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1. Введение. Обзор литературы
1.1 . Ареал исследуемых видов

Лесные экосистемы играют важную роль как  в биосфере в целом, так и  в жизни людей, являясь важным ресурсом для разных отраслей промышленности (Динамика популяционных генофондов…, 2004). К основным лесообразующим породам относятся представители рода ель (Picea) из семейства сосновых (Pinaceae). К этому роду относится несколько десятков видов. В Евразии распространены два вида ели – Picea abies (L.) Karst., и  Picea obovata Ledeb. Первый вид произрастает в Европе, второй – наиболее обычен в Сибири, но доходит до берега Охотского моря (Деревья и кустарники СССР, 1949; рис. 1). В области соприкосновения ареалов этих видов находится широкая зона интрогрессивной гибридизации, которая, вероятно, образовалась в результате их вторичного контакта при отступлении последнего оледенения (Попов, 2003; Попов, Мельник, 2006; Tollefsrud et al., 2008b).  П.П. Попов (2003) отмечает постепенный морфологический переход между P. abies и P. obovata (растения с промежуточными признаками часто относят к гибридогенному виду Picea × fennica (Regel) Kom.). Одна из территорий, подверженных в прошлом оледенению – Северная Карелия, где присутствуют все три вида (Кравченко, 2007).
[image: image1.jpg]



Рисунок 1. Распространение ели: А – Picea abies, Б –  P. obovata, В – зона гибридизации (по: Деревья и кустарники СССР, 1949)
1.2. Генетические различия у рассматриваемых видов

Род Picea довольно обширен, для многих его представителей изучены таксономическое положение, биогеография (Ran et all, 2006). P. abies  в этом отношении изучена наиболее подробно, хорошо изучена генетическая, филогеографическая структура (Gugerli et al, 2001; Tollefsrud et al., 2008a), тогда как P. obovata изучена хуже.
Постепенный переход от P. abies к P. obovata отмечен не только для морфологических признаков, но и для ряда изоферментных локусов, частоты разных аллелей изменяются в направлении с запада на восток. Для растений, растущих на территории от Центральной Европы (Германия) до Средней Сибири, при обработке данных изоферментного анализа (методом главных компонент)  выделены отдельные группы популяций, в зависимости от географической долготы, на которой они находятся, и также степени гибридизации (относится  ли популяция к «чистому» виду или же к промежуточной форме). Такой результат можно объяснить так же формированием ареалов этих двух видов после оледенения (их вторичным контактом). Причины поддержания высокого  генетического разнообразия (наличия множества переходных форм), по-видимому, связаны с естественным отбором, основанным на различных экологических предпочтений растений с преобладанием генотипа того или иного вида (Динамика популяционных генофондов…, 2004). Однако данное исследование не показывает четкой границы между двумя видами.
Наиболее используемыми генетическими маркерами для представителей рода Picea являются митохондриальные и хлоропластные. В митохондриальном геноме рассматривают участки гена nad1, кодирующего первую субъединицу NADH дегидрогеназы (Gugerli et al, 2001; Tollefsrud et al., 2008a, Tollefsrud et al., 2008b) и гена nad5, кодирующего пятую субъединицу NADH дегидрогеназы (Ran et all, 2006). В хлоропластном геноме рассматривают регионы trnT-trnF и trnC-trnD, которые кодируют транспортные РНК (рибонуклеиновые кислоты) (Ran et all, 2006; Tollefsrud et al., 2008b).
Используя хлоропластный (trnT-trnF) и митохондриальный  (nad1) маркеры, M.M. Tollefsrud (2008b) разграничивает  P. abies и P. obovata. Для каждого маркера обнаружено несколько гаплотипов (митохондриальные участки отличаются длиной, хлоропластные имеют несколько нуклеотидных замен), частота которых различается у двух видов, причем генетическая дифференциация в целом выше по митохондриальному маркеру. Это может быть связано с тем, что хлоропласты у представителей семейства сосновые (Pinaceae) наследуются по отцовской линии, и, следовательно, распространяются с пыльцой на гораздо большие расстояния, чем семена (Tollefsrud et al., 2008b). 
Однако данная методика по определению видовой принадлежности ели довольна трудоемкая. Поскольку важны частоты гаплотипов, из каждой популяции надо анализировать большое количество растений. Поэтому было принято решение в данной работе использовать полиморфизм одиночных нуклеотидных замен (Single nucleotide polymorphism, SNP) разных частей генома (ядерного, митохондриального и хлоропластного), разработав на их основе метод, позволяющую различать виды.
1.3. Межвидовые морфологические различия и используемые морфологические методы для идентификации видов

