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До сих пор остаются нерешенными вопросы о таксономическом статусе и филогенетических связях
дальневосточных близкородственных видов Oxytropis ochotensis, O. litoralis, O. erecta, O. ruthenica и
O. kunashiriensis секции Orobia рода Oxytropis. Исследование полиморфизма нуклеотидных последо-
вательностей межгенных спейсеров psbA–trnH, trnL–trnF и trnS–trnG хпДНК показало, что популя-
ции O. ochotensis и O. erecta характеризуются низким (0.378–0.495) гаплотипическим (h) и низким
(0.0006–0.0009) нуклеотидным (π) разнообразием, а в популяциях O. ruthenica h варьирует от 0.154
до 0.872, π – от 0.0002 до 0.0016. Одна популяция O. ochotensis из Магаданской области и одна попу-
ляция O. ruthenica с о. Русский (Приморский край) оказались мономорфными. Низкая нуклеотид-
ная дивергенция хпДНК между видами O. ochotensis, O. erecta и O. litoralis, а также статистически не-
значимая генетическая дифференциация между ними, формирование одной гаплогруппы в генеа-
логической сети и отсутствие видовых молекулярных маркеров указывают на единство генофонда.
Исследование полиморфизма ITS рДНК выявило индивидуальные риботипы у O. ruthenica и
O. kunashiriensis, наличие общего риботипа у O. ochotensis, O. erecta и O. litoralis и внутривидовой по-
лиморфизм у O. ochotensis и O. erecta. Установленные различия в хлоропластном и ядерном геномах
подтверждают самостоятельность видов O. ruthenica и O. kunashiriensis и позволяют предположить,
что O. erecta и O. litoralis представляют собой локальные фенотипы широко распространенного по-
липлоидного вида O. ochotensis. Анализ генеалогических связей гаплотипов хпДНК показал четкое
разделение популяций O. ruthenica на две эволюционные линии, но с одним ITS риботипом.

Ключевые слова: Oxytropis, Orobia, Fabaceae, генетическое разнообразие, филогенетические связи,
межгенные спейсеры, хлоропластная ДНК, ITS ядерной рДНК.
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Ключевым этапом при изучении биоразнообра-
зия является определение границ видов в эволюци-
онно молодых группах растений и установление их
родства. Отсутствие подобной информации может
привести к ошибочной выборке таксонов, некор-
ректной оценке биоразнообразия и другим нега-
тивным последствиям, поэтому разграничение
видов внутри близкородственных групп весьма
актуально для систематики и эволюционной био-
логии [1, 2]. До сих пор остаются нерешенными
вопросы о таксономическом статусе и филогене-
тических связях дальневосточных близкород-
ственных эндемичных видов Oxytropis ochotensis
Bunge, O. litoralis Kom., O. erecta Kom., O. ruthenica
Vass. и O. kunashiriensis Kitam. секции Orobia
Bunge подрода Oxytropis крупного полиморфного

рода Oxytropis DC. (Fabaceae). Названия видов,
секций и подродов приведены по Н.С. Павловой
[3]. O. ochotensis – восточносибирский метааркти-
ческий горный вид, эндемик северо-востока
Азии, распространен в дальневосточном секторе
Арктики (низовья Колымы, Анюйское и Чукот-
ское нагорья) и за ее пределами (хр. Сунтар-Хаята,
Нерское нагорье, хр. Черского (восток), п-ов Кам-
чатка и Охотское побережье) [3–6]. Виды O. litoralis
и O. erecta являются эндемами п-ова Камчатка
[3, 5]. Таким образом, ареалы трех видов –
O. ochotensis, O. litoralis и O. erecta перекрываются в
восточной части п-ова Камчатка. O. ruthenica – эн-
демик Уссурийского флористического района
Дальнего Востока России [3, 7]. Существуют про-
тиворечивые мнения о таксономическом статусе
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O. erecta, O. litoralis и O. ruthenica. Так, В.Н. Воро-
шилов [8] считал O. litoralis синонимом O. erecta;
В.В. Якубов и О.А. Чернягина [5] предложили
рассматривать O. erecta и O. litoralis как подвиды
O. ochotensis. По мнению Н.С. Павловой [3], O.
erecta, O. litoralis и O. ochotensis это самостоятель-
ные виды. Позднее Л.И. Малышев [6, 9, 10] обна-
ружил фенетическую близость O. litoralis и O. ru-
thenica и понизил ранг последнего до подвида – O.
litoralis subsp. ruthenica (Vass.) Malyshev. O.
kunashiriensis – эндемик о. Кунашир Курильского
архипелага [3, 10, 11]. Н.С. Павлова отмечала [3], что
по морфологии O. kunashiriensis близок к O. erecta и
O. litoralis, а Л.И. Малышев [9] – что самостоятель-
ность вида O. kunashiriensis сомнительна.

Причиной такой таксономической неопреде-
ленности является отсутствие надежных морфоло-
гических диагностических признаков, что связано
с недавним видообразованием, высоким уровнем
межвидовой гибридизации и полиплоидии среди
представителей Oxytropis. Так, у O. ochotensis в зави-
симости от места обитания обнаружены две вариа-
ции цитотипов: 2n = 64 в популяциях из низовьев
Колымы, Анюйского нагорья и Северо-Восточной
Якутии [12]; 2n = 48 в резко обособленной популя-
ции в нижнем течении р. Алярмагтын на Чукотском
нагорье [4], число хромосом O. erecta 2n = 48 [12],
О. ruthenica 2n = 16 [13]. Число хромосом O. litoralis
и O. kunashiriensis на данный момент неизвестно.

В современных генетических исследованиях
растений успешно используют маркеры ядерного
и хлоропластного геномов. К таковым относятся
полные или частичные последовательности ITS ре-
гиона (ITS1–5.8S рРНК–ITS2) рибосомного опе-
рона ядерной ДНК (рДНК) и некодирующие реги-
оны (быстро эволюционирующие интроны и меж-
генные спейсеры) хлоропластной ДНК (хпДНК),
комбинированное использование которых осо-
бенно эффективно на уровне близкородственных
видов. Так, по данным секвенирования маркеров
двух геномов были уточнены эволюционные от-
ношения близкородственных видов Paspalum (Po-
aceae) с различными цитотипами [14], 30 видов
древесных покрытосеменных растений из Юж-
ной Бразилии [15], проведена оценка состояния
природных популяций ряда редких и эндемичных
видов рода Oxytropis DC., уточнена секционная
принадлежность и таксономический статус неко-
торых видов, а также реконструированы филоге-
нетические взаимоотношения в некоторых груп-
пах рода [16–25].

