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Применение ДНК-маркирования лесообразующих древесных растений рассматривается как наиболее пер-
спективный инструмент для генетического контроля географического происхождения древесины, фор-
мирования надежной системы управления заготовкой и оборотом пиломатериалов. Цель данной работы – 
определение идентификационных маркеров, генотипирование деревьев, а также молекулярно-генетическая 
идентификация ранее не изученных двух популяций лиственницы сибирской Larix sibirica Ledeb. и четырех 
популяций сосны обыкновенной Pinus sylvestris L. из разных районов Пермского края. Для выделения ДНК 
с каждого растения индивидуально получали керны и применяли модифицированную методику выделения 
ДНК из древесины. Всего в анализе использовали ДНК 114 деревьев сосны обыкновенной и 55 деревьев 
лиственницы сибирской. Для генетического тестирования использовали ISSR-метод (Inter Simple Sequence 
Repeats) анализа полиморфизма ДНК. Генетическая идентификация проводилась на основании оригинальной 
авторской методики, предложенной С.  В.  Боронниковой и И.  В.  Бобошиной (2014). В результате молеку-
лярно-генетического анализа в популяциях сосны обыкновенной обнаружены и проанализированы 74 ISSR-
маркера, в популяциях лиственницы сибирской выявлено 85 ISSR-маркеров, доля полиморфных локусов в 
обоих видах оказалась высокой. В результате молекулярно-генетической идентификации обнаружены иден-
тификационные видовые и полиморфные ISSR-маркеры и их сочетания, характеризующие принадлежность 
деревьев к виду, а также к определенной популяции. Составлены молекулярно-генетические формулы и 
штрихкоды для каждой отдельной популяции двух видов. Посредством анонимного тестирования доказа-
ны эффективность, стабильность и воспроизводимость обнаруженных идентификационных маркеров и их 
сочетаний. Полученные данные являются основой для определения места происхождения древесины, что 
позволит рекомендовать меры противодействия нелегальной заготовке древесины и снизит ущерб бюджету 
лесозаготовительных регионов России, таких как Пермский край.

Ключевые слова: полиморфизм ДНК, генетическое разнообразие, ISSR-анализ, Larix sibirica Ledeb., Pinus 
sylvestris L., генетические формулы, штрих-коды.
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ВВЕДЕНИЕ

Сохранение биологического разнообразия 
лесов как основы стабильности экосистем – 
важная задача нашего времени. Сбережение ге-
нетических ресурсов ценных видов древесных 
растений подразумевает изучение сформировав-
шейся популяционной структуры, т. е. соответ-
ствующего виду внутрипопуляционного генно-
го разнообразия и генетической изменчивости. 
Несанкционированные рубки, ликвидируя часть 
генотипов, неизбежно ведут к генетическому 
обеднению популяций – сокращению генетиче-
ского разнообразия (Ветчинникова и др., 2013).

Леса России занимают 22 % покрытой лесом 
площади Земли, более 50 % площади занимают 
хвойные леса (Аветов и др., 2011). Анализ со-
стояния и динамики нарушений лесного зако-
нодательства с начала XXI  в. показывает, что 
объемы незаконных рубок леса с каждым годом 
возрастают (Кузьмичев и др., 2018). Нелегальная 
заготовка древесины ежегодно наносит ущерб 
бюджету Российской Федерации на сумму, пре-
вышающую 11–12  млрд  руб. (Чимидов, 2019). 
Пермский край в Приволжском федеральном 
округе занимает 1-е  место по объемам лесных 
ресурсов (расчетная лесосека – 21  млн  м3). За 
последние 7 лет в Пермском крае количество не-
санкционированных рубок снизилось в 1.5 раза, 
но при этом в несколько раз возросли объемы 
незаконно заготовленной древесины. В связи с 
этим край ежегодно теряет до 35.3 тыс. м3 дре-
весины, а ежегодный ущерб в последние годы в 
среднем составляет  ̴ 0.5  млрд  руб. (Пелявина, 
2019).

