ГЛАВА I 

СИСТЕМАТИКА И ЭВОЛЮЦИЯ  РОДА HELIANTHUS
Родиной рода Helianthus является Северная Америка с границами распространения от южной части Канады до северной части Мексики. Представители этого рода имеют широкий размах не только межвидовой изменчивости по морфологическим признакам, но и внутрипопуляционной, что делает многие виды потенциальными источниками ценных агрономических признаков в селекции культурного подсолнечника, в том числе разных типов цитоплазм и генов восстановления фертильности [196, 249]. К настоящему времени получено большое количество межвидовых гибридов с участием культурного вида и дикорастущих сородичей, относящихся к разным секциям полиморфного рода Helianthus [238]. Это стало возможным благодаря вовлечению в селекционные программы по межвидовой гибридизации не только культуры изолированных зародышей [101, 102, 340], но и исходного растительного материала, который частично генетически совместим между собой [39].    
Классификацию полиморфного рода Helianthus начал разрабатывать еще в XVIII столетии К. Линней, описав при этом 9 видов. На протяжении XIX столетия ботаниками было выделено разное количество видов подсолнечника (от 108 до 264). Первое детальное филогенетическое изучение дикорастущих видов подсолнечника, в основу которой было положено описание фенотипических признаков и результаты скрещиваемости между ними, можно отнести к середине XX столетия, когда была предложена более точная классификация рода Helianthus. Она разработана C. Heiser et al. [219] и включала 68 видов. Впоследствии система рода Helianthus была уточнена E. Schilling и C. Heiser [324] и в ней было выделено уже 49 видов, различающихся по уровню плоидности и типу развития (табл. 2). Эти виды объединены в 4 секции: Helianthus (включает только однолетние виды), Agrestes (входит один однолетний вид), Ciliares (только многолетние виды) и Divaricati (многолетние виды и один однолетний, который в таблице 2 обозначен звездочкой). Род Helianthus относится к классу Dicotyledons, порядку  Asterales, семейству Asteraceae. Эта систематика рода Helianthus на сегодняшний день является общепризнанной и филогенетические взаимоотношения между многими дикорастущими видами ныне продолжает изучаться с привлечением современных молекулярных методов. С детальным морфобиологическим описанием и географическим распространением видов подсолнечника можно ознакомиться на Интернет сайте http://plants.usda.gov.

Число хромосом у подсолнечника кратно 17 (приложение рис. 3B). Этот род представлен диплоидными (2n=34), тетраплоидными (2n=68) и гексаплоидными  (2n=102) видами. В пределах  некоторых видов в одной популяции могут встречаться формы с разным уровнем плоидности, например, H. ciliares DC., H. strumosus L.,  H. laevigatus T. & G. представлены тетра- и гексаплоидными формами, а H. decapetalus L. – ди- и тетраплоидными. 

Исследованиями сотрудников Всероссийского института растениеводства им. Н.И. Вавилова (ВИР) [цит. по 39] была осуществлена внутривидовая классификация культурных форм подсолнечника, согласно которой выделено 4 разновидности, характеристика которых представлена в таблице 3. 
Геномный анализ и видообразование. Исследования скрещиваемости между видами и конъюгации хромосом в мейозе являются основой геномного анализа и анализа генетического родства разных видов высших растений. Геномный анализ рода Helianthus, базирующийся на цитологических методах, начался с 30-х годов XX столетия. Накопленные в научной литературе данные по изучению мейоза различных видов подсолнечника и межвидовых гибридов с использованием классических методов цитологии позволили сделать определенные заключения о геномной структуре рода Helianthus и взаимоотношениях между разными дикорастущими видами подсолнечника [136, 147, 159, 238].  В частности, результаты цитологического анализа межвидового гибрида, полученного от скрещивания двух разнохромосомных видов H. tuberosus (2n=102) и H. annuus (2n=34), дали возможность обозначить разные геномы подсолнечника как A и B [250, 251]. Позже был установлен третий геном, который обозначили символом С. Этот геном характерен для мексиканских видов подсолнечника [234]. 

Таблица 3
Основные разновидности культурного подсолнечника

	Разновидность
	Характеристика

	var. pustovojtii
	Масличный подсолнечник, который характеризуется комплексом агрономических признаков (высокое содержание масла, устойчивость к основным болезням и вредителям и др.). К этой разновидности относят большинство современных сортов и гибридов.  

	var. annuus
	Является  декоративной формой. Считается, что эти формы были интродуцированы в Западную Европу из первичного центра происхождения. 

	var. armeniaca
	Можно использовать в селекции крупноплодных сортов кондитерского направления. Семена имеют длину 25-28 мм. 

	var. australis
	Можно использовать для создания сортов кормового направления. Растения позднеспелые и высокорослые. 


