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ОЦЕНКА ТАКСОНОМИЧЕСКИХ ОТНОШЕНИЙ У СИБИРСКИХ ПРЕДСТАВИТЕЛЕЙ 
СЕКЦИИ CHAMAEDRYON SER. РОДА SPIRAEA L. (ROSACEAE JUSS.) НА ОСНОВЕ 

АНАЛИЗА НУКЛЕОТИДНОГО ПОЛИМОРФИЗМА ITS-РЕГИОНА

TAXONOMY RELATIONSHIPS EVALUATION OF THE SIBERIAN REPRESENTATIVES OF 
SPIRAEA L. (SECTION CHAMAEDRYON SER., ROSACEAE JUSS.) BASED  

ON THE ITS SEQUENCES POLYMORPHISM

Анализ нуклеотидного полиморфизма ITS региона 9 видов рода Spiraea L. (Rosaceae Juss.) выявил 
таксоно- и видоспецифические генетические различия (инсерции/делеции, однонуклеотидные заме-
ны).

Виды рода Spiraea L. (Rosaceae Juss.) высоко декоративны, имеют множество форм и сортов, медоно-
сы, являются источниками биологически активных веществ. Спиреи произрастают в умеренных зонах Се-
верного полушария, род насчитывает более 100 таксонов в мировой флоре и около 25 таксонов на террито-
рии России. Наблюдаемая внутривидовая изменчивость морфологических признаков в роде Spiraea (Поля-
кова, 2004), способность близкородственных таксонов к образованию спонтанных гибридов в местах сим-
патрии из-за отсутствия барьеров для скрещивания обусловливают возникающие неоднозначности и частые 
ошибки в идентификации таксонов Spiraea (Полякова, Шатохина, 2015). Секция Chamaedryon Ser. включает 
в себя наибольшее число видов рода, в том числе неясного таксономического статуса, и гибридов. В Сибири 
встречаются гибриды S. aquilegifolia×S. media, реже S. aquilegifolia×S. alpina (Пояркова, 1939), в Краснояр-
ском крае отмечены гибриды S. hypericifolia×S. media (Положий, 1988). Изредка встречаются особи с про-
межуточными признаками S. sericea×S. media (Пояркова, 1939).

Изучение генетической изменчивости и филогении рода Spiraea с привлечением ITS в качестве мо-
лекулярного маркера активно ведется в течение последнего десятилетия (Zhang et al., 2006; Potter et al., 2007; 
Huh et al., 2008; Huh, 2012). Но в исследования включены исключительно китайские, североамериканские и 
корейские виды и, преимущественно, обсуждаются вопросы их филогении. Попытка корейских ученых ре-
шить таксономические вопросы в роде Spiraea с помощью ITS привела к однозначным результатам (Huh et 
al., 2008), однако последующее исследование этих же видов показало отсутствие согласованности многих 
таксонов с морфологией и географическим распространением (Huh, 2012). 

Ядерные последовательности ITS зарекомендовали себя как наиболее востребованные маркеры для 
видоидентификации и филогенетики растений (Baldwin et al., 1995; Рыжова и др., 2007) благодаря ряду пре-
имуществ, среди которых высокая вариабельность, консервативная протяженность, высокая копийность, 
двуродительское наследование (Матвеева и др., 2011). Высокая копийность позволяет легко амплифици-
ровать фрагмент ITS из гербарного материала при низком качестве ДНК. А двуродительское наследование 
обеспечивает идентификацию недавно возникших гибридов (Alvarez et al., 2003).

Целью настоящего исследования является изучение нуклеотидного полиморфизма ITS региона у ви-
дов Spiraea и оценка его таксономической значимости. 

Для анализа были отобраны 17 образцов, составляющих 9 видов Spiraea. Кроме того, в исследование 
включены образцы из Восточно-Казахстанской области и Дальнего Востока, а также виды из секции Spira- 
ria Ser. для лучшего понимания таксономических различий на молекулярном уровне.

