проанализировав 33 популяции этих двух видов, было выявлено 9 

гаплотипов, 5 из которых были известны ранее, 4 – обнаружены впервые. Ав-

торы установили, что дубравы Польши имеют историческую связь с насаж-
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дениями дуба таких стран как Германия, Франция, Италия, Испания, страны 

Балканского полуострова [50].  

Исследования, проведенные в Швейцарии, установили наличие двух 

гаплотипов дуба черешчатого: западного, пришедшего из Италии, и восточ-

ного – из Балкан. Одновременно с анализом хлоропластных локусов был 

проведен изоферментный анализ исследуемых популяций с целью установ-

ления каких-либо закономерностей между историческим расселением дуба 

черешчатого и полиморфизмом локусов ядерной ДНК. Низкий уровень гене-

тической изменчивости изоферментных локусов между популяциями с раз-

ными гаплотипами хлоропластной ДНК (следовательно, и различной истори-

ей послеледникового расселения) указал на отсутствие влияния ледниковой и 

постледниковой истории популяций на строение и структуру локусов ядер-

ной ДНК [126]. 

Изучение генетической дифференциации и популяционной структуры 

вида является основой для обоснования и оптимизации возможного переме-

щения семян и мероприятий по сохранению генетического потенциала вида. 

В настоящее время широкое распространение для изучения генетической из-

менчивости различных видов растений, прежде всего в Европе, получили 

RAPD-маркеры [40]. Основное внимание было уделено изучению молеку-

лярной дифференциации между двумя родственными видами – дубом скаль-

ным и дубом черешчатым. Несмотря на наличие существенной дифферен-

циации между видами по фенотипическим признакам, молекулярные марке-

ры показывают очень невысокие различия между популяциями и даже вида-

ми. Из 45 испытанных праймеров только 7 дали профили, позволяющие вы-

явить достоверные различия между двумя видами дуба по 14 фрагментам, 

полностью видоспецифических фрагментов установлено не было. Хотя и от-

мечена более высокая дифференцирующая способность RAPD-праймеров по 

сравнению с изоферментами, большое значение при работе с RAPD-

маркерами имеет правильный выбор праймеров для решения поставленных 

задач [154]. Применение RAPD-маркеров, обладающих значительно более 
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высокой изменчивостью, чем изоферменты, является эффективным средст-

вом для изучения процессов генетической дифференциации и популяцион-

ной структуры дуба черешчатого и других лиственных древесных пород. 

Важность выбора праймеров для оценки степени генетической диффе-

ренциации и возможности идентификации разных популяций друг от друга 

показана при изучении географических культур и популяций дуба в Герма-

нии и различных видов дуба в Венгрии. На основании использования RAPD-

метода и на основе частот по двум, трем и четырем отдельным фрагментам 

ДНК оказалось возможным идентифицировать и распознать три популяции 

от остальных четырех изученных популяций в западной части Германии 

[173]. В Венгрии из проанализированных 26- и 10-мерных праймеров только 

четыре проявили существенные различия в частотных профилях у различных 

видов. Отсутствие или наличие отдельных фрагментов трех праймеров (G9, 

G13 и Н2) оказалось видоспецифическим признаком для Q. robur, Q. petraea 

и Q. dalechampii соответственно [110]. При исследовании RAPD-методом на-

саждений дуба черешчатого, произрастающих в европейской части России, 

несмотря на наличие существенных достоверных различий в частотах от-

дельных фрагментов в разных популяциях, не удалось выделить какие-либо 

праймеры, идентифицирующие с высокой степенью достоверности отдель-

ные популяции дуба [101]. 

Исследования популяций дуба черешчатого и скального в шести цен-

трально и западноевропейских странах выявили достаточно высокий уровень 

меж- и внутрипопуляционной изменчивости для обоих видов дуба. Среднее 

число аллелей на локус на видовом уровне составило 2, а эффективное число 

аллелей для обоих видов дуба – около 1,69. Для обоих видов генетическая 

изменчивость (Н) изменялась в пределах от 0,30 до 0,50 (в среднем для Q. 

petraea – 0,389 и для Q. robur – 0,391), что свидетельствует о наличии алле-

лей с одинаковой частотой в популяциях [111]. Широкомасштабные исследо-

вания генетической изменчивости дуба скального с помощью молекулярных 

маркеров выявили высокую степень корреляции между генетическими дис-
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танциями, рассчитанными на основании RAPD-маркеров, и географическими 

расстояниями между популяциями. Внутрипопуляционная генетическая из-

менчивость HS изменяется от 0,189 (Чехия) до 0,258 (Центральная Франция), 

общая генетическая изменчивость составила 0,239, коэффициент генетиче-

ской дифференциации 0,024 [110]. Оценки генетической изменчивости попу-

ляций дуба в России примерно такие же. На уровне вида средняя внутрипо-

пуляционная генетическая изменчивость (HS) составляет 0,227, а общее ге-

нетическое разнообразие HT – 0,250 [101]. 

При анализе межпопуляционной дифференциации при помощи прай-

меров SCAR, дифференцирующих два вида дуба, были установлены высокие 

значения коэффициентов популяционной дифференциации GST на видовом 

уровне как для Q. petraea (0,124), так и для Q. robur (0,129). Сделан вывод, 

что регионы ДНК, характерные для данных видов, отличаются крайне высо-

кой изменчивостью [111]. Также высокая межвидовая популяционная диф-

ференциация выявлена в популяциях Польши, Германии и северо-восточной 

Франции, в которых оценки показателя GST изменялись в пределах от 0,223 

(Польша) до 0,289 (Германия). Таким образом, делается вывод о наличии 

широтного тренда по степени дифференциации между видами. Во всех ис-

следованиях подтверждается предположение, что поток генов является суще-

ственным гомогенизирующим генетическим фактором, который приводит к 

уменьшению дифференциации между популяциями. 

Петит с соавторами [163] на примере дуба черешчатого и дуба скаль-

ного в Западной Европе показали, что вклад в общую генетическую изменчи-

вость доли межпопуляционной вариабельности ДНК клеточных органелл на 

порядок величин больше, чем аллозимной изменчивости. 

Вся ценность генетического типирования состоит в том, что оно позво-

ляет достоверно определить таксономическую принадлежность организмов 

вплоть до уровня популяции, штамма; оценить уровень полиморфизма, его 

изменение, что важно для разработки мероприятий по сохранению биоразно-

образия в дикой природе [4]. 
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ДНК-маркеры позволяют выявлять полиморфизм ДНК на уровне генов, 

а не на уровне продуктов генов. Кроме того, ДНК-маркеры позволяют ис-

пользовать любые ткани и органы для анализа [11, 16, 77]. 

 

 



 
 

                                                 

Глава 2. ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ 

 

2.1.  Цель и задачи исследования 

 

Целью данной работы явилось изучение белкового спектра ферментов 

метаболических путей клетки и молекулярных маркеров в популяции древес-

ных растений дуба черешчатого (Quercus robur L.), произрастающих в условиях 

разных мест обитания. 

Для выполнения поставленной цели в программу исследований были по-

ставлены следующие задачи: 

1) Изучить полиморфизм белкового спектра ферментов метаболических 

путей клетки в популяции дуба черешчатого. 

2) Определить характер изменения ДНК-маркеров в популяции дуба че-

решчатого. 

3) Провести анализ биохимико-генетической изменчивости популяции 

дуба черешчатого в лесостепи европейской части Российской Федерации. 

4) На основе полиморфизма биохимических маркеров провести кластер-

ный анализ и составить карты границ популяционной структуры дуба черешча-

того в лесостепи европейской части Российской Федерации. 

 

2.2. Объекты и методы исследования 

 

2.2.1.Объекты исследования 

 

Объектами научных исследований в настоящей работе явились 8 фермен-

тов, участвующих в метаболических путях растений: аланинаминопептидаза 

(ALAP, КФ 3.4.11.2), алкогольдегидрогеназа  (ADH , КФ 1.1.1.1), глюко-

зофосфатизомераза (GPI, КФ 5.3.1.9), изоцитратдегидрогеназа (IDH,  КФ 

1.1.1.42), лейцинаминопептидаза  (LAP,  КФ 3.4.11.1), флюоресцентнаяэ-

стераза  (Fl-EST, КФ 3.1.1.2), фосфоглюкомутаза (PGM, КФ 2.7.5.1), шики-
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матдегидрогеназа  (SKDH, КФ 1.1.1.25), а также спектры амплифицированных 

фрагментов с использованием 4 RADP- праймеров (Oligo 16, Oligo 29, Oligo 4, 

Oligo 6) для инвертированных повторов в ДНК. 

Выявление полиморфизма биохимических маркеров у дуба черешчатого 

и дивергенции популяций в естественном ареале осуществлялось путем анализа 

потомств дуба черешчатого в географических культурах, расположенных на 

территории России, заложенных А.М. Шутяевым в 1973 г. на площади 14, 8 га., 

где представлено 40 экотипов дуба в трех повторностях (с учетом внутривидо-

вых категорий  изучаются 85 вариантов), а также в лесных массивах естествен-

ного происхождения разных регионов. Для биохимико-генетического анализа 

отбирались образцы дуба черешчатого происхождением из лесостепи европей-

ской части Российской Федерации  (таблица 1, рис. 3).  

 

Таблица 1 – Характеристика образцов дуба черешчатого, отобранных для ана-

лиза 

Номер по 
Госреестру 

Местонахожде-
ние: 

республика, об-
ласть, лесхоз 

Тип условий ме-
стопроизрастания, 

тип леса 
Феноформа 

Класс 
бони-
тета 

6 
 

Россия, Туль-
ская, 

Крапивенский 

D2, 
липовая дубрава Ранняя I-II 

12 
 

Россия, Воро-
нежская, Ворон-

цовский 

D2, 
кленово-ясеневая 

дубрава 
Поздняя I-II 

13 
 «-» 

D2-1, 
кленовая дубрава 

 

Ранняя + позд-
няя II 

15 
 

Россия, Воро-
нежская, Тел-
лермановский 

D2, 
ясеневая дубрава 

Ранняя + позд-
няя I-II 

17 
 

Россия, Курская, 
Золотухинский 

D2, 
кленово-липовая 

дубрава 
Поздняя II 
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Продолжение таблицы 1 

Номер по 
Госреестру 

Местонахожде-
ние: 

республика, об-
ласть, лесхоз 

Тип условий ме-
стопроизрастания, 

тип леса 
Феноформа 

Класс 
бони-
тета 

18 
 

Россия, Белго-
родская, Шебе-

кинский 

D2, 
кленово-липовая 

дубрава 
Поздняя II 

19 
 

Россия, Белго-
родская, Алексе-

евский 

D2, 
кленово-ясеневая 

дубрава 
Поздняя I 

20 
 

Россия, Брян-
ская, Навлинский 

С3, 
липовая судубрава Поздняя II 

21 
 

Россия, Марий  
Эл, Куярский 

В2, 
травянистая су-

борь 
Ранняя III 

22 
 

Россия, Мордо-
вия, Ковылкин-

ский 

D3, 
пойменная дубрава 

 
Ранняя II-III 

23 
 

Россия, Татар-
стан, Кайбицкий 

D2, 
кленовая дубрава 

 
Ранняя II 

24 
 

Россия, Башкор-
тостан, Туйма-

зинский 

D2, 
липовая дубрава Ранняя III 

27 
 

Россия, Самар-
ская, быв. Куй-

бышевский 

D2, 
пристепная дубра-

ва 
Ранняя III 

48 
 

Россия, Чувашия, 
Порецкий 

D2, 
папоротниковая 

дубрава 
Ранняя II-III 
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1 – 48 (номер плантации в географических культурах согласно Гос-

реестру); 2 – 23; 3 – 6; 4 – 19; 5 - 13; 6 – 15; 7 – 18; 8 – 24; 9 – 20; 10 – 12; 11 

– 22; 12 – 27; 13 – 17; 14 – 21 

 

Рис. 3 – Места сбора репродуктивного материала дуба черешчатого 

 

2.2.2. Методы исследования 

 

2.2.2.1. Определение изоферментного состава 

 

Изоферментный анализ проводился с использованием метода электрофо-

реза в крахмальном геле [22, 74, 116].  

Для экстракции ферментов при анализе деревьев дуба черешчатого ис-

пользовались как  наиболее крупные почки, так и ткани 2–5-дневных побегов. 

Перед гомогенизацией почку очищали от покровных чешуй; вес подготовлен-

ного образца составлял 35–40 мг.  

 1  2 

 3 

 4  5 
 6 

 7 

 8 

 9 

 10 

 11  12 

 13 

 14 
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Гомогенизация растительных тканей проводится при температуре от 0 до 

5°С в экстрагирующем растворе, который имеет следующий состав: поливи-

нилпирролидон – 8%, сахароза – 0,3 М, ЭДТА – 0,5 мМ, дитиотрейтол – 1 мМ, 

аскорбиновая кислота – 1 мМ, альбумин (бычий) – 0,1%, никотинамидаденин-

динуклеотид (НАД) – 0,4 мМ, никотинамидадениндинуклеотидфосфат (НАДФ) 

– 0,3 мМ, пиридоксаль-5-фосфат – 0,2 мМ.  

Электрофоретическое фракционирование изоферментов осуществлялось в 

крахмальном геле. Для выявления белковых зон каждой ферментной системы 

применялись специальные окрашивающие растворы (приложение 1) [74]. 

Для обозначения аллельных изоферментов (аллозимов) и кодирующих их 

аллельных генов использовали цифровые символы, отражающие относитель-

ную электрофоретическую подвижность. Значение 1.00 соответствует электро-

форетической подвижности аллеля данного гена, наиболее часто встречающе-

гося в природных популяциях исследованного вида. Все остальные аллели это-

го же локуса обозначаются в соответствии с электрофоретической подвижно-

стью их аллозимов относительно аллеля 1.00 [74]. 

 

2.2.2.2. Анализ нуклеотидной последовательности ДНК 

 

2.2.2.2.1. Получение нуклеиновых кислот 

 

В настоящей работе для получения препаратов тотальной ДНК использо-

вался метод с применением ЦТАБ-буфера (цетилтриэтиламмония бромида) [41, 

122]. Для выделения ДНК применяли ЦТАБ-буфер следующего состава: 100 

mM Tris-HCl (pH 8,0), 20 mM EDTA, 3% ЦТАБ, 1,4 М NaCl, 0,2% 2-

меркаптоэтанол. 
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2.2.2.2.2. Спектрофотометрическое определение концентрации ДНК 

 

Показатели концентрации и чистоты препарата ДНК являются значимы-

ми факторами, влияющими на ход дальнейшего анализа [29]. Для измерения 

количества ДНК  определяют поглощение раствора нуклеиновых кислот в об-

ластях спектра с длинами волн 260 и 280 нм [150]. Кроме того, проводят допол-

нительное оптическое измерение препаратов при 320 нм. В чистых препаратах 

значение D320 должно стремиться к нулю. 

