1-ESM

Таблица ESM 1. Исследованные местообитания Isoëtes lacustris
	№п.п.
	Озеро (обозначение), расположение
	КО
	ГМ, DMS
	ГД (№ п.п.), км

	
	
	
	Широта
	Долгота
	1
	2
	3
	4

	1
	оз. Глубокое (GB), Витебская обл., Полоцкий р-н
	30
	55°41'42.21"С
	29°27'5.30"В
	−
	2
	340
	412

	2
	оз. Чербомысло (CH), Витебская обл., Полоцкий р-н
	30
	55°41'45.45"С
	29°28'31.34"В
	2
	−
	342
	414

	3
	оз. Свитязь (SV), Гродненская обл., Новогрудский р-н
	7
	53°25'59.03"С
	25°54'58.72"В
	340
	342
	−
	127

	4
	оз. Белое (BL), Брестская обл., Лунинецкий р-н
	4
	52°22'59.02"С
	26°38'35.96"В
	412
	414
	127
	−

	ВСЕГО
	71
	


Обозначения: КО – количество проанализированных образцов (особей); ГМ – географическое местоположение локалитета (озера); ГД – географическая дистанция между локалитетами; DMS – формат координат (градусы/ минуты/ секунды).
Примечание: В данной работе исследованы четыре местообитания вида, выбор которых обусловлен расположением их в двух основных регионах распространения вида – Белорусском Поозерье на севере республики, где сосредоточено основное количество известных местонахождений вида (Глубокое, GB и Чербомысло, CH) и Белорусском Полесье – в южной части, где вид произрастает в изолированных от основной части ареала локалитетах и характеризуется наиболее значительным сокращением в них площади произрастания вида на протяжении последних 15 лет (Белое, BL и Свитязь, SV; рис. 1,б, ESM 1 (Vlasov B.P. 2012; Власов Б.П. 2014; литературные источники к статье 7, 8). Под локалитетом авторы понимают водоем (озеро) в пределах которого обитает группа особей вида, предположительно относящихся к одной популяции.
Таблица ESM 2. Экологические параметры среды произрастания I. lacustris и развития популяций (2001-2016 гг.)

	Локалитет (озеро)
	Тип озера
	Морфологичексие показатели
	Гидрохимические показатели
	Параметры развития I. lacustris

	
	
	S зеркала, км2
	Удельный водосбор
	Водотоки
	Под болотом, %
	Прозрачность
	pH
	Mg2+, мг/л
	Цветность
	Окисляемость бихроматная, мг О2/л
	Общий P, мг/л
	Общая мине-рализация, мг/л
	Обилие по Друде, балл
	Толерант-ность, балл
	ЧПП, %
	Характеристика популяции (годы наблюдений)

	оз. Глубокое
	Ледниковое
	0,42
	6.3
	нет
	5.1
	9.5
	4.85
	0.47
	10.0
	3.2
	0.008
	17.96
	6
	4 (оптимум)
	50
	Полоса 140 м шириной 30 м. на глубинах 0.7-4 м. Оптимум на глубине 1.5 – 2 м, плотность 20-30 растений/ м2 (2001-2011гг.)

	оз. Чербомысло
	Ледниковое
	0.5
	4.04
	нет
	0
	4.2
	5.97
	1.00
	15.0
	11.5
	0.000
	25.60
	6
	4 (оптимум)
	100
	Полоса ~ 20 м (все озеро) на глубине 0.4-3.5 м. (местами до 500 растений/м2). Площадь ассоциации с участием полушника - около 56000 м2 (2001-2011гг.)

	оз. Белое
	Карстовое
	0.23
	1.35
	нет
	0
	3.8
	7.21
	1.24
	15.0
	5.0
	0.009
	28.50
	5
	4 (оптимум)
	90-100
	Сплошные заросли почти повсеместно на литорали на глубине 0.6 до 4.5–5.0 м. (2006 г.)

	
	
	
	
	
	
	1.7
	7.3
	-
	25.0
	-
	-
	30.00
	2.5
	3 (угнетение)
	20
	Глубины 0.6- 2.8 м. мозаичный характер, заросли редкие. Площадь распространения за период наблюдения сократилась в 2 раза. (2016 г.)

	оз. Свитязь
	Суффозионно-карстовое
	2.24
	0
	сточное (временно в многоводный год)
	0
	3.0
	7.00
	1.80
	10.0
	29.9
	0.039
	56.68
	3
	2 (угнетение)
	10
	Редкие заросли на глубинах 1.7–1.8 м. (2006 г.)


