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Установление этногеографического происхождения неизвестного индивида при криминалистиче-
ских исследованиях может нести важную информацию для следствия. Данная информация может
быть извлечена из биологических следов посредством использования технологий массового парал-
лельного секвенирования ДНК и специально разработанных панелей маркеров. Формирование па-
нелей маркеров, применяемых при установлении этногеографического происхождения индивида,
происходит в два этапа: 1) получение данных о полиморфизме ДНК индивидов из различных попу-
ляций; 2) отбор и проверка отобранных маркеров аутосомной, Y-, X-хромосомной ДНК. В случае,
если эти маркеры ассоциированы с генетическими заболеваниями, их использование может быть
ограничено в связи с необходимостью соблюдения медицинской тайны. В настоящей статье анали-
зируются опубликованные в научно-практической литературе подходы к отбору маркеров, исполь-
зуемых при дифференцировке популяций с целью формирования панели маркеров и ее примене-
ния в судебной экспертизе в Республике Беларусь при установлении этногеографического проис-
хождения неизвестного индивида.

Ключевые слова: судебная генетическая экспертиза, этногеографическое происхождение индивида,
массовое параллельное секвенирование.
DOI: 10.31857/S0016675821010100

Технологии массового параллельного секве-
нирования позволяют извлечь из следов, остав-
ленных на месте происшествия, биологическую
информацию об индивиде, в том числе об его эт-
ногеографическом происхождении. Данные све-
дения могут быть использованы при сужении
круга подозреваемых, особенно в тех случаях, ко-
гда свидетельских показаний недостаточно, они
противоречивы либо вообще отсутствуют. Этно-
географическое происхождение индивида может
быть установлено посредством использования
панелей маркеров, основанных на полиморфиз-
ме ДНК.

Наиболее информативными для определения
происхождения индивида являются панели мар-
керов, построенные из единичных нуклеотидных
замен (SNPs) аутосомной ДНК в сочетании с
SNPs половых хромосом, полиморфизмом мик-
росателлитов или коротких тандемных повторов

(STRs). В научной литературе опубликованы па-
нели маркеров, используемые для установления
происхождения индивида на уровне континентов
[1–4], дифференциации европейских популяций
[5–8], а также популяций внутри страны (на приме-
ре Нидерландов [9]). Особое внимание уделяется
вопросу установления географически смешанного
происхождения индивида [10–12]. Ученые рас-
сматривают особенности применения коммерче-
ских наборов для установления происхождения
индивида на базе технологий высокопроизводи-
тельного секвенирования [13–18].

Масштабного исследования белорусского эт-
носа с применением технологий массового па-
раллельного секвенирования до 2020 г. не прово-
дилось, что выразилось в отсутствии данных о по-
лиморфизме локусов ДНК, анализируемых с
помощью указанных технологий и используемых
в криминалистике. При этом остается открытым
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вопрос о возможности широкогеномных марке-
ров, применяемых при установлении этногеогра-
фического происхождения неизвестного индиви-
да, выявлять генетические различия между ло-
кальными белорусскими популяциями.

Настоящая работа посвящена анализу теорети-
ческих подходов к формированию панелей марке-
ров, направленных на установление этногеографи-
ческого происхождения индивида и дифференциа-
цию популяций, перспективных для применения в
судебной экспертизе Республики Беларусь.

Далее будет рассмотрен опыт изучения гене-
тического разнообразия белорусского этноса;
затем – охарактеризованы основные этапы диа-
гностирования этногеографического региона по
полиморфизму ДНК и маркеры (SNP и STR мар-
керы аутосомной, Y-, X-хромосомной ДНК), ис-
пользуемые при установлении этногеографиче-
ского происхождения индивида. Также будет уде-
лено внимание вопросу использования данных о
географическом распространении генетически
обусловленных заболеваний при установлении
этногеографического происхождения индивида.

ИССЛЕДОВАНИЯ БЕЛОРУССКОГО ЭТНОСА

Исследование белорусского этноса проводилось
с помощью классических технологий VNTR, STR,
ПДРФ анализа, праймер-специфичной ПЦР по
маркерам X-, Y-хромосом [19, 20], митохондри-
альной и аутосомной ДНК [21], в том числе при
сравнительном изучении населения стран Евро-
пы [22–24] и некоторых соседей – Польши [25–
28], России [29, 30].

Отдельно стоит упомянуть изучение: генети-
ческой предрасположенности представителей
различных популяций к таким заболеваниям как
рак щитовидной железы [31], шизофрения [32];
мутаций в гене GJB2, приводящих к потере слуха
[33]; полиморфизма генов, определяющих био-
трансформацию лекарств [34]; полиморфизма ге-
на аполипопротеина Е (APOE), участвующего в
регуляции липидного обмена [35]. В научном ис-
следовании [36, с. 702] были показаны различия
Северного (Подвинье) и Восточного (Поднепро-
вье) регионов Беларуси по частотам ACE-геноти-
пов ангиотензин-превращающего фермента, а
также дифференциация популяции Поднепровья
от других регионов Беларуси по частотам AGT-ге-
нотипов гена ангиотензиногена.

По маркерам аутосомной ДНК население Бе-
ларуси изучалось в контексте исследования дру-
гих популяций Центрально-Восточной Европы
(поляков, украинцев и русских) [23, с. 4]. При
изучении белорусской популяции с помощью 18
STR-маркеров аутосомной ДНК не выявлено ста-
тистически достоверных различий по частоте

встречаемости аллелей в зависимости от региона
страны [37, с. 275].

По данным исследования митохондриальной
ДНК в генофонде населения Беларуси подавляю-
щее большинство составляют гаплогруппы, ти-
пичные для центрально-восточных европейских
популяций, но при этом наблюдается наличие
двух редких гаплогрупп N1a3 и N3 [38].

По STR-маркерам Y-хромосомной ДНК выяв-
лены гаплогруппы, характерные для восточно-ев-
ропейских славян, северо-западных славян, юж-
ных славян и южных балтов, а также минорные
гаплогруппы центрально- и восточно-азиатского
происхождения как следствие ассимиляции в ге-
нофонде белорусов генофонда “литовских” татар
[39–42]. Согласно полученным в исследовании
[38] данным, около 80% Y-хромосом белорусов
относятся к гаплогруппам R1a, I2a, N1c, что ха-
рактерно для остальных восточно-европейских
популяций (украинцев и русских); около 5% по-
лучила распространение среди белорусов гапло-
группа R1b; также небольшое распространение
получили гаплогруппы I2b, N1b, J2, E1b1b1a.

В научной литературе имеются данные о воз-
можности установления географической диффе-
ренциации на основе спектра исследованных ге-
нотипов [43, с. 284].

Так, например, в изученных выборках населе-
ния Беларуси [44] было выявлено неравномерное
распределение гаплотипов Y-хромосомы с помо-
щью 16 STR-маркеров. Согласно другому источни-
ку, при изучении представителей четырех регионов
Беларуси было показано, что по частотам локусов
Y-хромосомы, входящих в “минимальный гапло-
тип”, изучаемая выборка неоднородна [45].

При изучении генетического разнообразия на-
селения Беларуси с помощью микросателлитных
локусов X-хромосомы была выявлена генетиче-
ская стратификация внутри страны – получились
обособленными северо-западные выборки [46, 47].

Из вышесказанного следует, что белорусский
этнос в общем генетически сходен с населением
Центрально-Восточной Европы, однако даже по не-
многочисленным маркерам наблюдается отличие от
ближайших стран-соседей, а также стратификация
внутри страны, что создает потенциальную возмож-
ность для разработки научных и методических под-
ходов к решению криминалистических задач нового
типа по установлению этнической, региональной и
популяционной принадлежности неизвестного ин-
дивида по характеристикам его ДНК. Для успеш-
ной реализации таких разработок необходимо
провести популяционные исследования с целью
поиска дополнительных маркеров, информатив-
ных в отношении дифференциации населения
Республики Беларусь.



ГЕНЕТИКА  том 57  № 1  2021

ТЕОРЕТИЧЕСКИЕ ПОДХОДЫ К ФОРМИРОВАНИЮ ПАНЕЛЕЙ ДНК-МАРКЕРОВ 7

ЭТАПЫ ДИАГНОСТИРОВАНИЯ 
ЭТНОГЕОГРАФИЧЕСКОГО РЕГИОНА

ПО ПОЛИМОРФИЗМУ ДНК
Диагностирование географического региона

по полиморфизму ДНК происходит в два этапа:
1) отбор нуклеотидных замен, потенциально позво-
ляющих решить поставленную задачу; 2) исследо-
вание образцов ДНК с помощью отобранных нук-
леотидных замен и интерпретация данных.

1. Для отбора нуклеотидных замен, с помощью
которых возможно различать популяции, исполь-
зуют данные о частотах аллелей в сравниваемых
популяциях: чем больше разница по частоте
встречаемости аллеля, тем выше его информатив-
ность (In) [48]. При этом для формирования па-
нелей маркеров могут быть использованы другие
критерии, такие как δ, Fst [49]. Стоит отметить,
что в научной литературе отмечается наличие
корреляции между In и Fst [50].

Учеными называются следующие принципы
отбора нуклеотидных замен, при которых они
должны быть: 1) широко распространены в гено-
ме; 2) располагаться на достаточном расстоянии
друг от друга, чтобы наследоваться независимо;
3) совместимы с коммерческими платформами;
4) сбалансировано подобраны для сравниваемых
популяций. На случай возникновения проблемы
при формировании мультиплекса желательно
иметь альтернативные локусы [3, 10].

При отборе маркеров, расположенных на одной
хромосоме, необходимо учитывать физическую
связь между локусами (генетическое сцепление) и
аллельную сцепленность в разных локусах (нерав-
новесное сцепление генов). Первое может быть
изучено с помощью наблюдаемой степени реком-
бинации между маркерами внутри семейств, вто-
рое – путем сравнения наблюдаемых частот гап-
лотипов с ожидаемой частотой гаплотипов [51].

Поиск и отбор маркеров, информативных при
установлении происхождения индивида, может
быть произведен с помощью биоинформатического
онлайн-ресурса – AncestrySNPminer, находящего-
ся в свободном доступе. При использовании данно-
го ресурса критериями информативности маркеров
выступают: разница абсолютных частот аллелей
(Δ) в изучаемых популяциях; информативное со-
держание Шеннона; информативное содержание
Фишера; критерии Fst и In, а также композицион-
ная мера (англ. composite measure), представляю-
щая собой совокупный результат анализа марке-
ров по вышеуказанным пяти критериям [52].

2. После того как отобраны потенциально ин-
формативные генетические маркеры с их помо-
щью производится анализ образцов ДНК для от-
несения их к определенной популяции [53].

Анализ полиморфизма в изучаемых образцах
ДНК проводится с использованием многомерных

методов статистики, которые включают различ-
ные способы анализа данных в зависимости от
цели и специфики последних. Анализ главных
компонент (англ. principal component analysis)
позволяет представить генетические варианты в
виде векторов главных компонент, тем самым
выявить структуру большого массива данных. Од-
нако для корректной разбивки данных требуется
большое количество (тысячи и миллионы) SNPs.
Помимо анализа главных компонент исследовате-
ли используют алгоритмы неконтролируемого ма-
шинного обучения. Результатом такого рода анали-
за является уже некая классификация исследуемых
образцов в виде группирующихся вместе класте-
ров (популяций). При этом для точности анализа
требуется не большое количество маркеров, а
множество исследуемых популяций [54].

Учеными обсуждаются и сравниваются про-
граммные продукты, предназначенные для анализа
полиморфизма в образцах ДНК: программное
обеспечение “ELAI” из группы методов, учитываю-
щих неравновесное сцепление нуклеотидных за-
мен, может быть наиболее эффективным при
установлении происхождения образца; “RFMIX”
и “LOTER”, не учитывающие неравновесное
сцепление нуклеотидных замен, имеют преимуще-
ство в качестве возможности учесть большее коли-
чество параметров; “SWITCH” или “ELAI” могут
быть использованы при необходимости рассчитать
рекомбинационные события; “SUPPORMIX” реко-
мендовано для изучения смешанного происхожде-
ния генотипа, без знания предковых популяций;
“ALLOY” применимо для расчета смешанного про-
исхождения индивида; “LAMPLD”, “RFMIX” и
“LOTER” подходят в случае, если анализу подлежит
неполный гаплотип; “SEQMIX” успешно примени-
мо при работе с низким покрытием прочитанных
нуклеотидных последовательностей [55].

Обобщая вышесказанное, отметим, что в на-
учной литературе для решения вопроса об этно-
географическом происхождении неизвестного
индивида определены критерии отбора ДНК-
маркеров, информативных при разделении гло-
бальных популяций, разработаны программные
продукты для анализа и интерпретации получен-
ных данных. При проведении исследования по-
пуляции в Беларуси с помощью технологий мас-
сового параллельного секвенирования можно
воспользоваться уже выработанными принципа-
ми, критериями отбора и программными продук-
тами.

МАРКЕРЫ, ИСПОЛЬЗУЕМЫЕ
ПРИ УСТАНОВЛЕНИИ 

ЭТНОГЕОГРАФИЧЕСКОГО 
ПРОИСХОЖДЕНИЯ ИНДИВИДА

В состав панелей, используемых при установ-
лении этногеографического происхождения ин-
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дивида, как правило, входят SNP и STR маркеры,
расположенные на аутосомах, X-, Y-хромосомах.
Отдельные панели маркеров построены на нук-
леотидном полиморфизме митохондриальной
ДНК.

Для SNP-маркеров характерны следующие
особенности: диаллельность, относительно низ-
кий уровень мутабильности, возможность приме-
нения на деградированном биологическом мате-
риале. Основные направления их использования:
1) идентификационное; 2) установление родства
(Y-хромосомная ДНК и митохондриальная ДНК);
3) определение географического происхождения;
4) предсказание фенотипа [56].

Однако наиболее распространенные в крими-
налистике ДНК-маркеры – это STRs, которые
были выбраны благодаря их высокой полиморф-
ности. При этом анализ “смешанных” генетиче-
ских STR-профилей от двух и более индивидов
весьма затруднителен из-за присутствия статте-
ров, которые могут маскироваться под истинные
аллели. Также STR не обладают высокой инфор-
мативностью при установлении этногеографиче-
ского происхождения индивида. SNP-маркеры
имеют ряд преимуществ в основном из-за отсут-
ствия статтеров, а также благодаря более низкой
скорости мутирования в сравнении с STR-локу-
сами [56, 57].

Опубликовано множество панелей маркеров,
информативных для установления географиче-
ского происхождения индивида, на примере ана-
лиза различных популяций показана их результа-
тивность. Их использованию в криминалистике
препятствует отсутствие единой базы данных о
частотах аллелей по исследованным локусам в
изучаемых популяциях. В связи с этим по общему
мнению научного сообщества усилия лаборато-
рий необходимо направить не на создание новых
панелей маркеров, а на анализ большего числа
популяций и образцов с помощью уже имеющих-
ся [58].

Точность определения происхождения индивида
повышается в случае использования разных типов
маркеров. Например, 76.3% корректного определе-
ния географического происхождения индивида в
случае использования только SNP-маркеров ауто-
сомной ДНК и 84.9% при использовании одновре-
менно SNP-, STR-маркеров аутосомной, Y-хромо-
сомной и митохондриальной ДНК [59].

Следует подчеркнуть, что исследование STR-
маркеров аутосом, X- и Y-хромосом с использовани-
ем технологии полногеномного секвенирования
позволяет выявить дополнительные однонуклео-
тидные полиморфизмы (как в самих микросател-
литных последовательностях, так и в участках, их
фланкирующих) и которые не могут быть учтены
при фрагментном анализе [60]. В связи с развитием
технологий и методов ДНК-анализа коллективом

ученых опубликовано руководство по использо-
ванию STR-маркеров в криминалистике [61].

Далее будут рассмотрены особенности марке-
ров на Y- и X-хромосомах.

Y-хромосома содержит наибольший не под-
верженный рекомбинации участок ДНК в чело-
веческом геноме, а благодаря высокому полимор-
физму находит применение в криминалистике.

Выявленный нуклеотидный полиморфизм
Y-хромосомы (245 маркеров) позволил в 2002 г.
группе ученых (англ. Y. Chromosome Consortium)
сконструировать иерархичное дерево, состоящее
из 153 гаплогрупп [62]. Данное дерево позднее не
раз дополнялось [63], при этом увеличивалось
число гаплогрупп и маркеров. В варианте 2008 г.
дерево состоит из 311 гаплогрупп, включая две
новые большие гаплогруппы (S и T), и включает
порядка 600 бинарных маркеров [64]. В связи с
развитием технологий секвенирования ДНК уче-
ными активно обсуждается вопрос целесообразно-
сти использования как можно большего количества
SNP-маркеров Y-хромосомы для построения фи-
логенетического дерева, поскольку тысячи выяв-
ленных Y-SNPs могут внести неясность при ин-
терпретации результатов. Поэтому предложено в
качестве стандарта использовать 417 SNPs, позво-
ляющих идентифицировать основные гаплогруп-
пы, ввести единую номенклатуру гаплогрупп [65].
На онлайн-ресурсе PhyloTree Y [66] размещена
актуальная версия указанного филогенетического
дерева. Более полное дерево доступно на ресурсе
Международного общества генетической генеало-
гии (англ. International Society of Genetic Genealogy;
сокр. ISOGG) [67]. Соответственно выработаны
подходы по установлению гаплогруппы неизвест-
ного индивида по полиморфизму Y-хромосомы.

В дополнение к SNP-маркерам Y-хромосомы
при определении гаплогруппы могут быть успешно
применены STR-маркеры. Для популяционно-ге-
нетических, генеалогических, криминалистиче-
ских исследований опубликовано 194 STR-маркера
[68]. Обсуждается возможность использования
быстромутирующих STR-маркеров Y-хромосомы
[69–72].

X-хромосома имеет ряд особенностей, что дела-
ет ее уникальной в человеческом геноме. Женщины
наследуют по одной X-хромосоме от каждого из ро-
дителей, в то время как мужчины – одну, материн-
скую. Одна из двух X-хромосом у женщин инак-
тивируется на ранних этапах развития и остается
неактивной в соматических клетках, а при гаме-
тогенезе реактивируется, благодаря чему проис-
ходит рекомбинация между двумя Х-хромосома-
ми. У мужчин между X- и Y-хромосомами реком-
бинация происходит только между небольшими
участками. Гены в X-хромосоме, которые не вхо-
дят в рекомбинирующий регион, принадлежат
только X-хромосоме и присутствуют в единствен-
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ной копии в геноме мужчин [73]. Таким образом,
маркеры, расположенные на X-хромосоме, могут
образовывать группы сцепления.

Например, X-STR-локусы, входящие в состав
успешно используемого в криминалистике набо-
ра ArgusX-12, образуют четыре группы сцепления:
1) DXS10148, DXS10135, DXS8378; 2) DXS7132,
DXS10079, DXS10074; 3) DXS10103, HPRTB,
DXS10101; 4) DXS10146, DXS10134, DXS7423. Эф-
фективность данного набора показана для попу-
ляций Швеции [51], Германии [74], Беларуси [46].

Помимо X-STR-маркеров в криминалистике
при разделении основных континентальных попу-
ляций (африканской, американской, восточно-
азиатской, европейской, южно-азиатской) могут
быть использованы X-SNPs [75].

В научной литературе высказывается идея, что
с помощью маркеров, расположенных на поло-
вых хромосомах, можно выявить межпопуляци-
онные различия внутри локальной территории,
даже если частоты аллелей относительно одно-
родны в более глобальном регионе [76]. Это было
продемонстрировано на примере Китая [77], Ис-
пании [78].

Актуальная информация о полиморфизме ДНК
человека представлена в базе данных ALFRED [79]
и криминалистическом ресурсе FROG-kb [80], а
также в таких проектах как: “1000 Геномов” [81],
“Карта гаплотипа” (англ. HapMap) [82], “Разно-
образие генома человека” (англ. The Human Ge-
nome Diversity Project) [83], “Рак в Нью-Йорке”
(англ. New York Cancer Project) [84]. Нуклеотидный
полиморфизм человеческой ДНК, выявленный в
рамках данных проектов, становится объектом
установления взаимосвязи генетического поли-
морфизма и определенных характеристик (цвет
глаз и волос, географический регион, предраспо-
ложенность к заболеваниям и т.д.) представите-
лей различных популяций.

Таким образом, при установлении этногеогра-
фического происхождения индивида при прове-
дении судебной экспертизы наиболее перспек-
тивными маркерами являются SNPs аутосом, а
также Y- и X-хромосом. При этом в панель могут
быть включены STR-маркеры ДНК, в том числе
быстро мутирующие.

ИСПОЛЬЗОВАНИЕ ДАННЫХ
О ГЕОГРАФИЧЕСКОМ 

РАСПРОСТРАНЕНИИ ГЕНЕТИЧЕСКИ 
ОБУСЛОВЛЕННЫХ ЗАБОЛЕВАНИЙ

И ПРИЗНАКОВ ПРИ УСТАНОВЛЕНИИ 
ЭТНОГЕОГРАФИЧЕСКОГО 

ПРОИСХОЖДЕНИЯ ИНДИВИДА
Отдельным направлением исследований явля-

ется перспектива использования данных о гео-
графическом распространении некоторых гене-

тически обусловленных заболеваний при диффе-
ренциации популяций.

В качестве примера научного консорциума,
занимающегося установлением взаимосвязи
между нуклеотидным полиморфизмом ДНК и ге-
нетически обусловленными заболеваниями и ха-
рактеристиками людей, можно привести проект
“Изучение популяционной структуры с исполь-
зованием данных геномики и эпидемиологии”
(англ. The Population Architecture Using Genomics
and Epidemiology Study) [85]. В рамках названного
исследования изучено распространение сахарного
диабета 2-го типа, индекса массы тела, уровня жи-
ров, сердечно-сосудистой недостаточности, рака и
прочих биомаркеров в различных человеческих
популяциях [86]. Установление взаимосвязи вы-
шеуказанных параметров осложняется тем, что
выборки из популяций составлены неравномерно
и в основном изучены европейские популяции.
Соответственно экстраполировать частоты встре-
чаемости аллелей на другие регионы может быть
не совсем корректно [87, 88].

Генетическое разнообразие человеческих по-
пуляций может быть обусловлено полигенной
природой заболеваний, таких как ишемическая
болезнь сердца, мерцательная аритмия, диабет 2-го
типа, воспалительное заболевание кишечника,
рак молочной железы [89]; или приспособлением
к условиям среды, патогенам, демографическими
процессами [90, 91].

Имеются данные о закономерностях геогра-
фической приуроченности таких генетически де-
терминированных черт, как: склонность к шизо-
френии на примере популяций европейского и
африканского происхождения [92]; диабет 2-го
типа среди населения Гренландии [93], IgA неф-
ропатии – главной причины почечной недоста-
точности среди лиц европейского, азиатского и
афро-американского происхождения [94]; устой-
чивость к гипоксии населения Тибета [95].

Такая дополнительная информация, как нали-
чие или предрасположенность к определенному
генетическому заболеванию, как правило прояв-
ляющемуся фенотипически, может иметь боль-
шую значимость для идентификации индивида,
биологический материал которого обнаружен на
месте происшествия. Несмотря на это использова-
ние ее может быть ограничено в связи с необходи-
мостью соблюдать медицинскую тайну [96–98].

Вместе с тем полагаем, что включение подоб-
ных маркеров в криминалистическую панель мо-
жет повысить эффективность идентификации не-
известного индивида, при обязательном условии
обеспечения защиты генетической информации.
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, для целей установления этно-

географического происхождения неизвестного
индивида и выявления различий между регио-
нальными популяциями Беларуси по полимор-
физму ДНК имеющихся на сегодняшний день
данных недостаточно. Результаты предыдущих
исследований белорусского этноса были получе-
ны с помощью методов, проигрывающих по ин-
формативности технологиям массового парал-
лельного секвенирования. Для решения крими-
налистических задач нового уровня в научной
литературе описаны принципы отбора информа-
тивных ДНК-маркеров и формирования на их ба-
зе локусных панелей, а также предложены мето-
ды анализа и интерпретации полученных данных.
Соответственно при выполнении поставленной
задачи остается определиться с подходом при вы-
боре ДНК-маркеров, источниками изучаемых ге-
нотипов, программным обеспечением. При этом
можно использовать опыт изучения соседних по-
пуляций, а также маркеры, ассоциированные с
генетическими заболеваниями (при условии со-
блюдения медицинской тайны).

Работа выполнена в рамках государственной
научно-технической программы Союзного госу-
дарства “Разработка инновационных геногеогра-
фических и геномных технологий идентифика-
ции личности и индивидуальных особенностей
человека на основе изучения генофондов регио-
нов Союзного государства” (ДНК-идентифика-
ция), 2017–2021 гг.

Настоящая статья не содержит каких-либо ис-
следований с использованием в качестве объекта
животных.

Настоящая статья не содержит каких-либо ис-
следований с участием в качестве объекта людей.

Авторы заявляют, что у них нет конфликта ин-
тересов.

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ
1. Kersbergen P., van Duijn K., Kloosterman A.D. et al. De-

veloping a set of ancestry-sensitive DNA markers re-
flecting continental origins of humans // BMC Genet-
ics. 2009. V. 10. № 69. P. 1–13. 
https://doi.org/10.1186/1471-2156-10-69

2. Kosoy R., Nassir R., Tian C. et al. Ancestry informative
marker sets for determining continental origin and ad-
mixture proportions in common populations in Ameri-
ca // Human Mutat. 2009. V. 30. № 1. P. 69–78. 
https://doi.org/10.1002/humu.20822

3. Phillips C., Parson W., Lundsberg B. et al. Building a fo-
rensic ancestry panel from the ground up: The EURO-
FORGEN Global AIM-SNP set // Forensic Sci. In-
tern. Genet. 2014. V. 11. P. 13–25. 
https://doi.org/10.1016/j.fsigen.2014.02.012

4. Bulbul O., Pakstis A.J., Soundararajan U. et al. Ancestry
inference of 96 population samples using microhaplo-

types // Intern. J. Legal Med. 2018. V. 132. № 3.
P. 703–711. 
https://doi.org/10.1007/s00414-017-1748-6

5. Lao O., Lu T.T., Nothnagel M. et al. Correlation be-
tween genetic and geographic structure in Europe //
Current Biology: CB. 2008. V. 18. № 16. P. 1241–1248. 
https://doi.org/10.1016/j.cub.2008.07.049

6. Moskvina V., Smith M., Ivanov D. et al. Genetic differ-
ences between five European populations // Human
Heredity. 2010. V. 70. № 2. P. 141–149. 
https://doi.org/10.1159/000313854

7. Seldin M.F., Shigeta R., Villoslada P. et al. European
population substructure: clustering of northern and
southern populations // PLoS Genetics. 2006. V. 2.
№ 9. P. 1339–1351. 
https://doi.org/10.1371/journal.pgen.0020143

8. Tian C., Kosoy R., Nassir R. et al. European population
genetic substructure: further definition of ancestry in-
formative markers for distinguishing among diverse
European ethnic groups // Mol. Medicine (Cam-
bridge, Mass.). 2009. V. 15. P. 371–383. 
https://doi.org/10.2119/molmed.2009.00094

9. Lao O., Altena E., Becker C. et al. Clinal distribution of
human genomic diversity across the Netherlands de-
spite archaeological evidence for genetic discontinuities
in Dutch population history // Investigative Genet.
2013. V. 4. № 1. P. 1–14. 
https://doi.org/10.1186/2041-2223-4-9

10. Galanter J.M., Fernandez-Lopez J.C., Gignoux C.R.
et al. Development of a panel of genome-wide ancestry
informative markers to study admixture throughout the
Americas // PLoS Genetics. 2012. V. 8. № 3. P. 1–16. 
https://doi.org/10.1371/journal.pgen.1002554

11. Kidd J.R., Friedlaender F.R., Speed W.C. et al. Analyses
of a set of 128 ancestry informative single-nucleotide
polymorphisms in a global set of 119 population sam-
ples // Investigative Genet. 2011. V. 2. № 1. P. 1–13. 
https://doi.org/10.1186/2041-2223-2-1

12. Nievergelt C.M., Maihofer A.X., Shekhtman T. et al. In-
ference of human continental origin and admixture
proportions using a highly discriminative ancestry in-
formative 41-SNP panel // Investigative Genet. 2013.
V. 4. № 1. P. 1–16. 
https://doi.org/10.1186/2041-2223-4-13

13. Xavier C., Parson W. Evaluation of the Illumina
ForenSeq™ DNA Signature Prep Kit – MPS forensic ap-
plication for the MiSeq FGx™ benchtop sequencer // Fo-
rensic Sci. Intern. Genet. 2017. V. 28. P. 188–194. 
https://doi.org/10.1016/j.fsigen.2017.02.018

14. Pereira V., Mogensen H.S., Børsting C., Morling N. Eval-
uation of the Precision ID Ancestry Panel for crime
case work: A SNP typing assay developed for typing of
165 ancestral informative markers // Forensic Sci. In-
tern. Genet. 2017. V. 28. P. 138–145. 
https://doi.org/10.1016/j.fsigen.2017.02.013

15. Hussing C., Huber C., Bytyci R. et al. Sequencing of 231
forensic genetic markers using the MiSeq FGx™ foren-
sic genomics system – an evaluation of the assay and
software // Forensic Sci. Res. 2018. V. 3. № 2. P. 111–
123. 
https://doi.org/10.1080/20961790.2018.1446672



ГЕНЕТИКА  том 57  № 1  2021

ТЕОРЕТИЧЕСКИЕ ПОДХОДЫ К ФОРМИРОВАНИЮ ПАНЕЛЕЙ ДНК-МАРКЕРОВ 11

16. Guo F., Yu J., Zhang L., Li J. Massively parallel se-
quencing of forensic STRs and SNPs using the Illumi-
na®ForenSeq™ DNA Signature Prep Kit on the MiSeq
FGx™ Forensic Genomics System // Forensic Sci. In-
tern. Genet. 2017. V. 31. P. 135–148. 
https://doi.org/10.1016/j.fsigen.2017.09.003

17. Churchill J.D., Novroski N.M.M., King J.L. et al. Popu-
lation and performance analyses of four major populations
with Illumina’s FGx Forensic Genomics System // Fo-
rensic Sci. Intern. Genet. 2017. V. 30. P. 81–92. 
https://doi.org/10.1016/j.fsigen.2017.06.004

18. Apaga D.L.T., Dennis S.E., Salvador J.M. et al. Com-
parison of two massively parallel sequencing platforms
using 83 single nucleotide polymorphisms for human //
Nature. 2017. V. 7. № 1. P. 1–6. 
https://doi.org/10.1038/s41598-017-00510-3

19. Shyla A., Borovko S.R., Tillmar A.O. et al. Belarusian
experience of the use of FamLinkX for solving complex
kinship cases involving X-STR markers // Forensic Sci.
Intern. Genet. Suppl. Series. 2015. V. 5. P. e539–e541. 
https://doi.org/10.1016/j.fsigss.2015.09.213

20. Borovko S., Shyla A., Korban V., Borovko A. Amelogenin
test abnormalities revealed in Belarusian population
during forensic DNA analysis // Forensic Sci. Intern.
Genet. 2015. V. 15. P. 98–104. 
https://doi.org/10.1016/j.fsigen.2014.10.014

21. Zhivotovsky L.A., Veremeichyk V.M., Mikulich A.I. et al.
A comprehensive population survey on the distribution
of STR frequencies in Belarus // Forensic Sci. Intern.
2007. V. 172. № 2–3. P. 156–160. 
https://doi.org/10.1016/j.forsciint.2007.01.009

22. Karachanak-Yankova S., Nesheva D., Toncheva D., Gal-
abov A.S. The uniparental genetic landscape of modern
Slavic speaking populations // Adv. Anthropology.
2017. V. 7. № 4. P. 318–332. 
https://doi.org/10.4236/aa.2017.74018

23. Kushniarevich A., Utevska O., Chuhryaeva M. et al. Ge-
netic heritage of the Balto-Slavic speaking populations:
A synthesis of autosomal, mitochondrial and Y-chro-
mosomal data // PLoS One. 2015. V. 10. № 9.
P. e0135820. 
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0135820

24. Балановский О.П. Изменчивость генофонда в про-
странстве и времени: синтез данных о геногеографии
митохондриальной ДНК и Y-хромосомы: Автореф.
дис. … д-ра биол. наук. М.: ФГБУ “Медико-генети-
ческий науч. центр” Российской акад. мед. наук,
2012. 47 с.

25. Soltyszewski I., Plocienniczak A., Fabricius H.A. et al.
Analysis of forensically used autosomal short tandem re-
peat markers in Polish and neighboring populations //
Forensic Sci. Intern. Genetics. 2008. V. 2. № 3.
P. 205–211. 
https://doi.org/10.1016/j.fsigen.2008.02.003

26. Rebała K., Mikulich A.I., Tsybovsky I.S. et al. Y-STR
variation among Slavs: evidence for the Slavic home-
land in the middle Dnieper basin // J. Human Genet.
2007. V. 52. № 5. P. 406–414. 
https://doi.org/10.1007/s10038-007-0125-6

27. Rebała K., Mikulich A.I., Tsybovsky I.S. et al. Common
Y-chromosomal STR database for three closely related
European populations // Intern. Congress Series. 2006.

V. 1288. P. 177–179. 
https://doi.org/10.1016/j.ics.2005.09.120

28. Pepinski W., Niemcunowicz-Janica A., Skawronska M.
et al. Allele distribution of 15 STR loci in a population
sample of Byelorussian minority residing in the north-
eastern Poland // Forensic Sci. Intern. 2004. V. 139.
№ 2–3. P. 265–267. 
https://doi.org/10.1016/j.forsciint.2003.11.013

29. Балановский О.П., Тегако О.В. Генофонд белорусов
по данным о трех типах генетических маркеров:
аутосомных, митохондриальных, Y-хромосомы //
Актуальные вопр. антропологии. 2008. Т. 2. С. 53–65.

30. Verbenko DA., Pogoda T.V., Spitsyn V.A. et al. Apolipo-
protein B 3'-VNTR polymorphism in Eastern Europe-
an populations // Eur. J. Human Genet.: EJHG. 2003.
V. 11. № 6. P. 444–451. 
https://doi.org/10.1038/sj.ejhg.5200986

31. Nikitski A.V., Rogounovitch T.I., Bychkov A. et al. Geno-
type analyses in the Japanese and Belarusian popula-
tions reveal independent effects of rs965513 and
rs1867277 but do not support the role of FOXE1 poly-
alanine tract length in conferring risk for papillary thy-
roid carcinoma // Thyroid: Official J. Am. Thyroid As-
sociation. 2017. V. 27. № 2. P. 224–235. 
https://doi.org/10.1089/thy.2015.0541

32. Kandratsenka H., Nestsiarovich A., Goloenko I. et al. As-
sociation of MIR137 with symptom severity and cogni-
tive functioning in Belarusian schizophrenia patients //
Frontiers in Psychiatry. 2018. V. 9. P. 1–9. 
https://doi.org/10.3389/fpsyt.2018.00295

33. Dzhemileva L.U., Barashkov N.A., Posukh O.L. et al.
Carrier frequency of GJB2 gene mutations c.35delG,
c.235delC and c.167delT among the populations of
Eurasia // J. Human Genet. 2010. V. 55. № 11. P. 749–
754. 
https://doi.org/10.1038/jhg.2010.101

34. Mikhalenka A., Chebotareva N., Krupnova E. et al. Poly-
morphisms of drug-metabolizing enzymes CYP1A2,
CYP2D6, GST, NAT2 and transporter MDR1 in popu-
lation of Belarus: comparison with selected european
and asian populations // EUREKA: Life Sci. 2016.
V. 2. P. 27–36. 
https://doi.org/10.21303/2504-5695.2016.00105

35. Borinskaya S.A., Kal’ina N.R., Sanina E.D. et al. Poly-
morphism of the apolipoprotein E gene (APOE) in the
populations of Russia and neighboring countries //
Rus. J. Genet. 2007. V. 43. № 10. P. 1201–1207. 
https://doi.org/10.1134/S1022795407100158

36. Сивицкая Л.Н., Кушнеревич Е.И., Даниленко Н.Г.
и др. Полиморфизм генов ренин-ангиотензиновой
системы в шести этногеографических регионах
Беларуси // Генетика. 2008. Т. 44. № 5. С. 702–709.

37. Tsybovskii I.S., Veremeichik V.M., Kotova S.A. et al. De-
veloping forensic reference database by 18 autosomal
STR for DNA identification in Republic of Belarus //
Rus. J. Genet. 2017. V. 53. № 2. P. 275–284. 
https://doi.org/10.1134/S1022795417020132

38. Kushniarevich A., Sivitskaya L., Danilenko N. et al. Uni-
parental genetic heritage of belarusians: encounter of
rare middle eastern matrilineages with a central Euro-
pean mitochondrial DNA pool // PLoS One. 2013.
V. 8. № 6. P. e66499. 
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0066499



12

ГЕНЕТИКА  том 57  № 1  2021

ПАРФЕНЧИК, КОТОВА

39. Рожанский И., Цыбовский И.С., Богачева А.В. и др.
Белорусы: этногенез и связь с другими славянски-
ми народами с позиции ДНК-генеалогии // Наука
и инновации. 2013. Т. 3. № 21. С. 55–62.

40. Pankratov V., Litvinov S., Kassian A. et al. East Eurasian
ancestry in the middle of Europe: genetic footprints of
Steppe nomads in the genomes of Belarusian Lipka //
Scientific Reports. 2016. V. 6. P. 30197. 
https://doi.org/10.1038/srep30197

41. Кушнеревич Е.И., Давыденко О.Г. Гаплогруппы
Y-хромосом и происхождение национального ге-
нофонда // Наука и инновации. 2011. Т. 9. № 103.
С. 12–15.

42. Кушнеревич Е.И., Давыденко О.Г., Сивицкая Л.Н.
и др. Гаплогруппа R1A1A7(M458) Y-хромосомы
современных белорусов и миграции предков сла-
вян на территории Беларуси // Генетика популя-
ций и эволюция. 2011. Т. 9. № 1. С. 44–52.

43. Богачева А.В., Цыбовский И.С., Киселева А.С. и др.
Исследование полиморфизма 20 STR-локусов
Y-хромосомы у населения Беларуси с целью созда-
ния референтной базы данных // Генетика и биотех-
нология XXI века. Фундаментальные и прикладные
аспекты: Материалы Междунар. науч. конф., 3–
6 дек. 2008 г. / Под ред. Максимовой Н.П. и др.
Минск: Изд. центр БГУ, 2008. С. 283–285.

44. Цыбовский И.С., Киселева А.С., Микулич А.И. и др.
Исследование частот встречаемости гаплотипов
Y-хромосомы у населения Беларуси для целей экс-
пертного ДНК-анализа // Судебная экспертиза.
2007. Т. 1. № 21. С. 123–131.

45. Rebała K., Tsybovsky I.S., Bogacheva A.V. et al. Foren-
sic analysis of polymorphism and regional stratification
of Y-chromosomal microsatellites in Belarus // Foren-
sic Sci. Intern. Genet. 2011. V. 5. № 1. P. e17–e20. 
https://doi.org/10.1016/j.fsigen.2009.10.011

46. Rębała K., Kotova S.A., Rybakova V.I. et al. Variation of
X-chromosomal microsatellites in Belarus within the
context of their genetic diversity in Europe // Forensic
Sci. Intern. Genet. 2015. V. 16. P. 105–111. 
https://doi.org/10.1016/j.fsigen.2014.12.011

47. Котова С.А., Рыбакова В.И., Забавская Т.Н. и др.
Полиморфизм микросателлитных локусов X-хро-
мосомы этнических белорусов в контексте судеб-
но-экспертной идентификации личности // Докл.
Национальной акад. наук Беларуси. 2016. Т. 60.
№ 2. С. 78–84.

48. Rosenberg N.A., Li L.M., Ward R., Pritchard J.K. Infor-
mativeness of genetic markers for inference of ancestry //
Am. J. Hum. Genet. 2003. V. 73. № 6. P. 1402–1422. 
https://doi.org/10.1086/380416

49. Halder I., Shriver M., Thomas M. et al. A panel of an-
cestry informative markers for estimating individual
biogeographical ancestry and admixture from four con-
tinents: utility and applications // Human Mutat. 2008.
V. 29. № 5. P. 648–658. 
https://doi.org/10.1002/humu.20695

50. Kidd K.K., Speed W.C., Pakstis A.J. et al. Progress toward
an efficient panel of SNPs for ancestry inference // Fo-
rensic Sci. Intern. Genet. 2014. V. 10. P. 23–32. 
https://doi.org/10.1016/j.fsigen.2014.01.002

51. Tillmar A.O. Population genetic analysis of 12 X-STRs
in Swedish population // Forensic Sci. Intern. Genet.
2012. V. 6. № 2. P. 80–81. 
https://doi.org/10.1016/j.fsigen.2011.07.008

52. Amirisetty S., Hershey G.K.K., Baye T.M. AncestrySNP-
miner: a bioinformatics tool to retrieve and develop ances-
try informative SNP panels // Genomics. 2012. V. 100.
№ 1. P. 57–63. 
https://doi.org/10.1016/j.ygeno.2012.05.003

53. Santos C., Phillips C., Gomez-Tato A. et al. Inference of
Ancestry in Forensic Analysis II: Analysis of Genetic
Data // Forensic DNA Typing Protocols, Methods in
Molecular Biology. N.Y.: Springer Sci., Business Me-
dia, 2016. V. 1420. P. 31. 
https://doi.org/10.1007/978-1-4939-3597-0_19

54. Toma T.T., Dawson J.M., Adjeroh D.A. Human ancestry
indentification under resource constraints – what can one
chromosome tell us about human biogeographical ances-
try? // BMC Med. Genomics. 2018. V. 11. Suppl. 5.
P. 75–87. 
https://doi.org/10.1186/s12920-018-0412-4

55. Geza E., Mugo J., Mulder N.J. et al. A comprehensive
survey of models for detecting local ancestry deconvo-
lution in human genome // Briefings in Bioinform.
2018. V. 1. P. 1–16. 
https://doi.org/10.1093/bib/bby044

56. Budowle B., van Daal A. Forensically relevant SNP
classes // BioTechniques: The Intern. J. Life Sci. Meth-
ods. 2008. V. 44. № 5. P. 603–610. 
https://doi.org/10.2144/000112806

57. Kidd K.K., Speed W.C., Pakstis A.J. et al. Evaluating 130
microhaplotypes across a global set of 83 populations //
Forensic Sci. Intern. Genet. 2017. V. 29. P. 29–37. 
https://doi.org/10.1016/j.fsigen.2017.03.014

58. Soundararajan U., Yun L., Shi M., Kidd K.K. Minimal
SNP overlap among multiple panels of ancestry infor-
mative markers argues for more international collabo-
ration // Forensic Sci. Intern. Genet. 2016. V. 23.
P. 25–32. 
https://doi.org/10.1016/j.fsigen.2016.01.013

59. Butler K. Gettings. Forensic Ancestry and Phenotype
SNP Analysis and Integration with Established Foren-
sic Markers: thesis doctor of philosophy. Washington:
The George Washington Univ., 2013. 140 p.

60. Churchill J.D., Novroski N.M.M., King J.L. et al. Char-
acterization of genetic sequence variation of 58 STR lo-
ci in four major population groups // Forensic Sci. In-
tern. Genet. 2016. V. 25. P. 214–226. 
https://doi.org/10.1016/j.fsigen.2017.06.004

61. Phillips C., Devesse L., Ballard D. et al. Global patterns
of STR sequence variation: Sequencing the CEPH hu-
man genome diversity panel for 58 forensic STRs using
the Illumina ForenSeq DNA Signature Prep Kit //
Electrophoresis. 2018. V. 39. № 21. P. 2708–2724. 
https://doi.org/10.1002/elps.201800117

62. Y Chromosome Consortium. A nomenclature system for
the tree of human Y-chromosomal binary haplogroups //
Genome Research. 2002. V. 12. № 2. P. 339–348. 
https://doi.org/10.1101/gr.217602

63. Jobling M.A., Tyler-Smith C. The human Y chromo-
some: an evolutionary marker comes of age // Genetics.
2003. V. 4. P. 598–612.



ГЕНЕТИКА  том 57  № 1  2021

ТЕОРЕТИЧЕСКИЕ ПОДХОДЫ К ФОРМИРОВАНИЮ ПАНЕЛЕЙ ДНК-МАРКЕРОВ 13

64. Karafet T.M., Mendez F.L., Meilerman M.B. et al. New
binary polymorphisms reshape and increase resolution
of the human Y chromosomal haplogroup tree // Ge-
nome Res. 2008. V. 18. № 5. P. 830–838. 
https://doi.org/10.1101/gr.7172008

65. van Oven M., van Geystelen A., Kayser M. et al. Seeing
the wood for the trees: a minimal reference phylogeny
for the human Y chromosome // Human Mutat. 2014.
V. 35. № 2. P. 187–191. 
https://doi.org/10.1002/humu.22468

66. PhyloTree Y – Minimal reference phylogeny for the hu-
man Y chromosome: Y tree, Y-SNPs, haplogroups
[Electronic resource]. Mode of access:
http://www.phylotree.org/Y/. Date of access:
28.07.2019.

67. ISOGG 2019 Y-DNA Haplogroup Tree [Electronic re-
source]. Mode of access: https://isogg.org/tree/. Date
of access: 28.07.2019.

68. Kayser M., Kittler R., Erler A. et al. A comprehensive
survey of human Y-chromosomal // Am. J. Human
Genet. 2004. V. 74. № 6. P. 1183–1197. 
https://doi.org/10.1086/421531

69. Kayser M. Forensic use of Y-chromosome DNA: a gen-
eral overview // Human Genet. 2017. V. 136. № 5.
P. 621–635. 
https://doi.org/10.1007/s00439-017-1776-9

70. Jobling M.A., Tyler-Smith C. Human Y-chromosome
variation in the genome-sequencing era // Nature Rev.
Genet. 2017. V. 18. № 8. P. 485–497. 
https://doi.org/10.1038/nrg.2017.36

71. de Knijff P. Messages through Bottlenecks: On the com-
bined use of slow and fast evolving polymorphic mark-
ers on the human Y chromosome // Am. J. Human
Genet. № 67. P. 1055–1061. 
https://doi.org/10.1016/S0002-9297(07)62935-8

72. Ballantyne K.N., Goedbloed M., Fang R. et al. Mutabil-
ity of Y-chromosomal microsatellites: rates, character-
istics, molecular bases, and forensic implications //
Am. J. Human Genet. 2010. V. 87. № 3. P. 341–353. 
https://doi.org/10.1016/j.ajhg.2010.08.006

73. Ross M.T., Grafham D.V., Coffey A.J. et al. The DNA se-
quence of the human X chromosome // Nature. 2005.
V. 434. № 7031. P. 325–337. 
https://doi.org/10.1038/nature03440

74. Edelmann J., Lutz-Bonengel S., Naue J., Hering S.
X-chromosomal haplotype frequencies of four linkage
groups using the Investigator Argus X-12 Kit // Foren-
sic Sci. Intern. Genet. 2012. V. 6. № 1. P. 24–34. 
https://doi.org/10.1016/j.fsigen.2011.01.001

75. Prieto-Fernández E., Kleinbielen T., Baeta M., de
Pancorbo M.M. In-silico evaluation based on public da-
ta: In search of forensically efficient tri- and tetrallelic
X-SNPs // Forensic Sci. Intern. Genet. 2018. V. 32.
P. 5–6. 
https://doi.org/10.1016/j.fsigen.2017.11.008

76. Zarrabeitia M.T., Pinheiro F., de Pancorbo M.M. et al.
Analysis of 10 X-linked tetranucleotide markers in
mixed and isolated populations // Forensic Sci. Intern.
Genet. 2009. V. 3. № 2. P. 63–66. 
https://doi.org/10.1016/j.fsigen.2008.10.001

77. Zhang S., Bian Y., Li L. et al. Population genetic study
of 34 X-chromosome markers in 5 main ethnic groups

of China // Scientific Reports. 2015. V. 5. P. 1–8.
https://doi.org/10.1038/srep17711

78. Zarrabeitia M.T., Mijares V., Riancho J.A. Forensic effi-
ciency of microsatellites and single nucleotide poly-
morphisms on the X chromosome // Intern. J. Legal
Med. 2007. V. 121. № 6. P. 433–437. 
https://doi.org/10.1007/s00414-007-0169-3

79. ALFRED: allele frequency database [Electronic resource].
Mode of access: https://alfred.med.yale.edu/alfred/re-
cordinfo.asp?UNID=SI664874J. Date of access:
27.07.2019.

