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ОЦЕНКА ГЕНЕТИЧЕСКОЙ ИЗМЕНЧИВОСТИ БЕЛОРУССКИХ ПОПУЛЯЦИЙ 
ОФРИС НАСЕКОМОНОСНОЙ (OPHRYS INSECTIFERA L.) С ИСПОЛЬЗОВАНИЕМ 

МОЛЕКУЛЯРНЫХ iPBS-МАРКЕРОВ

Аннотация. Проведен анализ генетической гетерогенности двух популяций офрис насекомоносной (Ophrys 
insectifera L.), произрастающих в Лепельском районе (Березинский биосферный заповедник) и в Ушачском районе 
(окрестности д. Веркуды). Вид имеет I категорию охраны (CR – критическая угроза исчезновения). Результаты, полу-
ченные с помощью использования iPBS-маркеров, показали, что у популяции из д. Веркуды более высокий уровень 
генетической гетерогенности, чем у популяции из Березинского биосферного заповедника. Анализ молекулярной 
вариансы (AMOVA) показал, что основная доля генетической изменчивости является внутрипопуляционной (64 %). 
Определен коэффициент генетической дифференциации популяций (Gst = 0,26). Анализ главных координат (PCoA) 
выявил две группы, которые совпадали с природными популяциями, и подтвердил большую генетическую гетеро-
генность у популяции из д. Веркуды.
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Abstract. An analysis of genetic heterogeneity was performed for two populations of Ophrys insectifera L. located in the 
Berezinsky Biosphere Reserve and the Verkudy village. The species are critically endangered (CR). The analysis of data ob-
tained using iPBS markers detected the higher risk of extinction of the population in the Berezinsky Biosphere Reserve than 
the population from the Verkudy village, since the level of population genetic heterogeneity from the Verkudy is higher com-
pared to the Berezinsky Biosphere Reserve. Molecular variance analysis (AMOVA) and other parameters of genetic variation 
showed the major fraction of intrapopulation variation (64 %, Gst = 0.26). Principal Coordinates Analysis (PCoA) revealed 
two groups that coincided with natural populations, and confirmed a larger genetic heterogeneity in the population from the 
Verkudy.
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Введение. Национальные генетические ресурсы растений как один из основных компонентов 
биоразнообразия являются основой экологической безопасности страны. Негативная трансфор-
мация природных экосистем сопровождается стремительным обеднением видового состава рас-
тительных сообществ. Первыми на деструктивные изменения реагируют редкие виды растений, 
так как у больших популяций больше шансов на самовосстановление и самоподдержание [1]. 

Оценку генетического разнообразия и структуры популяций растений проводили с исполь-
зованием молекулярных маркеров. Эти маркеры надежны, информативны и могут быть исполь-
зованы на разных стадиях развития растения [2]. Изучение уровня и структуры генетическо-
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го разнообразия природных популяций вида важно для сохранения генетических ресурсов. 
Основная задача популяционной генетики состоит в том, чтобы исследовать распределение и ди-
намическое изменение частот аллелей на уровне популяции, которые вызваны эволюционны-
ми процессами и техногенными событиями. Для всестороннего решения этих задач были раз-
работаны различные математические модели. Информация о генетическом разнообразии дает 
представление об эволюционной истории вида [3], что определяет выбор стратегии управления 
численностью популяций и методов ее осуществления [4]. 

Цель данного исследования – оценить внутри- и межпопуляционную генетическую измен-
чивость обнаруженных в Беларуси популяций Ophrys insectifera L. с использованием молекуляр-
ных iPBS-маркеров. 

Объекты и методы исследования. Офрис насекомоносная (Ophrys insectifera L.) – релик-
товый европейско-средиземноморский вид, существующий в Беларуси в отдельных локалите-
тах за восточной границей ареала и находящийся на грани исчезновения (I категория охраны ‒ 
CR). Охраняется также в России, Украине, Эстонии, Литве и Латвии. Включен в Приложение II 
к Конвенции СИТЕС. В Беларуси известно два места произрастания. 