*Примечание: Гидрохимические показатели за 2011-2016 для оз. Белое обозначены курсивом. «-» - Параметр» не анализировали.

Таблица ESM 3. Корреляция коэффициентов экологических факторов и параметров развития популяций I. lacustris
	Параметр
	Обилие
	Частное проектив-ное покрытие
	Встречаемость
	Толерантность, баллы 

	Прозрачность, м
	0.734725
	0.187529
	0.187529
	0.526162

	Цветность
	-0.49237
	-0.09543
	-0.09543
	0

	pH
	-0.81793
	-0.29493
	-0.29493
	-0.6194

	HCO3‒, мг/л
	0.094989
	-0.39623
	-0.39623
	-0.2391

	Ca , мг/л
	-0.47265
	-0.28757
	-0.28757
	-0.6567

	Mg2+, мг/л
	-0.90982
	-0.38319
	-0.38319
	-0.81248

	Cl‒, мг/л
	-0.84608
	-0.37954
	-0.37954
	-0.45583

	SO4, мг/л 
	-0.15056
	0.034069
	0.034069
	-0.23142

	Fe , мг/л
	0.488788
	-0.05647
	-0.05647
	0.466071

	Натрий+ калий, мг/л
	0.51796
	0.994472
	0.994472
	0.769423

	NH4, мг/л
	-0.14795
	-0.51524
	-0.51524
	-0.46065

	PO4 , мгP/л
	-0.98743*
	-0.80631
	-0.80631
	-0.9728

	Фосфор общий, мг/л
	-0.96225*
	-0.86969
	-0.86969
	-0.97202

	Окисляемость бихроматная, мгО2/л
	-0.87138
	-0.69895
	-0.69895
	-0.95635*

	Минерализация, мг/л
	-0.67152
	-0.56279
	-0.56279
	-0.91554*


Примечание: * ‒ уровень значимости p≤0.05; ** ‒ уровень значимости p≤0.005.
Таблица ESM 4. Видовой состав высших растений погруженной и прибрежной растительности местообитаний Isoëtes lacustris в исследованных водоемах

	Вид
	Развитие I. lacustris
	Предполагаемая индикаторная роль экологического состояния водоема*

	
	Оптимум
	Угнетение 1
	Угнетение 2
	

	
	Озеро (код популяции)
	

	
	Глубокое (GB)
	Чербомысло (CH)
	Белое (BL)
	Свитязь* (SV)
	

	Acorus calamus L. 
	–
	+
	+
	+ H
	Зарастание (в т.ч. нач. фаза)

	Alisma plantago-aquatica L. 
	–
	–
	+
	–
	

	Batrachium circinatum (Sibth.) Spach 
	–
	–
	–
	+
	

	Calla palustris L. 
	+
	–
	–
	–
	Оптимум

	Carex elata All. 
	–
	+
	–
	+ H
	

	Carex omskiana Meinsh. 
	+
	–
	–
	+ H
	(Оптимум)

	Carex rostrata Stokes 
	–
	–
	+
	–
	

	Cicuta virosa L. 
	–
	+
	–
	–
	

	Comarum palustre L. 
	+
	–
	–
	–
	Оптимум

	Drepanocladus sendtneri (Schimp.) Warst.
	–
	+
	–
	–
	

	Eleocharis acicularis (L.) Roem. et Schult. 
	–
	–
	+
	+ H
	

	Eleocharis palustris (L.) Roem. et Schult. 
	–
	–
	–
	+
	

	Eleocharis vulgaris (Walters) Á. Löve et D. Löve 
	–
	–
	–
	+ F
	

	Elodea canadensis Michx. 
	–
	+
	–
	+
	

	Elodea nuttallii (Planch.) H.St. John 
	–
	–
	–
	+
	

	Equisetum fluviatile L. 
	–
	+
	–
	–
	

	Fontinalis antipyretica Hedw.
	+
	–
	+
	(+)
	

	Hydrilla verticillata (L. f.) Royle
	–
	–
	–
	+ L
	

	Isoëtes lacustris L. 
	+
	+
	+
	+
	

	Juncus conglomeratus L. 
	+
	–
	–
	–
	Оптимум

	Litorella uniflora (L.) Asch. 
	–
	–
	–
	+
	

	Lobelia dortmanna L. 
	–
	–
	+
	+
	

	Najas flexilis (Willd.) Rostk. et W.L.E. Schmidt 
	–
	–
	–
	(+) H
	


	Naumburgia thyrsiflora (L.) Rchb. 
	–
	+
	–
	–
	

	Nitella gracilis (J.E. Smith) C. Agardh
	–
	–
	–
	(+)
	

