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ферментов антиоксидантной 
системы в эндоспермах 
и зародышах семян сосны 
обыкновенной из загрязнённых 
в результате аварии на 
чернобыльской АЭС 
районов Брянской области. 
частота мутаций изоферментных 
локусов, эффективное число 
аллелей и гетерозиготность 
возрастают вместе с увеличением 
поглощённой в репродуктивных 
органах сосны дозой. 
В экспериментальных популяциях 
повышено внутрипопуляционное 
разнообразие и частота 
встречаемости редких морф. 
Генетическая дифференциация 
исследованных популяций 
обусловлена повышенной частотой 
встречаемости редких аллелей.
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полИморфИзм антИоксИдантных ферментов 
в хронИческИ облучаемых популяцИях сосны 
обыкновенной

Леса играют важную роль в поддержании устойчивого состояния био-
сферы и активно используются человеком в хозяйственных и рекреацион-
ных целях. Нарушения генетической структуры доминирующих в лесных 
экосистемах и характеризующихся длительным жизненным циклом дре-
весных видов вследствие потери ценных аллельных вариантов и их комби-
наций ведут к уменьшению пластичности и адаптивности в последующих 
поколениях. В свою очередь, снижение устойчивости доминирующих видов 
вызывает изменения в структуре ценоза, которые могут повлечь за собой 
утрату некоторых входящих в экосистему зависимых видов (Whitham et al., 
2006). Поэтому для успешной адаптации лесных экосистем к меняющим-
ся условиям окружающей среды и возрастающей антропогенной нагрузке 
необходимо сохранение генетического разнообразия составляющих эко-
системы видов.

В результате радиационных аварий на ПО «Маяк» (1957) и Чернобыль-
ской АЭС (1986) лесные экосистемы пострадали в наибольшей степени, т. к. 
кроны деревьев задерживают значительную часть атмосферных выпадений 
и медленно самоочищаются от них (Тихомиров, 1972). Среди древесных рас-
тений наиболее радиочувствительны обладающие крупными хромосомами 
голосеменные (Сарапульцев и др., 1993). После аварии на ЧАЭС площадь 
летального поражения сосновых лесов составила 500–600 га, а сосновых 
насаждений с сильной и средней степенью повреждения соответственно 
3000 и 12 000 га (Козубов и др., 1994). На загрязнённых в результате аварии 
на ПО «Маяк» территориях к осени 1959 г. сосна полностью погибла на пло-
щади 2000 га (Алексахин и др., 2001). Значительно большие территории лес-
ных массивов подверглись радиоактивному загрязнению, уровни которого 
не были достаточны для массовой гибели деревьев. Вопрос об отдалённых 
последствиях хронического радиационного воздействия для этих лесных эко-
систем остаётся актуальным до настоящего времени.

Способность популяции к адаптации связана с величиной генетического 
полиморфизма признаков, которые подвергаются отбору (Bradshaw, 1991; 
Fisher, 1930). Существуют указания на то, что техногенное воздействие мо-
жет изменять структуру внутрипопуляционной изменчивости (Алтухов, 2003; 
Шевченко и др., 1992). Однако до настоящего момента нет полного пони-
мания того, какие изменения происходят в генофонде природных популяций, 
развивающихся в условиях хронического низкодозового воздействия, интен-
сивность которого недостаточна для проявления радиационных эффектов 
в фенотипе особей. Не вполне ясно, как сказываются на репродуктивной спо-
собности, адаптивной дифференциации и в целом судьбе населяющих такие 
территории популяций характерные для этих условий повышенные частоты 
генетических и цитогенетических нарушений в соматических и половых клет-
ках (Гераськин и др., 2009; Geraskin et al., 2011; Волкова и др., 2012) 

С помощью электрофоретических методов анализа можно идентифициро-
вать мутации, которые невозможно выявить на организменном уровне, а так-
же установить соотношение гомозигот и гетерозигот в выборке. Гистохими-
ческие методы окрашивания разработаны для многих ферментов. Анализ 
изоферментного полиморфизма позволяет оценить частоту мутационных со-
бытий для конкретных локусов и популяции в целом и традиционно является 
одним из важнейших методов изучения генетических процессов в популяциях 
(Алтухов, 2003).
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Воздействие ионизирующей радиации на живые орга-
низмы в значительной степени обусловлено радиолизом 
молекул воды с образованием крайне токсичных реак-
тивных форм кислорода (РФК) (Кудряшов, 2004). В их 
элиминации принимает участие ряд ферментов-антиок-
сидантов, важнейшими из которых являются суперок-
сиддисмутаза, каталаза, пероксидазы и ферменты, вклю-
чённые в аскорбат-глутатионовый цикл. Эти ферменты 
распределены по компартментам клетки, где в норме 
происходит образование РФК в результате нормального 
метаболизма. В условиях стресса количество молекул 
ферментов и их полиморфизм могут возрастать (Полес-
ская, 2007).

Целью работы был анализ полиморфизма фермен-
тов антиоксидантной системы — супероксиддисмутазы 
(SOD, К. Ф. 1.15.1.1), глутатионредуктазы (GR, К. Ф. 
1.6.4.2) и глутатионпероксидазы (GPX, К. Ф. 1.11.4.2) 
в популяциях сосны обыкновенной из районов Брянской 
области, подвергшихся радиоактивному загрязнению 
в результате аварии на ЧАЭС.

материалЫ и методЫ 

Объект исследования

Сосна обыкновенная, Pinus sylvestris L., — основной 
лесообразующий вид Северной Евразии. В лесных со-
обществах сосна является видом-эдификатором, в зна-
чительной степени влияющим на структуру и функции 
экосистемы. Данные о высокой радиочувствительности 
хвойных растений были получены в начале 60-х годов 
прошлого века в Брукхейвенской лаборатории США 

(Sparrow et al., 1968) и подтверждены в ходе экспери-
мента «Экос» на Южном Урале (Карабань и др., 1979). 
Наиболее чувствительны к радиационному воздействию 
репродуктивные органы хвойных растений (Козубов и др., 
1994). Если у большинства покрытосеменных видов реп-
родуктивный цикл длится несколько месяцев, то у сосны 
c момента закладки генеративных органов до созревания 
семян проходит более двух лет (Козубов и др., 1994). 
В условиях хронического действия техногенных факто-
ров столь длительный цикл развития ведёт к накоплению 
в клетках семян достаточного для индикации внешнего 
воздействия количества повреждений ДНК. Эндосперм 
сосны является гаплоидным, что позволяет легко оце-
нить электрофоретическим методом количество и спектр 
мутаций на ранних постгаметических стадиях.