Настоящая работа посвящена изучению гене-
тического разнообразия, популяционной струк-
туры и оценке степени дивергенции хлоропластно-
го генома дальневосточных близкородственных
видов O. ochotensis, O. erecta, O. litoralis, О. ruthenica
и O. kunashiriensis с целью уточнения таксономи-
ческого статуса четырех последних по данным

полиморфизма нуклеотидных последовательно-
стей межгенных спейсеров psbA–trnH, trnL–trnF и
trnS–trnG хпДНК и ITS рДНК.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Материалом служили 177 растений из природ-

ных популяций O. ochotensis (55 образцов), O. erecta
(19), O. litoralis (2), O. ruthenica (99), O. kunashiriensis (2)
(табл. 1, рис. 1).

Методы выделения ДНК, амплификации и се-
квенирования межгенных спейсеров psbA–trnH,
trnL–trnF и trnS–trnG приведены в наших предыду-
щих работах [22, 24–26]. Нуклеотидные последова-
тельности прямых и обратных цепей определяли на
генетическом анализаторе ABI 3500 (Applied Biosys-
tems, США), затем редактировали и собирали с
помощью пакета программ Staden Package v. 1.5
[27]. Для каждого образца последовательности
регионов выравнивали вручную в программе
SeaView v. 4.7 [28]. Матрицу объединенных после-
довательностей использовали для расчета числа
гаплотипов и частот встречаемости их в популя-
циях, гаплотипического (h) и нуклеотидного (π)
разнообразия (для популяций с числом образцов
пять и более), уровней дифференциации и рас-
пределения генетической изменчивости внутри и
между популяциями и/или группами популяций
(анализ молекулярной дисперсии, AMOVA) в па-
кете программ Arlequin v. 3.5 [29]. Статистиче-
скую значимость (P) индексов фиксации (ΦST)
оценивали на основе 1023 пермутаций. Генный
поток (Nm) и степень дивергенции между популя-
циями/видами (Dxy) на основе нуклеотидных замен
определяли в программе DnaSP v. 5.0 [30]. Генеало-
гические связи гаплотипов хпДНК анализировали
методом медианного связывания (Median-Joining,
MJ) в программе Network v. 5.0.1.1 [31], кодируя каж-
дую делецию или вставку, независимо от их разме-
ра, как единичное мутационное событие. В каче-
стве внешней группы использовали полученные
нами ранее [24] нуклеотидные последовательно-
сти межгенных спейсеров psbA–trnH, trnL–trnF,
trnS–trnG хпДНК (номера доступа в GenBank
LT856572, LT856585, LT856598 соответственно)
O. glabra секции Mesogaea Bunge подрода
Phacoxytropis Bunge.

Регион ITS рДНК амплифицирован у 62 об-
разцов: O. ochotensis (20 образцов), O. erecta (13),
O. litoralis (2), O. ruthenica (25) и O. kunashiriensis (2),
представляющих все выявленные в данной работе
гаплотипы хпДНК, с праймерами ITS1 и ITS4, в
реакционных условиях и температурном режиме,
приведенных в работе [32]. Редактирование,
сборку, выравнивание и анализ последовательно-
стей ITS проводили с помощью программ, приве-
денных выше. Филогенетический анализ после-
довательностей проводили методом максималь-
ной экономии (Maximum Parsimony, MP),
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Таблица 1. Исследуемые популяции видов Oxytropis и параметры генетического разнообразия по данным хпДНК

Местонахождение
(число образцов) Код

Разнообразие
(стандартное отклонение) Гаплотип

(число образцов)
гаплотипическое нуклеотидное

O. ochotensis
Камчатка, вулк. Ключевская сопка, 
склон (10)

OKAК 0.378 (0.181) 0.0009 (0.0006) H1 (8)
H2 (1)
H3 (1)

Камчатка, вулк. сопка Плоская,
юго-вост. макросклон (13)

OKAP 0.385 (0.132) 0.0006 (0.0005) H1 (10)
H2 (3)

Камчатка, вулк. Авачинская сопка, 
южный макросклон (14)

OKAA 0.495 (0.151) 0.0008 (0.0006) H4 (10)
H5 (2)
H6 (1)
H7 (1)

Камчатка, окр. г. Усть-Камчатск, 
склон горы Увальная (1)

OKAU – – H8 (1)

Камчатка, среднее течение
р. Радуга (1)

OKAR – – H9 (1)

Камчатка, горы Камчатского мыса, 
истоки р. Угловая (1)

OKAM – – H10 (1)

Магаданская обл., окр. пос. Оротук (10) OMAO 0.000 (0.000) 0.0000 (0.0000) H11 (10)
Магаданская обл.,
окр. пос. Буркандья (3)

OMAB – – H12 (2)
H13 (1)

Магаданская обл.,
окр. пос. Штурмовой (1)

OMAS – – H14 (1)

Магаданская обл., окр. пос. Мадаун, 
гора Лебединая, склон (1)

OMAM – – H15 (1)

O. erecta
Камчатка, Авачинский залив,
береговые песчаные валы (16)

EKAZ 0.425 (0.133) 0.0009 (0.0006) H16 (3)
H17 (12)
H18 (1)

Камчатка, вулк. сопка Плоская,
склон (1)

EKAP – – H19 (1)

Камчатка, вулк. Авачинская сопка, 
окр. г. Петропавловск-Камчатский (1)

EKAA – – H17 (1)

Камчатка, оз. Толмачева, береговая 
терраса (1)

EKAT – – H20 (1)

O. litoralis
Камчатка, юго-западная часть,
морская терраса (1)

LKAM – – H10 (1)

Камчатка, окр. Крутоберегово,
оз. Нерпичье, береговая терраса (1)

LKAN – – H10 (1)

O. ruthenica
Приморский край, о. Русский, 
мыс Тобизина, прибрежно-морские 
скалы (17)

RRUT 0.000 (0.000) 0.0000 (0.0000) H21 (17)

Приморский край, о. Русский,
мыс Вятлина, морская терраса (17)

RRUV 0.228 (0.129) 0.0002 (0.0002) H21 (15)
H22 (1)
H23 (1)
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используя эвристический поиск оптимальной то-
пологии, в пакете программ PAUP v. 4.0b10 [33].
Статистическую достоверность порядка ветвле-
ния оценивали с помощью бутстреп-анализа 1000
альтернативных деревьев (Bootstrap Percentage,
BP, %).

