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В результате секвенирования ядерной ДНК сибирской лиственницы (Larix sibirica Ledeb.) 
и сосны кедровой сибирской (Pinus sibirica Du Tour) с помощью высокопроизводительно-
го секвенатора Illumina HiSeq2000 и последующей первичной обработки данных для ли-
ственницы получено 2 906 977 265 высококачественных парноконцевых нуклеотидных 
сиквенсов (чтений) генома и просеквенировано (прочитано) 576 млрд пар нуклеотидных 
оснований (п. н. о.), что соответствует 48-кратной длине генома лиственницы (48Х по-
крытие), равного 12.03 млрд п. н. о., а для кедра получено 3 427 566 813 чтений генома 
(679 млрд п. н. о.), что соответствует 29-кратной длине (29Х покрытие) генома кедра 
(23.6 млрд п. н. о.). Этих данных пока недостаточно для полной сборки и аннотации дан-
ных геномов, но полученные нуклеотидные сиквенсы уже позволили обнаружить и раз-
работать эффективные высокополиморфные молекулярно-генетические маркеры, микро-
сателлитные локусы, необходимые для популяционно-генетических исследований и 
идентификации происхождения древесины. Также продолжаются исследования однонук-
леотидных полиморфизмов (так называемых «снипов»). Кроме того, геномные исследо-
вания российских бореальных лесов и связанных с ними фитопатогенов позволят обна-
ружить биомаркеры для решения важных научных и хозяйственных задач по сохранению 
лесных генетических ресурсов и селекции более устойчивых к заболеваниям и неблаго-
приятным факторам среды пород с ускоренным ростом и улучшенной древесиной. 
 
Ключевые слова: геном, de novo секвенирование, лиственница сибирская (Larix sibirica 
Ledeb.), сосна кедровая сибирская (Pinus sibirica Du Tour). 
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ВВЕДЕНИЕ 
 

Лиственница сибирская (Larix sibirica 
Ledeb.) и сосна кедровая сибирская (Pinus 
sibirica Du Tour) – важнейшие виды боре-
альных лесов Сибири, имеющие огромное 
экономическое, экологическое и эстетичес-
кое значение и играющие важнейшую био-
сферную роль в регуляции глобального кли-
мата. Однако изучение лиственницы, сосны 
и других важных пород хвойных, таких как 
сосна кедровая сибирская (кедр), тормозится 
практически полным отсутствием данных об 
их геноме и генах, контролирующих важные 
адаптивные и селекционные признаки. 

Данные исследования позволят разрабо-
тать высокоинформативные молекулярно-ге-
нетические маркеры, которые могут быть 
эффективно использованы для определения 
происхождения древесины, изучения и мо-
ниторинга генетической изменчивости хвой-
ных лесов, их адаптации к изменению кли-
мата и для создания селекционных и приро-
доохранных программ. Эти задачи заявлены 
как приоритетные для лесного хозяйства в 
Комплексной программе развития биотехно-
логий в Российской Федерации на период до 
2020 г., утвержденной правительством Рос-
сийской Федерации 24 апреля 2012 г. 

Основной целью исследований является 
проведение полногеномного секвенирова-
ния, сборки, сравнительного анализа и анно-
тирования геномов основных лесообразую-
щих пород Российской Федерации – лист-
венницы сибирской и кедра сибирского. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

Исследовали референсные деревья L. sibi-
rica (окр. с. Черное озеро, Республика Хака-
сия) и P. sibirica (Ермаковский р-н Красно-
ярского края). Для выделения ДНК у лист-
венницы сибирской использовали хвою, гап-
лоидный каллус, у кедра – гаплоидный эн-
досперм (мегагаметофит) семени. 

Этапы пробоподготовки для парноконце-
вых ДНК библиотек (paired-endlibrary) и не-
посредственного секвенирования проведены 
согласно требованию компании Illumina 
(www.bu.edu/iscf/files/2011/05/TruSeq_DNA_

SamplePrep_Guide_15005180_A.pdf). Секве-
нирование образцов проводили на высоко-
производительном секвенаторе ДНК нового 
поколения HiSeq 2000 компании Illumina. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 

Первичная обработка результатов сек-
венирования. По результатам секвенирова-
ния проведена первичная биоинформатичес-
кая обработка данных. Всего получено 
3 619 538 913 парноконцевых чтений (нук-
леотидных последовательностей) генома ли-
ственницы сибирской и 3 997 217 664 чтений 
генома кедра. Оценка качества полученных 
нуклеотидных последовательностей (сиквен-
сов) проводилась при помощи программы 
FASTQC (www.bioinformatics.babraham.ac. 
uk/projects/fastqc). Последовательности прай-
меров и адаптеров удалялись из сиквенсов с 
помощью программы Trimmomatic (www. 
usadellab.org/cms/?page=trimmomatic). 

