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У эукариот толерантность к повреждениям ДНК (ТПД) обеспечивается двумя механизмами. Пер-
вый опосредован белками гомологичной рекомбинационной репарации. Второй находится под
контролем RAD6-эпистатической группы генов и разделяется еще на два пути: безошибочный и
склонный к ошибкам. Склонный к ошибкам механизм, который называют синтез ДНК в обход по-
вреждений (TLS – Translesion Synthesis), осуществляется при участии специализированных TLS
ДНК-полимераз. TLS является существенным источником мутационных изменений в ДНК. Напро-
тив, при реализации RAD6-зависимого безошибочного механизма ТПД относительно более высокая
точность синтеза ДНК обеспечивается благодаря использованию неповрежденной сестринской хро-
матиды или гомологичной хромосомы в качестве матрицы для продолжения репликации. При этом
после остановки вилки репликации на повреждении 3'-конец синтезируемой нити переносится на
неповрежденную гомологичную молекулу ДНК, синтез продолжается на некотором протяжении на
новой матрице и затем удлиненная нить переносится обратно на исходную хроматиду. Инактива-
ция большинства генов, контролирующих безошибочный механизм ТПД, либо не влияет на уро-
вень УФ-индуцированного мутагенеза, либо его понижает. К исключениям можно отнести гены,
входящие в эпистатическую группу HSM3. Мутации в генах этой группы приводят к существенному
повышению частоты УФ-индуцированного мутагенеза. В данном обзоре авторы рассматривают
безошибочную ветвь ТПД и делают попытку обосновать роль генов HSM3-эпистатической группы
в ряду молекулярных событий, которые ведут к безошибочному обходу повреждений, блокирую-
щих репликацию у почкующихся дрожжей.

Ключевые слова: толерантность к повреждениям ДНК, пострепликативная репарация, репликация,
повреждения ДНК, УФ-индуцированный мутагенез.
DOI: 10.31857/S0016675821040020

В норме репликация ДНК завершается точным
копированием генетического материала. Однако
репликативная вилка часто сталкивается с мно-
жеством структурных препятствий, таких как
повреждения ДНК, сшивки белок–ДНК и пр.
Повреждения часто генерируются при нормаль-
ных условиях роста клетки [1], а также индуци-
руются экзогенными генотоксическими агентами
химической или физической природы. В течение
эволюции клетки приобрели такие механизмы,
как эксцизионная репарация нуклеотидов и экс-
цизионная репарация поврежденных оснований,
которые устраняют большинство повреждений
ДНК [2]. Тем не менее некоторые повреждения
сохраняются в ДНК и во время репликации, что
приводит к остановке репликативного комплек-
са. Репликативный комплекс не может подстав-
лять нуклеотиды напротив поврежденных нук-
леотидов, и если повреждение не обойти или не

устранить, то это может привести к гибели клетки.
Для решения этой проблемы клетки выработали
механизм, позволяющий преодолевать возникшие
препятствия благодаря обходу повреждений специ-
ализированными TLS ДНК-полимеразами (от англ.
Translesion Synthesis – синтез ДНК в обход повре-
ждений) или посредством смены поврежденной
матрицы на гомологичную неповрежденную и
продолжать процесс синтеза ДНК.

Данный механизм, позволяющий обходить
повреждения ДНК, возникшие во время репли-
кации, первоначально называли постреплика-
тивной репарацией (ПРР). Это связано с тем, что
УФ-облучение клеток почкующихся дрожжей
приводило к образованию однонитевых брешей
(ОНБ) в реплицирующейся ДНК [3]. Также было
отмечено, что УФ-индуцированные димеры пири-
мидина, вызывающие ОНБ, часто сохраняются по-
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сле завершения клеточного цикла [4–6]. Репрайми-
рование и пострепликативное заполнение брешей
позже было подтверждено экспериментами, пока-
завшими, что RAD6-зависимый путь обхода повре-
ждений у дрожжей активен в G2/M фазах клеточ-
ного цикла [7, 8]. Так как в то время считали, что
процесс репарации происходит после процесса
репликации, то данный механизм был назван
ПРР. Но в отличие от других механизмов репара-
ции ПРР фактически не устраняет повреждения
ДНК, а обеспечивает временную устойчивость к
ним. Исходя из этого, в настоящее время данный
механизм называют толерантностью к поврежде-
ниям ДНК (ТПД) [9].

ТПД обеспечивается двумя механизмами: пер-
вый осуществляется за счет белков гомологичной
рекомбинационной репарации (ГРР); второй
контролируется RAD6-эпистатической группой
генов. В свою очередь второй механизм подразде-
ляется на два пути: безошибочный и склонный к
ошибкам.

Склонный к ошибкам путь (TLS-путь) осу-
ществляется за счет работы специализированных
TLS ДНК-полимераз. К TLS ДНК-полимеразам у
почкующихся дрожжей относятся полимеразы Rev1
и Polη, принадлежащие к Y-семейству, а также по-
лимераза Polζ, принадлежащая к В-семейству поли-
мераз [10]. TLS-путь является источником большого
количества мутационных изменений в ДНК, вноси-
мых в ходе матричного синтеза ДНК TLS ДНК-по-
лимеразами, обладающими относительно низкой
точностью.

Безошибочный путь ТПД, контролируемый
RAD6-эпистатической группой генов, в свою оче-
редь осуществляется благодаря использованию
неповрежденной сестринской хроматиды или го-
мологичной хромосомы в качестве матрицы для
продолжения репликации и поэтому является более
точным по сравнению с TLS. Кроме того, относи-
тельно высокая точность этого процесса достигается
за счет привлечения к синтезу ДНК репликативных
ДНК-полимераз, обладающих большей точностью
по сравнению с TLS ДНК-полимеразами. К ре-
пликативным ДНК-полимеразам почкующихся
дрожжей относятся: Polα, Polδ и Polε. В ТПД у
почкующихся дрожжей большую роль в безоши-
бочном обходе повреждений ДНК играет Polδ.

Выбор пути, по которому будет осуществлять-
ся обход повреждения ДНК, в основном зависит
от типа посттрансляционной модификации ядер-
ного антигена пролифелирующих клеток (PCNA)
(рис. 1) [11]. PCNA (субъединицы которого коди-
руются геном POL30) является важным компонен-
том реплисомы, а также участвует в таких процессах
как репарация ДНК, метилирование ДНК, ремоде-
лирование хроматина и регуляция клеточного цик-
ла [12]. Моноубиквитинирование PCNA комплек-
сом Rad6/Rad18 активирует склонный к ошибкам

путь TLS. А полиубиквитинирование PCNA сти-
мулирует переход к безошибочному обходу по-
вреждений ДНК [13].

ОСТАНОВКА КЛЕТОЧНОГО ЦИКЛА
В ОТВЕТ НА ПОВРЕЖДЕНИЯ ДНК

В обеспечении толерантности к повреждени-
ям ДНК ключевую роль играет остановка клеточ-
ного цикла в ответ на повреждение ДНК (DDR от
англ. DNA Damage Response), так как DDR явля-
ется отправной точкой начала процесса обхода
повреждения ДНК. Ведь именно в момент ареста
клеточного цикла, вызванного повреждениями
ДНК, клеткой принимается решение продолжить
синтез ДНК или уйти в апоптоз, в случае если по-
вреждение не будет устранено и репликация не
возобновится.

Основные функции DDR – остановка движе-
ния по клеточному циклу и активация процессов ре-
парации поврежденной ДНК. При нормальных
условиях роста клеток ответ на повреждения гло-
бально не индуцируется. Однако локальное привле-
чение белков, специфических для этого ответа, мо-
жет происходить при столкновении репликативной
машины со спонтанными повреждениями ДНК.
Индукция глобального ответа на повреждения,
приводящего к аресту клеточного цикла, проис-
ходит при появлении в ДНК значительного числа
повреждений. При большом количестве повре-
ждений ДНК при репликации накапливается
большое число ОНБ. У почкующихся дрожжей
именно однонитевая ДНК (онДНК) является
сигналом для запуска процессов, приводящих к
аресту клеточного цикла, которые опосредованы
активацией киназы Mec1. Это происходит, когда
комплекс Mec1/Ddc2 связывается с онДНК через
физическое взаимодействие Ddc2 с RPA. После об-
разования тройного комплекса Mec1/Ddc2/RPA
происходит освобождение активной формы ки-
назы Mec1, которая активирует одну из важней-
ших своих мишеней – эффекторную киназу
Rad53 [14]. Rad53 регулирует множество аспектов
ответа на повреждения, включая подавление ак-
тивации поздних ориджинов, контроль синтеза
дезоксинуклеотидов, регуляцию транскрипции,
индуцированную повреждениями, и задержку
клеточного цикла [15].

Таким образом, после активации Rad53 про-
исходят события, способствующие возобновле-
нию репликации и дальнейшему движению по
клеточному циклу. Одним из таких событий яв-
ляется инициация ТПД, которая способствует
обходу повреждений ДНК и предотвращает ги-
бель клетки.
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ИНИЦИАЦИЯ ТПД
У ДРОЖЖЕЙ Saccharomyes cerevisiae

Долго полагали, что у эукариот лидирующая
нить копируется непрерывно и инициация син-
теза лидирующей нити происходит исключитель-
но в ориджинах репликации. Непрерывность
синтеза на поврежденной матрице объяснялась
процессом, названным синтезом ДНК в обход
повреждения (TLS) [16]. Накопление ОНБ и их
медленное устранение связывали с низкой скоро-
стью TLS. Но в работе [6] было показано, что у
почкующихся дрожжей после облучения их УФ
наблюдается прерывистость синтеза на обеих ни-
тях ДНК. В других работах [6, 8] было показано,
что репраймирование на лидирующей цепи при-
водит к образованию длинных ОНБ. Таким обра-
зом, ОНБ могут существовать достаточно продол-
жительное время. ОНБ являются опасными для
ДНК, так как эндо- и экзонуклеазы, присутству-
ющие в клетке, могут привести к деградации не-
защищенных концов ОНБ ДНК и двунитевым
разрывам ДНК. В связи с этим оба конца ДНК,
ограничивающие ОНБ, нуждаются в защите от де-
градации. С 3'-стороны бреши защита осуществля-
ется репликативным комплексом, который стаби-
лизируется фосфорилированием киназой Rad53.
Однонитевой участок бреши защищает от атаки
эндонуклеаз комплекс RPA. Одновременно RPA,

связанный с ДНК, активно привлекает погрузчик
Rad24 к 5'-стороне бреши, где происходит загруз-
ка на ДНК комплекса 9–1–1 (Rad17/Mec3/Ddc1),
являющегося альтернативным фактором процес-
сивности [14, 17], данный комплекс связывается с
участком повреждения ДНК и приводит к актива-
ции киназы Rad53. Комплекс 9–1–1 служит защи-
той 5'-стороны ОНБ от экзонуклеазной активно-
сти. Организованная таким образом ОНБ служит
субстратом для белков, инициирующих ТПД.
Ключевую роль при склонном к ошибкам обходе
повреждений играют специализированные ДНК-
полимеразы Rev1, Polη и Polζ (TLS) [18, 19], а без-
ошибочный (рекомбинационный) обход повре-
ждений находится под контролем комплекса
Mms2/Ubc13/Rad5 и ГРР [20, 21].

ОБХОД ПОВРЕЖДЕНИЙ ДНК
ПО МЕХАНИЗМУ TLS

Генетические исследования на модели дрожжей
Saccharomyces cerevisiae показали критическую роль
убиквитин-конъюгирующего ферментативного
комплекса Rad6/Rad18 в контроле репликации че-
рез повреждения ДНК [7, 22, 23]. Связывание
этого комплекса с ДНК в районе ОНБ является
первым этапом ТПД. Способность белка Rad18
связываться с однонитевой ДНК служит сред-

Рис. 1. Роль посттрансляционной модификации PCNA в обеспечении толерантности к повреждению ДНК у S. cerevi-
siae. После присоединения одного Ub PCNA может быть дополнительно последовательно модифицирована путем до-
бавления Lys63-связанной цепи полиубиквитина. Моноубиквитинирование PCNA привлекает подверженные ошиб-
кам и безошибочные TLS-полимеразы для прямого обхода повреждения ДНК. Полиубиквитинирование PCNA явля-
ется сигналом для активации безошибочного механизма обхода повреждения ДНК с использованием переключения
матрицы. Сумоилирование PCNA рекрутирует геликазу Srs2 в вилку репликации, которая предотвращает образование
филаментов Rad51-онДНК и тем самым предотвращает нежелательную гомологичную рекомбинацию [11].

Ubc9

Siz1

PCNA

U

U

U

U
U

U

U

S

S

S

Rad6
Rad18

SUMO

Ub

Srs2 Гомологичная
рекомбинация

Rad5

Mmm2

Ubc13

Синтез через

повреждения

ДНК

Инвазия

цепи

Регрессия

вилки

Ошибочная

ТПД

Безошибочная

ТПД



374

ГЕНЕТИКА  том 57  № 4  2021

АЛЕКСЕЕВА, КОРОЛЕВ

ством доставки белка Rad6 к заблокированной
повреждением репликационной вилке, где Rad6
ковалентно модифицирует PCNA, присоединяя
одну молекулу убиквитина (Ub) к Lys164 (рис. 1).
Когда PCNA моноубиквитинирован, белки TLS
могут быть привлечены для прямого обхода по-
вреждения ДНК [24]. Эта модификация PCNA
резко повышает сродство комплекса к связыва-
нию двух TLS ДНК-полимераз Polη и Rev1, но не
влияет на эффективность связывания ДНК-по-
лимераз Polδ и Polζ [25].

Polη является уникальной среди эукариотиче-
ских TLS ДНК-полимераз. Она способна осу-
ществлять эффективный и безошибочный синтез
ДНК на матричной цепи, содержащей циклобу-
тановые пиримидиновые димеры, образующиеся
в результате воздействия УФ-излучения [18], од-
нако как и другие TLS ДНК-полимеразы Polη с низ-
кой точностью копирует неповрежденную ДНК.
Polη не только способна эффективно подставлять
два адениновых нуклеотида напротив димера ТТ,
но и обеспечивает сохранение рамки считывания.
Более того, когда димер выходит из активного
сайта полимеразы, стерические препятствия га-
рантируют, что ДНК освободится от фермента.
Диссоциация полимеразы происходит после того,
как за повреждением будут встроены три нуклео-
тида [26]. Это спасает клетки от синтеза протяжен-
ных участков ДНК при помощи часто ошибаю-
щейся Polη. Поэтому у дрожжей мутанты по гену
RAD30, кодирующему Polη, проявляют повышен-
ную чувствительность к летальному, но не мутаген-
ному действию УФ [27]. В отличие от дрожжей
инактивация Polη в человеческих клетках приво-
дит к повышенному УФ-индуцированному мута-
генезу и определяет предрасположенность к ва-
риантной форме пигментной ксеродермы и раку
кожи [28–31].

В отличие от Polη Polζ способна продолжать
синтез от нуклеотида, встроенного напротив повре-
ждения другими ДНК-полимеразами, что, как пра-
вило, сопровождается мутагенезом [32, 33]. Polζ яв-
ляется мультисубъединичным комплексом, состоя-
щим из четырех белков Rev3/Rev7/Pol31/Pol32 [10].
В нуклеоплазме этот комплекс чаще всего пред-
ставлен двумя субъединицами – каталитической
Rev3 и вспомогательной Rev7. Для сборки осталь-
ных субъединиц TLS-полимеразы Polζ, вероятно,
служит платформа, состоящая из белка Rev1p,
связанного с PCNA и Rad5p. Белок Rev1 является
dCMP-трансферазой и дополнительно обладает не-
каталитическими функциями в TLS. Rev1 имеет по-
вышенное сродство к моноубиквитинированному
PCNA и стабильно взаимодействует с Rad5 через
С-терминальный домен Rev1 и N-терминальный
домен Rad5 [34]. Комплекс Rev3/Rev7/Pol31/Pol32,
возможно, при взаимодействии с репликативной
полимеразой Polδ осуществляет склонный к
ошибкам обход повреждений ДНК. Так как кон-

центрация белка Rev1 в нуклеоплазме очень низ-
кая [34], можно предположить, что Polη будет вы-
игрывать у Rev1 конкуренцию за связывание с
моноубиквитинированным PCNA. В результате
первая стадия обхода пиримидиновых димеров
будет осуществляться в основном Polη.

РЕКОМБИНАЦИОННЫЙ ПУТЬ ТПД

Полиубиквитинирование PCNA является сиг-
налом для инициации безошибочного механизма
ТПД [35]. Этот механизм осуществляется при по-
мощи репликативных ДНК-полимераз, у почку-
ющихся дрожжей он в основном осуществляется
за счет работы Polδ.

Безошибочный механизм ТПД может осуществ-
ляться по двум различным путям: один контролиру-
ется генами гомологичной рекомбинации (ГР),
второй контролируется генами RAD5-группы.

Полиубиквитинирование PCNA осуществляет
комплекс Rad5/Mms2/Ubc13. Механизм ТПД,
контролируемый генами RAD5, MMS2 и UBC13,
обеспечивает обход повреждения путем времен-
ного переключения синтеза с поврежденной нити
на сестринскую хроматиду (переключение матри-
цы). В экспериментах in vitro было показано, что
этот процесс может инициироваться благодаря
изомеризации репликативной вилки, генерируе-
мой белком Rad5 [36]. Белок Rad5 не только входит
в состав комплекса, обеспечивающего моноубик-
витинирование PCNA, но и выполняет функцию
сборки комплекса для последующей модифика-
ции PCNA. Rad5 физически взаимодействует с
двумя белками Mms2 и Ubc13, составляющими
единый комплекс. Этот комплекс может функци-
онировать in vitro как убиквитин лигаза E2 для
синтеза поли-Ub-цепей, связанных с Lys63 PCNA
[37, 38]. Mms2 напоминает фермент E2, но в его
активном сайте отсутствует остаток Cys [35]. Об-
разование комплекса Mms2/Ubc13 приводит к то-
му, что образуется уникальный активный сайт
для катализа реакции образования только Ub-це-
пей, связанных с Lys63 [37, 39–41]. Rad5 взаимо-
действует с Ubc13, обеспечивая роль комплекса
Mms2/Ubc13 в качестве фермента E3 [11, 42–46].
В соответствии с этим комплекс
Rad5/Mms2/Ubc13 имеет всe необходимое для
полиубиквитинирования PCNA [45].

В работе Янга с сотрудниками [11] в опреде-
ленной мере раскрывается функциональная роль
полиубиквитинирования PCNA в сигнальном
механизме ТПД. В ней было показано, что моно-
убиквитинированный PCNA стимулировал TLS
напротив апурин-апиримидиновых сайтов с по-
мощью Polη. Однако эффективность включения
нуклеотидов напротив повреждения снижалась по
мере того, как длина убиквитиновой цепи росла от
моно- до тетра-Ub. На основании проведенных
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экспериментов авторы пришли к заключению, что
полиубиквитинирование PCNA подавляет TLS,
уменьшая активность полимераз в месте поврежде-
ния. Кроме того, полиубиквитинирование PCNA
ослабляет связь Polη с PCNA, что способствует их
диссоциации и предотвращает образование ново-
го комплекса Polη/PCNA [11]. Таким образом,
предполагается, что полиубиквитинирование
PCNA служит в качестве сигнала, блокирующе-
го репликацию, посредством предотвращения
доступа полимераз семейства B и Y в вилку ре-
пликации.

Современные генетические и биохимические
данные способствовали созданию двух моделей,
объясняющих безошибочный обход поврежде-
ний ДНК. Первая модель рассматривает в каче-
стве основного механизма регрессии вилки репли-
кации (рис. 2) [11]. Согласно этой модели вилка
репликации останавливается, когда сталкивается
с повреждением в матричной цепи ДНК во время
синтеза лидирующей нити. Это ведет к наруше-
нию координации синтеза ведущей и отстающей
нитей [47]. Синтез отстающей нити продолжает-
ся, что ведет к генерации ОНБ, которая может
служить субстратом для связывания гетеродиме-
ра Rad6/Rad18. Последний будет моноубиквити-
нировать PCNA. Взаимодействие белка Rad18 с
Rad5 приведет к регрессии вилки репликации в
результате активации геликазной активности по-
следнего. При этом родительская и вновь синте-
зированная нити раскручиваются и отжигаются в
структуру “куриных лапок”. Благодаря формиро-
ванию такой структуры вновь синтезированная
нить будет служить матрицей для восстановления
информации о поврежденной области в роди-

тельской нити и с 3'-конца будет инициирован
нормальный процесс репликации.

Вторая модель предполагает, что механизм пере-
ключения матриц для безошибочного механизма
ТПД включает процесс обмена нитями, осуществ-
ляемый при участии факторов гомологичной ре-
комбинации (ГР) (рис. 2) [11]. После диссоциации
полимеразы Polη в результате полиубиквитиниро-
вания PCNA 3'-конец вновь синтезированной ДНК
подвергается деградации под действием экзо-
нуклеазной активности белкового комплекса MRX,
который активно привлекается к блокированной
вилке [48–50]. При этом степень деградации
ДНК находится под контролем белка Rad51. В от-
сутствие Rad51 ДНК подвергается обширной де-
градации, которую возможно осуществляет гели-
каза Pif1 при содействии флэп-эндонуклеазы
Fen1 [50]. Предполагается, что Mre11 и Rad51 на-
ходятся в динамическом равновесии на онДНК и
противодействуют активности друг друга [49].
Роль Pif1 в данном процессе, по-видимому, сво-
дится к процессингу ОНБ и подготовке свободного
однонитевого 3'-конца ДНК для последующих эта-
пов [50]. Свободный однонитевой 3'-конец ДНК
служит для инициации рекомбинационного про-
цесса путем образования D-петли (Displacement-
loop (D-loop)) (рис. 3). Инактивация каждого из
трех белков (Mre11, Rad51, Pif1) нарушает без-
ошибочный механизм ТПД, опосредованный ре-
комбинацией [50].

Физические доказательства участия процессов
рекомбинации в механизме безошибочной ТПД
получены в результате визуализации специфиче-
ских структур – Х-ДНК (Х-образной двухцепо-
чечной ДНК) [51] (рис. 4). Обработка клеток лю-

Рис. 2. Модель молекулярного механизма переключения матрицы и/или регрессии вилки репликации, реализуемого
в ходе безошибочного пути ТПД. а – задержка репликации из-за повреждения в матричной цепи ДНК приводит к на-
коплению онДНК, это является сигналом для Rad6/Rad18-зависимой активации ТПД, опосредованной моноубикви-
тинированием PCNA; б – комплекс Rad5–Ubc13–Mms2 полиубиквитинирует PCNA, что активирует безошибочную
ветвь ТПД. Rad5 способен осуществлять регрессию вилки репликации благодаря своей геликазной активности, что
приводит к формированию структуры “куриные лапки”. Факторы гомологичной рекомбинации (ГР) опосредуют ин-
вазию цепи и переключение матрицы на вновь синтезированную сестринскую хроматиду [11].
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бого из мутантов sgs1, top3, ubc9 или mms21 ДНК-
повреждающим агентом приводит к накоплению
структур X-ДНК, которые можно визуализиро-
вать с помощью 2D гель-электрофореза [52, 53].
Поскольку ген RAD51, кодирующий один из ос-
новных белков рекомбинации, абсолютно необ-
ходим для накопления структур X-ДНК [51], это
подтверждает связь между безошибочным меха-
низмом ТПД и гомологичной рекомбинацией.