Работа проводилась с использованием обору-
дования ЦКП “Биотехнология и генетическая
инженерия” ФНЦ Биоразнообразия ДВО РАН.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Нуклеотидные последовательности каждого из
регионов psbA–trnH, trnL–trnF и trnS–trnG хпДНК
у 177 образцов O. ochotensis, O. erecta, O. litoralis,
O. ruthenica и O. kunashiriensis характеризуются от-
носительно низкой нуклеотидной изменчивостью
и разной длиной вследствие присутствия инсер-
ций/делеций (инделей), моно- и динуклеотидных
повторов. Длина объединенной матрицы трех ре-
гионов после выравнивания составила 2476 сайтов
(1–484, 485–1270 и 1271–2476 соответственно), из
них 2359 мономорфных и 14 вариабельных. 12 нук-
леотидных замен в позициях 240, 281, 414, 1269,
1270, 1313, 1557, 1631, 1804, 1848, 2244 и 2300 ин-
формативны согласно методу максимальной эко-

номии. Анализ полученной матрицы выявил 39
гаплотипов (H1–H39), из них 18 (46.1%) уникаль-
ные (табл. 1). Последовательности трех регионов
хпДНК депонированы в GenBank под номерами
доступа MK806162–MK806278. O. ochotensis при-
надлежит 15 гаплотипов (H1–H15), O. erecta – 5
(H16–H20), O. litoralis – 1 (H10), O. ruthenica – 18
(H21–H38), O. kunashiriensis – 1 (H39). Общий га-
плотип (H10) обнаружен у O. ochotensis и O. litoralis
(табл. 1).

Популяции O. ochotensis и O. erecta характери-
зуются низким (0.378–0.495) гаплотипическим и
низким (0.0006–0.0009) нуклеотидным разнооб-
разием, а в популяциях O. ruthenica h варьирует от
0.154 до 0.872, π – от 0.0002 до 0.0016 (табл. 1). По-
пуляции OMAO O. ochotensis и RRUT O. ruthenica
оказались мономорфными (табл. 1). Одним из
показателей степени генетической разобщенно-
сти между популяциями является дивергенция
нуклеотидных последовательностей (Dxy). У
O. ochotensis наибольшие значения Dxy определе-
ны между камчатскими популяциями OKAK,
OKAP и магаданской популяцией OMAB, а также
между магаданскими популяциями OMAB и
OMAM (табл. 2). Нуклеотидная дивергенция между
популяциями O. erecta и O. litoralis, как и между попу-

Приморский край, о. Попова,
бух. Пограничная, морская терраса (14)

RPOP 0.363 (0.130) 0.0002 (0.0002) H23 (11)
H24 (3)

Приморский край, о. Путятина, 
западный берег, прибрежно-морские 
скалы (19)

RPUZ 0.637 (0.104) 0.0011 (0.0007) H25 (1)
H26 (2)
H27 (11)
H28 (1)
H29 (4)

Приморский край, о. Путятина, 
восточный берег, прибрежно-морские 
скалы (13)

RPUV 0.154 (0.126) 0.0004 (0.0003) H27 (12)
H30 (1)

Приморский край, окр. пос. Амгу,
прибрежно-морские скалы (6)

RAMG 0.600 (0.129) 0.0002 (0.0002) H31 (3)
H32 (3)

Приморский край, окр. пос. Врангель, 
мыс Каменского, склон у моря (13)

RVRA 0.872 (0.067) 0.0016 (0.0010) H32 (1)
H33 (1)
H34 (2)
H35 (4)
H36 (3)
H37 (1)
H38 (1)

O. kunashiriensis
Курильские о-ва, о. Кунашир,
мыс Ловцова (2)

KUN – – H39 (1)

Местонахождение
(число образцов) Код

Разнообразие
(стандартное отклонение) Гаплотип

(число образцов)
гаплотипическое нуклеотидное

Таблица 1.   Окончание
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Рис. 1. Карта-схема с указанием мест сбора растений Oxytropis ochotensis, O. erecta, O. litoralis, O. ruthenica и O. kunashiriensis.
Код популяции см. табл. 1.
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RRUV

RRUT
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ляциями каждого из видов, отсутствует или очень
низкая (табл. 2). Необходимо отметить, что значе-
ния Dxy между большинством популяций O. ochoten-
sis, O. erecta и O. litoralis низкие и соответствуют
внутривидовому уровню O. ochotensis. У O. ruthenica
популяции RRUT, RRUV, RPOP с о-вов Русский
и Попова значительно дивергированы от всех
других (табл. 3). На высокую степень дифференци-
ации популяций видов указывают и результаты ана-

лиза молекулярной дисперсии. Согласно AMOVA
(табл. 4), у O. ochotensis, O. ruthenica и O. erecta основ-
ная доля всей генетической изменчивости приходит-
ся на межпопуляционные различия (ΦST = 0.8703,
P < 0.0001; ΦST = 0.8898, P < 0.0001; ΦST = 0.8215,
P > 0.05 соответственно). Значение индекса фик-
сации у O. erecta статистически незначимое, что
связано с малым размером трех из четырех иссле-
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дуемых выборок. Генный поток (Nm) между по-
пуляциями у O. ochotensis и у O. ruthenica составил
0.11 и 0.09 мигрантов на поколение соответствен-
но. Иерархический AMOVA показал, что стати-
стически значимых генетических различий между
O. erecta и O. litoralis, а также между O. ochotensis,
O. erecta и O. litoralis нет (табл. 4). Дивергенция
нуклеотидных последовательностей между пара-
ми O. ochotensis–O. erecta, O. ochotensis–O. litoralis
и O. erecta–O. litoralis крайне низка (табл. 5) и соот-
ветствует межпопуляционному уровню O. ochotensis
и O. ruthenica (табл. 2, 3). Наибольшие значения
Dxy определены между O. kunashiriensis и всеми
другими видами (табл. 5). По результатам AMOVA
35.2% изменчивости обусловлено различиями
между видами, а на меж- и внутрипопуляционную
составляющие приходится 56.9 и 7.9% соответ-
ственно (табл. 4).