Для всех полученных данных использова-
лись следующие параметры: среднее качест-
во внутри скользящего окна шириной в 4 ну-
клеотида должно быть не ниже Q = 20, ис-
ключались из анализа сиквенсы, длина кото-
рых меньше 20. После удаления праймеров и 
адаптеров сиквенсы вновь проверялись при 
помощи программы FASTQC. В случае не-
обходимости уточнялся список адаптеров и 
праймеров для обрезки и расчеты произво-
дились вновь. 

В результате первичной обработки дан-
ных получено 2 906 977 265 высококачест-
венных парноконцевых чтений генома лист-
венницы сибирской с Q > 20 (т. е. вероят-
ность ошибки секвенирования не более 1 %) 
или 576 млрд п. н. о., что обеспечивает 48-
кратное покрытие генома (12.03 млрд  
п. н. о.) и 3 427 566 813 чтений генома 
(679 млрд п. н. о.) кедра, что составляет 29-
кратное покрытие соответствующего генома 
(23.6 млрд п. н. о.). 

Сборка хлоропластного генома лист-
венницы сибирской. Из общего числа полу-
ченных нуклеотидных последовательностей 
произведена выборка сиквенсов хлоропласт-
ного генома на основе опубликованных в 
Genbank геномов хлоропластов близкородст-
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венных видов Larix occidentalis (FJ899578.1, 
длина генома 119 680 п. н. о.), Larix decidua 
(NC_016058, длина генома 122 474 п. н. о.). 

Отбор последовательностей, составляю-
щих хлоропластный геном лиственницы си-
бирской, производили при помощи програм-
мы для картирования коротких сиквенсов на 
геномы средних размеров bowtie2 (bowtie-
bio.sourceforge.net/bowtie2/index.shtml). Дан-
ная программа основана на алгоритме по-
строения FM-индекса, основанном на преоб-
разовании Барроуза-Уилера (Burrows, 
Wheeler, 1994). 

В результате картирования на хлоропласт-
ные геномы отобраны высокогомологичные 
последовательности, очевидно относящиеся к 
хлоропластному геному лиственницы сибир-
ской. Для сборки отобранных последователь-
ностей использовали несколько программ-
ассемблеров (SPAdes, Velvet, ABySS). Наи-
более качественная сборка получена при по-
мощи SPAdes (табл. 1). 

Сборка митохондриального генома лист-
венницы сибирской. Для сборки митохонд-
риального генома использована стратегия, 
аналогичная сборке хлоропластного генома. 
Однако поиск в Genbank показал, что на 
01.09.2013 г. сведения о полном митохондри-
альном геноме близкородственных видов, та-
ких, например, как лиственница западная или 
лиственница европейская, отсутствуют. Кро-
ме того, на указанный момент в банке генети-
ческих данных не имелось сведений о полных 
митохондриальных геномах других предста-
вителей семейства Pinaceae. 

В качестве матрицы для картирования ми-
тохондриальных сиквенсов было решено ис-
пользовать еще официально не опублико-
ванную рабочую сборку митохондриального 

генома Pinus taeda (сосна ладанная), доступ-
ную для загрузки по адресу loblolly.ucdavis. 
edu/bipod/ftp/Genome_Data/genome/pinerefseq
/Pita/mito. Анализ картирования с помощью 
программы bowtie2 показал, что менее 
0,01 % сиквенсов тотальной ДНК листвен-
ницы сибирской картируются на митохонд-
риальный геном ладанной сосны. Тем не ме-
нее была предпринята попытка использовать 
картировавшиеся сиквенсы для сборки ми-
тохондриального генома при помощи про-
граммы SPAdes (табл. 1). 

Полученные сборки митохондриального 
генома лиственницы сибирской требуют 
дальнейшей проверки и подтверждения че-
рез получение дополнительных сиквенсов и 
улучшение сборки, поскольку в генетичес-
ких базах данных в настоящее время содер-
жится крайне мало нуклеотидных сиквенсов 
митохондриальных геномов не только близ-
кородственных видов, но и вообще хвойных. 
Для увеличения числа митохондриальных 
сиквенсов мы планируем дальнейшее секве-
нирование митохондриального генома лист-
венницы, используя образцы, обогащенные 
митохондриальной ДНК. 

