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СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ 

 

пн – пар нуклеотидов 

поз. – нуклеотидная позиция в выравнивании 

ПЦР – полимеразная цепная реакция 

рДНК – рибосомная ДНК 

хпДНК – хлоропластная ДНК 

BI – Bayesian Inference – байесовский подход (анализ) 

CBC – Compensatory Base Change – компенсаторная замена основания 

hCBC – hemi-Compensatory Base Change – полукомпенсаторная замена основания 

ITS – Internal Transcribed Spacer – внутренний транскрибируемый спейсер 

ML – Maximum Likelihood – метод максимального правдоподобия 

MP – Maximum Parsimony – метод максимальной экономии (парсимонии)  

PP – Posterior probability – апостериорная вероятность (используется в Байесов-

ском анализе) 
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ВВЕДЕНИЕ 

 

Актуальность исследования. Семейство Crassulaceae J.St.-Hil. (толстянко-

вые) объединяет около 1400 видов растений, классифицируемых в 33 рода (Eggli, 

2005). Это, преимущественно, многолетние травянистые растения суккулентного 

облика, широко распространенные в теплых и засушливых областях. Наибольшее 

число видов встречается в Южной Африке, Восточной Азии, Средиземноморье и 

Америке. 

Представители семейства являются популярными декоративными расте-

ниями (особенно в странах Восточной Азии), однако основной практический ин-

терес представляют виды, обладающие ценными лекарственными свойствами, 

например, некоторые виды Rhodiola L., Kalanchoe Adans., Orostachys Fisch. и дру-

гих родов (Бялт, 1999а). Экстракты из многих видов толстянковых широко при-

меняются в народной медицине стран юго-восточной Азии с давних пор 

(Mayuzumi, Ohba 2004). Медицинское значение они приобрели благодаря нали-

чию биологически-активных веществ, содержащихся в их надземных сочных час-

тях, в частности, большому количеству органических кислот (яблочной, галловой, 

янтарной, щавелевой), алкалоидов, флавоноидов, кумаринов, антиоксидантов, ви-

таминов и микроэлементов (Zhang et al., 2010). Одним из видов Crassulaceae, ис-

пользуемых в традиционной восточной медицине благодаря своим адаптогенным 

свойствам, является Orostachys spinosa (L.) Sweet (горноколосник колючий, заячья 

капуста). 

Род Orostachys включает 10–15 видов (Eggli et al., 1995; Mayzumi, Ohba, 

2004; Eggli, 2005) и характеризуется сложной таксономической структурой, ос-

тающейся предметом дискуссий, т.к. морфологические признаки, используемые 

для разграничения внутриродовых таксонов, высоко полиморфны. Филогенетиче-

ские отношения между O. spinosa и близкими ему видами до сих пор остаются 

слабо изученными, хотя представляют большой теоретический и практический 

интерес. Отличительной особенностью этого вида является нехарактерный для 
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большинства толстянковых протяженный ареал произрастания, охватывающий 

большую часть северной Азии от побережья Тихого океана до Урала. Исследова-

ние полиморфизма нуклеотидных последовательностей O. spinosa поможет про-

лить свет на его положение в трибе Telephieae, в роде, а также на филогеографию 

этого широко распространенного вида и генетическую структуру его популяций. 

Для изучения генетической изменчивости и популяционной структуры, 

уточнения родственных отношений на различных таксономических уровнях ши-

роко используются молекулярно-генетические методы. Межгенные спейсеры 

хлоропластной (хпДНК) и ядерной ДНК (яДНК) являются удобными маркерами 

для филогенетических исследований. Прежде всего, это обусловлено тем, что не-

кодирующие межгенные спейсеры ядерного и хлоропластного геномов обладают 

высокой скоростью накопления мутаций, так как зачастую не несут большой 

функциональной нагрузки (Gielly, Taberlet, 1994). Кроме того, хпДНК большинст-

ва покрытосемянных растений наследуется по материнской линии (Birky, 1995), 

представлена большим числом копий, не участвует в рекомбинационном процес-

се, характеризуется селективно нейтральной или почти нейтральной природой 

мутаций. В свою очередь, рДНК наследуется двуродительски, а наиболее попу-

лярный в филогенетике ядерный регион – внутренний транскрибируемый спейсер 

(ITS), представлен в геноме множеством копий (у растений тандемные повторы 

генов рДНК насчитывают 100–200 повторяющихся единиц), легко амплифициру-

ется и секвенируется (Матвеева и др., 2011). 

Безусловно, у всех маркеров есть свои ограничения, связанные, в основном, 

с гипервариабельностью последовательностей на высоких таксономических уров-

нях или, наоборот, с мономорфностью на низких, а также с высоким уровнем го-

моплазии. Поэтому хлоропластные межгенные спейсеры обычно используются 

для исследований на уровне популяций и вида, а ITS является достаточно инфор-

мативным на более высоких уровнях (род, подсемейство). Отбор подходящих мо-

лекулярных маркеров для изучения генетической структуры, филогеографии и 

филогении требует проведения предварительного скрининга и тщательного ана-

лиза последовательностей. 
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Степень разработанности. Родственные отношения между представителя-

ми рода Orostachys ранее практически не изучались. Попытка реконструировать 

филогенетические связи в роде с помощью сравнения набора морфологических 

признаков была предпринята лишь В.В. Бялтом (Бялт, 1999а). Другие исследова-

ния проводились молекулярно-генетическими методами и включали представите-

лей Orostachys и некоторых других родов/клад трибы Telephieae (’t Hart) Ohba and 

Thiede ined., но были представлены очень ограниченным числом видов 

(Mayuzumi, Ohba, 2004; Гончарова, 2006а; Гончарова и др., 2008). Относительно 

недавно были получены новые генетические данные для типовой подсекции 

Orostachys (Kozyrenko et al., 2013), но без привлечения других представителей 

трибы. Исследования же генетической структуры популяций O. spinosa и филоге-

нетических отношений между видами подсекции Appendiculatae (Borissova) H. 

Ohba ранее не проводились. 

Цель и задачи исследования. Целью настоящей работы является выявле-

ние филогенетических связей, изучение генетического разнообразия и популяци-

онной структуры O. spinosa на основании сравнительного анализа нуклеотидных 

последовательностей ITS региона рДНК и межгенных спейсеров хпДНК. 

Для достижения этой цели решались следующие задачи: 

1. Получить нуклеотидные последовательности ITS региона рДНК для O. 

spinosa и близких ему видов подсекции Appendiculatae (O. chanetii (H. Léveillé) A. 

Berger, O. japonica (Maxim.) A. Berger, O. thyrsiflora Fisch.), произвести моделиро-

вание вторичных структур транскриптов ITS1 и ITS2. 

2. Уточнить родственные связи O. spinosa в трибе Telephieae по данным ITS 

региона рДНК и провести анализ молекулярной датировки, для определения вре-

мени диверсификации основных линий трибы. 

3. Осуществить поиск информативных на популяционном уровне маркеров 

хпДНК, секвенировать их нуклеотидные последовательности и дать оценку гене-

тического разнообразия и популяционной структуры O. spinosa. 

4. Провести анализ генеалогических связей между гаплотипами и реконструи-

ровать возможные пути расширения ареала O. spinosa. 
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Научная новизна. Результаты, полученные в данном исследовании, явля-

ются новыми и приоритетными. В ходе работы получены 84 нуклеотидные после-

довательности ITS региона рДНК (ITS1–5.8S–ITS2) представителей 6 видов три-

бы Telephieae и 621 последовательность некодирующих регионов хпДНК – меж-

генных спейсеров trnH–psbA, trnQ–rps16, rpl32–trnL 25 популяций O. spinosa. Все 

нуклеотидные последовательности депонированы в базу данных GenBank 

EMBL/NCBI. Выполнено моделирование вторичных структур транскриптов спей-

серных участков ITS1 и ITS2 рДНК с использованием универсальной номенкла-

туры основных структурных элементов. На основе анализа ITS региона рДНК ус-

тановлены с высокой достоверностью филогенетические связи между основными 

эволюционными линиями трибы Telephieae и определен их возраст методом мо-

лекулярной датировки. Впервые показано, что монотипный род Meterostachys 

Nakai является членом клады подсекции Appendiculatae, а не ее сестринской груп-

пой, как считалось ранее. Показано, что образец M. sikokiana (Makino) Nakai был 

близок к O. thyrsiflora. Впервые обнаружен внутригеномный полиморфизм в ITS1 

у вида O. japonica. 

На основе анализа вариабельности нуклеотидных последовательностей меж-

генных спейсеров хпДНК trnH–psbA, trnQ–rps16, rpl32–trnL впервые получены 

знания о генетическом разнообразии, популяционной структуре и филогеографии 

O. spinosa. Установлен предполагаемый центр происхождения вида. Предложена 

гипотеза расширения ареала O. spinosa в восточном и западном направлениях и 

определены основные пути распространения вида. 

Теоретическая и практическая значимость. Полученные данные уточня-

ют имеющиеся представления о филогенетических отношениях в семействе 

Crassulaceae, в целом, и в трибе Telephieae подсемейства Sempervivoideae A. 

Berger, в частности, а так же обогащают новыми знаниями о генетическом разно-

образии, популяционной структуре и филогеографии O. spinosa – одного из самых 

широко распространенных видов семейства. Результаты работы могут быть ис-

пользованы при чтении курсов лекций для студентов, специализирующихся на 

кафедрах ботаники, генетики и биотехнологии. 
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Практическая значимость состоит в том, что эти данные могут быть полез-

ны для мониторинга состояния природных популяций с целью сохранения био-

разнообразия, для проведения фармакологических исследований вида и для раз-

вития биотехнологических разработок на основе растительного сырья. 

Методология и методы диссертационного исследования. В данной дис-

сертационной работе используются стандартные методики проведения молеку-

лярно-генетических исследований. Для подтверждения результатов секвенирова-

ния использовали молекулярное клонирование. Привелчен биоинформатический 

подход: моделирование спиралей вторичных структур транскриптов спейсеров 

ITS1 и ITS2 с помощью веб-сервера Mfold и построение обобщенных струкур для 

растений рода Orostachys подсекции Appendiculatae. Филогенетические деревья 

построены с использованием метода максимального правдоподобия (ML), макси-

мальной экономии (MP) и Баесовского подхода (BI) в программах PAUP* 4.0b10 

(Swofford, 2002) MrBayes 3.1.2 (Huelsenbeck, Ronquist, 2001). Устойчивость топо-

логии реконструированных деревьев оценена методом бутстрепа (для ML и МP; 

Felsenstein, 1985) и определения апостериорных вероятностей (для BI). Молеку-

лярная датировка (определение времени дивергенции) происхождения основных 

линий Telephieae проведена в рамках байесовского подхода с пакетом программ 

BEAST 1.8.1 (Drummond et al., 2012) на основании средних скоростей нуклеотид-

ных замен в ITS регионе рДНК (Zhang et al., 2014). Расчет параметров генетиче-

ского разнообразия осуществляли в программе Arlequin v. 3.11 (Excofflier et al., 

2005). 

Положения, выносимые на защиту: 

1. ITS регион рДНК является информативным маркером для реконст-

рукции родственных отношений в роде Orostachys и между видами в трибе 

Telephieae, а межгенные спейсеры trnH–psbA, trnQ–rps16, rpl32–trnL хпДНК – для 

изучения генетического разнообразия, популяционной структуры и филогеогра-

фии O. spinosa. 

2. Модели вторичных структур транскриптов спейсеров ITS1 и ITS2 

рДНК, построенные для растений рода Orostachys подсекции Appendiculatae, яв-
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ляются эффективным инструментом для выравнивания дивергентных нуклеотид-

ных последовательностей и имеют типичное строение ITS региона растений. 

3. Происхождение O. spinosa датируется примерно 6 млн. л. н. Распро-

странение вида из центра происхождения (в горах Алтая) могло происходить в 

трех направлениях: на запад до предгорий Южного Урала и двумя линиями на 

восток – в район озера Байкал и северо-восточную Азию (Якутия, Магадан). По-

следняя линия дала начало Восточной группе, предки которой дивергировали 

около 3,5 млн. л. н., и распространялись в южном направлении (Китай, Примор-

ский край). 

4. Специфическое островное распределение местообитаний O. spinosa 

(на скалах, сухих склонах, в расщелинах) привело к изоляции отдельных популя-

ций и постепенному дрейфу генов с накоплением нуклеотидных отличий. 

Степень достоверности результатов. Достоверность результатов подтвер-

ждается современными молекулярно-генетическими и статистическими методами 

исследования, которые соответствуют поставленным в работе целям и задачам. 

Для анализа были использованы выборки достаточного объема – до 10–12 образ-

цов из популяции (конкретного места выборки). Научные результаты подкрепле-

ны убедительными фактическими данными, наглядно представленными в приве-

денных таблицах и рисунках. 

Апробация работы и публикации. Результаты работы были представлены 

на российских и международных конференциях: X региональной конференции 

студентов, аспирантов вузов и научных организаций Дальнего Востока России 

«Актуальные проблемы экологии, морской биологии и биотехнологии» (Владиво-

сток, 2011); II (Х) Международной ботанической конференции молодых ученых в 

Санкт-Петербурге (Санкт-Петербург, 2012); на ХI Региональной конференции 

студентов, аспирантов вузов и научных организаций Дальнего Востока России 

«Актуальные проблемы экологии, морской биологии и биотехнологии» (Владиво-

сток, 2012); на международном симпозиуме «The East Asian Flora and its role in the 

formation of the world's vegetation» (Vladivostok, 2012); на I межрегиональной мо-

лодежной школе-конференции «Актуальные проблемы биологических наук» 
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(Владивосток, 2013); на конференции «Modern achievements in population, 

evolutionary and ecological genetics» (MAPEEG; Vladivostok, 2013); на IV междуна-

родной конференции «Molecular Phylogenetics» (MolPhy; Москва, 2014); междуна-

родной конференции «Сохранение разнообразия растительного мира в ботаниче-

ских садах: традиции, современность, перспективы» (Новосибирск, 2016). 

Публикации. Материалы диссертации изложены в 10 публикациях, из них 

2 статьи в рецензируемых журналах из списка ВАК. 

Структура и объем работы. Диссертация состоит из введения, 4 глав, за-

ключения, выводов и списка литературы. Работа изложена на 120 страницах, ил-

люстрирована 18 рисунками и содержит 13 таблиц. Список литературы содержит 

182 источника, из них 144 на иностранном языке. 

Благодарности. Автор выражает глубокую признательность своему науч-

ному руководителю Андрею Анатольевичу Гончарову за внимательное и конст-

руктивное руководство. Автор благодарит коллег за помощь в сборе материала 

для настоящей работы: Ш.Р. Абдуллина, В.А. Бакалина, В.В. Богатова, А.А. Гон-

чарова, Р.В. Дудкина, А.С. Дубровину, К.В. Киселева, Ю.В. Овчинникова, Д.А. 

Сидорова, В.П. Шохрина, В.В. Шохрину, В.В. Якубова, M. Dobos. Отдельно автор 

благодарен К.В. Киселеву и А.П. Тюнину за помощь в проведении экспериментов 

по молекулярному клонированию. Данная работа выполнена при финансовой 

поддержке грантов РФФИ (№ 15-29-0250515; 16-34-00176) и ДВО РАН (15-II-6-

034). 
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ГЛАВА 1. ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ 

 

1.1. Семейство Crassulaceae J.St.-Hil. Краткая характеристика и филогения 

Семейство Crassulaceae – толстянковые (от лат. «crassus» – толстый) содер-

жит около 1400 видов, классифицируемых в 33 рода (Eggli, 2005), распространен-

ных очень широко, но главным образом в теплых и засушливых областях. Наибо-

лее богата представителями семейства Африка, Восточная Азия, Сев. Америка, 

однако, они совершенно отсутствуют в Австралии и Полинезии. Представители 

семейства широко известны как лекарственные, декоративные садовые и комнат-

ные растения. 

В большинстве своем толстянковые это многолетние травянистые растения, 

реже полукустарнички, кустарнички, кустарники или древовидные формы, при-

способленные к теплым засушливым условиям – суккуленты. В связи с этим, ха-

рактерной чертой данного семейства являются мясистые, сочные (за счет особого 

водоносного слоя) листья и/или стебли, а также произрастание на более или менее 

сухих открытых местах, очень часто среди камней и в трещинах скал, иногда на 

лугах и в тенистых ущельях (Удалова, 1994). 

Морфологически толстянковые достаточно разнообразны. Стебли много-

численные и ветвящиеся, прямостоячие, либо полегающие и ползучие; листорас-

положение очередное или супротивное; листья обычно зеленого, реже желтовато-

го или голубоватого от воскового налета цвета, цельные, сидячие, часто опушен-

ные (Боголюбов, 2001). Для представителей семейства также характерно образо-

вание розеток, чашевидной, цилиндрической или луковицеобразной формы. Бла-

годаря этому растения защищены от интенсивного освещения и испарения (Бого-

любов, 2001). Некоторым видам, например Crassula ovata (Mill.) Druce и O. japon-

ica, характерно появление пигментации на листьях, обусловленной присутствием 

антоцианов, из-за чего листья или их части приобретают красноватый оттенок 

(Чуб, 2008). 

Современные таксономические исследования в семействе все чаще прово-

дятся с использованием молекулярно-генетических методов. Этому способствует 
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огромное фенотипическое разнообразие представителей толстянковых и большое 

число видов. Усугубляется ситуация гомоплазией некоторых морфологических 

признаков в семействе. Например, листорасположение, различие в количестве и 

строении репродуктивных частей цветка часто встречаются независимо у разных 

групп (’t Hart, 1995; van Ham, ’t Hart, 1998; Mort et al., 2001; Гончарова и др., 

2008). Поэтому иногда лишь молекулярные данные способны дать необходимую 

информацию о родственных отношениях в столь полиморфных группах. 

Молекулярные маркеры ядерного и хлоропластного геномов широко ис-

пользуются для уточнения систематики, популяционной и видовой идентифика-

ции, филогении. Ранние филогенетические исследования семейства Crassulaceae, 

основанные на сравнении рестрикционных паттернов хпДНК, нуклеотидных по-

следовательностей гена matK и межгенного спейсера trnL-trnF хпДНК, а так же 

ITS региона ядерной рДНК, выявили семь основных клад на филогенетическом 

дереве: Crassula, Kalanchoe, Telephium, Sempervivum, Aeonium, Leucosedum и Acre 

(’t Hart, 1995; van Ham, ’t Hart, 1998; Mort et al., 2001; Mayuzumi, Ohba 2004; Гон-

чарова и др., 2008; Гончарова, Гончаров, 2009). Только клада Crassula соответст-

вовала подсемейству Crassuloideae в системе Бергера (Berger, 1930), тогда как ос-

тальные выделенные им подсемейства (Kalanchoideae, Cotyledonoideae, 

Echiverioideae, Sempervivoideae и Sedoideae) оказались полифилетичными (сбор-

ными), а их члены вошли в состав нескольких клад. 

Результаты молекулярно-филогенетических исследований были учтены Дж. 

Тидом и У. Эггли (Thiede, Eggli, 2007) при разработке классификации 

толстянковых для «The families and Genera of the Vascular Plants». Они выделили 

три подсемейства в составе Crassulaceae, дав наименования ранее установленных 

групп: Crassuloideae Burnett, Kalanchoideae Berger и Sempervivoideae. Наиболее 

богатое родами и видами подсемейство Sempervivoideae (28 родов; 945 видов) 

было разделено на 5 триб: Telephieae, Umbiliceae Meisn., Semperviveae Dumort., 

Aeonieae Thiede ined. и Sedeae Fr. Четыре трибы соответствовали 

монофилетичным группам/кладам толстянковых и лишь Sedeae слагалась 2 

кладами: Leucosedum и Acre (Thiede, Eggli, 2007). 
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По данным секвенирования ITS региона рДНК и межгенных спейсеров 

хпДНК была получена весьма неожиданная с точки зрения морфологии картина 

взаимоотношений в трибах Telephieae и Umbiliceae – это наличие высокоустойчи-

вых полиродовых клад Hylotelephium + Orostachys и Rhodiola + Pseudosedum 

(Boiss.) Berger и полифилия секций и подсекций Hylotelephium Ohba и Rhodiola 

внутри этих клад (Mayuzumi, Ohba, 2004; Гончарова и др., 2006; Zhang et al., 

2014)). 

В виду противоречивых результатов ранних исследований филогенетиче-

ских отношений в пределах трибы Telephieae, основанных на небольшой выборке, 

статус большинства родов и практически всех надвидовых таксонов остается 

предметом дискуссии. 

Большинство толстянковых флоры России относятся к родам Hylotelephium 

и Orostachys трибы Telephieae и родам Rhodiola, Phedimus Raf. и Aizopsis Grulich 

трибы Umbiliceae. Поэтому, в данной работе одной из задач является построение 

устойчивой филогении трибы Telephieae и уточнение родственных связей между 

основными «проблемными» группами в ней: подсекциями рода Orostachys, родо-

выми парами Meterostachys–Orostachys подсекции Appendiculatae и 

Hylotelephium–Orostachys подсекции Orostachys. 