Для уточнения филогенетических отношений
между исследуемыми видами построена медиан-
ная сеть генеалогических связей гаплотипов
хпДНК (рис. 2,а). Выявленные гаплотипы форми-
руют четыре гаплогруппы. Гаплогруппу I состави-
ли все гаплотипы O. ochotensis (H1–H15), O. erecta
(H16–H20) и O. litoralis (H10), гаплогруппы II и III –
гаплотипы O. ruthenica: H21–H24 (о-ва Русский и
Попова) и H25–H38 (материковая часть и о. Пу-
тятина) соответственно, а гаплогруппа IV пред-
ставлена только гаплотипом O. kunashiriensis
(H39). Гаплогруппы I–III расходятся от гипоте-
тического гаплотипа (необнаруженный в нашем
исследовании или вымерший предковый) и разде-
лены 5–7 мутационными шагами (рис. 2,а). Гапло-
тип H39 O. kunashiriensis через 22 мутационных шага
и гипотетический гаплотип связан с гаплотипами
H32 и H38 O. ruthenica гаплогруппы III. Такое гене-
тическое удаление O. kunashiriensis от всех других
видов обусловлено высокой нуклеотидной дивер-
генцией (табл. 5). Распределение гаплотипов
O. ochotensis, O. erecta и O. litoralis в гаплогруппе I
не соответствует ни популяционной, ни таксоно-
мической принадлежности, что в совокупности с
низкой нуклеотидной дивергенцией между боль-
шинством популяций этих видов (табл. 2) указывает
на генетическую однородность данной группы. Со-
гласно AMOVA (табл. 4), основная доля генетиче-
ской изменчивости в гаплогруппе I приходится на
изменчивость между популяциями (ΦST = 0.8621, P <
< 0.0001). Высокая степень дивергенции (около
85%) между гаплогруппами II и III O. ruthenica
(табл. 4) свидетельствует о значительной генети-
ческой обособленности популяций с о-вов Русский
и Попова от всех других. Наличие альтернативных
связей (петлевые структуры в сети) между гаплоти-
пами в гаплогруппах I и III (рис. 2,а) не позволяет
однозначно установить взаимоотношения между
камчатскими популяциями O. ochotensis и O. erecta,
а также между популяциями O. ruthenica с о. Путя-

тина и популяцией из окрестностей пос. Вран-
гель.

В гаплогруппах I, II и IV выявлены маркерные
нуклеотидные замены и индели: в I – T в позиции
2300; во II – T в позиции 1631 и вставка 10 нуклео-
тидов (TTTTTATATC, позиции 1381–1390); в IV –
делеция четырех нуклеотидов (GAAA, позиции
302–305) и C в позициях 1557, 1804 и 1848. Гапло-
группы II и III, объединяющие гаплотипы O. ru-
thenica, имеют общую маркерную замену (A в по-
зиции 2300), гаплогруппы III и IV – С в позиции
2244. Нуклеотидная дивергенция последователь-
ностей между гаплогруппами I–IV (табл. 6) срав-
нима с таковой между видами O. ochotensis–O. ru-
thenica и O. ochotensis–O. kunashiriensis (табл. 5).
Иерархический AMOVA показал, что около 63% из-
менчивости обусловлено различиями между гапло-
группами (табл. 4). Таким образом, генеалогиче-
ский анализ выявил четкое разделение гаплотипов
хпДНК пяти близкородственных видов Oxytropis на
четыре эволюционные ветви: 1) O. ochotensis–
O. erecta–O. litoralis; 2) O. ruthenica с о-вов Русский
и Попова; 3) O. ruthenica с о. Путятина и материко-
вой части Приморского края; 4) O. kunashiriensis.

Нуклеотидные последовательности ITS рДНК
62 образцов исследуемых видов Oxytropis, пред-
ставляющих все выявленные в данном исследова-
нии гаплотипы хпДНК, характеризуются одина-
ковой длиной (603 пн) и низкой нуклеотидной
изменчивостью. Границы трех участков региона
определены путем сравнения с последовательно-
стью ITS O. viscida Nutt. из базы данных GenBank
под номером доступа AF121758 [34]. Размеры по-
следовательностей ITS1, гена 5.8S рДНК и ITS2
составили 227, 164 и 212 пн соответственно. Из
603 сайтов семь были вариабельными и информа-
тивными согласно методу максимальной эконо-
мии: четыре замены (позиции 68, 119, 122, 227) в
ITS1 и три (позиции 466, 523, 564) в ITS2. В 62 по-
следовательностях выявлено шесть риботипов
(R1–R6), последовательности которых депони-
рованы в GenBank под номерами доступа
MK795939–MK795946. O. ochotensis принадлежат
четыре риботипа (R1–R4), R1 выявлен также у 12
образцов O. erecta, а R4 – у одного образца O. erec-
ta и у O. litoralis. В 25 образцах O. ruthenica, пред-
ставляющих 18 гаплотипов хпДНК, обнаружен
только один риботип (R5), у O. kunashiriensis – R6.
Филогенетический анализ ITS последовательно-
стей методом MP дал одно дерево (длина – 12 ша-
гов, индекс соответствия CI – 1.0, индекс гомо-
плазии HI – 0.0, индекс удерживания RI – 1.0).
Образцы разных популяций и видов сгруппиро-
ваны в соответствии с определенным риботипом
со средней (BP 62–86%) статистической под-
держкой (рис. 2,б). Растения из камчатских попу-
ляций видов O. ochotensis и O. erecta распределены
в двух кластерах с риботипами R1 и R4, а образцы
из магаданских популяций O. ochotensis – в двух



