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ПОЛИМОРФИЗМ НЕКОТОРЫХ ВИДОВ ТРИБЫ 
VICIEAE BRONN (FABACEAE LINDL.) ПО ДАННЫМ 
МОРФОЛОГИЧЕСКОГО И МОЛЕКУЛЯРНО­
ГЕНЕТИЧЕСКОГО АНАЛИЗОВ

Актуальность. Vicia unijuga A. Br. s. 1 (V. unijuga A. Br., V. ohwiana Hosok.) 
трибы Vicieae Bronn (Fabaceae Lindl.) характеризуются значительным ва­
рьированием морфологических признаков, что затрудняет их идентифика­
цию, систематизацию, сказывается на различии в понимании объемов дан­
ных таксонов и усложняет работу с генетическими коллекциями. В связи с 
этим целью наших исследований являлась оценка генетического разнооб­
разия и дифференциации этого сложного комплекса видов. Материалы и 
методы. Материалом для исследований послужили образцы, собранные во 
время экспедиций на российском Дальнем Востоке, в Сибири и Китае. Изу­
чено 100 растений видов Vicia unijuga A. Br. s. 1, V. baicalensis (Turcz.) B. 
Fedtsch., V. ramuliflora (Maxim.) Ohwi, V. venosa (Willd. ex Link) Maxim. 
секции Oroboidea Stankev., ряда Unijugae Nikiforova из разных частей аре­
ала. Проведены морфологический, кариологический и молекулярно-гене­
тический анализы. 23 морфологических признака проанализированы с по­
мощью факторного и дискриминантного анализа. Генетическое разнообра­
зие оценивали с использованием микросаттелитных маркеров (ISSR, SSR). 
Для 11 образцов V. unijuga, V. ohwiana, V. baicalensis, V. ramuliflora, V. 
venosa с разными уровнями плоидности были изучены последовательности 
ITS1-5.8S rRNA-ITS2 ядерного генома. Результаты. Морфологическими 
признаками, более или менее достоверно дифференцирующими образцы 
на таксономические группы, являются длина цветоноса, длина листочка, 
форма прилистника, длина боба, число междоузлий на главном побеге. Ци­
тотипы 2n = 12, 24 у V. unijuga и V. ohwiana встречаются практически на 
всей территории их ареалов. 2n = 12 не является видоспецифичным при­
знаком для V. ohwiana. Данные, полученные в результате молекулярно-ге­
нетического исследования, не всегда согласуются с результатами морфо­
логического изучения. Растения при внешнем сходстве, могут иметь суще­
ственные генетические отличия по микросаттелитным локусам. В тоже 
время, различия между растениями по морфологии не всегда свидетель­
ствуют о наличие аллельного разнообразия. По данным ITS-, SSR- и ISSR- 
маркирования установлена значительная таксономическая близость V. 
unijuga и V. ohwiana с видами V. baicalensis, V. venosa, V. ramuliflora. За­
ключение. Комплекс видов V. unijuga s. 1, составляют генетически разно­
родную группу. Популяции, локализованные на островах Попова и Рус­
ский в заливе Петра великого Японского моря и произрастающие вдоль 
побережья Японского моря, необходимо выделять в самостоятельные так­
соны более высокого ранга.
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ORIGINAL ARTICLE

POLYMORPHISM OF SOME SPECIES FROM THE TRIBE 
VICIEAE BRONN (FABACEAE LINDL.) ACCORDING 
TO THE DATA OF MORPHOLOGICAL AND MOLECULAR 
GENETIC ANALYSIS

Background. The species Vicia unijuga A. Br. s. 1 (V. unijuga A. Br., V. ohwiana 
Hosok.) of the tribe Vicieae Bronn (Fabaceae Lindl.) are characterized by a sig­
nificant variation in morphological characters, which hampers their identifica­
tion and classification, impacts the differences in the understanding of the vol­
ume of these taxa, and complicates the work with genetic collections. In this 
regard, the aim of our study was to assess the genetic diversity and differentiation 
of this complex species. Materials and methods. The material for the research 
were the samples collected during expeditions to the Russian Far East, Siberia 
and China. One hundred accessions of the species Vicia unijuga A. Br. s. 1, V. 
baicalensis (Turcz.) B. Fedtsch., V. ramuliflora (Maxim.) Ohwi, V. venosa 
(Willd. ex Link) Maxim. section Oroboidea Stankev. series Unijugae Nikiforova 
from different parts of their area of distribution have been studied. Morphologi­
cal, karyological and molecular genetic analyses of these accessions have been 
performed. Twenty-three morphological characters were analyzed using factor 
and discriminant analyses. The chromosome numbers have been counted. Ge­
netic diversity was assessed using microsatellite markers (ISSR, SSR). For 11 
accessions of V. unijuga, V. ohwiana, V. baicalensis, V. ramuliflora, V. venosa 
with different ploidy levels, the sequences ITS1-5.8S rRNA-ITS2 of the nuclear 
genome have been studied. Results. Morphological characters more or less reli­
ably differentiating the accessions into taxonomic groups are peduncle length, 
leaf length, stipule shape, the length of the bean, and the number of internodes 
on the main stem. The cytotypes 2n = 12, 2n = 24 of V. unijuga and V. ohwiana 
occur almost over the entire territory of their areas. 2n = 12 is not species-spe­
cific characteristics for V. ohwiana. The data obtained as a result of molecular 
genetic studies are not always consistent with the results of the morphological 
study. Plants, despite their visual resemblance, may have significant genetic dif­
ferences in microsatellite loci. At the same time, differences in morphological 
characters between plants do not always attest to the presence of allele diversity. 
The ITS, SSR and ISSR marker analyses revealed a significant taxonomic prox­
imity V. unijuga and V. ohwiana with species V. baicalensis, V. ramuliflora and 
V. venosa. Conclusion. The complex species V. unijuga s. 1 is a genetically het­
erogeneous group. Populations localized on Popov and Russky Islands in the 
Peter the Great Gulf and growing along the coast of the Sea of Japan should be 
classified into independent taxa of a higher rank.
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В ведение
Vicia unijuga A. Br. -  полиморфный, си­