Район исследования 
Исследование проводили в наиболее загрязнённых 

радионуклидами районах Брянской области — Новозыб-
ковском, Клинцовском и Красногорском. Эксперимен-
тальные участки Всероссийский научно-исследователь-
ский институт удобрений и агропочвоведения (ВИУА), 
Старые Бобовичи (СБ), Заборье поле (ЗП), Заборье 
кладбище (ЗК) расположены приблизительно в 200 км 
северо-восточнее ЧАЭС (рис. 1). Непосредственно пос-
ле аварии радиоактивное загрязнение некоторых участ-
ков на этой территории превышало 1 МБк/м 2 (Ramzaev 
et al., 2008). Участки однородны по климатическим ха-
рактеристикам и физико-химическим свойствам почв, 
древостой гомогенен, сосновые деревья занимают зна-
чительную часть фитоценоза. Контрольный участок (К) 
расположен в Выгоничском районе Брянской области.

Рис. 1. Расположение экспериментальных участков в Брянской области
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Экспериментальные популяции сосны выбира-
лись таким образом, чтобы обеспечить равномерный 
шаг по мощности экспозиционной дозы в местах их 
произрастания. Мощность экспозиционной дозы из-
меряли с помощью дозиметра ДРГ-01 Т на высоте 
1 м от поверхности земли в 5–7-кратной повторнос-
ти под каждым деревом, с которого отбирали шишки 
и пересчитывали в единицы измерения поглощённой 
дозы (1 Р = 8,76 × 10–3 Гр). Мощность дозы в воздухе 
на экспериментальных участках менялась в пределах 
0,37–1,21 µГр/ч (0,1 µГр/ч на контрольном участке). 
Подробное описание экспериментальных участков 
представлено в (Geraskin et al., 2011).

Отбор проб для исследования 
В декабре 2009–2010 годов были отобраны пробы 

почвы и биологического материала (шишки) для оп-
ределения уровней загрязнения радионуклидами и хи-
мическими элементами, а также проведения изофер-
ментного анализа. Образцы почвы на каждом участке 
отбирали по слоям 0–5, 5–10 и 10–15 см под дере-
вом, где была зафиксирована максимальная на участ-
ке мощность дозы. На каждом из пяти участков шишки 
собирали на высоте от 1,5 до 2 метров от поверхнос-
ти земли с 20–29 деревьев 30–50-летнего возраста 
в пределах гомогенного древостоя, по 30–50 штук 
с каждого дерева. Для созревания и стратификации 
шишки выдерживали вне помещения в условиях ес-
тественного радиационного фона до конца февраля. 
Затем шишки доставляли в лабораторию и храни-
ли при комнатной температуре и низкой влажности 
до раскрытия и высыпания семян, которые обескры-
ливали вручную. Для электрофоретического анализа 
использовали только свободно высыпавшиеся, хоро-
шо выполненные семена.

Определение физико-химических характеристик 
почвы и содержания тяжёлых металлов в почве 
и шишках 

В почвенных образцах оценивалось значение pH, со-
держание гумуса и основных минеральных компонентов, 
катионообменная способность и гидролитическая кис-
лотность.

Для оценки степени загрязнения тяжёлыми метал-
лами, в пробах почвы и шишек были проанализированы 
концентрации Cd, Cu, Co, Cr, Mn, Ni, Pb и Zn. Концент-
рации тяжёлых металлов определяли при помощи плаз-
менного оптического эмиссионного спектрометра в со-
ответствии со стандартом ISO 11047.

Определение содержания радионуклидов в образцах 
почвы и биологического материала 

Содержание 40К, 137Cs, 226Ra и 232Th в пробах почвы 
определяли методом γ-спектрометрии на многоканаль-
ном анализаторе IN-1200 (Франция) с германиевым де-
тектором GEM-1200 (США).

Для оценки содержания радионуклидов по одной слу-
чайно отобранной шишке с каждого дерева на экс-
периментальном участке объединяли в одну пробу. 
Содержание 137Cs в шишках определяли методом 
γ-спектрометрии, а содержание 90Sr — радиохимическим 
методом в соответствии с методикой Рослесхоза (Мето-
дические рекомендации по проведению контроля содер-
жания радионуклидов в лесных ресурсах, 2009) по ра-
диохимическому определению стронция-90 в пробах 
почвы и растительных материалов. Отобранные пробы 
минерализовали методом сухого озоления. 90Sr выделяли 
оксалатным методом, обрабатывая золу раствором HCl 
с концентрацией 6 моль/дм 3 при нагревании до кипения. 
Содержание 90Sr в анализируемых образцах оценивали 
по формуле 

A
90SrA

90Sr
  ,
W

Sr
 × W

Y
 × m

где: A
90Sr

  — удельная активность 90Sr в анализируемом 
образце, Бк/кг; А — активность 90Y в счетном образце, 
Бк; W

Sr
 — химический выход стронция; W

Y
 — химичес-

кий выход иттрия; m — масса анализируемого образца 
в воздушно-сухом состоянии, кг.

Изоферментный анализ 
Для исследования изоферментного полиморфизма 

в экспериментальных популяциях были выбраны три 
антиоксидантных фермента: супероксиддисмутаза, глу-
татионредуктаза и глутатионпероксидаза. Ферменты 
экстрагировали из эндоспермов и зародышей семян со-
сны обыкновенной, собранных индивидуально с каждого 
дерева. Каждый эндосперм и зародыш гомогенизировали 
в 100 мкл экстрагирующего буфера: 1 %-й раствор три-
тона Х-100 и 0,2 %-й раствор β-меркаптоэтанола. Раз-
деление экстрактов проводили в вертикальных пластинах 
7,5 %-го полиакриламидного геля в трис-HCl буфере 
с рН 8,0 на установке «Hoefer SE 600 Chroma». Поли-
меризацию геля проводили в течение 30 мин. В качестве 
электродного буфера использовали трис-глициновый бу-
фер с рН 8,9. Время электрофореза составляло 1,5–2 ч 
при токе 60–80 мА. Гистохимическое окрашивание вы-
полнялось по (Manchenko, 1994) с модификациями. Было 
проанализировано в среднем по 15 эндоспермов и заро-
дышей с каждого дерева. Семена деревьев с разных учас-
тков были перемешаны и зашифрованы, идентификация 
образцов проводилась в конце эксперимента, после рас-
шифровки и документирования зимограмм. В образцах 
2009 г. анализировали полиморфизм супероксиддисмута-
зы в эндоспермах и зародышах семян сосны, а в образцах 
2010 г. — полиморфизм глутатионредуктазы и глутати-
онпероксидазы в эндоспермах. Анализ зародышей семян 
сосны в образцах 2010 г. не проводился, поскольку из-за 
низкой концентрации ферментов в экстракте зародышей 
идентификация зимограмм была затруднена. Всего было 
проанализировано более 9000 локус-тестов.
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Идентификацию аллозимов проводили по их относи-
тельной электрофоретической подвижности. Наиболее час-
то встречающийся аллозим обозначали как 1,00, остальные 
аллозимы этого локуса — в соответствии с их электрофо-
ретической подвижностью относительно 1,00. Оценивали 
три вида мутационных событий в изоферментных локусах 
(рис. 2). Нуль-мутации возникают в результате делеций или 
генных мутаций, что приводит либо к подавлению функци-
ональной активности фермента, либо к прекращению его 
биосинтеза. Другие типы регистрируемых мутационных со-
бытий представляют собой мутации, меняющие структуру 
и заряд изофермента, идентифицируемые по изменению 
электрофоретической подвижности продукта локуса, и дуп-
ликации, которые могут возникать в результате неравного 
кроссинговера в процессе оогенеза, когда два аллеля одно-
го локуса совмещаются в одной хромосоме.