Спектрофотометрический анализ ДНК позволяет определить концентра-

цию и оценить степень чистоты полученных препаратов. Однако он не позволя-

ет делать выводы о степени деградации молекул нуклеиновых кислот. Для ре-

шения подобной задачи, как правило, используют электрофоретическое разде-

ление нуклеиновых кислот в электрическом поле [29, 150]. 

 

2.2.2.2.3.Полимеразная цепная реакция 
 

Полученные образцы ДНК используют для реакции амплификации с це-

лью обнаружения схожих сайтов в нуклеотидной последовательности образцов. 

Участок исследуемой ДНК гибридизуют с искусственно синтезированным 

праймером – олигодезоксирибонуклеотидными последовательностями длиной 

от 10 до 30 пн.  

Состав реакционной смеси, используемой для ПЦР: смесь 10 мМ нуклео-

тидтрифосфатов, 2,5 мкл 10*ПЦР буфера (500 мМ КСl, 100 мМ Трис-НCl; рН 

8,8), 25 мМ MgCl2, 1 ед. Taq ДНК-полимеразы, 10 мМ праймера и 1 мкл ДНК 

(20 нг/мкл). 
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2.2.2.2.4. Электрофоретическое фракционирование продуктов ПЦР 

 

Для визуализации полученных ампликонов проводили электрофорез в 2% 

агарозном геле с добавлением интеркалирующего красителя – бромистого эти-

дия. 

 

2.2.2.3. Математическая обработка полученных результатов 

 

Доля полиморфных локусов, или полиморфность (Р) – параметр, опреде-

ляющий степень генетической изменчивости в популяциях. Она определяется 

отношением числа полиморфных локусов (имеющих два и более различных ал-

леля) к общему количеству проанализированных локусов. Данная величина 

обычно определяется по двум критериям полиморфности. Локус относится 

кполиморфным, когда частота наиболее общего аллеля этого локуса не превы-

шает 95% (Р95), или когда его частота не превышает 99% (Р99) [74]. 

При генетическом анализе популяций широко используется также показа-

тель, называемый средним числом аллелей на локус (А). Для вычисления этого 

параметра общее число обнаруженных в исследовании аллелей делится на ко-

личество локусов. Так как А сильно зависит от выборки деревьев, часто поль-

зуются еще и показателем среднего числа нередких аллелей на локус (А1%). 

При этом делить на количество локусов следует только число аллелей, которые 

встречаются в популяции с частотой более 1% (т.е. нередких аллелей). Пара-

метры среднего числа аллелей на локус позволяют дать усредненную оценку 

аллельного разнообразия, характерного для той или иной популяции, а также 

для вида в целом. 

Необходимо отметить, что эти показатели зависят от выборки проанализи-

рованных деревьев и, вследствие этого, не всегда точно отражают уровень ге-

нетической изменчивости в исследованных популяциях. 

Более совершенными мерами, оценивающими уровень генетической из-

менчивости в популяциях, являются параметры гетерозиготности (наблюдае-
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мой и ожидаемой). Показатель наблюдаемой гетерозиготности (Но) рассчиты-

вается для каждого локуса отдельно как отношение числа гетерозигот к общему 

количеству проанализированных особей. Параметр ожидаемой гетерозиготно-

сти (Не) вычисляется для каждого локуса на основании его аллельных частот, 

исходя из формулы Харди-Вайнберга, посредством следующего соотношения 

[142]: 

  

  

где хi – частота i-того аллеля.  

Средние значения наблюдаемой и ожидаемой гетерозиготности вычисля-

ются как среднеарифметическое показателей Н по всем локусам [142]: 

 

    

 

где Нj– гетерозиготность j-того локуса, а L – количество исследованных 

локусов. 

Ошибку средней гетерозиготности рассчитывали по формуле [90]: 
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где L – количество проанализированных локусов, Н – показатель гетерози-

готности по отдельному локусу, n – количество исследованных особей. 

Все вышерассмотренные параметры, а также частоты встречаемости алле-

лей, позволяют описать генетическую и генотипическую структуру, выявить 

уровень генетической изменчивости и тем самым дают возможность оценить 

состояние генофонда исследуемых видов и популяций. 

He i= −∑1 2 x , (1) 

H
1
L

 H ,j= ∑ (2) 

(3) 
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Для анализа степени подразделенности природных популяций дуба череш-

чатого использовались  коэффициенты, предложенные Райтом (F-статистики) и 

Неи (G-статистики). 

Для расчета F-статистик Райта использовались значения аллельных частот, 

а также показателей наблюдаемой и ожидаемой гетерозиготности [115, 120].  

Коэффициент инбридинга для отдельного локуса (F) вычислялся по фор-

муле:  

 

 

где Но – наблюдаемая гетерозиготность, Не – ожидаемая гетерозиготность 

[121].   

Показатель FIS (коэффициент инбридинга особи (I) относительно популя-

ции или субпопуляции (S)) для одного локуса вычислялся по формуле: 

 

 

     

 

 

где Fq – коэффициент инбридинга для данного локуса в q-той популяции, в 

которой проанализировано Nq деревьев; Nt – общее количество деревьев по 

всем K популяциям. 

После вычисления FIS для каждого локуса рассчитывалось усредненное 

значение этого показателя для всех проанализированных локусов. 

Показатель FST (коэффициент инбридинга популяции или субпопуляции 

(S) относительно всего вида (T)), который собственно и определяет степень 

подразделенности, для каждого локуса вычислялся в два этапа [171]. 

На первом этапе подсчитывалось значение FST для каждого аллеля по опре-

деленному локусу: 
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где xi – взвешенная средняя частота i-того аллеля по всем исследованным 

популяциям; σ2
Xi – взвешенная сумма квадратичных отклонений частот i-того 

аллеля в популяциях от средней частоты этого аллеля, или в математическом 

выражении: 

 

    

 

 

где xiq – частота i-того аллеля в q-той популяции. 

На втором этапе проводилось усреднение значений FST по всем аллелям 

данного локуса: 

 

       

 

 

где R – количество аллелей в локусе. 

Таким образом, значения FST рассчитывались в отдельности для каждого 

локуса, после чего усреднялись по всем проанализированным локусам. 

Еще один показатель Райта – FIT (коэффициент инбридинга особи (I) отно-

сительно вида в целом (Т)) – рассчитывался на основании значений FIS и FST. 

Эти три показателя связаны между собой следующей формулой: 

      

 

 

G-статистики состоят из нескольких параметров. Основными являются: HS 

– среднее генетическое разнообразие внутри популяции,НT – общее генетиче-
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ское разнообразие, DST – генетическое разнообразие между популяциями и GST 

– доля межпопуляционного разнообразия.  

Общее генетическое разнообразие (НT) для каждого локуса вычислялось 

на основании средних частот аллелей: 

 

       

 

 

Среднее генетическое разнообразие внутри популяции (HS) для опреде-

ленного локуса рассчитывалось как средневзвешенное значение показателя 

ожидаемой гетерозиготности по всем изученным популяциям: 

     

 

где Heq – ожидаемая гетерозиготность в q-той популяции. 

Разница между общим генетическим разнообразием и внутрипопуляцион-

ным разнообразием составляет DST, или межпопуляционное разнообразие: 

 

                                          DST = HT – HS    

 

Для того чтобы оценить, какая доля общего генетического разнообразия 

приходится на межпопуляционное разнообразие, использовался коэффициент 

GST: 
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Данные параметры G-статистик вычислялись отдельно для каждого локу-

са, а потом усреднялись по всем локусам [132, 138, 141].  

Степень генетической близости между исследованными популяциями рас-

считывали по методу, предложенному Неи (DN) [143]: 

 

 

   (4) 

 

 

 

 

 

 

где IN – коэффициент генетического сходства, xij, yij – частоты i-того 

аллеля j-того локуса в сравниваемых популяциях. 
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Глава 3. РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 
 

3.1.Изучение полиморфизма изоферментного состава в популяции дуба 

черешчатого 

 

Для изучения полиморфизма изоферментного состава использовали метод 

электрофореза в крахмальном геле. При выборе фермента, выступающего в ро-

ли маркера, руководствовались рекомендациями, разработанными в «НИИ Ле-

са» НАН Беларуси [74] (таблица 2). 

В ходе исследований с использованием 8 ген-ферментных систем, коди-

рующихся 12 локусами, был проведен изоферментный анализ ферментов мета-

болических путей  деревьев дуба черешчатого из 14 климатипов (рис. 4–18). К 

таким ферментам относятся: алкогольдегидрогеназа (ADH, КФ  1.1.1.1), ала-

нинаминопептидаза (ALAP, КФ 3.4.11.2), изоцитратдегидрогеназа (IDH, 

КФ 1.1.1.42), фосфоглюкомутаза (PGM, КФ 2.7.5.1), глюкозофосфатизомераза 

(GPI, КФ 5.3.1.9), шикиматдегидрогеназа (SKDH, КФ 1.1.1.25), лейцинамино-

пептидаза (LAP, КФ 3.4.11.1), флюоресцентная эстераза  (Fl-EST, КФ 3.1.1.2). 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

                                                 

Таблица 2 – Ферменты, используемые для молекулярно-генетического анализа древесных растений

Фермент 
Аббре
виа-
тура 

Кодовый 
номер 

фермента 

Анализируемый древесный вид 
Сосна 
обык-
новен-

ная 

Ель ев-
ропей-

ская 

Берёза 
повислая 
и пуши-

стая 

Граб 
обык-
новен-

ный 

Дуб 
череш-
чатый 

Клён 
остро-
лист-
ный 

Липа 
мелко-
листная 

Ольха 
чёрная Осина 

Ясень 
обык-
новен-

ный 

Аконитаза ACO 4.2.1.3. - - - - - + + + + + 
Аланинаминопептидаза ALAP 3.4.11.2. - - + - + - - - - - 
Алкогольдегидрогеназа ADH 1.1.1.1. + + + - + + + + + + 

Аспартатаминотрансфераза AAT 2.6.1.1. + + - + - + - + - + 
Глутаматпируваттрансаминаза GPT 3.4.11.2. - - - - - - + - + - 

Глутаматдегидрогеназа GDH 1.4.1.2. + + - - - - - - - - 
Глюкозо-6-

фосфатдегидрогеназа 
G-6-
PD 1.1.1.49. - - - - - - - - - + 

Глюкозофосфатизомераза GPI 5.3.1.9. + + + + + + - + + + 
Диафораза DIA 1.6.4.3. + + + + - + + + + + 

Изоцитратдегидрогеназа IDH 1.1.1.42. + + + + + + + + - + 
Лейцинаминопептидаза LAP 3.4.11.1. + + + + + + + - + - 

Малатдегидрогеназа MDH 1.1.1.37. + + + - - + + + - + 
Малик-энзим ME 1.1.1.40. - - - + - - - - - - 

Пептидаза PEP 3.4.13.1. - - - + - - - + - + 
Пероксидаза PER 1.11.1.7. - - + - - - - - - - 

Фосфоглюкомутаза PGM 2.7.5.1. + + + + + + + + + + 
6-

фосфоглюконатдегидрогеназа 6-PGD 1.1.1.44. + - + - - - - - - + 

Флюоресцентная эстераза FI-
EST 3.1.1.2. + + + - + + + + + - 

Шикиматдегидрогеназа SKDH 1.1.1.25. - + - - + - - + - - 



 
 

                                                 

3.1.1. Алкогольдегидрогеназа 

 

Известно, что в анаэробных условиях протекает процесс спиртового 

брожения. В результате данного процесса пировиноградная кислота в даль-

нейшем подвергается декарбоксилированию, и образовавшийся уксусный 

альдегид восстанавливается водородом. Данный процесс катализируется 

ферментом алкогольдегидрогеназой (ADH, КФ 1.1.1.1). Он участвует в про-

цессе восстановления ацетальдегида до этанола [64, 176].  

Алкогольдегидрогеназа — фермент класса дегидрогеназ, катализирует 

окисление спиртов и ацеталей до органических соединений карбонильной 

группы — альдегидов и кетонов.   

Установлено, что электрофореграмма белкового спектра фермента ал-

когольдегидрогеназы у дуба черешчатого характеризуется наличием двух ал-

лозимных локусов: Adh-1 и Adh-2 [74] (рис. 4, 5).  

 

 
48, 13, 19, 20, 12, 21, 15 – номера плантаций дуба черешчатого по Госреестру. 

1, 2, 3, …, 10 – порядковый номер исследуемого дерева. 

Рис. 4 – Электрофореграмма белкового спектра алкогольдегидрогеназы 
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22, 6, 27, 24, 17, 23, 18 – номера плантаций дуба черешчатого по Госреестру. 

1, 2, 3, …, 9 – порядковый номер исследуемого дерева. 

Рис. 5 – Электрофореграмма белкового спектра алкогольдегидрогеназы 

 

В исследованной группе образцов локус Adh-1 проявляется на геле в 

виде двух белковых зон с Rf 1,00 и 0,85, а локус Adh-2 в виде трех белковых 

зон с Rf 1,15, 1,00 и 0,90. 

Анализ белковых зон по климатипам выявил следующую зависимость 

в структуре спектра алкогольдегидрогеназы: климатип 48 (Республика Чува-

шия) по локусу Adh-1 характеризуется наличием большого количества соче-

тания двух белковых зон 1,00 и 0,85, которые были выявлены в 78% образцов 

данного климатипа. У 22% образцов наблюдалась только одна белковая по-

лоса с Rf 1,00. Аналогичная ситуация по этому локусу наблюдалась также у 

климатипа 12 (Воронежская обл. Воронцовское лесничество). Климатипы 6 

(Тульская область), 24 (Республика Башкортостан) и 21 (Республика Марий-

Эл) по данному локусу в 67% имели две белковых зоны (1,00 и 0,85), клима-

типы 23 (Республика Татарстан), 13 (Воронежская обл. Воронцовское лесни-

чество), 22 (Республика Мордовия) и 17 (Курская область) в 45%, климатипы 

19 (Белгородская область, Алексеевское лесничество), 18 (Белгородская об-

ласть, Шебекинское лесничество) в 34%, а климатип 27 (Самарская область) 

в 23% имели подобные генотипы. Наибольшее и наименьшее значение дан-
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ного параметра (100% и 10%) было обнаружено у образцов дуба черешчатого  

из Воронежской области, Теллермановского лесничества и Брянской области 

соответственно. 