бирско-дальневосточный вид, один из наибо­
лее древних представителей секции Oroboi- 
dea  Stankev. (Nikiforova, 1988). Нередко раз­
водится в садах как красиво цветущий мно­
голетник, имеет кормовое значение и содер­
жание белка в траве от 14,59 до 17,52%. 
Наибольшее разнообразие рас и форм произ­
растает во влажных широколиственных ле­
сах Кореи, Японии, Китая. Полиморфизм V. 
unijuga  находит отражение в существование 
внутри вида кариологических рас, 2n = 12, 
14, 24, 36. Западная граница ареала вида про­
ходит в верховьях р. Оби, северная по 57°с. 
ш. Встречается он также в северной М онго­
лии и на российском Дальнем Востоке. В 
центральной части ареала вида (Алтай-При- 
амурье) -  очаге происхождения -  обитают 
все цитотипы. В Ю жной Сибири, Северной 
М онголии и Приморье обнаружены только 
диплоидные хромосомные расы (Repjev, 
Stankevich, 1999). По мнению О. Д. Никифо­
ровой (Nikiforova, 1988), Н. Н. Грузенкова с 
соавторами (Gurzenkov et al., 1995) и некото­
рых других, на территории Сибири вид до­
вольно стабилен и мономорфен, имеет кари- 
отип 2n = 12. Полиплоидные хромосомные 
расы встречаются только в Японии и П римо­
рье. Н а Дальнем Востоке V. unijuga, по-види­
мому, представлен несколькими «мелкими» 
видами, требую щими детального и всесто­
роннего изучения с 2n = 12, 14, 24, 36. Наибо­
лее древней считается диплоидная хромо­
сомная раса (2n = 12), которая ранее, по-ви­
димому, произрастала в третичных лесах 
Азии. Похолодание привело к отступлению 
этих лесов на юг. Благоприятные климатиче­
ские условия Северо-Восточной Азии спо­
собствовали образованию новых форм, раз­
новидностей и узкоэндемичных видов, близ­
ких к V. unijuga. Так, например, относи­
тельно недавно из северной части п-ва Корея 
описан вид V. ohwiana  Hosok. Однако часто 
V. unijuga  по-прежнему синонимизируется с 
амуро-корейским видом V. ohwiana  (2n = 12) 
(Repjev, Stankevich, 1999).

До настоящего времени среди исследова­
телей рода Vicia L. существуют разные точки 
зрения на объем вида V. unijuga. Одни прини­
мают его в широком объеме Б. А. Федченко 
(Fedtschenko, 1948), Kupicha (Kupicha, 1976), 
А. К. Станкевич (Repjev, Stankevich, 1999) и 
др. При этом, монограф рода Вика F.C.

Kupicha (Kupicha, 1976) в своей классифика­
ции синонимизирует его с Vicia lathy- 
roides L., а А. К. Станкевич в книге «Куль­
турная флора. Вика» (Repjev, Stankevich, 
1999) относит к роду Orobus L., как O. lathy- 
roides L. Другие рассматривают его как V. 
aggr. unijuga (Nikiforova, 1988; Probatova et 
al., 2005; Bojian, Turland, 2010).

Наиболее варьирующими признаками в 
этом таксоне являются форма и размер ли ­
сточков, прилистников и цветоносов. По их 
параметрам и проводится внутри- и межви­
довая дифференциация этой группы расте­
ний. V. unijuga характеризуется: соцветием, 
значительно более длинным, чем лист; ли­
сточками ланцетной или яйцевидной формы; 
полустреловидными, зубчатыми прилистни­
ками. V. ohwiana  отличается почти сидячими 
в пазухах листьев соцветиями, широкояйце­
видными или ромбовидными листочками и 
яйцевидными прилистниками без зубцов. 
Эти виды произрастают в одних и тех же 
условиях, но V. ohwiana  имеет более узкий 
ареал, включающий южное Приморье, Се­
веро-Восточный Китай, Японию и Корею. 
Рядом ботаников в пределах этой группы вы ­
деляется V. unijuga var. apoda  Maxim. (пере­
ходная форма между V. unijuga и V. ohwiana, 
имеет соцветие одинаковой длины с листом, 
широкояйцевидные листочки и яйцевидные, 
зубчатые прилистники). Следует отметить, 
что на Дальнем Востоке встречаются множе­
ство форм, характеризующихся разнообраз­
ными сочетаниями морфологических при­
знаков. Во «Flora o f  China» (Bojian, Turland, 
2010) для V. unijuga приводятся 7 разновид­
ностей: V. unijuga var. breviramea Nakai, V. 
unijuga  var. angustifolia  Nakai, V. unijuga var. 
ciliata  H. Lev., V. unijuga  var. integristipula  H. 
Lev., V. unijuga  var. kaussanensis H. Lev., V. 
unijuga  var. lobata Seok et B.H. Choi, V. 
unijuga  subsp. minor (Nakai) Y.N. Lee, V. 
unijuga  var. ouensanensis H. Lev.