Офрис насекомоносная – многолетнее травянистое растение высотой 15–35 см, с небольшими 
шаровидными или продолговатыми клубнями. Цветки небольшие, напоминают насекомое (осу), 
собраны в редкое колосовидное соцветие. Завязь слабо скрученная. Плод – эллипсоидальная ко-
робочка с многочисленными семенами. Произрастает на сыроватых и заболоченных лугах, мо-
ховых ключевых и осоковых болотах. Предпочитает карбонатные почвы. Цветет в  июне–июле, 
плодоносит в июле–августе. Энтомофил. Размножение семенное, крайне редко ‒ вегетативное. 
Анемохор. Семена мелкие, прорастают только в присутствии микоризного гриба. Отличается 
оригинальным процессом опыления ‒ путем псевдокопуляции. Считается, что для привлечения 
насекомых растение выделяет летучие вещества, идентичные половым феромонам определен-
ных видов роющих ос. Самцы принимают цветки офриса за своих самок и пытаются осуще-
ствить с ними копуляцию. В результате насекомое, как правило, задевает клейкие поллинии 
и переносит их на своем теле к следующему цветку, осуществляя тем самым опыление [5]. 

В Беларуси этот вид впервые был обнаружен в 2009 г. в Березинском биосферном заповед-
нике (ББЗ) на восточной границе болота «Чистик» [6]. Представлен несколькими локалитетами, 
один из которых является пунктом постоянного наблюдения в системе мониторинга раститель-
ного мира МРМ-КК-Вm-5. Вторая популяция обнаружена в 2015 г. в окрестностях д. Веркуды 
(Ушачский район, Витебская область). Численность этой популяции на момент находки достига-
ла 1000 экземпляров, однако из-за расположения в непосредственной близости от дороги подвер-
галась риску быть вытесненной инвазионными видами. Оба места произрастания располагаются 
на территориях, относящихся к редким биотопам с высоким уровнем видового разнообразия [7]. 

Этот вид находится под угрозой исчезновения из-за деградации среды обитания, которое 
принимает несколько форм: осушение болот, зарастание лугов, снижение уровня лесного хо-
зяйства и вытеснение инвазионными видами. К тому же O. insectifera находится в очень тесной 
связи со своими опылителями, и реализация его генеративного потенциала напрямую зависит 
от стабильности популяций роющих ос. Этот вид подвержен также негативным воздействиям, 
вызванным аридизацией климата [8]. Вероятно, в ближайшее время возникнет необходимость 
в природоохранных мероприятиях, направленных на резервирование и восстановление популя-
ций этого вида. Авторы данного исследования попытались дать ответы на вопросы, касающиеся 
выбора стратегии сохранения его популяций.

Для исследования генетической структуры популяций O. insectifera выделяли ДНК из пред-
варительно высушенных в силикагеле листьев СТАВ-методом [9]. С помощью спектрофотоме-
тра NanoPhotometer (Pearl Implen GmbH, Германия) проверяли качество выделенной ДНК и опре-
деляли количество нуклеиновых кислот и белков в образце на основе их оптической плотности 
при длинах волн 260 и 280 нм соответственно. В исходных выборках соотношение 260/280 ва-
рьировалось от 1,8 до 2,16, а соотношение 260/230 ‒ от 0,83 до 2,32. Образцы с низким показа-
телем соотношения 260/230 были дополнительно очищены с использованием 0,7 %-ного СТАВ-
буфера.
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Для определения уровня генетического разнообразия популяций O. insectifera применяли 
iPBS (inter primer binding site amplification) молекулярные маркеры. Метод iPBS основан на ис-
пользовании ретровирусами и LTR-ретротранспозонами клеточных тРНК в качестве праймеров 
для обратной транскрипции во время циклов их репликации. ТРНК присоединяется к сайту свя-
зывания праймеров (PBS), смежным с 5ˊLTR, и синтезирует простые кДНК минус-цепи с помо-
щью обратной транскриптазы. Продукт ПЦР содержит последовательности как LTR, так и PBS 
вместе с геномной ДНК между двумя LTR. Метод iPBS универсален и обладает рядом преиму-
ществ, так как не требует предварительных знаний о последовательности LTR [10], а мишенями 
для праймеров могут служить фактически все ретротранспозоны. Для видовой и внутривидо-
вой идентификации и анализа необходим небольшой набор праймеров, а использование простых 
аналитических систем для ретротранспозонных маркеров увеличивает преимущество данного 
метода [11]. 

