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Введение

Большая часть исследований по систематике растений производится на гербарном материале. Преимущества гербария перед живыми растениями для работы систематика очевидны и неоспоримы. Работа в гербарии позволяет существенно расширить географический охват исследований, сводя при этом к минимуму материальные и временные затраты. Кроме того, изучение гербарного материала позволяет провести консультацию со специалистами по группе по истечении полевого сезона и даже через несколько десятков и сотен лет после сбора живого материала (The herbarium handbook, 2005). Однако при гербаризации диагностические признаки растений, такие как размер и форма листьев, могут меняться и становиться сходными со значениями аналогичных признаков близких видов, что может затруднять разграничение этих видов на гербарном материале по вегетативным признакам. Несмотря на актуальность этой проблемы, исследования изменений размеров и формы и размера листьев при гербаризации практически отсутствуют. Изменения размеров листьев изучены для представителей родов Dactylorhiza (Vermeulen, 1947) и Nymphaea (Волкова, 2008). Единственное исследование изменения формы листьев было проведено методами геометрической морфометрии на близких видах кувшинки (Nymphaea  alba L., N. candida Presl и N. tetragona Georgi), которые различаются в частности формой листьев (Волкова, 2008). Все это свидетельствует о необходимости исследования проблемы деформации листьев при гербаризации на других видах растений.

Мы выбрали два водных растения: рдест пронзеннолистный (Potamogeton perfoliatus L., Potamogetonaceae) и горец земноводный (Polygonum amphibium L., Polygonaceae), и 8 наземных видов с разными жизненными формами: травянистые растения подорожник средний (Plantago media L., Plantaginaceae), подорожник большой (Plantago major L.), подорожник ланцетолистный (Plantago lanceolata L.) и горец змеиный (Polygonum bistorta L.), кустарники смородина черная (Ribes nigrum L., Grossulariaceae) и смородина колосистая (Ribes spicatum Robson) и деревья – ольха серая (Alnus incana Munch., Betulaceae) и ольха черная (Alnus glutinosa (L.) Gaertn.). Все перечисленные виды часто произрастают совместно с близкими формами, которые часто рассматриваются как виды, одним из наиболее важных отличительных признаков является форма и размер листьев.

К примеру, A. kolaensis Orlova отличается от A. incana более мелкими овально-яйцевидными листьями с тупой верхушкой (Nilsson, 2000; Ильинский, Шипунов, 2005). P. praelongus Wulf. отличается от P. perfoliatus более крупными и вытянутыми листьями (Dandy, 1980; Папченков, Щербаков, 2003). P. urvillei Opiz отличается от P. media более вытянутыми ланцетными листьями (Григорьев, 1958; Shipunov; 2000). Надо отметить, что A. kolaensis и P. urvillei часто рассматриваются в ранге подвидов A. incana (Nilsson, 2000; Ильинский, Шипунов, 2005) и P. media (Григорьев, 1958; Shipunov, 2000) соответственно, тогда как видовая самостоятельность P. praelongus, насколько нам известно, до сих пор не вызывала сомнений (Dandy, 1980; Папченков, Щербаков, 2003). Внутри родов Polygonum и Ribes, а также других секций рода Plantago также выделяют группы близких видов (включая исследованные нами), в которых форма листа используется как важный диагностический признак.
Материалы и методы

Сбор материала производился в  Удомельском районе Тверской области в конце июня 2006 и 2008 годов. Мы исследовали 20-80 растений каждого вида. С каждого растения мы собирали один наиболее крупный неповрежденный лист (одна повторность – 20 растений). Мы измеряли длину и свежего листа, обводили на бумаге его контур и закладывали лист в гербарий. Прокладки гербария (двойные газетные листы) менялись три раза в день. Одновременно в гербарной сетке находилось около 40 гербарных листов с прокладками между ними. После полного высыхания листьев мы снова обводили их контур на бумаге, измеряли их длину и ширину. Для Alnus glutinosa и Potamogeton perfoliatus было отработано две повторности (всего 40 листьев), для Plantago media – три повторности (всего 60 листьев) и четыре повторности для Alnus incana (всего 80 листьев). Для всех остальных видов растений мы сделали по одной повторности (табл. 1). Достоверность различий длины и ширины листьев до и после гербаризации вычисляли при помощи теста Стьюдента для зависимых переменных. 
Для исследования изменения формы листьев при гербаризации мы применили геометрическую  морфометрию (метод тонких пластин, TPS), так как этот метод позволяет анализировать форму объектов без учета их линейных размеров (Bookstein, 1991). Для фиксации формы листа на контурах листьев A. incana и A. glutinosa мы ставили 12 меток в местах выхода жилок к краю листа, в вершине и в основании листа, поскольку такой алгоритм расстановки меток является оптимальным для характеристики формы листьев ольхи (Ильинский, Шипунов, 2005). Форму листьев P. perfoliatus мы описывали при помощи 100 псевдометок, расположенных на равном расстоянии друг от друга на контуре листа, начиная от кончика листа. Форма листа остальных видов описана 4-6 метками, расположенными в точках наибольшей кривизны контура (рис. 1).
Координаты точек снимали с изображений и записывали в файл данных при помощи экранного дигитайзера tpsDig (Rohlf, 2001b). Координаты эталонной конфигурации, а также значения трансформаций, характеризующие меру отличия образца от эталона, вычисляли при помощи программы tpsRelw, реализующей идею геометрической морфометрии в форме метода, аналогичного методу главных компонент (Rohlf, 2001a). Усреднение формы листовых пластинок проводили при помощи программы tpsSuper (Rohlf, 2003). Редактирование и конвертирование файлов данных мы производили при помощи вспомогательной программы tpsUtil (Rohlf, 2000).