Комплексного изучения морфологиче­
ского и генетического разнообразия видов 
ряда Unijugae Nikiforova., произрастающих 
на территории России, не проводилось. В со­
временных филогенетических исследова­
ниях видов трибы Viciae, проведенных с по­
мощью изучения высоковариабельных 
участков ядерных и хлоропластных геномов, 
вопрос по внутри- и межвидовой дифферен­
циации видов ряда Unijugae не изучался. В 
большинстве работ анализировался только 
один представитель -  V. unijuga. По данным,
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полученным в результате RAPD- и ISSR- 
анализа представителей V. unijuga -  
V. ohwiana  (из мировой коллекции генетиче­
ского банка ВИР, собранных нами в ходе экс­
педиций на Дальнем Востоке), и данным Y. 
H an, H.Y. W ang (2010), изучавшим популя­
ции в Китае, эти виды отличаются значитель­
ным полиморфизмом.

Одной из приоритетных задач генетиче­
ских банков, в том числе и ВИР, является не 
только сбор образцов, но и сохранение всего 
богатства генетической изменчивости форм 
культурных растений и их дикорастущ их ро­
дичей. Формирование коллекций невоз­
можно без знаний уровня генетической диф­
ференциации вида, структуры его популяций 
и таксономического статуса растений (образ­
цов). В связи с этим целью нашего исследо­
вания является анализ уровня генетического 
разнообразия дикорастущ их популяций ви­
дов/подвидов/разновидностей ряда Unijugae 
на основе сравнительного морфологиче­
ского, кариологического и молекулярно-ге­
нетического анализов.

М атериалы  и м етоды
М атериал для работы собран в экспеди­

циях 2010-2015 гг. на российском Дальнем 
Востоке (Приморский и Хабаровский кр.), в 
Сибири (Республика Бурятия, Алтайский и 
Забайкальский кр., Иркутская, Кемеровская, 
Новосибирская и Свердловская обл.) и Китае 
(рис. 1). Кроме того, изучались растения, 
произрастающие на территории Сихотэ- 
Алинского государственного природного 
биосферного заповедника имени К. Г. Абра­
мова (Приморский кр.). Объектами исследо­
вания являлись образцы из природных попу­
ляций видов комплекса V. unijuga  -  
V. ohwiana и близкородственные виды из 
секции Oroboidea, ряда Unijugae -  V. venosa 
(W illd.ex Link) Maxim. и V. baicalensis 
(Turcz.) B. Fedtsch., часто объединяемые в 
один вид под названием V. ramuliflora 
(Maxim.) Ohwi.

Рис. 1. Карта мест сбора образцов Vicia unijuga  s.1.
Fig. 1. M ap showing collecting sites of th e  accessions of Vicia unijuga  s.1.

Анализировали 5 -7  растений из каждого 
местонахождения. Фиксация материала и 
описание образцов были проведены в следу­
ющих пунктах: 1 -  Иркутская обл., Баяндов- 
ский р-н; 2, 13, 25 -  Приморский кр., Тер- 
нейский р-н, кордон Благодатный и р. Сухой 
ключ; 3, 4, 5 -  Приморский кр., окрестности

г. Владивостока, р. Богатая; 6 -  Приморский 
кр., бухта Пионерская; 7, 8 -  Приморский кр., 
Хасанский р-н, п. Витязь; 9 -  Приморский 
кр., Хасанский р-н, мыс Ш ульца; 10, 11 -  
Приморский кр., Хасанский р-н, бухта Теля- 
ковского; 12 -  Приморский кр., Хасанский р- 
н, бухта Астафьева; 14, 15, 26 -  Приморский
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кр., о. Русский; 16, 17, 18 -  Приморский кр., 
о. Попова; 19 -  Приморский кр., Хасанский 
р-н, р. Туманная; 20, 21 -  Иркутская обл., 
Ж игаловский р-н; 22 -  Китай, провинция 
Хэйлунцзян, г. Ичунь; 23 -  Хабаровский кр., 
пригород г. Хабаровска, р. Амур; 24 -  П ри­
морский кр., Ш котовский р-н; 27 -  Свердлов­
ская обл.; 28 -  Кемеровская обл.; 29 -  Н ово­
сибирская обл.; 30 -  Читинская обл., 31 -  А л­
тайский кр. Для молекулярных исследований 
дополнительно привлекались V. unijuga: 32 -  
Алтайский кр.; 158 -  Приморский кр., бухта 
Пионерская; 414, 452 -  Новосибирская обл., 
а также образцы из других родов трибы 
Vicieae: Pisum sativum  L. (Россия), Lathyrus 
pratensis L. (Россия), L. sativus L. (Таджики­
стан). Кроме того, для выявления более до­
стоверных диагностических признаков, 
определяющих таксономические границы и 
дифференциацию популяций видов группы 
V. unijuga, проведен сравнительный морфо­
логический анализ образцов, хранящ ихся в 
гербариях: LE (БИН им. В. Л. Комарова
РАН), W IR  (ВИР им. Н. И. Вавилова, г. 
Санкт-Петербург), IRK (Сибирский институт 
физиологии и биохимии растений СО РАН, г. 
Иркутск). В этих же целях проанализиро­
ваны данные по обследованию природных 
популяций, полученные во время экспеди­
ций. Изучались следующие 23 морфометри­
ческих признака: высота растения; длина 5­
го междоузлия; диаметр стебля; число ветвей 
на растение; число междоузлий на главном 
стебле; длина, ширина листочка и прилист­
ника; длина цветоноса, черешка, шипика, 
цветоножки и чашечки; форма прилистника, 
листочка, цветоноса и боба; число цветков на 
соцветие; длина и ширина боба; наличие ано­
малий в строение листочка (тератологии). 
Статистическая обработка данных осущ еств­
лена посредством факторного и дискрими­
нантного анализа в программе Statistica 7. 
Для правильного понимания типа генома и 
уровня плоидности исследуемых объектов 
проведен подсчет чисел хромосом (Krivenko, 
Burlyaeva, 2016). М олекулярно-генетический 
анализ проведен на геномной ДНК, выделен­
ной из проростков. Семена проращивали на 
фильтровальной бумаге в термостате при