 По локусу Adh-2 наиболее часто встречаемой была белковая зона с Rf 

1,00, но помимо этого были выявлены и другие более редкие варианты. Так, 

например, у климатипов 48, 19, 13, 15, 18, 24, 20, 12, 21, 17, 22 в 11% – 34% 

встречается аллель 1,15, у климатипов 23, 6, 24, 22 обнаруживается аллель 

0,90 в 10% -11%.  

Обобщив данные по белковому спектру алкогольдегидрогеназы, можно 

заключить, что данный фермент проявляет высокую вариабельность и ин-

формативность и может быть рекомендован в качестве маркера для выявле-

ния внутрипопуляционной структуры у дуба черешчатого. 

 

3.1.2. Аланинаминопептидаза 

 

Аланинаминопептидаза (ААP, КФ 3.4.11.2) представляет собой мем-

бранлокализованный фермент, относящийся к классу пептидаз. Аланинами-

нопептидаза является экзопептидазой и высвобождает аминокислоту, лока-

лизованную на N-конце пептида, амида или акриламида. Данный фермент 

может расщеплять пептидную связь всех остальных аминокислот, но с более 

низкой скоростью [153, 176].  

Известно, что на электрофореграмме белкового спектра фермента ала-

нинаминопептидазы у дуба черешчатого выявляются два аллозимных локуса: 

Alap-1и Alap-2 [74] (рис. 6, 7). 
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48, 13, 19, 20, 12, 21, 15 – номера плантаций дуба черешчатого по Госреестру. 

1, 2, 3, …, 10 – порядковый номер исследуемого дерева. 

Рис. 6 – Электрофореграмма белкового спектра аланинаминопептидазы 

 

 

 
 

22, 6, 27, 24, 17, 23, 18 – номера плантаций дуба черешчатого по Госреестру. 

1, 2, 3, …, 9 – порядковый номер исследуемого дерева. 

Рис. 7 – Электрофореграмма белкового спектра аланинаминопептидазы 
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В исследованной группе образцов локусы Alap-1 и  локус Alap-2 про-

являются на геле в виде трех белковых зон каждый с Rf 1,00, 0,95, 0,90 и  

1,05, 1,00, 0,95 соответственно. 

Анализ белковых зон по климатипам выявил следующую зависимость 

в структуре спектра: локус Alap-1 характеризуется наличием большого коли-

чества различных вариантов сочетания белковых зон. Так, например, сочета-

ние аллелей 1,00/0,90 обнаруживается в 34% – 45% исследуемых образцах. 

Распределение по климатипам данного показателя примерно одинаково, за 

исключением образцов из Воронежской и Самарской областей, где сочетание 

аллелей 1,00/0,90 встречалось в 11% случаев или вообще отсутствовало (Во-

ронежская область). 

Помимо этого были обнаружены и другие аллельные варианты: 

0,95/0,90 и 1,00/0,95, а также единичные варианты аллелей 1,00, 0,90 и 0,95. 

На долю таких сочетаний приходилось в среднем от 5% до 20%.  

Локус Alap-2 также характеризуется высокой гетерогенностью и нали-

чием большого количества сочетаний аллелей. Так, на долю единичных ва-

риантов аллелей приходится от 26% до 58%. Данная зависимость выявлена у 

всех исследованных климатипов дуба черешчатого. 

Белковый спектр аланинаминопептидазы проявляет высокую вариа-

бельность, что позволяет использовать данный фермент в качестве маркера 

для идентификации внутрипопуляционной структуры у дуба черешчатого. 

 

3.1.3. Изоцитратдегидрогеназа 

 

Изоцитратдегидрогеназа (IDH, КФ 1.1.1.42.) – фермент цикла Кребса, 

катализирует обратимую реакцию окислительного декарбоксилирования 

изоцитрата [64]. Процесс превращения изоцитрата в 2-оксоглутарат является 

лимитирующим скорость всего цикла. Данный фермент встречается как в 

митохондриях, так и в цитозоле, что связано с регуляцией цикла, сама изо-

цитратдегидрогеназа ингибируется НАДH и активируется цитратом.  Актив-
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ность фермента зависит от присутствия ионов кальция. Изоцитратдегидроге-

наза – один из наиболее распространенных популяционно-генетических мар-

керов, представляющий собой чаще всего сложный гетерополимер [64, 76]. 

 Изоцитратдегидрогеназа в своем белковом спектре представлена од-

ним локусом [74], состоящим из нескольких белковых зон с Rf 1,30, 1,15 и 

1,00 (рис. 8, 9).  

 
 

48, 13, 19, 20, 12, 21, 15 – номера плантаций дуба черешчатого по Госреестру. 

1, 2, 3, …, 10 – порядковый номер исследуемого дерева. 

Рис. 8 – Электрофореграмма белкового спектра изоцитратдегидрогеназы 

 

 
 

22, 6, 27, 24, 17, 23, 18 – номера плантаций дуба черешчатого по Госреестру. 

1, 2, 3, …, 9 – порядковый номер исследуемого дерева. 

Рис. 9 - Электрофореграмма белкового спектра изоцитратдегидрогеназы 
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Анализ изоферментного состава изоцитратдегидрогеназы у дуба че-

решчатого показал, что в ряде случаев (климатип 48 (Республика Чувашия) и 

23 (Республика Татарстан)) полиморфизм белкового спектра внутри клима-

типов не наблюдается, вся выборка была гомогенна. Данное явление можно 

объяснить близким родством деревьев, с которых был собран материал для 

анализа. Но следует отметить, что наблюдалось  четкое различие между эти-

ми климатипами. Так, образцы из Республики Чувашии имели сочетание ал-

лелей 1,00/1,15, а материал из Республики Татарстан характеризовался одной 

белковой полосой с Rf 1,00. Остальные климатипы по данному ферменту 

проявляют достаточно высокую степень полиморфизма как внутри одного, 

так и между разными климатипами. Наиболее часто встречаемое сочетание 

аллелей 1,00/1,15 было выявлено в среднем в 38% изученных образцов. На 

долю мономорфных аллелей в среднем приходилось 51% от общего количе-

ства образцов. 

 

3.1.4. Фосфоглюкомутаза 

 

Фосфоглюкомутаза (PGM, КФ 2.7.5.1). Фермент класса трансфераз ка-

тализирует внутримолекулярный перенос фосфата при образовании глюкозо-

6-фосфата из глюкозо-1-фосфата в процессе гликолиза в реакции, следующей 

за фосфоролизом гликогена. Данный фермент локализован в цитоплазме. 

Молекулярная масса белковой молекулы 60 000 – 112 000 кДа. Активность 

фермента зависит от присутствия ионов магния.  

В клетках одного организма фосфоглюкомутаза может присутствовать 

в виде различных изоферментов. Фосфоглюкомутаза  широко распростране-

на в растительных, животных и микробных клетках [6]. 

Белковый спектр данного фермента представлен несколькими аллель-

ными вариантами (Rf 1,00, 0,90, и 0,80) по одному локусу Pgm [74] (рис. 10, 

11). 
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48, 13, 19, 20, 12, 21, 15 – номера плантаций дуба черешчатого по Госреестру. 

1, 2, 3, …, 10 – порядковый номер исследуемого дерева. 

Рис. 10 – Электрофореграмма белкового спектра фосфоглюкомутазы 

 

 

 
 

22, 6, 27, 24, 17, 23, 18 – номера плантаций дуба черешчатого по Госреестру. 

1, 2, 3, …, 9 – порядковый номер исследуемого дерева. 

Рис. 11 – Электрофореграмма белкового спектра фосфоглюкомутазы 
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Сочетание белковых зон 1,00/0,90 встречается во всех группах иссле-

дованных образцов и составляет от 22% (климатипы 48 (Республика Чува-

шия) и 22 (Республика Мордовия)) до 67% (климатип 19 (Белгородская об-

ласть)), в то время как аллельный вариант 1,00/0,80 обнаруживается только в 

трех (Самарская, Тульская области и Республика Башкортостан) у 11%–25% 

исследуемых образцов. 

Изоферментный анализ фосфоглюкомутазы показал наличие высокой 

доли полиморфных белковых зон и может быть использован для определения 

внутрипопуляционной структуры дуба черешчатого. 

 

3.1.5. Глюкозофосфатизомераза 

 

Глюкозофосфатизомераза (GPI, КФ 5.3.1.9) является важным фермен-

том для регуляции углеводного обмена наряду с другими факторами. Данный 

фермент регулирует количество глюкозо-6-фосфата, поступающего в глико-

лиз [18]. 

Известно, что электрофореграмма белкового спектра фермента глюко-

зофосфатизомеразы у дуба черешчатого характеризуется наличием двух ал-

лозимных локусов: Gpi-1 и Gpi-2 [74] (рис.12, 13).  
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48, 13, 19, 20, 12, 21, 15 – номера плантаций дуба черешчатого по Госреестру. 

1, 2, 3, …, 10 – порядковый номер исследуемого дерева. 

Рис. 12 – Электрофореграмма белкового спектра глюкозофосфатизомеразы 

 

 

 
 

22, 6, 27, 24, 17, 23, 18 – номера плантаций дуба черешчатого по Госреестру. 

1, 2, 3, …, 9 – порядковый номер исследуемого дерева. 

Рис. 13 - Электрофореграмма белкового спектра глюкозофосфатизомеразы 
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В исследованной группе образцов локус Gpi-1 проявляется на геле в 

виде одной белковой зоны с Rf 1,00, а локус Gpi-2 в виде трех белковых зон с 

Rf 1,15, 1,10 и 1,00. 

Анализ белковых зон по климатипам показал высокую степень моно-

морфности по данному ферменту. Так, по локусу Gpi-1 во всех исследуемых 

образцах была выявлена только одна зона  с Rf 1,00. Локус Gpi-2 также пока-

зал большую степень однородности, но, в отличие от первого локуса, прояв-

лялся в виде трех полос. Стоит отметить, что данная ситуация наблюдалась 

только в нескольких климатипа: 48 (Республика Чувашия), 19 (Белгородская 

область), 12 (Воронежская область, Воронцовское лесничество) и 21 (Рес-

публика Марий Эл). Доля полиморфных аллельных вариантов в этих клима-

типах составляла от 11% до 23%.  

Результаты, полученные по изоферментному анализу глюкозофосфати-

зомеразы у дуба черешчатого, показывают, что данный фермент не может 

быть использован в качестве маркера для выявления внутрипопуляционной 

структуры, поскольку проявляет высокую мономорфность в белковом спек-

тре.   

 

3.1.6. Шикиматдегидрогеназа 

 

Шикиматдегидрогеназа (SKDH, КФ 1.1.1.25) представляет собой фермент, 

окисляющий шикимовую кислоту. Шикимовая кислота является предшествен-

ником ароматических аминокислот, алкалоидов и других ароматических мета-

болитов и играет важную роль в метаболизме растений при адаптации к стрес-

совым условиям окружающей среды. 

Изоферментный спектр данного фермента характеризуется наличием од-

ного локуса Skdh, который может быть представлен тремя белковыми зонами с 

Rf 1,10, 1,00 и 0,90 [74] (рис. 14, 15).  
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48, 13, 19, 20, 12, 21, 15 – номера плантаций дуба черешчатого по Госреестру. 

1, 2, 3, …, 10 – порядковый номер исследуемого дерева. 

Рис. 14 – Электрофореграмма белкового спектра шикиматдегидрогеназы 

 

 

 
 

22, 6, 27, 24, 17, 23, 18 – номера плантаций дуба черешчатого по Госреестру. 

1, 2, 3, …, 9 – порядковый номер исследуемого дерева. 

Рис. 15 – Электрофореграмма белкового спектра шикиматдегидрогеназы 

 

Анализ белковых зон по климатипам выявил значительную степень моно-

морфности у исследуемых образцов по данному ферменту. Практически все 
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климатипы (98%) были представлены одним аллелем 1,00. Исключение соста-

вили четыре климатипа: 15 (Воронежская область, Теллермановское лесничест-

во), 18 (Белгородская область), 12 (Воронежская область, Воронцовское лесни-

чество) и 17 (Курская область). Климатипы 15 и 18 характеризуются наличием 

аллельного варианта 1,00/1,10, который был обнаружен в 11% образцов. В вы-

борке из климатипов 12 и 17 был обнаружен аллельный вариант 1,00/0,90, со-

держание которого так же составило 11%. 

Полученные данные по белковому спектру шикиматдегидрогеназы по-

казывают, что данный фермент в изученных образцах дуба черешчатого 

представлен мономорфной зоной и поэтому не может быть использован при 

проведении популяционно-генетических исследований. 

 

3.1.7. Лейцинаминопептидаза 

 

Лейцинаминопептидаза (LAP, КФ 3.4.11.1) – представитель группы 

пептидаз, гидролизующих концевые NH2-пептидные связи [18, 153, 164]. 

Этот фермент получил  широкое распространение в природе как популяци-

онно-генетический маркер. Фермент действует в первую очередь на пептиды, 

у которых аминокислота на N-конце имеет не замкнутую в кольцо боковую 

цепь. В качестве N-концевого звена в данном случае допускаются остатки не 

только лейцина, но и других аминокислот – гистидина, тирозина, триптофана 

и фенилаланина. Свою активность фермент проявляет в присутствии ионов 

цинка. 

В белковом спектре данного фермента было выявлено большое количест-

во различных вариантов. Установлено, что лейцинаминопептидаза у дуба че-

решчатого характеризуется наличием одного локуса Lap [74] (рис. 16, 17). 
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48, 13, 19, 20, 12, 21, 15 – номера плантаций дуба черешчатого по Госреестру. 

1, 2, 3, …, 10 – порядковый номер исследуемого дерева. 

Рис. 16 – Электрофореграмма белкового спектра лейцинаминопептидазы 

 

 

 

 
 

22, 6, 27, 24, 17, 23, 18 – номера плантаций дуба черешчатого по Госреестру. 

1, 2, 3, …, 9 – порядковый номер исследуемого дерева. 