На основе результатов скрещиваний между одно- и многолетними диплоидными видами предположили, что они являются носителями разных геномов и цитогенетические исследования межвидовых гибридов выявили их определенную гомологию. Также было высказано предположение, что становление генома однолетних видов связано с гибридизацией предковых видов, имеющих гаплоидный набор хромосом 8 и 9 [218]. Впоследствии эта гипотеза была подтверждена при проведении цитологического анализа однолетних видов и их гибридов по наличию различных хромосомных нарушений [171, 235]. Особенностью прохождения мейоза у межвидовых гибридов, полученных с участием гекса- и диплоидных видов, является образование трех унивалентов, подтверждая то, что в эволюции рода Helianthus принимал участие вид с 16 хромосомами [81].  
Многочисленные цитогенетические исследования рода Helianthus внесли весомый вклад в понимание взаимоотношений между разными дикорастущими видами подсолнечника. Так, например, было показано, что мейоз у диплоидных видов подсолнечника протекает в целом нормально, хотя их геномы и содержит некоторые структурные различия [136]. Детальный анализ поведения хромосом у тетраплоидных видов, проведенный этим же автором, подтвердил выдвинутую раннее гипотезу о роли естественной гибридизации диплоидных и гексаплоидных видов, при этом диплоидные виды были по происхождению разногеномными. Также было высказано мнение, что некоторые виды имеют сегментную аллотетраплоидную природу [219]. Хотя изначально предполагалось, что гексаплоидные виды в ходе эволюции обособились путем автополиплоидизации, накопленные на сегодняшний день многочисленные данные свидетельствуют в пользу аллоплоидного их происхождения [136].  

Однако исследования поведения мейотических хромосом в геномном анализе рода Helianthus не дают возможности отнести хромосомы к определенному геному, идентифицировать хромосомы с аберрациями (транслокации, делеции и др.) в силу отсутствия четких критериев оценки цитологических параметров. Разработка ДНК-маркеров для культурного подсолнечника и родственных ему видов позволяет решить некоторые вопросы, связанные с обменом хромосомных участков (особенно при межвидовой гибридизации), происхождением рода Helianthus, скоростью его эволюции [166, 215, 314,]. Так, например, молекулярно-филогенетический анализ рода Helianthus подтвердил его амфиплоидное происхождение на основе наличия в геноме подсолнечника большого числа копий определенных участков ДНК, выявленных с применением ДНК-зондов. Приблизительно по 70 % ДНК-зондов была идентифицирована многокопийность [204].  