температуре 24°С. Выделение ДНК прово­
дили с помощью К-ацетатного метода, пред­
ложенного S. K. Edward, J. C. Thompson 
(1991).

ISSR-анализ. Полимеразную цепную ре­
акцию (ПЦР) осуществляли в соответствии с 
протоколом для ISSR-анализов бобовых 
культур. Реакционная смесь для проведения 
ПЦР объемом 25 мкл содержала 50 нг геном­
ной ДНК, 2,5 мкл 10*буфера, 1 мкл 2,5 мМ 
раствора дезоксинуклеотидов, 0,2 мкл Tag- 
полимеразы (5 ед/мкл), 1,2 мкл праймера 
(10 рМ /мкл). ПЦР проводили в амплифика- 
торе M yCycler (BioRad) в следующих усло­
виях: цикл 1 -  5 мин. при 94°C; циклы 2 -3 8  -  
30 сек. при 94°C, 45 сек. при разной темпера­
туре (таблица), 50 сек. при 72°C; цикл 39 -  10 
мин. при 72°C. Продукты реакции разделяли 
электрофорезом в 1,8% агарозном геле в 
1*ТАЕ буфере с добавлением этидиум бро­
мида и документировали с помощью 
Transillum inator UVP Bio Doc-ItTM Imaging 
System модель М-20. Размеры амплифициро- 
ванных фрагменов определяли при помощи 
маркера молекулярного веса 1 kb Gene- 
Ruler DNA Ladder Mix, SM0333.

SSR-анализ. ПЦР проводили в соответ­
ствии с протоколом для SSR-анализов видов 
рода Lathyrus L., с SSR-праймерами, разрабо­
танными нами в предыдущих исследованиях 
T. Yang et al. (2014), W ang Fang et al. (2015). 
Реакционная смесь для ПЦР объемом 20 мкл 
содержала 1,5 мкл 50 нг геномной ДНК, 2,0 
мкл 10*буфера, 0,2 мкл 2,5 мМ  раствора дез­
оксинуклеотидов, 0,5 мкл Tag-полимеразы (5 
ед/мкл), 1,0 мкл праймера (10 рМ /мкл). ПЦР 
проводили в амплификаторе M yCycler 
(BioRad) в следующих условиях: цикл 1 -  5 
мин. при 95°C; циклы 2-35 -  30 сек. при 
95°C, 30 сек. при разной температуре для 
SSR-праймеров, 45 сек. при 72°C; цикл 36 -
10 мин. при 72°C. Продукты реакции разде­
ляли электрофорезом в 8% акриламидном 
геле в 1хТАЕ буфере с добавлением этидиум 
бромида и документировали с помощью 
Transillum inator UVP Bio Doc-ItTM Imaging 
System модель М-20. Размеры амплифициро- 
ванных фрагменов определяли при помощи 
маркера молекулярного веса M assRulerTM 
Low Range DNA Ladder, SM0383.
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Температура отжига и последовательности ISSR-прайм еров 
Optim ized annealing tem p era tu re  and sequence of ISSR prim ers

№ ISSR-праймер Последовательность праймера Температура 
отжига, °С

1 M1 (AC)8 CG 60
2 M2 (AC)8 ( С / Г ^ 60
3 M8 (GTG)5 60
4 M9 (GACAC) 4 65
5 M10 (CA)6 (A/G)G 48
6 M11 (CA)6 (A/G) 43
7 M12 (CA)6 (A/G)(C/T) 49
8 M13 (AGC)4 (C/T) 48

