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ФГБОУ ВО «Кубанский государственный аграрный университет имени И.Т. Трубилина», Краснодар, Россия
В статье представлены результаты изучения дикорастущих форм винограда Краснодарского края и Республики Адыгея. Для изучения впервые были применены маркеры, принцип действия которых основывается на присутствии в геноме растений ретротранспозонов. Все собранные образцы были разделены по трем популяциям на основании их места произрастания (Абинск, Даманка и Майкоп). В результате исследования всего было получено 586 ДНК-полос, из которых почти все (96.92%) были полиморфными. При этом, наиболее высокий уровень разнообразия был обнаружен для первой популяции, произрастающей в Абинском районе Краснодарского края, возле хутора Нечаевский. Такие данные указывают на присутствие межвидовых гибридов или же примесей в популяции. Далее, при выполнении AMOVA также было установлено, что внутри исследованных групп имеется высокое генетическое разнообразие, что подтверждает предыдущее предположение. Проведение PCoA анализа и кластеризации генотипов позволило выявить схожие и отличающиеся группы внутри выборки. В целом, было выявлено, что все образцы разделены на 3 группы (в случае PCoA) или 2 группы (при кластеризации их методом Maximum Likelihood). Распределение генотипов по группам помогло установить схожесть между образцами и предположить их принадлежность к одному биологическому виду. На основании полученных данных были сформированы еще две группы генотипов в программе GenAlEx. Проведение дополнительного анализа AMOVA с этими группами как самостоятельными популяциями подтвердило предположение о том, что генотипы А5, А6, А9, А1, А2.6 и А2, скорее всего, являются представителями иного вида или же межвидовыми гибридами. Дальнейшее описание всей выборки программой STRUCTURE также подтвердило предположение о том, что некоторые изученные геномы имеют комплексное строение. При этом неожиданным было и то, что некоторые формы, идентифицированные как V. sylvestris (например, образец A_Balesta и вся майкопская популяция), также имеют сложное строение генотипа по результатам анализа данных, полученных на основе применения iPBS маркеров. В целом, полученные результаты подтвердили предположения о наличии вида V. sylvestris, межвидовых гибридов, которые могли произойти от спонтанного скрещивания и, по-видимому, сортовой примеси
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Kuban State Agrarian University, Krasnodar, Russia.
The article presents the results of studying wild forms of grapes in the Krasnodar region and the Republic of Adygea. For the first time, markers were used for the study, the principle of operation of which is based on the presence of retrotransposons in the plant genome. All collected samples were divided into three populations based on their habitat (Abinsk, Damanka and Maikop). As a result of the study, we obtained a total of 586 DNA bands, of which almost all (96.92%) were polymorphic. At the same time, the highest level of diversity was found for the first population growing in the Abinsky district of the Krasnodar region, near the Nechaevsky village. Such data indicate the presence of interspecific hybrids or admixtures in the population. Further, when performing AMOVA, it was also found that there is a high genetic diversity within the studied groups, which confirms the previous assumption. Conducting PCoA analysis and clustering of genotypes made it possible to identify similar and different groups within the sample. In general, it was found that all samples were divided into 3 groups (in the case of PCoA) or 2 groups (when clustered by the Maximum Likelihood). The distribution of genotypes into groups helped to establish the similarity between the samples and suggest that they belong to the same biological species. Based on the obtained data, two more groups of genotypes were formed in the GenAlEx program. An additional AMOVA analysis with these groups as separate populations confirmed the assumption that the A5, A6, A9, A1, A2.6, and A2 genotypes are most likely representatives of a different species or interspecific hybrids. Further description of the entire sample by the STRUCTURE program also confirmed the assumption that some of the studied genomes have a complex structure. At the same time, it was also unexpected that some forms identified as V. sylvestris (for example, the A_Balesta accession and the entire Maikop population) also have a complex genotype structure according to the results of analysis of data obtained using iPBS markers. In general, the results obtained confirmed the assumptions about the presence of the species V. sylvestris, interspecific hybrids that could have occurred from spontaneous crossing and, apparently, varietal admixture
Keywords: V. SYLVESTRIS, GRAPEVINE, RETROTRANSPOSONS, IPBS, BIODIVERSITY, WILD FORMS


