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Аннотация:  

В статье описываются два методических подхода по расчёту средней 

ожидаемой гетерозиготности ценопопуляций Quercus robur из разных 

экотопов. Изученные 13 ценопопуляций дуба черешчатого на территории 

Ростовской области, в зависимости от условий их произрастания, были 

разделены на три экотопа. Экотоп байрачных лесов – это древесные 

насаждения, которые произрастают только по склонам балок (байраков). 

Экотоп аренных лесов – это древостои, находящиеся на аренах (песчаных 

массивах надпойменных террас). Экотоп пойменных лесов – это 

ценопопуляции, расположенные в пойме реки. Исследование генетических 

характеристик ценопопуляций проводили методом ПЦР с использованием 

пяти олигонуклеотидных праймеров. Использовали метод 

межмикросателлитного анализа (ISSR-анализ). В первом методе расчёт 

средней ожидаемой гетерозиготности ценопопуляций Quercus robur из 

разных экотопов проводили с помощью средне взвешенного анализа, 

усредняя данные по каждой ценопопуляции входящей в экотоп. Во втором 

методе расчёта мы объединили изученные аллельные варианты (бинарные 

матрицы) по каждой ценопопуляции в три кластера (экотопа), и полученные 

общие матрицы пересчитали с использованием программы PopGen. 

Сравнение средних значений ожидаемой гетерозиготности ценопопуляций 

Quercus robur для каждого экотопа проводили попарно с использованием t-

критерия Стьюдента. Все экотопы, рассчитанные на основе средне 

взвешенного анализа, характеризуются достоверными различиями по уровню 

ожидаемой гетерозиготности (Не) при уровне значимости p=0,05. Все 

экотопы, рассчитанные на основе общих матриц, характеризуются 

достоверными различиями по уровню ожидаемой гетерозиготности (Не) при 

уровне значимости p=0,01.  

Цель данной работы – провести сравнительный анализ двух предложенных 

методик расчёта средней ожидаемой гетерозиготности ценопопуляций 

Quercus robur из разных экотопов.  
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Abstract:  

The article describes two methodological approaches for calculating the average 

expected heterozygosity of cenopopulations of Quercus robur from different 

ecotopes. The studied 13 cenopopulations of pedunculate oak in the Rostov region, 

depending on the conditions of their growth, were divided into three ecotopes. The 

ecotope of bayrachny forests is tree stands that grow only on the slopes of gullies 

(bayraks). The ecotope of arena forests is the stands of trees located on arenas 

(sandy massifs of above-floodplain terraces). The ecotope of floodplain forests is a 

cenopopulation located in the floodplain of a river. The genetic characteristics of 

cenopopulations were studied by PCR using five oligonucleotide primers. The 

method of inter-simple sequence repeats (ISSR analysis) was used. In the first 

method, the average expected heterozygosity of cenopopulations of Quercus robur 

from different ecotopes was calculated using a weighted average analysis, 

averaging data for each cenopopulation included in the ecotope. In the second 

calculation method, we combined the studied allelic variants (binary matrices) for 

each cenopopulation into three clusters (ecotopes), and the resulting total matrices 

were recalculated using the PopGen program. The average values of expected 

heterozygosity cenopopulations of Quercus robur for each ecotope were compared 

in pairs using the t-test. All ecotopes calculated based on the weighted average 

analysis are characterized by significant differences in the level of expected 

heterozygosity (He) at the significance level p=0.05. All ecotopes calculated based 

on common matrices are characterized by significant differences in the level of 

expected heterozygosity (He) at the significance level p=0.01. The purpose of this 

work is to conduct a comparative analysis of the two proposed methods for 

calculating the average expected heterozygosity of cenopopulations of Quercus 

robur from different ecotopes. 

Keywords: Quercus robur, Fagaceae, heterozygosity, population analysis, 

ecotopes, statistics.  

