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Реферат. На территории государственного природного заповедника «Кедровая падь ДВО РАН было проведено об­
следование популяций видов рода Liparis и первичное определение растений. Так как виды рода Liparis (L. japonica, 
L. krameri, L. kumokiri и L. makinoana) морфологически трудно различимы, то для оценки видовой принадлежности 
представителей природных популяций были взяты фрагменты растений для молекулярно-филогенетических иссле­
дований. В качестве молекулярного маркера были выбраны внутренние транскрибируемые спейсеры (ITS 1,2) участ­
ка 18S-26S ядерной рибосомной ДНК. В полученный нами дендрограммах представители природных популяций рода 
Liparis формируют 3 хорошо поддержанных клады (А, C, D) и субкладу (В). ITS последовательности анализируемых 
растений каждой клады имеют группоспецифические замены. Анализ морфологических признаков и молекулярных 
данных позволил нам провести видовую идентификацию представителей природных популяций рода Liparis.

Summary. The species of the genus Liparis were sampled on the territory of reserve «Kedrovaya Pad’». In nature, ini­
tial definition of plants was conducted. Morphological characters are insufficient for the species delimitation of the genus 
Liparis (L. japonica, L. krameri, L. kumokiri and L. makinoana), so for to assess species identity of representatives of natural 
populations fragments of plants for molecular phylogenetic studies were taken. The internal transcribed spacers (ITS1 and 2) of 
a portion of 18S-26S nuclear ribosomal DNA were selected as a molecular marker for molecular analysis. The representatives 
of natural populations of the genus Liparis are formed 3 well-supported clades (A, C, D) and subclade (B) in the phylogenet­
ic trees. The ITS sequences of analyzed plants of each clade have specific substitution. Analysis of morphological characters 
and molecular data allowed us to conduct species identification of representatives of natural populations of the genus Liparis.

Введение
На территории ФГБУ национального парка «Земля леопарда» и государственного природного биос­

ферного заповедника «Кедровая падь» (Приморский край) с 28 июля по 3 августа 2016 г. группой сотруд­
ников биологического факультета МГУ им. М.В. Ломоносова проводились исследования в рамках проекта 
Российского Научного Фонда «Научные основы создания национального банка-депозитария живых систем» 
и подготовки следующего издания Красной книги РФ, поэтому особое внимание уделялось популяциям ред­
ких видов, а также видам с неясным таксономическим статусом из семейства Orchidaceae, к которым отно­
сятся и представители рода Liparis Rich. из трибы Malaxideae. Род насчитывает около 250-300 видов, кото­
рые встречаются преимущественно в тропических областях Старого Света. На территории России произ­
растает 6 видов рода Liparis. Все они занесены в Красную книгу РФ (2008). Один из них распространен в 
европейской части и в Сибири (L. loeselii), а пять других встречаются на Дальнем Востоке: L. japonica (Miq.) 
Maxim., L. krameri Franch. et Savat., L. kumokiri F. Maek., L. makinoana Schlechter и L. sachalinensis (Nakai), 
который, вероятно, является эндемиком острова Сахалин (Вышин, 1996; Вахрамеева и др., 2014).

Согласно литературным источникам на территории заповедника произрастает 4 вида рода Liparis: 
L. japonica, L. krameri, L. kumokiri и L. makinoana (Ракова, 1990; Шибнева, Коркишко, 2001; Шибнева, 2004). 
В задачу нашего исследования входило изучение состояния популяций видов рода Liparis, выявленных на
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территории заповедника (возрастной спектр, плодообразование, наличие возобновления), оценка размеров 
популяций (площадь, численность и плотность). Оказалось, что в некоторых случаях сложно провести ви­
довую идентификацию наблюдаемых популяций. Несмотря на многочисленные работы различных авторов, 
посвященных ^^тематике видов этого рода (Schlechter, 1919; Невский,1935; Ohwi, 1965; Kim S. N., Kim Y. 
S., 1986; Ракова, 1990, 1992; Шибнева, 2005, 2006, 2008; Tsutsum, Yukawa, 2008; Lee et al., 2010; Ефимов, 
2010) на сегодняшний день род Liparis является одним из наиболее сложных в систематическом отношении 
в семействе Orchidaceae. К основным диагностическим признакам видов рода Liparis относят такие морфо­
логические признаки, как: размеры частей околоцветника, форму и степень скрученности губы, длину со­
цветия и цветоножек, длину черешка, форму листьев и др. И.В. Шибнева (2011) предполагает, что строение 
колонки (гиностемия), ее форма, размеры могут быть важны для диагностики и систематики видов рода Li­
paris. Так для L. krameri специфическая форма и детали строения колонки резко отличают этот вид от дру­
гих видов рода Liparis, отмеченных на Дальнем Востоке. По наблюдениям в природе, гербарным сборам, 
а также по литературным данным (Ohwi, 1965; Kim S.N., Kim Y.S., 1986; Tsutsumi, Yukawa, 2008; Невский, 
1935; Шибнева, 2005, 2006, 2008; Ефимов, 2010) морфологические признаки проявляют высокую внутриви­
довую вариабельность, что делает виды рода Liparis трудно различимыми. Поэтому, по-прежнему, остается 
актуальным поиск новых диагностических признаков для надежного разграничения видов рода Liparis. В 
качестве таких признаков могут выступать молекулярные маркеры для различных участков ядерного и хло- 
ропластного геномов (Tsutsumi et al., 2008; Lee et al., 2010; Su et al., 2015).

