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Впервые рассматриваются филогенетические отношения между видами Alyssum obovatum
(C.A. Mey.) Turcz., A. tortuosum Willd. и A. litvinovii Knjaz. секции Odontarrhena на Урале, имеющими
способность к накоплению никеля. Анализ изменчивости двух фрагментов хлоропластной ДНК
позволил выявить 15 гаплотипов, распределение которых структурированно географически. Для
некоторых популяций A. obovatum и A. tortuosum обнаружены видоспецифичные гаплотипы, однако
большая часть близкородственных гаплотипов встречается у географически близких популяций
обоих видов. Эндемичный вид A. litvinovii оказался мономорфным и генетически близким к двум
другим видам.
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Гипераккумуляторы – растения, способные
накапливать в своих тканях тяжелые металлы в
концентрациях в сотни и тысячи раз больших,
чем другие растения [1]. На сегодняшний день
около 25% известных растений-гипераккумуля-
торов обнаружены в семействе Brassicaceae [2]. В
основном это представители родов Alyssum L.,
Noccaea Moench., Thlaspi L., чаще всего накапли-
вающих никель. Уникальная особенность этих
растений используется при фиторемедиации –
стратегии удаления тяжелых металлов из окружа-
ющей среды без использования химических или
механических методов [3]. Многие растения-гипер-
аккумуляторы в пределах Brassicaceae обладают
большим запасом генетической изменчивости, что
делает их перспективными для отбора в сельскохо-
зяйственных и рекультивационных целях [4]. Одна-
ко помимо биотехнологического приложения, рас-
тения-гипераккумуляторы представляют интерес
в качестве модельного объекта для изучения про-
цессов микроэволюции и адаптации к экстремаль-
ным условиям среды. Так, в некоторых работах от-
мечается корреляция между уровнем генетической
изменчивости и способностью к накоплению тяже-
лых металлов [5, 6], что обусловливает актуаль-

ность изучения генетического разнообразия и
филогении данных видов.

В роде Alyssum, содержащем более сотни ви-
дов, в настоящее время проводится таксономиче-
ская ревизия. В отношении многих европейских
видов выявлено несоответствие существующих
таксономических концепций и филогенетиче-
ских реконструкций, основанных на молекуляр-
но-генетических маркерах, плоидности, а также
морфологических параметрах [7–9]. Более того,
ряд таксонов, до недавнего времени относивших-
ся к роду Alyssum в ранге секции Odontarrhena, в
настоящий момент предлагается выделить в от-
дельный род Odontarrhena [10]. Систематика дан-
ной секции в Северной Евразии не упорядочена.
Спектр взглядов на таксономическое разнообра-
зие Odontarrhena сводится к нескольким подхо-
дам, согласно которым следует выделять как
единственный полиморфный вид Alyssum obova-
tum (=Odontarrhena obovata) [11], так и два–три ви-
да [12], и даже восемь видов только для азиатской
части России и Монголии [13]. Таким образом,
границы и объем A. obovatum дискуссионы [14].

Урал – зона совместного произрастания трех
видов Alyssum секции Odontarrhena. Виды A. obo-
vatum и A. tortuosum имеют широкий, но дизьюнк-
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тивный евроазиатский ареал и проявляют себя
как облигатный и факультативный гипераккуму-
ляторы никеля соответственно [15]. Третий вид,
A. litvinovii, является эндемиком Урала [16] и име-
ет способность к гемиаккумуляции никеля [15].
Таким образом, на данной территории произрас-
тает комплекс морфологически трудно различи-
мых видов, которые никогда не исследовались ра-
нее. Поэтому на начальном этапе исследования
необходимо отработать методику молекулярно-
генетических исследований для решения вопро-
сов о генетической структуре и динамике ареалов
видов Alyssum на Урале; о генетическом разнооб-
разии популяций и существовании репродуктив-
ных барьеров между видами.

