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Myrica gale L. (восковник болотный) – мно-
голетний двудомный листопадный кустарник 
из семейства Myricaceae. Приурочен к сильно 
увлажненным умеренно-бореальным приат-
лантическим экотопам Северного полушария. 

В Европе наиболее обилен на Британских 
островах и в Фенноскандии. На территории 
Российской Федерации встречается только 
в Карелии и Ленинградской области (Komarov, 
1936; Ivanter, Kuznetsov, 2007; Volkova et al., 2021), 
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Анализ полиморфизма геномной ДНК – один из широко используемых подходов при изуче-
нии генетической структуры природных популяций. Его успешно применяют к различным 
видам растений. Но многие виды пока практически не исследованы, что в первую очередь 
связано с методическими сложностями при выделении хорошо очищенной геномной ДНК. 
Эти сложности связаны с тем, что для растений характерны многочисленные органические 
соединения (полисахариды, полифенолы, липиды и т.п.), загрязняющие ДНК и значительно 
снижающие ее качество. К числу таких видов относится восковник болотный (Myrica gale L.) – 
многолетний приатлантический кустарник, размножающийся главным образом вегетатив-
но (проростки восковника встречаются в природе очень редко). Мы разработали простой 
протокол выделения высококачественной геномной ДНК из листьев восковника и провели 
AFLP-анализ 42 растений этого вида из трех субпопуляций на территории природного заказ-
ника “Лебяжий”. Использовав три пары праймеров, вычленили 22 фрагмента амплификации, 
8 из которых оказались мономорфными. По остальным 14 фрагментам средний уровень их 
полиморфизма был невысок: в зависимости от исследованной субпопуляции он варьировал 
от 0.079 до 0.129. Как показал проведенный нами анализ, все три исследованные субпопуля-
ции восковника оказались полиморфными с преобладанием двух общих AFLP-генотипов. 
По-видимому, соответствующие растения являются вегетативными потомками основателей 
данной популяции. Обнаруженные редкие AFLP-генотипы (представлены всего одним или 
двумя растениями; в общей сложности таких генотипов выявлено 12), вероятно, возникли 
в результате мутационных и рекомбинационных процессов. Полученные данные свидетель-
ствуют о том, что в воспроизведении и расселении восковника роль полового размножения 
тоже существенна.
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это самые восточные популяции в ареале вида. 
Как правило, они сравнительно малочисленны 
(обычно не более двухсот-трехсот растений), 
причем некоторые испытывают сильное антро-
погенное воздействие, что приводит к их сокра-
щению и угрозе исчезновения. Соответственно, 
данный вид растений включен в Красную кни-
гу РФ (The Red Book…, 2008) со статусом “ред-
кий” (категория 3). 

Одной из интересных биологических осо-
бенностей восковника является его преиму-
щественно вегетативное размножение (Poore, 
1956; Skene et al., 2000). Дело в том, что соот-
ношение полов у данного вида резко сдвинуто 
в сторону мужских растений: женские обычно 
составляют абсолютное меньшинство, а в не-
которых природных популяциях не отмече-
ны вовсе (Ivanter, Kuznetsov, 2007; Volkova et al., 
2021). Кроме того, даже в самых благоприятных 
условиях всхожесть семян восковника невысо-
ка (Schwintzer, Ostrofsky, 1989; Skene et al., 2000). 
Его проростки встречаются в природе редко 
(Poore, 1956), а их жизнеспособность зависит 
от многих факторов, в том числе от симбио-
тических отношений с азотфиксирующими 
актиномицетами из рода Frankia (Bond, 1951; 
Schwintzer, Lancelle, 1983; Schwintzer, Ostrofsky, 
1989; Crocker, Schwintzer, 1993). Соответственно, 
принято считать, что у восковника роль поло-
вого размножения весьма невелика (Poore, 1956; 
Skene et al., 2000).

Перечисленные факты позволяют предполо-
жить, что многие популяции восковника, осо-
бенно периферические, имеют сугубо клональ-
ное происхождение, т.е. представлены раметами 
одного и того же генотипа. Чтобы проверить 
справедливость этой гипотезы, необходимо 
провести молекулярно-генетический анализ 
растений восковника из достаточно крупной 
популяции, находящейся на краю ареала и 
в значительной степени изолированной от дру-
гих популяций. Однако таких исследований не 
проводили. 

Генетических данных о восковнике крайне 
мало. Предполагают, что он является гексапло-
идом: для этого вида характерно 48 хромосом 
при n = 8 для семейства Myricaceae (MacDonald, 
1989; Skene et al., 2000). Молекулярно-генетиче-
ские данные о восковнике сводятся к резуль-
татам штрих-кодирования (de Vere et al., 2012; 

Kuzmina et al., 2017) и отдельным геномным 
последовательностям в GeneBank. В этих рабо-
тах были использованы дорогостоящие методы 
на основе зарубежных коммерческих наборов 
реагентов (de Vere et al., 2012) или автоматизи-
рованных систем для выделения ДНК (Kuzmina 
et al., 2017). Наше исследование требовало более 
дешевых подходов. 

Проблема осложняется тем, что для восков-
ника характерен широкий спектр соединений, 
затрудняющих выделение высококачествен-
ной геномной ДНК. К подобным соединениям 
в первую очередь относятся полисахариды, ли-
пиды и полифенолы (Rogers, Bendich, 1985; 1989; 
Dairawan, Shetty, 2020; Ryabushkina et al., 2012; 
Aggarwal et al., 2022; Galaktionova et al., 2023). 
Между тем высокоточные молекулярно-генети-
ческие методы, в частности широко использу-
емый AFLP-анализ (Amplified Fragment Length 
Polymorphism; Vos et al., 1995; Blears et al., 1998; 
Mueller, Wolfenbarger, 1999, требуют хорошего 
уровня очистки ДНК. 

Показано, что стебли и листья Myrica gale по-
крыты многочисленными железистыми трихо-
мами, выделяющими широкий спектр липидов, 
в том числе восков (Svoboda et al., 1998; Popovici 
et al., 2008). В экссудатах генеративных и веге-
тативных органов присутствуют разнообразные 
флавоноиды и эфирные масла (Malterud, 1992; 
Popovici et al., 2008; 2010; Rosa et al., 2020). Бла-
годаря десяткам вариантов полифенолов восков-
ник проявляет отчетливо выраженную лекар-
ственную, фитотоксическую, репеллентную 
и антимикробную активность (Blackwell et al., 
2003; Sylvestre et al., 2005; Popovici et al., 2008; 2011; 
Silva et al., 2015; Rosa et al., 2020). Таким образом, 
восковник является сложным объектом для вы-
деления высококачественной геномной ДНК. 

В настоящей работе предложен простой про-
токол, позволяющий выделять из восковника 
геномную ДНК, пригодную для последующе-
го AFLP-анализа. Используя данный протокол, 
мы исследовали генетический полиморфизм 
восковника, произрастающего на территории 
государственного природного заказника “Ле-
бяжий” (южное побережье Финского залива). 
Этот локус выбран нами по трем причинам. 
Во-первых, местная популяция восковника – 
одна из самых крупных в Ленинградской обла-
сти. Во-вторых, она находится на значительном 
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удалении (более 25  км) от других известных 
популяций данного вида, т.е. в достаточно вы-
сокой степени изолирована от них. В-третьих, 
выбранный локус неоднороден, в результате 
чего исследованная нами популяция разделена 
на три обособленные субпопуляции в трактов-
ке Беклемишева (Beklemishev, 2015). Анализи-
руя генетический полиморфизм этих субпопу-
ляций, мы проверяли справедливость гипотезы 
о том, что каждая из них имеет сугубо клональ-
ное происхождение, т.е. представлена раметами 
одного и того же AFLP-генотипа.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Место исследования. Растительный мате-
риал собирали в государственном природном 
заказнике регионального значения “Лебяжий” 
(Ломоносовский р-н, Ленинградская обл.), а 
также непосредственно прилегающих к нему 
территориях. Для данного заказника характер-
ны эталонные приморские ландшафты южного 
берега Финского залива. К их числу относятся 
мелководная часть акватории и прибрежная 
зона, представленная вытянутыми вдоль берега 
дюнными песчаными грядами, чередующими-
ся с межгрядовыми понижениями. Гряды заня-
ты разреженными зеленомошными сосняками 
с брусникой, вороникой и вереском. Межгрядо-
вые понижения заболочены. В экотонах болот 
с сосняками сформировались заросли черно-
ольшаников. Местная популяция восковника 
представлена тремя субпопуляциями, удален-
ными на разное расстояние от Финского залива 
и отделенными друг от друга песчаными гряда-
ми с сосняками.

Субпопуляция А (рис. 1). Произрастает 
на песчаном участке, отделенном от Финского 
залива первой узкой дюнной грядой и сфор-
мировавшимися за ней зарослями тростника. 
При изменении уровня воды в заливе и во вре-
мя весеннего снеготаянья регулярно затопля-
ется. Испытывает интенсивную рекреацион-
ную нагрузку. Восковник произрастает узкой 
прерывистой полосой на границе между за-
рослями тростника и второй песчаной грядой 
с сосняком бруснично-вороничным. В полосе 
тростниковых зарослей (ширина 50–60 м) по-
мимо Phragmites australis (проективное покрытие 
80%) произрастает Galium palustre (5%), Carex 
acuta (3%), C. elangata (1%), Sium latifolium (1%) 
и мхи (10%): Sphagnum squarosum, Sphagnum sp., 
Calliergon cuspidatum. В древостое сосняка брус-
нично-вороничного кроме Pinus sylvestris (высо-
той 12–15 м) отмечена Sorbus aucuparia (2–4 м), а 
также единичные особи Viburnum opulus (0.6 м) и 
Aronia melanocarpa (0.7 м). В напочвенном покро-
ве преобладает Impetrum nigrum (30%), Vaccinium 
vitis-idaea (20%), V.  myrtillus (3%), Deschampsia 
caespitosa (7%), Carex nigra (2%), Fragaria vesca 
(5%) и Melica nutans (2%). Отмечены единичные 
экземпляры Luzula pilosa и Hieracium umbellatum. 
Из-за вытаптывания моховой покров прак-
тически отсутствует. В зоне произрастания 

Рис. 1. Заросли восковника в субпопуляции А. 

Fig. 1. Myrica gale thickets in subpopulation A.
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восковника, достигающего по крытия до 60%, 
встречается Alnus glutinosa (10–12 м), Frangula 
alnus (1.5–3 м), Salix cinerea (2.5 м) и S. starkeana 
(3  м). Напочвенный покров состоит из 
Chamaepericlymenum suecicum (до 15%), Phragmites 
australis (10%), Calamagrostis epigeios (3%), Sium 
latifolium (2%), Galium palustre (1%), Carex acuta 
(1%), C. elangata (1%). Эта субпопуляция разби-
та на фрагменты, различающиеся по виталите-
ту растений. В некоторых фрагментах высота 
восковника составляет 1.2 м, в других восков-
ник активно усыхает, его высота не превышает 
0.7 м. Обнаружены только мужские растения.

Субпопуляция Б (рис. 2). Произрастает в по-
нижении за второй дюнной грядой в низинном 
мезо-евтрофном болоте, облесенном по кра-
евым кочкам ольхой черной и березой пуши-
стой. Восковник присутствует как в облесен-
ной, так и в болотной зоне, частично заходя 
до центра последней. На освещенных участках 
он демонстрирует высокий виталитет (высо-
та растений 1.0–1.4  м, покрытие 40%). Резко 
преобладают мужские растения, но встреча-
ются и единичные женские. Cреди травяни-
стых растений наблюдается чередование до-
минирования Phragmites australis (10–40%) и 
Eriophorun vaginatum (5–30%), а также Carex 
acuta (5–20%), C. elangata (5%), Viola epipsela (5%), 
Comarum palustre (5%), Menyanthes trifoliate (2%), 
Calla palustris (2%), Naumburgia thyrsifolia (1%) и 
др. В облесенной части – Alnus glutinosa (4–6 м), 
Betula pubescens (до 8 м), Pinus sylvestris (7–8 м) 
и Salix cinerea (до 3 м). В напочвенном покро-
ве произрастают Phragmites australis (40%), Carex 
rostrata (10%), Carex elangata  (10%), Eriophorun 
vaginatum (3%), Calla palustris (2%), Agrostis canina 
(2%), Dryoptheris cartusiana (2%), Comarum palustre 
(1%). Из мхов на обоих участках преобладает 
Sphagnum squarosum и Sphagnum centrale.

Субпопуляция В (рис. 3) наиболее удалена от 
Финского залива. Отделена от субпопуляции Б 
широкой песчаной грядой с проложенной по 
ней дорогой, окруженной березо-сосняком 
восковниково-сфагновым. Восковник харак-
теризуется высоким виталитетом, высота рас-
тений 1.0–1.2 м. Все растения мужские, но на 
одном зафиксирован небольшой женский побег. 
Древостой низкой сомкнутости (0.3–0.4) со-
стоит из Pinus sylvestris (7–11 м), Betula pubescens 
(5–8 м), Alnus glutinosa (4–6 м), Salix cinerea (3 м). 

В напочвенном покрове присутствуют Carex 
rostrata (10%), Carex elangata (10%), Eriophorun 
vaginatum (30%), Calla palustris (2%), Comarum 
palustre (2%), Naumburgia thyrsifolia (1%) и мхи: 
Sphagnum centrale (10%), Sphagnum fallax (10%), 
S. squarrosum (30%), Polytrichum commune (1%).

Несмотря на близкое расположение друг 
к другу и несомненное отсутствие строгой изо-
ляции (особенно во время сильных наводнений), 
каждая из трех перечисленных субпопуляций 
заслуживает отдельного внимания в связи с раз-
ноудаленностью от Финского залива. 

Сбор растительного материала. Материал со-
бирали в мае – июне 2022–2023 гг. Как показали 

Рис. 2. Заросли восковника в субпопуляции Б. 
Fig. 2. Myrica gale thickets in subpopulation B.

https://www.researchgate.net/publication/301741442_Sphagnum_centrale_and_S_palustre_from_Mediterranean_Basin_A_Comparison_with_Conspecific_North_American_Populations_by_Microsatellite_Analysis
https://www.researchgate.net/publication/301741442_Sphagnum_centrale_and_S_palustre_from_Mediterranean_Basin_A_Comparison_with_Conspecific_North_American_Populations_by_Microsatellite_Analysis
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наши предыдущие исследования (Galaktionova 
et al., 2023), даже молодые листья восковника, 
собранные в природе, малопригодны для вы-
деления высококачественной геномной ДНК 
из-за высокого содержания восков (неслучай-
но вид получил такое название). Поэтому мы 
модифицировали сбор растительного матери-
ала. Выбирали побег с неполностью раскры-
тыми почками, отрезали его верхнюю часть 
(5–6 почек), помещали отрезанную часть по-
бега в бутыль с питьевой водой и выдерживали 
при комнатной температуре в течение недели. 
В этих условиях происходило интенсивное рас-
крытие вегетативных почек, в результате чего 
развивались обильно облиственные, быстро ра-
стущие боковые побеги без заметных призна-
ков накопления восков. По мере формирования 
листовых пластинок восковника мы собирали 
их в пластиковые пробирки и немедленно за-
мораживали в холодильнике при −70оС. Такой 
свежезамороженный растительный материал, 
полученный из листьев с малым содержанием 
восков (в дальнейшем мы называем его “опти-
мизированным биоматериалом восковника”), 
длительное время хорошо сохраняет ДНК и 
легко гомогенизируется. 

Выделение геномной ДНК из оптимизирован-
ного биоматериала восковника. За основу мы 
взяли максимально упрощенный протокол, 
разработанный для выделения геномной ДНК 
из свежих листьев резуховидки Таля (Arabidopsis 
thaliana (L.) Heynh.) (Kotchoni, Gachomo, 2009). 

