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Реферат. Изучено взаимоотношение трех травянистых видов рода Paeonia -  P anom ala, P. intermedia  и P. hybri­
da , распространенных в Сибири, Средней Азии и прилегающих регионах, основываясь на данных по полиморфизму 
нуклеотидных последовательностей ITS яд-рДНК и фрагмента гена ycf1  хлоропластной ДНК. По сравнению с мор­
фологическими данными, молекулярные данные позволяют более четко разграничить виды, в частности, отличить 
P anomala от P intermedia  и P hybrida . Показана перспективность использования участка ycf1 в молекулярно-филоге­
нетическом анализе на низком таксономическом уровне в роде Paeonia , а также при уточнении видовой принадлеж­
ности.

Summary. Variability of nuclear ITS rDNA and plastid ycf1  gene was studied to elucidate relationships between three P ae­
onia species, P anom ala , P. intermedia  and P hybrida , distributed in Siberia, Middle Asia and adjacent regions. In comparison 
to morphological data, molecular data allow to differentiate more accurately these species, especially to distinguish P. anoma- 
la from P intermedia and P hybrida . Ycf1 is shown to be suitable for a molecular phylogenetic analysis in P aeonia , as well as 
for barcoding.

Введение
Род Paeonia L. насчитывает около 35 видов кустарниковых и многолетних травянистых растений, 

распространенных в северном полушарии. Род хорошо выделяется филогенетически, являясь единствен­
ным представителем семейства Paeoniaceae. Однако взаимоотношения между видами внутри рода достаточ­
но запутаны. Отчасти ситуация осложняется тем, что в формировании видовых комплексов имели и имеют 
место гибридизационные процессы, которые были подтверждены также и молекулярными методами (Sang 
et al., 1995; Punina et al., 2012). Одним из таксономически сложных комплексов представляется группа тра­
вянистых видов родства Paeonia anomala L., распространенных в Сибири, Средней Азии и прилегающих 
регионах. Комплекс включает виды P  anomala, P  intermedia C. A. Mey., P  hybrida Pall., P  sinjangensis K. Y. 
Pan, P  altaica K. M. Dai & T. H. Ying и P. veitchii Lynch и характеризуется дважды тройчатосложными сильно 
сегментированными листьями, сверху по жилкам покрытыми щетинками. Все виды комплекса -  диплоиды 
(Верещагина, 2003; Hong, Pan, 2004; Wang, 2014).

Изучение биоморфологических особенностей P. anomala и P. hybrida на территории Алтайского края 
показало высокую внутривидовую изменчивость в пределах обоих видов по целому ряду признаков: высо­
те куста; размеру, форме сегментов и степени рассечения листовой пластинки; степени развития листовых 
придатков чашелистиков; окраске и размеру цветка, форме и числу лепестков; степени опушения и углу от­
клонения листовок (Верещагина, 2003). Наиболее четкие различия между видами наблюдаются в подземной 
части, а также экологии. Так, P  anomala в отличие от P  hybrida характеризуется более крупными и высоки­
ми кустами, более крупными и менее рассеченными сегментами листьев, слабым или отсуствующим (но не 
войлочным) опушением листовок, наличием короткого, толстого, с хорошо заметными годичными кольца­
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ми корневища с цилиндрическими, равномерно утолщенными по всей длине корнеклубнями. У P  hybrida 
корневище представлено шнуровидным корневищеподобным образованием, не имеющим годичных колец, 
с корнеклубнями, утолщенными неравномерно, иногда почти шаровидными. P  intermedia по ряду призна­
ков занимает промежуточное положение между P. anomala и P. hybrida, характеризуясь густым, но не плот­
ным опушением листовок, наличием утолщенного, с хорошо заметными годичными кольцами, корневища с 
утолщеными корнеклубнями. Все виды различаются по местам обитания: P  anomala -  мезофит, произрас­
тающий по лесам, опушкам, полянам; P  hybrida -  ксерофит, распространенный в степной области; P. inter­
media обитает в горах, предгорьях, горно-степных лесах.