 В исследовании использовали праймеры, предложенные R. Kalendar с соавт. [11] (табл. 1). 
ПЦР проводили в 25 мкл реакционной смеси, содержащей 25–50 нг ДНК, 5 мкл готовой смеси 
для ПЦР ScreenMix («Евроген», Россия), 1 мМ праймера для 12–13 п. н. праймеров или 0,6 мМ 
для 18 п. н. праймеров, и воды. Рекомендованная программа ПЦР включала: 1 цикл при 95 °С 
в течение 3 мин; 28–30 циклов при 95 °C в течение 15 с, при 50–60 °C (в зависимости от прайме-
ра) и при 68 °C (по 60 с); финальную элонгацию при 72 °C в течение 5 мин [11]. Амплификацию 
проводили в программируемом терморегуляторе С1000 Touch Thermal Cycler (MJ Research Inc., 
Bio-Rad Laboratories, США), электрофорез ‒ в 2 %-ном агарозном геле в течение 4,5 ч при напря-
жении 55 В. Окрашивание геля осуществляли бромидом этидия в течение 30 мин и визуализиро-
вали с помощью системы UV Imager Gel Doc XR+ (Bio-Rad, США).

Т а б л и ц а 1. Праймеры, используемые в исследовании

T a b l e 1. Primers used in the study

Праймер Оптимальная температура отжига, °C Последовательность (5ˊ–3ˊ)

2074 49,6 GCTCTGATACCA
2389 50,0 ACATCCTTCCCA
2373 51,0 GAACTTGCTCCGATGCCA
2277 52,0 GGCGATGATACCA
2376 52,0 TAGATGGCACCA
2375 52,5 TCGCATCAACCA
2377 53,0 ACGAAGGGACCA
2378 53,0 GGTCCTCATCCA
2383 53,0 GCATGGCCTCCA
2374 53,5 CCCAGCAAACCA
2095 53,7 GCTCGGATACCA
2083 54,6 CTTCTAGCGCCA
2237 55,0 CCCCTACCTGGCGTGCCA
2239 55,0 ACCTAGGCTCGGATGCCA
2272 55,0 GGCTCAGATGCCA
2077 55,1 CTCACGATGCCA
2232 55,4 AGAGAGGCTCGGATACCA
2390 56,4 GCAACAACCCCA
2273 56,5 GCTCATCATGCCA
2394 56,5 GAGCCTAGGCCA
2220 57,0 ACCTGGCTCATGATGCCA
2242 57,0 GCCCCATGGTGGGCGCCA
2076 59,2 GCTCCGATGCCA
2271 60,0 GGCTCGGATGCCA
2415 61,0 CATCGTAGGTGGGCGCCA
2078 62,8 GCGGAGTCGCCA
2080 63,3 CAGACGGCGCCA
2081 65,0 GCAACGGCGCCA
2270 65,0 ACCTGGCGTGCCA
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Для дальнейшего изучения межпопуляционных различий из 30 протестированных прайме-
ров (табл. 1) было отобрано два ‒ 2076 и 2390. Использование этих праймеров позволило полу-
чить четкие ампликоны ДНК с полиморфными локусами, оптимизировать условия проведения 
ПЦР и провести анализ генетической гетерогенности исследованных популяций. В результате 
конечная программа ПЦР включала: 1 цикл при 95 °С в течение 5 мин; 34 цикла при 95 °C в те-
чение 15 с, для маркера 2076 ‒ при 54 °C, для маркера 2390 ‒ при 53 и 68 °C (по 60 с); финальную 
элонгацию при 72 °C в течение 5 мин.