 

1.2. Лекарственные свойства растений семейства Crassulaceae 

В последнее время российскими и зарубежными учеными активно ведется 

поиск источников природных адаптогенов растительного происхождения, 

средств, способствующих адаптации организма человека к неблагоприятным фак-

торам окружающей среды (Студенцов, 2013). Чаще всего это вторичные метабо-

литы, обладающие ценными фармакологическими свойствами. Получение кле-

точных культур лекарственных растений, экспрессирующих искомые вещества, 

является перспективным направлением в биотехнологии. В связи с этим актуаль-

ными являются всесторонние исследования лекарственных растений-продуцентов 

биологически активных веществ, в том числе их генетическая характеристика. 
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Лекарственные свойства растений семейства толстянковые известны с дав-

них пор (Бялт, 1999а; Гончарова, 2006б). Присутствию большого количества ор-

ганических кислот (яблочной, галловой, янтарной, щавелевой), алкалоидов, фла-

воноидов, кумаринов, антиоксидантов, витаминов и микроэлементов (Zhang et al., 

2010) отчасти способствует феномен САМ-метаболизма (Crassulacean acid 

metabolism), впервые обнаруженный у представителей толстянковых и заклю-

чающийся в разделении во времени процессов образования органических кислот 

и их декарбоксилирования (Grams, Thiel, 2002). 

Особой известностью в семействе пользуются родиола розовая, хорошо 

изученный адаптоген (Rhodiola rosea L.; золотой корень; Саратиков, 1974), раз-

личные виды каланхоэ, называемого также комнатным женьшенем за свои лечеб-

ные качества (Блинова, 1990), а также некоторые виды родов Sempervivum L. – 

молодило и Sedum L. – очиток, обладающие широким спектром биологических 

эффектов (Одинец, Антонян, 2011). Целебными свойствами также обладают и 

представители рода Orostachys – O. spinosa и O. japonica (горноколосник япон-

ский), которые уже несколько веков применяются в традиционных медицинских 

системах стран Азии, в народной медицине Тибета, Монголии, Китая (Fu, Ohba, 

2001). Например, свежее растение прикладывают к геморроидальным шишкам, 

мозолям, порезам, ссадинам; соком листьев горноколосника колючего смазывают 

ожоги, укусы пчел; настой травы применяют внутрь от эпилепсии, сердечной не-

достаточности как средство, стимулирующее центральную нервную систему; ис-

пользуют как кровоостанавливающее, бактерицидное, противовоспалительное 

средство (Частухина, 1995). 

Во многих исследованиях отмечены благотворные эффекты введения в ор-

ганизм экстрактов O. spinosa и O. japonica. Так, метанольный экстракт из горно-

колосника японского способствует ингибированию патологического остеокласто-

генеза в культурах макрофагов костного мозга мыши (Youn et al., 2008). Также он 

характеризуется относительно высоким содержанием ценного флавоноида эпика-

техина (Kim et al., 2016). Другими исследователями было показано ингибирующее 

действие фенольных (флавоноидных) компонентов экстракта на образование про-
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канцерогенных N-нитрозодиметиламинов (Choi et al., 2006). Присутствие в экс-

тракте галловой кислоты, обладающей антиоксидантными свойствами, способст-

вовало значительному повышению активности алкогольдегидрогеназы и альде-

гиддегидрогеназы печени (Hur, Park, 2006). Корейскими исследователями позднее 

были изучены молекулярные механизмы действия этил-ацетатной фракции из O. 

japonicа (таких действующих веществ как галловая кислота, флавоноиды кемпфе-

рол и кверцетин) на противораковую активность в клетках гепатомы человека 

HepG2 (Lee et al., 2015). Было показано, что эти соединения участвуют в запуске 

процесса апоптоза, изменяя активность некоторых белков (p-JNK, p-ERK1/2 и др.) 

митохондриального сигнального пути запуска клеточной гибели (Lee et al., 2015). 

Установлено ингибирующее действие экстракта полисахаридов горноколосника 

на пролиферацию и рост раковых клеток прямой кишки человека в культуре HT-

29 и запуск процессов апоптоза пораженных клеток (Ryu et al., 2010). 

Цикл экспериментов подтвердил перспективность исследования O. spinosa с 

целью введения в медицинскую практику. Экстракт из него проявил стимули-

рующее, повышающее работоспособность, антигипоксическое и адаптогенное 

действие (Левента и др., 2012). При введении деалкоголизированного экстракта 

горноколосника колючего в дозе 0,5 мл/кг per os лабораторным животным отме-

чалась выраженная нейротропная активность, которая сочеталась с заметным 

стресс-протективным действием. Авторы отмечают, что такой эффект, возможно, 

связан с активацией стресс-лимитирующих систем организма (Odinets et al., 2013). 

Для пептических гидролизатов, полученных из измельченного сырья O. spinosa, 

обнаружили сильный радиозащитный эффект (Огрызов и др., 1974). 

Лекарственные растения часто вовлечены в интенсивную, нерациональную, 

практически неконтролируемую деятельность по заготовке сырья. Для выявления 

особо пострадавших от человеческой деятельности популяций, разработки эффек-

тивных мер охраны лекарственных растений ex situ необходимы знания о внутри-

видовой генетической изменчивости растений, которая определяет адаптивный 

потенциал вида в условиях трансформации окружающей среды и является суще-

ственным компонентом стабильности всей экосистемы. Данные о распростране-
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нии видов и их генетических характеристиках также важны при исследовании 

эффективности использования в лечебных целях того или иного вида Orostachys, 

а также для развития биотехнологических разработок на основе растительного 

сырья. Поэтому, одной из задач нашей работы было получить информацию о ге-

нетической изменчивости такого вида как O. spinosa. 

 

1.3. Род Orostachys Fisch. 

Научное название рода Orostachys образовано из двух греческих слов, 

«oros» (горный) и «stachys» (колос). Основанием для такого наименования стали 

специфическое местообитание (как правило, открытые каменистые склоны, тре-

щины скал) и колосовидная форма соцветий (Гончарова, 2006б). Народам Азии с 

давних пор были известны горноколосники, употребляющиеся в пищу, приме-

няющиеся в тибетской и монгольской медицине, а также в японской и китайской 

садовой культуре (Бялт, 1999а). Научное же изучение преставителей рода 

Orostachys началось с работы Карла Линнея «Species Plantarum» (Linneus, 1753), 

где автором описан наиболее распространенный представитель – O. spinosa, отне-

сенный, однако, к роду Cotyledon Tourn. ex L. и названный Cotyledon spinosa L. 

Род Orostachys был впервые представлен Ф. Фишером в труде «Catalogus 

Horti Gorenkensis» 1808 года (Fischer, 1808). Однако, отсутствие диагноза рода в 

данной в работе не позволило считать название Фишера валидным. В результате 

этого, вплоть до конца XX века возникла путаница в определении автора рода, им 

ошибочно считался либо О.П. Декандоль, либо А. Бергер (Byalt, Sokolova, 1999). 

Приоритет авторства Фишера был восстановлен С.К. Черепановым (1973), а затем 

В.В. Бялтом и И.В. Соколовой (Byalt, Sokolova, 1999). Фишер подробно описал 

род, включив в него 4 вида, в том числе ошибочно Rosularia serrata (L.) Berger, и 

сделал вывод о близости родов Orostachys и Sedum (в частности с S. telephium L.) 

на основании строения цветка (Fischer, 1808). 

Весомый вклад в таксономию подсемейства Sedoideae был внесен Т. Накай 

(Nakai, 1938). Он предложил выделить Orostachys и Rhodiola в ранги родов. Также 
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к его заслугам можно отнести отделение родов Chamaerhodiola Nakai и 

Meterostachys из состава рода Sedum. 

В.В. Бялт в своих работах (1999а, 1999б), касающихся морфологических 

особенностей представителей рода Orostachys и их географии, установил, что род 

включает в себя 22 вида, 1 подвид и 5 разновидностей в двух подродах – 

Orostachys и Schoenlandia H. Ohba, трех секциях и двух рядах. Однако, некоторые 

специалисты (Гончарова и др., 2006) считают, что В.В. Бялт следовал слишком 

узкой концепции вида, отмечая, что другие авторы признают лишь 10–15 видов 

(Eggli et al., 1995; Mayzumi, Ohba, 2004). 

Род Orostachys считается одним из самых обособленых с морфологической 

точки зрения в подсемействе Sedoideae (Ohba, 1978; Бялт, 1999б). Основной осо-

бенностью рода является полурозеточная жизненная форма с терминальными ко-

лосовидными (початковидными) соцветиями. Ареал распространения горноко-

лосников включает Среднюю Азию, Монголию, Китай, Японию, Европу. В Рос-

сии они распространены в Сибири, на Алтае, Урале, Дальнем Востоке (Рис. 1). 

 

Рисунок 1 – Ареал представителей рода Orostachys (по: Гончарова, 2006а). 

 

В роде выделяют две секции – Orostachys и Schoenlandia H. Ohba (Ohba, 

1978; Eggli, 2005). Виды типовой секции классифицируются в подсекции 
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Orostachys и Appendiculatae, представители которых различаются формой листа 

(плоские или вальковатые) и наличием или отсутствием на них придатков (шипов, 

хрящеватых выростов и др.). Последняя секция принимается некоторыми автора-

ми как подрод (Бялт, 1999а) или самостоятельный род Kungia К.Т. Fu (Fu, Ohba, 

2001) и не представлена на российском Дальнем Востоке. 

Поскольку объем секции Orostachys остается предметом дискуссии (Ohba, 

2005; Бялт 1999а; Гончарова, 2006а), в анализах нами используются и признаются 

следующие таксоны из типовой подсекции – O. boehmeri (Makino) H. Hara, O. 

malacophylla (Pall.) Fisch., O. maximowiczii Byalt, O. paradoxa (A.P. Khokhr. & 

Vorosch.) Czerep. и из подсекции Appendiculatae – O. chanetii, O. japonica, O. 

spinosa, O. thyrsiflora. 

 

1.4. Вид Orostachys spinosa (L.) Sweet 

Горноколосник колючий является наиболее широко распространенным и 

часто встречаемым представителем рода Orostachys. Ареал этого вида располага-

ется на территории пяти государств (Россия, Казахстан, Монголия, Китай, Сев. 

Корея) и простирается от Уральских гор до побережья Тихого океана и от север-

ных районов Китая до Колымы (Рис. 2). Столь обширное распространение не ха-

рактерно для представителей рода и даже семейства вследствие отсутствия специ-

альных приспособлений для активного расселения. Исключение, помимо O. 

spinosa, составляют только несколько видов толстянковых: Rhodiola rosea, 

Hylotelephium triphyllum (Haw.) Holub, Aizopsis aizoon (L.) Grulich. На данный мо-

мент доподлинно неизвестны направления распространения этих видов из пред-

кового ареала, а также время, в течение которого оно осуществлялось. С.Б. Гон-

чаровой (2006а) высказывалось предположение, что представители Orostachys 

могли продвигаться из Средиземноморья вдоль «центрально-азиатского высоко-

горного коридора» в направлении на северо-восток. 
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Рисунок 2 – Карта, изображающая ареал O. spinosa (на основании данных Бялт, 

1999а) и два варианта его произрастания в природе: а – дерновинки из особей 

(фото А.А. Гончарова); б – отдельно растущие особи (фото А.Ю. Никулина). 

 

Для более детальной характеристики изучаемого вида далее приводится его 

морфологическое описание из книги «Флора Сибири» (Пешкова и др., 1994): 

«Прикорневые розетки листьев шаровидные, темно-зеленые, плотные, 2–7 см в 

диаметре. Листья продолговатые или обратнояйцевидные, обычно выпукло-

вогнутые, по краю с белой, хрящеватой каймой, на верхушке с относительно ши-

роким хрящеватым придатком, суженным в колючку 2–4 мм длиной. Стебли 10-

30 см высотой, с многочисленными узколанцетными листьями. Кисти конечные, 

плотные, густые, длинные. Прицветники ланцетные или узкопродолговатые, на 

верхушке с шипиком, равные цветкам или длиннее их. Цветки сидячие или на 

очень коротких ножках. Лепестки зеленовато-желтые или желтоватые, яйцевид-

но-ланцетные, острые. Пыльники обычно желтые, иногда темноокрашенные».  

Горноколосник колючий обычно обитает в сухих каменисто-щебнистых 

степях, по южным каменистым склонам, на скалах и россыпях. Это светолюбивое 

растение часто можно встретить и в редколесьях, где обеспечен доступ к солнеч-

ному свету и отсутствует конкуренция за него (Бялт и др., 2004). В культуре O. 

spinosa содержат на горках и подпорных стенках, лучше на плодородных почвах, 
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основательно разрыхленных крупным песком или мелким щебнем (Каюкова, 

2009). 

Жизненную форму O. spinosa характеризуют как травянистый поликарпик с 

дицилическими монокарпическими побегами суккулентного типа (Серебряков, 

1964). Данная жизненная форма обусловлена сложным онтогенезом со сменой 

поколений, когда развитие осуществляется в серии особей нескольких, образую-

щихся вегетативно, поколений (клонов). Дочерние розетки растут неподалеку от 

взрослых особей, так что можно проследить все стадии жизненного цикла горно-

колосника (Рис. 3). 

 

Рисунок 3 – Схема онтогенеза O. spinosa (по: Каюкова, 2009). Обозначения: g – 

проросток; j – ювенильный; im – имматурный; v – виргинильный; v1 – клон, особь 

вегетативного происхождения; gen – генеративный. 

 

Т.А. Безделевой (1995) отмечалось, что O. spinosa может вести себя либо 

как монокарпик, либо как поликарпик, причем эти формы достаточно четко при-

урочены к различным частям ареала. Например, на территории Приморского края 

это многолетник-монокарпик, у которого в течение нескольких лет наблюдается 

моноподиальный рост вегетативных розеточных побегов, а только затем форми-

руется удлиненный генеративный побег (Рис. 2б) после этого растение отмирает, 

а в условиях Горного Алтая, Магадана, Якутии – это, как правило, многолетние 

поликарпические растения, с многочисленными вегетативными розетками, обра-

зующие плотные дерновинки (Рис. 2а). Такие отличия являются, вероятно, прояв-

лениями экологической изменчивости – появление различий между группами 

особей одного вида, связанных с определенным типом местообитаний (например, 

возвышенности и низменности, заболоченные и сухие участки и т. д.). Вознико-

новение экотипов, экологически близких популяций вида может быть результа-
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том как модификационных изменений, так и отбора генотипов, лучше приспособ-

ленных к местным условиям, в данном случае, вероятно, к суровому климату 

(Москалюк, 2006). Исходя из вышесказанного, особый интерес представляет изу-

чение этих двух форм с помощью молекулярно-генетических методов – поиск 

молекулярных признаков, позволяющих реконструировать пути расселения этого 

вида и предположительное место возникновения данной особенности биологии. 

Во многих исследованиях отмечалась пригодность молекулярных маркеров для 

оценки степени дивергенции и разграничения экотипов (Aukerman et al., 1997; 

Bernatchez et al., 1999; Rice, Knapp, 2000; Hufford, Mazer, 2003; Bolaric et al., 2005). 

Хромосомное число у O. spinosa по разным данным составляет: 2n=12, 18–21, 24 

(Uhl, Moran, 1972; Веселухина, 1976; Пробатова, Соколовская, 1989; Бялт, 2001). 

 

1.5. Филогеография 

Термин «филогеография» был впервые предложен Джоном Чарльзом Ави-

сом с соавт. в 1987 году для наблюдаемого распределения генных филогений по 

ареалу вида (Avise et al., 1987). С тех пор филогеография стала самостоятельным 

направлением исследований, изучающим закономерности пространственного 

распределения аллелей, филогенетические взаимоотношения которых известны 

или могут быть установлены (Булатова, 2002). При этом различные соответствия 

между генетическими и географическими дистанциями называют филогеографи-

ческими паттернами. Уже пару десятков лет поиск и анализ этих паттернов для 

различных объектов набирает все большую популярность в мировой науке вслед 

за успехами молекулярно-генетических методов анализа информации, заложен-

ной в митохондриальной и хпДНК. Почему же именно эти геномы пригодны для 

проведения такого рода исследований? Это объясняется своеобразием их архи-

тектуры и эволюции. Гаплоидность, отсутствие рекомбинации, наследование по 

материнской линии у большинстав видов покрытосемянных растений и, в основ-

ном, нейтральная природа мутаций – важные преимущества перед ядерным гено-

мом (за исключением половых хромосом; Абрамсон, 2007). 
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Отмечено, что молекулярные маркеры, в отличие от других методов, спо-

собны предоставить для филогеографии более полную и детализированную кар-

тину взаимоотношений между популяциями одного вида в различных частях его 

ареала (Avise, 2000; Абрамсон, 2007). Эти данные могут служить основой для ре-

конструкции филогении исследуемой группы; для построения заключений отно-

сительно таксономической структуры (таксономия, систематика); для определе-

ния времени дивергенции основных линий; для реконструкции вероятных палео-

климатических событий и палеоландшафтов (Абрамсон, 2007). 

Используя филогеографический подход могут быть установлены, например, 

происходившие в прошлом демографические события: фрагментация ареала, его 

быстрое расширение, прохождение популяций через «бутылочное горлышко», 

«эффект основателя» и др. (Nei et al., 1975). Изучение этих событий позволяет от-

ветить на многие вопросы, касающиеся исторического развития вида. Одним из 

таких вопросов является влияние плейстоценового оледенения на судьбу вида и 

поиск рефугиумов, представляющих собой участки земной поверхности или Ми-

рового океана, где вид или группа видов пережили неблагоприятный период, то-

гда как на остальных местах эти формы жизни исчезали (Быков, 1983). Другими 

вопросами, ответы на которые можно получить при помощи филогеографии, яв-

ляются разграничение близкородственных видов-двойников или криптических 

видов и наличие или отсутствие гибридизации (Avise, 2000). 

 

1.6. ITS регион рДНК в филогенетических исследованиях и моделирование 

вторичных структур транскриптов спейсеров ITS1 и ITS2 

Внутренний транскрибируемый спейсер (ITS) – это участок рибосомного 

оперона ядерной ДНК, включающий внутренние транскрибируемые спейсеры 

ITS1 и ITS2 (некодирующие нуклеотидные последовательности), разделяющие 

гены 18S, 5.8S и 28S в тандемных повторах. ITS регион транскрибируется в соста-

ве предшественника рибосомной РНК, а потом удаляется в результате сплайсинга 

(Venema, Tollervey, 1999). 
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В отличие от рибосомных генов, спейсеры ITS1 и ITS2 находятся под 

меньшим давлением отбора, а мутации, накапливающиеся в них, способны обес-

печить устойчивый филогенетический сигнал. Именно поэтому данный маркер 

обрел и продолжает набирать популярность в молекулярной генетике. В настоя-

щее время в GenBank депонировано более 200 000 последовательностей ITS ре-

гиона и их число с каждым годом только продолжает увеличиваться. 

Полные или частичные последовательности этого участка рДНК широко 

используются для филогенетических реконструкций в группах растений на видо-

вом и родовом уровнях (Baldwin et al., 1995; Álvarez, Wendel, 2003; Feliner, 

Rossello, 2007). Ранее сообщалось об успешном применении этого маркера в ре-

конструкции филогении родов семейства Crassulaceae: Aeonium Webb & Berthel., 

Dudleya Britton & Rose, Cotyledon, Aichryson Webb & Berthel., Kalanchoe, Echeveria 

DC., Sedum (Jorgensen, Frydenberg, 1999; Gehrig et al., 2001; Jorgensen, Olesen 2001; 

Mort et al., 2002, 2005; Fairfield et al., 2004; Carrillo-Reyes et al., 2009; Yost et al., 

2013), в том числе в пределах линии Hylotelephium (Mayuzumi, Ohba, 2004; Гонча-

рова и др., 2006, 2008; Гончарова, Гончаров, 2009; Kozyrenko et al., 2013). 

Предполагается, что пространственная структура обоих спейсеров важна 

для правильной наводки эндонуклеолитических ферментов к участкам вырезания 

(Mai, Coleman, 1997). Этому способствуют консервативные мотивы, присутст-

вующие в последовательностях. Участок ITS2 обычно характеризуется более вы-

соким уровнем консервативности, поэтому именно он используется при проведе-

нии анализов на более высоких (выше рода) таксономических уровнях (Joseph, 

1999; Coleman, 2003). 

В данном исследовании мы используем метод построения потенциальных 

вторичных структур транскриптов спейсеров ITS1 и ITS2, применяемый в фило-

генетике, где структурная информация рассматривается как дополнительный ис-

точник «морфологических» (структурных) признаков, которые невозможно обна-

ружить в первичной последовательности (Grajales et al., 2007). Анализ этих дан-

ных наряду с информацией от нуклеотидных последовательностей позволяет по-

строить наиболее разрешенную и достоверную филогению группы. Например, 
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замечено, что моделирование вторичных структур транскриптов участков ITS1 и 

ITS2 способствует созданию более качественного выравнивания дивергентных 

последовательностей (Grajales et al., 2007; Keller et al., 2010; Heeg, Wolf, 2015). 

Решение этой задачи возможно благодаря разработке и совершенствованию 

компьютерного программного обеспечения для создания и визуализации потен-

циальных вторичных структур. Кроме того, на данный момент существует и по-

стоянно пополняется база данных вторичных структур ITS2 для различных орга-

низмов (Selig et al., 2008; Merget et al., 2012), созданная на базе отдела биоинфор-

матики университета Вюрцбурга, Германия. На момент написания диссертации в 

эту базу внесены данные 25 образцов семейства толстянковых (23 представителя 

рода Rhodiola и 2 – Pseudosedum). Данные из базы, а именно вторичные структу-

ры транскриптов, использовались в данной работе в качестве референсных. 