Статистический анализ включал составле­
ние бинарных матриц по каждому из прайме­
ров, в которых отмечалось «присутствие» (1) 
или «отсутствие» (0) фрагменов с одинако­
вой молекулярной массой на электрофоре- 
грамме. Каждый фрагмент рассматривался 
как отдельный генетический локус. Характер 
и степень изменчивости спектров ISSR- и 
SSR-фрагментов анализировали в отноше­
нии праймера и образца. Н а основании сум­
марной матрицы ISSR- и SSR-спектров для 
типовых образцов из популяций была по­
строена дендрограмма, демонстрирующая 
филогенетические отношения между изучае­
мыми популяциями. Для построения дендро­
граммы применялся метод невзвешенного 
парно-группового кластерного анализа с 
арифметическим усреднением (UPGMA) с 
использованием программы TREECON. Для
11 образцов V. baicalensis, V. ohwiana , V. ram- 
uliflora , V. unijuga и V. venosa  с разными 
уровнями плоидности были изучены после­
довательности внутренних транскрибируе­
мых спейсеров ITS1-5.8S rRNA-ITS2 ядер­
ного генома. ПЦР-анализ области ITS 1-5.8S- 
ITS2 области проводили в соответствии с ме­
тодикой (M ullis et al., 1986). Для амплифика­
ции использовали праймеры ITS1P (Ridgway 
et al., 2003) и ITS4 (White et al., 1990). Секве- 
нирование амплифицированных последова­
тельностей было проведено по методу Сен- 
гера (Sanger et al., 1977) на секвенаторе AB 
3130 Ц ентра коллективного пользования 
БИН им. В. Л. Комарова РАН «Клеточные и 
молекулярные технологии изучения расте­
ний и грибов» (г. Санкт-Петербург). Вырав­
нивание последовательностей и анализ мат­
рицы данных выполняли с помощью пакета 
программ M EGA 5.0. (Tamura et al., 2011) и 
корректировали вручную. Дерево консенсуса

тестировалось бутстрэп-методом (Felsen- 
stein, 1985).

Результаты и обсуж дение
При изучении морфологических призна­

ков в комплексе видов V. unijuga -  V. ohwiana 
был установлен значительный внутривидо­
вой полиморфизм. Факторный (компонент­
ный) анализ, проведенный для всех образцов 
в популяциях, выявил три основных фактора, 
определяющих 49% общей дисперсии при­
знаков.

В Факторе 1 (F1 -  19,9 % дисперсии) 
наблюдалась положительная сильная взаи­
мосвязь между длиной цветоноса, черешка, 
чашечки и шипика листа; числом ветвей на 
растение, формой листочков, числом цветков 
на соцветие и шириной боба и отрицательная 
с шириной листочка. Ведущим являлся при­
знак длина цветоноса, т. е. чем длиннее цве­
тоносы, тем больше на них цветков, ветвей 
на растение, длиннее чашечка и шипик листа, 
шире боб и уже листочки. И, наоборот, для 
растений с широкими листьями характерны 
короткие цветоносы, отсутствие ветвистости 
и невысокие показатели по остальным, вы ­
шеперечисленным признакам.

В Факторе 2 (F2 -  16,1 % дисперсии) объ­
единились признаки: длина листа, форма и 
длина прилистника, длина боба, плоидность 
растения и диаметр стебля. Все признаки свя­
заны положительно. Этот фактор можно ин­
терпретировать, как фактор размеров орга­
нов растения, т. е. для растений с большим 
числом хромосом характерны более длинные 
листья, бобы, прилистники и больший диа­
метр стебля.

Фактор 3 (F3 -  14,0% дисперсии) -  описы­
вал сильную взаимосвязь между числом 
междоузлий на главном побеге и аномалиями
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в развитие листочка (наличие 3-х листочков,
2-3-4-х глубоких лопастей листочка). Также 
в этом факторе наблюдалась более слабая 
корреляция с плоидностью растений. Сле­
дует отметить, что признак число хромосом 
оказался трансгрессивным и был взаимосвя­
зан с несколькими корреляционными плея­
дами (с F2 и F3).

Признаки -  высота растения, длина 5-го 
междоузлия, длина череш ка и цветоножки, 
форма цветоноса и боба -  не образовывали

сущ ественных корреляционных связей и не 
играли значимой роли в согласованной из­
менчивости остальных признаков.

Таким образом, признаками, позволяю­
щими более или менее достоверно классифи­
цировать образцы по таксонам V. unijuga, V. 
unijuga  var. apoda, V. ohwiana являются -  
длина цветоноса, длина листочка, форма 
прилистника, длина боба, число междоузлий 
на главном побеге.
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Рис. 2. Р аспределение образцов Vicia unijuga -  V. ohw iana  разного географического 
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Fig. 2. Factor scores (FACTOR 1 & FACTOR 3) for m orphological characters 

in th e  accessions of Vicia unijuga -  V. ohw iana

Учитывая, что два первых фактора харак­
теризуют большую часть изменчивости при­
знаков, мы рассматривали распределения об­
разцов только в их пространстве. При ана­
лизе расположения образцов по таксонам вы ­
явлено, что образцы, отнесенные нами к 
V. unijuga var. apoda, занимают промежуточ­
ное положение между V. unijuga  и V. ohwiana 
(рис. 2). М ежду растениями, принадлежа­
щими к разным таксонам, нет четких границ. 
Ряд образцов занимает промежуточное поло­
жение. Аналогичные результаты были полу­
чены и при дискриминантном анализе мор­
фологических признаков дикорастущ их рас­
тений комплекса V. unijuga -  V. ohwiana.