Введение
Евразийский виноград (Vitis vinifera L.) является одной из наиболее широко культивируемой и экономически важной плодовой культурой в мире [13, 12]. Вид Vitis vinifera L. включает в себя два подвида: культивируемую форму V. vinifera ssp. vinifera и дикую форму V. vinifera ssp. sylvestris, которые рассматриваются так на основании их морфологических различий. Это утверждение основывается на том, что данные различия являются результатом процесса одомашнивания [11, 17]. Дикая форма, считающаяся предполагаемым предком культивируемой формы, представляет собой эндемичный таксон семейства Vitaceae в Европе [28, 14], одомашнивание, распространение и такой большой аграрный успех которой, очевидно, связано с возможностью потребления его как в свежем виде, так и после переработки в вино [7, 4]. Несмотря на то, что дикие виноградные лозы были широко распространены в Южной Европе, Западной и Центральной Азии еще в период неолита, археологические и исторические данные свидетельствуют о том, что первые события одомашнивания произошли на Ближнем Востоке [30, 25].
В настоящее время популяции дикого винограда, встречающиеся в естественных местах их обитания, считаются смесью диких форм, культивируемых одичавших сортов и подвоев, а также гибридов, полученных в результате спонтанной гибридизации между этими видами и формами [27, 5]. Ранее был выявлен поток генов между культурным и диким виноградом [9]. По оценкам, между культурными виноградниками и близко расположенными популяциями дикого винограда происходит обмен до 3% миграции пыльцы [6]. Очевидно, что такое переопыление между растениями могут оказать значительное влияние на эволюцию дикорастущих популяций [29, 22]. В настоящее время дикий виноград находится под угрозой исчезновения на всем протяжении своего ареала [2], и необходимы усилия по сохранению для поддержания генетической целостности и выживания оставшихся популяций [10]. В этом контексте информация о количестве и распределении генетического разнообразия дикой виноградной лозы имеет решающее значение для разработки стратегий сохранения.
Молекулярно-генетический анализ дал представление о генетическом разнообразии V. vinifera по отношению к диким родственникам, генеалогии сортов и специфических аллелях, связанных с изученными признаками [18]. И большая часть информации о генетическом разнообразии получена из образцов, которые содержатся в различных хранилищах гермплазмы [26]. Генотипирование диких и культивируемых образцов из широкого круга виноградарских зон в двух крупных хранилищах виноградной лозы предоставило значительный набор данных, способных прояснить отношения внутри и между двумя подвидами на глобальном уровне [1]. Результаты этих исследований показывают, что виноградная лоза распространилась с востока на запад после первого процесса одомашнивания. Также, полученные данные свидетельствуют об интрогрессии местных особей V. sylvestris с культивируемыми образцами и о влиянии на генетическую структуру, в связи с географическим происхождением и селекционной деятельностью человека.
Одним из важнейших регионов выращивания винограда является Краснодарский край. Было установлено, что здесь и в близлежащей Республике Адыгея имеются точки произрастания дикого лесного винограда V. Sylvestris [31, 32]. Ранее уже проводились исследования генетического разнообразия V. sylvestris Северного Кавказа и Крыма с использованием молекулярно-генетических маркеров [31]. В результате чего все образцы были не только разделен по четырем хлоротипам, но и выявлен уникальный, характерный для Азербайджанской популяции. В нашем исследовании была поставлена цель изучить генетическое разнообразие и взаимосвязь популяций Краснодарского края и Республики Адыгея с использованием ретротранспозонных маркеров.
Материалы и методы
В качестве растительного материала были отобраны формы дикорастущего винограда, локализованные в Краснодарском крае: Абинский район (хутор Нечаевский) и село Даманское; и в Республике Адыгея (возле города Майкоп). Таким образом, данные генотипы были записаны как А1, А2, А2.4, А2.6, А1.1, А5, А6, А9 и А_Balesta (Абинский район); Д1 и Д2 (Даманка) и М1, М2, М3, М4, М5, М7 и М7.2 (Майкоп).
Выделение ДНК производилось из листьев, отобранных в местах локализации дикого винограда, ЦТАБ-методом [24]. Концентрация ДНК была измерена при помощи прибора IMPLEN NanoPhotometer NP80 (Implen GmbH), после чего доведена до 20 нг/мкл.
ПЦР проводили с параметрами указанными Kalendar et al. (2010) [15]. Для амплификации были выбраны следующие праймеры: ISSR (GA)9C; 2415 и 2074. Разделение продуктов амплификации проводили в 1% ТАЕ-агарозном геле при параметрах 150V и 150А, в течении 1 часа. После чего пластины были сфотографированы с использованием прибора GelDoc Go Gel Imaging System (Bio-Rad). Описание полученных картинок проводили с использованием программы GelPro Analyzer 3.1 (Media Cybernetics). После чего данные были переведены в бинарную таблицу, где 1 – присутствие ДНК-полосы, 0 – её отсутствие.
Анализ полученных результатов проводили с использованием встроенной программы-макроса GenAlEx 6.3 [23]. С её помощью была рассчитаны такие параметра как частота встречаемости аллелей в популяциях, генетическое расстояние между образцами, AMOVA [19] и PCoA [20]. Для построения кластерного древа была использована программа MEGA X [16]. Кластеризация была выполнена методом Maximum Likelihood [21], с 999 бутстрепами. Программа STRUCTURE [3] была использована для анализа выборки на предполагаемое число популяций. При помощи вэб-сервиса STRUCTURE HARVESTER [8] данные, полученные в результате анализа всей выборки программой STRUCTURE, были визуализированы. Для структурирования всей популяции были выбраны следующие параметры: 10000 MCMC Reps, 100000 Burnin Period, как модель использовали «admixture model» и пять повторностей для количества популяций от 1 до 10.
Результаты
Впервые были исследованы дикорастущие лианы винограда вида Vitis sylvestris Gmel. Краснодарского края и Республики Адыгея с использованием ретротранспозонных и интросателлитных маркеров. Общая статистика приведена в таблице 1. Всего было исследовано три популяции дикорастущего винограда: Абинская популяция; Даманская популяция и Майкопская популяция.
Таблица 1 – Общая статистика полученных результатов
	№
	Название
	Популяция
	NBPG
	TNB
	% PB
	NPB
	Индекс Шеннона
	Разнообразие

