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Picea: перспективные подходы и методы
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Use of molecular markers of reliable identification of Picea species: promising approaches and 
methods

A.E. Andreev (Saint Petersburg Forestry Research Institute)
With the growth of technology and the ability to work with genomic data, the identification and 
study of phylogenetic relationships of the genus Picea has become more accurate and efficient. 
However, clarification of the intraspecific classification of spruce is still controversial because 
of the morphological similarity and high degree of interbreeding between species. Moreover, 
the phylogenetic relationships between most taxa, in particular native species growing in 
the mountainous regions of southwestern China, remain poorly known. Spruce forests are of 
great importance both as habitat-forming elements of the biosphere and as objects of economic 
and economic activities. Therefore, the study of these species is an important task of modern 
science and practice. 
This paper details 2 groups of molecular markers used to identify Picea species and study 
their phylogenetic relationships. The first group includes markers based on the sequencing of 
taxonomically significant regions. This makes it possible to obtain more precise information 
on a particular species and its related relationships. The second group of markers is based on 
polymorphism of PCR products or restriction fragments. Such markers are also widely used to 
study genetic diversity and phylogenetic relationships within the genus Picea.
The use of recent advances in genomics in the study of phylogenetic relationships in the genus 
Picea makes it possible to increase the accuracy and efficiency of such studies. This opens up 
broad prospects for further research on these forests and their special role in the biosphere. Thus, 
new technologies provide science with completely new opportunities in the study of spruce 
forests, which can significantly expand our understanding of natural architecture and its role in 
the life of the planet.
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Использование молекулярных маркеров для достоверной идентификации видов Picea: 
перспективные подходы и методы

А.Е. Андреев

С ростом технологий и возможностей для работы с геномными данными идентифика-
ция и изучение филогенетических отношений рода Picea стали более точными и эффек-
тивными. Однако уточнение внутривидовой классификации ели до сих пор остается 
спорным из-за морфологического сходства и высокой степени скрещиваемости между 
видами. Более того, филогенетические отношения между большинством таксонов, в 
частности, местных видов, произрастающих в горных районах юго-западного Китая, 
остаются малоизвестными. Еловые леса имеют огромное значение как средообразующие 
элементы биосферы, так и как объекты хозяйственно-экономической деятельности. По-
этому изучение этих видов является важным заданием современной науки и практики. 

В данной работе подробно рассматриваются 2 группы молекулярных маркеров, приме-
няемых для идентификации видов Picea и изучения их филогенетических отношений. К 
первой группе относятся маркеры, основанные на секвенировании таксономически зна-
чимых районов. Это позволяет получать более точную информацию о конкретном виде 
и его родственных связях. Вторая группа маркеров основана на полиморфизме продук-
тов ПЦР или рестрикционных фрагментов. Такие маркеры также широко используются 
для изучения генетического разнообразия и филогенетических отношений внутри рода 
Picea.

Использование последних достижений в области геномики при поиске филогенетиче-
ских связей в роде Picea позволяет повысить точность и эффективность таких исследова-
ний. Таким образом открывая широкие перспективы для дальнейшего изучения хвойных 
и их особой роли в биосфере. Современные технологии дарят науке абсолютно новые 
возможности в сфере описания лесных экосистем, которые могут значительно расши-
рить наше понимание природной архитектуры и её роли в жизни планеты.
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Введение
Вопросы эффективной идентифика-

ции видов растений, а также отслеживания 
их филогенетических отношений вызывали 
интерес на всем протяжении развития био-
логической науки. Возможность отличать 
представителей близких видов друг от друга 
может быть осложнена высоким полимор-
физмом внутри каждого из видов или, напро-
тив, высоким межвидовым морфологическим 
сходством (как в случае видов-двойников). В 
то же время важность данной процедуры не 
вызывает сомнений [1].