 

1.7. Хлоропластный геном. Использование межгенных спейсеров хпДНК в 

филогенетических исследованиях 

Хлоропласты являются органеллами клеток растений, осуществляющими 

процесс фотосинтеза – преобразование энергии квантов света в энергию 

макроэргических связей АТФ. Как и митохондрии, хлоропласты обладают 

собственным геномом, представленным множественными копиями кольцевой 

ДНК. Впервые полное секвенирование хлоропластного генома было 

осуществлено японским исследователем Шинозаки в 80-х годах прошлого века 

(Shinozaki et al., 1986) для Nicotiana tabacum L. Размер генома пластид 

современных наземных растений находится в диапазоне от 70 до 217 тыс. пн, в 

среднем 120–170 тыс. пн (Clegg et al., 1994). Геномы пластид всех наземных 

растений сходны не только в размере, но и в архитектуре. Содержание генов, их 

порядок и состав интронов стрептофитной водоросли Chaetosphaeridium Klebahn 

в значительной степени напоминают геном пластид печеночника Marchantia 

polymorpha L. Вероятно, строение этих геномов сложилось уже во время 

эволюции общего предка водорослей и наземных растений (Turmel et al., 2002). 
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Кольцевая молекула хпДНК состоит из четырех районов: 

1. большой однокопийный район (LSC – large single copy); 

2. малый однокопийный район (SSC – small single copy); 

3. два инвертированных, т.е. имеющих противоположную ориентацию, но 

идентичных друг другу повтора (IRA и IRB — inverted repeats), разделяющих LSC 

и SSC. 

Например, геном N. tabacum состоит из большого (86686 пн) и малого 

(18571 пн) однокопийных районов и двух инвертированных повторов размером 

25431 пн каждый (Рис. 4). 

 

Рисунок 4 – Генетическая карта хпДНК табака (по: Даниленко, Давыденко, 2003). 

Гены, изображенные внутри круга, транскрибируются по часовой стрелке, снару-

жи – против часовой стрелки. 
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В хпДНК N. tabacum гены, кодирующие белок и РНК, составляют только 

60% генома. Таким образом, 40% генома состоит из некодирующих областей, та-

ких как межгенные спейсеры – области, отделяющие кодирующие участки ДНК, 

или интроны – некодирующие участки ДНК в пределах гена. Хотя межгенные 

спейсеры хпДНК обозначают как некодирующие, они могут нести в себе элемен-

ты, необходимые для транскрипции, сплайсинга, трансляции и созревания мРНК. 

От стартовой точки транскрипции только несколько пар оснований этих спейсе-

ров транскрибируемы, поэтому их называют нетранскрибируемыми спейсерами 

(например, спейсер trnT–trnL), в отличие от транскрибируемых межгенных спей-

серов (например, trnL–trnF). Именно эти регионы в настоящее время широко ис-

пользуются в качестве маркеров в молекулярно-генетических исследованиях. 

Первоначально, хпДНК анализировалась на основе сравнения полиморфиз-

ма сайтов рестрикции (Olmstead, Palmer, 1994). С появлением технологии секве-

нирования ДНК, очень быстро стали накапливаться данные о первичных нуклео-

тидных последовательностях отдельных регионов хлоропластного генома. Работа 

Чейз с соавт. (Chase et al., 1993) явилась основополагающей для их активного ис-

пользования в филогенетических исследованиях. На первых этапах исследовате-

лями наиболее активно использовался ген rbcL – большой субъединицы РуБисКО 

(рибулозобисфосфаткарбоксилазы). В дальнейшем стали применять и другие ге-

ны, такие как matK – ген интронной матуразы К (Johnson, Soltis, 1994); ndhF – ген 

5-й субъединицы НАДH-дегидрогеназы (Kim, Jansen, 1995; Olmstead, Reeves, 

1995) и atpB – ген β-субъединицы протонной АТФазы (Hoot et al., 1995).  

Наряду с генами для изучения филогенетических отношений на низких так-

сономических уровнях стали привлекать некодирующие области хлоропластного 

генома. Секвенирование быстро эволюционирующих спейсеров и интронов на-

шло широкое применение для анализа эволюционных отношений между близко-

родственными видами. В числе первых в таких исследованиях опробованы участ-

ки: trnT–trnL–trnL–trnF регион (Taberlet et al., 1991), спейсер atpB–rbcL (Golenberg 

et al., 1993; Hodges, Arnold, 1994), и trnK/matK интрон (Johnson, Soltis, 1994; Steele, 

Vilgalys, 1994). Отмечено, что эти маркеры являлись достаточно информативны-
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ми в одних группах организмов, например, орхидных (Bellstedt et al., 2001) и зла-

ках (Ge et al., 2002), и малоинформативны в других, например, в некоторых груп-

пах ирисовых (Goldblatt et al., 2002) и сложноцветных (Samuel et al., 2003). Для то-

го чтобы получить дополнительные данные (количество признаков) и обеспечить 

более высокую достоверность в филогенетических анализах, последовательности 

нескольких маркеров хпДНК стали объединять в одно выравнивание. 

Большая работа была проведена Шоу с соавт. (Shaw et al., 2005), в которой 

осуществлялся сравнительный анализ информативности маркеров для межвидо-

вых или внутривидовых филогенетических исследований. Рассмотренные в этом 

исследовании участки хпДНК (21 некодирующий регион) находились в LSC рай-

оне хпДНК и включали межгенные спейсеры и интроны: trnH–psbA; psbA–3´trnK; 

3´trnK–matK; matK–5´trnK; интрон rpS16; trnQ–rps16; trnS–trnG; интрон trnG; 

rpoB–trnC; trnC–ycf6; ycf6–psbM; psbM–trnD; trnD–trnT; trnS–trnfM; trnS–rpS4; 

rpS4–trnT; trnT–trnL; интрон trnL; trnL–trnF; 5´rpS12–rpL20; psbB–psbH; интрон 

rpL16 (Рис. 5). 

На карте хлоропластного генома Nicotiana суммарная длина этих регионов 

составила 14321 пн (35%) из 40732 пн некодирующего LSC района. Основной це-

лью этого исследования было определение самых «выгодных» областей хпДНК 

для построения молекулярной филогении на низких таксономических уровнях. 

Среди наиболее информативных регионов авторами были отмечены межгенные 

спейсеры trnH–psbA и trnQ–rps16. 
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Рисунок 5 – Карта 21 некодирующего региона хпДНК N. tabacum (по: Shaw et al., 

2005). Ориентация и положение генов обозначены латинскими буквами A–K 

вдоль LSC района. Нуклеотидные позиции, ограничивающие участок, указаны 

номерами в начале и конце каждого отрезка. Названия генов даны снизу, а назва-

ния праймеров для амплификации и секвенирования – сверху стрелки-указателя. 

Длина каждой некодирующей области указана снизу в середине каждого спейсера 

или интрона. 

 

1.7.1. Межгенный спейсер trnH–psbA 

Исследования спейсера trnH–psbA начались с работы Элдрич с соавт. (Al-

drich et al., 1988), которые показали, что для этого участка свойственно наличие 

инделей, которые нередко отличают даже близкородственные виды. Сэнг с соавт. 

(Sang et al., 1997) создали первые праймеры для амплификации генов psbA и trnH, 

и испытали их на представителях рода Paeonia L. Авторами было отмечено, что 

последовательности спейсера trnH–psbA оказывались более вариабельными, чем 

пластидный ген matK и спейсер trnL–trnF, поэтому первый можно рассматривать 
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как перспективный маркер для реконструкции филогении (Sang et al., 1997). Чуть 

позже Хэмилтоном (Hamilton, 1999) были разработаны универсальные праймеры 

(H и PSBA) для амплификации спейсера. В дальнейшем эти праймеры успешно 

использовались многими исследователями для получения ПЦР-продуктов других 

покрытосемянных растений. Дальнейшие исследования подтвердили информа-

тивность trnH–psbA при анализе отношений между видами, а также на внутриви-

довом уровне (Shaw et al., 2005). 

На более высоких таксономических уровнях (род и выше) возможности ис-

пользования этого маркера оказались ограниченными. Одной из причин этого бы-

ла повышенная частота возниконвения инверсий, ассоциированных с палиндром-

ными последовательностями, отмеченная во многих группах покрытосемянных 

растений, например, у представителей Gentianaceae Juss. (Whitlock et al., 2010). 

Такие мутации, будучи незамеченными, приводят к переоценке количества нук-

леотидных замен и, следовательно, к ложным результатам построения дерева. Тем 

не менее, многие исследователи предложили использовать trnH–psbA в качестве 

универсального маркера для ДНК-штрихкодирования и идентификации видов 

растений, дополнительного к уже используемым генам rbcL и matK (Kress et al., 

2005; Pang et al., 2012; Gere et al., 2013; Bolson et al., 2015). Некоторые особенно-

сти этого участка соответствуют необходимым требованиям к универсальному 

маркеру для ДНК-штрихкодирования: небольшая длина (около 500 пн), наличие у 

большинства таксонов растений, высокая межвидовая дивергенция последова-

тельностей и универсальные праймеры, которые позволяют производить легкую 

амплификацию и секвенирование (Whitlock et al., 2010). 

Межгеный спейсер trnH–psbA находится между последовательностями ге-

нов psbA, кодирующего белок D1 фотосистемы ІІ, и trnH, тРНК гистидина (Рис. 

6). Самый длинный спейсер trnH–psbA был найден у клевера – 1077 пн (Shaw et 

al., 2005). 
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Рисунок 6 – Схематическое изображение межгенных спейсеров trnH–psbA и trnQ–

rps16 хпДНК. Названия праймеров для амплификации и секвенирования даны 

сверху стрелки-указателя, а названия генов – внизу.  

 

1.7.2. Межгенный спейсер trnQ–rps16 

Межгенный спейсер trnQ–rps16 расположен в области LSC (Рис. 6) между 

геном trnQ, кодирующим тРНК глутамина, и rps16, кодирующим белок 30S 

субъединицы рибосомы. Спейсер показал высокую информативность по 

сравнению с большинством регионов хпДНК покрытосемянных растений (Shaw et 

al., 2007; Dong et al., 2012; Рис. 7). Однако высокая изменчивость 

последовательностей этого спейсера нередко затрудняет его использование для 

исследований на уровне рода (Shaw et al., 2007). В некоторых случаях, этот регион 

характеризуется невысокой изменчивостью, например, в популяциях Cerasus 

pseudocerasus Lindl. (Rosaceae Juss.). Данное явление авторами исследования объ-

яснялось эффектом основателя и прохождением популяций вида через «бутылоч-

ное горлышко» (Chen et al., 2012a). Средняя длина спейсера trnQ–rps16 у видов 

покрытосемянных растений составляет 1046 пн и изменяется от 588 до 1975 пн. 
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Рисунок 7 – Среднее число потенциально информативных признаков (PIC, тем-

ные столбцы) и средняя величина вариабельности (серые столбцы), оцененные 

для 34 регионов хпДНК нескольких десятков групп растений (по: Shaw et al., 

2007). Стрелками указаны межгенные спейсеры, используемые нами в исследова-

нии. 

1.7.3. Межгенный спейсер rpl32–trnL 

Межгенный спейсер rpl32–trnL находится в малом однокопийном регионе 

(SSC) хлоропластного генома между геном rpl32, кодирующим белок CL32 боль-

шой рибосомной 50S субъединицы, и геном trnL тРНК лейцина. Этот участок 

впервые был охарактеризован как высоко вариабельный (Timme et al., 2007) для 

рода Helianthus L. сем. Compositae Giseke). Дальнейшие исследования подтверди-

ли потенциальную пригодность этого спейсера как маркера для филогенетических 

исследований на низких таксономических уровнях (Dong et al., 2012). Тем не ме-
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нее, имеются данные о сложности выравнивания последовательностей этого уча-

стка у представителей рода Aquilegia L. из-за протяженных блоков одинаковых 

нуклеотидов и позиций, по которым выявлен внутригеномный полиморфизм 

(Эрст, Ваулин, 2013). Длина rpl32–trnL у покрытосемянных варьирует от 543 до 

1417 пн и в среднем составляет 1018 пн (Shaw et al., 2007). 

 

1.7.4. Межгенный спейсер trnD–trnT 

Спейсер trnD–trnT расположен в LSC районе между генами, кодирующими 

последовательности тРНК аспарагиновой кислоты и тРНК треонина соответст-

венно. Праймеры для амплификации были разработаны на основании нуклеотид-

ных последовательностей представителей родов Oryza L., Nicotiana и Marchantia 

L. (Demesure et al., 1996). Фризен с соавт. (Friesen et al., 2000) показали, что этот 

регион был достаточно информативным для уточнения филогенетических отно-

шений среди некоторых видов лука Allium L. (Alliaceae J.G. Agardh); реконструи-

рованные деревья были хорошо разрешены и сопоставимы с таковыми, построен-

ными на основании последовательностей ITS региона рДНК. Кроме того, спейсер 

trnD–trnT характеризовался наличием большого числа потенциально информа-

тивных признаков среди исследованных линий растений (Рис. 7). Установлено, 

что длина этого спейсера изменяется от 578 до 1403 пн и в среднем составляет 

1066 пн (Shaw et al., 2007). 

 

1.7.5. Межгенный спейсер trnS–trnG 

Спейсер trnS–trnG расположен в LSC регионе между геном trnS, кодирую-

щим тРНК серина, и trnG – гена тРНК глицина. Хэмилтон (Hamilton, 1999) впер-

вые разработал праймеры для изучения динамики популяций тропических видов 

деревьев Corythophora R.Knuth (Lecythidaceae A. Rich.). Шоу с соавт. (Shaw et al., 

2005) усовершенствовали праймеры, используя менее вариабельные места для их 

посадки. Последующие исследования (Xu et al., 2000; Sakai et al., 2003; Dong et al., 

2012) показали, что для этого спейсера характерно наличие значительного коли-
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чества информативных признаков (Рис. 7). Длина спейсера trnS–trnG варьирует от 

619 до 1035, в среднем – 763 пн (Shaw et al., 2007). 

Таким образом, проанализировав информацию о применении межгенных 

спейсеров в молекулярно-генетических исследованиях и принимая во внимание, 

что маркеры trnH–psbA, trnS–trnG, trnT–trnL и rpl32–trnL хпДНК ранее уже были 

успешно применены для изучения генетической структуры видов типовой под-

секции рода Orostachys (Kozyrenko et al., 2013), мы решили использовать спейсе-

ры trnH–psbA, trnQ–rps16, rpl32–trnL, trnD–trnT и trnS–trnG хпДНК для изучения 

генетического разнообразия и популяционной структуры O. spinosa. 
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ГЛАВА 2. МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

 

2.1. Материалы 

Материалом для исследования служило 261 растение из 47 популяций шес-

ти видов рода Orostachys: O. spinosa (28 популяций, 211 образцов), O. japonica (14 

популяций, 45 образцов), O. thyrsiflora (2 популяции, 2 образца), O. chanetii (1 

популяция, 1 образец)) подсекции Appendiculatae и O. boehmeri (1 популяция, 1 

образец) и O. paradoxa (1 популяция, 1 образец) подсекции Orostachys (Рис. 8; 

Табл. 1). Большинство из них были собраны в 2009–2014 гг. в естественных 

местообитаниях (от 1 до 12 образцов на популяцию), тогда как 15 образцов были 

любезно предоставлены из частной открытой коллекции. Необходимо отметить, 

что используемые нами в исследовании виды не являются охраняемыми. 

 

Рисунок 8 – Карта мест сбора растений (O. spinosa – белые окружности, O. japon-

ica – черные). Коды популяций указаны в соответствии с таблицей 1. 
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Таблица 1 – Список видов и их популяций, обработанных нами в рамках данного исследования 

№ п/п Вид 
Код 

популяции 

Объем 

выборки 
Широта / Долгота Место сбора, дата, коллектор 

1 O. chanetii P3 1 – Садоводческий материал 

2 

O. japonica 

P4 1 – Садоводческий материал, Япония 

3 P5 1 – Садоводческий материал, Япония 

4 P6 1 - Садоводческий материал, Япония 

5 P7 1 – 

Садоводческий материал, Ю. Корея, 

пров. Чхунчхон-намдо, 08.2012, 

Гончаров А.А. 

6 P8 2 – 

Садоводческий материал, Ю. Корея, 

пров. Кенсан-пукто, парк, 08.2012, 

Гончаров А.А. 

7 P9 12 42°41'28''/131°14'21'' 

Россия, Приморский край, Хасанский 

р-он, пос. Славянка, мыс Льва, скалы, 

08.2012, Киселев К.В. 

8 P10 10 44°04'09''/131°24'10'' 

Россия, Приморский край, Октябрь-

ский р-н, окр. с. Фадеевка, лев. берег р. 

Раздольная, скалы, 08.2011, Дудкин 

Р.В. 

9 P11 2 35°53'49''/129°31'34'' 

Ю. Корея, пров. Ульсан, Донгхеан, 

скала у моря, 25.10.2012, Гончаров 

А.А. 

10 P12 1 34°40'17''/138°46'44'' 
Япония, преф. Сидзуока, п-ов Шимода, 

скалы, 04.2009, Гончаров А.А. 

11 P13 1 – Садоводческий материал 

12 P14 1 – Садоводческий материал 

13 
 

P15 1 – Садоводческий материал 
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Продолжение таблицы 1 

№ п/п Вид 
Код 

популяции 

Объем 

выборки 
Широта / Долгота Место сбора, дата, коллектор 

14 

O. japonica 

P16 1 – Садоводческий материал, Япония 

15 P19 10 45°18'19''/127°93'53'' 

Китай, пров. Хейлуньцзян, гора Мя-

олшань, горный склон, 08.2012, Гонча-

ров А.А. 

16 

O. spinosa 

P20 1 – 
Садоводческий материал, предположи-

тельно Монголия 

17 P21 12 54°50'03''/56°11'25'' 
Россия, Республика Башкортостан, г. 

Уфа, скала, 07.2010, Абдуллин Ш.Р. 

18 P22 10 54°05'00''/57°36'30'' 

Россия, Республика Башкортостан, Аб-

зелиловский р-он, гора Кара-Таш, кам-

ни, 08.2010, Абдуллин Ш.Р. 

19 P23 12 51°09'58''/86°09'15'' 

Россия, Республика Алтай, правый бе-

рег р. Бийка, рядом с устьем, камни, 

09.2012, Абдуллин Ш.Р. 

20 P24 12 51°07'57''/86°10'57'' 

Россия, Республика Алтай, р. Катунь, 

напротив устья р. Чеба, камни, 08.2012, 

Абдуллин Ш.Р. 

21 P25 2 52°10'50''/85°58'34'' 
Россия, дер. Майма, р. Иша, склон 

4.05.09, Ю.В. Овчинников 

22 P26 12 51°52'28''/104°47'46'' 

Россия, Иркутская обл., Слюдянский р-

н, станция КБЖД "Байкал", скалы, 

09.2012, Киселев К.В. и Дубровина 

А.С. 

23 P27 12 51°46'33''/104°10'43'' 

Россия, Иркутская обл., Слюдянский р-

н, станция КБЖД "Киркирей", скалы, 

09.2012, Киселев К.В. и Дубровина А.С. 
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Продолжение таблицы 1 

№ п/п Вид 
Код 

популяции 

Объем 

выборки 
Широта / Долгота Место сбора, дата, коллектор 

24 

O. spinosa 

P28 12 52°01'32''/113°27'34'' 

Россия, Читинская обл., окрестности г. 

Чита, Титовская сопка, скалы, 06.2011, 

Овчинников Ю.В. 

25 P29 12 49°13'38''/120°53'11'' 

Китай, пров. Внутренняя Монголия, 

окр. г. Якеши, скала, 08.2012, Гончаров 

А.А. 

26 P30 1 54°06'55''/124°36'53'' 

Россия, Амурская обл. Сковородин-

ский р-он, окр. пос. Соловьёвск, выхо-

ды известняка на скале, 06.2011, 

Дудкин Р.В. 

27 P31 15 50°22'11''/127°39'20'' 

Россия, Благовещенский р-н, окр. с. 

Моховая падь, окр. оз. Песчаное, юж-

ный песчаный склон, 07 2012, 

Никулины А. и В. 

28 P32 3 50°21'33''/127°04'04" 

Китай, пров. Хейлуньцзян, г. Хэйхэ, 

нац. парк, Сунь Янь, каменистый 

склон, 06.2012 

29 P33 12 45°14'27''/131°59'00'' 

Россия, Приморский край, Ханкайский 

р-он, окр. с. Турий Рог, песчаные дю-

ны, 07.2009, Гончаров А.А. 

30 P34 12 43°54'44''/131°59'36'' 

Россия, Приморский край, Михайлов-

ский р-он, окр. с. Михайловка, на хол-

ме, 07.2010, Гончаров А.А. 



 
3
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Продолжение таблицы 1 

№ п/п Вид 
Код 

популяции 

Объем 

выборки 
Широта / Долгота Место сбора, дата, коллектор 

31 

O. spinosa 

P35 12 43°52'00''/132°55'43'' 

Россия, Приморский край, Анучинский 

р-н, окр. с. Староварваровка, на скале, 

30.09.2010, Гончаров А.А., 08.2012, 

Никулины А. и В. 

32 P36 13 43°24'40''/133°53'31'' 

Россия, Приморский край, Лазовский 

р-н, окр. пос. Лазо, скалы, 09.2010, Си-

доров Д. (1 обр.), 07.2012 , Шохрина 

В.В. (12 обр.) 

33 P37 4 47°42'59''/136°35'26'' 
Россия, Хабаровский край, бассейн р. 

Хор, скала, 09.2012, Дудкин Р.В. 

34 P38 3 54°54'20''/137°40'37'' 

Россия, Хабаровский край, Шантар-

ские острова, скалы, 07.2010, Богатов 

В.В. 

35 P39 8 49°15'17''/140°20'18'' 

Россия, Хабаровский край, Ванинский 

р-он., прибрежные скалы, 08.2014, 

Гончаров А.А. 