	1
	A1
	1
	27
	
	
	
	
	

	2
	A2.6
	1
	32
	
	
	
	
	

	3
	A2
	1
	34
	
	
	
	
	

	4
	A2.4
	1
	27
	
	
	
	
	

	5
	A1.1
	1
	39
	
	
	
	
	

	6
	A9
	1
	38
	
	
	
	
	

	7
	A_Balesta
	1
	43
	
	
	
	
	

	8
	A5
	1
	42
	
	
	
	
	

	9
	A6
	1
	39
	
	
	
	
	

	10
	A1.3
	1
	42
	363
	88.46%
	321
	0.475
	0.317

	11
	D2
	2
	32
	
	
	
	
	

	12
	D1
	2
	35
	67
	19.23%
	11
	0.133
	0.096

	13
	M7.2
	3
	17
	
	
	
	
	

	14
	M7
	3
	26
	
	
	
	
	

	15
	M2
	3
	22
	
	
	
	
	

	16
	M3
	3
	9
	
	
	
	
	

	17
	M1
	3
	15
	
	
	
	
	

	18
	M5
	3
	36
	
	
	
	
	

	19
	M4
	3
	31
	156
	53.85%
	84
	0.287
	0.190

	
	Всего
	
	
	586
	96.92%
	567
	0.464
	0.300


* – NBPG – количество ДНК-полос на генотип; TNB – количество ДНК-полос на популяцию; % PB – процент полиморфных ДНК-полос; NPB – количество полиморфных ДНК-полос.
Как мы можем видеть из приведенной выше таблице, всего было получено 586 ДНК-бендов для всех генотипов. При этом, наименьшее число полос было сгенерировано образцов М3 (9), в то время как А5 показал наибольшее (42).
Изначально вся выборка генотипов была представлена как единая популяция, в результате чего было выявлено, что 96.92% (или 567 штук) полученных ДНК-бендов являются полиморфными. Это также и отразилось на высоких показателях Индекса Шеннона (0.464) и показатели Разнообразия (0.300). Такие данные говорят нам о том, что представленные популяции как единая группа являются высоко полиморфной. Вполне возможно, что среди изученных генотипов имеются межвидовые гибриды, так как расположение мест обитания данных лиан может свидетельствовать в пользу перекрестного опыления с местным культурным виноградом.
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Рисунок 1 – Статистика ДНК-полос по популяциям
Что касается самих выборок, то здесь достаточно интересные данные, подтверждающие предыдущее предположение были получены при расчете тех же индексов для каждой популяции отдельно. В частности, стоит подчеркнуть, что Индекс Шеннона и показатель Разнообразия для первой популяции были выше, чем по всей выборке. У второй и третьей популяции эти же показатели были значительно ниже. Это говорит об обратном: между генотипами в популяциях 2 и 3 имеются более тесные родственные связи. В самом деле, расположение этих образцов (из второй и третьей популяции) является более изолированных, чем у первой популяции, которая расположена возле х. Нечаевский.
Таблица 2 – Результаты AMOVA анализа
	Показатель
	SS
	MS
	Est. Var.
	%

