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Аннотация. Проведен сравнительный анализ внутригеномного полиморфизма последовательностей внутрен-
них транскрибируемых спейсеров ITS1 и ITS2 ядерной рибосомной ДНК у 33 образцов, принадлежащих трем 
видам Nitraria – N. schoberi, N. sibirica, N. komarovii. Выявлена нуклеотидная изменчивость региона ITS у изученных 
видов Nitraria в виде однонуклеотидных замен (преимущественно транзиции) и однонуклеотидной делеции. Све-
дения о нуклеотидной изменчивости фрагментов приводятся впервые нами. Регион ITS1-5.8S-ITS2 у изученных 
видов Nitraria содержит 17 филогенетически информативных однонуклеотидных замен. В межгенном спейсере 
ITS1 выявлено 11 однонуклеотидных замен – транзиций (C/T). Спейсер ITS2 содержит 273–274 п. н. и отличает-
ся большей консервативностью. Всего в ITS2 у изученных образцов выявлено пять филогенетически информа-
тивных однонуклеотидных замен (четыре транзиции: C/T, G/A, одна трансверсия: G/C), одна однонуклеотидная 
делеция (T/–). Среднее значение содержания G+C составляет 61.5 %. Величина содержания GC-состава ниже у 
N. sibirica (59.2 %), чем у N. schoberi и N. komarovii (62.7 %). В сравнении с полноразмерным фрагментом ITS, более 
короткий ITS2 является подходящим молекулярным маркером, дискриминирующим виды, из-за низкой межви-
довой изменчивости и одновременно выраженной внутривидовой вариабельности. Филогенетические ML и BI 
деревья, построенные как отдельно по спейсерам ITS1 и ITS2, так и отдельно по полноразмерному ITS-региону 
и спейсеру ITS2, оказались конгруэнтны. Полученные результаты по внутривидовой дифференциации N. sibirica 
позволяют выделить среди образцов этого вида два основных риботипа: основной сибирский sibirica-риботип 
и основной казахстанский sibirica-риботип. Географические особенности распространения риботипов N. sibirica, 
а  также наличие существенных различий между основными сибирским и казахстанским sibirica-риботипами 
(три однонуклеотидные замены) свидетельствуют о существенных межпопуляционных различиях и таксономи-
ческой неоднородности N. sibirica. Вероятнее всего, в настоящее время продолжаются процессы гомогенизации 
рибосомной ДНК образцов N. sibirica, происхождение которых связано с гибридизацией и видообразованием.
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Abstract. Intragenomic polymorphism of ITS1 and ITS2 of nuclear ribosomal DNA sequences was analysed in 33 sam-
ples belonging to the Nitraria species N. schoberi, N. sibirica, and N. komarovii.  The nucleotide variability of the ITS region 
was detected in the Nitraria species as single-nucleotide substitutions (mainly transitions) and single-nucleotide dele-
tion. Information about the nucleotide variability of fragments is given for the first time by us. The ITS1-5.8S-ITS2 region 
contained 17 phylogenetically informative single-nucleotide polymorphisms. Eleven single-nucleotide substitutions 
(transitions, C/T) were detected in ITS1. The ITS2 spacer contained 273–274 bp and was more conservative. A total of 
5 phylogenetically informative single-nucleotide polymorphisms (4 transitions: C/T, G/A, one transversion: G/C), one 
single-nucleotide deletion (T/–) were detected in ITS2. The average GC content was 61.5 %. The GC content was lower 
in N. sibirica (59.2 %) than in N. schoberi and N. komarovii (62.7 %). It has been shown that the shorter ITS2 is a suitable 
molecular marker separating these species, due to the low interspecific variability and simultaneous available intraspe-
cific variability. Phylogenetic ML and BI trees constructed separately for the ITS1 and ITS2 spacers, as well as separately 
for the full-size ITS region and the ITS2 spacer, were congruent. The results obtained on the intraspecific differentiation 
of N. sibirica revealed two main ribotypes among the samples of this species: the main Siberian sibirica-ribotype and the 
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main Kazakh sibirica-ribotype. Geographical features of the distribution of N. sibirica ribotypes, as well as the presence 
of significant differences between the main Siberian and Kazakh sibirica-ribotypes (3 single-nucleotide substitutions) 
indicated significant inter-population differences and taxonomic heterogeneity of N. sibirica. Most likely, the processes 
of homogenization of nuclear ribosomal DNA of N. sibirica samples, the origin of which is associated with hybridization 
and speciation, are currently continuing.
Key words: Nitraria; N. schoberi; N. sibirica; N. komarovii; genetic variability; taxonomy; molecular identification; ITS; tran-
sition.
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Введение
В настоящее время молекулярный подход становится 
общим аспектом таксономических исследований расте-
ний на различных уровнях. Наиболее перспективными 
последовательностями ДНК для идентификации (в том 
числе молекулярной) таксонов растений являются неко-
дируемые участки внутренних транскрибируемых спей-
серов ITS (internal transcribed spacers; ITS1, ITS2) ядерных 
рибосомных генов (CBOL, 2009; Шнеер, Родионов, 2018). 
Ядерные участки ITS1 и ITS2, наряду с другими фрагмен-
тами ДНК, признаны стандартными ДНК-штрихкодами 
(Hollingsworth, 2011; Li et al., 2011; Шнеер, Родионов, 
2018). Точная идентификация растительных организмов 
установлена в 80 % случаев с использованием только ITS-
маркера, что существенно выше общепринятых использу-
емых локусов (Bolson et al., 2015). Несмотря на ограниче-
ния ITS, которые заключаются в наличии одновременно 
нескольких тысяч копий последовательностей, в том числе 
располагающихся на разных хромосомах (Song et al., 2012; 
Родионов и др., 2016), локус ITS признается наиболее 
значимым в исследованиях по молекулярной системати-
ке близкородственных таксонов. Показана как высокая 
результативность целого региона ITS в идентификации 
видов, например для родов Spiraea (Полякова и др., 2015), 
Uncaria (Zhang et al., 2015), Artemisia (Wang et al., 2016), 
так и высокая эффективность отдельного спейсера ITS2 
(Gao et al., 2010; Ren et al., 2010; Zhang et al., 2015; Feng et 
al., 2016). Успех использования спейсеров ITS связан, пре-
жде всего, с эффективной амплификацией, оптимальным 
размером ампликонов для секвенирования и приемлемым 
для межвидовых сравнений уровнем дивергенции (Шнеер, 
2009; Родионов и др., 2016). Показано, что дивергенция 
района ITS, как правило, коррелирует с направлением и 
темпами морфологического видообразования (Шнеер, 
2009; Song et al., 2012; Родионов и др., 2016).