При расследовании преступлений, связан-
ных с незаконной заготовкой древесины, ве-
дущей задачей является создание экспертной 
доказательной базы. Система учета оборота 
древесины включает контроль легальности ее 
заготовки. В связи с этим важно проведение 
идентификации популяций видов древесных 
растений для определения географического про-
исхождения заготовленной древесины с целью 
определения легальности ее заготовки (Пальчи-
ков и др., 2012). Предлагаются разнообразные 
варианты решения проблемы: традиционными 
методами маркировки являются клеймение мо-
лотком, краской-трейсером, ярлыками из бумаги 
или пластика со штрихкодом. Практика пока-
зывает, что 1–5 % ярлыков теряются при транс-
портировке и перегрузке. Химические метки 
могут быть индивидуальными, но они разлага-
ются при воздействиях среды и некоторых об-

работках. Генетический тест – это единственно 
возможный способ контроля древесины на всех 
этапах ее переработки (Degen et al., 2010; Vlam 
et al., 2018). Для разработки генетических мар-
керов необходимо провести фундаментальные 
исследования и поиск эффективных стабильных 
полиморфизмов различных структурных эле-
ментов геномов. В настоящее время применение 
ДНК-маркирования основных лесообразующих 
пород древесных растений рассматривается как 
основной инструмент для генетического контро-
ля происхождения древесины и формирования 
современной системы управления лесонасажде-
ниями (Комплексная программа…, 2012). В свя-
зи с этим разрабатываются различные методики, 
базирующиеся на использовании различных мо-
лекулярных маркеров (Degen et al., 2010; Шил-
кина и др., 2019). Для генетического теста в 
мировой научной практике чаще всего использу-
ются микросателлитные маркеры (SSR–Simple 
Sequence Repeats), имеющие много достоинств, 
в числе которых их кодоминантность. Однако 
микросателлитные маркеры высокомутабельны, 
и результаты такого маркирования не всегда вос-
производимы.

Предлагаемая в данном исследовании си-
стема молекулярно-генетической идентифика-
ции основана на поиске и анализе стабильных 
идентификационных молекулярных маркеров, 
а также включает универсальную форму их за-
писи – молекулярно-генетические формулы и 
штрихкоды популяций, разработанные автора-
ми. В основу генетического теста в данном слу-
чае предложены межмикросателлитные (ISSR) 
маркеры. Для создания ISSR-праймеров не тре-
буется предварительного секвенирования и зна-
ния нуклеотидной последовательности исследу-
емой ДНК, как в случае с SSR-маркированием. 
Кроме того, преимущество ISSR-маркеров – их 
полилокусность: данная методика позволяет 
анализировать одновременно до 150  локусов в 
геноме, т. е. обладает высокой производитель-
ностью и эффективностью (тогда как одна пара 
SSR-праймеров позволяет выявить полимор-
физм только одного локуса), а также воспроиз-
водимостью результатов, обеспечивая досто-
верность полученных данных. Для проведения 
анализа подходит обычная ПЦР и электрофорез, 
что значительно удешевляет процесс.

Одним из самых ценных видов древесных 
растений считается сосна обыкновенная Pinus 
sylvestris L. Этот вид занимает 2-е место (21.4 %) 
по площади среди насаждений хвойных древес-
ных растений Пермского края (Лесной план…, 
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2018). Лиственница (род Larix Mill.) считается 
самой распространенной из основных лесообра-
зующих пород в стране, ее древостоями занято 
больше 35.7  % всей площади территорий, по-
крытых лесами в РФ (Доклад…, 2016). В Перм-
ском крае этот род представлен западной расой 
лиственницы сибирской Larix sibirica Ledeb., 
которая занимает площадь в 14 500 га, или 0.2 % 
от общей площади насаждений хвойных расте-
ний (Лесной план…, 2018). В настоящее время 
разработаны различные подходы генетического 
тестирования популяций лиственных растений, 
но не существует единой удобной методики для 
хвойных растений.

