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За допомогою електрофоретичного аналiзу 20 iзоферментних локусiв 9 ферментних сис-
тем, вивчено рiвень генетичної мiнливостi чотирьох популяцiй сосни Коха (Pinus ko-
chiana Klotzsch ex Koch) у Гiрському Криму. Встановлено популяцiйний рiвень наяв-
ної та очiкуваної гетерозиготностей: HO = 0,177 ÷ 0,228, в середньому 0,200; HE =
= 0,178÷ 0,219, в середньому 0,210. Виявлено низьку пiдроздiленiсть (FST = 0,020) i ди-
ференцiацiю (DN = 0,011) дослiджуваних популяцiй.

При разработке научно-практических подходов сохранения биоразнообразия важно выя-
снить генетический полиморфизм и объем генного разнообразия охраняемых видов. Акту-
альны с этих позиций также исследования популяционно-генетической изменчивости уз-
коареальных эндемичных видов, потенциальная угроза исчезновения которых возрастает
в связи с глобальными климатическими изменениями и усиливающимся антропогенным
прессингом. Такие исследования способствуют пониманию природы и значения полимор-
физма в генетической устойчивости популяционных систем [1].

В верхнем лесном поясе Крыма локально на ограниченной территории произрастает
сосна Коха (Pinus kochiana Klotzsch ex Koch) [2], основные популяции которой пока еще
не подвергались пожарам и необратимым антропогенным воздействиям. Сохранившиеся на
заповедных территориях небольшие популяции P. kochiana позволяют выяснить адаптив-
ную структуру генофонда и оптимум генного разнообразия этого узкоареального таксона.
Это достаточно просто выполнить, если в качестве маркеров генотипа использовать изо-
ферменты. С помощью анализа аллозимной изменчивости установлена генетическая струк-
тура популяций и определен адаптивный оптимум гетерозиготности для многих десятков
видов семейства Pinaceae Lindl., произрастающих на разных континентах нашей планеты.
И далеко не всегда малочисленные узкоареальные виды отличались пониженным уровнем
генетического полиморфизма [3, 4]. Горные популяции P. kochiana — очень интересный
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объект для выяснения генетических последствий географической изоляции от близкород-
ственной сосны обыкновенной (Pinus sylvestris L.), у которых не должно быть жестких
репродуктивных барьеров интрогрессивной гибридизации [5].

Наша цель — анализ популяционно-генетического разнообразия P. kochiana в Горном
Крыму для выяснения баланса интеграции и дифференциации генофонда этого таксона.

Объектами исследований служили четыре популяции P. kochiana Горного Крыма: в уро-
чищах “Красный камень” и “Гурзуфское седло” на южном склоне г. Караул-Кая, на юго-за-
падном склоне от Никитской яйлы и на северном склоне от Бабуган яйлы. Возраст дере-
вьев, с которых были собраны шишки с семенами для последующего анализа аллозимной
изменчивости, составлял 80–150 лет, а их выборки насчитывали 29–30 экземпляров.

Для определения генотипа растения в качестве биохимических маркеров использовали
изоферменты девяти ферментных систем: алкогольдегидрогеназы (ADH, К.Ф. 1.1.1.1), глу-
таматоксалоацетаттрансаминазы (GOT, К.Ф. 2.6.1.1), глутаматдегидрогеназы (GDH, К.Ф.
1.4.1.2), диафоразы (DIA, К.Ф. 1.6.4.3), кислой фосфатазы (ACP, К.Ф. 3.1.3.2), лейцинами-
нопептидазы (LAP, К.Ф. 3.4.11.1), малатдегидрогеназы (MDH, К.Ф. 1.1.1.37), супероксид-
дисмутазы (SOD, К. Ф. 1.15.1.1) и формиатдегидрогеназы (FDH, К.Ф. 1.2.1.2). Электро-
форетическое разделение ферментов, экстрагируемых из восьми и более эндоспермов се-
мян каждого растения, проводили в вертикальных пластинках 7,5%-го полиакриламидного
геля с pH 8,9 разделяющего геля в трис-глициновом электродном буфере, pH 8,3 [6]. Пре-
дварительно был установлен генетический контроль исследуемых изоферментов [7]. Для
оценки уровня изменчивости определяли частоты аллелей и генотипов изучаемых 20 ло-
кусов. Подразделенность популяций выясняли, используя показатели F -статистик Райта
и G-статистики Нея, а дифференциацию устанавливали с помощью генетической дистан-
ции Нея [8]. Аллельную и генотипическую гетерогенность популяций оценивали по стандар-
тному χ2-тесту [9]. В статистической обработке генетических данных использовали пакет
компьютерных программ BIOSYS-1 [10].