Точки сбора образцов. Spiraea chamaedryfolia: Республика Алтай, Турочакский р-н; окр. г. Новоси-
бирска; S. flexuosa: Республика Бурятия, окр. г. Улан-Удэ; S. trilobata: Республика Алтай, Турочакский р-н; 
Республика Алтай, Чемальский р-н; S. sericea: Забайкальский край, Могочинский р-н; Ингодинский р-н; 
Якутия, Олекминский р-н; Хангаласский р-н; S.  salicifolia: Якутия, Олёкминский р-н; Приморский край, 
Анучинский р-н; S. hypericifolia: Восточно-Казахстанская область, Курчумский р-н; S. elegans: Амурская 
область, окр. г. Ерофей Павлович; S. media: Амурская область, Благовещенский р-н; S. humilis: Хабаровский 
край, Комсомольский р-н.
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Геномная ДНК выделена с использованием модифицированного CTAB протокола. Для ПЦР исполь-
зовали наборы GenePak® PCR Core (ООО «Лаборатория Изоген»). Для амплификации фрагмента ITS опе-
рона использовали праймеры ITS6 и ITS9, разработанные для восточноазиатских видов трибы Spiraeeae 
(Potter et al., 2007) и успешно протестированные нами (Polyakova, 2014). Цикл амплификации включал: де-
натурацию при 94° С в течение 1 минуты, отжиг праймеров при 58° С в течение 50 секунд и элонгацию при 
72° С в течение 1 минуты с числом циклов – 30. Полученные пцр-фрагменты были очищены набором ре-
агентов для быстрой элюции ДНК из агарозных гелей Diatom DNA Elution (ООО «Лаборатория Изоген»). 
Секвенирование ITS фрагментов проводили в ЗАО «Евроген» в обоих направлениях. Сиквенсы были попар-
но выравнены в программе BioEdit, множественное выравнивание выполнено в программе ClustalW2 с по-
следующей визуальной проверкой спорных позиций на хроматограммах. Эволюционные дистанции анали-
зируемых видов Spiraea получены методом максимального правдоподобия с использованием модели Таму-
ра-Нея (Tamura, Nei, 1993). Консенсусное дерево построено с бутстреп-поддержкой в 1000 реплик (Felsen-
stein, 1985). Ветви, которые воспроизводились в менее чем 50 % начальной загрузке реплик, были свернуты. 
Процент реплик деревьев показан рядом с ветвями (Felsenstein, 1985). Все позиции, содержащие пробелы 
и недостающие данные, были устранены. Эволюционные исследования выполнены в программе MEGA 6 
(Tamura et al., 2013). Всего в анализе была охвачена 31 нуклеотидная последовательность. Также были при-
влечены нуклеотидные последовательности близкородственных североамериканских и азиатских видов из 
международной базы генетических данных (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore). В качестве внешней груп-
пы взяты образцы Physocarpus opulifolia (L.) Maxim. и Sorbaria sorbifolia (L.) A. Braun из подсемейства Spi-
raeoideae Agardh. 

В качестве маркера для оценки таксономических отношений выбран регион ITS, включающий ме-
жгенные спейсеры ITS1 и ITS2 и ген 5.8S ядерной рибосомальной ДНК. В результате амплификации для 
каждого образца были получены фрагменты длиной около 750 п.н., включавшие полноразмерный регион 
ITS 1-5.8s-ITS 2.После выравнивания длина анализируемого фрагмента ITS насчитывала в целом 663 пози-
ции, из них 577 позиций были консервативными, 79 – вариабельными, но не информативными, и 66 позиций 
явились филогенетически-информативными. При этом длины этого фрагмента от вида к виду варьируют от 
639 до 648 п.н. (табл. 1). Последовательности изученных образцов разного происхождения, принадлежащих 
к одному виду, оказались полностью идентичны.

Таблица 1
Протяженность ITS-фрагментов у различных видов Spiraea, п.н.

Вид ITS 1 5.8 s ITS 2 Общая длина 
S. salicifolia 252 167 222 641
S. humilis 252 167 222 641
S. media 253 167 218 639
S. sericea 254 167 218 639
S. chamaedryfolia 254 167 218 639
S. hypericifolia 254 167 227 648
S. trilobata 253 167 225 645
S. flexuosa 254 167 218 639
S. elegans 254 167 218 639

Спейсеры ITS 1 и ITS 2 по протяженности, а также по числу константных, вариабельных и филоге-
нетически информативных сайтов отличаются незначительно, но у ITS 1 все показатели выше. Для области 
гена 5.8s характерна ожидаемая консервативность, его длина составила 167 п.н. у всех исследуемых образ-
цов, обнаружено всего 3 вариабельных сайта. Уровень GC-состава высокий, более 60 % (табл. 2).