Участие генов ГРР в безошибочной ТПД так-
же было подтверждено в недавнем исследовании
роли гена RAD5 в завершении репликации после
повреждения ДНК [53]. В данном исследовании
использовался ДНК-алкилирующий агент адо-
зелезин. Использование адозелезина позволило
авторам изучить остановленную репликацию в
определенных местах хромосомы. У мутанта rad5
обработка клеток адозелезином приводила к за-
медлению репликации и образованию структур
X-ДНК в результате остановки репликативной
вилки [54]. X-ДНК по сути представляли собой
структуры Холлидея, для образования которых
требовались функциональные продукты генов
RAD51, RAD52, RAD54 и RAD55. Полученные дан-
ные подтверждают связь между безошибочным ме-
ханизмом ТПД, инициируемым Rad5, и ГРР. Нако-
нец, выявление эпистатического взаимодействия
между генами, участвующими в ГРР и ТПД, также
указывает на наличие связи между ними [55].

Решающую роль в выборе между Rad5-зависи-
мым ТПД и ГРР определяют события, происхо-
дящие в D-петле, промежуточном продукте ГР
(рис. 3). В ходе Rad5-зависимого пути ТПД про-
исходит синтез относительно коротких фрагмен-
тов ДНК, способных перекрыть повреждение на
материнской молекуле. При реализации RAD52-
зависимого механизма осуществляется синтез бо-
лее протяженных участков ДНК. На первых по-
рах после возникновения D-петли представляют
собой неустойчивые структуры, которые нужда-
ются в стабилизации при помощи специфиче-
ских белков.

Одним из таких белков является Hmo1. Было
показано, что он контролирует образование проме-
жуточных продуктов рекомбинации, в том числе
D-петли, при инициации безошибочного механиз-
ма ТПД, так как Hmo1 демонстрирует высокое
сродство к крестообразным структурам ДНК и

измененным конформациям онДНК [56, 57]. Де-
леция гена HMO1 дестабилизирует D-петли, что
приводит к снижению чувствительности мутантов
rad5Δ, mms2Δ и ubc13Δ к MMS. Снижение чув-
ствительности данных мутантов происходит в ре-
зультате разрушения продуктов ГР (RAD52-зависи-
мый путь), образование которых в большом коли-
честве оказывает цитотоксическое действие на
клетку [56].

Белковый комплекс, известный как SHU-ком-
плекс, также играет определенную роль в ГРР, ста-
билизируя D-петли [58, 59]. Гены CSM2, PSY3,
SHU1 и SHU2, кодирующие все четыре субъединицы
данного комплекса, были выделены в полногеном-
ном синтетическом скрининге генетического мас-
сива и могут играть роль в безошибочном механиз-
ме ТПД [55]. Субъединица Csm2 комплекса SHU
стимулирует ГРР путем физического взаимодей-
ствия с гетеродимером Rad55/Rad57. Последний
привлекает комплекс SHU в остановленную ре-
пликативную вилку, таким образом облегчая об-
разование филамента Rad51 на онДНК [60, 61].
Противоположную роль у почкующихся дрожжей
играет геликаза Srs2, которая дестабилизирует
D-петли и является ингибитором ГР [62]. Гелика-
за Srs2 разрушает рекомбинационные интерме-
диаты, удаляя белок Rad51 из нуклеопротеиново-
го комплекса. Ген SRS2 был открыт как супрессор
УФ чувствительности мутантов rad6Δ и rad18Δ и в
независимом скрининге мутантов с сверхвысо-
ким уровнем рекомбинации [18, 22]. Мутации в
гене SRS2 в большой степени снижают УФ-инду-
цированный мутагенез в клетках дрожжей [20].
Продукт еще одного гена связан с дестабилизацией

Рис. 3. D-петля.

Рис. 4. Структура Х-ДНК.

X-ДНК
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D-петель. Это АТФ-зависимая ДНК-геликаза с
3'–5'-полярностью, которая кодируется геном
MPH1 [62, 63]. Продукт этого гена вовлечен в дис-
социацию D-петель независимо от геликазы Srs2
для того, чтобы подавлять избыточное образова-
ние кроссоверных событий [64]. Таким образом,
в отличие от белков комплекса SHU и Hmo1, ко-
торые стабилизируют D-петли, геликазы Mph1 и
Srs2 разрушают вновь образованные рекомбина-
ционные интермедиаты.

Ген HMO1 (HSM2) входит в HSM3-группу ге-
нов, которая принимает участие в контроле без-
ошибочного механизма ТПД [65].

РОЛЬ HSM-ГРУППЫ ГЕНОВ
В БЕЗОШИБОЧНОЙ ВЕТВИ ТПД

Ранее были выделены мутанты почкующихся
дрожжей hsm, которые отличаются высокой ча-
стотой индуцированного мутагенеза и практиче-
ски неизмененной устойчивостью к летальному
действию мутагенов [66, 67], а также характеризу-
ются повышенной частотой спонтанных мутаций
устойчивости к канаванину. Выраженность мута-
торного фенотипа варьировала от двукратного
повышения частоты спонтанных мутаций для
hsm1 до десятикратного для hsm2 по сравнению с
диким типом [68, 69]. Исследование этих мутантов
выявило шесть неаллельных мутаций (hsm1–hsm6),
которые приводят к повышению спонтанного и
УФ-индуцированного мутагенеза и не изменяют
чувствительности клеток к УФ- и гамма-лучам, а
также метилметансульфонату. Кроме того, были
выделены мутанты him по признаку повышенного
уровня мутагенеза, индуцированного азотистой
кислотой, которые оказались еще и спонтанными
мутаторами. Эти мутанты обладали повышенным
уровнем УФ-индуцированного мутагенеза [66].
Генетический анализ позволил разделить обе
коллекции мутантов на четыре эпистатические
группы. В первую группу попали четыре мутанта
hsm2Δ, hsm3Δ, hsm6Δ и him1Δ [69]. Наиболее важ-
ным для данного обзора свойством мутантов по
генам HSM2, HSM3, HSM6 и HIM1 является их
влияние на частоту индуцированной митотической
рекомбинации. Показано, что частота кроссинго-
вера у всех мутантов значительно уменьшена, а ча-
стота генной конверсии наоборот увеличена [68,
70, 71]. Это доказывает, что изучаемые мутации
влияют негативно на длину гибридной ДНК, воз-
никающей в течение репарационного синтеза в
D-петлях [72]. Таким образом, все четыре гена
имеют отношение к контролю рекомбинацион-
ного процесса. Мутанты по этим генам обладали
выраженным мутаторным фенотипом, который
зависел от гена REV3, что позволило отнести их к
пострепликативному типу репарации и более опре-
деленно к генам, контролирующим безошибочный
механизм ТПД [65]. Этот результат оказался неожи-

данным, так как практически все известные гены
этого пути отличаются либо неизмененным, либо
пониженным УФ-индуцированным мутагенезом.
Более того, биохимические функции четырех изу-
чаемых генов, выявленные или предполагаемые,
предполагают участие соответствующих белков в
различных процессах метаболизма хроматина
[67]. Эти данные позволяют выдвинуть предполо-
жение, что причиной повышенного индуциро-
ванного мутагенеза у рассматриваемых мутантов
является нарушение сборки хроматина в ходе ре-
парационного процесса.

Среди обсуждаемых мутантов наибольшим
влиянием на скорость спонтанного мутагенеза
обладали мутанты по гену HSM2 [68]. Было пока-
зано, что мутация hsm2-1 является аллелем гена
HMO1. Продукт этого гена относится к семейству
HMG-белков, ассоциированных с хроматином и
участвующих в поддержании стабильности гено-
ма [73].

Белок Hsm3 физически взаимодействует с бел-
ками Hat1, Hat2 и Hif1 – субъединицами гистонаце-
тилтрансферазного комплекса NuB4, принимаю-
щего участие в модификации и сборке хроматина
[74, 75]. С другой стороны, в ряде работ показано,
что белок Hsm3 участвует в сборке протеасомного
комплекса S26 [76, 77]. Для нахождения ответа на
вопрос о связи процессов сборки протеасомы и му-
тагенеза были проведены исследования доменной
структуры белка Hsm3 и показано, что за регуляцию
мутационного процесса отвечает С-терминальный
домен белка, а за сборку протеасом – центральный
домен [78].

Ген HSM6 был картирован на левом плече хро-
мосомы II в районе локализации гена PSY4.
Функциональный тест на аллелизм показал, что
мутация hsm6-1 является аллелем гена PSY4 [79].
Белок Psy4 является третьей субъединицей фос-
фатазного комплекса PPH3, который дефосфо-
рилирует гистон γH2A [79].

Ген HIM1 был картирован на правом плече
хромосомы IV; биохимическая функция белка,
кодируемого данным геном, в настоящее время
неизвестна. Известно, что делеция гена HIM1
приводит к дестабилизации D-петли [80].

Изучаемые мутации негативно влияют на длину
гибридной ДНК, возникающей в ходе удлинения
D-петли ДНК-полимеразами. Это подтверждается
данными генетического анализа о взаимодействии
мутаций him1Δ, hsm3Δ и hsm2Δ с мутацией srs2Δ,
которая влияет на процессинг D-петли. У двойных
мутантов him1Δ srs2Δ, hsm3Δ srs2Δ и hsm2Δ srs2Δ
уровень мутагенеза оказался ниже, чем у всех оди-
ночных мутантов [69, 70, 80]. Подобный результат
был получен в экспериментах с двойными мутан-
тами him1Δ mph1Δ и hsm3Δ mph1Δ [80, 81]. Осно-
вываясь на этих результатах, было сделано пред-
положение, что, по крайней мере, мутации him1Δ,
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hsm3Δ и hsm2Δ дестабилизируют D-петли, что и
приводит к повышенному мутагенезу. Это пред-
положение было доказано прямыми биохимиче-
скими экспериментами с мутантами по гену
HMO1 (HSM2) [56, 57]. Hmo1 может способство-
вать рекомбинационному процессу, помогая обра-
зованию сестринских хроматидных соединений
посредством изгиба ДНК [82]. Известно, что бел-
ковый комплекс SHU, в состав которого входит
субъединица Shu1, также стабилизирует вновь
образованные D-петли, препятствуя работе анти-
рекомбинационной геликазы Srs2 [83]. Как пока-
зали эксперименты, мутация shu1Δ приводит к рез-
кому увеличению уровня УФ-индуцированного му-
тагенеза по сравнению с клетками дикого типа, что
подтверждает высказанное выше предположение о
роли стабилизации D-петли в предотвращении
УФ-индуцированного мутагенеза [81].

Удивительные данные были получены при
изучении взаимодействия мутаций генов HSM3-
группы между собой. Двойной мутант him1Δ hsm2Δ
показал уровень УФ-индуцированного мутагенеза,
равный аналогичному показателю у штамма дикого
типа [70]. Примерно такой же эффект наблюдался у
двойного мутанта hsm2Δ hsm3Δ [84]. С другой сто-
роны, у двойного мутанта him1Δ hsm3Δ уровень
мутагенеза соответствовал уровню одиночного
мутанта hsm3Δ, что указывает на эпистатическое
взаимодействие между соответствующими генами.

Ранее было показано, что блок репарации не-
спаренных оснований у мутантов группы HSM3
приводит к синергическому увеличению частоты
УФ-индуцированного мутагенеза, в частности у
двойных мутантов pms1Δ him1Δ, pms1Δ hsm2Δ и
pms1Δ hsm3Δ [65, 69, 70]. Это кажется странным,
так как пиримидиновые димеры, возникающие
при действии УФ-лучей, не являются субстратом
белков репарации неспаренных оснований, следо-
вательно мутации HSM3-группы генов инициируют
образование ошибочно спаренных оснований на
неповрежденной матрице, которые и являются суб-
стратом Pms1-зависимой системы репарации.
Интересный результат был получен в экспери-
менте с тройным мутантом pms1Δ him1Δ hsm2Δ.
УФ-индуцированный мутагенез у тройного му-
танта оказался таким же, как у одиночного hsm2Δ.
Эти результаты позволяют сделать предположе-
ние, что причиной появления ошибочно спарен-
ных оснований является работа склонных к
ошибкам полимераз и что мутации в генах HSM3-
группы приводят к переключению высокоточных
ДНК-полимераз на TLS ДНК-полимеразы в ходе
репарационного синтеза ДНК. Это скорее всего и
влияет на фенотип мутантов по генам HSM3-
группы. Пока неизвестно какие именно полиме-
разы участвуют в данном процессе.

На какой стадии процесса ТПД принимают
участие гены HSM3-группы? В безошибочной ветви

ТПД можно рассматривать два механизма: ГРР и
Rad5-зависимый механизм. Для установления на
какой из этих механизмов оказывают влияние
HSM-мутанты были использованы мутанты по
генам SRS2 и MPH1. Известно, что на Rad5-зави-
симом пути активно работает геликаза Mph1, ко-
торая способна разрушать D-петли, возвращая
внедрившийся в сестринскую хроматиду однони-
тевой “хвост” на материнскую нить [84, 85]. У
двойных мутантов him1Δ srs2Δ, mph1Δ him1Δ и
hsm3Δ srs2Δ, mph1Δ hsm3Δ практически все воз-
никшие D-петли будут процессироваться по ме-
ханизму ГРР.

Для того чтобы разрешить гибридную структуру
D-петли, необходимо вмешательство резолваз. Бы-
ло сделано предположение, что на эту роль вполне
может претендовать эндонуклеаза Mus81/Mms4.
Эта структурно-специфическая эндонуклеаза
требуется для подавления накопления летальных
рекомбинационных интермедиатов, возникаю-
щих в процессе репликации поврежденной ДНК
[4, 6–8, 18]. Mus81/Mms4 используется клеткой в
процессинге рекомбинационных интермедиатов,
которые возникают при репарации поврежден-
ных репликативных вилок.

При исследовании УФ-индуцированного му-
тагенеза у двойного мутанта hsm3Δ mms4Δ было
показано, что двойной мутант не отличался от
штамма дикого типа по уровню индуцированного
мутагенеза [81]. Следовательно, можно предполо-
жить, что основным ферментом, осуществляющим
завершение процесса обмена матриц, является
эндонуклеаза Mus81/Mms4. Таким образом, ско-
ординированное действие геликазы Mph1 и эндо-
нуклеазы Mus81/Mms4 может обеспечить необходи-
мую длину вновь синтезированной ДНК в D-петле,
чтобы перекрыть брешь, образованную вокруг по-
вреждения.

Суммируя представленные результаты, можно
сделать заключение, что причиной высокого ин-
дуцированного мутагенеза у мутантов по генам
HSM2, HSM3 и HIM1 является преждевременное
вытеснение онДНК из D-петли и заполнение
оставшейся бреши полимеразой, склонной к
ошибкам.

Большое количество ОНБ, оставшихся в ДНК
после завершения репликации, приводит к ин-
дукции ареста клеточного цикла и активации ки-
назы Rad53. Одной из основных биохимических
функций Rad53 является контроль за эффективно-
стью индукции комплекса RNR и, как следствие,
концентрации дезоксинуклеотидов (дНТФ) [86].
При активации чекпойнта концентрация дНТФ в
нуклеоплазме возрастает в 8 раз по сравнению с
уровнем G0-фазы [87]. До настоящего времени

остается нерешенным вопрос: для чего необходимо
такое увеличение концентрации дНТФ? Един-
ственное, что удалось показать, это то, что высокие
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концентрации дезоксинуклеотидов значительно
повышают скорость синтеза ДНК. В клетках ди-
кого типа максимальная активность Rad53 и вы-
сокий уровень дНТФ достигаются перед началом
активной работы механизма ТПД [87]. Однако
при этом мы не видим высокого уровня мутагене-
за, характерного для мутантов him1Δ и hsm3Δ. Та-
кой же результат мы наблюдаем в клетках дикого
типа при быстром выходе из ареста клеточного
цикла и быстром снижении уровня дНТФ. Отсю-
да следует, что, по-видимому, промежуточные
концентрации дНТФ могут быть причиной высо-
кого мутагенеза у мутантов по генам HSM3 эпи-
статической группы.

Гены HSM3 эпистатической группы еще не
полностью изучены, и поэтому мы не можем до-
статочно подробно описать механизм их работы в
безошибочной ветви ТПД.

Однако за последнее десятилетие произошел
большой прогресс в понимании молекулярных
механизмов толерантности клеток к поврежде-
нию генетического материала. Теперь стало из-
вестно большинство ферментативных стадий в
процессах безошибочного и склонного к ошиб-
кам механизмов ТПД.

Авторы надеются, что в дальнейшем роль ге-
нов HSM3-группы будет более подробно изучена
и приведенная в данном обзоре информация по-
может в изучении механизмов ТПД.

Работа поддержана грантом РФФИ № 18-34-
00540 мол_а, а также работа выполнена при фи-
нансовой поддержке “Курчатовского геномного
центра – ПИЯФ” программой развития центров
генетических исследований мирового уровня,
Соглашение № 075-15-2019-1663.

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

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

Авторы заявляют, что у них нет конфликта ин-
тересов.
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The DNA Damage Tolerance in Yeast Saccharomyces cerevisiae
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In eukaryotes, DNA damage tolerance (DDT) is mediated by two mechanisms. The first is mediated by pro-
teins of homologous recombination repair (HRR). The second is under the control of the RAD6-epistatic
group of genes, and is divided into two more paths: error-free and error-prone. The error-prone mechanism
called translesion synthesis (TLS) is carried out by specialized TLS-DNA polymerases. TLS is a significant
source of mutational changes in DNA. On the contrary, in the implementation of the RAD6-dependent error-
free DDT mechanism, a relatively higher accuracy of DNA synthesis is provided due to the use of an intact
sister chromatid or a homologous chromosome as a template for the continuation of replication. In this case,
after stopping the replication fork at the damage, the 3'-end of the synthesized strand is transferred to an in-
tact homologous DNA molecule, the synthesis continues for some length on a new template, and then the
elongated strand is transferred back to the original chromatid. Inactivation of most of the genes that control
the error-free DDT mechanism either does not affect the level of UV-induced mutagenesis or decreases it.
Exceptions include genes belonging to the epistatic group HSM3. Mutations in the genes of this group lead to
a significant increase in the frequency of UV-induced mutagenesis. In this review, the authors consider an
unmistakable branch of DDT and attempt to substantiate the role of genes of the HSM3-epistatic group in a
series of molecular events that lead to an unmistakable bypass of replication blocking lesions in budding yeast.

Keywords: DNA damage tolerance, post-replicative repair, replication, DNA damage, UV-induced muta-
genesis.



ГЕНЕТИКА, 2021, том 57, № 4, с. 384–402

384

ИНТРОГРЕССИВНАЯ ГИБРИДИЗАЦИЯ МЯГКОЙ ПШЕНИЦЫ: 
РЕЗУЛЬТАТЫ И ПЕРСПЕКТИВЫ

© 2021 г.   И. Г. Адонина1, *, Е. М. Тимонова1, Е. А. Салина1

1Курчатовский геномный центр, Институт цитологии и генетики Сибирского отделения 
Российской академии наук, Новосибирск, 630090 Россия

*e-mail: adonina@bionet.nsc.ru
Поступила в редакцию 06.05.2020 г.

После доработки 29.07.2020 г.
Принята к публикации 17.08.2020 г.

Данный обзор посвящен интрогрессивной гибридизации мягкой пшеницы, процессу интеграции в
ее геном генов других культурных или дикорастущих видов из вторичного и третичного генных пу-
лов с целью увеличения генетического разнообразия этой важнейшей сельскохозяйственной куль-
туры. Обобщены результаты, достигнутые в интрогрессивной гибридизации мягкой пшеницы за
последние 20 лет, проанализировано распределение чужеродных транслокаций по субгеномам и по
хромосомам мягкой пшеницы, обсуждаются возможности дальнейшего развития данного направ-
ления исследований и селекции, базирующейся на использовании чужеродного генетического ма-
териала.

Ключевые слова: мягкая пшеница, интрогрессивная гибридизация, вторичный генный пул, третич-
ный генный пул.
DOI: 10.31857/S0016675821030024

Впервые термины “интрогрессия”, “интро-
грессивная гибридизация” были использованы
американским генетиком Андерсоном [1, 2]. Под
чужеродной интрогрессией обычно понимают
перенос в геном какого-либо биологического ви-
да генетической информации от другого вида, а в
селекции растений – это интеграция в геном
культурных растений генов других культурных
или дикорастущих видов. Интрогрессивная ги-
бридизация играет значительную роль в эволю-
ции растений. Поэтому всестороннее изучение
данного явления – важное направление исследо-
ваний в генетике растений. Однако прежде всего
интрогрессивная гибридизация – это один из
способов увеличения генетического разнообра-
зия культурных растений и, в частности, такой
важнейшей сельскохозяйственной культуры как
мягкая, или хлебная пшеница (Triticum aestivum L.,
2n = 6x = 42).

Дикие и культурные виды, родственные T. aes-
tivum, условно можно отнести к нескольким генным
пулам [3]. Виды, принадлежащие к первичному ген-
ному пулу, имеют геномы, гомологичные субге-
номам A, B и D мягкой пшеницы. Эта группа
включает, прежде всего, виды пшениц подрода
Triticum [4]: T. urartu Thum. ex Gandil. (2n = 2x = 14;
геном АuАu), относящийся к секции Urartu Dorof
et A. Filat., чей геном наиболее близок субгеному A

T. aestivum; 11 тетраплоидных видов секции Di-
coccoides Flaksb. и гексаплоидные виды секции
Triticum. Также к первичному генному пулу Фри-
бе с соавт. [3] отнесли диплоидные виды секции
Monococcon Dum. подрода Boeoticum [4]: T. mono-
coccum L., T. boeoticum Boiss., T. sinskajae A. Filat.
et Kurk. (геном AbAb) и диплоидный вид рода
Aegilops L. [5], Aegilops tauschii Coss. (2n = 2x = 14; ге-
ном DD), из секции Vertebrata Zhuk. Emend. Kihara.
Перенос генов от этих видов может быть осу-
ществлен путем прямой гибридизации, гомоло-
гичной рекомбинации, беккроссирования и от-
бора.