Цель работы – определение идентификаци-
онных маркеров, генотипирование деревьев, а 
также молекулярно-генетическая идентифика-
ция ранее не изученных популяций лиственни-
цы сибирской и сосны обыкновенной в разных 
районах Пермского края.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Изучали популяции двух видов хвойных 
растений, произрастающих в Пермском крае: 
две популяции лиственницы сибирской, рас-
положенные вблизи г. Красновишерск (Krv) и в 
Осинском (Osa) районе; четыре популяции со-
сны обыкновенной: из Большесосновского (BS), 
Гаинского (GN), Пермского (UK) и Карагайского 
(KR) районов (рис. 1).

С использованием возрастного бура отобрали 
керны с 25–30 деревьев на расстоянии не менее 
100 м в каждой из 6 исследованных популяций 
двух видов хвойных растений (табл.  1). Каж-
дый керн поместили в отдельный стерильный, 

плотно закрываемый бумажный пакет и марки-
ровали. Препараты тотальной ДНК получали 
по способу выделения ДНК из растительного 
материала (Cota-Sanchez et al., 2006). В качестве 
модификации для выделения ДНК из древеси-

Рис. 1. Расположение выборок из популяций двух видов 
хвойных растений Пермского края. Krv, Osa – выборки 
лиственницы сибирской; GN, BS, UK, KR  – выборки 
сосны обыкновенной.

Таблица 1. Изученные популяции двух видов хвойных растений

Популяция Расположение Исследовано 
деревьев Координаты

Лиственница сибирская
Krv Красновишерский район, Красновишерское лесничество 30 60°32′64″N

57°09′31″E
Osa Осинский район, Осинское лесничество 25 57°34′30″N

55°25′68″E
Сосна обыкновенная

GN Большесосновский район, Очерское лесничество 29 57°53′17″N
54°41′78″E

BS Гаинский район, Гаинское лесничество 30 60°31′49″N
54°28′69″E

UK Пермский район, Пермское лесничество 25 57°68′16″N
55°46′70″E

KR Карагайский район, Сивинское лесничество 30 58°33′60″N
54°95′88″E

Молекулярно-генетическая идентификация популяций сосны обыкновенной и лиственницы сибирской...
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ны воспользовались добавлением 3М  раствора 
ацетата натрия, понижающего гидрофильность 
молекулы ДНК; на стадии осаждения ДНК изо-
пропанолом  – инкубирование (Groudeva, 2001) 
при –20 °С в течение 30 мин.

Тотальная ДНК выделена у 114 деревьев со-
сны обыкновенной и 55 деревьев лиственницы 
сибирской. Для генетического тестирования 
был избран ISSR-метод (Inter Simple Sequence 
Repeats) (Zietkiewicz et al., 1994). Амплифика-
цию проводили с праймерами, синтезирован-
ными в ЗАО «Синтол» (Москва) в амплифика-
торе GeneAmp PCRSystem 9700 (производитель 
Applied Biosystems, USA) по обычной для ISSR-
метода программе (Zietkiewicz et al., 1994). Эф-
фективные ISSR-праймеры, состав реакционной 
смеси, условия проведения электрофореза апро-
бированы и представлены в предыдущих рабо-
тах авторов (Пришнивская и др., 2016, 2019; Ва-
сильева и др., 2018). Для сосны обыкновенной 
наиболее эффективными оказались следующие 
5  ISSR-праймеров: (АС)8T, (CT)8TG, (CA)6GT, 
(GA)8C, (AGC)6C, для лиственницы сибирской – 
(CA)6GT, (GAG)6C, (AGC)6C, (AGC)6G, (AC)8CT. 
Для анализа продуктов амплификации их раз-
деляли электрофорезом в 1.7 % агарозном геле 
в 1 × ТВЕ буфере (Tris-Borate-EDTA), окраши-
вали бромистым этидием и фотографировали в 
проходящем ультрафиолетовом свете в систе-
ме гель-документации GelDoc XR («Bio-Rad», 
США). Для анализа использовали только вос-
производимые в повторных реакциях фрагмен-
ты, различия в интенсивности флюоресценции 
не учитывали. Полученные данные переведены 
в матрицу бинарных данных, где наличие или 
отсутствие на электрофореграмме равных по 
размеру фрагментов ДНК квалифицировалось 
в соответствии с этим как состояние  1 или  0. 
Долю полиморфных локусов рассчитывали при 
помощи макроса для MS Excel – GenAlEx  6.5 