Адаптируя данный протокол к оптимизиро-
ванному биоматериалу восковника, мы внес-
ли в него несколько изменений, что позволило 
значительно повысить качество выделяемой 
геномной ДНК. Модифицированный протокол 
выглядит следующим образом:

20–50 мг оптимизированного биоматериала 
восковника быстро переносили в охлажденную 
на льду микроцентрифужную пробирку объе-
мом 1.5 мл и тщательно гомогенизировали пла-
стиковым пестиком;

к полученному гомогенату добавляли 800 мкл 
лизирующего раствора (0.5 М NaCl, 2%-й SDS, 
1%-й поливинилпирролидон МВ 40 КДа), вор-
тексировали в течение 20 с, инкубировали с пе-
ремешиванием при комнатной температуре 
в течение 10 мин, после чего оставляли на льду 
на 10 мин. Полученную смесь центрифугирова-
ли при 13000 об/мин 4 минуты при комнатной 
температуре; 

надосадочную жидкость (около 400 мкл) ак-
куратно переносили в чистую микроцентри-
фужную пробирку, добавляли равный объем 
холодного изопропанола и аккуратно переме-
шивали, переворачивая пробирку в течение 
2 минут. Полученную смесь центрифугирова-
ли при 13000 об/мин, 30 минут при комнатной 
температуре;

аккуратно удаляли надосадочную жидкость, 
к полученному осадку добавляли 500 мкл отмы-
вочного раствора (1 М гуанидин изотиоцианат, 

Рис. 3. Заросли восковника в субпопуляции В. 
Fig. 3. Myrica gale thickets in subpopulation C.
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50%-й изопропанол), вортексировали в течение 
20 с и инкубировали в шейкере при 500 об/мин 
5  мин при комнатной температуре. Получен-
ную смесь центрифугировали при 13000 об/мин 
10 минут при комнатной температуре;

аккуратно удаляли надосадочную жидкость, 
к полученному осадку добавляли 500 мкл хо-
лодного 70%-го этанола, вортексировали в тече-
ние 30 с и инкубировали 2 мин при комнатной 
температуре. Полученную смесь центрифуги-
ровали при 13000 об/мин 10 минут при комнат-
ной температуре;

аккуратно удаляли надосадочную жидкость, 
держали пробирку открытой до полного испа-
рения этанола, затем добавляли 100 мкл деио-
низированной воды и аккуратно перемешивали 
до растворения осадка. Полученный раствор 
геномной ДНК хранили при −20оС для после-
дующего использования.

Качество выделенной ДНК проверяли ме-
тодом электрофореза в 1%-м агарозном геле 
с окраской бромистым этидием (в качестве 
маркера длин фрагментов использовали 
ДНК-маркер Sky-High, “Биолабмикс”, Россия). 
Количество выделенной ДНК определяли на 

флуориметре Qubit-1 (Thermo Fisher Scientific, 
США) набором QuDye dsDNA HS Assay Kit 
(Lumiprobe, Россия) согласно инструкциям 
производителей.

Получение флуоресцентно меченных фрагмен-
тов ДНК для AFLP-анализа. В качестве основы 
мы использовали протокол, описанный в ста-
тье (Blignaut et al., 2013). Мы оптимизировали 
данный протокол, использовав в нем следую-
щие реагенты: 

эндонуклеаза рестрикции (рестриктаза) EcoR I  
с 10х SE-буфером EcoRI (ООО “СибЭнзайм”,  
Россия), 

рестриктаза Tru9 I с 10х SE-буфером W (ООО 
“СибЭнзайм”, Россия) – изошизомер рестрик-
тазы Mse I, 

T4 ДНК лигаза с 10х Overnight ligation buffer 
(“Евроген”, Россия), мастер-микс для ПЦР  
БиоМастер LR HS-ПЦР (2×) (“Биолабмикс”, Россия),

мастер-микс для ПЦР БиоМастер LR HS-ПЦР  
(2×) (“Биолабмикс”, Россия).

Все необходимые олигонуклеотиды были за-
казаны и синтезированы в ООО “Вега” ГК “Ал-
кор Био” (Россия). Названия и нуклеотидные 

Название олигонуклеотида
Oligonucleotide name

Нуклеотидная последовательность (5’ → 3’)
Base sequence (5’ → 3’)

Адаптеры для реакции лигирования с фрагментами рестрикции
Adapters for ligation with the restriction fragments
EcoRI-AF CTCGTAGACTGCGTACC
EcoRI-AR AATTGGTACGCAGTCTAC
Tru9I-AF GACGATGAGTCCTGAG
Tru9I-AR TACTCAGGACTCA
Праймеры для реакции предамплификации
Primers for preamplification
EcoRI-PA GACTGCGTACCAATTC
Tru9I-PA GATGAGTCCTGAGTAA
Праймеры для реакции селективной амплификации
Primers for selective amplification
F-EcoRI-CAT FAM-GACTGCGTACCAATTCCAT
F-EcoRI-ATG FAM-GACTGCGTACCAATTCATG
F-EcoRI-AAT FAM-GACTGCGTACCAATTCAAT
Tru9I-CTT GATGAGTCCTGAGTAACTT

Таблица 1. Названия и последовательности олигонуклеотидов, использованных в работе
Table 1. Names and sequences of the oligonucleotides used

Примечание. FAM – флуорофор флуоресцеин.
Note. FAM – fluorophore fluorescein.
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последовательности олигонуклеотидов приве-
дены в табл. 1.