Вторичный генный пул включает полиплоид-
ные виды пшениц и эгилопсы, имеющие, по
крайней мере, один геном, гомеологичный субге-
номам A, B, D T. aestivum. В эту группу, например,
входят тетраплоидные виды секции Timopheevi
Filat. et Dorof. [4]: T. timopheevii (Zhuk.) Zhuk. и
T. araraticum Jakubz., диплоидные виды Aegilops L.
секции Sitopsis (Jaub. & Spach.) Zhuk. [5], S-геном
которых близок B-субгеному T. aestivum. Перенос
генов от этих видов в мягкую пшеницу возможен
за счет рекомбинации гомеологичных хромосом.

Виды, относящиеся к третичному генному пулу,
считаются более отдаленными родственниками
пшеницы. Хромосомы их геномов негомологич-
ны хромосомам мягкой пшеницы. Перенос генов
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от этих видов затруднен и требует применения
других стратегий.

В результате скрещивания мягкой пшеницы с
видами вторичного и третичного генных пулов
могут быть получены амфиплоиды (полный на-
бор хромосом пшеницы и полный или частичный
набор хромосом другого вида) и следующие типы
линий: дополненные линии (полный набор хро-
мосом пшеницы и дополнительная пара чужерод-
ных хромосом), замещенные линии (пара хромосом
пшеницы замещена на пару чужеродных хромо-
сом), транслоцированные линии (одна или не-
сколько хромосом пшеницы содержат чужеродные
транслокации). Перенос генетического материала
от отдаленных видов во многих случаях происходит
поэтапно от дополненных и замещенных линий к
линиям, несущим относительно небольшие транс-
локации (меньше размера плеча) с целевым ге-
ном. Стремление уменьшить размеры чужерод-
ных транслокаций, насколько это возможно, свя-
зано с тем, что вместе с целевым геном зачастую
переносится большое количество другого генети-
ческого материала, который может отрицательно
влиять на хозяйственно ценные свойства пшеницы.

Первые попытки получения гибридов между
пшеницей и ее дикими или культивируемыми ви-
дами-сородичами были предприняты в конце
XIX в. [6]. Первоначально целью экспериментов
по интрогрессивной гибридизации было изуче-
ние вопросов эволюции и происхождения видов,
процесса спаривания хромосом в мейозе. Однако
основной целью гибридизации являлось созда-
ние пшеницы с исключительными свойствами. В
перспективе представлялось, что данный подход
обеспечит гораздо более широкие возможности
для обогащения генома пшеницы, чем традици-
онная селекция. Своего пика интрогрессивная
гибридизация достигла во второй половине XX в.
Этому способствовали развитие молекулярной ге-
нетики и цитогенетики, работы по секвенированию
геномов злаков. Вначале проводилась только цито-
логическая характеристика интрогрессивных ли-
ний, которая ограничивалась описанием митоти-
ческих хромосом и поведения хромосом в мейозе,
а сам факт интрогрессии чужеродного генетиче-
ского материала устанавливался по появлению
новых признаков, например устойчивости к забо-
леванию.

Бурное развитие методов хромосомного ана-
лиза растений [7], таких как дифференциальное
окрашивание, в частности C-бэндинг; различные
модификации in situ гибридизации (GISH – геном-
ная in situ гибридизация, FISH – флуоресцентная
in situ гибридизация с использованием различных
повторяющихся последовательностей ДНК в каче-
стве зондов); микродиссекция и сортинг хромосом;
геномное секвенирование; разработка разнообраз-
ных молекулярных маркеров; построение генетиче-

ских карт, позволило полнее описывать геномную
конституцию у межвидовых гибридов, идентифи-
цировать чужеродные хромосомы и характеризо-
вать транслокации. Все это привело к получению
широкого разнообразия линий пшеницы с интро-
грессиями различных типов от разных доноров.

Наш обзор – это обобщение данных по гибри-
дизации мягкой пшеницы с родственными видами
вторичного и третичного генных пулов за послед-
ние 20 лет. Мы проанализировали распределение
чужеродных транслокаций по субгеномам и по
хромосомам мягкой пшеницы. Мы также попы-
тались оценить возможности дальнейшего разви-
тия интрогрессивной гибридизации пшеницы.
Аналогичного обзора в русскоязычной литерату-
ре нами не найдено. Поэтому мы надеемся, что
данный обзор будет интересен для специалистов
в области генетики пшеницы и особенно для се-
лекционеров.

ВИДЫ, ОТНЕСЕННЫЕ КО ВТОРИЧНОМУ 
ГЕННОМУ ПУЛУ, КАК ИСТОЧНИКИ 

НОВЫХ ГЕНОВ
Гибридизация мягкой пшеницы
с T. timopheevii и T. araraticum

T. timopheevii и T. araraticum относятся к вто-
ричному генному пулу. Субгеном At этих видов
родственен субгеному A мягкой пшеницы, а суб-
геном G – субгеному B. Как следствие этого, для
T. aestivum получен полный спектр замещенных
линий с участием T. timopheevii: с замещением
хромосом субгенома A на хромосомы субгенома At

T. timopheevii, хромосом субгенома B на хромосо-
мы субгенома G, а также линии с замещением
хромосом субгенома D на хромосомы субгеномов
At или G [8]. Интрогрессии генетического мате-
риала T. timopheevii и T. araraticum в геном мягкой
пшеницы в виде транслокаций представлены в
табл. 1. По меньшей мере девять генов устойчиво-
сти к грибным заболеваниям перенесены от этих
видов в геном T. aestivum (табл. 1): Lr18, Lr50,
LrSelG12, LrTt1 – гены устойчивости к листовой
ржавчине (Puccinia triticina Erikss.); Pm6, Pm27 –
гены устойчивости к мучнистой росе (Blumeria gr-
aminis DC.); Sr36, Sr37, Sr40 – гены устойчивости
к стеблевой ржавчине (Puccinia graminis Pers.).

Пшенично-эгилопсные интрогрессии.
Интрогрессии от эгилопсов секции Sitopsis

Очень интенсивно в гибридизацию с мягкой
пшеницей вовлекаются виды рода Aegilops. Это
объясняется, с одной стороны, тем, что в трибе
Triticeae род Aegilops является наиболее близким к
роду Triticum. А с другой стороны, − эгилопсы ха-
рактеризуются значительным генетическим по-
лиморфизмом. Первенство по количеству полу-
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Таблица 1. Транслокации от T. timopheevii и T. araraticum в геноме мягкой пшеницы

Примечание (для табл. 1–8). Lr – гены устойчивости к листовой ржавчине (Puccinia triticina Erikss.); Sr – гены устойчивости
к стеблевой ржавчине (Puccinia graminis Pers.); Pm – гены устойчивости к мучнистой росе (Blumeria graminis DC.).

Хромосома Транслокации Хозяйственно ценные гены Ссылки

1A T1AL-1AtL.1AtS [9]

2A 2AS-2AtS.2AtL-2AL LrTt1 [9]

3A
T3AL.3AtL [8]

T3AL.3AtS [8]

7A
T7AL.7AtS [8]

T7AS.7AtL [8]

2B

T2BL.2GS [8]

T2B/2G Sr36/Pm6, Lr50 [3, 10]

T2BS-2GS.2GL-1BL [9]

T2BL/2GS (T. araraticum) Sr40 [3]

3B
T3BS.3GL [8]

T3BS.3BL-3GL LrSelG12 [11]

4B
T4BS.4GL [8]

T4B/4G Sr37 [3]

5B

T5BS.5BL-5GL Lr18 [3]

T5BS.5GL [12]

T5BS.5BL-5GL LrTt1 [9]

6B
T6BS.6GL [9, 12]

T6B/6G Pm27 [13]

7D T7DS.7AtL [8]

ченных с их участием различных замещенных и
транслоцированных линий пшеницы принадле-
жит эгилопсам секции Sitopsis (табл. 2), особенно
выделяется Ae. speltoides, считающийся наиболее
вероятным донором B-субгенома T. aestivum [32].
Значительное число генов устойчивости к раз-
личным болезням и вредителям передано пшени-
це от эгилопсов этой секции (табл. 2).

ВИДЫ, ОТНЕСЕННЫЕ К ТРЕТИЧНОМУ 
ГЕННОМУ ПУЛУ, КАК ИСТОЧНИКИ 

НОВЫХ ГЕНОВ

Интрогрессии в геном мягкой пшеницы 
от эгилопсов, не относящихся к секции Sitopsis

Интрогрессии от эгилопсов, не относящихся к
секции Sitopsis, представлены в табл. 3.

Стоит отметить, что интрогрессивные линии,
полученные с участием видов Aegilops, очень разно-
образны и зачастую характеризуются уникальными

признаками, которых нет у пшеницы. И даже если в
настоящее время эти линии не так интенсивно ис-
пользуются, их качества могут быть оценены в буду-
щем. Так, например, Ae. speltiodes стал источником
генов устойчивости (Sr32 и Sr39) к расе стеблевой
ржавчины Ug99, появившейся в 1999 г. [48–50].
Получение транслокации T2AL.2AS-2NvS от
Ae. ventricosa и внедрение ее в селекционные про-
граммы позволило остановить распространение
пирикуляриоза в странах Азии, в частности в Бан-
гладеш [44, 51]. Интересным фактом является то,
что значительный процент линий мягкой пшеницы,
вовлеченных в селекционные программы CIMMYT,
содержит сегмент 2NvS, который помимо устой-
чивости к пирикуляриозу обеспечивает повы-
шенное содержание цинка в зерне [43, 52, 53].
Возможно, транслокация T2AL.2AS-2NvS окажет
значительное влияние на селекцию и производ-
ство пшеницы, как это произошло с пшенично-
ржаной транслокацией 1BL.1RS.
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Таблица 2. Транслокации и замещения хромосом, полученные с участием видов Aegilops секции Sitopsis

Хромосома Транслокации, замещения Хозяйственно ценные гены 
(признаки) Ссылки

1A T1AS.1AL-1SL Lr51 [14]

2A T2AL.2SL-2SS Sr32 [3]

3A

T3AL.3AS-3SS [15]

T3A-3S Lr66 [16]

T3AS.3SL [17]

T3AL.3SS [17]

T3AL.3SsS (Ae. searsii) Sr51 [18]

4A T4AS-4AL-7SS Lr28 [3]

6A
T6AL.6SS Pm12 [17]

T6AL-6SshL.6SshS (Ae. sharonensis) Lr56/Yr38 [19]

7A

T7AS-7SS.7SL Gb5, Lr47 [3]

T7AS-7SS-7AS.7AL Lr47 [20]

T7AS.7AL-7SL-7AL Lr47 [20]

1B

1S(1B) [21]

T1BL.1BS-1SS [22, 23]

T1BS.1BL-1SL Lr51 [14]

T1BL.1SS Pm32 [24]

T1BS.1SL [17]

1BL.1SlS (Ae. longissima) [25]

2B

T2BL/2SS Sr32 [3]

T2B/2S Lr35/Sr39 [3]

T2BL-2SL.2SS Sr47 [26]

T2BL.2SS [17]

T2BS.2SL [17]

T2BS.2BL-2S Pm57 [27]

3B
T3BL.3BS-3SS (Ae. longissima) Pm13 [3]

T3BL.3SsS (Ae. searsii) Sr51 [18]

4B T4BL.4SS [17]

5B

T5BS.5BL-5SL LrAsp5 [22]

T5BL.5SS [17]

T5BS.5SL [17]

T5BS.5BL-5SL [21]

T5BS/5SL Pm53 [28]



388

ГЕНЕТИКА  том 57  № 4  2021

АДОНИНА и др.

Интрогрессии в геном мягкой 
пшеницы от ржи (Secale L.)

Из 14 хромосомных плеч ржи только пять
(1RS, 1RL, 2RL, 3RS, и 5RS) коллинеарны пше-
ничным, остальные перестроены [54, 55]. Поэтому
транслокации с участием других хромосом были
получены в основном с использованием ионизи-
рующего облучения (табл. 4). До настоящего вре-
мени наиболее успешными в плане использова-
ния в селекции являются транслокации 1AL.1RS
и 1BL.1RS.

Интрогрессии в геном мягкой пшеницы
от многолетних видов Triticeae

С участием многолетних видов трибы Triticeae
получены дополненные, замещенные линии мяг-
кой пшеницы, линии с различными транслока-
циями (табл. 5–8). Поскольку систематика мно-

голетних видов трибы Triticeae достаточно слож-
на и продолжает изменяться с получением новой
информации об организации геномов этих видов,
мы решили придерживаться наиболее часто ис-
пользуемой в настоящее время номенклатуры
[97]. Интерес к этим видам был связан главным
образом с надеждой на создание многолетней
пшеницы. В основном для реализации этой цели
использовались различные виды пырея: пырей
удлиненный (Thinopyrum elongatum), пырей бесса-
рабский (Th. bessarabicum), пырей прутьевидный
(Th. junceum), пырей средний (Th. intermedium), пы-
рей понтийский (Th. ponticum). Наиболее широкое
применение в качестве доноров полезных призна-
ков получили виды: пырей средний (Th. intermedium,
синоним Agropyron glaucum) и пырей понтийский
(Th. ponticum). Однако многолетний цикл жизни –
сложный признак, носит количественный харак-
тер. Оказалось, что гибридные формы становятся
многолетними только если доля генома, полученно-

Примечание. Yr – гены устойчивости к полосатой (желтой) ржавчине (Puccinia striiformis Westend.); Gb – гены устойчивости к
тле (Schizaphis graminum Rond.).

6B

T6BS.6BL-6SL [22]

T6BS-6SS.6SL Pm12 [29]

T6BS Lr36 [30]

T6BS.6SL [17]

T6BL.6BS-6SS [21]

T6B (Ae. sharonensis) (устойчивость к листовой
и стеблевой ржавчинам) [31]

7B
T7BL.7SS [17]

T7BS.7SL [17]

1D T1DS.1DL-1SL [21]

2D

T2DL-2SL.2SS Sr32 [3]

T2DS.2SL LrSp2 [12]

T2DS.2DL-2SL [21]

3D

T3DS.3DL-3SL [21]

T3DL.3DS-3SlS (Ae. longissima) Pm13 [3]

T3DL.3SsS (Ae. searsii) Sr51 [18]

T3DS-3SsS.3SsL (Ae. searsii) Sr51 [18]

4D 4S(4D) [21]

5D T5DS.5SL [17]

7D

7S(7D) [15]

T7SS.7SL-7DL [23]

T7DL-7SL.7SS [21]

Хромосома Транслокации, замещения Хозяйственно ценные гены 
(признаки) Ссылки

Таблица 2. Окончание
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го от многолетних родителей, значительна [97]. В
последние годы появилась тенденция создания
многолетних крупнозерных сортов пырея [98–100],
однако пока такой подход вызывает много вопро-
сов. Среди диких злаков пырей средний обладает
наиболее крупным зерном. В США был создан сорт
Kernza, урожайность которого составляет около 30%
от урожайности мягкой пшеницы [98, 101]. В Омске
создан крупнозёрный сорт пырея Сова, с урожай-
ностью 11–12 центнеров зерна с гектара (Шама-
нин, неопубликованная информация).

Интрогрессии в геном мягкой пшеницы
от ячменя (Hordeum vulgare L.)

Ячмень имеет много характеристик, которые
могут быть полезны для пшеницы, например ран-
неспелость, повышенное содержание β-глюканов в
зерне, благоприятный аминокислотный состав,
устойчивость к засолению и засухе и т.д. Однако од-
на из основных проблем, возникающих при попыт-
ке получения гибридов пшеницы и ячменя, – ядер-
но-цитоплазматическая несовместимость.

Долгое время изучение пшенично-ячменных
гибридов шло по пути создания дополненных и

Таблица 3. Транслокации и замещения хромосом, полученные с участием разных видов Aegilops

Примечание. Yr – гены устойчивости к полосатой (желтой) ржавчине (P. striiformis); Cre – гены устойчивости к корневой не-
матоде (Heterodera avenae Woll.); Rkn – гены устойчивости к корневой нематоде (Meloidogyne spp.); Pch – гены устойчивости к
церкоспореллезу (глазковая пятнистость) (Tapesia yallundae Wallwork & Spooner).

Хромосома Транслокации,
замещения Вид Хозяйственно ценные гены 

(признак) Ссылки

1A T1AS-1AepL Ae. peregrina Lr59 [33]

2A

T2AS-2ML.2MS Ae. comosa Yr8/Sr34 [3]

T2AS Ae. ventricosa Cre5 [34]

T2AL.2AS-2NvS Ae. ventricosa Rkn3, Yr17, Lr37, Sr38, Cre5; 
(устойчивость к пирикуляриозу) [35, 43, 44]

5A 5Nv(5A) Ae. ventricosa Cre6 [36]

6A
T6AL-6AenL.6AenS Ae. neglecta Lr62 [37]

T6AL-6AenL.6AenS Ae. neglecta Yr42, Lr62 [37]

1B 1BS.1BL-2Sv Ae. peregrina CreX [45]

2B
2U(2B) Ae. umbellulata PmY39 [38]

T2BS.2BL-2UtL Ae. triuncialis Lr58 [39]

3B T3BS.3BL-3Sv Ae. peregrina CreY, Rkn2 [45]

4B T4BL.4BS-6UL Ae. umbellulata Lr9 [3]

6B
T6BS.6BL-6UL Ae. umbellulata Lr9 [3]

T6BL.6BS-6UL Ae. umbellulata Lr9 [3]

7B T7BL.7BS-6UL Ae. umbellulata Lr9 [3]

2D

T2DS.2DL-6UL Ae. umbellulata Lr9 [3]

T2DS.2DL-2UL Ae. umbellulata [21]

T2DS-2ML.2MS Ae. comosa Yr8/Sr34 [3]

T2DL Ae. kotschyi Yr37/Lr54 [40]

5D

T5DL.5DS-5MgS Ae. geniculata Lr57, Yr40 [41]

T5DL-5MgL.5MgS Ae. geniculata Sr53 [42]

T5DL.5DS-5US Ae. umbellulata Lr76, Yr70 [46]

7D
7Nv(7D) Ae. ventricosa Cre2, Pch1 [36, 43]

T7DL.7DS-7US Ae. umbellulata [21]

T7DS Ae. geniculata Pm29 [47]
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Таблица 4. Транслокации от ржи в геноме мягкой пшеницы

Примечание. Gb – гены устойчивости к тле (S. graminum); H – гены устойчивости к гессенской мухе (Mayetiola destructor (Say));
Yr – гены устойчивости к полосатой (желтой) ржавчине (P. striiformis); Cre – гены устойчивости к корневой нематоде (H. av-
enae).

Хромосома Транслокации Хозяйственно ценные гены (признаки) Ссылки

1A
T1AL-1RS Gb2/Pm17 [3]
T1AL.1RS Gb6 [3]

2A
T2AL-2AS-1RS Gb6 [3]
T2AS-1RS-1RL Gb6 [3]
T2AS-2RS.2RL Lr45 [3]

3A
T3AS.3RS Sr27 [3]
T3AL-3RS Sr27 [3]

4A T4AS.4AL-6RL-4AL H25 [3]
6A T6AL.6RS Pm56 [56]
7А T7AS.4RS [57]
1B T1BL.1RS Pm8/Sr31, Lr26/Y49; PmCn17; YrCN17,

Sr50 (ранее SrR), Sr1RSAmigo
[3, 58–60]

T1BL.1RS (S. africanum) Yr9 [61]

2B T2BS-2RL H21, (устойчивость к мучнистой росе и 
листовой ржавчине)

[3, 62]

3B T3BL.3RS Sr27 [3]

4B
T4BS.4BL-2RL Lr25/Pm7 [3]
T4BS.4BL-6RL H25 [3]
T4BL.4RL (устойчивость к мучнистой росе) [57]

6B
T6BS-6RL Pm20, Cre10, Yr83 [3, 63]
T6BS.6BL-6RL H25 [3]

2D T2DS.2RL Sr59 [64]

Таблица 5. Транслокации от Thinopyrum elongatum в геноме мягкой пшеницы

Примечание. Cmc – гены устойчивости к клещу (Eriophyes tulipae Keifer); WSMR – устойчивость к вирусу полосатой мозаики
пшеницы.

Хромосома Транслокации Хозяйственно ценные
гены (признаки) Ссылки

1A T1AS.1EL [65]

3A T3AS.3AL-3EL (солеустойчивость) [66]

6A T6AS.6AL-6EL Sr26, SrB [3, 67]

1B T1BL.1BS-3EL Sr24/Lr24 [3]

5B T5BL.6ES Cmc2 [3]

3D T3DS-3DL-3EL Sr24/Lr24 [3]

4D T4DS.4DL-1EL (WSMR) [3]

6D T6DS [68]

7D

T7DS.7DL-7EL-7DL [3]

T7DL-7EL.7ES Lr19/Sr25/Sr43 [3]

T7DS.7DL-7EL Lr19/Sr25/Sr43 [3]

T7DS-7EL Lr19/Sr25/Sr43 [3]
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замещенных линий [102]. Затем были получены
рекомбинантные интрогрессивные линии пше-
ницы с транслокациями целых плеч и сегментов
хромосом, а также серии линий с фрагментами
разного размера от хромосом 1H, 3H, 4H, 5H, 6H,
7H [102–107]. Набор таких линий позволил про-
вести физическое и генетическое картирование
хромосом ячменя, однако в селекционных про-
граммах большая часть полученных линий не ис-
пользуется.

ОСОБЕННОСТИ ИНТРОГРЕССИВНОЙ 
ГИБРИДИЗАЦИИ МЯГКОЙ ПШЕНИЦЫ

С целью выявления возможных закономерно-
стей в интрогрессивной гибридизации мягкой
пшеницы мы проанализировали данные за пери-
од с 1996 г. по 2018 г. (табл. 1–8). Результаты про-
веденного анализа показывают, что больше всего
чужеродных транслокаций, полученных с участием

видов, относящихся к вторичному генному пулу,
выявляется в хромосомах субгенома B (рис. 1,а), а с
участием видов третичного генного пула – в хромо-
сомах субгенома D (рис. 1,б). Это в первую очередь
объясняется тем, что геномы соответствующих ви-
дов наиболее близки к субгеномам пшеницы B и D.
Наименьшая частота чужеродных интрогрессий
наблюдается по хромосомам 4А, 5А (рис. 2). Од-
ной из причин этого может быть наличие в геноме
мягкой пшеницы транслокации 4AL/5AL/7BS, а
также перицентрической и парацентрической
инверсий хромосомы 4A [108, 109], перестроек,
произошедших в эволюционной истории пше-
ниц на уровне тетраплоидного предшественника
гексаплоидной пшеницы. Значительное число
транслокаций, полученных с участием видов, от-
носящихся к вторичному генному пулу, в хромо-
сомах 2B и 6B (рис. 2,а) объясняется, скорее все-
го, тем, что виды Aegilops секции Sitopsis, принад-
лежащие к данному генному пулу и являющиеся

Таблица 6. Транслокации и замещения хромосом, полученные с участием Thinopyrum intermedium

Примечание. BYDR – устойчивость к вирусу желтой карликовости ячменя; Yr – гены устойчивости к полосатой (желтой)
ржавчине (P. striiformis); WSMR – устойчивость к вирусу полосатой мозаики пшеницы; Bdv – гены устойчивости к вирусу
желтой карликовости ячменя.