(Peakall, Smouse, 2012). Генетическая идентифи-
кация и генотипирование деревьев изученных 
хвойных растений осуществлены по методике, 
предложенной С. В. Боронниковой и И. В. Бобо-
шиной (2014) на примере двух видов тополей 
Populus L.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Определение генетического полиморфизма 
проведено у 114  проб ДНК сосны обыкновен-
ной и у 55 проб ДНК лиственницы сибирской, 
при этом у сосны обнаружено 74 ISSR-маркера 
(8436  позиций матрицы), у лиственницы – 
85  ISSR-маркеров (4685  позиций матрицы). 
В  процессе амплификации с 5  ISSR-праймера- 
ми проб ДНК деревьев из четырех популяций 
сосны обыкновенной основной показатель доли 
полиморфных локусов (Р95) равнялся 0.950 
(67  ISSR-маркеров из 74  полиморфны). Наи-
меньший показатель Р95 в исследуемых попу-
ляциях выявил праймер X10, наибольший – 
CR-215 (табл. 2).

Значение Р95 среди рассматриваемых выбо-
рок максимально для популяции сосны обыкно-
венной из Гаинского района (GN) – 0.810, а ми-
нимально – в популяции Карагайского района 
(Р95  =  0.679). Этот показатель (Р95) близок для 
обеих популяций лиственницы сибирской: 0.840 
в Osa, 0.841 в Krv (табл. 3).

При идентификации популяций необходимо 
выявить редкие и даже уникальные маркеры, 
характерные только для одной популяции. В ис-
следуемых популяциях сосны обыкновенной 
идентифицировано 12 уникальных маркеров, из 
них 9 присутствуют в популяции KR. В популя-
циях BS, GN и UK обнаружено по одному харак-
терному для данной популяции ISSR-маркеру.

Среди популяций лиственницы сибирской 
выявлено 26 специфичных ISSR-маркеров, наи-

Таблица 2. Характеристика ISSR-маркеров четырех популяций сосны обыкновенной

ISSR-
праймеры

Последова-
тельность 
(5′ → 3′)

Число ISSR-маркеров в популяциях
BS GN UK KR На общую выборку

P N P

ISSR-1 (АС)8T 6 (0.667) 9 (0.750) 6 (0.667) 5 (0.500) 14 12 (0.857)
CR-212 (CT)8TG 9 (0.818) 8 (0.800) 9 (0.818) 6 (0.667) 13 12 (0.923)
CR-215 (CA)6GT 12 (0.857) 14 (0.875) 11 (0.846) 13 (0.813) 19 18 (0.947)

M27 (GA)8C 9 (0.818) 10 (0.833) 8 (0.889) 8 (0.800) 13 12 (0.923)
X10 (AGC)6C 7 (0.700) 6 (0.750) 6 (0.667) 6 (0.545) 15 12 (0.800)

Всего (частота) 43 (0.782) 47 (0.810) 40 (0.784) 38 (0.679) 74 67 (0.905)

Примечание. Здесь и в табл. 3 N – общее число локусов; P – число полиморфных локусов, в скобках указана их доля.
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большее число которых идентифицировано в по-
пуляции Osa – 11, остальные 6 – в популяции Krv. 
Для видовой идентификации исследованных де- 
ревьев на электрофореграммах определяли мо-
номорфные маркеры, которые присущи всем 
представителям вида в регионе исследования.

Для сосны обыкновенной обнаружено шесть 
видовых ISSR-маркеров, найденных у всех 
изученных выборок (рис. 2).

Маркеры обозначены в соответствии с мето-
дикой (Боронникова, Бобошина, 2014) следую-
щим образом: PSv370CR12; PSv260CR15; PSv290IS1; 
PSv380X10; PSv330X10; PSv360M27. Для идентифи-
кации на популяционном уровне отобраны по-
лиморфные маркеры (и их сочетания) с высокой 
частотой встречаемости (≥ 0.5), характерные для 
определенных популяций сосны обыкновенной. 
Таким образом, для исследованных популяций 
сосны обыкновенной найдено 16  идентифика-
ционных ISSR-маркеров, из них 9 полиморф-
ных, характеризующих отдельные популяции 
(табл.  4). Для популяций лиственницы сибир-
ской детектированы 11 видовых ISSR-маркеров.