36 P40 2 63°69'41''/152°24'08'' 

Россия, Магаданская область, Сусу-

манский р-н, 45 км на сев. пос. Сейм-

чан, горный склон, 06.2010, 

Бакалин В.А.  

37 P41 1 – Садоводческий материал 

38 
O. spinosa 

(thyrsiflora)* 
P43 1 – Садоводческий материал 



 
4

0
 

Окончание таблицы 1 

№ п/п Вид 
Код 

популяции 

Объем 

выборки 
Широта / Долгота Место сбора, дата, коллектор 

39 
O. spinosa 

(thyrsiflora)* 

P44 1 – Садоводческий материал 

40 P45 1 – Садоводческий материал 

41 P46 1 – Садоводческий материал 

42 
O. thyrsiflora 

P49 1 – Садоводческий материал 

43 P50 1 – Садоводческий материал 

44 O. boehmeri P51 1 – 

Ю. Корея, пров. Кенсан-пукто, Садо-

водческий материал 10.2012, 

Гончаров А.А. 

45 O. paradoxa P52 1 49°15'17"/140°20'19" 

Россия, Хабаровский край, Ванинский 

р-он., прибрежные скалы, 08.2014, 

Гончаров А.А. 

46 

O. spinosa 

P53 12 50°40'17''/87°49'39'' 
Россия, Республика Алтай, р. Башкаус, 

речной склон, 08.2012, Абдуллин Ш.Р. 

47 P54 12 54°58'54''/83°02'37'' 

Россия, Новосибирская область, г. Но-

восибирск, Ключ-Камышенское плато, 

сухой склон, 09.2013, 

Овчинников Ю.В. 
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2.2. Выделение ДНК 

Геномную ДНК выделяли из свежезамороженных листьев с использованием 

набора QIAGEN DNeasy Plant Mini Kit (QIAGEN, Hilden, Germany), следуя инст-

рукциям производителя (QIAGEN, 2006), и хранили в морозильной камере (–20 

ºС). 

 

2.3. Амплификация ДНК 

Полимеразную цепную реакцию (ПЦР) проводили в термоциклере «XP Cy-

cler (TC-XP)» (Bioer Technology Co., Ltd., Zhejiang, China). Для амплификации ис-

пользовали универсальные праймеры (Табл. 2), синтезированные ЗАО «Синтол». 

ITS регион амплифицировали в два приема: в первом раунде амплификации ис-

пользовали праймеры 1400F (Elwood et al., 1985) и ITS055R (Marin et al., 2003); во 

втором раунде (при необходимости) использовали внутренние праймеры 18Sm10 

(Wen, Zimmer, 1996) и ITS4R (White et al., 1990). Для амплификации межгенных 

спейсеров trnH–psbA, trnQ–rps16, rpl32–trnL, trnD–trnT и  trnS–trnG хпДНК ис-

пользовали праймеры из работ Шоу с соавт. (Shaw et al., 2005, 2007). Параметры 

ПЦР даны в таблицах 3 и 4. Состав реакционной смеси в расчете на объем 14.9 

мкл приведен в таблице 5. При каждом запуске полимеразной цепной реакции ис-

пользовали отрицательный контроль – реакционная смесь без добавления ДНК-

матрицы. 
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Таблица 2 – Праймеры для проведения ПЦР 

Регион Название праймера Нуклеотидная последовательность (5' → 3') 

ITS 

1400F CGCATTGGCTTACTTCGTATG 

ITS055R CTCCTTGGTCCGTGTTTCAAGACGGG 

18Sm10 AGGAGAAGTCGTAACAAGG 

ITS4R TCCTCCGCTTATTGATATGC 

trnH–psbA 
trnH (GUG) CGCGCATGGTGGATTCACAATCC 

psbA GTTATGCATGAACGTAATGCTC 

trnQ–rps16 
trnQ (UUG) GCGTGGCCAAGYGGTAAGGC 

rpS16x1 GTTGCTTTYTACCACATCGTTT 

rpl32–trnL 
rpL32-F CAGTTCCAAAAAAACGTACTTC 

trnL (UAG) CTGCTTCCTAAGAGCAGCGT 

trnD–trnT 
trnD (GUC)F ACCAATTGAACTACAATCCC 

trnT (GGU) CCCTTTTAACTCAGTGGTA 

trnS–trnG 
5’trnG2G GCGGGTATAGTTTAGTGGTAAAA 

3’trnG (UUC) GTAGCGGGAATCGAACCCGCATC 

 

Таблица 3 – Параметры ПЦР для амплификации ITS региона и межгенного спей-

сера trnH–psbA 

Этапы ПЦР 
Температура, 

ºС 
Время 

Кол-во 

циклов 

Предварительный нагрев 95 5 мин 1 

Денатурация 95 30 с 

35 Отжиг 55 25 с 

Элонгация 72 80/50
1
 с 

Окончательная достройка цепи ДНК 72 5 мин 1 

                                                           
1
 Время элонгации для МГС trnH–psbA 
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Таблица 4 – Параметры ПЦР для амплификации спейсеров trnQ–rpS16, rpl32–

trnL, trnD–trnT, trnS–trnG 

Этапы ПЦР 
Температура, 

ºС 
Время 

Кол-во 

циклов 

Предварительный нагрев 80 5 мин 1 

Денатурация 95 45 с 

35 Отжиг 52 45 с 

Элонгация 65 3мин 30 с 

Окончательная достройка цепи ДНК 65 5 мин 1 

 

Таблица 5 – Состав реакционной смеси для ПЦР 

Компонент Объем, мкл 

Стерильная бидистилированная 

(деионизированная) вода 
10,5 

10× Буфер (Fermentas, Lithuania, 

Vilnius) 
1,5 

MgCl2 (25 мM) 1,2 

dNTPs (10мM) (дезоксинуклео-

тидтрифосфаты) 
0,4 

Праймер прямой (20 мM) 0,05 

Праймер обратный (20 мM) 0,05 

ДНК-матрица 1 

Taq-полимераза (5 ед./1 мкл) 0,17 
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2.4. Электрофорез амплифицированных участков ДНК в агарозном геле 

Для проверки эффективности ПЦР и определения длины ПЦР-продукта 

фрагменты ДНК с маркером длин 100+ bp DNA Ladder (Евроген, Россия) разделя-

ли горизонтальным электрофорезом в 1%-ном агарозном геле в присутствии бро-

мистого этидия (0,3 мкл/мл) в 1× ТBЕ буфере (89 мM трис-борат, 89 мM борная 

кислота, 2 мM ЭДТА, рН 8.0) при напряжении 120В в течение 20 мин при ком-

натной температуре. После проведения электрофореза гель фотографировали в 

проходящих УФ-лучах (λ=290 нм), используя систему гель-документации (Gel 

Doc XR, Bio-Rad Inc., UK). 

 

2.5. Секвенирование ДНК 

Циклическое секвенирование обеих цепей фрагментов ДНК осуществляли с 

использованием набора флуоресцентно меченных нуклеотидов Big Dye Terminator 

Cycle Sequencing Kit v.3.1 (Applied Biosystems Inc., Forster City, USA) и тех же 

универсальных праймеров (Табл. 6, 7). 

 

Таблица 6 – Состав реакционной смеси для циклического секвенирования 

Компонент Объем, мкл 

Стерильная бидистилированная  

(деионизированная) вода 
5,2–6,2 

Смесь Big Dye 1,3 

Праймер (1mM) 2 

Продукт ПЦР 2–3 

Общий объем смеси 12 

 

http://www.selectscience.net/suppliers/bio-rad-laboratories-(uk)-ltd/?compID=1119&u=1E546C06-EBC3-4F11-B993-3FE62FF6C4D0
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Таблица 7 – Параметры проведения циклического ПЦР 

Этап ПЦР Температура, ºС Время Кол-во циклов 

Предварительный нагрев 95 1 мин 1  

Денатурация 95 30 с 

25  Отжиг 55 10 с 

Элонгация 60 90 с 

 

Продукты циклического секвенирования очищали при помощи этанола. К 

реакционной смеси добавляли 9 мкл деионизированой воды, 2,3 мкл 3M ацетата 

натрия (CH3COONa) и 44,8 мкл 96% этанола. Инкубировали при комнатной тем-

пературе 20 мин. Затем центрифугировали при максимальных оборотах 20 мин 

(20000g/14000 об/мин). Супернатант удаляли, а к пробе добавляли 140 мкл 75% 

этанола и центрифугировали при максимальных оборотах 10 мин. Затем сливали 

спирт и высушивали пробу. 

Определение нуклеотидных последовательностей обеих цепей ПЦР-

продуктов проводили на секвенаторе ABI PRIZM 3130 (Applied Biosystems Inc., 

Foster City, USA) на базе центра коллективного пользования ФНЦ Биоразнообра-

зия ДВО РАН. 

 

2.6. Клонирование ITS региона рДНК 

На полученных хроматограммах нескольких образцов O. japonica последо-

вательности ITS1 помимо основного набора пиков был обнаружен дополнитель-

ный набор коротких пиков. При внимательном прочтении установлено, что сла-

бый сигнал повторял последовательность основных пиков, но со сдвигом вправо. 

Повторная амплификация и секвенирование дали такие же результаты. Для про-

верки на наличие геномного полиморфизма в ITS регионе, который нередко 

встречается в разных группах организмов (O'Donnell, Cigelnik, 1997; Harris, Cran-

dall, 2000; Hoy, Rodriguez, 2013; Potts et al., 2014; West et al., 2014; Zhao et al., 
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2015), проведено молекулярное клонирование амплифицированных последова-

тельностей. 

ПЦР-продукты фрагментов ДНК клонировали в плазмиду pTZ57R/T, ис-

пользуя набор InsT/Aclone PCR Product Cloning Kit (Fermentas, Литва). Затем 

плазмидную ДНК смешивали со 100 мкл компетентных клеток E. coli, инкубиро-

вали 30 мин при +4 ºС, прогревали смесь 2 мин при +42 ºС. После 10-ти кратного 

разбавления смеси теплой средой LB (Bertani, 1951) и инкубации при +37 ºС в те-

чение 1 часа клетки высевали на чашки Петри с агаризованной средой LB, содер-

жащей ампициллин в концентрации 100 мг/л. Клетки выращивали 14–16 часов 

при температуре +37 ºС. Из каждой чашки Петри затем отбирали колонии и про-

водили ПЦР с использованием универсальных праймеров  M13 (5’-

GTAAAACGACGGCCAGT-3’ и 5’-AACAGCTATGACCATG-3’) и температурно-

го режима для амплификации ITS региона. Эти же праймеры использовались для 

секвенирования. 

 

2.7. Моделирование вторичных структур транскриптов ITS1 и ITS2 рДНК 

Подготовку нуклеотидных последовательностей к последующему анализу, 

их сборку и выравнивание, проводили с использованием программ Staden 

(Bonfield et al., 1995) и SeaView (Galtier et al., 1996). Границы локусов и структур-

ных доменов в ITS регионе рДНК были определены путем сравнения нашего на-

бора данных с опубликованными ранее последовательностями толстянковых и 

информацией о вторичной структуре (Gontcharova, Gontcharov 2004; Гончарова и 

др., 2006).  

Вторичные структуры транскриптов спейсеров ITS1 и ITS2 строились с ис-

пользованием веб сервера Mfold (Zuker, Markham, 1995; Zuker, 2003). Нами про-

изводился поиск оптимальных моделей, структур с наиболее низкими показате-

лями свободной энергии при стандартных настройках фолдинга (Mathews et al., 

1999; Reuter, Mathews, 2010). Результаты построений для всех последовательно-

стей тщательно сравнивались для выявления общей схемы укладки стеблей. Далее 

производилась обработка последовательностей, включающая разграничение 
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структурных доменов и кодировка этих данных для создания матрицы последова-

тельностей. Полученная матрица использовалась для построения обобщенных 

(консенсусных) моделей вторичной структуры ITS1 и ITS2 в программе 4SALE 

(Seibel et al., 2006). 

Для точной характеристики положения основных структурных элементов и 

консервативных участков вторичных структур была создана универсальная но-

менклатура по примеру таковой Каисовой с соавт. (Caisova et al., 2011). Данный 

способ нумерации рассматривает лишь универсальные (консервативные) позиции 

нуклеотидов для всех последовательностей, в то время как каждый нуклеотид ин-

серции нумеруется тем же номером, что и предыдущая позиция, но с индексом 1, 

2 и т.д. 

 

2.8. Анализ молекулярно-генетических данных 

Расчет параметров генетического разнообразия: количество полиморфных 

сайтов (pS); количество гаплотипов (nH); количество уникальных гаплотипов 

(nHu); гаплотипическое разнообразие (h); нуклеотидное разнообразие (π), осуще-

ствлялся в программе Arlequin v. 3.11 (Excofflier et al., 2005). 

Филогенетические деревья были построены с использованием метода мак-

симального правдоподобия (ML) и максимальной экономии (MP) в программе 

PAUP* 4.0b10 (Swofford, 2002). Для проведения ML-анализа в программе 

jModelTest 2.1.1 (Darriba et al., 2012) определялась подходящая для набора данных 

модель нуклеотидных замен, использовался эвристический поиск оптимальной 

топологии с алгоритмом TBR (tree bisection-reconnection). Также реконструкция 

проводилась с помощью Баесовского подхода (BI) в программе MrBayes 3.1.2 

(Huelsenbeck, Ronquist, 2001). При BI-анализе полной матрицы создавали 20 мил-

лионов генераций цепей Маркова, отбирая пробы каждые 200 генераций, т.е. 

100000 проб. Первые 25% проб (до выхода значений –lnL на плато) исключались 

из анализа (burn-in). 

Устойчивость узлов филогенетических деревьев для ML-анализа рассчиты-

вали с помощью веб-сервера RAxML web server version 7.7.1 (Stamatakis et al., 
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2008), а методом бутстрепа (Bootstrap Percentage, далее BP) с 1000 репликациями 

эвристического поиска (Felsenstein, 1985) для МP в PAUP* 4.0b10. Для оценки 

достоверности ВI-анализа были определены апостериорные вероятности (Posterior 

Probabilities, далее РР). Значения процента BP менее 50% и РР менее 0.95 не рас-

сматривались. Для оценки парных генетических дистанций (p-дистанции) исполь-

зовали программу MEGA v. 6.06 (Tamura et al., 2013). 

Молекулярная датировка (определение времени дивергенции) возникнове-

ния основных линий Telephieae проведена в рамках байесовского подхода в паке-

те программ BEAST 1.8.1 (Drummond et al., 2012). В анализах использована 

GTR+G модель нуклеотидных замен, модель молекулярных часов – строгие 

(strict) часы, с нормальным априорным распределением и постоянной численно-

стью популяции. Топология дерева основывалось на начальном UPGMA-дереве. 

Продолжительность байесовского анализа 5 × 10
7
 циклов с отбором каждого 10 

тысячного из генерированных деревьев; первые 5 тыс. деревьев не принимались в 

расчет (burn-in). Были использованы значения скорости нуклеотидных замен, рас-

считанные Жанг с соавт. (Zhang et al., 2014) и варьирующие от 3,46 × 10
-9

 до 8,69 

× 10
-9

 замен на сайт
-1

 в год
-1

 со средним значением 6,075 × 10
-9

 и стандартным от-

клонением 1,59 × 10
-9

. Поскольку данные об ископаемых остатках толстянковых 

отсутствуют, было невозможно использовать метод калибровочных точек для по-

лучения датировок. Поэтому наш анализ основан только на скоростях возникно-

вения нуклеотидных замен в ITS регионе, что накладывает определенные ограни-

чения на достоверность полученных результатов. 

Объединение трех межгенных спейсерных регионов хпДНК в одно вырав-

нивание, аппаратный подсчет мутационных событий, построение графика распре-

деления парных нуклеотидных различий осуществляли в программе DnaSP v. 4.50 

(Rozas et al., 2003). 

Расчет и визуализацию возможных вариантов мутационных переходов меж-

ду гаплотипами на основе метода максимальной парсимонии с 95%-ным довери-

тельным интервалом осуществляли с помощью программы TCS v. 1.21 (Clement et 

al., 2000). В этом анализе индели были обозначены как пятое состояние признака, 
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а инверсии закодированы как одно мутационное событие. Участки последова-

тельностей с варьирующими по длине мононуклеотидными повторениями были 

исключены из анализа. 

Генетическая подразделенность популяций определялась в пакете DnaSP по 

величине индексов фиксации: GST (Nei, 1982) и NST (Lynch, Crease, 1990). Значе-

ние индекса GST основывается только на частотах гаплотипов, а в NST принимает-

ся во внимание еще и генетическая дивергенция между гаплотипами. Неравенство 

NST>GST обычно указывает на наличие филогеографической структуры, то есть 

преимущественное возникновение близкородственных гаплотипов на конкретной 

территории, чем более дивергентных (Pons, Petit, 1996). 

Расчет значения t-критерия Стьюдента для несвязанных выборок произво-

дился с помощью веб-интерфейса «Медицинская статистика» (Марапов, 2013). 

Значения индексов генетической дифференциации (FSС, FST, FСT) внутри, 

между группами популяций (согласно географическому положению выборок и 

результатам генеалогического анализа) определялись в ходе анализа молекуляр-

ной дисперсии (AMOVA; Excoffier et al., 1992) в программе Arlequin v. 3.11 с тес-

товыми перестановками (1000 повторов). 
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ГЛАВА 3. РЕЗУЛЬТАТЫ 

 

Для реконструкции филогенетических отношений представителей трибы 

Telephieae, а также между O. spinosa и близкими ему видами, нами были ампли-

фицированы и секвенированы 84 нуклеотидные последовательности ITS региона 

рДНК (ITS1–5.8S–ITS2). Для исследования популяционной структуры и филогео-

графии O. spinosa были получены 685 последовательностей некодирующих ре-

гионов хпДНК, из них по 207 последовательностей каждого спейсера trnH–psbA, 

trnQ–rps16 и rpl32–trnL, 24 последовательности trnD–trnT и 40 последовательно-

стей спейсера trnS–trnG. Два последних региона секвенировали с целью поиска 

информативных на популяционном уровне молекулярных маркеров, но не вклю-

чили в дальнейшие анализы. 

 

3.1. Вариабельность последовательностей ITS региона и моделирование 

вторичных структур транскриптов ITS1 и ITS2 

В качестве маркера для проведения первых этапов работы был выбран по-

пулярный в современной филогенетике ITS регион рДНК. Из всего пула имею-

щихся на тот момент последовательностей ITS растений изучаемых групп (полу-

ченных в результате данной работы и из базы данных GenBank), нами были соз-

даны 2 набора данных. Первый набор последовательностей создан с целью уточ-

нения положения O. spinosa в трибе Telephieae в целом, тогда как второй – для ре-

конструкции филогении в подсекции Appendiculatae рода Orostachys. 

Первый набор данных включал 62 нуклеотидные последовательности, в том 

числе взятые из GenBank (Табл. 8). Мы заметили, что часть последовательностей 

не отличались между собой, поэтому было решено далее в анализах использовать 

риботипы. Например, одна последовательность O. japonica и две последователь-

ности O. spinosa (№19, 26 и 27 соответственно; Табл. 8) представляли собой рибо-

типы. Риботип R4 (последовательность №19) был обнаружен в образцах из Ю. 

Кореи (Р11) и культурных растениях (Р13, Р14; Табл. 1); риботип R13 (последова-
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тельность №26) выявлен в образцах O. spinosa из Республики Башкортостан (P21, 

P22), из Алтая (P23–P25) и культурных растениях (P44, P45); риботип R14 (после-

довательность №27) – в популяциях из Иркутской области (P26, P27) и коллекции 

(P41, P46). 

 

Таблица 8 – Виды, используемые для анализа родственных отношений в трибе 

Telephieae, и номера доступа нуклеотидных последовательностей ITS региона в 

базе данных GenBank 

№ п/п Вид 
Номер в 

GenBank 

1 Aizopsis (Phedimus) aizoon AB089767 

2 A. hybridum (L.) Grulich AM039908 

3 A. selskiana (Regel et Maack) Grulich AM039911 

4 Hylotelephium cyaneum (J. Rudolf) H. Ohba AM039914 

5 H. ewersii (Ledeb.) H. Ohba AB088570 

6 H. pallescens (Freyn) H. Ohba AM039915 

7 H. pluricaule (Kudo) H. Ohba AM039916 

8 H. pseudospectabile (Praeger) S.H. Fu AM039917 

9 H. sieboldii (Sweet. et Hook.) H. Ohba AB088567 

10 H. tatarinowii (Maxim.) H. Ohba AB088557 

11 H. triphyllum AM039918 

12 H. tsugaruense (Hara) H. Ohba AB088565 

13 H. ussuriense (Kom.) H. Ohba AM039919 

14 H. viride (Makino) H. Ohba AB088569 

15 H. viviparum (Maxim.) H. Ohba AM039920 

16 Meterostachys sikokiana AB088579 

17 Orostachys boehmeri LN865084 

18 O. chanetii LK022055 
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Окончание таблицы 8 

№ п/п Вид 
Номер в 

GenBank 

19 O. japonica LK022056 

20 O. japonica AB480588 

21 O. malacophylla HF565580 

22 O. maximowiczii HF565581 

23 O. paradoxa LN865085 

24 O. paradoxa HF565579 

25 O. paradoxa HF565575 

26 O. spinosa LK022064 

27 O. spinosa LK022065 

28 O. spinosa LK022067 

29 O. spinosa LK022071 

30 O. spinosa LK022072 

31 O. thyrsiflora LK022075 

32 Phedimus stellatus Rafin. AM039926 

33 Pseudosedum longidentatum Boriss. AB088609 

34 Rhodiola angusta Nakai AM039927 

35 R. rosea AB088599 

36 Sinocrassula indica A. Berger AB480611 

37 S. yunnanensis A. Berger AB088582 

38 Umbilicus botryoides Hochst. ex A Rich. AB088586 

Примечание: жирным шрифтом выделены нуклеотидные последовательности, полученные в 

данном исследовании. 