На зимограмме нуль-мутации определяются как от-
сутствие полосы ферментативной активности. При анализе 
некоторых семян нуль-мутации выявлялись в нескольких 
локусах на одной зимограмме. Подобные семена считались 
мёртвыми и в анализе не учитывались. Дупликации харак-
теризуются появлением двух зон активности на зимограм-
ме, расположенных одна над другой. Изменениями элек-
трофоретической подвижности изофермента считалось 
обнаружение продукта локуса вне ранее выявленных зон 
активности разных аллелей. Так, если в локусе выявлены 
два аллеля 1,00 и 1,10, то единичное появление полосы 
на уровне 0,90 считалось мутационным событием.

Статистический анализ экспериментальных данных 
Для каждой популяции рассчитывали частоты алле-

лей и показатели, характеризующие генетическую из-
менчивость. Для оценки частоты аллелей использовали 
несмещённую оценку частот (Животовский, 1991, с. 70) 
по формуле:

    n
p =  ,

     N

где n — количество случаев обнаружения исследу-
емого аллеля в выборке, N — общий объём выборки. 

В случае гаплоидного генотипа такая оценка оправдана, 
поскольку мы не имеем дела с сочетаниями аллелей.

Статистическая ошибка определялась по формуле:

.

Для оценки фенотипического разнообразия популя-
ций использовали индекс Животовского (µ), который 
изменяется от 1 до m, где m — количество аллелей и ин-
терпретируется как среднее число фенотипов в выборке. 
Индекс Животовского вычисляли по формуле:

µ = (√p1 + √p2 +…+ √p
m

) 2 

где p1, …, pm — частоты аллелей в популяции.
Статистическая ошибка определялась по формуле 

μ (m – μ)
s

μ 
=

 √      N          
.

Для детализации аллозимной структуры популяций 
оценивали долю редких морф:

h
μ
 = 1 – (µ/m).

Статистическая ошибка определялась по формуле:

h
μ
 (1 – h

μ
)

s
h 
=

 √        N        
.

Для оценки аллельного разнообразия популяций час-
то используют сумму аллелей данного локуса. Но более 
информативно их число не в абсолютном выражении, 
а с учётом частоты встречаемости: чем меньше частота 
аллели, тем меньший вклад он вносит в аллельное разно-
образие локуса. Одной из мер аллельного разнообразия 
является эффективное число аллелей ne, которое опре-
деляли по формуле:

nе = 1/∑pi
 2 

Значимость различий по частоте встречаемости алле-
лей между контрольной и экспериментальными популя-
циями оценивали с помощью модифицированного χ 2-кри-
терия, рекомендованного (Животовский, 1991, с. 123) 
для случая небольших объёмов выборок и наличия редких 
фенотипов в популяции. Статистику критерия и число сте-
пеней свободы рассчитывали как χ2

G = cχ2; νG = cν, где с — 
поправка, учитывающая малость ожидаемых численнос-
тей некоторых аллелей. Для определения различий между 
средними значениями использовали критерий Стьюдента.

Для оценки ожидаемой гетерозиготности применяли 
формулу (Животовский, 1991, с. 107):

m
     

2He = 1 — ∑p
i
, 

Рис. 2. Три типа мутаций, детектируемых на зимограмме. 1 — 
норма; 2 — дупликация; 3 — нуль-мутация; 4 — изме-
нение электрофоретической подвижности
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Статистическая ошибка определялась по формуле:
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где n = 2N — численность аллелей, а для расчёта на-
блюдаемой гетерозиготности (Животовский, 1991, 
с. 109):

Ho =                    , 

где N — общее число особей, Nij — число особей, клас-
сифицированных как гетерозиготы.

Статистическая ошибка определялась по формуле:

                                                                   .

В качестве метрики в иерархическом кластерном ана-
лизе по методу невзвешенных арифметических средних 
использовали генетическое расстояние Неи (D), которое 
рассчитывали по формуле (Nei, 1972):

                                                                                 , 

где    — усреднённая по всем локусам теоретическая го-
мозиготность в первой выборке,    — во второй выбор-
ке,        — взаимная идентичность двух выборок по всем 
локусам. На основе матрицы генетических расстоя-
ний с помощью программы Statistica была построена 
ден дрограмма, демонстрирующая соподчинённость 
исследуемых популяций.

Для анализа результатов по вышеприведённым 
формулам использовалось программное обеспечение 
Microsoft Office Excel. Формулы прописывались само-
стоятельно.


 ji

ijN
N
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p
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2
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qJ

pqJ

резулЬтатЫ 

Техногенное загрязнение экспериментальных участков 
и поглощённые в генеративных органах сосны дозы 

Почвы всех экспериментальных участков близки 
по физико-химическим свойствам, а содержание тяжё-
лых металлов и доступных растениям их подвижных 
форм не превышает допустимых уровней (Geraskin 
et al., 2011; Гераськин и др., 2008). Качественно иная 
картина наблюдается в отношении радиоактивного 
загрязнения экспериментальных участков, основной 
вклад в которое вносит 137Cs — ведущий дозообразу-
ющий радионуклид на загрязнённых в результате ава-
рии на ЧАЭС территориях. Удельная активность этого 
радионуклида в 5 см слое почвы изменяется, в зави-
симости от участка, в диапазоне 1570–96 900 Бк/кг 
(табл. 1). Таким образом, удельная активность 137Cs 
в почвах экспериментальных участков в 20–1320 раз 
превышает таковую на контрольном участке. Содер-
жание радионуклидов в шишках деревьев с загрязнён-
ных радионуклидами участков значимо превышает этот 
параметр для контрольных популяций. Причём содер-
жание 137Cs в шишках всех исследованных участков 
выше содержания 90Sr как минимум на порядок, хотя 
известно (Ipatyev, 1999), что поглощение 90Sr деревья-
ми из почвы в 5–10 раз выше, чем 137Cs. Наблюдаемое 
соотношение радионуклидов в шишках обусловлено 
низким содержанием 90Sr в исследуемых почвах. Мак-
симальное содержание 137Cs и 90Sr в шишках экспери-
ментальных участков превышает этот параметр для 
контрольных участков в 315 и 78 раз соответственно 
(Geraskin et al., 2011).

