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 ` В работе изложены результаты сравнительного исследования внутригеномного полиморфизма транскрибируемого 
спейсера ITS1 гена 35S рРНК у представителей подрода Xanthosparganium рода Sparganium, полученные методом ло-
кус-специфичного секвенирования следующего поколения на платформе Illumina MiSeq. Показано, что вариации риботи-
пов изученных образцов, в целом, соответствуют делению рода на три секции — Erecta (подрод Sparganium), Natantia 
и Minima (подрод Xanthosparganium). Высокий уровень внутригеномного полимофизма выявлен у S. hyperboreum, ри-
ботипы которого были распределены по нескольким группам. В геноме этого вида присутствуют риботипы, характерные 
для других видов подрода Xanthosparganium. У двух изученных образцов S. glomeratum нами не обнаружено риботипов, 
сходных с таковыми у других видов секции Natantia. S. glomeratum имеет одинаковые риботипы с S. hyperboreum из 
секции Minima. Такая особенность может являться признаком древней межсекционной гибридизации этих двух видов. 
Особенности рДНК S. glomeratum говорят в пользу того, что вид может быть отнесен к секции Minima. Высказано 
мнение, что видообразовательные процессы в рамках рода могли происходить не только на основе гибридизации, но и ал-
лопатрическим путем. Первое подтверждается наличием близких и одинаковых риботипов у S. emersum, S. × longifolium, 
S. gramineum и S. hyperboreum; второе, как ранее указывалось другими исследователями, кроется в близкой связи 
североамериканских и евроазиатских таксонов. 
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 ` The study represents the results of research of intragenic polymorphism in transcribed spacer ITS1 of the 35S rRNA genes 
in representatives of subgenus Xanthosparganium genus Sparganium which were obtained by means of locus-specific next 
generation sequencing on the platform Illumina MiSeq. It was shown that ribotype variations in studied samples generally 
correspond to the division of this genus into three sections – Erecta (subgenus Sparganium), Natantia and Minima (subge-
nus Xanthosparganium). High level of intragenic polymorphism was revealed in S. hyperboreum, with ribotypes distributed 
among several groups. Genome of this species includes ribotypes which are typical for other species in subgenus Xanthospar­
ganium. For two investigated S. glomeratum samples, there were no ribotypes similar to such ribotypes in other species of 
Natantia section. S. glomeratum has got ribotypes identical with S. hyperboreum of Minima section. This feature may be the 
evidence of ancient intersectional hybridization of these two species. Characteristics of rDNA in S. glomeratum are in favor 
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of putting this species into Minima section. It was suggested that speciation processes within the genus could be based not 
only on hybridization but also went on in allopatric way. The fist statement is supported by the presence of similar and identical 
ribotypes in S. emersum, S. × longifolium, S. gramineum and S. hyperboreum, the second – as it was mentioned by other 
researchers, is due to close relationship between North American and Eurasian taxa.

 ` Keywords: Typhaceae; bur-reed; gene systematics; molecular phylogeny; interspecific hybridization; speciation.

введение
Явления межвидовой и межродовой гибридизации 

в последнее время рассматриваются как эффективный 
путь к освоению новых экологических ниш и видообра-
зованию у сосудистых растений [1–4]. Среди 37 тыс. 
видов флоры Европы, Северной Америки и части Авс-
тралии, относящихся к 3212 родам 282 семейств со-
судистых растений, виды, морфология которых позво-
ляет предполагать их гибридное происхождение, были 
отмечены в 40 % семейств и 16 % родов со средней 
частотой 9 видов гибридогенного происхождения на 100 
видов негибридного происхождения [5]. В частности, 
среди водных и прибрежно-водных растений гибри-
ды отмечены в составе родов Potamogeton L. [6–9], 
Nuphar Smith [10], Nymphaea L. [11, 12], Carex L. 
[13–15], Ranunculus L. [16, 17], Typha L. [18, 19]. 
Большой интерес как объект исследования, с этой точ-
ки зрения, вызывает род Sparganium L. (ежеголовник), 
относящийся к сестринскому для Poaceae семейству 
Typhaceae [20–24].

Геном Sparganium один из наименьших геномов 
среди сосудистых растений — 1С = 490 млн п. н. [25]. 
Заметим, что в отличие от злаков, у которых вследствие 
недавних актов полиплоидизации и вторичной диплои-
дизации происходило неоднократное изменение числа 
хромосом в геноме [26, 27], у разных видов ежеголов-
ников, число хромосом стабильно — 2n = 30 [28, 29], 
то есть средний размер хромосомы у ежеголовников 
32 млн п. н. — в 4 раза меньше чем, например, у че-
ловека.

