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Реферат. Leymus Hochst. – сложный в таксономическом отношении род семейства Poaceae. Полиплоидные 
виды рода часто являются гибридогенными. Цель исследований – выяснение таксономического статуса наибо-
лее проблемных и сложных в систематическом отношении представителей рода Leymus. Представлено изучение 
взаимоотношений распространенных на территории Евразии 30 видов рода Leymus, основанное на сравнении 
последовательностей внутренних транскрибируемых спейсеров ITS1–5.8S-ITS2 ядерной рДНК, хлоропластной 
ДНК matK. Показано филогенетическое дерево, построенное баейсовским методом. В результате исследований 
делаются выводы о таксономическом статусе некоторых видов. 
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Summary. Leymus Hochst. is a taxonomically complex genus of the family Poaceae. Polyploid species of the genus are 
oft en hybridogenic. Th e purpose of the research is to clarify the taxonomic status of the most problematic and systematically 
complex representatives of the genus Leymus. A study of the relationships between 30 species of the genus Leymus Hochst 
(Poaceae) widespread in Eurasia is presented, based on a comparison of sequenced sequences of internal transcribed 
spacers ITS1–5.8S-ITS2 of nuclear rDNA and chloroplast DNA matK. A phylogenetic tree constructed using the Bayesian 
method is shown. As a result of the research, conclusions are drawn about the taxonomic status of some species.
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Введение. Виды рода Leymus – многолетние длиннокорневищные и плотнокустовые злаки, 
относятся к трибе Triticeae. Род Leymus очень сложен в таксономическом отношении, полиморфный, 
содержит много гибридогенных видов. Число видов в роде трактуется разными авторами весьма раз-
лично. На территории России и сопредельных стран насчитывается около 37 видов и 3 подвида рода 
Leymus Hochst. (Poaceae) (Черепанов, 1995). По Н. Н. Цвелеву и Н. С. Пробатовой (2010, 2019), около 
50 видов рода распространено во внетропических странах северного полушария и Южной Америки, а 
также в горных районах тропиков. Род особенно многочислен в горах Средней Азии и Северной Аме-
рики. В СНГ встречаются 33 вида. На территории Китая насчитывается 24 вида, из которых 12 – виды, 
описанные с 1983 по 2006 гг. (Chen, Zhu, 2006). В настоящее время число видов в роде увеличилось и 
составляет более 60. Род Leymus интенсивно исследуется в тех странах, где имеет наибольшее его раз-
нообразие: России, Китае, США (Цвелев,1976; Dewey,1984; Yen et al., 2009). Изучение филогении так-
сономически сложных родов растений представляет значительный интерес для выявления и изучения 
биоразнообразия и связанных с ней проблем микроэволюции и филогении.

Цель настоящего исследования – выяснение таксономического статуса наиболее проблемных и 
сложных в систематическом отношении представителей рода Leymus с применением молекулярно-ге-
нетических методов исследования. Основой для критического анализа микроэволюционной диффе-
ренциации и таксономической принадлежности видов рода Leymus являются опубликованные обзоры 
таксономии злаков трибы Triticeae (Цвелев, 1976; Пешкова, 1990; Chen, Zhu, 2006; Байков, Липин, 2008; 
Yen et al., 2009; Цвелев, Пробатова, 2010, 2019).

Одной из самых непростых задач в таксономии видов рода Leymus можно назвать идентифика-
цию различий между L. secalinus (Georgi) Tzvel., L. littoralis (Griseb.) Peschkova, L. dasystachys (Trin.) Pilger, 
L. ovatus (Trin.) Tzvel. Между специалистами существует значительная несогласованность таксономи-
ческих взглядов на объем и ареал L. secalinus. 
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Ранее на основе исследования последовательностей ITS1-5,8S-ITS2 рибосомальной ДНК была 
доказана самостоятельность этих видов, а также искусственность таких видов, как L. ovatus (Trin.) 
Tzvel. и L. jenisseiensis (Turcz.) Tzvel. (Бадмаева, 2012; Badmaeva et al., 2020; Badmaeva, 2021).