Для оценки дозовых нагрузок на генеративные органы 
сосновых деревьев была разработана дозиметрическая 
модель (Спиридонов и др., 2008; Geraskin et al., 2011). 
Результаты расчёта поглощённых в генеративных орга-

Участок

137Cs, 
0–5  см, Бк/

кг

Мощность дозы 
в воздухе, мкГр/час

Концентрации 
радионуклидов в шишках, 

Бк/кг

Мощность дозы, 
мГр/год

Dγ, 
 мГр/год

Dβ, 
мГр/год

Dобщ, 
мГр/год

137Cs 90Sr

К 73.2 0,10 ± 0,01 30,0 ± 3,7 1,32 ± 0,65 0,12 0,01 0,14

ВИУА 1570 0,37 ± 0,03 948 ± 13 16,79 ± 1,93 6,6 0,3 6,9

СБ 16900 0,49 ± 0,16 342 ± 8 20,81 ± 1,31 22,7 0,2 22,9

ЗП 39190 0,73 ± 0,18 3246 ± 32 64,25 ± 2,20 90,2 1,2 91,4

ЗК 96900 1,21 ± 0,23 1008 ± 18 83,00 ± 2,19 129,4 0,5 129,9

Таблица 1
Радиоактивное загрязнение экспериментальных участков и поглощенные в генеративных органах сосны 
дозы
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нах сосны доз приведены в таблице 1. Основной вклад 
в формирование полученной генеративными органами 
сосны дозы, согласно расчётам с использованием дози-
метрической модели, вносит содержащийся в верхнем 
10 см слое почвы 137Cs. Вклад β-излучения, в зависимос-
ти от участка, составляет 0,4–9,3 %. Результаты расче-
тов свидетельствуют о том, что поглощённая в генера-
тивных органах доза от распределённых в пологе леса 
радионуклидов формируется главным образом за счёт 
β-излучения.

Таблица 2
частоты аллелей локусов Sod, Gr и GpX

Участок Локус Аллель Частота Локус Аллель Частота

Контроль 
N = 480

Gr
1,00 0,848 ± 0,024

GpX-2

0,95 0 + 0,441
1,10 0,152 ± 0,024 1,00 0,901 ± 0,020

n – 1,20 0,094 ± 0,020

GpX-1
0,80 0 + 0,441 n 0,005 ± 0,004
1,00 1 – 0,444 Sod-2 1,00 1 – 0,415

n – n –

Sod-1
1,00 –0,415 Sod-3 1,00 1 – 0,415
1,10 0 + 0,411 n –

n –

ВИУА 
N = 405

Gr
1,00 0,818 ± 0,026

GpX-2

0,95 0 + 0,438
1,10 0,173 ± 0,025 1,00 0,901 ± 0,020

n 0,009 ± 0,006 1,20 0,094 ± 0,020

GpX-1
0,80 0 + 0,438 n 0,005 ± 0,004
1,00 0,982 ± 0,009 Sod-2 1,00 1 – 0,553

n 0,018 ± 0,009 n –

Sod-1
1,00 0,995 ± 0,006 Sod-3 1,00 1 – 0,553
1,10 0 + 0,547 n –

n 0,006 ± 0,006

Старые Бобовичи 
N = 405

Gr
1,00 0,797 ± 0,029

GpX-2

0,95 0 + 0,500
1,10 0,178 ± 0,027 1,00 0,866 ± 0,025

n 0,025* ± 0,011 1,20 0,118 ± 0,023

GpX-1
0,80 0,088** ± 0,020 n 0,016 ± 0,009
1,00 0,886** ± 0,023 Sod-2 1,00 1 – 0,474

n 0,026 ± 0,011 n –

Sod-1
1,00 0,986 ± 0,008 Sod-3 1,00 1 – 0,474
1,10 0 + 0,470 n –

n 0,014 ± 0,008

Заборье Поле 
N = 495

Gr
1,00 0,764* ± 0,028

GpX-2

0,95 0,072** ± 0,017
1,10 0,173 ± 0,025 1,00 0,754** ± 0,028

n 0,063** ± 0,015 1,20 0,114 ± 0,02

GpX-1
0,80 0,102** ± 0,020 n 0,060** ± 0,015
1,00 0,847** ± 0,023 Sod-2 1,00 0,987 ± 0,008

n 0,051** ± 0,014 n 0,013 ± 0,008

Sod-1
1,00 0,756*  ± 0,029 Sod-3 1,00 0,996 ± 0,004
1,10 0,200* ± 0,027 n 0,004 ± 0,004

n 0,044* ± 0,014

Заборье Кладбище 
N = 465

Gr
1,00 0,777 ± 0,026

GpX-2

0,95 0,063** ± 0,015
1,10 0,159 ± 0,022 1,00 0,778** ± 0,026

n 0,064** ± 0,015 1,20 0,108 ± 0,02

GpX-1
0,80 0,095** ± 0,018 n 0,041** ± 0,012
1,00 0,850** ± 0,023 Sod-2 1,00 0,987 ± 0,008

n 0,055** ± 0,014 n 0,013 ± 0,008

Sod-1
1,00 0,676** ± 0,031 Sod-3 1,00 0,991 ± 0,006
1,10 0,271** ± 0,003 n 0,008 ± 0,006

n 0,053* ± 0,015
* — отличие от контроля значимо на уровне p < 0,05; ** — отличие от контроля значимо на уровне p < 0,01 Примечания к таблице: 
участки расположены по возрастанию мощности дозы. n — нуль-аллель, «–» — нуль-мутации на данном участке не выявлены. 
Под названием участков расположен объём выборки N (количество семян, проанализированных на участке)

Изоферментный полиморфизм GR и GPX 
в популяциях сосны обыкновенной

Полиморфизм исследуемых популяций по ферменту 
SOD был подробно описан нами ранее (Волкова и др., 
2012). У глутатионредуктазы был идентифицирован 
один полиморфный локус, у глутатионпероксидазы — 
три, но для анализа были использованы два из них, 
обладающие наилучшим разрешением. При анализе 
в локусах GR и GPX-1 выявлено два аллеля, а в локусе 
GPX-2 — три. Из полученных данных следует (табл. 2), 
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что с увеличением поглощённой генеративной орга-
нами растений дозы растёт количество и частота ред-
ких аллелей. Коэффициент корреляции для (GPX-1, 
0,80) составляет 85 %; для (GPX-2, 0,95) — 86 %; 
для (GPX-2, 1,20) — 62 %; для (SOD-1, 1,10) — 
63 %.