Анализ образцов по таксонам в классифика­
ционной матрице и рассмотрение квадратов 
расстояния М ахаланобиса для V. unijuga var. 
apoda  и растений, неподдающихся определе­
нию, показали неоднозначный результат 
классификации. Данные образцы находились 
примерно на одинаковом расстоянии от об­
разцов, принадлежащих к V. unijuga и V. 
ohwiana. Изучение взаимосвязей между мор­
фологическими признаками и происхожде­
нием показал, что образцы популяций Иркут­
ской обл. (№ 1), г. Владивостока (№ 3), Ха- 
санского р-на (№ 8), о. Русский (№ 16) и о. 
Попова (№ 18) наиболее четко отличаются от 
растений, произрастающих в других частях
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ареала. Они занимают крайние положения на 
рисунке 2. Образцы популяций из И ркут­
ской, Новосибирской, Читинской, Кемеров­
ской обл. и Алтайского кр. (№ 1, 20, 21, 27­
31) находятся в области типичных предста­
вителей V. unijuga . На графике они распола­
гаются в зоне растений с длинными соцвети­
ями, большим числом ветвей и относительно 
узкими листьями. Справа в середине и 
вверху сосредоточились типичные образцы 
V. ohwiana, растения из популяций с о. П о­
пова и о. Русский (№ 14, 15, 17, 18, 26) и из 
пригорода Владивостока (№ 3), а также отне­
сенный нами к V. unijuga var. apoda №  13 с 
побережья Татарского пролива (Тернейский 
р-н, Приморский кр.). Н а рисунке -  это зона 
растений с почти сидячими в пазухах листьев 
соцветиями, широкояйцевидными или ром­
бовидными листочками, с малым числом вет­
вей. В нижней части графика сгруппирова­
лись образцы из популяций Приморского кр., 
определенные нами как V. unijuga var. apoda  
(№ 6 -  бухта Пионерская, окрестности г. В ла­
дивосток, №  7, 8 -  п. Витязь, Хасанский р-н, 
№  16 -  о. Попова, №  24 -  Ш котовский р-н) и 
V. unijuga (№ 2 -  Тернейский р-н, кордон Ба- 
годатный). Все растения (кроме №  24) были 
собраны на сопках рядом с побережьем. Рас­
тения характеризовались: 2n =  24, средними 
значениями длины цветоноса, параметров 
листочков и числа ветвей, и отличались от 
других групп увеличенным числом узлов на 
главном стебле и более частой встречаемо­
стью листочков с тератологическими измене­
ниями. Популяции из Приморского кр. с №  4, 
25 (Тернейский р-н), 5 (окрестности г. Влади­
востока), 9 (мыс Ш ульца), 10, 11 (бухта Теля- 
ковского), 12 (бухта Астафьева) и Китая 22 
(окрестности г. Ичунь) размещаются в сере­
дине графика и по морфологическим призна­
кам имеют промежуточные характеристики. 
Таким образом, по морфологическим при­
знакам и происхождению образцов можно 
условно выделить 4 группы. Три из них 
имею т более или менее четкие очертания, 
четвертая не имеет явных границ и образует 
области трангрессии с другими группами.

Наибольшее разнообразие форм растений 
в популяциях наблюдалось в окрестностях 
Владивостока, Тернейском и Хасанском рай­
онах Приморского кр. Нередко растения со­
четали в себе признаки как V. unijuga, так и 
V. ohwiana и не поддавались определению. 
На одном растении можно было встретить 
все типы соцветия (с укороченными и длин­
ными цветоносами), разной формой прилист­
ников и листочков. Геном рода Vicia очень 
сложен, его дивергенция и темпы эволюции 
структур ДНК очень высоки, и, по мнению

ряда ученых, не связаны с развитием морфо­
логических признаков (Repjev, Stankevich, 
1999). Анализ подсчета чисел хромосом по­
казал, что особи с 2n =  12 и с 2n =  24 в равной 
степени встречаются у V. ohwiana -  V. 
unijuga  на протяжении всего ареала видов. 
Наши данные не подтвердили мнение Н. Н. 
Гурзенкова с соавторами (Gurzenkov et al.,
1995), которые считали, что для V. ohwiana 
число хромосом равное 2n =  12 является ви­
доспецифичным признаком. Нами выявлены 
представители этого вида с 2n = 24 с о. П о­
пова и из окрестностей Владивостока 
(Krivenko, Burlyaeva, 2016). Таким образом, 
можно утверждать, что цитотипы 2n =  12 и
2n =  24 характерны для V. unijuga , включая 
V. ohwiana , на протяжении всего ареала. 
Кроме морфологического и кариологиче- 
ского изучения для V. unijuga было осу­
ществлено молекулярное маркирование 
ядерного генома и проведен сравнительный 
молекулярно-генетический анализ микроса- 
теллитных последовательностей (SSR и 
ISSR). По итогам ISSR-анализа число сум­
марных зон, полученных при амплификации 
всех образцов V. unijuga (принимаемом нами 
в широком объеме (включая V. ohwiana) с 
каждым из праймеров, варьировало от 10 до 
77. Всего было обнаружено 285 полиморф­
ных амплифицированных фрагментов. И с­
следуемые образцы сильно различались 
также по числу уникальных ампликонов. В 
наибольшей степени выделялись образцы с 
о. Русский, Китая, о. Попова и окрестностей 
Владивостока. В итоге для каждого из анали­
зируемых образцов были идентифицированы 
индивидуальные ISSR-спектры амплифици­
рованных фрагментов ДНК. Основная зона 
разделения фрагментов находилась в преде­
лах от 100 до 3000 пн. По результатам SSR- 
анализа для каждого из анализируемых об­
разцов были также идентифицированы инди­
видуальные SSR-спектры амплифицирован­
ных фрагментов ДНК. Образцы отличались 
значительным уровнем внутривидового и 
внутрипопуляционного полиморфизма. О с­
новная зона разделения фрагментов у образ­
цов находилась в пределах от 50 до 260 пн. 
Число аллелей варьировало от 1 до 8. 
Наибольшее число аллелей наблюдалось у 
образцов из Приморского края и Китая, у об­
разцов из популяций Иркутской, Н овосибир­
ской, Кемеровской, Алтайской, Читинской 
обл. по ряду праймеров -  только одна аллель. 
В ходе маркирования микросателлитных ло- 
кусов было выявлено очень большое генети­
ческое разнообразие природных популяций 
V. unijuga и определена высокая степень 
сходства этих видов с другими видами из
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секции Oroboidea, ряда Unijugae -  V. ramuli­
flora , V. venosa, V. baicalensis. На дендро­
грамме (UPGMA) образцы из разных мест 
происхождения распределились практически 
политомичными ветвями, в некоторых слу­
чаях объединяясь в субклады с другими 
близкородственными видами (рис. 3). Отно­
сительно близкими оказались образцы 
V. unijuga из Иркутской, Новосибирской, Ке­

