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Почти 60 лет прошло с тех пор, как было обнаружено, что степень различия ДНК двух видов явля-
ется функцией времени с момента их дивергенции. В дальнейшем стало ясно, что универсальных
молекулярных часов не существует, скорость молекулярной эволюции широко варьирует в зависи-
мости от гена и филогенетической линии, коррелируя с биологическими характеристиками (про-
должительность поколения, размер тела, плодовитость) и особенностями генома. Развитие концеп-
ции молекулярных часов связано с прогрессом методов, позволяющих учитывать и измерять сте-
пень непостоянства скорости молекулярной эволюции. В настоящее время большинство датировок
выполняется с помощью методов нестрогих часов (Relaxed clock), которые опираются на разнооб-
разные модели скорости молекулярной эволюции (например, с автокорреляцией скоростей в со-
седних ветвях или без нее). Другой актуальный фактор, позволяющий уменьшить ошибки молеку-
лярных датировок – увеличение объема данных вплоть до геномного уровня, что повышает требо-
вания к вычислительной эффективности алгоритмов и методам разложения данных на партиции.
Отдельная проблема – нелинейная зависимость оценок скорости эволюции от времени (феномен
rate decay), что особенно существенно для анализа недавней истории. В отсутствие адекватной мо-
дели эволюции последовательностей нуклеотидов оценки времен могут оказаться существенно
смещенными, от чего часто страдают результаты, полученные по мтДНК. Одно из важнейших на-
правлений – развитие методов получения калибровочной информации, прежде всего – более пол-
ное использование постоянно и быстро растущего объема палеонтологических данных, анализ па-
леоДНК и других вариантов гетерохронных данных. Несмотря на то, что точность оценок уровней
молекулярных дивергенций продолжает расти, неопределенность датировок сохраняется во многом
из-за неоднозначности калибровок и недостатков существующих моделей эволюции.

DOI: 10.31857/S0044459622010031

Начавшись с простой предпосылки, что эво-
люционные изменения на молекулярном уровне
происходят с относительно постоянной скоро-
стью (Zuckerkandl, Pauling, 1962), наши представ-
ления о молекулярных часах за прошедшие 60 лет
претерпели существенную эволюцию. На протя-
жении этого времени значительные усилия были
приложены к тому, чтобы понять причины изме-
нения скорости эволюции на филогенетических
древах и применить сам принцип молекулярных
часов для оценки временных масштабов эволю-
ции. Появился широкий спектр моделей молеку-
лярных часов, которые допускают варьирование
скорости эволюции и позволяют оценивать вре-
мена даже при их сильном различии в разных фи-
логенетических линиях (Ho, Duchêne, 2014). Как
результат, на основе молекулярного подхода воз-

никла новая шкала времени. Причем в отличие от
палеонтологических часов современные молеку-
лярные часы предоставляют возможность дати-
ровать события дивергенции, относящиеся к ши-
рокому диапазону времен не только на филогене-
тическом, но и на популяционном уровне
(Arbogast et al., 2002). В современной геномной
эпохе откалиброванные по времени филогенети-
ческие древа – это фундаментальная отправная
точка для исследования эволюции организмов.

ИСТОРИЯ КОНЦЕПЦИИ
МОЛЕКУЛЯРНЫХ ЧАСОВ

Открытие молекулярных часов
Гипотеза молекулярных часов заключается в

том, что скорость накопления замен в нуклеотид-
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ной или аминокислотной последовательности
постоянна, из чего следует линейный характер за-
висимости между числом мутационных шагов
(которые являются функцией числа различий в
последовательностях) и временем дивергенции
видов. Термин “молекулярные часы” (molecular
evolutionary clock) был предложен Цукеркандлем
и Полингом в 1965 г. (Zuckerkandl, Pauling, 1965).
Сравнивая последовательности белков (гемогло-
бинов) у разных видов, они получили линейную
зависимость числа аминокислотных замен от воз-
раста видов, оцененного по ископаемым остат-
кам, и заявили о возможности использования
этого свойства для оценки времени дивергенции
между видами (Zuckerkandl, Pauling, 1962).

Изучая эволюцию гемоглобинов у приматов,
Цукеркандль и Полинг оценили возраст дивер-
генции между гориллой и человеком в 11 млн лет
(Zuckerkandl, Pauling, 1962), отметив, что это время
соответствует минимальной (самой поздней) па-
леонтологической датировке (11–35 млн лет назад).
Эти данные, так же как и другие молекулярные
оценки времен дивергенции гоминоидов 60-х годов
(Sarich, Wilson, 1967), оказались несовместимы с
представлениями палеонтологов о большом эво-
люционном разрыве (масштабе фенотипической
дивергенции) между человеком и человекообраз-
ными обезьянами (Wilson et al., 1977). В настоя-
щее время относительно недавняя дивергенция
человека и шимпанзе считается доказанной
(Easteal, Herbert, 1997; Kumar et al., 2005). Вслед за
работами Цукеркандля и Полинга по гемоглобинам
появились сообщения о постоянстве скорости эво-
люции аминокислотой последовательности ци-
тохрома С (Margoliash, 1963) и фибринопептидов
(Doolittle, Blombäck, 1964), которые показали, что
разные белки и гены отличаются по скорости эво-
люции и поддержали гипотезу молекулярных часов.

Цукеркандль и Полинг предвидели проблемы,
которые могли затруднить применение молеку-
лярных часов (Zuckerkandl, Pauling, 1962). Они
указывали на повторяющиеся замены в одном и
том же аминокислотном сайте (включая обрат-
ные мутации), воздействие естественного отбора
и влияние размера популяции. Исходно их кон-
цепция включала важную роль естественного от-
бора, но позже они предположили, что “измене-
ния, которые происходят с довольно регулярной
общей скоростью, должны быть такими, которые
относительно мало изменяют функциональные
свойства молекулы” (Zuckerkandl, Pauling, 1965,
р. 148). Эта цитата предвосхищает тесную связь
гипотезы молекулярных часов Цукеркандля и
Полинга с нейтральной теорией молекулярной
эволюции Кимуры (Kimura, 1968, 1969), неотъем-
лемой частью которой они стали.

Теория нейтральности молекулярной эволюции 
(neutral theory of molecular evolution)

Мотоо Кимура и Томоко Ота объяснили по-
стоянную скорость замен аминокислот в белках
их нейтральностью в том смысле, что эти замены
не влияют на приспособленность организма и,
следовательно, не находятся под давлением отбо-
ра (Kimura, 1968; Kimura, Ohta, 1971). Предложен-
ная модель отличалась от более ранних тем, что в
прежних моделях (Fisher, 1936; Mayr, 1963) боль-
шинство замен предполагались благоприятными
(попадают под положительный отбор), либо
вредными (удаляются отбором). Важное след-
ствие теории нейтральности состоит в том, что
скорость, с которой нейтральные мутации фик-
сируются в популяции (substitution rate), пример-
но равна скорости, с которой мутации спонтанно
возникают (Kimura, 1968). Решающий аргумент в
пользу теории нейтральности – скорость несино-
нимичных (аминокислотных) замен в кодирую-
щих последовательностях ниже, чем скорость си-
нонимичных (“молчащих”) замен, и скорость за-
мещений в интронах и псевдогенах.

Развитием теории нейтральности молекуляр-
ной эволюции стала теория почти (эффективно)
нейтральных мутаций (the nearly neutral theory of
molecular evolution), разработанная Ота (Ohta,
1972a, 1973). Теория почти нейтральных мутаций
предполагает, что часть нейтральных мутаций
имеет небольшое влияние на приспособлен-
ность, являясь умеренно вредными или (реже)
умеренно полезными. В малочисленной популя-
ции, где отбор слаб по сравнению с дрейфом, та-
кие мутации ведут себя практически как ней-
тральные (эффективно нейтральные). Таким об-
разом, при низкой эффективной численности
доля нейтральных мутаций относительно вред-
ных оказывается выше и скорость эволюции уве-
личивается. Тем не менее это не противоречит
постоянству скорости эволюции в единицу вре-
мени благодаря отрицательной корреляции меж-
ду размером популяции и продолжительностью
жизни поколения (Ohta, 1972b, 1974).

Концепция молекулярных часов вызвала рез-
кую критику со стороны крупных биологов-эво-
люционистов своего времени (например, Steb-
bins, Lewontin, 1972; Easteal et al., 1995). Дальней-
шее накопление эмпирических данных показало,
что поведение молекулярных часов не соответ-
ствует в полной мере модели постоянной скоро-
сти – часы оказываются “небрежными” (“sloppy”
clock), так как дисперсия числа генетических раз-
личий в конкретном временном периоде оказы-
вается выше ожидаемой исходя из простого пуас-
соновского процесса (Gillespie, 1991). Теоретиче-
ски на скорость молекулярной эволюции должны
влиять скорость мутирования, соотношение сай-
тов различной селективной значимости и (в слу-
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чае почти нейтральных мутаций) размер популя-
ции (Ohta, 2002). Эти факторы различаются между
видами, генами и временными периодами. Непо-
стоянство часов есть следствие изменчивости
скорости замен внутри одной линии и неравен-
ства скоростей замен в разных линиях. Оба фак-
тора порождают ошибки в молекулярных дати-
ровках (Bromham, Penny, 2003).

Таким образом, уже вскоре после появления
концепции молекулярных часов стало ясно, что
универсальных часов не существует. Все дальней-
шее развитие методологии опиралось на допуще-
ние, что степень непостоянства скорости молеку-
лярной эволюции можно измерить и учесть
(Bromham, Penny, 2003). За последние два десяти-
летия было предпринято множество усилий по
разработке методов работы с варьирующими ско-
ростями, что привело к значительному прогрессу
в методах молекулярного датирования.

СКОРОСТЬ МОЛЕКУЛЯРНОЙ ЭВОЛЮЦИИ

Варьирование скорости молекулярной эволюции
в зависимости от разных факторов

Скорость появления мутаций зависит от не-
скольких факторов и по современным представ-
лениям определяется балансом между ожидае-
мым (в основном негативным) влиянием спон-
танных мутаций на приспособленность с одной
стороны и затратами на исправление ошибок ре-
пликации с другой (Lynch, 2010а). В рамках этой
концепции скорость молекулярной эволюции не
может быть меньше порога, определяемого эф-
фективностью отбора в условиях той или иной
величины дрейфа (drift-barrier hypothesis; Lynch,
2010b). Снижение скорости спонтанных мутаций
организма может быть ограничено биохимиче-
скими и физиологическими затратами, связан-
ными с улучшением точности репликации (Drake
et al., 1998). Чтобы ограничить приток вредных
мутаций, очищающий отбор может снижать ча-
стоту спонтанных мутаций за счет повышения
точности репликации. Однако очищающий отбор
подавляется генетическим дрейфом, если повы-
шение приспособленности от дальнейшего сни-
жения скорости спонтанных мутаций в диплоид-
ном организме становится меньше, чем 1/2 Ne
(где Ne – эффективная численность). Это объяс-
няет тот факт, что виды с высокой Ne популяций
(т.е. более эффективным отбором) обычно де-
монстрируют более низкую частоту спонтанных
мутаций на поколение, чем виды с низкой Ne.

Скорость эволюции нуклеотидных и амино-
кислотных последовательностей меняется в зави-
симости от локуса, временного диапазона и кон-
кретной филогенетической линии. Хорошо извест-
но и многократно показано, что у многоклеточных
животных частота мутаций в митохондриальном

геноме много выше, чем в ядерном (Brown et al.,
1979; Wilson et al., 1985), например, у человека и
мыши примерно в 40 раз (Fu et al., 2013; Hardouin,
Tautz, 2013). Особенно велики эти различия для
синонимичных замен (Pesole et al., 1992). У насе-
комых и паукообразных это различие между ско-
ростью митохондриальной и ядерной эволюции
значительно ниже, чем у позвоночных (Allio et al.,
2017). Варьирование скорости в зависимости от
локуса может быть связано с тем, в какой степени
локусы находятся под давлением отбора, а также
их различиями в скорости мутирования (Hodgk-
inson, Eyre-Walker, 2011). При анализе нуклеотид-
ных последовательностей, как правило, прини-
мается во внимание варьирование скоростей в
трех позициях кодонов белок-кодирующих генов
(Shapiro et al., 2006). Скорость мутаций может ва-
рьировать также в зависимости от конкретных
нуклеотидов и их окружения, например, мутации
в цитозин-гуаниновых динуклеотидах (CpG)
происходят чаще, чем в других динуклеотидах,
частично из-за склонности цитозина к дезамини-
рованию (Bird, 1980). Cкорость CpG → TpG за-
мен варьирует в широких пределах у разных ви-
дов, есть данные, что у человека эта скорость мо-
жет быть в ~13−18 раз выше по сравнению с
другим динуклеотидами (Nachman, Crowell, 2000;
Kong et al., 2012). Известно, что частота мутаций
повышена в тех частях генома, где присутствуют
горячие точки рекомбинации (Duret, Arndt,
2008), что отчасти связано с увеличением доли
цитозина и гуанина и количества CpG сайтов
вследствие ассимметричной генной конверсии в
процессе рекомбинации.

Скорость молекулярной эволюции и эффект 
времени генерации (longevity effect)

В литературе упоминается два варианта скоро-
сти эволюции: (1) число замен на сайт в единицу
времени и (2) число замен на сайт на поколение
(Bromham, 2020; Pfeifer, 2020). Как обсуждалось
выше, согласно теории нейтральности, эволюция
в нейтральных сайтах происходит со скоростью
мутаций и, в соответствии с гипотезой молеку-
лярных часов, скорость мутаций должна быть
одинакова в разных филетических линиях. Одна-
ко на самом деле скорость эволюции сильно раз-
личается между линиями. Уже в первых иммуно-
логических работах по гемоглобинам приматов
было показано, что линии с большей продолжи-
тельностью жизни поколения имеют меньшую
скорость эволюции (Goodman, 1961, 1962). Реаль-
ность этой модели, известной как “эффект вре-
мени генерации”, теперь подтверждена много-
численными исследованиями на разных живот-
ных (Allio et al., 2017), в том числе на птицах
(Mooers, Harvey, 1994), беспозвоночных (Thomas
et al., 2010), а также бактериях (Weller, Wu, 2015).
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В настоящее время принято считать, что влия-
ние продолжительности жизни поколения на
скорость эволюции – наиболее очевидная причи-
на различия скоростей молекулярной эволюции в
разных линиях (Ho, 2020). Однако исходные
утверждения Кимуры (Kimura, 1969) противоре-
чивы: с одной стороны, скорость эволюции бел-
ков у разных видов примерно одинакова, а с дру-
гой стороны, примерно одинаковы скорости му-
тирования белков в пересчете на поколение (а не
на единицу времени), но продолжительность
жизни поколения сильно отличается у разных
животных. Сам Кимура сначала считал, что сино-
нимичные замены происходят с постоянной ско-
ростью в пересчете на год, что могло бы служить
подтверждением теории нейтральности (Kimura,
1969). Но позже он признал, что нейтральная тео-
рия должна предсказывать постоянную скорость
замещения не на год, а на поколение, так как ско-
рость зависит от числа циклов репликации, и до-
казательство постоянства эволюционных изме-
нений в единицу времени представляет собой
“трудную проблему” в его теории (Kimura, 1983).

Для объяснения этого факта привлекалась тео-
рия почти (эффективно) нейтральных мутаций
(Ohta, 1972a). Суть объяснения состояла в том,
что виды с долгоживущими поколениями, как
правило, имеют более низкую эффективную чис-
ленность популяции (Ne) и, следовательно, для
них выше доля условно нейтральных мутаций.
Однако полностью адекватным это объяснение
не является, реальная причина сложней и зависит
от нескольких факторов.

Во-первых, молекулярная эволюция неравно-
мерна и у животных с большим временем генера-
ции скорость нуклеотидных замен меньше (на-
пример, Nabholz et al., 2008, 2013; Welch et al.,
2008; Galtier et al., 2009), однако зависимость
между скоростью эволюции и величиной, обрат-
ной времени генерации отнюдь не линейна. Вре-
мя генерации отличается у человека и мыши при-
мерно в 40–50 раз, а скорость эволюции менее
чем в 10 раз (Bromham, 2011).

Во время работы Кимуры над книгой (Kimura,
1983) предполагалось, что мутации возникают
прежде всего в момент репликации ДНК половых
клеток или их предшественников (Haldane, 1947;
Müller, 1954) и что число циклов деления в линии
предшественников половых клеток примерно
одинаково у организмов с различной длиной по-
коления. Однако теперь ясно, что это допущение
не верно; так, у человека в клетках-предшествен-
никах сперматозоидов происходит в среднем 400
делений на поколение, а у самцов мыши − всего
62 деления (Bromham, 2011). Следовательно, строго
обратной зависимости между временем генера-
ции и скоростью эволюции, как ожидалось ранее,
на самом деле быть не должно.

С другой стороны, если бы скорость реплика-
ции на единицу времени была постоянной, между
временем генерации и скоростью эволюции во-
обще не было бы связи. На самом же деле число
клеточных делений в единицу времени больше у
короткоживущих видов, например, у мыши (сам-
цы) более 100 делений в год, а у человека всего
около 20 делений (Bromham, 2011). Отметим, что
принимать во внимание число циклов деления и
скорость мутаций нужно именно в сперматозои-
дах, а не в яйцеклетках. Кроме того, скорость
спонтанных мутаций на одно деление у коротко-
живущих видов выше, чем у долгоживущих, на-
пример, у мыши этот показатель примерно в 3 ра-
за выше, чем у человека (Milholland et al., 2017).
Именно эти два фактора и определяют большую
скорость мутирования у короткоживущих видов.

Есть и другой, осложняющий эту картину фак-
тор: не все мутации вызываются ошибками ре-
пликации. Например, у многих организмов цито-
зин может химически модифицироваться путем
метилирования (Suzuki, Bird, 2008). Основные
мишени метилирования ДНК в геномах − это ци-
тозины, за которыми следует гуанин (“CpG” ми-
шени); по химическим причинам метилирован-
ные CpG сайты очень склонны к превращению в
TpG сайты (Bird, 1980). Поскольку метилирова-
ние ДНК само по себе не зависит от репликации
(например, Vandiver et al., 2015), на мутации, вы-
званные метилированием, продолжительность
жизни поколения влиять не должна. Показано,
что у разных видов приматов мутации в сайтах
CpG происходят с одинаковой скоростью, в то
время как скорости мутаций в других сайтах ва-
рьируют в зависимости от времени генерации
(Kim et al., 2006; Moorjani et al., 2016). Итак, ско-
рости эволюции в расчете на поколение и на еди-
ницу времени связаны между собой сложно и не
линейно.

Причины вариабельности скоростей
молекулярной эволюции

Одним из наиболее ярких примеров зависимо-
сти скорости мутирования ДНК от частоты ре-
пликации является феномен, который часто на-
зывают “male-driven evolution” или “male-biased
mutation”. Мужские гаметы обычно производятся
в большем количестве, чем женские, и мужские
гаметы обычно являются продуктом большего
количества поколений клеток, чем женские гаме-
ты того же вида. Таким образом, во многих таксо-
нах последовательности ДНК, которые проводят
больше времени у самцов, будут проходить боль-
ше репликаций в единицу времени, чем те, кото-
рые проводят больше времени у самок, и поэтому
будут накапливать больше ошибок копирования.
Это было отмечено у млекопитающих (более вы-
сокая частота мутаций в хромосоме Y, чем в X) и у
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птиц (более высокая частота мутаций в хромосо-
ме Z, чем в хромосоме W) (Wilson Sayres, Makova,
2011). Таким образом, средняя частота мутаций
для вида будет сильно зависеть от мутаций, про-
исходящих у самцов во время производства гамет
(Gao et al., 2016).

При использовании молекулярных часов наи-
большее значение имеет варьирование скоростей
в разных филогенетических линиях. Одним из
возможных объяснений стойких видоспецифич-
ных различий в скорости мутаций является то,
что относительная “стоимость” мутации различа-
ется между видами. Если так, можно ожидать, что
вклад в репарацию также будет различаться, и,
следовательно, можно модулировать среднюю
частоту мутаций (Bromham, 2002). Показано, что
помимо эффективного размера популяции, со
скоростью молекулярной эволюции могут быть
тесно связаны размер генома, интенсивность ме-
таболизма, размер тела, плодовитость и продол-
жительность жизни.

Размер генома. Ранее было высказано предпо-
ложение, что число мутаций за поколение на ге-
ном – величина постоянная (эффект Дрейка;
Drake et al., 1998), а частота мутирования обратно
пропорциональна размеру генома. Позднее было
показано, что это правило соблюдается для виру-
сов и бактерий, в то время как у многоклеточных
зависимость противоположная, частота мутаций
тем выше, чем больше размер генома (Pfeifer,
2020). Чтобы более тщательно оценить эту зако-
номерность в филогенетических линиях необхо-
димо включение в исследования более широкого
набора видов.

Интенсивность метаболизма и размер тела.
Обычно считается, что скорость эволюции не-
прямым образом, через время генерации и разме-
ры тела, связана с интенсивностью метаболизма
(например, Martin, Palumbi, 1993; Gillooly et al.,
2005). Крупные животные и высокие растения
обычно имеют относительно низкую скорость
молекулярной эволюции (Martin, Palumbi, 1993;
Bromham, 2002; Gillooly et al., 2005; Lanfear et al.,
2013; Barrera-Redondo et al., 2018). Это может объ-
ясняться, например, тем, что более крупные жи-
вотные имеют более низкий метаболизм, поэтому
генерируют меньше свободных радикалов в еди-
ницу времени и потому их ДНК меньше повре-
ждается. С другой стороны, более крупное живот-
ное имеет больше клеток и, следовательно, боль-
ше копий генома, каждая из которых подвержена
мутированию. Риск опасной для жизни мутации
должен увеличиваться с увеличением количества
поколений клеток, необходимых для создания тела,
и количества клеток, необходимых в течение ре-
продуктивной жизни. Таким образом, вид с боль-
шим средним размером тела может потребовать

больших вложений в контроль повреждений
ДНК или точность репликации (Nunney, 1999).

Однако убедительных доказательств того, что
скорость молекулярной эволюции объясняется,
например, именно интенсивностью метаболиз-
ма, пока мало, если учесть ее связь и с другими
чертами биологии организмов (Bromham et al.,
1996; Lanfear et al., 2007; Galtier et al., 2009). Более
того, влияние продолжительности жизни на мо-
лекулярную эволюцию было отмечено у таксо-
нов, которые не проявляют признаков старения с
возрастом (Hua et al., 2015). Возможно, уровень
репарации ДНК регулируется до уровня риска,
возникающего из-за клеточных метаболитов, и
уравновешивается средней стоимостью мутации.

Продолжительность жизни. Показано, что ско-
рость мутирования мтДНК у млекопитающих,
птиц и рыб определенно связана с продолжитель-
ностью жизни, но этого нельзя с уверенностью
утверждать про скорость эволюции ядерных ге-
нов (Nabholz et al., 2008; Welch et al., 2008; Galtier
et al., 2009; Hua et al., 2015). Некоторые исследова-
тели объясняют это наблюдение метаболическим
повреждением ДНК. В результате аэробного ме-
таболизма в митохондриях образуются свободные
радикалы кислорода, которые могут повредить
молекулы ДНК. Если удлинение жизни приводит
к увеличению продолжительности и репродук-
тивной жизни, то риск мутации увеличивается
(Bromham, 2020).

Плодовитость. Для млекопитающих известны
исследования, указывающие на связь плодовито-
сти как со скоростью синонимичных, так и неси-
нонимичных замен (Welch et al., 2008), что может
быть связано с большей эффективностью отбора
при высокой численности потомства. В целом,
определение конкретных особенностей биологии
вида, влияющих на скорость молекулярной эво-
люции, – весьма сложная задача, так как все био-
логические факторы тесно скоррелированы.

Молекулярная эволюция и скорость 
диверсификации

С точки зрения Хо (Ho, 2020), серьезные про-
блемы для использования методов молекулярного
датирования могут создавать три формы измене-
ния скорости нуклеотидных замен: взрыв генети-
ческих изменений при событиях видообразова-
ния (прерывистая эволюция); разная скорость
эволюции в течение разных временных периодов
(эффект эпох); снижение наблюдаемой скорости
с течением времени (rate decay).

Теория прерывистого равновесия (punctuated
equilibrium theory) была выдвинута в попытке
объяснить пробелы в палеонтологической лето-
писи, которые, по-видимому, характеризуются
длительными периодами стагнации, сменяющи-
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мися быстрыми всплесками морфологических
изменений (Eldredge, Gould, 1972). Вдохновлен-
ные этой теорией, молекулярные эволюциони-
сты искали доказательства прерывистой молеку-
лярной эволюции (вспышек молекулярной из-
менчивости) в связи с эффектом основателя в
событиях видообразования (Webster et al., 2003;
Pagel et al., 2006). Теоретически доля генетиче-
ских изменений должна коррелировать с числом
событий видообразования в каждой ветви эволю-
ционного древа. Однако простоте таких тестов
препятствует проблема, известная как эффект
плотности узлов (node-density effect), которая по-
рождает паттерн, подобный ожидаемому при
прерывистой молекулярной эволюции (Fitch, Be-
intema, 1990).

Возможные механизмы, связывающие видо-
образование со скоростью молекулярной эволю-
ции, должны проявляться только в скорости не-
синонимичных замен (Bromham, 2020). К этим
механизмам относятся отбор, влияющий на по-
лезные замены, и ускорение эффективно ней-
тральных процессов при прохождении демогра-
фического кризиса. Тем не менее связь между
скоростью диверсификации и скоростью молеку-
лярной эволюции продемонстрирована и для си-
нонимичных замещений (Lanfear et al., 2010;
Duchêne, Bromham, 2013; Bromham et al., 2015).
Одно из возможных объяснений связи скорости
видообразования и скорости мутаций (в том числе
и синонимичных) состоит в том, что уменьшение
размера популяции может приводить к сниже-
нию эффективности репарации за счет частично
вредных мутаций в генах, кодирующих фермен-
ты, ответственные за репарацию и исправление
ошибок (proofreading) в процессе репликации
ДНК (Lynch et al., 2016). Однако корреляция меж-
ду скоростью диверсификации и скоростью мо-
лекулярной эволюции может быть объяснена и
без использования гипотезы прерывистой гене-
тической эволюции если допустить, что повы-
шенная скорость мутирования сама по себе, вне
зависимости от ее причин, может быть предпо-
сылкой для ускоренного видообразования (на-
пример, через увеличение скорости появления
несовместимых замен в изолированных популя-
циях в рамках модели Добжанского–Меллера)
(Hua, Bromham, 2017). Вторая гипотеза предпо-
чтительнее, поскольку проще объясняет связь
между видовым разнообразием и скоростью си-
нонимичных замен.

Обратная зависимость между оценкой скорости 
эволюции и временем (rate decay)

Среди перечисленных выше видимых форм
изменения скорости эволюции наиболее распро-
страненной является обратная зависимость меж-
ду оценкой скорости эволюции и временем (rate

decay). Этот феномен проявляется в отсутствии
линейной связи между временем дивергенции и
генетическим расстоянием, что вносит система-
тическую ошибку в оценку возраста дивергиро-
вавших групп. В результате скорости эволюции,
измеряемые между видами (филогенетические) и
в пределах вида (популяционные), оказываются
различными. Эта проблема возникает, прежде
всего, при работе с быстро эволюционирующей
мтДНК, а сам феномен объясняется, как предпо-
лагалось, наличием горячих точек мутирования и
условно нейтральных мутаций (Ho et al., 2005,
2007; Henn et al., 2008). Влияние rate decay на мед-
ленно эволюционирующие сайты и локусы менее
значительно.

На недавних временах оценки темпов эволю-
ции могут быть завышены за счет включения
вредных мутаций, которые, как правило, удаля-
ются из популяции очищающим отбором в тече-
ние более длительных периодов времени (Ho
et al., 2011). Насыщение нуклеотидной последова-
тельности (многократные замены в одном сайте),
наоборот, вызывает недооценку количества гене-
тических изменений на далеких эволюционных
временах (Soubrier et al., 2012).

Поскольку скорость нуклеотидных замен для
недавних событий значительно выше, чем для от-
даленных, филогенетические скорости, получен-
ные на основе древних калибровочных точек, могут
оказаться непригодными для датирования внут-
ривидовых межпопуляционных дивергенций.
Следовательно, для надежной калибровки часов
необходимо использовать не только отдаленные
события дивергенции, но и относительно недав-
ние, в том числе произошедшие в плейстоцене–
голоцене (<1−2 млн лет). Например, скорость
формообразования для оценки возраста такого
дихотомического события, как разделение Sorex
araneus/S. granarius равна 13.6% за миллион лет, а
для разделения S. daphaenodon и S. araneus – 8.6%
(Bannikova et al., 2010b); для расчета времен ди-
вергенции между географическими популяциями
S. araneus s.str. использовали популяционную
скорость нуклеотидных замещений 2μ = 21–37%,
в среднем 27.8% (Распопова и др., 2018; Raspopova
et al., 2020).

Феномен rate decay согласуется с разницей
между высокой скоростью мутирования, оцени-
ваемой по родословным (pedigree rate – сравне-
ние родителей и потомков) и медленной филоге-
нетической скоростью (сравнение видов) (San-
tos et al., 2005). Доказательства систематических
ошибок, зависящих от времени дивергенций и
связанных с перенесением времени популяцион-
ных дивергенций на филогенетические диверген-
ции и наоборот, получены для вирусов и бакте-
рий (Aiewsakun, Katzourakis, 2016; Duchêne et al.,
2016). Для ядерных геномов Metazoa такие дан-
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ные ограничены, хотя показано, что частота
спонтанных мутаций выше, чем скорость долго-
срочной молекулярной эволюции, оцененная с
помощью филогенетических методов (но совре-
менный человек – исключение из этого правила)
(Scally, 2016; Chintalapati, Moorjani, 2020).

Феномен rate decay получил подтверждение по
результатам исследования палеоДНК (Ho et al.,
2007; Shapiro et al., 2011). Так, филогенетические
скорости (мутирования) цитохрома b для серых
полевок, оцениваемые по времени радиации ро-
да, составляют около 10−11% (Bannikova et al.,
2010a). С другой стороны, скорости, полученные
путем анализа гетерохронных сиквенсов (ископа-
емые голоценовые Microtus arvalis), значительно
выше – 32.7% (Martínková et al., 2013). К этому
близки скорости, рассчитанные на основе сцена-
риев колонизации M. agrestis севера Европы
(плейстоцен-голоценовая граница) – 45.7% (Her-
man et al., 2014).

Критика концепции rate decay
Концепция rate decay подвергалась активной

критике (например, Emerson, Hickerson, 2015).
Предполагалось, что увеличение оценок скоро-
сти отражает не реальный биологический фено-
мен, а артефакт, связанный с недооценкой роли
предкового полиморфизма (Emerson, 2007; Peter-
son, Masel, 2009; Tuffley et al., 2012), особенностей
демографической истории и структурированно-
сти популяций (Navascues, Emerson, 2009). Было
показано, что при использовании коротких по-
следовательностей и недавних времен диверген-
ций (что часто бывает при использовании гетеро-
хронных сиквенсов палеоДНК) оценки скорости
могут быть завышены иногда в несколько раз
(Debruyne, Poinar, 2009; Ho et al., 2011), т.е. сме-
щенная оценка возникает именно вследствие
низкой информативности данных. Кроме этого,
эффективно нейтральные процессы вряд ли могут
объяснить наблюдаемый масштаб rate decay, в силу
нереалистичности требуемых для этого демогра-
фических сценариев (Woodhams, 2006).

Тем не менее вся вышеперечисленная критика
скорее указывает на то, что феномен rate decay
обусловлен совокупностью разных причин, отно-
сительный вклад которых требует дополнитель-
ного изучения. Это не меняет того факта, что да-
тировки, основанные на использовании прямоли-
нейных подходов к анализу быстро мутирующих
последовательностей ограниченной длины, часто
оказываются существенно смещенными (Ho
et al., 2015a). До сих пор недостаточно изучено
значение ошибок в определении модели эволю-
ции и распределения скоростей изменчивости
сайтов (Soubrier et al., 2012). Так, не ясно в какой
степени важен эффект присутствия в мтДНК го-
рячих точек мутирования (Galtier et al., 2006), по-

ложение которых само по себе может достаточно
быстро меняться.