Материалы и методы
Согласно материалам, полученным при изучении гербарных коллекций (MW, MHA, LE, VLA, VBGI) 

и предоставленных сотрудником заповедника И.В. Шибневой, было уточнено географическое распростра­
нение видов рода Liparis на территории заповедника и составлены рабочие маршруты для наблюдений и 
сбора материала в природе: северный склон Сухореченского хребта (Первый Золотой ключ), центральная 
часть заповедника (долина р. Кедровой), склон Гаккелевского хребта, долина Гаккелевского ключа, гора Из­
вестковая (юго-восточный склон), северный склон горы Скалистой и окрестности станции Рязановка. Кар­
тирование выявленных местонахождений видов проводилось с использованием GPS. Отдельные растения 
из популяций были сфотографированы на цифровую камеру. У растений из найденных популяций видов 
рода Liparis были взяты фрагменты вегетативных и генеративных частей растений (18 образцов) для моле­
кулярных исследований с целью уточнения их таксономического статуса. В данной работе в молекулярный 
анализ также была включена популяция видов рода Liparis острова Большой Пелис (ДВМЗ). В качестве ре­
перных видов рода Liparis были использованы гербарные образцы из гербариев (LE и MW) (прил.). Вну­
тренние транскрибируемые спейсеры (ITS1,2) участка 18S -  26S ядерной рибосомной ДНК были выбраны в 
качестве молекулярного маркера для молекулярно-филогенетического анализа. Выделение ДНК, амплифи­
кация и секвенирование участка (ITS1,2) проводилось согласно методике, описанной в работе Valiejo-Roman 
et al. (2002).

Результаты и обсуждение
Для молекулярно-филогенетического анализа были взяты дополнительно нуклеотидные последова­

тельности (ITS 1,2) 14 видов рода Liparis и 2 видов рода Malaxis (близкородственный таксон к роду Liparis) 
из базы данных GenBank (см. прил.). Выборку таксонов для молекулярного анализа осуществляли, опира­
ясь на работу Su et al. (2015).

Все ITS последовательности анализируемых видов, выравнивались в программе MUSCLE (Edgar, 
2004). Просмотр результатов выравнивания нуклеотидных последовательностей и последующая ручная до­
работка выполнялась в программе BioEdit version 5.0.9. (Hall, 1999). Набор из 54 выравненных последова­
тельностей ITS 1,2 ярДНК содержит 732 позиции, из которых 427 -  консервативные 166 -  парсимонно-ин- 
формативные и 139 -  парсимонно-неинформативные. Молекулярно-филогенетические деревья, были по­
строены по ITS последовательностям двумя методами -  методом Mr. Bayes 3.1 (Ronquist, Huelsenbeck, 2003) 
и методом максимальной экономии PAUP* 4.0b8 (Swofford, 2003). Полученные топологии деревьев не иден­
тичны, но конгруэнтны в основных узлах. В статье мы приводим консенсусное молекулярно-филогенетиче­
ское дерево, построенное методом Mr. Bayes 3.1 (рис. 1).

В полученных нами молекулярных деревьях образцы из популяций разных видов рода Liparis фор­
мируют 3 хорошо поддержанных клады (А, C, D), что подтверждает их естественность, (рис. 1). Все таксо-
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Рис. 1. Консенсусное дерево, полученное по результатам анализа последовательностей участка ITS ядерной рибосом­
ной ДНК 48 видов с помощью метода Mr. Bayes 3.1 на основании 5500000 деревьев. Числа около узлов представляют 
значения апостериорной вероятности. Узлы с поддержкой менее 0,50 не показаны.
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Рис. 2. Фрагменты молекулярно-филогенетического дерева, полученного с помощью метода Mr. Bayes 3.1 и фрагмен­
ты выравнивания последовательностей участка ITS ядерной рДНК, анализируемых образцов с группоспецифичными 
заменами.