 

Таким образом, набор данных для анализа составил 38 нуклеотидных по-

следовательностей ITS региона рДНК (Табл. 8): Orostachys подсекции 

Appendiculatae (9 послед., 4 вида), Meterostachys sikokiana (1 послед., 1 вид), 
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Orostachys подсекции Orostachys (6 послед., 4 вида), Hylotelephium (12 послед., 12 

видов), Sinocrassula (Franchet) A. Berger (2 послед., 2 вида) и представителей три-

бы Umbiliceae (8 послед., 8 видов), взятых в качестве внешней группы, наиболее 

близкой Telephieae (Thiede, Eggli, 2007). 

Длина последовательностей варьировала от 602 пн (Phedimus stellatus) до 

621 пн (Hylotelephium tsugaruense). В среднем длина спейсера составляла 610±3,6 

пн, содержание ГЦ-оснований – 58±0,03%. У всех видов длина ITS1 была меньше, 

чем ITS2 (185±2,2 и 218±3,5 пн соответственно), а доля ГЦ-оснований, наоборот, 

выше (64 и 60% соответственно). Ген 5.8S рДНК был инвариантен по длине (161 

пн), лишь у Umbilicus botryoides он отличался вставкой одного аденилового нук-

леотида в 3-й позиции. Содержание ГЦ-оснований в гене 54%. Таким образом, 

длина матрицы данных составила 612 пн, 331 сайт был полиморфным, из них 203 

информативными согласно методу максимальной экономии. 

При создании второго набора данных для реконструкции филогенетических 

отношений в подсекции Appendiculatae рода Orostachys было привлечено 90 по-

следовательностей представителей этой группы (полученных нами и из базы дан-

ных GenBank): O. spinosa (64 послед., 29 популяций,), O. japonica (22 послед., 16 

популяций), O. thyrsiflora Fisch. (2 послед., 2 популяции) и O. chanetii (2 послед., 2 

популяции). 

Нуклеотидные последовательности 85 образцов были прочитаны с получе-

нием чистых пиков на хроматограммах и трудностей в их сборке не возникло. 

Однако в 5 образцах, принадлежащих исключительно культивируемым растениям 

O. japonica (популяции P6, P7, P8, P13, P14; Табл. 1), были обнаружены пики со 

сдвигом на несколько нуклеотидов в сторону. ПЦР-продукты этих образцов были 

клонированы в E. сoli и отсеквенированы (по 10 клонов каждой последовательно-

сти). Хроматограммы клонированных последовательностей обладали чистым сиг-

налом, что позволило обнаружить присутствие двух аллельных типов участка 

ITS1 в равных пропорциях (Рис. 9). Эти внутригеномные варианты, обозначенные 

нами как риботипы R4 и R5, имели 8 и 7 нуклеотидов в поли-С участке, в поло-

жении 83 по универсальной номенклатуре (см. стр. 53 текста). Риботип R4 также 
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был встречен, но в единственном числе, у O. japonica из культуры и в природной 

популяции из Ю. Кореи (P5 и P11 соответственно). 

 

Рисунок 9 – Схематическое изображение ITS региона рДНК и внутригеномного 

полиморфизма в участке ITS1 O. japonica, обнаруженного после клонирования 

(риботипы R4 и R5). 

 

Общая длина ITS региона у представителей подсекции Appendiculatae варь-

ировала от 607 пн (P49) до 614 пн (P47). Участки ITS1 и ITS2 были практически 

идентичны по длине и содержанию ГЦ-оснований, 225,7±1,5 пн, 62,6±1,6% и 

225,03±1,3 пн, 63±1,6% соответственно. Ген 5.8S был консервативен по длине 

(161 пн) и характеризовался более низким, чем у спейсеров, содержанием ГЦ-

оснований (54,42±0,75%). 

В ходе выравнивания нуклеотидных последовательностей обнаружены по-

зиции с сомнительной гомологией (преимущественно в более вариабельном спей-

сере ITS1). Такие позиции встречались в участках последовательности, представ-

ленных мононуклеотидными повторами, инделями и гипервариабельными участ-

ками с идущими подряд (до трех нуклеотидов) заменами. Таким образом, консер-

вативность последовательностей межгенных спейсеров в наборе данных была 

умеренной: 152 позиции (67%) в ITS1 и 168 позиций (75%) в ITS2 (универсально 

консервативные позиции). Поэтому для поиска среди них гомологичных, тем са-

мым для сведения к минимуму ложного филогенетического сигнала, нами была 

привлечена структурная информация, полученная при моделировании вторичной 
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структуры транскриптов спейсеров ITS1 и ITS2 для членов Orostachys подсекции 

Appendiculatae. 

Все обнаруженные гомологичные позиции (401 признак, универсальная по-

зиция) были пронумерованы отдельно для каждого спейсера. Эта номенклатура 

далее использовалась для указания точного положения вариабельных и консерва-

тивных регионов, а также для локализации основных структурных доменов на 

моделях вторичных структур. Эти универсальные позиции мы классифицировали 

следующим образом: 100% консервативные нуклеотиды; высоко консервативные 

позиции, имеющие только одну замену в наборе данных; умеренно консерватив-

ные позиции с двумя заменами; вариабельные позиции с тремя и более заменами 

(Рис. 10). 

Обе построенные модели РНК-транскриптов спейсерных участков ITS1 и 

ITS2 формировали структуры, состоящие из четырех спиральных (стеблевых) до-

менов, которые разделялись неспаренными одноцепочными участками (Рис. 10). 

В ITS1 на их долю приходилось около 37% всей длины спейсера, а в ITS2 они бы-

ли относительно короткими – всего 18% нуклеотидов. 

Обобщенная модель транскрипта спейсера ITS1 состояла из нескольких 

структурных элементов: относительно длинный (поз. 1–42) одноцепочечный ре-

гион на 5’-конце; спираль 1, длиной 15 пн (поз. 43–85); спейсер из одного нуклео-

тида между первой и второй спиралью; спираль 2, длиной 12 пн (поз. 87–122); 

спейсер из 15 пн между второй и третьей спиралью (поз. 123–137); спираль 3 (5 

пн, поз. 138–151); спейсер из 16 пн между третьей и четвертой спиралью (поз. 

152–168); самая длинная спираль 4 (18 пн, поз. 169–216), за которой следует тер-

минальный спейсер из 10 пн (Рис. 10). 
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Рисунок 10 – Обобщенные модели транскриптов спейсеров ITS1 и ITS2 видов 

Orostachys подсекции Appendiculatae, реконструированные на основании консер-

вативности (66 и 90% в ITS1 и ITS2 соответственно) 90 последовательностей ITS 

региона. Цифрами указаны позиции согласно универсальной номенклатуре. В 

прямоугольнике отмечен внутригеномный полиморфизм ITS1. 

 

Модель обобщенной вторичной структуры транскрипта ITS2 (Рис. 10) име-

ла несколько структурных особенностей, характерных для покрытосемянных рас-
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тений (Coleman, 2015). Это относительно протяженная верхушечная петля (поз. 

20–29) спирали 1 (поз. 7–43), спираль 2 (длиной 11 пн; поз. 46–77), включающая 

внутреннюю выпуклость (петлю) U-U и C-A (поз. 50–73 и 51–72 соответственно), 

длинная спираль 3 (≥32 пн; поз. 84–185), содержащая консервативный мотив 

GGUGGU на 5’-стороне (поз. 118–123). Наличие этих структурных мотивов под-

тверждает правильность и пригодность к использованию реконструированных 

нами моделей обобщенных вторичных структур транскриптов. Кроме того, пра-

вильность фолдинга нуклеотидной цепи поддерживается наличием компенсатор-

ных (Compensatory Base Changes / CBCs) и полукомпенсаторных замен оснований 

(hemi-Compensatory Base Changes / hCBCs), обнаруженных в двуцепочечных до-

менах. Даже самые консервативные регионы спейсера ITS2 (спирали 2 и 3) со-

держали 15 полукомпенсаторных замен (2 и 13 соответственно). Компенсаторные 

замены были обнаружены только в стебле 3 (92G-C178→A-T и 123T-A145→G-T у по-

следовательностей O. thyrsiflora; результаты не показаны). 

Нам удалось произвести однозначное выравнивание всего ITS региона (624 

позиции; 147 информативных согласно методу максимальной экономии – 88 для 

ITS1, 6 для 5.8S, 53 для ITS2), за исключением нескольких инделей. 

В ходе работы над выравниванием были приняты во внимание последова-

тельности, отличающиеся от других последовательностей того же вида наличием 

замен нуклеотидов или инделей в относительно консервативных регионах. Ими 

оказались последовательности из базы данных GenBank. Например, у образца P47 

под номером AB480590 ген малой субъединицы (5.8S) имел один дополнитель-

ный гуаниновый нуклеотид (поз. 20), в остальном ITS регион был идентичен по-

следовательности популяции P20. Гораздо более значительными изменениями ха-

рактеризовались последовательности под идентификационными номерами 

AB088578 и AB480587, содержащие позиции и/или индели, нарушающие фолдинг 

обобщенной вторичной структуры Appendiculatae. Данный факт можно обьяснить 

наличием ошибок при секвенировании. Для того чтобы избежать ложного фило-

генетического сигнала, мы решили исключить их из дальнейших анализов. Таким 

образом, в следующих этапах исследования использовались только те последова-
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тельности, которые согласовались со структурными данными обобщенных моде-

лей вторичных структур транскриптов спейсеров ITS1 и ITS2. 

Другой тип несоответствия был обнаружен также для последовательностей 

из GenBank. Последовательности ITS региона представителей O. thyrsiflora под 

номерами доступа AB480590 и AB088577 (Табл. 9) значительно отличались от 

полученных нами последовательностей этого вида. При проведении предвари-

тельных анализов было отмечено, что эти образцы проявляли высокую генетиче-

скую схожесть с таковыми O. spinosa (общие гаплотипы). Поэтому в таблицах 1 и 

9 нами был указан O. spinosa, как основной источник ДНК, а O. thyrsiflora взят в 

скобки. 

 

3.2. Анализ филогенетической структуры трибы Telephieae (’t Hart) Ohba 

and Thiede ined. по данным ITS региона рДНК 

Данный этап исследования был направлен на изучение филогенетической 

структуры трибы Telephieae подсемейства Sempervivoideae с охватом большинст-

ва родов. Целью этого этапа работы было уточнить филогенетические связи (со-

став монофилетических групп/родов и порядок их ветвления) между основными 

«проблемными» линиями трибы: 1) подсекциями Orostachys и Appendiculatae рода 

Orostachys; 2) членами этих подсекций и родами Meterostachys и Hylotelephium; 3) 

членами трибы Telephieae и представителями рода Sinocrassula, а так же провести 

оценку времени диверсификации (молекулярную датировку) основных групп 

трибы. 

Для этого был подготовлен набор данных из 38 нуклеотидных последова-

тельностей (Табл. 8). При реконструкции методом ML с использованием сложной 

модели замен нуклеотидов (GTR+I+G модель) получено дерево, в котором виды 

Telephieae были распределены между двумя кладами. Первая устойчивая клада 

образована представителями подсекции Appendiculatae рода Orostachys и 

Meterostachys sikokiana, монотипного рода. Вторую кладу с невысокой поддерж-

кой (65%) составили виды рода Hylotelephium, подсекции Orostachys рода 

Orostachys и виды Sinocrassula (Рис. 11).  
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Рисунок 11 – Филогенетическое дерево трибы Telephieae, основанное на сравне-

нии нуклеотидных последовательностей ITS региона рДНК методом ML, модель 

GTR+I+G. Цифрами указана устойчивость ветвей, рассчитанная методом бутст-

репа. Ветви с поддержкой 100% выделены утолщенными линиями. Жирным 

шрифтом обозначены последовательности таксонов, полученные в настоящем ис-

следовании. Указаны индели и замены с позициями в универсальном выравнива-

нии: синапоморфные в прямоугольниках и общие для некоторых групп. 
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Клада Appendiculatae была хорошо структурирована и большинство ее 

внутренних ветвей оказались устойчивы. Она разделилась на две подклады: пер-

вая включала O. spinosa, O. chanetii, O. japonica (100%), вторая – Meterostachys 

sikokiana и O. thyrsiflora (80%). В устойчивой кладе (97%) вида O. spinosa была 

очевидна дивергенция последовательностей на две подклады, условно названные 

нами Восточной и Западной группами по географическому принципу (100 и 67% 

соответственно). Последовательности O. japonica образовали сестринскую группу 

к O. chanetii, однако статистическая поддержка была слабой (Рис. 11). 

Как и в предыдущих исследованиях, клада Hylotelephium–Orostachys с уме-

ренной поддержкой (86%) подсекции Orostachys была сестринской по отношени-

ию к Sinocrassula, но порядок ветвления в ней остался неразрешенным (Рис. 11). 

Дивергенция последовательностей Hylotelephium была велика, что не позволило, 

вероятно, достоверно установить отношения между ними. Представители 

Orostachys подсекции Orostachys, напротив, мало отличались друг от друга и сла-

гали обособленную группу с длинной ветвью в составе Hylotelephium (Рис. 11). 

В последовательностях Sinocrassula обнаружены две мутации (Рис. 11), об-

щие со всеми последовательностями представителей подсекции Appendiculatae: 

делеция С в поз. 621 и замена A→G в поз. 145 в ITS1 (номера позиций даны по 

универсальному выравниванию Nikulin с соавт., 2015), в то время как у предста-

вителей клады Hylotelephium–Orostachys подсекции Orostachys эти две мутации 

отсутствуют. Наличие большого числа общих мутаций позволило, вероятно, 

Sinocrassula группироваться с кладой трибы, тогда как в предыдущих анализах 

она занимала сестринское к Telephieae положение (Mayuzumi, Ohba, 2004; Гонча-

рова и др., 2006). Появление общих мутационных событий может быть обуслов-

лено двумя генетическими сценариями: приобретением этих признаков у предка 

Sinocrassula и Telephieae с дальнейшей утратой у Hylotelephium и Orostachys под-

секции Orostachys, либо гомоплазией, т.е. независимым случайным приобретени-

ем. Такие сценарии могли быть актуальны и в случае другой мутации – вставки 

одного нуклеотида (T в поз. 166 в ITS1), характерной для клады, велючающей O. 

spinosa, O. chanetii, O. japonica и вида O. thyrsiflora, за исключением M. sikokiana 
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(Рис. 11). Еще одна мутация, вероятно, гомопластической природы, оказалась об-

щей для вышеуказанной клады, слагаемой тремя видами, и представителями 

Sinocrassula (вставка A/G, поз. 12, ITS1). 

В нашем анализе представитель Meterostachys достоверно (100%) был чле-

ном клады подсекции Appendiculatae и кластеризовался с О. thyrsiflora. Скрининг 

матрицы данных показал, что все члены клады Appendiculatae характеризуются 

четыремя общими заменами в различных участках ITS, отличающими их от ос-

тальных членов трибы Telephieae (Рис. 11). Преимущественно, эти мутации лока-

лизованы в более вариабельном ITS1 – три индели в первой спирали ITS1 (встав-

ки A/G/T и G в поз. 42 и 43 соответственно) и делеция С/T в поз. 471. Одна замена 

(A→G в поз. 95) обнаружена в середине консервативной третьей спирали ITS2. 

Данные мутации можно рассматривать в качестве молекулярных синапоморфий 

(Telford, 2002; Marin et al., 2003), приобретенных мутаций, возникших у предка 

группы (клады) и унаследованных ее членами (Рис. 11). 

Говоря о кладах подсекций Orostachys и Appendiculatae рода Orostachys не-

обходимо отметить, что они существенно отличаются длиной внутренних ветвей, 

отражающих дивергенцию слагающих их последовательностей. Этот факт кос-

венно указывает на относительную молодость видов в типовой подсекции, еще не 

успевших аккумулировать большое число мутаций, либо на повышенную ско-

рость накопления замен у видов Appendiculatae (Никулин и др., 2015). Для обеих 

подсекций рассчитаны показатели: нуклеотидное разнообразие (π), число поли-

морфных сайтов (pS) и количество информативных сайтов согласно методу мак-

симальной экономии (nMP). Подсекция Orostachys характеризовалась 

π=0,007±0,001; pS=12; nMP=3, подсекция Appendiculatae: π=0,0620±0,010; 

pS=113; nMP=42. Величины этих параметров в последней подсекции превышают 

таковые в подсекции Orostachys почти на порядок. На рисунке 11 видно, что по-

следовательности образцов O. spinosa из разных частей ареала больше отличают-

ся друг от друга, чем виды в типовой подсекции. Эти различия нашли отражение 

в результатах молекулярной датировки. 
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Молекулярная датировка, основанная на данных о средних скоростях нук-

леотидных замен в ITS регионе, впервые позволила произвести временную оцен-

ку дивергенции видов трибы (Никулин и др., 2015). Согласно результатам, воз-

раст трибы Telephieae составляет около 30 млн. лет (Рис. 12). 

 

Рисунок 12 – Байесовская хронограмма кладогенеза трибы Telephieae и близких к 

ней таксонов, выраженная в абсолютной временной шкале (млн. лет) с указанием 

соответствующих геологических эпох. Прямоугольники – 95% интервалы наи-

высшей апостериорной плотности оценок времени существования клад. 

 

Дивергенция основных клад трибы Telephieae: Sinocrassula, Orostachys под-

секции Appendiculatae и Hylotelephium–Orostachys подсекции Orostachys приходи-

лась на относительно короткий период времени в первой половине миоцена – 20–

18 млн. л. н. Большинство видов Orostachys подсекции Appendiculatae и 

Hylotelephium возникли на границе миоцена и плиоцена – около 6 млн. л. н., тогда 
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как виды подсекции Orostachys образовались значительно позднее – примерно 1,5 

млн. л. н., Восточная и Западная линии популяций O. spinosa дивергировали око-

ло 3,5 млн. л. н. 

 

3.3. Реконструкция родственных отношений в подсекции Appendiculatae 

(Borissova) H. Ohba рода Orostachys 

Следующим этапом исследования явилось построение первой молекуляр-

ной филогении подсекции Appendiculatae рода Orostachys. Результаты реконст-

рукции родственных отношений в трибе Telephieae позволили нам сформулиро-

вать основные вопросы, которые требовали уточнения с использованием более 

представительного набора данных: 1) является ли род Meterostachys сестринским 

таксоном к подсекции Appendiculatae или ее членом; 2) сохраняется ли генетиче-

ская структурированность O. spinosa в большей выборке; 3) соответствуют ли ге-

нетические данные морфологическим особенностям конкретных видов подсек-

ции. В качестве маркера также был выбран ITS регион рДНК, а для проведения 

анализов был использован набор данных из 94 нуклеотидных последовательно-

стей растений Orostachys подсекции Appendiculatae и представителей внешней 

группы (Табл. 9). 

 

Таблица 9 – Виды, используемые для реконструкции филогении Orostachys под-

секции Appendiculatae, размер выборки и номера доступа нуклеотидных последо-

вательностей ITS региона в базе данных GenBank 

Вид Код популяции 
Размер 

выборки 
Номер в GenBank 

Meterostachys 

sikokiana 
P1 1 AB088579 

Orostachys chanetii 
P2 1 AB480586 

P3 1 LK022055 

O. japonica 

P4 1 LK022056 

P5 1 LK022057 

P6 1 LK022057 / LK022058 

P7 1 LK022057 / LK022058 
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Продолжение таблицы 9 

Вид Код популяции 
Размер 

выборки 
Номер в GenBank 

O. japonica 

P8 1 LK022057 / LK022058 

P9 3 LK022059 

P10 3 LK022060 

P11 1 LK022056 

P12 1 LK022061 

P13 1 LK022057 / LK022058 

P14 1 LK022057 / LK022058 

P15 1 LK022057 

P16 1 LK022056 

P17 1 AB088576 

P18 1 AB480588 

P19 3 LK022062 

O. spinosa 

P20 1 LK022063 

P21 4 LK022064 

P22 3 LK022064 

P23 3 LK022064 

P24 3 LK022064 

P25 2 LK022064 

P26 3 LK022065 

P27 3 LK022065 

P28 3 LK022066 

P29 3 LK022067 

P30 1 LK022068 

P31 4 LK022069 

P32 2 LK022069 

P33 3 LK022070 

P34 4 LK022070 

P35 3 LK022070 

P36 3 LK022071 

P37 2 LK022068 
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Окончание таблицы 9 

Вид Код популяции 
Размер 

выборки 
Номер в GenBank 

O. spinosa 

P38 2 LK022072 

P39 3 LK022068 

P40 1 LK022073 

P41 1 LK022065 

P42 1 AB480589 

O. spinosa 

(thyrsiflora)* 

P43 1 LK022076 

P44 1 LK022064 

P45 1 LK022064 

P46 1 LK022065 

P47 1 AB480590 

P48 1 AB088577 

O. thyrsiflora 
P49 1 LK022074 

P50 1 LK022075 

Sinocrassula indica – 1 AB480611 

S. yunnanensis – 1 AB088582 

Hylotelephium 

pseudospectabile 
– 1 AM039917 

Примечание: код популяций соответствует таковому в таблице 1. Жирным шрифтом выделены 

нуклеотидные последовательности, полученные в данном исследовании. Звездочками отмечены 

образцы, положение которых на дереве противоречит указанной ранее видовой принадлежно-

сти (в скобках – название вида из коллекции или из базы данных GenBank). 