80. FROG-kb [Electronic resource]. Mode of access:
http://frog.med.yale.edu/FrogKB/. Date of access:
03.11.2019.

81. Auton A., Brooks L.D., Durbin R.M. et al. A global refer-
ence for human genetic variation // Nature. 2015.
V. 526. № 7571. P. 68–74. 
https://doi.org/10.1038/nature15393

82. International HapMap Project [Electronic resource].
Mode of access: https://www.genome.gov/10001688/
international-hapmap-project. Date of access:
27.07.2019.

83. Stanford University [Electronic resource]. Mode of ac-
cess: https://www.hagsc.org/hgdp/. Date of access:
07.08.2019.

84. The New York Cancer Project [Electronic resource].
Mode of access: https://www.einstein.yu.edu/centers/
cancer/support/research/N_Y_Cancer_Project.htm.
Date of access: 07.08.2019.

85. Population Architecture Using Genomics and Epide-
miology (PAGE) Consortium NHGRI [Electronic re-
source]. Mode of access:https://www.genome.gov/
Funded-Programs-Projects/Population-Architecture-
Using-Genomics-and-Epidemiology. Date of access:
15.03.2020.

86. Matise T.C., Ambite J.L., Buyske S. et al. The next
PAGE in understanding complex traits: design for the
analysis of Population Architecture Using Genetics and
Epidemiology (PAGE) study // Am. J. Epidemiology.
2011. V. 174. № 7. P. 849–859. 
https://doi.org/10.1093/aje/kwr160

87. Martin A.R., Gignoux C.R., Walters R.K. et al. Human
demographic history impacts genetic risk prediction
across diverse populations // Am. J. Human Genet.
2017. V. 100. № 4. P. 635–649. 
https://doi.org/10.1016/j.ajhg.2017.03.004

88. Carlson C.S., Matise T.C., North K.E. et al. Generaliza-
tion and dilution of association results from European
GWAS in populations of non-European ancestry: the
PAGE study // PLoS Biology. 2013. V. 11. № 9. P. 1–11. 
https://doi.org/10.1371/journal.pbio.1001661

89. Khera A.V., Chaffin M., Aragam K.G. et al. Genome-
wide polygenic scores for common diseases identify indi-
viduals with risk equivalent to monogenic mutations //
Nature Genet. 2018. V. 50. № 9. P. 1219–1224. 
https://doi.org/10.1038/s41588-018-0183-z

90. Barreiro L.B., Ben-Ali M., Quach H. et al. Evolutionary
dynamics of human Toll-like receptors and their differ-
ent contributions to host defense // PLoS Genetics.
2009. V. 5. № 7. P. 1–18. 
https://doi.org/10.1371/journal.pgen.1000562



14

ГЕНЕТИКА  том 57  № 1  2021

ПАРФЕНЧИК, КОТОВА

91. Prohaska A., Racimo F., Schork A.J. et al. Human dis-
ease variation in the light of population genomics //
Cell. 2019. V. 177. № 1. P. 115–131. 
https://doi.org/10.1016/j.cell.2019.01.052

92. Curtis D. Polygenic risk score for schizophrenia is more
strongly associated with ancestry than with schizophre-
nia // Psychiatric Genet. 2018. V. 28. № 5. P. 85–89. 
https://doi.org/10.1097/YPG.0000000000000206

93. Moltke I., Grarup N., Jørgensen M.E. et al. A common
Greenlandic TBC1D4 variant confers muscle insulin
resistance and type 2 diabetes // Nature. 2014. V. 512.
№ 7513. P. 190–193. 
https://doi.org/10.1038/nature13425

94. Kiryluk K., Li Y., Sanna-Cherchi S. et al. Geographic
differences in genetic susceptibility to IgA nephropathy:
GWAS replication study and geospatial risk analysis //
PLoS Genet. 2012. V. 8. № 6. P. 1–16. 
https://doi.org/10.1371/journal.pgen.1002765

95. Yi X., Liang Y., Huerta-Sanchez E. et al. Sequencing of
50 human exomes reveals adaptation to high altitude //
Science. 2010. V. 329. № 5987. P. 75–78. 
https://doi.org/10.1126/science.1190371

96. Rosenbaum S. Insurance discrimination on the basis of
health status: An overview of discrimination practices,
federal law, and federal reform options // J. Law, Med-
icine & Ethics. 2009. V. 37. № 2. P. 101–120. 
https://doi.org/10.1111/j.1748-720X.2009.00423.x

97. Perepechina I.O. Legislative framework and value of the
forensic DNA examination of health-related informa-
tion for crime investigation // Forensic Sci. Intern.:
Genetics Suppl. Series. 2013. V. 4. № 1. P. e360–e361. 
https://doi.org/10.1016/j.fsigss.2013.10.183

98. Bradbury C., Köttgen A., Staubach F. Off-target pheno-
types in forensic DNA phenotyping and biogeographic
ancestry inference: A resource // Forensic Sci. Intern.
Genet. 2019. V. 38. P. 93–104. 
https://doi.org/10.1016/j.fsigen.2018.10.010

The Theoretical Framework for the Panels of DNA Markers Formation
in the Forensic Determination of an Individual Ethnogeographic Origin

M. S. Parfenchyka, * and S. A. Kotavab

aThe Central Office of the State Forensic Examination Committee of the Republic of Belarus, Minsk, 220030 Republic of Belarus
bScientific and Practical Center of the State Forensic Examination Committee of the Republic of Belarus,

Minsk, 220114 Republic of Belarus
*e-mail: maria.parfenchyk@gmail.com

Knowledge of the ancestry of an unknown individual from forensic DNA may provide to law enforcement
investigation with important information. This information can be acquired from biological traces by means
of massively parallel sequencing (MPS) technologies and developed panels of ancestry informative DNA
markers (AIM panels). Developing of forensic AIM panelstakes two steps: 1) getting information about DNA
polymorphism of individuals from different populations; 2) selection of polymorphic DNA patterns (autoso-
mal, Y-, X-chromosomal) and validation of selected markers. The necessity of keeping medical secrecy in the
context of protection of human rights may limit the usage of ancestry informative markers suitable for forensic
needs if they are also associated with genetic diseases and physical traits. The article deals with the analysis of
published strategies for selecting markers capable to differentiate populations with the aim of creating a panel
of ancestry informative markers and applying it in the forensic analysis in the Republic of Belarus.

Keywords: forensic genetic analysis, ancestry informative markers, massively parallel sequencing.



ГЕНЕТИКА, 2021, том 57, № 1, с. 15–28

15

СИМБИОТИЧЕСКИЕ МОДЕЛИ
ДЛЯ РЕКОНСТРУКЦИИ ОРГАНЕЛЛОГЕНЕЗА

© 2021 г.   Н. А. Проворов*
Всероссийский научно-исследовательский институт сельскохозяйственной микробиологии,

Санкт-Петербург, 196602 Россия
*e-mail: provorovnik@yandex.ru

Поступила в редакцию 06.02.2020 г.
После доработки 26.03.2020 г.

Принята к публикации 09.06.2020 г.

Различные группы протеобактерий и цианобактерий, а также одноклеточных водорослей, образу-
ющих эндосимбиозы с растениями и животными, представлены в качестве моделей для рекон-
струкции органеллогенеза (преобразования симбиотических микроорганизмов в клеточные орга-
неллы) как наиболее яркого проявления симбиогенной эволюции, основанной на формировании
партнерами объединенных систем наследственности. Органеллогенез включает следующие преоб-
разования: факультативные ненаследуемые внутриклеточные симбионты → облигатные наследуе-
мые эндоцитобионты → геном-содержащие органеллы → безгеномные органеллы. Эти преобразо-
вания сопровождаются утратой микроорганизмами генетической индивидуальности – способно-
сти к самостоятельному поддержанию и экспрессии геномов, вплоть до их полной элиминации.
Сравнительный анализ различных групп симбиотических бактерий показал, что важным условием
их трансформации в органеллы (первичного органеллогенеза) является высокая геномная пластич-
ность, которая проявляется при факультативной и облигатной зависимости от хозяев. Для этих бак-
терий характерны направленные изменения геномной организации (переход от унитарного типа ге-
нома к многокомпонентному и редуцированному типам), а также способность симбиотически спе-
циализированных генов сохранять активность при переносе в неродственные организмы. Эти
свойства характерны для α-протеобактерий и цианобактерий – предков митохондрий и пластид, но
не выявлены у β- и γ-протеобактерий, Bacteroidetes и Firmicutes, для которых, несмотря на наличие
многочисленных эндосимбиотических форм, преобразований в органеллы не зарегистрировано.
Удобной моделью для изучения вторичного органеллогенеза, осуществляемого эукариотическими
микроорганизмами, являются динофлагелляты Symbiodinium (Alveolata), которые: 1) содержат хло-
ропласты, возникшие из красных водорослей; 2) образуют с беспозвоночными животными внутри-
клеточные симбиозы, в которых выполняют функции пластид. Изучение органеллогенеза позволя-
ет приступить к реконструкции ранних этапов становления жизни, включая анализ эволюционных
соотношений метаболизма и наследственности, а также ДНК- и РНК-геномов.

Ключевые слова: органеллогенез, симбиогенез, митохондрии и пластиды, протеобактерии и ци-
анобактерии, одноклеточные водоросли, горизонтальный и эндосимбиотический перенос генов,
ДНК- и РНК-геномы.
DOI: 10.31857/S0016675821010112

Преобразование микроорганизмов в клеточ-
ные органеллы– магистральный путь биологиче-
ской эволюции, который привел к становлению
эукариот как принципиально нового, по сравне-
нию с прокариотами, типа геномной организа-
ции [1]. Изучение этой эволюции восходит к тру-
дам А.С. Фаминцына [2] и К.С. Мережковского
[3], впервые обосновавших гипотезу о возникно-
вении хлоропластов растений из фототрофных
микроорганизмов. Возникшая на основе этой ги-
потезы теория серийных эндосимбиозов [4] поз-
воляет: а) рассматривать эволюцию эукариотиче-
ской клетки как многостадийный процесс вовле-

чения новых микросимбионтов в генетическую
систему хозяина; б) изучать молекулярные меха-
низмы симбиогенеза (в первую очередь, эндо-
симбиотический перенос генов [5]) и приступить
к анализу его экологических факторов. Рассмат-
ривая органеллогенез как эволюционный путь,
который связывает различные типы симбиотиче-
ских бактерий с клеточными органеллами, мы
можем выделить несколько этапов их эволюции
(рис. 1):

1) вселение в археоты аэробных α-протеобак-
терий, давших начало митохондриям. При этом
возникли первичные эукариоты, современные

УДК 576.6:575.8+631.461.52

ОБЗОРНЫЕ
И ТЕОРЕТИЧЕСКИЕ СТАТЬИ



16

ГЕНЕТИКА  том 57  № 1  2021

ПРОВОРОВ

Рис. 1. Прогрессивная и редукционная эволюция органелл. Прогрессивная эволюция органелл (ПЭО) включает: 1)
вселение в археоты (Арх) α-протеобактерий (α) с образованием митохондрий; 2) вселение в эукариоты (супергруппа
Uniconta) цианобактерий (цб) с образованием первичных (двухмембранных) пластид (супергруппа Plantae); 3) обра-
зование вторичных (содержат более двух мембран) пластид путем вселения зеленых или красных водорослей в пред-
ставителей супергрупп Alveolata, Excavata и Rhizaria; 4) образование третичных пластид путем вселения несущих вто-
ричные пластиды альвеолят в гетеротрофные (лишенные пластид) альвеоляты. Редукционная эволюция органелл
(РЭО) включает: а) утрату митохондриальных геномов с образованием анаэробных эукариот (Аэ), содержащих гидро-
геносомы или митосомы; б) утрату геномов первичных пластид с образованием гетеротрофных (паразитических, ми-
когетеротрофных) представителей супергруппы Plantae (Гт1); в) утрату геномов вторичных пластид с образованием
гетеротрофных (паразитических) представителей супергруппы Alveolata (Гт2); г) образование гетеротрофных альвео-
лят путем полной утраты пластид (Гт3). Серой заливкой обозначены бактерии с полноразмерными геномами, штри-
ховкой – возникшие из них органеллы с рудиментарными геномами, белым цветом – безгеномные органеллы.
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представители которых составляют супергруппу
Unikonta, включающую животные и грибы;

2) вселение в первичные эукариоты цианобак-
терий, давших начало первичным (двухмембран-
ным) пластидам, характерным для супергруппы
Plantae (глаукофитовые, красные и зеленые водо-
росли, а также возникшие из них наземные расте-
ния);

3) вселение в эукариоты зеленых или красных
водорослей, давших начало вторичным (содержа-
щим более двух мембран) пластидам, выявленным в
супергруппах Alveolata, Excavata и Rhizaria. Некото-
рые из возникших при этом форм (например, гап-
тофиты) сформировали внутриклеточные симби-
озы с другими альвеолятами и дали начало тре-
тичным, а возможно и четвертичным пластидам.
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Помимо указанных этапов прогрессивной эво-
люции эукариотической клетки, происходила и ее
редукционная эволюция, включавшая переходы:
а) аэробных форм к анаэробиозу путем частичной
или полной утраты геномов митохондриями, кото-
рые трансформировались в О2-чувствительные гид-
рогеносомы и митосомы; б) фототрофных форм к
гетеротрофности путем глубокой редукции или
полной утраты пластидных геномов, а иногда и
самих пластид (рис. 1).

Приступая к реконструкции эволюционного
пути, который связывает различные типы сим-
биотических микроорганизмов с органеллами
эукариотических клеток, мы должны определить
критерии для их разграничения. Ниже будет по-
казано, что органеллы, в отличие от облигатных
внутриклеточных симбионтов, утратили генети-
ческую индивидуальность – способность к под-
держанию и экспрессии геномов, а иногда и пол-
ностью лишены их. Однако даже безгеномные
органеллы способны осуществлять сложные био-
химические программы, используя генные про-
дукты (белки, РНК), поступающие из цитозоля
клетки-хозяина, а иногда и из других симбиоген-
но возникших органелл [5].

Широко обсуждаемые в литературе молеку-
лярные механизмы органеллогенеза были изуче-
ны на примерах митохондрий и пластид, находя-
щихся на завершающих этапах этого эволюцион-
ного пути [1, 5]. Более ранним его этапам, на
которых бактерии еще сохраняли полноразмер-
ные геномы, уделяется мало внимания. В то же
время именно эти этапы, на которых произошел
переход свободноживущих организмов к внутри-
клеточному симбиозу, могут быть достаточно
полно реконструированы на примерах бактерий,
характеризуемых факультативной либо облигат-
ной зависимостью от эукариот-хозяев (табл. 1).
Для этих бактерий характерна тесная интеграция
с хозяевами: в системе симбиоза гены партнеров
работают столь же согласованно, как гены сво-
бодноживущего (унитарного) организма. Функ-
циональная интеграция микросимбионтов и хо-
зяев, наблюдаемая в системах факультативного и
облигатного взаимодействия, создает условия для
их более глубокой, структурной интеграции, ос-
нованной на физическом объединении геномов
органелл и клетки-хозяина.

α-ПРОТЕОБАКТЕРИИ
Эта эволюционно молодая и генетически пла-

стичная группа бактерий – один из наиболее актив-
ных участников органеллогенеза, давший начало
АТФ-продуцирующим митохондриям. Согласно
данным сравнительной геномики они возникли на
основе нескольких групп аэробных α-протеобакте-
рий: основная часть митохондриального генома бы-
ла сформирована представителями порядков Rhizo-

biales и Rickettsiales, а также факультативными аэро-
бами, близкими к Rhodobacter [1, 6]. В связи с этим
удобной моделью для реконструкции начальных
этапов органеллогенеза могут считаться клубенько-
вые бактерии (ризобии), способные к автономному
существованию и имеющие полноразмерные гено-
мы, а при взаимодействии с бобовыми растениями
образующие симбиосомы – внутриклеточные ком-
партменты, которые рассматривают как времен-
ные N2-фиксирующие органеллы растительной
клетки – аммониопласты [7]. Подобно органел-
лам симбиосомы содержат глубоко дифференци-
рованные формы бактерий – бактероиды, окру-
женные эукариотическими мембранами. Они
функционируют в тесной кооперации с пластида-
ми и митохондриями, образуя с ними объединен-
ные пути азотно-углеродного обмена. Для бакте-
роидов быстрорастущих ризобий сем. Rhizobiaceae
характерна необратимая утрата репродуктивной
активности, основанная на функциональной ре-
прессии большей части генома. Она сопровожда-
ется резким уменьшением пространства между
про- и эукариотическими мембранами, что ха-
рактерно для органелл [5].

Выделяют два этапа эволюции ризобий, на
которых: а) первичные медленнорастущие фор-
мы (Bradyrhizobium) образовались из свободно-
живущих фототрофных N2-фиксаторов, близких
к Rhodopseudomonas; б) вторичные быстрорасту-
щие формы (например, Rhizobium, Sinorhizobium,
Neorhizobium из сем. Rhizobiaceae) возникли пу-
тем переноса sym-генов, возникших у первичных
ризобий, в почвенные и ассоциированные с рас-
тениями бактерии [8].

Наиболее эффективными реципиентами sym-ге-
нов являются агробактерии, вызывающие у дву-
дольных растений онкотрансформацию путем пере-
дачи в их хромосомы Т-ДНК, входящей в состав
Ti(Ri)-плазмид. Эти плазмиды имеют с Sym-плаз-
мидами ризобий обширные области гомологии,
которые, однако, не содержат sym-генов [9]. По-
видимому, генные системы образования N2-фик-
сирующих клубеньков и онкотрансформации
возникли у этих бактерий независимо, а затем
эволюционировали на общем генетическом фо-
не, что обеспечило широкое распространение
симбиотической системы в сем. Rhizobiaceae.

Для первичных ризобий характерно возраста-
ние геномов (от 5–6 млн пн у Rhodopseudomonas до
7–10 млн пн у Bradyrhizobium), связанное с увеличе-
нием их акцессорных частей, что вызвало резкое
расширение пангеномов [10]. У вторичных ризобий
сем. Rhizobiaceae выявлены многокомпонентные
геномы, которые в дополнение к хромосомам со-
держат крупные репликоны (мегаплазмиды, хро-
миды), несущие кластеры sym-генов. Адаптивная
значимость такой реорганизации, по-видимому,
определяется повышенной мобильностью sym-ге-
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нов в популяциях ризобий, которая обеспечивает их
изменчивость, необходимую для ко-адаптации с вы-
сокополиморфными популяциями растений. Важ-
но отметить, что клубеньковые бактерии – это по-
лифилетичная группа, которая включает в себя не
только ряд независимо возникших групп α-про-
теобактерий (пор. Rhizobiales), но и некоторые
β-протеобактерии [5], указывая на способность
sym-генов к экспрессии в различном генетиче-
ском окружении.

В основе эволюции ризобий лежат геномные
перестройки, определившие: а) переформатиро-
вание системы N2-фиксации, которое позволило ей
функционировать в эндосимбиотических нишах;
б) утрату фотосинтеза, функционально замещаемо-
го образованием хитин-подобных Nod-факторов –
индукторов образования клубеньков, заселение ко-
торых позволяет бактериям активно использовать
продукты растительного фотосинтеза [8]. Эволю-
ция Nod-факторов включала приобретение ри-
зобиями генов синтеза хитин-подобных веществ от
неродственных организмов – микоризных гри-
бов, либо от синтезирующих муреин грамполо-
жительных бактерий [11].

Не менее сложные геномы характерны для ризо-
сферных и эндофитных N2-фиксаторов рода Azospi-
rillum, содержащих несколько хромид, которые,
как и хромосомы, несут гены 16S рРНК и тРНК.
Однако у этих бактерий связь между формировани-
ем многокомпонентного генома и симбиозом не
столь очевидна, как у ризобий: на хромидах азо-
спирилл не выявлено генов, вовлеченных во вза-
имодействия с растениями, хотя для некоторых
из этих генов показана хромосомная локализация
[12, 13].

Передача генов из α-протеобактерий в ядерные
хромосомы хозяев выявлена лишь у некоторых па-
разитов (антагонистических симбионтов) эукариот.
Среди них наиболее изучены агробактерии – близ-
кие родичи ризобий из сем. Rhizobiaceae. Т-ДНК,
передаваемая агробактериями в растительные
клетки через системы секреции 4-го типа (СС4Т),
содержит гены образования опухолей и синтеза
опинов – особых метаболитов, потребляемых
“генетическими паразитами”. Хотя Т-ДНК пере-
дается в вегетативные клетки широкого спектра
покрытосеменных, данные о закреплении бакте-
риальных генов в растительных геномах имеются
лишь для некоторых видов двудольных, напри-
мер для льнянок, в связи с чем функции приобре-
тенных растениями трансгенов остаются неясны-
ми [14].

Весьма интенсивный, хотя и не столь упорядо-
ченный перенос генов в эукариотические клетки
осуществляют бактерии рода Wolbachia – репро-
дуктивные паразиты насекомых и нематод, кото-
рые, как и агробактерии, имеют СС4Т [15]. Заре-
гистрирован перенос в хромосомы насекомых

крупных сегментов генома вольбахий, а иногда и
целых хромосом, которые могут составлять до 2%
генома хозяина [16]. Однако адаптивные эффек-
ты этого переноса неясны, поскольку большин-
ство перемещенных генов выявляются у хозяев в
неактивной форме.

Хотя для бактерий порядка Rickettsiales эволю-
ция изучена не столь подробно, как для Rhizobiales,
для них могут быть выделены общие эволюцион-
ные закономерности. Так, способность к внутри-
клеточному симбиозу с эукариотами, как и высокая
геномная пластичность, связанная с наличием осо-
бых палиндромных последовательностей, возникла
у предков риккетсий задолго до редукции их гено-
мов. У жестких патогенов из группы тифа (Rickettsia
prowazekii, R. typhi) выявлена утрата генов репара-
ции ДНК, указывая на начавшуюся редукцию
матричных процессов, характерную для орга-
нелл. И наконец, риккетсии, так же как вольба-
хии и агробактерии, имеют СС4Т, хотя их участие
в переносе бактериальных генов в клетки эукари-
от пока не доказано [17].

ЦИАНОБАКТЕРИИ

Цианобактерии, давшие начало первичным пла-
стидам супергруппы Plantae, проявляют генетиче-
ское родство с представителями порядка Nostocales
[18], которые, таким образом, могут быть использо-
ваны для реконструкции ранних этапов органелло-
генеза. Род Nostoc включает симбиотически актив-
ные цианобактерии, способные формировать внут-
риклеточные симбиозы с цветковыми растениями
(Gunnera) и грибами-гломеромицетами (Geosiphon).
Эти цианобионты служат для хозяев источниками
соединений азота, получаемых в ходе нитроге-
назной реакции, а при симбиозе с грибами – также
и соединений углерода, образуемых в ходе фото-
синтеза. Объединенная метаболическая система,
которую формируют цианобактериии растения,
сходна с системой обмена C- и N-соединениями
N2-фиксирующих гетероцист и фотосинтезирую-
щих вегетативных клеток в филаментах Nostoc [19].

У факультативного симбионта растений
N. punctiforme геном увеличен по сравнению со
свободноживущими формами Nostoc на 25–30%.
У облигатного симбионта N. azollae геном умень-
шен на 20–25%, причем по некоторым показате-
лям (количество некодирующих последователь-
ностей и генов тРНК) он приближается к геному
пластид [20], подтверждая правомерность ис-
пользования Nostoc как модели для реконструк-
ции органеллогенеза.

Другая модель, перспективная для реконструк-
ции органеллогенеза, представлена одноклеточ-
ными цианобактериями Synechococcus, из которых
возникли хроматофоры простейшего Paulinella
chromatophora (супергруппа Rhizaria). Для этих
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эндосимбионтов характерна более глубокая, чем
для N. azollae, редукция: хроматофоры утратили
свыше 70% генома свободноживущих предков
[21]. При этом свыше 20 генов фотосистемы 1 пе-
ренесены из хроматофоров в ядро хозяина, ука-
зывая на начавшийся процесс объединения гено-
мов партнеров. По всей видимости, хроматофоры
Paulinella возникли из цианобактерий, поедаемых
простейшими: близкий к P. chromatophora вид
P. ovata, не имеющий хроматофоров и использую-
щий цианобактерии в пищу, содержит гомологи
ряда генов Synechococcus. Важность развития этой
модели определяется родством Synechococcus и
одноклеточной цианобактерии Gloeomargarita,
которая, согласно данным протеомного анализа,
близка к первичным пластидам [22].

γ-ПРОТЕОБАКТЕРИИ
Эта генетически изученная группа бактерий

включает ряд факультативных и облигатных пара-
зитов и мутуалистов животных и растений, которые
эволюционно связаны со свободноживущими фор-
мами, обитающими в водных и почвенных экоси-
стемах [23]. Для симбиотических форм характерен
двухэтапный сценарий эволюции генома, позднее
подтвержденный и для других бактерий. На первом
этапе происходит существенное (на 20–25%) рас-
ширение геномов, обусловленное приобретением
симбиотически специализированных генных кла-
стеров. На втором этапе наблюдается возвращение
геномов к исходным размерам, определяемое эли-
минацией негативных регуляторов симбиоза [24].
Например, патогенные формы Escherichia coli, пре-
восходя комменсальные формы по размеру гено-
ма [25], сохраняют его унитарную структуру. Бо-
лее специализированные патогены – шигеллы,
иногда рассматриваемые как подвид E. coli, не от-
личаются от нее по размеру генома и по числу
плазмид. У еще более специализированных пато-
генов – сальмонелл, способных к стабильному
поддержанию в клетках кишечного эпителия и мак-
рофагах, при сравнении с E. coli выявлено упроще-
ние генома, связанное с уменьшением числа плаз-
мид [26].

Сходная эволюционная динамика характерна
для фитопатогенов рода Erwinia, которые по ге-
номной организации не отличаются от эпифитов.
У эволюционно молодого патогена E. tracheiphila
повышено содержание мобильных элементов,
фагов и псевдогенов, что свидетельствует о воз-
растании генетической пластичности бактерий
при переходе к паразитизму. У “старого” патогена
E. amylovora, а также у эпифита E. billingiae число
этих элементов невелико, указывая на стабилиза-
цию генома [27].

Более сложная организация генома характерна
для бактерий сем. Vibrionaceae, которые содержат
две хромосомы. У жесткого паразита Vibrio cholerae

они имеют размер 3.0 и 1.1 Mb [28], у светящегося
симбионта морских животных V. fischeri 2.9 и 1.3
Mb [29], тогда как сапрофитный вид V. natriegens
имеет хромосомы размером 3.2 и 1.9 Mb [30]. Та-
ким образом, у Vibrio структура генома не связана
с симбиотическими свойствами и может рассмат-
риваться как общая характеристика этих бакте-
рий.

Облигатно-симбиотические внутриклеточные
формы γ-протеобактерий широко распространены
у насекомых. Наиболее изученной является Buch-
nera – симбионт тлей, снабжающий хозяев незаме-
нимыми аминокислотами. Для него характерна
глубокая геномная редукция (сохраняется 10–15%
генов свободноживущих предков), которая опре-
деляет неспособность к автономному существова-
нию бактерий, передаваемых вертикально (транс-
овариально) при размножении хозяев [31].

Важно отметить, что преобразование свободно-
живущих γ-протеобактерий в генетически редуци-
рованные облигатные симбионты резко изменяет
соотношение различных групп “операционных”
(кодирующих метаболизм и развитие клетки) ге-
нов. Например, у Baumannia, Blochmannia, Buch-
nera, Ishikawaella и Wigglesworthia повышена, по
сравнению с E. coli, доля генов, которые контро-
лируют синтез аминокислот и витаминов, по-
ставляемых хозяевам. Однако при этом снижена
доля генов, кодирующих регуляцию, транспорт и
подвижность: эти функции упрощены или отсут-
ствуют у бактерий, постоянно обитающих в строго
контролируемой внутриклеточной среде [32]. Не
менее выражено различие по стабильности для
разных групп “информационных” генов, кодиру-
ющих матричные процессы: у облигатных сим-
бионтов число генов рекомбинации, репарации и
транскрипции снижено, а число генов трансля-
ции повышено по сравнению со свободноживу-
щими формами [33].

Важно отметить, что некоторые γ-протеобак-
терии – эндоцитобионты насекомых – по организа-
ции генома вплотную приблизились к органеллам.
Так, в геноме Carsonella – симбионта псиллид, име-
ющем размер 160 тпн, отсутствует ряд генов репли-
кации, транскрипции и трансляции [34]. Однако
органеллы, возникшие из γ-протеобактерий, не
описаны, что может быть связано с недостаточ-
ной пластичностью их геномов либо с низкой ак-
тивностью переноса генов в хромосомы хозяев.

β-ПРОТЕОБАКТЕРИИ

Протеобактерии β-группы реализуют разно-
образные жизненные стратегии: они могут быть
паразитами либо мутуалистами животных или
растений, в том числе симбиотическими N2-фик-
саторами, образующими клубеньки у тропиче-
ских бобовых. Отсутствие связи между размером
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генома и способностью к симбиозу показано для
рода Burkholderia, в который наряду со свободно-
живущими формами входят паразиты животных
и растений, а также для рода Paraburkholderia,
включающего N2-фиксирующие симбионты бо-
бовых [35, 36].

Для Burkholderia характерны многокомпо-
нентные геномы, содержащие 2–3 хромосомы
(1000–4000 тпн) и до трех плазмид. Патогенные
для человека виды B. mallei и B. pseudomallei раз-
личаются по размеру генома (5400–5950 и 7000–
7450 тпн соответственно) и обычно лишены плаз-
мид. Наиболее крупные геномы (свыше 9000 тпн)
выявлены у свободноживущих видов B. fungorum
и B. xenovorans. Максимальное число плазмид (3)
зарегистрировано у фитопатогена B. gladioli, у ко-
торого общий размер генома составил 8899 тпн,
хотя известны и бесплазмидные патогены с более
компактными геномами [37]. Таким образом, у
буркхольдерий, как и у γ-протеобактерий, приоб-
ретение симбиотических свойств не сказывается
на организации генома. Однако с симбиозом тес-
но связан его состав: патогенные формы имеют
системы секреции 3-го типа, а также протеолити-
ческие и антифунгальные активности, которые
не выявляют у свободноживущих штаммов [38].

Более простая, унитарная структура генома
выявлена у эндофитной N2-фиксирующей β-про-
теобактерии Azoarcus, которая имеет узкий круг
хозяев, включая некоторые злаковые растения
(Leptochloa fusca, Oryza sativa) [39]. Геном этой
бактерии имеет небольшой размер (4300–4400 тпн,
3900–4000 генов) и не содержит плазмид. В нем
не выявляются системы секреции 3-го и 4-го ти-
пов, а также синтеза фитотоксинов и лактонов го-
мосерина, участвующих в регуляции генов виру-
лентности различных бактерий [40]. Проникно-
вение Azoarcus в растения вызывает у них ограни-
ченный иммунный ответ, который снижает
скорость размножения бактерий и, что особенно
важно, вызывает их переход в некультивируемое
состояние, сопряженный с индукцией высокой
нитрогеназной активности [41]. Azoarcus, в отли-
чие от ризобий и азоспирилл, имеет ген nif L, ко-
торый подавляет экспрессию оперона nifHDK
аммонием или кислородом у свободноживущих
диазотрофов [42].

Мутуалистические симбионты животных сре-
ди β-протеобактерий немногочисленны, однако
они могут обладать весьма глубокой специализа-
цией к хозяевам. Например, Nasuia deltocephalini-
cola– симбионт цикады Macrosteles quadrilineatus,
снабжающий хозяина незаменимыми аминокис-
лотами, имеет наименьший среди эндоцитобион-
тов насекомых геном – всего 112 тпн [43].

ОДНОКЛЕТОЧНЫЕ ВОДОРОСЛИ
Выше мы рассмотрели модели для рекон-

струкции первичного органеллогенеза, который
включает вселение α-протеобактерий в археи, а
также цианобактерий в эукариоты с образованием
двухмембранных органелл. Значительно менее раз-
работаны модели вторичного органеллогенеза, свя-
занного с вселением в эукариотические клетки
эукариотических же симбионтов. Хотя вторичный
органеллогенез документирован только для пла-
стид, выявление облигатных внутриклеточных па-
разитов-эукариот, содержащих митосомы – произ-
водные митохондрий [44], предполагает возмож-
ность возникновения вторичных форм и для этих
органелл.

Удобную модель для реконструкции вторич-
ного органеллогенеза представляют динофлагел-
ляты – одноклеточные эукариоты из супергруппы
Alveolata, которые обитают в морской или пресной
воде [45]. Около 50% динофлагеллят являются авто-
трофными, остальные – миксотрофными или гете-
ротрофными, в том числе и паразитическими фор-
мами [46]. Для гетеротрофных динофлагеллят ха-
рактерны пластиды с редуцированными геномами,
а иногда и полностью лишенные геномов, но со-
хранившие способность к имплементации слож-
ных биохимических процессов, включая синтез
изопреноидов, тетрапироллов и Fe-S-кластеров.

Наиболее изучен среди динофлагеллят род
Symbiodinium, многие его представители являются
фотосинтезирующими симбионтами беспозво-
ночных – губок, кишечнополостных, моллюсков,
червей и фораминифер. Этот род разделяют на 8–9
клад, в которых выявляются как свободноживущие,
так и симбиотические формы [47]. Последние обла-
дают слабо выраженной специфичностью к хозяе-
вам: симбионты фораминифер встречаются в пяти
из восьми основных клад Symbiodinium [48].

Одно из доказательств специализации Symbiod-
inium к симбиозу было получено при изучении син-
теза микоспорин-подобных аминокислот (МПА),
защищающих светособирающий комплекс от
УФ-лучей. Гены синтеза МПА были, по-видимо-
му, получены Symbiodinium от красных водорос-
лей – предков вторичных пластид. Эти гены вы-
явлены у представителей базальной клады А, но
отсутствуют в специализированной кладе С. Воз-
можно, что утрата синтеза МПА была связана с
переходом Symbiodinium к симбиозу, при котором
функцию защиты фотосинтетического аппарата
от УФ выполняет хозяин [49].

Наиболее изучены симбиозы Symbiodinium с
кишечнополостными – коралловыми полипами,
имеющими огромное экологическое значение [48].
Коралловые рифы, занимающие менее 1% пло-
щади мирового океана, предоставляют ниши для
более чем 30% морских организмов и являются
одним из основных резервуаров биоразнообразия
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на Земле. Поэтому деградация коралловых рифов,
связанная с утратой фотобионтов (обесцвечением
кораллов), несет огромную угрозу сохранению био-
сферы [50]. Стабильное поддержание Symbiodinium
в животных свидетельствует об установлении в ор-
ганизме-хозяине генетического гомеостаза, регули-
руемого на клеточном и организменном уровне
[49]. Однако вертикального наследования фото-
бионтов при половом размножении хозяев не на-
блюдается, в связи с чем симбиотические штаммы
Symbiodinium сохраняют способность к автономно-
му существованию, осуществляя как автотрофное,
так и гетеротрофное, основанное на фагоцитозе
питание [50].

Общий размер прокариотического пластома
Symbiodinium составляет 25–50 тпн [45]. Для него
характерна сильная фрагментация, которая мо-
жет рассматриваться как предпосылка для пол-
ной утраты генома [46]. Большинство сохранив-
шихся в пластоме генов расположены по одному
в составе мини-плазмид, размеры которых со-
ставляют 1.8–3.3 (до 6.1) тпн. Иногда на одной
мини-плазмиде находится несколько (до 4) генов
[44]. Всего на мини-плазмидах выявляют 12–17
генов, кодирующих рРНК и белки фотосистемы 1
[46]. У некоторых штаммов Symbiodinium выявле-
ны “пустые” мини-плазмиды, которые не содер-
жат кодирующих последовательностей [45]. Не-
смотря на глубокую редукцию генома, пластиды
Symbiodinium осуществляют фотосинтез и транс-
ляцию, используя генные продукты (белки,
РНК), синтезируемые в цитозоле клетки-хозяина и
поступающие в пластиды через аппарат Гольджи, а
не через мембранные транспортеры Tic/Toc, функ-
ционирующие в первичных пластидах.

Цитологический и геномный анализ динофла-
геллят показал, что вторичный органеллогенез
сопровождается гораздо более сложными гене-
тическими процессами, чем первичный орга-
неллогенез, так как вторичные пластиды имеют
многокомпонентные геномы, состоящие из ру-
диментарного ядра красной водоросли (нуклео-
морфа) и прокариотического пластома. Обе части
генома подвергаются редукционной эволюции,
причем наименьшей стабильностью характери-
зуется нуклеоморф: у большинства динофлагел-
лят он отсутствует, хотя его генетические марке-
ры часто выявляются в хромосомах хозяина [49].
У S. minutum свыше 90% генов фотосинтеза пере-
несены из прокариотических геномов в ядерные
хромосомы, которые постоянно находятся в кон-
денсированной форме [45]. Транскрипты пла-
стидных генов фотосинтеза подвергаются интен-
сивному редактированию, не характерному для
генов, перенесенных в геном хозяина [46].

Сравнительный анализ различных групп ди-
нофлагеллят показал, что в их эволюции проис-
ходили неоднократные утраты исходной, возник-

шей из красных водорослей пластиды, в которой
синтезируются хлорофиллы а и с, а также особый
каротиноид – перидинин. У ряда динофлагеллят
произошла ее замена на третичные пластиды,
возникшие из других альвеолят (гаптофитов, диа-
томовых водорослей) либо из зеленых водорослей
[51]. Во втором случае пластиды синтезируют
хлорофиллы а и b, сохраняя многие клеточные
компоненты зеленых водорослей – рудиментар-
ное ядро (нуклеоморф), 80S рибосомы и вакуоли.
Общей чертой вновь приобретенных третичных
пластид является наличие маркеров исходной пе-
ридинин-синтезирующей пластиды. Это может
быть связано с тем, что процесс замены пластид
включал стадию сосуществования вторичной и
третичной органелл, между которыми происхо-
дил интенсивный перенос генов [22]. По-види-
мому, он явился основой чрезвычайно широкой
генетической и экологической диверсификации
динофлагеллят, выделяющей их среди других од-
ноклеточных эукариот.

Другая перспективная модель вторичного ор-
ганеллогенеза представлена системой “Chlorella–
Paramecium” [52]. Образующая ее инфузория-хо-
зяин относится к альвеолятам и является гетеро-
трофом, который утратил имевшиеся ранее вто-
ричные пластиды и поэтому преадаптирован к
приобретению новых пластид. Клетки хлореллы
поступают в простейшее через ротовое отверстие
и переходят в пищеварительные вакуоли, часть из
которых преобразуется в симбиосомы, распола-
гающиеся вблизи поверхности клетки-хозяина и
осуществляющие фотосинтез. Эта модель иллю-
стрирует преобразование трофической цепи в
симбиоз, приводящее к формированию генетиче-
ски интегрированной биосистемы на основе от-
ношений “хищник–жертва”.

В качестве модели для изучения эволюции
вторичных пластид можно рассматривать также
“клептопласты” моллюска Elysia, извлекаемые им
из пищевого объекта – желто-зеленой водоросли
Vaucheria. Эта водоросль, входящая в супергруппу
Alveolata (Heterokonta), содержат пластиды, возник-
шие из одноклеточных красных водорослей [53], в
связи с чем приобретение клептопластов, дли-
тельно поддерживаемых в эпителиальных клет-
ках животного, может рассматриваться как про-
явление вторичного органеллогенеза.

ВОЗМОЖЕН ЛИ ОРГАНЕЛЛОГЕНЕЗ
БЕЗ СИМБИОГЕНЕЗА?

Несмотря на огромный массив данных, указы-
вающих на симбиогенную природу ДНК-содер-
жащих органелл эукариотической клетки, экспе-
риментальные данные для анализа генетических
процессов, сопровождающие их возникновение,
очень немногочисленны. В частности, эндосим-
биозы бактерий и археот, на основе которых мог-
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ли возникнуть первичные эукариоты, пока не
идентифицированы, хотя в ряде работ описаны
археотные “кандидаты” в предки эукариот. Од-
ними из них являются локиархеоты – анаэроб-
ные организмы из донных осадков Арктики, име-
ющие актиновый цитоскелет и способные к эн-
доцитозу, который мог обеспечить приобретение
аэробных α-протеобактерий – предшественни-
ков митохондрий [54].

Большой интерес представляет вопрос о том,
возможно ли у прокариот не связанное с симбио-
зом обособление геном-содержащих клеточных
компартментов? До сих пор не может считаться
полностью опровергнутой гипотеза аутогенеза,
которая предполагает возникновение органелл на
основе структурной дифференциации и функци-
ональной специализации мембранных компарт-
ментов анцестральной клетки. Выдвинутая в кон-
це XIX в. в применении к пластидам эта гипотеза
была отклонена К.С. Мережковским на основа-
нии генетической непрерывности данных орга-
нелл [55]. Однако в 1970-х гг. гипотеза аутогенеза
была возрождена Т. Кавалер-Смитом [56], пола-
гавшим, что в основе эволюции эукариот лежало
происходившее у прокариот обособление клеточ-
ных компартментов вместе с кодирующими их
функции участками генома. Сторонники аутогене-
за проводили параллели между органеллогенезом и
возникновением новых органов – процессами, ос-
нованными на обособлении функционально спе-
циализированных структур у предковых форм.

О возможности аутогенной эволюции клеточ-
ных органелл у прокариот свидетельствуют ре-
зультаты изучения грамотрицательной бактерии
Gemmata obscuriglobus (Planctomycetes). Эта бакте-
рия имеет крупный геном (около 9000 тпн, свыше
8000 генов), кодирующий синтез стеролов и спо-
собность к эндоцитозу, характерные для эукариот
[57]. В клетках G. obscuriglobus выявлен ДНК-содер-
жащий компартмент, который может рассматри-
ваться как аналог ядра. Их сходство выявляется, в
частности, при анализе мембранных белков, обра-
зующих поровые комплексы. Возможно, что ге-
ны про- и эукариот, кодирующие эти комплексы,
имеют общее происхождение, связанное с дивер-
генцией от общих предков либо с горизонталь-
ным переносом генов (ГПГ) [58].

По мнению ряда авторов, первичные эукарио-
ты возникли путем вселения α-протеобактерий в
клеточные организмы, обладавшие ядрами, кото-
рые могли иметь либо аутогенное, либо симбио-
генное происхождение, в тем числе и возникать
на основе гигантских вирусов [59]. Другие авторы
полагают, что предшественниками ядер были ар-
хеотные клетки, вселившиеся в δ-протеобакте-
рии либо в планкомицеты [60]. В связи с этим
большой интерес представляют внутриклеточные
симбиозы, в которых хозяевами являются бакте-

рии. К их числу относится симбиоз β-протеобак-
терии Tremblaya princeps, которая выявлена в бак-
териоцитах червеца Planococcus citri, с γ-про-
теобактерией Moranella endobia, обитающей в
клетках T. princeps. Стимулом для образования дан-
ной “матрешки” могла стать избыточная редук-
ция генома T. princeps (139 тпн), вызванная ослаб-
лением отбора в популяциях эндоцитобионтов (в
связи с постоянством среды их обитания) и ком-
пенсируемая менее редуцированным симбионтом
M. endobia, геном которого превышает 500 тпн [61].
Показано, что у T. princeps отсутствуют многие фак-
торы трансляции, включая аминоацил-тРНК-син-
тетазы и фактор элонгации EF-Ts, которые посту-
пают от M. endobia.

Одним из нерешенных вопросов теории сим-
биогенеза остается последовательность возник-
новения ядра и митохондрий. Согласно “градуа-
листическому” сценарию митохондрии возникли
путем вселения α-протеобактерий в первичные
эукариоты, образовавшиеся путем обособления у
архей геном-содержащего ядра и других мем-
бранных структур – эндоплазматического рети-
кулюма, аппарата Гольджи, пероксисом [1]. В ка-
честве ближайших родичей первичных эукариот
было предложено рассматривать архезоев – внут-
риклеточных паразитов животных (метамонады,
трихомонады, энтамебы), которые лишены мито-
хондрий и обладают упрощенной, по сравнению
со свободноживущими эукариотами, клеточной
структурой [44]. Однако в настоящее время пред-
ставление об архезоях как о переходных формах
между про- и эукариотами оставлено, поскольку:
а) у архезоев выявлены митосомы – безгеномные
производные митохондрий; б) филогенетический
анализ показал, что архезои – это специализиро-
ванная группа эукариот, а не сестринская по от-
ношению к ним группа [62].

В связи с этим более обоснованным представ-
ляется “симбиотический” сценарий формирова-
ния внутриклеточных компартментов, согласно
которому предки митохондрий, вселившиеся в ар-
хеи, послужили генераторами возникновения ядра
и других внутриклеточных структур, сформировав-
шихся из продуцируемых митохондриями мем-
бранных везикул. В пользу этого сценария свиде-
тельствует то, что синтез липидов, локализованный
у прокариот в плазматических мембранах, у эука-
риот происходит в мембранах эндоплазматиче-
ского ретикулума (ЭПР) и аппарата Гольджи [1].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Реконструкция симбиогенной эволюции эука-

риот – чрезвычайно актуальное и увлекательное на-
правление современной биологии, связанное с вы-
яснением путей становления структурно-функцио-
нального и генетического разнообразия клеточных
организмов. Способность к стабильному существо-
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ванию в клетках эукариот, которая может рас-
сматриваться как начальный этап формирования
органелл, выявлена во многих группах про-
теобактерий (α, β, γ) и цианобактерий (гетеро-
цистные, негетероцистные), а также у однокле-
точных водорослей. У клубеньковых бактерий
(ризобий), которые относятся к α-протеобакте-
риям, переход к внутриклеточному симбиозу со-
провождался усложнением генома и повышени-
ем его пластичности, включая перенос sym-генов
в неродственные бактерии [8]. Он привел к воз-
никновению способности формировать на корнях
бобовых N2-фиксирующие клубеньки более чем в
10 семействах α-протеобактерий, объединяемых в
отряд Rhizobiales, а также у некоторых β-про-
теобактерий. В то же время у γ-протеобактерий
(например, у сальмонелл) внутриклеточный сим-
биоз не связан с усложнением геномной организа-

ции, и горизонтальный перенос генов вирулентно-
сти ограничен сем. Enterobacteriaceae [22, 25].

Таким образом, высокая геномная пластич-
ность, проявляемая на ранних стадиях коэволюции
бактерий с хозяевами, должна рассматриваться как
важнейшая предпосылка для перехода симбион-
тов на путь органеллогенеза, послужившего осно-
вой программы серийных эндосимбиозов [4]. Для
некоторых α-протеобактерий (Agrobacterium, Wol-
bachia) и цианобактерий (Synechococcus) показан
горизонтальный перенос генов в хозяев, который
можно рассматривать как начальный этап геном-
ной интеграции партнеров, его завершение свя-
зано с эндосимбиотическим переносом генов из
органелл в ядерные хромосомы (рис. 2).

Важно отметить, что преобразование бактерий
в клеточные органеллы представляет собой ре-
зультат утраты эндосимбионтами генетической

Рис. 2. Основные этапы органеллогенеза. 1 – приобретение представителями археот, которые согласно “градуалисти-
ческому” сценарию органеллогенеза [1] имели ядра (Я), эндосимбионтов, относящихся к различным группам про-
теобактерий (α, β, γ) или к цианобактериям (цб); 2 – горизонтальный перенос генов (его интенсивность обозначает
толщина стрелок) из симбионтов в Я клетки-хозяина (наиболее эффективные доноры генов – α-протеобактерии и
цианобактерии – дали начало митохондриям и пластидам); 3 – эндосимбиотический перенос (обозначен черными
стрелками) из митохондрий (Мх) и пластид (Пл) в Я генов, которые кодируют белки (Б), синтезируемые в цитозоле
клетки-хозяина и транспортируемые в органеллы. Мх служат для хозяев донорами АТФ, Пл – донорами продуктов
фотосинтеза (ПФ).
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индивидуальности – способности к самостоя-
тельному поддержанию и экспрессии геномов [5].
Эта утрата явилась предпосылкой для образова-
ния симбионтами и их хозяевами объединенных
систем наследственности, она привела к резкому
расширению адаптивного потенциала партнеров.
Наиболее широкий круг генетических процессов
реализуется при вторичном органеллогенезе, моде-
лью которого являются одноклеточные фототроф-
ные эукариоты, в первую очередь жгутиконосцы
Symbiodinium. В число этих процессов входит глубо-
кая редукция, а иногда и полная утрата эндосим-
бионтами эукариотических ядер (нуклеоморфов),
сопровождаемая переносом их генов в хромосомы
хозяев [22, 45].