 

Введение 

На большей части ареала Q. robur его популяционная структура 

достаточно детально исследована [11,1,3,4]. Однако на южной границе 

равнинной части ареала Q. robur (где расположена и Ростовская область) 

факторы формирования и поддержания генофонда вида недостаточно 
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изучены, в особенности с применением информативных и современных 

молекулярно-биологических методов. В связи с этим актуальным является 

анализ эколого-генетических характеристик ценопопуляций Q. robur с 

использованием молекулярных маркеров для количественной оценки 

популяционно-генетических параметров. Решение данной проблемы в 

будущем позволит разработать научные основы и системные меры для 

увеличения устойчивости дубовых насаждений к неблагоприятным факторам 

среды. Комплексный подход с использованием современных методов 

анализа даёт возможность оценить эколого-генетические характеристики 

дубовых насаждений, сохранить и рационально использовать генофонд дуба 

черешчатого, совершенствовать в регионе лесное хозяйство.  

Материалы и методы исследований 

Для ценопопуляционных исследований объектами послужили деревья 

Q. robur из различных мест произрастания. Отобранные нами ценопопуляции 

произрастали в естественном ареале Q. robur на территории Ростовской 

области. Изученные ценопопуляции систематизировали по различным 

экологическим условиям произрастания (экотопам) [2,6]. Характеристики и 

описания представлены в нашей предыдущей работе [7].  

Выделение тотальной ДНК из гомогенизированных образцов, навесками 

по 50 мг, которые предварительно были продезинфицированы и обработаны 

слабым раствором гипохлорита натрия. Выделение ДНК проводили с 

использованием сорбентного метода при помощи коммерческого набора 

«Сорб-ГМО-Б» (Синтол, Россия). Концентрацию ДНК определяли по 

стандартным методикам в соответствии с протоколом производителя на 

анализаторе Qubit 3.0 (Invitrogen, США), после чего все образцы 

ранжировали до концентрации 5 нг/мкл. 

Для генетического анализа использовался межмикросателлитный (ISSR) 

анализ. ISSR-праймеры подбирались на основе литературных данных (из 

набора UBC Primer Set #9) [12, 16]. Характеристика праймеров представлена 

в наших предыдущих работах [9,10,7]. 

ПЦР-смесь готовили в нескольких вариациях, в зависимости от 

концентрации магния. Постоянные компоненты из расчёта на один образец: 

25 мМ раствор нуклеотидов dNTP– 2,5 мкл, 10×буфер для ПЦР – 2,5 мкл, 

мутантная Taq-полимераза – 0,2 мкл (5 ед./мкл), ДНК-матрица (концентрация 

5 нг/мкл) – 1 мкл, праймер (10 пМ/мкл) – 1 мкл. Переменные компоненты: 

H2O (DD) – 15,8 мкл, 25 мМ хлорид магния (MgCl2) – 2 мкл; H2O (DD) – 

15,3 мкл, 25 мМ хлорид магния (MgCl2) – 2,5 мкл; H2O (DD) – 14,8 мкл, 25 

мМ хлорид магния (MgCl2) – 3 мкл. Общий объём ПЦР-смеси составил 25 

мкл. Амплификация проводилась в термоциклере T100 Thermal Cycler (BIO-

RAD, США) и С1000 Thermal Cycler (BIO-RAD, США). Протокол 

амплификации: 1. 94 °С – 5:00 мин; 2. 94 °С – 0:30 сек; 3. Та °С – 0:45 сек; 4. 

72 °С – 2:00 мин; 5. 35 циклов пункты 2-4; 6. 72 °С – 5:00 мин.; 7. Хранение 

при 12 °С. 
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Разделение фрагментов проводили электрофорезом в 2 %-м агарозном 

геле с использованием 1×TBE-буфера (Tris, Boric acid, EDTA) при 

напряжении 90 В, 3 часа, источник питания − PowerPacBasic (Bio-Rad, США). 

Пробирки с ампликонами предварительно смешивали с 2 мкм загрузочного 

красителя состава бромфеноловый синий + глицерин. Окрашивание ДНК 

производили красителем SYBR Green I х80 (Lumiprobe, США) из 

соотношения 2 мкл красителя на 5 мкл ампликонов, съемку − в 

гельдокументирующей системе GelDoc XR+ (Bio-Rad, США) с программным 

обеспечением ImageLab версии 6.0 (Bio-Rad, США). Маркер длин ДНК 

фрагментов 100+ bp DNA Ladder (Евроген, Россия) добавляли по 7 мкл в 

лунку. 