Предварительные результаты сборки 
генома. Исходя из анализа литературы по 
данным полногеномного секвенирования и 
сравнения полученных результатов с опуб-
ликованными данными аналогичных проек-
тов по ели обыкновенной (Nystedt et al., 
2013) и ели белой (Birol et al., 2013) сделан 
вывод о том, что 48-кратное покрытие гено-
ма лиственницы сибирской и 29-кратное по-
крытие генома кедра недостаточны для 
сборки их полных геномов. Необходимость 
большего числа сиквенсов для полной сбор-
ки связана с высоким содержанием высоко-

Таблица 1. Предварительные результаты сборки геномов 
 

Общая длина 
всей сборки  

Длина наиболее  
длинного контига 

N50  N90  
Вид, геном 

Количество 
контигов 

п.н.о. 

Larix sibirica:      

хлоропластный 3 125 489 64 254 64 254 57 603 

ядерный  56 192 19 712 820 57 603 337 219 

митохондриальный 142 126 882 3655 1081 505 

Pinus sibirica      

Ядерный 7 737 815 2 830 700 997 81 100 363 231 
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повторяющейся (75–80 %) ДНК (Nystedt et 
al., 2013; Birol et al., 2013; Neale et al., 2014; 
Wegrzyn et al., 2014; Zimin et al., 2014) и ог-
ромными размерами геномов исследуемых 
видов: 12.03 млрд п. н. о. у лиственницы си-
бирской и 23.6 млрд п. н. о. у кедра, что поч-
ти в 4 и 7 раз соответственно больше генома 
человека (3.2 млрд п. н. о.). 

Полученные предварительные данные 
(см. табл. 1) не являются полными, но их уже 
можно использовать для поиска и обнаруже-
ния микросателлитных (SSRs) локусов. 

Идентификация микросателлитных 
(SSRs) и однонуклеотидных (SNPs) локу-
сов. Для идентификации микросателлитных 
локусов использована программа SciRoKo 
(kofler.or.at/bioinformatics/SciRoKo/index.html) 
в режиме поиска идеальных повторов (Per-
fectRepeatsMode) в полученных предвари-
тельных сборках геномов лиственницы и 
кедра. В табл. 2 приведена общая статистика 
по найденным мотивам. 

Всего в полученных контигах генома лист-
венницы сибирской найдено 723 микроса-
теллитных локуса, соответствующих задан-
ным параметрам. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

Для лиственницы сибирской и кедра си-
бирского получены данные высокого качест-
ва, обеспечивающие 48- и 29-кратное покры-
тие их геномов соответственно. Этих сведе-
ний еще недостаточно для полногеномной 

сборки, но уже удалось получить черновые 
сборки хлоропластных, митохондриальных и 
ядерных геномов для поиска микросателлит-
ных локусов. 
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Таблица 2. Микросателлитные локусы, обнаружен-
ные в нуклеотидных сиквенсах и контигах генома 
лиственницы сибирской 

 

Тип  
повтора 

Количество 
локусов 

Средняя 
длина  
локуса, 
п. н. о. 

Встречае-
мость на 

1 млн п. н. о. 

Динуклео-
тидный 

563 20.62 28.57 

Тринукле-
отидный 

140 31.84 7.10 

Тетранук-
леотидный 

7 53.86 0.36 

Пентанук-
леотидный 

3 60.00 0.15 

Гексанук-
леотидный 

10 59.90 0.51 
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The Illumina HiSeq2000 DNA sequencing generated 2 906 977 265 high quality paired-
end nucleotide sequences (reads) and 576 Gbp for Siberian larch (Larix sibirica Ledeb.) 
that corresponds to 48X coverage of the larch genome (12.03 Gbp), and 3 427 566 813 
reads and 679 Gbp for Siberian stone pine (Pinus sibirica Du Tour) that corresponds to 
29X coverage of its genome (23.6 Gbp). These data are not enough to assemble and an-
notate whole genomes, but the obtained nucleotide sequences have allowed us to dis-
cover and develop effective highly polymorphic molecular genetic markers, such as mi-
crosatellite loci that are required for population genetic studies and identification of the 
timber origin. Sequence data can be used also to discover single nucleotide polymor-
phisms (SNPs). Genomic studies of Russian boreal forests and major phytopathogens 
associated with them will also allow us to identify biomarkers that can be used for solv-
ing important scientific and economic problems related to the conservation of forest ge-
netic resources and breeding more resilient and fast growing trees with improved timber 
and resistance to diseases and adverse environmental factors. 
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rian stone pine (Pinus sibirica Du Tour). 