	Nuphar lutea (L.) Sm. 
	+
	+
	–
	–
	Оптимум

	Persicaria amphibia (L.) Delarbre 
	+
	+
	+
	+
	

	Phragmites australis (Cav.) Steud. 
	+
	+
	+
	+
	

	Potamogeton alpinus Balb. 
	–
	–
	–
	+ H
	

	Potamogeton berchtoldii Fieber 
	–
	–
	–
	+ H
	

	Potamogeton compressus L. 
	–
	–
	–
	+
	

	Potamogeton crispus L. 
	–
	–
	–
	(+)
	

	Potamogeton gramineus L.
	–
	–
	–
	+ H
	

	Potamogeton lucens L.
	–
	–
	–
	(+) H
	

	Potamogeton natans L. 
	–
	+
	–
	+
	

	Potamogeton perfoliatus L. 
	–
	–
	–
	+ H
	

	Potamogeton praelongus Wulfen 
	–
	–
	–
	(+) H
	

	Sagittaria sagittifolia L. 
	–
	–
	+
	–
	

	Schoenoplectus lacustris (L.) Palla 
	–
	–
	–
	+
	

	Scirpus sylvaticus L. 
	–
	–
	–
	+
	

	Sparganium gramineum Georgi 
	–
	+
	–
	–
	

	Stuckenia pectinata (L.) Börner 
	–
	–
	–
	+ F
	

	Thelypteris palustris Schott
	–
	+
	–
	–
	

	Typha linnaei Mavrodiev et Kapitonova 
	–
	+
	+
	(+)
	Зарастание, эвтрофи-рование (в т.ч. нач. фаза)

	ВСЕГО
	9
	15
	11
	12 (30)
	


Примечание: (+) – с 2013 г. не отмечается; H – упоминается только по ранним гербарным сборам, F, L – или по литературным данным.

Литературные источники: (L) Dybowski W. Rzadsze gatunki ro(lin znalezionych w powiecie Nowogr(dzkim w Minszczyznie // Wszech(wiat. 1890. T. 9. № 21. S. 330–331. Горовец В.К. Водная растительность некоторых озер Полесской низменности // Труды комплексной экспедиции по изучению водоемов Полесья. Минск: Белгосуниверситет им. В.И. Ленина, 1956. С. 255–288.; Курлович Н.Н. Новые местонахождения и основные условия произрастания полушника озерного в озерах Белоруссии // Вестн. Белорус. ун-та. Сер. 2: Хим. Биол. Геол. Геогр. 1979. № 1. С. 53–56. (F) Блажевич Р.Ю. и др. Флора Беларуси. Сосудистые растения. В 6 т. Т. 1. Lycopodiophyta. Equsetophyta. Polypodiophyta. Ginkgophyta. Pinophyta. Gnetophyta // ред. В.И. Парфенова. Минск: Беларус. навука, 2009. 199 с. * - К индикаторам ценотического и эколошического оптимума развития полушника озерного относили виды, зарегистрированные только в оз. Глубокое или Чербомысло, где в период 2002–2011 гг. не выявлено очевидных угроз развития полушника. К индикаторам процессов зарастания и эвтрофирования водоема, в т.ч. на начальной фазе, отнесены обнаруженные в водоемах с высокими показателями эвтрофирования (BL и SV) и в CH, где эти процессы начались сравнительно недавно.
Таблица ESM 5. Характеристика RAPD и ISSR спектров ампликонов особей I. lacustris
	№
	Праймерa
	Последователь-ность, 5′→3′
	Tm, °C
	Число ДНК-маркеров
	Длина фрагментов, пн
	Число фрагментов на образец (min/ max/ среднее)
	Число полиморфных маркеров/ % полимор-физма
	PIC
	Hb
	Hec

	RAPD-система
	
	

	1
	OPA-18
	AGGTGACCGT
	32
	7
	230–1545
	3/6/4.5
	7/100
	0.460
	0.505
	0.275

	2
	OPA-04
	AATCGGGCTG
	32
	4
	350–850
	0/4/2
	4/100
	0.519
	0.340
	0.171

	3
	OPBF-08
	CCTGGGTCCA
	34
	9
	345–905
	2/6/4
	7/77.8
	0.508
	0.377
	0.304

	4
	OPE-02d
	GGTGCGGGAA
	34
	17
	185–1155
	8/14/11
	12/70.6
	0.485
	0.598
	0.271

	Всего
	37
	—
	—
	30/81.08
	—
	—
	—

	Среднее
	9.3
	—
	—
	7.5/87.1
	0.493
	0.455
	0.255

	ISSR-система
	
	