Высокая морфологическая изменчивость создавала большие трудности при установлении границ 
между видами. В последней таксономической ревизии (Hong, Pan, 2004) было признано только два вида 
P  anomala и P  intermedia, остальные предложено перенести в ранг подвидов (P anomala subsp. veitchii) или 
синонимов.

Для изучения взаимоотношений видов рода Paeonia привлекают нуклеотидные последовательности 
различных участков ДНК, среди которых малокопийные гены ядерной ДНК (Adh, GPAT), гены хлоропласт­
ной ДНК (rbcL, matK), межгенные спейсеры хлоропластной ДНК (trnL-trnF, psbA-trnH, trnK-matK, ), а так­
же спейсеры ядерной рибосомной ДНК (ITS) (Sang et al., 1995; Sang et al., 1997; Tank, Sang, 2001; Sang et al., 
2004; Pan et al., 2007; Punina et al., 2012). Проводились молекулярно-филогенетические исследования и для 
прояснения взаимоотношений группы видов P. anomala. Так, основываясь на различиях в топологиях фи­
логенетических деревьев, построенных по ядерным и хлоропластным участкам, сделан вывод о гибридном 
происхождения вида P  anomala, возникшим от скрещивания между P  veitchii и P  lactiflora (Pan et al., 2007). 
Также было показано, что P. hybrida и P. intermedia не близки по молекулярным данным к P. anomala и пред­
ставляют собой разные линии развития. Однако надо отметить, что одновременно все три вида не были вов­
лечены в филогенетический анализ.

Целью нашего исследования было изучение взаимоотношений видов P  anomala, P  intermedia и 
P  hybrida, основываясь на данных по нуклеотидным последовательностям двух молекулярных маркеров, 
ITS ядерной рибосомной ДНК и гена ycf1 хлоропластной ДНК. Первый маркер широко применяется в мо­
лекулярно-филогенетических исследованиях на низком таксономическом уровне. Ген ycf1 хлоропластной 
ДНК был предложен в настоящее время в качестве универсального ДНК-штрихкода для растений (Dong et 
al., 2015). В хлоропластном геноме часть гена ycf1 входит в состав обращенного повтора и является доста­
точно консервативной, в то время как оставшаяся часть, расположенная в малой однокопийной области, ха­
рактеризуется высокой вариабельностью.

Материалы и методы
Для выделения ДНК были использованы образцы растений из коллекций гербариев ALTB, LE, MW, 

MHA, а также собранные в ходе экспедиционных поездок по Алтайскому краю и Республике Алтай. Для из­
учения внутривидовой изменчивости использованы образцы из разных точек ареала: 11 образцов P. anom- 
ala (Красноярский край, Коми, Алтай, Тыва, Монголия), 3 образца P. hybrida (Алтайский край), 4 образца 
P. intermedia (Алтайский край, Узбекистан, Казахстан, Таджикистан).

Для филогенетического анализа по гену ycf1 число видов было увеличено. Поскольку этот участок 
был использован впервые для изучения взаимоотношения травянистых видов рода Paeonia, в анализ были 
включены также виды P  arietina G. Anderson, P  daurica Andrews, P  japonica (Makino) Miyabe & Takeda, 
P  lactiflora Pall., P. mascula (L.) Mill., P  mlokosewitschii Lomakin, P  obovata Maxim., P  officinalis L., 
P  oreogeton S. Moore, P  peregrina Mill., P. tenuifolia L., P  wittmanniana Hartwiss ex Lindl. В качестве внешней 
группы использован кустарниковый вид P  delavayi Franch.