Развитие ДНК-технологий привнесло новые возможности в геномный анализ подсолнечника. Доказательство наличия одного общего генома и других геномов в пределах рода Helianthus было подкреплено молекулярно-генетическим анализом. Анализ группы однолетних и многолетних диплоидных видов подсолнечника показал, что их геномный состав различается. То же было выявлено у тетраплоидных и гексаплоидных видов. Сравнительное изучение ампликонов, выявленных на основе RAPD-анализа, позволило построить геномную формулу видов подсолнечника, принадлежащих трем секциям: Helianthus, Atrorubentes и Ciliares [335]. Авторами этой работы в анализ было вовлечено 36 видов подсолнечника, которые были проанализированы по 600 локусам, выявленных с помощью 100 произвольных праймеров. На основе результатов молекулярно-генетического анализа дикорастущих видов подсолнечника было высказано предположение о наличии у подсолнечника 4 геномов: H, A, P и C, из которых  С – характерен для всех видов, H – уникальный для секции Helianthus, P – характерен для многолетних видов и A – уникален для секции Atrorubentes. Таким образом, геномная формула для секции Helianthus - HC, для секции Atrorubentes - CPA,  для Ciliares - вероятно, CP?. В целом, эти результаты уточняют данные о геномной структуре рода, полученные в ранних работах [3, 7, 234, 250, 251]. 
Одним из основных механизмов видообразования у растений, в том числе в роде Helianthus, является естественная гибридизация и интрогрессия, приводящая к появлению новых рас или видов [310, 317]. Обобщая имеющие на сегодня данные полувекового изучения рода Helianthus, можно констатировать, что преобладающими способами видообразования являются алло- и гомоплоидное гибридное образование видов подсолнечника. Аллоплоидное видообразование базируется на кратном увеличении у гибрида хромосомного набора, образовавшегося в результате гибридизации разногеномных видов, тогда как гомоплоидное гибридное видообразование предполагает закрепление в гибридном потомстве новых хромосомных перестроек без увеличения числа хромосом. Моделирование процессов, происходящих при гомоплоидном гибридном видообразовании подсолнечника, описано в работах [162, 163]. 
В настоящее время процесс гомоплоидного гибридного видообразования среди покрытосеменных растений наиболее подробно описан у представителей нескольких видов рода Helianthus [311, 313]. Гомоплоидное видообразование характерно для таких однолетних диплоидных  дикорастущих видов как H. anomalus, H. deserticola и H. paradoxus. Все эти виды территориально разделены и адаптированы к специфическим экологическим условиям. Они происходят от двух однолетних диплоидных видов H. annuus и H. petiolaris, ареалы которых перекрываются между собой и формируют узкую (менее 30 метров) гибридную зону [313]. Хотя H. annuus и H. petiolaris в некоторых регионах Северной Америки произрастают вместе, однако они отличаются экологическими предпочтениями. Так, H. annuus предпочитает тяжелые почвы, а H. petiolaris - песчаные. Доказательство интрогрессии хромосомных сегментов одного вида в другой было подтверждено молекулярным анализом их геномов [244, 339]. Следует отметить, что из всего разнообразия видов рода Helianthus процессы видообразования достаточно хорошо изучены в пределах группы однолетних диплоидных видов. Многолетние же виды  на сегодняшний день остаются малоизученными в силу сложности организации их геномов.
Использование геномной in situ гибридизации (GISH) для изучения полиплоидных видов растений открывает новые возможности в решении многих эволюционных задач. В настоящие время этот метод только начинает применяться  в цитогенетических исследованиях рода Helianthus. Особенно важное значение этот подход будет иметь для четкого установления доноров разных геномов в пределах одного вида или же для целой секции рода Helianthus. Сравнительное изучение повторяющихся последовательностей ДНК однолетних и многолетних видов подсолнечника и некоторых других представителей семейства Asteraceae (Viguiera, Tithonia, Achillea, Bellis и др.) с использованием метода геномной in situ гибридизации  показало, что гибридизационный сигнал присутствовал только у видов рода Helianthus и вида Viguiera multiflora [290], подтверждая установленное ранее участие видов рода Viguiera в эволюции рода Helianthus [219]. Среди изученных в работе видов подсолнечника повторяющаяся последовательность ДНК была сосредоточена в концевых и интеркалярных участках всех хромосом однолетних видов, тогда как гибридизационный сигнал отсутствовал в метацентрических хромосомах многолетних видов [290]. Ранее этот подход был использован для детального изучения культурного подсолнечника [170] и стал применяться в программах по межвидовой гибридизации с целью идентификации чужеродного генетического материала в геноме H. annuus  [195, 272]. 
Молекулярный филогенетический анализ. Разработка эффективных методов анализа белков и ДНК позволила довольно легко определять уровень изменчивости видов подсолнечника и на основе полученных данных уточнять их филогенетическое родство. Филогенетический анализ рода Helianthus осуществлялся с использованием биохимических показателей – запасных белков [9], белков-антигенов [4], а также в настоящее время исследователи широко применяют методы, основанные на полиморфизме длины рестрикционных фрагментов ДНК (ПДРФ) и полимеразной цепной реакции (ПЦР).

Использование биохимических методов в филогенетическом анализе рода Helianthus позволило установить ряд закономерностей. Белки семян однолетних видов рода Helianthus, многолетних диплоидных и полиплоидных видов секции Atrorubentes различаются по иммунохимическим свойствам суммарной фракции и по составу полипептидов главных запасных белков. Предполагается, что запасные белки контролируются небольшим количеством генов, которые образуют кластеры [9]. Сейчас биохимические методы в филогенетическом анализе рода Helianthus уступили место ДНК-технологиям.   
Развитие методов молекулярно-биологических исследований позволило расширить наши знания об эволюции рода Helianthus. Этот род и другие родственные ему роды исследуют по различным последовательностям ядерной  ДНК, например, полиморфизм длин рестрикционных фрагментов [204], случайные полиморфные последовательности ДНК [336], гены рибосомальной ДНК (рДНК) [291, 325], гены дегидринов [207], последовательности ретротранспозонов [169, 290, 365],  а также гены хлоропластной ДНК (хпДНК) [189, 323, 371].  Кроме того, разработаны универсальные маркеры для сравнительного маркирования и филогенетического анализа в пределах семейства Asteraceae [172].

Метод рестрикционного анализа хпДНК нашел широкое применение в изучении филогении рода Helianthus. Возраст рода, рассчитанный при анализе сайтов рестрикции хпДНК, колеблется в пределах от 4,75 до 22,7 млн. лет, а изменения в хпДНК происходили с частотой 0,03 – 0,1% за один млн. лет, при этом дивергенция видов подсолнечника произошла, вероятно, 1,7 – 8,2 млн. лет назад [323]. 