	5
	UBC-818
	(CA)8G
	47
	31
	140–945
	1/22/8.5
	31/100
	0.489
	0.433
	0.223

	6
	UBC-826
	(AC)8C
	47
	24
	230–860
	9/17/13
	21/87.5
	0.437
	0.496
	0.282

	7
	UBC-827
	(AC)8G
	47
	35
	202–1259
	5/15/7.2
	33/94.3
	0.480
	0.400
	0.159

	Всего
	90
	—
	—
	85/94.4
	—
	—
	—

	Среднее
	30
	—
	—
	28.3/93.9
	0.469
	0.443
	0.221

	Общее по системам
	127
	—
	—
	115/90.6
	0.481
	0.449
	0.238


Примечание: a -Всего протестировано 12 RAPD и 15 ISSR пар праймеров (не приведены), отобраны приведенные. Критериями отбора пары праймеров были воспроизводимость (по конститутивным ампликонам) и способность выявлять вариабельность между всеми особями исследованных популяций.

b - Индекс гетерозиготности (рассчитан для каждого маркера и всей выборки без подразделения на популяции и регионы согласно [Amiryousefi A., Hyvönen J. and Poczai P. iMEC: online marker efficiency calculator. Applications in plant sciences 2018. 6(6), p.e01159. doi 10.1002/aps3.1159].

c - Параметр ожидаемой гетерозиготности (He) расчитан для маркеров на популяционном уровне , т.е. при подразделении выборки на популяции и регионы (Peakall R., Smouse P.E. GenAlEx 6.4: genetic analysis in Excel. Population Genetic Software for teaching and research // Mol. Ecol. Notes. 2010. V. 6. P. 288–295. doi 10.1111/j.1471-8286.2005.01155.x)
d - оценена уменьшенная выборка для локалитетов Глубокое и Чербомысло (10 и 10 особей, соответственно).
Таблица ESM 6. Генетическая вариабельность внутри- и между популяциями I. lacustris, рассчитанная на основании RAPD и ISSR маркеров при выделении регионов

	Популяция
	GB
	CH
	BL
	SV
	Диаграмма распределения молекулярной дисперсии (AMOVA)

	RAPD

	Число фрагментов

No. Bands
	23
	21
	13
	17
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	Число фрагиентов с частотой ≥ 5%

No. Bands Freq. ≥ 5%
	23
	19
	13
	17
	

	Число уникальных фрагментов

No. Private Bands
	1
	0
	0
	1
	

	He
	0.315 (0.035)
	0.269 (0.041)
	0.122 (0.041)
	0.150 (0.040)
	

	uHe
	0.325 (0.036)
	0.278 (0.043)
	0.140 (0.047)
	0.163 (0.043)
	

	ISSR

	Число фрагментов

No. Bands
	80
	72
	26
	29
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	Число фрагментов с частотой ≥ 5%

No. Bands Freq. ≥ 5%
	72
	62
	26
	29
	

	Число уникальных фрагментов

No. Private Bands
	9
	1
	0
	0
	

	He
	0.227 (0.019)
	0.208 (0.018)
	0.044 (0.013)
	0.100 (0.019)
	

	uHe
	0.231 (0.019)
	0.212 (0.019)
	0.051 (0.014)
	0.109 (0.021)
	


Таблица ESM 7. Пропорция особей I. lacustris, отнесенных к трем кластерам K = 3, выделенным Structure (admixture model, non correlated loci) и значения дифференциации кластеров

	Локалитет 
	Обнаруженне кластеры, K

	
	1
	2
	3

	GB
	0.830
	0.132
	0.038

	CH
	0.201
	0.486
	0.313

	BL
	0.020 
	0.052
	0.927

	SV
	0.010 
	0.051
	0.938

	Fst
	0.282
	0.296
	0.589


Примечание: Наибольшая доля особей, отнесенная к определенному кластеру, выделена жирным шрифтом.