Умение точно и эффективно опреде-
лять видовую принадлежность исследуемых 
организмов очень важно и в эколого-гене-
тических исследованиях. В последние де-
сятилетия развитие молекулярных методов 
дало возможность применять молекулярные 
маркеры для видоидентификации и филоге-
нетических исследований. Конечно, данные 
методы не могут полностью вытеснить клас-
сические техники, но способны эффективно 
их дополнить. Молекулярный анализ бази-
руется на закономерности, согласно которой 
степень родства между живыми организмами 
обычно коррелирует с уровнем сходства в го-
мологичных последовательностях нуклеино-
вых кислот и белков [2].

Молекулярная филогения обрабатывает 
такие данные для построения филогенетиче-
ского древа, которые отражают гипотетиче-
ский ход эволюции исследуемых организмов. 
По своей природе молекулярные маркеры, 
применяемые в таких исследованиях, можно 
подразделить на две группы. Первая группа 
включает в себя продукты секвенирования 
таксономически значимых районов, ко вто-
рой – относятся последовательности, бази-
рующиеся на полиморфизме продуктов ПЦР 
различного происхождения или рестрикци-
онных фрагментов. В исследованиях, посвя-
щенных видоидентификации и изучению фи-
логении, вторая группа маркеров может быть 
использована лишь как вспомогательная, в 
дополнение к первой [3].

Центр разнообразия не обязательно яв-
ляется местом происхождения, как было 
установлено многими молекулярными фи-
логениями растений. На сегодняшний день 
филогения и биогеография Picea активно 

исследуются с помощью анализа последова-
тельности наследуемых по отцовской линии 
хлоропластных областей trnC-trnD и trnT-
trnF и наследуемого по материнской линии 
митохондриального интрона 1 nad5. 

Учитывая, что полиморфизм первич-
ной мтДНК может сохраняться у многих ви-
дов-потомков, даже отдаленно родственных, 
предполагается, что при филогеографиче-
ском исследовании следует отбирать больше 
видов, по крайней мере, близкородственных, 
используя цитоплазматические гаплотипы, 
если это возможно. Кроме того, необходимо 
детально изучать эволюцию и филогенетиче-
скую полезность морфологических призна-
ков у Picea.

Род Picea A. Dietrich (ель) является важ-
ным компонентом бореальных, горных и 
субальпийских лесов Северного полушария. 
Он включает 28–56 видов в зависимости от 
различных используемых систем классифи-
кации [19, 43], и большинство из них приуро-
чено к Восточной Азии. 

A. Farjón (2001) включил в свой список 
хвойных 34 вида ели, из которых 24 вида 
произрастают в Азии, 8 – в Северной Амери-
ке и 2 – в Европе [20]. 

Монофилия Picea никогда не оспари-
валась [21, 59, 60, 67, 78], но внутриродовая 
классификация рода остается довольно спор-
ной [19, 20, 24, 40, 65] благодаря морфологи-
ческой конвергенции и параллелизму [78], а 
также высокой межвидовой скрещиваемости 
[22, 23, 28, 47, 53, 56]. 

Кроме того, мало известно о филогене-
тических отношениях большинства таксо-
нов, особенно географически ограниченных, 
произрастающих в горных районах юго-
западного Китая [42]. 

Более того, происхождение и биогеогра-
фия Picea вызывают большой интерес как у 
геологов, так и у биологов [8, 41, 42, 54, 78], 
но они всё еще далеки от разрешения этих 
вопросов. Например, две основные гипотезы 
происхождения и эволюции североамерикан-
ских елей, предполагающие распространение 
их из Азии [52, 78], противоречат выводам 
Sigurgeirsson and Szmidt (1993) о том, что Picea 
может иметь происхождение в Северной Аме-
рике [67]. Поэтому филогения очень важна 
для интерпретации не только биогеографи-
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ческих закономерностей, но и морфологиче-
ской эволюции Picea.

Используя анализ хпДНК-RFLP, 
Sigurgeirsson и Szmidt (1993) построили пер-
вую молекулярную филогению елей на уров-
не рода, но взаимоотношения многих видов 
не были выяснены [67]. В частности, резуль-
тат этого исследования может быть не очень 
точным из-за, как отмечают сами авторы, 
ограничений RFLPs для выявления измене-
ний, таких, как риск негомологии признаков. 

Филогения всего рода Picea на основе 
ДНК-последовательностей еще не была по-
лучена, возможно, из-за нехватки хороших 
маркеров. В последние годы комбинирован-
ный анализ нескольких генов из одного или 
нескольких геномов был успешно использо-
ван для надежной реконструкции сложных 
филогений и, таким образом, пролил свет на 
биогеографическую историю многих групп 
растений, что нашло отражение в ряде публи-
каций [38, 79]. 

Для выяснения межвидовых отношений 
наиболее широко используются последова-
тельности внутренних транскрибируемых 
спейсеров ядерной рибосомной ДНК (ITS) 
и области trnT-trnF хлоропластов [66, 73, 76]. 

Однако разработка ДНК-маркеров у хвой-
ных растений была затруднена следующим: 

1) большой ядерный геном с очень слож-
ными семействами генов [36, 39, 51], которые 
часто порождают проблему паралогичности 
генов; 

2) митохондриальный геном с медлен-
ной скоростью молекулярной эволюции и 
высоким уровнем внутривидового полимор-
физма [7]; 

3) длинная область ITS нрДНК, которая 
слишком внутригеномно изменчива по длине 
для использования в исследовании филоге-
нии видов [11, 46, 77]. 

Поэтому большинство предыдущих мо-
лекулярно-филогенетических исследований 
хвойных, особенно на уровне рода, основы-
вались на маркерах хлоропластных генов [37, 
67, 73, 75, 76, 77].

У Pinaceae хлоропластный, митохон-
дриальный и ядерный геномы наследуются 
соответственно отцовским, материнским и 
двуродительским путями [7, 31, 50, 68, 70]. 
Различные филогении могут быть получены 

из генов разных геномов в результате различ-
ных путей наследования и реакции на такие 
процессы, как сортировка линий, дуплика-
ция/удаление генов и гибридное видообразо-
вание [18, 45, 74]. 

Хорошее понимание несоответствия 
различных геномов даст более ценные след-
ствия для эволюционного процесса. В ис-
следовании J.H. Ran с соавт. (2006) [63] ре-
конструирована молекулярная филогению 
Picea на основании последовательности двух 
регионов хпДНК trnT-trnF и trnC-trnD. По-
следний включает межгенный спейсер (IGS) 
trnC-petN, ген petN, ген petN-psbM IGS, ген 
psbM и ген psbM-trnD IGS и показал большой 
потенциал для филогенетического анализа на 
низком таксономическом уровне [44, 66]. 

Учитывая, что область вариации в пер-
вом интроне nad5 митохондриального гена, 
кодирующего субъединицу 5 NADH-деги-
дрогеназы, использованная в филогеографи-
ческом исследовании черной и красной ели, 
мономорфна у других елей и хвойных, ис-
следованных Jaramillo-Correa с соавт. (2003) 
[35]. В исследовании J.H. Ran с соавт. (2006) 
[63] также было проведено секвенирование 
этого региона для получения генетической 
информации материнских линий. На основе 
совместного анализа cp- и mt-ДНК была об-
суждена эволюционная история, биогеогра-
фия и эволюция морфологических признаков 
этого сложного рода Picea. Было обнаруже-
но, что североамериканские P. breweriana и 
P. sitchensis являются базальными по отноше-
нию к другим елям, которые в дальнейшем 
были разделены на три клада в филогении 
хпДНК, и что виды Нового Света имеют че-
тыре из пяти обнаруженных митотипов [63]. 

Одним из наиболее ярких примеров при-
менения молекулярных маркеров для пред-
ставителей рода Picea являются генетические 
исследования ели ситхинской (Picea sitchensis 
(Bong.) Carr.). Большинство используемых ге-
нетических маркеров были разработаны для 
ели норвежской и ели белой, а затем перене-
сены на ель ситхинскую. Детальный анализ 
этих генетических индикторов может дать 
лучшее представление об их эффективно-
сти и облегчить выбор подходящей мишени 
в зависимости от целей исследовательской 
работы.
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Рассмотрим более детально каждый из 
типов последовательностей ДНК, которые 
применяли для филогенетических и фило-
географических исследований ели ситхин-
ской.

1. Изозимы. Первые публикации по изо-
зимам для ели ситхинской появились во вто-
рой половине 1970-х годов. В дальнейшем 
изозимы использовались с целью:

– изучения генетического разнообразия 
естественных древостоев [81] и сравнения его 
с генным разнообразием других видов (пихта 

Дугласа, сосна скрученная) из того же реги-
она [80];

– дифференциации ели ситхинской, ели 
белой и их гибридов, а также анализа различ-
ных аспектов интрогрессии [15, 82];

– описания разнообразия и уровня аут-
кроссинга в лесосеменных плантациях ели 
ситхинской [13, 16] в сравнении с природны-
ми популяциями [12].

Список ферментов, количество локусов 
и максимальное число аллелей на локус, об-
наруженных в цитируемых исследованиях, 
представлены в таблице 1.

Таблица 1
Список ферментов, оцененных локусов и количество аллелей для ели ситхинской

Тип фермента

Номер согласно 
международной 

Комиссии по 
ферментам 

Сокращение
Номер 

аллелей*
Источники 

информации

Аспартат-
аминотрансфераза

2.6.1.1
AAT-1, -2 resp.

GOT-1, -2
3, 3 [12, 16, 80, 81, 82]

Аконитаза 4.2.1.3 ACO-1 3 [12, 80, 81]

Альдолаза 4.1.2.13 ALD-1 1 [80, 81]

Алкогольдегидрогеназа 1.1.1.1 ADH-1 3 [82]

Диафораза 1.6.2.3 DIA-1, -2, -3 3, 2, 2 [80, 81, 82]

Эстераза 3.1.1.2 EST-1 4 [12, 81, 82]

Глутаматдегидрогеназа 1.4.1.3 GDH-1 3, 3 [12, 16, 80, 81, 82]

Глюкозо-6-фосфат 
дегидрогеназа

1.1.1.49 G6PDH-1 3 [12, 80, 81, 82]

Изоцитратдегидрогеназа 1.1.1.42 IDH-1 3 [12, 80, 81, 82]

Малат-дегидрогеназа 1.1.1.37 MDH-1, -2, -3 4, 3, 4 [12, 80, 81, 82]

NADH-зависимая 
малатдегидрогеназа

1.1.1.39 ME-1 2 [80, 81]

Пептидаза 3.4.14.5 PEP-1, -2, -3 1, 1, 1 [80, 81]

Фосфоглюкоза 
изомераза

5.3.1.9 PGI-1, -2 4, 3 [12, 16, 80, 81, 82]

Фосфоглюкомутаза 2.7.5.1 PGM-1, -2 3, 5 [12, 16, 80, 81, 82]

6-Фосфоглюконат 
дегидрогеназа

1.1.1.44
6PGDH-1, -2, 

-3
3, 4, 3 [12, 80, 81, 82]

Примечание. *Приводится наибольшее число аллелей, о которых сообщается хотя бы в одном 
источнике информации.



85

Использование молекулярных маркеров...

Так, при помощи изучения изозимов ели 
ситхинской было установлено, следующее: 
некоторые изоферменты (например, GDH, 
6PGDH), по-видимому, полезны для разли-
чения ели ситхинской и ели белой. Поэтому 
их можно использовать для таксономической 
классификации партий семян ели, собран-
ных в районах, где происходит гибридизация 
между этими двумя видами [15, 82].

Для популяций в естественном ареале 
была обнаружена лишь незначительная диф-
ференциация по изозимным локусам. Генети-
ческое разнообразие внутри популяций высо-
кое (92 %). Только 8 % генного разнообразия 
было отнесено к дифференциации между по-
пуляциями [81].

Значительные различия в генном разно-
образии и оценках гетерозиготности были 
обнаружены между лесосеменной планта-
цией в Британской Колумбии и деревьями, 
произростающими в дикой природе: в первом 
случае наблюдалось значительно большее ко-
личество аллелей на локус и процент поли-
морфных локусов [12].

В лесосеменных плантациях уровень 
ауткроссинга и частота аллелей пыльцы у де-
ревьев не одинакова. Отличия в частоте алле-
лей пыльцы в верхней и нижней частях кро-
ны незначительны, в то время как скорость 
ауткроссинга в верхней части кроны заметно 
выше, чем в нижней [13].

На лесосеменной плантации ели Sitka в 
Шотландии высокие значения коэффици-
ента ауткроссинга были обнаружены в год с 
интенсивным цветением. Попытка иденти-
фицировать все клоны с помощью четырех 
ферментных систем не увенчалась успехом. 
Из-за сравнительно низкой степени поли-
морфизма используемых ферментов GOT, 
PGM, PGI и GDH было идентифицировано 
только 42 % клонов [15].

2. ДНК-маркеры органелл (хлоропластная 
(cp) ДНК, митохондриальная (mt) ДНК). 

Исследования, посвященные генетиче-
скому анализу маркеров ДНК органелл у ели 
ситхинской, редки. Поскольку митохондри-
альная ДНК наследуется по материнской ли-

нии, а хлоропластная ДНК – по отцовской, 
маркеры ДНК органелл подходят для ана-
лиза интрогрессии между прибрежной елью 
ситхинской (Picea sitchensis) и внутренними 
видами ели (Picea glauca и Picea engelmanii) 
[30, 70, 71]. Помимо этого, маркеры органелл 
использовались в филогенетическом иссле-
довании рода Picea, который включает и Picea 
sitchensis [63]. Кроме ядерных SSR, Hamilton и 
Aitken (2013) использовали один хлоропласт-
ный PCR-RFLP-маркер и один митохондри-
альный маркер для изучения механизмов, 
вовлеченных в миграцию деревьев и адапта-
цию в ответ на прошлые изменения окружа-
ющей среды [30].

Coombe с соавт. (2016) опубликовали пер-
вый хлоропластный геном ели Sitka, собран-
ный исключительно из геномных библиотек 
Picea sitchensis, подготовленных по протоколу 
10X Genomics [14].

Szmidt с соавт. (1988) [71] и Sutton с соавт. 
(1991) [70] проанализировали полиморфизмы 
длины рестрикционных фрагментов (RFLP) 
из ДНК хлоропластов (хпДНК/ cpDNA). 

Согласно Szmidt (1988) [71], хпДНК пе-
реваривали с помощью четырех эндонуклеаз 
рестрикции – Bam-HI, Bcl-I, Kpn-I и Sac-I , 
каждая из которых распознает специфиче-
скую последовательность нуклеотидов из ше-
сти пар оснований для расщепления. 

Sutton с соавт. (1991) перед клонирова-
нием переваривали mtDNA с помощью Bam-
HI. В вышеупомянутых работах, помимо ели 
ситхинской (Picea sitchensis), анализирова-
лись морфологически чистые деревья ели бе-
лой (Picea glauca), ели западной белой (Picea 
glauca var. albertiana) и ели Энгельмана (Picea 
engelmannii) [70].

Hamilton и Aitken (2013) амплифици-
ровали один универсальный локус хпДНК 
и один локус мтДНК и секвенировали про-
дукты для поиска полиморфизмов [30]. Ran 
с соавт. (2006) также секвенировали насле-
дуемый по материнской линии митохон-
дриальный интрон nad5 и два наследуемых 
по отцовской линии региона хлоропластов 
(таблица 2) [63].
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Таблица 2
Информация о праймерах хлоропластных микросателлитных маркеров, 

использованных в генетическом анализе, ели ситхинской

Локус Последовательность праймера [5’-3’] Tа,oC
Размер

(bp)
Ссылка Источник

Хлоропластные маркеры

trnT-
trnF

F:CATTACAAATGCGATGCTCT
R:ATTTGAACTGGTGGACACGAG

50 500 [30, 63]
Taberlet et al.

(1991)

trnC-
trnD

F:CCAGTTCGAATCCGGGTGTC
R:GGGATTGTAGCTCAATTGGT

55 2324 [63]
Demesure 

et al.
(1995)

Митохондриальные маркеры

Nad5a.1
F:CGCATATGGGTAGCAAGAGGGC
R:GAGGTTTCCCATCACACGGCTCACC

50 500 [30, 63]

Wang et al. 
2000,

Jaramillo-
Correa

and Bousquet,
(2003)

Примечание. * F – Forward; R – Reverse; Ta – температура отжига, °С;

Анализ ДНК-маркеров ели ситхинской 
позволил установить, что геном хлоропластов 
имеет длину 124049 пар оснований. Он имеет 
большое сходство с геномами хлоропластов 
родственных белой ели и норвежской ели 
(Coombe с соавт., 2016) [14].

Рестрикционные паттерны хпДНК, гене-
рируемые Bam-HI, Bcl-I из отдельных деревь-
ев ели ситхинской, ели белой и ели Энгельма-
на, были видоспецифичными. Основываясь 
на этом выводе, Szmidt с соавт. (1988) успеш-
но использовали полиморфизм рестрикции 
хпДНК для классификации партий семян в 
регионах, где происходит гибридизация меж-
ду двумя видами [71].

На основе секвенирования двух хлоро-
пластных и одного митохондриального фраг-
мента Ran с соавт. (2006) установили, что 
Picea sitchensis является базальным видом по 
отношению к другим североамериканским 
елям, которые в филогении хпДНК были раз-
делены на три кластера [63].

По данным Hamilton и Aitken (2013), 
среди 255 особей, подвергшихся секвениро-
ванию, только два хлоропластных гаплоти-
па наблюдались в пределах ~500-bp области 

Trnf-TrnL. Один гаплотип был зафиксиро-
ван в эталонной популяции ели ситхинской 
Haida Gwaii (остров Королевы Шарлотты), а 
другой – в эталонной популяции белой ели 
Fort Nelson. Эти гаплотипы отличались одно-
нуклеотидными мутациями пар оснований в 
пяти местах секвенированного региона (в 87, 
188, 193, 268 и 285 bp) и делецией одной пары 
оснований в 339 bp от 5' конца секвенирован-
ного региона [30].

В пределах секвенированного участ-
ка гена nad5a длиной ~500 bp наблюда-
лись только два гаплотипа. «Четырехну-
клеотидный тандемный повтор оснований 
(CTTGACTTG) в 276 парах оснований от 
5' конца секвенированной области nad5a от-
личает белую ель; у митотипов ели ситхин-
ской этот повтор отсутствует. Митотип бе-
лой ели был обнаружен только у 11 особей, 
секвенированных в эталонной популяции 
белой ели. Митотип ели ситхинской зафик-
сирован во всех других популяциях, включая 
гибридную и эталонную популяции ели сит-
хинской» [30].

3. Маркеры ядерной ДНК (nSSR, EST-
SSRs, SNP)
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a) nSSRs (условно нейтральные микроса-
теллиты), EST-SSRs (микросателлиты, полу-
ченные с помощью тегов выраженной после-
довательности).

Первые ядерные микросателлитные мар-
керы для ели ситхинской были разработаны 
van de Ven и McNicol (1996) [72]. Они исполь-
зовали nSSRs для отбора 58 клонов ели Sitka. 
Позже A’Hara и Cottrell (2004, 2007, 2009) 
разработали дополнительные микросател-
литные маркеры для этого вида в качестве 
инструментов для генетической характери-
стики популяций ели Sitka и отличия от других 
родственных видов ели (например, ели бе-
лой) [4, 5, 6]. 

В связи с частой интрогрессией между 
видами Picea проблема идентификации вида 
и характеристики зон интрогрессии имеет 
большое значение. Поэтому поиск видоспец-
ифичных маркеров, среди которых высоко-
полиморфные микросателлиты, занимает 
центральное место в исследованиях Picea 
sitchensis. 

Помимо разработки новых маркеров, пе-
реносимость уже разработанных nSSR-мар-
керов других видов на ель Sitka проверялась 
многими исследовательскими группами [9, 
10, 32, 61, 64]. 

Например, Hodgetts с соавт. (2001) разра-
ботал 13 nSSR для Picea glauca, 10 из которых 
он успешно амплифицировал в Picea sitchensis 
[32]. Аналогично, из восьми пар праймеров, 
разработанных Rajora с соавт. (2001) для Picea 
glauca, пять амплифицировались и в Picea 
sitchensis [62]. 

Rungis с соавт. (2004) разработали 25 по-
лиморфных EST-SSR-маркеров, которые мо-
гут быть амплифицированы у трех видов ели: 
ели ситхинской (Picea sitchensis), ели белой 
(Picea glauca) и ели внутренней (гибрид Picea 
glauca × Picea engelmannii)[64].

EST-SSR-праймеры, разработанные для 
черной ели (Picea mariana (Mill.) B.S.P.) Perry 
и Bousquet (1998b) [58], были успешно ис-
пользованы для выявления полиморфизмов 
тегов последовательности у ели ситхинской 
и для характеристики генетического разно-
образия природных популяций [9, 26].

Для генетического анализа ели Sitka име-
ется значительное количество высокополи-
морфных nSSR-маркеров. Часть из них была 

разработана специально для ели Sitka, другие 
были перенесены из родственных видов. Так, 
nSSR были успешно применены для иденти-
фикации видов и клонов, изучения гибриди-
зации, анализа генетического разнообразия 
вдоль области произрастания и в зонах ин-
трогрессии.

Сравнение центральных и периферий-
ных популяций ели ситхинской в пределах 
области распространения показывает выра-
женные генетические различия. В то время 
как основные популяции ели ситхинской 
имеют незначительную внутрипопуляцион-
ную генетическую структуру, периферийные 
популяции сильно пространственно структу-
рированы на расстоянии до 500 м. 

Более высокое аллельное богатство и раз-
нообразие генов наблюдалось в центральных 
популяциях по сравнению с периферийны-
ми. Кроме того, в центральных и непрерыв-
ных популяциях было выявлено больше част-
ных аллелей. Разнообразие генов было самым 
низким в изолированных периферийных 
популяциях. Уровень селфинга увеличился с 
7,3 % в центральных популяциях до 35,2 % в 
северной изолированной популяции с остро-
ва Кодьяк (Mimura and Aitken 2007a, 2007b) 
[48, 49]. Инбридинг выше в периферийных 
популяциях. В основных популяциях число 
мигрантов значительно выше [25, 26, 27].

По мнению Rajora с соавт. (2001), близко-
родственные виды ели Picea sitchensis и Picea 
glauca можно различить с помощью SSR-мар-
кера PGL12. PGL12 амплифицируется только 
у Picea glauca, в то время как у Picea sitchensis 
продуктов амплификации не наблюда-
лось [62].

Bennuah с соавт. (2004) [9] разработали 
полезный гибридный индекс для классифи-
кации отдельных семейств и популяций в ин-
трогрессированных популяциях между елью 
ситхинской и белой елью на основе EST-SSR 
маркеров, разработанных Perry и Bosquet 
(1998a, 1998b) [57, 58]. Результаты позволили 
сделать вывод, что в середине зоны интро-
грессии нет чистых особей одного вида.

В зоне интрогрессии была обнаружена 
незначительная дифференциация между по-
пуляциями. Hamilton и Aitken (2013) объяс-
няют это широким распространением потока 
генов между двумя видами [30].
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б) SNPs (однонуклеотидные полимор-
физмы).

Holliday с соавт. (2010) [33] исследо-
вали однонуклеотидные полиморфизмы 
(SNPs) в ели ситхинской, используя Illumina 
GoldenGate. Эти SNP были получены в ре-
зультате повторного секвенирования кодиру-
ющих генов, которые были выбраны частич-
но на основе различий в экспрессии генов 
во время осенней холодной акклиматизации 
(Holliday с соавт. 2012) [34] и частично на ос-
нове функциональной информации от мо-
дельных видов (например, Arabidopsis thaliana, 
Populus trichocarpa). Кроме того, ~100 SNP 
были генотипированы из случайно выбран-
ных генов, чтобы служить в качестве набора 
нейтральных маркеров. Из 768 SNP, предна-
значенных для массива, 339 дали генотипы 
высокого качества и были полиморфными, 
что аналогично результатам современных ис-
следований других хвойных пород [33]. 

Эти SNP были использованы для изу-
чения демографической истории и местной 
адаптации. В последнем случае были обна-
ружены многочисленные связи между ге-
нотипом и фенотипом, что демонстрирует 
полезность SNP-маркеров для понимания 
адаптации (Holliday с соавт., 2010) [33]. Эта же 
панель SNP послужила основой для исследо-
ваний интрогрессии между елью ситхинской 
и елью белой [29, 30], а также между елью сит-
хинской и елью Энгельмана [17].

Pavy с соавт. (2013) разработали два мас-
сива SNP высокой плотности на основе тех-
нологии Infinium iSelect (Illumina) для ис-
пользования у ели белой (Picea glauca), один с 
7338 сегрегационными SNP, представляющи-
ми 2814 генов различных молекулярно-функ-
циональных классов, другой с 9559 сегрега-
ционными SNP, представляющими 9543 гена, 
22,4 % этих SNP были сегрегационными и у 
ели ситхинской [55].

Эти исследования демонстрируют эф-
фективность и качество генотипирования 
на основе массивов, и ожидается, что такие 
методы будут по-прежнему результативны в 
будущем. 

В то же время, в этой области происхо-
дит переход к генотипированию на основе 
последовательностей следующего поколения. 
Особенно эффективным для хвойных деревь-

ев, таких, как ель ситхинская, с их больши-
ми геномами, является генотипирование с 
помощью секвенирования (GBS) и особенно 
захват последовательности. 

Например, Suren с соавт. (2016) показали, 
что определение последовательностей может 
быть задействовано как для внутренней ели 
(Picea glauca × engelmanii), так и для сосны 
скрученной (Pinus contorta), и хотя нам не 
известно о соответствующих работах для ели 
Sitka, применение тех же приманок для про-
чтения должно быть возможным для этого 
вида (на основе таргетного секвенирования 
ДНК нескольких сородичей, проведенного в 
рамках данного исследования) [69].

Согласно данным Holliday с соавт. (2010), 
SNPs выявляют три кластера для ели Sitka: 
популяции в Калифорнии, Орегоне и Бри-
танской Колумбии; популяции на Аляске; 
популяции с острова Кадьяк [33].

Ассоциации генотип–фенотип для холо-
достойкости и времени закладки почек были 
обнаружены в 28 генах-кандидатах, описан-
ных выше. Интересно, что ковариация меж-
ду тестами на селективную нейтральность и 
широтное происхождение популяций ука-
зывает на то, что послеледниковая история 
повлияла на вариации по всему ареалу, ели 
ситхинской, и предполагает, что следует 
проявлять осторожность в тестах генотип–
среда, поскольку возможны ложные связи, 
если структура популяции не контролирует-
ся эффективно [33].

Большое количество разработанных SNP 
может быть полезно в исследованиях генети-
ческой ассоциации, популяционной генети-
ки, геномного прогнозирования и картирова-
ния геномных связей [55].

В заключение можно отметить, что ис-
пользование молекулярных маркеров стало 
незаменимым инструментом в изучении фи-
логении рода Picea. Благодаря этому подхо-
ду мы смогли более точно реконструировать 
эволюционную историю рода и определить 
сложные взаимоотношения между его вида-
ми. Дальнейшие исследования и усовершен-
ствование методов анализа молекулярных 
данных помогут повысить ценность получа-
емой информации и увеличить точность вы-
водов о происхождении и развитии данных 
растений.
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