Для идентификации популяций лиственни-
цы отобрано 4  полиморфных ISSR-маркера с 

высокой частотой встречаемости, позволяющие 
идентифицировать принадлежность выборки 
к одной из изученных популяций лиственницы 
сибирской (см. табл. 4, рис. 2).

В двух популяциях лиственницы сибирской 
детектировано 15  идентификационных ISSR-
маркеров, 4 из которых полиморфные. В иссле-
довании с помощью обнаруженных при анализе 
идентификационных маркеров при обобщении 
и систематизации данных созданы составные ге-
нетические формулы (с указанием фрагментов) 
изученных популяций двух видов хвойных рас-
тений (табл. 5).

Результаты идентификации согласно мето-
дике представлены в виде штрихкода, харак-
терного для каждой из изученных популяций 
сосны обыкновенной и лиственницы сибирской 
(рис. 3).

Для апробации разработанной системы 
идентификационных маркеров изученных по-
пуляций двух видов проведена анонимная иден-
тификация неизвестных проб ДНК (случайной 
выборки одного из двух исследованных ви-
дов) на основании анализа идентификационных 
маркеров.

Таблица 3. Характеристика ISSR-маркеров двух популяций лиственницы сибирской

ISSR-праймеры Последовательность 
(5′ → 3′)

Число ISSR-маркеров в популяциях На общую выборку
Osa Krv

N P
P

CR-215 (CA)6GT 7 (0.636) 5 (0.714) 13 9 (0.692)
ISSR-8 (GAG)6C 12 (0.857) 12 (0.857) 17 15 (0.882)

M3 (AGC)6C 21 (0.913) 17 (0.895) 24 22 (0.917)
X10 (AGC)6G 16 (0.941) 18 (0.947) 21 20 (0.952)
X11 (AC)8CT 7 (0.700) 6 (0.750) 10 8 (0.800)

Всего (частота) 63 (0.840) 58 (0.841) 85 74 (0.871)

Рис. 2. Фрагменты ISSR-спектров с некоторыми идентификационными маркерами двух видов: 1 – сосна 
обыкновенная (A – видовой маркер PSv370CR12 на фореграмме популяции GN с праймером CR-212; Б – по-
лиморфный маркер PsUKp310X10 популяции UK с праймером X10); 2 – лиственница сибирская (A – ви-
довой маркер LSv550ISSR-8 на фореграмме популяции Osa с праймером ISSR-8; Б – полиморфный маркер 
LsOsap830M3 популяции Osa с праймером M3); М – маркер молекулярной массы, 1–5 – номера проб ДНК, 
слева указана молекулярная масса фрагментов в п. н., стрелками обозначен идентификационный маркер.
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При сравнении ISSR-паттернов исследо-
ванной ранее популяции и 20  неизвестных об-
разцов ДНК выявлены видовые маркеры сосны 
обыкновенной, а также маркеры принадлежно-
сти к выборке GN, следовательно, данные не-

известные тестируемые образцы принадлежат 
популяции GN сосны обыкновенной с моле
кулярно-генетической формулой PsGNp630M27; 
PSv450CR12; PsGNp420IS1; PSv380X10; PSv370CR12; 
PSv360M27; PSv330X10; PSv290IS1; PSv260CR15; 

Таблица 4. ISSR-маркеры, избранные для идентификации изученных популяций двух видов 
хвойных растений

Праймер Идентификационные маркеры 
сосны обыкновенной Праймер Идентификационные маркеры 

лиственницы сибирской

Мономорфные
CR-212 PSv370CR12 CR-215 LSv420CR-215; LSv290CR-215; LSv255CR-215; 