Цель исследования – оценка эффективности
использования маркеров хлоропластной ДНК
(хпДНК) для выяснения генетических отноше-
ний между видами А. obovatum, А. tortuosum и А. lit-
vinovii на территории Среднего и Южного Урала с
особым вниманием к вопросу о происхождении
А. litvinovii.

Исследуемые виды: A. obovatum, A. tortuosum и
A. litvinovii – многолетники, представители пет-
рофитно-степной флоры; в качестве внешней
группы был выбран A. lenense Adams из секции Al-
yssum – вид, приуроченный к лесным сообще-
ствам. Все исследуемые виды секции Odontarrhe-
na имеют перекрывающиеся морфологические
характеристики и представляют собой стелющие-
ся полукустарнички с мелкими листьями, слож-
ными соцветиями и односемянными локулами
стручочков. А. obovatum имеет широчайший для
рода естественный ареал распространения: в
Евразии – от Восточной Европы до севера Цен-
тральной Азии, а также на Северо-Востоке Аме-

рики [10]. А. tortuosum распространен в Юго-Во-
сточной Европе, России (Кавказ, Урал, Сибирь).
На Урале А. obovatum встречается на севере Баш-
кирии, Свердловской и Челябинской областей, а
А. tortuosum южнее – в Оренбургской и на юге Че-
лябинской области. А. litvinovii – редкий вид, из-
вестный из единственного местонахождения –
гора Дюртель Оренбургской обл. [16]. Ареал
A. lenense включает Восточную Европу, Россию,
Северный Китай. Экологические ниши, занима-
емые видами, разнятся: А. obovatum встречается на
остепненных скалах, каменистых склонах, в петро-
фитных степях [17]. А. tortuosum встречается на вы-
ходах известняков, песчаников, в каменистых сте-
пях, на щебнистых степных склонах [18]. А. litvinovii
произрастает на карбонатизированных серпенти-
нитах в единственном локалитете. A. lenense встре-
чается на травянистых склонах, в лесах на разных
типах пород.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Всего изучено 148 образцов из районов Южно-
го и Среднего Урала (Оренбургская, Челябинская
области, Республика Башкортостан), включающих
шесть ценопопуляций A. obovatum, три ценопопуля-
ции A. tortuosum, одну ценопопуляцию A. litvinovii и
одну ценопопуляцию A. lenense. Список и номера
ценопопуляций представлены в табл. 1, их геогра-
фическое расположение на рис. 1,а; для удобства
далее по тексту они будут упоминаться как попу-
ляции.

ДНК выделяли по стандартному протоколу
для растительных тканей (СТАВ-метод) из свежего
материала [19]. При отборе маркеров проводили
амплификацию с наиболее часто используемыми в

Таблица 1. Географические координаты мест сбора и выявленные гаплотипы хпДНК в изученных выборках
A. obovatum, A. tortuosum, A. litvinovii, A. lenense

Примечание. № – номер популяции на карте, N – объем выборки‚ Nh – число ПДРФ-гаплотипов, Ns – число секвенирован-
ных образцов.

№ Популяция Коорд., с.ш./в.д. N Nh Ns

1 A. litvinovii Орен. обл., Новокиевка 51°28′/58°10′ 17 c:17 c1:1
2 A. obovatum Башк., Шигаево 53°48′/58°11′ 17 d:8 c:9 d2:1
3 A. obovatum Башк., Калкан 54°25′/59°20′ 9 d:1 c:8 d1:1
4 A. obovatum Чел. обл., Егоза 55°45′/60°26′ 12 b:12 b1:1
5 A. obovatum Чел. обл., Вишневогорск 55°58′/60°38′ 2 c:1 e:1 c4:1
6 A. obovatum Чел. обл., Горн. воздух 53°42′/58°39′ 13 c:13 c2:2
7 A. obovatum Чел. обл., Карабаш 55°46′/60°19′ 10 b:10 b2:2
8 A. tortuosum Орен. обл., Новокиевка 51°28′/58°10′ 24 c:4 f:12

e:7 d:1
f1:2 c3.1:1
f2:1 c3.2:1

9 A. tortuosum Орен. обл., Аккермановка 51°11′/58°08′ 23 a:23 a:1
10 A. tortuosum Орен. обл., Хабарное 51°06′/58°06′ 18 a:18 a:3
11 A.lenense Орен. обл., Новокиевка 51°28′/58°10′ 3 g:3 g:2
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филогенетических и популяционных исследовани-
ях фрагментами хпДНК с универсальными прайме-
рами trnH-trnK, trnK1-trnK2, psaA-trnS и trnC-trnD
[20]; trnF-trnVr [21], trnT-trnF [22], trnS-trnG [23]