Сравнительный анализ факультативных и об-
лигатных симбионтов эукариот открыл широкие
возможности для реконструкции ранних этапов
органеллогенеза, связанных с переходом микроор-
ганизмов к существованию во внутриклеточных
нишах (табл. 1). Однако используемые для этого
модели ограничены лишь некоторыми бактериями
и водорослями, поселяющимися в клетках эукари-
от. Пока еще мало доступны для изучения внутри-
клеточные симбиозы, в которых хозяевами являют-
ся прокариоты. Весьма дискуссионным остается
вопрос о возникновении ядра, которое либо пред-
шествовало приобретению митохондрий первич-
ными эукариотами, возникшими из археот путем
обособления ДНК-содержащих компартментов
(“градуалистический” сценарий), либо явилось ре-
зультатом вселения α-протеобактерий в безъядер-
ную археотную клетку (“симбиотический” сцена-
рий) [1].

Данные о том, что в геномах эукариот бактери-
альные по происхождению гены, контролирую-
щие в основном клеточный метаболизм, более
многочисленны, чем археотные гены, определя-
ющие матричные процессы, согласуются с разви-
ваемой рядом авторов гипотезой о возникнове-
нии ядра из археотных клеток, вселившихся в
бактерии [60]. Очевидно, что мозаичные геномы
эукариот могут рассматриваться как продукты ре-
организации надорганизменных систем наслед-
ственности, возникших на ранних этапах орга-
неллогенеза в связи с формированием симбиозов
между разными типами прокариот [63].

Изучение процессов органеллогенеза, осно-
ванных на глубокой редукции эндосимбиотических
бактерий и их рекомбинации с клеткой-хозяином,
открывает широкие возможности для анализа про-
цессов возникновения и ранней эволюции жизни.
В частности, формирование безгеномных органелл,
которое, по-видимому, представляло собой резуль-
тат их реверсии к анцестральным формам орга-
низации клетки, может рассматриваться как до-
казательство первичности метаболизма по отно-
шению к геному. Важно отметить, что система

РНК-направляемого синтеза белков (трансляции)
как связующее звено между клеточным метаболиз-
мом и кодирующим его геномом проявила в ходе
редукционной эволюции гораздо большую ста-
бильность, чем ДНК-зависимые матричные про-
цессы (репликация, рекомбинация, репарация,
транскрипция), подтверждая гипотезу о первично-
сти РНК-генома по отношению к ДНК-геному. В
связи с этим заслуживает внимания гипотеза о
возникновении ДНК-геномов прокариот на ос-
нове РНК-геномов анцестральных клеточных
или доклеточных форм жизни [64].

Реконструкция органеллогенеза имеет важное
прикладное значение, связанное с созданием но-
вых генетических систем, которые кодируют за-
ранее заданные полезные свойства, например
способность растений к фиксации N2, либо жи-
вотных к фиксации СО2 [65]. Правомерность по-
становки этих задач подтверждается выявлением
глубоко редуцированных N2-фиксирующих сим-
бионтов у некоторых фототрофных организмов
[66], а также широким распространением фото- и
хемобионтов, поддерживаемых в клетках живот-
ных [67].

Работа поддержана грантом РНФ 19-16-00081.
Настоящая статья не содержит каких-либо ис-

следований с использованием в качестве объекта
животных.

Настоящая статья не содержит каких-либо ис-
следований с участием в качестве объекта людей.
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Symbiotic Models for Reconstruction of Organellogenesis
N. A. Provorov*

All-Russia Research Institute for Agricultural Microbiology, St.-Petersburg, 196602 Russia
*e-mail: provorovnik@yandex.ru

Various groups of proteobacteria and cyanobacteria as well as unicellular algae capable of endosymbioses with
eukaryotes, are addressed as the models for reconstruction of organellogenesis (transformation of symbiotic
microbes into cellular organelles) as a major result of symbiogenesis – evolution based on formation of the
integral systems of heredity by the tightly interacting partners. Organellegenesis includes the following tran-
sitions: facultative non-inherited intracellular symbionts → obligatory inherited endocytobionts → genome-
containing organelles → genome-free organelles. We demonstrated that organellogenesis is accompanied by
the loss of bacterial genetic individuality – the ability to maintain and express own genomes, including their
complete elimination. Comparative analysis of various endosymbiotic bacteria groups showed that the major
prerequisite for their transformation into organelles (primary organellogenesis) is a high genomic plasticity
expressed at the early stages of organellogenesis, under the facultative or obligatory dependences on hosts. It
is manifested as a directed change of genomic architectures (transitions of the unitary genome type to a mul-
ticomponent and to a reduced type) as well as in the export of functionally active genes into the non-related
organisms. These properties are characteristic for α-proteobacteria and cyanobacteria – ancestors of mito-
chondria and plastids, but not for β- and γ-proteobacteria, Bacteroidetes and Firmicutes which, although in-
clude multiple endosymbiotic forms, have not been transformed into organelles. A convenient model for an-
alyzing the secondary organellogenesis implemented by eukaryotic microorganisms is represented by dino-
flagellates Symbiodinium (Alveolata) which: 1) harbor chloroplasts derived from red algae; 2) develop
intracellular symbioses with invertebrates behaving as their plastids. Reconstruction of organellogenesis al-
lows us to address the early stages of organic evolution including the trade-off between metabolism and he-
redity as well as between the RNA- or DNA-based genomes.

Keywords: organellogenesis, symbiogenesis, mitochondria and plastids, proteobacteria and cyanobacteria,
unicellular algae, horizontal and endosymbiotic gene transfer, DNA- and RNA-based genomes.
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частоты развития данной патологии в популяциях человека. Приведены исследования, предполага-
ющие вклад адаптивной эволюции в формирование наследственной предрасположенности к разви-
тию ПЭ. Продемонстрированы собственные результаты, впервые выявившие значимую роль очи-
щающего отбора в формировании генетической архитектуры ПЭ по системе регуляторных одно-
нуклеотидных полиморфных вариантов новых генов-кандидатов данной патологии.
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Изучение возникновения, распространения,
особенностей этиопатогенеза и генетической ар-
хитектуры многофакторных заболеваний (МФЗ)
человека в контексте эволюции является перспек-
тивным и активно развивающимся направлением.
Несмотря на существующие предположения о том,
что в современных популяциях человека большин-
ство генетических вариантов, предрасполагающих к
развитию МФЗ, имеют нейтральное эволюцион-
ное происхождение [1–4], множество проведен-
ных на сегодняшний день исследований демон-
стрируют значимый вклад естественного отбора и
адаптивных факторов в структуру генетической
компоненты распространенных болезней [5–21].

Генофонд современного человека отражает
историю разнообразных процессов генетической
адаптации с момента расселения Homo sapiens из
Африки, связанной с новыми условиями окружа-
ющей среды, с которыми пришлось столкнуться
человеку эпохи позднего плейстоцена около 125–
12 тыс. лет назад. Так, увеличению репродуктивной
приспособленности в новых средовых условиях, ве-
роятно, способствовали фенотипы, обеспечиваю-
щие терморегуляцию в условиях низких темпера-
тур, толерантность к гипоксии на большой высоте
и светлую пигментацию кожи в регионах с низ-

ким количеством солнечного света. Кроме того,
эпоха неолита (около 12–4 тыс. лет назад) озна-
меновалась переходом от присваивающего типа
хозяйства охотников-собирателей к производя-
щему – земледелию и скотоводству. Такая смена
культуры также могла способствовать адаптив-
ной эволюции человека в результате распростра-
нения оседлого образа жизни, роста плотности
населения и изменения типа питания [22, 23].

Следует отметить, что приобретенная в ходе
эволюции генетическая адаптация способствует
формированию благоприятных фенотипов, кото-
рые могут оказывать вредное воздействие в слу-
чае изменений в условиях окружающей среды и
образе жизни, поскольку адаптивные закрепле-
ния генетических модификаций происходят зна-
чительно медленнее перемен в образе жизни, ха-
рактерных для современного общества [23–25].
На сегодняшний день все больше данных свиде-
тельствует о возможном негативном эффекте ря-
да адаптивных изменений в геноме современного
человека – формировании болезней и патологи-
ческих состояний, например таких как ожирение,
гипертония, воспалительные и аутоиммунные
процессы, аллергия, диабет, онкологические за-
болевания [19, 23–26]. Ярким примером такого
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эффекта является гипотеза “экономных генов”,
предложенная J.V. Neel [27]. Данная гипотеза
предполагает, что генотипы, ассоциированные с
развитием диабета в современных популяциях,
обладали адаптивным преимуществом у охотни-
ков-собирателей, которые вели кочевой образ
жизни [25, 27], в то время как переход к сидячему
образу жизни и увеличение доступности пищевых
ресурсов определяют повышенный риск разви-
тия ожирения и диабета 2-го типа [25, 28, 29]. Еще
одним примером может служить “гигиеническая
гипотеза” [30], согласно которой усиленный им-
мунный ответ, обеспечивавший борьбу с инфек-
циями в прошлом, в настоящее время благодаря
широкому использованию антибиотиков и вакци-
нации способствует развитию воспалительных и
аутоиммунных заболеваний [25, 31, 32]. Таким об-
разом, посредством изучения адаптивных измене-
ний в человеческом геноме и генофонде популя-
ций, возникших в условиях новой среды обитания,
можно не только приблизиться к пониманию
процессов формирования генетического разно-
образия и роли их фенотипических проявлений в
развитии болезней и здоровья человека, но также
попытаться оценить возможный вклад “недоста-
ющей наследуемости” (англ. “missing heritability”)
при МФЗ [18, 22, 23, 25, 26].

В настоящем обзоре приводятся данные, кото-
рые демонстрируют значимую роль такого фи-
зиологического состояния как беременность в хо-
де адаптивной эволюции современного человека.
Кроме того, в аспекте эволюционной медицины
рассматривается одно из наиболее тяжелых гипер-
тензивных расстройств беременности многофак-
торной этиологии – преэклампсия (ПЭ). Проведе-
но обобщение имеющихся на сегодняшний день
эволюционных гипотез происхождения данной па-
тологии, а также обсуждаются результаты исследо-
ваний, посвященных изучению роли естествен-
ного отбора в формировании генетической архи-
тектуры ПЭ.

РОЛЬ БЕРЕМЕННОСТИ В АДАПТИВНОЙ 
ЭВОЛЮЦИИ ЧЕЛОВЕКА

В процессе адаптивной эволюции современ-
ного человека, согласно E.A. Brown с соавт. [33],
большая роль отводится средовым факторам,
оказывающим влияние на фертильность и бере-
менность. Значимое давление отбора в недавней
эволюции человека опосредовано путем распро-
странения инфекционных заболеваний в связи с
ростом плотности населения, добавления в пи-
щевой рацион зерна и молочных продуктов, из-
менения уровня кислорода и ультрафиолетового
излучения в ходе расселения человека, однако бо-
лее серьезный эффект данные селективные фак-
торы могли оказывать во время беременности.
Такое предположение основано на большей уяз-

вимости организма беременной женщины к дей-
ствию разнообразных средовых факторов в связи
с чрезвычайными энергетическими, физически-
ми и иммунологическими затратами для обеспе-
чения потребностей плода [33–40].

Одним из основных селективных факторов,
влияющих на фертильность и протекание бере-
менности вследствие изменения биодоступности
поступающих с пищей нутриентов, является уль-
трафиолетовое излучение. Ярким примером дей-
ствия направленного отбора может служить фор-
мирование баланса между синтезом витамина D3
и стабильностью фолиевой кислоты во время бе-
ременности, о чем свидетельствует последова-
тельное изменение содержания в коже меланина
в соответствии с уровнем воздействия солнечного
ультрафиолетового излучения [41, 42]. Так, раз-
витие дефектов нервной трубки у плода редко
встречается среди женщин с темной пигментацией
кожи, поскольку высокое содержание меланина
предотвращает разрушение фолиевой кислоты и
формирование летальных пороков развития [41,
43]. Таким образом, среди населения Африки,
Юго-Восточной Азии, Австралии и Тихоокеан-
ского региона действие направленного отбора
способствовало увеличению продукции меланина
в коже для обеспечения стабильности фолиевой
кислоты во время беременности. В то же время из-
быточное для более высоких широт содержание
меланина в коже препятствует синтезу витамина
D3, который необходим для усиления всасыва-
ния кальция, играющего ключевую роль в фор-
мировании скелета, в развитии жизненно важных
органов и иммунной системы у плода, а также
поддержании метаболизма костной системы ма-
тери [33, 44, 45].

Высокая частота заболеваемости инфекцион-
ными болезнями рассматривается в качестве од-
ного из мощнейших когда-либо действовавших
на человека эволюционных факторов, возникше-
го в результате увеличения плотности населения в
связи с переходом к оседлому образу жизни около
10 тыс. лет назад [46]. Несмотря на то что заболе-
вания инфекционной природы в большинстве
случаев представляют существенную угрозу, еще
более значимым селективным фактором они явля-
ются для беременных женщин, поскольку в ре-
зультате физиологического подавления иммунной
системы организм матери становится особенно
уязвимым. Такая высокая чувствительность орга-
низма беременных женщин к различным инфек-
ционным агентам может приводить к спонтан-
ным абортам, более высокой заболеваемости и
смертности по сравнению с общей частотой в по-
пуляции [33, 40].

Кроме того, предполагается значимый вклад
беременности в формирование приспособленно-
сти в ответ на изменение диеты, обусловленной
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возникновением и развитием сельского хозяй-
ства, скотоводства и рыболовства в ходе недавней
эволюции человека [19, 33]. Так, способность че-
ловека усваивать молоко во взрослом возрасте
могла появиться в результате адаптивной эволю-
ции, благодаря своему влиянию на репродуктив-
ную приспособленность [47]. В первую очередь
молоко обеспечивало стерильный источник жид-
кости, что было особенно важным для населения
жаркого, засушливого климата Африки и Ближне-
го Востока [47]. Принимая во внимание чувстви-
тельность беременной женщины к загрязненным
продуктам [48], способность к употреблению сте-
рильного свежего молока, вероятно, обладала
адаптивным преимуществом. Кроме того, молоко
является источником дополнительного кальция,
полезного для развития и нормального функциони-
рования костной системы, а также для репродук-
тивной зрелости женского организма, поскольку
достаточный уровень кальция в организме отчасти
обеспечивает формирование широкого таза, что
необходимо для благоприятного родоразрешения
[33]. Еще одной важной особенностью является
высокая калорийность жира, по сравнению с бел-
ками и углеводами, что вероятно в значительной
степени помогало матери во время беременности и
лактации прокормить потомство. Следует отме-
тить, что молоко и другие животные жиры содержат
холестерин, который является предшественни-
ком стероидных гормонов, обеспечивающих фер-
тильность, а также влияет на раннее развитие и рост
плода [49]. Примечательно, что недостаточное со-
держание холестерина в рационе коррелирует со
сниженным уровнем половых гормонов [50], спо-
собствуя подавлению функции яичников. Таким
образом, высокое содержание жира, холестерина
и кальция в молоке способствует увеличению ка-
лорийности рациона, ускоренному развитию ске-
лета, повышению фертильности, формируя тем
самым адаптивное преимущество для женщин,
употребляющих молочные продукты.

В настоящее время активно изучается роль
адаптивной эволюции в формировании патологий
беременности. Так, например, возникновение ток-
сикоза все чаще рассматривают не с точки зрения
патологического состояния, а в качестве адаптив-
ного преимущества, закрепленного благодаря дей-
ствию естественного отбора в популяциях человека
[51, 52]. Показано, что более высокие шансы для
успешного вынашивания эмбриона/плода наблю-
даются в случае, если беременность сопровожда-
ется тошнотой и рвотой, чем при отсутствии
симптомов токсикоза [52–54]. Согласно гипотезе
M. Profet [52], токсикоз во время беременности
необходим для защиты развивающегося эмбрио-
на/плода, поскольку ограничивает потребление ма-
терью токсических веществ в пищу. Примечатель-
но, что наиболее интенсивные симптомы токсикоза
наблюдаются на сроке 6–8 нед. беременности, ко-

гда органогенез у эмбриона особенно чувствителен
к внешним факторам [52, 53]. Важно отметить,
что традиционная диета у популяций с низкой ча-
стотой возникновения токсикоза состоит пре-
имущественно из продуктов растительного, а не
животного происхождения, которые из-за часто-
го содержания патогенных микроорганизмов и
паразитов представляют потенциальную опас-
ность как для развивающегося эмбриона/плода,
так и для беременной женщины [51, 53–56]. Тош-
нота при беременности, вероятно, направлена на
предотвращение употребления в пищу токсинов,
характерных для эпохи плейстоцена, а не совре-
менных ядов. Это согласуется и с результатами
исследований, в которых показано, что токсикоз
является сдерживающим фактором от употребле-
ния кофе – горького растительного алкалоида и
слабо препятствует употреблению алкоголя [57].
По-видимому, это связано с тем, что количество
алкоголя, необходимое для развития фетального
алкогольного синдрома, стало доступно только с
возникновением сельского хозяйства [52, 53, 58].
Следует отметить, что лучшим условием для раз-
вивающегося эмбриона/плода является расход
энергетических резервов тела беременной жен-
щины, а не употребление ею потенциально опас-
ной пищи, в особенности мясной, которая до ши-
рокого распространения холодильников нередко
содержала большое количество микроорганиз-
мов и их токсинов [51–53].

Примером тонко настроенного метаболизма,
соответствующего различающимся условиям окру-
жающей среды и особенностям традиционной дие-
ты, может служить возникновение гестационного
сахарного диабета (ГСД). Известно, что заболевае-
мость ГСД для современных популяций обратно
пропорциональна количеству потребляемых вы-
сокогликемических углеводов и молочных про-
дуктов, входящих в состав традиционной диеты
[33, 59–64]. Поскольку данная патология способ-
ствует развитию макросомии в случае несоответ-
ствия слишком крупного плода размерам малого
таза матери, ГСД до появления кесарева сечения
являлся одной из причин перинатальной заболе-
ваемости и смертности, а также часто приводил к
массивным кровотечениям во время родов [39, 65].
В связи с чем сниженная гликемическая реакция
европейцев на принятие пищи, по сравнению с дру-
гими популяциями, может быть результатом на-
правленного отбора на изменение метаболизма
материнского организма в соответствии с особой
диетой [33, 62–67].

Таким образом, результаты проведенных на
сегодняшний день исследований демонстрируют,
что при рассмотрении эффектов отбора на разных
этапах эволюции человека нельзя недооценивать
роль беременности в формировании приспособ-
ленности к действию разнообразных факторов, по-
скольку данное физиологическое состояние ха-
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рактеризуется значительным расходом ресурсов
организма, необходимых для выживания в новых
быстро меняющихся условиях окружающей сре-
ды. Кроме того, результатами ряда исследований
[33, 54] подтверждается предполагаемый вклад
адаптивной эволюции в формирование патологи-
ческих состояний беременности, в связи с чем их
изучение в контексте эволюционной медицины
может представлять существенный интерес для
понимания причин возникновения, особенно-
стей этиопатогенеза, расовой и этнической ва-
риабельности частоты развития данных ослож-
нений.

РОЛЬ ЕСТЕСТВЕННОГО ОТБОРА
В ПРОИСХОЖДЕНИИ ПЭ

Болезнь с точки зрения эволюционной медици-
ны рассматривается как результат несоответствия
адаптивных изменений в геноме человека и гено-
фонде популяций, произошедших в прошлом, со-
временным условиям окружающей среды и образу
жизни [26]. В настоящем обзоре в контексте эво-
люционной медицины наиболее подробно рас-
смотрены причины возникновения ПЭ у человека.
Данная патология, именуемая также “болезнью
теорий”, заслуживает особого внимания, поскольку
является грозным гипертензивным осложнением
беременности, этиопатогенез которого, несмотря
на десятилетия исследований, остается слабоизу-
ченным [68–72]. Кроме того, в настоящее время
отсутствуют прогностические биомаркеры и эф-
фективная фармакологическая терапия ПЭ, ко-
торая признана тяжелой патологией беременно-
сти и определяет высокую частоту материнской и
перинатальной заболеваемости и смертности, со-
ставляющих в мировом масштабе не менее 63 тыс.
случаев в год [71, 73, 74]. Согласно наиболее рас-
пространенной гипотезе, основная причина раз-
вития ПЭ заключается в нарушении процессов
формирования плацентарной ткани на ранних
сроках гестации вследствие аномальной инвазии
цитотрофобласта и неполного ремоделирования
спиральных артерий матки [71, 74–76].

Несмотря на большое количество исследова-
ний, направленных на изучение генетической ар-
хитектуры ПЭ и применение различных подходов
(анализ “случай–контроль”, полногеномный ана-
лиз сцепления в родословных (GWLS), полноге-
номное исследование ассоциаций (GWAS)), к на-
стоящему времени не удалось выявить главные
гены предрасположенности к развитию данной
патологии, поскольку полученные результаты яв-
ляются достаточно противоречивыми [3, 77, 79–84].
Таким образом, изучение ПЭ в аспекте эволюци-
онной медицины представляет особый интерес
для поиска новых генетических маркеров, которые
согласно эволюционным гипотезам могут быть во-
влечены в патогенез данного осложнения бере-

менности. Кроме того, такой подход можно рас-
сматривать в качестве одного из способов обнару-
жения “недостающей наследуемости”, что,
вероятно, позволит приблизиться к пониманию
генетической архитектуры такого заболевания
многофакторной природы как ПЭ.

Вклад естественного отбора 
на микроэволюционном уровне в происхождение ПЭ

Первая эволюционная теория возникновения
ПЭ была сформулирована D. Haig в 1993 г. [85].
Согласно данной гипотезе в основе патологии ле-
жит “генетический конфликт интересов”, обуслов-
ленный действием отбора не только на гены плода,
обеспечивающие высокий уровень поступления
питательных веществ, но и на гены матери, кото-
рые оказывают обратный эффект путем ограни-
чения потребностей плода для сохранения общих
ресурсов организма [85]. В связи с этим у женщин
с ПЭ эндотелиальная дисфункция может быть
интерпретирована как попытка плода компенсиро-
вать недостаточное поступление питательных ве-
ществ с маточно-плацентарным кровотоком [83].

Так называемый “генетический конфликт ин-
тересов” происходит между тремя независимыми
группами генов (материнские гены, гены плода,
унаследованные от матери, и гены плода, унасле-
дованные от отца), представляющих различные
интересы, что в свою очередь способствует не-
прерывному процессу эскалации этого конфлик-
та [85]. Согласно R. Pijnenborg с соавт. [86], такую
связь между данными группами генов можно рас-
сматривать в качестве особой формы “гонки во-
оружений” (гипотезы “Черной королевы”, в ори-
гинале “Красной королевы” – англ. Red Queen
hypothesis) в пределах одного вида, возникающей
в процессе адаптации к последовательному до-
бавлению новых этапов в уже существующее и хо-
рошо сбалансированное взаимодействие между
матерью и плодом. Примером такого взаимодей-
ствия может служить возникновение второй вол-
ны инвазии трофобласта наряду с индукцией вос-
становления материнской ткани. Поскольку у
эволюции нет конечной цели, как и в “гонке во-
оружений” между хищником и жертвой, в сорев-
новании матери и плода не может быть настояще-
го победителя [86]. Важно отметить, что с точки
зрения гипотезы “Черной королевы” возникно-
вение ПЭ является побочным результатом адап-
тивной эволюции, сформировавшимся в процес-
се непрерывной “гонки вооружений” между ма-
терью и плодом, наследующим как материнские,
так и отцовские гены [86].

Особый интерес в эволюционном контексте
представляет существование расовых и этниче-
ских различий частоты развития ПЭ в современ-
ных популяциях человека [71, 74, 87, 88]. Мини-
мальная частота данной патологии отмечается у
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представителей монголоидной расы и составляет
от 1.2 до 1.9%, в то время как европеоиды и негро-
иды имеют более высокие значения данного по-
казателя, находящиеся в диапазоне от 2 до 5%
[87–91]. Наблюдаемые различия в частоте возник-
новения ПЭ среди представителей разных этниче-
ских групп, вероятно, могут быть обусловлены
адаптивной эволюцией, действующей на протяже-
нии формирования генофондов данных популя-
ций с момента расселения Homo sapiens из Афри-
ки около 100 тыс. лет назад.

Так, вариабельность частоты развития ПЭ среди
современных популяций человека может зависеть
от характерного для традиционной диеты количе-
ства потребляемой соли [92]. При изучении ПЭ в
г. Нью-Йорк заболеваемость данной патологией
была минимальна среди иммигрантов из Японии
(1.2%), Тайваня (0.9%) и Ирана (0.6%) [88] по
сравнению с частотой 2–8% беременностей в дру-
гих развитых странах [70, 71, 93]. Примечательно,
что именно японцы и иранцы отличаются наиболь-
шим уровнем потребления соли, который обуслов-
лен традиционной диетой на основе морепродуктов
(Япония) и высоким засолением почв (Иран)
[94]. В связи с этим можно предположить, что по-
требляющие большое количество соли популя-
ции могли находиться под действием сильного
отбора, элиминирующего генетические факторы
риска ПЭ в условиях отсутствия современной ме-
дицинской помощи [33]. Еще одним средовым
фактором, который мог влиять на формирование
межпопуляционных различий в частоте возник-
новения ПЭ, является высотная гипоксия. Так,
популяции, проживающие в высокогорных реги-
онах (жители высокогорья в Андах, тибетцы),
благодаря адаптации к гипоксическому воздей-
ствию новых средовых условий получили устой-
чивость к развитию ПЭ [33, 95, 96]. Кроме того,
согласно работе, опубликованной A. Nakimuli с
соавт. [88], возникновение ПЭ в современных по-
пуляциях человека можно рассматривать и как ре-
зультат действия естественного отбора, направлен-
ного на сдерживание размеров плода, поскольку
оптимальный вес для новорожденного должен со-
ставлять 2.5–3.5 килограмма, тогда как больший
вес увеличивает риск осложнений во время родов
[88]. Следует также отметить, что женщины аф-
риканского происхождения по сравнению с евро-
пейскими женщинами имеют меньшие размеры
малого таза, что согласуется с более высокой ча-
стотой встречаемости ПЭ среди представителей
негроидной расы [88, 97].

В связи с этим изучение роли действия есте-
ственного отбора на микроэволюционном уровне в
формировании генетической архитектуры ПЭ на-
ряду с сопоставлением полученных результатов со
средовыми особенностями и традиционным обра-
зом жизни современных популяций, вероятно, бу-
дет способствовать пониманию причин, лежащих в

основе межэтнической вариабельности возник-
новения данной патологии беременности.

Вклад естественного отбора
на макроэволюционном уровне в происхождение ПЭ

Изучение возникновения ПЭ как результата
действия естественного отбора на макроэволю-
ционном уровне представляет большой интерес,
поскольку формирование данного осложнения
беременности характерно, прежде всего, для че-
ловека [7, 75, 76, 98, 99], тогда как только редкие со-
общения свидетельствуют о развитии этой патоло-
гии среди обезьян: горилл [100, 101], шимпанзе
[102], макак [103]. В связи с тем, что плацента явля-
ется ключевым звеном этиопатогенеза ПЭ, эволю-
ционный подход к анализу генетической архи-
тектуры данного заболевания по системе генов,
вовлеченных в молекулярные процессы, проис-
ходящие в плацентарной ткани, вероятно, позво-
лит выявить причины и основные механизмы
возникновения данной патологии беременности
у человека.

В контексте ведущей роли плаценты в развитии
ПЭ существенный интерес представляет гипотеза
E.T. Abrams и J.N. Rutherford [104], согласно кото-
рой риск развития гестационных осложнений,
связанных с аномалиями плаценты (ПЭ, после-
родовое кровотечение), может быть следствием
действия естественного отбора на гены, продукты
которых вовлечены в регуляцию глубины инва-
зии трофобласта и ремоделирования спиральных
артерий. Следует отметить, что глубокая инвазия
трофобласта характерна только для гемохориаль-
ного типа плаценты, при этом недостаточный
уровень его инвазии является предрасполагаю-
щим фактором для развития ПЭ [76, 86, 99, 105,
106], тогда как эпителиохориальный тип плацен-
тации обеспечивает защитный эффект против
развития данного осложнения беременности [7].
Ранее предполагалось, что в ходе эволюции на ос-
нове видов с эпителиохориальным типом пла-
центы возникли новые виды млекопитающих с
высокоинвазивной плацентацией, однако ре-
зультаты исследований, посвященных сравне-
нию уровня плацентации в большом разнообра-
зии таксонов, убедительно свидетельствуют об
обратном [107–110]. Согласно M.G. Elliot [7] самые
ранние плацентарные млекопитающие обладали
гемохориальным и эндотелиохориальным типа-
ми плацентации, тогда как эпителиохориальный
тип плаценты является сравнительно недавним
эволюционным приобретением, возникшим в не-
скольких таксономических группах независимо
друг от друга. Именно гемохориальную плаценту
человека в некоторых отношениях можно назвать
“примитивной”, поскольку происхождение данно-
го типа плаценты последовательно прослежива-
ется до самых ранних видов млекопитающих, жив-
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ших около 200 млн лет назад [7]. Характеристика ти-
пов плацентации у представителей грандотряда
Euarchonta представлена на рис. 1.

Существует предположение, согласно которо-
му высокоинвазивная гемохориальная плацента
необходима для развития большего размера го-
ловного мозга, тогда как риск возникновения ПЭ
у человека является платой за высокий уровень
когнитивных способностей вида [111–114]. Тем
не менее значительное количество работ демон-
стрирует, что виды животных с гемохориальной
плацентацией не обладают большими размерами
головного мозга в сравнении с видами, которые
имеют другие типы плаценты [115–118]. Согласно
предположению M.G. Elliot [7] у человека гемохо-
риальный тип плаценты обеспечивает быстрое
внутриутробное развитие мозга, обладая при этом
высокой ценой в виде возможного формирования
ПЭ. Так, при рассмотрении характера плацента-
ции в контексте всего класса млекопитающих че-
ловек и другие приматы, вероятно, имеют непод-
ходящий им тип плаценты. Кроме того, гипотеза
M.G. Elliot предполагает, что инвазивная гемохо-
риальная плацента человека может являться не
следствием адаптивной эволюционной страте-
гии, а отражением “случайного закрепления” не-
благоприятного фенотипа. В связи с этим цен-

тральная эволюционная проблема беременности
человека может заключаться не в том, “почему
человеческая плацента настолько инвазивна?”, а
в том, “почему человеческая плацента не эпите-
лиохориального типа?” [7].

Результаты, полученные M.G. Elliot и B.J. Cre-
spi [106], подтверждают гипотезу о том, что при
ПЭ у человека сниженная плацентарная инвазия
обеспечивается общим набором генов и патофи-
зиологических механизмов, лежащих в основе
незначительной плацентарной инвазии у пред-
ставителей надотряда Euarchontoglires (грызуны,
зайцеобразные, тупайи, шерстокрылы и приматы).
Кроме того, свидетельствуют о конвергентной эво-
люции менее инвазивных (эндотелиохориального и
эпителиохориального) типов плаценты. Так, ана-
лиз 16578 белок-кодирующих генов в 18 таксонах
(из которых 14 имеют гемохориальный, 2 – эпи-
телиохориальный, 2 – эндотелиохориальный тип
плаценты) позволил выявить 1254 гена, подвер-
гавшихся адаптивной эволюции, направленной
на уменьшение инвазивных свойств плаценты.

Примечательно, что полученные данные нахо-
дят отражение в гипотезе, предложенной ранее
рядом авторов [86, 104, 105, 116], которая рас-
сматривает риск развития ПЭ как результат дей-
ствия естественного отбора на макроэволюци-

Рис. 1. Филогенетическое дерево грандотряда Euarchonta с характеристикой гистологического типа плацентации его
представителей (по [107] в собственной модификации). Цифрами обозначено предположительное время расхождения
филогенетических групп (млн лет). Черной широкой линией обозначен независимый переход от гемохориального ти-
па плаценты к менее инвазивному типу. На правой части рисунка схематично отражена степень инвазивности пред-
ставленных типов плацентации. Энд. – эндотелиохориальный, Эп. – эпителиохориальный, Г. – гемохориальный ги-
стологический тип плаценты, м.т. – материнская ткань, п.т. – плодная ткань, с. – сосуд.
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онном уровне по генам, кодирующим белки, во-
влеченные в формирование плацентарной ткани.
Так, R. Pijnenborg с соавт. [86] предположили, что
в эволюции степени инвазивности плаценты в
линии предков человекообразных обезьян участ-
вовал положительный отбор, направленный на
гены, продукты которых определяют степень глу-
бины инвазии цитотрофобласта и ремоделирова-
ние спиральных артерий. Данное предположение
согласуется с результатами исследования E.J. Cros-
ley с соавт. [105], которые показали ассоциацию
одной ветви филогенетического дерева с повы-
шением инвазивных свойств плаценты вслед-
ствие эволюции спиральных артерий. Так, малая
глубина инвазии трофобласта и расширение спи-
ральных артерий внутри децидуальной оболочки
характерны для представителей семейства Hylo-
batidae (гиббон), тогда как глубокая степень инва-
зии трофобласта и ремоделирование спиральных
артерий, проходящее в миометрий, наблюдаются
у представителей подсемейства Homininae – че-
ловека, шимпанзе, гориллы (табл. 1) [105, 116].
Изучение роли действия естественного отбора на
формирование генетической структуры белок-
кодирующих участков 18 тыс. генов, экспресси-
рующихся в плацентарной ткани при физиологи-
ческой беременности, позволило выявить дей-
ствие положительного отбора для 295 генов на
ветках предков Hominidae (человек, шимпанзе,
горилла, орангутан) и для 264 генов на ветках
предков Homininae (человек, шимпанзе, горилла)

[105]. Примечательно, что согласно результатам
функциональной аннотации данных генов значи-
тельная часть из них имеет отношение к риску
развития ПЭ.

Поскольку возникновение ПЭ характерно,
прежде всего, для представителей подсемейства
Homininae и наблюдается преимущественно у че-
ловека, помимо изучения существующих особен-
ностей строения плацентарной ткани среди раз-
личных видов отряда Primates, интерес может
представлять и исследование физиологических
различий, наблюдаемых во время беременности
среди представителей данных видов. Так, продол-
жительность беременности у человека превышает
срок гестации у гориллы, шимпанзе и орангутана,
что, вероятно, свидетельствует об эволюционных
преимуществах продолжительного гестационно-
го периода [119]. Кроме того, еще одной отличи-
тельной чертой человека являются необычно
крупные новорожденные [120], что, по-видимо-
му, коррелирует с большими размерами головно-
го мозга [121]. Даже по сравнению с другими при-
матами у человека эти особенности в сочетании с
гемохориальным типом плаценты способны при-
водить к высокому риску окислительного стресса
и сосудистого повреждения в плаценте во время
беременности, что, вероятно, также играет важ-
ную роль в патогенезе ПЭ [7].

Вышеизложенное демонстрирует, что изуче-
ние роли действия естественного отбора среди
представителей эволюционной линии отряда Pri-

Таблица 1. Эволюция инвазивных свойств плацентарной ткани у представителей отряда Primates [106]

Примечание. гист. – гистологический тип плаценты, анат. – анатомический тип плаценты, Эп. – эпителиохориальный, Г. –
гемохориальный, Диф. – диффузный, Дис. – дискоидальный, д.о. – децидуальная оболочка.
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Г. Дис. Неглубокая Расширение внутри д.о.
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mates в формировании структуры генов, продук-
ты которых вовлечены в развитие плацентарной
ткани, вероятно, позволит выявить механизмы,
лежащие в основе возникновения у человека та-
кого тяжелого осложнения беременности как ПЭ.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ, 
ПОСВЯЩЕННЫЕ ОЦЕНКЕ РОЛИ 

ЕСТЕСТВЕННОГО ОТБОРА В РАЗВИТИИ ПЭ
Несмотря на значительное количество эволюци-

онных гипотез о причинах возникновения ПЭ, до
настоящего времени существовали только косвен-
ные свидетельства возможного вклада естественно-
го отбора в формирование данного осложнения бе-
ременности, как на микроэволюционном, так и на
макроэволюционном уровне [68, 122–124]. Важ-
но отметить, что в экспериментальных исследо-
ваниях поиск сигналов естественного отбора не
проводился, тогда как выводы о роли эволюцион-
ных факторов в формировании ПЭ основаны на
предположениях и существующих гипотезах.

В своем ранее проведенном исследовании [125],
результаты которого были частично опубликованы
[126, 127], мы впервые применили эволюционный
подход к анализу формирования генетической ар-
хитектуры ПЭ. Полученные результаты демон-
стрируют значимый вклад адаптивных измене-
ний регуляторных однонуклеотидных полиморф-
ных вариантов (rSNP) новых генов-кандидатов ПЭ,
выявленных впервые благодаря исследованиям
транскриптома плацентарной ткани, в структуру
наследственной предрасположенности к данной
патологии беременности. Так, действие слабого
очищающего отбора в ряду представителей эволю-
ционной линии парвотряда Catarrhini (человек,
шимпанзе, орангутан и макака-резус) с помощью
нового вычислительного ресурса INSIGHT выяв-
лено для двух rSNP: rs2227262 гена NDRG1, ассо-
циированного с ПЭ у якутов [126], и rs10985257
гена CORO2A, ассоциированного с ПЭ у русских
[127]. Такой тип отбора свидетельствует о консер-
вативном характере данных rSNP, способствуя
удержанию производных аллелей на низком
уровне. Важно отметить, что оба гена являются
новыми генами-кандидатами ПЭ, для которых
при данной патологии характерна гиперэкспрес-
сия в плацентарной ткани [128–132].

Высокая концентрация белка NDRG1 в пла-
центе при ПЭ, вероятно, следует рассматривать в
качестве компенсаторного механизма, направлен-
ного на уменьшение степени повреждения клеток
трофобласта [133, 134]. Так, ассоциированный с ПЭ
предковый аллель С rSNP rs2227262 путем повыше-
ния уровня экспрессии гена NDRG1 в условиях ги-
поксии может защищать клетки трофобласта от
повреждений, а также способствовать их диффе-
ренцировке. Такое предположение основано на
данных базы “RegulomeDB”, согласно которым

rSNP rs2227262 располагается в сайте связывания
с транскрипционным фактором POLR2A (RNA
Polymerase II Subunit A) – крупнейшим каталити-
ческим компонентом РНК-полимеразы II. Веро-
ятно, предковый аллель С обеспечивает необходи-
мый уровень экспрессии гена NDRG1 в условиях
гипоксии при неглубокой инвазии трофобласта,
однако данный уровень может быть недостаточным
для представителей семейства Hominidae, посколь-
ку вследствие увеличения инвазивных свойств пла-
центы клетки трофобласта в большей степени под-
вергаются повреждающему действию гипоксии
[126]. Примечательно, что полученные результа-
ты согласуются с гипотезой M.G. Elliot [7], в ко-
торой предполагается, что инвазивная гемохори-
альная плацента человека может являться не
следствием адаптивной эволюционной страте-
гии, а отражением “случайного закрепления” не-
благоприятного фенотипа.

Известно, что продукт гена CORO2A участвует
в мембранном транспорте, клеточной подвижно-
сти, а также может быть вовлечен в формирование
воспалительного ответа [135]. Наибольший интерес
представляет расположение ассоциированного с
ПЭ rSNP rs10985257 в сайте связывания с тран-
скрипционным фактором, модулятором окисли-
тельного стресса – CEBPB (CCAAT/Enhancer
Binding Protein Beta), гиперэкспрессия которого в
условиях гипоксии способствует нарушению ин-
вазии вневорсинчатого трофобласта и поверх-
ностной плацентации [136]. Кроме того, CEBPB
является репрессором другого транскрипционно-
го фактора – MYC (MYC Proto-Oncogene, BHLH
Transcription Factor) [137], что обеспечивает диф-
ференцировку Т-клеток в сторону Т-хелперов
2-го типа, которые играют важную роль в успеш-
ной беременности, тогда как смещение баланса в
пользу Т-хелперов 1-го типа наблюдается при ПЭ
[138]. Примечательно, что транскрипционный фак-
тор MYC ингибирует транскрипцию гена NDRG1,
что в условиях гипоксии может оказывать неблаго-
приятный эффект в виду протективной функции
белка NDRG1 в отношении клеток трофобласта
[133]. Таким образом, rSNP rs10985257 посредством
взаимодействия с транскрипционным фактором
CEBPB может быть вовлечен в этиопатогенез ПЭ
как на стадии формирования плаценты, так и на
более поздних этапах беременности. Согласно
нашему исследованию [127], действие слабого очи-
щающего отбора приводит к элиминации ассоции-
рованного с ПЭ производного аллеля С rSNP
rs10985257 гена CORO2A, который с низкой часто-
той встречается в популяциях человека. Получен-
ные результаты можно рассматривать с точки зре-
ния гипотезы “генетического конфликта интере-
сов” D. Haig [85]. Согласно данной гипотезе,
отбор действует не только на гены плода, которые
повышают поступление питательных веществ, но
и на гены матери, которые стремятся ограничить
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потребности плода для сохранения общих ресур-
сов организма.

Таким образом, нами получены результаты,
которые свидетельствуют о существенном вкладе
естественного отбора в структуру наследственной
подверженности и популяционной специфично-
сти к развитию ПЭ. Кроме того, проведенное ис-
следование продемонстрировало применимость
эволюционного подхода к анализу формирова-
ния генетической архитектуры ПЭ, который мо-
жет использоваться в будущих исследованиях,
посвященных изучению данной патологии бере-
менности.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Появление анатомически современного чело-
века в Африке согласно результатам археологиче-
ских, генетических и геномных исследований да-
тируется периодом около 200 тыс. лет назад, с по-
следующей (около 80–50 тыс. лет назад) быстрой
миграцией по всему миру [139]. В ходе расселения
из Африки человек эпохи позднего плейстоцена
(около 125–12 тыс. лет назад) столкнулся с необ-
ходимостью адаптации к быстро меняющимся
условиям окружающей среды и образу жизни.
Примечательно, что на данном этапе именно бе-
ременность могла внести существенный вклад в
формирование адаптивной эволюции, поскольку
такое физиологическое состояние характеризует-
ся значительным расходом общих ресурсов орга-
низма, необходимых для выживания в новых сре-
довых условиях.

Важно отметить, что благоприятные феноти-
пы, закрепленные в геноме современного челове-
ка в ходе эволюции, могут оказывать и негатив-
ный эффект, который проявляется в виде форми-
рования болезней и патологических состояний
при изменении условий окружающей среды и об-
раза жизни. Таким образом, изучение болезней
многофакторной этиологии с точки зрения эво-
люционной медицины является высокоперспек-
тивным направлением исследований. Применение
такого подхода не только будет способствовать бо-
лее глубокому пониманию механизмов возникно-
вения, распространения и патогенетики МФЗ, но
также может препятствовать развитию данных за-
болеваний в случае своевременного изменения сре-
довых условий, лежащих в основе формирования
патологического процесса [140].

Особый интерес в контексте эволюционной
медицины представляет изучение ПЭ – тяжелого
гипертензивного осложнения беременности. По-
скольку возникновение ПЭ характерно для пред-
ставителей подсемейства Homininae и наблюда-
ется преимущественно у человека, изучение роли
естественного отбора на макроэволюционном
уровне в формировании генетической архитекту-

ры данной патологии, вероятно, позволит по-но-
вому взглянуть на причины ее происхождения и
особенности этиопатогенеза. Кроме того, нали-
чие в современных популяциях человека расовых
и этнических различий в частоте развития ПЭ мо-
жет указывать на возможный вклад адаптивной
эволюции, действующей на протяжении форми-
рования генофондов данных популяций.

Обобщение имеющихся на сегодняшний день
эволюционных гипотез о происхождении и рас-
пространении ПЭ свидетельствует о том, что воз-
никновение данной патологии беременности яв-
ляется следствием действия естественного отбора
на макроэволюционном уровне по генам, про-
дукты которых вовлечены в регуляцию уровня
инвазии трофобласта и ремоделирование спи-
ральных артерий матки, тогда как вариабельность
частоты развития ПЭ среди современных популя-
ций человека может быть объяснена концепцией
деканализации. Примечательно, что, несмотря на
предполагаемую роль естественного отбора, экс-
периментальные исследования с целью подтвер-
ждения вклада адаптивной эволюции в развитие
ПЭ не проводились. В связи с чем большое значе-
ние представляют результаты нашего предыду-
щего исследования [125–127], которые впервые
продемонстрировали значимую роль естествен-
ного отбора в формировании генетической архи-
тектуры ПЭ по системе rSNP новых генов-канди-
датов данной патологии, выявленных благодаря
анализу транскриптома плацентарной ткани.

Следует отметить, что изучение роли есте-
ственного отбора, как на макроэволюционном,
так и на микроэволюционном уровне, в форми-
ровании генетической архитектуры ПЭ будет
способствовать не только выявлению новых гене-
тических маркеров и лучшему пониманию меха-
низмов, лежащих в основе этиопатогенеза данно-
го осложнения беременности, но также может
пролить свет на происхождение и распростране-
ние этой тяжелой патологии в современных по-
пуляциях человека.

Работа выполнена при финансовой поддержке
гранта РФФИ № 18-29-13045.

Все процедуры, выполненные в исследовании
с участием людей, соответствуют этическим стан-
дартам институционального и/или национально-
го комитета по исследовательской этике и Хель-
синкской декларации 1964 г. и ее последующим
изменениям или сопоставимым нормам этики.

От каждого из включенных в исследование
участников было получено информированное
добровольное согласие.

Авторы заявляют, что у них нет конфликта ин-
тересов.
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Pregnancy as a Factor of Adaptive Human Evolution.
The Role of Natural Selection in the Origin of Preeclampsia

V. N. Serebrovaa, *, E. A. Trifonovaa, and V. A. Stepanova

aResearch Institute of Medical Genetics, Tomsk National Research Medical Center
of the Russian Academy of Sciences, Tomsk, 634050 Russia

*e-mail: vika.serebrova@medgenetics.ru

The review discusses data on the significant role of pregnancy in the adaptive evolution of modern humans.
In the aspect of evolutionary medicine, the main focus is on severe hypertensive pathology of pregnancy –
preeclampsia (PE). In this paper we summarized currently known evolutionary hypotheses about the origin,
causes of racial and ethnic variability in the frequency of development of this pathology in human popula-
tions. Presented studies which suggesting the contribution of adaptive evolution in the formation of a hered-
itary predisposition to the development of PE. We demonstrated our results which firstly showed the signifi-
cant role of negative selection in the formation of the genetic architecture of PE via the regulatory single-nu-
cleotide polymorphisms of the new candidate genes for this pathology.

Keywords: natural selection, adaptive evolution, evolutionary medicine, preeclampsia, placenta.
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ИНГИБИТОР АМИЛАЗ SbAI ВИДОВ КАРТОФЕЛЯ:
ВАРИАБЕЛЬНОСТЬ СТРУКТУРЫ И ПРОФИЛЯ ЭКСПРЕССИИ
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Деградация крахмала в растениях опосредуется амилазами, активность которых посттрансляцион-
но регулируется ингибиторами. Предполагается, что работа гена ингибитора амилаз SbAI связана с
устойчивостью картофеля к холодовому стрессу. Изучение возможных корреляций вариабельности
гена SbAI с холодостойкостью видов картофеля позволит повысить степень понимания регуляции
метаболизма крахмала в процессе развития растения и его реакции на стресс. В настоящем иссле-
довании идентифицированы полногеномные последовательности гомологов гена SbAI у 12 видов
картофеля секции Petota. Выявлено 36 аллельных вариантов гена и 31 вариант белка. Сопоставление
с данными по сортам Solanum tuberosum показало, что сортовой полиморфизм в 1.4–1.7 раза превы-
шает межвидовой, однако видам соответствует большее число аллельных вариантов. Филогенети-
ческий анализ показал, что аллельные варианты SbAI видов S. demissum, S. acaule и S. stoloniferum раз-
несены по разным кладам. Профиль экспрессии гена SbAI определен в различных органах видов
S. tuberosum (сорт Надежда), S. rybinii, S. chacoense и S. kurtzianum. В листе S. chacoense уровень экс-
прессии гена в 13, 50 и 250 раз выше, чем у S. tuberosum, S. kurtzianum и S. rybinii соответственно. Раз-
личный уровень экспрессии SbAI в листьях видов может быть следствием разного исходного содер-
жания в листьях как синтезируемого крахмала, так и редуцирующих сахаров. В клубне S. tuberosum
уровень выше в 5.2, 8.6 и 430 раз, чем у S. kurtzianum, S. chacoense и S. rybinii. В корне S. rybinii уровень
SbAI в 2.4 раза выше, чем у S. chacoense, и в 42.3 раза выше, чем у S. kurtzianum и S. tuberosum. Пока-
зано отсутствие корреляции уровня экспрессии SbAI с холодостойкостью видов. Полученные дан-
ные профиля экспрессии позволяют предположить, что разные виды и сорта картофеля могут по-
разному регулировать содержание крахмала в клубнях.