Реакция с рестриктазой EcoR I. К 200–300 нг 
геномной ДНК добавляли 5  е.а. EcoR  I, 1х 
SE-буфер W и деионизированную воду до объ-
ема 30  мкл. Реакцию проводили в ПЦР-ам-
плификаторе при +37оС в течение 4 часов. Для 
окончания реакции рестриктазу инактиви-
ровали при +65оС в течение 20 мин. Качество 
реакции проверяли методом электрофореза 
в 1.5%-м агарозном геле с окраской бромистым 
этидием (10 мкл реакции на дорожку).

Реакция с рестриктазой Tru9 I. В пробир-
ку с геномной ДНК, обработанной рестрик-
тазой EcoR I (20 мкл), добавляли 5 е.а. Tru9 I, 
1 мкл 10х SE-буфера W и деионизированную 
воду до объема 30  мкл. Реакцию проводили 
в ПЦР-амплификаторе при +65оС в течение 
4 часов. Для окончания реакции рестриктазу 
инактивировали при +80оС в течение 20 мин. 
Полученную смесь хранили при температуре 

−20оС до проведения реакции лигирования.

Подготовка адаптеров к лигированию. Непо-
средственно перед реакцией лигирования адап-
теры EcoRI-AF (5 мкМ) и EcoRI-AR (5 мкМ) 
смешивали в пропорции 1 : 1 в пробирке, инку-
бировали при +95оС в течение 5 минут, а затем 
охлаждали при комнатной температуре в те-
чение 10 мин. Аналогично адаптеры Tru9I-AF  
(50  мкМ) и Tru9I-AR (50  мкМ) смешивали 
в пропорции 1  : 1 в пробирке, инкубировали 
при +95оС в течение 5 мин и охлаждали при 
комнатной температуре в течение 10 мин. 

Лигирование адаптеров с фрагментами ре-
стрикции. В пробирку объемом 0.5  мл вно-
сили 8 мкл рестрикционной смеси, 2 мкл 10х 
Overnight ligation buffer, 4 мкл адаптера EcoR I, 
4 мкл адаптера Mse I и 2 мкл лигазы (конечный 
объем реакции 20  мкл), инкубировали при 
температуре +14оС в течение 14–16 часов, после 
чего хранили при температуре −20оС до прове-
дения реакции предамплификации.

Реакция предамплификации. Аликвоту ре-
акции лигирования разводили в 10 раз в деио-
низированной воде и переносили 5 мкл в 0.2-мл 

Субпопуляция А
Subpopulation A

Субпопуляция Б
Subpopulation B

Субпопуляция В
Subpopulation C

59°95′07.66” 29°56′79.95” 59°95′54.96” 29°55′70.20” 59°95′55.59” 29°55′60.14”
59°95′07.79” 29°56′79.97” 59°95′54.83” 29°55′68.37” 59°95′55.33” 29°55′61.67”
59°94′93.90” 29°57′22.05” 59°95′54.68” 29°55′67.19” 59°95′55.79” 29°55′41.88”
59°94′96.93” 29°57′24.57” 59°95′54.71” 29°55′67.18” 59°95′55.78” 29°55′41.98”
59°94′96.14” 29°57′25.57” 59°95′54.72” 29°55′67.39” 59°95′55.32” 29°55′41.86”
59°94′93.65” 29°57′29.05” 59°95′54.74” 29°55′67.44” 59°95′55.42” 29°55′40.63”
59°94′91.33” 29°57′31.30” 59°95′54.72” 29°55′67.41” 59°95′55.62” 29°55′40.70”
59°94′90.32” 29°57′32.46” 59°95′54.72” 29°55′67.41” 59°95′55.80” 29°55′42.11”
59°94′90.28” 29°57′33.27” 59°95′54.75” 29°55′67.39” 59°95′55.71” 29°55′42.02”

59°95′54.75” 29°55′67.38” 59°95′55.58” 29°55′40.69”
59°95′54.76” 29°55′67.18” 59°95′55.33” 29°55′39.29”
59°95′54.75” 29°55′67.36” 59°95′55.25” 29°55′38.19”
59°95′54.81” 29°55′66.05” 59°95′55.19” 29°55′37.98”

59°95′55.02” 29°55′36.21”
59°95′55.25” 29°55′34.02”
59°95′55.38” 29°55′33.81”
59°95′55.49” 29°55′33.60”
59°95′55.63” 29°55′33.43”
59°95′55.71” 29°55′33.05”
59°95′55.86” 29°55′29.84”

Таблица 2. Координаты проанализированных растений Myrica gale
Table 2. Coordinates of the analyzed Myrica gale plants
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ПЦР-пробирку. Затем в пробирку добавляли 5 пМ 
праймера EcoRI-PA, 5  пМ праймера Tru9I-PA,  
12.5  мкл мастер-микса для ПЦР и деионизи-
рованную воду до 25 мкл. Реакцию проводили 
в ПЦР-амплификаторе с нагреваемой крышкой 
по следующей программе:

1 цикл: денатурация: +95оС – 5 мин;
25 циклов: денатурация: +95оС – 20 с; отжиг: 

+56оС – 35 с; элонгация: +72оС – 30 с;
1 цикл: +62оС – 30 мин.
Качество реакции проверяли методом элек-

трофореза в 1.5%-м агарозном геле с окраской 
бромистым этидием (5 мкл реакции на дорожку). 
Пробирку с реакцией хранили при −20оС до про-
ведения реакции селективной амплификации.

Реакция селективной амплификации. Алик-
воту реакции предамплификации разводили 
в 20 раз в деионизированной воде и переносили 
по 5 мкл в три 0.2-мл ПЦР-пробирки. В пробир-
ки добавляли соответственно 5 пМ праймера 
F-EcoRI-CAT, или 5 пМ праймера F-EcoRI-ATG, 
или 5 пМ праймера F-EcoRI-AAT. В каждую про-
бирку добавляли по 20 пМ праймера Tru9I-CTT,  

12.5 мкл мастер-микса для ПЦР и деионизиро-
ванную воду до объема 25  мкл. Реакции про-
водили в ПЦР-амплификаторе с нагреваемой 
крышкой по следующей программе:

1 цикл: денатурация: +95оС – 5 мин;
30 циклов: денатурация: +95оС – 20 с; отжиг: 

+56оС – 35 с; элонгация: +72оС – 30 с;
1 цикл: +62оС – 30 мин.
Качество реакции проверяли методом элек-

трофореза в 1.5%-м агарозном геле с окраской 
бромистым этидием (5 мкл реакции на дорож-
ку). Пробирки с результатами реакции хранили 
в светонепроницаемом контейнере при −20оС 
до проведения дальнейшего анализа.

Проведение фрагментного анализа (AFLP). 
Один микролитр каждого анализируемого 
ПЦР-продукта, содержащего флуоресцентную 
метку, разводили в 10 раз в деионизированной 
воде. К 1 мкл разведенного амплификата добав-
ляли 10 мкл Hi-Di формамида (Applied Biosystems, 
США) и 1  мкл стандарта молекулярного веса  
CD-450 (“Синтол”, Россия). Затем образцы 
денатурировали при +95°С в течение 5 мин 
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Рис. 4. Пример хроматограммы с выбранными для анализа амплифицированными фрагментами геномной ДНК 
Myrica gale. Использована пара праймеров F-EcoRI-AAT и Tru9I-CTT. Число над пиком означает размер выбран-
ного фрагмента (п.н.). Фрагменты, соответствующие другим высоким пикам на этой хроматограмме, не были 
выбраны для анализа, поскольку не всегда воспроизводились в независимых технических повторностях. Оран-
жевым цветом показаны маркеры длин фрагментов.  
Fig. 4. An example of a chromatogram with the amplified of Myrica gale genomic DNA fragments chosen for the analysis. 
The used pair of primers is F-EcoRI-AAT and Tru9I-CTT. The number above a peak indicates the size of the selected 
fragment (bp). Fragments corresponding to other high peaks in this chromatogram were not selected for analysis because 
they were not always reproducible in independent technical replicates. Fragment length markers are shown in orange.
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и помещали на лед. Электрофорез образцов 
проводили с помощью генетического анали-
затора ABI3500xL (Applied Biosystems, США). 

Для анализа амплифицированных фрагмен-
тов использовали программное обеспечение 
Genemarker, Version 1.85 (SoftGenetics, LLC, США). 

Использованные пары праймеров
Used pairs of primers

Размер выбранных фрагментов ДНК (п.н.)
Size of chosen DNA fragments (bp)

F-EcoRI-CAT и Tru9I-CTT
F-EcoRI-CAT and Tru9I-CTT 103, 117, 133, 303, 306, 437

F-EcoRI-ATG и Tru9I-CTT
F-EcoRI-ATG and Tru9I-CTT 101, 118, 121, 128, 267, 415

F-EcoRI-AAT и Tru9I-CTT
F-EcoRI-AAT and Tru9I-CTT 116, 125, 165, 203, 239, 280, 309, 313, 317, 363

Таблица 3. Выбранные для AFLP-анализа амплифицированные фрагменты геномной ДНК Myrica gale
Table 3. The amplified genomic DNA fragments of Myrica gale chosen for AFLP analysis

Таблица 4. AFLP-генотипы исследованных растений Myrica gale в заказнике “Лебяжий” 
Table 4. AFLP genotypes of the studied Myrica gale plants in the Lebyazhiy Reserve

AFLP-генотип
AFLP genotype

Субпопуляция
Subpopulation

A B C

1 Все фрагменты
All fragments 2 3 3

2 Все, кроме 103 п.н.
All fragments except 103 bp 6 3 9

3 Все, кроме 313 п.н.
All fragments except 313 bp – 1 –

4 Все, кроме 101 и 121 п.н.
All fragments except 101 and 121 bp – 1 –

5 Все, кроме 101 и 267 п.н.
All fragments except 101 and 267 bp – 2 –

6 Все, кроме 103 и 118 п.н.
All fragments except 103 and 118 bp – 1 –

7 Все, кроме 103 и 313 п.н.
All fragments except 103 and 313 bp – 2 –

8 Все, кроме 101, 103 и 267 п.н.
All fragments except 101, 103, and 267 bp – – 1

9 Все, кроме 101, 118 и 280 п.н.
All fragments except 101, 118, and 280 bp – – 2

10 Все, кроме 103, 117 и 313 п.н.
All fragments except 103, 117, and 313 bp – – 2

11 Все, кроме 117, 121, 128 и 165 п.н.
All fragments except 117, 121, 128, and 165 bp 1 – –

12 Все, кроме 103, 117, 125 и 313 п.н.
All fragments except 103, 117, 125, and 313 bp – – 1

13 Все, кроме 165, 239, 313, 317 и 363 п.н.
All fragments except 165, 239, 313, 317, and 363 bp – – 1

14 Все, кроме 117, 239, 280, 313, 317 и 363 п.н.
All fragments except 117, 239, 280, 313, 317, and 363 bp – – 1

Всего / Total 9 13 20
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Статистическая обработка результатов. Соот-
ношение обычных и редких AFLP-генотипов 
в субпопуляциях сравнивали с использованием 
метода хи-квадрат (Glotov et al., 1982).

РЕЗУЛЬТАТЫ

Для анализа полиморфизма геномной ДНК 
восковника мы использовали оптимизиро-
ванный биоматериал, полученный из 51  по-
бега, собранного в государственном природ-
ном заказнике “Лебяжий”. Учитывая высокую 
склонность восковника к вегетативному раз-
множению, мы собирали побеги, отстоящие 
друг от друга на расстояние около 5 м. При этом 
старались равномерно охватить всю террито-
рию, занимаемую каждой из трех исследуемых 
субпопуляций. В субпопуляции А были собра-
ны 14 побегов, в субпопуляции Б – 15, в субпо-
пуляции В – 22. 

Выделить достаточное количество высоко-
качественной ДНК (не менее 1 мкг на образец), 
пригодной для использования в AFLP-анали-
зе, удалось из 42 образцов оптимизированно-
го биоматериала восковника. В результате мы 
проанализировали 9  растений из субпопуля-
ции А, 13 из субпопуляции Б и 20 из субпопу-
ляции В. Координаты этих растений представ-
лены в табл. 2. 

При проведении AFLP-анализа мы использо-
вали три комбинации праймеров: F-EcoRI-CAT  
и Tru9I-CTT, F-EcoRI-ATG и Tru9I-CTT, 
F-EcoRI-AAT и Tru9I-CTT. В каждом случае 
мы выявили широкий спектр амплифициро-
ванных фрагментов ДНК размером от 100 до 
450 п.н. Большинство из них были плохо вычле-
няемы из-за множественности и близкого рас-
положения друг к другу. Для каждой исполь-
зованной пары праймеров мы выбрали хорошо 
вычленяемые, четко выраженные фрагменты 
(рис. 4), стабильно воспроизводимые при по-
вторном анализе. Каждый образец анализиро-
вали в двух технических повторностях. В общей 
сложности выбрали 22  амплифицированных 
фрагмента (табл. 3). 

По восьми фрагментам (116, 133, 203, 303, 306, 
309, 415 и 437 п.н.) все проанализированные 
растения были одинаковыми. По остальным 
фрагментам мы обнаружили полиморфизм, 
при этом средний уровень их полиморфности 

составлял 0.079 для субпопуляции А, 0.088 для 
субпопуляции Б и 0.129 для субпопуляции В.

В исследованной выборке из 42  растений 
восковника мы выявили 14  разных AFLP-ге-
нотипов (табл. 4). Два из них присутствовали 
в каждой из субпопуляций и составляли бо-
лее половины исследованной выборки (62%). 
По-видимому, это результат вегетативного раз-
множения двух генетически разных растений 
восковника, когда-то послуживших основате-
лями всей популяции. 

Остальные обнаруженные нами AFLP-гено-
типы представлены в исследованной выборке 
единичными растениями (либо всего одним, 
либо двумя). Примечательно, что каждый 
из этих редких генотипов был выявлен толь-
ко в одной из субпопуляций. Суммарная доля 
таких генотипов в субпопуляции А была ниже, 
чем в субпопуляциях Б и В (11, 54 и 40% соот-
ветственно). Этот вывод подтверждается кри-
терием хи-квадрат (p < 0.05 при ν = 1). Однако 
с учетом специфики сбора материала и огра-
ниченной численности восковника в обследо-
ванном локусе объем использованной выборки 
весьма невелик, что не позволило провести де-
тальный статистический анализ генетической 
структуры указанных субпопуляций. Для про-
яснения ситуации необходимы дополнитель-
ные исследования с использованием значи-
тельно более крупной выборки. 

ОБСУЖДЕНИЕ

В настоящей работе впервые проведен мо-
лекулярно-генетический анализ растений 
восковника. Данный вид многократно исполь-
зовали в молекулярных исследованиях для вы-
яснения спектра азотфиксирующих эндосим-
бионтов (Huguet et al., 2001, 2004; Popovici et al., 
2010, 2011), но сам восковник оставался прак-
тически неизученным. Генетические сведения 
об этом объекте сводились к числу хромосом 
(2n = 48) (MacDonald, 1989; Skene et al., 2000), 
результатам штрих-кодирования (de Vere et al., 
2012), а также единичным геномным последо-
вательностям в GeneBank.

Мы разработали простой и сравнительно 
дешевый протокол выделения высококаче-
ственной геномной ДНК из этого вида. Взяв 
за основу максимально упрощенный протокол, 
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предложенный Kotchoni и Gachomo (2009) для 
выделения ДНК из свежих листьев резуховид-
ки Таля, мы внесли в него ряд модификаций:

ДНК выделяли из оптимизированного био-
материала восковника (Galaktionova et al., 2023);

увеличили концентрацию NaCl и SDS в лизи-
рующем буфере до 0.5 M и 2% соответственно; 

ввели в состав лизирующего буфера 1%-й по-
ливинилпирролидон МВ 40 КДа;

увеличили объем лизирующего буфера до 
800 мкл; 

увеличили время инкубации с лизирующим 
буфером до 10 мин;

после лизиса ввели дополнительную инкуба-
цию на льду 10 мин;

изменили состав отмывочного буфера, введя 
в него 1 М гуанидин изотиоцианат;

изменили объем этанола для осаждения ДНК 
до количества, равного объему надосадочной 
жидкости, собранной после центрифугирования.

Перечисленные модификации позволили 
нам осуществить хорошую очистку геномной 
ДНК восковника от многочисленных липидов 
и полифенолов, характерных для данного вида 
растений.

Выделенная нами геномная ДНК восков-
ника оказалась пригодной для проведения 
AFLP-анализа. Используя три пары прайме-
ров (F-EcoRI-CAT и Tru9I-CTT, F-EcoRI-ATG 
и Tru9I-CTT, F-EcoRI-AAT и Tru9I-CTT), мы 
получили 22 четко вычленяемых и хорошо 
воспроизводимых амплифицированных фраг-
мента. Обычно при проведении AFLP-анализа 
количество вычленяемых фрагментов заметно 
выше и может исчисляться даже несколькими 
сотнями (Saunders et al., 2001; Nguyen et al., 2004; 
Gil-Vega et al., 2006; Patsias, Bruelheide, 2011; 
Leipold et al., 2020). В нашем случае фрагменты 
тоже были многочисленными, но большинство 
из них не поддавалось четкому вычленению 
из-за близкого расположения друг к другу. Воз-
можно, это связано с полиплоидной природой 
восковника при наличии существенного ме-
жгеномного полиморфизма: каждый геном дает 
множество фрагментов, накладывающихся друг 
на друга и затрудняющих анализ. Подобные си-
туации описаны для Lolium spp. (Roldan-Ruiz et 
al., 2000). Тем не менее даже при использовании 

двух десятков амплифицированных фрагмен-
тов мы обнаружили генетический полимор-
физм изучаемого вида. 

Принято считать, что в воспроизведении 
восковника однозначно преобладает вегета-
тивное размножение (Poore, 1956; Skene et al., 
2000; Volkova et al., 2021). В связи с этим каза-
лось вполне логичным ожидать, что обследо-
ванная нами популяция восковника, будучи 
в достаточно высокой степени изолированной, 
является клоном, ведущим свое происхожде-
ние от некоего единичного растения-основате-
ля. Если бы такое предположение было верным, 
все или почти все представители данной попу-
ляции имели бы один и тот же AFLP-генотип. 
Между тем исследованная выборка оказалась 
полиморфной. 

Мы выявили в ней 14  AFLP-генотипов 
(табл. 4). Два из них (№ 1 и 2) – самые обильные 
во всех трех субпопуляциях: в общей сложности 
растения этих генотипов составляли более 60% 
всей выборки. По-видимому, они представляют 
собой два клона, возникших в результате веге-
тативного размножения двух разных основате-
лей данной популяции. 

Остальные AFLP-генотипы относятся к ред-
ким. Каждый из них представлен в исследо-
ванной выборке всего лишь одним или двумя 
растениями. Возможно, такие растения яв-
ляются мутантами, возникшими на основе 
двух AFLP-генотипов, наиболее обильных 
в обследованной нами популяции. В частно-
сти, AFLP-генотип № 3 может быть мутантом 
на основе AFLP-генотипа №  1. Аналогично 
AFLP-генотип № 6 может быть производным 
AFLP-генотипа № 2.

Разнообразие редких AFLP-генотипов 
восковника, по-видимому, связано не толь-
ко с мутационным процессом. В пользу тако-
го предположения свидетельствует отсутствие 
одного и того же амплифицированного фраг-
мента сразу в нескольких разных AFLP-гено-
типах. Например, фрагмент длиной 117 п.н. от-
сутствует в AFLP-генотипах № 10, 11, 12 и 14. 
Маловероятно, чтобы такой эффект был обу-
словлен четырьмя независимо возникшими му-
тациями, приводящими к отсутствию одного и 
того же фрагмента. Более вероятно, что одна 
и та же мутация оказалась в четырех разных 
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AFLP-генотипах в результате неких рекомби-
национных процессов. 

Этот вывод хорошо согласуется с тем об-
стоятельством, что некоторые из выявленных 
нами AFLP-генотипов можно рассматривать 
в качестве рекомбинантных. В частности, это 
касается AFLP-генотипов № 1, 2, 3 и 7: здесь 
наблюдается отчетливая рекомбинация по на-
личию/отсутствию фрагментов длиной 103 и 
313 п.н. Приведенные факты указывают на то, 
что в воспроизведении и расселении восковни-
ка заметную роль играет не только вегетатив-
ное, но и семенное (т.е. половое) размножение. 

Наши данные не позволяют ответить на во-
прос, где именно происходит половое размно-
жение восковника. Возможно, оно осущест-
вляется, хотя бы и редко, непосредственно 
в исследованных нами субпопуляциях. В поль-
зу такой гипотезы свидетельствует тот факт, что 
среди проанализированных растений было не-
сколько женских (этот вопрос будет рассмотрен 
в отдельной статье). Впрочем, вполне вероятно, 
что редкие генотипы поступают в обследован-
ную нами популяцию извне – из других попу-
ляций с иной генетической структурой. Для 
ответа на этот вопрос необходимо исследовать 
как минимум несколько разных популяций 
восковника.
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