 

Выявлено 28 риботипов, 14 из которых присутствовали в популяциях O. 

spinosa, ввиду наиболее представительной выборки (64 последовательности). Во-

семь риботипов этого вида обнаружены в каждой конкретной мономорфной по-

пуляции. Риботип R13 присутствовал в большинстве исследуемых популяций: 

P23–P25 из Алтая, P21 и P22 c Южного Урала, P44 и P45 образцы из культуры. 

Девять риботипов O. japonica обнаружены в 22-х последовательностях, причем 6 

риботипов выявлены в мономорфных популяциях. Каждая последовательность О. 
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thyrsiflora и O.chanetii имела в нашем анализе отдельный риботип (Табл. 9). Стоит 

особо отметить, что нами не обнаружено общих риботипов для нескольких попу-

ляций и общих риботипов у разных видов. 

В целом, среднее значение дивергенции последовательностей (р-дистанции) 

в нашем наборе данных (91 образец подсекции Appendiculatae) было относитель-

но низким (0,0439±0,0045). Наименьшее значение обнаружено между образцами 

O. japonica (0,0136±0,0029), для O. spinosa было вдвое выше (0,0269±0,0045), а 

для O. chanetii дивергенция была еще более заметна и составила 0,0732±0,0114. 

На филогенетическом дереве (Рис. 13), построенном методом ML на осно-

вании 28 риботипов подсекции Appendiculatae и трех последовательностей пред-

ставителей внешней группы, были выделены четыре высоко поддержанные кла-

ды, соответствующие определенному виду: O. spinosa (98 и 98%, 1.00 в ML, MP, 

PP анализах соответственно), O. japonica (98 и 97%, 1.0), O. chanetii (91 и 70%, 

1.0), и O. thyrsiflora (100 и 100%, 1.00). M. sikokiana оказался достаточно близок к 

О. thyrsiflora. Их умеренно поддержаная клада (79 и 61% в ML и MP соответст-

венно) была сестринской к относительно высоко поддержаной (100 и 99%, 1.0) 

линии, содержащей O. spinosa, O. japonica и O. chanetii.  

Клады видов O. spinosa и O. japonica были достоверно структурированы. 

Последовательности O. spinosa дивергировали на подклады/группы: Восточную, 

представляющую собой устойчивую линию (100 и 100%, 1.0) из 6 риботипов 

(R16–R20, R24), и Западную, включающую с низкой поддержкой (75 и 67% в ML 

и MP соответственно) риботипы R21 и R22 с Шантарских островов и Северо-

Восточной Азии (Магаданская обл.) соответственно. Кроме этого, риботипы O. 

spinosa были сгруппированы согласно географическому расположению популя-

ций. Все риботипы растений из Приморского края (R19, R20, R24), Амурской об-

ласти (R16–R18), северо-восточной Азии (R21 и R22), Алтайских и Уральских 

предгорий (R13 и R26) и озера Байкал (R12, R14, R15, R27) образовали высоко и 

умеренно поддержанные группы (Рис. 13). Сходная, но чуть менее достоверная, 

картина наблюдается у вида O. japonica. Можно отметить географическую струк-

турированность между его риботипами, выявленными на Корейском полуострове 

и Японии (R3–R5, R8, R9), и риботипами Дальнего Востока России и Северо-

Восточного Китая (R6, R7, R10, R11). 
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Рисунок 13 – ML-дерево, основанное на данных сравнения 28 риботипов ITS ре-

гиона рДНК (612 пн; модель GTR+I+G) четырех видов Orostachys и M. sikokiana. 

Поддержка ветвей указана для ML/MP/PP анализов. Бутстреп поддержка менее 

50% и апостериорные вероятности менее 0.90 не рассматривались. Толстой лини-

ей отмечены ветви со 100% и 1.0 поддержками. В прямоугольниках приведены 

синапоморфные замены для клад. Последовательности видов Sinocrassula indica, 

S. yunnanensis и Hylotelephium pseudospectabile использованы в качестве внешней 

группы. 
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Как упоминалось выше, две нуклеотидные последовательности из базы 

данных GenBank (AB480590 и AB088577), а также большинство полученных из 

коллекции (P46–P50) образцов растений, обозначенных как О. thyrsiflora, класте-

ризовались в составе O. spinosa, не проявив близкого родства к двум последова-

тельностям O. thyrsiflora, полученным в этом исследовании (Табл. 9; Рис. 13). 

Расширенный набор последовательностей ITS региона для подсекции 

Appendiculatae, позволил обнаружить ряд молекулярных синапоморфий для всех 

основных клад, установленных в нашем анализе (Рис. 13). Все члены подсекции, 

включая Meterostachys, имели 4 общие замены, отличающие их от всех членов 

внешней группы – представителей линии Hylotelephium (Sinocrassula, 

Hylotelephium, и Orostachys подсекции Orostachys). В ITS1 это U125 (между спира-

лями 2 и 3) и G144 в концевой петле спирали 3. В ITS2 синапоморфными являются 

замены: спаренный G95, в паре G95-C175 в спирали 3 и G208 в концевой петле спира-

ли 4 (Рис. 10, 13). Основные клады подсекции: O. thyrsiflora/Meterostachys и O. 

spinosa/O.japonica/O. chanetii характеризовались заменами каждая (A→G, поз. 221 

в ITS1 и A→T, поз. 104 в ITS2). Две синапоморфные замены в ITS2 (полукомпен-

саторная C-G→T84-G185 и A→G222) маркировали представителей вида O. spinosa, а 

три замены – членов Восточной подклады (замена, нарушающая образование па-

ры G→A205, полукомпенсаторная замена G-T→A210-T176 в ITS1 и полукомпенса-

торная замена C-G→T49-G74 в ITS2; Рис. 10, 12). Все последовательности O. japon-

ica имели две синапоморфные вставки в концевой части спирали 4 ITS1 (A, между 

поз. 195–196, предположительно обеспечивающая формирование дополнительной 

пары T190-A195-1; C между поз. 197-198 без пары). Кроме того, специфическими для 

вида были 2 замены: A→T в поз. 212 ITS1, формирующая дополнительную пару 

T212-G174 и замена T→C в пятом нуклеотиде ITS2 (Рис. 10). 

 

3.4. Филогения и филогеография O. spinosa по данным хпДНК 

Анализ данных ядерной ДНК позволил уточнить филогенетические отно-

шения в трибе Telephieae, положение исследуемого вида в ней, а также риботипи-

ческую подразделенность популяций O. spinosa. Учитывая ограниченную инфор-
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мативность этого маркера на популяционном уровне, с целью более глубокого 

изучения генетической структуры и степени дифференциации популяций, было 

решено привлечь маркеры, характеризующиеся другим типом наследования, му-

тационной динамикой, и потенциальной информативностью, а именно межгенные 

спейсеры хпДНК. 

Так как величина изменчивости нуклеотидных последовательностей меж-

генных спейсеров хпДНК может широко варьировать среди семейств и даже ро-

дов растений, нами был предпринят отбор наиболее информативных регионов для 

дальнейших анализов. Для этого мы произвели оценку внутри- и межпопуляци-

онной вариабельности пяти межгенных спейсеров хпДНК на примере трех мо-

дельных популяций O. spinosa. Выбранные нами маркеры характеризовались вы-

сокой информативностью на низких таксономических уровнях во многих группах 

растений: trnH–psbA, trnQ–rpS16, rpl32–trnL, trnD–trnT, trnS–trnG (Shaw et al., 

2005, 2007; Kozyrenko et al., 2013; Рис. 5). Секвенирование trnD–trnT и trnS–trnG 

(24 и 40 последовательностей соответственно) показало, что эти регионы характе-

ризовались слабой полиморфностью на популяционном и видовом уровнях. Так, в 

trnD–trnT (760 пн) обнаружено всего 8 полиморфных сайтов, а в trnS–trnG (1330 

пн) – два таких сайта, поэтому данные участки для дальнейших анализов не ис-

пользовались. 

В ходе данного этапа исследования определены по 207 нуклеотидных по-

следовательностей каждого из трех спейсеров хпДНК (trnH–psbA, trnQ–rps16, 

rpl32–trnL) 25 популяций O. spinosa (Табл. 10). 
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Таблица 10 – Популяции O. spinosa, используемые для оценки генетического разнообразия и популяционной струк-

туры, размер выборки и номера доступа нуклеотидных последовательностей каждого региона в базе данных GenBank 

№ 

п/п 

Код 

популяции 

Размер 

выборки 

Номер последовательности в GenBank 

trnH–psbA trnQ–rps16 rpl32–trnL 

1 P20 1 LT222671 LT222878 LT223085 

2 P21 12 LT222541–LT222552 LT222748–LT222759 LT222955–LT222966 

3 P22 10 LT222566–LT222575 LT222773–LT222782 LT222980–LT222989 

4 P23 12 LT222627–LT222638 LT222834–LT222845 LT223041–LT223052 

5 P24 12 LT222639–LT222650 LT222846–LT222857 LT223053–LT223064 

6 P26 12 LT222603–LT222614 LT222810–LT222821 LT223017–LT223028 

7 P27 12 LT222615–LT222626 LT222822–LT222833 LT223029–LT223040 

8 P28 12 LT222554–LT222565 LT222761–LT222772 LT222968–LT222979 

9 P29 12 LT222651–LT222662 LT222858–LT222869 LT223065–LT223076 

10 P30 1 LT222667 LT222874 LT223081 

11 P31 15 LT222588–LT222602 LT222795–LT222809 LT223002–LT223016 

12 P32 3 LT222668–LT222670 LT222875–LT222877 LT223082–LT223084 

13 P33 12 LT222500–LT222511 LT222707–LT222718 LT222914–LT222925 

14 P34 12 LT222512–LT222523 LT222719–LT222730 LT222926–LT222937 

15 P35 12 LT222529–LT222540 LT222736–LT222747 LT222943–LT222954 
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Окончание таблицы 10 

№ 

п/п 

Код 

популяции 

Размер 

выборки 

Номер последовательности в GenBank 

trnH–psbA trnQ–rps16 rpl32–trnL 

16 P36 13 
LT222553; 

LT222576–LT222587 

LT222760; 

LT222783–LT222794 

LT222967; LT222990–

LT223001 

17 P37 4 LT222663–LT222665 LT222870–LT222872 LT223077–LT223079 

18 P38 3 LT222526–LT222528 LT222733–LT222735 LT222940–LT222942 

19 P39 8 LT222675–LT222682 LT222882–LT222889 LT223089–LT223096 

20 P40 2 LT222524–LT222525 LT222731–LT222732 LT222938–LT222939 

21 P41 1 LT222672 LT222879 LT223086 

22 P43* 1 LT222673 LT222880 LT223087 

23 P45* 1 LT222674 LT222881 LT223088 

24 P53 12 LT222683–LT222694 LT222890–LT222901 LT223097–LT223108 

25 P54 12 LT222695–LT222706 LT222902–LT222913 LT223109–LT223120 

Примечание: коды популяций соответствуют таковым в таблице 1. Звездочками отмечены образцы O. spinosa (thyrsiflora), видовая при-

надлежность которых была изменена по результатам филогенетических анализов (в скобках – название вида из коллекции или из базы 

данных GenBank). 
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В последовательностях трех спейсеров обнаружены замены нуклеотидов и 

инсерции/делеции (индели). Данные мутации четко дифференцировали популя-

ции друг от друга, что свидетельствует о потенциальной информативности и при-

годности выбранных молекулярных маркеров для исследования популяционной 

структуры O. spinosa. 

Длина спейсера trnH–psbA варьировала незначительно (367±1,3 пн). Тем не 

менее, были отмечены инсерции, например, у представителей популяции P38 

Шантарских островов имелась маркирующая ее вставка 7 пн (TATATTC в поз. 

62–68), а достаточно длинная инсерция (14 пн; TTTAGTTTTATCCA; в поз. 308–

321) была выявлена только в одной из 12 последовательностей популяции P53 

(Республика Алтай). Особый интерес представляет собой наличие инверсии 4 пн 

(поз. 245–248), возникшей, вероятно, в результате ошибки при репликации ДНК. 

Этот участок последовательности был исключен из матрицы данных и кодировал-

ся как единичное мутационное событие. Содержание ГЦ-оснований было относи-

тельно низким, всего 31%. 

Межгенный спейсер trnQ–rps16 отличался значительной длиной, которая 

изменялась от 1234 до 1272 пн и в среднем составила 1244±7 пн. Максимальная 

длина была отмечена у двух последовательностей O. spinosa из Республики Алтай 

(P23), а минимальная – у большинства растений из амурской популяции (P31), ко-

торая характеризовалась делецией 8 пн (ATAAAAAC; в поз. 213–220). Образцы 

из популяций P23, P24 (Республика Алтай) и P27 (Иркутская область) маркирова-

лись вставкой четырех нуклеотидов (АТТG; поз. 1194–1197). Последняя популя-

ция характеризовалась, кроме того, инсерцией (13 пн; ATTTAAATAGGGG; в поз. 

1157–1169), которая представляла собой дупликацию предшествующего мотива 

из 13 пн. А популяции P21 и P22 (Республика Башкортостан) маркировалась 

вставкой 7 пн (TTTTATT в поз. 1071–1077). Вариабельность длины последова-

тельностей также была обусловлена наличием мононуклеотидных повторов (по-

ли-А и поли-Т, от 8 до 14 повторений). Содержание ГЦ-оснований этого региона 

было низким, 29%. 
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Протяженность межгенного спейсера rpl32–trnL составляла 614±1,5 пн и 

была обуславлена вставкой 7 пн (в поз. 368–374) в некоторых последовательно-

стях популяций P23, P24 из Республики Алтай и поли-Т регионом в двух последо-

вательностях последней популяции (5 повторов; поз. 384–388). В этом спейсере 

выявлена инверсия 50 нуклеотидов (поз. 278–327), которая была общей для попу-

ляций P39 (Хабаровский край), P45 (коллекция) и некоторых образцов P31 (Амур-

ская обл.). Содержание ГЦ-оснований равнялось 32%, что являлось максималь-

ным значением у исследованных спейсеров. 

Расчеты, произведенные на полной матрице данных (2330 пн; около 1,5% 

пластидного генома), для оценки мутационной динамики последовательностей 

показали, что при различной длине межгенных спейсеров (388–1316 пн) частота 

мутационных событий на 1 сайт варьировала от 0,04 до 0,08 (Табл. 11). 

 

Таблица 11 – Полиморфизм последовательностей межгенных спейсеров trnH–

psbA, trnQ–rps16 и rpl32–trnL хпДНК в популяциях O. spinosa 

Характеристики trnH–psbA trnQ–rps16 rpl32–trnL 

Длина выравнивания, пн 388 1316 626 

Общее число мутаций 31 62 25 

Частота возниконовени 

мутаций, N/пн 
0,08 0,05 0,04 

Число вариабельных 

(полиморфных) сайтов 
29 61 25 

Число МР-

информативных 

сайтов 

19 51 12 

Общее число инделей 2 20 3 

Консервативные 

регионы (позиции в об-

щей матрице) 

1–57 

1–87; 159–224; 226–292; 

310–381; 560–626; 628–706; 

1016–1080 

1–76; 448–

518; 535–

621 

 

Максимальное значение соответствовало спейсеру trnH–psbA – 8 мутаций на 100 

нуклеотидов. Спейсер trnQ–rps16 имел большое количество информативных сай-
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тов, а также инделей, средняя длина которых не превышала 4 пн. Необходимо от-

метить, что в этом регионе обнаружены 7 консервативных участков: начало спей-

сера и шесть участков длиной по 65–75 нуклеотидов, расположенных случайно. В 

последовательностях межгенных спейсеров trnH–psbA и rpl32–trnL обнаружены 

мутации по типу инверсий, например в trnH–psbA (мотив GAAA→TTTC в поз. 

245–248). Популяции P33, P34, P35, P36 (Приморский край), P37 (Хабаровский 

край), P29 (Китай) содержали исключительно вариант GAAA, а популяции P38 

(Шантарские острова), P30 (Амурская обл.) и P32 (Китай) – только TTTC мотив. 

Основная масса популяций O. spinosa содержала оба мотива в различных пропор-

циях, что и позволило нам сделать вывод о ее гомопластическом характере. 

Подобные инверсии, не влияющие на длину последовательности, резко уве-

личивают число отличий между последовательностями, так как они представляют 

собой одно мутационное событие, а не многократные независимые замены нук-

леотидов (Рис. 14). Так, в случае GAAA→TTTC, речь идет лишь об одном мута-

ционном событии, а не о четырех отдельных. Вероятная причина возникновения 

подобного вида мутаций состоит в неправильном прохождении ДНК-полимеразы 

по верхушечной петле во время репликации: не справа налево, а слева направо 

(Borsch, Quandt, 2009; Рис. 14). 

Есть три различных способа использования подобного мутационного собы-

тия. Первый, когда район инверсии исключается из матрицы данных, однако ин-

формация об этой мутации теряется; второй, когда участок может быть искусст-

венно инвертирован в выравнивании, но также будет потеряна информация о му-

тационном событии; третий, в котором используется кодирование отличий между 

последовательностями в виде бинарного кода: 1 – наличие определенного моти-

ва/события, 0 – его отсутствие (Quandt et al., 2003), что сохраняет филогенетиче-

скую информацию. Согласно третьему сценарию, индели и гомополимерные уча-

стки длиной более 3 пн во всех спейсерах были закодированы и внесены в матри-

цу данных. Таким образом, длина матрицы сократилась и составила 2300 пн. 
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Рисунок 14 – Пример инверсии участка нуклеотидной последовательноси меж-

генного спейсера trnH–psbA. Прямоугольниками обозначены границы инверсии, 

прямой и обратный варианты. Показан предполагаемый механизм происхождения 

инверсий в хпДНК (по: Borsch, Quandt, 2009 с изменениями). 

 

3.4.1. Гаплотипический анализ популяций O. spinosa 

Выявленная нуклеотидная изменчивость обусловила присутствие большого 

числа гаплотипов хпДНК (далее хлоротипов). Анализ 207 последовательностей 25 

популяций выявил 86 хлоротипов, отношения между которыми были визуализи-

рованы в виде сети (Рис. 15). Особый интерес представляет тот факт, что иссле-

дуемые популяции O. spinosa практически не имеют общих хлоротипов, кроме 

географически близких популяций (не более 100 км друг от друга) P34, P35 (При-

морский край) и P26, P27 (Иркутская обл.), которые имели хлоротипы H7 и H31 

соответственно (Рис. 15). 
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Рисунок 15 – Генеалогическая сеть хлоротипов O. spinosa. Окружности 

пропорциональны частотам встречаемости соответствующего хлоротипа (справа 

вверху). Черные точки – гипотетические хлоротипы. Отрезки соответствуют 

одному мутационному шагу. Коды популяций соответствуют таковым в таблице 

1. Образцы из частной коллекции P20, P41, P43, P45 окрашены одним цветом. 
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Сеть хлоротипов состоит из двух дивергентных гаплогрупп, разделенных 

самой длинной ветвью сети – 11 мутационных шагов (Рис. 15). В первой группе 

(Восточная группа) объединены 27 хлоротипов (92 образца), обнаруженные в 10 

популяциях из восточной части ареала вида – P30 и P31 Амурской обл.; P37 и P39 

Хабаровского края; P33–P36 из Приморского края; P29 и P32 из Китая. Неожи-

данным оказался тот факт, что гаплотипы, выявленные на Шантарских островах 

(Н9 и Н10) и Магаданской обл. (Н8), не входили в эту группу. Топологически в 

Восточной группе можно отметить дивергенцию на Амуро-Китайскую (H61–H65, 

H27–H30) и Приморскую (H1–H7, H11–H13, H17, H25–H26) линии. В последней 

линии большинство хлоротипов были связаны, в основном, одномутационными 

переходами (Рис. 15). Данный паттерн распределения гаплотипов, скорее всего, 

обусловлен относительно недавним заселением O. spinosa этой территории. 

Вторую группу (Западная группа) сформировали 59 хлоротипов популяций 

Хабаровского края (P38), Магаданской обл. (P40), Республики Башкортостан (P21, 

P22), Забайкальского края (P28), Иркутской обл. (P26, P27), Республики Алтай 

(P23, P24, P53), Новосибирской обл. (P54) и садовых образцов из коллекции: P20, 

P41, P43, P45 (Рис. 15). 

Количество уникальных гаплотипов в сети велико – 59 (68%). Уникальным 

считается гаплотип, имеющий оригинальную нуклеотидную последовательность 

и обнаруженный только в одном образце. В Восточной группе выявлено 16 уни-

кальных гаплотипов хпДНК, тогда как в Западной – 43. В последней группе 

большинство из них (28) отмечены в трех популяциях O. spinosa из Северного 

Алтая. Образцы данных популяций характеризовались высокой изменчивостью 

нуклеотидных последовательностей, результатом чего стало отсутствие каких-

либо закономерностей распределения в пуле алтайских хлоротипов. Наличие пет-

левых структур в сети может, вероятно, быть результатом высокого уровня ре-

комбинации и/или гомоплазии, которая нередко встречается в хпДНК. Интересно 

отметить отличия в степени дивергенции последовательностей между отдельны-

ми линиями внутри Западной группы. Например, хлоротипы H8–H10 северо-

азиатской линии отличались семью мутационными шагами от алтайских, хлоро-
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типы H85–H86 новосибирской и H31–H38 иркутской линии – девятью нуклеотид-

ными заменами. Достаточно небольшими мутационными отличиями от алтайско-

го пула хлоротипов характеризовались H14–H16, H23–H24 (P21 и P22, Республи-

ка Башкортостан), и H18–H22 (P28, Забайкальский край), причем все эти популя-

ции географически удалены от алтайских более чем на 1900 километров, популя-

ции P21 и P22 расположены западнее, а P28 – восточнее. Хлоротипы Н18–Н22 

популяции Читинской обл. (P28) образуют единую ветвь с одним алтайским хло-

ротипом (H41), который удален от них на 9 мутационных шагов (Рис. 15). 