Хромосома Транслокации, замещения Хозяйственно ценные гены (признаки) Ссылка

2A T2AS.2AL-7AiL Lr38 [3]

5A T5AL.5AS-7AiL Lr38 [3]

7A T7AL.7AS-7AiS [69]

1B
T1BS-7AiS.7AiL (BYDR) [3]

T1BL.1BS-3Ai YrCH-1BS [70]

4B T4BL Yr50 [71]

6B T6BS.6AiL (устойчивость к мучнистой росе
и полосатой ржавчине)

[72]

7B T7BS Pm40 [73]

1D
T1DS.1DL-7AiL Lr38 [3]

1St(1D) (устойчивость к полосатой ржавчине) [74]

2D T2DL Pm43 [75]

3D T3DL.3DS-7AiL Lr38 [3]

4D T4DL.4AiS (WSMR) [3]

6D
T6DS.6DL-7AiL Lr38 [3]

6Ai(6D) Lr6Ai#2 [76]

7D

T7DS-7AiL.7AiS Sr, (BYDR) [3]

T7DS-7AiS.7AiL (BYDR) [3]

7DS.7DL-7EL Bdv3 [77]

7E(7D) Bdv3 [78]

T7DS-7AiL.7AiS 7AiL Sr44 [3]

7DL.7AiS Sr44 [79]
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донорами большего числа из этих транслокаций,
несут в соответствующих гомеологичных хромо-
сомах гаметоцидные гены, имеющие преимуще-
ство при передаче потомству [110].

При обсуждении закономерностей интрогрес-
сивной гибридизации мягкой пшеницы важно
учитывать тот факт, что чаще всего проводится
анализ гибридных линий, полученных селекцио-

нерами. Это значит, что исследуемые линии уже
были отобраны по каким-то характеристикам.
Наиболее часто такой характеристикой является
устойчивость к биотическому стрессу. Многие
чужеродные интрогрессии, представленные в
табл. 1–8, выявлены именно в таких селекцион-
ных линиях. При анализе карты геномного рас-
пределения семейств генов пшеницы [111] можно

Таблица 7. Транслокации от Dasypyrum villosum в геноме мягкой пшеницы

Примечание. Cre – гены устойчивости к корневой нематоде (H. avenae); WSSMVR – устойчивость к вирусу веретеновидной
полосатой мозаики пшеницы.

Хромосома Транслокации Хозяйственно ценные
гены (признак) Ссылки

5A T5AL.6VS Pm55 [80]

6A
T6AL.6VS Pm21 [81, 82]

T6AS.6VL CreV, Sr52, Pm5 [81, 83, 84]

1B T1BL.1VS [80]

2B T2BS.2VS Pm62 [85]

6B T6BS.6BL-2VS [86]

1D
T1DL.1VS [81]

T1DL.1VL [80]

2D
T2DL.2VS [87]

T2DS.2VL [80]

3D

T3DS.2VL [86]

T3DL.3VS [81]

T3DS.3VL [81]

4D
T4DL.4VS (WSSMVR) [81, 88]

T4DS.4VL [81]

5D T5DL.5VS Pm55 [80, 81]

6D T6DL.6VS Pm21 [89]

7D
T7DL.2VS [86]

T7DL.7VS [81]

T7DS.7VL [81]

Рис. 1. Процентное распределение чужеродных транслокаций по субгеномам мягкой пшеницы: (а) транслокации от
видов вторичного пула; (б) транслокации от видов третичного пула.
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заметить определенную положительную корреля-
цию между участками локализации генов (генных
семейств), связанных с адаптацией к биотическому
стрессу и распределением чужеродных интрогрес-
сий. По-видимому, это связано с коллинеарностью
хромосом пшеницы и хромосом родственных видов.
Так, например, гены, связанные с адаптацией к
биотическому стрессу, в хромосоме 1B сконцен-
трированы главным образом в ее коротком плече.
Транслокации по этой хромосоме также в основ-
ном находятся в плече 1BS. Хромосома 4В обед-
нена генами устойчивости, почти все транслока-
ции по этой хромосоме с генами устойчивости
получены с использованием облучения и пред-
ставляют собой фрагменты негомологичных хро-
мосом других видов.

Среди всех хромосом по числу интрогрессий
выделяется хромосома 7D (рис. 2). Наибольшее
количество различных интрогрессивных линий
получено с участием именно этой хромосомы,
особенно это касается видов третичного генного
пула. Возможно, одной из причин значительного
числа замещений хромосомы 7D и наличия чуже-
родных транслокаций в хромосоме 7D является
то, что хромосомы гомеологичной группы 7, кро-
ме хромосомы 7В, играют незначительную роль в
определении жизнеспособности и фертильности
мягкой пшеницы по сравнению с хромосомами

других групп [112]. Следует отметить, что струк-
турная организация хромосомы 7B значительно
отличается от организации хромосом 7A и 7D из-за
транслокации 4AL/5AL/7BS [108, 109]. По-види-
мому, с этим связано и то, что хромосома 7В ха-
рактеризуется небольшим числом чужеродных
интрогрессий (рис. 2).

Локализация и характеристики чужеродных
транслокаций в значительной степени зависят от
того, насколько геном донорного вида перестро-
ен относительно генома пшеницы. Так, напри-
мер, картирование хромосом T. timopheevii пока-
зало, что хромосомы 6At и 1G и дистальный район
3AtL значительно перестроены [113], и транслока-
ции с участием этих хромосом у мягкой пшеницы
не выявлены. Геном Ae. umbellulata сильно пере-
строен относительно генома пшеницы [114], по-
этому практически все интрогрессивные линии с
участием этого вида получены при использова-
нии радиационного облучения.

ПРОБЛЕМЫ ИТРОГРЕССИВНОЙ 
ГИБРИДИЗАЦИИ МЯГКОЙ ПШЕНИЦЫ
Интрогрессивная гибридизация пшеницы стал-

кивается со многими проблемами.
• Получение интрогрессивных линий и в осо-

бенности создание сортов на их основе является

Таблица 8. Транслокации и замещение хромосом, полученные с участием разных многолетних видов

Примечание. Yr – гены устойчивости к полосатой (желтой) ржавчине (P. striiformis); Fhb – гены устойчивости к фузариозу (Fu-
sarium spp.).

Хромосома Транслокации Вид Хозяйственно ценные гены (признаки) Ссылки

2A T2AL Thinopyrum ponticum [68]

T2AS Th. ponticum Yr69 [90]

7A T7AL.7LrS Leymusracemosus Fhb3 [91]

1B T1BL Th. ponticum [68]

2B T2BL.2BS-2JS Th. bessarabicum [92]

3B T3BL.3BS-3NsS Psathyrostachys 
huashanica

(устойчивость к полосатой ржавчине) [93]

4B T4BS.4BL-7LrS L. racemosus Fhb3 [91]

T4BL-7LrS.5LrS L. racemosus [91]

5B T5BS Th. ponticum [68]

6B T6BS.6BL-7LrS L. racemosus Fhb3 [91]

T6BL.5LrS L. racemosus [91]

1D T1DL Th. ponticum [68]

2D T2DL Th. ponticum (гены карликовости) [68, 94]

6D 6P(6D) A. cristatum [95]

7D T7DS.7DL-7AeL Th. distichum Lr19/Sr25 [3]

T7DL Th. ponticum Fhb7 [96]
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долгим и сложным процессом, даже несмотря на
развитие технологий с использованием молеку-
лярных маркеров для ускорения селекции.

• Вместе с целевым геном зачастую переносится
большое количество избыточного генетического
материала, который может отрицательно влиять на
хозяйственно ценные свойства пшеницы.

• Чем больше эволюционное расстояние меж-
ду видами, тем сложнее получить гибриды.

• Для переноса в пшеницу генов от видов, от-
носящихся к третичному генному пулу, часто ис-
пользуют ионизирующее излучение, которое вы-
зывает случайные хромосомные разрывы, из-за
чего могут возникать генетически несбалансиро-
ванные транслокации между негомеологичными
хромосомами (участками хромосом), в результате
чего потеря собственных генов не компенсирует-
ся генами донора.

• Еще одной проблемой, особенно когда в ро-
ли доноров генетического материала выступают
виды рода Aegilops, являются гаметоцидные гены.
Они считаются агрономически негативными, по-
скольку нарушают жизнеспособность гамет. Одна-
ко, с другой стороны, способность гаметоцидных ге-
нов элиминировать гаметы, несущие нежелатель-
ный аллель, может использоваться для отбора, если
они связаны с генами, контролирующими полез-
ные признаки [115]. Кроме того, гаметоцидные
гены, как и ионизирующее излучение, использу-
ются для индукции разрыва донорских хромосом,

для стимуляции встройки чужеродных фрагмен-
тов в хромосомы пшеницы.

Существуют и другие проблемы, с которыми
можно столкнуться при попытке улучшения
свойств пшеницы с помощью интрогрессивной
гибридизации. Это ядерно-цитоплазматическая
несовместимость, изменение экспрессии чуже-
родного гена в новом генетическом окружении,
возможная активация мобильных элементов
[116]. В некоторых случаях чужеродные гены мо-
гут инактивироваться или не функционировать
должным образом. Внесение чужеродного хрома-
тина может изменять пространственную органи-
зацию генома и, как следствие, влиять на его
функционирование. Следует отметить, что эти
аспекты еще изучены совершенно недостаточно.

СОВРЕМЕННЫЙ СТАТУС 
ИНТРОГРЕССИВНОЙ ГИБРИДИЗАЦИИ 

ПШЕНИЦЫ

На настоящий момент получено значительное
число разнообразных интрогрессивных линий.
Большинство из них несут гены устойчивости к
разным факторам биотического стресса. Однако в
результате интрогрессивной гибридизации было
создано лишь небольшое количество коммерче-
ских сортов. Вероятно, лучшим примером успеш-
ности чужеродной интрогрессии является транс-
локация 1BL.1RS. Было подсчитано, что в период

Рис. 2. Количественное распределение чужеродных транслокаций по хромосомам мягкой пшеницы: (а) транслокации
от видов вторичного пула; (б) транслокации от видов третичного пула.
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с 1991 по 1995 г. 45% из 505 коммерческих сортов
мягкой пшеницы в 17 странах мира имели транс-
локацию 1BL.1RS, которая обеспечила увеличе-
ние урожайности зерна за счет устойчивости к
ржавчинным заболеваниям, повышение устой-
чивости к стрессу, больший вес зерна [6].

В Мексике был создан сорт Oasis 89, несущий
ген Lr19 от Th. ponticum, который оказался более
урожайным, чем родительский сорт Yecora 70 да-
же при отсутствии поражения ржавчиной [6]. В
Индии сорта с сочетанием генов Lr19 и Sr25 при-
обрели популярность не только из-за устойчиво-
сти к ржавчине, но и благодаря повышенной про-
дуктивности [97]. Сорта Plainsman V, Plainsman IV,
Encore и Frontiersman (США), созданные с уча-
стием Ae. ovata, характеризовались увеличением
содержания белка [6]. И, наконец, еще один яр-
кий пример − китайский сорт Xiaoyan 6, у которо-
го хромосомы 2A и 7D содержат интрогрессии от
Th. ponticum [97]. Благодаря устойчивости к бо-
лезням, экологической пластичности (высокая
стабильность урожая в разных условиях) и хоро-
шим хлебопекарным качествам Xiaoyan 6 выра-
щивался в качестве основного сорта в провинции
Шэньси в течение 16 лет (1980–1995 гг.). Кроме
того, на основе Xiaoyan 6 в Китае было выведено
более 50 новых сортов пшеницы. Эти сорта в
свою очередь занимали более 20 млн га посевных
площадей и увеличили производство зерна в об-
щей сложности на 7.5 млн т.

В нашей стране тоже получен ряд успешных
сортов мягкой пшеницы с чужеродными интро-
грессиями, например:

• сорта селекции Самарского НИИСХ, Тулай-
ковская 5, Тулайковская 10 и Тулайковская 100 с
замещением хромосомы 6D на соответствующую
хромосому пырея, 6Ai(6D), характеризующиеся
устойчивостью к листовой ржавчине и мучнистой
росе [76, 117];

• сорт Фишт (Краснодарский НИИСХ им.
П.П. Лукьяненко), с транслокациями 5BS.5GL,
6BS.6GL от T. timopheevii и замещением хромосом
1D, 6D на соответствующие хромосомы Ae. taus-
chii [12];

• сорт Челяба 75 (Челябинский НИИСХ) с
транслокацией 2DS.2SL от Ae. speltoides, устойчи-
вый к стеблевой ржавчине [115].

ПЕРСПЕКТИВЫ ИНТРОГРЕССИВНОЙ 
ГИБРИДИЗАЦИИ

Каковы перспективы интрогрессивной гибри-
дизации в XXI в.?

В первую очередь необходимо развивать тео-
ретические знания. Почти ничего не известно о
том, как геном пшеницы взаимодействует с ин-
трогрессированными генами и как он влияет на
их функцию. Последние достижения в областях

геномики, транскриптомики, протеомики, эпи-
генетики, цитогенетики обещают дать необходи-
мую информацию.

Важно сохранение уже созданных отдельными
исследователями или селекционерами коллек-
ций интрогрессивных линий и получение новых,
поскольку потенциал многих родственных видов,
например видов Aegilops, еще далеко не исчерпан.

До недавнего времени использование в селек-
ции пшеницы потенциала отдаленных видов было
недостаточно эффективным. Однако современные
технологии генотипирования в сочетании со спе-
цифическими стратегиями скрещиваний значи-
тельно повысили результативность интрогрессив-
ной гибридизации с участием видов вторичного и
третичного генных пулов. Применение молекуляр-
ных маркеров и современных цитогенетических
методов (FISH/GISH) позволяет обнаруживать,
точно характеризовать перенесенные в пшеницу
чужеродные фрагменты, а также отслеживать их
судьбу в последующих скрещиваниях [43]. Осо-
бенно важно то, что в настоящее время с помощью
молекулярных маркеров могут быть выявлены ин-
терстициальные интрогрессии, не имеющие значи-
мого фенотипического проявления [26]. Многие из
последних работ направлены на уменьшение раз-
меров фрагментов генетического материала отда-
ленных видов, которые были ранее перенесены в
геном пшеницы или получены от новых скрещива-
ний. Это делается для снижения отрицательного
влияния сопутствующего генетического материала,
перенесенного вместе с полезными целевыми гена-
ми. Так, например, успешно проведены работы
по уменьшению размеров транслокаций с целе-
выми генами устойчивости к вирусу полосатой
мозаики Wsm1 и Wsm3 у ранее отобранных интро-
грессивных линий пшеницы, у которых короткое
плечо хромосомы 4D и длинное плечо хромосомы
7B были полностью замещены на плечи соответ-
ствующих гомеологичных хромосом Th. intermedium
[118, 119]. Ниу с соавт. [50], используя мутантный
(делеционный) локус ph1b, индуцировали рекомби-
нацию между хромосомами 2В мягкой пшеницы и
2S Ae. speltoides. В результате после скрининга попу-
ляции из 1048 растений было отобрано 40 реком-
бинантных линий. Четыре из них содержали ген
Sr39 с размером прилегающего фрагмента 2.87–
9.15% хромосомы эгилопса. Занг с соавт. [120, 121]
также, используя локус ph1b и генотипирование с
помощью SNP-маркеров, продемонстрировали
алгоритм, позволяющий стимулировать и иден-
тифицировать гомеологичную рекомбинацию
между хромосомой 2В мягкой пшеницы и хромо-
сомами 2S Ae. speltoides (генотипировано 83 реком-
бинантных линии) и 2E Th. elongatum (генотипиро-
вано 67 рекомбинантных линий). И, наконец,
группой ученых под руководством Джулии Кинг
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была выполнена масштабная работа по получе-
нию интрогрессивных популяций для ряда видов
злаков. На сегодняшний день ими получено и
охарактеризовано с помощью SNP-маркеров 218
интрогрессий от Ambylopyrum mutica [122], 294 ин-
трогрессированных фрагмента от Ae. speltoides
[123], 276 интрогрессированных фрагментов от
T. timopheevii [124] и 12 интрогрессированных фраг-
ментов от Th. bessarabicum [125]. Хотя влияние
большей части полученных фрагментов на фенотип
еще не изучено, полученный материал, скорее
всего, может оказаться полезным не только для
решения задач селекции, но и в фундаменталь-
ных исследованиях. Например, созданные серии
интрогрессивных линий позволяют строить фи-
зические и генетические карты высокого разре-
шения [43, 106, 123].

Помимо совершенствования технологий тра-
диционной интрогрессивной гибридизации мяг-
кой пшеницы все более актуальным становится
использование новых оригинальных подходов в
селекции растений. Так, например, применение в
селекции синтетических гексаплоидных пшениц,
полученных путем скрещивания различных тет-
раплоидных видов пшеницы с Ae. tauschii, позво-
ляет использовать потенциал генетического разно-
образия сразу двух видов [126]. Стабильные гексап-
лоидные синтетики затем успешно скрещиваются с
сортами мягкой пшеницы. Перспективным мето-
дом внесения изменений в геном пшеницы является
цисгенез – альтернатива трансгенезу, такая тех-
нология генетической модификации, при кото-
рой манипуляции происходят с использованием
ДНК близкородственного вида, с которым возмо-
жен половой процесс [127]. В отличие от трансген-
ных такие растения не должны содержать репортер-
ные и селективные гены, т.е. гены неродственных
организмов и гены устойчивости к антибиоти-
кам. Следует отметить, что все большие обороты
в современном мире набирают технологии редак-
тирования генома, особенно основанные на при-
менении системы CRISPR/Cas9 [127].

В связи с расширением круга задач, усложне-
нием методов интрогрессивной гибридизации
мягкой пшеницы и других хозяйственно важных
растений было даже предложено дать новое на-
звание этому направлению исследований – ин-
трогрессиомика (introgressiomics) [128].

Таким образом, можно сделать вывод, что ин-
трогрессивная гибридизация мягкой пшеницы
имеет значительный потенциал дальнейшего раз-
вития и в XXI в.

Работа выполнена в рамках бюджетного про-
екта 0324-2019-0039-C-01, при финансовой под-
держке гранта РФФИ № 20-016-00122.

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

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

Авторы заявляют, что у них нет конфликта ин-
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Изучен полиморфизм первичной структуры генов семейства ipiO в популяции Phytophthora infestans
в Московской области. В качестве метода оценки полиморфизма использовали SSCP-анализ. В ре-
зультате при помощи этого метода удалось различить классы генов семейства ipiO и установить, что
изучаемые образцы имели один из трех вариантов генотипа ipiO в зависимости от комбинации у них
генов этих классов. Выявленные генотипы оказались распределены в проанализированной популя-
ции P. infestans Московской области с неодинаковой частотой. Кроме того, было показано, что кар-
тофельная и томатная субпопуляции P. infestans также различаются по частотам встречаемости вы-
явленных генотипов.
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Фитофтороз относится к числу наиболее вре-
доносных заболеваний картофеля и томатов. Его
возбудителем является оомицет Phytophthora infestans
(Mont.) de Bary. Чтобы инфицировать растительные
клетки, P. infestans секретирует так называемые
эффекторные белки. Основная роль этих эффек-
торных белков заключается в подавлении базаль-
ной защитной реакции хозяина, что позволяет
патогену развиваться в тканях растения. Однако
эффекторные белки могут распознаваться R-бел-
ками растения-хозяина, которые взаимодейству-
ют с эффекторами согласно модели ген–на–ген,
в результате этого взаимодействия развивается
гиперчувствительный ответ и растение сохраняет
устойчивость к патогену. Таким образом, эффекто-
ры действуют как факторы вирулентности/авиру-
лентности. Эффекторные белки в геноме P. infestans
кодируются генами вирулентности (Avr-генами), а
R-белки растения – генами устойчивости (R-ге-
нами). “Гонка вооружений” между патогеном и
хозяином и их коэволюция привели к возникнове-
нию значительного полиморфизма генов Avr. За по-
следнее время в геноме P. infestans было обнаружено
множество генов вирулентности, кодирующих бел-
ки, принадлежащие к семейству RXLR-dEER эф-
фекторов [1]. К числу таких генов относятся гены
семейства ipiO. Это семейство является очень по-
лиморфным. Так у P. infestans было выявлено 13

вариантов последовательностей гена ipiO, кото-
рые на основании различий в их первичной
структуре были разделены на три класса (I, II и
III) [2]. Наиболее полиморфным является класс I,
который включает в себя 10 вариантов, класс II
содержит два варианта, а класс III представлен
всего одним вариантом ipiO4 [2]. Варианты гена
ipiO, относящиеся к классу I, распознаются соот-
ветствующим геном устойчивости растения (ген
Rpi-blb1), т.е. в функциональном отношении явля-
ются авирулентными [2, 3], в то время как продукт
гена ipiO4 (класс III) избегает распознавания, и та-
ким образом этот вариант является вирулентным
[4, 5]. Кроме того, было показано, что изоляты, у
которых отсутствуют варианты класса I, являются
вирулентными на растениях, имеющих ген Rpi-blb1,
а вариант ipiO4 не только сам избегает распозна-
вания, но и подавляет гиперчувствительный от-
вет, возникающий в результате распознавания ге-
нов ipiO класса I продуктом гена Rpi-blb1 [3, 6].
Варианты, относящиеся к классу II, в функцио-
нальном отношении проявляют себя неоднознач-
но. Было показано, что такие варианты вызывают
гиперчувствительный ответ при агробактериаль-
ной коинфильтрации с геном Rpi-blb1, но в есте-
ственных условиях штаммы P. infestans, содержащие
только варианты генов ipiO класса II, не вызыва-
ют гиперчувствительного ответа у растений, име-

УДК 574.2:577.2

ГЕНЕТИКА
РАСТЕНИЙ



404

ГЕНЕТИКА  том 57  № 4  2021

МАРТЫНОВ, ЧИЖИК

ющих в своем геноме ген Rpi-blb1. Из приведен-
ных выше данных видно, что полиморфизм генов
семейства ipiO тесно связан с их функцией, и на-
бор этих генов у штаммов P. infestans может оказы-
вать влияние на вирулентность и агрессивность
этих штаммов. Поэтому изучение полиморфизма
генов семейства ipiO является важным не только с
научной, но и с практической точки зрения, так как
сведения об этом полиморфизме будут способство-
вать более эффективной борьбе с фитофторозом.
Однако полиморфизм генов этого семейства был
изучен лишь на небольшой коллекции европейских
изолятов [2, 7], а также у изолятов, собранных на
территории Центральной и Северной Америки и
Юго-Восточной Азии [4], а для российских популя-
ций P. infestans такие исследования не проводились.
Поэтому цель настоящей работы – изучение по-
лиморфизма первичной структуры генов семей-
ства ipiO в популяции P. infestans в Московской
области.

