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Реферат. Проведен молекулярно-филогенетический анализ маркерных последовательностей – районов 
ITS1-5.8S рДНК-ITS2 и trnL–trnF у тростника обыкновенного (Phragmites australis), тростника высочайшего  
(P. altissimus), некоторых предполагаемых гибридов между этими видами, а также образца P. australis s. l. из Тувы. 
Последовательности ITS1 тувинского образца исследованы методом секвенирования нового поколения (NGS), 
выявляющим внутригеномное разнообразие ITS-последовательностей у аллополиплоидного вида. Мы показали, 
что последовательности района ITS1-5.8S рДНК-ITS2 P. australis и P. altissimus различаются большим числом од-
нонуклеотидных замен и делеций, в том числе делецией длиной 12 п.н. Образец P. australis s. l. из Тувы (р. Хем-
чик) демонстрирует обособленное положение на филогенетическом древе. По хлоропластным последовательно-
стям trnL–trnF все изученные нами виды тростника не имеют значимых отличий между собой. 

Ключевые слова. Гибридизация, злаки, молекулярная филогения, ITS, NGS, Phragmites, trnL–trnF.

Summary. Molecular phylogenetic analysis of the marker sequences ITS and trnL–trnF of the Phragmites australis,  
P. altissimus, some putative hybrids between them and the sample of P. australis s. l. from Republic of Tuva was performed. 
ITS1 sequences of the sample from Tuva were studied by the New-generation sequencing method (NGS) revealing 
intragenomic polymorphism of the ITS sequences in allopolyploid species. We showed good differences between  
P. australis and P. altissimus in the ITS1-5.8S rDNA-ITS2 sequences by many single-nucleotide substitutions and 
deletions, in particular, there is a 12 b.p. deletion. P. australis s. l. sample from Tuva (Hemchik river) demonstrates a 
separate position on the phylogenetic tree. All reed species studied by us do not have significant differences between each 
other according to the chloroplast sequences trnL–trnF.

Keywords. Grasses, hybridization, ITS, molecular phylogeny, NGS, Phragmites, trnL–trnF.

Виды рода Тростник (Phragmites Adans.) распространены на всех континентах кроме Антаркти-
ды. Локальные популяции тростника морфологически разнообразны; западно-европейские система-
тики разделяют их на 4–6 видов и подвидов (Clayton, Renvoize, 1986; The Plant List. URL: http://www.
theplantlist.org/), но, по мнению Н. Н. Цвелёва, их не менее 20 (Цвелёв, 2011; Цвелёв, Пробатова, 2019). 
Для России в последней обработке приводится 7 видов рода (Цвелёв, Пробатова, 2019), причем разли-
чия между видами имеются как по морфологическим признакам соцветия и вегетативных органов, так 
и по хромосомным числам. Для признаваемого многими систематиками японского вида P. japonicus 
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Steud., приводится лишь одно хромосомное число 2n = 48, для P. altissimus (Benth.) Mabille тоже од- 
но – 2n = 36, а для вида P. australis (Cav.) Trin. ex Steud. приводятся хромосомные числа (3x, 4x, 6x, 7x, 
8x, 10x, 11x and 12x при x = 12). Наиболее характерны для этого вида тетраплоиды (2n = 48) и октопло-
иды (2n = 96) (Clevering, Lissner, 1999; Цвелёв, 2012).