Рис. 17 – Электрофореграмма белкового спектра лейцинаминопептидазы 
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В исследованной группе образцов локус Lap проявляется на геле в виде 

трех белковых зон с Rf 1,00 и 1,05 и 1,10. Было выявлено много разных ал-

лельных вариантов. Так, например, весьма часто встречалась комбинация 

1,00/1,05 в климатипах  48 (Республика Чувашия) и 24 (Республика Башкор-

тостан), на их долю приходится 44,7%. Так же частым было сочетание белко-

вых зон с Rf 1,00/1,10, наибольшее их число было выявлено в образцах из 

Республики Татарстан, там на них приходится 67%. Мономорфные варианты 

представлены большим числом, их количество находится в пределах от 10% 

до 66%. Наибольшее количество мономорфных зон характерно для образцов 

из Самарской области (66%). 

В общем, белковый спектр лейцинаминопептидазы в исследованной 

группе образцов дуба черешчатого обусловлен наличием большого количе-

ства альтернативных вариантов сочетаний аллелей, что характеризует дан-

ный фермент как весьма хороший маркер для проведения анализа по выявле-

нию экотипов внутри популяции. 

 

3.1.8. Флюоресцентная эстераза 

 

Эстеразы –  важная группа ферментов, участвующая в адаптационных 

процессах растений. Термином «эстераза», или «неспецифическая эстераза» 

обозначают ферменты, относящиеся к классу гидролаз и способные гидроли-

зовать простые эфиры N-свободных спиртов и органических кислот (сложно-

эфирные связи) на спирты и кислоты при участии молекул воды (реакция 

гидролиза). К эстеразам относятся: фосфатазы, липазы, собственно эстеразы. 

К эстеразам принадлежат многочисленные специфические ферменты: хлоро-

филлаза, холинэстераза, пектаза, танназа и др. Эстеразы обнаружены у боль-

шинства живых организмов: человека, животных, высших растений и микро-

организмов [18]. 
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Флюоресцентная эстераза (FE, КФ 3.1.1.2) катализирует реакции гид-

ролиза сложноэфирных связей [18]. В своём белковом спектре она характе-

ризуется наличием двух локусов: Fe-1 и Fe-2 [74] (рис. 18). 

 

 
 

22, 6, 27, 24, 17, 23, 18 – номера плантаций дуба черешчатого по Госреестру. 

1, 2, 3, …, 9 – порядковый номер исследуемого дерева. 

Рис. 18 – Электрофореграмма белкового спектра флюоресцентной эстеразы 

(верхний старт) 

 

В исследованной группе образцов локус Fe-1 проявляется на геле в ви-

де двух белковых зон с Rf 1,00 и 0,90, а локус Fe-2 в виде трех белковых зон с 

Rf 1,30, 1,20 и 1,00. 

Анализ белковых зон по климатипам выявил следующую зависимость в 

структуре спектра: по локусу Fe-1 наблюдалось преобладание мономорфных 

вариантов (1,00) от 100% до 67%. В остальных случаях наблюдалось сочетание 

1,00/0,90. Локус Fe-2 так же характеризуется большим количеством мономорф-

ных аллелей 1,00.  Сочетание вариантов 1,00/1,20 было выявлено в 9% от обще-

го числа образцов, а сочетание  1,00/1,30 обнаружено одно – климатип 17 (Кур-

ская область) образец №7. 
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Проанализировав полученные данные по полиморфизму белкового 

спектра ключевых ферментов основных метаболических путей клетки, мож-

но заключить, что из 8 исследованных ферментов для проведения популяци-

онно-генетического анализа наиболее подходящими являются 6: алкогольде-

гидрогеназа (ADH, КФ 1.1.1.1), аланинаминопептидаза (ALAP, КФ 3.4.11.2), 

изоцитратдегидрогеназа (IDH, КФ 1.1.1.42), фосфоглюкомутаза (PGM, 

КФ 2.7.5.1), лейцинаминопептидаза (LAP, КФ 3.4.11.1), флюоресцентная эс-

тераза (Fl-EST, КФ 3.1.1.2), поскольку они проявляют высокую вариабель-

ность в своём белковом спектре в отличие  от глюкозофосфатизомеразы (GPI, 

КФ 5.3.1.9) и шикиматдегидрогеназы (SKDH, КФ 1.1.1.25). По-видимому, это 

связано с выполняемой функцией данных ферментов, участвующих в про-

цессе адаптации к условиям среды обитания. 

Полученные данные по всем образцам из 14 климатипов представлены в 

матричной таблице генотипов деревьев дуба черешчатого по 12 изофермент-

ным локусам (приложение 2) для дальнейшей математической обработки с по-

мощью программного обеспечения. 

 

3.2. Определение характера изменения ДНК-маркеров в популяции  

дуба черешчатого различных мест произрастания 

 

Для получения образцов ДНК без примесей и признаков деградации, 

используя в качестве основы стандартную методику выделения ДНК ЦТАБ-

методом [122],  были изменены некоторые стадии выделения и подобраны 

оптимальные временные, температурные и концентрационные условия, что 

дало возможность получить образец ДНК с отсутствием деградации и приме-

сей, что было подтверждено спектрофотометрически и электрофореграммой 

полученных препаратов (рис.19). 
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Рис. 19– Электрофоретический спектр недеградированных  

препаратов ДНК из дуба черешчатого 

 

Концентрация полученных препаратов ДНК из дуба черешчатого в 

среднем составила от 0,5 до 0,9 нг. Полученные образцы имели соотношение 

поглощения при 260 нм/280 нм равное, в среднем, 1,85, что подтверждает, 

что полученные образцы ДНК являются чистыми. 

Затем проводили ПЦР-анализ, где в качестве затравки использовались 

следующие RAPD-праймеры: Oligo 16, Oligo 29, Oligo 4, Oligo 6 (таблица 3), 

выделенные как наиболее информативные при популяционном анализе у ду-

ба черешчатого [160].  

 

ДНК 
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Таблица 3 – Праймеры, используемые для популяционного анализа дуба че-
решчатого 
 

Название Нуклеотидная последовательность 
Температура 

отжига (Та) 

Oligo 16 GCCCCTCGTC 48 оС 

Oligo 29 CCGGCCTTAC 48 оС 

Oligo 4 CAAACGGCAC 48 оС 

Oligo 6 CCTGGGCCTA 48 оС 

 

Реакцию амплификации проводили в термоциклире фирмы «Терцик» 

(Россия) в течение 2,5 ч. Электрофоретическое разделение продуктов ампли-

фикации осуществляли в 2% агарозном геле с 1Х ТАЕ-буфером при 120 Вт в 

течение 40 мин. Готовый гель окрашивали бромистым этидием, полученны-

ефрагменты ДНК анализировали в трансиллюминаторе «Vilber Lourmat» 

(Франция). 

Подобрав оптимальные условия для ПЦР, был проведён анализ каждо-

го климатипа дуба черешчатого с использованием 4 RADP-праймеров (рис. 

20–23). 
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М – маркеры длин фрагментов 10000–80 пн, 

6,12,13… – номер плантации по Госреестру 

Рис. 20 – Электрофореграмма ПЦР  деревьев дуба черешчатого с использова-

нием RAPD-праймера Oligo 29 

 

На электрофореграмме продуктов амплификации инвертированных 

участков ДНК дуба черешчатого с использованием праймера Oligo 29 выяв-

лена следующая зависимость: число амплифицированных фрагментов по 

данному праймеру равнялось 7, а их длина составила от 600 пн до 1950 пн. 

Из семи фрагментов три оказались характерны для всех климатипов (900, 800 

и 600 пн). В остальных случаях наблюдалось проявление полиморфизма в 

структуре ДНК.  
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М – маркеры длин фрагментов 10000–80 пн, 

6,12,13… – номер плантации по Госреестру 

Рис. 21 – Электрофореграмма ПЦР  деревьев дуба черешчатого с использова-

нием RAPD-праймера Oligo 6 

 

Число амплифицированных фрагментов ПЦР, когда в качестве затрав-

ки использовали RAPD-праймер Oligo 6 равнялось пяти. Два ампликона 

(1600 пн и 900 пн) были характерны для всех исследованных климатипов ду-

ба черешчатого. 
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М – маркеры длин фрагментов 10000–80 пн, 

6,12,13… – номер плантации по Госреестру 

Рис. 22 – Электрофореграмма ПЦР  деревьев дуба черешчатого с использова-

нием RAPD-праймера Oligo 4 

 

В реакции амплификации с использованием RAPD-праймера Oligo 4 на 

электрофореграмме наблюдалось проявление шести фрагментов. Их размеры 

варьировали от 1700 пн до 380 пн. Среди ампликонов наблюдался (700 пн) 

один, характерный для всех климатипов дуба черешчатого. В остальных слу-

чаях наблюдался полиморфизм в спектре ампликонов. 
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М – маркеры длин фрагментов 10000–80 пн, 

6,12,13… – номер плантации по Госреестру 

Рис.  23 – Электрофореграмма ПЦР  деревьев дуба черешчатого с использо-

ванием RAPD-праймера Oligo 16 

 

На электрофореграмме продуктов ПЦР, где в качестве затравки ис-

пользовали RAPD-праймер Oligo 16 наблюдалось проявление 8 фрагментов 

(от 3000 пн до 500 пн). Характерными для всех представленных климатипов 

дуба черешчатого оказались 4 ампликона (1200 пн, 750 пн, 600 пн и 500 пн)  

Полученные электрофореграммы спектров ампликонов при RAPD- 

анализе у дуба черешчатого послужили основой для составления усреднён-

ных таблиц, отражающих наличие или отсутствие соответствующего ампли-

кона у групп образцов разных мест происхождения, характерного для каждо-

го из праймеров, с целью дальнейшего обсчета с помощью программного 

обеспечения POPGENE. 
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3.3. Полиморфизм ДНК-маркеров  дуба колоновидного 

 

В ходе исследования по выявлению полиморфизма молекулярных мар-

керов у древесных растений была проведена аналогичная работа, но в каче-

стве объекта использовали дуб черешчатый колоновидной формы кроны. 

Разные авторы используют различные латинские названия: Quercu 

srobur Fastigiata или Q. Robur var. pyramidalis. Есть несколько предположе-

ний о происхождении этой формы дуба. Одна из них заключается в том, что 

конусообразный дуб был первоначально размножен от дерева, найденного в 

Центральной Европе, а оттуда занесен и в нашу страну, в частности, в Воро-

нежскую область [88].  Колоновидный дуб отличается не только формой 

кроны, но и большей энергией роста. В равных условиях произрастания дуб 

черешчатый колоновидной формы растет более интенсивно, чем обыкновен-

ный. 

Дуб черешчатый колоновидный, по мнению ряда авторов, является са-

мопроизвольным гибридом. Поэтому при размножении с помощью желудей 

у потомства пирамидального дуба наблюдается расщепление по форме кро-

ны.  

Объектами исследования полиморфизма ДНК-маркеров у деревьев ду-

ба колоновидного были: а) клонового происхождения, произрастающие в го-

роде Воронеже (прививки 1963 года) (рис.24) и Семилукском питомнике 

(прививки 1978 года); б) семенного происхождения с двух делянок и краевых 

рядов из Семилукского питомника в возрасте 13 лет;  в) образцы дуба коло-

новидного из г. Волгограда. 
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Рис. 24 – Дуб черешчатый колоновидной формы кроны клонового про-

исхождения города Воронежа  

Анализ изменчивости спектра инвертированных повторов ДНК дуба 

черешчатого колоновидной формы кроны проводили с использованием 9 
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RAPD-праймеров (Oligo 1, Oligo 2, Oligo 3, Oligo 4, Oligo 5, Oligo 6, Oligo 12, 

Oligo 19, Oligo 29) (таблица 4) (приложение 3, рис.1 П-16 П). 

 

Таблица 4 – Праймеры, используемые для анализа дуба черешчатого колоно-

видной формы кроны 

 

Название Нуклеотидная последовательность 
Температура 

отжига (Та) 

Oligo 1 CCTGGGCTTC 48 оС 

Oligo 2 CCTGGGCTTG 48 оС 

Oligo 3 CCTGGGCTTA 48 оС 

Oligo 4 CAAACGGCAC 48 оС 

Oligo 5 CCTGGGTTCC 48 оС 

Oligo 6 CCTGGGCCTA 48 оС 

Oligo 12 CCTGGGTCCA 48 оС 

Oligo 19 GCCGGGTTTA 48 оС 

Oligo 29 CCGGCCTTAC 54 оС 

 

 

При проведении детального анализа спектров ампликонов по каждому 

из праймеров для каждой группы дубов была показана высокая степень ва-

риабельности спектра ампликонов внутри каждой выборки. Оказалось, что 

один праймер (Oligo 5) показывал явные и четкие отличия между образцами 

из г. Воронежа и г. Волгограда. В случае ПЦР образцов дуба с колоновидной 

формой кроны из г. Воронежа сданным праймером наблюдалась полоса на 

электрофореграмме в области 300 пн. Если в качестве матрицы использова-

лась ДНК из дуба из Волгоградской области, данная полоса отсутствовала 

(рис.25).  Получается, что популяции дуба черешчатого колоновидной формы 

из г. Воронежа и г. Волгограда  имеют весьма большие различия в спектре 
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молекулярных маркеров, что возможно ассоциировано с разным климатом в 

исследуемых областях.  

 

 
 

М – маркеры молекулярных масс (100, 300, 500, 700, 800,1000 пн); 

 1–14 – номер образца 

 Рис. 25 –  Электрофореграмма продуктов ПЦР дуба черешчатого формы пи-

рамидальной (слева) из Воронежской области и из Волгоградской (справа), в 

агарозном геле с использованием праймера Oligo 5 

 

Помимо этого оказалось, что данный праймер является индикатором 

колоновидной формы кроны в семенном потомстве от дуба черешчатого с 

колоновидной формой кроны. Это является весьма значимым показателем, 

поскольку, как известно, у потомства пирамидального дуба при семенном 

размножении наблюдается расщепление по форме кроны. По одним литера-

турным данным процент расщепления находится в пределах 30 – 70% [81], 

по другим – лежит в районе 50% [46]. Особого внимания заслуживает и тот 

факт, что фенотипически разделение по форме кроны у семенного потомства 

дуба колоновидного проявляются только к 4–5 годам роста, а до этого мо-

мента они выглядят одинаково. 
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Получив результат, подтверждающий, что формоспецифичность у дуба 

черешчатого ассоциирована с наличием полосы в области 300 пн на электро-

фореграмме, была поставлена ПЦР с праймером Oligo 5, где в качестве мат-

рицы применялась ДНК, выделенная из сеянцев дуба черешчатого колоно-

видной формы в возрасте 4-х месяцев, когда ещё признак колоновидности не 

проявился, для диагностирования формоспецифичности проростков. Резуль-

тат представлен на рис. 26. 