ГЕНЕТИКА  том 56  № 4  2020

МОЛЕКУЛЯРНО-ФИЛОГЕНЕТИЧЕСКАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА 427
Т

аб
ли

ца
 2

.
Н

ук
ле

от
ид

на
я 

ди
ве

рг
ен

ци
я 

м
еж

ду
 п

оп
ул

яц
ия

м
и 

O
xy

tr
op

is
 o

ch
ot

en
si

s,
 O

. e
re

ct
a 

и 
O

. l
ito

ra
lis

 п
о 

да
нн

ы
м

 х
пД

Н
К

П
ри

м
еч

ан
ие

. В
ы

ш
е 

ди
аг

он
ал

и 
–

 с
ре

дн
ее

 ч
ис

ло
 н

ук
ле

от
ид

ны
х 

ра
зл

ич
ий

 (
чи

сл
о 

ф
ик

си
ро

ва
нн

ы
х 

ра
зл

ич
ий

),
 н

иж
е 

ди
аг

он
ал

и 
–

 с
ре

дн
ее

 ч
ис

ло
 н

ук
ле

от
ид

ны
х 

за
м

ен
 н

а
од

ин
 с

ай
т 

×
10

–
2 . К

од
 п

оп
ул

яц
ии

 с
м

. т
аб

л.
 1

.

К
од

O
K

A
K

O
K

A
P

O
K

A
A

O
K

A
U

O
K

A
R

O
K

A
M

O
M

A
O

O
M

A
B

O
M

A
S

O
M

A
M

E
K

A
Z

E
K

A
P

E
K

A
A

E
K

AT
L

K
A

M
L

K
A

N

O
K

A
K

–
0.

00
 (0

)
1.

43
 (0

)
3.

00
 (3

)
3.

00
 (3

)
1.

00
 (1

)
3.

00
 (3

)
4.

00
 (4

)
1.

00
 (1

)
0.

00
 (0

)
0.

75
 (0

)
1.

00
 (1

)
1.

00
 (1

)
1.

00
 (1

)
1.

00
 (1

)
1.

00
 (1

)

O
K

A
P

0.
00

0
–

1.
43

 (0
)

3.
00

 (3
)

3.
00

 (3
)

1.
00

 (1
)

3.
00

 (0
)

4.
00

 (4
)

1.
00

 (1
)

0.
00

 (0
)

0.
75

 (0
)

1.
00

 (1
)

1.
00

 (1
)

1.
00

 (1
)

1.
00

 (1
)

1.
00

 (1
)

O
K

A
A

0.
06

0
0.

06
0

–
1.

57
 (1

)
1.

57
 (1

)
2.

43
 (1

)
1.

57
 (1

)
2.

57
 (2

)
2.

43
 (1

)
1.

43
 (0

)
2.

18
 (0

)
2.

43
 (1

)
2.

43
 (1

)
2.

43
 (1

)
2.

43
 (1

)
2.

43
 (1

)

O
K

A
U

0.
12

5
0.

12
5

0.
06

6
–

0.
00

 (0
)

2.
00

 (2
)

0.
00

 (0
)

1.
00

 (1
)

2.
00

 (2
)

3.
00

 (3
)

2.
25

 (2
)

2.
00

 (2
)

2.
00

 (2
)

2.
00

 (2
)

2.
00

 (2
)

2.
00

 (2
)

O
K

A
R

0.
12

5
0.

12
5

0.
06

6
0.

00
0

–
2.

00
 (2

)
0.

00
 (0

)
1.

00
 (1

)
2.

00
 (2

)
3.

00
 (3

)
2.

25
 (2

)
2.

00
 (2

)
2.

00
 (2

)
2.

00
 (2

)
2.

00
 (2

)
2.

00
 (2

)

O
K

A
M

0.
04

2
0.

04
2

0.
10

1
0.

08
3

0.
08

3
–

2.
00

 (2
)

3.
00

 (3
)

0.
00

 (0
)

1.
00

 (1
)

0.
25

 (0
)

0.
00

 (0
)

0.
00

 (0
)

0.
00

 (0
)

0.
00

 (0
)

0.
00

 (0
)

O
M

A
O

0.
12

5
0.

12
5

0.
06

6
0.

00
0

0.
00

0
0.

08
3

–
1.

00
 (0

)
2.

00
 (2

)
3.

00
 (3

)
2.

25
 (2

)
2.

00
 (2

)
2.

00
 (2

)
2.

00
 (2

)
2.

00
 (2

)
2.

00
 (2

)

O
M

A
B

0.
16

7
0.

16
7

0.
10

7
0.

04
2

0.
04

2
0.

12
5

0.
04

2
–

3.
00

 (3
)

4.
00

 (4
)

3.
25

 (3
)

3.
00

 (3
)

3.
00

 (3
)

3.
00

 (3
)

3.
00

 (3
)

3.
00

 (3
)

O
M

A
S

0.
04

2
0.

04
2

0.
10

1
0.

08
3

0.
08

3
0.

00
0

0.
08

3
0.

12
5

–
1.

00
 (1

)
0.

25
 (0

)
0.

00
 (0

)
0.

00
 (0

)
0.

00
 (0

)
0.

00
 (0

)
0.

00
 (0

)

O
M

A
M

0.
00

0
0.

00
0

0.
06

0
0.

12
5

0.
12

5
0.

04
2

0.
12

4
0.

16
7

0.
04

1
–

1.
00

 (1
)

1.
00

 (1
)

1.
00

 (1
)

1.
00

 (1
)

1.
00

 (1
)

E
K

A
Z

0.
03

1
0.

03
1

0.
09

1
0.

09
4

0.
09

4
0.

01
0

0.
09

4
0.

13
6

0.
01

0
0.

03
1

–
0.

25
 (0

)
0.

25
 (0

)
0.

25
 (0

)
0.

25
 (0

)
0.

25
 (0

)

E
K

A
P

0.
04

2
0.

04
2

0.
10

1
0.

08
3

0.
08

3
0.

00
0

0.
08

3
0.

12
5

0.
00

0
0.

04
2

0.
01

0
–

0.
00

 (0
)

0.
00

 (0
)

0.
00

 (0
)

0.
00

 (0
)

E
K

A
A

0.
04

2
0.

04
2

0.
10

1
0.

08
3

0.
08

3
0.

00
0

0.
08

3
0.

12
5

0.
00

0
0.

04
2

0.
01

0
0.

00
0

–
0.

00
 (0

)
0.

00
 (0

)
0.

00
 (0

)

E
K

AT
0.

04
2

0.
04

2
0.

10
1

0.
08

3
0.

08
3

0.
00

0
0.

08
3

0.
12

5
0.

00
0

0.
04

2
0.

01
0

0.
00

0
0.

00
0

–
0.

00
 (0

)
0.

00
 (0

)

L
K

A
M

0.
04

2
0.

04
2

0.
10

1
0.

08
3

0.
08

3
0.

00
0

0.
08

3
0.

12
5

0.
00

0
0.

04
2

0.
01

0
0.

00
0

0.
00

0
0.

00
0

–
0.

00
 (0

)

L
K

A
N

0.
04

2
0.

04
2

0.
10

1
0.

08
3

0.
08

3
0.

00
0

0.
08

3
0.

12
5

0.
00

0
0.

04
2

0.
01

0
0.

00
0

0.
00

0
0.

00
0

0.
00

0
–



428

ГЕНЕТИКА  том 56  № 4  2020

КОЗЫРЕНКО и др.

Таблица 3. Нуклеотидная дивергенция между популяциями Oxytropis ruthenica по данным хпДНК

Примечание. Выше диагонали – среднее число нуклеотидных различий (число фиксированных различий), ниже диагонали –
среднее число нуклеотидных замен на один сайт ×10–2. Код популяции см. табл. 1.

Код
популяции RRUT RRUV RPOP RPUZ RPUV RAMG RVRA

RRUT – 0.294 (0) 2.000 (2) 2.895 (2) 2.923 (2) 2.500 (2) 2.000 (2)
RRUV 0.012 – 1.824 (0) 3.189 (2) 3.217 (2) 2.794 (2) 2.294 (2)
RPOP 0.083 0.076 – 4.895 (4) 4.923 (4) 4.500 (4) 4.000 (4)
RPUZ 0.121 0.133 0.205 – 0.263 (0) 1.395 (0) 0.895 (0)
RPUV 0.122 0.135 0.206 0.011 – 1.423 (0) 0.923 (0)
RAMG 0.104 0.117 0.188 0.058 0.059 – 0.500 (0)
RVRA 0.084 0.096 0.167 0.037 0.039 0.021 –

Таблица 4. Распределение генетической изменчивости (AMOVA) между группами Oxytropis по данным хпДНК

Примечание. * P < 0.0001; ** P < 0.05; ns – незначимое. Уровень значимости определен на основе 1023 пермутаций.

Источник дисперсии
Генетические различия (%) между

группами популяциями 
внутри групп

особями
в популяции

Популяции видов Oxytropis
Одна группа: (все популяции O. ochotensis) – 87.03* 12.97
Одна группа: (все популяции O. erecta) – 82.15 ns 17.85
Одна группа: (все популяции O. ruthenica) – 88.98* 11.02
Две группы: (все популяции O. erecta)
и (популяция O. litoralis) –69.53 ns 133.63 ns 35.90**

Две группы: (популяция O. litoralis) 
и (все популяции O. ruthenica) 42.54 ns 51.06* 6.41*

Три группы: (все популяции O. ochotensis), 
(все популяции O. erecta) и (популяция O. litoralis) 8.73 ns 78.11* 13.16*

Пять групп: (все популяции O. ochotensis), 
(все популяции O. erecta), (популяция O. litoralis), 
(все популяции O. ruthenica) и (O. kunashiriensis)

35.20** 56.90* 7.90*

Гаплогруппы, выявленные в Network-анализе
Одна группа: (гаплогруппа I) – 86.22* 13.78
Две группы: (гаплогруппа II) и (гаплогруппа III) 84.64** 8.16* 7.20*
Четыре группы: (гаплогруппа I), (гаплогруппа II), 
(гаплогруппа III) и (гаплогруппа IV) 62.86** 29.69* 7.46*

Таблица 5. Нуклеотидная дивергенция между видами Oxytropis ochotensis, O. erecta, O. litoralis, O. ruthenica и
O. kunashiriensis по данным хпДНК

Примечание. Выше диагонали – среднее число нуклеотидных различий (число фиксированных различий), ниже диагонали –
среднее число нуклеотидных замен на один сайт ×10–2.

Вид O. ochotensis O. erecta O. litoralis O. ruthenica O. kunashiriensis

O. ochotensis – 1.576 (0) 1.655 (0) 4.017 (1) 5.655 (4)
O. erecta 0.066 – 0.211 (0) 2.867 (1) 4.211 (4)
O. litoralis 0.069 0.009 – 2.657 (1) 4.000 (4)
O. ruthenica 0.169 0.120 0.111 – 5.626 (4)
O. kunashiriensis 0.237 0.176 0.167 0.236 –
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кластерах с риботипами R2 и R3. Образцы O. lito-
ralis объединились вместе с камчатскими образ-
цами O. ochotensis и O. erecta, имеющими риботип
R4. Отдельные кластеры образуют образцы O. ru-
thenica и O. kunashiriensis с риботипами R5 и R6 со-
ответственно.