Виды рода Nitraria L. (Nitrariaceae) являются уникаль-
ным объектом для исследования путей и механизмов ди-
вергенции благодаря полиморфизму биологических при-
знаков и древности происхождения. Большинство видов 
слабо морфологически дифференцированы, поэтому край-
ние варианты фенотипических различий принимаются 
систематиками за отдельные виды, внутривидовые формы 
или экологические расы (Банаев и др., 2015; Kovtonyuk 
et al., 2019; Tomoshevich et al., 2019). Отдельный интерес 
представляют самые широко распространенные и по-
лиморфные виды: N. schoberi L. и N. sibirica Pall. Эти 
виды не всегда удается различить, особенно затруднены 
определения гербарных образцов (Пешкова, 1996; Коро-
пачинский, 2016).

Попытки разрешить таксономию сибирских видов рода 
Nitraria были предприняты на основе кариологических 
(Муратова и др., 2013; Banaev et al., 2018), фитохимиче-
ских (Банаев и др., 2015) и морфологических (Банаев и др., 
2017) признаков, однако молекулярные маркеры имеют ряд 
преимуществ перед ними, демонстрируя достоверные раз-
личия на ге нетическом уровне без участия факторов окру-
жающей сре ды. Несмотря на то что секвенирование фраг-
ментов ДНК остается до сих пор дорогостоящим ме тодом 
анализа, оно дает не только точные, но и высокоинфор-
мативные данные об изменчивости геномов организмов.

Целью нашей работы был сравнительный анализ ну-
клеотидной изменчивости региона ITS и выявление его 
значимости в таксономии видов рода Nitraria.