Ключевые слова: дикорастущие клубнеобразующие виды картофеля, ингибитор амилаз SbAI, холо-
доустойчивость, филогения, экспрессия генов.
DOI: 10.31857/S0016675821010045

Низкие температуры являются одним из наи-
более распространенных факторов, запускающих
механизмы адаптации или толерантности растений
и определяющих географическое распределение и
расхождение видов. В процессе холодовой акклима-
тизации в растении значительно изменяются тран-
скриптомные данные и включается биосинтез и
накопление различных криопротекторов с одно-
временным преобразованием состава клеточных
мембран [1, 2]. Одна из его самых первых значи-
тельных метаболических реакций на холод – на-
копление растворимых сахаров за счет деградации
крахмала [3]. Сначала происходит фосфорилирова-
ние амилопектиновых полимеров на поверхности
крахмальных гранул, что повышает их гидро-
фильность и доступность для гидролитических

ферментов – α-амилаз (AMY, EC 3.2.1.1), β-амилаз
(BAM, EC 3.2.1.2) и изоамилаз (EC 3.2.1.68) [3].

Такая важная сельскохозяйственная культура
как картофель (Solanum tuberosum) является чув-
ствительным к холоду растением: температура
ниже нуля может привести к повреждению над-
земной биомассы и задержке развития. Между мета-
болизмом крахмала в гетеротрофных клубнях и фо-
тосинтезирующих листьях картофеля есть глубокие
различия. В клубнях крахмал накапливается по мере
развития и хранится в течение длительного времени,
поддерживая энергетические потребности, а после
пробуждения клубня активно разлагается, подпиты-
вая рост побегов [4]. В листьях же крахмал синтези-
руется днем и разлагается ночью, поддерживая
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энергоснабжение биологических процессов [4]. В
клубнях деградация крахмала опосредуется амила-
зами: StBAM9 связывается с крахмальным зерном и
высвобождает растворимые глюканы, которые гид-
ролизуются в амилопластах с помощью StBAM1 и
затем в цитозоле при участии StAmy23 [5–7]. В ли-
стьях, в ночной деградации транзитного крахмала
активное участие принадлежит β-амилазам и изо-
амилазам [8]. Несмотря на различия, в регуляции
метаболизма крахмала в клубнях и листьях суще-
ствует много параллелей [4].

Активность амилаз регулируется белковыми
ингибиторами на посттрансляционном уровне. Из-
вестно, как минимум, шесть классов растительных
ингибиторов α-амилаз белковой природы с разной
третичной структурой, которые способны связы-
ваться с каталитическим центром α-амилазы с по-
мощью водородных связей, блокируя его или из-
меняя конформацию фермента [9].

Один из классов ингибиторов амилаз – семей-
ство AAI_LTSS (Alpha-Amylase Inhibitors, Lipid
Transfer and Seed Storage), играющее важную роль
в защите растений от насекомых и патогенов, в
транспорте липидов между внутриклеточными
мембранами и хранении питательных веществ.
Представителем семейства является белок Amy-
lase Inhibitor Solanum berthaultii (SbAI, другое на-
звание classical arabinogalatan protein (AGP) 4-like)
[6], пространственная структура которого (с ха-
рактерными восемью остатками цистеина, обра-
зующими четыре дисульфидных мостика) кон-
сервативна для различных видов растений [10]
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/cdds-
rv.cgi?uid=352835). В базе данных NCBI имеется
множество гомологов SbAI, однако информация об
их функции крайне ограничена. Для двух отдален-
ных гомологов показана связь с устойчивостью к тле
(PERK10, XP_009766757.1 [11]) и с формированием
семян (JAGGER, AGP4, NP_196605.1 [12]). Несмот-
ря на низкий уровень гомологии между SbAI и
описанными гомологами, становится понятна
важность роли SbAI в развитии растения.

Впервые ген SbAI, как следует из его названия,
клонирован и охарактеризован у клубнеобразую-
щего вида картофеля S. berthaultii [6]. Интересной
особенностью белка SbAI оказалась его способ-
ность подавлять активность не только α-амилаз,
но и β-амилаз: было подтверждено эксперимен-
тально, что SbAI взаимодействует с амилазами
StAmy23, StBAM1 и StBAM9 [6]. Кроме того, уда-
лось обнаружить положительную корреляцию
уровня экспрессии гена SbAI в клубнях картофеля
с устойчивостью клубней к холодовому осахари-
ванию (cold-induced sweetening, CIS) [6]. Инте-
ресно, что имеется также обратная корреляция
между уровнем экспрессии SbAI и генов амилаз
StAmy23, StBAM1 и StBAM9, несмотря на то что

взаимодействие ингибитора с амилазами проис-
ходит на белковом уровне [6].

Повышение содержания редуцирующих саха-
ров является сигналом к росту активности SbAI и
подавлению активности амилаз. Ответ SbAI на
сахара, а также на низкие температуры в значи-
тельной степени зависит от генотипа картофеля.
Кроме S. berthauiltii, имеется огромное разнооб-
разие видов и сортов картофеля, различающихся
по степени холодо- и CIS-устойчивости и особен-
ностям метаболизма крахмала. Однако информа-
ции об ортологах SbAI крайне мало.

Поэтому целью данной работы стала оценка
вариабельности ингибитора амилаз SbAI у клуб-
необразующих видов картофеля (род Solanum,
секция Petota) и поиск возможных корреляций
полиморфизма и профиля экспрессии гена с ха-
рактеристиками вида. Для этого были впервые
идентифицированы полногеномные последова-
тельности гомологов гена SbAI дикорастущих и
примитивных культурных видов картофеля, оха-
рактеризованы их структура, филогения, аллель-
ная вариабельность и аминокислотный полимор-
физм кодируемых белков, определены профили
экспрессии гена в различных органах анализиру-
емых образцов картофеля.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Растительный материал. Образцы 12 дикорас-

тущих клубнеобразующих видов картофеля сек-
ции Petota и сорта Надежда S. tuberosum (табл. 1)
выращивали в 2019 г. при нормальных темпера-
турных условиях (23/25°С, 16/8 ч – день/ночь,
теплица). Из молодых листьев выделяли геном-
ную ДНК калий-ацетатным методом [13] для
идентификации полногеномных последователь-
ностей гомологов гена SbAI. В сентябре 2019 г. бы-
ли собраны ткани (лист, стебель, бутон, цветок,
столон, корень, клубень) для выделения РНК и
анализа профиля экспрессии идентифицирован-
ных гомологов гена SbAI.

Идентификация гомологов гена SbAI. Геномную
ДНК растений использовали для амплификации
полногеномных последовательностей гомологов
гена SbAI с помощью ПЦР с праймерами
SbaI_F/SbaI_R (табл. 2; [14]). Фрагменты ожида-
емой длины (около 2 тыс. пн) вырезали из геля
(Zymoclean™ Gel DNA Recovery Kit, Zymo Re-
search, США), клонировали (Quick-TA Kit; Евро-
ген, РФ) и секвенировали (по 3–5 клонов каждо-
го вида) с дополнительными праймерами (табл. 2;
[14]) на автоматическом секвенаторе ABI 310 Сap-
illary DNA Analyzer (Applied Biosystems, США;
ЦКП “Биоинженерия” РАН).

Структура и филогения гомологов гена SbAI и
кодируемых ими белков. Структуру, вариабель-
ность и филогению полученных последователь-



46

ГЕНЕТИКА  том 57  № 1  2021

ДЬЯЧЕНКО и др.
Т

аб
ли

ца
 1

. Х
ар

ак
те

ри
ст

ик
и 

го
м

ол
ог

ов
 S

bA
I 

у 
ви

до
в 

ка
рт

оф
ел

я 
и 

то
м

ат
а

В
ид

К
ат

ал
ож

ны
й 

но
м

ер
/

N
C

B
I I

D
П

ло
ид

но
ст

ь;
W

/C
*,  *

*
C

R
*

А
лл

ел
и 

–
 

ге
н/

бе
ло

к
Ге

н,
пн

кД
Н

К
,

пн
Б

ел
ок

,
а.

о.

За
м

ещ
ен

ия
/и

нд
ел

и,
 а

.о
.

сп
ис

ок
ко

ли
че

ст
во

So
la

nu
m

 a
ca

ul
e 

B
itt

er
В

И
Р 

97
84

/
M

T0
74

62
4–

M
T0

74
62

6
4Х

/6
X

; W
(c

la
de

s 4
, 3

)
+

+
1/

1
18

17
63

0
20

9
S9

4P
; A

13
3T

; A
13

6P
; E

16
3A

; A
20

5V
5/

0

2/
2

18
68

61
8

20
5

V1
5G

; P
13

0S
; E

16
3V

; 
F1

92
L/

T1
35

_P
13

8d
el

4/
1

3/
3

18
68

61
8

20
5

V1
5G

; G
67

A
; E

16
3V

; 
F1

92
L/

T1
35

_P
13

8d
el

4/
1

31
-2

01
2/

M
T0

74
62

7–
M

T0
74

62
9

4/
4

18
68

61
8

20
5

V1
5G

; R
63

I;
 E

16
3V

; 
F1

92
L/

T1
35

_P
13

8d
el

4/
1

5/
5

18
18

63
0

20
9

A
13

3T
; A

13
6P

; E
16

3A
; N

17
2S

; A
20

5V
5/

0

6/
6

18
67

61
8

20
5

M
14

9V
; E

16
3V

; F
19

2L
/T

13
5_

P1
38

de
l

3/
1

So
la

nu
m

 ry
bi

ni
i 

Ju
z 

&
 B

uk
as

ov
 

(=
So

la
nu

m
 

tu
be

ro
su

m
 su

bs
p.

 
an

di
ge

nu
m

)

93
42

/
M

T0
74

63
0–

M
T0

74
63

2
4X

; С
(4

 c
ul

tiv
at

ed
)

+
7/

7
17

63
61

8
20

5
S7

8T
; E

16
3V

/T
13

5_
P1

38
de

l
2/

1

8/
8

17
63

61
8

20
5

S7
8T

; E
16

3V
; A

19
6V

/T
13

5_
P1

38
de

l
3/

1

9/
9

18
07

63
0

20
9

A
13

6P
; E

16
3V

2/
0

So
la

nu
m

 
be

rth
au

lti
i 

H
aw

ke
s

В
И

Р 
24

26
7/

M
T0

74
63

3–
M

T0
74

63
6

2Х
; W

(4
 so

ut
h;

 4
B

)
–

10
/1

0
18

03
62

7
20

8
A

13
6P

; E
16

3V
/S

13
7d

el
2/

1

11
/1

1
18

11
63

0
20

9
T

12
3R

; A
13

6P
; E

16
3V

3/
0

12
/1

2
18

01
62

7
20

8
V1

5G
; A

13
6P

; E
16

3V
/S

13
7d

el
3/

1

13
/1

3
18

02
63

0
20

9
A

13
6P

; E
16

3V
; M

20
7I

3/
0

So
la

nu
m

 
ch

ac
oe

ns
e

B
itt

er

36
78

/
M

T0
74

63
7–

M
T0

74
63

8
2Х

; W
(4

 so
ut

h)
+

14
/1

4
17

81
62

1
20

6
A

13
6P

; A
15

2T
; E

16
3V

; P
17

9S
; A

19
6V

; 
F1

97
L;

 M
20

7I
/G

20
2_

I2
04

de
l

7/
1

15
/1

5
17

81
62

1
20

6
P

86
A

; A
13

6P
; A

15
2T

; E
16

3V
; P

17
9S

; 
A

19
6V

; F
19

7L
; M

20
7I

/G
20

2_
I2

04
de

l
8/

1

So
la

nu
m

de
m

iss
um

 L
in

dl
.

15
17

6/
34

/
M

T0
74

63
9–

M
T0

74
64

0
6Х

; W
(4

 so
ut

h,
 3

)
+

16
/1

6
18

22
63

0
20

9
A

13
3T

; A
13

6P
; E

16
3A

; A
20

5V
4/

0

17
/1

7
18

58
60

9
20

2
V1

5G
; E

16
3V

/T
13

5_
P1

38
de

l; 
G

20
2_

I2
04

de
l

2/
2



ГЕНЕТИКА  том 57  № 1  2021

ИНГИБИТОР АМИЛАЗ SbAI ВИДОВ КАРТОФЕЛЯ 47

So
la

nu
m

 go
ur

la
y 

(=
So

la
nu

m
 

br
ev

ic
au

le
 

B
itt

er
)

G
B

 18
03

8/
M

T0
74

64
1–

M
T0

74
64

2
2Х

/4
Х

; W
 

(4
 so

ut
h)

+
18

/9
17

96
63

0
20

9
A

13
6P

; E
16

3V
2/

0

19
/1

8
18

69
63

0
20

9
A

13
6P

; E
16

3V
; P

17
9S

3/
0

So
la

nu
m

 ja
m

es
ii 

To
rr.

В
И

Р 
15

20
3/

M
T0

74
64

3–
M

T0
74

64
4

2Х
; W

 (1
 +

 2
)

–
20

/1
9

18
08

61
8

20
5

A
17

V;
 T

53
A

; E
16

3V
; P

17
9S

; 
T

18
1I

/T
13

5_
P1

38
de

l
5/

1

21
/1

9
18

13
61

8
20

5
A

17
V;

 T
53

A
; E

16
3V

; P
17

9S
;

T
18

1I
/T

13
5_

P1
38

de
l

5/
1

So
la

nu
m

ku
rtz

ia
nu

m
B

itt
er

 &
 W

itt
m

.

В
И

Р 
11

96
9/

M
T0

74
64

5–
M

T0
74

64
6

2Х
; W

 
(4

 so
ut

h)
+

22
/1

8
17

88
63

0
20

9
A

13
6P

; E
16

3V
; P

17
9S

3/
0

23
/2

0
17

88
63

0
20

9
T

64
A

; A
13

6P
; E

16
3V

; P
17

9S
; G

18
9S

5/
0

В
И

Р 
12

48
3/

M
T0

74
64

7—
M

T0
74

64
8

24
/2

1
17

95
63

0
20

9
A

13
6P

; E
16

3V
; P

17
9S

; F
20

1V
4/

0

25
/1

8
17

95
63

0
20

9
A

13
6P

; E
16

3V
; P

17
9S

3/
0

So
la

nu
m

 
sto

lo
ni

fe
ru

m
 

Sc
hl

td
l. 

&
 

B
ou

ch
et

В
И

Р 
21

61
8/

M
T0

74
64

9–
M

T0
74

65
1

4Х
; W

(1
 +

 2
, 3

, 4
 

so
ut

h)

–
26

/2
2

18
57

64
2

21
3

T5
3A

; E
12

4K
; T

13
5S

; E
16

3V
; 

P1
79

S/
P1

38
_S

13
9i

ns
TS

A
P

5/
1

27
/2

3
18

05
63

0
20

9
A

13
6P

; E
16

3V
2/

0

28
/2

4
18

58
64

2
21

3
T

53
A

; T
13

5S
; E

16
3V

;
P1

79
S/

P1
38

_S
13

9i
ns

TS
A

P
4/

1

So
la

nu
m

 
su

cr
en

se
H

aw
ke

s

В
И

Р 
23

59
8/

M
T0

74
65

2–
M

T0
74

65
3

4Х
; W

(4
 B

)
–

29
/2

5
17

97
62

1
20

6
L3

5Q
; A

13
6P

; A
15

2T
; E

16
3V

; P
17

9S
; 

A
19

6V
; F

19
7L

; M
20

7I
/G

20
2_

I2
04

de
l

8/
1

30
/2

6
17

97
62

1
20

6
A

2D
; Q

84
H

; A
13

6P
; A

15
2T

; E
16

3V
; 

P1
79

S;
 A

19
6V

; F
19

7L
;

M
20

7I
/G

20
2_

I2
04

de
l

9/
1

В
ид

К
ат

ал
ож

ны
й 

но
м

ер
/

N
C

B
I I

D
П

ло
ид

но
ст

ь;
W

/C
*,  *

*
C

R
*

А
лл

ел
и 

–
 

ге
н/

бе
ло

к
Ге

н,
пн

кД
Н

К
,

пн
Б

ел
ок

,
а.

о.

За
м

ещ
ен

ия
/и

нд
ел

и,
 а

.о
.

сп
ис

ок
ко

ли
че

ст
во

Т
аб

ли
ца

 1
. П

ро
до

лж
ен

ие



48

ГЕНЕТИКА  том 57  № 1  2021

ДЬЯЧЕНКО и др.

П
ри

м
еч

ан
ие

. *
 [1

7]
; *

* 
[2

3–
25

];
 *

**
 с

ог
ла

сн
о 

G
en

B
an

k 
N

C
B

I.
 C

R
 –

 c
ol

d 
re

si
st

an
ce

 (х
ол

од
оу

ст
ой

чи
во

ст
ь)

. W
 –

 д
ик

ор
ас

ту
щ

ие
, C

 –
 к

ул
ьт

ив
ир

уе
м

ы
е.

 З
ам

ещ
ен

ия
 п

ри
ве

де
ны

в 
ср

ав
не

ни
и 

с 
го

м
ол

ог
ом

 S
bA

I S
ol

an
um

 tu
be

ro
su

m
 c

v.
 D

M
 1

-3
 5

16
 R

44
. Р

ад
ик

ал
ьн

ы
е 

за
м

ещ
ен

ия
 в

ы
де

ле
ны

 п
ол

уж
ир

ны
м

 ш
ри

ф
то

м
 и

 п
од

че
рк

ну
ты

.

So
la

nu
m

 v
er

ne
i 

B
itt

er
 &

 W
itt

m
.

В
И

Р 
20

33
2/

M
T0

74
65

4–
M

T0
74

65
6

2Х
; W

(4
 so

ut
h;

 4
B

)
+

+
31

/2
7

17
79

62
1

20
6

A
13

6P
; A

15
2T

; E
16

3V
; P

17
9S

; A
19

6V
; 

F1
97

L;
 M

20
7I

 / 
G

20
2_

I2
04

de
l

7/
1

32
/2

8
17

81
62

1
20

6
H

4R
; S

46
T;

 C
74

W
; T

92
A

; A
13

6P
; 

A
15

2T
; E

16
3V

; P
17

9S
; N

18
0Y

;
M

20
7I

/G
20

2_
I2

04
de

l

10
/1

33
/2

9
17

77
62

1
20

6
S4

6T
; G

57
D

; A
13

6P
; A

15
2T

; E
16

3V
; 

P1
79

S;
 A

19
6V

; F
19

7L
;

M
20

7I
/G

20
2_

I2
04

de
l

9/
1

So
la

nu
m

ve
rr

uc
os

um
 

Sc
hl

td
l.

В
И

Р 
24

46
7/

M
T0

74
65

7–
M

T0
74

65
9

2Х
; W

(4
 so

ut
h;

 4
B

)
+

34
/3

0
18

05
63

0
20

9
A

13
6P

; E
16

3V
; F

20
1L

3/
0

35
/3

1
18

05
63

0
20

9
T2

7A
; A

13
6P

; E
16

3V
; A

18
5T

; F
20

1L
5/

0

36
/3

0
18

05
63

0
20

9
A

13
6P

; E
16

3V
; F

20
1L

3/
0

So
la

nu
m

tu
be

ro
su

m
G

en
eI

D
: 1

02
59

16
97

 
N

W
_0

06
23

91
39

.1
 

(3
02

24
6.

.3
04

34
1)

**
*

cv
. D

M
 1

-3
51

6 
R

44
Н

ет
да

нн
ы

х
–

18
48

63
0

20
9

–

So
la

nu
m

ly
co

pe
rs

ic
um

G
en

e 
ID

: 1
01

25
50

64
N

C
_0

15
44

0.
3 

(1
22

21
7.

.12
41

05
)*

**

cv
. H

ei
nz

17
06

Н
ет

 
да

нн
ы

х
–

16
70

62
7

20
8

T
53

A
; S

78
T;

 M
93

L;
 T

11
2S

; P
11

3V
; 

S1
32

P;
 A

13
3S

; T
13

5S
; A

13
6P

; A
14

5P
; 

A
15

2T
; E

16
3V

; F
19

2L
; I

19
8S

; F
20

1V
; 

A
20

5V
; F

20
6V

; M
20

7L
;

L2
08

V/
Y2

09
de

l

19
/1

So
la

nu
m

pe
nn

el
lii

G
en

e 
ID

: 1
07

01
20

74
N

C
_0

28
63

9.
1 

(1
20

18
7.

.12
20

94
)*

**

L
A

07
16

Н
ет

 
да

нн
ы

х
–

17
06

62
7

20
8

T
53

A
; S

78
T;

 M
93

L;
 T

11
2S

; P
11

3A
; 

S1
32

P;
 T

13
5S

; A
13

6P
; A

14
5P

; A
15

2T
; 

E
16

3V
; F

19
2L

; A
20

5V
; F

20
6V

; M
20

7L
; 

L2
08

V/
Y2

09
de

l

16
/1

В
ид

К
ат

ал
ож

ны
й 

но
м

ер
/

N
C

B
I I

D
П

ло
ид

но
ст

ь;
W

/C
*,  *

*
C

R
*

А
лл

ел
и 

–
 

ге
н/

бе
ло

к
Ге

н,
пн

кД
Н

К
,

пн
Б

ел
ок

,
а.

о.

За
м

ещ
ен

ия
/и

нд
ел

и,
 а

.о
.

сп
ис

ок
ко

ли
че

ст
во

Т
аб

ли
ца

 1
. О

ко
нч

ан
ие



ГЕНЕТИКА  том 57  № 1  2021

ИНГИБИТОР АМИЛАЗ SbAI ВИДОВ КАРТОФЕЛЯ 49

ностей анализировали с помощью пакета про-
грамм MEGA 7.0 [15]. Возможное влияние заме-
щений аминокислотных остатков на структуру
гомологов SbAI оценивали с использованием
программы PROVEAN (http://provean.jcvi.org/in-
dex.php) [16]. Пространственную структуру бел-
ков-гомологов SbAI предсказывали с помощью
Phyre2 [17].

Профили экспрессии гомологов SbAI. Препараты
суммарной РНК выделяли (RNeasy Plant Mini Kit;
Qiagen, Германия) из листа, стебля, бутона, цветка,
столона, корня и клубня образцов четырех видов
картофеля (включая сорт Надежда S. tuberosum) и
использовали для синтеза кДНК (GoScript;
Promega, США). Анализ профиля экспрессии го-
мологов SbAI проводили методом количествен-
ной ПЦР в реальном времени (РВ-ПЦР) в трех
технических повторах. Для этого применяли ра-
нее разработанные праймеры SbAIrtF/SbAIrtR
(табл. 2; [18]), набор “Реакционная смесь для про-
ведения РВ-ПЦР в присутствии SYBR GreenI и
ROX” (ЗАО Синтол, Россия) и следующие усло-
вия: 95°C – 5 мин; 40 циклов (95°C – 15 с, 60°C –
50 с). Для нормализации экспрессии использова-
ли референсные гены EF1α и SEC3 и праймеры к
ним (табл. 2; [19, 20]). Статистическую обработку
полученных данных проводили с помощью про-
граммного обеспечения GraphPadPrism v. 7.02
(https://www.graphpad.com).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Идентификация и структурный анализ генов-

гомологов SbAI у видов картофеля
Были идентифицированы (амплифицирова-

ны, клонированы, секвенированы) полногеном-
ные последовательности гомологов гена SbAI у
образцов 12 видов картофеля (табл. 1). Гомологи
имели характерную для SbAI четырехэкзонную

структуру, однако различались по общей длине
(от 1763 пн у S. tuberosum ssp. andigenum до 1869 пн
у S. gourlay) и по размеру кДНК (от 609 пн у S. de-
missum до 642 пн у S. stoloniferum) (табл. 1). По
сравнению со SbAI S. tuberosum cv. DM 1–3 516
R44 (Gene ID: 102591697; далее использовался как
референс при сравнениях) вариабельность пол-
ногеномных последовательностей идентифици-
рованных гомологов составила 19.3% (381 SNPs),
а кДНК–12.6% (82 SNPs) (табл. 1).

Кодируемые белки SbAI характеризовались
наличием консервативных для AAI_LTSS-семей-
ства доменов LTP_2 (в позиции 16–102 а.о. – у
всех) и PRK14971 superfamily (в позиции 77–189 а.о.
по SbAI S. tuberosum cv.DM 1-3 516 R44; 77–196 а.о.
по выравниванию). Около 13–14% последова-
тельности каждого белка составляли остатки про-
лина, что подтверждает принадлежность гомоло-
гов к AGP-семейству Pro-обогащенных белков.
Также это свидетельствует о высокой способно-
сти SbAI взаимодействовать с другими белками,
как это было показано ранее для Pro-обогащен-
ных мотивов [21]. Также все исследуемые гомоло-
ги содержали консенсусные для AAI_LTSS-бел-
ков восемь остатков цистеина, формирующих ди-
сульфидные мостики, в позициях 30, 41, 58, 59, 72,
74, 99 и 108 (соответствует домену LTP_2).

Третичные структуры всех анализируемых го-
мологов SbAI были предсказаны с помощью Phyre2
на основе известных матриц (PDB ID c2rknA_
“x-ray structure of the self-defense and signaling pro-
tein DIR1 from Arabidopsis thaliana” и c2ljoA “3d
solution structure of lipid transfer protein lc-ltp2”).
С достоверностью >90% были моделированы 38–
40% аминокислотных остатков (~30–107 а.о., что
соответствует домену LTP_2), остальные – ab initio.
Около 60% последовательности, куда полностью
входит домен PRK14971, имеет неупорядоченную
структуру, вследствие чего достоверные предска-

Таблица 2. Список праймеров, использованных в работе

Название Последовательность (5' → 3') Назначение

SbAIrtF TTGTAACATGGCTCGCGTTC РВ-ПЦР (SbAI) [18]
SbAIrtR TGTTGGTGAAGCACTTGGAG
ef1αF ATTGGAAACGGATATGCTCCA РВ-ПЦР (ef1α) [19]
ef1αR TCCTTACCTGAACGCCTGTCA
sec3F GCTTGCACACGCCATATCAAT РВ-ПЦР (sec3) [20]
sec3R TGGATTTTACCACCTTCCGCA
SbaI_F ACTATGGCTTTTCATTACTCTA Амплификация полногеномной последовательности 

гомологов SbAI; секвенирование [14]SbaI_R TTACATCAAAGAATAGTTGTATAAC
SbaI_in1R TCGTGAGAATAGTCTCTTGC Секвенирование гомологов SbAI [14]
SbaI_ex1F GTAACATGGCTCGCGTTC
SbaI_ex3F AACAGAGGCTCCAAGTGC
SbaI_in3R GGATAGTTTGAGCAACATAACTT
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зания вторичной структуры данной области от-
сутствуют. Домен LTP_2 укладывается в пучок из
четырех–пяти спиралей, стабилизированных че-
тырьмя дисульфидными мостиками. Сравнение
анализируемых белков с известной структурой мем-
бранных белков (PDBID c6ithA_, “membrane pro-
tein, syndecan-2”) позволило предсказать наличие на
C-конце всех гомологов SbAI трансмембранной
спирали (~189–207 а.о.), важной для передачи сиг-
нала через клеточную мембрану. Показанное
структурное соответствие анализируемых гомо-
логов SbAI указывает на высокую вероятность
сходства их функций у разных видов картофеля.

Гомологи SbAI 12 анализируемых видов картофе-
ля содержали 41 замещение аминокислотных остат-
ков (а.о.; 19.25% от выравненной длины 213 а.о.), од-
ну нейтральную вставку (P138_S139insTSAP) и
три нейтральные делеции (T135_P138del, S137del
и G202_I204del) (табл. 1). Радикальных замеще-
ний а.о. было найдено всего семь, и все они (а
также вставка и первые две делеции) локализова-
лись в консервативных доменах. Больше всего за-
мещений (включая радикальные) содержали го-
мологи SbAI образцов видов S. acaule, S. sucrense,
S. vernei и S. chacoense. По одному радикальному
замещению имели также некоторые варианты
SbAI S. berthaultii и S. demissum. Интересно, что
гомологи SbAI видов томата имели в 2–10 раз
больше замещений а.о. в сравнении с S. tuberosum,
однако все они носили нейтральный характер
(табл. 1).

Всего было выявлено 36 аллельных вариантов
гена и 31 вариант белка (табл. 1). Наибольшее
число аллельных вариантов соответствовало ви-
дам S. acaule, S. berthaultii и S. kurtzianum. Какая-
либо корреляция количества вариантов с плоид-
ностью анализируемых видов отсутствовала. Так,
у гексаплоида S. demissum вариантов оказалось
меньше, чем у диплоида S. berthaultii (табл. 1).

Мы сравнили полученные результаты с дан-
ными по ранее идентифицированным и охарак-
теризованным последовательностям гомологов
гена SbAI у отечественных и зарубежных сортов и
линий картофеля S. tuberosum [14]. Оказалось, что
общий и экзонный полиморфизм сортовых по-
следовательностей (27.0 и 21.3% соответственно)
[14] в 1.4–1.7 раза превышает выявленную в настоя-
щем исследовании межвидовую вариабельность.
Однако для видов было идентифицировано боль-
шее число (~1.5 раза) аллельных вариантов, чем для
сортов (36 сортам соответствовали 70 аллельных
вариантов гена и 69 – белка [14]).

Дикорастущий картофель достаточно давно
используется в селекционных программах, и в ро-
дословных большинства сортов можно найти, как
минимум, один из шести видов (S. demissum,
S. acaule, S. chacoense, S. stoloniferum, S. vernei и
S. spegazzinii), которые являются донорами при-

знаков устойчивости к различным биотическим и
абиотическим стрессовым факторам; прочие виды
картофеля (S. verrucosum и другие) в сортах встреча-
ются реже [22]. Большая вариабельность SbAI у сор-
тов, чем у видов, может быть связана с тем, что
родословная сорта включает больше одного, а ча-
сто и несколько видов картофеля.

Филогения полногеномных последовательностей 
гомологов SbAI видов картофеля

Чтобы оценить степень родства видов и сортов
картофеля, был проведен филогенетический ана-
лиз полногеномных последовательностей соот-
ветствующих гомологов SbAI; в качестве внешней
группы использовали SbAI видов томата S. lycop-
ersicum и S. pennellii (рис. 1).

На дендрограмме произошло разделение сор-
тов и видов картофеля на несколько клад. Выде-
лилась группа из четырех аллельных вариантов
S. acaule и одного S. demissum, тогда как оставши-
еся аллельные варианты данных видов объедини-
лись в другую группу внутри соседнего большого
кластера (рис. 1). Кроме этой группы кластер содер-
жит клады, состоящие: 1) из трех подкластеров,
объединяющих аллели нескольких сортов/линий
(Голубизна, Браво, Горняк, Старт, Ирбитский,
Фаворит, Арлекин, Крепыш и 3-43-6) и видов
(S. berthaultii, S. gourlay, S. tuberosum subsp. andige-
num, S. stoloniferum и S. verrucosum); 2) из аллелей
одних только видов (S. sucrense, S. vernei, S. tubero-
sum и S. chacoense); 3) из четырех аллелей S. kurtz-
ianum; 4) из двух аллелей subsp. andigenum и аллеля
сорта Фиолетовый; 5) из аллелей трех видов
(S. gourlay, S. jamesii и S. stoloniferum) и сортов/ли-
ний (3-43-6, Крепыш, Фиолетовый и Кузнечан-
ка) (рис. 1).

Таким образом, выявленные аллельные вари-
анты пяти видов (S. acaule, S. demissum, subsp. an-
digenum, S. gourlay и S. stoloniferum), а также аллели
одной линии (3-43-6) и двух сортов (Фиолетовый
и Крепыш) оказались разнесены по разным кла-
дам. Варианты SbAI семи из 11 взятых в анализ
сортов составляют единый подкластер, тогда как
остальные сорта попадают в кластеры, образо-
ванные аллельными вариантами видов.

Ранее было показано, что филогенетически ви-
ды картофеля делятся на три клады (“clade 1 + 2”,
“clade 3” и “clade 4”), где “clade 4” делится на под-
клады “4 south”, “4 north” и “4 cultivated”, или же
на “4А” и “4В” [23–25]. При этом аллельные ва-
рианты одного вида могут попадать в разные кла-
ды [23]. Обнаруженный в нашем исследовании
разброс аллельных вариантов S. acaule и S. demis-
sum по разным кладам подтверждает показанный
ранее сложный состав аллелей этих двух видов.
Считается, что аллели S. acaule и S. demissum в ос-
новном принадлежат кладе 4, однако оба вида
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Рис. 1. Филогенетическая дендрограмма видов и сортов картофеля, основанная на полногеномной последовательно-
сти гомологов гена SbAI. Построена в MEGA 7.0, с использованием метода максимального правдоподобия (Maximum
Likelihood), модели Tamura 3 и 1000 бутстрэп-реплик. Гомологи SbAI Solanum lycopersicum и Solanum pennellii использо-
ваны в качестве внешней группы. Использованы аллельные варианты 10 сортов S. tuberosum (Голубизна, Крепыш,
Браво, Фиолетовый, Ирбитский, Фаворит, Старт, Горняк, Арлекин и Кузнечанка; на дендрограмме названия даны в
латинской транслитерации) и линия 3-43-6. “А” после названия вида/сорта обозначает аллельный вариант. Значения
бутстрэп указаны в узлах.
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имеют хотя бы по одному аллелю клады 3 [23]. В
нашем же случае два аллельных варианта S. demis-
sum распределились поровну между кладами 3 и 4,
а вот из шести аллелей S. acaule четыре попали в
кладу 3 и только два в кладу 4 (рис. 1). У еще одно-
го вида со сложным составом аллелей – S. stolon-
iferum один из трех аллелей SbAI оказался в кладе 4,
а два других объединились в одну группу с аллеля-
ми S. jamesii (рис. 1), который принадлежит кладе
1 + 2. Это подтверждает выявленное ранее при-
сутствие у S. stoloniferum аллелей клады 1 + 2 [23].
Показанное распределение аллельных вариантов
линии 3-43-6 и сортов Фиолетовый и Крепыш по
отдаленным кластерам дендрограммы может от-
ражать комплексную родословную образцов, свя-
занную со сложными межвидовыми скрещива-
ниями.

Вариабельность профиля экспрессии гомологов
гена SbAI видов картофеля

Для сравнительного анализа экспрессии гена
SbAI были выбраны образцы клубнеобразующих
видов секции Petota – S. tuberosum (сорт Надежда
в качестве контроля), S. rybinii (=S. tuberosum subsp.
andigenum, клада 4В) и двух дикорастущих видов
S. chacoense и S. kurtzianum (клада 4 south) [22].

Предварительно профиль экспрессии гена
SbAI был определен в ряде органов S. tuberosum. В
не запасающих вегетативных органах (стебле, ли-
сте, бутоне, цветке и корне) наблюдался низкий
уровень транскрипции гена, тогда как в клубне
транскрипция резко усиливалась (рис. 2). Значи-
тельный рост экспрессии гена в запасающих орга-
нах в сравнении с другими вегетативными тканями
свидетельствует об участии SbAI в предохранении
резервного крахмала клубня от гидролиза.

С учетом полученных результатов экспрессию
SbAI у трех выбранных видов S. rybinii, S. chacoense
и S. kurtzianum определяли в листе (фотосинтези-
рующий орган), корне и столоне (подземные не
запасающие органы), а также в клубне (подзем-
ный запасающий орган). Транскрипты гена были
выявлены во всех анализируемых органах всех
образцов с относительным уровнем транскрип-
ции в интервале 0.00025–0.3 (рис. 2), что соответ-
ствовало ранее определенному профилю экс-
прессии SbAI у двух сортов картофеля [5].

Транскрипция SbAI S. kurtzianum повторяла
профиль SbAI S. tuberosum, за исключением менее
выраженного роста уровня транскрипции SbAI в
клубнях, в то время как S. rybinii и S. chacoense
имели другие профили экспрессии гена (рис. 2).

Согласно суточной динамике метаболизма
крахмала в листьях, днем (когда собирали листья
образцов на анализ) должен происходить интен-
сивный синтез и накопление крахмала [26], и в
данной ткани ожидался повышенный уровень

экспрессии SbAI. Однако в листьях анализируе-
мых образцов транскрипция носила следовый ха-
рактер, за исключением S. chacoense, где уровень
экспрессии гена был выше в 13, 50 и 250 раз, чем у
S. tuberosum, S. kurtzianum и S. rybinii соответствен-
но (рис. 2). Известно, что виды S. rybinii, S. chaco-
ense, S. kurtzianum, а также сорт Надежда (взятый
как представитель S. tuberosum) обладают хоро-
шей устойчивостью к низким температурам [22].
Поэтому корреляции уровня экспрессии SbAI в
листе с холодостойкостью образцов не отмечено.

В этой связи интересны данные о разной реак-
ции двух сортов картофеля на холодовой стресс: в
листьях Desiree экспрессия генов деградации
крахмала росла с одновременным накоплением
редуцирующих сахаров, в то время как у Russet-
Burbank данные характеристики почти не меня-
лись [3]. Это позволило заключить, что активация
гидролиза крахмала зависит не только от пониже-
ния температуры, но и от содержания редуцирую-
щих сахаров при нормальных условиях: в листьях
Russet Burbank моносахаридов исходно было до-
статочно, чтобы, не повышая их концентрации,
перенести охлаждение [3]. Более того, на примере
пяти видов картофеля была показана корреляция
между исходным количеством крахмала и степе-
нью роста экспрессии SbAI в листе в ответ на хо-
лодовой стресс [18].

Поэтому различный уровень экспрессии гена
ингибитора амилаз SbAI в листьях анализируемых
видов может быть следствием разного исходного
содержания в листьях как синтезируемого крах-
мала, так и редуцирующих сахаров.

Интересно, что при нормальных условиях уро-
вень экспрессии SbAI в листьях никак не корре-
лирует со степенью устойчивости клубней к холо-
довому осахариванию. Так, ранее было показано,
что в листьях чувствительного и устойчивого к
CIS сортов картофеля ген ингибитора амилаз экс-
прессируется на одинаковом уровне [5]. Однако в
клубнях SbAI транскрибируется высоко у CIS-чув-
ствительного сорта и низко у CIS-устойчивого [5].

В настоящей работе самая высокая экспрессия
SbAI в клубне была у S. tuberosum – выше в 5.2, 8.6
и 430 раз, чем у S. kurtzianum, S. chacoense и S. ry-
binii соответственно (рис. 2). Это может свиде-
тельствовать о меньшей подверженности клубней
образцов S. tuberosum и S. kurtzianum холодовому
осахариванию.

В случае корня и столона ситуация различа-
лась. Так, S. rybinii с минимальной экспрессией
SbAI в клубне показал самый высокий уровень
транскрипции в корне – в 2.4 раза выше, чем у
S. chacoense, и в целых 42.3 раза выше, чем у
S. kurtzianum и S. tuberosum (рис. 2).

Полученные данные профиля экспрессии “ко-
рень–столон–клубень” позволяют предполо-
жить, что разные виды и сорта картофеля могут
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по-разному регулировать содержание крахмала в
клубнях: одни предупреждают его распад, инги-
бируя активность амилаз уже в корнях и столо-
нах; другие – останавливают деградацию крахма-
ла непосредственно в запасающих органах.

Представленные результаты свидетельствуют
о том, что говорить о корреляции непосредствен-
но между уровнем экспрессии гена ингибитора
амилаз и холодоустойчивостью или CIS-устойчи-
востью растения картофеля пока преждевремен-
но. Для корректных заключений необходимо
учитывать исходные (предстрессовые) тран-
скриптомные, протеомные и биохимические
данные каждого конкретного генотипа в нор-
мальных условиях развития.

Работа выполнена при поддержке РФФИ
(грант 17-29-08017) и ФНТП развития сельского
хозяйства РФ на 2017–2025 гг. (подпрограмма

“Развитие селекции и семеноводства картофеля в
Российской Федерации”). Растения выращивали
с использованием экспериментальной установки
искусственного климата ЭУИК (Институт био-
инженерии ФИЦ Биотехнологии РАН).
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Amylase Inhibitor SbAI in Potato Species:
Variability of Structure and Expression Pattern

E. A. Dyachenkoa, *, A. V. Kulakovaa, A. A. Meleshinb, A. V. Shchennikovaa, and E. Z. Kochievaa

aInstitute of Bioengineering, Federal Research Center Fundamentals of Biotechnology,
Russian Academy of Sciences, Moscow, 119071 Russia

bLorch Potato Research Institute, Moscow region, pos. Kraskovo, 140051 Russia

*e-mail: dyachenko-el@yandex.ru

Starch degradation in plants is mediated by amylases, the activity of which is post-translationally regulated by
inhibitors. It is assumed that the SbAI amylase inhibitor activity is associated with potato cold stress resis-
tance. The study of possible correlations of the SbAI variability with the potato species cold resistance will
improve the understanding of the starch metabolism regulation during plant development and stress re-
sponse. In the present study, the genome sequences of SbAI homologs were identified in 12 potato species of
section Petota. In total, 36 allelic variants of the gene and 31 variants of the protein were revealed. Compari-
son with data on S. tuberosum cultivars showed that cultivar SbAI polymorphism is 1.4–1.7 times higher than
interspecific, but the species possess a larger number of allelic variants. Phylogenetic analysis revealed that
for S. demissum, S. acaule and S. stoloniferum, each species SbAI allelic variants did not get into one clade.
The SbAI gene expression pattern has been determined in various organs of the species S. tuberosum (cultivar
Nadezhda), S. rybinii, S. chacoense and S. kurtzianum. In leaves, S. chacoense SbAI expression was 13, 50, and
250 times higher than in S. tuberosum, S. kurtzianum, and S. rybinii, respectively. Varied levels of SbAI expres-
sion in the species may be due to different initial contents of both synthesized starch and reducing sugars in
the leaves. In tubers, S. tuberosum SbAI expression was 5.2, 8.6 and 430 times higher than in S. kurtzianum,
S. chacoense and S. rybinii. In roots, S. rybinii SbAI expression was 2.4 times higher than in S. chacoense, and
42.3 times higher than in S. kurtzianum and S. tuberosum. The absence of correlation between the SbAI ex-
pression level and thespecies cold resistance was shown. The obtained expression data suggest that different
potato species and cultivarsmay differently regulate tuber starch content.

Keywords: wild tuber-bearing potato species, amylase inhibitor SbAI, cold resistance, phylogeny, gene ex-
pression.
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ИЗМЕНЧИВОСТЬ ХЛОРОПЛАСТНОЙ ДНК И ФИЛОГЕОГРАФИЯ ДУБА 
ЧЕРЕШЧАТОГО Quercus robur L. В ВОСТОЧНОЙ ЧАСТИ АРЕАЛА
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Изменчивость хлоропластной ДНК была исследована в 42 популяциях дуба черешчатого Q. robur L.
в европейской части России, Беларуси, Польше, Украине, на Урале и на Кавказе. В качестве гене-
тических маркеров были использованы рестриктный анализ и секвенирование, а также микроса-
теллитные локусы хлоропластной ДНК (cpSSR). Для успешной амплификации и секвенирования
были разработаны новые праймеры, специфичные для дуба. Впервые получены нуклеотидные по-
следовательности трех фрагментов (psaA-trnS, psbC-trnD и trnT-trnF) для Q. robur, с определением
филогенетических взаимоотношений 13 выявленных гаплотипов. В восточной части ареала присут-
ствуют несколько дивергентных линий хлоропластной ДНК. Группы гаплотипов имеют неслучай-
ное географическое распространение, вероятно отражающее историю заселения дубом данных рай-
онов. Обнаружена резкая дифференциация популяций по составу гаплотипов и уровню изменчиво-
сти: в восточной части Русской равнины и на Урале распространены два гаплотипа, исчезающих на
западе – в Северо-Западной России, в Беларуси, Польше и на Западной Украине, где найдено де-
вять гаплотипов, которые отсутствуют на востоке. Географическая структура изменчивости хлоро-
пластной ДНК дуба черешчатого в Восточной Европе имеет сходные черты с таковой у липы мел-
колистной (Семерикова и др., 2020) – другого представителя европейских умеренных лесов, у кото-
рой, как и у дуба в этой части ареала, наблюдаются резкие различия между западными и восточными
популяциями. По-видимому, это обусловлено послеледниковой колонизацией у обоих видов из
разных, длительное время изолированных, источников, часть которых располагалась на востоке ис-
следуемой территории. На Урале выявляется параллельная дифференциация дуба и липы между
южной частью (бассейны рек Урала и Белой) и более северными районами (бассейн р. Уфы и Сред-
ний Урал), что может быть объяснено разными историями заселения этих областей широколист-
венной растительностью.

Ключевые слова: филогеография, Quercus robur, хлоропластная ДНК, cpSSR, PCR-RFLP, ледниковые
рефугиумы, послеледниковая реколонизация, широколиственные породы, популяционная структура.
DOI: 10.31857/S0016675821010136

Род Quercus (Fagaceae) насчитывает более 400 ви-
дов [1], распространенных на огромных территори-
ях Северного полушария, отличающихся большим
разнообразием условий, что демонстрирует его не-
обычную эволюционную успешность [2]. На этом
фоне дуб черешчатый (Quercus robur L.) представля-
ет собой уникальный пример адаптации к новой
среде обитания. Эта умеренно теплолюбивая по-
рода занимает наибольший среди 30 европейских
видов дуба ареал [3]. На больших пространствах
дуб черешчатый является единственным предста-
вителем рода Quercus, оставляя далеко на западе
ближайших конкурентов, вторгаясь в область
континентального климата Восточной Европы с

устойчивыми отрицательными зимними темпе-
ратурами, выдерживая морозы ниже –40°C.

Филогеографические исследования европей-
ских дубов, проводимые в 90-х–2000-х годах [4–8],
обнаружили специфический характер простран-
ственной структуры изменчивости матерински
наследуемой хлоропластной ДНК (хпДНК): ареа-
лы гаплотипов были ориентированы с юго-запада
на северо-восток, начинаясь в отдельных районах
юга Европы и заканчиваясь на побережье Север-
ного или Балтийского моря или на северной грани-
це распространения дубов. Такие географические
распределения гаплотипов были интерпретированы
как результат послеледникового расселения из ре-

УДК 575.174.5+582.632.2
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фугиумов, располагавшихся вблизи Средиземного
моря [5, 6]. Палеопалинологические данные в ос-
новном соответствовали этой гипотезе [9]. В то
же время палеонтологические исследования эко-
систем Европы позднего плейстоцена, включаю-
щие восточные области [10, 11], выявляли при-
сутствие пыльцы дуба в отложениях последнего
ледникового максимума (LGM) и конца плейсто-
цена в некоторых областях Русской равнины.
Кроме того, быстрое появление дуба в крайних
северо-восточных местонахождениях (до верхо-
вьев Печоры) в климатический оптимум голоце-
на (6–8 тыс. л. н.) и приближенные расчеты ско-
рости расселения дуба [12] сильно противоречили
предположению [6] о распространении дуба в эти
районы в послеледниковье исключительно из
балканского рефугиума.

В отношении другого представителя европей-
ских умеренных лесов – липы мелколистной (Tilia
cordata Mill.) ранее на основе анализа изменчиво-
сти хпДНК [13] была показана возможность со-
хранения рефугиумов на востоке ареала во время
одного или нескольких последних ледниковых
интервалов, с последующим расселением в
послеледниковье по Русской равнине, что может
свидетельствовать о существенных особенностях
динамики популяций и ареалов европейских ши-
роколиственных видов на востоке их распростра-
нения [13].

Восточная часть ареала дуба черешчатого, в
особенности на территории России, была недоста-
точно изучена в ранних работах по филогеогра-
фии европейских дубов [4–6] ввиду ограничен-
ности выборок и, что более важно, отсутствия
данных секвенирования, позволяющих надежно
сопоставить гаплотипы, выявленные с помощью
метода PCR-RFLP (полиморфизм длин рестрикт-
ных фрагментов) из разных популяций и регионов.
Более поздние исследования структуры изменчи-
вости хпДНК дуба в Восточной Европе ограничи-
вались Польшей [14, 15], Балканами [16], Румы-
нией [17] и Беларусью [18, 19]. В большинстве из них
также использовался анализ четырех изменчивых
хлоропластных фрагментов [5] с помощью метода
PCR-RFLP, который так и не был дополнен данны-
ми секвенирования. Недостатки PCR-RFLP состо-
ят в проблеме сопоставления гаплотипов между
разными исследованиями (на основе описания по-
движности рестриктных фрагментов) и в возмож-
ных ошибках генотипирования. Кроме того, при
использовании только метода PCR-RFLP увеличи-
вается возможность неточного определения фи-
логенетических отношений между выявленными
гаплотипами, так как большая часть точковых за-
мен, составляющая основную часть изменчиво-
сти, остается неучтенной.