ОБСУЖДЕНИЕ

Анализ изменчивости нуклеотидных последо-
вательностей межгенных спейсеров psbA–trnH,
trnL–trnF и trnS–trnG хлоропластного генома у
представителей 12 популяций дальневосточных
эндемичных видов O. ochotensis, O. erecta, O. litora-

Рис. 2. Филогенетические связи близкородственных видов Oxytropis ochotensis, O. erecta, O. litoralis, O. ruthenica и
O. kunashiriensis: а – генеалогическая сеть гаплотипов хпДНК (H1–H39), построенная с помощью MJ-метода. Размер
окружностей отражает частоту встречаемости гаплотипов, маленькие черные кружки – гипотетические гаплотипы, попе-
речные тонкие штрихи на ветвях – мутационные события, черные толстые штрихи – вставка нуклеотидов, белые толстые
штрихи – делеция нуклеотидов, пунктирной линией обозначены гаплогруппы I–IV. * Мутации для O. glabra, используемо-
го в качестве внешней группы, не указаны и не рассматриваются; б – филогенетическое некорневое MP-дерево (длина –
12 шагов, индекс соответствия CI – 1.0, индекс гомоплазии HI – 0.0, индекс удерживания RI – 1.0), построенное на основе
анализа последовательностей ITS рДНК 62 образцов. Числами обозначены значения индекса бутстрепа (выше 50%). Внизу
рисунка указана единица измерения длин ветвей – 10 шагов. Сплошной линией обозначены кластеры, объединяющие об-
разцы с одинаковым риботипом (R1–R6). Код популяции см. табл. 1, в скобках дано число образцов данной популяции.

OMAB (2)

OMAO (1)

OMAS (1)

OMAM (1)

OKAR (1) EKAP (1)

OKAP (2)
EKAT (1)

OKAA (4)

EKAZ (11)

OKAM (1)

OKAU (1) LKAM (2)

OKAK (6)

KUN (2)

RAMG (3)
RVRA (7)

RPUV (2)
RPUZ (5)

RRUV (3)
RRUT (1)

RPOP (4)

а б

III
IV

I

II

O. ochotensis
O. erecta
O. litoralis
O. ruthenica
O. kunashiriensis Oxytropis glabra*

H12

H13

H9

H7 H5

H1

H17
H19 H8

H10

H18
H16

H15

H14

H11H20

H2
H3

H4

H6

H34
H35

H37
H28

H30

H26
H25

H27

H29
H31

H32

H33 H38
H39

H36

H21
H23H24

H22

R1

R3

R2

R6

R4

R5

62

65
63

63

86
66

10

Таблица 6. Нуклеотидная дивергенция между гаплогруппами, выявленными в Network-анализе гаплотипов
хпДНК Oxytropis ochotensis, O. erecta, O. litoralis, O. ruthenica и O. kunashiriensis

Примечание. Выше диагонали – среднее число нуклеотидных различий (число фиксированных различий), ниже диагонали –
среднее число нуклеотидных замен на один сайт ×10–2. Гаплогруппы I–IV – см. рис. 2,а и раздел Результаты.

Гаплогруппа I II III IV

I – 4.050 (2) 3.557 (2) 5.200 (4)
II 0.170 – 4.107 (2) 7.750 (6)
III 0.150 0.172 – 4.357 (4)
IV 0.218 0.324 0.183 –
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lis и O. ruthenica выявил, что семь из них характе-
ризуются низким гаплотипическим (h) разнооб-
разием и три – высоким, и низким нуклеотидным
(π) разнообразием, две популяции мономорфны
(табл. 1). Низкие значения показателей генетиче-
ского разнообразия обычно связывают с прохожде-
нием популяции через так называемое “бутылочное
горлышко” – резкое сокращение численности с
последующим ее восстановлением; высокие зна-
чения h и низкие π характерны для популяций с
быстрым ростом численности от небольшого
числа основателей, когда прошло достаточное
время для восстановления гаплотипической из-
менчивости за счет мутационного процесса, но не
достаточное для накопления значительных нук-
леотидных различий в последовательностях ДНК
[35]. Отсутствие генетического разнообразия в
магаданской популяции OMAO O. ochotensis и в
популяции RRUT с о. Русский O. ruthenica может
указывать на происхождение их из небольшой
группы близкородственных растений. Так, для ост-
ровных эндемиков Eriogonum arborescens Greene и
E. giganteum S. Watson [36] и Astragalus edulis Bunge
[37] характерно наличие только одного гаплотипа
на каждом из островов, что объясняется однократ-
ной их колонизацией, изоляцией и сокращением
или полным прекращением обмена генами между
островной и родительской популяциями [36, 37]. В
целом генетическое разнообразие исследуемых по-
пуляций ниже, чем в популяциях эндемичных ви-
дов O. chankaensis Jurtz. [16], O. bargusinensis Peschk.,
O. interposita Sipl. и O. triphylla (Pall.) Pers. [24] и в
баргузинских популяциях O. glandulosa Turcz. [25].

Низкая нуклеотидная дивергенция и статисти-
чески незначимая генетическая дифференциация
между O. ochotensis, O. erecta и O. litoralis (табл. 4,
5), отсутствие видовых молекулярных маркеров,
присутствие у всех одной маркерной нуклеотид-
ной замены (T в позиции 2300) и формирование
единой гаплогруппы в медианной сети (рис. 2,а)
позволяет предположить, что все они относятся к
одному виду – O. ochotensis. Это подтверждает ра-
нее высказанные предположения о синонимично-
сти O. erecta и O. litoralis [8], о необходимости рас-
сматривать их как подвиды или разновидности
O. ochotensis [5]. Значительная нуклеотидная дивер-
генция видов O. litoralis и O. ruthenica (табл. 5), при-
надлежность гаплотипов к разным гаплогруппам
(рис. 2,а) и отсутствие общих молекулярных мар-
керов ставят под сомнение вывод Л.И. Малышева
об их таксономической близости [9]. На дендро-
грамме различий, построенной по данным анали-
за 47 качественных морфологических признаков,
O. litoralis и O. ruthenica оказались в одном кластере,
различие составило 22%, на основании этого ав-
тор понизил ранг последнего до подвида O. litora-
lis. В то же время, рассматривая умеренно разли-
чающиеся виды O. alpestris Schischkin и O. helenae
N.S. Pavlova (различие 24%), Л.И. Малышев пред-

положил: “они могут быть отдельными видами,
поскольку имеют далеко разобщенный ареал:
один обитает на западе Горного Алтая, другой на
Сахалине, и их морфологическое сходство может
быть проявлением параллельной (гомологиче-
ской) эволюции” [9]. Возвращаясь к O. litoralis и
O. ruthenica, необходимо отметить, что ареалы
этих видов также географически значительно раз-
общены (рис. 1), это Северо-Восточная Камчатка
и Приморье соответственно [3], и промежуточ-
ных форм не обнаружено. Таким образом, на ос-
новании вышесказанного и полученных нами
молекулярно-генетических данных об изменчи-
вости хлоропластного генома можно утверждать,
что O. litoralis и O. ruthenica это разные виды, как
было принято считать со времени первого описа-
ния O. ruthenica [3, 7, 8].