Для подтверждения наличия филогенетической структуры, мы рассчитали 

показатели GST и NST. Первый учитывает только частоты гаплотипов, второй – 

сходство гаплотипов. Установлено, что GST=0.501 (p<0.01), а NST=0.822 (p<0.01). 

Более высокое значение для NST, чем GST (p<0.05) указывает на присутствие фи-

логеографической структуры. 

 

3.4.2. Оценка генетического разнообразия популяций O. spinosa 

Основные параметры генетического разнообразия 25 анализируемых попу-

ляций представлены в таблице 12. Показатели гаплотипического (h) и нуклеотид-

ного (π) разнообразия, среднего числа парных нуклеотидных различий (Pi) широ-

ко варьировали (0,0000–1,0000; 0,0000–0,0143; 0,0000–32,651515 соответственно). 

Самыми высокими значениями данных параметров характеризовались все попу-

ляции с Алтая (P23, P24, P53), из которых максимальными – популяция P24. Сре-

ди популяций из Восточной группы высокими показателями отличалась P35 из 

Анучинского р-на Приморского края (0,5606; 0,002615; 5,833333). Популяции 

P20, P30, P32, P41, P43, P45 характеризовались нулевыми значениями параметров 

генетического разнообразия, так как были представлены в анализе или одним об-

разцом, или были мономорфными. 
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Таблица 12 – Генетическое разнообразие в популяциях O. spinosa по данным межгенных спейсеров trnH–psbA, trnQ–

rps16 и rpl32–trnL хпДНК 

№ п/п 
Код 

популяции 
Размер выборки S pS nH nHu h (SD) π (SD) Pi 

1 P20 1 2226 0 1 1 0,0000 (0,0000) 0,000000 (0,000000) 0,000000 (0,000000) 

2 P21 12 2230 7 3 1 0,5606 (0,1540) 0,000584 (0,000441) 1,303030 (0,873753) 

3 P22 10 2230 4 2 0 0,4667 (0,1318) 0,000837 (0,000590) 1,866667 (1,163922) 

4 P23 12 2265 81 10 8 0,9848 (0,0403) 0,013914 (0,007365) 31,515152 (14,816008) 

5 P24 12 2269 78 12 12 1,0000 (0,0340) 0,014390 (0,007611) 32,651515 (15,338317) 

6 P26 12 2240 4 2 0 0,1667 (0,1343) 0,000298 (0,000276) 0,666667 (0,548651) 

7 P27 12 2247 48 6 4 0,8939 (0,0777) 0,008152 (0,004384) 18,318182 (8,749109) 

8 P28 12 2222 13 5 4 0,6818 (0,1482) 0,001514 (0,000939) 3,363636 (1,853185) 

9 P29 12 2224 3 2 1 0,3182 (0,1637) 0,000225 (0,000231) 0,500000 (0,456254) 

10 P30 1 2221 0 1 1 0,0000 (0,0000) 0,000000 (0,000000) 0,000000 (0,000000) 

11 P31 15 2227 27 4 3 0,3714 (0,1532) 0,002540 (0,001447) 5,657143 (2,874093) 

12 P32 1 2219 0 1 1 0,0000 (0,0000) 0,000000 (0,000000) 0,000000 (0,000000) 

13 P33 12 2229 5 4 2 0,6970 (0,0904) 0,001040 (0,000688) 2,318182 (1,362033) 

14 P34 12 2220 2 3 1 0,4394 (0,1581) 0,000321 (0,000291) 0,712121 (0,573042) 

15 P35 12 2231 23 3 2 0,5606 (0,1540) 0,002615 (0,001514) 5,833333 (2,999650) 



 
8

0
 

 

Окончание таблицы 12 

№ п/п 
Код 

популяции 
Размер выборки S pS nH nHu h (SD) π (SD) Pi 

16 P36 13 2220 5 3 2 0,2949 (0,1558) 0,000347 (0,000304) 0,769231 (0,600139) 

17 P37 4 2221 0 1 0 0,0000 (0,0000) 0,000000 (0,000000) 0,000000 (0,000000) 

18 P38 3 2232 10 2 1 0,6667 (0,3143) 0,002987 (0,002418) 6,666667 (4,327835) 

19 P39 8 2225 9 5 3 0,8571 (0,1083) 0,001814 (0,001153) 4,035714 (2,251321) 

20 P40 2 2226 0 1 0 0,0000 (0,0000) 0,000000 (0,000000) 0,000000 (0,000000) 

21 P41 1 2223 0 1 1 0,0000 (0,0000) 0,000000 (0,000000) 0,000000 (0,000000) 

22 P43* 1 2224 0 1 1 0,0000 (0,0000) 0,000000 (0,000000) 0,000000 (0,000000) 

23 P45* 1 2218 0 1 1 0,0000 (0,0000) 0,000000 (0,000000) 0,000000 (0,000000) 

24 P53 12 2250 58 10 8 0,9697 (0,0443) 0,006505 (0,003531) 14,636364 (7,055687) 

25 P54 12 2226 8 2 1 0,1667 (0,1343) 0,000599 (0,000449) 1,333333 (0,888668) 

Примечание: S – кол-во исследованных сайтов; pS – кол-во полиморфных сайтов; nH – кол-во гаплотипов; nHu – кол-во уникальных гап-

лотипов; h – гаплотипическое разнообразие; π – нуклеотидное разнообразие; Pi – среднее число парных различий; SD – стандартное от-

клонение. Коды популяций указаны в соответствии с таблицей 1. Звездочками отмечены образцы O. spinosa (thyrsiflora), видовая при-

надлежность которых была изменена по результатам филогенетических анализов (в скобках – название вида из коллекции или из базы 

данных GenBank). 
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Анализ молекулярной дисперсии (AMOVA) всей выборки O. spinosa выявил 

достоверно высокую общую межпопуляционную дифференциацию (FST=0,76364, 

p<0,001; Табл. 13), на долю которой приходится 76,4% вариабельности, а на долю 

внутрипопуляционной дисперсии – 23,6%. 

 

Таблица 13 – Результаты анализа молекулярной дисперсии (AMOVA) 

Источник 

изменчивости 

d.f. Сумма 

квадратов 

Компонента 

изменчивости 

% общей из-

менчивости 

Индекс 

фиксации 

одна группа: все исследуемые популяции 

Между  

популяциями 
24 2509,395 12,35077  76,36 FST=0,76364* 

Внутри  

популяций 
182 695,740 3,82275  23,64  

Всего 206 3205,135 16,17352   

две группы (Западная и Восточная) 

Между  

группами 
1 391,916 2,88773  16,30 FCT=0,16302* 

Между  

популяциями 

внутри групп 

23 2117,479 11,00355  62,12 FSC=0,74216* 

Внутри  

популяций 
182 695,740 3,82275  21,58 FST=0,78420* 

Всего 206 3205,135 17,71402   

Примечание: d.f. - степени свободы; FST – компонента изменчивости, связанная с межпопуля-

ционной изменчивостью; FCT – компонента изменчивости, связанная с межгрупповыми разли-

чиями; FSC – компонента изменчивости, связанная с различием популяций внутри априорно 

сформированных групп; * p<0,001. Уровень значимости определен на основе 1023 пермутаций. 

 

Иерархический анализ распределения генетической изменчивости показал, 

что только 16,3% от общей дисперсии обусловлено различиями между Западной и 
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Восточной группами, а генетические различия между популяциями в группе и 

внутрипопуляционная изменчивость составили 62,12 и 21,58% соответственно 

(Табл. 13). 

Для проверки гипотезы о демографической экспансии O. spinosa проведен 

тест на распределение парных различий (mismatch distribution test) для 16 популя-

ций, которые были представлены 8 и более образцами (Рис. 16). Графики, постро-

енные для популяций из Западной группы, в основном, имеют мультимодальный 

характер, что предполагает демографическое равновесие, другими словами, дли-

тельную популяционную стабильность (Рис. 16а). Распределение парных генети-

ческих различий в популяциях Восточной группы показывает практически полное 

совпадение с ожидаемым унимодальным распределением модели экспансии (Рис. 

16б). Данные графики свидетельствуют о быстром росте популяций в недавнем 

прошлом (Harpending et al., 1998). 
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Рисунок 16 – Графики парного распределения нуклеотидных различий в популя-

циях O. spinosa. По оси абсцисс указано число парных различий между последо-

вательностями, по оси ординат – их частота. Сплошная линия – ожидаемое рас-

пределение, пунктир – наблюдаемое. Коды популяций указаны в соответствии с 

таблицей 1. 
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3.4.3. Анализ внутривидовых филогенетических отношений 

С целью реконструкции филогенетических отношений между представите-

лями исследуемых популяций O. spinosa (86 хлоротипов, 25 популяций, 2300 пн) 

построена кладограмма методом МР (Рис. 17). В целом, топология сходным 

образом отражала картину генеалогических связей хлоротипов O. spinosa. 

Однако, поддержки ветвей, в основном, оказались низкие (40–50%). Умеренной и 

высокой бутстреп поддержкой (70–99%) характеризовались популяции, хлороти-

пы которых проявляли значительную генетическую дивергенцию в сети (Рис. 15). 

Таким образом, генетическая изменчивость нуклеотидных последовательностей 

не позволила получить достоверный порядок ветвления между кладами и популя-

циями. 

Как и в генеалогической сети, нами была установлена дивергенция популя-

ций на Восточную и Западную группы, поддержанная высоким значением бутст-

репа (96%; Рис. 17). Распределение популяций между этими группами было иден-

тичным в двух анализах. В составе Восточной группы поддержку имели клады 

популяций P33, P35 и P31 (71, 89 и 99% соответственно). В Западной группе вы-

сокой поддержкой характеризовалась только ветвь (92%), которая объединяла об-

разцы популяции из Новосибирской области (P54). Как и в анализе генеалогиче-

ских отношений (Рис. 15), на кладограмме отмечена высокая дивергенция образ-

цов из Алтайского края, а также их близость с представителями популяций P27 и 

P28 из Иркутской области (Рис. 17). 

В ходе поиска уникальных молекулярных признаков, характерных для ис-

следуемых групп, были обнаружены две мутации в межгенном спейсере trnQ–

rps16, которые маркировали эти группы популяций: A→G в позиции 141 и A→T в 

позиции 1136 соответственно. Мы полагаем, что обнаруженные замены в этом ре-

гионе хпДНК позволяют достоверно определить, из какой группы популяций O. 

spinosa был взят образец. 
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Рисунок 17 – Консенсусная МР-кладограмма (более 500 000 деревьев) гаплотипов 

O. spinosa (86 гаплотипов хпДНК, 2300 пн). Для удобства терминальные клады 

гаплотипов слиты в виде треугольников. Коды популяций указаны в соответствии 

с таблицей 1. Цифрами указана устойчивость ветвей, рассчитанная методом бут-

стрепа (1000 реплик). В серый прямоугольник включены гаплотипы и популяции, 

принадлежащие к Западной группе.  
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ГЛАВА 4. ОБСУЖДЕНИЕ 

 

Проведенное молекулярно-генетическое исследование, основанное на срав-

нении нуклеотидных последовательностей маркеров ядерной и хпДНК, позволило 

существенно дополнить имеющиеся представления о месте O. spinosa в трибе 

Telephieae, в роде Orostachys, а также произвести датировку основных событий 

истории вида. В ходе проведения анализа большого набора данных была впервые 

построена филогения подсекции Appendiculatae и обозначены определенные не-

соответствия с предыдущими результатами. Изучена генетическая изменчивость 

и популяционная структура O. spinosa. Полученные результаты позволяют сде-

лать выводы относительно филогеографии этого вида. 

 

4.1. Изменчивость последовательностей ITS региона рДНК 

Нуклеотидные последовательности ITS региона рДНК растений рода 

Orostachys подсекции Appendiculatae характеризовались высокой генетической 

дивергенцией и оказались достаточно информативными для исследования фило-

генетических отношений на разных уровнях: для установления родства между 

близкими родами Orostachys, Hylotelephium, Meterostachys, Sinocrassula и между 

близкородственными видами O. spinosa, O. chanetii, O. japonica и O. thyrsiflora, а 

также для изучения филогеографии широко распространенного вида O. spinosa. 

Говоря об изменчивости последовательностей ITS региона следует отметить, что 

только 67,2% нуклеотидов в ITS1 и 74% в ITS2 были консервативны. Данная осо-

бенность вызвала значительные проблемы с выравниванием последовательностей 

друг относительно друга. Чтобы осуществить однозначное выравнивание многих 

спорных участков нуклеотидных последовательностей для создания матрицы 

данных, нам потребовалось использовать информацию о вторичной структуре 

спейсерных участков. Построение обобщенных моделей вторичной структуры 

транскриптов ITS1 и ITS2, а также создание универсальной системы нумерации 

(Рис. 10), позволили восстановить гомологию нуклеотидных позиций в выравни-

вании (Nikulin et al., 2015). Достоверность реконструкции моделей подтверждает-

ся типичной четырехстеблевой конфигурацией вторичных структур, положением 
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нескольких структурных особенностей, характерных для покрытосемянных рас-

тений (консервативные мотивы первичной и вторичной структуры), наличием 

компенсаторных и полукомпенсаторных замен в спиралях (Nikulin et al., 2015). 

Полученные нами данные относительно мутационной динамики свидетель-

ствуют о разнице в степени дивергенции между видами Orostachys подсекции 

Appendiculatae. Наибольшей вариабельностью последовательностей характеризо-

вались виды O. spinosa и O. chanetii, в отличие от O. japonica и O. thyrsiflora. Для 

последнего вида это может объясняться ограниченной выборкой (всего 2 образ-

ца), в то время как O. japonica в анализе был представлен 23-мя образцами 16 по-

пуляций, охватывающими большую часть ареала. Вообще, для представителей 

подсекции Appendiculatae были отмечены более высокие уровни генетической 

изменчивости последовательностей ITS региона, чем для типовой подсекции 

Orostachys. В первой подсекции на основании 94 последовательностей было об-

наружено 27 риботипов (Рис. 13), тогда как для типовой подсекции рода 

Orostachys – 7 риботипов у 86 последовательностей (Kozyrenko et al., 2013).  

Внутригеномные варианты рДНК у растений встречаются довольно часто 

(Denduangboripant, Cronk, 2000; Bailey et al., 2003; Xiao et al., 2010; Peng et al., 

2010; Simon et al., 2012; Song et al., 2012; Matyasek et al., 2012). Полиморфизм та-

кого рода обнаружен нами в гомополимерном регионе ITS1 (риботипы R4 и R5) у 

пяти образцов O. japonica (Табл. 1; Рис. 9, 10), принадлежавших исключительно 

культивируемым растениям (популяции P6, P7, P8, P13, P14). Кроме того, рибо-

тип R4 был обнаружен в популяциях P5, P11 и P15 (Табл. 1). Факт наличия как 

минимум пары вариантов последовательности ITS региона в упомянутых образ-

цах растений не учитывался нами при реконструкции дерева. В недавних иссле-

дованиях (Chen et al., 2012b; Song et al., 2012) чтение нуклеотидных последова-

тельностей осуществлялось методом пиросеквенирования, и было показано, что 

внутригеномная изменчивость не оказывает большого влияния на достоверность 

реконструкции филогенетических связей. Таким образом, исключение из матрицы 

данных информации о внутригеномном полиморфизме практически не несет по-

тери филогенетически важных признаков. 
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Особый интерес в последовательностях ITS региона представляют молеку-

лярные синапоморфии – уникальные признаки, маркирующие линии (Рис. 11, 13). 

Обнаружение синапоморфий имеет большое значение для систематики, так как 

изучаемая нами группа растений является высоко полиморфной в морфологиче-

ском плане и не имеет отличительных фенотипических признаков.  

Анализ последовательностей ITS региона представителей трибы Telephieae, 

четырех видов Orostachys и Meterostachys sikokiana выявил одну синапоморфную 

замену (A→G в позиции 95, ITS2), отличающую представителей Orostachys под-

секции Appendiculatae, в том числе и Meterostachys, от остальных членов трибы. 

Филогенетическая значимость остальных мутаций, найденных в этой ветви дос-

товерно не была установлена как в первом (в ITS1: _→A/G/T, _→G в поз. 42 и 43 

соответственно; С/T→_ в поз.471, C→_ в поз. 621, A→G в поз. 145; Рис. 11), так и 

во втором анализе (С→T, поз. 125, A→G, поз. 144 в ITS1; C→G в поз. 208, ITS2; 

Рис. 13). Однако в филогенетическом контексте интересны замены, выявленные у 

O. spinosa (в ITS2: G→T в поз. 84 и A→G в поз. 222), и в двух дивергентных 

группах (в ITS1: G→A в поз. 205 и G→A в поз. 210; C →T в поз. 49, ITS2; Рис. 

13). 

Сестринские отношения между представителями рода Sinocrassula и кладой 

Hylotelephium/Orostachys подсекции Orostachys (Рис. 11) оказались несколько не-

ожиданными, поскольку ранее этот род всегда достоверно занимал базальное по-

ложение на дереве Telephieae (Mayuzumi, Ohba, 2004; Гончарова и др., 2006). Мы 

определелили признаки, которые привели к изменению положения Sinocrassula на 

дереве. Предположительно, ими являются три мутации в ITS1: _→R, в позиции 

12, C→_ в поз. 621 и A→G в поз. 145. Вероятно, именно включение в анализ но-

вых последовательностей представителей подсекции Appendiculatae, несущих эти 

признаки, и обусловило изменение положения Sinocrassula. Этот факт подчерки-

вает важность полноты выборки и качества исходных данных для филогении. Од-

нако полученный нами результат, ввиду слабой поддержки в анализе (65%), тре-

бует подтверждения с включением большего числа образцов и видов Sinocrassula. 

Этот таксон насчитывает не менее 7 видов, распространенных, преимущественно, 

в Гималаях и Тибете. Приуроченность к региону, где предположительно возникли 



89 

Telephieae (Mayuzumi, Ohba, 2004), косвенно поддерживает базальное положение 

Sinocrassula в трибе. Вместе с тем, более западный ареал части видов из подсек-

ции Appendiculatae рода Orostachys (северный Казахстан, юг и юго-запад Сибири, 

Монголия) так же не противоречит тому, что эта группа может рассматриваться в 

качестве базальной ветви клады Telephieae, поскольку ее предковые формы имели 

возможность раньше достигнуть данную территорию при продвижении из Среди-

земноморья, чем Sinocrassula – Гималаев. 

Результаты нашего исследования показывают, что проведенные ранее ана-

лизы, основанные на относительно небольшой выборке последовательностей ITS 

региона рДНК, могли привести к ошибочным выводам в филогенетических ис-

следованиях некоторых групп толстянковых. Например, установленные ранее се-

стринские отношения между Meterostachys sikokiana и подсекцией Appendiculatae 

(Mayuzumi, Ohba, 2004), подтвердившие тем самым родовой статус первого вида, 

нами подвергаются сомнению. Более близкие отношения между этими таксонами 

(Рис. 13) были поддержаны не только высокими значениями бутстрепа (100% и 

100%, 1.00 в ML, MP, PP анализах соответственно), но и наличием четырех сина-

поморфий. Таким образом, род Meterostachys достоверно является членом клады 

подсекции Appendiculatae, а не ее сестринским таксоном, как это считалось ранее 

(Mayuzumi, Ohba, 2004; Гончарова и др., 2006). 

В одном из первых таксономических исследований этой группы Ови (Ohwi, 

1953) включил Meterostachys в состав рода Orostachys на основании общих для 

двух таксонов розеточной биоморфы и цвета лепестков. Хедиаки Оба (Ohba, 

1978) полагал, что пазушные метельчатые соцветия и сросшиеся у основания ты-

чинки отличают Meterostachys от Orostachys с его колосовидными (початковид-

ными), обычно простыми, или кистевидно-колосовидными фрондозно-

брактеозными соцветиями. Точка зрения этого автора была принята в большинст-

ве таксономических обработок толстянковых, в том числе и в последних ревизиях 

семейства (Eggli et al., 1995; Ohba, 2001, 2005). Полученные нами данные ставят 

вопрос о пересмотре концепции Meterostachys (Никулин и др., 2015). 

В качестве общих фенотипических признаков для подсекции Appendiculatae 

и рода Meterostachys можно назвать лишь розеточную жизненную форму и нали-
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чие хрящеватого шипика на конце листа. Ни один из этих признаков нельзя рас-

сматривать в качестве синапоморфии клады Meterostachys/Orostachys подсекции 

Appendiculatae, поскольку они являются гомопластичными и характерны для мно-

гих групп толстянковых (Mort et al., 2001; Thiede, Eggli, 2007). Следует отметить, 

что M. sikokiana и близкий к нему О. thyrsiflora не только различаются морфоло-

гически, но и имеют удаленные друг от друга ареалы, что указывает на давнюю 

дивергенцию этих видов, около 10 млн. лет назад (Рис. 12). Если современное 

распространение Meterostachys ограничивается Корейским полуостровом и Япо-

нией (однажды упоминался для провинции Сычуань в Китае; Бялт, 1997), то ареал 

О. thyrsiflora находится значительно западнее: от Южного Урала до Монголии. 