 

 
 

   М – маркеры молекулярных масс (100, 300, 500, 700, 800,1000 пн); 

 1–28 – номер образца  

В прямоугольник выделены предполагаемые кандидаты в деревья с колоно-

видной формой кроны. 

Рис. 26 – Электрофореграмма продуктов ПЦР сеянцев от дуба черешчатого 

формы пирамидальной в агарозном геле с использованием праймера Oligo 5 

 

Из электрофореграммы видно, что 39,3%  (11 из 28) образцов имеют 

ампликон в области 300 пн. Наличие данной полосы у исследуемых деревьев 

скорее всего является индикатором того, что в будущем они будут иметь ко-

лоновидную форму кроны. 
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3.4. Анализ изменения биохимических показателей популяции дуба  

черешчатого в лесостепи европейской части Российской Федерации 

 

Популяционно-генетический анализ древесных растений создает науч-

ную базу для теоретического обоснования и планирования селекционных ра-

бот по сохранению, улучшению и воспроизводству генетического потенциа-

ла видов в тех или иных регионах. 

Материал образцов дуба черешчатого был проанализирован изофер-

ментным методом и методом ДНК анализа. Анализируя полученные геноти-

пы, следует отметить большое количество гомозигот по альтернативным ал-

лелям и явный недостаток гетерозигот.  

В ходе исследования изоферментного состава выявлялось разное число 

аллельных вариантов: от 23 (Респ. Татарстан) до 27 (Респ. Чувашия, Белго-

родская обл., Воронежская обл. и Респ. Марий Эл). Всего в изученных образ-

цах  дуба черешчатого по 12 исследованным генам обнаружено 33 аллеля. 

Необходимо отметить, что в насаждениях дуба черешчатого других стран, 

например в Беларуси, в целом было выявлено 48 аллелей [38].  

В ходе исследования рассчитаны частоты встречаемости всех выявлен-

ных аллельных вариантов, представленные в таблице 5. 



 
 

                                                 

  
Таблица 5 – Аллельные частоты по 12 локусам в исследованных образцах дуба черешчатого разных мест происхождения 

Локус, аллель 48 23 6 19 13 15 18 24 20 12 22 27 17 21 В среднем 
Fe-1 
0.90 0,111 0,056 0,056 0,111 0,056 0,056 0,056 0,000 0,000 0,000 0,111 0,000 0,056 0,167 0,059 
1.00 0,889 0,944 0,944 0,889 0,944 0,944 0,944 1,000 1,000 1,000 0,889 1,000 0,944 0,833 0,941 
Fe-2 
1.00 0,944 0,944 1,000 0,889 1,000 0,889 1,000 0,889 1,000 0,778 0,944 0,944 0,944 0,944 0,937 
1.20 0,056 0,056 0,000 0,111 0,000 0,111 0,000 0,111 0,000 0,222 0,056 0,056 0,000 0,056 0,063 
1.30 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,056 0,000 0,000 
Pgm 
0.80 0,000 0,000 0,056 0,000 0,000 0,000 0,000 0,111 0,000 0,000 0,000 0,056 0,000 0,000 0,016 
0.90 0,333 0,333 0,167 0,333 0,500 0,389 0,222 0,389 0,300 0,611 0,333 0,278 0,333 0,333 0,346 
1.00 0,667 0,667 0,777 0,667 0,500 0,611 0,778 0,500 0,700 0,389 0,667 0,666 0,667 0,667 0,638 
Gpi-1 
1.00 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 
Gpi-2 
1.00 0,888 1,000 1,000 0,944 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 0,944 1,000 1,000 1,000 0,944 0,980 
1.10 0,056 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,056 0,000 0,000 0,000 0,000 0,008 
1.15 0,056 0,000 0,000 0,056 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,056 0,012 
Idh 
1.00 0,500 1,000 0,500 0,556 0,667 0,667 0,500 0,556 0,600 0,611 0,833 0,722 0,556 0,611 0,634 
1.15 0,500 0,000 0,500 0,333 0,333 0,333 0,500 0,333 0,350 0,333 0,111 0,278 0,444 0,333 0,334 
1.35 0,000 0,000 0,000 0,111 0,000 0,000 0,000 0,111 0,050 0,056 0,056 0,000 0,000 0,056 0,032 
Alap-1 
0.90 0,385 0,556 0,556 0,500 0,667 0,667 0,444 0,500 0,550 0,333 0,278 0,222 0,389 0,389 0,460 
0.95 0,167 0,167 0,167 0,278 0,222 0,111 0,111 0,167 0,250 0,167 0,222 0,444 0,167 0,222 0,205 
1.00 0,444 0,277 0,277 0,222 0,111 0,222 0,445 0,333 0,200 0,500 0,500 0,334 0,444 0,389 0,335 
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 Продолжение таблицы 5 

Локус, аллель 48 23 6 19 13 15 18 24 20 12 22 27 17 21 В среднем 
Alap-2 
0.95 0,222 0,000 0,000 0,056 0,000 0,000 0,056 0,000 0,150 0,167 0,000 0,111 0,000 0,111 0,063 
1.00 0,611 0,556 0,611 0,444 0,611 0,556 0,721 0,667 0,450 0,777 0,833 0,611 0,389 0,667 0,606 
1.05 0,167 0,444 0,333 0,500 0,333 0,444 0,167 0,333 0,400 0,056 0,167 0,278 0,611 0,222 0,319 
1.15 0,000 0,000 0,056 0,000 0,056 0,000 0,056 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,012 
Lap 
1.00 0,554 0,445 0,444 0,554 0,222 0,222 0,611 0,500 0,450 0,500 0,667 0,777 0,444 0,445 0,488 
1.05 0,278 0,222 0,167 0,056 0,278 0,222 0,167 0,278 0,200 0,333 0,222 0,056 0,278 0,222 0,213 
1.10 0,167 0,333 0,389 0,386 0,500 0,556 0,222 0,222 0,350 0,167 0,111 0,167 0,278 0,333 0,299 
Adh-1 
0.85 0,389 0,222 0,333 0,167 0,287 0,500 0,167 0,333 0,050 0,381 0,222 0,111 0,222 0,333 0,264 
1.00 0,611 0,778 0,667 0,833 0,722 0,500 0,833 0,667 0,950 0,611 0,778 0,889 0,778 0,667 0,736 
Adh-2 
0.90 0,000 0,000 0,056 0,000 0,000 0,000 0,000 0,056 0,000 0,000 0,056 0,000 0,000 0,000 0,012 
1.00 0,944 0,889 0,944 0,889 0,833 0,889 0,889 0,888 0,950 0,889 0,777 1,000 0,944 0,944 0,905 
1.15 0,056 0,111 0,000 0,111 0,167 0,111 0,111 0,056 0,050 0,111 0,167 0,000 0,056 0,056 0,083 
Skdh 
0.90 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,056 0,000 0,000 0,056 0,000 0,008 
1.00 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 0,944 0,944 1,000 1,000 0,944 1,000 1,000 0,944 1,000 0,984 
1.10 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,056 0,056 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,008 

Примечание: 48, 23, 6, 19, 13, 15, 18, 24, 20, 12, 22, 27, 17, 21- номер плантации по Госреестру  
 
 



 
 

                                                 

Установлено, что в большинстве экотипов практически в каждом локусе 

преобладает наиболее общий аллель 1.00. В то же время в некоторых насажде-

ниях по ряду локусов с большой частотой встречаются другие аллели: Pgm0.90, 

Alap-10.90 и Alap-21.05. Выявлено, что наиболее изменчивыми локусами являют-

ся: Alap-1, Alap-2, Lap и Pgm, ожидаемая гетерозиготность по которым соста-

вила более 34%. Мономорфным во всех исследованных насаждениях был толь-

ко один из 12 генов – Gpi-1. В исследованных культурах были обнаружены 

практически все нередкие аллели (т.е. аллели в частотой более 1%), выявлен-

ные ранее в насаждениях дуба черешчатого в Беларуси, России и Европе [38, 

83, 180]. 

Для того чтобы более точно оценить уровень генетической изменчивости 

для каждого из исследованных климатипов дуба черешчатого, были рассчитаны 

основные параметры генетического полиморфизма (таблица 6).  

 

Таблица 6 – Параметры генетической изменчивости исследованных климатипов 

дуба черешчатого 

 

Местонахождение: 

республика, область, 

лесхоз 

Доля поли-

морфных ло-

кусов(Р) 

Число аллелей 

на локус (А) 

Средняя гетерозиготность 

ожидаемая 

(Не) 

наблюдаемая 

(Но) 

Россия, Чувашия, По-

рецкий 
  0,833 2,167±0,718 0,316±0,039 0,269±0,032 

Россия, Татарстан, 

Кайбицкий 
  0,667 1,833±0,718 0,243±0,035 0,083±0,025 

Россия, Тульская, 

Крапивенский 
  0,667 2,000±0,853 0,270±0,036 0,130±0,030 

Россия, Белгородская, 

Алексеевский 
  0,833 2,167±0,718 0,309±0,039 0,130±0,031 
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Продолжение таблицы 6 
Россия, Воронежская, 

Воронцовский 
  0,667 1,917±0,793 0,280±0,037 0,093±0,027 

Россия, Воронежская, 

Теллермановский 
  0,833 2,000±0,603 0,300±0,039 0,194±0,029 

Россия, Белгородская, 

Шебекинский 
  0,750 2,083±0,900 0,260±0,037 0,111±0,029 

Россия, Башкортостан, 

Туймазинский 
  0,667 2,083±0,900 0,307±0,037 0,148±0,032 

Россия, Брянская, На-

влинский 
  0,583 1,917±0,900 0,248±0,031 0,108±0,026 

Россия, Воронежская, 

Воронцовский 
  0,833 2,167±0,718 0,318±0,040 0,139±0,032 

Россия, Мордовия, Ко-

вылкинский 
  0,750 2,083±0,793 0,262±0,038 0,130±0,031 

Россия, Самарская, 

быв. Куйбышевский 
  0,583 1,917±0,900 0,227±0,033 0,111±0,028 

Россия, Курская, Золо-

тухинский 
  0,833 2,000±0,603 0,288±0,037 0,111±0,030 

Россия, Марий Эл, Ку-

ярский 
  0,833 2,167±0,718 0,315±0,039 0,139±0,032 

Среднее 0,750   2,667±0,778 0,301±0,010 0,135±0,008 

 

Как следует из таблицы 6, доля полиморфных локусов варьирует от 0,583 

до 0,833, в среднем составляя 0,750. Наибольшее значение этого показателя 

(0,833) выявлено в шести исследованных климатипах дуба черешчатого: Респ. 

Чувашия,  Белгородская обл., Воронежская обл., Курская обл. и Респ. Марий 

Эл, наименьшее (0,583) – в двух: Брянская обл. и Самарская обл. 

Максимальное значение параметра, определяющего среднее число аллелей 

на локус (А) и равное 2,167, было установлено для двух из исследованных кли-
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матипов дуба черешчатого (Респ. Чувашия и Воронежская обл.), минимальное 

(А=1,833) – для одного (Респ. Татарстан). В целом, параметр среднего числа 

аллелей на локус составил 2,667. 

 Расчет средней ожидаемой  гетерозиготности (Hе) показал, что выявлен-

ные для исследованных климатипов дуба черешчатого значения Hе имеют ши-

рокий размах и находятся в пределах от 22,7 до 31,8%, составляя в среднем 

30,1%. Наиболее высокий уровень ожидаемой гетерозиготности (более 31%) 

установлен для климатипов из Респ. Чувашия, Воронежской обл. и Респ. Марий 

Эл; самое низкое значение Hе – для Самарской области. Однако, установленные 

значения наблюдаемой гетерозиготности (Hо) значительно ниже ожидаемой (за 

исключением климатипа 48, где Hо равна 26,9%) и варьируют от 9,3 до 19,4%. 

Можно было бы предположить, что данная особенность характерна для искусст-

венных насаждений дуба черешчатого. Однако, при проведении генетического 

анализа лесосеменных плантаций дуба [152, 168, 178], такой закономерности вы-

явлено не было. По-видимому, выявленное значительное смещение значений Hо 

относительно величин Hе связано с так называемым «эффектом основателя». 

Иными словами, для закладки исследованных географических культур дуба че-

решчатого, кроме климатипа 48, были использованы желуди от очень ограни-

ченного количества рядом произрастающих деревьев.  

Сравнение установленного на основе молекулярно-генетического анализа 

уровня генетического разнообразия исследованных образцов дуба черешчатого 

с результатами популяционно-генетических исследований в других регионах 

показал, что в целом климатипы дуба черешчатого в лесостепи европейской 

части Российской Федерации характеризуются высоким уровнем генетической 

изменчивости (таблица 7) (исключение – параметр наблюдаемой гетерозигот-

ности). 

Так, выявленная доля полиморфных локусов (Р95)у деревьев дуба череш-

чатого составляет 75,0%, что в целом соответствует средним значениям данно-

го параметра в дубравах Центральной и Западной Европы. Количество аллелей 

на локус в насаждениях дуба черешчатого (А = 2,667) Воронежской области не-
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сколько выше, чем в популяциях из Республики Марий Эл (А = 2,500), Фин-

ляндии (А = 2,100) и Белорусского Полесья (А = 2,500); равен подобному пока-

зателю, установленному для насаждений из Швейцарии (А = 2,700); и ниже, 

чем в дубравах Центральной и Южной Европы (А = 2,900). Что касается сред-

ней ожидаемой гетерозиготности, то выявленные значения Не (0,227–0,318) 

сравнимы с таковыми в насаждениях Германии (0,247–0,321) и значительно 

превышают величины Не, установленные для насаждений из Республики Ма-

рий Эл (0,162–0,184) и Финляндии (0,188) [38]. 