Препараты ДНК получали с помощью набора для экстракции растительной ДНК -  NucleoSpin Plant
II. Для амплификации внутренних транскрибируемых спейсеров (ITS) яд-рДНК использовали пару прайме­
ров L и 4 (White et al., 1990). Для амплификации фрагмента хлоропластного гена ycf1 были использованы 
праймеры ycflbF  и ycflbR  (Dong et al., 2015). Определение нуклеотидных последовательностей ДНК про­
водили методом циклического секвенирования с использованием набора реагентов ABI Prism BigDye Ter­
minator v. 3.1 с последующим анализом продуктов реакции на автоматическом секвенаторе ДНК ABI Prism 
3100-Avant. Последовательности были выровнены и отредактированы с помощью программы BioEdit (Hall, 
1999). Филогенетический анализ проводили с помощью метода Байеса, используя программу MrBayes 3.2.5 
(Ronquist et al., 2012).
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Результаты и обсуждение
Длина выравнивания последовательностей ITS яд-рДНК у 18 образцов комплекса P. anomala соста­

вила 646 п.н. Сравнение последовательностей ITS у видов P  anomala, P  hybrida и P  intermedia, для которых 
были взяты образцы из разных частей ареала, показало наличие вариабельности, которая была меньше, чем 
при сравнении последовательностей на межвидовом уровне. Данные о варьирующих позициях последова­
тельностей ITS приведены в Таблице. Нуклеотидных замен, которые были бы синапоморфными для груп­
пы P. anomala, P. hybrida и P. intermedia, не обнаружено. P. anomala представляет собой обособленную от 
P  hybrida и P. intermedia линию развития. Для P  anomala характерно несколько полиморфных позиций в по­
следовательностях ITS, часть из которых (226, 529,620) свидетельствуют о гибридном происхождении вида. 
Доказательства гибридного происхождения вида P  anomala были получены ранее (Pan et al., 2007), однако 
интересно отметить, что полиморфизм по позициям проявляется не у всех образцов. Полиморфизм, наблю­
даемый в позиции 612, не имеет гибридогенного происхождения и не встречается у других видов рода Pae- 
onia, что, возможно, связано с возникновением мутаций в последовательностях некоторых аллелей, апомор- 
фных для вида P. anomala.

Таблица
Варьирующие позиции нуклеотидных последовательностей ITS яд-рДНК

Paeonia anomala, P. hybrida и P. intermedia

ITS1 ITS2
Вид, 0 0 0 1 1 2 2 2 2 4 5 6 6 6

место сбора 7 8 8 0 0 2 2 3 4 0 2 1 2 3
4 1 3 5 8 6 7 1 2 3 9 2 0 7

P anomala Коми C A G A T G T T G T T A/G T T
P anomala Монголия (1) C A G A T G T T G T T A/G T T
P anomala Монголия (2) C A G A T G T T G T T A/G T T
P. anomala Красн. край C A G A T G T T G T T A/G T T
P. anomala Тыва C A G A T G T T G T T A/G T T
P. anomala Алтай (1) C A G A T G T T G T T A/G T T
P. anomala Алтай (2) C A G A T G/A T T G T/C T/C A/G A/T T/C
P. anomala Алтай (3) C A G A T G T T G T T A/G T T
P. anomala Алтай (4) C A G A T G/A T T G T/C T/C A/G A/T T/C
P. anomala Алтай (5) C A G A T G/A T T G T/C T/C A/G A/T T/C
P. anomala Алтай (6) C A G A T G/A T T G T/C T/C A/G A/T T/C
P hybrida Алт. край (1) T A/G G/T G G G A C A/G C C G/T A C
P hybrida Алт. край (2) T A/G G/T G G G A C A/G C C G A C
P hybrida Алт. край (3) T A/G G/T G G G A C A/G C C G A C
P intermedia Алт. край T A/G G/T G G G A C A/G C C G A C
P intermedia Казахстан T A/G G/T G/C G G A C G C C G A C
P intermedia Узбекистан T A/G G/T G/C G G A C G C C G A C
P intermedia Таджикистан T A/G G/T G/C G G A C G C C G A C