Наиболее удачными морфологическими признаками для идентификации  P. abies и P. obovata считают форму семенных чешуй и длину шишек (Раменская, Андреева, 1982; Лантратова, 1991; Скворцов, 2000; Попов, 2003: табл. 1). Для описания формы семенной чешуи используют разные подходы.  Словесные формулировки разнообразны и достаточно сложны для применения на практике (табл. 1). П.П. Попов (Попов, 2003; Попов, Мельник, 2006) для формализации этого признака предлагает характеризовать форму семенных чешуй при помощи соотношений их линейных размеров: коэффициентов сужения (DSL/HS*100, где DSL – ширина чешуи на расстоянии 0,1 от ее наибольшей ширины HS) и вытянутости ((LS-DS)/HS*100, где LS – длина чешуи,  DS – расстояние от начала чешуи до наибольшей ширины), см. рис. 1. В качестве основного диагностического признака П.П. Попов предлагает использовать разность коэффициентов сужения и вытянутости: для P. abies это значение меньше –5, а для P. obovata – больше 5, причем анализировать необходимо не индивидуальные значения, а среднее для популяции. 

Методика, предложенная П.П. Поповым, снимает трудности, сопряженные с трактовкой словесных описаний формы семенных чешуй, однако довольно трудоемка и плохо применима в полевых условиях. Возможно, форма семенной чешуи хорошо описывается при помощи геометрической морфометрии (метода, позволяющего характеризовать форму как таковую, без использования линейных размеров объекта), однако нам ничего не известно о попытках протестировать эту гипотезу.

Таблица 1. Значения основных морфологических признаков у P. abies и P. obovata 

	Вид


	Раменская, Андреева, 1982 
	Лантратова, 1991
	Скворцов, 2000

	
	Форма чешуи
	Длина шишки (см)
	Форма чешуи
	Длина шишки(см)
	Форма чешуи
	Длина шишки
(см)

	P. abies
	клиновидное основание и неправильно зубчатая верхушка
	10-16
	ромбическая, на верхушке неправильно зубчатая
	10-16
	по верхнему краю остроконечная или тупо треугольная, но не закругленная
	10-15

	P. obovata
	почковидная, цельно-крайняя
	4-6 (8)
	чешуи выпуклые, широкие, вееровидные, на конце цельно-крайние, закругленные
	4-8
	плавно закругленная
	5-8


2. Цель и задачи
Цель работы – поиск видоспецифичных морфологических диагностических признаков и генетических маркеров у P. abies и P. obovata и определение видовой принадлежности елей Северной Карелии.
 Для достижения цели нами были поставлены следующие задачи:
· Найти  видоспецифичные генетические маркеры для P. abies, P. obovata, позволяющие разграничивать P. abies, P. obovata и P. × fennica;
· Найти видоспецефичные морфологические диагностические признаки, позволяющие разграничивать P. abies, P. obovata и P. × fennica;
· Выявить видовую принадлежность ели в Северной Карелии.
3. Материалы и методы

3.1. Исследованные растения
Материалы работы представлены 141 деревом из 10 популяций ели, обследованных в мае-августе 2010 года (табл. 3). Наряду с елями из Северной Карелии (80 деревьев из четырех популяций), видовая принадлежность которых не очевидна, анализировали P. abies и P. obovata  из крайних частей их ареалов (вне зоны гибридизации): три популяции P. abies (из Германии) и три популяции P. obovata (из Ненецкого автономного округа  и из Красноярского края). Собирали зрелые шишки и хвою у деревьев, растущих на расстоянии не менее 10 метров друг от друга. С каждого дерева была собрана одна шишка, за исключением одной популяции P. obovata, где с двух деревьев взято 10 шишек (табл. 3). 
Таблица 3. Характеристики исследованных популяций

	№ популяции
	Автор сбора
	Место сбора
	Дата сбора
	Число шишек

	b
	Борисова П.Б.
	Россия, республика Карелия, Лоухский район, 28 км к СВ от пос. Чупа, южный берег оз. Кривое, около биостанции ЗИН РАН, 

