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Использование ISSR-маркеров для оценки  
генетического состояния Scorzonera glabra Rupr. (Asteraceae)  
в окрестностях Карабаша (Челябинская обл.)

Н.А. Кутлунина, Д.Р. Юнусова, Е.В. Жуйкова
Уральский федеральный университет  

имени первого Президента России Б.Н. Ельцина 
Россия, 620002, Екатеринбург, Мира, 19

Методом ISSR-маркирования были изучены две локальные популяции уральского эндемика и 
плейстоценового реликта Scorzonera glabra Rupr. (Asteraceae) в окрестностях Карабашского 
медеплавильного комбината (импактная зона) и горы Егоза (фоновая зона). Показатели 
полиморфизма были высокими в обеих локальных популяциях; результаты анализа молекулярной 
дисперсии (AMOVA) показали, что 85 % изменчивости приходится на внутрипопуляционную 
компоненту. Таким образом, достоверных различий в генетической структуре локальных 
популяций импактной и фоновой зон выявлено не было. Можно предположить, что S. glabra 
является пластическим видом и имеет преадаптации, которые позволяют ей произрастать в 
местообитаниях с повышенным уровнем техногенной нагрузки.

Ключевые слова: Карабашский медеплавильный комбинат, аэротехногенное загрязнение, 
Scorzonera glabra, ISSR-маркеры, генетическое разнообразие.

Введение

Активная хозяйственная деятельность 
на Урале привела к появлению большого 
количества техногенно нарушенных терри-
торий. К ним в том числе относятся окрест-
ности Карабашского медеплавильного ком-
бината (КМК), в состав аэральных выбросов 
которого входят: SO2 (около 90 %), CO, NO2, 
оксиды меди, свинца, цинка, железа и мы-
шьяка (Залесов и др., 2017). За 100 лет работы 
комбината загрязнение почвы поллютанта-
ми, ее уплотнение и выпадение токсических 
осадков привели к значительному изрежива-
нию и исчезновению растительного покрова 
(Куянцева и др., 2011). В первую очередь в 
таких условиях исчезает лесная раститель-
ность, а многолетние травянистые растения 
(петрофиты, луговые корневищные мезо-

фиты) сохраняются. Одним из таких видов 
цветковых растений, произрастающих в им-
пактной зоне КМК, является уральский эн-
демик и плейстоценовый реликт Scorzonera 
glabra Rupr. (сем. Asteraceae).

Адаптивность растений к токсическому 
стрессу может определяться как фенотипи-
ческими, так и генетическими изменениями. 
Ряд исследований показывает негативное 
влияние токсического стресса на генетиче-
ское разнообразие ценопопуляций (Deng et 
al., 2007; Nkongolo et al., 2007). Например, в 
ценопопуляциях Lychnis flos-cuculi L. (сем. 
Caryophyllaceae) загрязненных импактных 
территорий Среднеуральского медеплавиль-
ного завода был обнаружен эффект основате-
ля, который приводит к значительной генети-
ческой дифференциации этих ценопопуляций 
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(Дуля, 2015). Потеря генетического разноо-
бразия также была показана для двух цено-
популяций Deschampsia cespitosa L.P. Beauv. 
(сем. Poaceae), колонизировавших загрязнен-
ные металлами территории рудников, и выра-
жалась в снижении аллельного разнообразия, 
но не в уменьшении гетерозиготности (Bush, 
Barrett, 1993).

Тем не менее во многих случаях снижения 
генетического разнообразия на загрязненных 
территориях не происходит. Так, для Silene 
paradoxa L. (сем. Caryophyllales) было показа-
но, что, несмотря на эффект основателя и от-
бор, параметры генетического разнообразия 
ценопопуляции загрязненного района оста-
ются такими же, как и у ценопопуляции не-
нарушенных территорий (Mengoni et al., 2000, 
2001). Исследование S. Gervais и K. Nkongolo 
(2011) также выявило отсутствие снижения 
генетического разнообразия в ценопопуляции 
D. cespitosa по мере увеличения загрязнения 
территории тяжелыми металлами (ТМ).

По литературным данным, при воздей-
ствии поллютантов уровень генетического 
разнообразия может понижаться или оста-
ваться неизменным, однако в ходе исследо-
вания трех ценопопуляций Viola tricolor L. 
(Slomka et al., 2011) был выявлен повышенный 
уровень полиморфизма и генетического раз-
нообразия в ценопопуляции из загрязненных 
ТМ местообитаний.

Таким образом, на текущий момент сре-
ди исследователей не сложилось единого мне-
ния о том, существует ли корреляция между 
степенью загрязненности территории и уров-
нем генетического разнообразия. Вероятно, 
реакция каждого вида специфична и связана с 
особенностями его биологии и исторического 
развития локальной популяции. 