Кроме PCR-RFLP, при исследовании поли-
морфизма хпДНК применялись хлоропластные

микросателлиты (cpSSR), в том числе специально
разработанные для дуба [20]. В Беларуси с помощью
этих маркеров исследовалась популяционно-гене-
тическая структура дуба черешчатого [18, 19]. В ряде
работ были использованы оба типа хлоропластных
маркеров, где было показано соответствие наиболее
частых гаплотипов, выявленных с помощью cpSSR
и с помощью PCR-RFLP [15]. Однако стандарти-
зация данных между лабораториями и сопостав-
ление гаплотипов из разных исследований на ос-
новании подвижностей аллелей cpSSR локусов
[21], без точного определения числа повторов в
микросателлитах, часто невозможны без исполь-
зования секвенирования.

Целью данного исследования являлось уточ-
нение филогеографии дуба черешчатого на восто-
ке его ареала – в европейской части России и на
прилегающих территориях. Проверялись гипотезы
возможной послеледниковой колонизации из рефу-
гиумов юга Европы или возможности существова-
ния источников расселения на Русской равнине
и/или Урале.

Были использованы микросателлитные локу-
сы [18, 20] и ранее применявшиеся во многих ис-
следованиях европейских дубов некодирующие
фрагменты хпДНК [4, 5]. В последнем случае мы
разработали видоспецифичные праймеры, что зна-
чительно улучшило амплификацию и позволило
получить нуклеотидные последовательности
фрагментов, с определением филогенетических
отношений выявленных гаплотипов.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Были изучены выборки из 42 популяций дуба
черешчатого Quercus robur в восточной части аре-
ала вида – на Урале, в европейской части России,
Беларуси, Польше, Украине (далее – основной
ареал) и на Северном Кавказе (рис. 1, табл. 1).
Объем популяционных выборок составлял в сред-
нем 19 деревьев, расстояние между отдельными де-
ревьями было не менее 50 м. Всего исследовано 789
деревьев. Выделение геномной ДНК проводилось
с помощью CTAB-метода [22] из свежих или вы-
сушенных в силикагеле листьев.

В предварительном исследовании 182 образца,
представляющие разные части ареала, были изу-
чены методом рестриктного анализа ПЦР фраг-
ментов (PCR-RFLP), с использованием четырех
фрагментов хлоропластной ДНК, амплифициро-
ванных с помощью “универсальных” праймеров
[23, 24]. Анализировались следующие сочетания
фрагмент/рестриктаза: trnD-trnT (DT) и psbC-
trnD (CD)/TaqI, psaA-trnS (AS) и trnT-trnF
(TF)/HinfI [4, 5]. Продукты рестрикции разделя-
лись в 6%-ном полиакриламидном денатурирую-
щем геле с последующим серебряным окрашива-
нием. Уникальная комбинация рестриктных бэн-
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Рис. 1. Географическое распределение 13 хлоропластных гаплотипов в восточной части ареала Quercus robur. Цифрами
обозначены номера популяций из табл. 1. Площадь диаграмм пропорциональна размеру выборки. Цветовые обозна-
чения гаплотипов соответствуют рис. 2, 3. Частоты гаплотипов в популяциях приведены в табл. 1.
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дов определялась как гаплотип. Одновременно с
PCR-RFLP применялись cpSSR [20]. Ранее с их по-
мощью исследовалась популяционно-генетическая
структура дуба в Беларуси [18, 19], где была подтвер-
ждена изменчивость шести локусов. Структура
cpSSR праймеров и режим амплификации описа-
ны в работе [20]. При анализе длин микросател-
литов продукты ПЦР разделялись в денатурирую-
щем полиакриламидном геле, как и продукты
PCR-RFLP. Варианты размеров, или аллели, ти-
пировались визуально. Для исключения ошибки
при сравнении электрофореграмм в каждый старт

наносились известные стандарты размеров, взятые
из предыдущих анализов. Вариация электрофоре-
тической подвижности каждого из исследованных
cpSSR локусов рассматривалась как вариант разме-
ра фрагмента с разницей между ближайшими по
подвижности фрагментами в один нуклеотид (да-
лее как аллель). Наиболее короткому варианту
присваивался номер 1, фрагменту длиннее на
один нуклеотид – номер 2 и т.д. Комбинация ал-
лелей определялась как гаплотип. Шесть локусов
(μdt1, μdt3, μdt4, μcd4, μcd5, μkk4) нами были
проверены на 16 образцах дуба из разных частей
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Таблица 1. Характеристика исследованных популяций дуба черешчатого Q. robur L.

Примечание. N – число гаплотипов, H – несмещенное гаплотипическое разнообразие [32].

№
п/п Популяция

Координаты Объем
выборки N H

Гаплотипы
(число особей)с.ш. в.д.

1 Поташка 56°13′41′′ 58°47′46′′ 23 1 0 A-II (23)
2 Нижнеиргинская 56°55′08′′ 57°26′49′′ 27 1 0 A-II (27)
3 Чандар 55°21′27′′ 56°40′39′′ 23 1 0 A-II (23)
4 Юмагузино 53°01′53′′ 56°29′50′′ 25 1 0 A-I (25)
5 Зилаир 52°16′55′′ 57°34′55′′ 21 1 0 A-I (21)
6 Малиновка 51°46′45′′ 56°50′17′′ 25 1 0 A-I (25)
7 Нечкинский н-парк 56°49′51′′ 53°54′12′′ 23 1 0 A-I (23)
8 Йошкар-Ола 56°37′27′′ 47°55′11′′ 6 1 0 A-I (6)
9 Нижний Новгород 55°38′48′′ 43°35′19′′ 24 1 0 A-I (24)

10 Москва 55°37′28′′ 37°33′12′′ 26 2 0.0769 A-I (25), B (1)
11 Плющань 52°49′00′′ 38°59′00′′ 23 2 0.1660 A-I (2), A-II (21)
12 Морозова гора 52°36′00′′ 38°55′00′′ 24 1 0 A-II (24)
13 Преображенский м-р 52°26′00′′ 38°58′00′′ 12 1 0 A-I (12)
14 Казенный лес 52°34′00′′ 38°57′00′′ 24 2 0.2899 A-I (4), A-II (20)
15 Ступино 51°57′17′′ 39°24′30′′ 21 1 0 A-I (21)
16 Усмань 51°52′58′′ 39°39′57′′ 5 1 0 A-I (5)
17 Воронеж 51°43′50′′ 39°13′28′′ 15 2 0.1333 A-I (14), A-II (1)
18 Брянская обл. 53°12′00′′ 34°34′00′′ 24 1 0 A-I (24)
19 Ольгино 59°59′57′′ 30°01′60′′ 21 1 0 B (21)
20 Сергиевка 59°53′30′′ 29°50′16′′ 10 1 0 B (10)
21 Луга 58°52′16′′ 29°50′56′′ 27 1 0 B (27)
22 Велькота 59°34′44′′ 28°48′16′′ 12 1 0 C (12)
23 Савино 58°33′21′′ 31°26′35′′ 27 1 0 B (27)
24 Юрьево 58°29′36′′ 31°15′04′′ 14 2 0.3626 C (3), B (11)
25 Себежский н-парк 56°04′35′′ 28°20′10′′ 29 1 0 D (29)
26 Печоры 57°54′38′′ 27°50′59′′ 24 1 0 B (24)
27 Минск 53°54′42′′ 27°38′43′′ 6 3 0.7333 C (2), B (1), D (3)
28 Крыжовка 53°56′58′′ 27°19′31′′ 26 3 0.4277 C (6), D (1), S (19)
29 Гомель 52°21′10′′ 31°07′31′′ 7 2 0.4762 A-I (5), G (2)
30 Лясковичи 52°06′57′′ 2°09′35′′ 7 2 0.2857 C (1), D (6)
31 Винники (Львов) 49°48′23′′ 24°07′55′′ 6 3 0.7333 D (2), S (3), R(1)
32 г. Шаян 48°04′00′′ 23°21′00′′ 13 1 0 D (13)
33 Тернополь 49°49′08′′ 25°17′05′′ 5 1 0 S (5)
34 Гродно 53°42′06′′ 23°46′39′′ 19 2 0.1988 B (2), S (17)
35 Краков, Карпаты 50°00′26′ 19°48′06′′ 21 1 0 S (21)
36 Куршская коса 55°08′45′′ 20°48′11′′ 21 3 0.5238 S (14), R (4), Y(3)
37 Светлогорск 54°56′43′′ 20°05′15′′ 17 3 0.2279 S (15), R (1), Y (1)
38 Белогорье 50°36′40′′ 35°59′51′′ 20 2 0.1000 A-I (19), N (1)
39 Готня 50°37′57′′ 35°55′45′′ 21 3 0.1857 A-I (19), B (1), D(1)
40 Волгоград 49°24′18′′ 44°54′12′′ 24 1 0 A-I (24)

Сев. Кавказ
41 Убинская 44°42′20′′ 38°31′27′′ 23 1 0 Z (23)
42 Псебай 44°02′28′′ 40°45′38′′ 18 2 0.1111 E-I (17), E2 (1)

Среднее 18.8
Всего 789
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ареала. Изменчивыми оказались пять локусов.
Локус μkk4 был мономорфным. Следует отметить,
что в исследованиях дуба в Беларуси [18, 19] данный
локус также был мало изменчив. Дальнейший ана-
лиз проводился с использованием пяти cpSSR ло-
кусов.

Было установлено, что cpSSR метод позволяет
идентифицировать 11 гаплотипов, выявляемых
при помощи PCR-RFLP метода (см. Результаты,
табл. 2). Еще два гаплотипа кавказского региона
требовали для идентификации сочетания cpSSR и
PCR-RFLP маркеров. Это обстоятельство позволи-
ло использовать комбинацию пяти cpSSR локусов
для широкомасштабного анализа географического
распределения гаплотипов. Такой анализ был про-
веден для 789 деревьев дуба из всех популяций
(рис. 1, табл. 1). В каждом географическом регио-
не все выявленные с помощью cpSSR локусов и
метода PCR-RFLP гаплотипы были исследованы
посредством секвенирования фрагментов, ис-
пользованных для PCR-RFLP.

В связи с неудовлетворительными амплифи-
кацией и секвенированием с помощью универ-
сальных праймеров [23], на основании пластомов
пяти особей Q. robur (https://quercusportal.pierro-
ton.inra.fr/index.php?p=GENOMIC_SEQ), в про-
грамме Primer 3 [25] нами были разработаны но-
вые внешние и внутренние праймеры для трех
фрагментов AS, CD и TF, специфичные для Quer-
cus (далее фрагменты обозначены как ASq, CDq и
TFq). Новые внешние праймеры располагались
вблизи сайтов отжига универсальных праймеров,
поэтому размер ПЦР-фрагментов при их исполь-
зовании существенно не изменился и не повлиял
на анализ RFLP, что сделало возможным срав-
нить наши данные с результатами других иссле-
дований [5]. Условия ПЦР и описание праймеров
приведены в табл. 3. С использованием новых
внешних и внутренних праймеров фрагменты
ASq, CDq и TFq были полностью секвенированы
для всех гаплотипов. Фрагмент DT [24] также был
секвенирован у 11 образцов разных гаплотипов
дуба черешчатого. Качество секвенирования дан-
ного фрагмента было низким из-за значительно-
го количества микросателлитов. Число изменчи-
вых сайтов фрагмента DT, кроме микросателли-
тов, оказалось небольшим, и для секвенирования
этот фрагмент далее не использовался.

Фрагменты ASq, CDq и TFq были секвениро-
ваны у 34 образцов дуба черешчатого. Для наибо-
лее распространенных гаплотипов у дуба было от-
секвенировано по нескольку особей (от двух до
семи) из разных популяций и регионов (рис. 2),
для редких гаплотипов – по одному образцу. Се-
квенирование осуществлялось с использованием
внешних и внутренних праймеров (табл. 3), ПРЦ-
продукты очищали с помощью набора ExoSAP-IT
(Affimetrix). Редактирование и выравнивание по-

лученных последовательностей выполняли вруч-
ную в программе BioEdit [26].

Для филогенетического анализа нуклеотид-
ные последовательности трех хлоропластных
фрагментов (ASq, CDq и TFq) были конкатени-
рованы в общие последовательности. Филогене-
тическое дерево гаплотипов было построено с ис-
пользованием байесовского подхода (BI) и мето-
да максимальной экономии (MP) в программах
[27, 28], как описано в [13]. Кроме 13 гаплотипов,
обнаруженных нами в исследуемой части ареала,
в анализ были включены последовательности со-
ответствующих фрагментов восточноазиатского
вида дуба Quercus mongolica Fisch ex Ledeb. (пол-
ный хлоропластный геном, номер в GenBank
MK564083). В качестве внешней группы был ис-
пользован американский вид дуба Quercus lobata
Nee (CM012305) [29], поскольку евроазиатские
виды секции Quercus монофилетичны по хпДНК
по отношению к американским видам той же сек-
ции, включая Q. lobata [30]. В анализ были вклю-
чены все точковые мутации и инделы, за исклю-
чением мутаций числа микросателлитных повто-
ров ввиду их высокой изменчивости и возможной
гомоплазии. Для изучения взаимоотношений га-

Таблица 2. Хлоропластные гаплотипы и описание со-
ответствующих им аллелей хлоропластных микроса-
теллитных локусов (cpSSR) для Q. robur

1 Приводятся номера аллелей в порядке убывания подвижно-
сти на геле и число повторов в микросателлите по данным се-
квенирования (см. Результаты).
2 Положение в хлоропластном геноме Quercus lobata, CM012305
[29].

Гаплотип
cpSSR локус [20]

μdt11 μdt3 μdt4 μcd4 μcd5

A-I 3 (A)11 1 (A)9 1 (A)9 2 (T)11 1 (A)9

A-II 3 (A)11 1 (A)9 1 (A)9 1 (T)10 1 (A)9

C 2 (A)10 1 (A)9 1 (A)9 1 (T)10 2 (A)10

B, E-I, E-II 2 (A)10 2 (A)10 2 (A)10 1 (T)10 1 (A)9

D 2 (A)10 4 (A)12 2 (A)10 1 (T)10 1 (A)9

S 2 (A)10 3 (A)11 2 (A)10 1 (T)10 1 (A)9

G 2 (A)10 3 (A)11 2 (A)10 2 (T)11 1 (A)9

R 1 (A)9 3 (A)11 2 (A)10 2 (T)11 1 (A)9

N 1 (A)9 3 (A)11 2 (A)10 1 (T)10 1 (A)9

Y 2 (A)10 2 (A)10 3 (A)11 2 (T)11 1 (A)9

Z 2 (A)10 2 (A)10 2 (A)10 2 (T)11 1 (A)9

Позиция2 35327 34341 35148 31835 32198
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плотипов был также использован подход “reduced
median” в программе NETWORK [31]. В этом слу-
чае в анализ также были включены все точковые
мутации и инделы, без учета микросателлитных
повторов и парсимонически неинформативных
мутаций внешней группы (рис. 2).

Нуклеотидное разнообразие π хлоропластных
фрагментов [32] вычислялось c помощью DnaSP
v 10.1 [33]. С помощью пакета программ Arlequin
ver 3.5 [34] для каждой популяции оценивались
общее число гаплотипов (N) и несмещенное гап-
лотипическое разнообразие (H) [32], а также про-
водился анализ молекулярной дисперсии
(AMOVA). В последнем случае кроме частот гап-
лотипов учитывались генетические дистанции
между гаплотипами, вычисленные на основе нук-
леотидных замен и перестроек в трех фрагментах
хпДНК. Использовались при этом следующие
уровни изменчивости: внутри популяций, между
популяциями, внутри групп популяций и между
группами. Анализ пространственной структуры
генетической изменчивости в программе SAMO-
VA [35] проводился путем поиска такой кластери-

зации географически соседствующих популяций
на K групп, при которой доля изменчивости, со-
ответствующая различиям между группами, была
бы наибольшей. Рассматривалось число K = 2–4.

РЕЗУЛЬТАТЫ

В результате исследования 789 индивидуумов в
42 выборках дуба по совокупности результатов
двух анализов (PCR-RFLP и cpSSR) было обна-
ружено 13 гаплотипов (A-I, A-II, B, C, D, Y, S, G,
R, N, E-I, E-II, Z). В cpSSR локусах μdt1, μdt3,
μdt4, μcd4 и μcd5 было выявлено от двух до четы-
рех аллелей, комбинация которых составляла 11
гаплотипов (табл. 2), при этом локус μcd5 был ма-
лоизменчив и не увеличивал числа выявленных
гаплотипов. Гаплотипы B (западная часть иссле-
дуемой области основного ареала дуба) и E-I, E-II
(Кавказ) имели одинаковое сочетание cpSSR алле-
лей, но хорошо идентифицировались рестриктным
анализом (комбинация TF/HinfI). Редкий гаплотип
(E-II) маркировался изменчивостью рестриктных

Рис. 2. Филогенетическая сеть 13 гаплотипов дуба черешчатого, гаплотипов Q. mongolica и Q. lobata, построенная на
основе нуклеотидных последовательностей трех фрагментов хпДНК с помощью метода “reduced median” в программе
NETWORK [31]. Черные поперечные линии обозначают мутации. Для гаплотипов Q. robur указаны образцы, секвени-
рованные для данного гаплотипа из разных популяций, с указанием номера образца. * При построении филогенети-
ческой сети не учитывались мутации, специфичные для внешней группы Q. lobata.
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фрагментов в комбинациях CDq/TaqI и ASq/HinfI.
При секвенировании особей одного гаплотипа из
разных частей ареала дуба новых мутаций и гапло-
типов не выявлено. Особи, типированные по сово-
купности анализов PCR-RFLP и cpSSR и имевшие
один гаплотип, но происходящие из разных ча-
стей ареала, имели полностью совпадающие по-
следовательности во всех фрагментах. В пределах
восточноевропейской части основного ареала ду-
ба для идентификации гаплотипов было доста-
точно анализа cpSSR, что было подтверждено
данными секвенирования.

Длина выровненных последовательностей фраг-
ментов составила: CDq – 3587 пар нуклеотидов
(пн), ASq – 3756 пн, TFq – 1833 пн. Полученные
последовательности для 13 гаплотипов Q. robur
помещены в GenBank (табл. 4). Всего в трех фраг-
ментах у гаплотипов дуба без учета внешней груп-
пы обнаружено 52 изменчивых сайта, из них 28
точковых мутаций, 11 инделов (инсерций, деле-
ций и инверсий) и 8 микросателлитных повторов.
Без учета микросателлитов, 15 признаков были пар-
симонически информативными в пределах Q. robur.
Наибольшее нуклеотидное разнообразие было у
фрагмента TFq (π = 0.00132), наименьшее – у ASq
и CDq (π = 0.00050 и π = 0.00082 соответственно,
табл. 4). Наибольшее число мутаций было выявлено
при секвенировании с использованием восьми

праймеров: ASq(S), ASq(A3), ASq(A2); CD(C),
CDq(D), CDq(D2); TFq(A), TFq(F) (табл. 3). Не
было выявлено изменчивости при секвенирова-
нии с внутренних праймеров CDq(D3) и ASq(S3)
в соответствующих частях данных фрагментов.

При секвенировании было установлено число
повторов во всех микросателлитах, в том числе
тех, которые использовались для генотипирова-
ния (табл. 2). При этом число повторов соответ-
ствовало подвижности аллелей при электрофоре-
тическом анализе, что подтвердило правильность
типирования cpSSR гаплотипов. Наиболее под-
ходящим праймером при секвенировании фраг-
мента CDq для установления числа повторов в
микросателлите μcd4 был праймер CDq(C2), в
микросателлите μcd5 – CDq(D2), при секвениро-
вании фрагмента DT в микросателлитах μdt1 и
μdt4 – DT(T), μdt3 – DT(D) [24].

Филогенетические деревья MP и BI оказались
сходными между собой и с сетью гаплотипов. На
рис. 3 представлено байесовское дерево (BI), с
указанием значений статистических поддержек
клад обоих деревьев. Разрешение дерева в базаль-
ной части слабое, гаплотипы дуба черешчатого не
образуют монофилетической группы и дуб мон-
гольский входит в одну из клад гаплотипов Q. robur.
Выделяются две достаточно дивергентные клады
(линии), куда входит большинство встреченных

Таблица 4. Нуклеотидная изменчивость фрагментов хлоропластной ДНК, использованных для филогеографиче-
ского исследования Quercus robur в восточной части ареала

1 Длина выровненных последовательностей вместе с Q. mongolica и внешней группой Q. lobata. 
2 Не учитывались микросателлитные повторы.
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гаплотипов дуба черешчатого: линия I имеет под-
держку 100/90% (BI /MP), линия II – 100/61%
(рис. 3). Внутри линии I выделяется субклада род-
ственных гаплотипов A-I и A-II (100/88), внутри
линии II – субклада гаплотипов B, S, D, G, R и N
(100/63). В одну кладу с линией I с невысокой
поддержкой объединяются Q. mongolica и гапло-
тип Y дуба черешчатого.

Гаплотипы внутри регионов распределены не-
равномерно, и в основной части ареала выявлена
отчетливая дифференциация запад–восток (рис. 1).
Начиная с юго-востока Беларуси (Гомель) на во-
сток – в Центральной России, в Поволжье и на
Урале в популяциях дуба абсолютно преобладают
два “восточных” гаплотипа A-I и A-II. Гаплотип
A-II не обнаружен западнее Липецкой области, а
гаплотип A-I – западнее Гомельской области.
Друг от друга они отличаются значительно (9 му-
таций, из них 4 точковых, 3 индела, 2 микросател-
лита). Филогенетически родственный им гапло-
тип C отличается от двух “восточных” гаплотипов
еще большим количеством мутаций. Он встреча-

ется на северо-западе: в Ленинградской, Новго-
родской областях и в Беларуси.

На западе исследуемой части основного ареала
дуба преобладают гаплотипы линии II (рис. 1),
три из которых встречаются наиболее часто (S, B,
D). Гаплотипы S, R, N близкородственны, отлича-
лись друг от друга только числом повторов в 2–4
микросателлитах. Так как число микросателлит-
ных повторов не учитывалось при филогенетиче-
ском анализе взаимоотношений гаплотипов, на
филогенетическом дереве и сети гаплотипов они
занимают одинаковую позицию.

Наблюдается достаточно резкая граница меж-
ду ареалами “восточных” и “западных” гаплоти-
пов. Так, в Московской, Белгородской, Гомель-
ской областях единично встречаются “западные”
гаплотипы В, D, N, G, а в более западных и севе-
ро-западных районах встречаются исключитель-
но “западные” гаплотипы из разных неродствен-
ных линий: гаплотип C линии I, гаплотипы B, D,
S, R, G, N линии II, дивергентный гаплотип Y,
который был обнаружен в Калининградской обла-
сти и сильнее всего отличался от всех остальных га-

Рис. 3. Филогенетическое дерево 13 гаплотипов Quercus robur, гаплотипов Q. mongolica и Q. lobata, построенное с помо-
щью байесовского метода (50%-ный консенсус) на основе нуклеотидных последовательностей трех фрагментов
хпДНК общей длиной 9176 пн. Над линиями приведена статистическая поддержка байесовским методом (значения
апостериорной вероятности, %), под линиями – бутстреп-поддержка (MP, 1000 репликаций). Для гаплотипов
Q. mongolica и Q. lobata приводятся номера пластомов из GenBank.
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G

B

D

NRS

E-I E-II

Z

99
63

100

100

100

100

62

56
58

78
–

94

88

Линия II

Линия I

Внешняя группа
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плотипов. С невысокой поддержкой (56/58) гапло-
тип Y объединяется с линией I, однако по сово-
купности признаков обнаруживает предковые
для обеих линий черты и на сети гаплотипов за-
нимает промежуточное положение между ними
(рис. 2).

В западных областях в южном направлении га-
плотипическое разнообразие возрастает (табл. 1).
В Ленинградской и Новгородской областях в по-
пуляциях встречается чаще один, иногда два гап-
лотипа. В центральных районах Беларуси и в Ка-
лининградской области – обычно три гаплотипа,
причем часто из разных линий.

В двух изученных на Кавказе выборках были
обнаружены три эндемичных гаплотипа (Z, E-I и
E-II), которые входят в линию II. Кавказские га-
плотипы образуют между собой (только на сети
гаплотипов и на дереве MP) слабо поддержанную
кладу (рис. 3) благодаря общей инсерции во фраг-
менте TFq. Гаплотипы E-I и E-II близкород-
ственны и различаются двумя микросателлитны-
ми повторами.

Анализ пространственной структуры генети-
ческой изменчивости с помощью SAMOVA при
числе групп K = 2 отделил восток основного аре-
ала (область основного распространения гапло-
типов A-I, A-II и C) от остальных популяций. При
этом доля изменчивости, соответствующая диф-
ференциации групп, составляла FCT = 0.75. При
числе групп K = 3 и 4 произошло последовательное
отделение от восточной группы областей распро-
странения гаплотипов A-II и C. При априорном
разделении популяций на три группы (AMOVA):
1) восток основной части ареала (область распро-

странения гаплотипов A-I и A-II), 2) запад и
3) Кавказ, индекс FCT был 0.75 и FST = 0.94 (табл. 5).

ОБСУЖДЕНИЕ

В настоящей работе было впервые проведено
широкомасштабное исследование структуры из-
менчивости хлоропластной ДНК Q. robur на Рус-
ской равнине и в прилегающих областях (рис. 1),
с использованием данных секвенирования. Полу-
чены последовательности трех фрагментов хпДНК
общей длиной более 9050 пн, определено взаимо-
отношение 13 выявленных гаплотипов, получено
частотное распределение гаплотипов дуба для 789
образцов в 42 популяциях. Установлена картина
дифференциации популяций, дающая информа-
цию о прошлом дуба черешчатого в восточной ча-
сти ареала.

Совершенствование маркеров хлоропластной ДНК 
и возможность сопоставления результатов

с данными предыдущих исследований

Нами были разработаны видоспецифичные
праймеры (табл. 3) для амплификации и секвени-
рования трех регионов хпДНК дуба черешчатого,
что позволило отказаться от ненадежных “уни-
версальных” праймеров [23] и в то же время дава-
ло возможность сопоставлять выявленные гапло-
типы с PCR-RFLP гаплотипами, описанными в
более ранних исследованиях на основе “универ-
сальных” праймеров [5, 6]. С использованием на-
бора новых праймеров была достигнута хорошая
амплификация всех образцов, с меньшей зависи-
мостью от качества ДНК. Новые праймеры соот-
ветствуют пластомам некоторых других дубов

Таблица 5. Иерархический анализ генетической изменчивости дуба черешчатого в восточной части ареала
(AMOVA), популяции разделены на три группы: 1) основной ареал, популяции с “восточными” гаплотипами;
2) основной ареал, популяции с “западными” гаплотипами; 3) Сев. Кавказ

Источник 
изменчивости

Число степеней 
свободы Сумма квадратов Компонента 

изменчивости
Доля 

изменчивости (%)

Между группами 2 2401.617 5.57249 75.27

Между популяциями 
внутри групп

39 1033.159 1.40120 18.93

Внутри популяций 747 321.307 0.43013 5.81

Индексы фиксации Вероятность

FSC 0.76513 <0.00001

FST 0.94190 <0.00001

FCT 0.75265 <0.00001
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(например, дуба скального Q. petraea (Matt.) Li-
ebl., а также американского вида Q. lobata), что
позволит исследовать с их помощью не только
дуб черешчатый, но и близкие виды.

Для типирования были использованы одно-
временно маркеры PCR-RFLP и локусы cpSSR.
Было установлено, что для надежного типирова-
ния в пределах исследованной области, за исклю-
чением Кавказа, достаточно проанализировать
четыре локуса cpSSR, что значительно снижает
трудоемкость исследования. Для выявленных га-
плотипов были получены последовательности
трех наиболее изменчивых фрагментов, исполь-
зованных в PCR-RFLP анализе, которые позво-
лят в дальнейшем однозначно сопоставлять гап-
лотипы из разных проектов.

При сравнении на основе комбинаций алле-
лей cpSSR локусов полученных нами гаплотипов
с выявленными в Беларуси [18] удалось устано-
вить их полное соответствие, по крайней мере в
отношении гаплотипов, наиболее частых на тер-
ритории Беларуси: № 3 (согласно [18]) совпадает
с гаплотипом A-I из нашего исследования, № 1 –
с “нашим” D, № 2 – C, № 4 – S, № 5 – B. Пока-
занное в работах [18, 19] географическое распре-
деление гаплотипов на территории Беларуси во
многом совпадает с нашими результатами: на-
пример, по обоим наборам данных гаплотип A-I
(№ 3 по [18]) распространен в Гомельской обла-
сти. Таким образом, использование cpSSR марке-
ров для типирования гаплотипов хпДНК дуба че-
решчатого не только эффективно, но и дает пол-
ностью воспроизводимые результаты. Следует
учитывать, что сравнительно высокая скорость
мутирования cpSSR локусов увеличивает возмож-
ность гомопластических мутаций, однако было по-
казано, что при типировании в одном регионе веро-
ятность гомоплазии минимальна [15]. В нашем ис-
следовании в пределах одного региона (40 выборок
основного ареала) таких случаев не было выявлено:
все cpSSR гаплотипы совпали с PCR-RFLP гапло-
типами и с данными секвенирования. Однако
при расширении области исследования до не-
скольких регионов возможность проявления го-
моплазии возрастает. В нашей работе таким при-
мером является совпадение набора cpSSR алле-
лей у гаплотипов Е-I, E-II (Кавказ) и гаплотипа B
из основного ареала (табл. 2). Следовательно,
одинаково типируемые cpSSR гаплотипы из раз-
ных регионов должны проверяться данными се-
квенирования.

Сопоставление выявленных нами гаплотипов
путем сравнения электрофоретических бэндов, по-
лученных в ходе PCR-RFLP, а также рестриктных
фрагментов, ожидаемых на основе нуклеотидных
последовательностей, со схемами и таблицами по-

движностей рестриктных бэндов у гаплотипов, вы-
явленных в более ранних исследованиях [4, 5], как
правило, не позволяет однозначно сопоставить
большинство гаплотипов. С высокой вероятностью
установлено соответствие гаплотипа D с гаплоти-
пом 6, гаплотипа С с гаплотипом 14 [4, 5]. Большин-
ство гаплотипов не получили полных аналогов.

В то же время для Q. robur и Q. petraea имеется
коллекция полных последовательностей хлоро-
пластных геномов (пластомов) 22 деревьев
[(https://quercusportal.pierroton.inra.fr/index.php?p=
GENOMIC_SEQ)], происходящих из популяций
с известным составом гаплотипов, идентифици-
рованных согласно [5]. Мы исследовали части
данных пластомов, соответствующие изученным
нами трем фрагментам, и ни один из пластомов
полностью не совпал с последовательностями,
полученными нами для 13 гаплотипов восточной
части ареала. К сожалению, для гаплотипов, опи-
санных в работах [4–6] для восточной части ареа-
ла (номера 5, 6, 14, 15, 16 по [4–6]) и по своему
географическому распространению, возможно,
совпадающих с нашими, пластомы отсутствуют,
что ограничивает возможности сопоставления
результатов исследования структуры изменчиво-
сти хпДНК дуба черешчатого в нашей работе и
работах [4–6]. Однако большинство сайтов, из-
менчивых в полученных нами последовательно-
стях, были изменчивы и в последовательностях
пластомов. По многим изменчивым сайтам выяв-
ленные нами гаплотипы, относящиеся к линии I
(A-I, A-II и С), были сходными с гаплотипами 17
и 18 (пластомы образцов из Грузии и Турции), ко-
торые принадлежат к линии Е (восточно-балкан-
ская линия, согласно [5]), что подтверждает соот-
ветствие “нашей” линии I и линии Е из работы
[5]. Еще по нескольким мутациям можно предпо-
лагать, что линия II и дивергентная ветвь гапло-
типа Y соответствуют линиям A (Балканской) и С
(Апеннинской) [5].

Дифференциация популяций дуба черешчатого
в восточной части ареала и гипотеза сохранения 

дуба в LGM на Русской равнине и на Урале

По составу гаплотипов, уровню изменчивости
и в соответствии с результатами SAMOVA попу-
ляции дуба черешчатого в основной части ареала
делятся на западную и восточную группы. Со-
гласно выводам Petit с соавт. [6], Северо-Восточ-
ная Европа, включая Беларусь, Прибалтику и се-
веро-запад России, были заселены гаплотипами
линий A и C, распространявшимися из балкан-
ского и апеннинского рефугиумов. В то же время,
по мнению авторов [6], большая часть Русской
равнины была заселена главным образом гапло-
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типами 15 и 16 линии Е, распространявшимися из
Восточных Балкан. Можно предположить, что
данные гаплотипы соответствуют нашим гапло-
типам A-I и A-II, абсолютно доминирующим на
Русской равнине, однако схема рестриктных бэн-
дов [5] гаплотипов 15 и 16 не соответствует ре-
стриктному паттерну гаплотипов A-I и A-II. Гап-
лотипы 15 и 16 отсутствуют среди пластомов, что
также не позволяет сравнить их с нашими данны-
ми. Однако же, если допускать соответствие меж-
ду гаплотипами A-I, A-II и 15, 16, следует обра-
титься к предположениям, выдвинутым в работе
[6] относительно путей их расселения на востоке
ареала дуба черешчатого. Если следовать Petit с
соавт. [6], в голоцене на восток из балканского
рефугиума распространились только гаплотипы
линии Е, а гаплотипы линии А – только на север.
Действительно, в долине Днестра и в низовьях
Дуная предполагается наличие рефугиума широ-
колиственной флоры [10]. Однако в Румынии га-
плотипы линии Е (включая гаплотипы 15 и 16) со-
существуют наряду с гаплотипами других линий
согласно [8]. По новым данным [17], гаплотипы
линии А являются преобладающими в популяци-
ях дуба в Румынии, а гаплотипы линии Е были
встречены лишь в двух выборках. Это порождает
вопрос: совпадают ли гаплотипы, описанные из
Румынии и с Русской равнины в работах [4–6], а
также совпадают ли они с выявленными в нашем
исследовании гаплотипами A-I и A-II? Такой во-
прос оправдан ввиду возможных проблем с иден-
тификацией гаплотипов в ходе экспериментов с
PCR-RFLP. Так, в работе Petit с соавт. [5] описа-
ны многочисленные редкие гаплотипы, которые
не подтвердились в ряде повторных исследова-
ний, и нет возможности их надежно идентифици-
ровать на базе исключительно гель-электрофоре-
за [16]. Например, гаплотип 15' из Румынии в ра-
боте [17] не совпал по рестриктным бэндам с
гаплотипом 15, распространенным на Русской
равнине по данным [6]. Таким образом, вполне воз-
можно, что гаплотипы A-I и A-II отсутствуют или
весьма редки западнее Русской равнины. Возмож-
но, их локализация на востоке Русской равнины и
резкая генетическая дифференциация восток–за-
пад обусловлены колонизацией этой части ареала
дуба из разных, длительное время изолированных
источников, один из которых располагался на во-
сточных территориях (Русская равнина, Предура-
лье), а другие – в Центральной и Западной Евро-
пе, включая Карпаты и Средиземноморье. Таким
образом, только анализ значительного количе-
ства популяционных выборок с территории Юж-
ной Украины и Румынии, подкрепленный ре-
зультатами секвенирования, может ответить на

вопрос о пути расселения гаплотипов A-I и A-II
по Русской равнине.

Согласно последним палеоботаническим дан-
ным, пыльца дуба присутствовала во время LGM
в незначительных количествах в некоторых обла-
стях центра Русской равнины [10, 11]. Возмож-
ность существования ледниковых убежищ дуба в
восточной части его ареала позволяет объяснить
его быстрое расселение: например, пыльца дуба
появляется в нескольких разрезах Предуралья во
время плейстоцен-голоценового рубежа (BAIC,
12.4–10.9 тыс. л. н.) [10]. Уже в раннем голоцене
дуб произрастал во многих районах современного
распространения [36, ссылки], значительно пре-
вышая во время климатического оптимума голо-
цена современный ареал на севере [12].

Ранее в популяционном исследовании морфо-
логических признаков дуба черешчатого, охваты-
вавшем европейскую часть Советского Союза
[36], было установлено, что популяции, располо-
женные в западной части (примерно к западу от ли-
нии Таллин – Воронеж), гетерогенны по признаку
опушения листовой пластинки, т.е. встречаются де-
ревья как с неопушенными, так и с опушенными ли-
стьями. В то же время к востоку деревья с неопу-
шенными листьями почти полностью исчезают.
Более того, было обращено внимание, что при-
знак опушения связан с признаком времени рас-
пускания листьев и начала весеннего роста побе-
гов, который также весьма изменчив, и на западе
Русской равнины встречаются как рано, так и
поздно распускающиеся деревья (т.н. ранняя и
поздняя формы) [36, ссылки]. Деревья с опушенны-
ми листьями были в основном поздно распускаю-
щимися. В восточной части рано распускающиеся
деревья, как и неопушенные формы, практически
отсутствовали. Эти наблюдения позволили вы-
двинуть гипотезу о нескольких источниках коло-
низации Русской равнины после окончания по-
следнего оледенения, происходившей как с за-
падных территорий, так и с востока [36].

Интересно отметить, что граница распростране-
ния “западных” и “восточных” гаплотипов дуба че-
решчатого в значительной степени соответствует
границе продвижения на восток “западных” гапло-
типов хпДНК липы мелколистной, которая при-
мерно соответствует 32° в.д. [13]. Это, по-видимому,
указывает на возможную общую историю распро-
странения широколиственных видов в восточной
части их ареала из общих ледниковых убежищ.

По результатам предыдущих исследований ду-
ба [6] предполагалось, что заселение северо-за-
падных территорий России проходило из балкан-
ского рефугиума (линия А по [6]), что совпадает с
распространением гаплотипов линии II по на-
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шим обозначениям (B, D, S и др.) (рис. 1). В то же
время, по нашим данным, гаплотип С (линия I)
также принял участие в заселении северо-запада
через Беларусь вплоть до Ленинградской области.
То есть в данном регионе представлены филоге-
нетически неродственные гаплотипы из разных
линий, при этом имеющие сходные пути колони-
зации: гаплотип С, по нашим данным, не обнару-
жен на востоке, и область его распространения
совпадает с гаплотипами линии II. Видимо, ди-
вергенция внутри линии I на “восточные” гаплоти-
пы A-I и A-II и “западный” гаплотип C произошла
задолго до формирования современного ареала.
Представляет интерес происхождение гаплотипа С.
Предположительно, он соответствует гаплотипу
14 по [4, 5], который на западе был найден только
в Закарпатье [4], но не отмечался в многочислен-
ных изученных популяциях дуба более южных
районов, включая область предполагаемых бал-
канских рефугиумов [6, 8, 16], что ставит вопрос о
вторичном, более северном, европейском рефу-
гиуме дуба в Карпатах.

Дивергентный гаплотип Y, присутствующий в
популяциях дуба в Калининградской области, по
некоторым мутациям сходен с пластомами, отно-
сящимися к линии C (Апеннинской) в обозначе-
нии [5], и совпадает с гаплотипом 1 по характеру
географического распространения вдоль Балтий-
ского побережья [6, 7, 14].

Кроме присутствия нескольких дивергентных
линий, в западных областях северной части ареа-
ла обнаружены близкородственные гаплотипы,
различающиеся одной – тремя мутациями, в ос-
новном микросателлитными повторами, т.е. име-
ющие недавнее общее происхождение (S, R, G,
N). Подобные близкородственные гаплотипы
присутствуют и на Кавказе, в то время как в во-
сточной части основного ареала таких гаплоти-
пов нет. Это указывает, вероятно, на бутылочное
горлышко, через которое проходила северо-во-
сточная популяция дуба, и на относительно не-
большой возраст этого события, не позволивший
накопиться дочерним гаплотипам.

Несколько генетико-популяционных иссле-
дований дуба черешчатого в России [37–39] не
показали снижения изменчивости ядерных мар-
керов (аллозимных, ядерных микросателлитов) в
восточных популяциях дуба, по сравнению с цен-
тральной частью ареала. Однако на крайнем юго-
востоке была отмечена высокая степень диффе-
ренциации популяций [39], предположительно
вследствие генетического дрейфа или как резуль-
тат происхождения из нескольких южноураль-
ских ледниковых рефугиумов [39]. При этом надо
отметить, что ядерные маркеры имеют больший
эффективный размер популяции по сравнению с

хлоропластными, что снижает их чувствитель-
ность к генетическому дрейфу. Дифференциация
дуба на Урале также обнаружена в нашем иссле-
довании по маркерам хпДНК: в северных популя-
циях (бассейн р. Уфы и Средний Урал) фиксиро-
ван гаплотип A-II, в южной части – A-I (рис. 1),
повторяя в значительной степени картину диф-
ференциации уральских популяций липы [13],
что может быть объяснено заселением этих обла-
стей широколиственной растительностью из раз-
ных рефугиумов.

Для более обоснованной филогеографической
интерпретации наблюдаемой на Русской равнине
структуры изменчивости хпДНК дуба черешчато-
го необходимо исследование всех прилегающих
территорий, в том числе Кавказа, для ареалов ду-
бов которого характерен значительный разрыв с
лесной зоной Восточной Европы [36]. Ранее
предполагалась связь между популяциями дуба
Русской равнины и Кавказа в виде миграции на
Кавказ с северных территорий [6] и в обратном
направлении [4]. В нашем исследовании были
проанализированы две популяции дуба черешча-
того на Кавказе, которые содержали разные, хотя
и родственные гаплотипы, отсутствующие в изу-
ченных популяциях основного ареала Восточной
Европы. Филогенетически данные гаплотипы
принадлежат линии II, соответствующей линии A
(балканской) по [5]. Однако, согласно [6], на Кав-
казе были встречены только гаплотипы линий Е и
F. Это несоответствие предположительно объяс-
няется тем, что были изучены разные кавказские
популяции, а также тем, что в работе [5] приме-
нялся только рестриктный анализ. Возможные
ошибки при его интерпретации привели к ошиб-
кам при построении филогенетического дерева
гаплотипов, не совпадающего с полученным в на-
шей работе. Было установлено, что при примене-
нии PCR-RFLP анализа данных фрагментов, как
описано в [5], в преобладающем большинстве
фиксируются мутации, меняющие длину фраг-
мента (инсерции-делеции и микросателлиты).
Точковые замены при этом почти не выявляются,
хотя по результатам секвенирования тех же фраг-
ментов (табл. 4) их доля в изменчивости преоблада-
ла и большинство парсимонично информативных
мутаций относятся именно к точковым заменам.
Возможно, данные секвенирования, полученные в
нашей работе, позволили более точно определить
взаимоотношения гаплотипов разных линий.

Изменчивость использованных в нашей рабо-
те трех фрагментов хпДНК значительно выше,
чем у некоторых других хлоропластных маркеров,
применявшихся ранее для филогеографических
исследований дуба черешчатого. Для фрагментов
trnH–psbA и trnK–matK у видов дубов в Грузии
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описано только пять изменчивых сайтов, в том
числе один микросателлит [40]. У Q. robur было
выделено четыре гаплотипа, распространение ко-
торых отчетливо дифференцировало популяции в
Грузии в направлении восток–запад, однако ре-
зультаты этого исследования [40] не были сопо-
ставлены с гаплотипами и линиями, полученны-
ми в других работах [4–6]. Дальнейшие исследо-
вания популяций дуба в крымско-кавказском
регионе, с более полным географическим охва-
том и применением новых, более изменчивых
маркеров, должны прояснить связи популяций
отдельных областей этого обширного и сложного
региона между собой и с европейской частью аре-
ала дуба черешчатого и родственных видов.
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Chloroplast DNA Variability and Phylogeography of Pedunculate Oak Quercus robur L. 
in the Eastern Part of the Range

S. A. Semerikovaa, *, I. Yu. Isakovb, and V. L. Semerikova

aInstitute of Plant and Animal Ecology, Ural Branch of Russian Academy of Science, Ekaterinburg, 620144 Russia
bVoronezh State University of Forestry and Technologies named after G.F. Morozov,
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Chloroplast DNA variability was studied in 42 populations of pedunculate oak Q. robur L. in the European
part of Russia, Belarus, Poland, Ukraine, the Urals, and the Caucasus. Restriction analysis and sequencing
as well as chloroplast microsatellite loci (cpSSR) were used as genetic markers. For successful amplification
and sequencing, new oak-specific primers have been developed. For the first time, nucleotide sequences of
three fragments (psaA-trnS, psbC-trnD and trnT-trnF) were obtained for Q. robur, and the phylogenetic rela-
tionships of 13 identified haplotypes were revealed. Several divergent lineages of chloroplast DNA are present
in the eastern part of the range. Haplotype groups have a non-random geographical distribution, probably re-
flecting the history of oak population in these areas. A sharp differentiation of populations by haplotype com-
position and level of variability was found: two haplotypes are distributed in the eastern part of the Russian
Plain and in the Urals, disappearing in the west – in northwestern Russia, Belarus, Poland and Western
Ukraine, where nine haplotypes were found that are absent in east. The geographical structure of variability
of the pedunculate oak chloroplast DNA in Eastern Europe has similar features to that of small-leaved linden
(Semerikova et al., 2020), another representative of European temperate forests, which, like oak in this part
of the range, show clear differences between western and eastern populations. Apparently, this is due to post-
glacial colonization in both species from different, isolated for a long time, sources, some of which were lo-
cated in the east of the study area. In the Urals, a parallel differentiation of oak and linden between the south-
ern part (basins of the Ural and Belaya rivers) and more northern regions (the basin of the Ufa River and Mid-
dle Urals) is revealed, which can be explained by different scenarios of the settlement of these areas with
deciduous vegetation.

Keywords: phylogeography, Quercus robur, chloroplast DNA, cpSSR, PCR-RFLP, glacial refugia, postgla-
cial migration, temperate forest tree, population structure.
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Jordanita Verity, 1946 (Lepidoptera: Zygaenidae, Procridinae):
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Проанализированы качественный и количественный состав нуклеотидных последовательностей
5'-региона гена первой субъединицы митохондриальной цитохромоксидазы – COI (расшифрован-
ных нами в рамках международного проекта по ДНК-штрихкодированию) и вариабельность соот-
ветствующих аминокислотных последовательностей у представителей рода Jordanita Verity, 1946.
В участке СОI длиной 219 аминокислотных остатков количество вариабельных позиций составило
14.2%, что значительно превышает имеющиеся в литературе данные для Lepidoptera. Выявлена 31
точка вариабельности аминокислот, при этом две из них локализованы на близком расстоянии к ак-
тивному центру фермента.

Ключевые слова: ДНК-штрихкодирование, цитохромоксидаза, Jordanita, Zygaenidae, аминокислот-
ная последовательность, вариабельные сайты.
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Начиная с 2003 г., в молекулярно-генетиче-
ских исследованиях все большее признание и
распространение приобретает изучение 5'-регио-
на гена первой субъединицы митохондриальной
цитохромоксидазы (COI) длиной 658 пар нуклео-
тидов. Этот участок гена был предложен как уни-
версальный маркер для идентификации видов с
целью использования в качестве “штрихкода
ДНК” [1]. Он кодирует часть молекулы COI, ко-
торая является одним из строительных блоков
сложного белка оксидазы цитохрома C. Этот про-
теид представляет собой гомодимер, каждая часть
которого, в свою очередь, состоит из нескольких
аминокислотных цепей. Также он содержит не-
которые небелковые лиганды: два атома железа,
связанных с гемовыми группами, три атома меди,
по одному атому цинка и магния [2, 3]. Цитохром-
оксидаза является последним ферментом в цепи
переноса электронов, передающим их на кислород.
Поэтому изменения в структуре соответствующего
участка гена, приводящие к изменениям в амино-
кислотной последовательности и пространствен-
ной структуре данного белка, могут влиять на энер-
гетический обмен. Изменения в участках, распо-
лагающихся вблизи активных центров, или в
областях, контактирующих с простетическими

группами, имеют наиболее выраженный эффект
[4]. Следовательно, выявление и анализ амино-
кислотных замен в данном фрагменте COI у раз-
личных таксонов живых организмов являются
актуальной задачей. Кафедра биохимии и лабора-
тория биотехнологии Крымского федерального
университета им. В.И. Вернадского участвует в
международном проекте по секвенированию
ДНК “ZYGMO” с 2009 г. В рамках этого проекта
проводится изучение нуклеотидных последова-
тельностей фрагмента 5'-участка митохондриаль-
ного гена COI у различных представителей семей-
ства Zygaenidae [5].