ны клады А близки между собой и имеют довольно низкий уровень дивергенции последовательностей (0,05 
%). Клада А включает в себя хорошо поддержанную субкладу В. Все образцы популяций субклады В близ­
ки между собой и имеют идентичные нуклеотидные последовательности с реперными образцами Liparis ja ­
ponica (см. прил.). Полученные данные позволяют нам предположить, что образцы из популяций субклады 
В представлены видом L. japonica, что согласуется и с морфологическими признаками (высота растения -  
до 25 -  30 см, с хорошо выраженным листовым черешком -  до 7 см, с широкими листьями, с широкой губой, 
загнутой по краю, с зеленоватыми и окрашенными цветками). Образцы растений клады А не вошедшие в 
субкладу В имеют идентичные нуклеотидные последовательности с реперными образцами L. kumokiri (см. 
прил.). В таком случае мы можем отнести эти образцы к L. kumokiri, что соответствует морфологическим 
признакам (высота растения -  до 25 см, отсутствие длинного черешка, более короткое соцветие, желто-зеле­
новатые цветки, узкая, сильно закрученная губа) и согласуется с литературными данными (Шибнева, 2008, 
2011; Ефимов, 2010). При сравнивании ITS последовательностей образцов клады А были отмечены синапо- 
морфные замены в положении 548 (С—Т) и 577 (С—А), которые согласуются с положением видов на фило­
генетическом дереве и маркируют виды клады А от видов субклады В (рис. 2). Образец, собранный из попу­
ляции в окрестности станции Рязановка, вместе с L. makinoana из базы данных GenBank формируют хорошо 
поддержанную субкладу в кладе С. ITS последовательности этих образцов идентичны. Таким образом, по­
лученные молекулярные данные позволяют нам предположить, что образец, собранный в окрестности стан­
ции Рязановка -  L. makinoana. Синапоморфные замены в ITS последовательностях в положении 245 (Т—С), 
507 (Т—— С), 629 (А—С) и 692 (С—А) маркируют виды субклады (L. makinoana) в кладе С (рис. 2). Базальное 
положение в кладе С занимает Liparis japonica (Япония, Хоккайдо) (Su et al., 2015), что согласуется с моле­
кулярными данными (Lee et al., 2010) и морфологическими признаками (Шибнева, 2011).

Клада D занимает на филогенетическом дереве (рис.1) обособленное положение относительно клад 
А и С. В кладу D входит образец, собранный на южном склоне Гаккелевского хребта и два образца L. kram­
eri из базы данных GenBank. Все образцы клады D имеют идентичные нуклеотидные последовательности. 
Обособленное положение клады D, определяется достаточно высокой вариабельностью ITS последователь­
ностей L. krameri по сравнению с последовательностями (L. japonica, L. kumokiri и L. makinoana). Согласно 
полученным данным, популяция на южном склоне Гаккелевского хребта образована L. krameri, что согласу­
ется как с морфологическими (мелкие размеры растений: высота до 15 см, листья длиной до 5 см, шириной -  
до 2,5 см, мелко-волнистые, заостренные; губа 0,8 х 0,5 см, в средн. части с резким перегибом и с изогнутым 
острием на кончике), так с молекулярными данными (Lee et al., 2010).

Анализ ITS последовательностей растений популяции рода Liparis 
с острова Большой Пелис (ДВМЗ)

Популяция занимала довольно большую площадь на сырой поляне в широколиственном лесу. Здесь 
по соседству группами располагались растения, у которых морфологические признаки (высота растения, 
ширина листовой пластинки, окраска цветов, ширина губы, степень скрученности губы, длина цветоножки) 
сильно различались. Вариабельность была настолько выражена, что трудно было понять, что мы наблюда-
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ем: полиморфизм признаков одного вида в пределах популяции, популяции разных видов, произрастающих 
совместно или гибриды. Чтобы разобраться в этом, были взяты образцы для молекулярного анализа с расте­
ний: с окрашенной и неокрашенной широкой губой и с узкой сильно закрученной губой.

По результатам анализа последовательностей участка ITS ядерной рибосомной ДНК растения из по­
пуляции разделились на две группы в кладе А: 2 образца остались в кладе А, а 6 образцов оказались в суб- 
кладе В. В кладу А, состоящую из Liparis kumokiri попали растения с желто-зеленоватыми цветками и узкой, 
сильно закрученной губой и более коротким соцветием. В субкладу В, состоящую из Liparis japonica попали 
растения с широкой губой, зеленоватыми и окрашенными цветками, с хорошо выраженным листовым че­
решком и более широкими листьями. Параллельное применение морфологической и молекулярной методик 
показало, что в этом местообитании одновременно произрастают 2 вида рода Liparis.

Исследования показали, что анализируемые виды рода Liparis хорошо различимы на молекулярном 
уровне. Таким образом, параллельное использование морфологических и молекулярных методов позволяет 
более точно провести таксономическую идентификацию растений рода Liparis, особенно в сложных случа­
ях.
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