По сайтам рестрикции хпДНК также получены данные, согласно которым 32 вида подсолнечника распределились на 4 основные группы. Однолетние виды секции Helianthus вошли в одну большую группу, за исключением  видов H. agrestis и H. porteri, каждый из которых размещался на дендрограмме обособленно. Эти виды имеют ограниченный ареал произрастания в экстремальных условиях на юго-востоке США и, вероятно, их дивергенция происходила обособлено от остальных однолетних диплоидных видов секции Helianthus  (http://plants.usda.gov). Многолетние виды подсолнечника образовали один кластер и, как предполагают авторы, имеют монофилетическое происхождение. К группе многолетников близкими оказались два вида рода Phoebanthus – P. gradiflora и P. tenuifolia, при этом виды рода Viguiera (V. similis и V. phenax) кластеризовались обособлено [323]. 

Подобные результаты были получены при анализе полиморфизма нуклеотидных последовательностей внутренних транскрибируемых спейсеров (ITS) рДНК, которые часто используют для изучения близких генетических связей. Обсуждая полученные результаты и сравнивая их с предыдущей работой, E. Schilling et al. [325] приходят к выводу о монофилетическом происхождении однолетних диких видов, тогда как в отношении многолетних видов этим методом получена довольно противоречивая информация. Многолетние виды не формировали монофилетическую кладу, как в случае  хпДНК, а формировали несколько клад. Кроме того, авторы указывают на недостаточную информативность данного типа маркеров для установления филогенетических связей в пределах многолетних видов. 
Используя в качестве меченого зонда рибосомальную  последовательность 18S-5S-26S пшеницы, авторы в геноме всех вовлеченных в анализ многолетних и однолетних видов подсолнечника обнаружили разную степень проявления гибридизационного сигнала. Эти опыты показали, что изучаемая последовательность рДНК у многолетних видов присутствует в двух парах хромосом, а у однолетников - в трех. Исключение составил однолетний вид H. annuus, у которого локусы рДНК расположены в 4 хромосомных парах. Однако различий между культурным видом и его дикими сородичами выявлено не было [291]. 

Филогенетические взаимоотношения в роде Helianthus были установлены при изучении внешних транскрибируемых спейсеров (EST). Анализ филогенетических деревьев, построенных методом максимального правдоподобия, свидетельствует в пользу монофилии однолетних видов, принадлежащих секции Helianthus, и полифилии многолетних видов подсолнечника [347].  Эти результаты подтверждают ранее выдвинутую теорию о роли гибридизации в эволюции и в становлении некоторых однолетних и многолетних видов [цит по 313].

 Экспериментальные исследования в области эволюции рода Helianthus  позволили получить достаточное количество информации о видообразовании и происхождении некоторых видов этого рода, прежде всего, однолетних диплоидных видов, относящихся к секции Helianthus. Наиболее сложной группой видов для построения молекулярных филогенетических деревьев  является группа многолетних диких видов подсолнечника.   
Доместикация. Восстановить события, которые бы полностью характеризовали процесс доместикации подсолнечника, крайне сложно и этот вопрос до сих пор обсуждается в научной литературе. Вероятный путь эволюции культурного H. annuus, по данным C. Heiser [217], проходил из юго-западных в центрально-восточные области нынешних США, где и произошла доместикация подсолнечника. Одним из главных признаков, который сыграл ключевую роль в доместикации подсолнечника, было увеличение размера семянки в результате бессознательного или сознательного отбора со стороны человека доколумбовой эпохи [167]. Также выявлены основные группы сцепления с локализованными локусами количественных признаков (QTL), на которые был направлен отбор [148, 165]. Молекулярно-биологические исследования, проведенные учеными, показали, что доместикация проходила только в одном географическом регионе [213]. Согласно археологическим находкам в Северо-Восточной Америке, культурный подсолнечник, вероятно, появился на данной территории приблизительно за 4840 лет до н.э. [332]. 
C. Heiser изначально допускал возможность альтернативного способа доместикации подсолнечника, согласно которому очаги культурного подсолнечника возникли независимо в нескольких регионах: на юго-западе и в центральной части запада США, а также в северной Мексике [цит. по 316]. Однако в настоящее время результаты накопленных данных по молекулярно-биологическому анализу [143, 167, 173, 316, 371] позволили C. Heiser [221, 222] сделать окончательный вывод о том, что доместикация имела место только в одном, а не в нескольких географических регионах. Однако D. Lents et al. [267] все-таки указывают на возможное происхождение культурного подсолнечника на севере Мексики, подтверждая данную точку зрения археологическими, лингвистическими, этногеографическими, этноисторическими данными.  

Таким образом, хотя на сегодняшний день и существуют отдельные гипотезы о множественной доместикации подсолнечника, но большинство исследователей склоняется к мнению о происхождении культурного подсолнечника в одном географическом регионе – северо-востоке США. 