Высокая (около 89%) статистически значимая
популяционная дифференциация у O. ruthenica
указывает на активно идущие процессы видооб-
разования. Формирование двух четко обособ-
ленных эволюционных линий у O. ruthenica под-
тверждается отсутствием общих гаплотипов, вы-
раженной дифференциацией (около 85%) двух
гаплогрупп (рис. 2,а) и выявленными молекулярны-
ми маркерами в каждой из них. Наличие двух линий:
одна включает гаплотипы популяций о-вов Русский
и Попова, другая – гаплотипы популяций мате-
риковой части Приморского края и о. Путятина,
может быть результатом отсутствия генетическо-
го обмена между ними на протяжении многих
лет. Так, время изоляции о-вов Русский и Попова
составляет около 8500 лет, а о. Путятина – 7000 лет
[38]. Ранее у O. glandulosa [28] были выявлены три
эволюционные линии, но, в отличие от O. ruthen-
ica, в популяциях с различной плоидностью и
сделано предположение о существовании крипти-
ческих видов, заменяющих или сосуществующих с
O. glandulosa, появление которых у растений связы-
вают в первую очередь с полиплоидией. Проведен-
ный анализ полиморфизма маркерных регионов
хпДНК выявил высокую нуклеотидную дивер-
генцию хлоропластного генома O. kunashiriensis
от других таксонов (табл. 5, 6; рис. 2,а), что под-
тверждает его видовой статус.

Ранее нами [17, 39] и другими исследователями
[18, 20, 23] было показано, что у видов Oxytropis, как
близких, так и из разных секций, несмотря на мор-
фологическую дифференциацию, последователь-
ности ITS рДНК одинаковы или имеют незначи-
тельные различия. У O. ruthenica и O. kunashiriensis
выявлены индивидуальные риботипы R5 и R6 соот-
ветственно, что указывает на их самостоятельность,
а наличие общего риботипа R4 у O. ochotensis,
O. erecta и O. litoralis является подтверждением их
генетического сходства. Обнаруженный внутриви-
довой полиморфизм ITS у O. ochotensis и O. erecta –
четыре (R1–R4) и два (R1 и R4) риботипа соответ-
ственно, отражает, по-видимому, аллополиплоид-
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ное происхождение гексаплоидов O. ochotensis и
O. erecta, и октоплоида O. ochotensis в результате ги-
бридизации полиморфных диплоидных предков.

Таким образом, анализ полиморфизма меж-
генных спейсеров хпДНК и ITS рДНК близко-
родственных видов секции Orobia подтверждает
видовой статус O. ruthenica и O. kunashiriensis;
O. erecta и O. litoralis представляют собой, вероят-
нее всего, локальные фенотипы широко распро-
страненного полиплоидного вида O. ochotensis.
Для окончательного установления статуса O. erec-
ta, O. litoralis и двух эволюционных линий хлоро-
пластного генома O. ruthenica необходимы допол-
нительные генетические, морфологические и цито-
логические исследования расширенной выборки
растений, охватывающей весь ареал этих таксонов.
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Molecular Phylogenetic Analysis of the Endemic Far Eastern Closely Related
Oxytropis Species of Section Orobia (Fabaceae)
M. M. Kozyrenkoa, A. B. Kholinaa, *, E. V. Artyukovaa,
M. N. Koldaevab, V. V. Yakubova, and S. V. Prokopenkoa

aFederal Scientific Center of the East Asia Terrestrial Biodiversity, Far East Branch,
Russian Academy of Sciences, Vladivostok, 690022 Russia

bBotanical Garden-Institute, Far East Branch, Russian Academy of Sciences, Vladivostok, 690024 Russia
*e-mail: kholina@biosoil.ru

There are still unresolved questions about the taxonomic status and phylogenetic relationships of far eastern
closely related species Oxytropis ochotensis, O. litoralis, O. erecta, O. ruthenica and O. kunashiriensis of section
Orobia of the genus Oxytropis. The study of the nucleotide sequence polymorphism of the psbA–trnH, trnL–
trnF and trnS–trnG cpDNA intergenic spacers showed that populations of O. ochotensis and O. erecta are
characterized by a low (0.378–0.495) haplotype and a low (0.0006–0.0009) nucleotide diversity, and in pop-
ulations of O. ruthenica h varies from 0.154 to 0.872, π – from 0.0002 to 0.0016. One O. ochotensis population
from the Magadan region and one O. ruthenica population from the Russky Island (Primorsky Krai) are
monomorphic. Low nucleotide divergence of cpDNA between O. ochotensis, O. erecta and O. litoralis species,
as well as statistically insignificant genetic differentiation between them, the formation of single haplogroup
in the phylogenetic network and the absence of species-specific molecular markers indicate the unity of their
gene pool. A study of the ITS rDNA polymorphism revealed private ribotypes in O. ruthenica and
O. kunashiriensis, the presence of a common ribotype in O. ochotensis, O. erecta and O. litoralis, and the in-
traspecific polymorphism in O. ochotensis and O. erecta. The differences revealed in the chloroplast and nu-
clear genomes confirm the independence of O. ruthenica and O. kunashiriensis, and suggest that O. erecta and
O. litoralis are local phenotypes of the widespread polyploid species O. ochotensis. An analysis of the phylo-
genetic relationships of the cpDNA haplotypes showed a clear separation of O. ruthenica populations into two
evolutionary lineages, but with a single ITS ribotype.

Keywords: Oxytropis, Orobia, Fabaceae, genetic diversity, phylogenetic relationships, intergenic spacers,
chloroplast DNA, ITS rDNA.
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