Данное семейство (представленное пятью
подсемействами) имеет широкое распростране-
ние во всех зоогеографических регионах земного
шара [6–12]. К настоящему времени известно более
1000 видов Zygaenidae, и число описанных видов
увеличивается с каждым годом [13–21]. Распростра-
нение подсемейства Zygaeninae ограничено пре-
имущественно Палеарктической и Эфиопской
зоогеографическими областями. Большинство
видов Chalcosiinae обитают в Восточной и Юж-
ной Азии, и только два вида, относящиеся к роду
Aglaope Latreille, 1809, распространены в Западной

УДК 577.212.2:595.787
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Палеарктике. Procridinae обитают по всему миру за
исключением Антарктиды. Callizygaeninae распро-
странены только в Индомалайской зоогеографи-
ческой области [22], Inouelinae – в Восточной
Азии [23].

Представители семейства Zygaenidae ранее бы-
ли изучены нами с помощью морфологических,
кариологических, биологических методов [24–32].
В настоящей публикации мы обсудим результаты
изучения ДНК-штрихкодов и соответствующих
им аминокислотных последовательностей, полу-
ченных для видов рода Jordanita Verity, 1946 (Zy-
gaenidae, Procridinae).

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Материал для изучения ДНК от представите-

лей различных видов рода Jordanita получен в ре-
зультате собственных сборов авторов, в некото-
рых случаях предоставлен зарубежными учеными
или кураторами европейских музеев. С помощью
стерильных инструментов отделялась конечность
каждого исследуемого экземпляра и помещалась
в специальную микропробирку. Выделение ДНК
из образцов, амплификация и секвенирование
проводились в канадском Центре ДНК-штрихко-
дирования (The Canadian Centre for DNA Barcod-
ing, Biodiversity Institute of Ontario, University of
Guelph, Гуэлф, Канада) в соответствии со стан-
дартными протоколами [33, 34], а также в Инсти-
туте проблем экологии и эволюции им. А.Н. Север-
цова РАН (Москва) в рамках проекта программы
развития ФГАОУ ВО “Крымский федеральный
университет им. В.И. Вернадского” “Академи-
ческая мобильность молодых ученых России –
АММУР”. Во втором случае выделение ДНК, ам-
плификация и секвенирование проводились по
схеме, указанной в работе Ефетова и соавт. [35].

В большинстве случаев использовались стан-
дартные праймеры:

LepF1: ATTCAACCAATCATAAAGATATTGG,
LepR1: TAAACTTCTGGATGTCCAAAAAATCA.
В качестве дополнительных, при необходимости,

использовались также следующие праймеры:
MLepF1: GCTTTCCCACGAATAAATAATA,
MLepR1: CCTGTTCCAGCTCCATTTTC,
LCO1490 (C_LepFolF): GGTCAACAAATCATA-

AAGATATTGG,
HCO2198 (C_LepFolR): TAAACTTCAGGGT-

GACCAAAAAATCA.
Консенсусные последовательности расшиф-

ровывались с использованием редактора после-
довательностей ChromasPro. Полученные нук-
леотидные последовательности переводились в
соответствующие аминокислотные. Для анализа
данных использовались аналитические инстру-
менты сайта проекта канадского Центра ДНК-

штрихкодирования (www.boldsystems.org), а так-
же программы BioEdit, MEGA 6.0 и DNAsp v5. В
качестве меры эволюционной консервативности
отдельно взятой позиции в белке использова-
лась нормализованная информационная энтро-
пия. Изменения аминокислот в каждом наборе
данных оценивали путем расчета энтропии для
каждого аминокислотного сайта в программе
BioEdit. Полностью консервативный аминокислот-
ный сайт имеет значение энтропии 0, которое уве-
личивается с увеличением вариации аминокислот.
Для оценки эффективности разграничения после-
довательностей на видовом уровне использовалась
дендрограмма, построенная с помощью двухпара-
метрической модели Кимуры (К2Р-дендрограмма)
(рис. 1) [5].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Нами были расшифрованы последовательно-

сти гена СОI длиной 658 пар оснований для 1031
экз. более чем 240 видов Zygaenidae, в том числе
для 114 экз. 26 видов, принадлежащих к роду Jor-
danita. На основании данных ДНК были получе-
ны соответствующие пептидные последователь-
ности длиной 219 аминокислот. Полученные си-
квенсы гена СОI были депонированы в GenBank.
Число результатов для каждого вида и регионы
сбора образцов представлены в табл. 1.

Ни в одной из полученных последовательно-
стей вставок и/или делеций (инделов) не было де-
тектировано. При анализе нуклеотидных штрих-
кодов (длиной более 650 пар нуклеотидов) с ис-
пользованием Maximum Composite Likelihood
model, проведенных в программе MEGA 6 для
представителей рода Jordanita, обнаружены 194
вариабельные позиции, из них 158 сайтов оказа-
лись парсимонийно-информативными. Оценоч-
ное соотношение транзиции/трансверсии (R) со-
ставило 3.97. Анализируемые последовательности
подтвердили AT-смещение (среднее содержание
AT > 60% во всех последовательностях), характер-
ное для митохондриальной ДНК животных (см.
табл. 2). Это согласуется с литературными данны-
ми [36], при этом Pentinsaari с соавт. [37] выясне-
но, что смещение состава последовательностей
ДНК-штрихкода в сторону AT немного выше у
Lepidoptera, чем у других таксонов.

Второе положение в триплетах характеризует-
ся наиболее высоким содержанием GC-пар
(42.65%), а самое низкое содержание GC-пар
(8.59%) – в третьем положении, следовательно
можно говорить о снижении мутационного дав-
ления на этот участок СOI [38, 39]. Определение
стандартной ошибки показывает выраженность
межвидовой изменчивости нуклеотидного соста-
ва последовательностей гена COI. Нуклеотидный
состав второй позиции триплетов характеризуется
самой низкой вариабельностью (SE–0.026), третьей
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Рис. 1. Дендрограмма, построенная с использованием двухпараметрической модели Кимуры на основе нуклеотидных
последовательностей участка гена первой субъединицы митохондриальной цитохромоксидазы видов рода Jordanita
Verity, 1946. Крупным шрифтом приведены названия подродов.

Praviela

J. christinae|ZYGMO401-10|PPJPanachr001|Iran|HQ987545
J. christinae|ZYGMO402-10|PPJPanachr002|Iran|MK930728
J. anatolica|ZYGMO566-12|PPJPanaana006|Iran|MK930727
J. anatolica|ZYGMO567-12|PPJPanaana007|Iran|MK930729

J. anatolica|ZYGMO136-09|ZPPJPanaana003|Turkey|GU705751
J. anatolica|ZYGMO134-09|ZPPJPanaana001|Turkey|GU705753
J. anatolica|ZYGMO135-09|ZPPJPanaana002|Turkey|GU705750
J. anatolica|ZYGMO137-09|ZPPJPanaana004|Turkey|GU705748
J. anatolica|ZYGMO138-09|ZPPJPanaana005|Turkey|GU705749
J anatolica|ZYGMO568-12|PPJPanaana008|Israel|MK930726

Rjabovia

Solaniterna

Lucasiterna

Roccia

J. horni|ZYGMO149-09|ZPPJRjhor#001|Armenia|GU705738
J. horni|ZYGMO150-09 |ZPPJRjhor#002|Armenia|GU705739
J. horni|ZYGMO151 -09|ZPPJRjhor#003|Armenia|GU705736
J. horni|ZYGMO152-09|ZPPJRjhor#004|Armenia|GU705737
J. horni|ZYGMO153-09 |ZPPJRjhor#005|Armenia|GU705734

J. subsolana|ZYGMO140-09|ZPPJSsub#002|Armenia|GU705747
J. subsolana|ZYGMO141-09|ZPPJSsub#003|Armenia|GU705744
J. subsolana|ZYGMO142-09|ZPPJSsub#004|Armenia|GU705745

J. subsolana|ZYGMO569-12|PPJSsub#018|Ukraine.Kharkov|KX048986
J. subsolana|ZYGMO570-12|PPJSsub#019|Ukraine.Kharkov|KX050128

J. subsolana|ZYGMO143-09|ZPPJSsub#005|Turkey|HM386578
J. subsolana|ZYGMO145-09|ZPPJSsub#007|Turkey|GU705742

J. subsolana|ZYGMO139-09|ZPPJSsub#001|Crimea|GU705746
J. subsolana|ZYGMO146-09|ZPPJSsub#008|Crimea|GU705743
J. subsolana|ZYGMO147-09|ZPPJSsub#009|Crimea|GU705740
J. subsolana|ZYGMO148-09|ZPPJSsub#010|Crimea|GU705741

J. subsolana|ZYGMO542-12|PPJSsub#016|Italy|KX048939
J. subsolana|ZYGMO543-12|PPJSsub#017|Italy|KX049598

J. subsolana|ZYGMO1123-14|PPJSsub#020|Greece|MK930769
J. subsolana|ZYGMO1136-14|PPJSsub#021|Bulgaria|MK930768

J. cirtana|ZYGMO313-10|PPJLcir#002|Algeria|HQ987499
J. budensis|ZYGMO281-10|PPJRbudbud004|Macedonia|HQ584973

J. budensis|ZYGMO1039-14|PPJRpau#014|Bulgaria|MK930740
J. budensis|ZYGMO1040-14|PPJRpau#015|Bulgaria|MK930741

J. budensis|ZYGMO282-10|PPJRbudbud005|Macedonia|HQ584974
J. budensis|ZYGMO1024-14|PPJRbudbud011|Italy|MК930733
J. budensis|ZYGMO1030-14|PPJRbudbud017|Macedonia|MK930739
J. budensis|ZYGMO1029-14|PPJRbudbud016|Macedonia|MK930738
J. budensis|ZYGMO1025-14|PPJRbudbud012|Italy|MK930734
J. budensis|ZYGMO1023-14|PPJRbudbud010|Austria|MK930732

J. budensis|ZYGMO564-12|PPJRbudcen001|Mongolia|MK930742
J. budensis|ZYGMO102-09|ZPPJRbudbud002|Crimea|GU705772
J. budensis|ZYGMO103-09|ZPPJRbudbud003|Crimea|GU705769
J. budensis|ZYGMO101-09|ZPPJRbudbud001|Crimea|HM386568

J. budensis|ZYGMO565-12|PPJRbudcen002|Mongolia|MK930743
J. budensis|ZYGMO283-10|PPJRbudbud006|Macedonia|HQ584975
J. budensis|ZYGMO1028-14|PPJRbudbud015|Serbia|MK930737

J. budensis|ZYGMO1026-14|PPJRbudbud013|Slovenia|MK930735
J. budensis|ZYGMO1027-14|PPJRbudbud014|Slovenia|MK930736

J. mollis|ZYGMO1031-14|PPJRpau#006|North Korea|MK930765
J. mollis|ZYGMO1032-14|PPJRpau#007|China|MK930759

J. almatiensis|ZYGMO525-12|PPJRaim#001|Kazakhstan|MK930724
J. naufocki|ZYGMO311-10|PPJRnau#001|Kyrgyzstan|HQ987498

J. kurdica|ZYGMO381-10|PPJRkur#001|Iran|HQ987525
J. paupera|ZYGMO1033-14|PPJRpau#008|Kazakhstan|MK930760
J. paupera|ZYGMO1034-14|PPJRpau#009|Kazakhstan|MK930761

1%
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Рис. 1. Окончание

Gregorita

J. hector|ZYGMO109-09|ZPPJRhec#001 |Turkey|GU705763
J. hector|ZYGMO110-09|ZPPJRhec#002|Turkey|GU705764

J. volgensis|ZYGMO104-09|ZPPJRvolvol001|Crimea|GU705770
J. volgensis|ZYGMO105-09|ZPPJRvolvol002|Crimea|GU705767
J. volgensis|ZYGMO106-09|ZPPJRvolvol003|Crimea|GU705768
J. volgensis|ZYGMO107-09|ZPPJRvolvol004|Crimea|GU705765
J. volgensis|ZYGMO108-09|ZPPJRvolvol005|Crimea|GU705766

J. benderi|ZYGMO528-12| PP JGben#001 |Morocco|MK930730
J. algirica|ZYGMO317-10|PPJGalg#002|Morocco|HQ987503

J. algirica|ZYGMO316-10|PPJGalg#001|Morocco|HQ987502
J. algirica|ZYGMO318-10|PPJGa[g#003|Morocco|HQ987504

J. cognata|ZYGMO321-10|PPJGcog#001 |Algeria|HQ987507
J. cognata|ZYGMO527-12|PPJGcog#003|Tunisia|MK930744

J. rungsi|ZYGMO319-10|PPJGrun#001 |Morocco|HQ987505
J. rungsi|ZYGMO320-10|PPJGrun#002|Morocco|HQ987506

J. notata|ZYGMO111-09|ZPPJTnot#001|Crimea|GU705761
J. notata|ZYGMO112-09|ZPPJTnot#002|Crimea|GU705762
J. notata|ZYGMO113-09|ZPPJTnot#003|Crimea|GU705759

J. notata|ZYGMO115-09|ZPPJTnot#005|Spain|HM386569

Tremewania J. notata|ZYGMO1176-15|PPJRnot#008|ltaly|MK930757
J. ambigua|ZYGMO310-10|PPJRambasi001|Kyrgyzstan|HQ987497

J. ambigua|ZYGMO314-10|PPJTambamb003|Turkmenistan|HQ987500
J. ambigua|ZYGMO315-10|PPJTambamb004|Turkmenistan|HQ987501

J. ambigua|ZYGMO382-10|PPJTambamb001|Uzbekistan|HQ987526
J. ambigua|ZYGMO383-10|PPJTambamb002|Uzbekistan|HQ987527

J. splendens|ZYGMO116-09|ZPPJTspl#001|Tajikistan|GU705760

Jordanita

J. splendens|ZYGMO117-09|ZPPJTspl#002|Kyrgyzstan|GU705758
J. chloros|ZYGMO125-09|ZPPJJchschs001|Crimea|GU705754

J. graeca|ZYGMO211-10|PPJJgragra005|Crimea|HQ584915
J. graeca|ZYGMO124-09|ZPPJJgragra004|Turkey|GU705757
J. graeca|ZYGMO212-10|PPJJgragra006|Crimea|HQ584916

J. graeca|ZYGMO1134-14|PPJJgragra011|Bulgaria|MK930754
J. chloros|ZYGMO224-10|PPJJchschs011|Crimea|HQ584920
J. chloros|ZYGMO223-10|PPJJchschs010|Crimea|HQ584919
J. chloros|ZYGMO130-09|ZPPJJchschs006|Turkey|HM386576

J. graeca|ZYGMO122-09|ZPPJJgragra002|Crimea|HM386573
J. chloros|ZYGMO127-09|ZPPJJchschs003|Crimea|HM386574
J. chloros|ZYGMO220-10|PPJJchschs007|Crimea|HQ584918

J. graeca|ZYGMO121-09|ZPPJJgragra001|Crimea|HM386572
J. graeca|ZYGMO214-10|PPJJgragra008|Crimea|HQ584917
J. graeca|ZYGMO1133-14|PPJJgragra010|Bulgaria|MK930755

J. graeca|ZYGMO123-09|ZPPJJgragra003|Crimea|GU705756
J. globulariae|ZYGMO1187-15|PPJJglo#012|Italy|MK930750

J. globulariae|ZYGMO1186-15|PPJJglo#011|Italy|MK930749
J. syriaca|ZYGMO530-12|PPJJsyr#001|Jordan|MK930770

J. tenuicornis|ZYGMO392-10|PPJJtenten006|Italy|HQ987536
J. tenuicornis|ZYGMO1174-15|PPJJtenten007|Italy|MK930772
J. tenuicornis|ZYGMO1175-15|PPJJtenten008|Italy|MK930771

J. globulariae|ZYGMO131-09|ZPPJJglo#001|Crimea|GU705755
J. globulariae|ZYGMO132-09|ZPPJJglo#002|Crimea|GU705752

J. chloros|ZYGMO128-09|ZPPJJchschs004|Crimea|HM386575
J. globulariae|ZYGMO1138-14|PPJJglo#007|Greece|MK930745

J. globulariae|ZYGMO1140-14|PPJJglo#008|Greece|MK930746
J. globulariae|ZYGMO1141-14|PPJJglo#009|Greece|MK930747

J. globulariae|ZYGMO1142-14|PPJJglo#010|Greece|MK930748
J. graeca|ZYGMO218-10|PPJJgraper003|Armenia|MK930752

J. globulariae|ZYGMO133-09|ZPPJJglo#003|Crimea|HM386577
J. vartianae|ZYGMO323-10|PPJJvar#001|Spain|HQ987508
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позиции – максимальным межвидовым полимор-
физмом (SE–0.23). Следовательно, большинство за-
мен в изучаемом участке гена COI являются сино-

нимичными. Также в программе BioEdit для 158
последовательностей были найдены четыре кон-
сервативных региона (с максимальной средней

Таблица 1. Список экземпляров, использованных в исследовании

Вид Число
последовательностей

Географические регионы
находок

Jordanita (Roccia) budensis 18 Австрия, Италия, Македония, Монголия, 
Россия (Крым), Сербия, Словения, Франция

Jordanita (Roccia) paupera 2 Казахстан
Jordanita (Roccia) mollis 2 Китай, Северная Корея
Jordanita (Roccia) volgensis 5 Россия (Крым)
Jordanita (Roccia) naufocki 1 Кыргызстан
Jordanita (Roccia) almatiensis 1 Казахстан
Jordanita (Roccia) kurdica 1 Иран
Jordanita (Roccia) hector 2 Турция
Jordanita (Lucasiterna) cirtana 1 Алжир
Jordanita (Tremewania) notata 5 Италия, Испания, Россия (Крым)
Jordanita (Tremewania) splendens 2 Кыргызстан, Таджикистан
Jordanita (Tremewania) ambigua 5 Кыргызстан, Туркменистан, Узбекистан
Jordanita (Gregorita) algirica 3 Марокко
Jordanita (Gregorita) rungsi 2 Марокко
Jordanita (Gregorita) cognata 2 Алжир, Тунис
Jordanita (Gregorita) benderi 1 Марокко
Jordanita (Jordanita) syriaca 1 Иордания
Jordanita (Jordanita) graeca 10 Армения, Болгария, Россия (Крым), Турция
Jordanita (Jordanita) chloros 7 Россия (Крым) и Турция
Jordanita (Jordanita) tenuicornis 3 Италия
Jordanita (Jordanita) globulariae 9 Греция, Италия, Македония, Россия (Крым)
Jordanita (Jordanita) vartianae 1 Испания
Jordanita (Praviela) anatolica 8 Иран и Турция
Jordanita (Praviela) christinae 2 Иран
Jordanita (Solaniterna) subsolana 15 Армения, Болгария, Греция, Италия, 

Россия (Крым), Турция, Украина
Jordanita (Rjabovia) horni 5 Армения

Таблица 2. Суммарная статистика частоты встречаемости нуклеотидов (%) в последовательностях, полученных
для рода Jordanita

Азотистые основания Минимальная Средняя Максимальная SE

G 13.98 14.88 16.11 0.0408
C 15.05 16.39 17.93 0.0664
A 28.42 29.92 31.31 0.0537
T 36.93 38.80 40.31 0.0772
GC 30.09 31.27 32.98 0.0678
GC, 1-я позиция в кодоне 40.18 42.67 45.62 0.1444
GC, 2-я позиция в кодоне 42.01 42.65 43.32 0.0258
GC, 3-я позиция в кодоне 4.55 8.59 15.00 0.2286
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энтропией, не превышающей 0.2, и минимальной
длиной 15 нуклеотидов): позиции с 182 по 199; с
233 по 262; с 303 по 317; с 320 по 339. С помощью
программы DNAsp v5 было детектировано 194
полиморфных (сегрегирующих) сайта с общим
количеством мутаций 245, число парсимонийно-
информативных сайтов составило 158, число гап-
лотипов – 74.

После исключения Ефетовым и Тарманном
(на основании изучения морфологических при-
знаков) трех видов из подрода Roccia Alberti, 1954
(род Jordanita), а именно: Jordanita notata (Zeller,
1847), Jordanita splendens (Staudinger, 1887) и Jor-
danita ambigua (Staudinger, 1887), для этих видов
был описан подрод Tremewania Efetov & Tarmann,
1999 [40]. К2Р-дендрограмма проиллюстрировала
как монофилию подрода Tremewania, так и моно-
филию Roccia после исключения вышеназванных
трех видов. Эти результаты согласуются как с дан-
ными морфологии и биологии, так и с недавно
полученной информацией о хемоаттракции [29].
Сложная ситуация была обнаружена в подроде
Jordanita Verity, 1946. Максимальная внутривидо-
вая дистанция между экземплярами вида Jordani-
ta (Jordanita) graeca (Jordan, 1907) составила 5.72%,
а вида Jordanita (Jordanita) chloros (Hübner, 1813) –
6.08%, в то время как дивергенция между после-
довательностями СОI внутри других видов данного
подрода оказалась гораздо меньше. Для вида Jordani-
ta (Jordanita) globulariae (Hübner, 1793) эта величина
составила 1.86%, а Jordanita (Jordanita) tenuicornis
(Zeller, 1847) – 1.58%. Однако межвидовые ди-
станции для изучаемого подрода оказались очень
низкими – в пределах 0.3–0.61%. Виды Jordanita
(Jordanita) vartianae (Malicky, 1961) и Jordanita (Jor-
danita) syriaca (Alberti, 1937) были исследованы толь-
ко по одному экземпляру каждый, поэтому для них
было невозможно рассчитать внутривидовые ди-
станции. Все виды подрода Jordanita рода Jordanita
имеют хорошие морфологические отличия в стро-
ении гениталий [41]. Можно сделать вывод о том,
что ДНК-штрихкодирование в этой группе нельзя
использовать для делимитации видов. Подобные
результаты были получены ранее и для некоторых
других таксонов Insecta, например семейства
Geometridae (Lepidoptera) [42].

Генетические расхождения (степень полимор-
физма) СОI могут нести информацию биогеогра-
фического характера. Так, анализ штрихкодов
различных популяций Jordanita (Solaniterna) sub-
solana (Staudinger, 1862) показал сходство у образ-
цов из Крыма, Турции, Южной Италии и Маке-
донии, в то время как экземпляры из Армении и
континентальной Украины образуют изолиро-
ванную группу (рис. 2). Это, по нашему мнению,
может отражать заселение этим видом опреде-
ленных географических регионов в разное время.
С другой стороны, значительные различия в по-
следовательностях гена COI могут быть связаны с

длительной изоляцией разобщенных популяций
одного и того же вида, например у Jordanita (Treme-
wania) splendens (максимальное внутривидовое
расстояние 2.17%) из разных горных цепей Цен-
тральной Азии (рис. 1). Данные ДНК-штрихко-
дирования могут быть использованы для ревизии
объема видов. Например, в 2019 г. было показано,
что таксон Ino budensis var. mollis Grum-Grshimai-
lo, 1893 является самостоятельным видом Jordani-
ta (Roccia) mollis (Grum-Grshimailo, 1893) [43].

По литературным данным участок COI, кодируе-
мый ДНК-штрихкодом, имеет пространственную
структуру в виде шести α-спиральных участков,
соединенных пятью петлями, состоящими из 60
аминокислот [36, 37]. У Metazoa Pentinsaari и соавт.
[37] детектировали в участке COI 23 высококон-
сервативные аминокислотные позиции, осталь-
ные сайты оказались вариабельными с различной
долей энтропии. Наибольшее число консерва-
тивных аминокислот (16 из 23) находят в спираль-
ных участках, пронизывающих внутреннюю мем-
брану митохондрии. Тем не менее одна петля также
характеризуется высокой консервативностью,
так как контактирует с гемом в активном центре
фермента [36, 37]. Согласно работе Pentinsaari и
соавт. [37] наиболее важные консервативные по-
зиции у Metazoa в данном участке молекулы COI –
это 22, 45, 110, 111, 113. В исследованном роде Jor-
danita анализ последовательностей COI в про-
грамме BioEdit показал нулевую энтропию для
всех этих позиций.

По данным литературы у Coleoptera в участке
COI, кодируемом ДНК-штрихкодом, детектиро-
вано 39 точек вариабельности, а у Lepidoptera – 14.
Вариабельные участки у Lepidoptera совпадают с
таковыми у Coleoptera, за исключением одного
участка у Lepidoptera (позиция 93), который не
определен в качестве вариабельного у Coleoptera
(энтропия <0.5) [36, 37]. Для исследованных эк-
земпляров Jordanita эта позиция оказалась кон-
сервативной. В общем для рода Jordanita определена
31 точка вариабельности, что составляет 14.2%.
Pentinsaari и соавт. [37] связывают накопление
большего количества несинонимичных замен в
данном фрагменте белка с двумя факторами: вре-
менем дивергенции таксона и уровнем метабо-
лизма, а соответственно интенсивностью работы
цепи переноса электронов для обеспечения орга-
низма энергией. Представители рода Jordanita ха-
рактеризуются медленным линейным полетом [22],
что требует меньших затрат энергии, возможно это
проявляется в количестве аминокислотных за-
мен, сопоставимых с таковым у Coleoptera. У ак-
тивно летающих Lepidoptera (Sphingidae, Saturniidae)
и некоторых других Insecta даже уровни метабо-
лизма покоя обычно выше, чем у нелетающих ви-
дов [44].
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Подавляющее большинство точек вариабель-
ности аминокислот располагается относительно
далеко от центров взаимодействия апофермента с
простетическими группами в цитохромоксидазе.
Это неудивительно, учитывая решающую роль этого
фермента в работе дыхательной цепи. Однако неко-
торые вариабельные сайты в аминокислотной по-
следовательности могут непосредственно влиять
на ферментативную активность, так как находят-
ся на расстоянии атомарного взаимодействия от
гемовых групп [38]. Было идентифицировано
шесть таких вариабельных позиций для Metazoa и
две для Coleoptera. На расстоянии атомарного
взаимодействия от гема локализованы два вариа-
бельных участка: аминокислоты 8 и 57 встречаются
на расстоянии 3.6 и 4.4 Å от гема соответственно.
Для Coleoptera указано, что в одном из двух участ-
ков (8 или 57) может появляться гидрофобная ами-
нокислота фенилаланин с объемным радикалом
[36, 37]. В нашем исследовании мы выяснили,
что для представителей рода Jordanita характерна
аминокислотная вариабельность в позиции 8, в
этом положении обнаружен либо изолейцин, ли-
бо валин. Обе эти аминокислоты являются гидро-
фобными и имеют разветвленный, но не цикли-
ческий ароматический (в отличие от фенилала-
нина) радикал. Согласно данным Betts и Russell
[4] такие замены не приводят к существенным из-
менениям в структуре белковой молекулы, так как
и изолейцин, и валин являются мало реакционно-
способными, локализуются в гидрофобной серд-
цевине белка, при этом обе эти молекулы, имея
метильный радикал при бета-углеродном атоме,
характеризуются одинаковой объемностью боко-
вой цепи. Следовательно, такие изменения не

оказывают существенного влияния на функцио-
нирование белка.

Также нами показано, что из шести вариабель-
ных аминокислотных позиций, располагающихся
достаточно близко к гему (расстояние около 5 Å),
известных по данным литературы для Metazoa
[36, 37], позиция 27 у Jordanita является вариа-
бельной. Но в литературных источниках показано,
что в этой позиции находится глутамин (с энтро-
пией более 1), а у экземпляров исследуемого рода
Jordanita детектированы треонин, аспарагин, ва-
лин, метионин или аланин.

В предыдущем исследовании нами было пока-
зано, что позиции 8, 13, 97, 104, 106, 123, 125 явля-
ются вариабельными для рода Zygaena Fabricius,
1775 [33]. При этом позиция 123 ранее была детек-
тирована как вариабельная для всего рода, в то
время как остальные позиции являются подродо-
специфичными. В результате анализа последова-
тельностей рода Jordanita эти позиции также были
определены как вариабельные. В положении 123
варьируют серин/глицин и у Zygaena, и у Jordani-
ta. Такие замены, по мнению Betts и Russell [4], не
имеют серьезного влияния на функционирова-
ние данного участка полипептидной цепи, так
как эти аминокислоты характеризуются малым
размером радикалов.

Интересно, что при исследовании кариотипов
представителей семейства Zygaenidae [45, 46] во
многих родах обнаружены виды с выраженными
отклонениями от модального для Lepidoptera гап-
лоидного числа (30–31) хромосом (n). У боль-
шинства изученных нами видов рода Jordanita
n равно как раз 31 (за исключением J. (S.) subsola-

Рис. 2. Географическое распространение Jordanita (Solaniterna) subsolana (Staudinger, 1862). Разным цветом обозначены
две группы популяций по данным ДНК-штрихкодирования.
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na, n = 27) [41]. В то же время внутривидовая ва-
риабельность последовательностей митохондриаль-
ной СОI у некоторых хорошо различимых морфо-
логически видов этого рода значительно
превышает общепринятые уровни межвидовой
дивергенции (2–3%), достигая у отдельных пред-
ставителей подрода Jordanita 6–7%.

Данные о строении и изменчивости СОI, ва-
риабельности кодирующих ее генов имеют важное
значение не только для понимания механизмов
функционирования белков, но и для выяснения
путей видообразования, эволюции и филогенети-
ческих взаимоотношений биологических видов.
Комплексный анализ, учитывающий все наблю-
дения (морфологические, биологические, эко-
логические и биохимические) и данные штрихко-
дирования ДНК, может быть полезен для решения
некоторых систематических проблем, а также
таксономических и биогеографических решений.

Таким образом, в результате изучения мито-
хондриального ДНК-штрихкода у представителей
рода Jordanita показано, что этот участок гена ци-
тохромоксидазы характеризуется высокой степенью
вариабельности. В аминокислотных последова-
тельностях, соответствующих ДНК-штрихкодам,
рода Jordanita была выявлена 31 точка вариабель-
ности аминокислот, при этом две точки (8 и 27)
локализованы на близком расстоянии к активно-
му центру фермента.

Считаем своим долгом выразить благодар-
ность П.Д.Н. Эберу (Prof. P.D.N. Hebert) (Канада),
Р. Ружери (Dr R. Rougerie) (Франция), а также
О.Г. Горбунову и И.Г. Мещерскому (Россия) за
плодотворное сотрудничество и техническую по-
мощь при проведении исследований.

Данная работа была частично поддержана проек-
том программы развития ФГАОУ ВО “Крымский
федеральный университет им. В.И. Вернадского”
“Академическая мобильность молодых ученых
России – АММУР” в 2017 г.

Все применимые международные, националь-
ные и/или институциональные принципы ухода
и использования животных были соблюдены.

Авторы заявляют, что у них нет конфликта ин-
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Molecular Genetic Characters of Species of the Genus Jordanita Verity, 1946 
(Lepidoptera: Zygaenidae, Procridinae): DNA Barcodes

and Corresponding Amino Acid Sequences
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The paper presents qualitative and quantitative composition of the nucleotide sequences of the 5' region of
the first subunit of the mitochondrial cytochrome oxidase (COI) gene (decoded in the framework of the In-
ternational DNA Barcoding Project) and the variability of the corresponding amino acid sequences in the ge-
nus Jordanita Verity, 1946. The number of variable positions in COI region (219 amino acid residues) is 14.2%
that significantly exceeds the data for other Lepidoptera. 31 amino acid variable positions were revealed, and
two of them are localized near the active site of the enzyme.
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На основании анализа собственных и литературных данных полевок берегов о. Эворон (n = 8) и
р. Амгунь (n = 8), в Эворон-Чукчагирской низменности, а также особей лабораторного разведения,
приведены новые данные о кариотипической изменчивости (2n = 38–41, NF = 54–59), хромосом-
ных преобразованиях и их сочетаниях в кариотипе. Нумерация хромосом в кариотипе эворонской
полевки с использованием методов дифференциального (GTG–) окрашивания позволила обозна-
чить пары хромосом, вовлеченные в различные хромосомные перестройки, а для пар, образованных
в результате слияния хромосом, дать номера парам их образовавшим. Тандемные слияния теломе-
ра-теломера (TTel) двуплечих хромосом образуют крупный субметацентрик Mev1/4М; слияние те-
ломера-центромера (TCen) в результате инактивации центромеры одной из пар акроцентриков об-
разуют либо акроцентрик (Mev17/18A), либо метацентрик (Mev17/18M), а робертсоновское слияние
этих же пар – образует метацентрик средних размеров (Mev17/18M). Также показана изменчивость
положения центромеры в двух парах аутосом (Mev8 и Mev14). Выявленные перестройки позволили
описать двенадцать вариантов кариотипа: два с 2n = 41, шесть с 2n = 40, три с 2n = 39 и один с 2n = 38.
Предложено отнести полевок Эворон-Чукчагирской низменности, имеющих слияние двуплечих
хромосом Mev1 и Mev4, к хромосомной расе “эворон”, остальных – к расе “арги”. Получение пло-
довитого потомства от особей, имеющих в кариотипе слияние TTel и высокий процент этой пере-
стройки у особей из природных выборок, свидетельствует об отсутствии ее вредного влияния на
жизнеспособность полевок.

Ключевые слова: видообразование, цитогенетика, хромосомные перестройки, тандемные, робертсо-
новские слияния, полиморфизм, популяции, грызуны, млекопитающие.
DOI: 10.31857/S0016675821010082

Восточноазиатские серые полевки рода Alex-
andromys (=Microtus) (Arvicolini Gray, 1821) харак-
теризуются слабой морфологической дифферен-
циацией [1–4] и высокой скоростью процессов
видообразования, сопровождающихся хромо-
сомными перестройками [2, 5, 6]. Кариологиче-
ские характеристики (2n и NF) видов этого рода
являются хорошими дифференцирующими при-
знаками [2, 7–10]. Род включает 12 видов, хромо-
сомные числа которых варьируют от 30 до 52. Для
трех видов отмечен стабильный кариотип: A. ki-
kuchii Kuroda, 1920 (2n = 30, NFa = 48) [11],
A. sachalinensis Vasin, 1955 (2n = 50, NFa = 60) [12]
и A. gromovi Vorontsov et al., 1988 (2n = 44, NFа = 58)
[13]; причем первые два вида являются эндемика-
ми островов. Для трех видов отмечены редкие
случаи изменчивости числа хромосом посред-
ством перестроек робертсоновского типа: A. oeco-

nomus Vasin, 1955 (2n = 30–32, NFа = 58) [14, 15]
A. montebelli Milne–Edwards, 1872 (2n = 30–31,
NFa = 54) [16], и A. mongolicus Radde, 1861 (2n = 49–
50, NFа = 56) [2]. Для четырех видов описана из-
менчивость положения центромеры (или инвер-
сии) при стабильном числе хромосом: A. fortis
Büchner, 1889 (2n = 52, NFa = 62–64) [17], A. mid-
dendorffii Poljakov, 1881 (2n = 50, NFa = 54–56) [2],
A. limnophilus Büchner, 1889 (2n = 38, NFа = 56–58)
[18], A. mujanensis Orlov et Kovalskaya, 1978 (2n =
= 38, NFa = 46–49) [19]. И только для двух видов об-
наружена изменчивость числа и морфологии хро-
мосом, сопряженная с множественными хромо-
сомными перестройками: A. evoronensis Kovalskaya et
Sokolov, 1980 (2n = 38–40, NF = 52–58) [2, 9] и
A. maximowiczii Schrenk, 1859 (2n = 36–44, NFa =
= 50–60) [2, 10]. По молекулярно-генетическим
данным показано, что полевки группы “maximo-
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wiczii” A. mujanensis и A. evoronensis близки к A. max-
imowiczii, и в одной из последних работ было пред-
ложено рассматривать первые два вида в составе
A. maximowiczii [20]. Несмотря на то, что мы соав-
торы этой статьи, считаем, что ранг этих таксонов
все еще остается спорным, и они нуждаются в до-
полнительных исследованиях, особенно гибри-
дологических, поэтому в настоящей работе рас-
сматриваем A. evoronensis как самостоятельный
вид.

Внутрипопуляционный множественный хро-
мосомный полиморфизм последних двух видов
исследован слабо [2, 7, 9, 10, 21]. Для A. evoronensis
при описании вида, основанном на стерильности
F1 при ссаживании их с A. maximowiczii и кариоло-
гических особенностях [9], были выявлены вари-
ации диплоидного числа и плеч хромосом эво-
ронской полевки (2n = 38–40, NF = 52–58). В
этой работе авторы выявили шесть структурных
перестроек: два центрических слияния, одноте-
ломерно-центромерное слияние и три перицен-
трических инверсии, половые хромосомы описа-
ны как акроцентрические. Вслед за этой работой
другими авторами [22] при использовании диф-
ференциального (G–) окрашивания хромосом
пяти особей из природной популяции, располо-
женной недалеко от terra typica, были отмечены
иные хромосомные перестройки при той же из-
менчивости числа хромосом (38–40), половые
хромосомы описаны как акроцентрические. Раз-
личие числа хромосом объясняли тандемным
слиянием двух двуплечих пар хромосом. Позже,
на основе изучения кариотипов ранее исследован-
ных полевок [22] и их лабораторного потомства
(2n = 38–40, NF = 53–56) [2], были выявлены че-
тыре типа перестроек: тандемное слияние двупле-
чих пар, одно робертсоновское слияние и измене-
ние положения центромеры в двух парах аутосом.
Изменение положения центромеры связывали
как с различными типами слияния хромосом, так
и перицентрическими инверсиями. Морфология
половых хромосом была уточнена: Х-двуплечий,
а Y-одноплечий элементы. В работе приведены
фото шести раскладок хромосом с различными
диплоидными числами и сочетаниями хромосом-
ных перестроек (две раскладки с 2n = 40, две с
2n = 39 и одна с 2n = 38). Варианты кариотипа не
были описаны, номера двуплечих пар хромосом
(D), вовлеченные в тандемное слияние определе-
ны как D1 и D6, акроцентрические пары хромо-
сом, участвующие в слиянии хромосом с образова-
нием двуплечей хромосомы (D4) не определены.

Ранее считали, что данный вид обитает только
в Эворон-Чукчагирской низменности, располо-
женной в Хабаровском крае России [23] соответ-
ственно и кариотипы исследованы из долины
оз. Эворон этой низменности [2, 9, 24, 25]. Недав-
но нами были обнаружены две изолированные
популяции эворонской полевки – одна в Верхне-

буреинской впадине Хабаровского края [25], дру-
гая в северо-восточной части Амурской обл. [26],
видовая диагностика которых была проведена по
данным мтДНК. Полевки этих популяций в кари-
отипах имели 37 и 36 хромосом соответственно,
что не входит в размах изменчивости числа хро-
мосом, описанного для вида ранее (38–40) [2, 9].
На основании этих данных, нами было высказано
предположение, что эворонская полевка может
иметь две хромосомные расы [27].

Чтобы охарактеризовать кариотипическую из-
менчивость в географически изолированных по-
пуляциях вида с числами хромосом 36 и 37 (что и
планируется сделать в следующей работе), необ-
ходимо сначала описать кариологические осо-
бенности вариантов кариотипа полевок из Эво-
рон-Чукчагирской низменности, выявив пары хро-
мосом, вовлеченные в хромосомные перестройки.
Поэтому целью настоящего исследования было ис-
следовать кариотипы полевок в Эворон-Чукчагир-
ской низменности, дать номера парам хромосом
кариотипа с максимальным числом одноплечих
хромосом, на основе собственных и литературных
данных описать варианты кариотипа и хромосом-
ные перестройки, характеризующие эти варианты.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Материалом хромосомного исследования по-

служили 27 полевок: десять особей эворонской
полевки, отловленных авторами в трех природ-
ных локальных популяциях Эворон-Чукчагир-
ской равнины (рис. 1), и семнадцать – лаборатор-
ного разведения. Исследованным полевкам при-
сваивали тройной номер: номер хромосомного
препарата/номер образца тканей/номер сиквенса
контрольного региона в Генбанке NCBI. Послед-
ний номер приведен с целью привязки кариоло-
гических данных настоящей работы кранее опуб-
ликованным молекулярно-генетическим данным
(если таковые имеются) [25, 26, 28].

Точка № 1 – самец 2050/81–06/HM135862 –
отловлен в сентябре 2006 г. в долине проточного
оз. Эворон, на осоково-вейниковом закочкарен-
ном лугу близ развилки дорог на пос. Харпичан и
пос. Эворон (51°19′ с.ш., 136°35′ в.д.). Точка № 2 –
три самца: 2355/50–08/HM135861, 2369/87–08 и
2370/88–08/НМ135859 – отловлены на разно-
травном лугу в июле 2008 г., 4 км на север от
пос. им. Полины Осипенко, близ слияния рек Ни-
мелен и Амгунь (52°26′ с.ш., 136°34′ в.д.). Точка
№ 3 – шесть особей: самец 0060/58–16, самка
0061/94–16, самка 0062/93–16, самка 0063/92–16,
самец 0064/91–16 и самка 0066/95–16 – отловле-
ны в июле 2016 г., дамба заросшая травой и ивой,
1 км восточнее пос. им. Полины Осипенко, доли-
на р. Амгунь (52°25.42′ с.ш., 136°29.67′ в.д.). Сем-
надцать полевок лабораторного разведения получе-
ны от четырех природных животных, отловленных



84

ГЕНЕТИКА  том 57  № 1  2021

КАРТАВЦЕВА и др.

в точке № 3: самцов 0060/58–16 и 0064/91–16, са-
мок 0062/93–16 и 0061/94–16. Этим полевкам
присваивали двойные номера. В разведении эво-
ронских полевок использованы апробированные
методы [2, 29].

Хромосомные препараты, ткани для молеку-
лярного анализа и черепа хранятся в коллекции
ФНЦ Биоразнообразия ДВО РАН.

Также с целью выявления вариантов кариоти-
пов эворонской полевки использованы ранее
опубликованные данные хромосом из двух точек
(рис. 1): точка № 4 (terra typica) – берег р. Девятка,
единственной реки, вытекающей из оз. Эворон
[9]; точка № 5 – долина р. Одон, впадающей в
оз. Эворон [2, 22]. Ранее в двух работах [2, 9] мак-
симальное число плеч хромосом было определено
как 58. Однако по данным опубликованной авто-
рами раскладки хромосом при первоописании
вида (полевка из точки 4) [9] оно равно 59, поэто-
му мы считаем это число верным и учитываем в
нашей работе.

Суспензии хромосом для полевок точек № 1 и
3 приготовлены из клеток костного мозга бедрен-
ной кости по стандартной методике [30], для по-
левок точки № 2 использован метод кратковре-
менной культуры клеток костного мозга [31]. Го-

мологию пар хромосом выявляли при помощи
GTG-метода [32], окрашивание на структурный
гетерохроматин проводили с использованием ме-
тода, предложенного Самнером [33], без предва-
рительной обработки препаратов соляной кисло-
той. Окрашивание ядрышкового организатора
(ЯОР) проведено без предварительной обработки
муравьиной кислотой [34].

Исходным кариотипом для присвоения номе-
ров пар хромосом послужил кариотип с макси-
мальным числом 2n (42), включающий 26 акро-
центрических (A) и 14 двуплечих (М) аутосом
(табл. 1). Парам хромосом, образованным в ре-
зультате слияния хромосом, присваивали дроб-
ный номер, состоящий из номеров пар сливших-
ся хромосом и указанием ее морфологии (А или
М). Для выявления вариантов кариотипа эворон-
ской полевки, опубликованного ранее из долины
оз. Эворон [2, 9, 35], мы применили новую нуме-
рацию пар хромосом. Ранее парам хромосом ка-
риотипа с 2n = 40 (16 двуплечих и 22 одноплечих
аутосом) были даны номера раздельно двуплечим
(D) и одноплечим (A) хромосомам [2, 9], затем
для ранее опубликованного кариотипа [2, 9] была
дана сквозная нумерация пар [35]. Поскольку для
двуплечей хромосомы, образованной в результате

Рис. 1. Точки исследования кариотипа эворонской полевки Alexandromys evoronensis. Черные значки – наши данные,
белые – литературные. Координаты локалитетов 1–5 (2n = 38–41) указаны в настоящей статье, локалитет № 6 (2n =
= 37) [25], локалитет № 7 (2n = 36) [26].
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слияния акроцентрических пар хромосом, в по-
следней работе был дан порядковый номер, не
указывающий на слияние, а пары, участвовавшие
в перестройке, не имели номера, мы приводим
иную нумерацию хромосом. А именно: кариоти-
пу с максимальным диплоидным числом хромо-
сом (41), имеющему 26 одноплечих аутосом, даем
сквозную нумерацию. Для определения числа
хромосом анализировали не менее 20 хромосом-
ных пластинок и не менее трех раскладок для
каждой особи. Метафазные пластинки анализи-
ровали с помощью микроскопа Axio Imager 1 с
цифровой камерой AxioCamHR и программного
обеспечения AXIOVISION 4.7 (Германия) центра
коллективного пользования ФНЦ Биоразнооб-
разия.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Исследование хромосомных наборов A. evo-
ronensis двадцати семи особей (10 природных и 17
лабораторного разведения) полевок Эворон-Чук-
чагирской низменности выявило новое макси-
мальное диплоидное число (41), ранее оно было
равно 40, и число акроцентрических пар аутосом
(26). Хромосомные числа исследованных полевок
точек № 1, 2 и 3 варьировали от 40 до 41 (рис. 2).

В результате анализа дифференциально-окра-
шенных хромосом (рис. 3) и изменчивости числа
и морфологии хромосом собственных и литера-
турных данных для точек № 4 [9] и 5 [2] было по-
казано, что диплоидные числа вида варьируют от

38 до 41. С учетом различных хромосомных пере-
строек выявлено 12 вариантов кариотипа (табл. 1).
Дифференциальное окрашивание хромосом эво-
ронской полевки позволило дать номера парам
хромосом кариотипа и парам, вступающим в хро-
мосомные перестройки, при формировании две-
надцати вариантов кариотипа (рис. 3).

Вариант 2n = 41a, NF = 56 (рис. 2,а) имеет
13 двуплечих (M) и 26 одноплечих (A) аутосом.
Среди двуплечих аутосом присутствует один
крупный субметацентрик. Дифференциальное
окрашивание позволило определить метацентри-
ческие пары хромосом Mev1 и Mev4, которые в
результате тандемного слияния теломера–тело-
мера (TTel) образовали крупный субметацентрик
(Mev1/4M) (рис. 4,а), где активирован центро-
мерный район хромосомы Mev4. В этом варианте
кариотипа все три хромосомы (Mev1, Mev4 и
Mev1/4M) находятся в гетерозиготном состоя-
нии. Такой вариант имели самцы точек № 2
(2369/87–08; 2370/88-08; 2355/50–08) и особи
точки № 3 (самец 0060/58–16; самки 0063/92–16 и
0066/95–16); встречен у особей точки № 2 с часто-
той 1.0 и точки № 3 – с частотой 0.67. Для популя-
ции берега р. Амгунь (точки № 2 и 3) частота равна
0.75. Окрашивание на структурный гетерохрома-
тин выявило прицентромерный гетерохроматин
во всех парах хромосом. В Х-хромосоме присут-
ствует слабо окрашенный С-блок в прицентро-
мерном районе длинного плеча. Y-хромосома
полностью гетерохроматиновая. Ядрышкообра-
зующие районы локализованы в прицентромер-

Таблица 1. Хромосомные характеристики вариантов кариотипа и схема изменчивых пар аутосом эворонской по-
левки Alexandromys evoronensis Эворон-Чукчагирской низменности

Примечание. Морфология аутосом: М – двуплечая (Х), A – одноплечая (V). 42* – теоретически ожидаемый вариант карио-
типа, ГС – гетерозиготное состояние; пара хромосом 1/4 дана прописными буквами, чтобы выделить ее крупные размеры.