Частота и спектр мутаций в локусах изученных 
изоферментов 

Проведена оценка трёх видов мутационных событий 
в изоферментных локусах. Наибольший вклад в общую 
частоту мутаций вносят нуль-мутации. В таблице 3 пред-
ставлены частоты мутаций всех рассматриваемых типов 
по шести ферментным локусам, кодирующим биосинтез 
трёх ферментов антиоксидантной защиты. Полученные 
данные хорошо согласуются с другими исследованиями 
(Алтухов и др., 1983; Федотов и др., 2006), в которых 
показано, что изменения электрофоретической подвиж-
ности и дупликации являются относительно редкими 
типами мутаций по сравнению с нуль-мутациями. Мута-
ции в контрольной популяции крайне редки, их частота соответствует уровню спонтанного мутагенеза изофер-

ментных локусов у сосны обыкновенной (Алтухов и др., 
1983). Средняя частота мутаций (рис. 3) по трём фер-
ментам значимо (r = 99 %, p < 0,01) возрастает вместе 
с ростом поглощённой генеративными органами рас-
тений дозы.

Внутрипопуляционное разнообразие 
По значению индекса Животовского (среднее число 

аллелей в популяции с учётом их частоты) изученные 
локусы принято делить (Животовский, 1991) на три 
группы: мономорфные, со средним (1 < µ < 3) и вы-
соким (µ > 3) уровнем изменчивости. Все изученные 
нами локусы попадают в группу со средним уровнем 
изменчивости. Индексы фенотипического разнообра-
зия в исследованных популяциях значимо отличаются 
от контроля (рис. 4). Полученная таким образом оцен-
ка изменчивости несколько занижена по сравнению 
с реально существующей в популяции, поскольку часть 
единичных аминокислотных замен (являющихся сино-
нимичными) не выявляется электрофоретически (Ал-
тухов, 2003).

Участок
Число 

локус-тестов
Частота 

нуль-мутаций, %
Частота 

дупликаций, %

Частота изменений 
электрофоретической 

подвижности, %

К 1390 0,07 ± 0,07  – –
ВИУА 1211 0,66* ± 0,23 – 0,08 ± 0,08

СБ 1215 1,40** ± 0,33 0,49** ± 0,20 0,49* ± 0,20
ЗП 1434 3,84** ± 0,51 1,12** ± 0,28 0,98** ± 0,26
ЗК 1412 4,18** ± 0,53 1,63** ± 0,34 1,13** ± 0,28

* — отличие от контроля значимо на уровне p < 0,05; ** — отличие от контроля значимо на уровне p < 0,01

Таблица 3
частоты разных типов мутаций в эндоспермах семян

Рис. 3. Общая частота мутаций в эндоспермах семян по трём 
ферментам. На гистограмме отложены стандартные 
ошибки. * — различия с контролем значимы, p < 0,05; 
** — различия с контролем значимы, p < 0,01

Рис. 4. Фенотипическое разнообразие популяций сосны обык-
новенной по трём ферментам. На гистограмме отло-
жены стандартные ошибки. * — различия с контролем 
значимы, p < 0,05; ** — различия с контролем значи-
мы, p < 0,01
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Доля редких морф и эффективное 
число аллелей 

Доля редких морф характеризует фенотипическую 
структуру популяции, оценивая соотношение между 
частотами наиболее редких и наиболее частых феноти-
пов в выборке. Этот параметр резко возрастает (рис. 5) 
в популяциях, населяющих загрязнённые радионукли-
дами участки, что связано с появлением новых аллелей 
в нескольких ферментных системах (нуль-аллели, аллель 
0,80 в системе GPX-1 и 0,95 в системе GPX-2). С ростом 
уровня радиоактивного загрязнения изменяется только 
частота встречаемости редких морф, но не их количес-
тво, поэтому значения этого показателя для разных экс-
периментальных участков значимо не различаются.

Эффективное число аллелей характеризует их вклад 
в аллельное разнообразие локусов. Этот параметр воз-
растает (табл. 4) вместе с уровнем радиационного воз-
действия, поскольку в хронически облучаемых популяци-
ях сосны обыкновенной редкие аллели вносят больший 
вклад в аллельное разнообразие.

Гетерозиготность 
Оценённые по шести локусам трёх ферментных сис-

тем величины наблюдаемой (Ho) и ожидаемой (He) гете-
розиготности контрольной популяции близки к оценкам, 
полученным ранее для других видов сосен (Крутовский 

и др., 1989). Качественно иная картина имеет место для 
наблюдаемой и ожидаемой гетерозиготности экспери-
ментальных популяций, которые возрастают (рис. 6) 
вместе с уровнем радиоактивного загрязнения участков 
(r = 99 %, p < 0,01).

Генетическая дифференциация популяций 
Для оценки генетической дифференциации исследуемых 

популяций был проведён кластерный анализ с использо-
ванием в качестве меры генетического расстояния по Неи 
(табл. 5). Из представленных в таблице 5 данных следует, 
что генетические расстояния между населяющими наиболее 
загрязнённые участки популяциями ЗП, ЗК и контрольной 
популяцией К, достоверно различаются, тогда как значимых 
различий между контролем и популяциями ВИУА и СБ нет. 
Это нашло отражение и в результатах кластерного анали-
за — исследуемые популяции разделились (рис. 7) на две 
группы, резко различающиеся по уровню радиоактивного 
загрязнения участков, на которых они произрастают.

оБсуждение 

Мутагенный эффект хронического низкодозового 
воздействия 

Сразу после появления электрофоретических мето-
дов анализа их стали широко использовать для тести-
рования на мутагенность. Оценивая межпопуляционное 

Таблица 4
Эффективное число аллелей

Рис. 5. Доля редких морф в популяциях сосны обыкновен-
ной. На гистограмме отложены стандартные ошибки. 
* — различия с контролем значимы, p < 0,05; 
** — различия с контролем значимы, p < 0,01

Участок
Поглощенная 
доза, мГр/год

Эффективное 
число аллелей

Контроль 0,137 1,12 ± 0,01
ВИУА 6,96 1,16* ± 0,01

Старые Бобовичи 22,9 1,25** ± 0,02
Заборье Поле 91,4 1,54** ± 0,08

Заборье Кладбище 129,9 1,61** ± 0,04
* — отличие от контроля значимо на уровне p < 0,05; 
** — отличие от контроля значимо на уровне p < 0,01