Материал и методы
Материал для исследования был собран в 2011–2017 гг. 
в 19 популяциях N. sibirica, 12 популяциях N. schoberi 
и 2 популяциях N. komarovii Iljin & Lava ex Bobrov на 
территории России (Алтайский край, Новосибирская 
об ласть, Республики Крым, Хакасия, Тыва), Казахстана, 
Тад жикистана (табл. 1). Гербарные образцы хранятся в 
Гербарии лаборатории дендрологии Центрального си-
бирского ботанического сада СО РАН и NSK Сollection 
(Cen tral Siberian Botanical Garden of Siberian Branch of the 
Russian Academy of Sciences) and Digital Herbarium CSBG 
SB RAS (http://herb.csbg.nsc.ru:8081).

Выделение геномной ДНК, ПЦР-амплификация, 
секвенирование. ДНК выделяли из высушенных листьев 
по стандартным методикам для растительных тканей с 
применением CTAB-метода (Doyle J.J., Doyle J.L., 1990). 
Концентрацию и количество ДНК оценивали в 0.8 % ага-
розном геле, а также на спектрофотометре NanoPhoto meter 
P-Class (P-360, Implen). 

Для амплификации последовательностей региона ITS, 
включающего межгенные спейсеры ITS1, ITS2 и ген 5.8S, 
использовали праймеры ITS6 (5ʹ-tcgtaacaaggtttccgtagg 
tga-3ʹ) и ITS9 (5ʹ-ccgcttattgatatgcttaaac-3ʹ), разработанные 
для восточноазиатских видов трибы Spiraeeae (Potter et 
al., 2007) и синтезированные в ЗАО «Евроген» (Москва). 
Для ПЦР применяли готовый набор реагентов GenePak® 
PCR Core (ООО «Лаборатория Изоген», Москва). Цикл 
амплификации включал: первичную элонгацию при 95 °С 
в течение 5 мин, денатурацию при 94 °С 1 мин, отжиг 
праймеров при 58 °С в течение 50 с и элонгацию при 
72 °С 1 мин с числом циклов 30, финальную элонгацию 
при 72 °С в течение 5 мин. Качество полученных ПЦР-
фрагментов проверяли в 1.5 % агарозном геле и очищали 
набором реагентов для быстрой элюции ДНК из агарозных 
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гелей Diatom DNA Elution (ООО «Лаборатория Изоген»). 
Секвенирование фрагментов проводили в обоих направ-
лениях в ЗАО «Евроген». 

Анализ данных. Сиквенсы были попарно выравнены 
в программе BioEdit v.7.1.9 (Hall, 1999), множествен-
ное выравнивание выполнено в программе ClustalW2 
с последующей проверкой неоднозначных позиций на 
хроматограммах и редактированием вручную. Анализ 
выравненных последовательностей, подбор модели ну-
клеотидных замен, а также эволюционные построения 

выполнены в программе MEGA X (Kumar et al., 2018) 
на основе байесовского информационного критерия BIC 
(Guindon, Gascuel, 2003; Darriba et al., 2012). Эволюцион-
ные дистанции получены методом максимального прав-
доподобия (maximum likelihood, ML) с использованием 
3-параметрической модели Тамура (Tamura, 1992), кон-
сенсусное ML дерево построено с бутстреп-поддержкой 
в 1000 репликаций (Felsenstein, 1985). Эволюционные 
построения выполнены также в программе MrBayes (BI), 
версия v.3.2.6 (Ronquist, Huelsenbeck, 2003; Ronquist et al., 

Таблица 1. Однонуклеотидные замены и однонуклеотидная делеция/инсерция в ITS2 у видов Nitraria