В кариотипе Sparganium две пары ядрышкообразу-
ющих хромосом [30]. Относительно высокое число хро-
мосом в кариотипе (x = 15) позволяет предположить, 
что все представители рода полиплоиды, вероятно, алло-
тетраплоиды [31]. Имеющиеся данные позволяют пред-
полагать распространение в роде ежеголовник межви-
довой гибридизации, способствующей созданию новых 
генотипов и фенотипов, позволяющих растениям зани-
мать определенные экологические ниши в разнотипных 
водоемах в широком спектре природно-климатических 
зон. Так, Y. Ito et al. [23] путем сравнения топологии 
молекулярно-филогенетических древ, построенных на 
основании вариаций последовательностей генов хлоро-
пластной ДНК и ядерного гена фитохрома С (phyC), по-
казали существование целого ряда комбинаций гибри-
дов — S. angustifolium × S. emersum (S. engleranum 
Asch. et Graebn.), S. hyperboreum × S. natans, S. acau­
le × S. fluc tuans и S. fallax × S. japonicum. По-видимо-

му, гибриды ежеголовников — гомоплоидные гибриды, 
сохраняющие уровень плоидности, характерный для 
родительских видов. Такой тип гибридизации, сопрово-
ждающийся, как правило, включением некоторой части 
генов одного родительского вида в геном другого, на-
зван интрогрессивной гибридизацией [32].

Нами проведен сравнительный анализ внутриге-
номного полиморфизма в подроде Xanthosparganium 
Holmb. рода Sparganium и поиск следов гибридизаци-
онных процессов у родственных видов рода путем ло-
кус-специфичного секвенирования транскрибируемого 
спейсера (targeted sequencing — ITS1) многократно 
повторенных в геноме генов 35S рРНК, кодирующих 
последовательности 18S, 5.8S и 26S рРНК большой 
и малой субъединиц рибосом. У растений эти последо-
вательности транскрибируются в виде одной транскрип-
ционной единицы, молекулярная масса транскрипта 
около 35S (у животных 45S) [33]. В каждом ядрышко-
вом организаторе (ЯОР) может быть несколько тысяч 
генов 35S рРНК [34, 35]. Исследование гомоплоидных 
гибридов и аллополиплоидов показало, что в их геноме 
в течение многих поколений могут сохраняться гены 
35S рРНК, полученные от предков. Их секвенирование 
позволяет выявлять события межвидовой гибридизации 
в недавней истории вида [36, 37], что и было целью на-
шей работы.

маТериал и меТоды
В связи с вероятным гибридным происхождением 

видов, мы исследовали внутригеномный полиморфизм 
маркерного участка ядерного генома (первого тран-
скрибируемого спейсера ITS1 гена 35S рРНК) мето-
дом локус-специфичного секвенирования района ITS1 
на секвенаторе Illumina MiSeq. Выбор именно района 
ITS1 в качестве маркера обусловлен тем, что в ряде 
случаев изогенизация рДНК происходит не полностью 
и гибриды сохраняют в своем геноме родительские по-
следовательности (например, [38]). Успешное исследо-
вание гибридного происхождения с помощью пиросек-
венирования района ITS1 было ранее проведено для 
орхидей [39].

Выделение геномной ДНК производилось как опи-
сано в [40], далее образцы ДНК передавались в ЦКП 
ВНИИСХМ для подготовки библиотек и секвениро-
вания.

Первичные данные секвенирования следующего по-
коления (next generation sequencing (NGS)) обрабаты-
вались при помощи стандартных инструментов: про-
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грамм FastQC [41], Trimmomatic [42] и Fastq-join [43]. 
Для дальнейшей фильтрации данных использовали: кон-
сенсусную фильтрацию гаплотипов, подсчет соответст-
вующих частот встречаемости гаплотипов, сортировку 
в порядке уменьшения частоты встречаемости гапло-
типов (одинаковые гаплотипы представлены в дальней-
шем анализе одной копией, но с указанием частоты по-
вторения), исключение из анализа единичных и редких 
гаплотипов, безреференсное выравнивание и фильтра-
цию контаминантов по базе данных ГенБанка (BLAST) 
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/.