при температурном профиле, рекомендуемом ав-
торами. Для межгенного спейсера psbA-trnH de
novo были разработаны родоспецифичные прай-
меры на основе полного хлоропластного генома

Рис. 1. а – карта местоположения изученных выборок, распределение частот обнаруженных гаплотипов хпДНК, ос-
нованное на ПДРФ анализе; размер окружностей пропорционален размеру выборки; популяции одного вида объеди-
нены тонированной областью. б – сеть гаплотипов, построенная на основании последовательностей 20 образцов в
программе Network; гаплотипы обозначены цветом и индексом (см. объяснение в тексте); мутации отмечены штриха-
ми (для аутгруппы учтены не все мутации). в – филогенетическое древо, построено с помощью байесовского метода;
над ветвями указано значение апостериорной вероятности; латинскими буквами обозначены гаплотипы; цифры со-
ответствуют номерам популяций в табл. 1; в скобках указано количество отсеквенированных образцов.
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Alyssum desertorum (номер в GenBank KY498535.1)
с использованием онлайн-программы Prim-
er3Web (version 4.1.0) [24]: psbAa – GAACGACGG-
GAATTGAACC; trnHa – TAACCGCGCTA-
ACCTTGGTA. Амплификацию проводили при
следующих условиях: предварительная денатура-
ция при 94°C 5 мин, в последующих циклах: дена-
турация 45 с, отжиг праймеров при 60.5°C в тече-
ние 1 мин, элонгация при 72°C 2 мин, затем фи-
нальная элонгация 10 мин при 72°C. Всего 35
циклов реакции.

Далее продукты амплификации подвергались
рестрикции с пятью ферментами: HaeIII, HinfI,
Kzo9I, TaqI, Tru9I. Наиболее изменчивыми хлоро-
пластными фрагментами оказались trnS-trnG и
psbAa-trnHa, позволяющими определить наи-
большее количество мутаций. Эти фрагменты в
сочетании с перечисленными эндонуклеазами
рестрикции использовались для анализа методом
ПДРФ (полиморфизм длин рестриктных фраг-
ментов) всех 148 образцов. Для 20 образцов всех
четырех видов получены полные нуклеотидные
последовательности по этим двум фрагментам с
использованием генетического анализатора ABI
3130 (Applied Biosystems, USA). Выравнивание по-
следовательностей проводили вручную в про-
грамме BioEdit [25]. Филогенетический анализ
проведен только с использованием полных по-
следовательностей байесовским методом в про-
грамме MrBayes v.3.1.2 [26] на основе модели нук-
леотидных замен GTR + G + I. Инсерции, инвер-
сии и делеции рассматривались как одиночные
события и были закодированы в виде бинарной
матрицы данных, состоящей из нулей и единиц.
Визуализировались консенсус-деревья с помо-
щью программы Fig Tree v1.4.3 [27]. Сеть гаплоти-
пов построена на основании метода Median Join-
ing (MJ) в программе Network v.5.0.0.3 [28].