Вид, образец Происхождение Риботип Позиция с вариабельным нуклеотидом

33 81 140 158 207 217

N. schoberi Krim Крым H1 G C A G C –

N. schoberi Kaspii Казахстан H1 G C A G C –

N. schoberi Kulunda Алтайский край H1 G C A G C –

N. schoberi Malinovoe » H1 G C A G C –

N. schoberi Bagan Новосибирская область H1 G C A G C –

N. schoberi Koktal Казахстан H1 G C A G C –

N. schoberi Balhash » H1 G C A G C –

N. schoberi Aidarli » H1 G C A G C –

N. schoberi Raz’ezd 47 » H1 G C A G C –

N. schoberi Pyandzh Таджикистан H1 G C A G C –

N. schoberi Sariozek Казахстан H1 G C A G C –

N. schoberi Lepsi* » H6 G C A G C –

N. komarovii Balhash 1 » H1 G C A G C –

N. komarovii Balhash 2 » H1 G C A G C –

N. sibirica Bele Хакасия H2 A C A G T T

N. sibirica Kulunda Алтайский край H2 A C A G T T

N. sibirica Rubtsovsk » H2 A C A G T T

N. sibirica Noven’koe » H2 A C A G T T

N. sibirica Veseloyarsk » H2 A C A G T T

N. sibirica Balansor » H2 A C A G T T

N. sibirica Kuchuk » H2 A C A G T T

N. sibirica Shara-Nur Тыва H2 A C A G T T

N. sibirica Koktal Казахстан H2 A C A G T T

N. sibirica Karatal » H3 A T G C T T

N. sibirica Balhash » H3 A T G C T T

N. sibirica Kurgan » H3 A T G C T T

N. sibirica Kainar » H3 A T G C T T

N. sibirica Basshi » H3 A T G C T T

N. sibirica Dzhira Алтайский край H4 A C G G T T

N. sibirica Gornyak » H4 A C G G T T

N. sibirica Bahar Казахстан H4 A C G G T T

N. sibirica Raz’ezd 47 » H5 A T G G T T

N. sibirica Kurti** » H7 A T G C T T

Примечание. Образец имеет уникальную замену: * в позиции 71; ** в позиции 201. Прочерк – однонуклеотидная делеция. 
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2012) на основе типа эволюционной модели – GTR с гам-
ма-распределением для аппроксимации скорости замены 
нуклеотидов. Установленные параметры МСМС цепи: 
число поколений – 10 000 000 с частотой сэмплирования 
каждое тысячное поколение. BI деревья визуализированы 
в программе FigTree версии v. 1.4.3. В качестве внешней 
группы использован вид Peganum harmala L. (GenBank 
NCBI: KX282320), близкородственный роду Nitraria. 
Гра ницы спейсера ITS2 определены путем сопоставле-
ния полученных нами последовательностей ITS с этими 
же фрагментами, депонированными в GenBank NCBI 
(N. schoberi: KP087771.1; N. sibirica: DQ267178.1).

Результаты и обсуждение
Для изучения генетической изменчивости фрагмента 
ITS проведен анализ 33 нуклеотидных последовательно-
стей ITS Nitraria, принадлежащих трем видам – N. scho
beri, N. sibirica, N. komarovii. Общая длина амплифици-
руемого фрагмента ITS после выравнивания составляет 
577 п. н., из которых 558 п. н. консервативны, а 19 п. н. 
представляют собой полиморфные сайты или точечные 
мутации: 17 – филогенетически информативные, 2 – уни-
кальные замены. Регион ITS видов рода Nitraria изучался 
ранее для решения вопросов филогении (Temirbayeva, 
Zhang, 2015), однако сведения о нуклеотидной изменчи-
вости этих фрагментов приводятся впервые нами.

Регион ITS1-5.8S-ITS2 у изученных видов Nitraria со-
держит 17 однонуклеотидных замен (ОНЗ). В межгенном 
спейсере ITS1 выявлено 11 ОНЗ, все замены являются 
транзициями (C/T). Ген 5.8S состоит из 157 п. н. и ожидае-
мо консервативен. Спейсер ITS2 содержит 273–274 п. н. и 
отличается большей консервативностью, чем ITS1. Всего 
в ITS2 у изученных образцов выявлено 5 филогенетически 
информативных ОНЗ (4 транзиции: C/T, G/A, 1 трансвер-
сия: G/C), 1 однонуклеотидная делеция/инсерция (T/–), 
2 уникальных замены (см. табл. 1). Среднее значение 
со держания G+C составляет 61.5 % и варьирует от 59.2 
до 62.7 % (табл. 2). В целом величина содержания GC-
состава ниже у N. sibirica (59.2 %), чем у N. schoberi и 
N. komarovii (62.7 %).