Данные NGS о внутригеномных пулах последователь-
ностей ITS1 были получены нами для следующих гербар-
ных образцов Sparganium: S. emersum Rehm. (образец 
№ 55 — Россия, Тверская обл., Андреапольский р-н, 
оз. Паршинское в окрестностях д. Паршино и пос. Бо-
логово, 14.VIII.2016 г., собр.: Е.А. Беляков, Э.В. Гарин, 
в коллекции Е.А. Белякова; № 56 — Респ. Беларусь, 
Минская обл., Мядельский р-н, р. Страча, Заказник 
«Голубые озера», 23.VI.2016 г., собр.: Е.А. Беляков, 
Э.В. Гарин, А.Г. Лапиров, в коллекции Е.А. Беляко-
ва; № 59 — Россия, Нижегородская обл., Арзамас-
ский р-н, окр. с. Старая Пустынь, в протоке между 
оз. Долгое и Паровое, 14.VIII.2014 г., собр.: Е.А. Бе-
ляков, в коллекции Е.А. Белякова), S. gramineum 
Georgi (образец № 61 — Тюменская обл., Сургутский 
р-н, в 10 км. от с. п. Угут, оз. Екипомыхлор (Киня-
минское), мелководье у берега, 28.VII.2000 г., собр.: 
А.С. Байкалова, LE), S. glomeratum (Laest. ex Beurl.) 
Neuman (образец № 52 — Россия, Ярославская обл., 
Пошехонский р-н, окрестности д. Голодяйка, в лесной 
канаве, 10.IX.2016 г., собр.: Е.А. Беляков, в коллекции 
Е.А. Белякова; № 58 — Россия, Вологодская обл., Че-
реповецкий р-н, Дарвинский заповедник, окр. д. Мура-
вьево, ручей, приток р. Чимсоры, 01.VIII.1997 г. собр.: 
А.А. Бобров, IBIW), S. hyperboreum Laest. (образец 
№ 51 — Россия, Тюменская обл., Тазовский р-н, окр. 
п. Тазовский, в обводненном придорожном понижении, 
01.VIII.2015 г., собр.: С.А. Николаенко, в коллекции 
Е.А. Белякова; № 53 — то же, проросшее из се-
мян растение; № 57 — Россия, Респ. Коми, Ижем-
ский р-н, в 76 км от с. Ижма, путепровод Б. Ижма, 
в 2,5 км ниже, 02.VIII.1979 г., собр.: З.Г. Улле, в кол-
лекции Е.А. Белякова), S. microcarpum (Neum.) Domin 
(образец № 60 — Респ. Беларусь, Минская обл., Мя-
дельский р-н, р. Страча, Заказник «Голубые озера», 
23.VII.2016 г., собр.: Е.А. Беляков, Э.В. Гарин, А.Г. Ла-
пиров, в коллекции Е.А. Белякова) и одном гибриде 
S. × longifolium Turcz. ex Ledeb. (образец № 62 — 
Россия, Ярославская обл., Ростовский р-н., мелково-
дье оз. Чашницкое в окр. д. Чашницы, 16.VIII.2016 г., 
собр.: Е.А. Беляков, в коллекции Е.А. Белякова).

Всего нами были получены данные для пяти видов 
и одного гибрида. Кроме того, для сравнительного ана-
лиза из базы данных GenBank [41] были взяты последо-

вательности следующих видов: S. emersum (KF265393), 
S. glomeratum (KF265386), S. gramineum (KF265381), 
S. fluc tuans (KF265378), S. fallax (KF265376), S. sub­
globosum (KF265397, KF265387), S. hyperboreum 
(KF265396), S. natans (KF265385), S. stoloniferum 
(KF265395) [22].

резулЬТаТы
Полученные нами результаты показывают, что рибо-

типы изученных образцов распределены по 10 группам 
(см. рисунок). Группа 1 (SAE) включает в себя KF265393, 
аннонсированную в ГенБанке как S. emersum. Однако ри-
ботип данного образца отличается от исследованного 
нами образца S. emersum из Респ. Беларусь на 8 нук-
леотидных замен. Такое различие позволяет нам со-
гласиться с мнением Y. Ito et al. [23], что последова-
тельность KF265393 была секвенирована из образца, 
который должны были определить как S. acaule [23]. 
Группа 2 (SGH) образована, главным образом, рибо-
типами S. glomeratum и, в меньшей степени, рибо-
типами S. hyperboreum. При этом у двух образ-
цов S. glomeratum имеются общие риботипы только 
с образцами S. hyperboreum. Группа 3 (SLG) включает 
в себя риботипы S. × longifolium и его родительско-
го вида — S. gramineum (KF265381). Группа 4 (SFS) 
представлена S. fluctuans (KF265378 из ГенБанка). 
В самую большую группу 5 (SNA) объединены ри-
ботипы S. emersum, S. glomeratum, S. gramineum 
и S. × longifolium, относящиеся к секции Natantia. Да-
лее следуют две группы риботипов, выделенные на базе 
образцов из ГенБанка: группа 6 (SFX) — представлена 
риботипом S. fallax (KF265376); группа 7 (SSM) — 
риботипом S. subglobosum (KF265397, KF265387). 
Группа 8 (SNH) образована как риботипами S. natans 
(KF265385) и S. hyperboreum (KF265396), так и полу-
ченными нами риботипами из образцов S. hyperboreum 
из Тюменской обл. и Респ. Коми. Группа 10 (SHM) не-
сет риботипы, характерные только для S. hyperboreum. 
Отметим, что группы 8 и 10 отличаются характерными 
информативными нуклеотидными заменами по 20 несов-
падающим позициям. Группа 9 (SMH) вклю чает в себя 
риботипы представителей секции Erecta (S. stoloniferum 
(KF265395) и S. microcarpum из Респ. Беларусь). 
Здесь же отмечено наличие редко встречающихся рибо-
типов S. hyperboreum.