Исходно предполагалось, что эффект rate decay
проявляется на относительно недавних временах.
Остается неясным, в какой степени это явление
связано со сходным фактом зависимости оценок
скоростей эволюции от времени дивергенции на
временных шкалах эволюционного масштаба
(Molak, Ho, 2015). Очевидно, что существующие
модели эволюции не могут адекватно описать ха-
рактер эволюции некодирующих последователь-
ностей при высоком уровне дивергенции: по мере
приближения к насыщению третьи позиции ко-
донов мтДНК будут все в большей степени недо-
оценивать реальные уровни дивергенции. Отсут-
ствие адекватных моделей для описания эволюции
сайтов, находящихся под сильным очищающим
отбором (1-е и 2-е позиции кодонов), вероятно,
приводит к отсутствию линейной зависимости
между степенью дивергенции по синонимичным
и несинонимичным заменам на разных уровнях
(рис. 1).

Возникает вопрос, каким способом использо-
вать мтДНК для датировок? Вполне реалистично
предположение, что уровень дивергенции по
трансверсиям третьих положений кодона (tv3)
мало подвержен влиянию rate decay (из-за мед-
ленного насыщения) и учитывая тот факт, что ха-
рактер эволюции tv3 лучше соответствует стро-
гим часам, чем в случае других типов замен (Irwin
et al., 1991). Если в анализе используются данные
по всем белок-кодирующим митохондриальным
генам, рационально использовать трансверсии в
четырехкратно вырожденных позициях, которые,
в отличие от tv3, в целом демонстрируют боль-
шую выровненность скоростей в разных сайтах.
Сравнение динамики дивергенции по разным
группам замен может быть проведено с использо-
ванием нелинейной регрессии (например, Cosson
et al., 2005; Bannikova et al., 2010a, b).

МОЛЕКУЛЯРНЫЕ ЧАСЫ
КАК ИНСТРУМЕНТ ДЛЯ ПОЛУЧЕНИЯ 

ДАТИРОВОК

Методы молекулярного датирования – 
современный этап

Датирование событий дивергенции методом
молекулярных часов, или просто “молекулярное
датирование” подразумевает оценку времени
расхождения филетических линий на основе ана-
лиза молекулярно-генетических данных. В насто-
ящее время использование молекулярных часов
для датирования эволюционных событий доволь-
но быстро и значительно прогрессирует в связи с
ростом вычислительной мощности филогенети-
ческих методов (Bromham, Penny, 2003; Kumar,
2005). Примечательно, что прогресс в использо-
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вании методов молекулярного датирования во
многом связан с усложнением моделей эволю-
ции, что отличает современные исследования от
их более раннего этапа и является магистральным
направлением современной филогенетики. Ис-
следования в этой области привели к разработке
новых методов расчета времен дивергенции так-
сонов (Heath, Moore, 2014; Ho, Duchêne, 2014;
Kumar, Hedges, 2016). Прежде всего, к ним отно-
сятся методы, позволяющие справиться с вариа-
циями скорости эволюции не только между ге-
нами, но и между линиями, т.е. методы нестро-
гих часов (Hasegawa et al., 1989; Sanderson, 1997,
2002; Thorne et al., 1998).

Другой фактор – увеличение объема доступных
для анализа данных, что в сочетании с адекватны-
ми моделями эволюции нуклеотидных последо-

вательностей приводит к уменьшению довери-
тельных интервалов и, следовательно, к более
точным оценкам возраста узлов ветвления и ско-
ростей эволюции (Tajima, 1993; Bromham et al.,
2000; Kumar, 2005; Reis et al., 2015). Наконец, важ-
ную роль играет развитие разнообразных подхо-
дов к использованию калибровочной информа-
ции – более полное использование постоянно и
быстро растущего объема палеонтологических
данных (Kumar, 2005; Reis et al., 2015).

Основные принципы получения
молекулярных датировок

Основные этапы процедуры получения моле-
кулярных датировок представлены на схеме (рис. 2)
и состоят в следующем: (1) разбиение данных на
партиции и получение филогенетического древа
по выбранным генам, (2) проверка часов: тест на
равенство скоростей, (3) подбор модели часов для
каждой партиции (гена или группы генов), (4) в
случае обращения к свободным часам (Relaxed
clock), выбор скоррелированных или нескорре-
лированных часов, (5) калибровка часов, (6) по-
лучение относительных и абсолютных времен,
построение хронограммы. Рассмотрим более по-
дробно наиболее сложные из этих этапов и обсу-
дим возможные ошибки.

Процедуре датирования предшествует выбор и
секвенирование генов, на основе которых будет
проводиться датирование. Эти локусы должны
быть достаточно информативны, но не насыще-
ны. Например, мтДНК на высоких уровнях ди-
вергенции часто дает смещенные оценки времен
(Phillips et al., 2009; Brandley et al., 2011; Bannikova
et al., 2014; Dornburg et al., 2014). Поэтому при
уровне сходства митохондриальных последова-
тельностей менее 85% мы не рекомендуем ис-
пользовать мтДНК из-за очевидного сильного
насыщения, которое не компенсируется суще-
ствующими моделями эволюции.

После подбора моделей эволюции генов по
имеющемуся набору данных строится филогене-
тическое древо. Хотя ряд методов (см. ниже)
позволяет одновременно получить топологию и
оценить времена дивергенций, но лучше сначала
получить оценку топологии, независящую от до-
пущений о характере изменения скорости эво-
люции. Важно выбрать правильную модель эво-
люции, а после этого правильно разбить набор
данных на партиции (т.е. выделить группы по-
следовательностей со сходным характером эво-
люции).

Далее проводят проверку молекулярных часов.
Исходная гипотеза предполагает, что скорости
молекулярной эволюции постоянны для всех фи-
летических линий и во времени (модель строгих
часов). Если это так, то все ветви филогенетиче-

Рис. 1. Соотношение уровней дивергенции митохон-
дриального генома Soricinae по разным типам замен.
а – по оси абсцисс отложены глубины узлов филоге-
нетического дерева ML, модель CF + Г (Г = 0.43;
PAUP v. 4.0b10); по оси ординат – все замены 3-го по-
ложения, модель GTR + Г. б – по оси абсцисс – то же,
что на графике а, по оси ординат все замены 1-го и
2-го положения, модель GTR + I + Г. В обоих случаях
регрессия достоверно не линейная (Statistica v. 8.0,
Nonlinear estimation).
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ского древа можно охарактеризовать с помощью
единой оценки. Для проверки соблюдения часов
проводится тест относительных скоростей (Relative
Rate Test, RRT; Wu, Li, 1985; Tajima, 1993) или тест
отношения правдоподобия (Likelihood Relative
Test, LRT; Felsenstein, 1981). Тест относительных
скоростей Таджимы применим для сравнения
двух конкретных групп и в настоящее время в
значительной степени вытеснен методами, поз-
воляющими проверять гетерогенность скоростей
между линиями по всему филогенетическому
древу, такими как LRT.

Перечисленные выше тесты равенства скоро-
стей на древе ориентированы только на очень
длинные последовательности, а в случае недоста-
точной длины выравнивания и/или генов с низ-
кой изменчивостью, их использование может
привести к недооценке варьирования скоростей
и ошибке в определении датировок (Bromham
et al., 2000). В рамках байесовского подхода про-
верку соответствия строгим часам можно прово-
дить путем вычисления Байес-факторов, однако
этот метод требует существенных временных за-
трат.

В простейшем случае, если постоянство ско-
рости не отвергается, то не составляет труда вы-
числить время дивергенции таксонов по формуле
Tij = dij/2r, где d − ожидаемое число замещений
(генетические дистанции). Для этого надо по па-
леонтологическим (или биогеографическим)
данным определить время дивергенции хотя бы
для одной пары таксонов (T0) и на основании это-

го получить оценку скорости r = d0/2T0. После
этого можно вычислить оценки времен для
остальных дивергенций. Используя эти простей-
шие формулы или равнозначную Tij = T0dij/d0,
следует помнить, что получаемое отношение –
это смещенная (завышенная) оценка, причем
размер смещения тем больше, чем больше отно-
сительная ошибка (коэффициент вариации) для
d0 (Nei et al., 2001; Rodríguez-Trelles et al., 2002).
Поэтому, калибруя часы на основании последо-
вательности с малым числом замен, мы рискуем
получить завышенные оценки времен.

Если используются отдельные гены (или кон-
катенированные последовательности), то оцени-
вается время дивергенции аллелей, а не таксонов,
поэтому необходимо сделать поправку на предко-
вый полиморфизм. Если датирование произво-
дится по конкатенированной последовательно-
сти, то временам узлов на древе соответствуют
средние времена расхождения аллелей, а не соб-
ственно таксонов. В отсутствие гибридизации эти
времена дивергенции аллелей старше, чем време-
на дивергенции таксонов. Этот фактор важно учи-
тывать при анализе дивергенции близких видов.

Модели строгих часов. Эти модели обычно
подходят для неглубоких филогений близкород-
ственных видов и популяций в составе одного вида,
где варьирование скорости молекулярной эволю-
ции небольшое (Brown, Yang, 2011), например, ес-
ли разница между последовательностями состав-
ляет менее 5% (Zhu, 2020). Но это предположение
мало реалистично при сравнении далеких видов

Рис. 2. Схема получения молекулярных датировок.
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(Langley, Fitch, 1974; Yoder, Yang, 2000; Hasegawa
et al., 2003). Тем не менее, если строгие часы вы-
полняются, лучше использовать их, чем методы,
допускающие варьирование скоростей, так как
ошибка датировки в этом случае будет меньше
(Brown, Yang, 2011).

Что делать, если модель строгих часов отверг-
нута? Если какой-либо таксон сильно отклоняется
от остальных по скорости эволюции, простейший
выход из положения – это исключить его из ана-
лиза (Takezaki et al., 1995; Hedges, Kumar, 2003).
Наконец, для учета неоднородности скоростей
(молекулярной эволюции) на филогенетическом
древе предлагаются различные модели молекуляр-
ных часов. Эти модели примерно соответствуют
двум типам: те, которые допускают всего несколько
изменений скорости эволюции последовательно-
стей, но различия между ними существенные, и те,
которые предполагают множество разных скоро-
стей, относительно мало отличающихся друг от
друга (Welch, Bromham, 2005). В первом случае
молекулярных скоростей обычно намного мень-
ше, чем ветвей на древе.

Локальные часы. Методика, заключающаяся в
использовании небольшого числа разных скоро-
стей эволюции для разных участков древа, полу-
чила название “локальных часов” (Local Clock) и
включает разнообразные алгоритмы многоско-
ростных часов (“multi-rate” clocks) (обзоры: Ku-
mar, 2005; Welch, Bromham, 2005; Ho, Duchêne,
2014; Bromham et al., 2018). В таких моделях важ-
ной задачей является определение количества
скоростей эволюции и участков на древе, к кото-
рым относятся эти скорости. Для этого в рамках
метода максимального правдоподобия использу-
ются множественные тесты RRT и LRT. Эта про-
цедура не всегда приводит к однозначным резуль-
татам (Bromham et al., 1998). Если участков дерева
с разными “локальными часами” оказывается
слишком много, метод становится непримени-
мым (Rannala, 2002; Felsenstein, 2004).

Тем не менее оказалось возможным успешно
реализовать метод локальных часов в рамках бай-
есовской статистики, где используются методы
случайных локальных часов (random local clock,
RLC; Drummond, Suchard, 2010, пакет BEAST) и
процесс Дирихле (Dirichlet process prior, DPP-R;
Heath et al., 2012, программа DPPDiv). Здесь ре-
зультат соответствует не единственному опти-
мальному набору скоростей для ветвей, а апосте-
риорному распределению числа локальных ча-
сов, их скоростей и положения событий смен
одних часов другими на древе.

Свободные часы. Строгие часы для всего древа
и независимые скорости для каждой ветви древа –
это две крайности, которые в реальном эволюци-
онном процессе маловероятны. Более вероятно,
что варьирование скорости молекулярной эволю-

ции ограничено какой-либо закономерностью,
например, скорости в линиях предков–потомков
более сходны, чем в отдаленных ветвях (Gillespie,
1991). Поэтому более эффективный по сравне-
нию с локальными часами подход состоит в том,
чтобы моделировать изменение скорости на фи-
логенетическом древе (Sanderson, 1997; Huelsen-
beck et al., 2000; Kishino et al., 2001).

В настоящее время широко используется мо-
дель “свободных” часов (Relaxed clock; Drum-
mond et al., 2006). Этот метод датировок допуска-
ет варьирование скорости эволюции для каждого
гена общей последовательности и каждой ветви
филогенетического древа. Применение этого ме-
тода особенно эффективно при использовании
нескольких калибровок, так как при этом лучше
оценивается изменение скорости между ветвями
древа (Thorne et al., 1998; Sanderson, 2003). Выбор
модели скорости – очень важный шаг перед тем,
как приступить к оценке времен дивергенций.
Две основные модели свободных часов – это часы
с автокорреляцией скоростей (autocorrelated
branch-rate, ABR) и часы без корреляции, т.е. с
независимыми скоростями (independent branch-
rate, IBR) (Thorne et al., 1998; Kishino et al., 2001;
Drummond et al., 2006; Lepage et al., 2006; Rannala,
Yang, 2007; Ho, 2009; Ho, Duchêne, 2014).

В первом случае ожидается, что скорости в со-
седних ветвях древа относительно сходны; во вто-
ром – скорости всех ветвей древа распределены
единообразно (экспоненциально, логнормально
и т.д.), но корреляции скоростей в соседних вет-
вях нет. В обоих случаях моделируются либо сред-
ние скорости на ветвь, либо скорости в узлах древа.
Наиболее принятый вариант модели с автокорре-
ляцией (Thorne et al., 1998) эквивалентен модели
геометрического броуновского движения, при
этом логарифм скорости в узле-потомке R1 рас-
пределен нормально с математическим ожидани-
ем log (R0) и дисперсией σ2 × t, где R0 – скорость в
предковом узле, t – протяженность временного
интервала между узлами 0 и 1, а σ2 – константа,
отражающая относительную скорость изменения
скорости.

Первой модели соответствует относительно
медленная, но не ограниченная никакими преде-
лами, эволюция скорости изменений в нуклео-
тидной последовательности. Этот принцип под-
ходит для изучения близкородственных видов
(Ho, 2009). Нереалистичность этой модели – в от-
сутствии стационарного распределения, что при-
водит к тому, что скорость может достигать очень
больших значений.

В модели нескоррелированных часов частоты
выбираются из статистического распределения и
не зависят от значений на соседних ветвях
(Drummond et al., 2006; Rannala, Yang, 2007). Эта
модель осмысленна, когда скорости нуклеотид-
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ных замен меняются относительно быстро, но
имеют ограничения и/или варьируют вокруг не-
кого оптимума. Нереалистичность этой модели
заключается в том, что даже в соседних коротких
ветвях скорость может быть столь же разной, что
и в дальних. Отмечается также зависимость ре-
зультата от числа таксонов в анализе (Guindon,
2020).

В качестве более реалистичных моделей пред-
лагалось использовать процессы Орнштейна–
Уленбека (Aris-Brosou, Yang, 2002; Reis et al., 2016)
и Кокса–Ингерсолла–Росса (Lepage et al., 2006),
которые с одной стороны предполагают суще-
ствование значительной стохастической компо-
ненты в эволюции скорости нуклеотидных замен, а
с другой – существование некой “оптимальной”
скорости, которая является математическим
ожиданием стационарного распределения. Оче-
видно, что при небольших временах процесс бу-
дет сходен с автокорреляционной моделью, а при
больших – с моделью независимых скоростей.
Недавно была предложена еще одна, пока мало
исследованная, модель нестрогих часов, согласно
которой вариации скорости связаны исключи-
тельно с резкими ускорениями в момент диверси-
фикации, что представляет собой эволюцию по
типу прерывистого равновесия (Manceau et al.,
2020).

Выбор модели и представляет собой сложную
задачу, и заметно влияет на результат. Выбор
можно осуществлять с помощью Байес-факторов
(Bayesi factor, BF), но чувствительность этого ме-
тода невысока (Ho et al., 2015a). Тем не менее ре-
зультаты тестов чаще согласуются с представле-
нием, что доминирующим паттерном в молеку-
лярной филогенетике различных групп видов
является автокорреляция скоростей ветвлений
(например, Tao et al., 2019).

Определение партиций для генов со сходными
моделями часов. Предполагается, что существуют
группы локусов, в пределах которых скорости
эволюции изменяются сходным образом, и по-
этому к ним применимы одни и те же модели не-
строгих часов. Показано, что схема разбиения
данных на партиции может сильно влиять на
оценки времен (Angelis et al., 2018). Если один и
тот же набор данных будет адекватно разделен на
большее количество партиций, оценки времени
станут более точными (Zhu, 2020). Чтобы избе-
жать больших затрат на вычисления (через BF)
можно использовать, например, алгоритмы для
разделения на партиции, применяемые в ML
(Maximum Likelihood) анализе: Partitionfinder
(Lanfear et al., 2017), Modelfinder (Kalyaanamoor-
thy et al., 2017). Другой (более быстрый и менее
строгий) вариант – алгоритмы на основе класте-
ризации длин ветвей генных деревьев – ClockstaR
и сходные методы (Duchêne et al., 2014, 2016).

Использование байесовских подходов
для получения молекулярных датировок

Методы байесовской статистики впервые бы-
ли введены в обиход филогенетики в 1990-х годах
и быстро набрали популярность. Они использу-
ются в филогенетике и филогеографии для опре-
деления видовых границ, измерения популяци-
онных параметров (потока генов между видами) и
оценки времени дивергенции.

Основная цель байесовской филогенетики –
оценить распределение тех эволюционных пара-
метров, при которых с высокой вероятностью ге-
нерируется исследуемый набор данных. В число
представляющих интерес параметров могут вхо-
дить топология древа, а также глубины узлов, ко-
торым соответствуют времена дивергенции. Ос-
новное достоинство байесовских методов – воз-
можность эффективной работы со сложными
моделями с большим количеством параметров –
возможность гибко учитывать исходную неопре-
деленность в значении параметров, например, ка-
либровочную информацию в форме априорного
распределения. Как результат, на выходе мы по-
лучаем апостериорную оценку параметров с уче-
том его разброса (в форме интервала области вы-
сокой плотности апостериорного распределения
вероятности – high posterior density, HPD) (Drum-
mond et al., 2006; Yang, Rannala, 2006; Ronquist
et al., 2012).

Две основные модели свободных часов реали-
зованы в пакетах, использующих алгоритмы:
MCMCTree (Brown, Yang, 2011) и BEAST (Drum-
mond et al., 2012). Априорные распределения за-
даются для калибровочных данных (см. ниже),
параметров моделей эволюции последовательно-
стей (возможно для нескольких партиций), пара-
метров модели эволюции скорости (могут быть
разными для разных генов), а также для формы
древа (например, модели Юла, birth–death, либо
модели коалесценции в стабильной или растущей
популяции). Необходимость введения априорно-
го распределения для формы древа – сложный
момент в байесовском анализе, так как это может
влиять на результат (Ritchie et al., 2017), а объек-
тивное обоснование выбора с помощью Байес-
факторов требует значительного компьютерного
времени. В более простом случае подразумевает-
ся, что топология древа едина для всех генов.

Роль анцестрального полиморфизма и метод ви-
дового древа. Получать молекулярные оценки
времени дивергенции часто удобно на основе не
комбинированной последовательности генов, а
так называемого видового древа (species tree).
Каждый ген может иметь свою собственную исто-
рию, а время дивергенции аллелей, как правило,
старше времени дивергенции таксонов. Метод
видового древа позволяет решить эти две пробле-
мы путем включения в модель оценок полимор-
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физма для всех внутренних узлов (multispecies co-
alescent model), что дает более реалистичные
оценки времен, но за счет возрастания времен-
ных затрат на вычисления (Species tree dating;
Heled, Drummond, 2010). Однако анализировать
этим методом большие мультигенные наборы
данных, в том числе и геномные, невозможно
(Ogilvie et al., 2016).

Датирование филогеномных данных
байесовскими методами

В последние два десятилетия вследствие раз-
вития высокопроизводительного секвенирова-
ния наблюдается стремительное накопление ге-
номных данных. Это способствует углублению
понимания эволюции на геномном уровне, но
одновременно создает новые проблемы для полу-
чения молекулярных датировок из-за серьезных
вычислительных проблем (Ho, 2014; Tong et al.,
2016).

Тем не менее, несмотря на временные затраты,
ведущим методом в филогеномном датировании
остается байесовский подход (Reis et al., 2012,
2018; Springer et al., 2012; Jarvis et al., 2014; Zheng,
Wiens, 2016). Значительные затраты компьютер-
ного времени при использовании этого статисти-
ческого подхода связаны с тем, что апостериор-
ное распределение большого числа параметров
генерируется с помощью метода Монте-Карло с
марковскими цепями (MCMC) (Bromham et al.,
2018). Повышение эффективности алгоритмов
MCMC таким образом, чтобы они могли обраба-
тывать наборы данных в масштабе геномов, в на-
стоящее время становится основной обсуждае-
мой методической темой в филогенетических ис-
следованиях.

Например, теоретически получить топологию
и времена дивергенций одновременно возможно
(Drummond et al., 2006), но непрактично для
очень больших филогеномных данных, потому
что вычисления требуют слишком много времени
и огромных вычислительных мощностей. Поэто-
му принято прибегать к упрощению модели, фик-
сируя топологию, или вводить ограничения на
монофилию группировок (Drummond et al., 2006;
Yang, Rannala, 2006). Наиболее важная стратегия
ускорения вычислений в процессе молекулярного
датирования по геномным данным – это, вероятно,
использование аппроксимации правдоподобия
(approximate-likelihood), что обеспечивает уско-
рение в 1000 раз и позволяет получить прибли-
женную байесовскую оценку времен дивергенций
по филогеномным данным (Álvarez-Carretero, Reis,
2020).

Датирование не байесовскими методами

Многие методы не байесовской статистики,
использующие нестрогие часы, более приемлемы
в отношении вычислительного времени и могут
применяться к огромным массивам данных. Од-
ним из широко используемых методов является
метод на основе “оштрафованного правдоподо-
бия” (penalized likelihood; Sanderson, 2002), реали-
зованный в программах r8s (Sanderson, 2003) и
treePL (Smith, O’Meara, 2012). На вход подается
древо с длинами ветвей, полученными каким-ли-
бо методом, не предполагающим существование
строгих часов. Алгоритм вычисляет набор скоро-
стей нуклеотидных замен для ветвей и возрастов
узлов таким образом, чтобы минимизировать ве-
личину penalized likelihood, которую образуют два
слагаемых: первое из них соответствует правдо-
подобию длин ветвей (отклонение наблюдаемых
длин ветвей от ожидаемых), второе минимизиру-
ет различия между эволюционными скоростями в
ветвях предков и потомков (Sanderson, 1997,
2002), что соответствует модели автокорреляции
скоростей (Thorne et al., 1998; Kishino et al., 2001).
Например, с помощью программы r8s (Sanderson,
2003) при использовании 21 калибровочной точ-
ки из статьи Мередита с соавт. (Meredith et al.,
2011), которые были заданы как максимальные и
минимальные величины дивергенций, мы прове-
ли оценку времен дивергенции четырех ветвей
Eulipotyphla по мультилокусным данным (433 ге-
на, 235 тыс. п.о.) (Банникова, 2019).

Алгоритм RelTime, реализованный в програм-
ме MEGA-X, тоже сводит к минимуму различия
между скоростью эволюции предков и потомков
(Tamura et al., 2012, 2018). Скорость работы алго-
ритма велика благодаря дополнительным упро-
щениям – ошибки длин ветвей в расчет не при-
нимаются. Существуют и другие совместимые с
нестрогими часами алгоритмы, которые выигры-
вают в скорости за счет упрощения модели, что
позволяет им работать с большими данными: да-
тирование методом наименьших квадратов –
least-squares dating, LSD (To et al., 2016), treedater
(Volz, Frost, 2017), TreeTime (Sagulenko et al., 2018),
wLogDate (Mai, Mirarab, 2021).

КАЛИБРОВКА МОЛЕКУЛЯРНЫХ ЧАСОВ

Итак, идея молекулярных часов родилась из
наблюдения того, что степень различия ДНК двух
видов является функцией времени с момента их
дивергенции. Это позволяет датировать эволю-
ционные события и сильно упрощает процедуру
восстановления генеалогических связей (Brom-
ham, Penny, 2003). Однако молекулярные данные
сами по себе способны предоставить информа-
цию только об относительных временах. Для полу-
чения абсолютной шкалы времени молекулярные
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часы должны быть откалиброваны (Donoghue,
Benton, 2007). Калибровка часов – это использо-
вание внешней информации для ограничения
возраста узлов на филогенетическом древе. Эта
необходимая, помимо топологии древа, инфор-
мация включает данные о скоростях нуклеотид-
ных замен по всему древу или оценку возраста хо-
тя бы одного внутреннего узла. По существу, ка-
либровка молекулярных часов – это определение
их скорости и масштабирование филогенетиче-
ского древа в соответствии с реальным временем.

Калибровка может применяться не только к
конкретным узлам филогенетического древа, но
и к демографическому событию. К важным попу-
ляционным событиям относятся экспансия или
сокращение эффективной численности. Измене-
ния эффективной численности могут быть опре-
делены с помощью стандартных методов иссле-
дования демографической истории: построение
скайлайнов – графического отображения дина-
мики эффективной численности (skyline analysis;
Hope et al., 2014); распределение числа замен нук-
леотидов при попарном сравнении сиквенсов
(mismatch distribution; Rogers, Harpending, 1992);
сравнение различных демографических сценари-
ев с использованием байесовского подхода (Ber-
torelle et al., 2010). В любом случае, так же, как и
при датировании филогенетических событий,
здесь необходимо учитывать неопределенность в
сроках возникновения популяционного события.

Включение калибровок в анализ

Ранее в большинстве случаев калибровочная
информация сводилась к фиксации возраста ка-
кого-либо узла на некотором определенном зна-
чении (точечная калибровка), что в настоящее
время считается неоправданным упрощением
(Nguyen, Ho, 2020). В современном филогенети-
ческом анализе, как правило, используются ин-
тервальные оценки датировок. В простейшем
случае задается минимальная и максимальная
граница интервала равномерного распределения,
например, в таких методах, как penalized likeli-
hood (Sanderson, 2002) и RelTime (Tamura et al.,
2012). Более гибкий подход, реализованный в
байесовских методах, позволяет использовать ка-
либровочную информацию как априорное рас-
пределение возраста узлов, при этом функция
распределения может быть любой (Ho, Phillips,
2009), главное, чтобы она отражала исходную не-
определенность возраста дивергенции клад.
Обычно используются логнормальное, экспо-
ненциальное или гамма распределение. Распре-
деление может быть жестко ограничено (жесткая
граница снизу или и снизу, и сверху), или иметь
мягкие границы (Yang, Rannala, 2006).

Палеонтологические калибровки

Задача калибровки молекулярных часов не ре-
шается в рамках одной молекулярной генетики.
Калибровочные данные могут включать разную
информацию (биогеографическую и палеогео-
графическую, молекулярные датировки, полу-
ченные из прежних исследований), но основной
источник информации – это палеонтологические
датировки ископаемых находок изучаемой таксо-
номической группы (Hipsley, Müller, 2014).

Неправильная калибровка часов во многом
связана с неопределенностью, происходящей со
стороны палеонтологии. Источники серьезных
ошибок включают неверное определение палеон-
тологического возраста и филогенетического по-
ложения фоссилий (Benton, Donoghue, 2007;
Gandolfo et al., 2008). В некоторых группах ис-
пользование палеонтологических датировок ма-
лоэффективно из-за бедности летописи или не-
возможности морфологической диагностики
(Smith, Peterson, 2002). Нередко бывает сложно
однозначно определить, какой именно узел на
древе должен быть откалиброван с использовани-
ем данного ископаемого материала, потому что
это зависит от того, относится ли материал к
стволовой группе или к ветви потомков (Benton,
Donoghue, 2007). Включение в анализ большого
количества калибровочных точек повышает точ-
ность оценок времени (Lee, 1999; Lukoschek et al.,
2012).

Если палеонтологический возраст и клада, к
которой принадлежит фоссилия, известны, ло-
гично предположить, что возраст фоссилии огра-
ничивает снизу время дивергенции содержащей
ее клады от ближайшей сестринской группы
(= минимальная нижняя граница). Остается
еще один существенный источник неопределен-
ности: не известно, сколько времени прошло
между моментом обособления клады и возрастом
самой ранней фоссилии, заведомо к ней принад-
лежащей (= время существования “линии-при-
зрака”, ghost lineage; Phillips, 2016; Springer et al.,
2017). В свою очередь, время призрака включает
два компонента – время от точки дивергенции до
появления диагностических синапоморфий
группы и интервал до первой обнаруженной фос-
силии (рис. 3). Последняя величина зависит от
вероятности фоссилизации с одной стороны и ак-
тивности палеонтологов с другой (Gandolfo et al.,
2008). Если возраст фоссилии известен с точно-
стью до геологического диапазона, то приходится
использовать его верхнюю (позднюю) границу в
качестве минимального возраста узла, тогда раз-
ница между верхней границей диапазона и неиз-
вестным истинным возрастом фоссилии оказы-
вается третьим слагаемым оценки времени суще-
ствования призрака.
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Очевидно, что минимальных ограничений для
датировки недостаточно, необходимо включить
как минимум хотя бы одно максимальное ограни-
чение. Однако максимальные возрастные огра-
ничения установить трудно, потому что они эк-
вивалентны постулированию отсутствия опреде-
ленной клады в какой-то момент прошлого.
Выбор максимальных возрастных ограничений
оказывает значительное влияние на получаемые
молекулярные датировки (Hug, Roger, 2007; War-
nock et al., 2015). В качестве примера можно при-
вести недавнюю дискуссию вокруг временной
шкалы эволюции современных птиц (Jarvis et al.,
2014; Cracraft et al., 2015; Mitchell et al., 2015). Ча-
сто максимальные границы выбираются наибо-
лее консервативным образом (т.е. избыточно
древними) (Ho, Phillips, 2009), что может приво-
дить к смещенным и неточным оценкам времен.
Очевидно, что максимальные ограничения пра-
вильней задавать в виде мягких границ (Yang,
Rannala, 2006), например, границы 95%-го дове-
рительного интервала.

Для того чтобы объективно оценить довери-
тельный интервал возраста узла исходя из времен
находок фоссилий, был предложен метод страти-
графического брэкетинга (Marshall, 2008), ис-
пользовавший распределение относительных
возрастов самых ранних фоссилий для несколь-
ких (многих) клад древа. Метод исходно опирался
на не всегда реалистичные допущения о распре-
делении находок на временной шкале, однако в
дальнейшем были предложены его модифика-

ции, в которых применялись более сложные мо-
дели (Marshall, 2010).

Также были предложены менее формализо-
ванные методы определения максимальных гра-
ниц, такие как филогенетический брэкетинг и
стратиграфический баундинг (Benton, Donoghue,
2007; Meredith et al., 2011). В последнем методе в
качестве верхней границы возраста узла исполь-
зуется нижняя (ранняя) граница геологического
интервала (или двух интервалов), предшествую-
щего тому, в котором был найден самый древний
ископаемый материал. В филогенетическом брэ-
кетинге возрастной диапазон узла ограничен воз-
растом его соседних узлов (т.е. таких, которые явля-
ются непосредственными предками и потомками),
что может основываться на палеонтологической
летописи или на независимой молекулярной
оценке. Например, получение молекулярных да-
тировок для ежовых содержит определенные
трудности из-за нередкой двусмысленной интер-
претации ископаемых остатков этой группы
(Rich, 1981), что объясняется генерализованным
строением зубной системы − основного материа-
ла палеонтологических исследований. По этой
причине при подборе калибровочных точек для
датирования дивергенций в сем. Erinaceidae (Ban-
nikova et al., 2014) самая древняя калибровочная
точка, связанная с олигоцен-эоценовым перио-
дом (28–49 млн лет) радиации базальных линий
современных ежовых была взята из работы Мере-
дита с соавт. (Meredith et al., 2011). Максимальная
граница для этой калибровочной точки определя-

Рис. 3. Использование палеонтологической калибровочной информации в качестве минимальной границы возраста
узла. Красным кружком обозначен изучаемый узел дивергенции филогенетических линий А и В. Пунктирные линии
разделяют геологические периоды. Вертикальная красная стрелка указывает на самые ранние находки, уверенно от-
носимые к линии А. Синий крестик показывает время появления морфологических синапоморфий в линии А. Другие
значки обозначают: † – ископаемые остатки, безусловно относящиеся к линии А; ‡ – ископаемые остатки, безусловно
относящиеся к линии В; + – ископаемые остатки, имеющие плезиоморфную морфологию, соответствующие предку
таксонов А и В.

Время “линии-призрака”

Нижняя граница

Время

A

Верхняя граница

B
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ется через стратиграфический ограничитель и
филогенетический брэкетинг и должна прини-
маться с осторожностью. Согласно Лопатину
(Lopatin, 2006), раннеэоценовые ископаемые
ежовые относятся к примитивным гимнурам; по
этой причине предпочтение отдавалось наклады-
ванию меньших ограничений на время разделения
Erinaceinae/Hylomyinae и отнесению верхнего пре-
дела этого события к границе палеоцена/эоцена.

В качестве внутренних калибровочных точек
использовали: 1) время разделения Hylomys s.str. и
Neotetracus (16 млн лет – минимальная граница)
на основании ископаемых остатков из раннего
миоцена Таиланда, относимых к этим таксонам
(Mein, Ginsburg, 1997); 2) ожидаемое время ба-
зальной радиации кроновых Erinaceinae в MN13
(5.5 млн лет как минимальная граница) на осно-
вании ископаемых остатков, определенных как
Erinaceus (Storch, Qiu, 1991; Qiu, Storch, 2005). Од-
нако следует признать, что эти калибровочные
точки являются вероятными, но не очевидными.
Отнесение события разделения Neotetracus и Hylo-
mys ко времени не позднее 16 млн лет назад вызы-
вает вопросы, учитывая трудности определения
этих гимнур не только по ископаемым остаткам,
но и по рецентному морфологическому материалу
(Frost et al., 1991; Gould, 1995). Также нет уверен-
ности в существовании хороших признаков,
позволяющих отличать поздне-миоценовых Eri-
naceus от других родов ежей. Некоторые авторы
вообще избегают обсуждать принадлежность ис-
копаемых остатков ежовых к тому или иному роду.
Известно, что, когда такие попытки предприни-
мались, возникала глубокая и трудно разрешимая
путаница, как, например, в случае миоценового
р. Mioechinus (Depéret, 1887; Butler, 1948; Rich,
1981; Gould, 1995; Mein, Ginsburg, 2002).

Что касается стратиграфического баундинга,
этот прием был применен нами при датировании
дивергенций землероек: в р. Sorex, где молекуляр-
ные часы были откалиброваны по пяти палеонто-
логическим датировкам (Bannikova et al., 2018), а
также в р. Crocidura (Bannikova et al., 2021).

Вторичная калибровочная информация
В настоящее время во многих исследованиях

для калибровки часов используются уже опубли-
кованные ранее молекулярные датировки. Их на-
зывают вторичными калибровками, поскольку
они основаны не на прямых палеонтологических
или биогеографических данных, а на полученных
ранее временах дивергенций. Очевидно, что в не-
которых ситуациях с помощью вторичной ка-
либровки из надежного источника могут быть
получены более точные оценки времени, чем с
помощью первичной калибровочной информа-
ции из ненадежных палеонтологических источ-
ников (Kumar, Hedges, 1998). Эта методика уязви-

ма для критики (Hipsley, Müller, 2014), однако мини-
мизировать ошибку можно путем конструирования
априорных распределений, которые учитывают
все источники ошибок оценки, основанной на
вторичной калибровке.

Вторичные калибровки обычно используют
для таксонов, по которым ограничена палеонто-
логическая информация, например, бактерии
или грибы, а также для увеличения числа калиб-
ровочных точек при датировании многовидовых
филогений (например, Reis et al., 2012, 2018).
В наших исследованиях использовались вторич-
ные калибровки в случаях, когда доступные дан-
ные задавали только минимальную границу, на-
пример, при определении времен дивергенций
кротовых (Bannikova et al., 2015), кутор (Igea et al.,
2015) и тушканчиков (Shenbrot et al., 2017).

Калибровки, основанные на несовременных 
нуклеотидных последовательностях

Калибровка молекулярных часов с использо-
ванием гетерохронных данных полезна в иссле-
дованиях древней ДНК, а также для оценки тем-
пов и временных масштабов эволюции видов с
быстрой сменой поколений. Обретение опыта ра-
боты с ДНК ископаемых образцов открыло воз-
можность использовать пробы от экземпляров, для
которых имеются радиоуглеродные датировки. Од-
нако ошибки радиоуглеродного датирования,
возникающие в том числе из-за колебаний содер-
жания 14C в атмосфере (Reimer et al., 2013), пред-
ставляют собой отдельный источник неопреде-
ленности возраста (Guilderson et al., 2005). Нако-
нец, при работе с палеоДНК существует
необходимость делать поправки на химическую
модификацию последовательностей (Hofreiter et
al., 2001). При небольшой длине палеосиквенсов
оценки времен и скоростей могут быть смещены
(см. раздел о занижении оценок скорости эволю-
ции с течением времени).

Другая область, где продуктивно использова-
ние гетерохронных последовательностей для мо-
лекулярных датировок, – это филогения быстро
эволюционирующих организмов, например, ви-
русов (в частности, у РНК вирусов скорость на-
копления замен может составлять 10–3 на сайт в
год (Duffy et al., 2008)). Важная практическая со-
ставляющая молекулярного датирования вирус-
ных филогений – исследование историй эпиде-
мий (например, Pekar et al., 2021).

Простейший способ оценить скорость и время,
имея филогению для гетерохронных последова-
тельностей, – использовать регрессию расстоя-
ния от корня древа до концов ветвей (root to tip
distance) на время образцов, как это реализовано
в программе TempEst (Rambaut et al., 2016). Пред-
варительно необходимо проверить, достаточно
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ли информативны данные для этого анализа, что
делается с помощью рандомизационного теста
(Ramsden et al., 2009). Кроме этого, для гетеро-
хронных данных активно используются методы
ML (treedater; Volz, Frost, 2017) и байесовской ста-
тистики (BEAST; Heled, Drummond, 2010). Ситу-
ация осложняется тем, что для описания эволю-
ции вирусов часто требуется использование мо-
дели rate decay (Duchêne et al., 2014).

Модель FBD и датирование
на объединенных данных

Классический метод использования калибро-
вок сводится к двухстадийному анализу: сначала,
исходя из филогенетического положения и воз-
раста фоссилий, оценивается возраст одного или
нескольких узлов дерева (node-dating), затем, ис-
пользуя эту информацию, определяется возраст
остальных узлов древа. Принципиально иной
подход – датирование на объединенных данных
(total evidence dating) – заключается в построении
хронограммы путем одновременного анализа мо-
лекулярных и морфологических данных, причем
последние включают информацию как для совре-
менных видов, так и для ископаемых таксонов с
известным возрастом (Stadler, 2010; Heath et al.,
2014; Gavryushkina, Zhu, 2020). Эта процедура ре-
ализована в нескольких программах, использую-
щих байесовский подход (MrBayes, BEAST 2).
Анализ основан на модели фоссилизации – рож-
дения–смерти (Fossilized birth–death, FBD), опи-
сывающей одновременно структуру древа, веро-
ятность захоронения и обнаружения фоссилий.
Если филогенетическое положение вымерших
видов известно хотя бы приблизительно, то воз-
можно использовать вариант анализа без привле-
чения морфологических данных (Heath et al.,
2014). Исходный вариант FBD модели предпола-
гал, что процессы фоссилизации и диверсифика-
ции описываются одним и тем же набором пара-
метров во всех частях древа. Более реалистична
модель фоссилизации кладообразования (fossil-
ized birth–death process skyline model, FBD; Stadler
et al., 2013; Gavryushkina et al., 2014), которая по-
стулирует существование нескольких эпох, каж-
дая со своей динамикой этих процессов.

Сильная сторона датирования на объединен-
ных данных – возможность использовать макси-
мум палеонтологической информации, большая
часть которой при классическом подходе оказа-
лась бы вне анализа, в частности, из-за неопреде-
ленности филогенетического положения ископа-
емого материала. Модель FBD в разных ее вари-
антах требует дальнейшего изучения. Пока же
нельзя исключить, что результаты будут чрезмерно
чувствительны к исходным допущениям (Matzke,
Wright, 2016; O`Reilly, Donoghue, 2020). Отдельная
проблема – надежность результатов совместного

анализа морфологических и молекулярных дан-
ных. Это связано с неадекватностью существую-
щих моделей морфологической эволюции, высо-
кой вероятностью филогенетических ошибок из-за
адаптивных параллелизмов, что, например,
скомпрометировало результаты О’Лири (O`Leary
et al., 2013). Наконец, насыщенность модели па-
раметрами требует больших вычислительных
мощностей.

Биогеографические калибровки
На практике датирование по ископаемым ма-

териалам осложняется целым рядом теоретиче-
ских и эмпирических проблем. Хорошую альтер-
нативу палеонтологической информации состав-
ляют биогеографические данные. К первым
публикациям в этой области относится работа по
гавайским цветочницам, или медоносам (Hemi-
gnathus spp.), в которой для калибровки времени
радиации этих птиц использовали возраст Гавай-
ских островов (Fleischer et al., 1998). Некоторые
особенности Гавайских островов делают их под-
ходящими для калибровки молекулярных часов.
Считается, что они образовались вдоль “конвей-
ерной ленты” и расположены последовательно по
возрасту от самых старых (29.8 млн лет) островов
на северо-западе до самых молодых (0.5 млн лет)
на юго-востоке (Fleischer et al., 1998; Price, Clague,
2002).

Возраст островов может быть использован в
качестве калибровки молекулярных часов, если
соблюдается правило прогрессии (Hennig, 1966),
согласно которому есть соответствие между воз-
растом островов и топологией филогенетическо-
го древа изучаемых таксонов. Например, в случае
эндемичных гавайских цветочниц, дрозофил и
бабочек самые молодые острова населяют виды,
образующие внутренние ветви филогенетического
древа, в то время как виды, распространенные на
старых островах, располагаются на древе ближе к
корню (Fleischer et al., 1998; Haines et al., 2014).
Калибровка филогении по времени с помощью
биогеографии и палеогеографии работает по
принципу, что для данного палеогеографическо-
го контекста одни биогеографические сценарии
более вероятны, чем альтернативные, и эта веро-
ятность влияет на принимаемый в результате воз-
раст изучаемых видов (Ho et al., 2015b; Baets et al.,
2016).

МОЛЕКУЛЯРНАЯ ОЦЕНКА ВРЕМЕН 
ДИВЕРГЕНЦИИ ОТРЯДОВ 

ПЛАЦЕНТАРНЫХ КАК ПРИМЕР РАЗЛИЧИЯ 
РЕЗУЛЬТАТОВ, ПОЛУЧЕННЫХ РАЗНЫМИ 

МЕТОДАМИ НА РАЗНЫХ ДАННЫХ
Использование разного числа и набора таксо-

нов, большего или меньшего числа генных локу-
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сов, тех или иных моделей и калибровочных то-
чек может приводить к сильному варьированию
получаемых оценок времен дивергенции. Хоро-
шим примером служат попытки определения
времени появления отрядов Placentalia. Палеон-
тологические данные указывают на быструю радиа-
цию плацентарных после массового вымирания на
границе мела и палеогена (М/П) 65 млн лет назад
(обзор: Archibald et al., 2001; Benton, Ayala, 2003).
Более жесткая модель (“hard” explosive model)
предполагает быструю радиацию единственной
предковой ветви, перешагнувшей М/П границу
(O’Leary et al., 2013). Альтернативная, более мяг-
кая взрывная модель (“soft” explosive model) допус-
кает позднемеловое происхождение нескольких
наиболее древних ветвей плацентарных (Simpson,
1945; Archibald, Deutschman, 2001).

Молекулярные оценки этого события в целом
значительно более древние и противоречат
взрывной модели палеогенового происхождения
плацентарных. Они подразумевают два варианта:
1) дивергенция отрядов и дальнейшая радиация
внутри них относятся в подавляющем большинстве
случаев к меловому периоду (модель ускоренной
диверсификации, “короткий запал” (“short fuse”);
Bininda-Emonds et al., 2007); 2) предки Placentalia и
большинства отрядов сформировались в меловом
периоде, но дальнейшая их диверсификация про-
исходила в палеогене (модель замедленной ди-
версификации, “длинный запал” (“long fuse”);
Reis et al., 2012).

Таким образом, хотя результаты разных моле-
кулярных данных совпадают в вопросе о меловом
происхождении плацентарных, согласованное
представление о порядке возникновения отрядов
относительно М/П границы отсутствует. Напри-
мер, датировки Бининда-Эмондс с соавторами
(Bininda-Emonds et al., 2007) показывают, что по-
ловина отрядов плацентарных произошла более
100 млн лет назад, т.е. намного раньше того вре-
мени, на которое указывают все известные иско-
паемые и некоторые молекулярные данные. Од-
нако в этом исследовании должным образом не
учитывались варьирование скоростей эволюции
в разных линиях и неопределенности в оценке
длин ветвей, и, кроме того, применялась точеч-
ная ископаемая калибровка для корня. Другие
ранние молекулярные датировки (Kumar, Hedges,
1998) тоже искажены тем, что в них не принима-
лись во внимание такие важные источники оши-
бок, как (1) степень близости ископаемых калиб-
ровок ко времени события дивергенции (Yang,
Rannala, 2006), (2) случайный разброс (random-
ness) молекулярных скоростей (Thorne et al., 1998)
и (3) разброс оценок длин ветвей (Rodríguez-
Trelles et al., 2002). По сравнению с прежними ис-
следованиями, в работе Мередита с соавт. (Meredith
et al., 2011) с применением байесовских методов
были получены относительно недавние времена

диверсификации внутри отрядов млекопитаю-
щих. При этом времена для пяти отрядов плацен-
тарных характеризовались очень широкими дове-
рительными интервалами (от раннего мела до
позднего палеоцена), что не позволяет уверенно
утверждать, в меловом периоде или в палеоцене
произошла основная диверсификация плацен-
тарных. К столь широким доверительным интер-
валам времен дивергенций привел ограниченный
объем генетических локусов (26 ядерных генов
для 164 таксонов).

Рейс и соавторы (Reis et al., 2012) провели бай-
есовский анализ 36 ядерных и 274 митохондри-
альных геномов (20.6 млн п.н.) (Yang, Rannala,
2006), используя датировку по палеонтологиче-
ским данным (по методу Бентона с соавт. (Benton
et al., 2009)). В результате гипотеза базальных ди-
вергенций внутри большинства отрядов плацен-
тарных до М/П границы была отвергнута, но при
этом полученные оценки предполагают возник-
новение стволовых групп плацентарных до М/П
границы (модель “long fuse”).

Филлипс (Phillips, 2016) получил датировки,
допускающие возникновение Xenarthra, Afrothe-
ria, Euarchontoglires и Laurasiatheria в меловом пе-
риоде, но большинство внутриотрядных дивер-
генций имело место в период после массового
вымирания на М/П границе (“мягкая взрывная
модель”). Филлипс предположил, что оценка
скорости молекулярной эволюции может быть
искажена такими биологическими факторами,
как большие размеры тела и большая продолжи-
тельность жизни (что противоречит результатам
Ромигера с соавторами (Romiguier et al., 2013)), и
получил приближенные к традиционной мягкой
взрывной модели датировки (более точные с его
точки зрения), изымая такие таксоны из анализа
времен дивергенций.

Однако Спрингер с соавт. (Springer et al., 2017)
показали, что допущения, принятые Филлипсом,
приводят к появлению на его древе так называе-
мых “линий зомби” (zombie lineages) – артефак-
ты, которые возникают, если полученные оценки
времен моложе минимального возраста древней-
ших ископаемых остатков. Результаты Спрингера
в отличие от результатов Филлипса лучше соот-
ветствуют модели “long fuse”.

Итак, молекулярные данные дают разные
оценки времени филогенетических событий
(табл. 1), однако никакие из них не соответствуют
жесткой взрывной модели. Анализ также показы-
вает, что, помимо сигнала от собственно данных,
допущения, принятые авторами, сильно влияют
на оценки и выводы.
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БАННИКОВА, ЛЕБЕДЕВ

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

История молекулярной филогенетики и раз-
вития концепции молекулярных часов содержит
немало примеров несовпадения молекулярных и
палеонтологических времен дивергенции и оши-
бочных датировок, что связано, прежде всего, со
следующими причинами. Во-первых, это ошибки
определения длин ветвей (и глубин узлов ветвле-
ния) из-за низкой информативности данных или
неточной модели. Влияние этих источников не-
определенности можно уменьшить увеличением
числа локусов и длины читаемых фрагментов, а
также фильтрацией генов, для которых нет адек-
ватной модели. Во-вторых, это ошибки в калиб-
ровочной информации как биологической, так и
геологической природы. Роль их должна умень-
шаться с ростом объема палеонтологических дан-
ных и повышением точности определения воз-
раста ископаемых остатков. В-третьих, в случае
нестрогих часов присутствует еще и трудно устра-
нимая неопределенность, связанная с характером
варьирования скоростей как между кладами, так
и между генами (ее можно лишь отчасти умень-
шить, увеличивая число анализируемых генов);
здесь же следует упомянуть влияние rate decay
(Ho et al., 2005, 2007).

Вторая и третья причины неопределенности в
совокупности приводят к тому, что даже при уве-
личении объема данных до геномных, ошибка
времен дивергенции снижается не до нуля, а
только до некоторого предела (Reis, Yang, 2013;
Zhu et al., 2015), делая точное определение моле-
кулярных времен дивергенции невозможным.
Кроме того, разные варианты молекулярного да-
тирования могут давать существенно разные ре-
зультаты даже когда они применяются к анало-
гичным и даже идентичным наборам данных (на-
пример, Reis et al., 2014; Foster et al., 2016). Такие
несовпадения показывают, что выводы часто чув-

ствительны к предположениям, исходно зало-
женным в выводах.

Помимо этого, большинство методов молеку-
лярного датирования нацелены на учет измене-
ния скорости молекулярной эволюции без моде-
лирования механизмов или причин изменения
скорости, которая может эволюционировать в за-
висимости от биологии вида. Известно только не-
сколько методов, которые моделируют скорость
молекулярной эволюции в соответствии с биоло-
гией вида (Lartillot, Delsuc, 2012; Nabholz et al.,
2013). С другой стороны, необходимы дальней-
шие усилия в создании сложных моделей эволю-
ции нуклеотидных последовательностей, учиты-
вающих специфику механизмов как возникнове-
ния повреждений ДНК (например, в случае
CpG), так и репарации.

Полемика по поводу молекулярных часов не
умаляет их практического преимущества в изуче-
нии филогенеза, а также недавних событий попу-
ляционного уровня. Стремительное развитие ге-
номного секвенирования способствует познанию
закономерностей изменчивости скорости моле-
кулярной эволюции, что в дальнейшем, безуслов-
но, ликвидирует брешь в нашем понимании со-
пряженной эволюции видов и их геномов.

ФИНАНСИРОВАНИЕ

 Исследование выполнено при финансовой поддерж-
ке РФФИ в рамках научного проекта № 20-14-50062.

КОНФЛИКТ ИНТЕРЕСОВ

 Авторы заявляют об отсутствии конфликта инте-
ресов.

Таблица 1. Времена дивергенции и радиации современных групп Eulipotyphla по молекулярным данным, полу-
ченным нами (Bannikova et al., 2014, 2015; Банникова, 2019) и другими авторами (Douady et al., 2002; Douady, Dou-
zery, 2003; Springer et al., 2003, 2017; Roca et al., 2004; Meredith et al., 2011; Reis et al., 2012), а также по палеонтоло-
гическим данным (Lopatin, 2006)

Таксон или узел 
дивергенции Наши данные Другие молекулярные 

данные
Палеонтологические 

данные

Eulipotyphla 70–80 млн л. н. 70–85 млн л. н. >70 млн л. н.
Solenodontidae нет данных ~76 млн л. н. нет данных
Erinaceidae ~66 млн л. н. 55–65 млн л. н. 61–63 млн л. н.
Hylomyinae/Erinaceinae ~52 млн л. н. 38 млн л. н. ~47 млн л. н.
Talpidae ~72 млн л. н. 60–70 млн л. н. 40 млн л. н.
Uropsilinae 43–52 млн л. н. 48–57 млн л. н. 35–37 млн л. н.
Soricidae ~66 млн л. н. 55–65 млн л. н. 45–47 млн л. н.
Soricinae/Crocidurinae ~38 млн л. н. 38 млн л. н. 18 млн л. н.
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Almost 60 years have passed since the degree of DNA difference between two species was discovered to be a
function of the time since their divergence. Later, it became clear that there is no global molecular clock and
the rate of molecular evolution varies greatly depending on the gene and phylogenetic lineage, correlating
with biological characteristics (generation length, body size, and fertility) and features of the genome. The de-
velopment of the molecular clock concept is associated with the progress of methods that allow taking into
account and measuring the degree of inconstancy of the molecular evolution rate. Currently, dating is mostly
performed using Relaxed clock methods, which rely on various models of the evolution rate (for example,
with or without autocorrelation of rates in adjacent branches). Another relevant factor that allows reducing
the errors of molecular dating is an increase in the amount of data up to the genomic level, which increases
the requirements for the computational efficiency of algorithms and methods for decomposing data into par-
titions. A separate problem is the dependence of the estimates of the evolution rate on time (the phenomenon
of rate decay), which is especially important for the analysis of recent history. In the absence of an adequate
sequence evolution model, the timing estimates can be significantly biased, which often affects the results ob-
tained with mtDNA. One of the most important directions is the development of methods for obtaining cal-
ibration information: more complete use of the constantly and rapidly growing volume of paleontological da-
ta, analysis of paleoDNA, and other variants of heterochronous data. Despite the fact that the accuracy of
estimates of the levels of molecular divergences continues to grow, the uncertainty in dating remains largely
due to the ambiguity of calibrations and the shortcomings of existing models of the DNA sequences evolution.
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Модельный организм Drosophila melanogaster является удобным объектом для изучения механизмов
адаптации к неблагоприятным условиям среды. В ходе эволюционного эксперимента, проводимого
на кафедре биологической эволюции МГУ, разные линии дрозофил адаптировались к кормам с раз-
личным содержанием NaCl (0, 2, 4 и 7%). Ранее нами было показано, что некоторые штаммы сим-
биотических дрожжей могут вносить вклад в адаптацию дрозофил к соленым субстратам, однако за-
висимость численности и состава дрожжевого населения дрозофил от концентрации соли в корме
до сих пор специально не изучалась. В данной работе исследован количественный и качественный
состав дрожжевой составляющей микробиома дрозофил из 11 лабораторных линий D. melanogaster и
пяти обжитых ими кормов. Показано, что по мере роста концентрации соли в корме дрожжевой
микробиом дрозофил претерпевает значительные изменения. Общая численность дрожжей меня-
ется нелинейно: она минимальна при концентрации соли 0% и максимальна при 2–4%, при кон-
центрации 7% численность дрожжей в мухах и их корме меньше, чем при 2–4%, но значительно
больше, чем при 0%. При низкой концентрации соли в мухах резко преобладает вид Pichia occiden-
talis, при промежуточных концентрациях видовое разнообразие дрожжей возрастает при сохранении
прежнего доминанта, а при 7% появляется новый доминант Starmerella bacillaris и сильно меняется со-
став минорных компонентов. Полученные данные согласуются с гипотезой о том, что дрожжи
S. bacillaris помогают мухам выдерживать высокую концентрацию NaCl на ранних этапах адапта-
ции, но в дальнейшем эти полезные симбионты могут быть потеряны мухами на фоне постепенного
развития генетических адаптаций насекомых (или других компонентов микробиома) к соленому
корму.
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Вид Drosophila melanogaster Meig. (Diptera, Dro-
sophilidae) – один из наиболее популярных мо-
дельных объектов для изучения взаимоотноше-
ний макроорганизма и микробиома, в том числе
по причине относительной простоты его микроб-
ного населения, сходного по ряду признаков с
микробиомом млекопитающих (Erkosar et al., 2013;
Erkosar, Leulier, 2014; Newell, Douglas, 2014; Hoang
et al., 2015; Trinder et al., 2017; Douglas, 2018). Клю-
чевыми компонентами микробиома D. melanogaster
являются бактерии и дрожжи, переносимые му-
хами в кишечнике и на поверхности тела.

Адаптация дрозофил к соли в лабораторных
эволюционных экспериментах давно использует-
ся как модель для изучения механизмов микроэ-
волюции (Waddington, 1959; Te Velde et al., 1988),

однако роль микробиома в такой адаптации нача-
ла изучаться лишь недавно. Особый интерес
представляет дрожжевая часть микробиома, ко-
торая в целом изучена слабее, чем бактериальная.
При этом известно, что дрожжи обычно служат
основной пищей для дрозофил на разных стадиях
развития и необходимы для нормального разви-
тия личинок D. melanogaster на природных суб-
стратах (Becher et al., 2012). Разные виды дрожжей
по-разному влияют на выживаемость и скорость
развития личинок, а личинки проявляют избира-
тельность, предпочитая питаться теми дрожжа-
ми, которые положительно влияют на их рост
(Starmer, 1981; Anagnostou et al., 2010). Личинки и
имаго дрозофил, со своей стороны, влияют на ви-
довой состав дрожжевых сообществ, развиваю-
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щихся на кормах, способствуя размножению
определенных видов дрожжей и препятствуя ро-
сту мицелиальных грибов (Stamps et al., 2012). Не-
которые виды дрожжей выдерживают прохожде-
ние через кишечник дрозофил, что позволяет
дрозофилам служить эффективными распростра-
нителями дрожжей в природных условиях (Reuter
et al., 2007; Coluccio et al., 2008; Stamps et al., 2012;
Hoang et al., 2015; Günther, Goddard, 2019). Также
известно, что видовой состав дрожжевой состав-
ляющей микробиома дрозофилид сильно зависит
от диеты мух (Chandler et al., 2012). По-видимому,
живые дрожжевые клетки могут передаваться от
личинки к имаго в ходе метаморфоза, но только
при наличии в кишечнике личинки определен-
ных кишечных бактерий (Guilhot et al., 2020).

Ранее мы показали, что некоторые штаммы
дрожжей (в особенности Starmerella bacillaris) по-
могают линиям D. melanogaster адаптироваться к
корму с 4% NaCl (Панченко и др., 2017; Ивниц-
кий и др., 2018; Dmitrieva et al., 2019). Однако об-
щие закономерности изменения численности и
состава дрожжевого микробиома дрозофил по
мере роста концентрации соли в корме, к которо-
му адаптируются насекомые, до сих пор не изуча-
лись. В данном исследовании мы попытались
восполнить этот пробел, охарактеризовав чис-
ленность и видовой состав дрожжевой части мик-
робиома 11 лабораторных линий D. melanogaster,
адаптированных к различным концентрациям
соли.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Подопытные линии мух и корма. В работе ис-
пользовались 11 лабораторных линий взрослых
мух (имаго) D. melanogaster и пять обжитых ими
кормов. Все линии произведены от одной исход-
ной аутбредной популяции дикого типа в октябре
2014 г. и содержатся на разных кормах в рамках
эволюционного эксперимента, проводимого на
кафедре биологической эволюции МГУ (Марков
и др., 2015; Belkina et al., 2018; Dmitrieva et al., 2019).

Проведен анализ дрожжевого населения сле-
дующих 16 проб:

─ N1flies, N2flies – контрольные линии мух,
выращиваемые на стандартном корме (60 г инак-
тивированных дрожжей, 35 г манной крупы, 50 г
сахара, 45 г измельченного изюма, 8 г агара, 2 г
пропионовой кислоты на 1 л корма) без добавле-
ния соли в боксах (см. ниже);

– N3flies – контрольная линия мух, выращи-
ваемая на таком же корме без добавления соли в
банке (см. ниже);

– N2medium, N3medium – корм, освоенный
мухами N2flies и N3flies соответственно;

– 2S1flies, 2S2flies, 2S3flies – линии мух, со-
держащиеся в банках на таком же корме с добав-
лением 2% соли (20 г NaCl на 1 л корма);

– 2S1medium – корм дрозофил линии 2S1flies;
– 4S1flies, 4S2flies, 4S3flies – линии мух, со-

держащиеся в банках на таком же корме с добав-
лением 4% соли;

– 4S1medium – корм дрозофил линии 4S1flies;
– 7S1flies, 7S2flies – линии мух, содержащиеся

в боксах на таком же корме с добавлением 7% со-
ли (эти линии в 2014–2016 гг. содержались на 4%
соли, а затем постепенно, путем прибавления по
0.5% соли каждые два–три месяца, переведены на
корм с 7% соли);

– 7S1medium – корм дрозофил линии 7S1flies.
Линии мух N3flies, 2S1flies, 2S2flies, 2S3flies,

4S1flies, 4S2flies, 4S3flies содержатся в цилиндри-
ческих стеклянных банках с кормом диаметром
64 мм и высотой 100 мм, закрытых ватно-марле-
выми пробками, при естественном освещении и
температуре 22–25°С. В каждой банке находится
50 мл корма и поилка – цилиндрический пласти-
ковый резервуар объемом 1 мл, заполненный
мокрой ватой. Каждые две недели все имаго, на-
ходящиеся в банке, обездвиживаются углекис-
лым газом и извлекаются из сосуда на стерилизо-
ванную охлажденную плитку, затем из них случай-
ным образом отбираются 10 самцов и 10 самок,
которые помещаются в банку со свежим кормом.

Линии мух N1flies, N2flies, 7S1flies, 7S2flies со-
держатся в боксах из оргстекла, в каждом из кото-
рых корм находится в 12 открытых цилиндриче-
ских стеклянных пробирках диаметром 22 мм и
высотой 100 мм, содержащих по 10 мл корма.
Еженедельно в бокс добавляются четыре пробир-
ки со свежим кормом и удаляются четыре про-
бирки, простоявшие в боксе три недели. Помимо
пробирок с кормом, в каждом боксе находится
поилка – пробирка со смоченной ватой, заменяе-
мая еженедельно.

Методика проведения эксперимента и приготов-
ления гомогенатов имаго. Изучение микробиоты
дрозофил и их кормов проводилось с октября
2020 г. по февраль 2021 г.

Для анализа микробиоты из каждой линии мух
брали по 10 имаго в возрасте 7 сут после выхода из
куколки. Ранее мы показали, что именно в этом
возрасте численность дрожжей в мухах, как пра-
вило, достигает максимума (Дмитриева и др.,
2021). Чтобы смыть клетки дрожжей с поверхно-
сти насекомых, мух помещали в стерильные про-
бирки и промывали в 10 мл стерильной воды на
вортексе MultiReax (Heidolph, Германия) в режи-
ме 1700 об/мин в течение 15 мин. После этого на-
секомых доставали стерильной петлей и перено-
сили в стерильные микропробирки, в которых
проводилась их гомогенизация в 1 мл стерильной
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воды с помощью силиконового пестика, после
чего каждый гомогенат еще раз был обработан на
вортексе в течение 3 мин. Параллельно исследовали
пять обжитых мухами кормов (см. выше). Для этого
брали 10 мг корма с поверхности, а затем гомоге-
низировали и разводили по методике, описанной
выше.

Для определения дрожжевого компонента
микробиоты дрозофил и кормов из полученных
образцов было сделано два последовательных де-
сятикратных разведения, которые в 10-кратной
повторности высевали на чашки Петри по методу
Дригальского. В качестве питательной среды ис-
пользовали глюкозо-пептонно-дрожжевой агар
(глюкоза – 20 г/л, пептон – 10 г/л, дрожжевой
экстракт – 5 г/л, агар – 20 г/л), в который перед
разливом в чашки для подавления роста бактерий
добавляли хлорамфеникол (1 г/л). Посевы инку-
бировали в течение 3 сут при комнатной темпера-
туре (20–22°С), а затем еще 4–7 сут в холодильни-
ке при температуре 4–6°С для того, чтобы коло-
нии хорошо сформировались, но не слились
воедино.

Методика оценки состава дрожжевого компо-
нента микробиома. Выросшие колонии были раз-
делены на типы на основании макроморфологи-
ческих признаков и подсчитаны. В результате для
каждого образца была определена численность
представителей каждого морфотипа колоний, а
также общая численность дрожжей в колониеоб-
разующих единицах (КОЕ) в пересчете на одну
муху или на 1 мг корма (поскольку масса дрозо-
филы составляет примерно 1 мг). По две–три ко-
лонии из каждого морфотипа были выделены в
чистую культуру, а затем сгруппированы на осно-
вании культуральных и микроморфологических
признаков.

По одному–два представителя каждой группы
были идентифицированы до вида на основании
анализа нуклеотидных последовательностей ITS
региона рДНК. Для выделения ДНК чистые куль-
туры наращивали на жидкой глюкозо-пептонно-
дрожжевой среде в течение 3–4 сут. Клетки оса-
ждали центрифугированием при 3000 об/мин в
течение 5 мин. Далее удаляли надосадочную жид-
кость, клетки промывали в стерильном фосфат-
но-солевом (рН 7.4) буферном растворе (ЭкоСер-
вис, Россия) и ресуспендировали в Трис-ЭДТА
буфере (рН 8.0). Полученные суспензии инкуби-
ровали на водяной бане при температуре 100°C в
течение 10 мин, добавляли 100 мг стерильных
стеклянных шариков (200–300 мкм) и обрабаты-
вали на гомогенизаторе Minilys (Bertin Instru-
ments, Франция) в течение 30 с при 5000 об/мин.
Полученные лизаты центрифугировали при
14500 об/мин в течение 3 мин и полученную на-
досадочную жидкость использовали в качестве
матрицы для постановки ПЦР.

Амплификацию проводили по следующей
программе: 1) первичная денатурация при 96°С в
течение 2 мин; 2) далее 35 циклов: денатурация
при 96°С – 20 с, отжиг праймеров при 52°С – 50 с,
синтез дочерней цепи 72°С – 1.5 мин; 3) финаль-
ная элонгация при 72°С в течение 7 мин. При
амплификации использовали праймеры ITS1f
(5'-CTTGGTCATTTAGAGGAAGTA-3') и NL4
(5'-GGTCCGTGTTTCAAGACGG-3'). Визуали-
зацию полученных ПЦР-продуктов проводили с
помощью горизонтального электрофореза в 1.5%
агарозном геле.

Секвенирование выполнено с использовани-
ем праймера NL4 научно-исследовательской
компанией “Евроген” (Москва). Редактирование
полученных последовательностей выполнено с
использованием программы Chromas Lite 2.01.
Для выравнивания и сравнения последователь-
ностей использовали программу Clustal Omega
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/). При
идентификации чистых культур использовали ал-
горитмы BLAST базы данных GenBank NCBI
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Получен-
ные последовательности депонированы в базе
данных GenBank NCBI под номерами OK181114–
OK181159.

Разнообразие дрожжевого микробиома оце-
нивали с помощью индекса видового разнообра-
зия Шеннона, рассчитываемого по формуле

, где N – общая численность

дрожжей всех видов в пробе,  – численность
i-го вида дрожжей в пробе, i изменяется от 1 до k,
где k – количество видов дрожжей в пробе. Дан-
ный индекс учитывает одновременно и видовое
богатство дрожжей в пробе и выравненность рас-
пределения КОЕ по видам (рис. 1). Значение ин-
декса равно нулю, если в пробе всего один вид
дрожжей. При прочих равных, чем больше ин-
декс Шеннона, тем более разнообразным можно
считать дрожжевое сообщество пробы.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Основные результаты представлены в табл. 1.

Для каждой пробы приведена общая численность
дрожжей всех видов и численность каждого вида
в отдельности. Данные величины – усредненные,
так как посев производился в 10-кратной повтор-
ности. Приведено их стандартное отклонение.
Также рассчитано относительное обилие каждого
вида дрожжей в пробе (в процентах).

В исследованных образцах обнаружено в об-
щей сложности шесть видов дрожжей:

1) Starmerella bacillaris (Kroemer & Krumbholz)
F.L. Duarte & A. Fonseca, 2012;

2) Starmerella etchellsii (Lodder & Kreger-van Rij)
C.A. Rosa & Lachance, 2018;

=
= − 1
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N NH
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Рис. 1. Индекс Шеннона, характеризующий видовое разнообразие дрожжевого населения в пробах. Закрашенные
ромбы – линии мух, незакрашенные – пробы корма. Ноль означает, что микробное сообщество состоит только из од-
ного вида (дрожжей). В пробе N3flies дрожжей не обнаружено, поэтому значение отсутствует.
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3) Candida californica (Mrak & McClung ex
K.W. Anderson & C.E. Skinner, 2006);

4) Pichia membranifaciens (Hansen, 1904) E.C. Han-
sen;

5) Pichia occidentalis (Kurtzman, Smiley & John-
son, 2008) Kurtzman, Robnett & Basehoar-Powers;

6) Zygosaccharomyces bailii (Barnett et al., 1983).
Кроме того, в линии 7S1flies встречаются ко-

лонии мицелиального гриба Geotrichum candidum
(Link, 1809).

Дрожжи обнаружены во всех пробах, кроме
одной (N3flies). Дрожжевой микробиом каждой
отдельной пробы может включать от одного до
четырех видов дрожжей. Пробы сильно различа-
ются по значению индекса разнообразия Шенно-
на (рис. 1).

На кормах без добавления соли общая числен-
ность дрожжей невелика (рис. 2). На корме N3medi-
um доминируют два вида: P. occidentalis и Z. bailii;
а C. californica – минорный компонент дрожжево-
го микробиома. В корме N2medium дрожжевое
население на 100% состоит из дрожжей Z. bailii.

На корме с 2% соли дрожжей на два порядка
больше. Этот корм населен почти исключительно
дрожжами P. occidentalis. Дрожжи P. membranifa-
ciens, C. californica и Z. bailii представлены единич-
ными редкими колониями.

Корм с добавлением 4% соли по таксономиче-
скому составу дрожжевого населения похож на
корм с 2% соли, однако численность дрожжей на
нем больше примерно в 2 раза.

На корме с 7% соли дрожжей тоже довольно
много, хотя и меньше, чем на кормах с 2 и 4% соли
(рис. 2). Дрожжевое население корма 7S1medium
довольно разнообразно и при этом характеризу-

ется видами, не встречающимися на других кор-
мах. Доминантным видом выступает P. occidentalis,
в роли субдоминанта – S. bacillaris. Первый вид
распространен в разных линиях мух и на кормах,
а второй встречался ранее в линиях, содержащихся
на корме с 4% NaCl (Ивницкий и др., 2018; Dmi-
trieva et al., 2019), но в настоящем исследовании
он в них не обнаружен и встречается только в ли-
ниях, живущих на корме с 7% NaCl. Это дает ос-
нования предположить, что дрожжи S. bacillaris
маркируют определенный этап адаптации мух к
корму с высоким содержанием соли. Возможно,
данный этап уже завершился на корме с 4% соли
и еще идет на корме с 7% соли (Дмитриева и др.,
2021). Кроме того, более 8% колониеобразующих
единиц в корме 7S1medium принадлежат не
встречавшимся ранее видам дрожжей, которые
пока не удалось надежно определить.

Соотношение численности дрожжей в мухах,
живущих на кормах с разной концентрацией со-
ли, аналогично ситуации на кормах. Меньше все-
го дрожжей в мухах, живущих на корме без добав-
ления соли, больше всего – в мухах на кормах с
добавлением 2 и 4% соли. Мухи, живущие на кор-
ме с 7% соли, имеют больше дрожжей, чем те, что
живут без соли, и меньше, чем те, что живут на
кормах с 2 и 4% соли.

Дрожжевое население мух из линий, живущих
на корме без добавления соли, наименее разнооб-
разное. В линиях N1flies и N2flies оно полностью
состоит из дрожжей вида P. occidentalis. У мух из
линии N3flies дрожжи не обнаружены вовсе (по-
этому точка на рис. 1, соответствующая данной
линии, отсутствует). Последний результат выгля-
дит неожиданным, учитывая, что дрожжевое на-
селение корма N3medium довольно разнообраз-



ЖУРНАЛ ОБЩЕЙ БИОЛОГИИ  том 83  № 1  2022

ИЗМЕНЕНИЯ КОМПЛЕКСА СИМБИОТИЧЕСКИХ ДРОЖЖЕЙ 33
Та

бл
иц

а 
1.

Ч
и

с
л

е
н

н
о

с
т
ь

 д
р

о
ж

ж
е
й

 в
 г

о
м

о
ге

н
а

т
а

х
 м

у
х

 и
 к

о
р

м
о

в
ы

х
 с

р
е
д

а
х

 п
р

и
 р

а
з
н

о
й

 к
о

н
ц

е
н

т
р

а
ц

и
и

 N
a

C
l.

 Д
л

я
 к

а
ж

д
о

й
 и

з
 1

6
 п

р
о

б
 у

к
а

з
а

н
о

 о
т
н

о
с

и
т
е
л

ь
н

о
е

о
б

и
л

и
е
 к

а
ж

д
о

го
 в

и
д

а
 д

р
о

ж
ж

е
й

 (
%

) 
и

 а
б

с
о

л
ю

т
н

о
е
 ч

и
с

л
о

 К
О

Е
 (

н
а

 1
 м

у
х

у
 и

л
и

 н
а

 1
 м

г 
к

о
р

м
а

) 
±

 с
т
а

н
д

а
р

т
н

о
е
 о

т
к

л
о

н
е
н

и
е

П
р

о
б

а
St

ar
m

er
el

la
 

ba
ci

lla
ri

s
S.

 e
tc

he
lls

ii
P

ic
hi

a
oc

ci
de

nt
al

is
P.

 m
em

br
an

i-
fa

ci
en

s
C

an
di

da
 

ca
lif

or
ni

ca
Zy

go
sa

cc
ha

ro
m

yc
es

 
ba

ili
i

G
eo

tr
ic

hu
m

 
ca

nd
id

um
G

e
n

. 
e
t 

sp
. 

in
d

e
t.

О
б

щ
а

я
 

ч
и

с
л

е
н

н
о

с
т
ь

 

К
О

Е
/
м

у
х

а

(м
г 

к
о

р
м

а
)

С
т
а
н

д
а
р

т
н

о
е
 

о
т
к

л
о

н
е
н

и
е
 

о
б

щ
е
й

 

ч
и

с
л

е
н

н
о

с
т
и

N
2m

ed
iu

m
0

0
0

0
0

1
0

0
%

(2
0

 ±
 6

3
)

0
0

2
0

6
3

N
3m

ed
iu

m
0

0
5

4
.9

%

(5
6

0
 ±

 4
2

0
)

0
2

.0
%

(2
0

 ±
 6

3
)

4
3

.1
%

(4
4

0
 ±

 5
2

3
)

0
0

1
0

2
0

6
7

0

N
1f

lie
s

0
0

1
0

0
%

(3
4

8
0

 ±
 9

7
2

)

0
0

0
0

0
3

4
8

0
9

7
2

N
2f

lie
s

0
0

1
0

0
%

(5
6

0
 ±

 2
4

6
)

0
0

0
0

0
5

6
0

2
4

6

N
3f

lie
s

0
0

0
0

0
0

0
0

0
0

2S
1m

ed
iu

m
0

0
9

9
.7

%

(1
1
8

6
4

0
 ±

 2
0

2
4

3
)

0
.2

%

(2
2

0
 ±

 2
2

0
)

0
.0

7
%

(8
0

 ±
 1

0
3

)

0
.0

2
%

(2
0

 ±
 6

3
)

0
0

11
8

9
6

0
2

0
1
8

8

2S
1f

lie
s

0
0

9
8

.4
%

(9
5

1
6

0
 ±

 1
0

0
8

7
)

0
1
.6

%

(1
5

4
0

 ±
 1

3
3

4
)

0
.0

4
%

(4
0

 ±
 8

4
)

0
0

9
6

7
4

0
1
0

6
8

8

2S
2f

lie
s

0
0

9
8

.9
%

(1
8

8
9

6
0

 ±
 6

0
3

0
3

)

0
1
.1

%

(2
2

0
0

 ±
 1

9
4
1

)

0
0

0
1
9
1

1
6

0
6

0
7
3

3

2S
3f

lie
s

0
0

9
9

.4
%

(2
9

3
4

8
0

 ±
 8

2
8

4
8

)

0
0

.6
%

(1
8

2
0

 ±
 1

8
7

2
)

0
0

0
2

9
5

3
0

0
8

3
3

8
8

4S
1m

ed
iu

m
0

0
9

9
.9

%

(2
0
1

0
4

0
 ±

 5
9

9
7
4

)

0
0

.1
%

(2
0

0
 ±

 4
3

2
)

0
0

0
2

0
1

2
4

0
5

9
9

4
8

4S
1f

lie
s

0
0

9
8

.0
%

(1
3

0
6

6
0

 ±
 3

2
0

8
0

)

2
.0

%

(2
7
4

0
 ±

 4
9

9
)

0
0

0
0

13
3

4
0

0
3

2
1
4

6

4S
2f

lie
s

0
0

9
9

.9
9

%

(1
3

9
1
0

0
 ±

 4
1

2
0

0
)

0
.0

1
%

(2
0

 ±
 6

3
)

0
0

0
0

1
3

9
1
2

0
4
1

2
3

5

4S
3f

lie
s

0
0

9
8

.0
%

(4
9

4
4

0
0

 ±
 1

4
7

9
1
2

)

0
.0

6
%

(3
2

0
 ±

 4
2

4
)

0
1
.9

%

(9
7

2
0

 ±
 4

8
8

4
)

0
0

5
0

4
4

4
0

1
4

9
7

9
9

7S
1m

ed
iu

m
2

3
.2

%

(6
8

8
0

 ±
 3

1
9

8
)

0
6

7
.2

%

(1
9

9
0

0
 ±

 9
0

6
9

)

1
.2

%

(3
5

6
 ±

 4
0

0
)

0
0

0
8

.3
%

(2
4

6
0

 ±
 7

1
6

4
)

2
9

5
9

6
11

4
6

0

7S
1f

lie
s

9
9

.5
%

(5
2

1
4

0
 ±

 1
2

4
17

)

0
0

.5
%

(2
3

8
 ±

 2
3

8
)

0
0

0
0

.0
2

%

(8
 ±

 1
4

)

0
5

2
3

0
6

1
2

3
7

0

7S
2f

lie
s

8
9

.3
%

(1
8

4
6

 ±
 1

0
0

9
)

1
.0

%

(2
0

 ±
 2

8
)

9
.6

%

(1
9

8
 ±

 1
8

6
)

0
.2

%

(4
 ±

 1
3

)

0
0

0
0

2
0

6
8

1
0

2
9



34

ЖУРНАЛ ОБЩЕЙ БИОЛОГИИ  том 83  № 1  2022

ДМИТРИЕВА и др.

но. Причины контрастных различий дрожжевого
населения мух и кормов, на которых они живут,
пока неясны.

При повышении концентрации соли до 2–4%
разнообразие дрожжей в мухах заметно возрастает.
Дрожжевое население мух из линий, живущих на
корме с добавлением 2% соли, сходно во всех трех
репликах (2S1flies, 2S2flies, 2S3flies). Оно также
сходно с дрожжевым сообществом корма 2S1me-
dium. Доминирующим видом дрожжей является
P. occidentalis, а C. californica – основной минор-
ный вид. В пробaх 2S1flies и 2S1medium также об-
наружены единичные колонии Z. bailii.

Дрожжевое население мух из линий, живущих
на корме с добавлением 4% соли, сходно во всех
трех репликах. Также оно схоже с дрожжевым
микробиомом корма 4S1medium. Доминирую-
щий вид дрожжей – P. occidentalis. P. membranifa-
ciens встречается в небольшом количестве во всех
трех линиях 4S, а в линии 4S3flies встречаются
также дрожжи Z. bailii. Таким образом, дрожже-
вой микробиом мух, живущих на 2 и 4% соли, в
целом схож.

При росте концентрации соли в корме от 2–4
до 7% в кишечнике мух происходит смена доми-
нанта с P. occidentalis на S. bacillaris, доля P. occi-
dentalis резко снижается и меняется состав ми-
норных компонентов: исчезают C. californica и
Z. bailii, появляются S. etchellsii и Geotrichum can-
didum. Дрожжевое сообщество, населяющее корм
с 7% соли, сильно отличается от дрожжевого на-
селения кишечника мух, живущих на этом корме.
Доминант на корме – P. occidentalis, а в кишечни-

ке мух обеих линий (7S1flies, 7S2flies) доминирует
вид S. bacillaris.

Интересно, что в пробе 7S2flies появляется
еще один вид дрожжей из того же рода – S. etchell-
sii, не встречавшийся ранее ни в одной из рас-
сматриваемых линий (Ивницкий и др., 2018;
Dmitrieva et al., 2019; Дмитриева и др., 2021). Об
экологии вида S. etchellsii известно немного. Этот
вид спорадически выделяется из самых разных
источников (Kurtzman et al., 2011), но чаще всего
его обнаруживали на пчелах и в субстратах, посе-
щаемых этими насекомыми (Rosa et al., 2003;
Teixeira et al., 2003). Также в литературе есть све-
дения об осмотолерантности этих дрожжей, их
использовании при производстве соевого соуса, а
также неоднократном обнаружении в субстратах
с высоким содержанием соли, например, в огу-
речном рассоле (Lee et al., 1992; Suzuki et al., 1992;
Wanakhachornkrai, Lertsiri, 2003; Feng et al., 2012).

Как видно из приведенного описания и табл. 1,
дрожжевое население корма и мух существенно
различается при минимальной (0%) и максималь-
ной (7%) концентрации соли, но сходно при про-
межуточных концентрациях (2 и 4%). Так, при
концентрации соли 0% в гомогенатах мух обнару-
жен только один вид дрожжей (P. occidentalis), то-
гда как в корме выявлены три вида (P. occidentalis,
Z. bailii, C. californica). При концентрации 7% в го-
могенатах доминируют дрожжи S. bacillaris, а в
корме – P. occidentalis. Различаются и минорные
компоненты дрожжевого микробиома: только в
гомогенатах мух 7S обнаружены виды S. etchellsii и
G. candidum, в то время как дрожжи Gen. et sp. in-

Рис. 2. Общая численность дрожжей. Значения приведены в логарифмической шкале, отрезками показано стандарт-
ное отклонение. Закрашенные ромбы – линии мух, незакрашенные – пробы корма.
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det. (пока не идентифицированные, но отличные
от всех идентифицированных видов) обнаружены
только в корме, где они составляют свыше 8% от
общего числа колониеобразующих единиц. При
концентрациях соли 2 и 4% дрожжевое население
мух и корма, напротив, сходно по составу: всегда
преобладает P. occidentalis, а все минорные компо-
ненты (P. membranifaciens, C. californica, Z. bailii)
встречаются и в гомогенатах, и в корме (хоть и не
всегда, т.е. не в каждой пробе).

При всех четырех концентрациях NaCl чис-
ленность дрожжей (КОЕ) в 1 мг корма сопостави-
ма с их численностью в одной гомогенизированной
мухе, масса которой составляет тоже примерно
1 мг. Поскольку перед приготовлением гомогена-
та мухи промывались водой, а присутствие значи-
тельного количества дрожжей в полости тела,
мышцах и других тканях и органах насекомого
маловероятно, мы предполагаем, что в гомогена-
тах представлены в основном те дрожжи, которые
находились в пищеварительном тракте. Посколь-
ку масса содержимого пищеварительного тракта
существенно меньше массы целого насекомого,
можно говорить о повышенной концентрации
дрожжей в пищеварительной системе мух по
сравнению с кормом. Это может объясняться от-
части преимущественным питанием мух дрожже-
вой биомассой, а отчасти тем, что пищеваритель-
ная система мух предоставляет более благоприят-
ные условия для некоторых видов дрожжей, чем
корм.

Особый интерес представляет отсутствие вида
S. bacillaris в линиях мух, содержащихся на корме
с 4% соли, и его присутствие в линиях, содержа-
щихся на корме с 7% соли. Ранее (в 2017–2018 гг.)
дрожжи S. bacillaris доминировали в линиях 4S
(Ивницкий и др., 2018; Dmitrieva et al., 2019), од-
нако в дальнейшем (2019–2020 гг.) они перестали
обнаруживаться в гомогенатах мух из этих линий
(Дмитриева и др., 2021). При этом, как мы пока-
зали ранее, данный вид дрожжей вносит суще-
ственный вклад в адаптацию дрозофил к соли,
повышая эффективность размножения мух на
корме с 4% NaCl (Dmitrieva et al., 2019). Тот факт,
что теперь вид S. bacillaris обнаружен у мух, адап-
тированных к 7% NaCl (ранее микробиом этих
мух не изучался), хотя у линий 4S его по-прежне-
му нет, позволяет предположить, что мы имеем
дело с некой сложной коэволюционной динами-
кой, отражающей различные этапы адаптации
холобионта (симбиотического комплекса, вклю-
чающего макроорганизм и его микробиом (Mar-
gulis, Fester, 1991)) к соленому корму. Например,
не исключено, что дрожжи S. bacillaris успешно
развиваются в линиях дрозофил, недавно поме-
щенных на соленый корм (или недавно переве-
денных на более соленый корм с менее соленого,
как линии 7S) и еще не успевших к нему адапти-
роваться генетически. На этом этапе дрожжи

S. bacillaris, по-видимому, помогают мухам вы-
держивать высокую концентрацию NaCl, как по-
казали ранее наши эксперименты (Dmitrieva
et al., 2019). В дальнейшем, однако, эти полезные
симбионты могут быть потеряны мухами (Дмит-
риева и др., 2021). Это может происходить на фо-
не постепенного развития генетических адаптаций
насекомых к соленому корму или в результате изме-
нения структуры самого микробиома. Возможно,
S. bacillaris доминирует в микробном сообществе
только пока оно не приспособилось к повышен-
ной концентрации NaCl, но по мере адаптации
других видов дрожжей к изменившимся условиям
S. bacillaris вытесняется из сообщества. Кроме то-
го, на процесс становления дрожжевого компо-
нента микробного сообщества может оказывать
влияние его бактериальный компонент. Для про-
верки этих гипотез и выявления механизмов
предполагаемых тенденций (если они подтвер-
дятся) необходимы дальнейшие эксперименты.

ВЫВОДЫ

Анализ дрожжевого компонента микробиома
дрозофил, содержащихся на кормах с разным со-
держанием соли, позволил выявить следующие
закономерности.

1. Общая численность дрожжей как в мухах,
так и в их корме меняется с ростом концентрации
NaCl немонотонно: она минимальна при концен-
трации соли 0%, максимальна – при концентра-
ции 2 и 4%, при концентрации 7% численность
дрожжей в мухах и их корме меньше, чем при 2–
4%, но значительно больше, чем при 0% (рис. 2).

2. По мере роста концентрации соли в корме
дрожжевой микробиом дрозофил претерпевает
значительные изменения. При концентрации 0%
как численность, так и разнообразие дрожжей в
гомогенатах мух минимальны, обнаруживается
только P. occidentalis. При повышении концентра-
ции до 2–4% численность и разнообразие дрож-
жей резко возрастают. Вид P. occidentalis по-преж-
нему доминирует, но к нему добавляются минор-
ные компоненты: P. membranifaciens, C. californica,
Z. bailii. При росте концентрации до 7% появляет-
ся новый доминант – S. bacillaris, а процентная
доля P. occidentalis резко снижается. Меняется и
состав других минорных компонентов: исчезают
C. californica и Z. bailii, появляются S. etchellsii и
G. candidum.

3. Дрожжевое население корма и мух суще-
ственно различается при минимальной (0%) и
максимальной (7%) концентрациях соли, но
сходно при промежуточных (2 и 4%) концентра-
циях.

4. Концентрация дрожжей (живых дрожжевых
клеток) в пищеварительной системе мух значи-
тельно выше, чем в корме.
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5. Дрожжи вида S. bacillaris, ранее доминиро-
вавшие в микробиоме мух, живущих на корме с
4% соли, больше не встречаются ни в этих мухах,
ни в их корме. Однако они присутствуют в лини-
ях, живущих на корме с 7% соли. Возможно, дан-
ный вид дрожжей маркирует начальный этап
адаптации холобионта к повышению концентра-
ции соли. Это согласуется с обнаруженным ранее
фактом, что S. bacillaris вносит существенный
вклад в адаптацию дрозофил к соли, повышая эф-
фективность размножения мух на корме с 4% NaCl
(Dmitrieva et al., 2019). Для проверки этой гипоте-
зы, а также для оценки относительного вклада ге-
нетических и эпигенетических изменений мух и
компонентов их микробиома в адаптацию холо-
бионта к повышению концентрации соли в корме
требуются дальнейшие исследования.
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Changes in the symbiotic yeasts of Drosophila melanogaster
in course of adaptation to substrates with extra NaCl content

A. S. Dmitrievaa, *, E. Yu. Yakovlevaa, I. A. Maksimovaa, A. A. Belova, and A. V. Markova, b

aLomonosov Moscow State University
 Leninskie Gory, 1, bld. 12, Moscow, 119234 Russia

bBorisyak Paleontological Institute, RAS
 Profsoyuznaya, 123, Moscow, 117997 Russia

*e-mail: dmnastya89@mail.ru

The model organism Drosophila melanogaster is a convenient object for studying the mechanisms of adapta-
tion to adverse environments. In course of an evolutionary experiment conducted at the Department of Bio-
logical Evolution of Moscow State University, different Drosophila strains adapt to food substrates with dif-
ferent NaCl content (0, 2, 4, and 7%). Previously, we have shown that some strains of symbiotic yeast can
contribute to the adaptation of Drosophila to high-salt substrates. However, the relationship between NaCl
concentration and the abundance and composition of yeasts in Drosophila has not yet been studied in detail.
Here, we explore the quantitative and qualitative composition of yeast component of the Drosophila micro-
biome in 11 laboratory lines of D. melanogaster and five food substrates inhabited by them. We find out that
as the concentration of salt in the substrate increases, the yeast microbiome of Drosophila undergoes signifi-
cant changes. The total abundance of yeasts changes nonlinearly: it is the lowest at 0% NaCl, the highest at
2–4%, intermediate at 7%. At a low salt concentration, the species Pichia occidentalis strongly predominates;
at intermediate concentrations, the species diversity of yeasts increases while maintaining the same domi-
nant; at 7%, a new dominant Starmerella bacillaris appears and the composition of minor components chang-
es considerably. The results are consistent with the hypothesis that S. bacillaris may help the f lies to withstand
high NaCl concentrations at the early stages of adaptation, but later these useful symbionts can be lost as the
genetic adaptations of insects (or other components of their microbiome) to salty food gradually develop.
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ХАРАКТЕРИСТИКА КЛЕЩЕЙ VARROA UNDERWOODI (ACARI: VARROIDAE) 
В ПОПУЛЯЦИИ APIS CERANA USSURIENSIS (HYMENOPTERA: APIDAE)
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Виды рода Varroa являются эктопаразитическими клещами медоносных пчел рода Apis. В отличие
от хорошо известных видов клещей V. destructor и V. jacobsoni, V. underwoodi остается мало изученным.
Современный ареал V. underwoodi в популяции A. cerana включает Непал, Южную Корею, Японию,
Малайзию, Индию, Индонезию, Папуа-Новую Гвинею, Вьетнам и Китай. Недавно он был найден
в России (Приморский край) на A. cerana ussuriensis. Поскольку V. destructor и V. jacobsoni обладают
способностью легко переходить на другие виды медоносных пчел, есть большая вероятность того,
что V. underwoodi может в дальнейшем перейти в массовом порядке с A. cerana на A. mellifera. Первый
случай паразитирования V. underwoodi в семьях пчел A. mellifera зафиксирован в Папуа-Новой Гви-
нее. Varroa underwoodi требует тщательного изучения, поскольку является новым потенциальным
паразитом A. mellifera и способен принести с собой новые виды и штаммы вирусов и бактерий, из-
менить состав микробиома кишечника пчел, нарушить защитные и адаптивные механизмы их ор-
ганизма. В статье представлены данные морфометрии V. underwoodi и полиморфизма его гена COX1
мтДНК. Проведено сравнение V. underwoodi с другими видами клещей V. destructor и V. jacobsoni.
Средняя генетическая дивергенция и p-дистанция между V. underwoodi и другими видами Varroa со-
ставляли 9% и 0.09 соответственно, что согласуется со средним уровнем видовых различий у насе-
комых. Нуклеотидные последовательности гена COX1 мтДНК V. underwoodi из Приморского края
(Россия) LC532104 и провинции Цзилинь (Китай) MH205176 оказались идентичными и отнесены к
гаплотипу China 1 MH205176. Предполагается, что между популяциями A. cerana России и Китая
происходит непрерывный обмен, который привел к появлению V. underwoodi в природной популя-
ции A. cerana ussuriensis в Приморском крае. Современная северная граница ареала V. underwoodi
проходит по территории Дальнего Востока России и, вероятно, совпадает с таковой A. cerana us-
suriensis (45.06° с.ш.). Вероятно, селекция семей пчел A. mellifera по гигиеническому поведению про-
тив клещей V. destructor может оказаться эффективной также против V. underwoodi и позволит предот-
вратить возможный переход V. underwoodi с азиатских пчел A. cerana на европейских пчел A. mellifera.
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Паразитические клещи рода Varroa Oudemans,
1904 относятся к семейству Varroidae инфраотряда
Gamasina отряда Mesostigmata надотряда Parasiti-
formes. Клещи р. Varroa являются эктопаразитами
пчел р. Apis и представлены четырьмя видами
(Anderson, Trueman, 2000; Rosenkranz et al., 2010):
1) V. jacobsoni, описанный с A. cerana (о-в Ява, Ин-
донезия) (Oudemans, 1904), позднее найден и на
A. nigrocincta в Индонезии (Hadisoesilo, Otis, 1998;
Anderson, Trueman, 2000) и A. mellifera в Папуа-
Новой Гвинее (Roberts et al., 2015); 2) V. destructor
(первоначально ошибочно идентифицирован-
ный как V. jacobsoni) описан с A. cerana (Китай,
Япония, Южная Корея, Таиланд), позднее най-
ден и на A. mellifera в Японии (Anderson, 2000; An-
derson, Trueman, 2000); 3) V. rindereri с A. kos-
chevnikovi (Сабах, Малайзия) (Guzman, Delfinado-
Baker, 1996), на других видах пчел пока не обнаружен;
4) V. underwoodi, описанный c A. cerana (Непал)
(Delfinado-Baker, Aggarwal, 1987), позднее найден
на A. nigrocincta в Индонезии (Anderson et al., 1997;
Кузнецов, 2005).

Медоносная пчела A. mellifera поражается во
всем мире преимущественно V. destructor (Traynor
et al., 2020), а в Папуа-Новой Гвинее – V. jacobsoni
(Roberts et al., 2015). Описано несколько митохон-
дриальных гаплотипов V. destructor, из которых
два – K (корейский) и J (японский) – способны
размножаться и паразитировать в семьях A. mellifera
(Anderson, 2000; Anderson, Trueman, 2000; Muñoz
et al., 2008). Клещи V. rindereri и V. underwoodi в
наименьшей степени изучены (Oudemans, 1904;
Delfinado-Baker, Aggarwal, 1987; Guzman, Delfina-
do-Baker, 1996; Anderson et al., 1997; Rath, 1999;
Anderson, Trueman, 2000; Wang et al., 2019a).

Другой вид медоносной пчелы, A. cerana, пора-
жается преимущественно клещом V. destructor и в
меньшей степени V. underwoodi; последний встре-
чается в меньшей численности (Wang et al., 2019a, b;
Lin et al., 2021). Сравнительно недавно V. under-
woodi выявлен и в России (Приморский край),
описаны его морфометрия и полиморфизм гена
COX1 мтДНК в природной популяции A. cerana
(Кузнецов, 2005; Кузнецов, Лелей, 2005; Ilyasov
et al., 2021). Данные работы посвящены первому
обнаружению V. underwoodi в природной популя-
ции A. cerana в России, поэтому поверхностно и
недостаточно детально обсуждают особенности
эволюции и генетической структуры популяции
V. underwoodi, не приводят детальный анализ по-
лиморфизма нуклеотидной последовательности
гена COX1 мтДНК Varroa underwoodi из разных по-
пуляций, а также не характеризуют V. underwoodi
как переносчика новых патогенов пчел – вирусов
и бактерий. Существует необходимость в систе-
матизации всех имеющихся знаний о клеще V. un-
derwoodi, оценке возможных угроз V. underwoodi
для других видов пчел р. Apis, на основе которых
могут быть разработаны превентивные меры, на-

правленные на предотвращение расширения аре-
ала этого вида клеща в странах Азии и России.