меровской, Алтайской, Читинской обл. Боль­
шинство образцов, определяемые как 
V. unijuga  var. apoda, сформировали свою 
группу и объединились в субкладе вместе с 
образцами V. unijuga из Приморского края. 
Часть образцов V. unijuga из Приморского 
кр., Иркутской обл. и Китая и V. ohwiana с 
о. Русский образовали самостоятельные 
ветви.
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Рис. 3. Д ен дрограм м а UPGMA, построенная на основе сравнительного анализа поли­
морф ны х ам плиф ицированны х SSR- и ISSR-фрагментов образцов Vicia unijuga,

V. ohw iana  разного географического происхож дения, Lathyrus pratensis, L. sativus, 
Pisum sativum , Vicia baicalensis, V. ramuliflora, V. venosa  

Fig. 3. UPGMA dendrogram  based on th e  com parative analysis of polym orphic am plified SSR 
and ISSR fragm ents of th e  accessions of Vicia unijuga, V. ohw iana  of various 

geographic origin, Lathyrus pratensis, L. sativus, Pisum sa tivum , Vicia baicalensis,
V. ramuliflora  and V. venosa.
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Подобная картина наблюдалась и на по­
строенном нами для реконструкции эволю ­
ционных отношений оптимальном дереве со­
гласия (критерий оптимальности максималь­
ная парсимония). В качестве внешней 
группы использовали Pisum sativum  и Lathy- 
rus sativus. Доля гомоплазии от общего числа 
изменений признаков была равна С 1 =28, 
число синапоморфий -  R:=46.

На кладограмме отмечалось невысокое 
число апоморфных признаков. Клады, были 
сформированы аналогично, кластерам, выяв­
ленным нами ранее по матрице расстояний 
методом наименьших квадратов (UPGMA). 
Образцы из Китая, о. Попова, о. Русский и 
некоторые другие, выделялись большим чис­
лом апоморфий.

Среди молекулярных методов для филоге­
нетики и диагностики видов довольно часто 
используется анализ последовательностей 
внутренних транскрибируемых спейсеров 
ITS1 и ITS2. Из них, ITS2 может быть наибо­
лее информативной для дискриминации на 
уровне видов и подвидов (Song et al., 2012).

Для 11 образцов нами были изучены после­
довательности внутренних транскрибируе­
мых спейсеров П ^1 -ген  5,8S рР Н К -П ^2 
ядерного генома. Проведенный анализ ITS- 
области показал большое сходство последо­
вательностей у видов секции O roboidea . А на­
логичная картина была выявлена нами и ра­
нее при сравнении V. unijuga с родственным, 
но значительно отличающимся по морфоло­
гическим признакам V. pseudo-orobus Fisch. 
et C.A. Mey. (Ryzhova et al., 2007). Число нук­
леотидных замен у изученных образцов V. 
unijuga, V. ohwiana и хорошо отличающегося 
от них по морфологии V. ramuliflora, состав­
ляет около 1% от длины секвенированного 
фрагмента (740 пар нуклеотидов). Анализ де­
рева генетических расстояний (метод бли­
жайшего соседа (NJ) и максимального прав­
доподобия (ML) с построением консенсус­
ного дерева на основе бутстреп теста) пока­
зал, что образцы V.unijuga формируют от­
дельную кладу с достаточно высокой под­
держкой, а образцы V. ohwiana -  нет (рис. 4).