Во флоре России наиболее распространены два вида тростника – тростник высочайший  
(P. altissimus) и тростник южный или обыкновенный, P. australis. Образцы P. altissimus отличаются от 
тростника обыкновенного очень крупными размерами всего растения и листа (более 26 мм шириной), 
морфологией соцветия, а также более поздними сроками зацветания (Цвелёв, Пробатова, 2019). Аре-
ал P. altissimus со временем меняется. Во «Флоре СССР» Е. М. Лавренко и В. Л. Комаров (1934) при-
водят его для водоемов Нижней Волги, Южного Закавказья, долины р. Амударьи, Туркмении. Через 
40 лет Н. Н. Цвелёв (1976) отмечает его присутствие в южной Прибалтике, в Средне-Днепровском и 
Волжско-Донском районах, Молдавии, Причерноморье, в Крыму, во многих районах Западной Сибири 
и Дальнего Востока. С начала 90-х годов XX в. P. altissimus стал активно расселяться на север России, 
поднимаясь с юга по Дону и Волге (Папченков, 2008). Он распространился по Тверской, Новгородской, 
Псковской, Ленинградской, Вологодской областям (Цвелёв, Носкова, 1996; Цвелёв, 2000; Нотов, 2008; 
Папченков, 2008; Конечная и др., 2012). В последней сводке Н. Н. Цвелёв и Н. С. Пробатова (2019) при-
водят его для Карелии, Ладожско-Ильменского района, Верхней Волги, Приморья и Курильских остро-
вов. Найден он в Удмуртии, Тобольской и Тюменской областях, в Ханты-Мансийском округе (Капито-
нова, Дюкина, 2005; Капитонова, 2016, 2017), на северо-востоке Якутии (Николин, 2016). Вид признан 
инвазионным в 8 регионах Европейской России (Виноградова и др., 2015).

Специальное исследование российских видов тростника молекулярно-филогенетическими ме-
тодами ранее не проводилось. В рамках данной работы мы секвенировали и проанализировали после-
довательности ITS1–гена 5.8S рРНК–ITS2 и trnL–trnF у нескольких образцов, по морфологии относи-
мых к P. australis, P. altissimus или несущих признаки, характерные для обоих видов. Эти маркерные 
последовательности в настоящее время широко используются для идентификации видов в сложных 
группах родства (Шнеер, 2009; Hollingsworth et al., 2011). Материалом для исследования послужили 
растения P. australis, P. altissimus и предположительных гибридов между ними, собранные в Псковской 
и Новгородской областях, на Северном Кавказе (Ставропольский край, Краснодарский край, республи-
ка Адыгея, Кабардино-Балкария) и в Республике Тува. Всего было исследовано 8 образцов тростника. 
Один образец P. australis s. l., собранный нами в Туве, был исследован методом локус-специфично-
го секвенирования нового поколения (NGS), позволяющим выявлять внутригеномный полиморфизм 
рДНК и, тем самым, выявлять вероятных предков аллополиплоидов. Методом NGS были изучены по-
следовательности ITS1. Сиквенсы, полученные методом NGS, были отсортированы с помощью алго-
ритма bubble sorting, в молекулярно-филогенетический анализ нами были включены самые массовые 
риды (прочтения). Секвенирование маркерных последовательностей по Сэнгеру проводилось на гене-
тическом анализаторе ABI3500 в Центре коллективного пользования БИН РАН, а секвенирование но-
вого поколения на платформе Illumina – в ЦКП «геномные технологии, протеомика и клеточная биоло-
гия» Всероссийского научно-исследовательского института сельскохозяйственной микробиологии. По-
лученные нами последовательности были проанализированы методом Байеса с помощью программы 
Mr.Bayes 3.2 (Huelsenbeck, Ronquist, 2001), 1000000 итераций с учетом оптимальной эволюционной мо-
дели, рассчитанной в MEGA 7.0 (Kumar et al., 2016). Для последовательностей ITS1–гена 5.8S рРНК–
ITS2 и участка ITS1 была выбрана модель GTR+I+G, для trnL–trnF – T92+G.