Изучение генетического полиморфизма мож-
но проводить различными способами. Одним из
таких способов является SSCP-метод, основан-
ный на анализе одноцепочечного конформаци-
онного полиморфизма (single-strand conformation
polymorphism). Этот простой метод анализа поз-
воляет определить являются ли фрагменты ДНК
идентичными по своей нуклеотидной последова-
тельности, не прибегая к их секвенированию [8,
9]. Метод SSCP-анализа был применен нами для
изучения структурного полиморфизма генов се-
мейства ipiO в популяции P. infestans в Москов-
ской области.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В качестве материала P. infestans использовали

пораженные фитофторозом листья растений кар-
тофеля, собранные летом 2015 г. на территории
четырех районов Московской области (Люберец-
кий, Чеховский, Коломенский и Озерский), и по-
раженные фитофторозом листья растений тома-
тов, собранные в то же время и в тех же точках на
территории Коломенского, Озерского и Чехов-
ского районов (рис. 1). В общей сложности было
пять точек сбора, в трех из которых образцы были
собраны как с растений картофеля, так и с расте-
ний томатов. Каждый образец собран с индивиду-
ального растения. Они находились друг от друга на
расстоянии примерно 10 м. Всего было собрано и
затем проанализировано 37 образцов пораженных
растений картофеля (семь из точки 1, десять из
точки 2, десять из точки 3, четыре из точки 4 и
шесть из точки 5) и 10 образцов пораженных рас-
тений томатов (четыре из точки 3, два из точки 4
и четыре из точки 5). Таким образом, в общей
сложности было собрано и проанализировано 47
образцов. Чтобы подтвердить, что растение пора-
жено именно фитофторозом, для экспресс-опре-

деления P. infestans в полевых условиях использо-
вали тест-набор производства фирмы ООО “Ген-
контроль”. Собранные листья высушивали и
хранили в виде гербария для последующего выде-
ления из них препарата тотальной ДНК. Пригод-
ность гербарных образцов для выделения из них
ДНК P. infestans известна из литературы [10].

Выделение ДНК
Тотальную ДНК выделяли из гербарных об-

разцов при помощи набора реагентов “SILICA
plant” производства ООО компании “Биоком” по
протоколу фирмы-производителя. Для выделе-
ния тотальной ДНК брали фрагмент высушенно-
го листа растения площадью примерно 1 см2.

Условия ПЦР
Поскольку семейство генов ipiO является вы-

сокополиморфным, а функциональные различия
наблюдаются только между отдельными класса-
ми, для амплификации генов этого семейства в
препаратах тотальной ДНК нами были подобра-
ны праймеры на участки последовательностей ге-
нов ipiO, консервативные для всех трех классов.
Кроме того, поскольку класс III этого семейства
генов представлен только одним геном ipiO4,
нуклеотидная последовательность которого до-
статочно сильно отличается от последовательно-
стей других генов этого семейства, нами был
сконструирован обратный праймер для специ-
фичной амплификации именно этого варианта
гена. Таким образом, ПЦР-амплификацию про-
водили с консервативными праймерами IPIOF
5-CATCCAAGATTCGCTTTCTGTCT-3 и IPIOR
5-GCTTATCGGCGTCTCTCCGG-3, а для спе-
цифичной амплификации гена ipiO4 вместо
праймера IPIOR использовали праймер IPIO4R
5-GGATGCTTGTTCTTGTAGCTAGC-3. Про-
грамма амплификации для обеих реакций была
следующей: 94°С, 3 мин; 35 циклов (94°С, 30 с;
63°С, 30 с; 72°С, 1 мин), финальный синтез 72°С,
5 мин. Объем реакционной смеси составлял
25 мкл. На одну реакцию брали 50 нг тотальной
ДНК. Для амплификации использовали прибор
GeneAmp PCR System 2700 (Applied Biosystems,
Inc., США). Электрофоретическое разделение
продуктов амплификации проводили в 1%-ном
агарозном геле в 0.5× TBE-буфере.

SSCP-анализ
Для изучения полиморфизма генов ipiO приме-

няли SSCP-анализ. SSCP (single-strand conforma-
tional polymorphism) анализ представляет собой ме-
тод, основанный на способности одноцепочечных
молекул ДНК образовывать уникальные вторичные
структуры, конформации которых зависят от их



ГЕНЕТИКА  том 57  № 4  2021

ИЗУЧЕНИЕ ПОЛИМОРФИЗМА ГЕНОВ СЕМЕЙСТВА ipiO ООМИЦЕТА 405

нуклеотидной последовательности. Замены в нук-
леотидной последовательности изменяют вторич-
ную структуру молекулы, что приводит к измене-
нию ее подвижности в неденатурирующем по-
лиакриламидном геле (ПААГ). Такие изменения
в электрофоретической подвижности указывают
на полиморфизм последовательности ДНК. При
помощи SSCP-анализа можно обнаружить оди-
ночные нуклеотидные замены в относительно ко-
ротких последовательностях (ампликонах), и этот
способ широко используется для решения различ-
ных задач, связанных с выявлением полиморфизма
первичной структуры ДНК, в том числе в фитопа-
тологических исследованиях [11–14]. Для перевода
ДНК в одноцепочечное состояние используют тер-
мическую и химическую денатурацию, после чего
проводят разделение в ПААГ. В настоящем иссле-
довании протокол анализа был следующим: к
1.5–4 мкл ПЦР-продукта добавляли семь объе-
мов денатурирующего буфера (95% формамида,
0.05% бромфенолового синего, 0.05% ксилен ци-
анола, 20 мM ЭДТА) и инкубировали в течение
10 мин при температуре 95°С. Затем образцы не-
медленно помещали в лед и наносили на 8%-ный

ПААГ (40 : 1 акриламид : бис-акриламид). Элек-
трофоретическое разделение проводили в 0.5×
TBE-буфере при температуре 4°С и напряжении
200 В в течение 4.5 ч. Детекцию результатов элек-
трофореза проводили путем окрашивания геля
красителем SYBR Green I с последующей визуа-
лизацией в ультрафиолете.

Клонирование и секвенирование
Для определения нуклеотидных последова-

тельностей зон электрофоретической подвижно-
сти, обнаруженных по результатам SSCP-анализа,
эти зоны вырезали из геля, элюировали TE-буфе-
ром, клонировали в вектор pAL-TA (Евроген) по
протоколу фирмы-производителя, которым транс-
формировали компетентные клетки E. coli штамма
DH5α, и секвенировали по пять клонов для каж-
дого образца (по методу Сэнгера с помощью на-
бора реактивов Big Dye Terminator v. 3.1 (Applied
Biosystems, Inc.) на автоматическом секвенаторе
ABI PRIZM 3730 (Applied Biosystems, Inc.)) со-
гласно инструкциям производителя. Надежность
прочтения при секвенировании подтверждали
тем, что каждый клон секвенировали в двух по-

Рис. 1. Карта-схема мест сбора образцов в Московской области. Точка 1 – п. Коренево, поле ВНИИКХ; точка 2 –
п. Коренево, частный сектор; точка 3 – д. Масловка; точка 4 – п. Поляны; точка 5 – п. Лесное.
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вторностях с прямого и обратного праймеров, и
полученные таким образом сиквенсы для каждо-
го клона были идентичны по нуклеотидной по-
следовательности. В общей сложности было
получено десять нуклеотидных последовательно-
стей десяти клонов (по пять клонов для каждой из
двух зон электрофоретической подвижности).

Математическая обработка данных

Множественное выравнивание нуклеотидных
последовательностей осуществляли при помощи
программы Clustal Omega, доступной на сервере
http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/, с последу-
ющим анализом результатов этого выравнивания
при помощи программы GeneDoc. Производные
аминокислотные последовательности были получе-
ны с помощью программы EditSeq. Для построения
дендрограммы использовали метод минимальной
эволюции в программе MEGA 6.

РЕЗУЛЬТАТЫ
В результате ПЦР-амплификации препаратов

тотальной ДНК 47 образцов с праймерами, спе-
цифичными по отношению к консервативным
участкам генов семейства ipiO P. infestans, во всех
образцах был получен продукт ожидаемой длины –
266 пн. SSCP-анализ полученных ампликонов
показал, что в исследуемой популяции полимор-
физм генов семейства ipiO представлен двумя зона-
ми электрофоретической подвижности – “нижней”
и “верхней”, и эти две зоны дают три варианта ге-
нотипа-паттерна (рис. 2). Клонирование и секве-
нирование этих зон показало, что они действи-
тельно являются структурными гомологами гена
ipiO. Эти нуклеотидные последовательности бы-
ли зарегистрированы нами в базе данных
GeneBank NCBI под номерами MH450292 и
MH450293 соответственно. Мы сравнили полу-
ченные последовательности с известными вари-
антами гена ipiO, относящимися к трем классам
семейства этого гена. Результаты сравнения пред-
ставлены в виде дендрограммы (рис. 3). На этой
дендрограмме видно, что полученная нами по-
следовательность нижней зоны относится к клас-

су I гена ipiO и наиболее гомологична варианту
ipiO6, с которым она образует общий кластер, в то
время как последовательность верхней зоны об-
разует общий кластер с вариантами ipiO3 и ipiO13,
которые принадлежат к классу II. Таким образом,
выявляемые с помощью SSCP-анализа три вари-
анта генотипов можно охарактеризовать так: со-
держащий только гены ipiO класса I (паттерн 1);
содержащий гены ipiO класса I и класса II (пат-
терн 2); содержащий только гены ipiO класса II
(паттерн 3). Вариант гена ipiO4, который является
единственным представителем класса III, в на-
шем исследовании обнаружен не был.

Вышеуказанные генотипы распределены в
проанализированной популяции P. infestans Мос-
ковской области с неодинаковой частотой. Так,
наиболее часто встречающимся оказался гено-
тип, содержащий только гены ipiO класса I. Он
был обнаружен у 60% образцов (28 образцов).
Вторым по распространенности оказался гено-
тип, содержащий гены ipiO класса I и класса II.
Этот генотип имели 23% образцов (11 образцов).
Наиболее редким был генотип, содержащий
только гены ipiO класса II, он был выявлен у 17%
образцов (восемь образцов).

При этом встречаемость данных генотипов в
разных точках сбора отличалась от общей для по-
пуляции и существенно различалась у образцов,
собранных с растений картофеля, и образцов, со-
бранных с томатов. Так, в случае образцов, полу-
ченных с растений картофеля (табл. 1), все образ-
цы из точек 1, 3 и 4 (п. Коренево, поле ВНИИКХ;
д. Масловка; п. Поляны) имели одинаковый ге-
нотип, содержащий только гены ipiO класса I. Об-
разцы из точки 2 (п. Коренево, частный сектор)
были представлены всеми тремя генотипами, при
этом частота генотипа, содержащего только гены
ipiO класса I, была немного ниже средней по по-
пуляции, а частота генотипа, содержащего только
гены ipiO класса II, почти в 2 раза превышала ча-
стоту этого варианта для всей популяции. Образ-
цы из точки 5 (п. Лесное) были представлены дву-
мя генотипами – содержащим только гены ipiO
класса I и содержащим гены ipiO класса I и класса II.
В этой точке частота встречаемости генотипа, со-
держащего гены ipiO класса I и класса II, почти в

Таблица 1. Частоты выявленных генотипов ipiO в разных точках сбора у образцов P. infestans, собранных с расте-
ний картофеля

Примечание. Точка 1 – п. Коренево, поле ВНИИКХ; точка 2 – п. Коренево, частный сектор; точка 3 – д. Масловка; точка 4 –
п. Поляны; точка 5 – п. Лесное.

Классы гена ipiO
Доля образцов (%) с выявленными генотипами

точка 1 точка 2 точка 3 точка 4 точка 5

Класс I 100 50 100 100 33
Классы I и II 0 20 0 0 67
Класс II 0 30 0 0 0
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3 раза превышала среднюю по популяции, а ча-
стота генотипа, содержащего только гены ipiO
класса I, напротив была в 2 раза ниже средней по
популяции. Также было проанализировано распре-
деление этих генотипов в каждой из трех точек сбо-
ра образцов с растений томатов. Результаты этого
анализа приведены в табл. 2. Все образцы из точ-
ки 4 (п. Поляны) были представлены генотипом,
содержащим только гены ipiO класса II. У образ-
цов, собранных в точке 3 (д. Масловка), генотип,
содержащий гены ipiO класса I и класса II, и гено-
тип, содержащий только гены ipiO класса II, были
представлены поровну, а генотип, содержащий
только гены ipiO класса I, обнаружен не был. Сре-
ди образцов, собранных в точке 5 (п. Лесное),
преобладали образцы с генотипом, содержащим
гены ipiO класса I и класса II. Генотип, содержа-
щий только гены ipiO класса II, встречался значи-
тельно реже, а генотип, содержащий только гены
ipiO класса I, также не был обнаружен в этой точ-
ке сбора.

Таким образом, было установлено, что карто-
фельная и томатная популяции P. infestans суще-
ственно различаются по частотам выявленных ге-
нотипов ipiO (табл. 3). Главным, обращающим на
себя внимание, различием является то, что ни у од-
ного из образцов P. infestans, собранных на томатах,
не был обнаружен генотип, содержащий только ге-
ны ipiO класса I, который наиболее распространен
среди образцов, полученных с картофеля. И наобо-
рот, самый редкий у картофельных образцов гено-
тип, содержащий только гены ipiO класса II, у об-
разцов, полученных с растений томатов, встречался
в 50% случаев, а другие 50% образцов были пред-
ставлены генотипом, содержащим гены ipiO класса I
и класса II, который у картофельных образцов так-
же встречается достаточно редко.

ОБСУЖДЕНИЕ
При помощи метода SSCP-анализа нам уда-

лось изучить полиморфизм генов семейства ipiО
оомицета P. infestans в популяции этого патогена в
Московской области. Для этого с использованием
специфичных праймеров для ПЦР-амплифика-
ции генов данного семейства мы проанализирова-
ли 47 образцов тотальной ДНК полевых образцов
P. infestans, собранных на территории Московской
области. В результате SSCP-анализа полученных
ампликонов были выявлены две зоны электрофо-
ретической подвижности, которые в разных комби-
нациях образуют три паттерна, характеризующих
полиморфизм генов семейства ipiО у изученных об-
разцов. Метод SSCP-анализа достаточно широко
применяется для изучения генетического поли-
морфизма [15], в том числе и у патогенов [11–14],
однако ни в одном из известных исследований их
авторы не пытались установить молекулярную
природу наблюдаемого полиморфизма. В своем

исследовании мы отсеквенировали каждую из
двух наблюдаемых зон электрофоретической по-
движности и установили, что нуклеотидные по-
следовательности этих зон различаются между
собой и соответствуют последовательностям ге-
нов ipiО, принадлежащих двум разным классам
этого семейства. Таким образом, мы установили,
что наблюдаемый электрофоретический поли-
морфизм не является артефактным, а действи-

Рис. 2. Полиморфизм генов семейства ipiO, выявляе-
мый при помощи SSCP-анализа. М – маркер молеку-
лярной массы; 1, 2, 3 – выявляемые электрофорети-
ческие паттерны генов ipiO; I и II – зоны, соответ-
ствующие классу I и классу II генов ipiO
соответственно.

М 1 2 3

II

I

Таблица 2. Частоты выявленных генотипов ipiO в раз-
ных точках сбора у образцов P. infestans, собранных с
растений томатов

Примечание. Точка 3 – д. Масловка; точка 4 – п. Поляны;
точка 5 – п. Лесное.

Классы
гена ipiO

Доля образцов (%)
с выявленными генотипами

точка 3 точка 4 точка 5

Класс I 0 0 0
Классы I и II 50 0 75
Класс II 50 100 25
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тельно обусловлен различиями в нуклеотидных
последовательностях образующих его зон, при-
чем эти различия соответствуют структурным
особенностям генов ipiO класса I и класса II. По-
этому в дальнейшем при оценке полиморфизма
генов семейства ipiO выявленные паттерны мы
рассматривали как генотипы, содержащие вари-
анты генов ipiO класса I и класса II, и оценивали
частоты их встречаемости среди образцов изучае-
мой популяции.

Преобладание в популяции P. infestans Мос-
ковской области генотипов, содержащих гены ipiО
класса I, согласуется с литературными данными,
полученными для других популяций. Так, в рабо-

те Vleeshouwers et al. [16] есть указание на то, что
гены ipiО класса I широко распространены в
большинстве европейских и североамериканских
популяций P. infestans, хотя точные данные о про-
центном соотношении генов ipiО разных классов
в этой работе не приводятся. Кроме того, другими
авторами была отмечена редкая встречаемость ге-
на ipiО4 класса III [4], который в нашем исследо-
вании вообще обнаружен не был.

Такое преобладание генов ipiО класса I можно
объяснить тем, что в то время как большинство
генов устойчивости картофеля к фитофторозу
были интрогрессированы в культурные сорта из
дикорастущего вида Solanum demissum [17], ген
Rpi-blb1, распознающий именно варианты гена
ipiO класса I, был интрогрессирован из другого
дикого вида S. bulbocastanum [18, 19], который был
включен в селекционные программы сравнитель-
но недавно, и поэтому этот ген устойчивости еще
редко встречается в возделываемых в России сор-
тах картофеля. Как следствие, в отличие от боль-
шинства других известных генов вирулентности
P. infestans, представленных в популяциях этого
патогена вирулентными формами, ген ipiO пред-
ставлен в основном своими авирулентными вари-
антами, образующими самый многочисленный

Рис. 3. Дендрограмма нуклеотидных последовательностей генов семейства ipiO. I, II, III – классы семейства ipiO;
MH450292 и MH450293 – регистрационные номера последовательностей “нижней” и “верхней” зон соответственно,
в базе данных NCBI; IPIO1–IPIO11, IPIO13 – известные варианты генов ipiO, зарегистрированные в базе данных
NCBI под номерами PHTIPI01D, PHTIPI02C, GQ371190, GQ371191, GQ371192, GQ371193, GQ371194, GQ371195,
GQ371196, GQ371197, GQ371198, GQ371200 соответственно.
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Таблица 3. Различия в частотах выявленных генотипов
ipiO у образцов P. infestans, собранных с растений кар-
тофеля и растений томатов

Классы гена ipiO
Доля образцов (%)

с выявленными генотипами

Класс I 76 0
Классы I и II 16 50
Класс II 8 50
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класс I этого семейства генов. Поэтому на основе
полученных данных можно сделать вывод о том,
что широкое внедрение в практику сельского хо-
зяйства сортов картофеля, содержащих в своем
геноме ген устойчивости Rpi-blb1, является пер-
спективным подходом в борьбе с фитофторозом,
так как большинство изолятов P. infestans имеют в
своем геноме варианты гена ipiO, распознаваемые
этим геном устойчивости.

В то же время все три выявленные варианты
генотипа ipiO имели неодинаковую распростра-
ненность в исследованной популяции P. infestans.
Эти генотипы были представлены в точках сбора
в разных процентных соотношениях (табл. 1). Та-
кое распределение можно объяснить тем, что ис-
точником распространения инфекции P. infestans
являются клубни, а также растительные остатки в
почве, кучи выбракованных клубней, перезимо-
вавшие в почве ооспоры и близость посадок кар-
тофеля к томатам. Кроме того, в Московской об-
ласти возделывается картофель, привезенный из
разных нецентрализованных источников. Таким
образом, подмосковные популяции возбудителя
фитофтороза представлены множеством клонов
и отличаются высоким разнообразием [20]. Кро-
ме того, генотип растения-хозяина также являет-
ся фактором отбора для патогена. И даже в том
случае если растение-хозяин имеет другие гены
устойчивости, не отвечающие за распознавание
эффектора ipiO, то они могут косвенно влиять на
отбор тех или иных вариантов гена ipiO, которые
в геноме P. infestans могут быть сцеплены с виру-
лентными формами других Avr-генов. Поэтому,
например, в точке 2, расположенной в частном
секторе п. Коренево, могло выращиваться много
различных сортов, на которых паразитировала
P. infestans, содержащая все три варианта генотипа
ipiO, в то время как в точке 1, находящейся в поле
ВНИИКХ, скорее всего, возделывался один сорт,
и все образцы из этой точки имели один вариант
генотипа, содержащий только гены ipiO класса I.

Также мы выявили различия в частотах встре-
чаемости вариантов генотипа ipiO между карто-
фельной и томатной субпопуляциями P. infestans в
Московской области (табл. 3). У “томатных” об-
разцов полностью отсутствует вариант генотипа,
содержащий только гены ipiO класса I, а у “карто-
фельных” образцов в четырех из пяти точек сбора
отсутствует вариант генотипа, содержащий толь-
ко гены ipiO класса II (табл. 1 и 2). Различия в ча-
стотах проявляются даже в одной точке сбора.
Наиболее ярко выраженное различие наблюдает-
ся в точке 4, где все “картофельные” образцы
имеют вариант генотипа, содержащий только гены
ipiO класса I, а все “томатные” образцы – вариант
генотипа, содержащий только гены ipiO класса II
(табл. 1 и 2). В отличие от картофеля молекуляр-
ная генетика устойчивости к фитофторозу у тома-
та изучена довольно слабо. Так, у томата картиро-

вано шесть генов устойчивости к фитофторозу,
интрогрессированных в культурные формы из
дикорастущего вида S. pimpinellifolium, и из этих
шести генов нуклеотидная последовательность
известна только для одного гена Ph-3 [21]. При
этом известно, что близкие структурные гомоло-
ги некоторых генов устойчивости к фитофторозу
картофеля у томата выполняют другие функции.
В частности, гомолог гена R3a картофеля ген I2 у
томата отвечает за устойчивость к Fusarium oxys-
porum [22, 23], а гомолог гена Rpi-blb2 картофеля
ген Mi-1 у томата придает устойчивость к немато-
дам, тле и белокрылке [24]. В связи с таким поло-
жением дел ничего не известно и о собственно
“томатных” эффекторах P. infestans, кодирующих
их генах вирулентности и полиморфизме этих ге-
нов. В то же время было показано, что томатная и
картофельная популяции P. infestans различаются
между собой по ряду признаков, таких как соот-
ношение типов спаривания, расовый состав,
устойчивость к металаксилу, спектры изофер-
ментов пептидазы, гаплотипы митохондриаль-
ной ДНК, профиль SSR-маркеров [25–28]. Мы в
своем исследовании впервые установили, что
картофельная и томатная субпопуляции P. infes-
tans различаются на молекулярном уровне также
и по составу Avr-генов. Возможно, на томате у
P. infestans отбор идет по каким-то генам, которые
сцеплены с определенными вариантами генов ipiO.
Молекулярно-генетический аспект взаимодей-
ствия P. infestans с растением-хозяином в случае
томата требует дальнейших исследований.