РЕЗУЛЬТАТЫ
На первом этапе отбора маркеров на 24 образ-

цах четырех видов большинство анализируемых
фрагментов хпДНК проявили себя как моно-
морфные, с низкой изменчивостью, либо с неста-
бильной амплификацией. Высокополиморфны-
ми оказались два фрагмента – межгенный спей-
сер trnS-trnG и межгенный спейсер trnHа-psbAа.
На втором этапе проведен рестриктный анализ
(ПДРФ) двух выбранных фрагментов с пятью ре-
стриктазами на всем объеме материала (148 об-
разцов). В результате выявлено семь гаплотипов:
a, b, c, d, e, f и g. По распределению гаплотипов и
их частот (рис. 1,а) можно заключить, что изменчи-
вость структурирована географически и не носит
строгий видоспецифичный характер. Так, видоспе-
цифичным гаплотипом a объединены самые юж-
ные популяции A. tortuosum (поп. 9 и 10) из Аккер-
мановки и Хабарного; видоспецифичный гапло-

тип b характерен для северных популяций
A. obovatum (4 и 7) из Егозы и Карабаша. Однако у
всех трех видов секции Odontarrhena распространен
общий гаплотип c, который встретился у A. tortuo-
sum в популяции из Новокиевки (8) и у A. obovatum
сразу в нескольких популяциях – из Вишневогор-
ска (5), Горного воздуха (6), Калкана (3) и Шигаево
(2), а локальный эндемик A. litvinovii (популяция 1)
оказался мономорфным по этому гаплотипу. Гап-
лотип d встретился у обоих видов – у A. obovatum
из Шигаево (2) и Калкана (3), у A. tortuosum в Но-
вокиевке (8). Редкий гаплотип e также обнаружен
у A. obovatum из Вишневогорска (5) и у A. tortuosum
из Новокиевки (8). Популяция A. tortuosum из Но-
вокиевки оказалась самой разнообразной: в нее
вошли четыре гаплотипа (c, d, e, f), причем боль-
шая часть образцов в популяции имела уникаль-
ный гаплотип f. Образцы A. lenense (популяция 11),
взятые в качестве внешней группы имеют видо-
специфичный гаплотип g, далеко отстоящий от
остальных (95 мутаций). Таким образом, из семи
гаплотипов три являются общими.

Более детальное представление об изменчиво-
сти уральских популяций Alyssum удалось полу-
чить методом секвенирования. Последовательно-
сти фрагментов для каждого гаплотипа размеще-
ны в Генбанке (GenBank) под номерами доступа
(OK329970–OK329993). Длина объединенной по-
следовательности составила 1196 пар нуклеотидов
(trnS-trnG 1–688 пн; trnHа-psbAа 689–1196 пн). В
исследованных образцах выявлено большое ко-
личество точковых мутаций (87), инделей (34) и
небольшое количество инверсий (3). Всего обна-
ружено 124 изменчивых сайта, из них только 8
парсимонистически информативных. Обнаруже-
на внутривидовая и внутрипопуляционная из-
менчивость. Таким образом, секвенирование
позволило обнаружить бóльшую изменчивость,
чем ПДРФ-анализ – количество обнаруженных
гаплотипов возросло с 7 до 15. При этом общая
картина распределения изменчивости осталась
прежней – с ярко выраженной географической
структурой, а установленные ранее гаплотипы
образовали кластеры близких гаплотипов, отли-
чающихся на 1–3 мутации.

Медианная сеть генеалогических связей меж-
ду гаплотипами (рис. 1,б) выявила пул из пяти га-
плотипов (c1, c2, c3.1, c3.2 и c4), на которые рас-
пался гаплотип с, общий для образцов из близле-
жащих популяций Оренбургской и Челябинской
областей. Так, на этапе ПДРФ-анализа образцы
A. obovatum из популяции Горный воздух (6) име-
ли общий с образцами A. litvinovii (1) гаплотип с.
Секвенирование позволило разделить эти образ-
цы на два отдельных гаплотипа: c1 для A. litvinovii
и c2 для A. obovatum. У A. tortuosum из Новокиевки (8)
гаплотип с проявил внутрипопуляционную из-
менчивость, распавшись на с3.1 и с3.2. У A. obovatum
из Вишневогорска (5) выделился гаплотип c4.
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Специфичный для A. tortuosum гаплотип a да-
лее не разделился, а специфичный для A. obovatum
гаплотип b разделился на гаплотипы b1 Егоза (4) и
b2 Карабаш (7). У A. obovatum гаплотип d распался
на d1 в Калкане (3) и d2 в Шигаево (2), у A. tortuo-
sum его секвенировать не удалось, также как и га-
плотип е. В уникальном для A. tortuosum гаплоти-
пе f выделилось два: f1 и f2. Таким образом, секве-
нирование нуклеотидных последовательностей
позволило углубить представление об изменчиво-
сти, существующей в уральских популяциях рода
Alyssum.