Виды P. hybrida и P. intermedia оказываются достаточно близки между собой, при этом они отлича­
ются от P. anomala семью нуклеотидными заменами. Несмотря на то, что P. hybrida и P. intermedia доволь­
но хорошо обособлены, различия между видами не так сильно выражены. В пределах группы выделяются 
две подгруппы, одна включает образцы, идентифицированные как P  hybrida и собранные в Алтайском крае, 
другая включает образцы, идентифицированные как P. intermedia и собранные в Средней Азии и Казахста­
не. Различия между подгруппами обусловлены мутациями в последовательностях ITS. Интересно отметить 
наличие четырех полиморфных позиций, две из которых характеризуют группы P. hybrida + P. intermedia в 
целом (позиции 81 и 83), две другие -  каждый из этих видов в отдельности (позиции 105 и 242). Полимор­
физм по этим позициям обусловлен появлением дополнительных нуклеотидов, не отмеченных у других ви­
дов, и не вызван гибридогенным происхождением.

В дополнение к последовательностям ITS яд-рДНК, были получены последовательности фрагмента 
гена ycf1 хлоропластной ДНК. Всего получено 37 последовательностей. Длина выравнивания анализируе­
мого фрагмента составила 813 п.н., при этом длина самого фрагмента варьирует от 786 до 810 п.н. Различия
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Рис. 1. Консенсусное дерево, полученное по нуклеотидным последовательностям гена ycf1 хлоропластной 
ДНК методом Байеса на основании 20000000 деревьев с использованием модели GTR. Числа около узлов 
представляют значения апостериорной вероятности. Узлы с поддержкой менее 0,5 не показаны. Отмечены 
варьирующие позиции выравнивания.

по длине вызваны инделями, наблюдаемыми у группы травянистых видов (вставка в 3 п.н. и две делеции в 3 
и 24 п.н.). В пределах группы травянистых пионов различия по длине не отмечены так же, как не отмечено 
присутствие инверсий. Вариабельность фрагмента обусловлена мононуклеотидными заменами. Филогене­
тическое дерево, отражающее взаимоотношения между видами, представлено на рис. 1. В целом, дерево до­
статочно хорошо разрешенное, клады, представленные группами видов или несколькими образцами одного 
вида, поддержаны 1-3 заменами.

Как и по данным ITS, по данным ycfl вид P. anomala далек от P. hybrida и P. intermedia. В пределах 
P. anomala выявляется три гаплотипа гена y c fl , не скоррелированные с географическим распространением. 
Существование трех подгрупп, соответствующих разным гаплотипам, не выявляется при анализе последо­
вательностей ITS.

Виды P. hybrida и P  intermedia формируют высоко поддержанную кладу, в пределах которой выде­
ляется подклада, соответствующая образцам P  hybrida и P  intermedia из Алтайского края, которая выделя­
лась и по данным ITS. Имеющейся выборки таксонов по видам P. hybrida и P  intermedia пока недостаточно, 
чтобы точно установить, связан ли наблюдаемый полиморфизм в последовательностях ITS и мононуклео-
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тидные замены в последовательностях ycfl с географическим распространением видов или является видо­
специфичным. Расширение выборки анализируемых таксонов из разных регионов поможет в дальнейшем 
установить, проникает ли P  hybrida в Среднюю Азию или ареал этого вида ограничивается Алтайским кра­
ем и Республикой Алтай.

По сравнению с последовательностями ITS, фрагмент гена ycfl обладает меньшей вариабельностью. 
Однако её достаточно, чтобы различать виды в роде Paeonia в целом и в группе родства P  anomala в част­
ности. Оба молекулярных маркера обладают значительно более выраженной дискретностью по сравнению 
с морфологическими признаками в группе родства Paeonia anomala и достаточным уровнем изменчивости, 
чтобы служить в качестве инструмента при идентификации видов в этом комплексе.

Изучение последовательностей ядерной ДНК поддержано грантом РФФИ № 14-04-01486, молеку­
лярно-филогенетический анализ последовательностей хлоропластной ДНК выполнен при поддержке гран­
та РНФ № 14-50-00029 «Научные основы создания национального банка-депозитария живых систем».
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