Таким образом, в настоящей работе впервые
выполнено популяционно-генетическое изучение
полиморфизма генов семейства ipiO P. infestans на
молекулярном уровне при помощи метода SSCР-
анализа. Была показана применимость этого ме-
тода для указанной цели и выявлены территори-
альные особенности распределения полиморфиз-
ма генов семейства ipiO в популяции P. infestans в
Московской области, а также связь наблюдаемо-
го полиморфизма с видом растения-хозяина.

Работа выполнена при финансовой поддержке
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The Study of Polymorphism of the ipiO Gene Family in Oomycete Phytophthora infestans 
(Mont.) De Bary in the Moscow Region Population Using SSCP Analysis

V. V. Martynova, b, * and V. K. Chizhikb

aMoscow Region State University, Moscow region, Mytishchi, 141014 Russia
bAll-Russia Research Institute of Agricultural Biotechnology, Moscow, 127550 Russia

*e-mail: martynov.vik@gmail.com

The goal of this study was to investigate the polymorphism of the primary structure of ipiO genes in the pop-
ulation of P. infestans from the Moscow region. To this end we used SSCP analysis as anefficient method for
assessing polymorphism. As a result, using this technique, we could distinguish between the classes of the ipiO
gene family and establish that the studied samples had one of three variants of the ipiO genotype depending
on the combination of genes of these classes. Identified genotypes were found to be distributed in the analyzed
population of P. infestans in the Moscow region with an unequal frequency. In addition, it was shown that po-
tato and tomato subpopulations of P. infestans also differ in the frequency of occurrence of the identified geno-
types.

Keywords: population, polymorphism, virulence genes, Phytophthora infestans, SSCP analysis.
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На основе микросателлитного анализа проведена сравнительная оценка генетического разнообра-
зия северных (находящихся в Республике Карелия и в Финляндии) и южной (в Республике Бела-
русь) популяций карельской березы Betula pendula Roth var. carelica (Mercklin) Hämet-Ahti. Получен-
ные результаты позволили выявить их общие черты, а также определенное генетическое своеобра-
зие. Установлено, что для популяций карельской березы характерно довольно высокое аллельное
разнообразие и одновременно с этим превышение значений ожидаемой гетерозиготности над на-
блюдаемой, что свидетельствует о преимущественном накоплении в популяциях гомозигот и соот-
ветственно повышении риска дальнейшей деградации популяций, особенно северных, числен-
ность которых резко сократилась в последние десятилетия. В южной популяции аллельное разно-
образие оказалось несколько выше, чем в северных, что может быть обусловлено ее значительно
более высокой численностью и слабовыраженной фрагментацией. Кластерный анализ подтвердил
обособленность южной популяции от северных, что в определенной степени соответствует извест-
ному феномену “изоляция расстоянием”.

Ключевые слова: карельская береза Betula pendula Roth var. carelica (Mercklin) Hämet-Ahti, микроса-
теллитные локусы, популяции, генетическое разнообразие и дифференциация.
DOI: 10.31857/S0016675821040147

Представители рода Betula L., относящегося к
семейству Betulaceae, порядку Betulales, произ-
растают во всех природных зонах Северного по-
лушария от тундры до субтропиков. На террито-
рии Европы широкое распространение получили
белокорые березы – Betula pendula Roth и Betula
pubescens Ehrh., при этом наиболее многочислен-
ные их популяции сосредоточены в умеренных и
бореальных лесах [1–3]. Уникальный представи-
тель аборигенной дендрофлоры здесь – карельская
береза Betula pendula Roth var. carelica (Mercklin)
Hämet-Ahti, которая широко известна благодаря
высокоценной узорчатой текстуре древесины [4].
Являясь древесной породой, карельская береза
лесов не образует, а ее ареал в значительной сте-
пени перекрывается с ареалами березы повислой
и березы пушистой, однако ее синэкологический
оптимум отличается от последних, прежде всего
отношением к световому фактору. Карельская
береза также характеризуется высоким уровнем

полиморфизма по целому ряду признаков, вклю-
чая жизненную форму (от одноствольного дерева до
многоствольного “дерева-куста” и кустарника),
тип поверхности ствола, насыщенность рисунка в
древесине и ряд других. Это является одним из
отражений биологических особенностей данного
вида, характеризует его определенную пластич-
ность, расширяет возможности существования в
различных экологических условиях, в том числе
малопригодных для других древесных растений [4].

Подобно многим древесным породам карель-
ская береза уже не одно столетие активно исполь-
зуется человеком, однако ее целенаправленное
изучение было начато лишь в 20–30-е гг. прошло-
го века [5–8]. Анализ численности карельской бе-
резы в природных популяциях, расположенных
исключительно на территории Балтийского реги-
она, показал, что этот вид оказался среди наибо-
лее уязвимых: за последние 100 лет его числен-
ность сократилась почти на две трети, а ареал

УДК 582.632.1:575.17
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приобрел дизъюнктивный (фрагментированный)
характер [9, 10]. Столь значительное его сокраще-
ние с большой вероятностью могло привести к
обеднению генофонда карельской березы, карди-
нально изменить генетическую структуру ее по-
пуляций и уровень генетического разнообразия.
Менее фрагментированная и более многочислен-
ная популяция карельской березы в настоящее
время сохранилась только на территории Респуб-
лики Беларусь.

Учитывая это, цель данной работы – изучение
генетического разнообразия и уровня дифференци-
ации популяций карельской березы, расположен-
ных в северной (Россия (Республика Карелия),
Финляндия) и южной (Республика Беларусь) ча-
стях ее ареала, с помощью ядерных микросател-
литных маркеров.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В качестве объектов исследования использо-
вали двухлетние растения карельской березы, по-
лученные из семян от контролируемого опыле-
ния. Родительские особи сибсового потомства
отбирали в наиболее крупных природных попу-
ляциях карельской березы, расположенных в се-
верной (~62° с.ш., Финляндия и Россия) и южной
(~52° с.ш., Республика Беларусь) частях ее ареала,
удаленных друг от друга примерно на 1300 км с севе-
ра на юг в пределах одной географической долготы
(~30° в.д.). Учитывая значительное сокращение
площади и численности деревьев северных популя-
ций карельской березы, в исследования были вклю-
чены три наиболее многочисленные, одна из кото-
рых – Финская – расположена в районе Пункаха-
рью (Восточная Финляндия, Южное Саво), а две
другие – Карельская 1 и Карельская 2 – на терри-
тории Республики Карелия (Россия), примерно в
400–500 км восточнее финской. Кроме того, каж-
дая из карельских популяций представлена двумя
субпопуляциями, разделенными между собой ак-
ваторией Онежского озера: это Прионежская А и
Прионежская Б (в случае Карельская 1) и Зао-
нежская А и Заонежская Б (в случае Карельская 2),
произрастающие, соответственно, на юго-запад-
ном и северо-восточном его побережьях. Все се-

верные популяции находятся в сходных природ-
но-климатических условиях. Южная популяция
(Белорусская) отражает генофонд основных бе-
лорусских популяций, представленный в составе
искусственно созданного насаждения на терри-
тории Кореневской экспериментальной лесной
базы Института леса Национальной академии на-
ук Беларуси (в 13 км южнее г. Гомеля).

Общее число исследованных образцов соста-
вило не менее 180 (по 30 случайно отобранных
растений от каждой из изученных популяций и
субпопуляций). Листовые пластинки отбирали
весной в период их распускания.

ДНК из растительной ткани выделяли с исполь-
зованием набора AxyPrep Multisource Genomic DNA
Kit (Axygen, США). Микросателлитный анализ про-
водили по пяти ядерным микросателлитным локу-
сам: L2.3, L5.4, L7.3, L7.4, L022 (табл. 1), использо-
ванным нами ранее для оценки генетической струк-
туры популяций в Карелии [11].

Полимеразную цепную реакцию (ПЦР) осу-
ществляли в амплификаторе iCycler iQ 5 (Bio-Rad,
США) по следующей программе: денатурация –
3 мин при 95°С, далее 35 циклов: денатурация 30 с
при 95°С, отжиг – 30 с при 59°С, полимеризация
30 с при 72°С. Финальная элонгация – 10 мин при
72°С. Протокол был оптимизирован с использова-
нием градиентного температурного режима. Реак-
ционная смесь для ПЦР объемом 50 мкл включала
50 нг ДНК изучаемых образцов (2 мкл), 10 пМ
каждого праймера (0.2 мкл), 12.5 мкл смеси для
ПЦР DreamTaq PCR Master Mix (Thermo Fisher
Scientific, Германия) и 35 мкл деионизованной
стерильной воды.

Разделение и определение ядерных микроса-
теллитных фрагментов выполняли на приборе
CEQ 8000 Genetic Analysis System (Beckman
Coulter, Швейцария) с использованием набора
GenomeLab Fragment Analysis (Beckman Coulter).
Количество анализируемого ПЦР-продукта –
0.5 мкл. Статистическую обработку полученных
результатов проводили с помощью программы
Arlequin 3.1. Уровень генетического разнообразия
и дифференциацию популяций оценивали по
следующим показателям: число аллелей, прихо-
дящееся на один локус; наблюдаемая гетерози-

Таблица 1. Характеристика используемых праймеров и их последовательность

Локус Номер доступа в базе NCBI
Последовательность праймеров 5'–3'

прямой обратный

L2.3 AF310847 Cy5cagtgtttggacggtgagaa cgggtgaagtagacggaact
L5.4 AF310862 Cy5aagggcacctgcagattaaga aaaattgcaacaaaacgttgc
L7.3 AF310864 Cy5ggggatccagtaagcggtat cacacgagagatagagtaacggaa
L7.4 AF310855 Cy5tgaaacgaacggaagagttg atacgccagacttttcatccg
L022 AF310874 Cy5aacggacaaattcacgggta ggagttcatggattggagga
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готность (HО); ожидаемая гетерозиготность (HЕ);
индекс фиксации Райта (коэффициент инбри-
динга, F): коэффициент инбридинга особи отно-
сительно популяции (FIS), коэффициент инбри-
динга особи относительно вида (FIT)), коэффици-
ент инбридинга популяции относительно вида
(показатель межпопуляционного разнообразия
(FST). Соответствие распределения частот аллелей
равновесию Харди–Вайнберга для каждой попу-
ляции (критерий χ2) проверяли с использованием
программного обеспечения Arlequin 3.1 [12]. На-
личие “нуль-аллелей” выявляли с помощью про-
граммного обеспечения MICRO-CHECKER
2.2.3. Генетическое расстояние между популяци-
ями оценивали с помощью программы GenAlEx
6.51b2. Объединение особей в кластеры (метод
UPGMA) и построение дендрограммы с бут-
стреп-оценкой (1000 генераций) осуществляли в
программе PopTree. Для анализа пространствен-
ного распределения генетической изменчивости
популяций использовали тест Мантеля (програм-
ма GenAlEx 6.51b2).

Работа выполнена с использованием оборудо-
вания Центра коллективного пользования Феде-
рального исследовательского центра “Карель-
ский научный центр Российской академии наук”.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Все изученные популяции карельской березы

характеризуются высоким уровнем аллельного раз-
нообразия (табл. 2). При этом наибольшее число

аллелей на локус зафиксировано для южной (бело-
русской) популяции (7–8), а наименьшее – для се-
верных (карельских и финской, в среднем до 7). При
этом во всех изученных популяциях выявлено несо-
ответствие распределения частот аллелей закону
Харди–Вайнберга (p < 0.05).

Минимальные значения наблюдаемой гетеро-
зиготности (HО) установлены для карельской суб-
популяции Заонежская Б и популяции Белорус-
ская (соответственно 0.31 и 0.38) (табл. 2). Для
других величина HО колебалась от 0.44 до 0.56.
Наименьшие значения ожидаемой гетерозигот-
ности (HE) отмечены для карельской субпопуля-
ции Заонежская А (0.57), в остальных популяциях
она варьировала от 0.71 до 0.75.

Таблица 2. Число аллелей и величины наблюдаемой и ожидаемой гетерозиготности для пяти локусов в популя-
циях и субпопуляциях карельской березы, находящихся в северной и южной частях ее ареала

Популяция, 
субпопуляция

Число аллелей
FIS

Гетерозиготность

всего на один локус наблюдаемая (НO) ожидаемая (HE)

Северная часть ареала

Карельская 1

Прионежская А 28 7.00 ± 2.55 0.6056 0.51 ± 0.18 0.71 ± 0.06

Прионежская Б 26 6.50 ± 0.87 0.7785 0.44 ± 0.17 0.71 ± 0.07

Карельская 2

Заонежская А 26 6.50 ± 1.12 –0.2475 0.56 ± 0.20 0.57 ± 0.17

Заонежская Б 26 6.50 ± 1.70 0.2505 0.31 ± 0.16 0.73 ± 0.10

Среднее 26.5 6.63 0.46 0.68

Финская 27 6.75 ± 1.10 0.3305 0.45 ± 0.10 0.75 ± 0.09

Южная часть ареала

Белорусская 29 7.25 ± 2.50 –0.2022 0.38 ± 0.22 0.75 ± 0.06

Таблица 3. Значения статистик Райта по пяти ядерным
микросателлитным локусам

Локус FIS FIT FST

L2.3 0.286 0.432 0.205

L5.4 0.496 0.597 0.199

L7.3 0.291 0.445 0.217

L7.4 0.197 0.328 0.163

L022 0.287 0.356 0.201
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Оценка генетической подразделенности попу-
ляций и инбридинга показала, что из пяти иссле-
дованных ядерных микросателлитных локусов
только L5.4 отличается повышенными значения-
ми показателей FIS и FIT (табл. 3). Значения FST
оказались весьма близкими для всех изученных
локусов.

На основании расчета индекса фиксации Рай-
та FIS, характеризующего инбридинг особи отно-
сительно популяции, установлено, что в одной из
карельских субпопуляций (Заонежская А) и в по-
пуляции Белорусская наблюдается избыток гете-
розигот (FIS = –0.2475 и –0.2022 соответственно),
а в других северных популяциях – их дефицит
(табл. 2). Величина генного разнообразия также
оказалась выше в южной популяции по сравне-
нию с северными (почти на 5%), однако статисти-
чески значимых различий между ними не обнару-
жено (например, значение критерия Стьюдента при
сравнении субпопуляции Заонежская А и популя-
ции Белорусская составило 0.94, p = 0.35).

Количественная оценка дифференциации по-
пуляций карельской березы, расположенных в
северной и южной частях ее ареала, проведена на
основании коэффициента FST, который при по-
парном сравнении служит мерой генетических
дистанций (табл. 4). Согласно четырем внутривидо-
вым уровням дифференциации, предложенным

Райтом (FST < 0.05 – слабая; 0.05 < FST < 0.15 –
промежуточная; 0.15 < FST < 0.25 – большая и
FST > 0.25 – очень большая) [13], только в южной
популяции (Белорусская) карельской березы об-
наружен высокий уровень дифференциации, ко-
торый варьировал от 0.23 до 0.29. Минимальные
значения FST и слабый уровень генетической ди-
станции зафиксированы при сравнении субпопу-
ляций внутри популяции Карельская 1. Между дру-
гими северными популяциями уровень дифферен-
циации оказался промежуточным или большим.

По результатам анализа молекулярной дис-
персии (AMOVA) 28% общей генетической из-
менчивости приходится на межпопуляционную
составляющую, 72% – на внутрипопуляционную
компоненту (табл. 5).

Дендрограмма генетического сходства изучен-
ных популяций карельской березы отображена на
рис. 1. Кластерный анализ объединил субпопуля-
ции Прионежская А и Прионежская Б, представ-
ляющие популяцию Карельская 1, в один кла-
стер, что подтвердило их близкое родство (0.92).
Популяция Карельская 2, в состав которой входят
субпопуляции Заонежская А и Заонежская Б, со-
ставила общий кластер с популяциями Финская и
Карельская 1 (генетическое сходство равно 0.86).
Однако заонежские субпопуляции оказались более
удаленными друг от друга по сравнению с прионеж-

Таблица 4. Значения FST для популяций карельской березы, находящихся в северной и южной частях ее ареала

Популяции, 
субпопуляции

Карельские
Финская Белорусская

Прионежская А Прионежская Б Заонежская А Заонежская Б

Карельские

Прионежская А 0.0000

Прионежская Б 0.0811 0.0000

Заонежская А 0.1574 0.1645 0.0000

Заонежская Б 0.1660 0.2260 0.1738 0.0000

Финская 0.1451 0.2079 0.1429 0.1536 0.0000

Белорусская 0.2823 0.2945 0.2574 0.2433 0.2293 0.0000

Таблица 5. Результаты анализа молекулярной дисперсии (AMOVA) между популяциями карельской березы

Источник 
изменчивости

Число степеней 
свободы Сумма квадратов Компонент 

дисперсии Изменчивость, %

Межпопуляционная 5 232.17 1.43 28

Внутрипопуляционная 174 627.13 3.60 72

Общая 179 859.30 5.03 100
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скими. Южная популяция (Белорусская) сформи-
ровала на дендрограмме отдельное плечо и оказа-
лась генетически обособленной от северных. Об
изоляции расстоянием изученных популяций
свидетельствует также уровень значимости для
коэффициента Мантеля (р < 0.01), за исключени-
ем популяций Заонежская А и Б.

ОБСУЖДЕНИЕ

Результаты микросателлитного анализа ДНК
показали, что популяции карельской березы, рас-
положенные в северной (Республика Карелия,
Финляндия) и южной (Республика Беларусь) ча-
стях ее ареала характеризуются высоким уровнем
аллельного разнообразия (от 4 до 14), что согласу-
ется с данными финских ученых (от 4 до 15), изу-
чавших карельскую березу по семи микросател-
литным локусам [14]. У B. pendula и B. pubescens
аллельное разнообразие по тем же локусам оказа-
лось существенно ниже. В частности, в условиях
Беларуси число аллелей на локус для березы по-
вислой составило всего 1–2, а для березы пуши-
стой – от 2 до 4 [15].

Наши исследования, проведенные по пяти
микросателлитным локусам, свидетельствуют о
том, что аллельное разнообразие карельской бе-
резы несколько выше в южной части ее ареала
(29 аллелей) по сравнению с северной (26.5–
27 аллелей) (табл. 2). По всей вероятности, это
обусловлено значительно более высокой числен-
ностью ее популяций без выраженной фрагмен-
тации ареала на территории Республики Бела-
русь, а не экологической нагрузкой, которую мо-
гут испытывать виды на границах ареала или в
неблагоприятных условиях произрастания [16–
19]. Наиболее вероятной причиной значительно-
го снижения численности в северных популяциях
мог выступать антропогенный фактор, в частно-
сти селективная вырубка деревьев с наиболее яр-
ко выраженной узорчатой текстурой в древесине,
которая особенно активно осуществлялась на

территории стран Северной Европы и российской
Карелии [10, 20–23]. В результате сокращения пло-
щади популяций и их численности количество ал-
лелей сократилось, но не так резко, как это отмече-
но, например, для островных популяций сосны
обыкновенной [24]. Учитывая предельный воз-
раст карельской березы, который составляет 100 лет
и более, можно предположить, что сравнительно
высокий полиморфизм северных популяций со-
хранился благодаря тому, что необратимое сни-
жение эффективной численности популяций и
сокращение их площадей произошли относи-
тельно недавно.

Различия, обнаруженные в соотношении на-
блюдаемой и ожидаемой гетерозиготности в сто-
рону увеличения последней, являются отражени-
ем инбридинга, отбора против гетерозигот и
дрейфа генов в популяциях с низкой численно-
стью [18, 25–31]. О значительном недостатке гете-
розигот (от 25 до 77%) свидетельствуют также раз-
личия, выявленные по уровню инбридинга особи
относительно отдельной популяции (FIS) (см.
табл. 2). Так, наибольшие значения FIS отмечены в
популяции Карельская 1, которые по сравнению с
Финской оказались выше более чем в 2 раза. Ранее
нами показано, что для карельских популяций по
четырем локусам среднее значение FIS равнялось
0.2223, а инбридинг особи относительно популя-
ции соответствовал 22.23% [11, 32]. FIT по значениям
оказался выше и обнаружил 33.51%-ный недоста-
ток гетерозигот у особей относительно вида, тогда
как FST составил лишь 0.1450. Следовательно, толь-
ко 14.5% всей генетической изменчивости карель-
ской березы приходится на межпопуляционную со-
ставляющую, а 85.5% – на внутрипопуляционную
[9]. Причиной этого могла стать высокая частота
близкородственных скрещиваний, происходящих,
вероятно, вследствие пространственной изоля-
ции северных популяций и входящих в них суб-
популяций и соответственно ослабления потока
генов между ними [33, 34].

Рис. 1. Дендрограмма, отражающая степень генетического сходства популяций карельской березы, находящихся в се-
верной (Финская, Карельская 1 (субпопуляции Прионежская А и Прионежская Б) и Карельская 2 (субпопуляции За-
онежская А и Заонежская Б)) и южной (Белорусская) частях ее ареала, с помощью микросателлитных маркеров.
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Следует также отметить, что субпопуляция ка-
рельской березы Заонежская 2 и популяция Бело-
русская характеризуются статистически достовер-
ным накоплением избытка доли гетерозигот. По-
следнее корреспондируется с тем, что первая
является наибольшей по численности в России, а
вторая – наибольшей в мире. По данным П.С. Ки-
рьянова с соавт. [15] в составе белорусских популя-
ций среди “узорчатых” особей карельской березы
более 70% являются гетерозиготными. Довольно
высокие значения ожидаемой гетерозиготности в
популяциях карельской березы отмечены также
на территории Финляндии (0.72) [14].

Показатели генетического сходства (в преде-
лах от 0.92 до 0.77) подтвердили выявленные ге-
нетические различия между северными и южной
популяциями карельской березы. Согласно денд-
рограмме генетического сходства анализируемые
популяции можно условно разделить на два боль-
ших кластера (см. рис. 1). В один из них вошли де-
ревья из популяций, расположенных на террито-
рии России (Республика Карелия) и Финляндии,
что было ожидаемым, поскольку эти территории,
хотя и удалены друг от друга на 400 км, располо-
жены в сходных природно-климатических усло-
виях. Генетически дальше от них отстоит Бело-
русская популяция, что прежде всего может быть
следствием ее географической отдаленности и
действия фактора “изоляция расстоянием” [35–
38].

Таким образом, полученные нами результаты
демонстрируют довольно высокое генетическое
разнообразие популяций карельской березы, зна-
ние которого необходимо учитывать при выборе
путей предотвращения негативных последствий,
связанных с сокращением численности ее попу-
ляций. Некоторые различия в величинах пара-
метров генетического разнообразия, выявленные
у карельской березы в северной и южной частях
ее ареала, скорее обусловлены биологическими
особенностями вида и его эволюционной историей
(включая дрейф генов), чем экологическими
условиями местообитания ее северных и южных
популяций. Поэтому, решая проблему сохране-
ния генетического разнообразия карельской бе-
резы, важно учитывать генетическую структуру ее
популяций и уровень их внутри- и межпопуляци-
онной дифференциации. В частности, для искус-
ственного воспроизводства и реинтродукции дан-
ной древесной породы следует отбирать лучшие
генотипы (плюсовые деревья) из разных частей
ареала с учетом происхождения и особенностей
конкретных популяций. Целесообразно также со-
здавать и использовать для этих целей уже имею-
щиеся коллекции клонов карельской березы в
культуре in vitro [39, 40].