Для классификации листьев по их форме методом геометрической морфометрии мы использовали анализ главных компонент, так как в этом случае мы имели дело с непрерывными переменными матрицы относительных деформаций. Для всех вычислений и графического представления результатов использовалась компьютерная статистическая среда R (R Development Core Team, 2004).

Рисунок 1. Расположение меток геометрической морфометрии на листьях исследованных видов растений (метки расположены в точках наибольшей кривизны контура): A. Polygonum amphibium и Polygonum bistorta, B. Plantago lanceolata и Plantago media, C. Plantago major, D. Ribes spicatum и Ribes nigrum.
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Результаты
Данные по изменению размеров листьев после гербаризации представлены в табл. 1 (см. также рис. 2). Длина листа после гербаризации была достоверно (тест Стьюдента: p<0.05) меньше, чем до нее у всех исследованных видов растений хотя бы в одной повторности. Как правило, после гербаризации длина листа уменьшалась в среднем на 10%. Это значение достигало примерно 20% в одной повторности с Potamogeton perfoliatus и даже 40% для одной повторности с Alnus incana. Ширина листа после гербаризации всегда была достоверно (тест Стьюдента: p<0.05) меньше, чем до нее. В среднем ширина листа при гербаризации уменьшалась на 10-20%.

Таблица 1. Изменение размеров листьев исследованных видов после гербаризации (среднее арифметическое ± стандартное отклонение)

	Вид
	 Номер повторности п/п*
	Отношение размера до гербаризации к размеру  после гербаризации** (во сколько раз уменьшился лист)

	
	
	Длина
	Ширина

	Plantago media

 
	1 
	1.1±0.08
	1.2±0.23

	
	2
	1.1±0.02
	1.2±0.10

	
	3
	1.1±0.04
	1.2±0.07

	Plantago major
	1.1±0.04
	1.1±0.05

	Plantago lanceolata
	1.1±0.08
	1.2±0.09

	Polygonum amphibium
	1.1±0.03
	1.1±0.05

	Polygonum bistorta
	1.1±0.02
	1.1±0.05

	Ribes nigrum
	1.1±0.02
	1.1±0.02

	Ribes spicatum
	1.1±0.02
	1.1±0.04

	Alnus glutinosa
	1
	1.0±0.02
	1.1±0.03

	
	2
	1.1±0.05
	1.1±0.04

	Alnus incana

 
	1
	1.1±0.02
	1.1±0.02

	
	2
	1.4±0.10
	1.1±0.07

	
	3
	1.1±0.03
	1.1±0.02

	
	4
	1.1±0.02
	1.1±0.03

	Potamogeton perfoliatus

 
	1
	1.1±0.05
	1.2±0.07

	
	2
	1.2±0.24
	1.2±0.14


*В том случае, если для данного вида было больше одной повторности, одна повторность – 20 листьев; ** Достоверные различия между длиной и шириной листа до и после гербаризации (тест Стьюдента, p<0,05) отмечены полужирным шрифтом.
Рисунок 2. Один и тот же лист Alnus glutinosa до (слева) и после (справа) гербаризации. Сканирование проведено в одном масштабе, масштабная линейка проградуирована в см и мм.
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Мы не обнаружили закономерностей в изменении формы листа после гербаризации у всех исследованных видов растений (рис. 2, 3).
Обсуждение

Линейные размеры листьев исследованных видов растений уменьшаются при гербаризации в среднем на 10-20%. Согласно данным П.А. Волковой (2008), линейные размеры видов Nymphaea (N.  alba, N. candida и N. tetragona) при гербаризации уменьшаются в среднем на 30%. Для сравнения размеров свежих и сухих листьев Dactylorhiza использовали коэффициент, равный примерно 15% (Vermeulen, 1947). Таким образом, указанный размах значений уменьшения размеров листа (10-30%), вычисленный для растений, обладающих самой разной экологией и морфологией, может быть использован для сравнения свежих и гербаризированных листьев разных видов растений. 

На основе полученных результатов мы можем сказать, что форма листьев при гербаризации изменяется хаотично. По этой причине исследования формы листьев на гербарном материале необходимо проводить на достаточно больших выборках. Можно также рекомендовать обводить, сканировать или фотографировать листья перед гербаризацией.
Рисунок 3. Распределение листьев исследованных видов растений в пространстве двух первых главных компонент анализа главных компонент матрицы относительных деформаций (данные геометрической морфометрии). Один и тот же лист до гербаризации (пустой кружок) и после гербаризации (заполненный кружок) соединены стрелками.
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