	Между популяциями
	65.050
	32.525
	2.455
	11%

	Внутри популяций
	305.371
	19.086
	19.086
	89%

	Всего
	370.421
	
	21.541
	100%


* – SS – сумма квадратов; MS – среднее значение квадратов; Est. Var. – оценочная вариация; % – процент полиморфности.
Как мы можем видеть из рисунка 1 и таблицы 2, такие показатели как полиморфность между популяциями была значительно меньше (11%), чем внутри популяций (89%). Тем не менее, такие данные не являются неожиданными, в свете предположения того, что в выборке присутствуют межвидовые гибриды. Таким образом, это объясняет достаточно высокий показатель полиморфности между популяциями, так как при анализе одного вида он, обычно, ниже. Соответственно, показатель полиморфности внутри популяция представляется также достаточно высоким. В остальном же, ожидаемо, что сумма квадратов была выше для показателя внутри популяций, равно как и оценочная вариабельность. 
Для того, чтобы изучить родственные взаимосвязи между организмами внутри всей выборки, нами было рассчитано генетическое расстояние между образцами (Таблица 3) и, на основе него, построена PCoA координатная плоскость.
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Рисунок 2 – Распределение генотипов на координатной плоскости
Как мы можем увидеть из рисунка 2, генотипы были распределены программой на три кластера. В первый, как и предполагалось, вошли образцы Абинска и Даманки. Во втором были объединена Майкопская группа образцов и, неожиданно, несколько абинских генотипов. И, третий кластер, по-видимому, состоит из образцов, которые являются межвидовыми гибридами и, поэтому, были отделены от общей группы. Как можно видеть, среди образцов, которые были расположены отдаленно и, видимо представляют собой межвидовые гибриды, присутствует деление на две суб-популяции. Это указывает на их происхождение от опыления различными растениями, выступивших в роли родительских форм. Таким образом, предполагается, что генотипы А1, А2, А2.6 и А5, А6 и А9 являются гибридными формами и имеют разных родителей, что также подтверждается и их морфологическим строением листьев [31, 34]. При этом из рисунка 2 видно, что, в целом, дикорастущие лианы вида V. sylvestris формируют кластер, который включает в себя генотипы из всех трех ареалов обитания. Также очевидно, что изолированная популяция, растущая в Майкопской зоне, была наиболее «сплоченной» констелляцией генотипов.
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Таблица 3 – Генетические расстояния между исследованными образцами
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Рисунок 3 – Распределение диких лиан винограда методом Maximum Likelihood в программе MEGA X
Распределение генотипов методом Maximum Likelihood (Рисунок 3) показало разделение на два основных макрокластера, внутри одного из которых выделено три суб-кластера. Интересно, что как и при распределении генотипов PCoA, А Balesta был расположен вблизи не только к Майкопской популяции, но при этом отличие состояло в том, что он был кластеризован рядом с образцами М4 и М5. Скорее всего это указывает нам на то, что данные образцы являются настоящим V. sylvestris, так как принадлежность к данному виду у образца А Balesta была установлена ранее [33, 31]. Также, как и в PCoA, данный метод анализа расположил образцы Д1 и Д2 рядом с абинской группой. С одной стороны, это может служить основанием предполагать схожесть данных генотипов с образцами, имеющими подтверждение видовой принадлежности. С другой стороны, расположение их при кластеризации рядом с генотипами, которые, по-видимому, являются межвидовыми гибридами (из-за чего как в PCoA, так и в кластерном древе были выделены в отдельную группу), может указывать на то, что даманская группа может иметь более сложное происхождение, что, на первый взгляд, кажется неочевидным. Поэтому для того, чтобы установить предполагаемое число популяций и, соответственно, распределение аллелей внутри генотипов, нами был проведен анализ всей выборки в программе STRUCTURE с использованием моделей смешения генотипов и независимого наследования.
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Рисунок 4 – Диаграмма результатов AMOVA анализа
С целью подтверждения наличия гибридных форм в выборке нами был проведен дополнительных анализ AMOVA, но уже при разделении генотипов в соответствии с PCoA. Таким образом, диаграммы «a» и «b» рисунка 4 представляют результаты анализа всей выборки, но уже представленной пятью популяциями. В популяцию 4 вошли образцы А5, А6 и А9. В популяцию 5 были включены генотипы А1, А2.6 и А2. И, как можно видеть, под-рисунок «a» представляет результаты первичного AMOVA (молекулярная дисперсия составила: 11% между популяциями и 89% внутри популяций). После исключения из первой популяции генотипов молекулярная дисперсия между популяциями увеличилась в два раза (23%), в то время как внутри популяций уменьшилась (77%, под-рисунок «b»). Это также указывает на то, что исключение образцов из первой популяции позволило создать две группы, которые значительно отличаются по своей генетической структуре от остальных популяций, что также свидетельствует в пользу того, что включенные в эти группы генотипы имеют другую видовую принадлежность.