Таблица ESM 8. Корреляция коэффициентов ГР, лимнических, экологических факторов и параметров развития популяций I. lacustris
	Лимнический / эколо-гический параметр или развитие полушника
	ГР

	
	Na
	Ne
	PpB,%
	HeB
	I
	He
	uHe
	LGP

	Содержание Cl–
	-0.998**
	-0.996**
	-0.999***
	-0.996**
	-0.998**
	-0.997**
	-0.997**
	-0.996**

	Удельный водообмен
	0.974*
	0.947*
	0.965*
	0.939
	0.960*
	0.955*
	0.953*
	0.986*

	pH
	-0.922•
	-0.899
	-0.945*
	-0.923•
	-0.906
	-0.902
	-0.901
	-0.931

	Удельный водосбор
	0.914
	0.876
	0.930*
	0.895*
	0.891*
	0.884*
	0.882*
	0.931

	Прозрачность
	0.727
	0.709
	0.778
	0.760
	0.710
	0.708
	0.708
	0.734

	Обилие
	0.712•
	0.634•
	0.705•
	0.632•
	0.669•
	0.654•
	0.649•
	0.754•

	Под болотом, %
	0.660
	0.656
	0.718
	0.714
	0.651
	0.651
	0.652
	0.659

	Толерантность, баллы
	0.440
	0.343
	0.437
	0.347
	0.384
	0.367
	0.361
	0.494


Примечание: * — уровень значимости p≤0.05; ** — уровень значимости p≤0.005; *** — уровень значимости p≤0.0005; • — показатель стал значимым (p≤0.05) при анализе данных 2016 г. (для оз. Белое).

Na – наблюдаемое число аллелей; Ne – эффективное число аллелей; Pp  – процент полиморфных локусов; He – ожидаемая гетерозиготность (или генное разнообразие по Неи); I – информационный индекс Шэннона, LGP – латентный генетический потенциал. B*- значения оценены Байесовским методом.
Таблица ESM 9. Характер угроз и рекомендованные меры охраны местообитаний I. lacustris
	Локалитет (код)
	Факторы и характер угроз
	Рекомендуемые меры

	
	Приток фосфора, эвтрофирование
	Эвтрофенты, обрастатели
	Прозрачность
	Иные угрозы
	In situ
	Ex situ

	оз. Глубокое (GB)
	Незначи-тельно
	Повышенное развитие, гибель особей полушника
	Падает незначитель-но
	Туристические стоянки, костры, мытье посуды
	Организация заповедной зоны
	In vitro размножение;

Создание банка спор,

Измерение параметров ГР (раз 6-10 лет);

репатриация (после мониторинга ГР; все локалитеты)

	оз. Чербомысло (CH)
	Незначи-тельно
	Повышенное развитие, гибель особей полушника
	Падает (в связи с размытием берегов)
	Подъем уровня вод (конструкция) на 0,5 м, сокративший приток кислых вод с болота
	Организация запо-ведной зоны. Устранение подъема уровня вод. Режимные обследования pH (весенний период)
	

	оз. Свитязь (SV)
	Повыше-ние
	Повышенное развитие, гибель особей полушника
	Падает (приток биогенов)
	Туристические стоянки, купающиеся, вытаптывание
	Организация запо-ведной зоны, орга-низация купания в выделенной зоне
	

	оз. Белое, Лунинецкий р-н (BL)
	Повыше-ние
	Незначитель-но
	Падает (приток биогенов)
	Туристические стоянки, летний лагерь, купающиеся, вытаптывание
	Организация заповедной зоны и бассейна для купания
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Рис. ESM 10. Дендрограмма генетического сходства особей I. lacustris, на основании 25 RAPD и 81 ISSR маркеров, сгенерированная методом UPGMA, используя коэффициент Nei и Lei. Горизонтальная шкала отражает дистанцию между особями. Под ветвями указаны величины поддержки, основанные на 2000 реплик Bootstrap анализа (с величинами более 50%).
Обозначения популяций: Глубокое – красные ромбы (GB); Чербомысло – зеленые квадраты (CH); Белое – синие треугольники (BL); Свитязь – желтые круги (SV). Кластеризацию особей выполняли в TREECON, используя UPGMA алгоритм [Van de Peer Y., De Wachter Y. TREECON for Windows: a software package for the construction and drawing of evolutionary trees for the Microsoft Windows environment // Comput. Applic. Biosci. 1994. V. 10(5). P. 569-70]
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	Рис. ESM 11. Анализ распределения особей Isoëtes lacustris 4-х локалитетов согласно Structure на основе RAPD и ISSR данных (описания локалитетов приведены в Табл. 1). Диаграмма распределения особей I. lacustris 4-х локалитетов согласно Structure при K = 3 (admixture model, non correlated loci), a. Зависимость количества кластеров K и L (K) (b) и Delta K (с) с использованием моделей admixture, correlated loci (Adm_corr) и admixture, non correlated loci (Adm_No).
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