Рис. 6. Ожидаемая и наблюдаемая гетерозиготность. На гис-
тограмме отложены стандартные ошибки; ** — разли-
чия с контролем значимы, p < 0,01

Популяция К ВИУА СБ ЗП ЗК
К 0 0,0002 0,0064 0,0248 0,0137

ВИУА 0,0002 0 0,0020 0,0253 0,0139
СБ 0,0064 0,0020 0 0,0256 0,0164
ЗК 0,0248** 0,0253** 0,0256* 0 0,0027
ЗП 0,0137* 0,0139* 0,0164* 0,0027 0

* — различия с контролем значимы, p < 0,05; ** — различия 
с контролем значимы, p < 0,01

Таблица 5
Генетические расстояния между исследуемыми попу-
ляциями 
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изменение частот аллелей определённого локуса, мы 
получаем возможность количественной оценки генети-
ческих процессов в популяции под действием внешних 
и внутренних факторов. Авария на ЧАЭС резко изме-
нила условия существования популяций растений и жи-
вотных на загрязнённых радионуклидами территориях, 
изменилась направленность и интенсивность отбора, что 
не могло не сказаться на генетических процессах в попу-
ляциях, вынужденных развиваться в условиях хроничес-
кого радиационного воздействия (Глазко, 2008). Мето-
дом вертикального электрофореза в полиакриламидном 
геле было показано, что частота нуль-мутаций в локусах, 
кодирующих изученные нами ферменты антиоксидант-
ной системы, значимо (p < 0,01) превышает контроль-
ный уровень и возрастает вместе с дозой, поглощённой 
генеративными органами растений (табл. 2). При сум-
мировании данных по трём изученным ферментам ана-
логичная зависимость наблюдается и для относительно 
редких типов мутационных событий — изменений элек-
трофоретической подвижности и дупликаций (табл. 3). 
Общая частота мутаций, таким образом, также возрас-
тает вместе с плотностью радиоактивного загрязнения 
участков (рис. 3). При более высоких уровнях радиоак-
тивного загрязнения, в популяциях сосны из 30-км зоны 
ЧАЭС, также наблюдалась высокая частота мутаций 
20 ферментных локусов, в 4–17 раз превышающая кон-
трольный уровень (Федотов и др., 2006). Отметим, что, 
по данным Федотова и др. (2006), наиболее редким ви-
дом мутаций были дупликации, наблюдавшиеся только 
при высоких уровнях облучения растений, а в нашей — 
изменения электрофоретической подвижности. В целом 
частота появления изменений электрофоретической 
подвижности и дупликаций в нашей работе сопоставимо 
низка, но в популяциях, населяющих наиболее загряз-
нённые радионуклидами участки (СБ, ЗК, ЗП), изме-
нения электрофоретической подвижности встречаются 
реже, чем дупликации.

Индуцированные ионизирующим излучением мутации 
либо элиминируются из генофонда, либо увеличивают 
свою частоту в популяции, если обладают селективным 
преимуществом в конкретных условиях окружающей 
среды. Поэтому усиление радиационного воздействия 
может вести к быстрому (по эволюционным меркам) из-
менению генетической структуры популяции (Шевченко 
и др., 1991). Существует ряд показателей, позволяющий 
оценить эти изменения — гетерозиготность, фенотипи-
ческое разнообразие, доля редких морф, эффективное 
число аллелей. В нашем исследовании значения всех 
перечисленных показателей в популяциях, населяющих 
загрязнённые радионуклидами участки, значимо превы-
шали контрольный уровень (табл. 4, рис. 4, 5, 6).

Гетерозиготность 
Согласно данным Крутовского и др. (1989), оценки на-

блюдаемой и ожидаемой гетерозиготности, основанные 
на анализе многочисленных исследований, выполненных 
на 26 видах рода Pinus, составили Ho = 0,152 ± 0,043 
и He = 0,145 ± 0,016, что хорошо соответствует полу-
ченным в нашем исследовании оценкам для контроль-
ной популяции (Ho = 0,167 ± 0,007 и He = 0,109 ± 0,008). 
В то же время гетерозиготность популяций, населяющих 
загрязнённые радионуклидами участки, превышает кон-
трольный уровень и увеличивается вместе с плотностью 
радиоактивного загрязнения (рис. 6). В предыдущем ис-
следовании на этих же популяциях, при анализе комп-
лекса ферментов цикла Кребса, также было продемонс-
трировано (Гераськин и др., 2009), что наблюдаемая 
гетерозиготность в популяциях сосны с радиоактивно 
загрязнённых участков существенно выше, чем ожидае-
мая, и увеличивается вместе с мощностью дозы. Такой 
характер зависимости гетерозиготности от степени тех-
ногенного загрязнения участков наблюдали и другие ис-
следователи. Действительно, обитающие в неблагопри-
ятных условиях популяции (суровый климат, техногенное 
загрязнение) характеризуются повышенной гетерози-
готностью по сравнению с обитающими в оптимальных 
условиях (Животовский, 1984; Коршиков и др., 1991). 
Уменьшение уровня гетерозиготности у составляющих 
популяцию особей, как правило, связано (Алтухов, 2003; 
Theodorakis, 2001) со снижением сопротивляемости 
к болезням, уменьшением скорости роста и снижением 
фертильности. Имеются данные (Кальченко и др., 1991; 
Федотов и др., 2006; Theodorakis, 2001), что гетерози-
готы лучше приспособлены к условиям техногенного 
стресса. Средняя наблюдаемая гетерозиготность попу-
ляций сосны обыкновенной, населяющих участки в зоне 
воздействия выбросов крупных химических предприятий, 
была выше ожидаемой и увеличивалась с ростом техно-
генной нагрузки (Духарев и др., 1992). В совокупности 
результаты этих исследований свидетельствует о селек-
тивном преимуществе гетерозигот в условиях хроничес-
кого техногенного воздействия.