 

Таблица 7 – Сравнительная характеристика генетических параметров насажде-

ний дуба черешчатого в Беларуси, России и странах Центральной и Западной 

Европы на основе изоферментного анализа 

 

Страна Р95 А Не Но 
Литературный 

источник 
Франция, Герма-

ния – 2,900 0,250 0,213–0,267 [22, 47] 

Германия – – 0,247–0,321 0,217–0,259 [48] 

Италия 0,854 2,600 0,236 
(0,214–0,253) 

0,214 
(0,192–0,225) [19] 

Швейцария – 2,700 0,241 0,222 [49] 

Финляндия 0,308–0,615 2,100 0,188 0,155 [50] 

Европа 0,700 2,700 
(2,500–2,900) 

0,252 
(0,238–0,266) 

0,184 
(0,166–0,202) [46] 

Марий Эл 
(Россия) 0,583–0,667 2,500 

(2,400–2,500) 0,162–0,184 0,170 
(0,161–0,178) [45] 

Белорусское 
Полесье 

0,615 
(0,538–0,692) 

2,500 
(2,200–2,400) 

0,237 
(0,217–0,243) 

0,227 
(0,215–0,251) [44] 

Российская Феде-
рация (европейская 

часть лесостепи) 

0,750 
(0,583-0,833) 

2,667 
(1,833-2,167) 

0,301 
(0,227-0,318) 

0,135 
(0,093-0,269) Наши данные 

 
Примечание: Р95 – доля полиморфных локусов; А – число аллелей на локус; Но 
– наблюдаемая гетерозиготность; Не – ожидаемая гетерозиготность 
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3.5. Структура популяции дуба черешчатого в лесостепи европейской час-

ти Российской Федерации 

 

На основании коэффициентов генетической дистанции Неи была установ-

лена степень генетической дифференциации между всеми исследованными гео-

графическими культурами дуба черешчатого. Найденные значения коэффици-

ентов генетической дистанции (DN) представлены в таблице 8. 

 

Таблица 8 – Матрица коэффициентов генетической дистанции по Неи для гео-

графических культур дуба черешчатого 

 

№ 
п/п 

№ по 
Госрее-

стру 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 

1 48 0,000              

2 23 0,047 0,000             

3 6 0,017 0,035 0,000            

4 19 0,031 0,024 0,017 0,000           

5 13 0,041 0,025 0,024 0,025 0,000          

6 15 0,040 0,029 0,021 0,031 0,012 0,000         

7 18 0,013 0,042 0,013 0,024 0,041 0,049 0,000        

8 24 0,016 0,026 0,015 0,019 0,020 0,023 0,019 0,000       

9 20 0,031 0,023 0,017 0,008 0,022 0,037 0,021 0,022 0,000      

10 12 0,022 0,053 0,051 0,055 0,046 0,052 0,038 0,019 0,056 0,000     

11 22 0,030 0,025 0,043 0,040 0,053 0,064 0,024 0,025 0,042 0,030 0,000    

12 27 0,030 0,034 0,035 0,022 0,057 0,070 0,023 0,028 0,023 0,045 0,021 0,000   

13 17 0,025 0,030 0,018 0,014 0,032 0,032 0,024 0,019 0,015 0,054 0,044 0,032 0,000  

14 21 0,008 0,025 0,012 0,018 0,023 0,025 0,014 0,011 0,021 0,024 0,020 0,024 0,020 0,000 

 

Значения DN варьируют от 0,008 до 0,071, в среднем составляя 0,029.  
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В таблице 9 приведены значения коэффициентов инбридинга особи отно-

сительно популяции (FIS) и относительно всего вида в целом (FIT), а также ко-

эффициенты подразделенности (FST и GST), рассчитанные различными спосо-

бами по 12 исследованным локусам дуба черешчатого. 

 

Таблица 9 – Значения F- и G-статистик по 12 локусам дуба черешчатого из ле-

состепи европейской части Российской Федерации 

 

Локус FIS FIT FST GST 

Fe-1 0,188 0,224 0,043 0,043 

Fe-2 0,119 0,158 0,044 0,062 

Pgm 0,700 0,712 0,041 0,048 

Gpi-1 0,000 0,000 0,000 0,000 

Gpi-2 -0,017 0,009 0,025 0,053 

Idh 0,483 0,511 0,054 0,079 

Alap-1 0,590 0,608 0,043 0,059 

Alap-2 0,591 0,611 0,050 0,080 

Lap 0,523 0,546 0,049 0,068 

Adh-1 0,405 0,448 0,073 0,073 

Adh-2 0,241 0,262 0,028 0,034 

Skdh -0,014 0,032 0,046 0,045 

В среднем 0,318 0,344 0,041 0,054 

 

 

Из таблицы 9 следует, что величины FIS находится в пределах от -0,017 до 

0,700, составляя в среднем 0,318. Коэффициент FIT равнялся в среднем 0,344. 

Положительные средние значения этих двух показателей говорят о большом 
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недостатке гетерозигот, который существует в исследованных насаждениях ду-

ба черешчатого. Полученные значения показателей подразделенности FST и GST 

(0,041 и 0,054 соответственно), приведенные в таблице, позволяют говорить о 

том, что генетическая структура исследованных культур дуба черешчатого в 

целом неоднородна, и на долю межпопуляционных различий приходится более 

4%.  

На основе рассчитанных значений коэффициентов DN с использованием 

невзвешенного парно-группового анализа (UPGMA) была построена дендро-

грамма для исследованных климатипов дуба черешчатого (рис. 27). 
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Рис. 27 – Дендрограмма исследованных климатипов дуба черешчатого 

 

Исходя из структуры дендрограммы, прослеживается некоторая особен-

ность в кластеризации исследованных географических культур дуба черешча-

того. Первый кластер составляют три насаждения под номерами  1, 2, 3. Второй 

кластер с достаточно близкими генетическими структурами образуют восемь из 

        0 
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1 – Респ. Татарстан; 2 – Воронежская обл.(13);3– Воронежская обл.(15); 4 – 
Респ. Башкортостан; 5 – Респ. Марий Эл;6 – Респ. Чувашия; 7 – Белгородская 

обл.(18); 8 – Тульская обл.; 9 – Брянская обл.;10 – Белгородская обл.(19); 
11 – Курская обл.; 12 – Самарская обл.; 13 – Респ. Мордовия; 14 – Воронежская 

обл.(12);  
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14 исследованных климатипов. Третий кластер составили климатипы под номе-

рами 12, 13, 14 (рис. 28). В целом, такое объединение исследованных климати-

пов соответствует географическому расположению материнских насаждений, 

за исключением насаждений из первого кластера.  

Полученные данные генетической структуры дуба черешчатого послужи-

ли основой для проведения количественной оценки степени генетических раз-

личий между насаждениями и расчета значения коэффициентов DN с использо-

ванием невзвешенного парно-группового анализа (UPGMA), и была построена 

дендрограмма для исследованных климатипов дуба черешчатого, что позволи-

ло определить границы экотипов дуба из разных мест происхождения (рис. 29). 

 

 
 

Рис. 28 – Популяционная структура дуба черешчатого в лесостепи евро-

пейской части Российской Федерации 

 

 

экотип 1 

экотип 3 

экотип 2 
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         - экотип № 1                 - экотип № 2                   - экотип № 3 

                                            - экотип № 1,2 

 

Рис. 29 – Карта границ популяционной структуры дуба черешчатого в ле-

состепи европейской части Российской Федерации 
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

Изучение изменения биохимических показателей в популяции древесных 

растений дуба черешчатого, произрастающих в условиях различных мест оби-

тания, показало, что популяция дуба черешчатого в лесостепной зоне европей-

ской части Российской Федерации не является однородной структурой.  

Применение биохимического анализа белкового спектра ферментов мета-

болических путей растительной клетки дуба черешчатого показало, что из 8 ис-

следованных ферментов наиболее подходящими для выявления белкового по-

лиморфизма являются 6: алкогольдегидрогеназа (ADH, КФ 1.1.1.1), аланинами-

нопептидаза (ALAP, КФ 3.4.11.2), изоцитратдегидрогеназа  (IDH, КФ 

1.1.1.42), фосфоглюкомутаза (PGM, КФ 2.7.5.1), лейцинаминопептидаза (LAP, 

КФ 3.4.11.1), флюоресцентнаяэстераза (Fl-EST, КФ 3.1.1.2), поскольку данные 

энзимы проявляют высокую вариабельность в своём белковомспектре, в отли-

чие  от глюкозофосфатизомеразы (GPI, КФ 5.3.1.9) и шикиматдегидрогеназы 

(SKDH, КФ 1.1.1.25). Скорее всего, это связано с выполняемой функцией дан-

ных ферментов, участвующих в процессе адаптации дуба черешчатого к усло-

виям среды обитания. 

Результаты анализа белковых зон по климатипам у дуба черешчатого 

свидетельствуют об их отличиях. Помимо этого были определены основные 

параметры генетического разнообразия. Так,  доля полиморфных локусов (Р) в 

исследуемых климатипах варьирует от 58,3% до 83,3%, число аллелей на локус 

(А) – от 1,833 до 2,167.  

Молекулярно-биологический метод анализа на основе полимеразной цеп-

ной реакции с RAPD-праймерами позволил исследовать полиморфизм инвер-

тированных повторов в геноме растений дуба черешчатого, произрастающих в 

условиях различных мест обитания. 

Установлены различия в спектре амплифицированных фрагментов ДНК и 

выявлены зоны, характеризующие разные климатипы. 
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Изменение спектрального профиля амплифицированных фрагментов 

ДНК дуба черешчатого различных мест происхождения показало корреляцию с 

характером изменения белковых зон по климатипам. 

Таким образом, полученные данные позволяют заключить, что всю попу-

ляцию дуба черешчатого можно условно разделить на три больших кластера, 

имеющих сходный биохимико-генетический профиль.  

Следует отметить, что степень сходства климатипов дуба черешчатого по 

своим биохимическим показателям не зависит от пространственной удаленно-

сти климатипов друг от друга. Данный факт свидетельствует о схожести эво-

люционных процессов, происходящих в разных климатипах.  Такое явление 

могло иметь место в случае, когда на протекание адаптационных процессов 

оказывает действие одинаковый фактор. Предположительно, одним из таких 

факторов может являться показатель увлажненности, поскольку водный баланс 

в растительной клетке играет значительную роль, регулируя протекание боль-

шинства биохимических реакций метаболических процессов. Подобная инфор-

мация может оказаться весьма ценной при лесовосстановлении и лесоразведе-

нии, в случае необходимости переброски посадочного материала дуба черешча-

того из одного района в другой. 

Кроме того,  результаты биохимического анализа популяции дуба череш-

чатого позволяют с высокой степенью достоверности проследить возможные 

пути миграции субпопуляционных структур дуба черешчатого. 

Разработанные позиции настоящей работы могут быть использованы для 

объяснения эффекта полиморфизма на генетическом уровне  и по отношению к 

другим древесным растениям, таким как ель, сосна, тополь, береза и др. Это 

возможно, поскольку данные растения по образу и условиям произрастания, по 

морфологическим признакам, по особенностям биохимического обмена подхо-

дят под дуб черешчатый, и поэтому можно аппроксимировать результаты, по-

лученные на растениях дуба черешчатого, на растения, которые, с точки зрения 

биохимико-генетической структуры, весьма близки к исследуемой породе дре-

весного растения. 
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ВЫВОДЫ 

1. В ходе исследований с использованием 8 ген-ферментных систем, ко-

дирующихся 12 локусами, был проведен биохимико-генетический анализ 14 

климатипов дуба черешчатого в лесостепи европейской части Российской Фе-

дерации. Показано, что из 8 исследованных ферментов для проведения популя-

ционно-генетического анализа наиболее подходящими являются 6: алкогольде-

гидрогеназа, аланинаминопептидаза, изоцитратдегидрогеназа, фосфоглюкому-

таза, лейцинаминопептидаза, флюоресцентная эстераза. 

2. Полученные результаты ПЦР инвертированных повторов ДНК по 4 

RAPD-праймерам  показали высокую вариабельность и информативность. В 

среднем при RAPD-анализе у дуба черешчатого один праймер инициировал 

синтез 7 фрагментов ДНК. 

3. Анализ спектра ДНК-маркеров у дуба черешчатого колоновидной фор-

мы кроны выявил, что образцы из г. Воронежа и г. Волгограда относятся к раз-

ным экотипам. Более того, было обнаружено, что праймер Oligo 5 может яв-

ляться индикатором колоновидной формы кроны в семенном потомстве от дуба 

черешчатого с колоновидной формой кроны в экотипе г. Воронежа. 

4. Оценка основных параметров генетического разнообразия показала, 

что исследованные климатипы дуба черешчатого характеризуются высоким 

уровнем генетической изменчивости (исключение – параметр наблюдаемой ге-

терозиготности). Доля полиморфных локусов (Р) варьирует от 58,3% до 83,3%, 

число аллелей на локус (А) – от 1,833 до 2,167. Расчет средней ожидаемой  ге-

терозиготности (Hе) показал, что выявленные для исследованных климатипов 

дуба черешчатого значения Hе имеют широкий размах и находятся в пределах 

от 22,7 до 31,8%. 

5. Анализ популяционной структуры исследованных климатипов Q. robur 

с помощью F-статистик Райта выявил значительный (около 31,8%) недостаток 

гетерозигот в усредненной популяции дуба и более сильный (около 34,4%) де-

фицит гетерозигот у исследованных насаждений в целом.  
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6. На основании коэффициентов генетической дистанции Неи была уста-

новлена степень генетической дифференциации между всеми исследованными 

климатипами дуба черешчатого. Значения данного показателя варьируют от 

0,008 до 0,071, в среднем составляя 0,029.  

7. Величины показателя коэффициента инбридинга особи относительно 

популяции (FIS) находятся в пределах от -0,017 до 0,700, составляя в среднем 

0,318. Коэффициент инбридинга особи относительно всего вида в целом (FIT) 

равнялся в среднем 0,344. Положительные средние значения этих двух показа-

телей говорят о большом недостатке гетерозигот, который существует в иссле-

дованных насаждениях дуба черешчатого. Полученные значения показателей 

подразделенности FST и GST (0,041 и 0,054 соответственно) позволяют говорить 

о том, что генетическая структура исследованных культур дуба черешчатого в 

целом неоднородна и на долю межпопуляционных различий приходится более 

4%.  

8. Рассчитанная на основе значений коэффициентов DN дендрограмма по-

казала наличие трех экотипов в исследованной выборке дуба черешчатого. Оп-

ределены границы популяционной структуры в лесостепи европейской части 

Российской Федерации, и на основе полученных данных составлена карта гра-

ниц популяционной структуры дуба черешчатого.  
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Гелевые срезы, помещенные в кювету или на стекло, предварительно про-

греваются в термостате при температуре 37°С в течение 15 мин. Процедура ок-

рашивания также производится в термостате при 37°С в темноте до четкого 

проявления окрашенных фракций изоферментов (для большинства изофермен-

тов от 10 до 30 мин, в редких случаях до 3–4 ч). 