Компьютерную обработку полученных данных проводили при помощи 

приложения MS Excel (Microsoft Office 2007) где строили бинарную матрицу, 

отражающую наличие (1) или отсутствие (0) фрагмента. При этом учитывали 

только воспроизводимые в повторных экспериментах фрагменты, 

изменчивость по интенсивности не учитывалась. Компьютерный анализ 

полиморфизма ДНК проводился с использованием программы POPGENE 

1.32 [15] для определения ожидаемой гетерозиготности (He) [14].  

Параметр ожидаемой гетерозиготности (Не), который вычислялся для 

каждого локуса на основании его аллельных частот, посредством 

следующего соотношения: 

        
   (1) 

где хi – частота i-того аллеля. 

 

Результаты исследований 

На основании анализа полученных электрофореграмм установлено, что 

число ISSR-фрагментов на общую проанализированную выборку 

варьировало от 40 (праймер UBC 811) до 49 (праймер UBC 880). Среднее 

число фрагментов составило 45,5; всего детектировано 226 фрагментов (табл. 

2). Длина фрагментов укладывалась в диапазон от 200 п.н. (праймер UBC 

857) до 1650 п.н. (праймеры UBC 841 и UBC 880). Для изученных 

ценопопуляций Q. robur были рассчитаны основные показатели генетической 

изменчивости [7]. 

Распределение ожидаемой гетерозиготности (Hе) в среднем по всем 

ценопопуляциям составило 0,3848, где минимальная ожидаемая 

гетерозиготность установлена для ценопопуляции Кп – Кундрюченские 

пески (Hе = 0,1627), а максимальная – для ценопопуляции Л – урочище 

«Липяги» (Hе = 0,3485) (табл. 1). В качестве первого метода расчёта средней 

ожидаемой гетерозиготности была рассчитана по формуле среднего 

взвешенного: 

     
                  

           
     (2) 
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По второй методике расчёта мы объединили изученные аллельные 

варианты (бинарные матрицы) по каждой ценопопуляции в три кластера 

(экотопа), и полученные общие матрицы пересчитали с использованием 

программы PopGen (табл.1). 

Сравнение средних значений ожидаемой гетерозиготности ценопопуляций 

Quercus robur для каждого экотопа проводили попарно с использованием t-

критерия Стьюдента [5,8,13].  

Таблица 1 – Уровень генетического разнообразия экотопов Quercus robur 

Экотоп 
Hе  

Среднее взвешенное Общие матрицы 

Байрачный экотоп 0,2965* 0,2105** 

Аренный экотоп 0,3104* 0,2647** 

Пойменный экотоп 0,3140* 0,3009** 

* достоверные различия по t-критерию Стьюдента при уровне значимости 0,05 

** достоверные различия по t-критерию Стьюдента при уровне значимости 0,01 

Все экотопы рассчитанные на основе общих матриц характеризуются 

достоверными различиями по уровню ожидаемой гетерозиготности. 

Достоверность отличий рассчитывали по t-критерию Стьюдента при уровне 

значимости p=0,01 по уровню ожидаемой гетерозиготности (Не) также 

проводили попарно между парами:  

байрачного и аренного экотопа (tф=4,2075>tкр=2,5758);  

пойменного и аренного экотопа (tф=2,8754>tкр=2,5758);  

байрачного и пойменного экотопа (tф=6,8718>tкр=2,5758).  

 

Так, среди природных ценопопуляций дуба черешчатого наивысшим 

уровнем ожидаемой гетерозиготности обладает пойменный экотоп (0,3009), а 

наименьшим – байрачный (0,2105). 

Различия в уровне ожидаемой гетерозиготности ценопопуляций Quercus 

robur одинаковых экотопов, рассчитанные с помощью средневзвешенного и 

общей матрицы, возможно связаны с различными пропорциями 

исследованных локусов. При анализе через средневзвешенное, 

математически усредняли лишь показатели Не, в то время как при анализе 

общей матрицы усреднение было по всем исследованным локусам.  

 

Заключение 

Данные по уровню ожидаемой гетерозиготности с использованием двух 

различных методик расчета показывают достоверность при различных 

уровнях значимости (р=0,05 и р=0,01). Поскольку достоверность результатов 

при анализе среднего уровня ожидаемой гетерозиготности экотопа выше с 

использованием общих матриц, предпочтительнее вести расчёты с 

использованием данного метода.  
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