Работа осуществлялась из средств федерального
бюджета в рамках выполнения государственного

задания ФИЦ “Карельский научный центр Рос-
сийской академии наук” (Институт леса КарНЦ
РАН, Институт биологии КарНЦ РАН и Отдел
комплексных научных исследований КарНЦ
РАН).

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

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

Авторы заявляют, что у них нет конфликта ин-
тересов.
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A Study of the Genetic Diversity and Differentiation
of Northern and Southern Curly Birch Populations
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The genetic diversity of northern (in the Republic of Karelia and Finland) and southern (in Belarus) popu-
lations of curly birch Betula pendula Roth var. carelica (Mercklin) Hämet-Ahti was compared using micro-
satellite analysis. As a result, their common features as well as some genetic peculiarities were revealed. We
found that the curly birch populations had a fairly high allelic diversity simultaneously with observed hetero-
zygosity not as high as expected, indicating that the accumulation of homozygotes prevailed in the popula-
tions, thus increasing the risk of their degradation, especially for northern populations, which have already
declined sharply in the past few decades. In the southern population, the allelic diversity turned out to be
somewhat higher than in northern ones, possibly due to a larger size and slight fragmentation. Cluster analysis
confirmed the separation of the southern population from its northern counterparts, which to some degree
corresponds to the well-known “isolation by distance” phenomenon.

Keywords: curly birch Betula pendula Roth var. carelica (Mercklin) Hämet-Ahti, microsatellite loci, popula-
tions, genetic diversity and differentiation.



ГЕНЕТИКА, 2021, том 57, № 4, с. 420–428

420

ОЦЕНКА ГЕНЕТИЧЕСКОГО РАЗНООБРАЗИЯ
КЫРГЫЗСКОЙ ПОРОДЫ ЛОШАДЕЙ С ИСПОЛЬЗОВАНИЕМ 

МИКРОСАТЕЛЛИТНЫХ МАРКЕРОВ – РАСШИРЕННОЕ 
ГЕНОГЕОГРАФИЧЕСКОЕ ИССЛЕДОВАНИЕ

© 2021 г.   Ж. Т. Исакова1, *, М. А. Исаев2, В. Н. Кипень3, Л. В. Калинкова4, К. А. Айтбаев1,
М. А. Арзыбаев2, С. Б. Мукеева1, Осмонкул кызы Мээрим1, Н. М. Алдашева1

1Институт молекулярной биологии и медицины, Бишкек, 720040 Кыргызстан
2Кыргызский национальный аграрный университет им. К.И. Скрябина, Бишкек, 720005 Кыргызстан

3Институт генетики и цитологии Национальной академии наук Беларуси, Минск, 220072 Республика Беларусь
4Всероссийский научно-исследовательский институт коневодства, Рязанская обл., п. Дивово, 391105 Россия

*e-mail: jainagul@mail.ru
Поступила в редакцию 29.04.2020 г.

После доработки 07.08.2020 г.
Принята к публикации 01.10.2020 г.

Современная порода кыргызских лошадей обнаруживает высокий уровень внутрипородной генети-
ческой вариабельности. В 17 STR-локусах идентифицировано 154 аллеля, в том числе 59 редких ал-
лелей. Выявлены новые редкие аллели для 15 локусов – AHT4, AHT5, ASB2, ASB17, ASB23, CA425,
HMS1, HMS2, HMS3, HMS6, HMS7, HTG4, HTG6, HTG7, HTG10. Наибольшее генетическое разно-
образие среди четырех исследованных географически изолированных зон в Таласской, Ошской и
Нарынской областях отмечено среди лошадей кыргызской породы из села Таш-Башат (Нарынская
обл.): среднее количество выявленных аллелей было максимальным среди исследованных групп
8.294 ± 0.561, количество эффективных аллелей – 5.009 ± 0.416, индекс разнообразия Шеннона (I) –
1.745 ± 0.076 и ожидаемая гетерозиготность (He) – 0.773 ± 0.020.

Ключевые слова: кыргызская лошадь, ДНК, микросателлиты, генотипирование.
DOI: 10.31857/S0016675821040032

Кыргызская порода лошадей имеет многосто-
ронний характер хозяйственного использования.
Они широко используются в государственных,
коллективных, фермерских, крестьянских, а так-
же личных подсобных хозяйствах населения в ка-
честве живой тягловой силы при выполнении
разнообразных видов транспортных и сельскохо-
зяйственных работ [1, 2].

Кыргызская лошадь отличается комбиниро-
ванными продуктивными качествами и хорошей
приспособленностью к условиям табунного содер-
жания, что следует рассматривать как положитель-
ный фактор при организации мясного и молочного
коневодства. Кочевой образ жизни, экстенсивное
ведение табунного коневодства препятствовали со-
зданию статной быстроаллюрной лошади. Особи
данной породы не характеризуются большой резво-
стью, но отличается легкостью и хорошей коорди-
нацией движений, исключительно выносливы и
неприхотливы к кормам; они мало восприимчи-
вы к резким переменам погоды, обладают хоро-
шей дистанционностью при работе под седлом.

Перспективным направлением является про-
дуктивное коневодство, которое подразделяется
на мясное табунное и молочное. Молочное коне-
водство предусматривает получение кобыльего
молока и производство из него высокоценного пи-
щевого диетического и лечебного продукта – ку-
мыса. Натуральный кумыс, приготовленный из
кобыльего молока, является традиционным про-
дуктом питания населения Кыргызстана. В со-
временной медицине кумыс применяется не
только для лечения туберкулеза легких, но и же-
лудочно-кишечных, костных и ряда других забо-
леваний [2].

Племенные коневодческие хозяйства Кыргыз-
стана занимаются разведением племенных лошадей
для улучшения массового коневодства (рабоче-
пользовательного и продуктивного) и спортивных
лошадей для конно-спортивных организаций раз-
личного назначения (конноспортивные школы,
секции и клубы, пункты верхового и экипажного
проката и др.).

УДК 636.1.082:575(571.56)

ГЕНЕТИКА
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В Кыргызстане планируется внедрить новые
виды спорта для выхода на международную арену –
конные пробеги. Вместе с тем, в силу ряда причин,
многогранные резервы коневодства в увеличении
производства сельскохозяйственной продукции ис-
пользуются не полностью, а коневодство отстает
от мирового уровня. Национальная порода –
кыргызская лошадь, пройдя через века, в XX и
XXI столетиях оказалась на грани почти полного
вырождения, про нее встречаются только отры-
вочные сведения в научной литературе, а сама же
она рассеялась, смешавшись с разными порода-
ми. Для сохранения ценных особенностей гено-
фонда кыргызской лошади необходимо прово-
дить генетические исследования, а сохранение и
дальнейшее совершенствование породы должно
осуществляться под контролем изучения генети-
ческой ситуации как в породе в целом, так и в ос-
новных племенных хозяйствах, занимающихся
разведением чистопородных лошадей.

В настоящее время наиболее эффективными
генетическими маркерами для описания генетиче-
ской структуры популяций разных видов живот-
ных, в частности лошадей, являются полиморфные
микросателитные локусы ДНК (STR, Short Tandem
Repeat), которые имеют кодоминантный характер
наследования и служат незаменимым инструмен-
том при исследовании генетических различий не
только между животными, но и популяциями од-
ной породы, а также между породами.

Цель исследования – провести расширенное
геногеографическое исследование, а также дать
оценку генетической структуры и генетического

разнообразия кыргызской породы лошадей с ис-
пользованием 17-ти микросателлитных маркеров.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Биологическим материалом для молекулярно-

генетического исследования послужили образцы
волос с луковицами, взятые у взрослого поголо-
вья кыргызских лошадей (104 животных), разво-
димых в высокогорных экспериментальных зо-
нах: в селах Копуро-Базар (№ 1) и Талды-Булак
(№ 2) (Таласский р-н, Таласская обл.) – по 20 жи-
вотных, в с. Чон-Алай (Чон-Алайский р-н, Ош-
ская обл.) – 23 животных (№ 3) и в с. Таш-Башат
(Нарынский р-н, Нарынская обл.) – 41 животное
(№ 4). Места отбора образцов представлены на
рис. 1.

Лошадей для молекулярно-генетического ис-
следования отбирали по признакам экстерьера:
рост, масть и фенотип. Для кыргызских лошадей
характерны сравнительно большая голова, не-
длинная шея, низкая холка, прямая спина, спу-
щенный, часто короткий круп, широкая и глубо-
кая грудь и сухие ноги. Особо следует отметить
высокую прочность копытного рога, позволяю-
щего передвигаться по каменистому грунту даже с
тяжелым грузом на спине. Масть кыргызских ло-
шадей в большинстве случаев гнедая или серая,
бывают пегие.

Образцы были генотипированы по 17 микро-
сателлитным локусам, рекомендованным Меж-
дународным обществом генетики животных (ISAG,
International Society for Animal Genetics): AHT4,

Рис. 1. Места отбора образцов: 1 – с. Копуро-Базар, Таласский р-н, Таласская обл.; 2 – с. Талды-Булак, Таласский р-н, Та-
ласская обл.; 3 – с. Чон-Алай, Чон-Алайский р-н, Ошская обл.; 4 – с. Таш-Башат, Нарынский р-н, Нарынская обл.

1
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AHT5, ASB2, ASB17, ASB23, CA425, HMS1, HMS2,
HMS3, HMS6, HMS7, HTG4, HTG6, HTG7, HTG10,
LEX3, VHL20. Для обозначения аллелей приме-
нялся международный алфавитный код [3]. Ста-
тистическую обработку данных проводили с ис-
пользованием программ GenALEx v. 6.5 [4],
STRUCTURE v. 2.3.4 [5] и POPHELPER v. 1.0.10
[6]. С использованием GenALEx v. 6.5 были рас-
считаны следующие показатели: среднее число
аллелей на локус (Na), эффективное число алле-
лей (Ne), уровни ожидаемой (He) и наблюдаемой
(Ho) гетерозиготностей, значение информацион-
ного индекса Шеннона (I), коэффициент FIS [7].
В программе STRUCTURE v. 2.3.4 по методу
J.K. Pritchard с соавт. был рассчитан критерий Q,
который характеризует принадлежность каждо-
го отдельного животного к соответствующему
кластеру. С использованием веб-приложения
POPHELPER v. 1.0.10 произведена графическая
интерпретация результатов, полученных в
STRUCTURE v. 2.3.4.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Современная порода кыргызских лошадей об-
наруживает высокий уровень внутрипородной ге-
нетической вариабельности – в 17-ти исследован-
ных нами микросателлитных локусах было иденти-
фицировано 154 аллеля, в том числе 59 редких
аллелей (с частотой встречаемости менее 5.0%), что
составляет 38.3% от общего количества выявлен-
ных аллелей: L/M/N/P для локуса AHT4, I – для
AHT5, B/C/I/P – для ASB2, D/H/J/K/L/P/Q/T/W –
для ASB17, G/M (21 динуклеотидный повтор)/Q/R –
для ASB23, F/G/H/I/K – для CA425, N/Q – для
HMS1, J/M/O/P/R – для HMS2, G (19 динуклео-
тидных повторов)/L/S – для HMS3, N/Q – для
HMS6, P/Q – для HMS7, J (29 динуклеотидных
повторов)/N/P – для HTG4, M/N/P/R (24 динук-
леотидных повтора) – для HTG6, L (16 динуклео-
тидных повторов) – для HTG7, N/P/Q/S/T – для
HTG10, G/I/K/O – для LEX3, J – для VHL20 (табл. 1).
Также выявлены 22 новых аллеля (14.3% от обще-
го количества всех аллелей), не обнаруженных в
нашем предыдущем исследовании [8]. Из них для
15 локусов – AHT4, AHT5, ASB2, ASB17, ASB23,
CA425, HMS1, HMS2, HMS3, HMS6, HMS7, HTG4,
HTG6, HTG7, HTG10 – имеются новые редкие ал-
лели с частотой встречаемости менее 5.0% (табл. 1).

Значение индекса Шеннона для данной поро-
ды составляет 1.749 ± 0.066, что указывает на
среднюю сложность структуры сообщества ис-
следованных кыргызских лошадей [2].

Для оценки генетической подразделенности
исследуемых групп лошадей кыргызской породы
в программе STRUCTURE v. 2.3.4 по методу
J.K. Pritchard был проведен расчет критерия Q,
который характеризует принадлежность каждого

отдельного животного к соответствующей груп-
пе. Значение Q, равное 75% или выше, подтвер-
ждает членство особи в своем кластере. На рис. 2
графически представлены (с использованием веб-
приложения POPHELPER v. 1.0.10 [http://pophelp-
er.com/]) результаты анализа, проведенного в
STRUCTURE v. 2.3.4 (проведена автоматическая
сортировка на основании принадлежности кон-
кретного образца к мажорному кластеру).

В исследовании был использован генетиче-
ский материал лошадей из четырех географиче-
ски изолированных высокогорных зон (рис. 1).
Уже для K = 5 выделяется три четких кластера, и
данная зависимость сохраняется вплоть до значе-
ния K = 10. Для всех образцов за пределами дан-
ных кластеров наблюдается общая однородность
структуры, вклад каждого субкластера становится
равноценным. На рис. 3 представлены результаты
кластеризации для всех 104 образцов (расположе-
ны по порядку, без сортировки по значению Q) в
пределах географических зон (K = 4).

Видно, что для каждой группы (№ 1–4 на рис. 3)
имеются особенности: в пределах групп лошадей
из с. Талды-Булак (Таласский р-н, Таласская обл.) –
№ 2 – имеются особи, относящиеся к одному суб-
кластеру (цвет кластера соответствует Cluster 2 на
рис. 3); некоторые особи кыргызской породы ло-
шадей из с. Чон-Алай (Чон-Алайский р-н, Ошская
обл.) – № 3, и с. Таш-Башат (Нарынский р-н, На-
рынская обл.) – № 4 – также могут быть сгруппи-
рованы в один субкластер (цвет кластера соответ-
ствует Cluster 3 на рис. 3). Данный факт может
быть следствием того, что изучаемые в рамках
данного исследования субпопуляции лошадей
имеют общих предков (например производите-
лей из других табунов), возможно влияние иных
факторов.

На основании анализа генетических дистан-
ций FST, рассчитанных по алгоритму AMOVA для
16 STR-локусов (кроме LEX3), был построен гра-
фик главных компонент (PCA, principal compo-
nent analysis), отражающий взаимное сходство или
различие исследованных групп лошадей (рис. 4).

Видно, что группа особей из с. Талды-Булак,
№ 2 (Таласский р-н, Таласская обл.) расположе-
на наиболее удаленно от других исследуемых
групп лошадей. Также, несмотря на географиче-
скую близость расположения сел Копуро-Базар,
№ 1 (Таласский р-н, Таласская обл.) и Талды-Булак,
№ 2 (Таласский р-н, Таласская обл.), наблюдается
существенное различие по взаимному расположе-
нию их координат на графике главных компонент,
на долю которых (первая и вторая компоненты)
приходится 97.07% вариации признака. Причина
подобных несовпадений в большей степени обу-
словлена различиями в частоте распространенности
аллелей в исследованных STR-локусах, а также
наличием в исследованных группах лошадей как
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Таблица 1. Частоты распространенности аллелей в 17 микросателлитных локусах ДНК для лошадей кыргызской
породы

Примечание. * – аллели с частотой распространенности <5.0% (редкий аллель); # – новые аллели, не представленные в
https://strbase.nist.gov/horseSTRs.htm.

Локус
Аллели

B C D F G H I J K L

AHT4 0.202 0.058 0.149 0.144 0.043*

AHT5 0.005 0.188 0.260 0.091
ASB2 0.019 0.010 0.010 0.159
ASB17 0.005 0.038 0.096 0.038 0.091 0.019 0.043 0.034

ASB23 0.010 0.072 0.245 0.173 0.173
CA425 0.005 0.024 0.005 0.024 0.087 0.014 0.077
HMS1 0.063 0.346 0.067 0.053
HMS2 0.293 0.130 0.014 0.173 0.269
HMS3 0.005# 0.096 0.005

HMS6 0.053 0.101
HMS7 0.111 0.053 0.341
HTG4 0.005 0.163 0.115
HTG6 0.188 0.058 0.154
HTG7 0.284 0.005

HTG10 0.063 0.077 0.072
LEX3 0.159 0.005 0.144 0.038 0.029 0.207
VHL20 0.135 0.024 0.067

Локус
Аллели

M N O P Q R S T U W

AHT4 0.019 0.024 0.322 0.038

AHT5 0.091 0.197 0.168

ASB2 0.178 0.308 0.135 0.024 0.096 0.063

ASB17 0.063 0.163 0.077 0.010 0.034 0.207 0.053 0.024 0.005

ASB23 0.005 0.005 0.043 0.149 0.014 0.125

CA425 0.250 0.394 0.120

HMS1 0.442 0.014 0.014

HMS2 0.048 0.014 0.010 0.048

HMS3 0.207 0.091 0.120 0.317 0.058 0.087 0.014

HMS6 0.264 0.024 0.188 0.361 0.010

HMS7 0.115 0.149 0.197 0.005 0.029

HTG4 0.591 0.034 0.053 0.038

HTG6 0.034 0.005 0.529 0.029 0.005

HTG7 0.144 0.216 0.351

HTG10 0.130 0.019 0.260 0.034 0.048 0.245 0.048 0.005

LEX3 0.207 0.077 0.048 0.087

VHL20 0.221 0.111 0.120 0.101 0.091 0.130
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редких (частота распространенности менее 5%),
так и приватных (встречаются только в одной из
исследованных групп) аллелей – табл. 2 и 3 соот-
ветственно.

Наибольший накопленный суммарный про-
цент редких аллелей определен для лошадей из
с. Чон-Алай (Чон-Алайский р-н, Ошская обл.) –
№ 4. Минимальное значение данного параметра
выявлено для особей из с. Талды-Булак (Талас-
ский р-н, Таласская обл.) – № 2. STR-локус
ASB17 отличался наибольшим аллельным разно-

образием среди всех исследованных групп. Также
имелись и межгрупповые особенности: для локу-
са HMS2 среди особей из группы № 3 (с. Чон-
Алай, Чон-Алайский р-н, Ошская обл.) на долю
редких аллелей пришлось 17.39%; для локусов
ABS17, HMS1, HTG4 и HTG10 среди особей из
группы № 4 (с. Таш-Башат, Нарынский р-н, На-
рынская обл.) на долю редких аллелей пришлось
20.73, 15.85, 13.42 и 12.20% соответственно. Для
данных групп – № 3 и 4 – имелись также особен-
ности и в количестве выявленных приватных ал-
лелей. Среди лошадей из с. Чон-Алай они опреде-

Рис. 2. Результаты анализа генетической структуры изучаемых четырех выборок кыргызской породы лошадей для
наиболее вероятного числа кластеров (K) от 3 до 10 (ось X – ID животного, ось Y – доля членства в соответствующем
кластере).
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Рис. 3. Результаты анализа генетической структуры изучаемых четырех выборок кыргызской породы лошадей для K = 4
(четыре выборки): № 1 – с. Копуро-Базар, Таласский р-н, Таласская обл.; № 2 – с. Талды-Булак, Таласский р-н, Та-
ласская обл.; № 3 – с. Чон-Алай, Чон-Алайский р-н, Ошская обл.; № 4 – с. Таш-Башат, Нарынский р-н, Нарынская
обл. (ось X – ID животного, ось Y – доля членства в соответствующем кластере).
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лены для четырех локусов – ASB17, CA425, HMS6
и HTG6 – причем для локуса HMS6 аллель Q вы-
явлен в 4.30%. Среди лошадей из с. Таш-Башат
приватные аллели выявлены уже для восьми ло-
кусов – AHT5, ASB23, CA425, HMS1, HMS3,
HMS7, HTG4 и HTG10, – аллель Q для локуса
HMS7 был выявлен в 7.30% случаев.

Из 16 STR-локусов – AHT4, AHT5, ASB2, ASB17,
ASB23, HMS1, HMS2, HMS3, HMS6, HTG4, HTG6,
HTG7, HTG10 и VHL20 – расположенных на ауто-
сомах, наибольшим потенциалом по дифферен-
циации исследуемых групп лошадей кыргызской
породы обладают те, для которых рассчитанные
значения FST являются максимальными – табл. 4.

Набольшие рассчитанные значения FST показа-
ны для STR-локусов AHT4, ASB23 и HMS7, в целом
значения FST для всех локусов невысокие и не пре-
вышают 0.1. Информация об аллельном разнооб-
разии и частотах распространенности конкретных
аллелей для перечисленных выше STR-локусов
представлена в табл. 5.

Таким образом, в различных группах превали-
руют конкретные аллели: в группе № 2 для локуса
AHT4 в мажорном состоянии находятся аллели H
и O, в то время как для остальных групп наиболь-
шую распространенность получил только аллель O;
для локуса ASB23 в группе № 2 суммарная частота
распространенности аллелей L (30.0%) и S
(42.5%) составила 72.5%, в то время как для дру-
гих групп аллель S встречался с частотой менее
20.0%, для групп № 1, 3, 4 превалировал аллель J;
для локуса HMS7 в группе № 2 мажорным (часто-
та – более 30%) является аллель O, для групп же
№ 1, 3, 4 – аллель L. В целом для каждой группы
имеются индивидуальные различия в профиле
распределения частот распространенности алле-
лей по всем исследуемым STR-локусам.

Для анализа внутрипородной генетической
подразделенности кыргызских лошадей, разво-
димых в четырех географически изолированных
высокогорных зонах, необходимо также оценить

Рис. 4. Результаты анализа главных компонент (по совокупности 16 STR-локусов, кроме LEX3).
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Таблица 2. Суммарные частоты распространенности
редких аллелей в исследованных группах лошадей
кыргызской породы (в %)

* – накопленный суммарный процент редких аллелей.

Локус
Группа

1 2 3 4

AHT4 7.50 5.00 10.87 7.32
AHT5 – – – 6.10
ASB2 2.50 2.50 4.35 7.32
ASB17 10.00 5.00 30.44 20.73
ASB23 5.00 – 2.17 1.22
HMS1 – 2.50 21.74 10.98
HMS2 2.50 – 6.52 15.85
HMS3 2.50 – 17.39 2.44
HMS6 5.00 – 4.35 9.76
HTG4 2.50 – 6.52 3.66
HTG6 – 2.50 2.17 1.22
HTG7 2.50 2.50 2.17 13.42
HTG10 5.00 2.50 4.35 3.66
VHL20 2.50 – – –

Сумма* 55.00 30.00 126.09 124.40
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значения показателей Na, Ne, Ho, He, I и коэффи-
циента FIS – табл. 6.