При изучении генетических особенно-
стей популяций широко используются мето-
ды ПЦР-маркирования. Один из них – ISSR 

(Inter Simple Sequence Repeats) – направлен 
на амплификацию межмикросателлитных 
участков генома. Он специфичен и воспроиз-
водим, что делает его удобным для изучения 
внутривидового и популяционного разноо-
бразия.

Исходя из этого целью исследования 
являлась оценка генетических параметров 
локальной популяции S. glabra, в течение 
длительного времени произрастающей в им-
пактной зоне КМК, в сравнении с фоновой.

Материал и методы

Исследование проводили на г. Золотой 
(55°46'85'' с.ш., 60°24'73'' в.д., рис. 1) в черте 
г. Карабаш, расположенного на восточном 
склоне Южного Урала в Челябинской об-
ласти. В настоящее время импактная зона 
протянулась на расстояние 5-8 км от КМК 
и представляет собой техногенную пустошь 
(Koroteeva et al., 2015).

Для района исследования характерна 
неоднородная роза ветров с преобладанием 
восточного (28 %), северо-восточного (17 %) 
и северного (15 %) направлений. В соответ-
ствии с ней г. Золотая оказывается подвер-
женной влиянию кислотных выбросов КМК 
в наибольшей степени (рис. 1), что приводит 
к подкислению почв (средний показатель pH 
верхнего горизонта составляет 4,8) (Аминов, 
2009), потере обменных оснований, мобили-
зации токсичных элементов.

К началу 1990-х гг. содержание ТМ в по-
чве превысило фоновый показатель в 45 раз 
для меди, в 20 раз для свинца и в 5 раз для 
кадмия. Максимальное содержание меди 
6744 мг/кг отмечено в трех километрах к 
северо-западу от комбината (Степанов, 1992), 
а уже через 3-5 лет ее концентрация превы-
сила фоновую в 128 раз (Нестеренко, 1997). 
Максимальные концентрации других элемен-
тов в зоне техногенной пустыни достигали 
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3593 мг/кг для цинка и 4977 мг/кг для свинца 
(Макунина, 2002). 

В качестве контрольной выбрана локаль-
ная популяция S. glabra, произрастающая на 
г. Егоза (Челябинская обл., 55°45'04,8'' с.ш., 
60°26'55,8'' в.д.). Гора Егоза относится к Су-
гомакскому горному массиву и представляет 
собой самую высокую точку горной цепи с 
западной стороны Кыштыма. Ее территория 
по комплексу эдафических и орографиче-
ских факторов оптимально подходит в каче-
стве фоновой зоны. Так, основными горны-
ми породами Сугомакского и Карабашского 
ультраосновных массивов являются серпен-
тиниты; сходны также уровни инсоляции 
и увлажнения. В работе А.Ю. Тептиной с 
соавторами (2016) проведено сравнение со-
держания ТМ в почвах г. Егоза и г. Золотой. 
Превышение валового содержания в окрест-
ностях КМК составило 60 раз в случае меди, 

23 раза – кадмия, 15 раз – цинка и 4 раза – 
железа.

Объектом исследования был выбран ре-
ликтовый вид плейстоценового флористиче-
ского комплекса козелец гладкий Scorzonera 
glabra Rupr. (сем. Asteraceae). Вид относится 
к группе скальных и петрофитно-степных 
реликтов южно-сибирского происхождения, 
подгруппе петрофитно-степных и скальных 
видов с преимущественным распространени-
ем в полосе лесостепи восточного макроскло-
на Южного Урала. В Челябинской области он 
распространен главным образом по восточ-
ному склону Южного Урала в окрестностях 
городов Кыштым, Карабаш, Миасс. Произ-
растает в горных каменистых степях, в остеп-
ненных сосновых и сосново-лиственничных 
редколесьях, на основных и ультраосновных 
подстилающих горных породах (Куликов и 
др., 2013; Лесина, Коротеева, 2011). В услови-

Рис. 1. Точки сбора Scorzonera glabra (черные треугольники) в окрестностях Карабашского 
медеплавильного комбината (КМК) (импактная зона). Вверху слева – роза ветров района

Fig. 1. Sampling points of Scorzonera glabra (black triangles) in environs of Karabashskiy Copper-Smelting 
Plant (impact). Above left: a wind rose plot for the area
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ях техногенной пустыни Карабаша S. glabra 
формирует многочисленные моновидовые 
группировки по всей вершине и склонам 
хребта вне зависимости от их экспозиции.

Выборка в каждом местообитании со-
ставила 20 особей. Для работы отбирали лист 
одного растения в каждой изолированной и 
отдаленной друг от друга не менее чем на 5 м 
группировке.

Нуклеиновые кислоты (НК) выделяли из 
свежего материала методом Porebski (Porebski 
et al., 1997). Для анализа всех образцов исполь-
зовали девять ISSR-праймеров (табл. 1), тем-
пературу отжига которых определяли пред-
варительно.

Программа ПЦР состояла из предвари-
тельной денатурации при 95 °C 5 мин, 40 ци-
клов денатурации 95 °C 45 с, отжига прай-
меров 45, 47 или 49 °C 50 с и элонгации при 
72 °C 40 с, финальной элонгации 10 мин при 
72 °C. ПЦР проводили в амплификаторе T100 
Thermal Cycler (Bio-Rad Laboratories, США).

ПЦР-смесь включала 12,2 мкл dH2O, 
4 мкл окрашенного буфера (Mg+2 2,5 мM), 
1 мкл 10 mM праймера, 0,4 мкл HS Taq поли-
меразы, 0,4 мкл 200 mM dNTP и 2 мкл НК.

Разделение ПЦР-продуктов проводили 
в горизонтальной электрофорезной камере 
Sub-Cell GT Cell (Bio-Rad Laboratories, США) 
в 1,2 % TBE агарозном геле с добавлением 
бромистого этидия 2 ч при 80 V. Гели визуа-
лизировали с помощью трансиллюминатора 
ChemiDoc XRS+ System (Bio-Rad Laboratories, 
США).

По электрофореграммам (рис. 2) была 
составлена бинарная матрица данных: при-
сутствие или отсутствие каждого амплико-
на обозначалось, соответственно, как 1 или 
0. Анализ матрицы проводился в програм-
мах GenAlEx 6.5 (Peakall et al., 2012), PAST3 
(Hammer et al., 2001).

Результаты

В ходе работы было выявлено 112 фраг-
ментов, 108 (96,43 %) из которых оказались 
полиморфными. Процент полиморфных ло-
кусов для локальной популяции «Карабаш» 
составил 76,79 %, для «Егозы» – 85,71 % 
(табл. 2). Показатели общего генетического 
разнообразия: ожидаемая гетерозиготность 
(He) и индекс Шеннона (H), – составили 0,254 
и 0,261, и 0,381 и 0,397 соответственно.

Таблица 1. Характеристика используемых ISSR-праймеров

Table 1. ISSR primers

ISSR-праймер (UBC) Последовательность (5’→3’) Температура 
отжига (Ta), °C

Количество 
выявленных бэндов

807 AGAGAGAGAGAGAGAGT 45 13
808 AGAGAGAGAGAGAGAGC 47 13
810 GAGAGAGAGAGAGAGAT 45 10
811 GAGAGAGAGAGAGAGAC 45 12
814 CTCTCTCTCTCTCTCTA 45 9
815 CTCTCTCTCTCTCTCTG 47 11
822 TCTCTCTCTCTCTCTCA 45 18
834 AGAGAGAGAGAGAGAGYT 49 17
842 GAGAGAGAGAGAGAGAYG 49 9

Примечание: UBC – праймеры из набора биотехнологической лаборатории Университета Британской Колумбии (The 
University of British Columbia), Канада.
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Рис. 2. Электрофореграмма ISSR-ПЦР Scorzonera glabra c праймером UBC 815: L – маркер молекулярного 
веса, 1-10 – образцы из локальной популяции «Карабаш» (импакт) и 11-19 – образцы из локальной 
популяции «Егоза» (фон)

Fig. 2. ISSR-PCR еlectrophoregram of Scorzonera glabra with UBC 815 primer: L – molecular weight marker, 
1-10 – samples from the local population “Karabash” (impact) and 11-19 – samples from the local population 
“Egoza” (background)

Таблица 2. Показатели генетического разнообразия локальных популяций Scorzonera glabra 

Table 2. Genetic diversity indicators of Scorzonera glabra local populations

Популяция Идекс Шенона (H) Генетическое разнообразие  
по Неи (He)

Процент полиморфных 
локусов (P, %)

Карабаш 0,381 (0,026) 0,254 (0,018) 76,79
Егоза 0,397 (0,023) 0,261 (0,017) 85,71

Общее 0,389 (0,017) 0,258 (0,013) 81,25 (4,46)

Примечание: в скобках указаны значения стандартного отклонения.

Таблица 3. Результаты анализа молекулярной дисперсии (AMOVA) между локальными популяциями 
Scorzonera glabra 

Table 3. Results of molecular dispersion analysis (AMOVA) between Scorzonera glabra local populations

Источники 
изменчивости d.f. Сумма квадратов Компоненты 

дисперсии
Процент 

изменчивости ( %)
Межпопуляционная 1 70,150 2,721 15

Внутрипопуляционная 38 597,800 15,732 85
Общая 39 667,950 18,453 100

Межпопуляционное генетическое раз-
нообразие характеризуется показателем G’ST, 
который отражает меру дифференциации 
субпопуляций (Peakall, Smouse, 2012) и соста-
вил 0,089.