Рис. 4. Консенсусное д ерево , построенное на основе бутстреп теста по ITS Vicia unijuga, 
V. ohw iana, V. baicalensis, V. ramuliflora, V. venosa  

Fig. 4. The consensus tre e  constructed  on th e  basis of a te s t  for th e  ITS 
region for b oo tstrap  for Vicia unijuga, V. ohw iana, V. baicalensis,

V. ramuliflora, V. venosa

Анализ замен нуклеотидов показывает, три группы по характерным заменам. Первая 
что изученные образцы можно разделить на группа состоит из одного образца V. ohwiana
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№  15 (о. Русский), имеющего три отличи­
тельные особенности: замена G на А в пози­
ции 100, вставка T в позиции 103 и замена G 
на A в кодирующем участке гена в позиции 
416. Вторая группа вклю чает V. venosa, 
V. baicalensis, V. ramuliflora, V. ohwiana (№ 
14 -  о. Русский). Эту группу отличает от тре­
тьей группы замена A/C в позиции 124 и

неполиморфный нуклеотид A в позиции 488. 
Третья группа (рис. 5) включает V. unijuga 
(№ 22 -  Китай, 25 -  Тернейский р-н, 28 -  Ке­
меровская обл., 29 -  Новосибирская обл.), 
V. unijuga  var. apoda  (№ 24 -  Приморский кр., 
Ш котовский р-н; 7 -  Приморский кр., Хасан- 
ский р-н).

Рис. 5. Нуклеотидный полим орф изм  последовательностей ITS1-5.8S rRNA-ITS2 у исследо­
ванных образцов Vicia unijuga, V. ohw iana, V. baicalensis, V. ramuliflora, V. venosa  

Fig. 5. N ucleotide polym orphism  of th e  sequences ITS1-5.8S rRNA-ITS 2 in th e  studied acces­
sions of Vicia unijuga, V. ohw iana, V. baicalensis, V. ramuliflora  and V. venosa

В наших молекулярно-генетических ис­
следованиях тоже наблюдалась близость 
V. baicalensis, V. venosa, V. ramuliflora с 
V. ohwiana. Этот факт свидетельствует о 
сложности однозначного реш ения в вопросах 
объемов V. unijuga  и V. ohwiana. Исходя из 
вышесказанного понятно, что для выяснения 
таксономического статуса (вид/подвид) этой 
группы растений необходимо привлечение 
дополнительного материала из аналогичных 
частей ареала.

Интересно, что большая близость V. uni­
ju g a  и V. baicalensis отмечалась при RAPD- и 
ISSR-анализе генетического разнообразия
11-ти популяций из северо-восточного Китая 
(Han, W ang; 2010). Авторы отмечают высо­
кую генетическую изменчивость в популя­
циях этих двух видов и указывают, исходя из

дендрограммы UPGM A (где внешней груп­
пой является V. cracca L.), что по сравнению 
с другими видами рода Vicia они наиболее 
сходны. По их мнению, малая молекулярная 
дисперсия между этими видами, указывает 
на то, что они имели общего предка. Резуль­
таты нашего исследования не противоречат 
этому выводу.

Заклю чение
Комплексное морфологическое, кариоло- 

гическое и молекулярно-генетическое изуче­
ние выявило высокое разнообразие видов 
ряда Unijugae в природных популяциях по 
всем изученным признакам. Наибольшая ва­
риабельность генотипов отмечалась в При­
морском крае. Н а этой территории чаще 
встречались образцы, несущие редкие аллели
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и были обнаружены растения, характеризую ­
щиеся необычными морфологическими при­
знаками (двумя парами листочков, рассечен­
ными на лопасти листьями, крупными неопа­
дающими прицветниками и т.д.). Высокий 
уровень генетического разнообразия на тер­
ритории Приморья подтверждает предполо­
жение о том, что эта область была рефуги- 
умом во время похолодания или других из­
менений климата.

Основными морфологическими призна­
ками, дифференцирующими исследованные 
образцы на таксономические группы, явля­
ются длина цветоноса, длина листочка, 
форма прилистника, длина боба, число меж­
доузлий на главном побеге. Эти группы мо­
гут трактоваться в качестве самостоятель­
ных, но морфологически крайне сходных 
таксонов.

Анализ подсчета чисел хромосом показал, 
что цитотипы 2n = 12 и 2n = 24 встречаются, 
как у V. unijuga , так и у V. ohwiana на всем их 
ареале. 2n = 12 не является видоспецифич­
ным признаком для V. ohwiana.

Для ряда образцов V. unijuga, и V. ohwiana 
по данным ITS-, SSR- и ISSR-маркирования 
была установлена таксономическая близость 
с видами V. baicalensis, V. venosa, V. ramuli­
flora .

Данные, полученные в результате молеку­
лярно-генетического исследования, не всегда 
согласуются с результатами морфологиче­
ского изучения. Растения при внешнем сход­
стве, могут иметь существенные генетиче­
ские отличия по микросаттелитным локусам. 
В то же время, некоторые различия между 
растениями по морфологическим призна­
ками не всегда свидетельствуют о наличии 
аллельного разнообразия.

Большинство представителей, включен­
ных в этот сложный с точки зрения система­
тики комплекс видов V. unijuga s. 1, состав­
ляю т генетически разнородную группу, веро­
ятно, требующую выделения нескольких ви­
довых таксонов. Особенно для групп расте­
ний:

1 -  локализованных на островах Попова и 
Русский в Заливе П етра Великого Японского 
моря;

2 -  произрастающих вдоль побережья 
Японского моря.

Объем вида V. unijuga и его внутривидо­
вых таксонов по данным нашего изучения 
остается неоднозначным и требует дополни­
тельных исследований с привлечением об­
разцов из других частей ареала и анализа по­
лиморфизма коротких участков ядерного и 
хлоропластного геномов на основе изучения 
внутригеномного полиморфизма методами 
пиросеквенирования для более глубокого по­
нимания гибридизационных процессов.
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