Все транзиции в ITS1 четко отделяют N. sibirica от ви-
дов N. schoberi и N. komarovii, при этом различий между 
N. schoberi и N. komarovii не выявлено; также в этой части 
генома у изученных образцов не наблюдается внутриви-
дового полиморфизма. В ITS2 выявлены как видоспе-
цифические полиморфизмы, отличающие N. sibirica от 
двух других видов, так и внутривидовая изменчивость 
образцов N. sibirica.

Известно, что спейсер ITS2 предлагается в качестве 
ДНК-баркода для идентификации растений (Feng et al., 

2016). В сравнении с полноразмерным фрагментом ITS, 
более короткий ITS2 является подходящим молекуляр-
ным маркером, дискриминирующим виды, из-за низкой 
межвидовой изменчивости и одновременно выраженной 
внутривидовой вариабельности. Полученные результа-
ты показали, что межгенный спейсер ITS2 отличается у 
N. sibirica и N. schoberi и N. komarovii на 6 позиций (5 ОНЗ 
и 1 однонуклеотидная делеция/инсерция). Среднее генети-
ческое расстояние ( p-distance) между видами N. schoberi и 
N. sibirica по последовательностям ITS1 составляет 0.092, 
что сопоставимо с хорошо различимыми видами. Так, на-
пример, для подсекций и видов Dendrobium среднее зна-
чение p-distance, рассчитанное по региону ITS, варьирует 
от 0.069 до 0.112 (Srikulnath et al., 2015). Для N. sibirica и 
N. schoberi были выявлены также межвидовые различия 
по комплексу фенольных соединений (Банаев и др., 2015) 
и показана видоспецифичность метрических и качествен-
ных морфологических признаков (Банаев и др., 2017).

Филогенетические деревья, построенные как отдельно 
по спейсерам ITS1 и ITS2, так и отдельно по полнораз-
мерному ITS-региону и спейсеру ITS2, оказались конгру-
энтны. Полученные ML и BI филогенетические деревья 
имеют ветви с высокими бутстреп-индексами и в целом 
согласуются с морфологией и систематикой рода Nitra
ria. В то же время в ходе исследования филогении рода 
Nitraria на основе анализа объединенных данных после-
довательностей ITS и фрагментов хлоропластной ДНК 
(6 генов) (Temirbayeva, Zhang, 2015) виды N. schoberi, 
N. sibirica и N. komarovii сгруппировались в одну кладу 
вместе с австралийским видом N. billardieri  DC. При этом 
более близко расположились N. komarovii, N. billardieri и 
N. sibirica.

В нашем исследовании сравнение топологий ML 
и BI деревьев (рис. 1 и 2) свидетельствует о сходстве 
N. scho beri и N. komarovii и о сложной внутривидовой 
дифференциации N. sibirica.

Виды N. schoberi и N. komarovii, имеющие одинаковые 
последовательности ITS, образуют одну отдельную кладу 
и, соответственно, один риботип – H1 (см. табл. 1). Ис-
ключение составляет образец N. schoberi Lepsi из Казах-
стана, характеризующийся наличием уникальной замены 
в позиции 71 спейсера ITS2 (см. табл. 1).

Вид N. sibirica на ML дереве образует две субклады, 
а на BI дереве – три субклады. От образцов N. schoberi 
и N. komarovii один из риботипов (H3) N. sibirica отли-
чается шестью ОНЗ, что очевидно указывает на само-
стоятельный таксономический ранг этих популяций. Это 
же подтверждает и среднее межгрупповое генетическое 
расстояние, которое составляет 0.024 и одинаково как для 
группы H1/H2, так и для H1/H4. Риботипы H2, H3, H4, 

Таблица 2. Содержание GC-состава (%) в последовательностях ITS-региона у видов Nitraria

Вид ITS1 ITS2 ITS G+C среднее

G C G C G C

N. schoberi 24.8 39.3 31.7 31.7 27.8 32.9 62.7

N. komarovii 24.8 39.3 31.7 31.7 27.8 32.9 62.7

N. sibirica 24.8 31.7 31.4 31.4 27.6 30.7 59.2
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Рис. 1. Филогенетическое дерево, построенное на основании сравнения последовательностей спейсера ITS2 у образцов 
Nitraria методом максимального правдоподобия.
В ветвях указаны название вида и место сбора исследованного образца. 