Таким образом, мы наблюдаем противоречие между филогенетическими реконст-

рукциями и ботанической классификацией. Однако на данном этапе преждевре-

менно говорить о включении M. sikokiana в состав рода Orostachys. Необходимо 

подтвердить полученные молекулярно-генетические данные с привлечением до-

полнительных образцов Meterostachys и других молекулярных маркеров. 

Таким образом, результаты филогенетического анализа ITS региона рДНК 

представителей рода Orostachys (Рис. 11) согласуются с ранее высказанными 

представлениями (Mayuzumi, Ohba, 2004; Гончарова и др., 2006; Гончарова, Гон-

чаров, 2009) о полифилии рода Orostachys и требуют соответствующих таксоно-

мических корректив. Учитывая, что типовой вид рода (O. malacophylla) вошел в 

состав клады Hylotelephium, а подсекция Appendiculatae является самостоятельной 

кладой, она заслуживает выделения в отдельный род, либо объединения с родом 

Meterostachys под именем последнего, поскольку оно будет иметь право приори-

тета (Никулин и др., 2015). 

На основании анализа ITS региона (94 последовательности; Табл. 9) пред-

ставителей Orostachys подсекции Appendiculatae и информации о вторичной 

структуре ITS1 и ITS2 построена первая устойчивая филогения группы (Рис. 13). 

Достоверность результатов подтверждается высокими значениями поддержек 

ветвей, определенных тремя разными методами (MP, ML, PP). Как и в предыду-

щем анализе, монотипный род Meterostachys вошел в состав подсекции 

Appendiculatae (Рис. 13) и показал сродство c О. thyrsiflora. Также подтверждено 
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четкое разграничение близкородственных видов O. spinosa, O. japonica, O. 

chanetii и O. thyrsiflora, образцы которых образовали отдельные клады (Рис. 13). 

Еще одним важным моментом в нашем исследовании является проблема 

ошибок в нуклеотидных последовательностях, депонированных в базу данных 

GenBank нашими коллегами. При детальном поиске уникальных молекулярных 

особенностей, а также при построении моделей вторичных структур и проведении 

предварительных филогенетических анализов (результаты не показаны) нами бы-

ли выявлены последовательности с ошибками, применение которых в филогене-

тических исследованиях возможно, но с большими ограничениями. В нашем пер-

воначальном наборе данных были найдены последовательности с очевидными 

ошибками секвенирования (вплоть до отличий в гене 5.8S), а также последова-

тельности, для которых был неправильно указан источник ДНК, например, для 

двух последовательностей O. thyrsiflora из GenBank, которые достоверно слились 

с риботипами O. spinosa (P47, P48). Соответствующие отметки были сделаны в 

таблицах 1 и 9.  

Факт несоответствия генетических и морфологических данных был отмечен 

еще для четырех образцов O. thyrsiflora, представленных садоводческим материа-

лом из частной коллекции (P43–P46), которые вошли в кладу O. spinosa. Только 

две последовательности также культурных растений (P49, P50) показали удален-

ность от O. spinosa, образуя отдельную устойчивую видовую кладу (Табл. 9; Рис. 

13). В связи с этим, наши данные свидетельствуют, что морфологические особен-

ности не всегда являются достаточным основанием для разграничения некоторых 

видов. В частности, это относится к дифференциации O. thyrsiflora от O. spinosa и 

O. cartilaginea Boriss. от O. japonica. Даже если не принимать во внимание образ-

цы из коллекции, имеющие часто сомнительную идентификацию, мы не можем 

отрицать возможную путаницу при определении этих четырех видов, особенно 

тех образцов растений, которые были взяты до периода цветения. Различия между 

O. spinosa и O. thyrsiflora заключаются в цвете лепестков (желтоватые и бело-

розовые соответственно), цвете пыльников (желтые и малиновые или темно-

пурпурные) и в килеватых листьях у О. thyrsiflora. Эти особенности обычно хо-

рошо сохраняются у гербарных растений и являются достаточно заметными при 
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выращивании в культуре. К сожалению, нам не известен цвет лепестков образцов 

O. thyrsiflora, которые были секвенированы ранее, как и фрагментов О. thyrsiflora, 

полученных нами из частной коллекции. Однако для всех образцов этого вида, у 

которых был отмечен розовый цвет лепестков, видовая принадлежность подтвер-

ждена и генетическими методами. В то же время, абсолютно все ошибочно опре-

деленные O. thyrsiflora из коллекции имели килеватые листья, характерные для 

этого вида, но никак не для O. spinosa. Основываясь на этих фактах, мы пришли к 

выводу, что с помощью такого признака как морфология листа невозможно дос-

товерно отличить O. thyrsiflora от O. spinosa. Необходимо отметить, что ареалы 

этих двух видов перекрываются (от востока Монголии и Восточного Саяна до 

Южного Урала и севера Казахстана). Хотя экологические ниши этих видов схожи, 

они редко встречаются симпатрически (Бялт, 1999а). Например, в ходе сбора рас-

тений, осуществленного в районах их общего произрастания, коллегами были об-

наружены пять популяций O. spinosa и только две популяции O. thyrsiflora, что 

наводит на мысль об относительно редкой встречаемости этого вида, по крайней 

мере, в восточной и северной частях его ареала. 

Полученные в данном исследовании результаты подтверждают наблюдения 

С.Б. Гончаровой (2006б), что морфологически О. cartilaginea ничем не отличается 

от O. japonica. При этом, у О. cartilaginea в locus classicus (Россия, Приморский 

край, с. Фадеевка, р. Раздольная) отсутствововали хрящевые придатки на кончике 

листа, основной признак этого вида. В связи с этим, было высказано предположе-

ние, что этот отросток может быть артефактом, возникшим при сушке мясистых 

листьев. Именно поэтому В.В. Бялт (1999a) предложил еще в полевых условиях 

давать краткое описание основных морфологических признаков собранных об-

разцов (цвет листьев и лепестков, форма и размеры листьев и др.), либо фотогра-

фировать их, т.к. при сушке цвет растительных тканей необратимо изменяется. 

А.Г. Борисова (1939) и другие авторы, принимающие существование вида О. 

cartilaginea, отмечали, что этот вид часто путают с O. japonica и O. fimbriata 

(Turcz.) Berger, но при этом утверждали, что такой признак как наличие хрящево-

го придатка, его отсутствие и зубчато-хрящевой придаток соответственно, четко 

дифференцирует эти таксоны. Также было отмечено (Борисова, 1939; Безделева, 
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1995; Бялт, 1999а), что цвет лепестков не является определяющим признаком для 

различения этих трех видов (от белого до розоватого, белый, от белого до красно-

ватого соответственно). Сравнение нуклеотидных последовательностей, собран-

ных для данного исследования образцов О. cartilaginea из locus classicus (P10; 

Табл. 9; Рис. 13), показало, что обнаруженный здесь риботип R7, является частью 

генетической линии, включающей популяции O. japonica из России (P9, P10, P19) 

и северо-восточного Китая (P20; Рис 13). 

 

4.2.  Изменчивость межгенных спейсеров хпДНК 

Межгенные спейсеры trnH–psbA, trnQ–rps16, rpl32–trnL хпДНК у предста-

вителей O. spinosa оказались высоко вариабельными. В этих регионах обнаруже-

но относительно большое количество вариабельных сайтов (в среднем, 38), из них 

более половины (27) были информативны согласно методу максимальной эконо-

мии (Табл. 11). Сравнение 621 нуклеотидной последовательности этих межгенных 

спейсеров для 207 образцов O. spinosa 25 популяций выявило большое число хло-

ротипов (86) и очень высокую дивергенцию между образцами и популяциями 

(Рис. 15). 

Генеалогическая сеть гаплотипов, как и MP-кладограмма (Рис. 15, 17), по-

зволили установить наличие двух гаплогрупп популяций O. spinosa: Западная 

группа, которая включала 59 хлоротипов (15 популяций) из западной и северо-

восточной части ареала вида, и Восточная группа – 27 хлоротипов (10 популяций) 

из юго-восточной части ареала. В нашем наборе данных Восточная и Западная 

группы популяций были представлены примерно одинаковым числом 

последовательностей (92 и 115 соответственно), но при этом гаплотипическое 

разнообразие Западной группы было достоверно выше такового Восточной (59 и 

27 хлоротипов соответственно; р<0,05, согласно t-критерию Стьюдента для 

несвязанных выборок). Эта дивергенция популяций с высокой достоверностью 

зафиксирована во всех наших анализах, основанных на изменчивости ядерного 

маркера и хлоропластных межгенных спейсеров. Так на дереве трибы Telephieae 

(Рис. 11) бутстреп-поддержки для Западной и Восточной клад были не всегда 

высоки, но значимы (в ML-анализе 67 и 100% соответственно). В расширенном 
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анализе представителей рода Orostachys подсекции Appendiculatae (Рис. 13) под-

держка была немногим выше (в ML-анализе 75 и 100% соответственно). В то вре-

мя, как при анализе генеалогических связей хлоротипов дивергенция между груп-

пами составляла 11 мутационных шагов (Рис. 15), на MP-кладограмме (Рис. 17) 

разделение на две группы было высоко поддержано (96%). Кроме того, замены 

нуклеотидов в спейсере trnQ–rps16 (A→G в поз. 141 и A→T в поз. 1136) четко 

маркировали каждую группу. На основании результатов молекулярного датиро-

вания (Рис. 12) показано, что дивергенция видов в Западной группе началась зна-

чительно раньше (около 2,5 млн. л. н.), чем в Восточной (около 1 млн. л. н.). В 

связи с этим, мы можем предположить, что молекулярные признаки (замены нук-

леотидов) в Западной группе хлоротипов являются более древними – плезио-

морфными. 

 

4.3. Филогеография O. spinosa 

Как правило, при исследовании особенностей филогеографии того или ино-

го вида основное внимание уделяется поиску общих гаплотипов для двух или не-

скольких популяций, а также географическому паттерну распределения гаплоти-

пов в популяциях. Обнаружение закономерностей в данных аспектах является ус-

ловием достоверной реконструкции сценария расселения вида – его филогеогра-

фии (Абрамсон, 2009). Исследуемые популяции O. spinosa не имеют общих гап-

лотипов, кроме двух географически близких популяций P34, P35 (H7) из Примор-

ского края и P26, P27 (H31) из Иркутской области, что оказалось несколько не-

ожиданным (Рис. 15). Тем не менее, мы можем сделать некоторые предположения 

относительно филогеографии O. spinosa. 

Одним из ключевых вопросов филогеографии является установление пред-

полагаемого места происхождения вида и путей расширения его ареала. Авис с 

соавт. (Avise et al., 1987) выдвинули гипотезу о том, что внутривидовые монофи-

летические группировки (клады), разделенные значительными генетическими 

дистанциями, как правило, возникают в результате длительных внешних (биогео-

графических) преград свободному потоку генов между популяциями. Безусловно, 

ряд таких факторов, как разделение популяций вида географическими преграда-
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ми, расширение ареала и расселение, оказывают непосредственное влияние на ха-

рактер внутривидовой генетической изменчивости.  

Наличие филогеографической структуры (NST достоверно выше GST, p<0,05) 

и высокий уровень межпопуляционной дифференциации (FST=0,76364, p<0,001) у 

O. spinosa (Табл. 13) указывают на определенную степень филогеографической 

структурированности популяций. Это может быть результатом ограниченного по-

тока генов между популяциями, вызванным изоляцией и дрейфом генов с накоп-

лением нуклеотидных отличий (Chiang et al., 2006). Несмотря на достаточно ши-

рокий ареал O. spinosa, его генетическая структура характеризуется «островным» 

паттерном распределения. Этому, вероятно, способствует специфическое мозаич-

ное распространение вида: на скалах, сухих склонах, в расщелинах. 

Хлоротипы популяций из алтайских гор (32, половина хлоротипов Западной 

группы) характеризовались самыми высокими показателями разнообразия в набо-

ре данных (Табл. 12), причем почти каждый образец нес отдельный (уникальный) 

гаплотип. Ранее высказывалось предположение (Posada, Crandall, 2001) о том, что 

согласно теории коалесценции предковые аллели чаще всего занимают внутрен-

ние узлы на сети гаплотипов. Именно алтайские хлоротипы: H40, H44, H48, H57–

Н59, H75, H83, H84 занимают внутреннее положение в сети (Рис. 15) и, вероятно, 

могут рассматриваться как предковые. Это подтверждается результатами молеку-

лярной датировки – возраст наиболее древних представителей этой гаплогруппы 

оценивается в 2,5–2 млн. л. (Рис. 12). 

Ранее предполагалось (Ohba, 1978; Гончарова, 2006а), что распространение 

толстянковых в восточную Азию, где они преимущественно обитают в настоящее 

время, шло из Средиземноморья вдоль формирующихся Гималаев на восток и на 

северо-восток по горным системам Тянь-Шаня и Памиро-Алая. Учитывая резуль-

таты филогенетических анализов и молекулярного датирования, мы предлагаем 

следующий сценарий распространения O. spinosa. Разделение предковых генети-

ческих линий основных клад трибы Telephieae (подсекции Appendiculatae и 

Sinocrassula/Hylotelephium/Orostachys подсекции Orostachys; Рис. 11, 12) про-

изошло в первой половине миоцена (20–18 млн. лет назад). На это время как раз 

приходится период формирования горной системы Гималаев. Распространение 
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предков Sinocrassula и клады Hylotelephium/Orostachys подсекции Orostachys шло, 

веорятно, на восток через Гималаи, а предок подсекции Appendiculatae мог про-

двигаться на северо-восток в направлении Алтая. Далее, линии O. chanetii и O. ja-

ponica, возникшие на границе миоцена и плиоцена (около 6 млн. л. н.), отделились 

от O. spinosa, в горах Алтая. Именно там, по нашему мнению, находится центр 

происхождения O. spinosa (Рис. 18). Виды O. chanetii и O. japonica достигли Вос-

точной Азии (Китай, Дальний Восток России и Япония соответственно), продви-

гаясь вдоль Монгольского Алтая и далее на восток. Распространение O. spinosa 

происходило в противоположных направлениях: на запад до предгорий Южного 

Урала и двумя линиями на восток – в район озера Байкал и северо-восточную 

Азию (Якутия, Магадан). Последняя линия, вероятно, была предковой для Вос-

точной группы гаплотипов, ее потомки продвигались на юго-восток, на террито-

рию современных Амурской области, Хабаровского и Приморского краев и Китая 

(Рис. 18). 

 

Рисунок 18 – Гипотетическая схема расширения ареала O. spinosa, основанная на 

данных хпДНК. Обозначены места сбора растений с номерами популяций в соот-

ветствии с таблицей 1. Пунктирной линией проведена предполагаемая граница 

между Западной и Восточной группами популяций. Стрелками показаны направ-

ления распространения. Затененная окружность – вероятный центр происхожде-

ния вида и зона предкового разнообразия. 
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Что же касается географического положения обнаруженных нами двух 

групп популяций O. spinosa, мы полагаем, что граница между ними пролегает по 

западным склонам Большого Хинганского хребта на северо-востоке Китая и хреб-

ту Джагды на востоке Амурской области (Рис. 18). Данный сценарий подтвержда-

ется результатами анализа распределения парных нуклеотидных различий, кото-

рый показал, что в Западной группе гаплотипов предполагается длительная демо-

графическая стабильность (Рис. 16б), в отличие от Восточной, где отмечен попу-

ляционный рост в недавнем прошлом (Рис. 16а). 

В целом, обнаруженная нами генетическая подразделенность популяций O. 

spinosa соответствует морфологическим особенностям произрастания в природе 

(Рис. 2): в виде дерновинок из особей (преимущественно многолетние поликарпи-

ческие растения в условиях Горного Алтая, Магадана, Якутии) и отдельно расту-

щих растений (многолетники-монокарпики, встречающиеся в Амурской области и 

Приморском крае). Мы полагаем, что эти отличия могут иметь генетические ос-

нования. Вполне вероятно, что незадолго до пересечения географической прегра-

ды, разделяющей Восточную и Западную группы (около 3,5 млн. л. н.; Рис. 12), 

возникли не только мутации, маркирующие эти группы, но и некоторые физиоло-

гические особенности O. spinosa, унаследованные потомками. Трудно ответить на 

вопрос, что именно привело к таким изменениям, но мы можем предположить, 

что этот вид претерпел разделение на экотипы. 
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

 

В результате проведенного исследования получены и депонированы в базу 

данных GenBank более 700 нуклеотидных последовательностей ITS региона 

рДНК и межгенных спейсеров trnH–psbA, trnQ–rps16, rpl32–trnL хпДНК O. 

spinosa и близких ему видов из подсекции Appendiculatae рода Orostachys 

(Crassulaceae). Высокая дивергенция последовательностей ITS региона рДНК у 

представителей подсекции и внутригеномный полиморфизм ITS1 у O. japonica 

обусловили необходимость использования информации о вторичных структурах 

транскриптов спейсеров ITS1 и ITS2 для создания однозначного выравнивания 

(поиска гомологий). На разработанных обобщенных моделях ITS1 и ITS2 

установлены основные структурные элементы (спиральные и одноцепочечные 

домены), для их описания была разработана универсальная номенклатура; 

определены позиции инделей, компенсаторных и полукомпенсаторных замен 

оснований; проведен поиск гомологичных позиций. Этот набор данных 

использовался нами для уточнения родственных связей O. spinosa в трибе 

Telephieae, подсекции Appendiculatae и молекулярной датировки времени 

диверсификации основных линий Telephieae. Установлено, что O. spinosa близок 

O. japonica и O. chanetii, и входит в состав одной из двух клад Telephieae – 

устойчивой клады, образованной представителями подсекции Appendiculatae рода 

Orostachys. Также нами обнаружены синапоморфные замены нуклеотидов, мар-

кирующие основные клады дерева. Согласно байесовскому датированию, возраст 

наиболее древних представителей Telephieae составляет около 25 млн. л., а 

предковой ветви вида O. spinosa – около 6 млн. л. 

Высокая вариабельность нуклеотидных последовательностей маркеров 

ядерной рДНК и хпДНК обусловили выявление большого числа риботипов и 

хлоротипов O. spinosa. Специфический «островной» паттерн распределения 

хлоротипов в сети и высокий уровень межпопуляционной дифференциации могут 

быть обусловлены ограниченным потоком генов между популяциями, вызванным 

изоляцией и дрейфом генов.  
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Филогенетический сигнал позволил в анализах методами ML, MP и BI с 

высокой достоверностью обнаружить разделение популяций O. spinosa на 

Западную и Восточную группы, различающиеся не только генетически, но и 

особенностями произрастания – в виде дерновинок из особей поликарпиков и 

отдельно растущих монокарпических растений соответственно. Не исключено, 

что представители этих групп отличаются между собой и содержанием 

биологически-активных веществ, поэтому мы советуем фармакологам и 

хемосистематикам обратить внимание на эту особенность биологии O. spinosa. 

На основании анализа маркеров хпДНК мы установили предполагаемый 

центр происхождения O. spinosa (горы Алтая) и предложили гипотезу расшире-

ния его ареала. 
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ВЫВОДЫ 

 

1. Разработаны обобщенные модели вторичных структур транскриптов 

спейсеров ITS1 и ITS2 рДНК для представителей подсекции Appendiculatae рода 

Orostachys, позволившие провести выравнивание дивергентных нуклеотидных 

последовательностей ITS региона. 

2. Установлено, что триба Telephieae слагается двумя кладами – устой-

чивой кладой подсекции Appendiculatae рода Orostachys и слабо-поддержанной 

Hylotelephium/Orostachys подсекции Orostachys/Sinocrassula. 

3. Выявлено близкое родство видов O. spinosa, O. japonica и O. chanetii. 

Впервые показано, что вид Meterostachys sikokiana монотипного рода является 

членом клады подсекции Appendiculatae и близок O. thyrsiflora. 

4. Согласно результатам молекулярной датировки возраст трибы 

Telephieae составляет около 30 млн. лет. Большинство видов Hylotelephium и 

Orostachys подсекции Appendiculatae (в том числе O. spinosa) возникли около 6 

млн. л. н., а подсекции Orostachys – 1,5 млн. л. н. 

5. Показано, что межгенные спейсеры trnH–psbA, trnQ–rps16, rpl32–trnL 

хпДНК являются информативными на популяционном уровне (86 хлоротипов в 

207 образцах 25 популяций O. spinosa), в то время как нуклеотидные последова-

тельности trnD–trnT и trnS–trnG оказались мономорфными. 

6. Во всех анализах, основанных на данных ядерной и хпДНК, с высокой 

достоверностью установлена дивергенция популяций O. spinosa на две группы. 

Предполагаемая географическая граница между ними пролегает по западным 

склонам Большого Хинганского хребта на северо-востоке Китая и хребту Джагды 

на востоке Амурской области. 

7. Выявлены достоверно высокая межпопуляционная дифференциация 

(FST=0,76364; p<0,001) и филогеографическая структура (NST>GST; p<0,05), что 

указывает на отсутствие потока генов между большинством популяций O. spinosa 

вследствие их изоляции в течение долгого времени. 
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8. Распространение O. spinosa из центра происхождения (в горах Алтая) 

шло в трех направлениях: на запад до предгорий Южного Урала, на восток, пред-

положительно двумя линиями – в район озера Байкал и северо-восточную Азию 

(Якутия, Магадан). Последняя линия дала начало Восточной группе, предки кото-

рой дивергировали около 3,5 млн. л. н., и распространялись на юг (Китай, При-

морский край). 
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