Для построения двоичной матрицы на основе данных электрофореза использовали про-
грамму PyElph 1.4. Все полосы электрофореза, которые можно точно распознать, оценивали как 
присутствующие (1) или отсутствующие (0) и рассматривали как единичные доминантные ло-
кусы. Полученные данные регистрировали в виде бинарной матрицы, которую затем обраба-
тывали с помощью программы PopGene 1.31 для расчета таких параметров, как доля полиморф-
ных локусов (Р), эффективное (Ne) и наблюдаемое число аллелей (Na), информационный индекс 
Шеннона (I) генетическое разнообразие Нея (He), общее разнообразие генов (Ht), разнообразие 
генов в популяциях (Hs), коэффициент генетической дифференциации (Gst = [Ht‒Hs]/Ht) и поток 
генов в популяциях (Nm). Эти параметры были выбраны как наиболее подходящие для анали-
за результатов, полученных с использованием доминантных молекулярных маркеров [12]. Для 
расчета величины информационного полиморфизма (PIC) и среднего генетического расстояния, 
проведения анализа молекулярной вариансы (AMOVA) и главных координат (PCoA) использова-
ли пакет программ GenALEx 6.5.

Результаты и их обсуждение. На рис. 1 представлены результаты электрофореза для попу-
ляции из ББЗ с использованием iPBS-праймера 2076, применение которых позволило построить 
бинарную матрицу генетических расстояний.

Для исследуемых iPBS-маркеров установлены такие показатели, как количество полиморф-
ных локусов, их доля и PIC (табл. 2). 

Рис. 1. Электрофорез результатов ПЦР с использованием 2076 iPBS-праймера для популяции ББЗ (дорожки 2‒20). 
Первая дорожка ‒ маркер молекулярного веса 1 Кб

Fig. 1. Electrophoresis of PCR results using a 2076 iPBS primer for the BBR population (2‒20 lanes).  
The first lane ‒ 1 Kb molecular weight marker
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Т а б л и ц а 2. Характеристика iPBS-маркеров 2390 и 2076
T a b l e 2. Characteristics of iPBS markers 2390 and 2076

iPBS-маркер К-во полиморфных локусов Доля полиморфных локусов (Р), % Информационный полиморфизм (PIC)

2390 6 40,00 0,32
2076 22 81,48 0,47

При использовании маркера 2076 было обнаружено большее число полиморфных локусов, 
чем при использовании маркера 2390 (6 и 22 соответственно). Коэффициент PIC для маркера 
2076 составил 0,47, для маркера 2390 ‒ 0,32. Так как для доминантных маркеров максимальное 
значение PIC составило 0,5 [13], можно сделать вывод, что оба маркера являются информативны-
ми (маркер 2076 ‒ высокоинформативным) и пригодными для оценки генетической гетероген-
ности популяций Ophrys insectifera L.

На основе полученных бинарных матриц для каждой из популяций были рассчитаны значе-
ния Р, Ne, Nа, I, Не. Кроме того, для всех локусов двух популяций были определены значения P, 
Ne, Na, I, Не, Ht, Hs, Gst и Nm (табл. 3). 

Т а б л и ц а 3. Параметры генетического полиморфизма исследованных популяций Ophrys insectifera L.
T a b l e 3. Parameters of genetic polymorphism of the studied populations of Ophrys insectifera L.

Параметр Популяция 
из д. Веркуды

Популяция 
из ББЗ

Вероятность  
различий между популяциями

Общее для двух 
популяций

Доля полиморфных локусов (P), % 61,9 33,33 0,996 66,67
Наблюдаемое число аллелей (Na) 1,62 ± 0,08 1,33 ± 0,07 0,992 1,67 ± 0,07
Эффективное число аллелей (Ne) 1,3 ± 0,05 1,19 ± 0,05 0,890 1,34 ± 0,06
Генетическое разнообразие Нея (He) 0,19 ± 0,03 0,11 ± 0,03 0,951 0,2 ± 0,03
Информационный индекс Шеннона (I) 0,29 ± 0,04 0,17 ± 0,04 0,971 0,31 ± 0,04
Общее генетическое разнообразие (Ht) 0,20 ± 0,04
Генетическое разнообразие в популяциях (Hs) 0,15 ± 0,02
Коэффициент дифференциации популяций (Gst) 0,26
Поток генов между популяциями (Nm) 1,43

П р и м е ч а н и е. Различия между популяциями оценивали по t-критерию Стьюдента, для доли полиморфных 
локусов – по критерию χ2.

Генетическое разнообразие в популяциях является очень важным для адаптации к изменя-
ющейся среде и, как следствие, для долгосрочного выживания вида. Генетически однородные 
популяции более подвержены влиянию биотических и абиотических факторов и могут элими-
нироваться в результате распространения болезней и патогенов, а популяции с более узким диа-
пазоном генотипов могут исчезать при экстремальных климатических условиях, таких как жара, 
холод, засуха и т. д. [4, 14].

При условии равновесия Харди‒Вайнберга Ne = 1,62 для популяции из д. Веркуды и Ne = 1,33 
для популяции из ББЗ. Значения He, I и Р для популяции из д. Веркуды равняются 0,19; 0,29 
и 61,9 % соответственно, а для популяции ББЗ ‒ 0,11; 0,17 и 33,33 %. 

Основываясь на полученных результатах, можно сделать вывод, что популяция из д. Веркуды 
является более генетически гетерогенной, чем популяция из ББЗ. 

Для анализа генетической изменчивости для всех локусов двух популяций были рассчитаны 
Nа, Ne, He, I и Р, которые составили 1,67; 1,34; 0,20; 0,31 и 66,67 соответственно (табл. 3). 

Разнообразие генов в популяциях (Hs = 0,15) меньше общего генетического разнообразия 
(Ht = 0,2). Gst составил 0,26. Считается, что у инбредных популяций Gst ≥ 0,5, т. е. группы расте-
ний представляют собой единую подразделенную популяцию, состоящую из субпопуляций [15]. 
Полученные данные позволяют предположить, что изученные группы (популяции) O. insectife-
ra L. не являются единой популяцией, т. е., возможно, имели разных родоначальников. 

Поток генов – это движение генов внутри и между популяциями. Интенсивность потока 
генов оказывает важное влияние на дифференциацию популяции. Обычно считается, что при 
Nm > 1 поток генов может предотвратить генетическую дифференциацию между популяциями, 
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вызванную генетическим дрейфом. Когда Nm < 1, генетический дрейф является основной при-
чиной дифференциации генетической структуры среди популяций [16]. Следует подчеркнуть 
два важных момента: во-первых, расчет Nm не учитывает пространственное расположение по-
пуляций. Во-вторых, высокие показатели Nm могут отображать исторический генетический об-
мен и не указывать на текущие показатели миграции. Nm-значения демонстрируют поток генов 
за определенный (обычно неизвестный) период времени [17]. 

Для популяций Ophrys insectifeta L. Nm составил 1,43, что указывает на высокий уровень об-
щих генов в исследованных популяциях. Но так как поток генов между популяциями в данный 
момент маловероятен из-за их географической удаленности, можно предположить, что ранее, 
в какой-то промежуток времени, поток генов между популяциями существовал.

Анализ молекулярной вариансы показал, что большая часть генетического разнообразия 
(64 %) является внутрипопуляционным, а доля генетической вариации между оцененными по-
пуляциями составляет 36 % (табл. 4). Разница между индивидами в популяциях была статисти-
чески значимой (p < 0,001). Считается, что Phi > 0,2 указывает на значительное различие между 
популяциями [18]. Для исследованных популяций PhiPT составил 0,36, следовательно, выявлена 
значительная и достоверная генетическая дифференциация популяций. 

Т а б л и ц а 4. Параметры генетического полиморфизма исследованных популяций Ophrys insectifera L.

T a b l e 4. Parameters of genetic polymorphism of the studied populations of Ophrys insectifera L.

Источник изменчивости Число степеней 
свободы (df)

Сумма  
квадратов (SS)

Средний квадрат 
(MS) Дисперсия PhiPT Доля 

в вариации

Общая вариация 37 160,97 4,35 5,26
0,36**

‒
Между популяциями 1 38,97 38,97 1,87 0,36
Внутри популяций 36 122,00 3,39 3,39 0,64

П р и м е ч а н и е. ** – различия достоверны при уровне значимости p < 0,01.

На графике главных координат (ось 1 составляет 29,86 % отклонения, а ось 2 – 9,24 %), постро-
енном по результатам iPBS-анализа, образцы сформировали две достаточно четкие группы (рис. 2). 

Рис. 2. Распределение исследованных образцов на первых двух главных координатах (PCoA)

Fig. 2. The distribution of the studied samples at the first two principal coordinates (PCoA)
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Такое разделение популяций в целом совпадает с их географическим расположением. Анализ 
PCoA подтверждает ранее полученные данные о том, что популяция из д. Веркуды более гене-
тически гетерогенна, чем популяция из ББЗ. Среднее генетическое расстояние для популяции из 
ББЗ составило 4,41, а для популяции из д. Веркуды – 9,15. Среднее расстояние между особями 
отражает внутрипопуляционное разнообразие, и если расстояние мало, то, соответственно, и ге-
нетическое разнообразие также мало [19]. Результаты подтверждают то, что генетическое разно-
образие для популяции из д. Веркуды существенно больше, чем для популяции из ББЗ.

Заключение. Низкий уровень генетического разнообразия может ограничить способность 
популяций растений реагировать на изменяющиеся условия окружающей среды. Для оценки ге-
нетической гетерогенности существует множество методов, в том числе молекулярных, которые 
основаны на мобильных генетических элементах. В проведенном исследовании примененный 
метод iPBS, который базируется на использовании LTR-ретротранспозонов, позволил исследо-
вать генетическое разнообразие двух популяций Ophrys insectifera L. ‒ из д. Веркуды и из ББЗ. 

В результате проведения статистического анализа данных, полученных с помощью исполь-
зования iPBS-маркеров 2390 и 2076, был определен уровень генетической гетерогенности для 
каждой из популяций. Установлено, что популяция из д. Веркуды, в отличие от популяции из 
ББЗ, имеет более высокий уровень генетического разнообразия. 

Анализ молекулярной вариансы позволил установить, что основная доля генетической из-
менчивости является внутрипопуляционной (64 %). Полученное значение Gst (0,26) показало, 
что популяции не являются субпопуляциями единой популяции. Анализ главных координат вы-
явил две группы, которые совпадали с природными популяциями, и подтвердил большую гене-
тическую гетерогенность у популяции из д. Веркуды. 

На основании полученных результатов можно сделать вывод, что у популяции из ББЗ более 
высокий риск исчезновения, чем у популяции из д. Веркуды. Наличие более высокого уровня 
внутрипопуляционного разнообразия может указывать также на то, что для сохранения вида до-
статочно небольшое количество популяций. Следовательно, на территории Республики Беларусь 
необходимо контролировать состояние (генетическую гетерогенность) обеих найденных попу-
ляций.

Полученные нами результаты могут быть использованы для выбора стратегии сохранения 
вида и оценки способности популяций адаптироваться к неблагоприятным факторам окружаю-
щей среды.
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