Для покрасок с агарозными репликами готовится раствор агарозы: 1,9 г 

агарозы заливаются 150 мл дистиллированной воды и нагреваются на водяной 

бане до растворения агарозы. В процессе проведения покрасок содержится на 

водяной бане при t=90–100°С.   

 

Аланинаминопептидаза (ALAP, КФ 3.4.11.2) 

1 стакан 

0,1М трис-малеиновый буферный раствор, рН 5,4    - 5 мл 

L-аланин-β-нафтиламид - 10 мг 

MgCl2 - 300 мг 

 

2 стакан 

Прочный гранатовый ГБЦ соль (черный К соль) - 30 мг 

ДМФА - 1 мл 

1 М р-р борной к-ты - 5 мл 

р-р агарозы - 10 мл 

 

Окраска проводится в два этапа. Вначале содержимое 1 стакана равномер-

но наносится на гелевый срез, который помещается в термостат на 15–20 мин. 

Затем к содержимому 2 стакана приливается охлажденный под проточной во-

дой до 40–45°С раствор агарозы. По окончанию окраски реплика смывается с 

геля. 
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Алкогольдегидрогеназа (ADH, КФ 1.1.1.1) 

1 стакан 

0,5М трис-НСl буферный раствор, рН 8,0   - 5 мл 

H2O - 5 мл 

Этанол 96% - 2 мл 

НАД    - 10 мг 

MgCl2 - 3 мг 

 

2 стакан 

H2O - 5 мл 

ТНСТ 4% р-р в ДМФА - 0,1 мл   

ФМС          - 0 ,5 мг 

 

Окраска ADH возможна с одновременным окрашиванием GDH. При со-

вмещенном окрашивании этанол необходимо добавлять после появления фрак-

ций GDH.  

 

Глюкозофосфатизомераза (GPI, КФ 5.3.1.9) 

1 стакан 

0,5М трис-НСl буферный раствор, рН 8,0   - 5 мл 

фруктозо-6-фосфат (натриевая соль)  - 10 мг 

НАДФ          - 15 мг  

MgCl2 -      3 мг 

 

2 стакан 

H2O - 5 мл 

НСТ - 10 мг 

ФМС           - 0 ,5 мг 

р-р агарозы - 10 мл  
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глюкозо-6-фосфатдегидрогеназа - 25 ед. 

Содержимое 1 и 2 стаканов смешивается и приливается охлажденный под 

проточной водой до 45–50°С раствор агарозы. Смесь перемешивается и к ней 

добавляется  глюкозо-6-фосфатдегидрогеназа.  

 

Изоцитратдегидрогеназа (IDH, КФ 1.1.1.42) 

1 стакан 

0,5М трис-НСl буферный раствор, рН 8,0 - 5 мл 

H2O - 5 мл 

D,L-изолимонная к-та    - 10 мг 

НАДФ          - 10 мг 

MgCl2 - 2 мг 

 

2 стакан 

H2O - 5 мл 

ТНСТ 4% р-р в ДМФА - 0,1 мл   

ФМС          - 0 ,5 мг 

 

Лейцинаминопептидаза (LAP, КФ 3.4.11.1) 

1 стакан 

0,1М трис-малеиновый буферный раствор, рН 5,4  - 5 мл 

L-лейцин-β-нафтиламид (р-р в 2 мл 96% этанола)   - 10 мг 

MgCl2 - 100 мг 

 

2 стакан 

прочный гранатовый ГБЦ соль (черный К соль) - 25 мг 

ДМФА - 1 мл 

1 М р-р борной к-ты - 5 мл 

р-р агарозы - 10 мл 
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Окраска проводится в два этапа. Вначале содержимое 1 стакана равномер-

но наносится на гелевый срез, который помещается в термостат на 15–20 мин. 

Затем к содержимому 2 стакана приливается охлажденный под проточной во-

дой до 40–45°С раствор агарозы.  

 

Флюоресцентная эстераза (FE, КФ 3.1.1.2) 

4-метилумбеллиферилацетат  -  1 мг 

ацетон  -  1 мл  

0,1М трис-малеиновый буферный раствор, рН 5,4 - 5 мл 

 

4-Метилумбеллиферилацетат растворяется в ацетоне, затем приливается 

трис-малеиновый буфер.  Гель помещают в термостат на 15–20 мин. Результаты 

просматриваются под УФ-светом.  

 

Фосфоглюкомутаза (PGM, КФ 2.7.5.1) 

1 стакан 

0,5М трис-НСl буферный раствор, рН 8,0   - 3 мл 

глюкозо-1-фосфат (натриевая соль)  - 40 мг 

НАДФ          - 20 мг 

глюкозо-6-фосфатдегидрогеназа - 25 ед. 

MgCl2 - 3 мг 

 

2 стакан 

H2O - 3 мл 

ТНСТ 4% р-р в ДМФА - 0,1 мл   

ФМС          - 0,5 мг 

р-р агарозы -     10 мл 
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Содержимое 1 и 2 стаканов смешивается и приливается охлажденный под 

проточной водой до 45–50°Срастворагарозы. Смесь перемешивается и к ней 

добавляется  глюкозо-6-фосфатдегидрогеназа.  

 

Шикиматдегидрогеназа (SKDH, КФ 1.1.1.25) 

1 стакан 

0,5М трис-НСl буферный раствор, рН 8,0  - 5 мл 

H2O - 5 мл 

шикимовая к-та - 40 мг 

НАДФ  - 10 мг 

МgСl2 - 50 мг 

 

2 стакан 

H2O - 5 мл 

ТНСТ 4% р-р в ДМФА - 0,1 мл   

ФМС          - 0 ,5 мг 
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ПРИЛОЖЕНИЕ 2 

 

 

 

 

ГЕНОТИПЫ ДЕРЕВЬЕВ ДУБА ЧЕРЕШЧАТОГО ИЗ ЛЕСОСТЕПИ  

ЕВРОПЕЙСКОЙ ЧАСТИ РОССИЙСКОЙ ФЕДЕРАЦИИ ПО 12  

ИЗОФЕРМЕНТНЫМ ЛОКУСАМ 

 

 



 
 

                                                 

Таблица 1 П – Генотипы деревьев Quercus robur по 12 аллозимным локусам  

Номер 
п/п 

№ планта-
ции по 

Госреестру 
Gpi-1 Gpi-2 Fe-1 Fe-2 Pgm Adh-1 Adh-2 Skdh Lap Alap-1 Alap-2 Idh 

1 48 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00/0,85 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00/1,15 
2 48 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00/0,85 1,00 1,00 1,10 0,95/0,90 0,95 1,00/1,15 
3 48 1,00 1,00/1,15 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00/0,95 1,00/0,95 1,00/1,15 
4 48 1,00 1,00 1,00/0,90 1,00 1,00/0,90 1,00/0,85 1,00 1,00 1,00/1,05 0,95/0,90 1,00/0,95 1,00/1,15 
5 48 1,00 1,00/1,10 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00/1,05 1,00/0,90 1,00 1,00/1,15 
6 48 1,00 1,00 1,00 1,00/1,20 0,90 1,00/0,85 1,00 1,00 1,00/1,05 1,00 1,00/1,05 1,00/1,15 
7 48 1,00 1,00 1,00/0,90 1,00 1,00/0,90 1,00/0,85 1,00/1,15 1,00 1,00 1,00/0,90 1,00 1,00/1,15 
8 48 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00/0,85 1,00 1,00 1,00/1,05 1,00/0,90 1,00/1,05 1,00/1,15 
9 48 1,00 1,00 1,00 1,00 0,90 1,00/0,85 1,00 1,00 1,05/1,10 0,90 1,00/1,05 1,00/1,15 
1 23 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00/0,85 1,00 1,00 1,00/1,10 1,00/0,90 1,00 1,00 
2 23 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00/0,90 1,00 1,00 1,00 1,00/1,10 1,00/0,90 1,00 1,00 
3 23 1,00 1,00 1,00 1,00 0,90 1,00 1,00 1,00 1,00/1,05 0,90 1,00/1,05 1,00 
4 23 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00/1,05 1,00/0,90 1,00/1,05 1,00 
5 23 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00/0,90 1,00/0,85 1,00 1,00 1,00 1,00/0,95 1,05 1,00 
6 23 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00/0,90 1,00/0,85 1,00 1,00 1,05/1,10 0,95 1,05 1,00 
7 23 1,00 1,00 1,00/0,90 1,00/1,20 1,00/0,90 1,00 1,00 1,00 1,05/1,10 0,90 1,00 1,00 
8 23 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00/1,10 1,00/0,90 1,00/1,05 1,00 
9 23 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00/0,85 0,90 1,00 1,00/1,10 0,90 1,00/1,05 1,00 
1 6 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,10 0,90 1,00 1,15 
2 6 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00/1,05 1,00/0,95 1,00 1,00/1,30 
3 6 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00/0,90 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00/1,15 
4 6 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00/0,85 1,00 1,00 1,00/1,05 1,00/0,90 1,00/1,05 1,00 
5 6 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00/0,85 1,00 1,00 1,05/1,10 0,95/0,90 1,05 1,00 
6 6 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00/0,85 1,00 1,00 1,00/1,10 1,00/0,90 1,05 1,00/1,15 
7 6 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00/0,85 1,00 1,00 1,00/1,10 1,00/0,90 1,00/1,05 1,00/1,30 
8 6 1,00 1,00 1,00/0,90 1,00 0,90 1,00/0,85 1,00/0,90 1,00 1,00/1,10 0,90 1,00/0,95 1,00 
9 6 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00/0,80 1,00/0,85 1,00 1,00 1,00/1,10 0,95/0,90 1,00 1,00/1,15 
1 19 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,05/1,10 0,90 1,05 1,00/1,15 
2 19 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00/0,90 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00/0,90 1,05/0,95 1,00/1,15 
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Продолжение таблицы 1 П 

Номер 
п/п 

№ планта-
ции по 

Госреестру 
Gpi-1 Gpi-2 Fe-1 Fe-2 Pgm Adh-1 Adh-2 Skdh Lap Alap-1 Alap-2 Idh 

3 19 1,00 1,00/1,15 1,00 1,00 1,00/0,90 1,00 1,00 1,00 1,00/1,10 0,95/0,90 1,00 1,00/1,15 
4 19 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00/0,85 1,00/1,15 1,00 1,00 1,00/0,90 1,00 1,00/1,15 
5 19 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00/0,90 1,00 1,00 1,00 1,00/1,10 0,95/0,90 1,05 1,00 
6 19 1,00 1,00 1,00/0,90 1,00/1,20 1,00/0,90 1,00 1,00 1,00 1,10 0,90 1,00/1,05 1,00/1,30 
7 19 1,00 1,00 1,00/0,90 1,00/1,20 1,00/0,90 1,00/0,85 1,00/1,15 1,00 1,00 0,95 1,00 1,00/1,30 
8 19 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00/0,85 1,00 1,00 1,10 0,95/0,90 1,05 1,00/1,15 
9 19 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00/0,90 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00/1,05 1,00/1,15 
1 13 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00/0,90 1,00 1,00/1,15 1,00 1,05/1,10 0,90 1,00/1,05 1,00/1,15 
2 13 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00/0,90 1,00 1,00 1,00 1,00/1,10 0,95/0,90 1,05 1,15 
3 13 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00/0,90 1,00 1,00 1,00 1,10 0,90 1,00/1,15 1,00 
4 13 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00/0,90 1,00 1,00 1,00 1,00/1,05 0,95/0,90 1,00/1,05 1,00 
5 13 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00/0,85 1,00 1,00 1,10 0,90 1,00/1,05 1,00/1,15 
6 13 1,00 1,00 1,00/0,90 1,00 1,00/0,90 1,00/0,85 1,00 1,00 1,05/1,10 0,90 1,00 1,15 
7 13 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00/0,85 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00/1,05 1,00 
8 13 1,00 1,00 1,00 1,00 0,90 1,00 1,00/1,15 1,00 1,05 0,90 1,00 1,00 
9 13 1,00 1,00 1,00 1,00 0,90 0,85 1,00/1,15 1,00 1,00/1,10 0,95 1,00 1,00 
1 15 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00/0,90 1,00/0,85 1,00/1,15 1,00 1,05/1,10 1,00/0,90 1,00/1,05 1,00/1,15 
2 15 1,00 1,00 1,00 1,00/1,20 0,90 1,00/0,85 1,00 1,00 1,10 0,90 1,00/1,05 1,00 
3 15 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00/0,85 1,00 1,00 1,10 0,90 1,00/1,05 1,00 
4 15 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00/0,90 1,00/0,85 1,00 1,00/1,10 1,00/1,05 1,00/0,90 1,00 1,00 
5 15 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00/0,90 1,00/0,85 1,00 1,00 1,00/1,05 1,00/0,90 1,05 1,15 
6 15 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00/0,85 1,00 1,00 1,10 0,90 1,00/1,05 1,00/1,15 
7 15 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00/0,90 1,00/0,85 1,00 1,00 1,05/1,10 0,90 1,00 1,00 
8 15 1,00 1,00 1,00/0,90 1,00/1,20 1,00/0,90 1,00/0,85 1,00/1,15 1,00 1,00 1,00/0,95 1,00/1,05 1,00 
9 15 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00/0,85 1,00 1,00 1,10 0,95/0,90 1,00/1,05 1,15 
1 18 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00/0,90 1,00 1,00 1,00 1,05 0,90 1,05/1,15 1,15 
2 18 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00/1,10 1,00 1,00 1,00 1,00/1,15 
3 18 1,00 1,00 1,00/0,90 1,00 1,00 1,00/0,85 1,00/1,15 1,00 1,00 1,00 1,00 1,15 
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Продолжение таблицы 1 П 