По данным сравнительного анализа внутригеномно-
го полиморфизма участка ITS1, S. hyperboreum сохра-
нил в своем геноме следы гибридизационных процес-
сов с S. glomeratum. Наличие одинаковых риботипов 
у S. glomeratum и S. hyperboreum может указывать 
на то, что эти два вида близки и включены лишь в ред-
кие события интрогресссивной гибридизации. Напро-
тив, у S. emersum, S. × longifolium, S. gramineum 
и S. hyperboreum имеется много близких и одинаковых 
риботипов.
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Наиболее отдален от всех изученных образцов S. micro­
carpum. В эту же группу входит образец S. stoloniferum 
из ГенБанка. Оба вида входят в состав подрода 
Sparganium. Заметим, что в данную группу также 
попали и единичные риботипы S. hyperboreum (обра-
зец № Е51 из Тюменской обл.).

обсуЖдение резулЬТаТов
В нестабильных климатических условиях олигоцена 

и последующих геологических эпох степень устойчивости 
ежеголовников к похолоданию и значительным темпера-
турным колебаниям возрастала, что не могло не способ-
ствовать расширению ареала отдельных видов. На этом 
фоне, перекрытие ареалов таксонов и различные кри-
тические ситуации, коими явились периодические кли-
матические изменения и антропогенная трансформация 
биотопов, могли вызывать спонтанную гибридизацию ви-
дов [44–56]. Именно гибридные растения, занимающие 
по своим признакам (например, по характеру и струк-
туре эндокарпов [47–48]) промежуточное положение, 
возможно, в первых поколениях гетерозисные, высоко-
полиморфные по геному и фенотипу, имели шанс адап-
тироваться к новым экологическим условиям.

Как показало наше исследование, наличие близких 
и одинаковых риботипов в группе S. emersum, S. × longi­
folium, S. gramineum и S. hyperboreum указывает на на-
личие гибридизации в рамках секции Natantia подрода 
Xanthosparganium. Вывод о гибридном происхождении 
S. × longifolium согласуется и с особенностями его 
морфологии — в нем сочетаются признаки S. emersum 
и S. gramineum [49]. Гибридизация между этими видами 
и случай возвратных гибридов вполне возможны, по-
скольку ареалы видов частично перекрываются. В дан-
ном случае, по-видимому, селективная дифференциация 
ведет к замещению естественных (родительских) видов 
путем генетической ассимиляции [50]. Кроме того, ги-
бридизация между двумя высокоспециализированными 
видами может способствовать вторичной деспециализа-
ции, повышающей экологическую пластичность гибри-
да. Примером этого утверждения может служить то, 
что S. × longifolium со временем вытесняет из водоема 
родительские виды ежеголовников, постепенно занимая 
их место обитания [49].

Полученная нами картина распределения гаплотипов 
согласуется с разделением Sparganium на два подро-
да — Sparganium и Xanthosparganium. В рамках подро-
да Xanthosparganium хорошо поддерживаются предста-
вители секций Natantia (S. emersum, S. × longifolium, 
S. gramineum) и Minima (S. hyperboreum и S. natans). 
Однако наличие общих риботипов у исследованных 
образцов S. hyper boreum и S. glomeratum позволяет 
говорить о переносе последнего из секции Natantia 
в секцию Minima. Ранее принадлежность S. glomeratum 
к секции Natantia была обусловлена, прежде всего, 
габитуальным сходством (размерные характеристи-