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Рисунок 5 – Результаты анализа в программе STRUCTURE HARVESTER
Таким образом, нами было проведено изучение всей выборки при симуляции от 1 до 10 мнимых популяций с пятикратной повторностью каждой симуляции. Интересно отметить, что результаты анализа в программе STRUCTURE HARVESTER (Рисунок 5) показали наличие достаточно разного количества возможных популяций (2, 3, 4, 5, 6, 7 или 9). Тем не менее, изменение графика DeltaK, указывают, что наибольшая вероятность представляется при двух и шести популяциях. Вместе с результатами AMOVA и генетического разнообразия, данные результаты не представляются удивительными, а только лишь подтверждают предыдущее предположение о том, что внутри выборки имеются межвидовые гибриды.
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Рисунок 6 – Распределение аллелей в генотипах в соответствии с показателями К=2 и К=6
Визуализация результатов анализа распределения аллелей внутри изученных генотипов в программе STRUCTURE (Рисунок 6) показала, что при симуляции двух популяций вся выборка разделяется на условные три кластера генотипов. В свою очередь, цветовое разделение преобладания аллелей указывает от доминирования «красной» популяции, до условного разделения «пополам». При этом в данном случае достаточно сложно судить о комплексности строения самих генотипов, так как смена доминирования аллелей, унаследованных от одной из популяций, идет плавно и не перетекает в доминирование условной «зеленой» популяции. Поэтому нами были сформированы результаты анализа при симуляции шести популяций, которое показало разделение всех организмов уже на 4 суб-популяции.
Цветовое разделение строения изученных генотипов дикорастущего винограда показало появление новых секторов внутри гистограмм. Несмотря на это, некоторые генотипы остались «стабильны» в своем разделении, то есть результаты, указанные на суб-рисунках «а» и «b» были практически одинаковыми. Например, у части из них было, как и в случае с под-рисунком «а», было явное преобладание одного из цветов (в данном случае – синего). При этом, у остальных генотипов было выявлено дробление гистограмм на большее количество цветов, что свидетельствует об их комплексном строении. Как видно из строения гистограмм, генотипы 1, 2 и 2.6 имеют уникальное строение, выражающееся в том, что набор их аллелей представлен, в основном, лиловым цветом. Такие результаты могут указывать на то, что данные образцы могут вообще принадлежать к другому виду. Помимо этого, интересно, что у некоторых генотипов (А9, A_Balesta, А5, А6 и А1.3) имелось присутствие «лиловых» аллелей, что также указывает на их уникальное строение, несмотря на то что основное строение полученного профиля представлено «синими» аллелями. 
При сравнении результатов можно заключить, что, в целом, полученные данные подтверждаются кластеризацией и PCoA анализом. Такой анализ дает основание полагать, что в выборке присутствуют как отдельные виды, так и межвидовые гибриды. В целом, вместе с проведенными анализами ранее, это дает основание полагать, что в выборке присутствует V. sylvestris.
Выводы
В результате работы были изучены три популяции дикорастущего винограда Краснодарского края и Республики Адыгея. Использование ретротранспозонных маркеров позволило выявить всего 586 ДНК-полос, из которых 96.92% (567) были полиморфными. Такие результаты были отражены по всей выборки в виде Индекса Шеннона (0.464) и Разнообразия (0.300). При анализе каждой популяции отдельно было обнаружено, что данные индексы у Популяции 1 выше, чем по всей выборке, что указывает на ее комплексный состав и возможное присутствие межвидовых гибридов. Эти данные были также и подтверждены результатами AMOVA. Распределение генотипов при помощи PCoA и их кластеризация также подтвердили данное предположение, так как некоторые образцы были отдалены от общей констелляции точек генотипов. При этом их отдаление было расположено таким образом, что дает основание предполагать наличие разных родительских форм. Подтверждением тому служил и анализ в программе STRUCTURE, так как при анализе всей выборки как представителей шести популяций было выявлено существенное разделение гистограмм по цветам, отображающим количество аллелей, унаследованных от той или иной мнимой популяции. Поэтому, вместе с предыдущими данными, полученными при фенотипировании и генотипировании, это дает основание сделать вывод, что в выборке присутствует как V. sylvestris, так и межвидовые гибриды, полученные от скрещивания с ним.
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