Сравнительное изучение фрагментов у изученных видов показало наличие как инделей, так и ген-
ных точечных мутаций – трансверсий и транзиций. Инсерции/делеции наблюдались как в области ITS 1, так 
и ITS 2 (рис. 1, 2). Вставка в три нуклеотида –GCT- в позиции 108–110 обнаружена у видов секции Spiraria 
и полностью отсутствует в секции Chamaedryon. Инсерция -TT- в позиции 251–252 наблюдается только у 



«Проблемы ботаники Южной Сибири и Монголии» – XIV Международная научно-практическая конференция

355

Таблица 2
Характеристики ITS 1-5.8s-ITS 2 – района рДНК у изученных видов рода Spiraea

ITS 1 5.8s ITS 2
Выровненная длина, п.н. 252-254 167 218-227

GC состав, % 64,7 56,6 70,3
Число константных сайтов 216 164 197
Число вариабельных сайтов 43 3 33

Число парсимони-информативных сайтов 35 2 29

Рис. 1. Фрагменты последовательностей спейсера ITS 1 после множественного выравнивания у различных видов  
Spiraea.

близких видов родства S. chamaedryfolia s.l., относящихся к секции Chamaedryon (ряд 1 – Chamaedryfoliae 
A. Pojark. и ряд 2 – Elegantes A. Pojark.) (рис. 1). 

Для ITS 2 также характерны 2 инсерции/делеции. В позиции 435–442 обнаружены две видоспецифи-
ческие инсерции: для всех образцов S. trilobata – -CCCCGCG- и для S. hypericifolia – -ACCCCGCG-. В по-
зиции 638–642 вставка -TTATG- наблюдается только у видов S. salicifolia и S. humilis, принадлежащих к сек-
ции Spiraria (рис. 2). Однонуклеотидные делеции также таксоноспецифичны (см. позиции 454 и 477, рис. 2).

Предварительный анализ нуклеотидного полиморфизма ITS региона позволил выявить видоспеци-
фические (аутапоморфные) нуклеотидные замены, или точечные мутации. Так, виды S. media и S. sericea 
отличаются 5-ю заменами-трансверсиями. S. chamaedryfolia и S. elegans имеют по 7 замен – трансверсий и 
трансзиций. S. flexuosa отличается от S. elegans на 6 позиций, а от трудноотличимого вида – S. chamaedryfo-
lia – всего на одну. S. sericea можно отличить от S. media по 5 заменам, а виды S. salicifolia и S. humilis дис-
криминируются по 6 трансверсиям.

По полученным последовательностям ITS был проведен филогенетический анализ, куда в конечном 
наборе данных были включены 530 позиций. Предварительные данные показали, что в целом молекулярные 
и морфологические данные согласуются между собой. Виды распределились на филогенетическом дереве 
(рис. 3) согласно делению на секции, циклы и ряды, описанные Поярковой (1939). Близкородственные так-
соны ожидаемо оказались в сестринских субкладах. Так, виды секции Chamaedryon Ser. – S. chamaedryfolia 
L., S. elegans Pojark., S. flexuosa Fisch. ex Cambess. – попали в одну кладу.
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Рис. 2. Фрагменты последовательностей спейсера ITS 2 после множественного выравнивания у различных видов  
Spiraea.

Таким образом, в ITS регионе у видов Spiraea обнаружены видоспецифические однонуклеотидные 
замены, 4 инсерции/делеции длиной в 2–8 нуклеотидов, а также однонуклеотидные делеции, имеющие так-
сономическое значение на уровне секций, циклов и рядов. Число полиморфных сайтов, равное 5–6, под-
тверждает видовую принадлежность. Выявленная степень генетических различий в ITS регионе у разных 
видов демонстрирует пригодность ITS-маркера для описания внутривидового полиморфизма и видоиден-
тификации Spiraea. В дальнейшей работе необходимо расширить выборку с целью выявления гибридных 
особей и уточнения таксономического статуса отдельных образцов.
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Рис. 3. Филогенетическое дерево видов рода Spiraea, построенное на основе анализа нуклеотидных последовательно-
стей региона ITS с помощью метода максимального правдоподобия (Maximum Likelihood).
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SUMMARY
Analysis of nucleotide polymorphism in ITS region of 9  Spiraea species  (Rosaceae) has revealed taxa- 

and species-specific genetic differences (insertions / deletions, single nucleotide substitutions).