Рис.  2.  Филогенетическое дерево, построенное на основании сравнения последовательностей спейсера  ITS2 у образцов Nitraria байесов-
ским (BI) методом.
В ветвях указаны название вида и место сбора исследованного образца. 
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принадлежащие N. sibirica, различаются между собой 
одной-тремя ОНЗ. Каждый из риботипов H5, H6, H7 имеет 
одну точечную мутацию.

Полученные результаты по внутривидовой дифферен-
циации N. sibirica позволяют разделить образцы этого 
вида на два основных риботипа: основной сибирский 
si birica-риботип (Н2) и основной казахстанский sibirica-
риботип (Н3) (рис. 3).

Риботип H2 характерен для сибирских популяций N. si
birica – Алтайский край (Кулундинская степь), Хакасия и 
Тыва. Риботип Н4, отличающийся одной однонуклеотид-
ной заменой от основного сибирского sibirica-риботипа, 
тоже характерен для популяций, произрастающих пре-
имущественно в Кулунде. Исключение составляют две по-
пуляции N. sibirica из Юго-Восточного Казахстана на гра-
нице с Китаем – Коктал и Бахар, где обнаружены сибир-
ский sibirica-риботип (Н2) и близкий к нему риботип Н4.

Основной казахстанский sibirica-риботип (Н3) рас-
пространен в Или-Балхашском регионе (бассейны рек 
Или, Каратал, Аягуз) и Казахском мелкосопочнике. Рибо-
тип Н5, близкий к риботипу Н3 (см. рис. 3), и риботип Н7 
(не приведен на рис. 3) обнаружены также в регионе рас-
пространения основного казахстанского sibi rica-риботипа.

Географические особенности распространения ри-
ботипов N. sibirica и наличие существенных различий 
между основными сибирским и казахстанским sibirica-
риботипами (три ОНЗ) свидетельствуют о существенных 
межпопуляционных различиях и таксономической не-
однородности N. sibirica. Вероятнее всего, в настоящее 
время продолжаются процессы гомогенизации рибосом-
ной ДНК образцов N. sibirica, происхождение которых 
связано с гибридизацией и видообразованием (Rauscher 

et al., 2003; Xu et al., 2017; Ефимова и др., 2019). Более 
ранние исследования также показали, что популяции 
N. sibirica неоднородны и дифференцируются в отдельные 
группы согласно эколого-географическим особенностям 
и градиенту высоты над уровнем моря по комплексу фе-
нольных соединений (Банаев и др., 2015).

Заключение
Полученные результаты сравнительного анализа нуклео-
тидной изменчивости региона ITS демонстрируют на-
дежность спейсера ITS2 как молекулярно-генетического 
маркера в идентификации видов рода Nitraria. В случае 
сложной морфологической идентификации образцов Nit
raria может быть достаточно проведения генетического 
анализа изменчивости короткого спейсера ITS2. Однако 
следует отметить, что регион ITS не всегда может полно-
стью разрешить все таксономические вопросы. Так, в 
нашем исследовании виды N. schoberi и N. komarovii 
имеют идентичные последовательности ITS. Трудности 
в интерпретации полученных данных могут быть связаны 
и с множественными копиями ITS, являющимися пара-
логами или ортологами. Ответы на дальнейшие вопросы, 
связанные с таксономией и эволюцией видов рода Nitra
ria, можно получить выявлением этих гомологов путем 
клонирования фрагментов ITS, а также с привлечением 
дополнительных генетических маркеров хлоропластного 
генома. Кроме того, выявленные видоспецифические 
генетические полиморфизмы в регионе ITS у исследо-
ванных видов Nitraria позволят в дальнейшем подобрать 
рестриктазы и таким образом упростить и удешевить 
способ получения паттернов генетической изменчивости 
близкородственных таксонов Nitraria.

оз. Балхаш

оз. Убсу-Нур

Н2

Н3

Н4

Н5

оз. Зайсан

200 км
N

Рис. 3. Распространение риботипов N. sibirica (H2, H3, H4, H5).
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