Наряду с расширением ареала V. underwoodi
растет число его видов-хозяев: A. cerana в Непале
(Delfinado-Baker, Aggarwal, 1987), A. nuluensis в
Малайзии (Delfinado-Baker, Aggarwal, 1987; Guz-
man et al., 1996; Anderson et al., 1997), A. nigrocincta
в Индонезии (Anderson et al., 1997; Hadisoesilo,
1997), A. mellifera в Папуа-Новой Гвинее (Lee, 1995;
Anderson et al., 1997; Guzman, Rinderer, 1999).
Клещи V. underwoodi успешно размножаются в се-
мьях пчел A. cerana, но обнаружение его в семьях
других видов медоносных пчел позволяет предпо-
ложить способность этих клещей к межвидовой
смене хозяев. Особенно опасен он может быть
для семей A. mellifera, содержащихся рядом с се-
мьями A. cerana, как это принято в большинстве
азиатских стран (Zheng et al., 2011, 2018; Chanta-
wannakul et al., 2016; Wang et al., 2019a, b; Roberts
et al., 2020).

Поскольку разные гаплотипы клещей Varroa
имеют разную способность к паразитированию
на разных видах пчел р. Apis (Anderson, 2000; An-
derson, Trueman, 2000; Muñoz et al., 2008) (гапло-
типы K и J из шести гаплотипов клещей V. destructor
способны паразитировать на пчелах A. mellifera),
то существует высокая вероятность того, что не-
которые гаплотипы V. underwoodi смогут парази-
тировать на пчелах A. mellifera и затем, подобно
V. destructor, распространиться по всему миру.
V. underwoodi характеризуется высоким уровнем
генетического разнообразия (Navajas et al., 2010;
Roberts et al., 2015; Wang et al., 2019a). Высокий
уровень генетического разнообразия этого вида
позволяет быстро сформировать гаплотипы V. un-
derwoodi, способные паразитировать на A. mellifera.
Это подтверждается и законом гомологических
рядов Н.И. Вавилова (1920), согласно которому у
близких форм могут параллельно развиваться
сходные признаки и, таким образом, способность
видов V. destructor и V. jacobsoni к паразитированию
на A. mellifera может также проявляться и у V. un-
derwoodi. Следовательно, A. mellifera является по-
тенциальным хозяином для V. underwoodi в ходе
его дальнейшей эволюции (Anderson, 2000; An-
derson, Trueman, 2000; Muñoz et al., 2008; Wang
et al., 2019a, b; Ilyasov et al., 2021).

Переход V. underwoodi на нового хозяина A. mel-
lifera может сопровождаться трансмиссией новых
видов и штаммов вирусов и бактерий, провоци-
рованием новых болезней, ведущих к нарушению
микробиома, снижению выживаемости и имму-
нитета (Sandionigi et al., 2015; Hubert et al., 2017;
Raymann et al., 2017; Diaz et al., 2019; Marche et al.,
2019; Wang et al., 2019a, b; Bleau et al., 2020; Chen
et al., 2021). Исследование особенностей V. under-
woodi позволит заранее разработать методы борь-
бы с новым паразитом (Guzman, Rinderer, 1999;
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Kolar, Lodge, 2001; Woolhouse et al., 2005). Одним
из таких методов является селекция семей пчел
A. mellifera по гигиеническому поведению против
клеща V. destructor, которая, вероятно, будет также
работать и против клеща V. underwoodi (Mon-
dragón et al., 2005; Allsopp, 2006; Locke, Fries, 2011;
Çakmak, Fuchs, 2013; Locke, 2016; Conlon et al.,
2018; McMullan, 2018; Alphen, Fernhout, 2020).
В настоящей работе дана детальная характери-
стика клещей V. underwoodi в популяции A. cerana
ussuriensis в Приморском крае на основе анализа
морфометрии и полиморфизма гена COX1
мтДНК, систематизированы все имеющиеся зна-
ния о клеще V. underwoodi, проведена оценке воз-
можных угроз V. underwoodi для других видов пчел
р. Apis, в частности A. mellifera, предложены пре-
вентивные меры, направленные на предотвраще-
ние расширения ареала этого вида клеща в стра-
нах Азии и России.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Имаго клещей Varroa underwoodi собраны ле-
том 2004 г. из выводковых ячеек двух семей № 2 и
№ 5 Apis cerana ussuriensis на пасеке в селе Ромаш-
ка Хасанского района Приморского края России
(43.5° с.ш., 131.3° в.д.). Все собранные образцы
клещей V. underwoodi были помещены в 70% эта-
нол и хранились при –20°C.

Клещи V. underwoodi обнаружены только в се-
мьях A. cerana ussuriensis, где уровень зараженно-
сти семей составлял 50%.

Для предварительного подтверждения видо-
вой принадлежности морфометрические характе-
ристики и размер взрослых самок клещей V. un-
derwoodi (n = 10) сравнивали с литературными
данными (Delfinado-Baker, Aggarwal, 1987; Woo,
1992; Anderson et al., 1997; Huang, 2004; Wang et al.,
2019a). Перед оценкой морфометрии отобранные
образцы клещей V. underwoodi высушивались при
комнатной температуре в течение 1 мин. У кле-
щей V. underwoodi для морфометрии использовался
дорсальный щит с боковыми щетинками (Delfi-
nado-Baker, Aggarwal, 1987; Woo, 1992; Anderson
et al., 1997; Huang, 2004; Wang et al., 2019a). Изме-
рение проводили с помощью цифрового микро-
скопа EOS Kiss X7 (Canon, Япония) с объективом
MP-E 65mm f/2.8 1-5x Macro Photo (Canon, Япо-
ния) при увеличении ×150.

Тотальную ДНК экстрагировали из трех клещей
на семью A. cerana ussuriensis с использованием на-
бора Qiagen DNEasy для тканей животных с исполь-
зованием колонок для связывания ДНК (Qiagen,
Валенсия, Калифорния). Последовательность гена
COX1 мтДНК использовали для идентификации
вида клещей и определения гаплотипа мтДНК.
ПЦР-амплификация гена COX1 мтДНК V. under-
woodi проведена по методике Вана и соавторов

(Wang et al., 2019a) с использованием пары праймеров
(COX1_821_F: 5'-GGAGTAGGTACAGGTTGAACGG-3'
и COX1_821_R: 5'-ACAACCCCAGCAATAATAGCAA-3')
с продуктом 821 п.н. (Wang et al., 2019a).

Все продукты ПЦР были очищены с помощью на-
бора QIAquick PCR Purification Kit (250) (QIAGEN,
Хильден, Германия) в соответствии с инструкция-
ми производителя. Нуклеотидные последова-
тельности гена COX1 мтДНК образцов V. underwoodi
определяли путем двухстороннего секвенирования
продуктов ПЦР с использованием метода секвени-
рования Сэнгера (Sanger et al., 1977) и пары прайме-
ров (F-V51: 5'-GTAATTTGTATACAAAGAGGG-3'
и R-V1400: 5'-CAATATCAATAGAAGAATTAGC-
3') (Warrit et al., 2004) на капиллярном секвенато-
ре ABI 3730xl (Applied Biosystems, Фостер-Сити,
США) с помощью набора ABI PRISM BigDye Ter-
minator v3.1 Cycle Sequencing Kit в соответствии с
инструкциями производителя. Нуклеотидная по-
следовательность гена COX1 мтДНК V. underwoodi
размером 458 п.н. загружена в базу данных Ген-
банка DDBJ/GenBank под регистрационным но-
мером LC532104.

Последовательности гена COX1 мтДНК V. un-
derwoodi (MH205173 (Ханчжоу, Китай), MH205174
(Цзиньхуа, Китай), MH205175 (Наньчан, Китай),
MH205176 (Цзилинь, Китай), MH205177 (Маомин,
Китай)), V. destructor (KJ403739, KJ507740,
KJ403742, KJ403744 (Эр-Рияд, Саудовская Ара-
вия)) и V. jacobsoni (MF462134 (Порт-Морсби, Па-
пуа-Новая Гвинея), AF010479 (Канберра, Австра-
лия)) из Генбанка использованы для сравнитель-
ного анализа с V. underwoodi из Приморского края.
Образцы клещей видов V. destructor и V. jacobsoni
использованы также для сравнительного анализа
в качестве внешних групп.

Уровень генетической дивергенции и p-ди-
станции между видами клещей V. underwoodi,
V. destructor и V. jacobsoni оценивали на основе по-
следовательностей гена COX1 мтДНК с приме-
нением метода выравнивания CLUSTALW в
MEGA 10.0.5 (Kumar et al., 2018). Дендрограмма
филогенетических отношений методом ближай-
шего соседа, основанная на p-дистанции после-
довательностей гена COX1 мтДНК построена с
2000 бутстрэп-репликациями в CLC Genomics
Workbench 21 (Qiagen Inc., Миссиссога, Канада).
Статистический анализ и анализ молекулярной
дисперсии (AMOVA) выполняли с использова-
нием ARLEQUIN 3.5.2 (Excoffier, Lischer, 2010),
STATISTICA 8.0 (StatSoft, США) и EXCEL 2010
(Microsoft, США).

РЕЗУЛЬТАТЫ

Таксономическая принадлежность образцов
клеща V. underwoodi определена с использованием
данных морфометрии и полиморфизма гена
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COX1 мтДНК. Эллипсоидальное тело самок V. un-
derwoodi каштаново-коричневое. Поверхность
дорсального щита слегка бороздчатая, сетчатая, с
густыми наклоненными щетинками примерно
одинаковой длины и небольшими шипиками.
Боковые щетинки постепенно удлиняются кзади,
последние три укорачиваются. Длина тела взрос-
лой самки V. underwoodi 767.5 ± 20.5 мкм (среднее
значение ± стандартное отклонение), ширина
1300.5 ± 20.5 мкм (n = 10). Для сравнения, длина и
ширина тела взрослых самок V. underwoodi в се-
мьях A. cerana – 700–752 мкм × 1089–1157 мкм
(n = 15); в семьях A. mellifera – 700–735 мкм ×
× 1090–1120 мкм (n = 6); в семьях A. cerana (про-
винция Западное Папуа, Индонезия) – 690–730 мкм ×
× 1050–1130 мкм (n = 5); в семьях A. cerana (Сула-
веси, Ява, Индонезия) – 720–780 мкм × 1050–
1080 мкм (n = 2); в семьях A. nigrocincta (Сулавеси) –
740–760 мкм × 1120–1220 мкм (n = 5) (Anderson
et al., 1997); в семьях A. cerana (Непал) – 741–780 мкм ×
× 1151–1168 мкм (n = 2) (Delfinado-Baker, Aggarwal,
1987); в семьях A. cerana (Южная Корея) – 703–
784 мкм × 1135–1324 мкм (n = 2) (Woo, 1992).
Морфологические параметры наших экземпля-
ров соответствуют ранее опубликованным дан-
ным по V. underwoodi (Delfinado-Baker, Aggarwal,
1987; Anderson et al., 1997; Huang, 2004; Wang et al.,
2019a).

Был проведен сравнительный анализ нуклео-
тидной последовательности гена COX1 мтДНК
видов клещей V. underwoodi, V. destructor и V. jacob-

soni. Выровненные нуклеотидные последователь-
ности гена COX1 мтДНК позволяют рассчитать
различия нуклеотидов в соответствующих пози-
циях у разных образцов клещей (рис. 1).

Все различия между V. underwoodi, V. destructor и
V. jacobsoni рассчитаны на основе полиморфизма
последовательностей гена COX1 мтДНК. В табл. 1
представлены усредненные попарные оценки
числа нуклеотидных и аминокислотных замен,
p-дистанции и процент генетической диверген-
ции на основе последовательностей гена COX1
мтДНК клещей V. underwoodi (LC532104 (Примор-
ский край, Россия), MH205173 (Ханчжоу, Китай),
MH205174 (Цзиньхуа, Китай), MH205175 (Нань-
чан, Китай), MH205176 (Цзилинь, Китай),
MH205177 (Маомин, Китай)), V. destructor
(KJ403739, KJ507740, KJ403742, KJ403744 (Эр-Ри-
яд, Саудовская Аравия)) и V. jacobsoni (MF462134
(Порт-Морсби, Папуа-Новая Гвинея), AF010479
(Канберра, Австралия)). Обнаружено, что нук-
леотидные последовательности гена COX1 мтДНК
образцов V. underwoodi LC532104 из Приморского
края (Россия) идентичны MH205176 из провин-
ции Цзилинь (Китай) (Wang et al., 2019a).

Последовательности гена COX1 мтДНК видов
клещей V. underwoodi, V. destructor и V. jacobsoni разли-
чаются на статистически значимом уровне (p ≤ 0.05).
Нуклеотидная последовательность гена COX1
мтДНК позволяет с 95%-й вероятностью разли-
чать виды клещей р. Varroa. Из трех видов клещей
наиболее близки друг к другу V. destructor и V. ja-

Рис. 1. Сравнительный анализ нуклеотидной последовательности гена COX1 мтДНК клещей Varroa underwoodi, V. de-
structor и V. jacobsoni.
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Таблица 1. Оценка средних значений p-дистанции и генетической дивергенции (ниже диагонали) и замен нук-
леотидов и аминокислот (выше диагонали) между видами клещей Varroa на основе последовательности гена
COX1 мтДНК

Примечание: * статистически значимые различия (p ≤ 0.05).

Виды Varroa

V. underwoodi V. destructor V. jacobsoni

n = 6 n = 4 n = 2

число нуклеотидных замен/ число аминокислотных замен

V. underwoodi
p-дистанция/генетическая 

дивергенция, %

45/36 44/34

V. destructor * 0.099/10 33/26

V. jacobsoni * 0.097/10 * 0.072/7

cobsoni со значением генетической дивергенции
7%. V. underwoodi равноудален от V. destructor и
V. jacobsoni и отличается от них по значению гене-
тической дивергенции 10%.

В табл. 2 представлены попарные генетические
дистанции, генетическая дивергенция, число замен
нуклеотидов и аминокислот между каждым образ-
цом V. underwoodi (n = 6), V. destructor (n = 4) и V. ja-
cobsoni (n = 2), рассчитанные на основе сравнения
последовательностей гена COX1 мтДНК.

Между образцами гена COX1 мтДНК V. under-
woodi значения генетической дивергенции варьи-
ровали от 0 до 2%, p-дистанции – от 0.000 до
0.022, количества нуклеотидных замен – от 0 до
10, аминокислотных замен – от 0 до 8. Не наблю-
далось генетических различий между образцами
MH205176, V. underwoodi (Цзилинь, Китай) и
LC532104, V. underwoodi (Приморский край, Рос-
сия), а также MH205175, V. underwoodi, (Наньчан,
Китай) и MH205174, V. underwoodi (Цзиньхуа, Ки-
тай). Наименьшие генетические различия наблю-
дались между образцами MH205176, V. underwoodi
(Цзилинь, Китай) и MH205175, V. underwoodi
(Наньчан, Китай); LC532104, V. underwoodi (При-
морский край, Россия) и MH205175, V. underwoodi
(Наньчан, Китай); MH205176, V. underwoodi (Цзи-
линь, Китай) и MH205174, V. underwoodi (Цзинь-
хуа, Китай); LC532104, V. underwoodi (Примор-
ский край, Россия) и MH205174, V. underwoodi
(Цзиньхуа, Китай). Наибольшие генетические

различия наблюдались между MH205177 (Мао-
мин, Китай) и остальными образцами V. under-
woodi. Выравнивание нуклеотидных последова-
тельностей гена COX1 мтДНК MH205176 (Цзи-
линь, Китай) и LC532104 (Приморский край,
Россия) показывает отсутствие нуклеотидных за-
мен между ними. Эти последовательности гена
COX1 мтДНК обозначены как гаплотип China 1
MH205176 (рис. 2) (Ilyasov et al., 2021).

Между образцами V. destructor генетическая ди-
вергенция варьировала от 0 до 1%, p-дистанция –
от 0.000 до 0.022, количество нуклеотидных замен –
от 0 до 4, а количество аминокислотных замен –
от 0 до 1. Наименьшие генетические различия на-
блюдались между образцами V. destructor KJ403744
и KJ403739 из Саудовской Аравии (Эр-Рияд). Не
обнаружено генетических различий между образ-
цами V. destructor KJ403742 и KJ403740 из Саудов-
ской Аравии (Эр-Рияд), а также между образцами
V. jacobsoni MF462134 из Папуа-Новой Гвинеи
(Порт-Морсби) и AF010479 из Австралии (Кан-
берра).

Нами построена дендрограмма филогенетиче-
ских отношений методом ближайшего соседа с
2000 бутстрэп репликациями на основе p-дистан-
ций между последовательностями гена COX1
мтДНК трех видов клещей V. underwoodi, V. destructor,
V. jacobsoni. Последовательность гена COX1 мтДНК
LC532104 V. underwoodi из России (Приморский
край) (гаплотип China 1 MH205176) объединена в

Рис. 2. Сравнительный анализ нуклеотидной последовательности гена COX1 мтДНК Varroa underwoodi из Китая (Цзи-
линь) и России (Приморский край) – гаплотип China 1 MH205176.
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ИЛЬЯСОВ и др.

один кластер со всеми последовательностями пред-

ставителей V. underwoodi MH205173, MH205174,

MH205176, MH205177 из Китая. Отдельными

кластерами располагаются последовательности

COX1 мтДНК представителей V. destructor KJ403739,

KJ403742, KJ403742, KJ403742 (Эр-Рияд, Саудовская

Аравия) и представителей V. jacobsoni MF462134

(Порт-Морсби, Папуа-Новая Гвинея), AF010479

(Канберра, Австралия) (рис. 3).

На дендрограмме филогенетических отноше-

ний в кластере V. underwoodi образец LC532104

(Приморский край, Россия) располагается наи-

более близко к самому северному образцу

MH205176 (Цзилинь, Китай), находящемуся на

удалении 450 км, а наиболее удаленно – от самого

южного образца MH205177 (Маомин, Китай), на-

ходящегося на удалении 3000 км. Кластер V. un-

derwoodi генетически ближе к кластеру V. destructor,

чем к кластеру V. jacobsoni. Южный образец

MH205177 V. underwoodi (Маомин, Китай) наибо-

лее удален от остальных образцов V. underwoodi и

ближе к кластеру V. destructor (рис. 3).

ОБСУЖДЕНИЕ

Клещ Varroa underwoodi, вероятно, произошел
из южных регионов Азии, а позже распростра-
нился на север в результате совместной миграции
с пчелами Apis cerana. Предыдущие исследования,
основанные на изучении морфологии и гена
COX1 мтДНК, показали паразитирование клеща
V. underwoodi в семьях пчел A. cerana в Непале
(Delfinado-Baker, Aggarwal, 1987), Южной Корее
(Woo, 1992; Кузнецов, 2005; Chantawannakul et al.,
2016), Индонезии (Anderson et al., 1997; Chanta-
wannakul et al., 2016), Папуа-Новой Гвинее (Lee,
1995; Anderson et al., 1997; Chantawannakul et al.,
2016), Китае (Huang, 2004; Wang et al., 2019a),
Вьетнаме и Японии (Guzman, Rinderer, 1999;
Chantawannakul et al., 2016). Сравнительно недав-
но V. underwoodi выявлен и в России (Приморский
край) (Кузнецов, 2005; Кузнецов, Лелей, 2005;
Ilyasov et al., 2021). Нами показано распростране-
ние V. underwoodi на Дальнем Востоке России в се-
мьях пчел A. cerana ussuriensis с использованием
методов морфометрии и секвенирования мито-
хондриального гена COX1 мтДНК (рис. 1, 2)
(Ilyasov et al., 2021). Место обнаружения V. under-

Рис. 3. Дендрограмма филогенетических отношений методом ближайшего соседа с 2000 бутстрэп-репликациями на
основе p-дистанций между последовательностями гена COX1 мтДНК трех видов Varroa. Цифры на каждой ветви ука-
зывают генетические дистанции.
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woodi в Приморье находится на удалении 450 км
от места обнаружения этого вида в Северном Ки-
тае (Ilyasov et al., 2021). По результатам сравни-
тельного анализа гена COX1 мтДНК (рис. 3) все
образцы V. underwoodi объединяются в один кла-
стер, кроме образца MH205177 (Маомин, Китай),
который группируется отдельно (рис. 3). Вероят-
но, данный образец следует отнести к новому
подвиду V. underwoodi или даже новому виду в
р. Varroa, что может выясниться после дополни-
тельного специального исследования.

Клещи V. underwoodi, вероятно, всегда встреча-
лись в небольшом количестве в природной попу-
ляции диких пчел A. cerana, обитающих в дуплах
деревьев в Приморском крае в России. В ульях
A. cerana условия для размножения V. underwoodi
оказались более благоприятными, чем в бортях в
дуплах деревьев, что привело к возрастанию чис-
ленности клещей на пасеках. По данным
В.Н. Кузнецова (2005), в 2002 г. в трутневом рас-
плоде A. cerana на пасеке клещи V. underwoodi об-
наружены только один раз, но в 2004 г. наблюда-
лось массовое размножение V. underwoodi. В 2004 г.
расплод трутней на пасеке был заражен клещами
V. underwoodi на 2.8% в июне, на 35% в июле и на
58% в августе, а рабочие пчелы были заражены
только на 1%. Следует отметить, что отдельные
трутневые ячейки A. cerana содержали до 5–6
имаго и 2–3 нимфы V. underwoodi. Имаго и нимфы
V. underwoodi обнаружены на куколках трутней
A. cerana и редко наблюдались в выводке рабочих
пчел. Самки V. underwoodi в основном встречались
на молодых трутнях и очень редко на молодых ра-
бочих пчелах A. cerana. Летом 2004 г. до 16% моло-
дых трутней были заражены клещами V. underwoodi,
но осенью клещи у взрослых пчел отсутствовали.
Возможно, что большое количество клещей на
расплоде пчел способствовало активному роению
семей A. cerana для очистки семьи пчел от кле-
щей. В 2004 г. наблюдалось частое роение семей
A. cerana на пасеке, сильно пораженной клещами
V. underwoodi (Кузнецов, 2005). Сейчас в России
пчелы A. cerana не разводятся в специальных
ульях на пасеках для получения меда. Этот вид
медоносной пчелы сохранился на Дальнем Во-
стоке России в диком состоянии и обитает в лесах
в дуплах деревьев.

Уровень заражения пчел клещами V. underwoodi
значительно выше в северных провинциях Китая,
чем в южных (Wang et al., 2019a). Это связано с
тем, что массовое размножение клещей происхо-
дит в семьях пчел, выращивающих расплод в зим-
ний безоблетный период. На более высокий уро-
вень заражения V. underwoodi в Северной Азии
влияет время выращивания расплода трутней, ко-
торое немного короче в холодном климате (Wang
et al., 2019a). Идентичность последовательностей
гена COX1 мтДНК V. underwoodi из Приморского
края (Россия) LC532104 и провинции Цзилинь

(Китай) MH205176 позволяет предположить, что
гаплотип China 1 MH205176 V. underwoodi является
адаптированным к паразитированию на пчелах
A. cerana, обитающих в холодном климате Север-
ной Азии. Возможно, что дальневосточный реги-
он заселен единой популяцией V. underwoodi гап-
лотипа China 1 MH205176, распространенной на
обширной территории Северной Азии в результа-
те миграции семей A. cerana (Traynor et al., 2020;
Ilyasov et al., 2021).

Клещи Varroa, собранные в Приморском крае
(Россия), идентифицированы как V. underwoodi на
основании их морфометрии, которая находится в
диапазоне ранее описанных популяций этого ви-
да (Delfinado-Baker, Aggarwal, 1987; Anderson
et al., 1997; Huang, 2004; Wang et al., 2019a), а также
последовательности гена COX1 мтДНК, который
был идентичен с образцом MH205176 из провин-
ции Цзилинь (Китай) (табл. 2, рис. 2) (Wang et al.,
2019a; Ilyasov et al., 2021). Длина и ширина тела
взрослых самок V. underwoodi из Приморского
края немного больше, чем у представителей этого
вида из южных популяций, что можно объяснить
его северным распространением. Скорость моле-
кулярной эволюции у видов клещей р. Varroa
очень низкая, а их геномы более консервативны,
чем геномы их видов-хозяев пчел р. Apis (Ilyasov
et al., 2021). Эти генетические особенности пред-
ставителей V. underwoodi из удаленных друг от дру-
га регионов Дальнего Востока России и Северно-
го Китая можно объяснить паразитическим обра-
зом жизни внутри семей A. cerana. Аналогичным
образом можно объяснить отсутствие различий
между образцами V. destructor из отдаленных реги-
онов Саудовской Аравии, с одной стороны, и Па-
пуа-Новой Гвинеи и Австралии – с другой.

Средний уровень генетической дивергенции
между V. destructor и V. jacobsoni в данной работе
(7%) очень близок к таковой (6%) между V. destructor
из семи стран (Южная Корея, Франция, Вьетнам,
Китай, Япония, Непал, Шри Ланка) и V. jacobsoni
из четырех стран (Индонезия, Малайзия, Лаос,
Папуа-Новая Гвинея) (табл. 1) (Techer et al., 2019).
Средняя генетическая дивергенция между тремя
видами клещей V. underwoodi, V. destructor и V. ja-
cobsoni по нуклеотидной последовательности гена
COX1 мтДНК варьирует в диапазоне от 7 до 10%, а
p-дистанция – от 0.072 до 0.099. Это согласуется с
диапазоном генетических различий между видами
насекомых (8–17% и 0.100–0.200 соответственно)
(Tan et al., 2007; Han et al., 2016; Eimanifar et al.,
2017; Ilyasov et al., 2018, 2019).

Наличие клещей V. underwoodi в закрытых
ячейках расплода рабочих в одной семье A. mellif-
era в Папуа-Новой Гвинее (Roberts et al., 2015) по-
казывает, что может произойти межвидовая сме-
на хозяина и переход V. underwoodi с A. cerana на
A. mellifera. В настоящее время V. underwoodi не
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выявлен в массовом порядке на пасеках в семьях
A. mellifera на Дальнем Востоке России. Однако
миграция A. cerana между Россией и Китаем мо-
жет привести к появлению на Дальнем Востоке
России новых гаплотипов V. underwoodi из Китая,
способных к паразитированию в семьях A. mellif-
era. Клещ V. underwoodi генетически близок к
V. destructor, который является обычным парази-
том как A. mellifera, так и A. cerana, поэтому весьма
вероятен переход V. underwoodi на A. mellifera
(Roberts et al., 2020). Надо быть готовым к появле-
нию у пчел A. mellifera нового паразита V. under-
woodi с разрушительными эффектами для попу-
ляции (Anderson, 2000; Anderson, Trueman, 2000;
Muñoz et al., 2008; Rosenkranz et al., 2010; Roberts
et al., 2015; Wang et al., 2019a; Ilyasov et al., 2021).

Разрушительные эффекты для пчел A. mellifera
могут быть вызваны больше не самими клещами,
а трансмиссией новых, не характерных для дан-
ного вида патогенов – вирусов и бактерий. Пара-
зитические клещи V. destructor и V. underwoodi име-
ют различный видовой состав микробиома ки-
шечника и могут быть переносчиками разных
видов вирусов (восемь РНК-вирусов и один
ДНК-вирус) (Sandionigi et al., 2015; Wang et al.,
2019b; Sacca, Lodesani, 2020; Chen et al., 2021).
В популяции A. cerana клещи V. destructor перено-
сят вирусы DWV, IAPV, BQCV, KBV, CBPV, SBV и
AmFV, а V. underwoodi переносят вирусы DWV, CBPV,
AmFV, BQCV, IAPV и KBV (Wang et al., 2019b; Chen
et al., 2021). Кроме того, один и тот же вирус имеет
разное действие на разные виды пчел. Так, вирус
мешотчатого расплода Korean Sacbrood Virus (kSBV)
уничтожил 95% популяции A. cerana и не был ви-
рулентен для популяции A. mellifera (Choi et al.,
2010; Koetz, 2013; Vung et al., 2017; Wang et al.,
2019b). В семьях пчел A. mellifera, инфицирован-
ных паразитическим клещом V. destructor, наблю-
дается повышенное количество бактерий Snod-
grassella alvi и уменьшение количества бактерий
сем. Lactobacillaceae в кишечнике рабочих особей
(Hubert et al., 2017; Marche et al., 2019; Bleau et al.,
2020). Микробиом пораженных клещом личинок
становится сходным с микробиомом V. destructor,
что свидетельствует об обмене микробиомом ки-
шечника между пчелой и эктопаразитическим
клещом (Sandionigi et al., 2015). Искусственное за-
ражение пчел патогенной микроспоридией Nosema
ceranae также изменяет состав микробиома ки-
шечника и провоцирует рост численности бактерии
Gilliamella apicola (Rubanov et al., 2019). Заражение
паразитическим клещом V. destructor является бо-
лее важным фактором нарушения и изменения
состава микробиома кишечника взрослых пчел
A. mellifera, чем заражение микроспоридиями
N. ceranae, N. apis и трипаносомой Lotmaria passim
(Hubert et al., 2017). Для борьбы с этими паразита-
ми пчеловоды часто используют химические ве-
щества, такие как фумагиллин (против Nosema

spp.) и щавелевую кислоту (против V. destructor),
которые, в свою очередь, уменьшают разнообра-
зие и численность бактерий микробиома кишеч-
ника A. mellifera (Raymann et al., 2017; Diaz et al.,
2019). Такие изменения микробиома кишечника
пчел могут негативно влиять на физиологию, им-
мунитет, выживаемость и адаптацию к условиям
окружающей среды (Bleau et al., 2020; Sacca,
Lodesani, 2020; Ильясов и др., 2021).