Стабильное электрофоретическое разделение отдельных изоферментов девяти фермент-
ных систем мегагаметофитов семян P. kochiana позволило качественно интерпретировать 20
генных локусов, из которых только Sod-1, Sod-2, Sod-3, Sod-4 были мономорфными (табл. 1).
Из 16 полиморфных локусов наиболее изменчивыми были восемь — Gdh, Got-2, Got-3, Dia-1,
Acp, Lap-1, Mdh-3, Mdh-4, средняя гетерозиготность (HO) по которым варьировала в преде-
лах 26,1–47,1%. Низким уровнем гетерозиготности характеризовались три локуса — Got-1,
Dia-2 и Mdh-2, а для остальных пяти локусов установлены средние значения гетерозиготнос-
ти. Для объединенной выборки в 119 деревьев P. kochiana идентифицировано 48 аллелей
и 70 генотипов 20 аллозимных локусов. Частоты предоминантного аллеля (1,00) во всех
популяциях по всем полиморфным локусам были выше 0,500.

Изучаемые популяции имеют некоторые отличия в генетической структуре, что под-
тверждает большое число локусов с существенной аллельной (8) и генотипической (6) ге-
терогенностью. К примеру, при исследовании аллозимной изменчивости по 22 локусам 15
популяций P. sylvestris от Луганской до Львовской областей достоверная аллельная гете-
рогенность установлена по 6 локусам, а генотипическая — по 12 локусам [11]. По подавля-
ющему большинству локусов генетическая структура исследуемых популяций P. kochiana
уравновешена. Случаи существенного несоответствия фактического распределения геноти-
пов теоретически ожидаемому согласно закону Харди–Вайнберга установлены для двух-че-
тырех локусов в этих популяциях (табл. 2). Всего таких случаев было 11 и касались они
семи локусов, из которых четыре относились к высокоизменчивым.
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Таблица 1. Число аллелей и генотипов, их популяционная гетерогенность, средние полокусные значения гетерозиготности для Pinus kochiana

Горного Крыма

Фермент Локус

Количество
в общей выборке

Популяционная
гетерогенность, χ

2-тест
Средняя гетерозиготность

по виду

аллелей генотипов аллельная генотипическая наблюдаемая ожидаемая

Алкогольдегидрогеназа Adh-1 2 3 8,4(3)∗ 14,7(6)∗ 0,143 0,168
Adh-2 4 5 12,0(9) 12,8(12) 0,143 0,145

Глутаматдегидрогеназа Gdh 2 3 13,7(3)∗∗ 29,1(6)∗∗∗ 0,404 0,385
Глутаматоксалоацетаттрансаминаза Got-1 2 2 3,0(3) 3,0(3) 0,008 0,008

Got-2 2 3 2,1(3) 9,4(6) 0,437 0,452
Got-3 3 4 19,9 (6)∗∗ 23,7(9)∗∗ 0,412 0,364

Диафораза Dia-1 3 5 15,6(6)∗ 17,8(12) 0,462 0,427
Dia-2 2 2 3,0(3) 3,0(3) 0,008 0,008
Dia-4 3 5 12,6(6) 25,4(12)∗ 0,109 0,159

Кислая фосфатаза Acp 4 5 21,6(9)∗ 27,7(12)∗∗ 0,471 0,379
Лейцинаминопептидаза Lap-1 4 7 20,2(9)∗ 24,3(15) 0,353 0,329

Lap-2 4 5 19,5(9)∗ 17,8(12) 0,185 0,226
Малатдегидрогеназа Mdh-2 2 2 7,6(3) 7,8(3)∗ 0,059 0,056

Mdh-3 2 5 5,4(6) 15,9(12) 0,437 0,501
Mdh-4 3 6 13,1(6)∗ 22,6(15) 0,261 0,332

Формиатдегидрогеназа Fdh 2 4 1,2(3) 5,5(6) 0,109 0,132
Супероксиддисмутаза Sod-1 1 1 0 0 0 0

Sod-2 1 1 0 0 0 0
Sod-3 1 1 0 0 0 0
Sod-4 1 1 0 0 0 0

П р и м е ч а н и е . В скобках указаны степени свободы. Достоверные отличия при: ∗

P < 0,05, ∗∗

P < 0,01, ∗∗∗

P < 0,001.
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В четырех популяциях P. kochiana 65–75% аллозимных локусов были полиморфны
(табл. 3). Среднее число аллелей на локус в этих популяциях варьировало от 1,9 до 2,1,
а генотипов — 2,3–2,6, составив в целом для таксона соответственно 2,4 и 3,5. Аллельное
представительство на локус у P. kochiana заметно меньше (на 37,1%), чем в 15 популяци-
ях близкородственной P. sylvestris в пределах ее ареала в Украине [11]. Хотя на данном
показателе может сказываться разный объем изучаемых выборок растений этих таксонов.
Значительно менее зависимые от объема выборок показатели гетерозиготности были мень-
шие у P. kochiana, чем у P. sylvestris. Так, у P. kochiana наблюдаемая гетерозиготность
изменялась в пределах 0,177–0,228, составив в среднем 0,200. В 15 украинских популяциях
у P. sylvestris этот показатель варьировал в значительно больших пределах: 0,185–0,300,
в среднем — 0,232. Та же тенденция наблюдается и в изменении ожидаемой гетерозиготно-
сти у сравниваемых таксонов. Средний уровень гетерозиготности P. kochiana близок к та-
ковому показателю для реликтовых популяций P. sylvestris Украинских Карпат, а также
популяций Расточья и Полесья, но заметно ниже, чем у степных и лесостепных популяций
главной лесообразующей породы Украины [11]. К тому же, если для популяций P. sylvestris
в целом свойственен избыток гетерозигот в 2,2%, то для популяций P. kochiana — их недо-
статок в 4,8%, по данным индекса фиксации Райта.

Расчеты коэффициента инбридинга особи относительно популяции (FIS) еще раз под-
тверждают, что для P. kochiana свойственен недостаток гетерозигот (табл. 4). Согласно
средним значениям коэффициентов FST и GST ∼ 98% всей генетической изменчивости
находится внутри популяций P. kochiana и только ∼ 2% приходится на межпопуляцион-
ную изменчивость. У 15 украинских популяций P. sylvestris на межпопуляционную измен-
чивость приходится 4% [11]. Исследуемые аллозимные локусы P. kochiana вносят разный
вклад в подразделенность популяций, наибольший — Got-3, Gdh, Acp, Lap-2, Adh-1 и Mdh-2.

Значения коэффициента генетической дистанции Нея (DN) [7], с помощью которого
определяют дифференциацию популяций, у P. kochiana варьировали от 0,004 до 0,018,
составив в среднем 0,011. Для 15 популяций P. sylvestris, изученных в пределах ареала
в Украине, среднее значение DN равнялось 0,016 [11]. В целом можно констатировать, что
генетическая подразделенность и дифференциация популяций P. kochiana в Горном Крыму
невысокая.

Для фрагментированных популяций древесных растений свойственна высокая генети-
ческая дифференциация и значительный инбридинг [12]. Этого не отмечено нами в по-

Таблица 2. Случаи существенного отклонения фактического распределения генотипов от теоретически ожи-
даемого согласно закону Харди–Вайнберга в популяциях Pinus kochiana Горного Крыма

Локус

Местонахождение популяции

Урочище “Красный
камень”

Никитская яйла,
юго-западный склон

Урочище
“Гурзуфское седло”

Бабуган яйла,
северный склон

Got-2 3,9(1)∗ n. s. n. s. n. s.
Gdh 4,1(1)∗ n. s. 4,7(1)∗ n. s.
Dia-4 n. s. n. s. n. s. 36,4(3)∗∗∗

Mdh-3 n. s. n. s. 4,8(1)∗ n. s.
Mdh-4 8,5(3)∗ 14,1(3)∗∗ n. s. 8,8(3)∗

Adh-1 n. s. n. s. n. s. 8,1(1)∗∗

Fdh 6,2(1)∗ 6,5(1)∗ n. s. n. s.

Пр и м е ч а н и е . В скобках указаны степени свободы. Достоверные отличия при:
∗

P < 0,05, ∗∗

P < 0,01, ∗∗∗

P < 0,001. n. s. — различия недостоверны.
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Таблица 3. Значения основных показателей генетического полиморфизма четырех популяций Pinus kochiana Горного Крыма

Местонахождение популяции,

высота над уровнем моря

Выборка

деревьев,

шт.