Рис. 7. Генетическая дифференциация исследуемых популяций
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Фенотипическое разнообразие 
Полученные по трём ферментам данные позволяют 

заключить, что генетические процессы в популяциях 
направлены на увеличение фенотипического разнообра-
зия, которое может быть оценено при помощи индекса 
Животовского. Фенотипическое разнообразие по всем 
изученным локусам значимо (p < 0,01) превышает кон-
трольный уровень (рис. 4), что связывают (Гераськин 
и др., 2010) с реакцией популяции на стресс: в услови-
ях давления техногенных факторов генетическая и фе-
нотипическая изменчивость увеличивается, однако при 
чрезмерных уровнях стрессового воздействия наиболее 
чувствительные особи элиминируются, и внутрипопуля-
ционное разнообразие снижается (Духарев и др., 1992; 
Шуйская и др., 2012). Уровень внутрипопуляционного 
разнообразия в популяциях растений, произрастающих 
на загрязнённых территориях, определяется видовой 
чувствительностью, интенсивностью и природой техно-
генного воздействия. Этот тезис подтверждается на при-
мере исследования аллозимной структуры популяций 
одуванчика лекарственного, населяющих берега р. Теча 
на Южном Урале, в котором индексы внутрипопуляци-
онного разнообразия фоновой и экспериментальной по-
пуляций значимо не различались (Ульянова и др., 2004), 
несмотря на сопоставимые с нашим исследованием 
поглощённые растениями дозы. Следует отметить, что 
радиорезистентность голосеменных растений гораздо 
ниже, чем у покрытосеменных (Сарапульцев и др., 1993). 
Поэтому для достижения аналогичного эффекта в попу-
ляциях покрытосеменных растений необходимы боль-
шие мощности дозы. Действительно, при исследовании 
теми же авторами аллозимной структуры в популяциях 
одуванчика с территории ВУРС (Восточно-Уральского 
радиоактивного следа), где растения получали гораз-
до более высокие дозы, было показано (Антонова и др., 
2007), что средние популяционные значения индекса 
Животовского превышают фоновые.

Доля редких морф и эффективное число аллелей 
Мутационный процесс — главный источник появле-

ния новых аллелей, что, в свою очередь, ведёт к увели-
чению генетического разнообразия популяции. По доле 
редких морф все загрязнённые участки значимо отлича-
ются от контрольных (рис. 5), но не друг от друга. По-
добный эффект обусловлен резким возрастанием уров-
ня хронического радиационного воздействия (мощность 
годовой дозы на контрольном и наименее загрязнённом 
экспериментальном участке ВИУА различается более 
чем в 50 раз), мутагенный эффект которого проявля-
ется в увеличении числа редких аллельных вариантов 
(табл. 2). Дальнейший рост плотности радиоактивного 
загрязнения ведёт к увеличению частоты этих вариан-
тов, а не их числа. Возрастание частоты редких алле-
лей в популяциях василька шероховатого (Centaurea 
scabiosa L.), несколько десятилетий обитающих в ус-

ловиях хронического облучения на Восточно-Ураль-
ском радиоактивном следе, было показано в Кальчен-
ко и др. (1991, 1996).

Генетическая дифференциация экспериментальных 
популяций 

В ходе кластерного анализа исследуемые популяции 
были разделены на две группы (рис. 7), что может быть 
связано как с их географическим положением, так и с хро-
ническим радиационным воздействием. Так, техногенное 
загрязнение вызывало увеличение полиморфности и ге-
нетического разнообразия экспериментальных популя-
ций фиалки трёхцветной, что обусловило их выделение 
в отдельный кластер (Slomka et al., 2011). Вместе с тем 
загрязнение тяжёлыми металлами не влияло (Muller 
et al., 2007) на генетическую подразделённость популя-
ций маслёнка обыкновенного. Mengoni et al. (2000) по-
казали, что на генетическую вариабельность популяций 
смолёвки оказывает влияние как географическое поло-
жение, так и загрязнение почв тяжёлыми металлами. 
В этом исследовании устойчивые к тяжёлым металлам 
популяции выделялись в отдельный кластер, несмотря 
на географическую близость с менее устойчивыми по-
пуляциями. Таким образом, на генетическую дифферен-
циацию популяций влияют географическое положение, 
видовая принадлежность, тип и интенсивность техноген-
ного воздействия, другие экологические факторы. Отме-
тим, что популяции ЗП и ЗК географически гораздо бли-
же друг к другу, чем к остальным популяциям, поэтому их 
выделение в отдельный кластер может быть связано с их 
расположением и постоянным обменом генами, а не с ра-
диационным воздействием. Обмен пыльцой и семенами 
между популяциями К, ВИУА и СБ невозможен из-за 
значительного расстояния между ними. Тем не менее, 
они объединены в один кластер из-за одинаково низкой 
частоты встречаемости редких аллелей.

Роль исследуемых ферментов в модификации 
радиационного воздействия 

Метаболизм клеток растений в условиях стресса ха-
рактеризуется повышенным образованием реактивных 
форм кислорода (РФК) (Elstner et al., 1994; Foyer et al., 
2000). Радиационное воздействие также сопровождает-
ся оксидативным стрессом (Inze, 1995) за счёт радиолиза 
молекул воды во вне- и внутриклеточной среде. При ра-
диолизе воды образуется множество РФК, исключитель-
но реакционно-способных молекул, для нейтрализации 
которых в клетке используются системы антиоксидан-
тной защиты. Поэтому в условиях хронического радиа-
ционного воздействия роль ферментов антиоксидантной 
системы возрастает. Исследователями изоферментного 
полиморфизма популяций в условиях хронического облу-
чения часто незаслуженно игнорируется важнейшая ан-
тиоксидантная система — глутатионовая. Современные 
авторы (Tausz et al., 2004) отмечают центральную роль 
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метаболизма глутатиона в ответе растений на стресс. 
Нами были исследованы ключевые ферменты этой сис-
темы — глутатионредуктаза (GR) и глутатионперокси-
даза (GPX). GR восстанавливает окисленный глутатион 
с использованием НАДФН в качестве восстановите-
ля, а GPX участвует в детоксикации перекиси водорода 
и гидропероксидов липидов, используя GSH в качестве 
восстановителя (Gechev et al., 2006). Сам же глутатион 
является субстратом для различных пероксидаз, глутати-
онтрансферазы и глутатионредуктазы, обеспечивает де-
токсикацию перекиси водорода, других гидропероксидов 
и токсических веществ. Полиморфизм ферментов SOD, 
GR и GPX в исследованных нами популяциях увеличи-
вается (табл. 2, Волкова и др., 2012) вместе с уровнем 
радиоактивного загрязнения. В условиях повышенной 
продукции реактивных форм кислорода роль антиокси-
дантных ферментов существенно возрастает, что объ-
ясняет наблюдаемый нами биохимический полимор-
физм. Возникновение редких аллелей антиоксидантных 
ферментов в популяции и увеличение их частоты может 
трактоваться как процесс, направленный на получение 
эволюционного преимущества в условиях индуцирован-
ного облучением хронического оксидативного стресса.

Полиморфизм антиоксидантной системы как ответ 
на хронический радиационный стресс 

Запас экологической пластичности и генетическое 
разнообразие популяций определяется во многом ко-
личеством полиморфных признаков у составляющих её 
особей (Созинов, 1985). Выявленный в нашем исследо-
вании высокий уровень мутагенеза в полиморфных фер-
ментных локусах создаёт предпосылки к ускорению мик-
роэволюционных процессов в хронически облучаемых 
популяциях. Поскольку зародышевые клетки в онтоге-
незе растений формируются гораздо позже, чем в онто-
генезе животных, возникающие в соматических клетках 
радиационно-индуцированные генетические изменения 
могут быть переданы потомству (Малецкий и др., 2007). 
Эта фундаментальная особенность лежит в основе фено- 
и генотипической пластичности растений и их способ-
ности быстро адаптироваться к изменяющимся условиям 
среды.