Для борьбы с распространением V. destructor и
предотвращения потенциального перехода V. un-
derwoodi возможно применять селекции пчел по
гигиеническому поведению, устойчивых к пара-
зитированию клещами Varroa spp. Сейчас в мире
существует девять устойчивых к клещу V. destructor
популяций медоносной пчелы A. mellifera, кото-
рые были получены путем целенаправленной се-
лекции: 1) популяция медоносных пчел северно-
го графства Дублин в Ирландии; 2) популяция
медоносных пчел подвида A. m. scutellata в Брази-
лии и Южной Африке; 3) популяция медоносных
пчел в Тулузе во Франции; 4) популяция медо-
носных пчел на острове Фернандо де Норонья в
Бразилии; 5) приморская популяция медоносных
пчел в Приморском крае России; 6) популяция
медоносных пчел Готланд в Швеции; 7) популя-
ция медоносных пчел Авиньон во Франции;
8) популяция медоносных пчел Арнотского леса в
Итаке в штате Нью-Йорк США; 9) популяция ме-
доносных пчел на острове Мармара в Турции
(Mondragón et al., 2005; Allsopp, 2006; Locke, Fries,
2011; Çakmak, Fuchs, 2013; Locke, 2016; Conlon
et al., 2018; McMullan, 2018; Alphen, Fernhout,
2020). Селекция семей медоносных пчел по гиги-
еническому поведению на устойчивость к клещу
V. destructor позволит использовать меньше акари-
цидов и предотвратить нарушения микробиома
кишечника, обеспечивающего защитную функ-
цию организма и играющего важную роль в им-
мунитете и адаптации пчел к условиям окружаю-
щей среды (Çakmak, Fuchs, 2013). Селекция семей
пчел по гигиеническому поведению против кле-
ща V. destructor может также оказаться эффектив-
ной против клеща V. underwoodi.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

До недавнего времени известный ареал кле-
щей Varroa underwoodi охватывал практически все
страны, где встречается медоносная пчела Apis
cerana, включая и Дальний Восток России. Иден-
тичность последовательностей гена COX1 у эк-
земпляров V. underwoodi из Северного Китая и
Приморского края России, удаленных между со-
бой на 450 км, указывает на возможную свобод-
ную миграцию A. cerana и расселению паразита, а
также на низкую скорость молекулярной эволю-
ции генома V. underwoodi в результате паразитиче-
ского образа жизни. Хотя северные границы аре-
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ала V. underwoodi еще не исследованы, но в 2020 г.
образцы A. cerana ussuriensis собраны в районе села
Терней Приморского края (45.06° с.ш., 136.61° в.д.),
северной границе ареала данного вида пчел. Воз-
можно, таким образом, что северная граница ареала
клеща V. underwoodi будет совпадать с северной
границей ареала A. cerana. В дальнейшем плани-
руется охарактеризовать популяцию V. underwoodi
с помощью дополнительных маркеров COX3,
ATP6 и CYTB, которые позволят найти генетиче-
ские различия между российскими и китайскими
образцами V. underwoodi и выявить его биогеогра-
фические связи. Медоносная пчела A. mellifera
может стать новым хозяином для паразитическо-
го клеща V. underwoodi, поскольку он широко
встречается в семьях A. cerana, находящихся ря-
дом с семьями A. mellifera. Возможный переход
клеща V. underwoodi на нового хозяина A. mellifera
может сопровождаться трансмиссией новых ви-
дов и штаммов вирусов и бактерий, изменением
микробиома кишечника, подавлением иммуни-
тета и адаптации к изменяющимся климатиче-
ским условиям. Селекция семей медоносных
пчел по гигиеническому поведению на устойчи-
вость к клещу V. destructor может стать эффектив-
ной защитой от перехода близкородственного
клеща V. underwoodi с A. cerana на A. mellifera.
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Species of the genus Varroa are ectoparasitic mites of the Apis honey bees. Unlike the well-known species of
mites V. destructor and V. jacobsoni, V. underwoodi is still poorly studied. According to foreign publications, the
currently recognized distribution of V. underwoodi in the A. cerana population includes Nepal, South Korea,
Japan, Malaysia, India, Indonesia, Papua New Guinea, Vietnam, and China. Recently it was discovered in
the Russia (Primorsky Krai) on the honey bees A. cerana ussuriensis. Since V. destructor and V. jacobsoni have
the ability to easily switch to other bee species, there is a possibility that later V. underwoodi may also exten-
sively switch from Asian honey bees A. cerana to European honey bees A. mellifera. The first case of V. under-
woodi parasitizing in A. mellifera colonies was recorded in Papua New Guinea. The parasitic mite V. under-
woodi requires careful study, since it is a new potential parasite of honey bees A. mellifera, which can also bring
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new species and strains of viruses and bacteria, change the composition of the gut microbiome, and disrupt
the protective and adaptive mechanisms of the bees. The article presents the data on morphometry and poly-
morphism of the gene COX1 of mtDNA. Varroa underwoodi was compared with other mite species V. destruc-
tor and V. jacobsoni. The mean genetic divergence and p-distance between V. underwoodi and other Varroa
species were 9% and 0.09, respectively, which are consistent with the level of species differences in insects.
The nucleotide sequences of the gene COX1 of mtDNA of V. underwoodi from Primorsky Krai of Russia
LC532104 and from the Jilin province of China MH205176 turned out to be identical and were assigned to
the China 1 MH205176 haplotype. It is assumed that there is continuous migration between the A. cerana
populations of Russia and China, which led to the spread of V. underwoodi in the natural population of A. cer-
ana ussuriensis in the Primorsky Krai of Russia, and the mite is currently distributed up to 45.06°N. Thus, the
northern border of the V. underwoodi range is located on the territory of Russian Far East and, probably, co-
incides with the range of A. cerana ussuriensis. It is likely that the selection of A. mellifera bee colonies for hy-
gienic behavior against the V. destructor mite may also be effective against V. underwoodi and will prevent the
possible transition of V. underwoodi from Asian A. cerana to European A. mellifera.
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На 13 видах из 7 родов мух-кровососок (Crataerina hirundinis, L., 1758, Hippobosca equina, L., 1758, Icos-
ta ordea, Macquart, 1835, Lipoptena cervi, L., 1758, L. fortisetosa, Maa, 1965, Ornithoica stipeturi, Schinner,
1868, O. turdi, Latreille, 1812, O. unicolor, Speiser, 1900, Ornithomya avicularia, L., 1758, Or. chloropus, Ber-
groth, 1901, Or. comosa, Austen, 1930, Or. fringillina, Curtis, 1836, Pseudolinhia canariensis, Macquart, 1840)
подробно изучена морфология пульвилл и эмподиев, а также их морфометрические показатели:
длина, ширина пульвилл, длина и расстояние между щетинками эмподия. Впервые описаны ще-
тинковидные выросты на пульвиллах у исследованных видов, определена высота, толщина и рас-
стояние между ними. Выдвинуто предположение, что пульвиллы позволяют кровососкам прикреп-
ляться к перьям или шерсти хозяина по принципу специфичной для основного хозяина “ленты-ли-
пучки”. По морфологии двулопастных крючков на щетинковидных выростах пульвилл выделено
четыре морфотипа, по морфологии эмподиев выделено пять морфотипов. Проведено сопоставле-
ние морфотипов с широтой круга хозяев. Морфология эмподия характеризует родовой уровень.
Широта круга хозяев больше связана с морфологией этой структуры. Наиболее заметные морфоло-
гические отличия отмечены между родами кровососок, обитающих на млекопитающих и птицах.
Морфология крючков более консервативна. Статистический анализ размерных характеристик
пульвилл и эмподиев показал возможность идентификации большинства исследованных видов и
родов Hippoboscidae по этим структурам с вероятностью от 65.5 до 100%. Наличие видоспецифич-
ных признаков пульвилл и эмподиев для родов и видов кровососок позволяет классифицировать
виды, а морфометрические показатели могут быть использованы при идентификации поврежден-
ных экземпляров.

DOI: 10.31857/S0044459622010079

Представители сем. Hippoboscidae, Samouelle,
1819 – это высокоспециализированные облигат-
ные кровососущие эктопаразиты млекопитаю-
щих и птиц, распространенные повсеместно (До-
сжанов, 1980). В семействе описано 213 видов
(Dick, 2006; Obona et al., 2019), разделенных на
три подсемейства: Ornithomyinae, Hippoboscinae
и Lipopteninae (Maa, Peterson, 1987). Мухи Hippo-
boscidae имеют серьезное эпидемиологическое
значение, так как являются переносчиками мно-
гих опасных заболеваний (Bequaert, 1954; Досжа-
нов, 1980) как у млекопитающих (Ganez et al.,
2004; Farajollahi et al., 2005), так и у птиц (Хамето-
ва и др., 2018).

Становление паразитизма и гематофагии у
этих насекомых связано с трофической специа-
лизацией. Предположительно, эволюция пита-
ния мух-кровососок шла от копрофагии через фа-

культативную гематофагию к облигатной гемато-
фагии, что сопровождалось возникновением
комплекса различных адаптаций к длительному
обитанию на покровах хозяина (Балашов, 2005,
2011; Чайка, 2015).

Поскольку мухи-кровососки живут среди
шерсти и перьев своих хозяев, в ходе эволюции у
них возник механизм надежного прикрепления к
подобным покровам, включающий морфологи-
ческие структуры на лапках: коготки, пульвиллы
и эмподий (Досжанов, 1980; Andreani et al., 2020).

Пульвиллы – это мягкие подушечки, позволя-
ющие прикрепляться к покровам хозяина (До-
сжанов, 1980; Andreani et al., 2020). Они распола-
гаются на склеротизированном щитке и прикреп-
лены к мембранному основанию претарзуса
(Досжанов, 2003). У представителей родов Li-
poptena, Nitzsch, 1818 (L. cervi, L., 1758 и L. fortiseto-

УДК 595.774.2:591.4.498
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sa, Maa, 1965) и Hippobosca, L., 1758 (H. equina, L.,
1758) пульвиллы и коготки на каждой лапке с од-
ной стороны развиты больше, чем с другой, а у
вида Pseudolinhia canariensis, Macquart, 1840 левая
и правая пульвиллы похожи по размеру и форме
(Andreani et al., 2020).

Эмподии – это длинные непарные выросты,
располагающиеся между пульвиллами и покры-
тые щетинками. Они представляют собой не-
большие шпоры, позволяющие захватывать во-
лоски хозяина (Досжанов, 1980; Andreani et al.,
2020). По данным литературы, эмподии у P. canar-
iensis покрыты бóльшим количеством щетинок,
чем у H. equina, L. cervi и L. fortisetosa (Andreani
et al., 2020).

В аспекте связи с хозяином и межвидовых раз-
личий по лапкам мух-кровососок подробно изу-
чена только морфология коготков (Andreani et al.,
2020).

Настоящая работа посвящена исследованию
морфологических отличий пульвилл и эмподиев
у представителей сем. Hippoboscidae, различаю-
щихся широтой круга хозяев, на видовом и родо-
вом уровнях.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Исследование проведено на самцах 13 видов из
7 родов: Crataerina hirundinis, L., 1758 (5 экз.), Hip-
pobosca equina, L., 1758 (3 экз.), Icosta ordea, Mac-
quart, 1835 (2 экз.), Lipoptena cervi, L., 1758 (2 экз.),
L. fortisetosa, Maa, 1965 (2 экз.), Ornithoica stipeturi,
Schinner, 1868 (1 экз.), O. turdi, Latreille, 1812
(2 экз.), O. unicolor, Speiser, 1900 (1 экз.), Ornitho-
mya avicularia, L., 1758 (3 экз.), Or. chloropus, Ber-
groth, 1901 (2 экз.), Or. comosa, Austen, 1930
(2 экз.), Or. fringillina, Curtis, 1836 (2 экз.),
Pseudolinhia canariensis, Macquart, 1840 (3 экз.).
Идентификация видов произведена по определи-
тельному ключу Т.Н. Досжанова (2003).

Фотографии препаратов лапок были получены
с использованием оборудования ЦКП “Инстру-
ментальные методы в экологии” при ИПЭЭ РАН:
установки S150A Sputter Coater (Edwards, UK) с
напылением золота в ручном режиме и электронно-
го микроскопа TESCAN MIRA 3 LMH (TESCAN,
Czech Republic), оснащенного системой энерго-
дисперсионного анализа AZtecOne X-act (Oxford
Instruments, UK) и катодом Шоттки.

При исследовании пульвилл проведены изме-
рения их длины и ширины, высоты, толщины и
расстояния между щетинковидными образовани-
ями, располагающимися на них. При исследова-
нии эмподиев измерена длина щетинок, распола-
гающихся на эмподии, и расстояние между ними.
Так как у представителей р. Ornithoica щетинки
имеют ребристую структуру, дополнительно из-

мерена ширина и расстояние между ребрами. Об-
счет размеров произведен по фотографиям.

Статистическая обработка материала проведе-
на с помощью программы Statistica 10 (StatSoft
Inc., USA). Были применены следующие анали-
зы: дискриминантный анализ (в качестве показа-
теля уровня вклада переменной в разделительную
силу модели используется λp (Partiallambda), в ка-
честве показателя уникальности признака – R2
(1-Toler.)); MANOVA, поскольку основная часть
переменных может коррелировать между собой, с
апостериорным сравнением средних (post-hoc)
тестом Тьюки для неравных N.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Предварительные анализы показали отсут-

ствие достоверных различий между особями каж-
дого вида мух. У исследованных экземпляров
каждого вида между всеми лапками не выявлено
достоверных различий по эмподиям и пульвил-
лам.

Анализ морфологии лапок мух-кровососок
показал различия на уровне видов и родов.

С помощью электронного микроскопа на по-
душечках пульвилл выявлены щетинковидные
выросты, располагающиеся продольными ряда-
ми и оканчивающиеся плоскими двулопастными
крючками (рис. 1–4). У видов C. hirundinis, I. or-
dea, O. turdi, O. stipeturi, O. unicolor, Or. avicularia,
Or. fringillina, Or. comosa и P. canariensis длинные
двулопастные крючки. Их внутренние стороны
скругленные (рис. 4в). У Or. chloropus скругленны-
ми являются внешние стороны крючков (рис. 4г).
У видов H. equina, L. cervi и L. fortisetosa лопасти у
крючков короткие (рис. 4а, б). Расположение ще-
тинковидных выростов на пульвиллах у P. canar-
iensis отличается от других родов. Они собраны в
пучки по три–пять штук в каждом (рис. 4е).

Поскольку левая и правая пульвиллы у пред-
ставителей Lipoptena и Hippobosca имеют разную
длину, виды этих родов рассматривались отдель-
но. На основе размерных характеристик данной
структуры (табл. 1) дискриминантный анализ
позволяет правильно определить виды и роды с
вероятностью 100%. При идентификации видов важ-
ны длина длинной пульвиллы (λp = 0.97; F = 65.1,
p < 0.000, R2 = 0.17), высота щетинковидных вы-
ростов (λp = 0.27; F = 19, p < 0.000, R2 = 0.57) и рас-
стояние между ними (λp = 0.56; F = 5.4, p < 0.018,
R2 = 0.5), а родов – высота щетинковидных выро-
стов (λp = 0.28; F = 38, p < 0.000, R2 = 0.74) и рас-
стояние между ними (λp = 0.56; F = 11.6, p < 0.004,
R2 = 0.67). Анализ MANOVA подтвердил различия
между видами (λw = 0.0006; p < 0.000) и родами
(λw = 0.134; p < 0.000).

На основе размерных характеристик пульвилл
(табл. 2) дискриминантный анализ позволяет
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Рис. 1. Коготки, пульвиллы, эмподиум мух-кровососок родов Crataerina, Ornithomya и Pseudolinhia. а – Or. avicularia;
б – Or. chloropus; в – Or. comosa; г – Or. fringillina; д – P. canariensis; е – C. hirundinis. К – коготь, П – пульвилла, Э – эм-
подиум (для рис. 1–3). Масштаб: а, б, в, д – 100 мкм, г – 50 мкм, е – 200 мкм.
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правильно идентифицировать представителей
остальных изученных родов Crataerina, von Olfers,
1816, Icosta, Ornithoica, Ornithomya и Pseudolinhia:
вида с вероятностью 98% и рода с вероятностью
94%. При этом важны все показатели, но наибо-
лее значимыми при определении видов являются

длина пульвилл (λp = 0.4; F = 551, p < 0.000, R2 = 0.06),
толщина щетинковидных выростов (λp = 0.5; F = 21,
p < 0.005, R2 = 0.05) и расстояние между ними
(λp = 0.58; F = 17, p < 0.000, R2 = 0.07), а при опре-
делении родов – длина (λp = 0.31; F = 117.6, p < 0.000,
R2 = 0.68) и ширина (λp = 0.51; F = 50, p < 0.000,

Рис. 2. Коготки, пульвиллы, эмподиум мух-кровососок р. Ornithoica. а, б – O. turdi; в – O. stipeturi; г – O. unicolor. ПС –
поперечные складки. Масштаб: а, в, г – 50 мкм, б – 10 мкм.

а

в г

б

КК ППП

ПСПСПС

ЭЭ

Таблица 1. Размерные показатели пульвилл у представителей родов Hippobosca и Lipoptena (Хср ± Sхср, мкм)

Вид (n = число 
промеров)

Пульвиллы Щетинковидные выросты

длина
ширина

расстояние 
между 

выростами
высота толщина

длинные короткие

Hippobosca equina (30) 324.0 ± 2.5 136.0 ± 6.3 116.0 ± 25.0 2.7 ± 0.4 12.8 ± 0.5 1.0 ± 0.2
Lipoptena fortisetosa (33) 193.3 ± 4.6 64.6 ± 2.1 45.7 ± 5.2 2.4 ± 0.8 13.7 ± 1.3 1.8 ± 0.4
Lipoptena cervi (24) 295.9 ± 2.9 123.9 ± 11.5 85.3 ± 5.0 3.9 ± 1.2 17.5 ± 2.7 1.4 ± 0.4
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R2 = 0.68) пульвилл. Анализ MANOVA подтвердил
различия между видами (λw = 0.00004; p < 0.000) и
родами (λw = 0.0085; p < 0.000).

Изучение эмподия показало, что у видов
C. hirundinis, O. stipeturi, O. turdi, O. unicolor,
Or. avicularia, Or. chloropus, Or. comosa, Or. fringilli-
na, P. canariensis эмподий покрыт продольными
рядами одинаковых длинных щетинок (рис. 1, 2).

На основе размерных характеристик щетинок
эмподиев (табл. 3) дискриминантный анализ поз-
воляет правильно определить эти виды с вероят-
ностью 81% и роды с вероятностью 65.5%. Плохо
идентифицировались виды Or. comosa (67%),
O. unicolor (67%), O. turdi (20%) и р. Pseudolinhia,
Bequaert, 1926 (0%). При определении видов и ро-
дов важен как размер щетинок (λp = 0.029; F = 188,
p < 0.000, R2 = 0.019 и λp = 0.47; F = 19, p < 0.000,
R2 = 0.26 соответственно), так и расстояние меж-

ду ними (λp = 0.1; F = 49, p < 0.000, R2 = 0.019 и
λp = 0.74; F = 6, p < 0.001, R2 = 0.26). Анализ
MANOVA подтвердил значимые различия между
видами (λw = 0.002; p < 0.000) и родами (λw = 0.34;
p < 0.000). У вида O. turdi ни по одному из показа-
телей не было значимых отличий от Or. fringillina,
а у Or. comosa – от Or. chloropus. Длина щетинок у
O. unicolor совпадает с Or. fringillina. У р. Pseudolin-
hia по данным морфометрическим показателям
не выявлено значимых различий с р. Ornithomya,
Latreille, 1802.

У представителей р. Ornithoica, Rondani, 1878
на эмподии кроме щетинок имеются поперечные
складки (рис. 2б), а сами щетинки имеют ребри-
стую поверхность. На основе размерных характе-
ристик поперечных складок (табл. 4) дискрими-
нантный анализ позволяет правильно определить
виды с вероятностью 100%. При этом важны как ши-

Рис. 3. Коготки, пульвиллы, эмподиум мух-кровососок родов Hippobosca, Icosta и Lipoptena. а – H. equine; б – I. ordea;
в – L. cervi; г – L. fortisetosa. Масштаб: а – 200 мкм, б, в – 50 мкм, г – 100 мкм.
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рина складок (λp = 0.85; F = 48, p < 0.000, R2 = 0.68),
так и расстояние между ними (λp = 0.107, F = 36,
p < 0.000, R2 = 0.68). Анализ MANOVA подтвердил
различия между видами (λw = 0.0117; p < 0.000).

Щетинки на эмподии у представителей Icosta,
Speiser, 1905 могут быть разделены на короткие и
длинные (рис. 3б). У представителей Lipoptena в
базальной части эмподия расположены длинные

Рис. 4. Щетинковидные выросты с крючками на пульвиллах лапок мух-кровососок. а – H. equine; б – L. fortisetosa; в –
Or. avicularia; г – Or. chloropus; д – O. stipeturi; е – P. canariensis. К – крючок, Щ – щетинковидный вырост, ВНЕ – внеш-
няя сторона крючка, ВНУ – внутренняя сторона крючка. Масштаб: 20 мкм.
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щетинки, а в апикальной части – короткие тре-
угольные щетинки, плотно прилегающие к по-
верхности эмподия (рис. 3в, г). У H. equina эмпо-
дии имеет сплющенную форму. Краевые щетинки
эмподия длинные, стоящие торчком, щетинки,
располагающиеся в центре, – короткие, прилега-
ющие к поверхности (рис. 3а).

На основе размерных характеристик данной
структуры (табл. 5) дискриминантный анализ
позволяет правильно различить эти виды и три
рода с вероятностью 100%. При определении ви-
дов и родов важны все показатели: размер длин-

ных щетинок (λp = 0.06; F = 116.5, p < 0.000, R2 = 0.23
и λp = 0.07; F = 153, p < 0.000, R2 = 0.12 соответ-
ственно), расстояние между ними (λp = 0.27; F = 20,
p < 0.002, R2 = 0.13 и λp = 0.5; F = 12, p < 0.000, R2 = 0.76),
размер коротких щетинок (λp = 0.57; F = 5, p < 0.004,
R2 = 0.1 и λp = 0.7; F = 4.7, p < 0.019, R2 = 0.19) и
расстояние между ними (λp = 0.18; F = 34, p < 0.000,
R2 = 0.23 и λp = 0.3; F = 26.6, p < 0.000, R2 = 0.78).
Анализ MANOVA подтвердил наличие значимых
различий между видами (λw = 0.00019; p < 0.000) и
родами (λw = 0.0028; p < 0.000).

Таблица 2. Размерные показатели пульвилл (Хср ± Sхср, мкм)

Вид (n = число промеров)
Пульвиллы Щетинковидные выросты

длина ширина расстояние между 
выростами высота толщина

Crataerina hirundinis (24) 131.0 ± 0.9 39.5 ± 2.0 2.7 ± 0.7 16.0 ± 1.5 1.0 ± 0.1
Icosta ordea (24) 142.1 ± 7.0 33.0 ± 3.6 2.3 ± 0.6 9.3 ± 1.8 0.9 ± 0.2
Ornithoica stipeturi (24) 107.9 ± 5.0 44.5 ± 6.0 2.0 ± 0.5 11.2 ± 1.3 0.8 ± 0.1
O. turdi (18) 113.0 ± 3.0 40.0 ± 2.0 1.4 ± 0.1 11.4 ± 1.0 1.0 ± 0.3
O. unicolor (18) 142.8 ± 2.9 40.0 ± 2.0 2.3 ± 0.5 9.0 ± 1.6 0.8 ± 0.2
Ornithomya avicularia (24) 213.0 ± 4.7 81.2 ± 4.0 2.4 ± 0.3 20.0 ± 2.0 1.7 ± 0.4
Or. chloropus (24) 230.5 ± 3.9 81.1 ± 5.5 2.1 ± 0.4 18.6 ± 1.5 1.2 ± 0.4
Or. comosa (24) 229.9 ± 3.0 75.8 ± 3.0 1.5 ± 0.2 14.0 ± 3.5 0.8 ± 0.3
Or. fringillina (28) 171.0 ± 6.0 49.9 ± 1.8 2.0 ± 0.3 16.6 ± 1.1 1.2 ± 0.3
Pseudolinhia canariensis (20) 224.0 ± 1.8 50.6 ± 3.0 5.4 ± 1.1 31.7 ± 3.0 1.3 ± 0.3

Таблица 3.  Размерные показатели щетинок эмподиев (Хср ± Sхср, мкм)

Вид (n = число промеров) Длина щетинок Расстояние между щетинками

Crataerina hirundinis (104) 53.0 ± 1.4 7.7 ± 1.2

Pseudolinhia canariensis (144) 56.0 ± 2.4 13.2 ± 0.7

Ornithomya avicularia (120) 62.9 ± 1.7 19.8 ± 1.6

Or. chloropus (94) 55.2 ± 3.98 10.35 ± 1

Or. comosa (64) 52.4 ± 1.5 12.2 ± 1.5

Or. fringillina (102) 31.0 ± 1.9 11.4 ± 1

Ornithoica stipeturi (54) 23.95 ± 1.5 7.4 ± 0.4

O. turdi (100) 30.7 ± 2.3 10.9 ± 0.6

O. unicolor (60) 30.6 ± 2.4 13.75 ± 1

Таблица 4. Размерные показатели поперечных складок на эмподиях у представителей Ornithoica (Хср ± Sхср, мкм)

Вид (n = число промеров) Ширина поперечных складок Расстояние между поперечными 
складками

O. turdi (60) 30.2 ± 4 55.2 ± 12.8
O. stipeturi (58) 3.0 ± 0.3 3.75 ± 0.5
O. unicolor (61) 9.2 ± 1.99 12.6 ± 1.99
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ОБСУЖДЕНИЕ

Способ прикрепления мух-кровососок к по-
кровам своего хозяина определяется морфологи-
ей лапок. Коготки представляют собой структуру
для первичного прикрепления к покровам, а для
более прочного сцепления с ними служат пуль-
виллы. Ранее на примере C. pallida Latreille, 1812
было показано, что бороздки на коготках вместе с
работой коготков по принципу зажимов создают
огромную силу трения. Щетинковидные выросты
с двулопастными крючками ориентированы по-
разному в зависимости от их местоположения на
пульвилле. Было показано, что такая сложная си-
стема позволяет мухе спокойно перемещаться не
только в покровах хозяина, но и по другим суб-
стратам. Несмотря на то, что эмподий имеет
удлиненные щетинки и мог бы работать как ана-
лог коготков, было высказано предположение,
что эмподий имеет функцию очищения коготков
и возвращения двулопастных крючков в состоя-
ние готовности к прикреплению, а основным ме-
ханизмом прикрепления к покровам хозяина яв-
ляются коготки (Petersen et al., 2018).

Результаты наших исследований показали, что
пульвиллы всех исследованных видов снабжены
щетинковидными выростами, на конце которых
располагаются двулопастные крючки, различаю-
щиеся по морфологии. Мы предполагаем, что
пульвиллы позволяют кровососкам прикреплять-
ся к перьям или шерсти хозяина с помощью этих
крючков по принципу специфичной для основ-
ного хозяина “ленты-липучки”, а эмподии, кото-
рые также имеют специфичную морфологию, в
свою очередь, дополнительно захватывают волос-
ки на теле хозяина.

Известно, что у других групп мух прикрепи-
тельный аппарат также включает в себя когти,
пульвиллы и эмподии, однако морфология этих
структур имеет отличия от кровососок. Так, у Ta-
banidae эмподий имеет вид еще одной подушеч-
ки-пульвиллы (Chainey, 1993). Это может гово-
рить о том, что именно пульвиллы являются у мух
основной структурой для прикрепления к суб-
стратам. При этом эмподий напрямую участвует в
процессе прикрепления и не несет функцию очи-
щения когтей и пульвилл. Щетинковидные выро-

сты на пульвиллах у представителей Muscidae
(Niederegger, Gorb, 2003), Calliphoridae (Gorb
et al., 2012) и Syrphidae (Gorb et al., 2001) оканчи-
ваются плоскими пластинами-присосками, на
которых выделяется адгезирующее вещество,
позволяющее мухам передвигаться по любым по-
верхностям. Плотность расположения щетинок
на пульвиллах у разных видов может различаться.
Например, у Syrphidae это связано с размерами
особей (Gorb et al., 2001). Когти, имеющие более
простую форму, нежели когти кровососок, как
показано в работе по Muscidae (Niederegger, Gorb,
2003), используются не только для сцепления с
макроскопическими неровностями субстратов,
но в некоторых случаях и для отсоединения пуль-
вилл от поверхностей. На фотографиях, приве-
денных в той же работе, эмподий не имеет длин-
ных щетинок. Таким образом, у мух прослежива-
ется специализация пульвилл и эмподиев под
особенности среды обитания.

На основе морфологии двулопастных крючков
щетинковидных выростов пульвилл исследован-
ные нами виды кровососок были разделены на
четыре морфотипа:

1) Крючки длинные со скругленными внут-
ренними сторонами: C. hirundinis, I. ordea, O. turdi,
O. stipeturi, O. unicolor, Or. avicularia, Or. fringillina и
Or. comosa;

2) Крючки длинные со скругленными внеш-
ними сторонами: Or. chloropus;

3) Крючки длинные со скругленными внут-
ренними сторонами, щетинковидные образова-
ния собраны в пучки: P. canariensis;

4) Крючки с короткими лопастями: H. equina,
L. cervi и L. fortisetosa.

По морфологии эмподиев у исследованных
видов кровососок можно выделить пять морфо-
типов:

1) Эмподий покрыт длинными одинаковыми
щетинками: представители родов Crataerina, Or-
nithomya и Pseudolinhia;

2) Эмподий покрыт длинными одинаковыми
щетинками и поперечными складками, вероятно
обеспечивающими дополнительные возможно-
сти для прикрепления: р. Ornithoica;

Таблица 5. Размерные показатели щетинок эмподиев (Хср ± Sхср, мкм)

Вид (n = число 
промеров)

Длина длинных 
щетинок

Расстояние между 
длинными 
щетинками

Длина коротких 
щетинок

Расстояние между 
короткими 
щетинками

Hippobosca equina (130) 30.0 ± 1.5 9.6 ± 0.8 6.6 ± 1.5 6.0 ± 1.8
Icosta ordea (102) 38.9 ± 1.99 20.8 ± 2 13.3 ± 0.96 5.6 ± 0.8
Lipoptena fortisetosa (133) 18.5 ± 1.4 14.3 ± 1 11.5 ± 0.92 11.8 ± 0.9
Lipoptena cervi (120) 19.0 ± 1.5 7.3 ± 1 9.8 ± 1.3 18.3 ± 1.5
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3) Щетинки базальной и апикальной частей
эмподия различаются по морфологии и длине:
р. Lipoptena;

4) На эмподиях есть как короткие, так и длин-
ные щетинки, расположенные вперемешку: I. ordea;

5) На эмподиях существуют краевые и цен-
тральные зоны, щетинки на которых имеют раз-
ную морфологию и длину: H. equina.

Статистический анализ размерных характери-
стик морфологических структур пульвилл и эм-
подиев показал, что, основываясь на них, можно
идентифицировать большинство исследованных
видов и родов Hippoboscidae.

Одним из наиболее значимых показателей при
разделении видов, наравне с размерами щетинко-
видных выростов и расстоянием между ними, яв-
ляется длина самих пульвилл. То же касается и
родов.

При идентификации видов и родов по размер-
ным характеристикам структур эмподия важны
все показатели. При этом для р. Ornithoica одними
из главных показателей при разделении видов яв-
ляются размеры поперечных складок. Наиболее
хорошо размерные показатели щетинок работают
при определении видов из Crataerina, Icosta, Li-
poptena и Hippobosca и самих родов.

Известно, что первые насекомые, паразитиру-
ющие в шерстяных и перьевых покровах хозяев,
появились еще в меловом периоде (Gao et al.,
2019). Среди современных насекомых, живущих
внутри шерсти и перьев хозяина, наиболее из-

вестны блохи (Siphonaptera Latreille, 1825) и вши
(Anoplura Leach, 1815). В отряде блох, в основном
паразитирующих на млекопитающих, реже спе-
циализирующихся на птицах, преобладают виды,
способные паразитировать на нескольких видах-
хозяевах. Адаптации блох для жизни среди шер-
стяного и перьевого покровов включают как об-
щую морфологию тела, так и хорошо развитые
коготки на лапках и щетинки, позволяющие им
прикрепляться к покровам. Число и размер этих
щетинок изменяется в зависимости от типа хозя-
ина (норные млекопитающие, млекопитающие
без постоянных убежищ, особо подвижные (в том
числе хищные) млекопитающие, птицы, морские
птицы). На основе морфотипов по перечислен-
ному комплексу признаков было выделено шесть
групп блох, соответствующих типам их хозяев
(Medvedev, 2017).

Аналогичная биологическая значимость эле-
ментов прикрепительного аппарата, позволяю-
щая классифицировать виды, выявлена нами для
мух-кровососок.

В табл. 6 приведены данные по видам кровосо-
сок, выделенным нами морфотипам и данные по
видам их хозяев согласно работам Т.Н. Досжано-
ва (2003), А.В. Матюхина и С.И. Гашкова (2020).
Как видно из таблицы, морфология эмподия ха-
рактеризует родовой уровень. Широта круга хозя-
ев больше связана с морфологией именно этой
структуры. Наиболее заметные морфологические
отличия отмечены между родами кровососок,

Таблица 6. Морфотипы кровососок по отношению к кругу хозяев

Вид мух Виды хозяев
Морфотипы

эмподий пульвиллы

Crataerina hirundinis Ласточки 1 1
Hippobosca equina Очень широкий круг хозяев: лошади, верблюды,

свиньи, кролики, сыч, дятел, коршун, голубь и т.д.
5 4

Icosta ordea Цаплевые 4 1
Lipoptena cervi Копытные, иногда птицы 3 4
L. fortisetosa Копытные, иногда птицы 3 4
Ornithoica stipeturi Очень широкий круг хозяев-птиц 2 1
O. turdi Соколообразные, курообразные, голубеобразные,

кукушкообразные, совообразные, козодоеобразные,
ракшеобразные, дятлообразные, воробьинообразные

2 1

O. unicolor Соколообразные, голубеобразные, воробьинообразные. 
Предпочитает совообразных

2 1

Ornithomya avicularia Крупные птицы: ворона, грач, лунь 1 1
Or. chloropus Воробьинообразные 1 2
Or. comosa Ласточки 1 1
Or. fringillina Воробьинообразные 1 1
Pseudolinhia canariensis Голубеобразные 1 3
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обитающих только на птицах, и родами, имею-
щими широкий круг хозяев.

Морфология крючков щетинковидных выро-
стов пульвилл более консервативна, поскольку
половина исследованных видов имеет длинные
крючки со скругленными внутренними сторона-
ми. Некоторый уровень специализации выявлен
для Or. chloropus.

Род Hippobosca имеет наиболее широкий круг
хозяев, что, возможно, связано с морфологией
эмподиев, отличной от других родов. Особая мор-
фология крючков на пульвиллах позволяет
H. equina, а также представителям р. Lipoptena
(L. cervi и L. fortisetosa) прикрепляться к шерсти
млекопитающих и паразитировать на них.

Представители р. Ornithoica, связанные с очень
широким кругом хозяев, имеют на эмподиях до-
полнительные поперечные складки.

Более простое устройство эмподиев у предста-
вителей родов Crataerina, Ornithomya и Pseudolinhia
предположительно связано с небольшим кру-
гом их хозяев. Узкоспециализированные виды
P. canariensis (паразитирующие на голубеобраз-
ных) и Or. chloropus (на воробьинообразных) име-
ют, кроме того, небольшие отличия от прочих ви-
дов по морфологии крючков пульвилл. Однако
для Or. fringillina, предпочитающих тех же хозяев
из отряда воробьинообразных, таких морфологи-
ческих особенностей не обнаружено. Также не
отмечено морфологической специализации для
паразитирования на ласточках у Or. comosa и
C. hirundinis.

Отсутствие статистических различий размер-
ных характеристик щетинок на эмподиях между
несколькими видами и родами может быть связа-
но не столько с совпадением видов-хозяев, сколь-
ко со слабой изменчивостью данных морфологи-
ческих структур. Так, хотя виды Or. comosa и
Or. chloropus предпочитают разных основных хо-
зяев, морфология их эмподиев совпадает, а мор-
фология крючков на щетинковидных выростах
пульвилл имеет лишь небольшие различия.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Выявленные специфичные признаки по стро-
ению пульвилл и эмподиев для родов и видов кро-
вососок, в том числе подробно описанные ще-
тинковидные выросты на пульвиллах и попереч-
ные складки на эмподиях, позволяют выделить
морфотипы мух-кровососок по структурным эле-
ментам лапок. Результаты настоящей работы, как
и в случае с изучением строения лапок блох, сви-
детельствуют о биологической значимости изуча-
емых структур, связанных с развитием связей
“паразит–хозяин”. Использование морфометри-
ческих показателей может существенно облег-

чить работу при идентификации поврежденных
экземпляров.
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The morphotypes of louse flies (Diptera, Hippoboscidae) based on the morphology
of pulvillae and empodia in the context of host range

A. A. Yatsuka, *, A. F. Safonkina, A. V. Matyukhina, and T. A. Triselevaa

aSevertsov Institute of Ecology and Evolution
Leninskij pr., 33, Moscow, 119071 Russia

*e-mail: sasha_djedi@mail.ru

The morphology of pulvillae and empodia as well as their morphometric parameters (length, width of pulvil-
lae, length and distance between empodia setae) was studied in detail in 13 species belonging to 7 genera of
louse f lies (Crataerina hirundinis, L., 1758, Hippobosca equine, L., 1758, Icosta ordea, Macquart, 1835, Li-
poptena cervi, L., 1758, L. fortisetosa, Maa, 1965, Ornithoica stipeturi, Schinner, 1868, O. turdi, Latreille, 1812,
O. unicolor, Speiser, 1900, Ornithomya avicularia, L., 1758, Or. chloropus, Bergroth, 1901, Or. comosa, Austen,
1930, Or. fringillina, Curtis, 1836, Pseudolinhia canariensis, Macquart, 1840). Bristle-like formations on pul-
villae were described for these species for the first time. The height, thickness and distance between them have
been determined. It has been hypothesized that pulvillae allow the louse f lies to attach to the host’s feathers
or hair using the principle of Velcro specific for the main host. Four morphotypes were identified using the
morphology of bilobed hooks on the bristle-like formation of the pulvillae and five morphotypes were iden-
tified by the morphology of empodia. Comparison of morphotypes with the host range was carried out. Hook
morphology has been found to be rather conservative. The discriminant analysis of the structures under study
makes it possible to identify the species and genus of Hippoboscidae with probability from 65.5 to 100%. The
specific features of pulvillae and empodia of genera and species of louse f lies make it possible to classify the
species while the morphometric parameters can be used to identify the damaged specimens.
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СВЕТ И 13C: ОТЛИЧАЮТСЯ ЛИ ОРХИДЕИ ОТ ДРУГИХ СОСУДИСТЫХ 
РАСТЕНИЙ ПО РЕАКЦИИ НА ЗАТЕНЕНИЕ?
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Орхидеи имеют симбиотические отношения с эктомикоризными или сапротрофными (“ризокто-
ния”) грибами, которые обеспечивают растения питательными веществами. Степень зависимости
растений от грибов в плане обеспечения органическим веществом отражается в показателях вели-
чины δ13C в тканях растений. Мало что известно о том, насколько широко распространена частич-
ная микогетеротрофия (ЧМГ) среди орхидей в природе, и вопрос о том, обладают ли орхидеи, ассо-
циированные с ризоктонией, микогетеротрофией, остается открытым. Используя орхидеи с экто-
микоризными грибами и виды орхидей, ассоциированные с ризоктонией, мы проверили гипотезу
о том, что наземные зеленые орхидеи снижают свои значения δ13C в ответ на затенения меньше, чем
соседние сосудистые растения, не относящиеся к орхидным (доказательство ЧМГ). Мы исследова-
ли восемь пар видов растений (орхидея в паре с эталонным автотрофным растением, растущим ря-
дом) в условиях хорошо освещенного и затененного участков на площадках в европейской части
России. На каждом участке регистрировали уровень освещенности и исследовали листья растений
на величины δ13C. Обнаружено, что все протестированные орхидеи показали сходную более слабую
реакцию содержания 13C на относительную освещенность в отличие от значимо более сильной ре-
акции у контрольных (не орхидных) растений, что свидетельствует о широком распространении
ЧМГ среди орхидей. У орхидей с эктомикоризными грибами и орхидей, ассоциированных с ризок-
тонией, не отмечено существенной разницы в реакции δ13C на тень, что подтверждает микогетеро-
трофные механизмы переноса углерода к растениям у орхидей, ассоциированных с “ризоктониевы-
ми” грибами. Доля углерода, полученного от грибов, для отдельных видов орхидей варьировала от
3 до 50%. Орхидеи снижали плотность устьиц в ответ на затенение меньше или так же, как автотроф-
ные растения, что позволяет предположить, что микогетеротрофные растения могут быть несколь-
ко менее лимитированы доступностью воды, чем автотрофные виды, что, возможно, связано с по-
ступлением воды от грибов. Наши данные подтверждают широкую распространенность ЧМГ среди
орхидей и существование ЧМГ у орхидей, ассоциированных с “ризоктониевыми” грибами. Полу-
ченные результаты расширяют представления о важном экологическом значении микоризных ас-
социаций в подземных пищевых сетях.

DOI: 10.31857/S0044459622010067

Для растений из сем. Orchidaceae Juss. характе-
рен микоризный симбиоз, по крайней мере на
ранних стадиях онтогенеза (Dearnaley, 2007). Ти-
пичная микориза – это симбиотические отноше-
ния между растениями и грибами, при которых
растения обеспечивают грибы углеводами, а гри-

бы снабжают растения элементами минерального
питания и водой (Allen, 1991). Однако многие фо-
тосинтезирующие орхидеи могут также получать
органический углерод (C) из внешних источни-
ков через микоризные грибы и поэтому могут
рассматриваться как частичные микогетеротро-

М. Г. Вахрамеева
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фы (ЧМГ) или миксотрофы (Girlanda et al., 2011;
Sommer et al., 2012; Merckx, 2013; Selosse, Martos,
2014; Gebauer et al., 2016; Selosse et al., 2017; Suetsu-
gu et al., 2018; Těšitel et al., 2018). Грибной углерод
часто обогащен 13C (Billings, Richter, 2006; Bowling
et al., 2008; Merckx et al., 2010, но см. Selosse, Mar-
tos, 2014) по сравнению с автотрофными растени-
ями, поэтому растения, получающие углерод че-
рез грибной путь, имеют более высокое содержа-
ние 13C в тканях (Mayor et al., 2009; Hynson et al.,
2013). Например, в бореальном лесу в Эстонии
ЧМГ орхидеи имеют значения δ13C в диапазоне от
–30 до –27.8‰, т.е. промежуточные между пол-
ными автотрофами, которые обычно имеют диа-
пазон значений δ13C от –32 до –30.5‰, и полно-
стью микогетеротрофными растениями, напри-
мер, диапазон δ13C от –26.1 до –25.5‰ у Monotropa
hypopithys из сем. Ericaceae (Tedersoo et al., 2007).

При выращивании в тени автотрофные C3-рас-
тения обычно снижают плотность устьиц (Salis-
bury, 1928). Это приводит к уменьшению устьич-
ной проводимости, увеличению отношения моль-
ной доли межклеточного CO2 к мольной доле CO2 в
окружающей среде (ci/ca) и снижению δ13C в ли-
стьях (Brooks et al., 1997; Duursma, Marshall, 2006;
Preiss et al., 2010; Zhu et al., 2010; Zhou et al., 2011;
Cernusak et al., 2013). Тенденция к снижению δ13C
в тени ожидается и для орхидей, но благодаря их
способности получать обогащенные 13C органи-
ческие вещества от грибов, снижение значения
δ13C в тканях орхидей в условиях тени может быть
меньше, чем снижение δ13C в тканях полностью ав-
тотрофных растений. Действительно, для отдель-
ных растений орхидей было показано (Hynson
et al., 2013), что (1) из-за поглощения углерода,
обогащенного δ13C, из грибов листья орхидей с
ЧМГ имеют более высокие значения δ13C, чем
полностью автотрофные растения, и (2) доля уг-
лерода, полученного из грибов, увеличивается у
орхидей в условиях тени (Preiss et al., 2010). Однако
сохраняются ли такие связи между несколькими
видами орхидей и другими сосудистыми видами, и
выдерживают ли они полевые условия, где другие
факторы динамики углерода могут нарушить за-
кономерности, обнаруженные в лабораторных
исследованиях? В данном исследовании мы опи-
сываем метод проверки частичной микогетеро-
трофии in situ, основанный на сравнении содер-
жания 13C у хорошо освещенных растений и в тени.

Орхидеи образуют специфический тип мико-
ризы, названный “орхидным” типом, с широким
спектром ассоциированных микоризных грибов,
которые могут быть эктомикоризными с другими
растениями и/или сапротрофными (с так называ-
емыми ризоктониевыми) грибами (Smith, Read,
2008). Ризоктонивые грибы включают несколько
филогенетически разнообразных групп (Dearna-

ley et al., 2012). Если в более ранних исследовани-
ях считалось, что орхидеи, образующие микориз-
ные ассоциации с эктомикоризными (Martos
et al., 2009; Lallemand et al., 2019) грибами (орхи-
деи с ЭМГ, но они часто содержат и ризоктоние-
вые грибы), обладают миксотрофными свойствами,
то Селоссе и Мартос (Selosse, Martos, 2014) пред-
положили, что орхидеи, ассоциированные с ризо-
ктонией (R-орхидеи), также являются ЧМГ. Од-
нако у R-орхидей микогетеротрофию трудно об-
наружить, поскольку она не отражается в высо-
ких абсолютных значениях δ13C в тканях, как у
орхидей с ЭМГ. Это связано с тем, что абсолют-
ные значения δ13C в тканях R-орхидей низкие
(Stöckel et al., 2014) из-за более низких величин
δ13C грибов ризоктонии по сравнению с таковы-
ми в ЭМГ (Selosse, Martos, 2014). Это приводит к
тому, что значения δ13C R-орхидей довольно
близки к значениям δ13C автотрофных C3-расте-
ний. Учитывая сложность обнаружения микоге-
теротрофии по содержанию δ13C в тканях, альтер-
нативный метод с использованием изотопа 2H
(дейтерия) был предложен Гебауэр с соавт. (Geb-
auer et al., 2016) и Швайгер с соавт. (Schweiger
et al., 2018), которые подтвердили микогетеротро-
фию R-орхидей. Швайгер с соавт. (Schweiger
et al., 2018) подтвердили частичную микогетеро-
трофию нескольких R-орхидей путем сравнения
изотопного состава между подземными пророст-
ками, взрослыми орхидеями и автотрофными
растениями. Другим сильным, хотя и косвенным,
источником доказательств микогетеротрофии
орхидей является реакция 13C на тень: разница в
содержании δ13C между растениями в хорошо
освещенной и затененной среде должна быть
меньше у (частично) микогетеротрофных ор-
хидей по сравнению с разницей у соседних пол-
ностью автотрофных растений (Hynson et al.,
2013). Здесь мы предполагаем, что реакция δ13C на
тень у R-орхидей так же мала, как и у других ор-
хидей, что является дополнительным полевым
доказательством (частичной) микогетеротрофии
R-орхидей.

Таким образом, мы проверим гипотезу о том,
что наземные зеленые орхидеи в ответ на тень
снижают свои значения δ13C меньше, чем сосед-
ние “неорхидные” сосудистые растения.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Исследуемые растения и отбор проб. Восемь пар

видов растений, т.е. по одной орхидее и одному
эталонному “неорхидному” виду, растущему ря-
дом, были изучены в полевых условиях в несколь-
ких местах европейской части России (табл. 1).
Растения каждой пары собирали в пределах попу-
ляций как на свету, так и в тени. Для одной пары
видов (Dactylorhiza fuchsii и Convallaria majalis) со-
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брали растения из пяти популяций в пределах
трансекты в 5 км, для других пар видов (каждая
пара была отобрана пять раз на свету и пять раз в
тени) расстояния между точками отбора состав-
ляли несколько сотен метров. В данной точке от-
бора проб орхидею и соответствующее контроль-
ное растение собирали как можно ближе друг к
другу, всегда на расстоянии 20–100 см друг от
друга, чтобы убедиться, что они развивались в
схожих условиях освещения. Для оценки 13C (не-
фотосинтезирующих) полностью микогетеро-
трофных (МГ) растений в качестве эталона соби-
рали листья Neottia nidus-avis (n = 6) в тех же точ-
ках отбора проб, что и пары D. fuchsii и C. majalis.
Рядом с другими исследованными видами не бы-
ло жизнеспособных полностью МГ растений, но
δ13C для N. nidus-avis был похож на значения для
полностью МГ растений в других умеренных реги-
онах (Gebauer, Meyer, 2003; Tedersoo et al., 2007).
Поэтому мы использовали полученные значения
для приблизительной оценки доли углерода, по-
лучаемого орхидным растением от грибов, с по-
мощью линейной смешанной модели с двумя ис-
точниками (Gebauer, Meyer, 2003).

Обычный метод сравнения изотопного соста-
ва целевого вида с эталонными заключается в
том, что вместе с целевым видом отбирают по
крайней мере три соседних автотрофных эталон-
ных вида, чтобы отобразить происходящую вари-
ацию в автотрофных растениях (Gebauer, Meyer,
2003). Этот подход имеет очевидные достоинства,
но не очень точен, когда межвидовые и простран-
ственные вариации высоки. Но у нас не было спе-
циальной задачи сравнить содержание 13С между
орхидными и “неорхидными” видами, а разница
между освещенными и затененными растениями
(популяциями) локальна. Для такого сравнения
было практически невозможно использовать бо-
лее одного эталонного вида, чтобы охватить сход-
ные условия освещения с целевыми растениями
орхидей.

С каждого растения был собран один хорошо
развитый типичный стеблевой лист (без череш-
ков, кончиков и базальных частей). Произволь-
ная половина листа была высушена на воздухе
для дальнейшего анализа 13C.

Оценка открытого неба (освещенности). Для
оценки условий освещенности в точках отбора
проб были сделаны цифровые фотографии кустар-
ников или полога деревьев над изучаемыми особя-
ми растений. Камера Panasonic Lumix DMC-FZ100
(14000 Мп) была установлена на палке на высоте
25 см от поверхности почвы (т.е. примерно на вы-
соте листьев орхидеи). Было сделано по пять фо-
тографий из каждой точки: зенит (Z), 45° от зени-
та на юг (S), запад (W), восток (E) и север (N) со-
ответственно. Фотографии были сделаны в конце
июня–июле 2012 г. Фотографии были изучены с

помощью программы ImageJ для расчета процен-
та открытого неба. В центрально-западной части
России прямое солнечное и диффузное излуче-
ние неба приблизительно равны (Абакумова
и др., 2012), поэтому мы использовали следующее
уравнение для расчета общего процента открыто-
го неба для каждой точки:

где Z, E, W, S, N – процент открытого неба для со-
ответствующих направлений. Из-за различной
структуры полога кустарника/дерева некоторые
значения немного превышали 100%; они были
скорректированы до 100% (табл. 1).

13C-анализ. Изотопный состав углерода иссле-
довали с помощью элементного анализатора
(NC2500, ThermoQuest Italia, Родана, Италия),
соединенного с масс-спектрометром (Delta Plus,
Thermo-Quest Finnigan, Бремен, Германия). Для
калибровки использовались USGS 40 и USGS 41
(L-глутаминовая кислота; Геологическая служба
США). Воспроизводимость анализа δ13C была
определена путем повторного анализа внутреннего
стандарта (растительный материал с 45.7% C и
δ13C = –28.50‰), который изменялся только в
пределах 0.15‰ (n = 3). Содержание стабильных
изотопов определяли с помощью формулы:

где Rsample и Rstandard обозначают отношения 13C/12C
образца и стандарта Vienna PeeDee Belemnite
(VPDB) соответственно.

Статистика. Мы проверили гипотезу с помо-
щью двух взаимодополняющих тестов. Сначала
подвергли данные по δ13C трехстороннему полно-
факторному ANOVA с затенением (да или нет),
типом растения (орхидея или контроль) и иден-
тичностью пары видов орхидея–контроль (во-
семь пар видов), проверяя значимость взаимо-
действия между факторами “затенение” и “тип
растения” (орхидея или контроль). Затем иссле-
довали корреляции Пирсона между δ13C и интен-
сивностью света для орхидей и автотрофных рас-
тений соответственно.

Среди изученных растений некоторые виды
орхидей рассматриваются как частичные микоге-
теротрофы, имеющие симбиотические связи с
эктомикоризными грибами (Epipactis atrorubens,
Platanthera bifolia, Listera ovata – Tedersoo et al.,
2007; E. helleborine, L. ovata – Selosse, Roy, 2009).
Для Dactylorhiza spp. и Gymnadenia conopsea в каче-
стве микоризных грибов были отмечены в основ-
ном Rhizoctonias s.l. Мы сравнили реакцию на тень
для этих R-орхидей с другими изученными орхи-
деями, подвергнув видовые средние значения
δ13C орхидей и парных автотрофных растений
трехфакторному дисперсионному анализу (ANO-
VA) для изучения значимости взаимодействия

T Z E W 1.5S N 1.5 5,( )= + + + +

( ) ( )δ = ×13
sample standard standardC ‰ –  1000,R R R
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микоризных грибов (R-орхидеи против орхидей с
ЭМГ), типа растения (орхидея против автотроф-
ного растения) и доступности света (свет против
условий затенения).

РЕЗУЛЬТАТЫ
Трехфакторный дисперсионный анализ вы-

явил значимое взаимодействие между затенением
и принадлежностью растений к орхидеям (орхи-
дея против контроля; Fdf = 1.223 = 4.19, P = 0.041),
указывающее на то, что орхидеи реагировали на
затенение иначе, чем контрольные растения, де-

монстрируя лишь незначительное снижение зна-
чений δ13C на 0.84 ± 0.39‰ (среднее ± SE по вось-
ми видам), по сравнению с восемью парными ав-
тотрофными видами растений, которые снизили
средние значения δ13C на 2.38 ± 0.40‰ (рис. 1).

При объединении средних значений для всех
восьми пар изученных видов обнаружена значи-
тельная, но довольно слабая положительная кор-
реляция между процентом открытого неба и зна-
чениями δ13C листьев для орхидей (r2 = 0.44, P =
= 0.0017), в то время как для контрольных расте-
ний корреляция была намного сильнее (r2 = 0.74,

Рис. 1. Характеристики δ13C растений в ответ на затенение для видов орхидей и их парных автотрофных видов сосу-
дистых растений (средние значения и стандартные ошибки). Светло-голубой – δ13C у контрольного автотрофного
растения, растущего в тени; розовый – δ13C у контрольного автотрофного растения, растущего в светлых условиях;
темно-синий – δ13C у орхидеи, растущей в тени; красный – δ13C у орхидеи, растущей в хорошо освещенной среде.
Cтолбики срезаны при значении δ13C = –25‰, что близко к значению δ13C, зарегистрированному для полностью ми-
когетеротрофных растений (Gebauer, Meyer, 2003; Tedersoo et al., 2007).
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P < 0.0001). Таким образом, полученные данные
подтвердили ожидания более сильной корреля-
ции между δ13C и относительной освещенностью
для контрольных растений, чем для орхидей.

Реакция R-орхидей на тень была довольно по-
хожа на реакцию орхидей с ЭМГ. Значения δ13C в
ответ на тень у R-орхидей (три вида) снижались
немного больше, чем у орхидей с ЭМГ (пять ви-
дов), но все же меньше, чем у их парных авто-
трофных растений (рис. 2). Взаимодействие меж-
ду типом микоризы, типом растения и доступно-
стью света не было значимым (F1.28 = 0.091, P = 0.8),
что подтверждает предположение о том, что R-ор-
хидеи реагируют на тень аналогично другим ор-
хидеям и оба типа орхидей отличаются по реак-
ции от автотрофных растений.

ОБСУЖДЕНИЕ
13C в тени

Мы продемонстрировали на широком спектре
видов орхидей в сравнении с другими сосудисты-
ми видами и в полевых условиях, что частично
микогетеротрофные орхидеи снижают содержа-
ние δ13C в тканях меньше, чем полностью авто-
трофные растения (не орхидеи), в ответ на тене-
вые условия. Это сильное косвенное доказатель-
ство предположения о том, что частично
микогетеротрофные орхидеи зависят от углерода
почвенных грибов в условиях, когда их собствен-
ная фотосинтетическая продукция ограничена.

Некоторые предыдущие исследования проде-
монстрировали аналогичные закономерности
для отдельных видов орхидей. Например, Прайс
и соавторы (Preiss et al., 2010) отметили положи-
тельную корреляцию между δ13C и перехватом
света для “неорхидных” автотрофов, но не обна-
ружили такой же корреляции для видов р. Cepha-
lanthera (ЧМГ).

Полностью микогетеротрофные растения в
лесах умеренной зоны имеют относительно схо-
жие значения δ13C. Neottia nidus-avis в нашем ис-
следовании имела значение δ13C –24.67 ± 0.27‰
(n = 6), что несколько выше, чем у МГ Monotropa
hypopithys (δ13C –25.9 ± 0.2‰), о котором сообща-
ли Тедерсу с соавт. (Tedersoo et al., 2007), но ниже,
чем у N. nidus-avis в Баварии (δ13C –22.8 ± 0.2‰;
Gebauer, Meyer, 2003). Согласно линейной сме-
шанной модели с двумя источниками (Gebauer,
Meyer, 2003), в хорошо освещенной среде в на-
шем исследовании доля углерода грибного про-
исхождения колебалась для двух популяций
E. helleborine от 4 до 27%, в то время как для E. at-
rorubens это значение составляло 16%. В тенистых
условиях расчетные значения доли углерода
грибного происхождения были следующими:
D. euxina – 3%, E. atrorubens – 49%, E. helleborine –
36%, G. conopsea – 25%, L. ovata – 9%. Доля угле-
рода, полученного с помощью грибов, была выше
в тени, чем при хорошем освещении.

Чтобы уменьшить потерю воды через диффу-
зию из устьиц, сосудистые растения обычно

Рис. 2. Значения δ13C растений в ответ на затенение для R-орхидей и орхидей с ЭМГ и их парных автотрофных сосу-
дистых растений. Светло-голубой – δ13C у контрольного автотрофного растения, растущего в тени; розовый – δ13C у
контрольного автотрофного растения, растущего в хорошо освещенных условиях; темно-синий – δ13C у орхидей, рас-
тущих в тени; красный – δ13C у орхидей, растущих в хорошо освещенных условиях.
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уменьшают плотность устьиц в тенистых услови-
ях, где фотосинтез ограничен доступностью све-
та, а не скоростью поглощения CO2 (Peat, Fitter,
1994). Орхидеи, благодаря частичной микогете-
ротрофии, менее зависимы от собственного фо-
тосинтеза, чем полностью автотрофные расте-
ния, особенно в условиях тени, где они увеличи-
вают долю углерода, получаемого от грибов
(Preiss et al., 2010). Поэтому ожидается, что в тени
они будут снижать плотность устьиц даже силь-
нее, чем полностью автотрофные растения. Дей-
ствительно, полностью гетеротрофные растения
обычно не имеют или имеют очень ограниченное
число устьиц из-за независимости от собственно-
го фотосинтеза (Leake, 1994). Мы провели допол-
нительное исследование плотности устьиц в двух
парах растений: D. fuchsii – C. majalis и E. atro-
rubens – H. umbellatum. В обоих случаях мы на-
блюдали снижение устьичной плотности в усло-
виях затенения, но вопреки ожиданиям это сни-
жение было выше или сходным у контрольных
растений, чем у орхидей: не было значительных раз-
личий для пары E. atrorubens – H. umbellatum, а
D. fuchsii даже показал меньшее снижение устьич-
ной плотности в ответ на затенение, чем C. majalis
(F1.96 = 9.5273, P = 0.003). Таким образом, предва-
рительные данные не подтвердили априорные
ожидания о более выраженном сокращении
устьиц у орхидей по сравнению с другими видами
в условиях затенения. Это может быть объяснено
меньшей пластичностью растений ЧМГ по срав-
нению с полностью автотрофными растениями в
отношении устьичной плотности. Таким обра-
зом, на пути к полной микогетеротрофии плот-
ность устьиц является относительно консерва-
тивным признаком. Наблюдения за полностью
гетеротрофными альбиносными (т.е. нефотосинте-
зирующими) формами Cephalanthera damasonium
показали сходную плотность устьиц для зеленых и
альбиносных растений (Roy et al., 2013). Более того,
у растений-альбиносов этого вида устьичная про-
водимость была в 2 раза выше (Julou et al., 2005)
по сравнению с автотрофными растениями. Та-
ким образом, плотность устьиц, с одной стороны,
в целом эволюционно относительно консерва-
тивна, а с другой – менее пластична у орхидей по
сравнению с другими растениями. Мы предполага-
ем, что последнее может быть связано с обеспече-
нием растений водой от симбиотических грибов.
Известно, что арбускулярная микориза, а также
эктомикоризные грибы могут улучшать водный
режим своих растений-хозяев (Augé, 2001; Smith
et al., 2010). Транспорт воды микоризными гриба-
ми орхидей изучен недостаточно хорошо (Smith,
Read, 2008), но мы не обнаружили никаких при-
знаков ингибирования такого транспорта. Если
грибы поставляют значительное количество воды
растениям, транспирация орхидей может быть
менее ограниченной, чем у контрольных расте-

ний, и может привести к меньшему снижению
плотности устьиц в более затененных условиях.

Орхидеи, ассоциированные с ризоктонией,
в сравнении с другими орхидеями

Согласно Селоссе и Мартосу (Selosse, Martos,
2014), ЧМГ орхидеи могут не изменять δ13C по
сравнению с другими растениями, если они обра-
зуют симбиоз с грибами ризоктонии, которые не
обогащены δ13C. Наши результаты согласуются с
предположением о том, что реакция на тень (раз-
ница в δ13C между растениями в хорошо освещен-
ной и затененной среде) у R-орхидей сходна с реак-
цией орхидей с ЭМГ (из-за меньшей зависимости
от фотосинтеза) и отличается от “неорхидных”
видов. Когда свет становится ограничивающим
фактором, некоторые, но не все зеленые орхидеи
могут увеличить поступление углерода от грибов:
обнаружено для двух видов Cephalanthera (Preiss
et al., 2010), не обнаружено для Goodyera (Liebel
et al., 2015) и Cypripedium calceolus (Preiss et al.,
2010). Среди исследованных нами видов некото-
рые орхидеи считаются частично микогетеро-
трофными (E. atrorubens, P. bifolia, L. ovata – Teder-
soo et al., 2007; E. helleborine, L. ovata – Selosse,
Roy, 2009; E. helleborine, G. conopsea, P. bifolia –
Schiebold et al., 2018). На основании полученных
результатов можно поддержать мнение Селоссе и
Мартоса (Selosse, Martos, 2014) о том, что в усло-
виях затенения все изученные наземные орхидеи
могут быть ЧМГ, но иногда это может быть не
распознано по значениям δ13C из-за сходства δ13C
у симбиотических грибов ризоктонии и зеленых
растений. Наш метод (сравнение разницы в со-
держании δ13C между более и менее освещенны-
ми растениями в природе) позволил получить до-
казательства микогетеротрофии всех изученных
орхидей. Таким образом, наше исследование
предоставило эмпирические доказательства в
поддержку точки зрения Штокеля с соавт. (Stöck-
el et al., 2014, p. 606) о том, что “частичная мико-
гетеротрофия может быть гораздо более широко
распространена среди орхидей, чем предполага-
лось до сих пор”, и дает новое понимание эколо-
гического значения микоризных ассоциаций у
орхидей.
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Light and 13C: Are orchids different from other vascular
plants in their response to shade?
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Orchids have symbiotic relationships with ectomycorrhizal or saprotrophic (“rhizoctonia”) fungi, which pro-
vide plants with nutrients. The extent of plant dependency on fungi for carbon supply is reflected by plant tis-
sue δ13C abundance values. Little is known about how wide-spread partial mycoheterotrophy (PMH) is
among orchids in nature and it is debated whether rhizoctonia-associated orchids possess mycoheterotrophy.
Using orchids with ectomycorrhizal fungi and rhizoctonia-associated orchid species, we tested one hypoth-
esis: terrestrial green orchids decrease their δ13C values in response to shade less than neighboring non-orchid
vascular plants (evidence for PMH). We examined eight pairs of plant species (orchid paired with reference
autotrophic plant growing close-by) in well-lit versus shady field conditions in replicated sites across the Eu-
ropean part of Russia. In each site illumination level was recorded and plant material was examined for δ13C.
We found that all tested orchids showed similar weaker response of tissue δ13C signature to relative light ex-
posure in contrast to the stronger response in control plants, suggesting wide-spread PMH among orchids.
There was no significant difference in orchids with ectomycorrhizal fungi and rhizoctonia-associated orchids
in response of δ13C to shade, supporting mycoheterotrophic mechanisms of carbon transfer to plants in rhi-
zoctonia-associated orchids. Proportions of fungi-derived carbon for individual orchid species ranged be-
tween 3 and 50%. Orchids reduced stomatal density in response to shade less or similarly to autotrophic
plants, suggesting that mycoheterotrophic plants might be somewhat less water limited than autotrophic spe-
cies due to fungal water supply. Our data provide support for broad prevalence of PMH among orchids and of
the existence of PMH in rhizoctonia-associated orchids. These findings extend the ecological importance of
mycorrhizal associations in belowground food webs.

M. G. Vakhrameeva
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В основе оперативной генотипической адаптации растений к недостатку тепла лежит регуляция пе-
рераспределения ресурсов тепла между вегетативной и генеративной фазами развития. У коротко-
дневных растений, цветущих при сокращающейся длине дня, перераспределение ресурсов тепла
между фазами регулируется механизмом фотопериодической чувствительности. Растения, зацвета-
ющие при более длинном дне, переходят в генеративную фазу развития раньше и тем самым полу-
чают больше ресурсов тепла на созревание семян. При этом сокращается продолжительность и теп-
лообеспеченность вегетативной фазы, в результате чего уменьшается вегетативный рост растений и
потенциальная семенная продуктивность. Это приводит к снижению конкурентоспособности рас-
тений в ценозах. Оптимальный баланс между продолжительностью вегетативной и генеративной
фаз в каждой зоне индивидуален и достигается в процессе естественного отбора генотипов на опти-
мальный для условий зоны порог фотопериодической чувствительности. В статье рассмотрены осо-
бенности порогов фотопериодической чувствительности растений амброзии полыннолистной Am-
brosia artemisiifolia (Asteraceae) с южной и северной границ вторичного ареала в связи с особенностя-
ми динамики фотопериода и температурных условий их местообитаний. Дается прогноз
возможности продвижения ареала к северу, которая связана как с потенциальной вариабельностью
генотипов, так и с тенденциями потепления климата.

DOI: 10.31857/S0044459622010080

Условием выживания популяций однолетних
видов растений является их способность стабиль-
но из года в год формировать за период вегетации
число семян, достаточное для перманентного
возобновления популяции. Перманентность вос-
производства достигается сбалансированностью
сезонной и многолетней динамики развития рас-
тений с локальной динамикой экологических

факторов среды – абиотических и биотических.
В условиях дефицита ресурсов тепла цикл онтоге-
неза растений должен укладываться в период ве-
гетации, возможный на территории их распро-
странения. Потребности растений натурализо-
вавшейся популяции в тепле не могут выходить за
пределы теплообеспеченности территории.

УДК 581.5



72

ЖУРНАЛ ОБЩЕЙ БИОЛОГИИ  том 83  № 1  2022

АФОНИН и др.

Жизненный цикл однолетних растений под-
разделяется на периоды вегетативного и репро-
дуктивного развития. В вегетативный период
происходит рост растений и формирование их га-
битуса. При этом решаются задачи конкуренции
с другими растениями в ценозе и формируется
потенциал для последующего продуцирования
семян. В репродуктивный период, если рассмат-
ривать его от начала пыления и завязывания се-
мян, прекращается вегетативный рост растений,
и основные потоки ассимилятов перенаправля-
ются на созревание семян. Оптимальный баланс
в распределении ресурсов тепла между вегетатив-
ной и репродуктивной фазами может быть раз-
ным для разных климатических зон. Удлинение
продолжительности и, соответственно, тепло-
обеспеченности одной фазы снижает теплообес-
печенность другой. Удлинение продолжительно-
сти репродуктивной фазы гарантирует большую
вероятность вызревания семян даже в самые хо-
лодные годы, но при этом замедляется вегетатив-
ный рост растений, в связи с чем, в частности,
снижается их конкурентоспособность.

Дата перехода от вегетативного к репродуктив-
ному развитию определяется настройкой чув-
ствительности растений к внешним сигнальным
факторам. Для короткодневных видов сигналь-
ным фактором является сокращение длины дня
до определенного порогового значения. Зацвета-
ние растений при более длинном дне увеличивает
период их репродуктивного развития, при более
коротком – увеличивает период вегетативного
развития.

В основе адаптивной стратегии инвазивных
видов растений при продвижении их на север ле-
жит прежде всего модификация систем чувстви-
тельности к пороговым значениям сигнальных
факторов среды. Генетически обусловленные
различия порога фотопериодической чувстви-
тельности у растений одной популяции и вариа-
ция этих порогов у разных популяций позволяют
синхронизировать динамику развития растений с
разнообразными локальными особенностями се-
зонной динамики экологических факторов среды
в зоне инвазии. При оптимальном пороге фото-
периодической чувствительности растения ло-
кальной популяции переходят от вегетативной к
репродуктивной фазе развития в оптимальные да-
ты. Оптимальной для перехода к генеративному
развитию считается дата, которая обеспечивает
наилучший баланс вегетативного и генеративно-
го развития растений популяции, и в итоге как
успешное противодействие биоценотическому
прессу, так и стабильное и достаточное для пер-
манентного существования популяции воспроиз-
водство фертильных семян.

Амброзия полыннолистная (Ambrosia artemi-
siifolia L.) – вредоносный вид, засоряющий поля

и вызывающий приступы астмы у людей, страда-
ющих аллергией на его пыльцу. Амброзия была
занесена в Евразию из Америки и начала свое
распространение более столетия назад. В настоя-
щее время северная граница ее массовой натура-
лизации на европейской территории России про-
ходит по Курской, Воронежской, Саратовской
областям. Вторичный ареал амброзии до сих пор
не стабилизировался. Поэтому перспективы рас-
ширения ареала вида вызывают большой интерес
и тревогу. A. artemisiifolia – короткодневное расте-
ние, и ее цветение приходится на конец лета, ко-
гда длина дня уменьшается до порогового значе-
ния, которое является сигналом для начала цвете-
ния (Allard, 1945). Порог зацветания растений
северных популяций амброзии приходится на бо-
лее длинный день, чем южных, т.е. на более ран-
ние даты (Dickerson, Sweet, 1971). Это увеличива-
ет продолжительность репродуктивного периода
и предоставляет дополнительные ресурсы тепла,
необходимые завязавшимся семенам для созрева-
ния. Поэтому потенциал продвижения амброзии
на север характеризуется прежде всего размахом
вариации особей и популяций вида по значениям
порога фотопериодической чувствительности.

В ранее проведенных географических опытах с
популяциями амброзии полыннолистной разно-
го происхождения были выявлены различия в
сроках зацветания северных и южных популяций
(Genton et al., 2005; Leiblein-Wild et al., 2014; Li
et al., 2015; Scalone et al., 2016). Было установлено,
что растения северных популяций в условиях бо-
лее высоких широт переходят в генеративную фа-
зу раньше, чем растения южных популяций. При
этом связь потенциала распространения и нату-
рализации растений, характеризующихся разны-
ми фотопериодическими порогами, с темпера-
турными условиями разных климатических зон
количественно не оценивалась.

Цель нашего исследования – изучить вариа-
цию порогов фотопериодической чувствительно-
сти растений популяций A. artemisiifolia разного
происхождения, связав ее с региональной дина-
микой фотопериода и температурных условий пе-
риода созревания семян. На основе выявленных
закономерностей определить экологический по-
тенциал распространения A. artemisiifolia на север.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Наблюдения за динамикой развития растений
популяций A. artemisiifolia проводили в 2019–2020 гг.
в четырех регионах России: г. Славянск-на-Кубани
(Краснодарский край), г. Воронеж, г. Москва и
г. Уфа.

Растения местных популяций изучали в есте-
ственных условиях в Славянске-на-Кубани
(45.23° с.ш., 38.16° в.д.), расположенном в зоне
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экологического оптимума амброзии, и в Вороне-
же (51.72° с.ш., 39.21° в.д.) – вблизи современной
северной границы натурализации вида. Изучае-
мые растения отмечали бирками. В Краснодар-
ском крае изучено 16 нумерованных растений, в
Воронеже – 30. Фенологические наблюдения и
биометрические измерения проводили на инди-
видуальных маркированных растениях по единой
методике с интервалом в одну неделю. Наблюде-
ния начинали проводить с начала июля – до пере-
хода самых ранних растений в генеративную фа-
зу. Измеряли высоту растений, динамику разви-
тия – число пар листьев на главном побеге,
регистрировали даты перехода растений в генера-
тивную фазу, начало и интенсивность пыления,
дату появления первых зрелых плодов. С начала
созревания плодов еженедельно оценивали дина-
мику семенной продуктивности. Для этого про-
водили сбор созревших плодов со всего растения
или, если растение крупное, с модельного сред-
него по семенной продуктивности побега. В по-
следнем случае семенную продуктивность всего
растения рассчитывали перемножением числа
созревших плодов на модельном побеге на число
побегов на растении.

Кроме наблюдений за местными популяциями,
в 2020 г. по аналогичной методике в вегетацион-
ных опытах был изучен одинаковый географиче-
ский набор, включающий растения южной и се-
верных популяций. Изучение проводили на ста-
ционарах в Москве (55.64° с.ш., 38.10° в.д.) и Уфе
(54.76° с.ш., 56.13° в.д.), расположенных несколь-
ко севернее границы натурализации амброзии.
Для посева были использованы семена, собран-
ные в 2019 г. Семена растений южной популяции
были собраны в Славянске-на-Кубани на дамбе
р. Протоки, координаты 45.25° с.ш., 38.16° в.д.
Семена растений трех популяций с северной гра-
ницы вторичного ареала (северные популяции)
были собраны на пустыре в Воронеже (51.72° с.ш.,
39.21° в.д.) и на обочинах автомобильных дорог
вблизи с. Каплино (Белгородская обл.; 51.35° с.ш.,
37.82° в.д.) и п. Горшечного (Курская обл.; 51.52° с.ш.,
37.99° в.д.). Наблюдения проводили за 10 расте-
ниями популяций разного происхождения, выра-
щиваемыми в естественных климатических усло-
виях.

Перевод фенологических дат в градусо-дни
(суммы активных температур выше 10°С) произ-
водили по среднесуточным температурным дан-
ным ближайших метеостанций. Корректность
использования метеостанционных данных для
конкретных условий стационаров поверялась
данными, снятыми с логгеров, которые заклады-
вали на стационарных площадках. За порог ак-
тивной вегетации амброзии принимали темпера-
туру выше 10°С. При оценке связи динамики раз-
вития амброзии с температурным фактором
рассчитывали кумулятивные показатели сумм ак-

тивных температур с порогом выше 10°С (САТ10).
По аналогичной методике проводили наблюде-
ния и в географических опытах на стационарах.

Примененная при оценке экологического по-
тенциала продвижения A. artemisiifolia на север
методика эколого-географического анализа и мо-
делирования описана в работе А.Н. Афонина и
Ю.В. Соколовой (2018). Для проведения эколого-
географического моделирования были составле-
ны карты сумм температур за период созревания
семян – от даты начала пыления (переход через
фотопериодические пороги 14, 15 и 15.5 ч) до
окончания активной вегетации: карты САТ10фп14,
САТ10фп15, САТ10фп15.5.

ОПРЕДЕЛЕНИЕ СУММ ТЕМПЕРАТУР, 
НЕОБХОДИМЫХ ДЛЯ СОЗРЕВАНИЯ СЕМЯН 

A. ARTEMISIIFOLIA
Продолжительность созревания семян обу-

словлена температурным фактором. Считается,
что длина дня не оказывает влияния на продол-
жительность созревания семян от момента их за-
вязывания (Deen et al., 1998). Завязывание семян
происходит при попадании пыльцы на рыльце
пестика. В качестве маркера начала завязывания
семян была принята фенологическая дата начала
пыления. Суммы температур, необходимые для
созревания первых семян маркированных расте-
ний, определяли как разницу между накопленны-
ми САТ10 на дату появления первых зрелых пло-
дов на растении и САТ10 на дату начала пыления.

Средние значения САТ10 за период созревания
семян отличались у исследованных южных и се-
верных популяций в их естественных местооби-
таниях (табл. 1).

Для успешной адаптации к условиям северной
зоны начало пыления амброзии должно прихо-
диться на дату, сумма температур от которой до
конца вегетации гарантированно составляет не
менее достаточных значений для вызревания ми-
нимального пула семян. Для северной воронеж-
ской популяции минимальное количество САТ10,
достаточных для появления первых зрелых се-
мян, составляет по нашим наблюдениям 608°С.

РОЛЬ ФОТОПЕРИОДИЧЕСКОЙ 
ЧУВСТВИТЕЛЬНОСТИ В АДАПТАЦИИ 

ПОПУЛЯЦИЙ A. ARTEMISIIFOLIA
К ЛОКАЛЬНЫМ УСЛОВИЯМ 
ТЕПЛООБЕСПЕЧЕННОСТИ

Пыление амброзии растянуто во времени и на-
чинается, как правило, с раскрывания несколь-
ких цветков самых нижних корзинок терминаль-
ной кисти. В последующие дни последовательно
раскрываются и пылят остальные цветки корзин-
ки. Одновременно, по мере созревания верхних
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корзинок кисти, их цветки также переходят к по-
следовательному пылению. Боковые кисти диф-
ференцируются и переходят к цветению позднее,
чем терминальная. Все это в итоге приводит к
растянутости периода пыления особи.

Отдельные особи популяции несколько разли-
чаются по порогу чувствительности к фотоперио-
дическому сигналу, что приводит к неодновре-
менности их зацветания и еще большей растяну-
тости периода пыления в целом. Например, по
наблюдениям на Славянском стационаре
(45.2° с.ш.), самое раннее из отмеченных расте-
ний местной популяции начало пылить 7 августа
при 14.5-часовом дне (т.е. при длине дня 14 ч 30
мин) и завершило пыление 4 сентября. Самые
поздние из отмеченных в Славянске растений на-
чинали пыление в начале сентября (13.1-часовой
день) и закончили пылить в конце сентября. Та-
ким образом, пыление особи может быть растяну-
то на месяц, а для популяции в целом этот период
может длиться до двух месяцев и более. Средняя
для всех изученных растений местной славянской
популяции дата начала пыления пришлась на
20 августа. Длина дня на эту дату составила 13.9 ч.
Эту длину дня можно считать фотопериодическим
порогом пыления местной популяции амброзии,
хотя понятно, что фотопериодический сигнал был
принят растениями еще раньше, и переход в пы-
лящее соцветие потребовал некоторого времени.

В Славянске подобная настройка механизма
фотопериодического порога пыления приводит к
тому, что первые завязи семян у растений мест-
ной популяции начинают образовываться в сред-
нем с 20 августа, и до окончания периода актив-
ной вегетации на созревание семян популяция
имеет САТ10 порядка 1158°С за среднемноголет-
ний период (рис. 1).

Учитывая, что на юге для формирования зре-
лых плодов A. artemisiifolia от момента их завязы-
вания достаточно порядка 716°С (табл. 1), а фи-
зиологические САТ10 от даты появления первых
зрелых плодов до массового плодоношения со-
ставляют порядка 300°С, ориентация на 13.9-ча-
совой день гарантирует популяции амброзии по-
лыннолистной в условиях южной зоны стабиль-
ную теплообеспеченность периода вызревания не
только самых ранних завязей, но и самой массо-

вой когорты семян, завязавшихся в период пика
пыления.

Однако подобная настройка механизма фото-
периодической чувствительности не универсаль-
на в экологическом отношении для условий дру-
гих зон. В географическом опыте 2020 г. растения
южной славянской популяции, посеянные на бо-
лее северных стационарах – в Москве (55.6° с.ш.)
и Уфе (54.7° с.ш.), – перешли к пылению при
длине дня, близкой к той, при которой они начи-
нали пылить в Славянске – 13.6- и 13.5-часовой
день соответственно (табл. 2). Но такая длина дня
в Москве, в отличие от Славянска, приходится не
на вторую декаду августа, а на 4 сентября. По
среднемноголетним данным сумма активных
температур выше 10°C от этой даты до конца ак-
тивной вегетации составляет в Москве всего
238°C. Поэтому ресурсов тепла в Москве в сред-
немноголетнем аспекте недостаточно для созре-
вания семян даже самых раннеспелых растений
славянской популяции. Условия осени конкрет-
ного 2020 г. в Москве были аномально теплыми, и
сумма активных температур от 4 сентября до кон-
ца вегетации составила 499°C. Но и этой суммы
температур хватило на формирование только
сравнительно небольшого количества зрелых се-
мян у самых раннеспелых растений славянской
популяции (табл. 3).

Как происходила адаптация A. artemisiifolia к
условиям более северной зоны? Продвижение
амброзии полыннолистной на север происходило
постепенно из южного очага – предположитель-
но, из Предкавказья и/или Крыма (Марьюшки-
на, 1986; Afonin et al., 2018) с начала 20-го столе-
тия. Возможность продвижения обеспечивалась
естественным отбором адаптированных к север-
ным условиям генотипов из первоначальной ин-
вазивной популяции и, возможно, дополнитель-
ным внешним заносом генотипов, еще более
адаптированных к условиям северных зон (Gen-
ton et al., 2005). К настоящему времени некоторые
из самых северных натурализовавшихся популя-
ций A. artemisiifolia отмечены на севере Курской и
Воронежской областей.

Стационарное изучение местной популяции
амброзии в Воронеже показало, что растения с
северной границы вторичного ареала отличаются

Таблица 1. Суммы активных температур (САТ10), необходимые для появления первых зрелых семян A. artemisiifolia
на растениях двух популяций разного происхождения в их естественных местообитаниях

Параметры
Суммы активных температур, °С

южная (славянская) северная (воронежская)

Среднее 716 608
Минимальное 374 503
Максимальное 1009 794
Стандартное отклонение (SD) 167.6 68.1
Количество растений 16 30
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от растений южных популяций прежде всего по-
рогом фотопериодической чувствительности.
Самые ранние растения местной популяции на-
чинали пыление в Воронеже 31 июля, т.е. при
15.5-часовом дне, самые поздние 20 августа – при
14.4-часовом дне. Средняя по отмеченным расте-
ниям местной воронежской популяции дата на-
чала пыления пришлась в 2020 г. на 10 августа,
длина дня на эту дату (фотопериодический порог
завязывания семян местной популяции) составила
14.9 ч. В условиях Воронежа среднемноголетняя
50-процентная теплообеспеченность периода от
начала пыления местных популяций, если оно
ориентировано на 14.9-часовой день, составляет
до окончания активной вегетации САТ10 = 819°C
(рис. 2).

Учитывая, что для созревания первых семян от
даты начала пыления воронежской популяции
необходима САТ10 = 608°C (табл. 1), а САТ10 от да-
ты начала плодоношения до массового плодоно-
шения составляет порядка 300°C, ориентация на

14.9-часовой день гарантирует воронежской по-
пуляции амброзии полыннолистной в местных
условиях стабильную теплообеспеченность пери-
ода вызревания семян только ранних генотипов.
Вероятность вызревания семян, завязавшихся в
пик пыления изученной местной популяции, со-
ставляет в условиях Воронежа менее 50%. Смеще-
ние пика пыления на дату негарантированного
вызревания семян может быть обусловлено как
недолгой историей распространения A. artemisii-
folia в Воронежской области, так и эффективно-
стью механизма твердосемянности, позволяющего
надежно депонировать семена более урожайных
позднеспелых генотипов в почвенном банке.
В такой ситуации механизм адаптации, базирую-
щийся на производстве большего числа семян
при меньшей гарантии, может иметь преимуще-
ство перед механизмом, основывающимся на га-
рантированном во всем ряде лет вызревании не-
большого числа семян.

Рис. 1. Теплообеспеченность (50-процентная) периода созревания семян местной популяции A. artemisiifolia в Славян-
ске-на-Кубани за период 1989–2018 гг. Ориентация начала пыления на 13.9-часовой день в условиях Славянска-на-
Кубани за среднемноголетний период предоставляет местной популяции сумму активных температур 1158°C с поро-
гом выше 10°C на созревание семян от начала их завязывания до окончания периода вегетации. САТ10 периода веге-
тативного роста при этом составляет 2817°C (соответствует площади фигуры между осью абсцисс, линией графика и
отрезками, спроецированными из соответствующих пограничных точек графика на ось абсцисс).
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Таблица 2. Длина дня на даты начала пыления южной и северных популяций A. artemisiifolia в местах натурали-
зации и при высаживании их на северных стационарах

Место
Славянская 

(Краснодарский 
край, 45.2° с.ш.)

Воронежская 
(Воронежская обл., 

51.6° с.ш.)

Горшечное 
(Курская обл.,

51.5° с.ш.)

Каплино 
(Белгородская обл., 

51.4° с.ш.)

В местных условиях Дата 20 августа 10 августа – –
Длина дня, ч 13.9 14.9 – –

В Москве (55.6° с.ш.) Дата 4 сентября 15 августа 13 августа 10 августа
Длина дня, ч 13.6 15.1 15.2 15.4

В Уфе (54.7° с.ш.) Дата 4 сентября 16 августа 12 августа 1 августа
Длина дня, ч 13.5 14.8 14.9 15.8
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Аналогичными фотопериодическими порогами,
способствующими раннему началу пыления, ха-
рактеризуются растения и других популяций с се-
верной границы распространения A. artemisiifolia
на европейской территории России: Горшечное
(Курская обл.) – 14.9–15.2-часовой день, Каплино
(Белгородская обл.) – 15.4–15.8-часовой день
(табл. 2).

Отметим, что растения одной популяции в
условиях разных зон зацветают при примерно
одинаковой длине дня, и что растения северных
популяций зацветают при более длинном дне,
чем южных.

Отбор генотипов, ориентированных на зацве-
тание при более длинном дне, в условиях север-
ного предела распространения A. artemisiifolia
приводит к удлинению репродуктивного периода
за счет сокращения периода вегетативного роста.
В Воронежской области среднемноголетняя теп-

лообеспеченность периода вегетативного роста
для местной натурализовавшейся популяции со-
ставляет САТ10 = 1994°C по сравнению с 2817°C
для местной популяции, натурализовавшейся в
Славянске-на-Кубани (рис. 1 и 2). Сокращение
периода вегетативного роста приводит к умень-
шению теплообеспеченности этого периода и
формированию упрощенного габитуса растений,
а, следовательно, к падению конкурентоспособ-
ности растений в фитоценозе. Конкурентоспо-
собность может снижаться как непосредственно
из-за замедления вегетативного роста, а значит
высоты растений, проективного покрытия ли-
стьев, мощности корневой системы, так и из-за
сокращения потенциала семенной продуктивно-
сти, которая может быть связана с уменьшением
перечисленных параметров и числа плодонося-
щих побегов. В Краснодарском крае мощные рас-
тения A. artemisiifolia конкурентоспособны в по-

Таблица 3. Семенная продуктивность растений популяций A. artemisiifolia разного происхождения на Москов-
ском стационаре в связи с количеством тепла (САТ10) за период созревания их семян (стационар ВНИИКР,
Москва, 55.6° с.ш., 2020 г.)

Параметры

Славянская 
(Краснодарский край, 

45.2° с.ш.) (n = 10)

Воронежская 
(Воронежская обл.,
51.6° с.ш.) (n = 10)

Каплино
(Белгородская обл., 
51.4° с.ш.) (n = 10)

Горшечное
(Курская обл., 51.5° с.ш.)

(n = 7)

среднее SD среднее SD среднее SD среднее SD

САТ10 от начала пыле-
ния до конца активной 
вегетации, °C

499 58.6 845 51.0 927 126.9 877 173.4

Средняя семенная 
продуктивность на 
растение

264 458.4 1083 429.1 1399 410.3 1210 410.8

Рис. 2. Теплообеспеченность (50%-ная) периода созревания семян местной популяции A. artemisiifolia в Воронеже за
период 1998–2018 гг. Ориентация начала пыления на 14.9-часовой день в условиях Воронежа предоставляет местной
популяции в среднем за многолетний период сумму активных температур САТ10 = 819°C на созревание семян от на-
чала их завязывания до окончания периода вегетации.
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севах подсолнечника и кукурузы. На севере Воро-
нежской области амброзия уходит с полей и ее
значительно более мелкие растения распростра-
нены преимущественно в рудеральных место-
обитаниях с нарушенным растительным покро-
вом – на откосах дорог, участках строительства.
Приспосабливаясь к условиям северной зоны
увеличением продолжительности репродуктив-
ного периода и, соответственно, повышая его
теплообеспеченность, амброзия жертвует конку-
рентоспособностью в ценозах.

ЭКОЛОГО-ГЕОГРАФИЧЕСКИЙ 
ПОТЕНЦИАЛ ПРОДВИЖЕНИЯ
A. ARTEMISIIFOLIA НА СЕВЕР: 

ВПЕРЕДИ МОСКВА?

Насколько соответствует фотопериодическая
настройка растений A. artemisiifolia с современной
северной границы ареала возможности дальней-
шего продвижения этого вида на север? Ответ на
этот вопрос дает опыт выращивания растений
A. artemisiifolia севернее современного предела
распространения амброзии.

В проведенном нами в 2020 г. географическом
опыте в Москве растения воронежской популя-
ции начинали пыление 15 августа при 15.1-часо-
вом дне – это примерно соответствует пороговой
длине дня на дату начала пыления растений этой
популяции и под Воронежем (14.9 ч). В условиях
теплого 2020 г. сумма активных температур от
этой даты до конца вегетации составила 845°C
(рис. 3б), примерно столько, сколько характерно
в среднем и для Воронежа. Такое количество теп-
ла позволило растениям воронежской популяции
образовать в 2020 г. в Москве существенное число
зрелых семян – более тысячи на растение. В усло-
виях аномально теплого года аналогичную высо-
кую семенную продукцию в условиях Москвы
продемонстрировали растения и других популя-
ций амброзии с северных границ ее распростра-
нения – из Белгородской и Курской областей
(табл. 3).

Однако средняя (50%-ная) за последние 30 лет
теплообеспеченность в Москве за период от 15 ав-
густа до осеннего перехода среднесуточной тем-
пературы через 10°C составляет только 554°C
(рис. 3а).

Такое количество тепла является недостаточ-
ным для стабильного ежегодного вызревания се-
мян воронежских генотипов.

Метеостанционные архивные данные позво-
ляют проанализировать динамику теплообеспе-
ченности периода созревания семян A. artemisiifolia
в последние десятилетия. Если считать САТ10 =
608°C (табл. 1) от начала пыления до конца актив-
ной вегетации минимумом, достаточным для вы-
зревания необходимого для натурализации ам-
брозии полыннолистной числа семян, то в
Москве количество тепла, достаточное для вы-
зревания самых раннеспелых из известных гено-
типов, приступающих к пылению при 15.5-часо-
вом дне, в период 1989–1998 гг. отмечалось в 5 го-
дах из 10 (табл. 4).

В последующие два десятилетия наблюдалось
потепление климата, и теплообеспеченность по-
следовательно возрастала. С 1999 г. для генотипов
с порогом зацветания 15.5 ч все годы в Москве
были достаточно теплыми для формирования то-
го или иного числа семян. То, что такие генотипы
до сих пор не получили распространения в
Москве, может быть объяснено их редкостью (в
популяции Горшечного таких растений пример-
но 1 из 10, в Каплинской популяции – 4 из 10),
пониженной конкурентоспособностью ранне-
спелых генотипов, эффективной работой каран-
тинных служб – массированные укосы обочин и
рудеральных местообитаний в городской черте
стали повсеместным в последнее десятилетие. Так-
же это может быть обусловлено длительностью ин-
вазионного процесса: отбора устойчивых геноти-
пов, их размножения и распространения.

КАРТОГРАФИРОВАНИЕ
ЭКОЛОГО-ГЕОГРАФИЧЕСКОГО 
ПОТЕНЦИАЛА ПРОДВИЖЕНИЯ

A. ARTEMISIIFOLIA НА СЕВЕР
Биоэкологические исследования предоставляют

данные, необходимые для прогноза распростра-
нения и сезонного развития видов. Ключевыми
параметрами для биоклиматического прогноза
распространения короткодневных видов расте-
ний являются вариации порогов чувствительно-
сти к сигнальным факторам среды и суммы тем-
ператур, необходимые для прохождения ключе-
вых фаз развития. Количественные параметры,
полученные нами в результате стационарных гео-

Таблица 4. Теплообеспеченность периода созревания семян A. artemisiifolia по десятилетиям в Москве и Вороне-
же с 1989 по 2018 год (выражена в числе лет из 10 с САТ10 ≥ 608°C)

* В условиях Москвы дата перехода длины дня через 14 ч приходится на 30 августа.

Метеостанции Москва (27612) Воронеж (34123)
14 ч/30.08* 15 ч/16.08 15.5 ч/9.08 16 ч/2.08 14 ч/24.08 15 ч/9.08 15.5 ч/31.07 16 ч/21.07

1989–1998 0 2 5 8 2 10 10 10
1999–2008 0 6 10 10 3 10 10 10
2009–2018 0 7 10 10 7 10 10 10
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графических исследований и проведенного био-
климатического анализа популяций амброзии
разного происхождения, позволяют уточнить
эколого-географический потенциал продвиже-
ния на север генотипов A. artemisiifolia с разными
фотопериодическими порогами пыления и пред-
ставить потенциал натурализации амброзии в
картографическом виде.

Мы рассмотрели перспективы продвижения
на север генотипов с порогами начала пыления
при 14-, 15-, 15.5- и 16-часовом дне. Были состав-
лены четыре карты сумм активных температур с
соответствующими фотопериодическими поро-
гами: САТфп14, САТфп15, САТфп15.5 и САТфп16. Пре-
делом распространения считали изолинии сумм

температур 608°C (см. табл. 1). Генотипы, перехо-
дящие к пылению при более коротком дне (более
позднеспелые), имеют меньший потенциал рас-
пространения на север. Самые раннеспелые из
известных к настоящему времени генотипы, пе-
реходящие к пылению при 15.5-часовом дне, име-
ют наибольший потенциал распространения и в
условиях современного климата способны натура-
лизоваться на европейской территории России и
сопредельных стран: до северных границ Литвы,
Минской, Могилевской, Брянской, Ульяновской
и Тульской областей, юга Московской и севера
Рязанской области, Мордовии, юга Татарстана и
Башкортостана (рис. 4).

Рис. 3. Теплообеспеченность (50%-ная) периода созревания семян популяций A. artemisiifolia из Воронежа (51.6° с.ш.) и Сла-
вянска-на-Кубани (45.2° с.ш.) в Москве за период 1998–2018 гг. (а), и количество тепла за период созревания семян
этих популяций в 2020 году (б). Ориентация начала пыления южной славянской популяции на 13.6-часовой день в
условиях Подмосковья предоставляет ей в среднем сумму активных температур 238°C с порогом выше 10°C на созре-
вание семян от начала их завязывания – этого недостаточно для созревания семян. Более северная воронежская по-
пуляция, ориентированная на зацветание в условиях Подмосковья на 15.1-часовой день, имеет в среднем САТ10 =
554°C, чего также недостаточно для формирования стабильного ежегодного урожая семян.
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Проведенное исследование показывает, что
основным оперативным механизмом адаптации
короткодневных видов растений при продвиже-
нии в высокие широты служит изменение поро-
гов их фотопериодической чувствительности.
Растения характеризуются широкой вариацией
фотопериодической чувствительности как на
меж-, так и внутрипопуляционном уровнях. Диа-
пазон вариации фотопериодической чувстви-
тельности характеризует адаптивный потенциал
видов при продвижении их в высокие широты.

Изучение диапазона порогов фотопериодиче-
ской чувствительности популяций предоставляет
исследователям инструмент для прогноза распро-
странения видов на север.

Исследование фотопериодических порогов
перехода к репродуктивной фазе популяций A. ar-
temisiifolia показывает, что вид обладает потенци-

алом распространения до широты Москвы. Ак-
климатизация самых раннеспелых генотипов в
Москве тем более вероятна, поскольку город яв-
ляется островом тепла. Появление более ранне-
спелых (с 16-часовым порогом), в том числе фо-
топериодически нейтральных генотипов, и даль-
нейшее потепление климата могут продвинуть
потенциальную границу распространения A. arte-
misiifolia еще дальше на север. Сдерживающим
экспансию фактором может служить снижение
конкурентоспособности раннеспелых генотипов
A. artemisiifolia в фитоценозах и эффективная ра-
бота служб защиты растений.
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Рис. 4. Эколого-географический потенциал распространения на север европейской территории России экотипов
A. artemisiifolia с разной фотопериодической чувствительностью. Синим цветом показана зона, к условиям теплообес-
печенности которой могут адаптироваться растения, начало пыления которых ориентировано на 15–15.5-часовой
день. Оранжевая зона оптимальна для экотипов, ориентированных на пыление при более чем 14-часовом дне. Зеленая
зона по условиям теплообеспеченности периода созревания семян пригодна для экотипов с порогами фотопериоди-
ческой чувствительности менее 14 ч. В отмеченной желтым зоне возможна натурализация предполагаемых генотипов
с фотопериодической чувствительностью 15.5–16 ч или фотопериодически нейтральных. Следует отметить, что рас-
пространение амброзии на юго-восток сдерживается дополнительным лимитирующим фактором – недостаточной
влагообеспеченностью. Пунктирной линией показана современная северная граница натурализации A. artemisiifolia в
России.
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The fast genotypic adaptation of plants to the heat resources deficiency is based on the regulation of heat re-
serve redistribution between the vegetative and generative stages of development. The mechanism of photo-
periodic sensitivity launches the process of heat redistribution in short-day plants. The plants that begin
blooming on longer day form a generative stage of development earlier and receive more heat resources for
seeds ripening. Both the duration of the vegetative phase and heat supply during this period shorten, as a result
the vegetative growth of plants and potential seed productivity decline. This causes a weakening of competi-
tiveness in plant communities. The optimal balance between the duration of the vegetative and generative
stages of development in each geographical areas is specific and can be achieved via natural selection of gen-
otypes with an optimal threshold of photoperiodic sensitivity for certain zone. The features of photoperiodic
sensitivity thresholds of ragweed plants occurring in the southern and northern boundaries of the secondary
range in connection with the peculiarities of photoperiod dynamics and temperature conditions of their hab-
itats are considered. The prediction of the possibility of ragweed range extension to the north that associated
with both the potential variability of genotypes and trends of climate warming is made.