2n NF
Число

аутосом Номера пар аутосом и их морфология Число 
перестроек Источник

M A 1, 4 1/4 17, 18 17/18 8 13 всего ГС

42* 58 14 26 xxxx v vvv v v v v 0 0 Нет данных
41a 56 13 26 x x X v vvv v v v v 1 1 Наши данные
b 57 14 25 x x X v vvv vx v v 2 2 »
40a 57 15 23 xxxx vx v v v v 1 1  [2] + наши данные
b 56 14 24 xxxx xx v v v v 1 0  [2]
c 59 17 21 xxxx vx xx v v 2 1  [9]
d 56 14 24 x x X v v x xx v v 3 1  [2]
e 54 12 26 XX v vvv v v v v 1 0 Наши данные
f 55 13 25 XX v vvv vx v v 2 1 »
39a 55 14 23 XX v v x vx vx 3 2  [2]
b 56 15 22 x x X xx v v v v 2 1  [9]
c 55 14 23 x x X vx xx v v 3 2  [2]
38a 55 15 21 XX xx v v vx 3 1  [2]
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Рис. 2. Варианты кариотипа эворонской полевки Alexandromys evoronenesis. а – 2n = 41a, NF = 56 (точка № 2, самка 0063/
92–16) 13 двуплечих (M), 26 одноплечих (A) аутосом и один крупный субметацентрик (Mev1/4), образованный в ре-
зультате тандемного слияния пар Mev1 и Mev4; б – 2n = 40a, NF = 57 (точка 1, самец 2050/81–06/HM135862), 15 M и
23 A. Одна пара хромосом гетероморфная – Mev17/18A и Mev17/18M; в – 2n = 40e, NF = 54 (точка № 3, самец 4183,
лабораторное разведение), 12 М и 26 А аутосом, тандемное слияние пар Mev1 и Mev4 в гомозиготном состоянии
(Mev1/4M и Mev1/4M); г – 2n = 40f, NF = 55 (точка № 3, самец 4527, лабораторное разведение), 13 М, 25 А, тандемное
слияние пар Mev1 и Mev4 в гомозиготном состоянии (Mev1/4, Mev1/4) и гетероморфная пара Mev8М и Mev8А.
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Рис. 3. Дифферциально окрашенные хромосомы эворонской полевки Alexandromys evoronenesis из двух точек. а – точка
№ 3, кариотип 2n = 40e, NF = 54 (самец № 4183, лабораторное разведение), 12 М и 26 А аутосом: GTG-окрашивание;
б – C-окрашивание, стрелками указаны теломерные С-блоки; в – NOR-окрашивание, ядрышкообразующие районы
в прицентромерных районах двух пар аутосом (17 и 20); г, д – локалитет № 1, кариотип 2n = 40a, NF = 57 (самец
2050/81-06/HM135862), 15 M и 23 A. Пара 17/18 гетероморфная (подчеркнута): акроцентрическая хромосома образо-
вана путем тандемного слияния (центромера–теломера), метацентрическая – путем центромерного слияния (центро-
мера–центромера). GTG-окрашивание (г), C-окрашивание (д).
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ных районах двух пар аутосом – Mev17A и
Mev20A (рис. 2,в).

Вариант 2n = 41b, NF = 56 (табл. 1): 14 двупле-
чих и 25 одноплечих аутосом. От кариотипа 2n = 41a
отличается одной парой аутосом (Mev8), находя-
щейся в гетерозиготном состоянии по морфоло-
гии гомологов, представленных  акроцентриком (А)
и метацентриком (М). Этот вариант обнаружен у
особей лабораторного разведения. Метацентриче-
ский вариант хромосомы появился в результате сса-
живания полевок вариантов кариотипов 40f и 41a.

Варианты с 2n = 40. По данным собственных и
литературных данных обнаружено шесть вариан-
тов кариотипа, имеющего 40 хромосом (табл. 1),
различающихся сочетаниями хромосомных пере-
строек таких как тандемное слияние (TTel) мета-
центрических пар Mev1M и Mev4M с образованием
крупного субметацентрика (Mev1/4M); робертсо-
новское слияние акроцентрических пар Mev17A и
Mev18A c образованием метацентрика
Mev17/18M (рис. 4,б) и тандемное слияние – цен-
тромера-теломера (TCen) акроцентрических пар
Mev17A и Mev18A c образованием акроцентрика
Mev17/18A, где активирована центромера хромо-
сомы Mev18A (рис. 4,г). В нашем исследовании в
кариотипе полевок с 2n = 40 (точки № 2 и 3) были
обнаружены два варианта слияния акроцентри-
ческих хромосом (рис. 4). Третий вариант TCen с
образованием метацентрика Mev17/18M, описан-
ный в работе М.Н. Мейер с соавт. [2], в точке № 5
нами не обнаружен.

Вариант 2n = 40a, NF = 57 (рис. 2,б, табл. 1): 15
двуплечихи 23 одноплечих аутосом. Одна пара хро-
мосом гетероморфная – Mev17/18A и Mev17/18M.
При дифференциальном окрашивании хромосом
(GTG) виден различный рисунок окрашивания
гетероморфных хромосом (рис. 3,г). На рис. 4
приведена схема слияния акроцентрических хро-
мосом (рис. 4,б, г). Окрашивание на структурный
гетерохроматин показало наличие прицентро-
мерного гетерохроматина во всех парах аутосом,
включая гетероморфную пару. Акроцентриче-
ские хромосомы Mev17А и Mev18A, участвовав-
шие в слиянии, имели гетерохроматиновые бло-
ки в центромерных районах. У метацентрической
хромосомы Mev17/18М гетерохроматин выявлен
в центромерном районе хромосомы, тогда как
при тандемном слиянии гетерохроматиновый
блок отмечен только в центромерном районе ак-
роцентрической хромосомы Mev17/18A (рис. 3,д).
Такой вариант кариотипа обнаружен у особей то-
чек № 1 (2050/81–06/HM135862) и № 3 лабора-
торного разведения (4437/297–18). К такому ва-
рианту можно отнести ранее обнаруженный ка-
риотип полевки из точки № 5 [2].

Вариант 2n = 40b, NF = 56 (табл. 1): 14 М и 24 А
аутосом. Отличается от варианта 2n = 40a тем, что
пара Mev17/18M находится в гомозиготном со-
стоянии. Такой вариант имеет одна из полевок
точки № 5 [2].

Вариант 2n = 40с, NF = 59 (табл. 1): 17 М и 21 А
аутосом. Отличается от 2n = 40a и 2n = 40b тем,

Рис. 4. Схемы хромосомных перестроек эворонской полевки Alexandromys evoronenesis. а – тандемное слияние теломе-
ра–теломера (TTel) образовали крупный субметацентрик (Mev1/4M). Слияния акроцентрических хромосом Mev17A
и Mev18A; б – робертсоновское слияние с образованием метацентрика Mev17/18M; В – тандемное слияние – центро-
мера–теломера (TCen) с образованием метацентрика Mev17/18M; г – тандемное слияние центромера–теломера
(TCen) с образованием акроцентрика Mev17/18A.
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что имеет гетероморфную пару: Mev17/18A и
Mev17/18M. Пара Mev8M представлена двумя ме-
тацентрическими хромосомами. Этот вариант
имеет максимальное число плеч хромосом (59) и
обнаружен в точке № 4 [9].

Вариант 2n = 40d, NF = 56 (табл. 1): 14 М и 24 А
аутосом. Кариотип имеет гетерозиготное состояние
хромосом (Mev1M, Mev4M, Mev1/4M, Mev17A,
Mev18A, Mev17/18М), где присутствуют два типа
слияния одновременно: TTel (Mev1/4M) и ро-
бертсоновское (Mev17/18М). Такой вариант име-
ла она из полевок точки № 5 [2].

Вариант 2n = 40e, NF = 54 (рис. 2,в, 3,а, б, в):
12 М и 26 А аутосом. Кариотип имеет TTel-слия-
ние (Mev1/4M) в гомозиготном состоянии. Такой
вариант обнаружен нами в точке № 3 (самка
0062/93–16).

Вариант 2n = 40f, NF = 55 (рис. 2,г): 13 М, 25 А.
Кариотип имеет TTel-слияние (Mev1/4M) в гомо-
зиготном состоянии и гетероморфную пару –
Mev8М, А. У одного из гомологов пары Mev9
имеется хорошо выраженное короткое плечо, и
такую хромосому можно назвать субтелоцентри-
ческой. Однако в настоящей работе мы относим
эту хромосому к акроцентрической и не учитыва-
ем при подсчете числа плеч аутосом. Такой вариант
обнаружен нами в точке № 3 (самец 0064/91–16).

Вариант 2n = 39a, NF = 55 (табл. 1): 14 М и 23 А
аутосом. Кариотип имеет гетерозиготное состоя-
ние трех хромосом: Mev17/18M, Mev17А и
Mev18А. Две пары аутосом по характеру их мор-
фологии находятся в гетероморфном состоянии
(Mev8М, Mev8А и Mev13М, Mev13А). Такой вари-
ант обнаружен нами в точке № 5 [2].

Вариант 2n = 39b, NF = 56 (табл. 1): 15 М и 22 А
аутосом. Кариотип имеет TTel-слияние (Mev1/4M)
в гетерозиготном состоянии (Mev1М, Mev4M,
Mev1/4M) и слияние акроцентрических хромо-
сом Mev17/18М в гомозиготном состоянии. Та-
кой вариант обнаружен в точке № 4 [9].

Вариант 2n = 39с, NF = 55 (табл. 1): 14 М и 23 А
аутосом. Кариотип имеет TTel (Mev1/4M), ро-
бертсоновское (Mev17/18М) и ТCen (Mev17/18A)
слияния в гетерозиготном состоянии (Mev1М,
Mev4М, Mev1/4M, Mev17/18М, Mev17/18A). Та-
кой вариант обнаружен в точке № 5 [2].

Вариант 2n = 38a, NF = 55 (табл. 1): 15 М и 21 А
аутосом. Кариотип характеризуется слияниями
TTel (Mev1/4) и робертсоновским (Mev17/18М),
образованные пары находятся вгомозиготном со-
стоянии. Пара Mev13 гетероморфная – Mev13M,
A. Такой вариант обнаружен нами в точке № 5 [2].

Окрашивание на структурный гетерохроматин
(г/х). Небольшое количество г/х присутствует в
прицентромерных районах всех аутосом. Степень
его окрашивания от слабого до яркого в различ-
ных метафазах варьировало. Также для полевок
из точек № 2 и 3 (долина р. Амгунь) отмечены

С-блоки в теломерном районе короткого плеча
пары хромосом Mev2. Однако в кариотипе 40а по-
левки из точки № 1 (рис. 3,д) (долина оз. Эворон)
пара аутосом Mev2 таких блоков не имела.

Кариотипы полевок долины р. Амгунь. В точке
№ 2 у двух особей был кариотип 41а. В точке № 3
диплоидные числа варьировали от 40 до 41. Так,
один самец (0060/58–16) и две самки (0063/92–16
и 0066/95–16) имели кариотип 41а, один самец
(0064/91–16) – кариотип 40f и одна самка – 40e
(0062/93–16). Еще у одной самки, давшей потом-
ство (0061/94–16), кариотип не определен, но в
кариотипе потомства (2n = 40a) присутствовала
робертсоновская перестройка (Mev17/18M) и
тандемное слияние TCen(Mev17/18A). При разве-
дении полевок, нам не удалось сохранить особей
с таким вариантом кариотипа. При ссаживании
полевок с вариантами кариотипа 2n = 40f и
2n = 40e, получена линия со стабильным числом
хромосом (40), но при этом с изменчивой морфо-
логией пары Mev8 (М, А). При ссаживании самки
с кариотипом 2n = 40е с самцами вариантов карио-
типа 2n = 40f и 2n = 41а получена линия с числами
хромосом 40 и 41. Наиболее жизнеспособными
оказались особи вариантов кариотипа с тандем-
ным слиянием двуплечих пар аутосом (TTel) и об-
разованием крупного субметацентрика Mev1/4M
как в гомозиготном (2n = 40e, 2n = 40f), так и ге-
терозиготном состоянии (2n = 41а и 2n = 41b). На
основании того, что почти все отловленные нами
полевки в точках № 2 и 3, имели слияние TTel, а
при лабораторном разведении получено потом-
ство с такой перестройкой, можно заключить, что
слияние TTel не является вредным в исследуемой
популяции. Что касается второго тандемного
слияния (TCen) акроцентрических пар с образо-
ванием акроцентрика Mev17/18А, то жизнеспо-
собность полевок с такой перестройкой возмож-
но снижена. Нами в виварных условиях (как было
сказано выше) были получены полевки с такой
перестройкой, но получить от них потомство не
удалось.

Кариотипы полевок долины оз. Эворон. Числа
хромосом двадцати семи полевок из природы и
семи особей лабораторного разведения из точек
№ 1, 4 и 5 варьируют от 38 до 40 (табл. 2). Имею-
щиеся в нашем распоряжении собственные и ли-
тературные [2, 9] данные только для восьми осо-
бей, включая одну полевку лабораторного разве-
дения, позволили описать восемь вариантов
кариотипа: один для 2n = 38, три – 2n = 39 и четы-
ре – 2n = 40. Кариотипы с 2n = 41 не обнаружены.
Изменчивость кариотипа сопряжена с такими
хромосомными перестройками, как TTel, TCen,
центрическим слиянием и смещением центро-
меры.

Слияние теломера–теломера. Тандемное слия-
ние (TTel) двуплечих хромосом с образованием
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крупного субметацентрика Mev1/4 присутствует
в девяти вариантах кариотипа из двенадцати об-
наруженных, причем в пяти из них – в гетерози-
готном состоянии. Из девяти кариотипирован-
ных полевок природной популяции берега р. Ам-
гунь все особи имели слияние TTel (Mev1/4),
причем, шесть особей имели гетерозиготное со-
стояние по этой перестройке с частотой 0.67. При
лабораторном разведении полевок преобладали
особи с перестройкой TTel в гомозиготном состо-
янии. В природных популяциях точек № 4 и 5,
были обнаружены особи с такой перестройкой в
кариотипах вариантов 2n = 40d, 2n = 39a, b, c, 2n = 38
(табл. 2). Если в точке № 4 частота данных хромо-
сомных перестроек неизвестна, то в точке № 5 (из
пяти полевок) TTel выявили в кариотипе двух
особей в гомозиготном состоянии и у одной – в
гетерозиготном. В точке № 1 одна особь не имела
такой перестройки. Таким образом, хромосом-
ные числа полевок Эворон-Чукчагирской низ-
менности варьировали от 38 до 41. Частота тело-
мерного слияния (TTel) в кариотипах здесь равна
0.87, в гетерозиготном состоянии– 0.47. Един-
ственный самец, отловленный нами в окрестно-
стях оз. Эворон, не имел такой перестройки.

ОБСУЖДЕНИЕ

Обнаруженные в настоящей работе числа хро-
мосом эворонской полевки Эворон-Чукчагирской
равнины варьируют от 38 до 41, числа плеч – от 54
до 59 (табл. 1). Полученные данные позволяют
предполагать, что максимальное число хромосом
равно 42. Ранее для данного вида были приведены
иные характеристики кариотипа: 2n = 38–40, NF =
= 54–58 и без описания вариантов кариотипа и
хромосомных перестроек, характеризующих эти
варианты [2]. Впервые в настоящей работе выявлен
кариотип, имеющий максимальное из обнаружен-
ных для вида число хромосом (41) и одноплечих

аутосом (26). Изменчивость числа хромосом обу-
словлена слияниями четырех пар аутосом –
Mev1M, Mev4M, Mev17A и Mev18A. Тандемное
слияние пар Mev1M и Mev4M (TTel), с образова-
нием Mev1/4M, приводит к уменьшению числа
хромосом и плеч аутосом. Слияние (TCen) акро-
центрических пар Mev17A и Mev18A приводит к
образованию Mev17/18M, Mev17/18A. Эти два ва-
рианта слияний обнаружены у полевки из попу-
ляции № 1 (рис. 2,б, рис. 3,г, д). Третий вариант
тандемного слияния, с образованием двуплечего
элемента, обнаружен в популяции № 5 [2], где ак-
тивирована центромера хромосомы Mev17. Нами
такой вариант не обнаружен, но поскольку име-
ется описание этой перестройки, мы приводим ее
схему (рис. 4,г).

Изменчивость морфологии аутосом (и как
следствие изменение числа плеч) происходит так-
же и за счет изменения положения центромеры
или инверсии в данных парах: Mev8A и Mev14A.
Впервые изменчивость морфологии данных пар
аутосом была обнаружена для полевок берегов
оз. Эворон [2]. Авторами было предложено два
сценария перестройки этих пар аутосом – пери-
центрическая инверсия и тандемное слияние ак-
роцентрических хромосом, аналогичные тако-
вым в паре Mev17/18. Возможно, то, что мы назы-
ваем смещением центромеры, является
инактивацией одной из центромер слившихся ак-
роцентрических пар аутосом. Таким образом,
число вариантов кариотипа эворонской полевки,
с учетом всех перестроек хромосом, должно быть
значительно больше, чем описано нами.

Исследование кариотипов эворонской полев-
ки из локальных популяций долин оз. Эворон и
р. Амгунь позволяет говорить, что они имеют
сходный характер перестроек хромосом, но раз-
личные числа хромосом (табл. 2). Эти популяции
имеют два варианта тандемных слияний и одно
робертсоновское.

Таблица 2. Варианты кариотипа эворонской полевки Alexandromys evoronensis двух долин в Эворон-Чукчагирской
низменности

Примечание. + – вариант обнаружен, ? – нет данных, жирным выделены варианты, появившиеся в результате виварного раз-
ведения; “–” – вариант не обнаружен; * – исследованы пределы изменчивости 2n и NF, варианты кариотипа определены по
двум опубликованным раскладкам [9]; ** – варианты кариотипа определены по шести опубликованным раскладкам [2].

Долины Локалитет
(число особей)

2n

38 39 40 41

Оз. Эворон 1 (1) – – a –
4 (20*) + b c –
5 (5**) + a, c a, b, c –
Лабораторные 5 (7**) ? ? d –

Р. Амгунь 2 (2) – – – a
3 (6) – – e, f a,
Лабораторные 3 (17) – – a, e, f a, b
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Несмотря на то, что мы не выявили низкие
числа хромосом (38 и 39) в долине р. Амгунь (точ-
ках № 2, 3), наличие особей с двумя тандемными
и робертсоновским слияниями в этих популяци-
ях позволяет предположить, что при увеличении
числа исследованных полевок, мы можем ожи-
дать появления здесь кариотипов с этими числа-
ми. Однако по распределению гетерохроматина
во второй паре аутосом (Mev2) мы наблюдаем
различия между полевками берегов оз. Эворон
(точки № 1, 5) и р. Амгунь (точки № 2, 3). Воз-
можно отличия касаются и аутосомы Mev9, в ко-
торой появляется короткое плечо. Из-за исследо-
вания небольшого объема выборок мы не можем
говорить, что обнаруженные различия диффе-
ренцируют популяции. О слабой дифференциа-
ции полевок берегов р. Амгунь и оз. Эворон сви-
детельствуют и полученные нами ранее данные
контрольного региона мтДНК [26]. Так, было вы-
явлено только десять фиксированных замен меж-
ду гаплотипами особей (HM135858–HM135861),
отловленных в точке № 2, и гаплотипом особи
(номер HM135857) точки № 4.

Нами впервые сделано окрашивания ЯОР для
эворонской полевки. Для видов рода Alexandromys
ЯОР исследованы только для A. fortis (номера пар
хромосом несущих ЯОР-блоки не определяли), у
которого ЯОР локализованы в теломерном райо-
не метацентрической пары и центромерном рай-
оне двух пар аутосом [36]. Наличие ЯОР-блоков в
прицентромерном районе небольшой пары и са-
мой мелкой акроцентрической пары набора эво-
ронской полевки возможно соответствуют тако-
вым для A. fortis.

Ранее для кариотипов полевок из долины
оз. Эворон (точка № 5) были исследованы С-окра-
шенные хромосомы [2]. В работе сказано: “Ауто-
сомный гетерохроматин у эворонской полевки
очень слабо выражен. В основном – это центро-
мерные блоки, далеко не всегда выявляющиеся у
всех пар. На Х-хромосоме кроме центромерного
блока присутствует еще околоцентромерный
блок. Y-хромосома целиком состоит из гетеро-
хроматина” [2, стр. 201]. Полевки берегов р. Ам-
гунь имеют прицентромерный гетерохроматин во
всех парах аутосом (рис. 3,б). Следовательно
можно было сделать вывод, что полевки долин р.
Амгунь и оз. Эворон различаются по локализации
гетерохроматина. Однако у исследованной нами
полевки с берегов Эворон (рис. 3,д) мы отмечаем на-
личие прицентромерных блоков во всех парах ауто-
сом, а также различное гетерохроматиновое окра-
шивание гетероморфных хромосом Mev17/18M и
Mev17/18А. Также отчетливо виден околоцентро-
мерный блок в длинном плече третьей пары ауто-
сом. Поэтому считаем, что наши данные скорее
дополняют информацию о характере окрашивания
на структурный гетерохроматин в хромосомах этого
вида, а не служат отличительными особенностями

кариотипов полевки р. Амгунь и оз. Эворон. Следу-
ет отметить, что дифференциальное окрашива-
ние хромосом полевок, приготовленных из кост-
ного мозга взрослых животных, имеет проблемы,
поскольку цитоплазма клеток костного мозга у
таких особей имеет много жировых включений,
что мешает получению качественных препаратов.

Авторами, описавшими этот вид [9], было вы-
сказано предположение, что теоретически дипло-
идное число у эворонской полевки может варьи-
ровать от 36 до 42. Однако на сегодняшний день
данные по известным для вида перестройкам в
Эворон-Чукчагирской популяции не позволяют
допустить наличия здесь кариотипов с 2n = 36–37.
Тем не менее обнаруженные нами ранее особи из
Верхнебуреинской впадины Хабаровского края и
Верхнезейской равнины Амурской обл. имели в
кариотипе 37 и 36 хромосом соответственно [25,
26] свидетельствуют о том, что на сегодняшний
день эти числа выходят за пределы обнаруженной
изменчивости вида. Возможно для эворонской
полевки можно предположить наличие двух хро-
мосомных рас: “эворон” с 2n = 38–42 и “арги” c
2n = 36, 37. В настоящее время характер хромосом-
ного полиморфизма расы “арги” не исследован, од-
нако большое число пар, вступающих в перестрой-
ки и “легкость”, с которой происходят слияния
хромосом у полевок Эворон-Чукчагирской попу-
ляции, позволяет предположить обнаружения у
этого вида перестроек с участием как аналогич-
ных, так и других пар аутосом.

Исследования характера тандемных перестроек
у животных из природных популяций представля-
ют большой интерес, так как показано, что транс-
локации и тандемные слияния лежали в основе
преобразования кариотипов многих групп млеко-
питающих [37–39]. Наиболее яркими примерами
служат тандемные слияния хромосом, сопровож-
давшие видообразования оленей рода Muntiacus
[40, 41] и хлопковых крыс рода Sigmodon [42, 43].

Для серых полевок рода Microtus (в который до
недавнего времени входили восточноазиатские
полевки в ранге подрода Alexantromys) показана
быстрая дивергенция кариотипа [44–46]. Бóль-
шая часть хромосомных перестроек приходилась
на робертсоновские слияния, но и тандемные
слияния также не были редкими событиями. Од-
нако под тандемными слияниями как правило
подразумевались слияния двуплечего элемента с
одноплечим (TCen) [44, 45, 47].

Известно, что во внутри- и межпопуляцион-
ный полиморфизм млекопитающих, особенно у
эволюционно молодых видов, могут быть вовлече-
ны все известные хромосомные перестройки, одна-
ко самым “вредным” из них являются тандемные
слияния [39, 48]. Нам известны тандемные слияния
в гетерозиготном состоянии для нескольких видов
млекопитающих. Так у летучих мышей Uroderma bi-
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lobatum [49] перестройка выявлена в гетерозигот-
ном состоянии у 9% особей, у южно-американ-
ского грызуна туко-туко Ctenomys talarum – 11%
[50], и у одной особи из восьми исследованных в
Европе мышовок Sicista subtilis [51]. Однако ис-
следование мейоза Ctenomys talarum допускает,
что изменчивость хромосом связана не с тандем-
ным, а с робертсоновским слиянием хромосом
[52]. Тандемное слияние двуплечих хромосом с
образованием крупного двуплечего элемента по-
казано также для трех видов млекопитающих:
песцов Anopex lagopus [53] и двух видов полевок Alex-
andromys maximowiczii [2, 10, 13], A. evoronensis [2],
однако частота такой перестройки для этих видов
не была определена. Наше исследование выявило
гетерозиготное состояние тандемного слияния
(TTel) с частотой 0.47 для особей природной по-
пуляции A. evoronensis в Эворон-Чукчагирской
низменности.

Принято считать, что теломеры представляют
собой нуклеопротеиновые структуры, располо-
женные на концах линейных эукариотических
хромосом и защищающие их от деградации, сли-
яния и активности системы репарации ДНК [54–
57]. Обнаружение тандемного слияния хромосом
(TTel) в гетерозиготном состоянии в природной
популяции эворонской полевки представляет ин-
терес для дальнейшего исследования с целью по-
нимания системы преобразования ДНК в тело-
мерных районах во время хромосомных пере-
строек.
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Multiple Chromosomal Polymorphism of Chromosomal Race “Evoron”
of the Evoron Vole (Rodentia, Arvicolinae)

I. V. Kartavtsevaa, *, I. N. Sheremetyevaa, and M. V. Pavlenkoa

aFederal Center for Terrestrial Biota Diversity of East Asia, Far Eastern Branch,
Russian Academy of Sciences, Vladivostok, 690022 Russia

*e-mail: Kartavtseva@biosoil.ru

Based on a study of our own and published data on voles on the coast of Lake Evoron (n = 8) and River Am-
gun (n = 8), in the Evoron-Chukchagir lowland, as well as individuals of laboratory breeding, new data on
karyotypic variation (2n = 38–41, NF = 54–59), chromosomal transformations and their combinations in
the karyotype are presented. The numbering of chromosomes in the Evoron vole karyotype using differential
(GTG–) staining methods made it possible to identify pairs of chromosomes involved in various chromo-
some rearrangements, and pairs formed by chromosome fusion to give pairs numbers that formed them. The
tandem fusion of the telomere-telomere (TTel) of the bi-arm chromosomes form the large submetacentric
Mev1/4M; telomere-centromere fusion (TCen) as a result of inactivation of the centromere of one of the ac-
rocentric pairs form either an acrocentric (Mev17/18A) or metacentric (Mev17/18M), and the Robertson fu-
sion of the same pairs forms a metacentric (Mev17/18M). The variability of the centromere position in two
pairs of autosomes (Mev8 and Mev14) is also shown. The revealed rearrangements made it possible to de-
scribe twelve variants of the karyotype: two with 2n = 41, six with 2n = 40, three with 2n = 39, and one with
2n = 38. It is proposed that the voles of the Evoron-Chukchagir lowland be attributed to the “Evoron” chro-
mosome race, the rest to the “argy” race. Obtaining prolific offspring from individuals having TTel fusion in
the karyotype and a high percentage of this rearrangement in individuals from natural samples indicates the
absence of its harmful effect on the viability of voles.

Keywords: speciation, cytogenetics, chromosomal rearrangements, tandem, Robertson fusions, polymor-
phism, populations, rodents, mammals.
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Данная статья является продолжением цикла работ, посвященных определению частоты носитель-
ства мутаций, ассоциированных с развитием распространенных моногенных заболеваний, среди
представителей русской популяции. Установлены частоты распространения мутаций в генах HFE,
ATP7B и MEFV у доноров первичной кроводачи, идентифицирующих себя как русские и постоянно
проживающих на территории Российской Федерации. Для проведения SNP-генотипирования ис-
пользован метод примыкающих проб. При генотипировании были обнаружены 57 носителей мута-
ции C282Y гена HFE, наиболее значимой в развитии гемохроматоза I типа (частота в выборке 911 до-
норов 6.3%, или 1 : 16), и 18 носителей мутации H1069Q в гене ATP7B, связанной с развитием болез-
ни Вильсона–Коновалова (частота в выборке 1032 доноров 1.7%, или 1 : 57). Также установлена
высокая частота носительства (частота в выборке 1212 доноров 7.3%, или 1 : 14) мутации K695R в ге-
не MEFV, ассоциированной с развитием семейной средиземноморской лихорадки, характеризую-
щейся легким фенотипом и неполной пенетрантностью.
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Наследственный гемохроматоз – заболевание,
характеризующееся врожденным нарушением об-
мена железа в организме человека, приводящим к
его накоплению в тканях. Избыток железа вызы-
вает нарушения функций печени, поджелудоч-
ной железы, сердца и других органов, в том числе
репродуктивных. Несвоевременно начатое лече-
ние или его отсутствие могут привести к разви-
тию тяжелой полиорганной патологии [1, 2].

Наиболее распространен наследственный ге-
мохроматоз I типа – моногенное заболевание, пе-
редающееся по аутосомно-рецессивному типу,
связанное с нарушениями функций гена HFE
(продукт гена участвует в поддержании гомеостаза
железа). В настоящий момент известно несколько

замен одиночных нуклеотидов в гене HFE, связан-
ных с риском развития гемохроматоза. Среди них
наибольшей клинической значимостью обладают
C282Y, H63D и S65C. Замена С282Y является наи-
более распространенной (обнаруживается у 87–90%
больных) и приводит к замене аминокислоты ци-
стеин на тирозин в 282-м положении. Она приво-
дит к неспособности белка HFE взаимодействовать
с рецептором трансферрина (TfR1), в результате че-
го формируется ложный сигнал о низком содержа-
нии железа в организме и усиливается его всасыва-
ние. Большинство пациентов с типичным феноти-
пом наследственного гемохроматоза – гомозиготы
по редкому варианту 282Y, меньшая часть – носи-
тели компаунд-гетерозигот 282Y/63D и гомозигот
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63D/63D, связанных, как правило, с нетяжелыми
формами заболевания. При гомозиготном гено-
типе 65C/65C также может наблюдаться легкая
форма гемохроматоза. Геторозиготы по указан-
ным мутациям не имеют клинически выражен-
ных признаков гемохроматоза [3–5].

Около 13% представителей североевропейской
популяции являются гетерозиготами и около 0.5%
гомозиготами по мутации C282Y гена HFE, одна-
ко необходимо отметить, что наличие мутаций в
гене HFE в большинстве случаев не приводит к
развитию гемохроматоза, т.е. мутации являются
низкопентранетными [6, 7]. Наличие таких мутаций
может являться показанием к проведению регу-
лярных профилактических обследований с целью
своевременного обнаружения признаков повы-
шения уровня железа в крови и назначения необ-
ходимого лечения, которое обычно заключается в
проведении лечебных кровопусканий или назна-
чении комплексообразующих препаратов.

Болезнь Вильсона–Коновалова (гепатолентику-
лярная дегенерация, гепатоцеребральная дистро-
фия) – тяжелое прогрессирующее наследствен-
ное заболевание, передающееся по аутосомно-
рецессивному типу. В основе заболевания лежит
нарушение экскреции меди из организма, приво-
дящее к ее накоплению и последующему сочетанно-
му поражению паренхиматозных органов и голов-
ного мозга. Болезнь Вильсона–Коновалова (БВК)
относится к редким заболеваниям, распростра-
ненность составляет 1–9 случаев на 100000 насе-
ления (в среднем 1 на 25000). Причиной возник-
новения БВК являются мутации гена ATP7B, ко-
дирующего АТФазу 7В. Ведущее звено патогенеза
БВК – хроническая интоксикация медью, накап-
ливающейся в печени, селезенке, почках, голов-
ном мозге, хрусталике глаза и других органах. На-
копление меди в тканях печени приводит после-
довательно к воспалению, фиброзу и циррозу,
накопление меди в тканях головного мозга – к
некрозу нейронов [8, 9].

В настоящее время известно более 600 различных
мутаций в гене ATP7B. В европейских популяциях
наиболее распространенной является мутация
c.3207C>A, приводящая к замене гистидина на глу-
тамин в положении 1069 (p.His1069Gln) [10, 11]. До-
ля мутации c.3207C>A в выборке больных русского
происхождения по данным лаборатории ДНК-диа-
гностики ФГБУ МГНЦ РАМН составляет 48%.
Также частыми являются мутации c.3190G>A
(p.Glu1064Lys), c.3402delC и c.2304insC, частота
встречаемости которых среди больных составляет
3.9, 2.4 и 4.6% соответственно. Частота носительства
составляет около 1% (носителем является каждый
90–100-й человек).

Основные методы лечения БВК – применение
комплексообразующих препаратов, соблюдение
диеты со сниженным количеством меди в рацио-

не и, при необходимости, проведение трансплан-
тации печени [12].

Семейная средиземноморская лихорадка (перио-
дическая болезнь (ПБ), армянская болезнь, пе-
риодический перитонит, доброкачественный
перитонит, рецидивирующая артральгия и т.д.) –
наследственное заболевание, характеризующее-
ся периодическими остро возникающими при-
ступами болей в животе (реже в грудной клетке,
суставах), лихорадкой. После приступа, длящегося
2–3 дня, больные выздоравливают с восстановле-
нием полной трудоспособности. Семейная среди-
земноморская лихорадка – наиболее распростра-
ненное заболевание из группы синдромов, назы-
ваемых аутовоспалительными наследственными
периодическими лихорадками (Hereditary Periodic
Fever Syndromes). Осложнениями данного забо-
левания являются амилоидоз, артриты, беспло-
дие, ишемическая болезнь сердца. Болезнь имеет
хроническое течение, продолжаясь десятки лет,
оказывая значительное влияние на качество жиз-
ни. Приступы наблюдаются до 100–300 и более
раз за годы болезни и обычно со временем учаща-
ются. Приступы возникают обычно без каких-ли-
бо причин, но могут иметь сезонный характер,
отсутствуя зимой или летом. Проявляется заболе-
вание обычно с детского и юношеского возраста
и встречается у мужчин и женщин с одинаковой
частотой. Выделяют несколько разновидностей
заболевания, в том числе абдоминальную, тора-
кальную, суставную [13, 14].

В настоящее время ПБ рассматривается как
преимущественно аутосомно-рецессивное забо-
левание с неполной пенетрантностью, ассоции-
рована с мутациями в гене MEFV. Заболевание
наиболее распространено в регионах Восточного
Средиземноморья, встречается у турок, армян,
евреев, греков и арабов. Частота носительства по
литературным данным достигает 1 : 5 [15, 16].

Ген MEFV кодирует белок пирин (или марено-
стрин). Функцией пирина является торможение
интенсивности воспалительного ответа путем
ингибирования активации и хемотаксиса нейтро-
филов. Наличие мутаций в гене MEFV, вероятно,
приводит к ухудшению контроля за воспалитель-
ным процессом, к усиленной и бесконтрольной
миграции лейкоцитов в серозные мембраны,
чрезмерной продукции провоспалительных ци-
токинов, развитию серозного воспаления и при-
ступа ПБ. На сегодняшний день в гене MEFV
описано свыше 80 мутаций, в основном в экзонах
10, 5, 3 и 2, частота и встречаемость которых ха-
рактеризуется существенными межпопуляцион-
ными различиями. Установлена корреляция тя-
жести заболевания с разным спектром мутаций
гена MEFV. Наиболее тяжелое течение болезни
наблюдается при мутациях экзона 10: M694V,
M680I, V726A. Больные с гомозиготными генотипа-



ГЕНЕТИКА  том 57  № 1  2021

ЧАСТОТА МУТАЦИЙ, АССОЦИИРОВАННЫХ С РАЗВИТИЕМ... 97

ми по данным мутациям чаще страдают артритами.
Легкий фенотип и неполная пенетрантность описа-
ны у пациентов с мутациями K695R, P369S и E148Q
[17–19]. Определение мутаций в гене MEFV в ряде
стран является стандартной процедурой при по-
становке диагноза “семейная средиземноморская
лихорадка”.

Целью настоящего исследования было уста-
новление частоты распространения мутаций в ге-
нах HFE, ATP7B и MEFV среди представителей
русской популяции.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В качестве материала для настоящего исследо-

вания использовали коллекцию периферической
крови 1032 здоровых индивидов (доноров пер-
вичной кроводачи, идентифицирующих себя как
русские, в соотношении 56% мужчин и 44% жен-
щин, возрастного диапазона 21–44 года) и 400 со-
трудниц ФГБУ “НМИЦ АГП им. В.И. Кулакова”
Минздрава России.

Выделение ДНК

Выделение ДНК проводили из 100 мкл пери-
ферической крови при помощи набора реагентов
“ПРОБА–ГС–ГЕНЕТИКА” компании ООО
“ДНК-Технология” (Россия). Методика выделе-
ния основана на лизисе биоматериала с последу-
ющей сорбцией ДНК на носителе, отмывкой
примесей и элюцией ДНК с сорбента. Получен-
ные образцы ДНК сразу использовали для гено-
типирования либо хранили при –20°С. Концен-
трация ДНК, определенная на специализирован-
ном флуориметре Qubit (Invitrogen, США),
составляла в среднем 50–100 мкг/мл.

Генотипирование методом примыкающих проб

Определение замен одиночных нуклеотидов
проводили с использованием комплектов реаген-
тов “Гемохроматоз”, “Болезнь Вильсона–Конова-
лова” и “FAMILIAL MEDITERRANEAN FEVER”
производства компании ООО “ДНК-Технология”.
Принцип их действия основан на применении
метода примыкающих проб (adjacent probes, kiss-
ing probes) [20, 21].

В каждый из комплектов реагентов входят ам-
плификационные смеси для определения кон-
кретной мутации. Каждая из смесей содержит
праймеры, общие для дикого и мутантного вари-
антов нуклеотидной последовательности, один
общий олигонуклеотид с гасителем флуоресцен-
ции и два сиквенс-специфичных олигонуклеотида
(пробы), несущих различные флуорофоры. Оли-
гонуклеотидные пробы, соответствующие тому
или иному варианту последовательности, мечены

различными флуорофорами, что позволяет опре-
делять оба варианта в одной пробирке.

При идентификации замен одиночных нук-
леотидов проводили ПЦР, затем понижали тем-
пературу реакционной смеси для гибридизации по-
лученной матрицы с олигонуклеотидными проба-
ми. Определение генотипа выполняли после ПЦР
и гибридизации путем измерения уровня флуо-
ресценции в ходе температурной денатурации
дуплексов олигонуклеотидов и полученных матриц.
Данное измерение проходило в режиме реального
времени, в результате были получены кривые плав-
ления (рис. 1). Если анализируемый образец содер-
жал только один вариант нуклеотидной последо-
вательности гена, т.е. был гомозиготен по данному
полиморфизму, температура плавления для про-
бы, образующей совершенный дуплекс, была су-
щественно выше, нежели для пробы, образующей
несовершенный дуплекс. Если же анализировали
гетерозиготный образец, содержащий оба вари-
анта нуклеотидной последовательности, оба ва-
рианта проб могли образовать совершенный дуп-
лекс, поэтому температуры их плавления были
практически одинаковы.

Применяемый подход выгодно отличается от
большинства молекулярно-генетических методов
определения однонуклеотидных замен, в том числе
использующих технологию TaqMan. Определение
генотипа происходит дважды, независимо по двум
каналам флуоресценции, что существенно повы-
шает надежность генотипирования (см. рис. 1).

Полимеразную цепную реакцию и определе-
ние температуры плавления олигонуклеотидных
проб проводили с помощью детектирующего ам-
плификатора DTprime (ООО “ДНК-Техноло-
гия”). Использовали следующий температурный
режим амплификации: 94°С – 10 с, 64°С – 30 с в
течение 50 циклов. По завершении реакции ам-
плификации реакционную смесь остужали до
25°С со скоростью 2°С/с. Кривые плавления по-
лучали следующим образом: температуру реакци-
онной смеси повышали с 25 до 75°С с шагом в
1°С, измеряя уровень флуоресценции на каждом
шаге. В ходе выполнения работы применяли ком-
плекс отечественного оборудования для автома-
тизирования основных этапов проведения иссле-
дований, что позволило проводить генотипиро-
вание до 100 образцов по 40 мутациям в день.

В качестве подтверждающего метода проводи-
ли выборочное автоматическое секвенирование
ДНК по Сэнгеру с применением автоматического
секвенатора ABI PRISM® 310 Genetic Analyzer
(Applied Biosystems, США), использовали реактивы
и рекомендации производителя.

Частоту аллелей вычисляли по формуле:

где n – встречаемость аллеля.

2 100%,f n N= ×
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РЕЗУЛЬТАТЫ

В части исследования, посвященной установ-
лению частоты носительства в русской популя-
ции мутаций, связанных с нарушениями обмена
металлов (болезнь Вильсона–Коновалова и гемо-
хроматоз), были определены генотипы 1032 здоро-
вых доноров первичной кроводачи, идентифициру-
ющих себя как русские, из них 911 доноров – по му-
тациям гена HFE и 1032 донора – по мутации гена
ATP7B. Результаты приведены в табл. 1–3.

Были обнаружены 18 носителей мутации
H1069Q в гене ATP7B, связанной с развитием бо-
лезни Вильсона–Коновалова (частота в выборке
1.7%, или 1 : 57), и 57 носителей мутации C282Y
гена HFE, наиболее значимой в развитии гемохро-
матоза I типа (частота в выборке 6.3%, или 1 : 16).

В части исследования, посвященной установ-
лению частоты носительства в русской популя-
ции мутаций в гене MEFV, связанных с развитием
семейной средиземноморской лихорадки, были
определены генотипы 812 здоровых индивидов из

Рис. 1. Кривые плавления для различных вариантов генотипа, полученные при определении мутации H63D в гене
HFE. Детекция аллелей осуществляется по двум оптическим каналам: FAM и HEX.
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числа доноров, включенных в исследование, и
400 сотрудниц ФГБУ “НМИЦ АГП им. В.И. Ку-
лакова” Минздрава России, также идентифици-
рующих себя как русские (общее число обследован-
ных лиц – 1212). Результаты приведены в табл. 4.

Были обнаружены 88 носителей мутаций в ге-
не MEFV, связанных с развитием средиземномор-
ской лихорадки (частота в выборке 7.3%, или 1 :
: 14), в подавляющем большинстве случаев (82 из
88) была выявлена мутация MEFV:2084 A>G
(K695R). В одном случае была выявлена гомози-
гота по мутации MEFV:2084 A>G (K695R).

В качестве контрольного исследования прово-
дилось выборочное генотипирование образцов с
выявленными гетерозиготами методом автомати-
ческого секвенирования ДНК по Сенгеру, во всех
случаях результаты секвенирования совпадали с
результатами, полученными методом ПЦР в ре-
жиме реального времени (данные не приведены).

ОБСУЖДЕНИЕ
В части исследования, посвященной установ-

лению частоты носительства в русской популяции
мутаций, связанных с нарушениями обмена метал-
лов, было обнаружено, что полученная частота но-
сительства мутации C282Y гена HFE, наиболее
значимой в развитии гемохроматоза I типа, согла-

суется с опубликованными данными для русской
популяции и практически в 2 раза ниже, чем та-
ковая, определенная для большинства североев-
ропейских популяций (около 13%). В то же время
определенная в данном исследовании частота носи-
тельства мутации H1069Q в гене ATP7B (1 : 57) почти
в 2 раза превышает обычно упоминаемую в публи-
кациях частоту носительства мутаций, связанных с
болезнью Вильсона–Коновалова (1 : 90…1 : 100).

Опираясь на полученные данные о распро-
странении носительства мутаций, учитывая более

Таблица 1. Частота носительства в русской популяции мутаций в гене HFE

Генотип

Доноры первичной кроводачи,
идентифицирующие себя как русские (N = 911)

n %

HFE: 187 С>G (H63D), rs1799945

CC 656 72.0

GG 16 1.8

CG 239 26.2

HFE: 193 A>T (S65C), rs1800730

AA 884 97.0

TT 0 0

AT 27 3.0

HFE: 845 G>A (C282Y), rs1800562

GG 854 93.7

AA 0 0

AG 57 6.3

Таблица 2. Частота встречаемости компаунд-гетеро-
зигот по мутациям в гене HFE

Компаунд-
гетерозигота

Доноры первичной кроводачи, 
идентифицирующие себя как 

русские (N = 911)

n %

С282Y/H63D 5 0.5

С282Y/S65C 2 0.2

H63D/S65C 3 0.3
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тяжелое течение и последствия болезни Вильсо-
на–Коновалова, представляется целесообразным
включить мутацию H1069Q в гене ATP7B в перечень
мутаций, определяемых в ходе прегравидарной под-
готовки, с целью определения носительства заболе-
вания у партнеров и принятия решения о примене-
нии вспомогательных репродуктивных техноло-
гий. Определение мутаций в гене HFE, связанных
с развитием наследственного гемохроматоза I ти-
па представляется целесообразным определять в
ходе генетического неонатального скрининга, с
целью формирования генетического паспорта и
своевременного определения предрасположен-
ности к заболеванию.

В части исследования, посвященной установ-
лению частоты носительства в русской популя-
ции мутаций в гене MEFV, были обнаружены 88
носителей мутаций в гене MEFV, связанных с раз-
витием средиземноморской лихорадки (частота в
выборке 7.3%, или 1 : 14). Определение для русской
популяции столь высокой частоты носительства
мутаций, связанных с развитием семейной сре-
диземноморской лихорадки, стало неожидан-
ным, однако следует учесть, что в подавляющем
большинстве случаев (82 из 88) была выявлена
мутация MEFV:2084 A>G (K695R), описанная
как мутация с неполной пенетрантностью, отно-
сительно редко выявляемая у больных средизем-
номорской лихорадкой, в том числе у больных
представителей русской популяции. Также следу-
ет отметить, что в единственном в нашем иссле-
довании случае выявления гомозиготы по мута-
ции MEFV:2084 A>G (K695R) каких-либо жалоб
или клинических проявлений, могущих свиде-
тельствовать о развитии средиземноморской ли-
хорадки, у донора крови выявлено не было.

Учитывая крайне высокую частоту носитель-
ства мутаций, связанных с развитием семейной
средиземноморской лихорадки в ряде популя-
ций, включая ряд популяций СНГ, представляет-
ся целесообразным определять данные мутации в

ходе прегравидарной подготовки, однако необхо-
димо проведение дополнительных исследований
для уточнения спектра определяемых мутаций в
зависимости от конкретной популяции.

Таким образом, в результате исследования бы-
ли установлены частоты распространенных в рус-

Таблица 3. Частота носительства в русской популяции
мутаций в гене ATP7B

Генотип

Доноры первичной кроводачи, 
идентифицирующие себя как 

русские (N = 1032)

n %

ATP7B: 3207 C>A (H1069Q), rs76151636

CC 1014 98.3

AA 0 0

AC 18 1.7

Таблица 4. Частота носительства в русской популяции
мутаций в гене MEFV

Генотип

Доноры первичной кроводачи, 
сотрудницы ФГБУ “НМИЦ АГП 

им. В.И. Кулакова” (N = 1212)

n %

MEFV: 2076_2078del (I692del), rs104895093

InsIns 1212 100

DelDel 0 0

InsDel 0 0

MEFV: 2080 A>G (M694V), rs61752717

AA 1212 100

GG 0 0

AG 0 0

MEFV: 2082 G>A (M694I), rs28940578

GG 1212 100

AA 0 0

AG 0 0

MEFV: 2177 T>C (V726A), rs28940579

TT 1208 99.7

CC 0 0

CT 4 0.3

MEFV: 2084 A>G (K695R), rs104895094

AA 1129 93.1

GG 1 0.1

AG 82 6.8

MEFV: 2230 G>T (A744S), rs61732874

GG 1210 99.8

TT 0 0

GT 2 0.2
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ской популяции мутаций в генах HFE, ATP7B и
MEFV у здоровых индивидов.

Представляется целесообразным включить
мутацию H1069Q в гене ATP7B в перечень мутаций,
определяемых в ходе прегравидарной подготовки,
с целью определения носительства заболевания у
партнеров и принятия решения о применении
вспомогательных репродуктивных технологий.

Впервые для русской популяции установлена
высокая частота носительства мутации K695R в
гене MEFV, ассоциированной с развитием семей-
ной средиземноморской лихорадки, характеризу-
ющейся легким фенотипом и неполной пене-
трантностью.

Все процедуры, выполненные в исследовании с
участием людей, соответствуют этическим стан-
дартам институционального и/или национального
комитета по исследовательской этике и Хель-
синкской декларации 1964 г. и ее последующим
изменениям или сопоставимым нормам этики.