Остаётся неясным, вносит ли выявленная в нашем 
исследовании мутационная изменчивость вклад в адап-
тацию популяций к хроническому радиационному воз-
действию. Ранее на этих же популяциях было показано 
(Geraskin et al., 2011), что хроническое облучение, зна-
чимо увеличивая частоту цитогенетических нарушений, 
не оказывает значимого влияния на репродуктивный по-
тенциал популяций и не влияет на устойчивость семян 
к дополнительному γ-облучению. Изоферментный поли-
морфизм в природных популяциях обычно не является 
нейтральным и связан с ролью ферментов в механизмах 
нейтрализации поллютантов или токсичных продуктов их 
опосредованного действия (Алтухов, 2003), т. е. разные 

аллели полиморфных локусов могут по-разному влиять 
на приспособленность к данным условиям существо-
вания. Действительно, в популяциях василька шерохо-
ватого, 12 лет развивавшихся в условиях хронического 
облучения на территории ВУРС, было выявлено (Каль-
ченко и др., 1996) значимое увеличение частоты встре-
чаемости аллеля S, кодирующего изофермент SOD, 
с повышенной эффективностью устраняющий активные 
формы кислорода. Те же авторы обнаружили (Федотов 
и др., 2006) сильное давление отбора против аллеля F 
в популяциях сосны обыкновенной, произрастающей 
в 30-км зоне аварии на ЧАЭС.

Из полученных данных следует, что даже относи-
тельно невысокие уровни хронического облучения 
(7–130 мГр/год) могут приводить к увеличению частоты 
мутаций в эндоспермах и зародышах семян и изменять 
генетическую структуру популяций сосны обыкновен-
ной. В хронически облучаемых популяциях сосны фор-
мируется потомство с высоким уровнем мутационной 
изменчивости, значимо превышающим контрольные 
показатели. Увеличение радиоактивного загрязнения 
участков до 39 кБк/кг ведет к значимому росту частоты 
мутаций изоферментных локусов, эффективного числа 
аллелей, внутрипопуляционного разнообразия и частоты 
редких морф. Таким образом, несмотря на свои низкие 
значения, наблюдаемые мощности дозы могут рассмат-
риваться как фактор, способный модифицировать гене-
тическую структуру популяций.

Работа выполнена при поддержке Российского фонда 
фундаментальных исследований (проекты № 11-04-00670 
и 11-04-97524).
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ENzymE poLymorphISm oF aNTIoXIdaNT 
SySTEm IN ChroNICaLLy IrradIaTEd SCoTS pINE 
popULaTIoNS 

Volkova P. Y. , Geraskin S. A.

SUmmary C : Background. The Chernobyl accident caused dra-

matic and long-term increases in ambient radiation doses to many 

forest environments. Sites still exist in the Bryansk region of Rus-

sia, 25 years after the Chernobyl accident, where radioactive contami-

nation significantly exceeds background. There is growing evidence 

that effects of chronic radiation exposure lead to population-level im-

pacts. Isozymes polymorphism assessment is thought to be promis-

ing since it sensitive enough, may integrate the impacts of harmful 

agents in the environment, and provide meaningful information on 

biological damage The aims of this study were to examine whether 

Scots pine trees have experienced stress in areas with relatively low lev-

els of radioactive contamination and, if so, to quantify such an impact. 

materials and methods. Scots pine (Pinus sylvestris L.), the dominant 

tree species in North Eurasia boreal forests, was chosen as a test organ-

ism for an assessment of the possible effects from the radioactive contam-

ination. Four study sites were chosen in the most contaminated areas of 

the Bryansk region of Russia. This area was significantly contaminated 

by Chernobyl fallout with an initial 137Cs ground deposition level more 

than 1 MBq/m 2 in some locations (Ramzaev et al., 2008). Sites are uni-

form in climate and the physical and chemical properties of soils, forest 

stand is homogeneous, and pine trees occupy a large part of phytocenosis. 

Dose rates at the study sites ranged from 0.37 to 1.21 µGy/h, compared 

to 0.10 µGy/h at control site. Pine cones were collected in December 

of 2009–2010. Specific activities of radionuclides in soil samples were 

measured, and doses to the pine trees’ generative organs were estimated. 

Antioxidant enzymes polymorphism (superoxide dismutase (SOD, KF 

1.15.1.1), glutathione reductase (GR, KF 1.6.4.2), and glutathione per-

oxidase (GPX, KF 1.11.4.2)) was investigated by vertical electrophoresis. 

results. The study sites did not differ substantially in soil proper-

ties, or chemical content of soil or pine cones (Geras'kin et al., 2011; 

Geras'kin et al, 2008). The main contribution to the radioactive con-

tamination was from 137Cs with activity concentrations at the contami-

nated sites (averaged through 0–15 cm soil layer) ranging from 2.4 to 

56.3 kBq/kg of soil. These activity concentrations exceed those at the 

referent site by factors of 47–1081 (Geras'kin et al., 2011). Annual ab-

sorbed doses rates changes from 7.0 to 130 mGy/year compared to 

0.14 mGy/year at reference site. The average frequency of mutations in 

three enzymes significantly (r = 99 %, p <0.01) increases with increas-

ing absorbed dose by generative plant organs. Indices of phenotypic 

diversity in the populations studied are significantly different from the 

control. Proportion of rare morphs dramatically increases in popula-

tions inhabiting areas contaminated with radionuclides, which is as-

sociated with the emergence of new alleles in several enzyme systems 

(null alleles, allele 0.80 in the GPX-1 and 0.95 in the GPX-2). The 

observed and expected heterozygosity in affected populations in-

crease along with the level of contamination sites (r = 99 %, p <0.01). 

Conclusions. These data show that chronic, low level radiation exposure 

(7–130 mGy/year) results in an increase in frequency of mutations in 

the endosperm and the seed embryos and modify the genetic structure of 
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Scots pine populations. These data suggest that a high level of mutations 

occurs in the progeny of these pine populations and that their diversity is 

conditioned by radiation exposure. Thus, in spite of their low values, dose 

rate observed can be considered as a factor capable of modifying the ge-

netic structure of populations.

KEy wordS C : Scots pine; Chernobyl accident; radioactive contami-

nation; chronic irradiation; izozymes; genetic variability; rare morphs; 

null-alleles. 
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