Номер 
п/п 

№ планта-
ции по 

Госреестру 
Gpi-1 Gpi-2 Fe-1 Fe-2 Pgm Adh-1 Adh-2 Skdh Lap Alap-1 Alap-2 Idh 

4 18 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00/1,10 0,90 1,00/1,05 1,00/1,15 
5 18 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00/0,85 1,00 1,00 1,00 1,00/0,90 1,00 1,00 
6 18 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00/0,90 1,00/0,85 1,00 1,00 1,00/1,10 1,00/0,90 1,00/1,05 1,00/1,15 
7 18 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00/0,90 1,00 1,00 1,00 1,00/1,10 1,00/0,90 1,00 1,00/1,15 
8 18 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,05/1,10 0,95 1,00/0,95 1,00 
9 18 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00/0,90 1,00 1,00/1,15 1,00 1,00 1,00/0,90 1,00 1,00/1,15 
1 24 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00/0,90 1,00 1,00 1,00 1,00/1,10 0,95/0,90 1,00/1,05 1,00/1,15 
2 24 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00/0,90 1,00/0,85 1,00 1,00 1,00/1,05 1,00/0,90 1,00 1,00/1,15 
3 24 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00/1,05 0,95/0,90 1,00/1,05 1,00/1,15 
4 24 1,00 1,00 1,00 1,00 0,90/0,80 1,00/0,85 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00/1,05 1,00/1,30 
5 24 1,00 1,00 1,00 1,00 0,90/0,80 1,00/0,85 1,00/0,90 1,00 1,00/1,10 0,90 1,05 1,00 
6 24 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00/0,90 1,00/0,85 1,00/1,15 1,00 1,05/1,10 0,90 1,00 1,00/1,15 
7 24 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00/0,85 1,00 1,00 1,00/1,10 1,00/0,95 1,00 1,00/1,15 
8 24 1,00 1,00 1,00 1,00/1,20 1,00/0,90 1,00/0,85 1,00 1,00 1,00/1,05 1,00/0,90 1,00/1,05 1,00/1,15 
9 24 1,00 1,00 1,00 1,00/1,20 1,00/0,90 1,00 1,00 1,00 1,00/1,05 1,00/0,90 1,00 1,00/1,30 
1 20 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00/0,90 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00/0,90 1,00/1,05 1,00/1,15 
2 20 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,10 0,90 1,00/1,05 1,00 
3 20 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00/1,05 1,00/0,90 1,05 1,00 
4 20 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00/0,90 1,00/0,85 1,00 1,00 1,00/1,10 0,95 1,00 1,00/1,30 
5 20 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00/1,10 1,00/0,90 1,00/1,05 1,00 
6 20 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,05/1,10 0,95/0,90 1,00/1,05 1,15 
7 20 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00/0,90 1,00 1,00 1,00 1,00/1,10 1,00/0,90 1,05/0,95 1,00/1,15 
8 20 1,00 1,00 1,00 1,00 0,90 1,00 1,00/1,15 1,00 1,05/1,10 0,90 1,00/0,95 1,15 
9 20 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00/1,05 0,95/0,90 1,05/0,95 1,00 
10 20 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00/0,90 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00/0,90 1,00 1,00/1,15 
1 12 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00/0,85 1,00 1,00 1,05/1,10 1,00/0,90 1,00 1,00/1,15 
2 12 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00/0,85 1,00 1,00 1,00/1,10 1,00/0,95 0,95 1,00 
3 12 1,00 1,00 1,00 1,00/1,20 1,00/0,90 1,00 1,00 1,00 1,00/1,05 1,00/0,90 1,00 1,15 
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Продолжение таблицы 1 П 

Номер 
п/п 

№ планта-
ции по 

Госреестру 
Gpi-1 Gpi-2 Fe-1 Fe-2 Pgm Adh-1 Adh-2 Skdh Lap Alap-1 Alap-2 Idh 

4 12 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00/0,90 1,00/0,85 1,00/1,15 1,00 1,00 1,00/0,95 1,00/0,95 1,00/1,15 
5 12 1,00 1,00 1,00 1,00 0,90 1,00 1,00/1,15 1,00 1,00/1,10 1,00/0,90 1,00 1,15 
6 12 1,00 1,00 1,00 1,00/1,20 1,00/0,90 1,00/0,85 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 
7 12 1,00 1,00/1,10 1,00 1,00/1,20 0,90 1,00/0,85 1,00 1,00 1,05 0,90 1,00 1,00/1,30 
8 12 1,00 1,00 1,00 1,00/1,20 0,90 1,00/0,85 1,00 1,00/0,90 1,00/1,05 1,00/0,90 1,00/1,05 1,00 
9 12 1,00 1,00 1,00 1,00 0,90 1,00/0,85 1,00 1,00 1,00/1,05 1,00/0,95 1,00 1,00 
1 22 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00/0,85 1,00/1,15 1,00 1,00 0,95 1,00 1,00 
2 22 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00/0,85 1,00 1,00 1,00/1,05 1,00/0,90 1,00/1,05 1,00 
3 22 1,00 1,00 1,00 1,00/1,20 1,00/0,90 1,00 1,00 1,00 1,05/1,10 0,95/0,90 1,00 1,00/1,15 
4 22 1,00 1,00 1,00/0,90 1,00 0,90 1,00 1,00 1,00 1,00/1,10 1,00/0,90 1,00/1,15 1,00 
5 22 1,00 1,00 1,00/0,90 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00/1,30 
6 22 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00/0,85 1,00/1,15 1,00 1,00 0,95/0,90 1,00 1,00/1,15 
7 22 1,00 1,00 1,00 1,00 0,90 1,00/0,85 1,00/1,15 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 
8 22 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00/1,05 1,00/0,90 1,00 1,00 
9 22 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00/0,90 1,00 1,00/0,90 1,00 1,00/1,05 1,00 1,00/1,05 1,00 
1 27 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00/0,90 1,00 1,00 1,00 1,00 0,95 1,00/1,05 1,15 
2 27 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00/0,90 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 
3 27 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00/0,90 1,00 1,00 1,00 1,00/1,10 0,90 1,00/1,05 1,00 
4 27 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00/0,85 1,00 1,00 1,00 0,95 1,05 1,00/1,15 
5 27 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00/0,90 1,00 1,00 1,00 1,05/1,10 0,95/0,90 1,00/0,95 1,00 
6 27 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00/0,80 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00/0,95 1,00/0,95 1,00 
7 27 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00/0,95 1,00 1,00/1,15 
8 27 1,00 1,00 1,00 1,00/1,20 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00/1,10 1,00/0,90 1,00/1,05 1,00 
9 27 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00/0,90 1,00/0,85 1,00 1,00 1,00 1,00/0,95 1,00 1,00/1,15 
1 17 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00/0,85 1,00 1,00 1,05/1,10 0,95 1,00/1,05 1,15 
2 17 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00/0,90 1,05/1,10 0,90 1,00/1,05 1,00/1,15 
3 17 1,00 1,00 1,00 1,00 0,90 1,00 1,00/1,15 1,00 1,00/1,10 1,00/0,90 1,05 1,00/1,15 
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Окончание таблицы 1 П 
4 17 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,05 0,90 1,05 1,00/1,15 
5 17 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00/0,90 1,00/0,85 1,00 1,00 1,00 1,00 1,05 1,00 
6 17 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00/0,90 1,00/0,85 1,00 1,00 1,00/1,05 1,00/0,90 1,00/1,05 1,00/1,15 
7 17 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00/1,10 1,00/0,95 1,00 1,00/1,15 
8 17 1,00 1,00 1,00 1,00/1,30 1,00/0,90 1,00 1,00 1,00 1,00/1,10 1,00/0,90 1,00/1,05 1,00/1,15 
9 17 1,00 1,00 1,00/0,90 1,00 1,00/0,90 1,00/0,85 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00/1,05 1,00 
1 21 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00/0,90 1,00/0,85 1,00 1,00 1,00/1,05 1,00/0,90 1,00 1,00/1,15 
2 21 1,00 1,00 1,00 1,00/1,20 1,00 1,00/0,85 1,00 1,00 1,00/1,05 1,00/0,90 1,00 1,00/1,15 
3 21 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00/0,85 1,00 1,00 1,00/1,05 1,00/0,90 1,00/1,05 1,00/1,15 
4 21 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00/0,85 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00/1,30 
5 21 1,00 1,00 1,00/0,90 1,00 0,90 1,00/0,85 1,00 1,00 1,05/1,10 0,95 1,00 1,00/1,30 
6 21 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00/0,90 1,00 1,00 1,00 1,10 0,95/0,90 1,00 1,00 
7 21 1,00 1,00/1,15 1,00/0,90 1,00 1,00/0,90 1,00 1,00 1,00 1,00/1,10 1,00/0,90 1,05/0,95 1,00/1,15 
8 21 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00/1,15 1,00 1,00 1,00/0,90 1,05/0,95 1,00/1,15 
9 21 1,00 1,00 1,00/0,90 1,00 1,00/0,90 1,00/0,85 1,00 1,00 1,10 0,95/0,90 1,00/1,05 1,00/1,15 
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ПРИЛОЖЕНИЕ 3 

 

 

 

 

ЭЛЕКТРОФОРЕГРАММЫ ПРОДУКТОВ ПЦР ДУБА ЧЕРЕШЧАТОГО 

ФОРМЫ КОЛОНОВИДНОЙ РАЗНЫХ МЕСТ ПРОИСХОЖДЕНИЯ С 

ИСПОЛЬЗОВАНИЕМ 9 RAPD- ПРАЙМЕРОВ 
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.    

М –маркеры молекулярных масс (100, 300, 500, 700, 800,1000 пн);  

1–22 – номер образца 

Рис. 1П–  Электрофореграмма продуктов ПЦР дуба черешчатого формы  

колоновидной, произрастающего в г. Воронеже и области, в агарозном геле  

с использованием праймера Oligo 1 

 

 

 
 

М – маркеры молекулярных масс (100, 300, 500, 700, 800,1000 пн);  

1–22 – номер образца 

Рис. 2 П–  Электрофореграмма продуктов ПЦР дуба черешчатого формы  

колоновидной, произрастающего в г. Воронеже и области, в агарозном геле  

с использованием праймера Oligo 2 
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М – маркеры молекулярных масс (100, 300, 500, 700, 800,1000 пн); 

1–22 – номер образца 

Рис. 3 П–  Электрофореграмма продуктов ПЦР дуба черешчатого  

формы колоновидной, произрастающего в г. Воронеже и области, в агароз-

ном геле с использованием праймера Oligo 5 

 

 

 
 

М – маркеры молекулярных масс (100, 300, 500, 700, 800,1000 пн); 

 1–22 – номер образца 

Рис. 4 П–  Электрофореграмма продуктов ПЦР дуба черешчатого  

формы колоновидной, произрастающего в г. Воронеже и области, в агароз-

ном геле с использованием праймера Oligo 6 
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М – маркеры молекулярных масс (100, 300, 500, 700, 800,1000 пн); 

 1–22 – номер образца 

Рис. 5 П– Электрофореграмма продуктов ПЦР дуба черешчатого формы  

колоновидной, произрастающего в г. Воронеже и области, в агарозном геле с 

использованием праймера Oligo 12 

 

 

 
 

М – маркеры молекулярных масс (100, 300, 500, 700, 800,1000 пн); 

 1–22 – номер образца 

Рис. 6 П–  Электрофореграмма продуктов ПЦР дуба черешчатого формы  

колоновидной, произрастающего в г. Воронеже и области, в агарозном геле с 

использованием праймера Oligo 19 
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М – маркеры молекулярных масс (100, 300, 500, 700, 800,1000 пн); 

1–22 – номер образца 

Рис. 7 П–  Электрофореграмма продуктов ПЦР дуба черешчатого  

формы колоновидной, произрастающего в г. Воронеже и области, в агароз-

ном геле с использованием праймера Oligo 29 

 

 

 
 

  М – маркеры молекулярных масс (100, 300, 500, 700, 800,1000 пн);  

№№ 1–14 – г. Воронеж; №№ 15–28 – г. Волгоград 

 Рис. 8 П– Электрофореграмма продуктов ПЦР дуба черешчатого формы  

колоновидной произрастающего в г. Воронеже и из г. Волгограда, в агароз-

ном геле с использованием праймера Oligo 3  
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  М – маркеры молекулярных масс (100, 300, 500, 700, 800,1000 пн); 

№№ 1–14 – г. Воронеж; №№ 15–28 – г. Волгоград 

 Рис. 9 П– Электрофореграмма продуктов ПЦР дуба черешчатого формы  

колоновидной и с обычной формой кроны, произрастающего в Семилукском 

питомнике, в агарозном геле с использованием праймера Oligo 4  

 

 

 
 

  М – маркеры молекулярных масс (100, 300, 500, 700, 800,1000 пн);  

1–28 – номер образца 

 Рис. 10 П–  Электрофореграмма продуктов ПЦР дуба черешчатого колоно-

видной формы кроны, произрастающих в г. Волгограде, в агарозном геле  

с использованием праймера Oligo 1 

 



 135 

 
 

  М – маркеры молекулярных масс (100, 300, 500, 700, 800,1000 пн);  

1–28 – номер образца 

 Рис. 11 П–  Электрофореграмма продуктов ПЦР дуба черешчатого колоно-

видной формы кроны, произрастающего в г. Волгограде, в агарозном геле  

с использованием праймера Oligo 2 

 

 

 
 

     М – маркеры молекулярных масс (100, 300, 500, 700, 800,1000 пн);  

1–28 – номер образца 

 Рис. 12 П– Электрофореграмма продуктов ПЦР дуба черешчатого колоно-

видной формы кроны, произрастающего в г. Волгограде, в агарозном геле  

с использованием праймера Oligo 5 
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М – маркеры молекулярных масс (100, 300, 500, 700, 800,1000 пн);  

1–28 – номер образца 

 Рис. 13 П– Электрофореграмма продуктов ПЦР дуба черешчатого колоно-

видной формы кроны, произрастающего в г. Волгограде, в агарозном геле  

с использованием праймера Oligo 6 

 

 

  
  М – маркеры молекулярных масс (100, 300, 500, 700, 800,1000 пн);  

1–28 – номер образца 

 Рис. 14 П–  Электрофореграмма продуктов ПЦР дуба черешчатого колоно-

видной формы кроны, произрастающего в г. Волгограде, в агарозном геле  

с использованием праймера Oligo 12 
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  М – маркеры молекулярных масс (100, 300, 500, 700, 800,1000 пн);  

1–28 – номер образца 

 Рис. 15 П– Электрофореграмма продуктов ПЦР дуба черешчатого колоно-

видной формы кроны, произрастающего в г. Волгограде, в агарозном геле  

с использованием праймера Oligo 19 

 

 

 
 
 

  М – маркеры молекулярных масс (100, 300, 500, 700, 800,1000 пн);  

1–28 – номер образца 

 Рис. 16 П–  Электрофореграмма продуктов ПЦР дуба черешчатого колоно-

видной формы кроны, произрастающего в г. Волгограде, в агарозном геле  

с использованием праймера Oligo 29 
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