N 66° 20’ 25’’ E 33° 39’ 20’’
	20.08.2010
	20

	c
	Борисова П.Б.
	Россия, республика Карелия, Лоухский район, 29 км к СВ от пос. Чупа, 1,5 км к С-В от биостанции ЗИН РАН, N 66° 20’ 40’’ E 33° 40’ 10’
	18.07.2010
	20

	d
	Борисова П.Б.
	Россия, республика Карелия, Лоухский район, 19 км к С-В от пос. Чупа, С-В берег о. Олений

N 66° 18’ 58’’ E 33° 28’ 30’’
	6.08.2010
	20

	e
	Борисова П.Б.
	Россия, республика Карелия, Лоухский район, 28 км к СВ от пос. Чупа, северный берег оз. Кривое, 

N 66° 20’ 51’’ E 33° 38’ 10’’
	27.07.2010
	20

	f
	Абрамова Л.А.
	Россия, Ненецкий автономный округ, 10 км к ЮВ от р. Сямаю, левый берег р. Море-Ю, "Священный лес"
	15.08.2010
	20

	g
	Волкова П.А.
	Россия, Красноярский край, юго-западная окраина г. Красноярск, туристическо-экскурсионная зона Государственного Природного Заповедника "Столбы", левый берег ручья Лалетин в его среднем течении N 55° 56’ 48’’ E 92° 44’ 38’’
	27.08.2010
	11

	h
	Волкова П.А.
	Россия, Красноярский край, Туруханский район, западная окраина пос. Бор, левый берег р. Енисей в ее среднем течении 

N 61° 36’ 03’’ E 90° 00’ 38’’
	26.08.2010
	10 шишек с двух деревьев

	i
	Петров П.П.
	Германия, горный массив Оденваль, окрестности г. Хайдельберг, Gaisberg hill
	1.06.2010
	18

	j
	Еськова А.К.
	Германия, окрестности г. Альтлайнинген
	2.05.2010
	7

	k
	Петров П.П.Трушина Е.А.

 Трушин К.В.
	Германия, окрестности г. Фрайбург "Black forest"
	12.05.2010
	2


3.2. Молекулярно-генетический анализ
3.2.1. Выделение дезоксирибонуклеиновой кислоты (ДНК)

ДНК выделяли из высушенной хвои используя метод СТАВ. К 10-20 хвоинкам добавляли 500 мкл лизирующего буфера (0,2 М Tris-HCl  pH 8,0, 0,05М EDTA, 2М NaCl, 2% СТАВ), образец вместе с буфером гомогенизировали в фарфоровой ступке. После проводили очистку ДНК с помощью стандартной методики фенол-хлороформной экстракции (Chomczynski, Sacchi, 1987):
1. Добавляли 400 мкл фенола pH=7,2, хорошо перемешивали.

2. Добавляли 400 мкл смеси хлороформа и изоамилового спирта (24:1), хорошо перемешивали.

3. Центрифугировали 10 мин при 13000 об/мин (16000 g).

4. Переносили водную фазу в новую пробирку 1,5мл и добавляли в нее 800 мкл 100% изопропанола, хорошо перемешивали.

5. Центрифугировали 5 мин при 13000 об/мин.

6. Полностью удаляли надосадочную жидкость.

7. Добавляли 400 мкл 70% этанола, хорошо перемешивали.

8. Центрифугировали 5 мин при 13000 об/мин

9. Полностью удаляли надосадочную жидкость и высушивали осадок при комнатной температуре (не более 10 мин).

10.  Растворяли осадок в 50 мкл TE (Tris EDTA) буфера путем инкубирования при 65° С с периодическим перемешиванием.
В дальнейшем образцы хранили при температуре – 20° С. 

3.2.2. Полимеразная цепная реакция (ПЦР)
Общий принцип ПЦР
Полимеразная цепная реакция (ПЦР) представляет собой метод ферментативной наработки in vitro определенных фрагментов ДНК. ПЦР позволяет найти в исследуемом материале нужный исследователю участок ДНК любого организма, содержащийся в следовых количествах среди огромного количества нуклеотидных последовательностей иной природы, и быстро размножить его. По сути дела метод ПЦР имитирует в пробирке естественную репликацию ДНК, только повторяющуюся столько раз, сколько это необходимо исследователю. В отличие от репликации ДНК в клетках живых организмов, с помощью ПЦР амплифицируются сравнительно короткие участки ДНК: длина копируемых участков обычно составляет не более 3000 пар нуклеотидов. 

Для проведения этой реакции необходимы следующие компоненты: исходная молекула ДНК, служащая матрицей для копирования,  фермент - ДНК-зависимая-ДНК-полимераза, дезоксирибонуклеотидтрифосфаты и короткие одноцепочечные ДНК-затравки (праймеры). Выше описанные компоненты смешивают в соответствующем солевом растворе (буфере). ДНК-полимераза синтезирует новую цепь ДНК из дезоксирибонуклеотидтрифосфатов, подставляя их по принципу комплементарности  к матричной молекуле ДНК, начиная от ДНК- затравки. При проведении ПЦР, как правило, используют 2 праймера, которые гибридизуются в соответствии с принципом комплементарности с противоположными цепями ДНК и ограничивают амплифицируемый участок матричной молекулы. 

ПЦР состоит из повторяющихся циклов:

1. Денатурация. На данной стадии необходимо денатурировать матричную ДНК. Для этого образец в течение 5-20 секунд нагревают до 93-96°C, в результате чего нарушаются водородные связи между двумя цепями ДНК. 


2. Отжиг праймеров.Температуру подбирают в зависимости от параметров, обычно это55-70°C На втором этапе температуру понижают для того, чтобы праймеры могли связаться с уже одноцепочечной матрицей. Время стадии – 10-30 сек. Отжиг происходит в соответствии с правилом комплементарности. 

3. Элонгация (синтез ДНК). На третьем этапе температуру повышают до 68-72°C. Эта температура является оптимальной для работы ДНК-полимеразы, которая, двигаясь вдоль матрицы, синтезирует комплементарную ей цепь, начиная от 3'-конца праймера.

Если повторять нагрев и охлаждение  реакционной смеси, то ранее синтезированные молекулы ДНК будут служить матричными на следующих этапах. А это в свою очередь означает, что количество ПЦР-продукта будет увеличиваться в геометрической прогресси. Для получения детектируемого фрагмента ДНК обычно требуется 30-50 циклов реакции амплификации (в зависимости от эффективности реакции и количества стартового материала). Метод ПЦР отличается высокой чувствительностью и позволяет обнаружить в образце даже единичные молекулы ДНК (Ребриков и др., 2009).
Постановка ПЦР
Термоциклирование  ставили на приборе ДТ 322 (ЗАО «НПФ ДНК-Технология»). Общий объем смеси для ПЦР на одну пробирку составлял 25 мкл:

1. 17,5 мкл воды

2. 2,5 мкл 10-ти кратного ПЦР-буфера
3. 0,5 мкл раствора dNTP's (25мМ каждого) – дезоксинуклеотидтрифосфатов

4. 0,15 мкл каждого праймера

5. 1 мкл ДНК

6. 0,5 мкл HS Taq-полимеразы (ЗАО «Евроген»)
Температурный режим приведен в табл. 2. Температуру и время отжига праймеров мы использовали разные, до достижения удовлетворительного результата. 
Таблица 2. Температурный режим при постановке ПЦР
	Температура
	Время
	Количество циклов

	95°С


	1 мин


	1

	95°С
58-67°С
72°С


	10 с

5-10 с
30 с
	40

	68-67°С

72°С
	10 с

2 мин
	1

	10°С
	
	хранение


3.2.3. Секвенирование  
Секвенирование – метод, позволяющий определить последовательность нуклеотидов на участке ДНК.  Мы секвенировали те выбранные участки ДНК, для которых подобрать условия проведения ПЦР, используя по одному растению из каждой группы (P. abies – из популяции i, P. obovata – из популяции f, и карельские ели – из популяции d). Секвенирование производилось на автоматическом секвенаторе ABI 3130xl силами сотрудников ЦКП «Генный полиморфизм». Автором непосредственно секвенирование не производилось. 
3.2.4. Электорофорез 
Электрофорез позволяет обнаружить наличие ДНК  (для проверки эффективности выделения из образцов) и определить длину ее фрагментов после проведения ПЦР. Мы проводили горизонтальный электрофорез в агарозном геле. Образец помещают в агарозный гель (при заливке геля гребенками формируют лунки), содержащий краситель ДНК – бромистый этидий.
Подготовка 2 % агарозного геля:

1. 0,6 г сухой агарозы поместить в специальную колбу

2. Добавить в колбу 30 мл TBE буфера

3. Поместить колбу с агарозой в микроволновую печь и нагреть до получения однородной консистенции

4. Затем в колбу с жидкой агарозой добавить 5 мкл бромистого этидия

5. Залить агарозный гель в форму

Через 10-15 минут гель застывает, гелевую пластину помещают в аппарат для фореза, добавляют буфер, что бы он покрыл гелевую пластинку, добавляют образцы в лунки, а так же маркер, содержащий фрагменты известной длины (в парах нуклеотидов) – для определения длины фрагментов, включают источник тока. Отрицательно заряженная ДНК движется в геле по направлению к аноду (положительно заряженному электроду), более короткие фрагменты ДНК движутся быстрее, чем длинные. Во время электрофореза бромистый этидий встраивается  в молекулы ДНК. После окончания электрофореза гель помещают на экран трансиллюминатора, излучающего свет в ультрафиолетовом диапазоне (254 - 310 нм). Энергия ультрафиолета, поглощаемая ДНК в области 260 нм, передается на краситель, заставляя его флуоресцировать в оранжево-красной области видимого спектра - 590 нм. 
3.3. Морфологический анализ
Анализ различий по морфологическим признакам мы проводили методами классической морфометрии и геометрической морфометрии. Контуры семенных чешуй получали, обводя на бумаге одну чешую из средней части шишки.
3.3.4. Классическая морфометрия


Мы проводили следующие измерения: длина шишки, наибольшая ее ширина  и расстояние до нее от основания шишки; для чешуи делали аналогичные промеры (рис. 2). Вычисляли два вторичных показателя (для шишки и чешуи): отношение длины к ширине и отношение положения наибольшей ширины к длине. Также для семенных чешуй мы высчитывали коэффициенты сужения и вытянутости и их разность (Попов, Мельник, 2006). [image: image2.png]LC

«,@gﬁ‘my&s\

SOCEREEED






Рисунок 2. Схема промеров для семенной чешуи (слева) и шишки (справа). LC – длина шишки, HC – ее наибольшая ширина, DC – расстояние от начала шишки до наибольшей ширины; LS – длина чешуи, HS – ее наибольшая ширина, DS – расстояние от начала чешуи до наибольшей ширины, DSL – ширина чешуи на расстоянии 0,1*HS от конца
 3.3.2. Геометрическая морфометрия  

Мы анализировали форму семенных чешуй при помощи метода тонких пластин (Павлинов, 2000).  Так как нам было затруднительно выбрать точки, гомологичные друг другу на всех контурах, мы использовали 20 меток, расставленных автоматически через равное расстояние по всему контуру чешуи, начиная от ее основания (места прикрепления к шишке). Координаты меток снимали с изображений и записывали в файл данных при помощи экранного дигитайзера tpsDig (Rohlf, 2001b). Координаты эталонной конфигурации, значения главных, относительных и частных трансформаций, которые характеризуют меру отличия образца от эталона вычисляли с помощью программы tpsRelw (Rohlf, 2001b). Усредненные контуры чешуй для каждого вида и карельских елей получали при помощи программы tpsSuper (Rohlf, 2003). Редактирование и конвертирование файлов данных мы выполняли во  вспомогательной программе tpsUtil (Rohlf, 2000).
3.3.3. Статистическая обработка морфологических данных

Для визуализации результатов классической (по совокупности всех промеров) и геометрической морфометрии мы использовали анализ главных компонент. Для оценки достоверности различий морфологических признаков между популяциями использовали однофакторный дисперсионный анализ с последущим попарным сравнением выборок тестом Стьюдента с поправкой Бонферрони. Для статистической обработки данных и построения графиков мы использовали статистическую среду R (R Development Core Team, 2004).

4.  Результаты и обсуждение
4.1. Молекулярно-генетический анализ

4.1.1.  Выбор предполагаемых видоспецифичных маркеров

В качестве генетических маркеров, позволяющих различать виды, мы решили использовать SNP.  Нам было необходимо наличие нескольких SNP, для большой надежности определения видовой принадлежности, а так же для возможности наблюдения промежуточных форм (гибридов). Для этого мы проанализировали имеющиеся последовательности ДНК в базе данных (сервис GenBank Национального центра биотехнологической информации – National Center for Biotechnology Information - http://www.ncbi.nlm.nih.gov.). Для поиска сходных последовательностей нуклеотидов использовался сервис Национального центра биотехнологической информации BLAST (Basic Local Alignment Search Tool). На выбор участков влияли следующие параметры. Участки должны быть известны для обоих видов, что бы можно было выявить наличие SNP. Для  P. obovata отсеквенированно мало фрагментов генома, что ограничивало нас в выборе участков. Следующий фактор – наличие SNP. Для этого мы проводили выравнивание последовательностей (при помощи программы CLC Main Workbench 6.0) и искали замены. Наконец, для нас было важно, что бы эти участки были по возможности не сцеплены, наследовались независимо (тогда есть возможность наблюдать промежуточные, гибридные растения). Поэтому нами были выбраны два участка ядерной ДНК, один митохондриальный и один хлоропластный (табл. 4).
4.1.2. Подбор последовательности праймеров

Для выбранных участков мы подбирали праймеры вручную, для определения температуры плавления пользовались эмпирической формулой T=4(G+C)+2(A+T), где T – температура плавления, буквами обозначено число соответствующих нуклеотидов A – аденин; G  – гуанин; C – цитозин; T – тимин (табл. 4). При подборе последовательностей праймеров необходимо соблюдать некоторые условия. В первую очередь, они должны быть комплементарны участкам выявлямого генома, и не должны связываться с ДНК других организмов, то есть быть специфичными. 
Таблица 4. Участки ДНК с наличием SNP и праймеры для этих участков

	Название участка
	ДНК
	участок
	Номера в GenBank
1 – P. abies
2 – P. obovata 
	Праймеры/название праймера

	467
	ядерная
	conserved ortholog set (COS) PgTRX_WS00935.B21_B17
	1. EU309976.1

2.

EU309990.1

	GTCAAGCAGGCCACGTGGGTC (467-D)
AGTTGGAGGACCTAGGGAGGAG (467-R)

	220
	ядерная
	conserved ortholog set (COS) PgTRX_20992
	1.

EU309947.1
2.

EU309961.1

	GCTTGCTAAGAGTGGAACCTGTTC (220-D)
ACGACTTGTTATGCACTGGGCTTG
(220-R)

	TRN
	хлоропластная
	isolate ABI2b tRNA-Thr (trnT) gene, partial sequence; tRNA-Leu (trnL) gene, complete sequence; and tRNA-Phe (trnF) gene
	1.

EU364798.1
2.

EF440555.1

	TGAATGTAGATTGTAGATTCCTTCAAG 
 (TRN-D)
GTCCGTAGCGTCTACCGATTTCG  (TRN-R)


	MT
	митохондриальная
	NADH dehydrogenase subunit 1 (nad1) gene, intron 2 and partial cds
	1.

EF440449.1
2.

EF440476.1


	TCTATAGATAGAGAGATAGTAGCGAG  
(MT-D)
CTCAAAGGGCTAGCTAGAAGGTAAG
(MT-R)


Следующим важным условием является соответствие температуры плавления праймеров друг другу. По возможности температура плавления прямого и обратного праймера должны быть близки. Длина праймеров, как правило, составляет 18-25 нуклеотдов.  Так же важно, чтобы фрагмент между ними содержал SNP посередине, а не с самого края (это важно при определении последовательностей нуклеотидов, так как в крайних участках последовательность может быть не качественно определена).
4.1.3. Подбор оптимальных параметров ПЦР

При проведении ПЦР мы варьировали условия для достижения лучшего результата – получения единственного фрагмента определенной длины (табл. 5).  При этом мы использовали ДНК растений из разных популяций, как P. abies и P. obovata, так и карельских елей.
Таблица 5.  Варьируемые параметры при постановке ПЦР
	Участок
	Температура отжига
	Время отжига, сек
	Результат 