Материалы и методы. Материалом для исследования послужили образцы 21 вида рода Leymus, 
собранные в местах естественного произрастания во время экспедиций по Евразии (Россия: Мурман-
ская и Астраханская области, Республика Дагестан, Западная и Восточная Сибирь, Дальний Восток; 
ближнее и дальнее зарубежье: Казахстан, Монголия, Китай. Ваучерные гербарные образцы хранятся в 
гербариях UUH, NS и Тувинского государственного университета.  

Тотальную ДНК выделяли из 20 мг высушенных в силикагеле образцов с использованием 
«NucleoSpin Plant II Kit» (Macherey-Nagel, Germany) по стандартному протоколу производителя. По-
лимеразная цепная реакция для амплификации участка ITS1-5,8S-ITS2 nrDNA проводилась в раство-
ре объемом 20 мкл, для региона matK – в растворе объемом 25 мкл (табл. 1). Участок ITS1-5,8S-ITS2 
nrDNA амплифицировали с использованием праймеров: ITS1 (F), ITSB (R) и ITS2 (R) в программе по 
A. Gardiner et all. (2005). Регион matK амплифицировали с двух пар праймеров (табл. 1). 

Таблица 1 
Протоколы ПЦР и праймеры, использованные в исследовании

Состав ПЦР раствора для региона ITS1-5,8S-ITS2 ядерной rDNA (общий объем раствора: 20 мкл) 
Реактивы и праймеры фирмы «Синтол»

Реагенты Финальная концентрация Объем в реакции (мкл)
стерильная dd H2O 8,7

Buf B 1х 2
25 mM MgCl2 2,5 mM 2

10 μM праймер F 0,2 1
10 μM праймер R 0,2 1

DMSO 4% 1
10 mM dNTPs 0,2 mM 2

Taq Polymerase (5 U/μl) 0,1 U/μl 0,3
Объем 18

Матричная ДНК (20-40ng/μl) 2
Состав ПЦР раствора для региона matK cpDNA(общий объем раствора: 25 мкл)

Реактивы и праймеры фирмы «Евроген»
стерильная dd H2O 11,8

10x Tag Buf c MgCl2 в конц. 30mМ 1x 4
10 μM праймер F 0,2 2
10 μM праймер R 0,2 2

10 mM dNTPs 0,2 mM 3
HS Taq Polymerase (5 U/μl) 0,1 U/μl 0,2

Объем 23
матричная ДНК (20-40ng/μl) 2

Последовательность Литература
Праймеры для региона ITS1-5,8S-ITS2 rDNA

ITS1 (F) TCCGTAGGTGAACCTGCGG
White et al, 1990

ITS2 (R) GCTGCGTTCTTCATCGATGC
ITS-B (R) GATATGCTTAAACTCAGCGG Blattner, 1999

Праймеры для региона matK cpDNA  
matK W F TACCCTATCCTATCCAT

Hilu et al. 1999
MatK 9R TACGAGCTAAAGTTCTAGC

MatK S5-1F ACCCTGTTCTGACCATATTG
MatK 1210R GTAGTTGAGAAAGAATCGC
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Условия ПЦР matK подбирались опытным путем: денатурация 96°С – 3 мин; 35 циклов: 94°С – 
30 с, 50°С – 1,30 мин, 72°С – 3 мин; заключительная стадия 72°С – 8 мин. ПЦР-продукты визуализиро-
вали в 1%-ном агарозном геле с использованием Sybr Green (фирмы «BioDye» Москва).

Амплификат очищали набором Mini Elute PCR Purifi cation Kit (Qiagen, Германия). Концентра-
цию ДНК измеряли флюориметром Qubit (Invitrogen). Секвенирование ITS1-5,8S-ITS2 nrDNA выпол-
нялось по методу Сэнгера на базах ЦКП СО РАН «Геномика» (Новосибирск) и «Синтол» (Москва) с 
двух праймеров для одного образца: прямого и обратного, в некоторых случаях и с внутреннего прай-
мера ITS2(R). Участки matK секвенировали с четырех праймеров для одного образца по методу Сэнге-
ра на базе «Синтол» и «Евроген». 