На филогенетическом древе, построенным ба-
есовым методом (рис. 1,в) выделяются четыре
клады, соответствующие основным гаплотипам,
детектированным еще на стадии ПДРФ-анализа.
С высокой статистической поддержкой (PPvalue
0.87–1.00) выделяются клады образцов A. tortuo-
sum с видоспецифичными гаплотипами a и f1, f2.
Клада пула гаплотипов c объединила три вида, в
ее пределах субклады соответствуют разным по-
пуляциям. Другие клады выделены с меньшими
поддержками, однако, с четкой структурой по ре-
гионам в пределах Урала и содержат по одному
виду.

ОБСУЖДЕНИЕ

Наблюдаемая картина соответствует ситуа-
ции, когда предполагаемые виды еще не обрели
репродуктивную изоляцию, активно образуют
гибриды и связаны существенным генетическим
потоком. Исследователи [29] склонны рассматри-
вать современный ареал распространения видов из
секции Odontarrhena как следствие феномена быст-
рой экспансии видов после эпохи оледенения, по-
этому можно предполагать, что в данной таксоно-
мической группе в настоящий момент идет посте-
пенная фиксация предкового полиморфизма
[30–32]. По этой причине уральские виды, хотя
уже и имеют специфичные гаплотипы (a, b, f), но
благодаря неполному “lineage sorting” у разных
видов с высокой частотой встречаются общие или
близкие варианты гаплотипов. В дальнейшем
редкие варианты могут быть утеряны, а в пределах
подгруппы близких гаплотипов может накопиться
значительное количество мутаций, что приведет к
закреплению специфичных для видов хлоропласт-
ных линий. Например, в группе гаплотипов c уже
заметно обособление хлоропластных вариантов: га-
плотипы c1, c2 и c3 соответствуют трем видам –
A. litvinovii, A. obovatum, A. tortuosum. Особое внима-
ние нужно уделить уральскому эндемику A. litvinovii.
Наличие у него варианта гаплотипа из группы с,
объединяющей все три вида, свидетельствует о не-
давнем происхождении и близком родстве с дву-
мя другими видами. Однако на данном этапе не-
возможно сделать заключение, действительно ли
этот вид обладает сниженной изменчивостью или
это объясняется малым количеством исследован-

ных образцов (всего 17). Интересная особенность
A. litvinovii заключается в его повышенной плоид-
ности [А.Ю. Тептина, неопубл.], что позволяет
предполагать гибридную природу происхожде-
ния этого вида – обычное явление для рода Alys-
sum [33].

В целом, выявленная в настоящей работе кар-
тина распределения изменчивости согласуется с
данными, полученными ранее для европейских
видов Alyssum. В ряде работ [29, 34–36] использо-
вание различных типов маркеров (хлоропластной
ДНК, ядерной – ITS-маркеры, или мультилокус-
ный анализ) не дает филогении, которая бы со-
гласовалась с классическим таксономическим
видовым делением. Часто виды с небольшими
ареалами или эндемики оказываются внутри клад
широкоареальных видов на уровне межпопуля-
ционной внутривидовой дифференциации.