Доля поли-

морфных

локусов, P99

Среднее число

на локус
Средняя гетерозиготность

Индекс

фиксации

Райта, Fаллелей генотипов ожидаемая, HE наблюдаемая, HO

Урочище “Красный камень”, 29 0,700 1,900 2,400 0,209 ± 0,015 0,195 ± 0,014 0,067

1250–1350 м н. у. м.

Никитская яйла, 1350 м н. у. м., 30 0,700 2,100 2,500 0,219 ± 0,015 0,228 ± 0,015 −0,041

юго-западный склон

Урочище “Гурзуфское седло”, 30 0,650 2,000 2,300 0,178 ± 0,014 0,177 ± 0,014 0,006

1250 м н. у. м.

Бабуган яйла, 1250–1300 м н. у. м., 30 0,750 2,100 2,600 0,209 ± 0,015 0,200 ± 0,014 0,043

северный склон

В целом по виду 119 0,700 2,400 3,500 0,210 ± 0,008 0,200 ± 0,007 0,048
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Таблица 4. Значения коэффициента F -статистики Райта и G-статистики Нея для четырех популяций Pinus

kochiana Горного Крыма

Локус FIS FST GST

Got-1 0,001 0,013 0,013
Got-2 0,024 0,009 0,009
Got-3 −0,147 0,051 0,070
Gdh −0,085 0,038 0,058
Dia-1 −0,082 0,018 0,007
Dia-2 −0,001 0,013 0,013
Dia-4 −0,146 0,029 0,031
Mdh-2 −0,029 0,032 0,032
Mdh-3 0,126 0,010 0,007
Mdh-4 0,195 0,029 0,029
Sod-1 0 0 0
Sod-2 0 0 0
Sod-3 0 0 0
Sod-4 0 0 0
Adh-1 0,066 0,035 0,035
Adh-2 −0,013 0,018 0,023
Acp −0,212 0,034 0,042
Fdh 0,189 0,005 0,005
Lap-1 −0,083 0,029 0,034
Lap-2 0,125 0,033 0,051

Среднее 0,011 0,020 0,023

пуляциях у мозаично-диффузного ареала P. kochiana в Горном Крыму. Гетерозиготность
P. kochiana находится в рамках варьирования гетерозиготности, установленной для 41 ви-
да рода Pinus L., у которых средняя ожидаемая гетерозиготность изменяется в пределах
0,189–0,227 [3]. Существует предположение, что эффективный размер популяции во многом
определяется уровнем аллозимной изменчивости [13]. На основании проделанного нами ана-
лиза можно утверждать, что исторически сложившийся размер популяций P. kochiana —
эффективен. В них не нарушено оптимальное соотношение внутри- и межпопуляционной
компонент генного разнообразия и пока не происходит непропорциональное выпадение или
изъятие одних генотипов и воспроизводство других. Если бы это имело место, то приве-
ло бы к резкому повышению случаев неравновесного распределения генотипов в популя-
циях и возрастанию значений коэффициентов FST и GST, характеризующих подразделен-
ность популяций. В целом можно констатировать, что небольшие популяции узколокальной
географически изолированной P. kochiana характеризуются меньшим уровнем генетичес-
кой изменчивости, чем близкородственная широкоареальная P. sylvestris. Установленный
уровень изменчивости P. kochiana можно рассматривать как оптимальный для данного
таксона, а поэтому популяции этого вида необходимо тщательно охранять, особенно от
участившихся в Крыму пожаров. В случае их возникновения на больших площадях сле-
дует ожидать сокращения внутрипопуляционного полиморфизма, что в целом отразится
на адаптивном потенциале P. kochiana.
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I. I. Korshikov, D.Yu. Podgornyi, L. A. Kalafat, T. I. Velikorid’ko

Population-and-genetic variation of the Pinus kochiana Klotzsch ex

Koch in the Mountain Crimea

Based on electrophoretic analysis of 20 isozymes loci controlling 9 enzyme systems, the level of
genetic variation of four populations of the Pinus kochiana Klotzsch ex Koch in the Mountain
Crimea is studied. It is determined that the population level of observed and expected heterozygosity
has made HO = 0.177÷0.228 (0.200 on the average) and HE = 0.178÷0.219 (0.210 on the average),
respectively. Subdivision (FST = 0.020) and the differentiation (DN = 0.011) in the investigated
populations were low.
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