Анализ молекулярной дисперсии 
(AMOVA) выявил (табл. 3), что большая 
доля изменчивости (85 %) приходится на 
внутрипопуляционную изменчивость, 
а на межпопуляционную изменчивость 
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остается 15 %. Дисперсия составила 0,147 
(p = 0,001).

Для визуализации генетической дистан-
ции между локальными популяциями был ис-
пользован метод главных координат (рис. 3). 
На первые три оси координат приходится 27, 
13,73 и 7,39 % общей дисперсии.

Обсуждение

Было показано, что в отличие от есте-
ственных фитоценозов, в условиях техноген-
но нарушенной территории в окрестностях 
КМК, S. glabra оказывается главным цено-
зообразователем и формирует многочислен-
ные полночленные ценопопуляции с преоб-
ладанием генеративной стадии в возрастном 
спектре (Лесина, Коротеева, 2014).

Однако многие эндемичные виды обыч-
но имеют более низкие уровни генетическо-
го разнообразия и более высокие уровни ге-
нетической подразделенности популяций по 
сравнению с широкоареальными. Это связа-
но с выраженными эффектами генетического 
дрейфа и ограниченным потоком генов у рас-

тений с дизъюнктивным ареалом (Hamrick, 
Godt, 1989; Nybom, 2004). Для характеристи-
ки разнообразия популяций подобных видов 
при использовании доминантных маркеров 
указывается среднее значение ожидаемой ге-
терозиготности, равное 0,2 (Escaravage et al., 
2011; Nybom, 2004).

Уровень генетического разнообразия 
зависит от целого ряда факторов, таких как 
история появления и развития ценопопуля-
ции, системы размножения, жизненной фор-
мы, ареала и метода его изучения (Powell et 
al., 1996; Nybom, 2004). При сравнении по-
лученных для локальной популяции «Кара-
баш» значений показателей генетического 
разнообразия с таковыми для «Егозы» мож-
но предположить, что локальная популяция 
«Карабаш» не проходила через «бутылочное 
горлышко» и постепенное исчезновение леса 
на г. Золотой, наоборот, способствовало рас-
селению S. glabra.

Такие факторы, как изоляция, неболь-
шая численность популяций и поток генов, 
могут оказывать значительное влияние на 

Рис. 3. Точечная диаграмма генетических дистанций Неи Scorzonera glabra из импактной (Карабаш) и 
фоновой (Егоза) локальных популяций, построенная методом главных координат

Fig. 3. PCoA diagram of Scorzonera glabra local populations from Karabash (impact) and Egoza (background), 
constructed on the Pairwise Nei Genetic Distance Matrix
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уровень генетического разнообразия внутри 
и между популяциями (Hamrick et al., 1992). 
Уровень межпопуляционного генетическо-
го разнообразия свидетельствует о слабой 
дифференциации популяций S. glabra, ко-
торая с высокой вероятностью является на-
секомоопыляемым, перекрестноопыляемым 
видом (Кашин и др., 2007; Демьянова, 2014). 
В локальной популяции «Карабаш» каждый 
год образуется огромное количество гене-
ративных побегов и семян (Чукина и др., 
2015), распространяющихся ветром; все это 
способствует панмиксии и препятствует 
формированию популяционной подразде-
ленности.

Значительная часть генетической измен-
чивости S. glabra обнаружена внутри локаль-
ных популяций, что соответствует ожидаемой 
для многолетнего перекрестно опыляемого 
растения (Nybom, 2004). Расстояние между 
импактной и фоновой территориями со-
ставляет около 40 км, и поток генов между 

локальными популяциями, по-видимому, 
ограничен. Группировки растений достаточ-
но многочисленны, особенно в окрестностях 
КМК, генетическое разнообразие сконцен-
трировано внутри ценопопуляций, что умень-
шает эффект генетического дрейфа.

Заключение

Сравнение показателей генетического 
разнообразия локальных популяций позво-
лило предположить, что медеплавильное 
производство в окрестностях г. Карабаш, 
привело к экологическому коллапсу и полно-
му изменению фитоценоза, с одной стороны, 
с другой – создало подходящие условия оби-
тания для S. glabra. По-видимому, S. glabra 
реагирует на измененные условия (высокий 
уровень инсоляции, аэротехногенное загряз-
нение) не генетическими, а морфофизиоло-
гическими изменениями (Ситников и др., 
2016; Лесина, Коротеева, 2014) в пределах 
нормы реакции.

Авторы благодарят С.А. Лесину за помощь в сборе материала. Исследование выполне-
но при финансовой поддержке гранта Российского фонда фундаментальных исследований 
№ 15-04-08380 А.
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