Представители семейства Крестоцветные ча-
сто входят в состав флор, сформировавшихся на
почвах с высоким содержанием тяжелых метал-
лов. При этом у растений, произрастающих на та-
ких почвах, наблюдается повышенное генетиче-
ское разнообразие [6, 37, 38]. Непосредственно
связь между генетическим разнообразием расте-
ний и содержанием тяжелых металлов в почве
или способностью их накопления в частях расте-
ний была изучена только для нескольких видов
секции Odontarrhena – итальянского A. bertolonii
и двух видов с северного Кавказа – A. murale и
A. daghestanicum [5, 6]. Так, для A. bertolonii пока-
зана положительная корреляция между варьиро-
ванием содержания Ni в почве и величиной пока-
зателя генетического разнообразия популяции по
маркерам микросателлитов хпДНК [38]. Популя-
ционный полиморфизм A. murale по ITS-маркеру
разделил изученные образцы соответственно их
аккумулирующей способности к Ni. Авторы по-
казали, что гипераккумулирующая и негиперак-
кумулирующая популяции вида A. murale генети-
чески различаются (пятью мутациями и 16 поли-
морфными сайтами), в то время как другой вид,
A. daghestanicum, не гипераккумулятор, оказался
генетически мономорфным [6]. В описанные зако-
номерности укладывается и выявленная в данном
исследовании изменчивость уральских видов: спо-
собные к облигатной или факультативной аккуму-
ляции виды A. obovatum и A. tortuosum оказались бо-
лее изменчивыми, чем гемиаккумулятор A. litvinovii.
Однако данные по изменчивости маркеров хлоро-
пластной ДНК могут лишь косвенно отражать
адаптационные возможности видов. Для выявле-
ния подобных закономерностей более подходящим
будет использование мультилокусных ядерных
маркеров. Например, на видах секции Odontarrhena
в Албании [36] было показано различие между ви-
дами, облигатно произрастающими на серпенти-
нитах и на других типах почв по количеству “out-
lier”-локусов, т.е. локусов выходящих за рамки
распределения изменчивости при условии их
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нейтральности, а следовательно потенциально
сцепленных с адаптационными признаками.

В ходе работы отобраны маркеры хпДНК, пер-
спективные для выявления общей пространствен-
но-генетической структуры исследуемых видов.
Установлено близкое родство всех трех видов, гене-
тическое разнообразие и наличие специфичных для
видов A. obovatum и A. tortuosum гаплотипов, отсут-
ствие генетического разнообразия у A. litvinovii.
Увеличение выборки растений, больший терри-
ториальный охват их сбора и привлечение новых
маркеров поможет составить более полное пред-
ставление о филогении исследуемых видов. От-
носительно применения маркеров хпДНК можно
говорить об эффективности их использования
только при анализе методом секвенирования, вы-
являющим весь диапазон изменчивости. Несмот-
ря на то, что ПДРФ-метод имеет преимущество за
счет более низкой стоимости, в большинстве слу-
чаев он подходит для популяционных исследова-
ний только в качестве предварительной оценки
генетической изменчивости и ее структуры.

Работа выполнена в рамках государственного
задания Института экологии растений и живот-
ных УрО РАН № 122021000090-5, проведение мо-
лекулярно-генетического анализа поддержано
грантом РФФИ № 16-04-01346.

Благодарим лабораторию молекулярной гене-
тики ИЕНиМ за помощь в проведении си-
квенсного анализа.

Настоящая статья не содержит каких-либо ис-
следований с использованием в качестве объекта
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Настоящая статья не содержит каких-либо ис-
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Genetic Structure of the Ni-Accumulating Alyssum L.
Species (Odontarrhena) in the Urals
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A species-level phylogeny of the Odontarrhena section in the Urals was estimated for the first time. Alyssum
obovatum (C.A. Mey.) Turcz., A. tortousum Willd. and A. litvinovii Knjaz. are known for their heavy metal
hemi- and hyperaccumulating ability. A total of 15 haplotypes were found based on the genetic diversity of the
two chloroplast DNA markers. There are only a few species-specific haplotypes observed in the A. obovatum and
A. tortuosum populations, while geographically close populations of both species share the most part of closely
related haplotypes. Thus, the species form a geographically structured pattern of haplotype distribution. The
Ural endemic A. litvinovii turned out to be monomorphic and genetically close to the other species.

Keywords: genetic diversity, cDNA, Urals, hyperaccumulation, Alyssum, trnS-trnG, trnH-psbA.
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