Авторы заявляют, что они не имеют
конфликта интересов.
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This article is a continuation of the series of works devoted to determiningthe frequency of mutations associ-
ated with the development of common monogenic diseases among the Russian population. The aim of the
study was to determine the frequency of mutations in HFE, ATP7B and MEFV genes among blood donors
who identify themselves as Russians and permanently residing in the Russian Federation. An adjacent probe
method was used to perform SNP-genotyping. During genotyping, 57 carriers of the HFE C282Y mutation
(frequency in a sample of 911 donors 6.3% or 1 : 16), playing the most significant role in the development of
type I hemochromatosis, and 18 carriers of the H1069Q mutation (frequency in a sample of 1032 donors 1.7%
or 1 : 57) in the ATP7B gene, associated with the development of Wilson–Konovalov disease were detected.
A high carrier frequency (frequency in a sample of 1212 donors 7.3% or 1 : 14) of the mutation K695R in the
MEFV gene, associated with the development of familial Mediterranean fever, characterized by mild pheno-
type and incomplete penetrance, was also found.

Keywords: hereditary hemochromatosis type 1, HFE, Wilson–Konovalov disease, ATP7B, familial Mediter-
ranean fever, MEFV, genotyping, Russian population.
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Разработана система праймеров и оптимизированы условия ПЦР для амплификации митохондри-
ального генома северного оленя Rangifer tarandus. Получены последовательности полного митохон-
дриального генома домашнего и дикого оленя из Ненецкого автономного округа. Сравнение двух
данных геномов с уже известными двумя митохондрионами домашних оленей из Китая и Японии
выявило всего 160 полиморфных сайтов во всех этих выборках. Обнаружены уникальные аллели как
для диких, так и домашних оленей Ненецкого автономного округа. Таким образом, разработанная
методика позволяет получить новую информацию для филогеографии и изучения генетического
разнообразия пород северного оленя, охватывая изменчивость по неизученным для северного оле-
ня митохондриальным маркерам, таким как ND1–ND6 и ATP6, ATP8.

Ключевые слова: Rangifer tarandus, митохондриальный геном, полиморфизм.
DOI: 10.31857/S0016675821010033

Генетике северного оленя Rangifer tarandus по-
священо множество исследований, затрагиваю-
щих проблемы консервации географических по-
пуляций [1, 2], определения потока генов между
дикими и домашними формами [3, 4], генетиче-
ского разнообразия отдельных пород и популя-
ций [5, 6]. В большинстве работ использовались
микросателлитные маркеры, либо отдельные ре-
гионы митохондриального генома.

Участки митохондриального генома широко
используются в качестве маркеров для филогенети-
ки и баркодинга, а также для изучения внутривидо-
вой изменчивости. Для такого рода исследований
мтДНК очень удобна из-за ее высокой копийности,
что улучшает успешность амплификации при не-
большом количестве ДНК. Последовательность ге-
нов в митохондрионе консервативна у животных,
что облегчает подбор и использование праймеров
для разных групп животных. В то же время в
мтДНК есть достаточное количество замен для
определения различий как особей внутри вида,
так и на уровне семейств. Особенно при использова-
нии маркеров с разной скоростью накопления за-
мен, таких как первая субъединица цитохромокси-
дазы (COI) и D-петля. Несмотря на обнаруженные
недостатки – отклонение от нейтральности, от-

клонения в скоростях эволюции у отдельных так-
сонов, ядерные копии митохондриальных генов
[7], а также на увеличение доли исследований, ис-
пользующих полногеномное секвенирование –
мтДНК не утратила своей роли одного из основ-
ных маркеров в популяционной генетике.

Большинство популяционно-генетических ис-
следований северного оленя проводилось на еди-
ничном маркере, в основном D-петле контрольного
региона, cytb, COI или COII, либо на комбинации
из приведенных маркеров [3–9]. Использование
полных митохондриальных геномов же позволяет
объединить гаплотипы отдельных маркеров в
единые гаплогруппы митохондрионов, сократив
их количество, и дополнить информацией о по-
лиморфизме неизученных участков мтДНК. Ис-
пользование полных митохондриальных геномов
позволило прояснить происхождение отдельных
линий крупного рогатого скота и с большим раз-
решением уточнить их популяционную историю
[10, 11]. В настоящее время известны митохондрио-
ны двух северных оленей – эвенкийского оленя из
Аолугуя, Китай [12, GenBank KM506758.1] и оленя
из Хоронобе, Япония (Wada et al., неопубликован-
ные данные, GenBank AB245426.1). В данных рабо-
тах были использованы праймеры для Arborophila ru-

УДК 636.01;599.735.31;575

КРАТКИЕ
СООБЩЕНИЯ
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fipectus и сычуаньской куропатки [13], что может
затруднить их использование для популяционно-
генетических исследований с использованием
высокопроизводительного секвенирования из-за
недостаточной специфичности. Поэтому нами была
разработана система праймеров для амплификации
мтДНК для последующего секвенирования.

Мы разработали систему из пяти пар прайме-
ров (табл. 1) и опробовали ее на 120 образцах вы-
щипов с относительно деградировавшей ДНК
(условия хранения: температура 0–10°C, срок хра-
нения 1–2 года), и 24 образца из свежезаморожен-
ных образцов. Для фрагментов L_2915-R_8934 и
L_8328-R_13977 амплификация произошла только в
половине свежих образцов и в четверти образцов с
деградировавшей ДНК, скорее всего, из-за большей
длины (5649 и 6019 пн соответственно). Объем
смеси для ПЦР составил 25 мкл, из них: 2 мкл –
10× Encyclo буфер (Encyclo Plus PCR kit, Евроген,
Россия), 0.4 мкл dNTP 50×, 0.4 мкл Hot Taq-поли-
мераза 50×, 2× 0.04 мкл праймеры, 17.12 мкл dd
H2O и 5 мкл экстракта ДНК образца.

Два образца дикого и домашнего оленя из Не-
нецкого автономного округа были отсеквениро-
ваны на платформе Illumina Mi Seq. Полученные
чтения были выровнены на геном оленя из Хороно-
бе с помощью bowtie 2 [14] и собраны, используя из-
вестный геном в качестве референса. Последова-
тельности митохондриального генома дикого и до-
машнего оленя из Ненецкого автономного округа
депонированы в базе данных GenBank под иден-
тификаторами MT753444 и MT726040 соответ-
ственно. Полученные нами митохондриальные
геномы были выровнены с геномами северных
оленей из Аолугуя и Хоронобе, а также c геномом
Cervus elaphus (GenBank KP172593.1) с помощью
MAFFT [15]. Также были получены из базы дан-
ных GenBank данные по отдельным митохондри-

альным маркерам: COI, cytb, контрольному реги-
ону [9, 16–20], и выровнены отдельно для каждо-
го маркера. Подсчет числа полиморфных сайтов
и нуклеотидного разнообразия осуществлялся с
помощью DnaSP [21].

Филогенетический анализ полных митохон-
дрионов R. tarandus с помощью Mr. Bayes выявил
родство домашнего оленя из Ненецкого АО и
эвенкийского оленя из Аолугуя (рис. 1,а). Геном
оленя из Хоронобе находится дальше от осталь-
ных митохондрионов, однако обладает общими
аллельными вариантами с диким оленем из Не-
нецкого АО в 11 полиморфных сайтах (рис 1,б). В
78 полиморфных сайтах из 160 эвенкийский и не-
нецкие олени обладают общими аллельными ва-
риантами.

Прочитанных полных митохондриальных ге-
номов R. tarandus на данный момент недостаточ-
но, чтобы выявить большую долю генетической
изменчивости, обнаруженную в предыдущих ис-
следованиях с использованием последовательно-
стей цитохрома b, контрольного региона и COI
(табл. 2). Однако полученные нами данные поз-
воляют судить о том, как распределены поли-
морфные сайты по митохондриальному геному
R. tarandus (рис. 1,в и табл. 2). На основании дан-
ных по большему числу митохондрионов возмож-
но объединить гаплотипы маркеров, быстро на-
капливающих замены (D-петля и цитохром b) в
гаплогруппы, учитывая информацию по более
“медленным” маркерам, в том числе не изучен-
ным для R. tarandus (таким как вторая и третья
субъединицы цитохромоксидазы, NADH-дегид-
рогеназы и АТФазы). Наблюдаемая изменчи-
вость по NADH-дегидрогеназам и АТФазам (рис.
1,в) может служить материалом для отбора к кли-
матическим условиям или к высоким широтам,

Таблица 1. Разработанная система праймеров для амплификации полного митохондриона R. tarandus и эффек-
тивность амплификации для хорошо сохранившейся и деградировавшей мтДНК
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L_1324 gctaagtaccccgaaaccagacgagc R_5458 gttggcccagttcagcacggattagt 100 83.3 62.7
L_2915 gccattacgacctgccacatcctcaa R_8934 ggggcaaggcttgagtggtaaaatgc 50 22.7 62
L_8328 acacccgctccattaattcccatgct R_13977 agtggtggggttggttgtggaattgt 62.5 20.8 64
L_10802 ggccttcacctctgactacccaaagc R_14930 ctggggtgtagttgtctgggtctcct 95.8 87.5 64
L_15394 tcaacacccaaagctgaagttctaatt R_1349 gctcgtctggtttcggggtacttagc 100 100 55.9
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как это раньше наблюдалось на материале других
млекопитающих [22, 23].

Разработанная система праймеров позволяет
упростить задачу секвенирования митохондри-
альных геномов R. tarandus для изучения их попу-

ляционной истории и демографии, а также адап-
тационных процессов. В дальнейших исследова-
ниях данная система будет оптимизирована для
получения более устойчивой амплификации на
фрагменте L_2915–R_8934 и использована для

Рис. 1. Анализ полиморфизма мтДНК для полных геномов и данных из GenBank по отдельным маркерам. а – фило-
гения четырех особей R. tarandus с известными последовательностями митохондриальных геномов; б – число уникаль-
ных аллелей для каждого из полных митохондрионов и число общих аллелей для двух и трех особей; в – доля поли-
морфных сайтов на маркер для полных митохондрионов (отмечено серым) и для выборок по отдельным маркерам,
взятым из GenBank.
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Таблица 2. Нуклеотидное разнообразие (π) для некоторых митохондриальных маркеров R. tarandus

Примечание. Для значений π по данным предшествующих работ указаны последовательности в GenBank по состоянию на
декабрь 2019 г.

16S rRNA ND2 COI COII ND5 ND6 cytB D-петля

Полный митохондрион
(n = 4)

0.00118 0.00575 0.00475 0.00438 0.00394 0.00758 0.00715 0.0141

Отдельные маркеры
(по данным из GenBank)

0.00272
(n = 5)

– 0.00425
(n = 183)

– – – 0.05906
(n = 395)

0.02795
(n = 1831)
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секвенирования накопленного материала по рос-
сийским диким и одомашенным популяциям се-
верного оленя.

Данная работа была поддержана грантом РФФИ
№ 17-29-08003.

Все применимые международные, националь-
ные и/или институциональные принципы ухода
и использования животных были соблюдены.

Авторы заявляют, что у них нет конфликта ин-
тересов.
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Primer System for Reindeer (Rangifer tarandus) Mitochondrial Genome Sequencing
I. V. Artyushina, b, E. A. Konorova, c, *, K. A. Kurbakova, c, and Y. A. Stolpovskya

aVavilov Institute of General Genetics Russian Academy of Science, Moscow, 119991 Russia
bLomonosov Moscow State University, Moscow, 119234 Russia

cGorbatov Federal Research Center for Food Systems of Russian Academy of Sciences, Moscow, 109316 Russia
*e-mail: casqy@yandex.ru

In our study we developed primer system and optimized PCR protocol for amplification of reindeer (Rangifer
tarandus) mitochondrial genome. We sequenced and assembled two mitochondrial genomes of wild and do-
mestic reindeer from Nenets Autonomous Okrug. These two genomes were compared with known sequenced
mitochondriomes of domestic reindeers from Aoluguya (China) and Horonobe (Japan). Amongfound 160
polymorphic sites some of them has private alleles for domestic and wild reindeer from Nenets Autonomous
Okrug. Developed system helps to provide new information for phylogeographic and genetic variation studies
of reindeer and to add data from unexamined for reindeer mitochondrial marker such as ND1–ND6 и ATP6,
ATP8.

Keywords: Rangifer tarandus, mitochondrial genome, polymorphism.
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ТЕСТ-СИСТЕМА ДЛЯ in vitro СКРИНИНГА КАНДИДАТОВ
В АНТИМИКОБАКТЕРИАЛЬНЫЕ ПРЕПАРАТЫ НА УСТОЙЧИВОСТЬ, 

ОПОСРЕДОВАННУЮ MMPS5-MMPL5-ТРАНСПОРТЕРАМИ
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Возникновение лекарственной устойчивости к противотуберкулезным препаратам является гло-
бальным вызовом и требует разработки новых лекарств, активных в отношении устойчивых штам-
мов Mycobacterium tuberculosis. Одной из задач, возникающей при разработке, является определение
механизмов возникновения или осуществления такой устойчивости к кандидату в лекарство. Си-
стема эффлюкса MmpS5-MmpL5 способна обеспечивать лекарственную устойчивость микобакте-
рий к широкому спектру антибиотиков, в том числе к бедаквилину, клофазимину, тиацетазонам,
азолам и имидазо[1,2-b][1,2,4,5]тетразинам. Нами сконструирован рекомбинантный штамм
M. smegmatis Δmmp5, делеционный по генам mmpS5-mmpL5 оперона и являющийся гиперчувстви-
тельным к имидазо[1,2-b][1,2,4,5]тетразинам. Сравнение чувствительности пары штаммов M. smegmatis
mc2 155 и M. smegmatis Δmmp5 к кандидатам в антимикобактериальные соединения может быть исполь-
зовано в качестве тест-системы для установления возможного участия системы эффлюкса MmpS5-
MmpL5 в формировании устойчивости на ранних стадиях скрининга.

Ключевые слова: Mycobacterium smegmatis, тест-система, лекарственная устойчивость, противотубер-
кулезные препараты.
DOI: 10.31857/S001667582101015X

Туберкулез является одним из наиболее опас-
ных социально-значимых заболеваний человека.
В связи с постоянным ростом числа штаммов My-
cobacterium tuberculosis, устойчивых к существую-
щим противотуберкулезным препаратам (ПТП),
актуальным подходом в борьбе с туберкулезом яв-
ляется создание принципиально новых, высокоак-
тивных в отношении возбудителя ПТП, способных
преодолевать лекарственную устойчивость [1]. По
последним данным в различных фазах клинических
испытаний находится около 23 новых препаратов и
схем терапии туберкулезной инфекции. Однако к
последнему разработанному и внедренному в
клиническую практику ПТП – бедаквилину
(TMC 207) [2] – уже известны случаи возникнове-
ния лекарственной устойчивости [3, 4]. Таким обра-
зом, разработка новых кандидатных противотубер-
кулезных препаратов требует более внимательного
подхода и должна включать в себя исследование ме-
ханизмов возникновения устойчивости у бактерий
как вызванной мутациями (приобретенная устой-
чивость), так и вследствие имеющихся у бактерии

систем защиты (природная лекарственная устой-
чивость) [5].

Один из механизмов, обеспечивающих лекар-
ственную устойчивость микобактерий к широко-
му спектру антибиотиков, обусловлен клеточными
транспортерами, осуществляющими обратный
транспорт (эффлюкс) антибиотиков из клетки.
Белки эффлюкса подразделяются на пять семейств
в зависимости от их структуры, используемой энер-
гии и субстрат-специфичности: суперсемейство
АТФ-связывающих кассет (ATP-binding cassette su-
perfamily, ABC), суперсемейство основных помощ-
ников (major facilitator superfamily, MSF), семейство
малых белков множественной лекарственной
устойчивости (small multidrug resistance family,
SMR), семейство экструзии лекарств и токсич-
ных соединений (multidrug and toxic compound ex-
trusion family, MATE) и семейство белков устой-
чивости-клубнеобразования-деления (resistance-
nodulation-division family, RND). Системы эф-
флюкса могут обусловливать высокий уровень
устойчивости микобактерий к рифампицину,
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офлоксацину, этамбутолу, стрептомицину и дру-
гим антимикробным агентам [6].

Клеточные помпы микобактерий класса RND
консервативны и отличаются от других транспор-
теров этого же класса у других бактерий. Им было
присвоено отдельное название – Mmp (mycobac-
terial membrane proteins) [7]. Одним из представи-
телей Mmp-транспортеров микобактерий являет-
ся система MmpS5-MmpL5 [8]. Данная система
кодируется генами mmpS5-mmpL5 оперона, кото-
рый присутствует в геноме микобактерий, как
медленно- (M. tuberculosis, M. marinum, M. bovis,
M. ulcerans, M. africanum), так и быстрорастущих
(M. aurum, M. smegmatis, M. intracellulare, M. absces-
sus, M. avium). У медленнорастущих представите-
лей рода экспрессию оперона регулирует тран-
скрипционный фактор семейства MarR [9], в то
время как у быстрорастущих – транскрипцион-
ный регулятор TetR [10]. Мутации в гене-репрес-
соре приводят к сверхэкспрессии mmpS5-mmpL5
оперона, вызывая резистентность микобактерий
к различным препаратам: азолам [11], клофази-
мину и бедаквилину у M. tuberculosis [3], произ-
водным тиоацетазона у M. abscessus [10] и имида-
зо[1,2-b][1,2,4,5]тетразинам у M. smegmatis [12].

Таким образом, исследование возможного
участия системы MmpS5-MmpL5 в формирова-
нии лекарственной устойчивости микобактерий
к разрабатываемым препаратам на ранних этапах
скрининга позволит повысить качество создавае-
мых препаратов, активных как в отношении
M. tuberculosis, так и других представителей мико-
бактерий, обладающих опероном mmpS5-mmpL5.

В данной работе мы описываем создание диа-
гностической пары: M. smegmatis mc2 155 и M. smeg-
matis с делетированным опероном mmpS5-mmpL5
(M. smegmatis Δmmp5), а также работоспособность
системы с использованием перспективных про-
тивотуберкулезных препаратов класса имида-
зо[1,2-b][1,2,4,5]тетразинов [13]. Выбор данного
организма для создания тест-системы обусловлен
тем, что M. smegmatis mc2 155 является быстрорас-
тущей непатогенной бактерией, несущей в соста-
ве своего генома (NC_008596.1) данный оперон
(гены MSMEG_1381-MSMEG_1382).

M. smegmatis Δmmp5 получен методом гомоло-
гичной рекомбинации с использованием суицид-
ной системы p2NIL/pGOAL19 [14]. Фрагмент генов
MSMEG_1381-MSMEG_1382, содержащий плечи
для гомологичной рекомбинации длинной 1253 и
2665 пн, был амплифицирован с использованием
праймеров pN-1381-2-del-f1 5'-TTTTAAGCTTC-
GAAGAGAAGCGGACGTGTA-3' и pN-1381-2-d-r4
5'-TTTTGGATCCTCGGTCTCCGCATACTGTTG-3',
при этом в него была внесена делеция в 2828 пн ме-
тодом сайт-направленного мутагенеза по Р.М. Нель-
сону [15] с использованием праймеров pN-1381-2-
del-r1 5'-ATGCGCGAGAACGACCTTCGGGTT-

GAAGTC-3' и pN-1381-2-del-f2 5'-CGAAGGTC-
GTTCTCGCGCATGAAAGAGGAA-3'. Амплифи-
цированный фрагмент был клонирован в плазми-
ду p2NIL по сайтам рестрикции HindIII и BamHI,
после чего в полученную конструкцию по сайту
рестрикции PacI была лигирована кассета из
плазмиды pGOAL19. Итоговой конструкцией
электропорировали клетки M. smegmatis mc2 155,
после чего проводили отбор единичных кроссо-
веров на триптон-соевом агаре (M290, Himedia,
Индия), содержащем канамицин (50 мкг/мл),
гигромицин (50 мкг/мл) и X-Gal (50 мкг/мл), от-
бирая синие колонии. Синие колонии выращивали
ночь в жидкой среде Middlebrook 7Н9 c добавле-
нием ADC (Himedia, Индия), Tween-80 и глице-
рина, затем высевали серийные десятикратные
разведения на триптон-соевый агар, содержащий
X-Gal (50 мкг/мл) и 2%-ную сахарозу. Отбирали
белые колонии двойных кроссоверов и тестиро-
вали их на чувствительность к канамицину. Для
отбора мутантов, несущих желаемую делецию,
проводили ПЦР-скрининг с фланкирующими
делецию праймерами s-13812-f 5'-ACAAAGGT-
GCTCGGTCGAAT-3' и s-13812-r 5'-GGACGAC-
CAGTGTGTCGAA-3'. Делецию подтверждали
севенированием по Сэнгеру.

Затем определили уровень лекарственной чув-
ствительности сконструированного делеционно-
го мутанта M. smegmatis Δmmp5 в сравнении со
штаммом дикого типа M. smegmatis mc2 155. Ана-
лиз лекарственной чувствительности был прове-
ден с использованием метода определения мини-
мальных ингибирующих концентраций (МИК).
Для определения МИК культуры клеток исследуе-
мых штаммов M. smegmatis культивировали в среде
Middlebrook 7Н9 ADC, содержащей полисорбат-80
и глицерин (Himedia, Индия) в течение суток при
37°С и периодическом помешивании (250 об./мин).
Далее культуры уравнивали до OD600 = 0.05 средой
7H9 и вносили в ячейки 96-луночного планшета,
содержащие серийные двукратные разведения
исследуемых соединений. Для проведения тести-
рования лекарственной чувствительности были
использованы имидазо[1,2-b][1,2,4,5]тетразины –
3a, 3h, 3n и 3c, описанные нами ранее [13], основ-
ной механизм устойчивости к которым обеспечен
системой MmpS5-MmpL5 [12]. Оценку роста кле-
точных культур проводили визуально после двух
суток инкубации при 37°С и периодического по-
мешивания (290 об./мин), рис. 1.

Анализ результатов тестирования МИК у
M. smegmatis Δmmp5 показал повышение лекар-
ственной чувствительности к веществам класса
имидазо[1,2-b][1,2,4,5]тетразины: в два раза к со-
единению 3а, более, чем в четыре раза – к 3с, в че-
тыре раза – к 3h и в два раза – к 3n (табл. 1).

Результаты определения МИК соединений
класса имидазо[1,2-b][1,2,4,5]тетразинов подтвер-
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дили возможность использования пары штаммов
M. smegmatis mc2 155 и M. smegmatis Δmmp5 в каче-
стве тест-системы для установления участия си-
стемы MmpS5-MmpL5 в формировании лекар-
ственной устойчивости к разрабатываемым ПТП.
Созданная и протестирована тест-система in vitro-
скрининга перспективных антимикобактериаль-
ных агентов позволит проводить ранний скри-
нинг разрабатываемых хит-соединений на пред-
мет участия оперона mmpS5-mmpL5 в реализации
лекарственной устойчивости к ним. Ввиду того, что
система эффлюкса MmpS5-MmpL5 может обеспе-
чивать устойчивость микобактерий к соединениям
совершенно различных химических классов, что
осложняет in silico предсказание подверженно-
сти разрабатываемых соединений MmpS5-
MmpL5-опосредованному эффлюксу, использо-
вание созданной in vitro тест-системы, можно ре-
комендовать при исследовании всех новых классов
ПТП. Также штамм M. smegmatis Δmmp5 может стать
основой для выявления механизмов действия
(получение спонтанных лекарственно-устойчивых
мутантов) перспективных ПТП, устойчивость к
которым обеспечивается данными транспортерами.

Авторы выражают благодарность В.Н. Чару-
шину и Г.Л. Русинову за предоставленные соеди-
нения класса имидазо[1,2-b][1,2,4,5]тетразинов.
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A Test-System for in vitro Screening Antimycobacterial Drug Candidates
for MmpS5-MmpL5 Mediated Drug Resistance
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Emergence of drug-resistance to anti-tuberculosis agents is a global challenge that requires development of
novel drugs, active against resistant Mycobacterium tuberculosis strains. One of the tasks of drug development
is to determine the mechanism of resistance of the pathogen to the drug candidate. The mycobacterial
MmpS5-MmpL5 efflux system can provide resistance to a wide range of antibiotics, including bedaquiline,
clofazimine, thiacetazones, azoles and imidazo[1,2-b][1,2,4,5]tetrazines. We were able to construct a recom-
binant M. smegmatis Δmmp5 strain, which carries a deletion within the mmpS5-mmpL5 operon, and is hyper-
sensitive to imidazo[1,2-b][1,2,4,5]tetrazines. Comparing the sensitivity of M. smegmatis mc2 155 and
M. smegmatis Δmmp5 to candidate antimycobacterials can be used as a test-system for determining the possi-
ble role of the MmpS5-MmpL5 eff lux system in developing drug resistance at early screening stages.

Keywords: Mycobacterium smegmatis, test-system, drug resistance, anti-tuberculous drug.
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С 80-х годов прошлого столетия сотрудниками
лаборатории генетической эпидемиологии прово-
дятся комплексные медико-популяционно-генети-
ческие обследования населения России. Работы
идут в соответствии со стандартным протоколом,
разработанным в лаборатории под руководством
академика Е.К. Гинтера. Протокол предусматри-
вает сбор генетико-демографической информа-
ции, впоследствии использующейся при анализе
груза и спектра наследственной патологии [1]. В
Поволжье обследовано население Татарстана,
Башкортостана, Удмуртии, Чувашии и Марий
Эл. Основное внимание уделялось обследованию
автохтонного населения, поэтому выбирались
районы с преобладанием титульной нации. Тем
не менее, даже в этих районах проживает значи-
тельное число русских. Русские составляют почти
270 тыс. (22.2%) из 1.2 млн населения этих райо-
нов. Анализу метисации русского населения По-
волжья посвящена данная работа.

В работе использованы архивные данные ла-
боратории генетической эпидемиологии по брач-
ным записям: шесть р-нов Башкортостана (Бурзян-
ский, Абзелиловский, Баймакский, Салаватский,
Архангельский, Балтачевский), 13 р-нов Татарстана
(Арский, Нурлатский, Пестречинский, Мензелин-
ский, Буинский, Кукморский, Атнинский, Балта-
синский. Дрожжановский, Черемшанский, Альке-

евский, Муслюмовский, Актанышский), шесть
р-нов Удмуртии (Дебесский, Глазовский, Игрин-
ский, Можгинский, Малопургинский, Шаркан-
ский), шесть р-нов Чувашии (Алатырский, Ма-
риинско-Посадский, Цивильский, Канашский,
Чебоксарский, Моргаушский), три р-на Марий
Эл (Советский, Медведевский, Моркинский). Из
65747 брачных записей отобраны те, в которых
хотя бы один из супругов русский. Их оказалось
15804 (табл. 1). Все брачные записи относятся к
концу ХХ в. Из них внутриэтнические русские
браки составили 47.5%. Интенсивность метиса-
ции русских Поволжья составляет 52.5%. На ос-
новании этого мы приходим к выводу, что рус-
ское население Поволжья высокометисировано.
Основными брачными партнерами русских ожи-
даемо являются народы Поволжья, эти браки со-
ставляют 94.9%. Браки со славянскими народами
составляют 3.1%, причем 2.9% – это браки с укра-
инцами и белорусами, а браки с западными сла-
вянами (поляки, чехи, болгары) – чуть менее
0.2%. Немногочисленны браки с народами Кав-
каза (0.7%) и Средней Азии (0.3%). Браки с нем-
цами, длительно проживающими в Поволжье, со-
ставили 0.3%. По 0.1% составили браки с народа-
ми Прибалтики, Ближнего Востока и северными
финно-угорскими народами (коми-пермяки, ка-
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Таблица 1. Национальный состав браков русских

Тип барака Удмуртия Татарстан Башкирия Чувашия Марий Эл СУММА

Русско-русский 1857 2470 467 2031 681 7506
Русско-аварский 1 1
Русско-азербайджанский 10 3 13
Русско-арабский 1 1 6 8
Русско-армянский 10 8 3 3 4 28
Русско-башкирский 7 5 255 1 268
Русско-белорусский 19 7 4 6 3 39
Русско-болгарский 2 2
Русско-бурятский 1 1
Русско-гагаузский 1 1
Русско-греческий 1 1 1 3
Русско-грузинский 5 1 6
Русско-еврейский 1 1
Русско-казахский 1 2 3
Русско-карельский 1 1
Русско-киргизский 1 1
Русско-коми 3 2 1 1 7
Русско-корейский 3 1 1 5
Русско-кумыкский 1 1
Русско-курдский 1 1
Русско-латышский 1 7 8
Русско-лезгинский 1 1
Русско-литовский 1 1
Русско-марийский 13 30 8 6 661 718
Русско-молдавский 10 1 1 2 5 19
Русско-мордовский 2 85 1 340 2 430
Русско-немецкий 12 3 3 4 4 26
Русско-ногайский 1 1
Русско-осетинский 1 2 3
Русско-пермяцкий 1 1
Русско-польский 6 1 1 2 10
Русско-сирийский 1 1
Русско-таджикский 3 2 2 7
Русско-татарский 209 1386 86 30 89 1800
Русско-турецкий 1 1
Русско-туркменский 3 1 4
Русско-удмуртский 2782 81 2 1 6 2872
Русско-узбекский 7 1 2 1 11
Русско-украинский 80 46 6 36 35 203
Русско-финский 1 1
Русско-цыганский 2 2
Русско-чеченский 1 1 2
Русско-чешский 1 1 2
Русско-чувашский 8 857 13 889 17 1784
СУММА 5055 5004 861 3361 1523 15804
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релы, финны). Единичны браки с корейцами, бу-
рятами, цыганами, греками.

Ожидаемое число внутриэтнических русских
браков составило 3240 при наблюдаемом 7506.
Этническая брачная ассортативность рассчитана
по методу Н.П. Бочкова [2] как отношение на-
блюдаемого к ожидаемому, для русских Повол-
жья она составила 2.3. При избытке внутриэтни-
ческих браков наблюдается недостаток межэтни-
ческих: 8298 наблюдаемых при ожидаемом 22711.
Таким образом, в нашей выборке браков, в кото-
рых хотя бы один из супругов русский, ожидаемое
число – 25951 брачная запись при наблюдаемом
15804. Предполагаем, что такое несовпадение
связано с активной миграцией русского населе-
ния в крупные города, не охваченные настоящим
исследованием. В пользу этого свидетельствуют
результаты картографического анализа эндогам-
ности населения Татарстана [3], выявляющие на-
личие минимумов в районе Казани и Набереж-
ных Челнов, не входящих в проведенное исследо-
вание.

В табл. 2 представлены эти же данные по каж-
дой из республик. Этническая ассортативность
положительна, наиболее низкая в Марий Эл (рус-
ских в выборке 31.7%), самая высокая в Башки-
рии (русских в выборке 9.8%). Подобное явление
неоднократно наблюдалось нами и ранее: нацио-
нальные меньшинства имеют более высокую эт-
ническую брачную ассортативность. Наиболее
высокая метисация в Удмуртии (36.8% русских в
выборке), ниже всего она в Чувашии (26.8% рус-
ских в выборке). Таким образом, русские высоко-
метисированы в каждой из республик несмотря
на положительную брачную этническую ассорта-
тивность.

Таким образом, успешная ассимиляция рус-
ских в республиках Поволжья отражена высоким
уровнем метисации несмотря на положительную
этническую брачную ассортативность. Дальней-
шие молекулярно-генетические исследования
позволят оценить влияние метисации на дрейф
генов в русском населении Поволжья.

Работа выполнена при финансовой поддержке
гранта РФФИ 20-015-00061 и государственного
задания Министерства науки и высшего образо-
вания.
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следований с использованием в качестве объекта
животных.

Настоящая статья не содержит каких-либо ис-
следований с участием в качестве объекта людей.

Авторы заявляют об отсутствии конфликта
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Таблица 2. Наблюдаемое и ожидаемое число внутриэтнических русских браков и этническая ассортативность Н

Республика Наблюдаемое Ожидаемое Н Метисация, %

Удмуртия 1857 1424 1.30 63.3

Чувашия 2031 736 2.76 39.6

Башкирия 467 67 6.97 45.8

Татарстан 2470 474 5.21 50.6

Марий Эл 681 623 1.09 55.3
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КУСТАРНИКОВОЙ УЛИТКИ Bradybaena fruticum (Müll.) 
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Результаты длительного мониторинга динамики фенетических признаков в десяти популяциях ку-
старниковой улитки из Подмосковья и парков г. Москвы зафиксировали постоянство частоты ал-
леля полосатости раковин в крупных природных популяциях и изменение частот в мелких город-
ских изолятах. Одновременно в череде поколений выявлена стойкая тенденция увеличения частоты
желтых раковин, что объясняется происходящим осветлением местообитаний и служит подтвер-
ждением адаптивности признака цвета раковин. Представлены результаты длительного экспери-
мента по поддержанию жизнеспособности четырех городских популяций кустарниковой улитки
Bradybaena fruticum (Müll.), начатого с обогащения их генофонда в 2003 г. и проведения контроля в
2005 г., выявившего изменение частоты аллеля полосатости раковины. Повторный контроль состо-
яния генофонда оздоровленных популяций (2017–2019 гг.) выявил сохранение частоты этого при-
знака с 2005 г. на протяжении двух поколений моллюсков, в том числе в двух популяциях при p <
< 0.01, одной p < 0.05. Таким образом, контроль результатов эксперимента по обогащению популя-
ций подтверждает, что способ поддержания жизнеспособности популяций на урбанизированных
территориях (защищенный патентом на изобретение) эффективен для восстановления генетиче-
ского разнообразия и жизнеспособности популяций животных.

Ключевые слова: популяция, аллель, фенетические признаки, мониторинг, урбанизированный
ландшафт.
DOI: 10.31857/S0016675821010094

Сохранение биоразнообразия является одним
из необходимых условий устойчивого развития
человечества [1]. Сохранение биоразнообразия
связано не только с сохранением местообитаний
и поддержанием численности вида, но в значи-
тельной степени – с поддержанием генетическо-
го разнообразия популяций.

Устойчивость популяций животных и расте-
ний обеспечивается благодаря гомеостазу, т.е.
постоянству соотношения частот аллелей генов.
Использование частот аллелей генов позволяет
оценить генотипическую структуру популяций. В
условиях урбанизированных ландшафтов фраг-
ментация как правило ведет к изоляции мелких
популяций, сокращению их генетического разно-
образия (вследствие активизации дрейфа генов и
инбридинга) и вымиранию [2, 3]. Поэтому для
обеспечения жизнеспособности популяций на

урбанизированных территориях необходим кон-
троль состояния генофонда и поддержание его
разнообразия [4].

Это является главной методологической осно-
вой геноурбанологии – нового научного направ-
ления, разработанного авторами [4–6]. В рамках
геноурбанологии получен патент на изобретение
№ 2620079 “Способ поддержания жизнеспособно-
сти популяций животных или растений на урбани-
зированных территориях” [7], который позволяет
остановить процессы устойчивого необратимого
изменения генофондов, вызванные антропогенной
изоляцией. Апробация способа была проведена на
примере четырех популяций кустарниковой улитки,
обитающих на особо охраняемых территориях горо-
да Москвы, в 2003–2005 гг. [6].

Необходимо отметить, что ранее сокращение
генетического разнообразия было выявлено в по-
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пуляциях четырех модельных видов животных и
растений в условиях урбанизированного ланд-
шафта города Москвы и Подмосковья, что несо-
мненно свидетельствует об уменьшении адаптив-
ного потенциала и жизнеспособности популяций
[8–10].

Задача настоящего исследования состоит в
анализе динамики генофонда популяций кустар-
никовой улитки по результатам длительного эко-
лого-генетического мониторинга фенетических
признаков, а также – в проведении контрольного
обследования состояния генофонда эксперимен-
тально обогащенных в 2003 г. четырех городских
популяций этого модельного объекта.

Кустарниковая улитка широко распространена в
европейской части России, Западной Сибири – в
пойменных лесах и на склонах сырых оврагов, в том
числе и в антропогенных местообитаниях. Этот вид
включен в список видов, предложенных для вне-
сения в Красную Книгу города Москвы [11].

Кустарниковая улитка является удобным объек-
том для мониторинга динамики структуры популя-
ций, т.к. обладает ярко выраженным генетически
детерминированным полиморфным признаком –
наличием или отсутствием полосы на раковине, с
доминированием аллеля бесполосости [12]. Рако-
вины также полиморфны по цвету. Выделяются
красные, коричневые и желтые морфы. Цвет рако-
вины не является четким дискретным признаком и
детерминирован полигенно. Продолжительность
жизни особей составляет 5–6 лет.

Эколого-генетический мониторинг популяций
кустарниковой улитки начат в 1975 г. [13] и про-
должается по настоящее время. Описания место-
обитаний исследованных за этот период 20-ти по-
пуляций улиток в Москве и Подмосковье, а также
методика сбора материала, результаты оценки со-
стояния генофонда с использованием биохими-
ческих маркеров и фенетических признаков по-
дробно изложены ранее [8, 14–17].

В настоящем сообщении приведены результа-
ты мониторинга десяти популяций, из которых
шесть обитают на особо охраняемых территориях
(ООПТ) г. Москвы, четыре – в дальнем и ближ-
нем Подмосковье. Мониторинг двух популяций
проводится с 1975 г., одной – с 1989 г., одной – с
1998 г., остальных – с 2003 г. Последнее кон-
трольное обследование состояния генофонда по-
пуляций проведено в 2017–2019 гг., объем матери-
ала составляет 1310 экземпляров. Для изучения ди-
намики частот фенетических признаков во времени
использованы также данные исследований популя-
ций улиток, проведенных ранее [13–17] в количе-
стве более 12000 раковин.

Пункты сбора улиток в Москве: Националь-
ный парк Лосиный остров; особо охраняемые
территории (ООПТ) г. Москвы: природно-исто-
рические парки: Измайлово, Кузьминки–Люб-

лино; парк Битцевский лес; природный заказник
Воробьевы горы, усадьба Узкое, Главный Бота-
нический сад. Улиток собирали в трех пунктах на
западе Московской обл., в Звенигородском р-не:
природный заказник “Звенигородская биостанция
МГУ и карьер Сима”, дер. Городок на берегу Мо-
жайского водохранилища, дер. Мешково (Киев-
ское шоссе).

Анализ состояния генофонда десяти популяций
кустарниковой улитки в пространстве и во времени
проводился с использованием двух фенетических
признаков: наличия или отсутствия полосы на ра-
ковине и наличия ярко желтой окраски раковины.

Для сравнения выборок из исследованных по-
пуляций использовалась частота аллеля полосато-
сти, которая рассчитывалась по доле полосатых осо-
бей, проявляющих рецессивный ген [18]. При этом
доминантная гомозигота и гетерозигота имеют оди-
наковое фенотипическое выражение – отсутствие
полосы на раковине. В расчетах частот аллелей ис-
ходили из предположения, что соотношение ге-
нотипов в популяциях соответствует равновесию
Харди–Вайнберга, поскольку данные, получен-
ные нами ранее, указывают на равновесное рас-
пределение генотипов аллозимных локусов у дан-
ного вида [8].

Для проведения сравнительного графического
анализа популяций в пространстве и во времени
рассчитывались доверительные границы для доли,
среднее квадратическое отклонение (σp), средняя
ошибка для доли (Sp) [18].

Выборки сравнивались с помощью критерия
Фишера с предварительным преобразованием
долей в радианы (метод ϕ) [19].

Анализ частот раковинных фенотипов выявил
стойкое сохранение частоты аллеля полосатости –
генетически детерминированного признака на-
личия или отсутствия полосы на раковине в попу-
ляциях, разделенных антропогенными барьерами
(рис. 1, табл. 1). Постоянство частот сохраняется
не только в ограниченный период времени (3–5 лет),
но и на протяжении 3–7 поколений (одно поко-
ление шесть лет). В целом длительный монито-
ринг выявил колебания частот признаков вокруг
средней величины, что подтверждает адаптивный
характер полиморфизма (выявленный ранее), да-
ющий возможность популяции выжить в колеб-
лющихся условиях среды [16, 17] (табл. 1). Необ-
ходимо отметить, что постоянство генетической
структуры выявлено главным образом для круп-
ных природных популяций (Звенигород, Горо-
док, Мешково). В то же время в мелких изолиро-
ванных городских популяциях, испытывающих
максимальное антропогенное воздействие, отме-
чены достоверные изменения частот аллелей (Во-
робьевы горы, Кузьминки, Лосиный остров)
(рис. 1). Полученные данные о постоянстве ча-
стот полосатых морф в природных популяциях
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кустарниковой улитки согласуются с ранними
работами авторов [17] и с современными работа-
ми других исследователей, выявившими стойкое
сохранение частот полосатых морф на протяже-
нии шестнадцати лет в популяции наземного
моллюска Helix albescens, Rossmassler в Крыму [20]
и достоверные изменения частот фенетических
признаков в популяциях наземных моллюсков
Bradybaena fruticum [21] и Сepaea vindobonensis,
Ferussuc [22], обитающих на урбанизированных
территориях.

В целом результаты анализа популяций мол-
люсков (с использованием аллеля полосатости),
разграниченных естественными и созданными
человеком барьерами, позволяют сделать заклю-
чение о решающей роли антропогенной инсуля-
ризации в формировании пространственно-по-
пуляционной структуры вида. Сильное влияние
антропогенной инсуляризации за период наблю-
дения (43 года) сказалось также в резком сокра-
щении площади обитания и численности особей
в изолятах (в 25–50 раз), в сокращении генетиче-
ского разнообразия популяций. За период дли-
тельного мониторинга исчезло семь популяций
моллюсков (33.3% от общего числа популяций) и
19 участков, различающихся фитоценотически
(54.3% от общего числа участков) вследствие раз-
рушения их местообитаний.

Сравнительный анализ популяций в про-
странстве и во времени с использованием при-
знака частоты ярко-желтых раковин выявил
стойкую тенденцию увеличения частоты желтых
раковин (табл. 1), (различия достоверны в восьми

из десяти популяций). Это может быть объяснено
происходящим осветлением местообитаний, от-
меченным нами ранее [15, 17], и служит подтвер-
ждением адаптивности признака цвета раковин.
Необходимо отметить, что случаи отклонения от
выявленной тенденции, например в популяции
“Узкое” (табл. 1), связаны с сильным антропо-
генным воздействием, выражающемся в посто-
янном сенокошении в местах обитания улиток,
приводящему к сокращению площади обитания и
численности популяции.

Также было подтверждено выявленное нами
ранее [15, 17] преобладание желтых бесполосых
раковин в открытых фитоценозах по сравнению с
затененными, что обеспечивает бóльшую защиту
моллюсков при апостатическом (хищниками) от-
боре. Кроме того, тот или иной цвет раковины
обеспечивает разную степень регуляции нагрева
тела, следовательно, разную скорость потери воды.
Эксперименты, проведенные нами ранее, подтвер-
дили бóльшую выживаемость бесполосых моллюс-
ков с желтым цветом фона раковин при нагрева-
нии, по сравнению с другими морфами [23].

В 2003 г. в четырех популяциях из парков
Москвы (Кузьминки, Битцевский лес, Воробье-
вы горы, Ботанический сад), испытывающих
максимальный антропогенный пресс (генофонд
и эффективная численность были оценены как
критические) [8], было проведено эксперимен-
тальное оздоровление генофонда [5, 6]. Решение
об оздоровлении популяций было принято на ос-
новании результатов оценки состояния генофон-
да 20 популяций кустарниковой улитки из парков

Рис. 1. Частоты аллеля полосатости раковин в десяти популяциях кустарниковой улитки в парках г. Москвы и в Под-
московье по результатам длительного мониторинга.
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Москвы и Подмосковья (13 полиморфных изо-
ферментных локусов, 2730 экземпляров) [8]. Для
оздоровления генофонда использована разрабо-
танная технология сохранения жизнеспособно-
сти популяций животных на урбанизированных
территориях, защищенная впоследствии патен-
том [7]. В городские популяции было внесено
определенное расчетное число улиток из эталон-
ных популяций Московской обл. (Звенигород,
Городок, Мешково). В 2005 г. проведено первое
контрольное определение состояния генофонда,
которое выявило изменение частот аллеля поло-
сатости у потомства во всех популяциях. Повтор-
ный контроль состояния генофонда оздоровлен-
ных популяций проведен по прошествии 12 лет –
двух поколений (2017–2019 гг.). При этом одна из
четырех обогащенных популяций (Ботанический
сад) исчезла вследствие полного разрушения ме-
стообитания. Контроль выявил сохранение ча-
стот полосатых раковин и аллеля полосатости в
обогащенных популяциях с 2005 г. (табл. 2). При
этом в двух популяциях наблюдались достоверные
отличия (по сравнению с 2003 г.) при p < 0.001, в
одной – при p < 0.05. Необходимо отметить, что
тенденция увеличения частоты ярко желтых ра-
ковин сохранилась и в обогащенных популяциях.

Таким образом, результаты эксперимента по
обогащению генофонда популяций кустарнико-
вой улитки подтвердили эффективность исполь-
зования разработанного способа для восстанов-
ления их генетического разнообразия и жизне-
способности.

В заключение необходимо отметить, что фене-
тический признак наличия или отсутствия полосы
на раковине с успехом был использован (для прак-

тических целей) для быстрой оценки состояния ге-
нофонда после проведенного оздоровления попу-
ляций на особо охраняемых территориях (ООПТ)
г. Москвы [3, 5, 6]. Подобные фенетические призна-
ки могут быть использованы и для других видов
флоры или фауны при организации мероприятий по
их сохранению на городских ООПТ. Однако несо-
мненно, что более точную оценку дает использова-
ние кодоминантных генетических маркеров [8–10].

Длительный эксперимент по поддержанию
жизнеспособности популяций был начат в рам-
ках НИОКР Департамента природопользования
и охраны окружающей среды г. Москвы в соот-
ветствии с целевой программой по восстановле-
нию биоразнообразия Москвы по проекту “Вос-
становление генетического разнообразия исчеза-
ющих видов беспозвоночных животных на ООПТ
города Москвы (на примере кустарниковой улит-
ки), 2002–2003 гг.”.

Настоящее исследование (продолжение дли-
тельного эксперимента) проведено в рамках темы
государственного задания, регистрационный
№ АААА-А16-116042010089-2 “Экология”. “Био-
сферные функции природных экосистем и раци-
ональное природопользование”. Частично – в
рамках темы государственного задания № 0112-
2019-0001, а также по Программе обучения в ас-
пирантуре, совместно реализуемой Московским
государственным университетом им. М.В. Ломо-
носова и университетом МГУ–ППИ в Шеньчж-
эне, Китай.

Все применимые международные, националь-
ные и/или институциональные принципы ухода
и использования животных были соблюдены.

Таблица 2. Степень различия популяций по частотам аллеля полосатости, по результатам длительного экспери-
мента по оздоровлению генофонда

Примечание. 2003 г. – частота аллеля полосатости до оздоровления; 2005 г. – после оздоровления; 2017–2019 – через два по-
коления после оздоровления.

Пункт сбора Год

Численность Частота

d.f. F-критерий

Вероятность 
различия 

по сравнению 
с 2005 г.

всего полоса-
тых

полоса-
тых аллеля

Кузьминки 2003 94 4 0.0426 0.2063 296 14.7698 0.999

2005 170 37 0.2176 0.4665 – – –

2017–2019 128 29 0.2266 0.4760 330 0.7983 Различия нет

Битцевский лес 2003 160 48 0.3000 0.5477 287 4.5255 0.95

2005 129 23 0.1783 0.4222 – – –

2017–2019 289 71 0.2457 0.4957 416 1.9390 Различия нет

Воробьевы горы 2003 216 11 0.0509 0.2257 416 34.6080 0.999

2005 202 50 0.2475 0.4975 – – –

2017–2019 97 21 0.2165 0.4653 297 0.2727 Различия нет
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The results of a long-term monitoring of the dynamics of phenetic features in ten populations of the bush snail
Bradybaena fruticum (Müll.) in Moscow region and Moscow parks have revealed that the frequency of the al-
lele of striped shells remained unchanged in large natural populations while there was a shift in the frequencies
of this allele in small urbanized isolates. Simultaneously, in a series of generations a tendency for the frequen-
cy of yellow shells to increase has been revealed, that can be accounted for by the ongoing lightening of the
habitats (decreasing the shade density) and confirms the adaptability of the feature of shell color. The long-
term experiment to maintain the viability of four urban populations of the bush snail Bradybaena fruticum
(Müll.), started with enriching their gene pool in 2003 and finished with monitoring in 2005, has revealed a
shift in the frequencies of the allele of striped shells. Further control of the condition of the gene pool of the
rehabilitated populations (2017–2019) has revealed the constancy of the frequency of this feature since 2005
within two generations of snails, including two populations where p > 0.01, and one where p > 0.05. Thus, the
monitoring of the results of the experiment to enrich the gene pool of populations confirms that the patented
method for maintaining population viability proves effective for restoration of the genetic diversity and via-
bility of animal populations.
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