	все
	58
	10 
	Рис. 3 а

	все
	60
	10
	Рис. 3  б

	все
	62
	10
	Рис. 3  в

	MT
	61
	10
	Рис. 3  г

	MT
	60
	5
	Рис. 3 д

	MT
	64
	5
	Рис. 3  е

	MT
	65
	5
	Рис. 3  ж

	MT
	67
	5
	Рис. 3  з



Основным параметров являлась температура отжига праймеров, а так же время отжига. Мы проводили ПЦР при температурах в 58, 60, 61, 62, 64, 65 и 67 градусов. Время отжига было либо 5 секунд, либо 10 (табл 5). Для ядерных и хлоропластного участков  оптимальной оказалась температура  62 градуса при времени отжига 10 секунд (рис. 3, в). Для митохондриального участка мы постепенно увеличивали температуру, сократив время отжига праймеров до 5 секунд, однако удовлетворительного результата не достигли (рис. 3). По-видимому, это связано с неспецефическим отжигом праймеров и образованием побочных продуктов. Значит, в дальнейшем использование этих праймеров нецелесообразно.

Таким образом, для трех из четырех выбранных нами участков с наличием SNP (TRN, 220, 467 участки) подобраны условия проведения ПЦР, при этом проверена работа подобранных нами праймеров – в результате ПЦР получается один продукт определенной длины, праймеры работают. Для митохондриального участка получить один продукт ПЦР определенной длины не удалось.
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Рисунок 3. Электрофорез для продуктов ПЦР при разных условиях. М – маркер длин ДНК, цифрами обозначены дорожки с образцами, остальные обозначения см в табл. 4 и 5
4.1.4. Полученные последовательности
мы успешно отсеквенировали последовательности для TRN участка и 220 участка. В TRN участке в 427 позиции и находится SNP (табл. 6). Здесь наблюдается замена А/С, у P. abies С, у  P. obovata А. полученные нами последовательности совпадают с данными GenBank, у карельской ели такая же замена, как и у P. obovata. Однако выводов о видовой принадлежности делать нельзя, проанализировано мало образцов.
Таблица 6. SNP  в 427 позиции для  участка TRN. GB – последовательности GenBank
	вид
	P. abies (GB)
	P. obovata (GB)
	P. abies
	P. obovata
	Карельские ели

	нуклеотид
	С
	A
	C
	A
	A


В 220 участке наши последовательности не совпали с последовательностями GenBank, есть SNP там, где мы не предполагали (см. рис. 4)[image: image4.png]60
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Рисунок 4. Выравнивание последовательностей нуклеотидов для 220 участка. GB – последовательности GenBank, unknow – карельские ели.
Это говорит о высокой внутривидовой изменчивости данного участка, значит в качестве маркера его в дальнейшем использовать нельзя.
4.2. Морфологический анализ
4.2.1. Классификация растений методом классической морфометрии

Результаты классификации исследованных растений по совокупности морфологических промеров представлены на рисунке 5. Видно, что карельские  ели не отличаются от «типичных» P.‍ obovata, а «типичные» P. abies характеризуются своеобразной морфологией. Усредненные по популяциям значения разности коэффициентов сужения и вытянутости семенных чешуй для карельских елей превышают +5 (табл. 5), что также характерно, согласно Попову (2003), для типичной P. obovata. Результаты морфологических промеров и значения коэффициентов сужения вытянутости, а также их разность (Попов, 2003; Попов, Мельник, 2006) приведены в таблице 5. Типичные P. abies отличаются от карельских елей и типичных P. obovata более крупными и более продолговатыми шишками, а также отрицательными (меньше -5) значениями разности коэффициентов сужения и вытянутости семенных чешуй (табл. 5, рис. 6, 7, эти различия статистически достоверны, p < 0,05). Достоверные межпопуляционные различия коэффициента вытянутости семенных чешуй почти отсутствуют (только значения для популяции g (P. obovata) достоверно отличаются от значений для популяций i и j (P. abies): p=0.025 и p=0.043 соответственно, табл. 5). Отмечена значительная внутрипопуляционная изменчивость по этому признаку (рис. 8). Межпопуляционные различия коэффициента сужения семенных чешуй выше, значения для популяций «чистых» P. abies и P. obovata не перекрываются, для карельских популяций характерен сильный разброс и промежуточные значения этого признака (табл. 5, рис. 9). 
Таблица 5. Значения морфологических промеров (аббревиатуры согласно рис. 1) для исследованных популяций ели, указано среднее значение ± стандартное отклонение. Приведены также значения коэффициента вытянутости (CP) и коэффициента сужения (CN) и их разности.
	Вид
	№