ки, листья с выраженным килем и т. д.) этого расте-
ния со S. emersum. Отметим, что лектотипом секции 
Natantia является S. angustifolium Michx. [53]. Между 
тем, S. glomeratum имеет промежуточное положение 
по длине столбика (у плодика) между двумя вышеупомя-
нутыми секциями (для примера, у S. glomeratum длина 
столбика 1,3 ± 0,2 мм, у S. emersum — 3,4 ± 0,6 мм, 
у S. hyperboreum — 0,3 ± 0,1 мм), обладает сближен-
ными друг с другом верхними пестичными соцветия-
ми, что нередко наблюдается у представителей секции 
Minima. Таким образом, перенос S. glomeratum в сек-
цию Minima может быть обоснован как молекулярны-
ми, так и морфологическими признаками.

Наличие общих для всех исследованных видов под-
рода Xanthosparganium гаплотипов может свидетельст-
вовать о распространенности гибридизации в подроде. 
Следует отметить, что значительный внутригеномный 
полиморфизм был обнаружен у S. hyperboreum, ко-
торый имел общие гаплотипы с тремя другими видами 
секции Natantia. Наибольшее число общих гаплотипов 
отмечено у S. hyperboreum и S. glomeratum. При этом 
сам S. glomeratum имел общие гаплотипы только 
с S. hyperboreum. Такую картину можно объяснить ин-
трогрессивной гибридизацией между этими двумя вида-
ми. Кроме того, сам S. hyperboreum может быть видом 
гибридного происхождения, результатом гибридизации 
видов из разных секций — Natantia и Minina.

Видообразование в рамках рода могло происходить 
не только на основе гибридизации, но и аллопатри-
ческим путем. В этом отношении важную роль игра-
ет подтверждение на молекулярном уровне близкой 
связи между североамериканскими и евразийскими 
парами видов, например, такими как S. fluctuans — 
S. gramineum [22, 23]. Существуют и другие пары 
видов, интересующие современных исследователей 
(например, S. americanum — S. japonicum [54]), род-
ственные связи которых пока еще недостаточно изучены 
по молекулярным данным [22]. Высказанная ранее точка 
зрения о формировании таксонов аллопатрическим пу-
тем [22, 23] подтверждается еще и тем, что в эоцене–оли-
гоцене произошло объединение материковых фрагментов, 
приведшее к сокращению числа экологических провинций: 
Индостан отделился от Африки и присоединился к Азии; 
в мелу–палеогене (52–60–65 млн лет назад) раскололась 
Лавразия — Северная Америка отделилась от Гренландии, 
а Гренландия — от Европы, произошел раскол остатков 
Гондваны — разделение Антарктиды и Австралии [55]. За-
метим, что подтверждение близкой связи североамерикан-
ских и евроазиатских таксонов указывает на монофилетич-
ность рода Sparganium [22, 56].

заклюЧение
Таким образом, сравнительный анализ внутригеном-

ного полиморфизма спейсера ITS1 по данным NGS пока-
зывает, что распределение близких гаплотипов изучен-
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ных образцов соответствует делению рода Sparganium 
на два подрода (Sparganium и Xanthosparganium).

В рамках подрода Xanthosparganium хорошо под-
держивается секция Minima. Что касается секции 
Natantia, то у двух изученных образцов S. glomeratum 
не обнаружено одинаковых гаплотипов с другими изу-
ченными образцами видов этой секции, но имеются 
одинаковые гаплотипы с двумя изученными образца-
ми S. hyperboreum из секции Minima. Таким образом, 
S. glomeratum может быть отнесен к секции Minima.

Наличие большого числа гибридных таксонов, в том 
числе и межсекционных, позволяет рассматривать 
род Sparganium как перспективный для молекулярно-
филогенетических исследований интрогрессивно-меж-
видовой комплекс.

Работа выполнена с использованием оборудования 
ЦКП «Геномные технологии, протеомика и клеточная 
биология» ФГБНУ «Всероссийский научно-исследова-
тельский институт сельскохозяйственной микробиоло-
гии» и ЦКП «Клеточные и молекулярные технологии 
изучения растений и грибов» Ботанического института 
им. В.Л. Комарова РАН.

Исследование было поддержано проектом РФФИ 
№ 18-34-00257 мол_а «Молекулярная филогения, 
адаптивный потенциал и особенности морфологической 
эволюции некоторых сосудистых растений при освое-
нии водной среды», а также, частично, грантом РФФИ 
№ 18-04-01040 «Пути и механизмы изменений гено-
мов и кариотипов цветковых растений у межвидовых 
гибридов и гибридогенных видов».
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