LSv190CR-215

CR-215 PSv260CR15 ISSR-8 LSv550ISSR-8; LSv340ISSR-8

ISSR-1 PSv290IS1 M3 LSv600M3; LSv500M3

X10 PSv380X10; PSv330X10 X10 LSv370X10

M27 PSv360M27 X11 LSv280X11; LSv220X11

Полиморфные
CR-212 PsUKp770CR12; PsKRp750CR12; PsUKp400CR12 M3 LsOsap830M3

CR-215 PsKRp250CR15 X10 LsKrvp670X10; LsKrvp590X10

ISSR-1 PsKRp1350CR15; PsGNp420IS1; PsGNp240IS1; 
PsGNp220IS1

X11 LsOsap460X11

X10 PsKRp1000X10; PsUKp310X10; PsBSp200X10

Примечание. PSv – видовые маркеры сосны обыкновенной; LSv – видовые маркеры лиственницы сибирской; PsUKp, PsBSp, 
PsGNp – полиморфные ISSR-маркеры и их сочетания, идентифицирующие отдельные популяции P. sylvestris; LsKRVp, LsOSAp – 
полиморфные ISSR-PCR- маркеры и их сочетания, идентифицирующие отдельные популяции лиственницы сибирской.

Таблица 5. Молекулярно-генетические формулы для идентификации изученных популяций двух видов 
хвойных растений

Популяция Тип ISSR-
маркеров Молекулярно-генетическая формула

Сосна обыкновенная
BS vid PSv380X10; PSv370CR12; PSv360M27; PSv330X10; PSv290IS1; PSv260CR15

polimorph PsBSp200X10

GN vid PSv380X10; PSv370CR12; PSv360M27; PSv330X10; PSv290IS1; PSv260CR15

polimorph PsGNp630M27; PsGNp420IS1; GNp240IS1; PsGNp220IS1

UK vid PSv380X10; PSv370CR12; PSv360M27; PSv330X10; PSv290IS1; PSv260CR15

polimorph PsUKp400CR12; PsUKp310X10

KR vid PSv380X10; PSv370CR12; PSv360M27; PSv330X10; PSv290IS1; PSv260CR15

polimorph PsKRp1350CR15; PsKRp1000X10; PsKRp750CR12; PsKRp250CR15

Лиственница сибирская
Osa vid LSv600M3; LSv550ISSR8; LSv500M3; LSv420CR-215; LSv370X10; LSv340ISSR8; LSv290CR215; 

LSv280X11; LSv255CR215; LSv220X11; LSv190CR215

polimorph LsOSAp830M3; LsOSAp460X11

Krv vid LSv600M3; LSv550ISSR8; LSv500M3; LSv420CR-215; LSv370X10; LSv340ISSR8; LSv290CR215; 
LSv280X11; LSv255CR215; LSv220X11; LSv190CR215

polimorph LsKRVp670X10; LsLsKRVp590X10

Примечание. Vid – видовые; polymorph – полиморфные.
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PsGNp240IS1; PsGNp220IS1. Для 20  неизвестных 
образцов лиственницы сибирской также прове-
дено анонимное тестирование, подтвердившее 
принадлежность анонимных образцов к попу-
ляции Osa с молекулярно-генетической форму-
лой LsKRVp670X10; LSv600M3; LsLsKRVp590X10; 
LSv550ISSR8; LSv500M3; LSv420CR-215; LSv370X10; 
LSv340ISSR8; LSv290CR215; LSv280X11; LSv255CR215; 
LSv220X11; LSv190CR215.

Итак, для шести популяций двух хвойных 
видов растений (сосны обыкновенной и ли-
ственницы сибирской) составлены генетиче-
ские формулы и штрихкоды, которые наглядно 
позволяют представить результаты генетиче-
ской идентификации на популяционном уров-
не. Для подтверждения эффективности систе-
мы идентификационных маркеров выполнено 
анонимное тестирование неизвестных образцов 
ДНК отдельно двух изученных видов хвойных 
растений.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Молекулярно-генетические исследования 
шести популяций двух ценных лесообразую-
щих видов сосны обыкновенной и лиственни-
цы сибирской, произрастающих в Пермском 
крае, позволили оценить их генетическое раз-
нообразие. Определено, что доля полиморфных 
локусов как один из основных показателей ге-
нетической гетерогенности у обследованных 