В анализ для построения филогенетического дерева включены последовательности 61 образ-
ца 21 вида с шести праймеров, длина объединенной последовательности для одного образца соста-
вила 1985 пар нуклеотид. Последовательности выравнивали вручную в программе BioEdit Sequence 
Alignment Editor (Hall, 1999). Филогенетическое дерево построено в программах PAUP (Swoff ord, 2002) 
и mrBayes (Huelsenbeck, Ronquist, 2001) (на основе объединенных последовательностей регионов ITS 
1–2, 5,8S рДНК и MatK хлДНК (рис. 1). Деревья, построенные в разных программах, идентичны. Дерево 
укоренено на последовательностях 2-х образцов вида Psathyrostachys juncea (Бурятия, Монголия).

Рис. 1. Объединенное филогенетическое дерево 21 вида рода Leymus, основанное на последовательностях ITS 1-2, 
5,8S рДНК и MatK хлДНК регионов, построенное баейсовским методом в программе MrBayes. Цифрами указана 
устойчивость ветвей.
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Результаты. Было проведено исследование образцов L. chinensis (секция Anisopyrum) из разных 
достаточно удаленных друг от друга географических регионов: Иркутская область, Бурятия, Монго-
лия, Китай (рис. 1), подтвердившее принадлежность их к единому таксону. L. ramosus (Trin.) Tzvel. из 
этой же секции Anisopyrum сгрупировался с континентальными видами из секции Leymus – L. sabulosus 
(Bieb.) Tzvel., L. crassinervius (Kar. et Kir.) Tzvel. и L. racemosus (Lam.) Tzvel. Следует отметить, что ареал 
L. ramosus в основных чертах совпадает с ареалами видов из секции Leymus. Европейский приморский 
вид L. arenarius (L.) Hochst. хоть и обособлен, но сгруппировался в одну подкладу с L. coreanus (Honda) 
Jensen et Wang в большой кладе с дальневосточными приморскими видами L. mollis (Trin.) Pilger, 
L. interior (Hult.) Tzvel., L. villosissimus (Scribn.) Tzvel. Подтверждается самостоятельность вида L. interior.

В одну большую кладу сгруппировались виды секции Aphanoneuron (Nevski) Tzvel. – L. dasystachys 
(Trin.) Pilger, L. chakassicus Peschkova (NS, Хакассия), L. tuvinicus Peschkova (Тувинский государствен-
ный университет), L. ordensis Peschkova (NS, Чуйская степь Алтая), L. sphacelatus Peschkova (NS, Алтай), 
также как L. ovatus, L. jenisseiensis. Ареал распространения этих видов совпадает.

Можно предположить о неправомерности выделения видов L. chakassicus, L. tuvinicus, 
L. sphacelatus, L. ordensis, что является предпосылкой для закрытия их. Вид L. ordensis с берегов реки 
Куды Иркутской области однозначно нужно синонимизировать. Так как типовой лист представлен 
двумя побегами, принадлежащими L. chinensis и L. paboanus (Claus) Pilg. Исследование «locus classicus» 
вида L. ordensis на берегах реки Куды, подтвердило, что там произрастают L. chinensis и L. paboanus. 
Побег L. paboanus, типового листа L. ordensis – молодой с недоразвитым колосом, имеющий опушение 
нижних цветковых чешуй. Вид L. angustus (Trin.) Pilg. с разных мест произрастания сгруппировался 
с L. karelinii (Turcz.) Tzvel. в одну кладу, хотя последний все же обособился в отдельную субкладу, что 
подтверждает его самостоятельный таксономический статус.

Таким образом, подтверждены таксономические статусы таких видов, как L. coreanus, L. interior, 
L. karelinii, а видовой статус L. ordensis оказался сомнительным. 
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