попу-ляции
	LC
	LC/HC
	DC/LC
	LS/HS
	DS/LS
	CP
	CN
	CN – CP

	Карелия, видовая принад-лежность не очевидна
	b
	62±11
	1.92±0.30
	0.39±0.10
	1.40±0.18
	0.69±0.05
	43±7
	53±11
	10±14

	
	c
	58±10
	1.94±0.25
	0.39±0.09
	1.31±0.15
	0.65±0.06
	45±11
	56±14
	10±17

	
	d
	65±12
	2.20±0.22
	0.39±0.12
	1.35±0.13
	0.68±0.05
	43±9
	58±15
	15±21

	
	e
	57±9
	2.01±.28
	0.33±0.1
	1.36±0.16
	0.67±0.05
	45±8
	59±13
	15±15

	P. obovata
	f
	57±9
	2.04±0.31
	0.34±0.08
	1.32±0.19
	0.63±0.06
	50±13
	71±8
	21±19

	
	g
	61±8
	2.17±0.23
	0.41±0.0
	1.30±0.11
	0.71±0.08
	37±11
	73±8
	35±12

	
	h
	68±4
	1.99±0.48
	0.40±0.1
	1.42±0.08
	0.68±0.08
	46±12
	62±6
	16±14

	P. abies
	i
	118±13
	2.78±0.23
	0.40±0.08
	1.37±0.13
	0.63±0.05
	54±20
	37±8
	-14±13

	
	j
	110±18
	2.50±0.15
	0.40±0.07
	1.48±0.13
	0.64±0.06
	53±10
	43±3
	-10±11

	
	k
	105±10
	3.09±0.77
	0.34±0.03
	1.37±0.13
	0.62±0.02
	52±3
	40±9
	-12±6


4.2.2. Классификация растений методам геометрической морфометрии

Анализ главных компонент для результатов геометрической морфометрии позволил выделить две отдельные группы образцов по форме семенных чешуй – P. abies  и P. obovata; карельские растения образуют промежуточную высоко изменчивую группу, перекрывающуюся с «чистыми» видами, в особенности с последним (рис. 9). Усредненные контуры семенных чешуй для двух видов и карельских елей представлены на рисунке 10, из которого видно, что карельские ели весьма схожи по этому признаку с типичной P. obovata.
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Рисунок 5. Распределение исследованных образцов в пространстве двух первых главных компонент (классификация по совокупности морфологических промеров). Один символ – один образец, буквами обозначены популяции (табл. 2), черным цветом – Picea abies, зеленым – P. obovata, красным – карельские ели
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Рисунок 6. Значения разности коэффициентов сужения и вытянутости семенных чешуй для исследованных популяций. Показаны абсолютный размах значений (пунктирные линии), квартильный размах (прямоугольник), медиана (жирная черта) и выбросы (точки), буквами подписаны популяции (см. табл. 2)
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Рисунок 7. Длина шишек для исследованных популяций. Обозначения как на рис. 5
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Рисунок 8. Значения коэффициента вытянутости для исследованных популяций. Обозначения как на рис. 5
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Рисунок 9. Значения коэффициента сужения для исследованных популяций. Обозначения как на рис. 5
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Рисунок 10. Распределение исследованных растений в пространстве двух первых главных компонент для результатов геометрической морфометрии (форма семенных чешуй). Обозначения как на рис. 2
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Рисунок 11. Усредненные контуры семенных чешуй 
4.2.3. Определение видовой принадлежности ели по морфологическим признакам

Длина шишек и разность коэффициентов сужения и вытянутости семенных чешуй (Попов, 2003) – удачные диагностические признаки, которые позволяют разграничивать «чистые» P. abies и P. obovata (вне зоны гибридизации). Карельские ели по этим признакам следует относить ко второму виду. В то же время данные геометрической морфометрии свидетельствуют о промежуточной высоко изменчивой форме семенных чешуй карельских елей, что позволяет отнести их к гибридогенному виду  P. × fennica.
5. Выводы
· Найден участок хлоропластной ДНК, который можно рекомендовать для дальнейшей разработки маркера для разграничения P. abies и  P. obovata. Разработаны праймеры и подобраны оптимальные параметры ПЦР для анализа SNP на этом участке. 

· P. abies, P. obovata различаются длиной шишек и формой чешуи 

· Карельские ели согласно данным геометрической морфометрии относятся к P. × fennica, согласно классической морфометрии – к P. obovata.
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