популяций достаточно высока, поэтому анализ 
выявленных молекулярных маркеров может 
быть применен для идентификации популяций. 
У шести популяций двух видов хвойных расте-
ний детектированы видовые ISSR-маркеры для 
определения образца до вида, а для каждой из 
исследованных популяций выявлены идентифи-
кационные маркеры, позволяющие определить 
принадлежность к популяции. При этом иден-
тификация осуществлялась по сочетаниям уни-
кальных и видоспецифичных ISSR-маркеров, 
имеющих высокую частоту встречаемости. 
Процедура идентификации популяций преду
сматривает молекулярно-генетический анализ, 
в данном случае на основании полиморфизма 
ISSR-маркеров. Следующий этап – выявление 
идентификационных маркеров, а также редких 
аллелей. На заключительном этапе формируют-
ся молекулярно-генетические формулы, а на их 
основе – штрихкоды для каждой из обследован-
ных популяций. Эффективность установленных 
идентификационных маркеров подтверждена в 
результате анонимного тестирования неизвест-
ных образцов ДНК.

Таким образом, проведенная идентификация 
некоторых популяций сосны обыкновенной и ли-
ственницы сибирской Пермского края показала, 
что полученные ДНК-маркеры и их сочетания 
являются специфичными для вида и изученных 
популяций, стабильными и воспроизводимыми. 
Это дает возможность дальнейшего изучения 

Рис. 3. Примеры молекулярно-генетических штрихкодов изученных популяций двух видов: 1 – популяции 
Osa лиственницы сибирской, 2 – популяции KR сосны обыкновенной; п. н. – пар нуклеотидов.
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взаимосвязи генетических и географических 
характеристик изученных видов хвойных расте-
ний, а также позволяет определить место проис-
хождения древесины. Внедрение системы гене-
тической идентификации будет способствовать 
разработке мер борьбы с незаконной заготовкой 
древесины и уменьшит ущерб лесным экосисте-
мам, а также бюджету исследованных регионов.

Исследование выполнено при финансовой 
поддержке правительства Пермского края 
в рамках научного проекта №  С-26/174.3 от 
31.01.2019 г.
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The use of DNA-fingerprinting of forest-forming woody plants is considered the most promising tool for genetic 
control of wood’s geographic origin, the formation of a reliable management system for harvesting and turnover of 
lumber. The purpose of this work was to search for identification markers, genotyping trees, and molecular genetic 
identification of previously not studied 2 populations of the Siberian larch Larix sibirica Ledeb. and 4 populations of 
Scots pine Pinus sylvestris L. of different regions of the Perm Krai. To DNA extraction, from each plant specimens 
wood were individually obtained and a modified method of extracting DNA from wood was used. In total, the 
analysis used the DNA of 114 Scots pine trees and 55 Siberian larch trees. For genetic testing, we used ISSR (Inter 
Simple Sequence Repeats)-method of DNA polymorphism analysis. Genetic identification was performed based on 
the original author’s method proposed by S. V. Boronnikova and I. V. Boboshina (2014). As a result of molecular 
genetic analysis, 74 ISSR markers were found and analyzed in populations of Scots pine, 85 ISSR markers were 
identified in populations of the Siberian larch, and the share of polymorphic loci in both species was high. As a result 
of molecular genetic identification, identification of species and polymorphic ISSR-markers and their combinations 
were found that characterize the belonging of trees to a species, as well as to a specific population. Molecular genetic 
formulas and barcodes for each individual population of two species have been compiled. The effectiveness, stability, 
and reproducibility of detected identification markers and their combinations have been proven through anonymous 
testing. The data obtained are the basis for determining the place of origin of wood, which will allow us to recommend 
measures to counter illegal logging and reduce the damage to the budget of logging regions of Russia, such as the 
Perm Krai.

Keywords: DNA polymorphism, genetic diversity, ISSR-analysis, Larix sibirica Ledeb., Pinus sylvestris L., genetic 
formulas, barcodes.
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