Как мы видим, исследованные нами образцы по результатам анализа последовательности ITS1–
гена 5.8S рРНК–ITS2 методом Байеса четко разделяются на три группы (рис. 1). В первую из них, со-
ответствующую первому риботипу, попадают морфологически типичные образцы Phragmites australis  
s. str. из Новгородской области, Ставрополя, а также образцы из Китая и США, взятые нами в анализ 
из международной базы данных «Генбанк» (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore). Типичные образцы  
P. australis, исследованные нами, характеризуются листьями средней ширины (6–25 мм) с зубчатым 
краем. Второй риботип характерен для части образцов P. japonicus из Южной Кореи (также взяты нами 
из базы данных «Генбанк»). Третий риботип характеризует тростник высочайший (P. altissimus). Он 
формирует кладу, сестринскую к P. australis s. str. + P. japonicus. 
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Рис. 1. Филогенетическое древо, отражающее родство исследованных нами видов тростника (Phragmites), по-
строенное по результатам анализа последовательностей ITS1-5.8S рДНК-ITS2.

Исследованные в нашей работе молекулярно-филогенетическим методом образцы, собранные 
в республиках Адыгея и Кабардино-Балкария, морфологически соответствуют P. altissimus, но имеют 
густоопушенные снизу листья. Кроме того, в эту же кладу по результатам анализа ITS попадают и мор-
фологически промежуточные между P. altissimus и P. australis образцы. Это растения из г. Хадыжен-
ска (Краснодарский край) и Псковской области. Помимо промежуточных параметров ширины листа 
(24–26 мм), они имеют цельный край листа, напоминающий таковой у P. australis subsp. pseudodonax 
(Rabenh.) Rauschert. Образец из Хадыженска, вероятнее всего, является гибридом первого поколения 
P. altissimus и P. australis, так как при секвенировании методом Сэнгера во всех нуклеотидных позици-
ях исследованного участка ITS1–гена 5.8S рРНК–ITS2, по которым различаются последовательности 
ITS у видов P. austarlis и P. altissimus, мы видим полиморфные сайты (два разных нуклеодида в одной 
позиции) (о полиморфных сайтах и их использовании для определения предков гибридов см. Пунина 
и др., 2012 и др.). 
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Рис. 2. Положение гибридного образца Phragmites australis s. l. из Республики Тува по результатам анализа после-
довательности ITS1 методом локус-специфичного секвенирования нового поколения (NGS).

Интересны данные, полученные нами при анализе последовательности ITS1 методом NGS у об-
разца P. australis s. l. из Тувы (рис. 2). Большинство ридов (прочтений) ITS1 этого образца отличаются 
от всех имеющихся в базе данных «Генбанк» последовательностей тростника. На филогенетическом 
древе, построенном методом Байеса, они попадают в две отдельные клады, не показывающие близко-
го родства с другими, секвенированными нами и другими исследователями образцами представителей 
рода Phragmites (рис. 2). Подчеркнем, что при этом морфологически тувинский образец P. australis s. l.  
значимо не отличается от типичных образцов P. australis. Образец предполагаемого (судя по морфоло-
гии) гибрида P. altissimus × P. australis из Псковской области p40 (рис. 2), у которого был амплифици-
рован только участок ITS1, демонстрирует близость именно к кладе, включающей P. australis s. str., но 
не P. altissimus. 
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Рис. 3. Филогенетическое древо, отражающее родство исследованных нами видов тростника (Phragmites), по-
строенное по результатам анализа последовательностей trnL–trnF.

По материнской линии (по результатам анализа хлоропластных сиквенсов trnL–trnF) все изу-
ченные нами образцы тростников из РФ имеют единый геном, самостоятельных групп среди не выде-
ляется (рис. 3). Предок по материнской линии для всех изученных нами тростников, как P. australis s. 
str., так и P. altissimus, общий. 

Таким образом, мы показали, что при секвенировании района ITS1–ген 5.8S рРНК–ITS2 генома 
ядра выделяются риботипы, четко характеризующие два вида, признаваемые в современных россий-
ских обработках рода (Цвелёв, 2012; Цвелёв, Пробатова, 2019): инвазивный P. altissimus и P. australis. 
Образец из Тувы представляет собой аллополиплоид, оба субгенома которого занимают особые места 
на филогенетическом древе рода Phragmites. 
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