При анализе показателей Na, Ne, Ho, He, I и ко-
эффициента FIS выявлено, что наименьшим гене-
тическим разнообразием среди четырех геогра-
фически изолированных зон отличаются лошади

кыргызской породы из с. Талды-Булак (Талас-
ский р-н, Таласская обл.) – № 2: среднее количе-
ство выявленных аллелей Na было минимальным
среди исследованных групп – 6.059 ± 0.441, коли-
чество эффективных аллелей Ne – 3.898 ± 0.318,
индекс разнообразия Шеннона I также оказался
наименьшим среди рассчитанных – 1.475 ± 0.083,
и ожидаемая гетерозиготность He также оказалась
минимальной – 0.705 ± 0.029.

Наибольшее генетическое разнообразие было
обнаружено среди лошадей кыргызской породы

Таблица 3. Частоты распространенности приватных
аллелей в исследованных группах лошадей кыргыз-
ской породы

Группа STR-локус Аллель Частота, %

1 ASB23 G 5.00
ASB23 Q 2.50
HTG6 N 2.50
HTG7 L 2.50

2 ASB17 W 2.50
HMS2 P 5.00

3 ASB17 D 2.20
CA425 H 2.20
HMS6 Q 4.30
HTG6 R 2.20

4 AHT5 I 1.20
ASB23 M 1.20
CA425 F 1.20
HMS1 Q 3.70
HMS3 G 1.20
HMS3 L 1.20
HMS7 P 1.20
HMS7 Q 7.30
HTG4 J 1.20
HTG10 T 1.20

Таблица 4. Дифференцирующий потенциал 16 STR-
локусов (результаты анализа locus-by-locus AMOVA)

FST, коэффициент инбридинга субпопуляций относительно
всей популяции, указывает на редукцию гетерозиготности
из-за ограничения потока генов (миграции) и генетического
дрейфа между субпопуляциями; жирным выделены три
STR-локуса с максимальными значениями FST.

Локус FST* p-уровень Локус FST p-уровень

AHT4 0.044 <0.001 HMS3 0.020 <0.001

AHT5 0.020 <0.001 HMS6 0.014 <0.001
ASB2 0.031 <0.001 HMS7 0.032 <0.001
ASB17 0.029 <0.001 HTG4 0.022 <0.001
ASB23 0.063 <0.001 HTG6 0.028 <0.001
CA425 0.032 <0.001 HTG7 0.010 <0.001
HMS1 0.031 <0.001 HTG10 0.026 <0.001
HMS2 0.035 <0.001 VHL20 0.021 <0.001

Таблица 5. Частоты распространенности аллелей для
трех STR-локусов с наибольшим дифференцирующим
потенциалом (по результатам FST)

Локус/Аллели Группа

AHT4 1 2 3 4

H 12.50 37.50 10.87 20.73
I 2.50 5.00 10.87 4.88
J 22.50 2.50 19.57 14.63
K 17.50 2.50 21.74 14.63
L 2.50 5.00 2.17 6.10
M 5.00 – 4.35 –
N 2.50 – 4.35 2.44
O 35.00 47.50 19.57 30.49
P – – 6.52 6.10

ASB23 1 2 3 4

G 5.00 – 0.00 0.00
I 5.00 – 8.70 10.98
J 35.00 5.00 32.61 24.39
K 27.50 7.50 19.57 15.85
L 7.50 30.00 19.57 14.63
M – – – 1.22
Q 2.50 – – –
R 2.50 5.00 2.17 6.10
S 5.00 42.50 6.52 10.98
T – – – –
U 10.00 10.00 10.87 15.85

HMS7 1 2 3 4

J 17.50 2.50 17.39 8.54
K 7.50 5.00 – 7.32
L 37.50 22.50 32.61 39.02
M 15.00 25.00 2.17 8.54
N 5.00 15.00 21.74 15.85
O 17.50 30.00 26.09 12.20
P – – – 1.22
Q – – – 7.32
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из с. Таш-Башат (Нарынский р-н, Нарынская
обл.), № 4: Na – 8.294 ± 0.561, I – 1.745 ± 0.076.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Современная порода кыргызских лошадей об-

наруживает высокий уровень внутрипородной ге-
нетической вариабельности. В 17 STR-локусах
идентифицировано 154 аллеля, в том числе 59
редких аллелей. Выявлены новые аллели, не об-
наруженныe в нашем предыдущем исследовании
[8], из них для 15 локусов – AHT4, AHT5, ASB2,
ASB17, ASB23, CA425, HMS1, HMS2, HMS3, HMS6,
HMS7, HTG4, HTG6, HTG7, HTG10, – имеются
новые редкие.

При анализе показателей Na, Ne, Ho, He, I и ко-
эффициента FIS выявлено, что наибольшее гене-
тическое разнообразие среди четырех географи-
чески изолированных зон – с. Копуро-Базар (Та-
ласский р-н, Таласская обл.), с. Талды-Булак
(Таласский р-н, Таласская обл.), с. Чон-Алай
(Чон-Алайский р-н, Ошская обл.) и с. Таш-Башат
(Нарынский р-н, Нарынская обл.) – отмечено среди
лошадей кыргызской породы из с. Таш-Башат:
среднее количество выявленных аллелей Na было
максимальным среди исследованных групп 8.294 ±
± 0.561, количество эффективных аллелей Ne –
5.009 ± 0.416, индекс разнообразия Шеннона I –
1.745 ± 0.076 и ожидаемая гетерозиготность He –
0.773 ± 0.020.

Исследование было поддержано Федерацией
органического движения “БИО-KG” Кыргызста-
на (договор № 9 от 6 ноября 2019 г).

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

Авторы заявляют, что у них нет конфликта ин-
тересов.
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Таблица 6. Генетическая характеристика четырех субпопуляций лошадей кыргызской породы по результатам ге-
нотипирования 17 STR-локусов

Примечание. Na – среднее количество выявленных аллелей на локус, Ne – количество эффективных аллелей, I – индекс раз-
нообразия Шеннона, Ho – наблюдаемая гетерозиготность, He – ожидаемая гетерозиготность, FIS – индивидуальный индекс
фиксации, # – среднее для 16 STR-локусов (кроме LEX3).

Группа

1 2 3 4

Na 7.059 ± 0.481 6.059 ± 0.441 7.471 ± 0.543 8.294 ± 0.561

Ne 4.556 ± 0.321 3.898 ± 0.318 4.837 ± 0.362 5.009 ± 0.416

I 1.643 ± 0.073 1.475 ± 0.083 1.695 ± 0.067 1.745 ± 0.076

Ho
# 0.791 ± 0.023 0.759 ± 0.038 0.804 ± 0.020 0.765 ± 0.023

He
# 0.756 ± 0.020 0.705 ± 0.029 0.773 ± 0.016 0.773 ± 0.020

FIS
# –0.052 ± 0.031 –0.075 ± 0.030 –0.041 ± 0.016 0.009 ± 0.021
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Genetic Diversity of the Kyrgyz Horse Breed
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There is a high inter-breed genetic variability found in the contemporary Kyrgyz horses breed. One-hundred
and fifty-four alleles, including rare 59 ones, in 17 STR loci were identified. We found new rare alleles for 15
loci, including AHT4, AHT5, ASB2, ASB17, ASB23, CA425, HMS1, HMS2, HMS3, HMS6, HMS7, HTG4,
HTG6, HTG7 and HTG10. The greatest genetic variability among four geographically separated zones in Ta-
las, Osh and Naryn Provinces under study was found in horses of Kyrgyz breed from Tash-Bashat (Naryn
Province) village with the largest mean count of alleles (8.294 ± 0.561), effective alleles (5.009 ± 0.416),
Shennon biodiversity index (1.745 ± 0.076) and expected heterozygosity (0.773 ± 0.020).

Keywords: the Kyrgyz breed of horses, DNA, microsatellite markers, genotyping.
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ГЕНЕТИЧЕСКАЯ ГЕТЕРОГЕННОСТЬ СЕРЕБРЯНОГО КАРАСЯ
Carassius gibelio (Cyprinidae) В БАССЕЙНЕ СРЕДНЕЙ ОБИ
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В настоящее время в озерах бассейна замкнутого стока на юге Западной Сибири происходит замещение
аборигенной формы серебряного карася Carassius gibelio (Bloch, 1782) формой серебряного карася из
р. Амур, вселенной в конце 70-х годов ХХ века в водоемы региона. На основании анализа полиморфизма
фрагмента контрольного района митохондриальной ДНК (460 пн) мы оценили генетическое разнообра-
зие этого вида в Южной Сибири и выявили присутствие двух гаплогрупп, одна из которых (B) край-
не редко встречается в Юго-Восточной Азии и, вероятно, может быть индикатором автохтонных
форм серебряного карася, а другая (А) совпадает c гаплотипами, характерными для дальневосточ-
ных популяций.

Ключевые слова: серебряный карась, Carassius gibelio, Западная Сибирь, ихтиофауна, интродуценты,
гаплотипы, гетерогенность.
DOI: 10.31857/S0016675821040111

Серебряный карась Сarassius gibelio (Сyprini-
dae) один из наиболее многочисленных и повсе-
местно распространенных видов рыб Евразии,
однако его систематический статус и распростра-
нение широко обсуждаются в литературе [1–6]. В
России популяционно-генетические исследова-
ния серебряного карася показали довольно высо-
кое генетическое разнообразие и присутствие
двух хорошо разрешенных гаплогрупп в водоемах
Приморья [7, 8]. Кроме того, H. Sakai с соавт. [2]
предложили выделить серебряного карася с гап-
лотипами второй гаплогруппы, выявленного в
Верхнем Иртыше, в отдельный подвид (Carassius
gibelio sub-species M).

Известно, что караси легко натурализуются в
местах интродукции и нередко замещают абори-
генные формы [9–13]. В Европе Сarassius gibelio
является инвазивным видом [14–22]. В водоемах
Западной Сибири караси известны с XVIII в. [23]
и широко распространены [24–32]. В конце 70-х го-
дов ХХ в., в ходе работ по повышению биопродук-
ционного потенциала водоемов, широко прово-
дившихся на территории Сибири в течение всего

столетия [33], в оз. Убинское (Обь-Иртышское
междуречье, бассейн замкнутого стока) были все-
лены серебряные караси из р. Амур, с предполо-
жительно большим темпом роста.

В первой половине 90-х годов вселенец про-
ник в оз. Чаны, где, как предполагается, полно-
стью вытеснил аборигенную форму [34, 35]. По-
добное замещение наблюдается и в иных озерах
региона [36]. Однако вопрос о возможном про-
никновении амурской формы серебряного карася в
р. Обь до настоящего времени оставался открытым.

Митохондриальные ДНК-маркеры удобны в
популяционных исследованиях благодаря их вы-
сокому полиморфизму (особенно в Д-петле) и на-
следованию по материнской линии [37, 38].

В настоящей работе мы исследовали генетиче-
ское разнообразие современных популяций сереб-
ряного карася в бассейне Средней Оби на основа-
нии анализа фрагмента Д-петли митохондриальной
ДНК (мтДНК). Наши данные демонстрируют низ-
кое генетическое разнообразие серебряного карася
в некоторых внутренних водоемах и указывают на
присутствие редкой гаплогруппы, описанной в

УДК 575.174

ГЕНЕТИКА
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Приморье и верховьях Иртыша, в некоторых по-
пуляциях.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Материалом для работы послужили образцы

тканей серебряного карася из четырех участков
Средней Оби: два места отлова непосредственно в
р. Обь: в Парабельском и Александровском р-нах
Томской обл., на расстоянии 350 км друг от друга
(7 и 14 экз. соответственно); а также из поймен-
ных озер: оз. Монатка, расположенного в пойме
р. Обь (9 экз.) и оз. Штаны в пойме р.Чулым (9 экз.).
Кроме того, для анализа были использованы об-
разцы тканей серебряного карася из Обь-Иртыш-
ского междуречья: оз. Сартлан, куда амурскую фор-
му серебряного карася достоверно вселяли в 90-х го-
дах ХХ в. (12 экз.), оз. Яркуль (12 экз.), оз. Чаны
(6 экз.). Мы также взяли внешнюю западную точ-
ку – оз. Костомар, в 15 км от р. Ишим (приток
Иртыша), Северный Казахстан (5 экз.) (рис. 1).

Выделение тотальной ДНК осуществляли из
плавников, фиксированных в 96%-ном этаноле.
Выделение ДНК производили с помощью набора
“БиоСилика” (Новосибирск) по стандартной ме-
тодике.

Амплификацию фрагмента контрольного рай-
она мтДНК длиной 460 пн проводили с прайме-
рами L15923 (5′-TTAAAGCATCGGTCTTGTAA-
3′) и H16150 (5′-GCCCTGAAATAGGAACCAGA-
3′) [3].

Смесь для ПЦР объемом 25 мкл содержала: од-
нократный буфер для Taq-полимеразы (Medigen,
Новосибирск), 2.5 мМ MgCl2, 0.25 мМ дезокси-
нуклеозидтрифосфатов, 1 мкМ праймеров, 0.5 ед.
акт. Taq – ДНК – полимеразы (Medigen, Новоси-
бирск).

Температурный профиль реакции: 2 мин при
94°C, далее 35 циклов (денатурация при 94°C – 15 с,
отжиг праймеров при 53°C – 30 с, элонгация при
72°C – 60 с) и финальная элонгация – 5 мин при
72°C.

Очистка ПЦР-продуктов из реакционной сме-
си проводилась с использованием реагентов
ExoSAP-IT (Affymetrix) по протоколу производи-
теля. Для проведения секвеназной реакции в объ-
еме 10 мкл замешивали следующие реагенты:
2 мкл 5× BrightDye buffer, 0.25 мкл BrightDye™
Terminators v1.1; 1.25 мкл соответствующего прайме-
ра (10 мM); 1.2 мкл исследуемого образца ДНК,
ddН2О до 10 мкл. Полученную реакционную
смесь инкубировали в амплификаторе в следую-
щих условиях реакции: 1 цикл – 96°С (4 мин); 35
циклов – 96°С (10 с), 57°С (10 с), 60°С (4 мин);
10°С (хранение). Полученный продукт реакции
очищали с использованием BigDye XTerminator
Purification Kit по протоколу производителя. Се-
квенирование проводилина автоматическом се-

квенаторе Genome Analyzer II. Анализ получен-
ных последовательноcтей проводили с помощью
пакета программ Geneious v. 8.0.4 (Biomatters Ltd).
В работе были использованы ресурсы Центра
коллективного пользования “Молекулярная и
клеточная биология” при ИМКБ СО РАН.

Взаимоотношения между гаплотипами анализи-
ровали с помощью программного обеспечения Hap-
lotype Viewer (http://www.cibiv.at/~greg/haploviewer).
Филогенетическое древо строили с помощью мето-
да максимального правдоподобия в программе
RAxML-NG (https://raxml-ng.vital-it.ch/).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
В результате анализа последовательностей

контрольного района D-петли серебряного кара-
ся выявлено девять гаплотипов, принадлежащих
двум гаплогруппам (табл. 1). Наиболее широко
распространенный, отмеченный нами во всех изу-
ченных выборках серебряного карася, гаплотип A0
был ранее описан в дальневосточных популяциях, в
том числе и на Амуре [2], а также известен в бассейне
Верхнего Иртыша (юго-восточная часть Казахста-
на) [2]. В оз. Сартлан все изученные особи содержа-
ли этот гаплотип. Гаплотип А1, ранее описанный в
оз. Ханка (JN790653, JN790655), в бассейне Сред-
ней Оби малочислен, но при этом широко рас-
пространен – в наших сборах отмечен как в самой
Оби, так и в пойме р. Чулым. Гаплотип А2, также
известный у карасей в северо-восточной Азии и
Китае (JN790652), в наших материалах встречает-
ся значительно реже и отмечен только в поймен-
ных озерах бассейна средней Оби. Гаплотип А3
описан нами впервые, выявлен в р. Обь (Алексан-
дровский р-н) и незначительно отличается от га-
плотипа А1 (идентификационный номер в Gen-
Bank – MF987725). Гаплотип А4 ранее был опи-
сан в оз. Ханка и в Европе (JN790650, JN790655,
AB080014, FJ167410.1, JN117600.1) [2]. Мы обнару-
жили гаплотип А5 в близко расположенных озе-
рах Яркуль и Чаны, он отличается от других гап-
лотипов группы А делецией восемнадцати нук-
леотидов (идентификационный номер в GenBank –
MT062975), близкий к нему гаплотип описан ра-
нее в оз. Ханка (JN790668) и в Центральной Евро-
пе (FJ167413). Гаплотип А6 встречается в наших
выборках в озерах Яркуль, Чаны и Костомар, ра-
нее этот гаплотип был описан в р. Чара, Казах-
стан (AB274415.1) [2].

Гаплотипы В0 и В1, обнаружены нами в вы-
борке из самой северной точки сбора материала –
р. Обь, Александровский р-н, а В0, кроме того,
еще и в пойменном оз. Монатка. Эти гаплотипы
относятся к гаплогруппе, описанной в Верхнем
Иртыше, и, предположительно, характерной для
нативной формы [2]. Интересно, что ранее в Ир-
тыше был описан только гаплотип В0, тогда как
гаплотип В1 очень похож на гаплотип В0 и отли-
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Рис. 1. Карта-схема расположения участков отлова серебряного карася (Сarassius gibelio) в Западной Сибири в среднем
течении р. Оби и Обь-Иртышского междуречья. Новосибирская обл.: 1 – оз. Сартлан, 2 – оз. Яркуль, 3 – оз. Чаны;
Томская обл.: 4 – оз. Штаны, Первомайский р-н, 5 – оз. Монатка, Кривошеинский р-н, 6 – р. Обь, Парабельский р-н,
7 – р. Обь, Александровский р-н; 8 – оз. Костомар, Казахстан; Х – место первого выпуска амурской формы серебря-
ного карася в Западной Сибири.
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чается на одну замену нуклеотидов (идентифика-
ционный номер в GenBank – MT062976). Ранее
гаплотип B0 уже был описан на о. Сахалин
(GQ985474). Близкие гаплотипы были описаны в
водоемах Дальнего Востока (GQ985481 (р. Кам-
чатка), GQ985473 (р. Раздольная), JN790699
(оз. Ханка), JN790661 (оз. Ханка)). В бассейне
средней Оби частота встречаемости гаплогруппы
В составляет около 7%, хотя эта цифра сильно ва-
рьирует в зависимости от района сбора и для опи-
сания распространения этой гаплогруппы необ-
ходимы дальнейшие исследования.

Результаты проведенного анализа свидетель-
ствуют, что гаплотип А0 доминирует во всех водо-
емах. Гаплотипы А1, А2, А3, А4 и А6 не сильно от-
личаются от доминирующего гаплотипа А0. Гап-
лотип А5 образовался из предкового гаплотипа

А0 в результате делеции в 18 пн. Гаплогруппа В
филогенетически значительно отличается от гапло-
группы А (рис. 2, 3). В работе H. Sakai с соавт. [2]
предполагается, что носители данного гаплотипа
могут представлять особый подвид серебряного ка-
рася, хотя в работе А.В. Подлесных с соавт. [8] гапло-
группа В рассматривается как базальная под-
группа III C. gibelio. Распределение гаплотипов
данной гаплогруппы характерно именно для се-
верных популяций C. gibelio, поскольку они не
отмечались в хорошо исследованных популяци-
ях Китая и Японии.

Наиболее высоким нуклеотидным и гаплоти-
пическим разнообразием (табл. 2) обладают кара-
си самой северной выборки из р. Обь (Алексан-
дровский р-н), а также из оз. Монатка, периоди-
чески имеющему связь с р. Обь и материковыми

Таблица 1. Гаплотипы серебряного карася в Обь-Иртышском бассейне

Название
гаплотипов

Кол-во
особей Место сбора материала Ранее описанные или близкие

гаплотипы в GenBank

А0 46 оз. Штаны, р. Обь (Александровский р-н),
р. Обь (Парабельский р-н),
оз. Сартлан, оз. Монатка

AB274416 – р. Чара, Казахстан [2], 
GQ985470 – р. Амур, GQ985471 – бассейн 
р. Волга, JN790649 – оз. Ханка

А1 2 оз. Штаны, р. Обь (Парабельский р-н) JN790653 – оз. Ханка,
JN790655.1 – оз. Ханка

А2 2 оз. Штаны, оз. Монатка JN790652 – оз. Ханка

А3 1 р. Обь (Александровский р-н) –

А4 8 оз. Штаны, р. Обь (Парабельский р-н),
оз. Монатка, оз.Чаны

JN790650 – оз. Ханка,
JN790655 – оз. Ханка,
AB080014, FJ167410.1 – Европа,
JN117600.1 – Польша [20]

А5 8 оз. Чаны, оз. Яркуль JN790668.1 – оз. Ханка (близкий гапло-
тип), FJ167413 (близкий гаплотип), 
DQ984994.1 (близкий гаплотип)

А6 13 оз. Чаны, оз. Яркуль,
оз. Костомар (Казахстан)

AB274415.1 – р. Чара, Казахстан [2]

В0 1 р. Обь (Александровский р-н) GQ985474 – о. Сахалин, оз. Безымянное, 
FJ167424.1 – Европа, AB274413 –
oз. Михайловское, Казахстан
(близкий гаплотип) [2],
GQ985481.1 – р. Камчатка (близкий гапло-
тип),
GQ985473.1 – р. Раздольная, Приморье 
(близкий гаплотип), JN790652.1 –
оз. Ханка, Китай (близкий гаплотип)

В1 2 p. Обь (Александровский р-н), оз. Монатка –
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озерами, где, возможно, существуют рефугиумы
автохтонных форм вида. Наименьшее разнообра-
зие зарегистрировано в оз. Сартлан (табл. 2), где,
возможно, за 20 лет произошло замещение абори-
генных форм серебряного карася амурским все-
ленцем. Хотя в близлежащих озерах Чаны и Яр-
куль доминируют гаплотипы А5 и А6, которые не
были обнаружены в северных районах из нашей
выборки. Очевидно, что на популяции серебря-
ного карася в разных водоемах сильно повлияли

процессы генетического дрейфа, эффект основа-
теля и антропогенная интродукция.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, в результате проведенного ис-

следования в бассейне Средней Оби у серебряно-
го карася Сarassius gibelio выявлено семь гаплоти-
пов, принадлежащих двум гаплогруппам. Сереб-
ряный карась гаплогруппы А отличается крайне

Рис. 2. Взаимоотношения между гаплотипами серебряного карася, полученные с использованием программы Haplo-
type Viewer. В качестве входной топологии использовалось филогенетическое древо, построенное по методу макси-
мального правдоподобия. