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Еще в XIX в. было обнаружено, что рентгенов-
ские лучи вызывают повышенную частоту 

появления мутантных потомков у насекомых, 
родителей которых подвергали облучению, и 
сформулированы некоторые общие принципы 
действия радиации на живые системы. Принцип 
отсутствия пороговой дозы свидетельствует о 
том, что абсолютно безопасных для живых ор-
ганизмов доз излучения не существует и любое 
радиационное воздействие может вызвать ге-
нетические изменения у потомков облученного 
родителя. Суть принципа «накопления дозы» 
состоит в том, что дозы, полученные организмом 
в течение жизни аккумулируются, поэтому чем 
больше продолжительность жизни, тем более ве-
роятны последствия как для организма, так и для 
его потомства. Принцип удваивающей дозы вве-
ден для сопоставления относительного эффекта 
генетических нарушений, возникших в результате 
естественного мутационного процесса и инду-
цированного радиационным воздействием. Так, 
для растений количество энергии, необходимое 
для удвоения количества мутаций по сравнению 
с естественным уровнем мутирования, лежит в 
широком диапазоне — 8…390 рад [1].

После открытия повреждающего действия 
ионизирующих излучений, выражающегося в 
гибели клеток различных тканей, или всего ор-
ганизма было обнаружено, что величины доз, 
приводящие к летальным эффектам, различаются 
в широких пределах, порой на несколько поряд-
ков. Другими словами, каждому биологическому 

объекту свойственна своя мера восприимчивости 
к воздействию ионизирующей радиации, т. е. 
видовая радиочувствительность.

Радиочувствительность может сильно варьи-
ровать даже в пределах одного вида и определя-
ется понятием «индивидуальная радиочувстви-
тельность» [2].

Среди прочих радиоактивных изотопов, дли-
тельно присутствующих в местах загрязнения 
после произошедших на объектах атомного про-
филя аварий, особому учету подлежат цезий-137 
и стронций-90. Являясь, с точки зрения метабо-
лических путей химическими аналогами калия и 
кальция, они представляют опасность для млеко-
питающих, в том числе для человека [3]. 

Радионуклиды (цезий-137, стронций-90) в  
дерново-подзолистых, оподзоленных супесча-
но-песчаных (в меньшей степени суглинистых) 
почвах мигрируют ежегодно в более глубокие 
горизонты, попадая рано или поздно в корнео-
битаемые слои почвы. Здесь они захватываются 
корневой системой растений и вновь выносятся 
растениями на поверхность. Поэтому поверх-
ность почв на некоторое время в местах загряз-
нений ставшая менее радиоактивной, оказыва-
ется со временем более радиоактивной (за счет 
листового опада и пр.). Скорость вертикальной 
миграции различна для разных радионуклидов, 
видов растений и гранулометрического состава 
почв. Коэффициент перехода может отличаться 
на порядки [4]. 

В 2016 г. Научный комитет ООН по действию 
атомной радиации оценил эффекты радиаци-
онного воздействия на растения и животных и 
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обнаружил, что гипотетический диапазон доз 
облучения 1…10 Гр вряд ли приведет к эффек-
там в популяциях животных и растений, однако 
индивидуальные реакции на радиационное воз-
действие варьируют. Когда уровни радиацион-
ного воздействия являются низкими или очень 
низкими, что более характерно для средового 
радиационного воздействия, возникновение от-
даленных эффектов не подтверждается, с учетом 
статистических и других неопределенностей. Тем 
не менее вследствие возможных индивидуальных 
реакции организмов подобные эффекты нельзя 
исключать [5]. Исследования динамики изме-
нения биометрических показателей древесных 
видов указывают на пропорциональный характер 
воздействия радиации [6]. Известно, что хвойные 
деревья более чувствительны и заметно дольше 
восстанавливаются после радиационного воз-
действия, чем лиственные, в том числе по при-
чине отсутствия у первых сезонного листопада 
и возможности быстро избавиться от зараженной 
биомассы.

На молекулярном уровне ионизирующее излу-
чение может приводить к одно- и двуцепочечным 
разрывам ДНК, а также сшивкам между азотисты-
ми основаниями, белками матрикса и гистонами 
[7]. Подобные процессы по своей природе носят 
случайный характер локализации и выше упомя-
нутые перестройки имеют место как в интронной, 
так и в экзонной (значимой) части генома.

Перестройки, сопровождающиеся переме-
щением только поврежденных участков хромо-
сом, когда весь генетический материал остается 
связанным с центромерой и может равномерно 
распределяться между дочерними клетками, от-
носят к стабильным, так как они могут передавать 
генетический материал из поколения в поколе-
ние, сохраняясь в организме в течение многих 
лет. Примером могут служить транслокации, при 
которых участок генома перемещается в новое 
для него место в молекуле ДНК, но продолжает 
функционировать [2].

Такая хромосомная аберрация, как потеря 
гетерозиготности генов-супрессоров опухоле-
вого роста, часто приводит к онкологии у мле-
копитающих [8]. Для сосны повышенная часто-
та хромосомных аберраций также свойственна 
фенотипически мутантным формам. Причины 
подобных нарушений связывают преимуществен-
но со стрессовыми условиями или длительным 
воздействием неблагоприятных факторов окружа-
ющей среды. К ним можно отнести и облучение в 
местах радиационного загрязнения. Сосна обык-
новенная в силу высокой видовой адаптивности 
может служить, таким образом, цитогенетиче-
ским маркером экстремальности условий среды 
обитания [9]. 

Защитные механизмы, имеющиеся в арсе-
нале клеток, позволяют в некоторых случаях 
противостоять негативным факторам среды, 
непосредственно воздействующим на геном, в 
частности, наличие различных систем репарации 
ДНК [10]. Большим числом работ с примене-
нием радиобиологических исследований пока-
зано, что создание условий для возможности 
восстановления поврежденной структуры ДНК 
после воздействия гамма- или рентгеновского 
излучения, приводит к значительному увеличе-
нию доли выживших клеток. Это явление, обу-
словленное созданием условий для активизации 
ферментативных систем репарации и увеличе-
нием времени восстановления структур ДНК 
до начала синтеза и вступления клеток в митоз, 
было названо восстановлением потенциально 
летальных повреждений. В зависимости от ус-
ловий скорость восстановления определяется 
характеристическим промежутком времени —  
от 1 до 10 ч [2].

В отличие от морфологических аномалий, 
ростовых показателей и уровня выживаемости 
сохранившиеся генетические мутации носят за-
частую скрытый характер, проявляют себя не в 
первом поколении и накапливаются со временем.

Степень гетерозиготности, как известно, яв-
ляется хорошей предпосылкой генетической из-
менчивости и, в свою очередь, обусловливает 
потенциал адаптации. Адаптивные же качества 
популяции и вида определяют его сохранность, 
иными словами, эволюционную успешность.

Исследования с направленным искусствен-
ным гамма-облучением семян сосны позволили 
установить, что частота аномалий морфогенеза 
сильнее развита у сеянцев в первые несколько 
лет, нежели у взрослых плодоносящих деревьев. 
Дополнительное острое гамма-облучение семян 
сосны обыкновенной выявило возрастание ра-
диоустойчивости растений из хронически облу-
чаемых популяций на 20 % по сравнению с кон-
тролем. Аномалии строения взрослых деревьев 
связаны с пороговой дозой 7 Гр/год [11]. 

Цель работы
Цель работы — оценка вклада радиационной 

нагрузки как фактора внешней среды в изменение 
генетической структуры субпопуляций сосны и 
дуба.

Объекты и методы
Работы по радиологическому исследованию 

земель лесного фонда выполняли специалисты 
филиала ФБУ «Рослесозащита» — «Центр за-
щиты леса Воронежской области», имеющие со-
ответствующее профильное образование и опыт 
работ.
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Для изучения были заложены стационарные 
участки. Размер стационарных участков, зало-
женных в типичных для лесничества лесорас-
тительных условиях, составил 50×50 м. На ста-
ционарных участках осуществляли отбор проб 
древесины без коры, древесины с корой и коры 
без древесины для последующих измерений. Кро-
ме того, на стационарных участках закрепляли 
пять постоянных точек и выполняли дозиметрию. 
При дозиметрии на постоянных точках проводили 
замеры мощности дозы гамма-излучения.

Для определения средней фактической плот-
ности загрязнения были проведены измерения 
удельной активности цезия-137 в пробах почвы 
из стационарных участков.

Подготовку счетных образцов проводили в 
лаборатории радиационного контроля в соответ-
ствии с принятыми методиками, утвержденными 
и введенными в действие приказом Рослесхоза от 
05.09.1994 г. № 192.

В зоне наибольшего радиоактивного загрязне-
ния проводили отбор образцов древесины основ-
ных лесообразующих пород (дуба черешчатого и 
сосны обыкновенной) с целью исследования био-
логической устойчивости генетического аппарата 
к постоянно повышенному радиационному фону.

Данный вид исследования включает в себя:
– отбор образцов вегетативных частей расте-

ний (листвы, хвои, древесины);
– выделение ДНК;
– постановку полимеразной цепной реакции 

(ПЦР);
– проведение электрофореза;
– визуализацию результатов;
– анализ полученных данных.
Для оценки состояния лесных генетических 

ресурсов специалисты центра защиты леса Во-
ронежской обл. провели молекулярно-генетиче-
ский анализ 24 образцов растительного материала 
сосны обыкновенной (Pínus sylvéstris — 10 шт.) 
и дуба черешчатого (Quércus róbur — 14 шт.), 
собранных с загрязненных территорий Белго-
родской обл. — Алексеевского и Красненского 
лесничеств. Для оценки степени устойчивости и 
дефицита гетерозигот результаты ДНК-анализа 
сравнили с генетическими показателями нор-
мальных (контрольных) насаждений из Белго-
родской обл. Шебекинского лесничества (в том 
же количестве по породам).

Исследование степени гетерозиготности вы-
борок сосны обыкновенной и дуба черешчатого 
проводили с использованием метода SSR-ана-
лиза [12], показавшего свою эффективность при 
изучении генотипа на популяционном уровне 
[13–16]. Выделение ДНК проведено СТАВ-ме-
тодом [17]. Концентрацию ДНК после выде-
ления измеряли с помощью спектрофотометра 

NanoPhotometer® P-Class P 330. ПЦР проводили 
на амплификаторе T100 Thermal Cycler фирмы 
Bio-Rad. В работе использовали пять SSR-прай-
меров для сосны обыкновенной: lw_isotig21953, 
Psy142, Psy144, psy 117, lw_isotig04306, и во-
семь SSR-праймеров для дуба черешчатого:  
QrZAG112, QrZAG7, QrZAG87, QrZAG96, 
QrZAG39, QrZAG11, QrZAG20, QrZAG110. Про-
дукты амплификации разделяли в 6 % ПААГ 
(трис-ЭДТА-ацетатная буферная система) вер-
тикальной электрофоретической камере VE-20  
фирмы Helicon. Гели окрашивали в растворе бро-
мистого этидия, далее визуализировали резуль-
таты с помощью системы гель документации.  
В качестве стандартного маркера длины исполь-
зовали ДНК плазмиды pBR322 E. coli, обработан-
ную эндонуклеазой рестрикции HpaII. Молеку-
лярный вес ампликонов определяли с помощью 
программного обеспечения Photo-Capt.

Каждый SSR-фрагмент рассматривали как 
генетический локус. Генетические параметры 
образцов оценивали на основании полиморфизма 
между микросателлитными локусами. В каждом 
локусе определяли количество четких ярких 
воспроизводимых полос, которые принимали за 
доминантные аллели, а отсутствие полос — за 
рецессивные. Биологическая устойчивость гено-
мов двух видов была опосредованно определена 
на молекулярном уровне через процент гетерози-
готности выборок по сравнению с радиационно 
«чистыми» насаждениями.

Результаты и обсуждение
У исследованных образцов сосны обыкновен-

ной всего выявлено 17 аллельных вариантов, у 
дуба черешчатого — 26. Уровень полиморфизма 
обеих пород составляет 100 %. Основная зона 
фрагментов для сосны обыкновенной распределя-
лась в диапазоне 153…262 п. н., для дуба череш-
чатого — 84…296 п. н. Каждый из образцов имел 
индивидуальный спектр амплифицируемых фраг-
ментов, отличающийся от других образцов ко-
личеством, размером и степенью выраженности. 
Число локусов сосны обыкновенной, полученных 
при амплификации ДНК исследованных образцов 
с загрязненной территории с каждым из прайме-
ров. изменялось от 1 до 7, у дуба черешчатого — 
от 2 до 6. Число локусов в нормальных (контроль-
ных) насаждениях дуба черешчатого варьировали 
в диапазоне 4–8 для дуба черешчатого и 3–9 для 
сосны обыкновенной. Среднее их число на прай-
мер составило 4. Для сосны обыкновенной мак-
симальное количество полиморфных фрагментов 
получено в результате асплификации с прайме-
ром lw_isotig21953 и составило 7 шт., мини-
мальное с праймерами psy 144 и psy 142 — 1 шт.  
Максимальное количество полиморфных фраг-
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ментов для дуба черешчатого из зоны радиа-
ционного обследования получено в результате 
асплификации с праймером QrZAG39 — 7 шт., 
минимальное с праймером QrZAG96 — 2 шт. 
Однако следует помнить, что при генетической 
паспортизации могут не учитываться уникальные 
аллели. У образцов из нормальных насаждений 
количество аллелей больше, для локуса QrZAG5b 
выявлено 8 аллелей, менее полиморфными ока-
зались локусы QrZAG96, QrZAG110 (4 аллеля).

Полученные значения F-статистик Райта пока-
зывают, что каждое отдельное дерево в нормаль-
ных насаждениях в среднем обнаруживает 15%-й 
дефицит гетерозигот относительно популяции и 
около 27 % составляет дефицит гетерозиготных 
генотипов относительно вида Quercus robur. Для 
образцов из зон с радиационным загрязнением  
0…0,99  Ки/км2 дефицит гетерозигот выше  
на 7 %, а зон загрязнения 1…4,99 Ки/км2 — на 12 % 
относительно нормальных насаждений, что явля-
ется указанием на снижение их устойчивости к 
неблагоприятным факторам окружающей среды.

По мнению некоторых авторов, радиоактивное 
загрязнение произошедшее в результате аварии 
на Чернобыльской атомной электростанции в 
1986 г. не могло не отразиться на генетической 
структуре субпопуляций сосны и дуба, что сле-
дует учитывать в мониторинге лесные экосистем 
[4, 6, 9, 11, 12, 18].

Увеличенная доля гомозигот обусловлена пре-
вышением естественной скорости накопления 
генетических изменений в субпопуляциях, что 
указывает на искусственные причины, наиболее 
вероятной из которых в данном случае является 
постоянно повышенный радиационный фон.

В рамках исследований была проведена оценка  
вероятности совпадения каждого генотипа (про-
исхождения). При установлении различий в локу-
сах достаточно обнаружить несовпадение в одном 
исследованном аллеле исследуемых частей ДНК 
для исключения второй степени родства (сибсов) 
геномов растений. Эта проверка целесообразна 
по причине вероятности ложного генотипирова-
ния отдельных локусов. Вероятность совпадения 
рассчитывалась на основе данных о выявлен-
ных частотах встречаемости аллелей в иссле-
дуемых образцах. Все исследованные особи не 
имеют сходных аллелей в исследуемых локусах  
(рис. 1, 2).

Выводы
Молекулярно-генетический анализ 10 образ-

цов сосны обыкновенной и 14 образцов дуба 
черешчатого показал, что полиморфизм SSR-мар-
керов у исследуемых образцов составил 100 %. 
Использованные в исследовании маркеры позво-
ляют проводить мониторинг состояния популя-
ций видов родов Pinus и Quércus. Полученные 

Рис. 1. Вероятности совпадений двух особей из исследуемых образцов сосны обыкно-
венной Областного казенного учреждения «Красненское лесничество»

Fig. 1. Match probabilities of two individuals from the studied samples of Scots pine of the 
Regional State Institution «Krasnenskoye Forestry»

Рис. 2. Вероятности совпадений двух особей из исследуемых образцов дуба черешчатого 
Областного казенного учреждения «Алексеевское лесничество»

Fig. 2. Match probabilities of two individuals from the studied samples of Common oak of the 
Regional state institution «Alekseevskoye forestry»
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значения F-статистик Райта выявили высокий 
дефицит гетерозиготных генотипов в насажде-
ниях с радиационно-загрязненных территорий. 
Это состояние может найти отражение в сниже-
нии продуктивности насаждений рассмотренных 
лесообразующих видов. 
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COMMON OAK AND SCOTS PINE SUBPOPULATIONS GENETIC CHANGES 
UNDER PROLONGED EXPOSURE TO LOW DOSES OF RADIATION

V.A. Sivolapov, L.A. Loginova, E.A. Vorob’eva, V.N. Veprintsev, S.V. Shchetinkin
FBU «Roslesozaschita» — «CFP of Voronezh region», 105, Lomonosov st., 394000, Voronezh, Russia
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The probability of population significant changes as a result of prolonged exposure to increased radiation in 
the habitat of the main forest-forming species is considered. The amount of contamination at stationary sites is 
correlated with the level of heterozygosity of pine and oak samples.
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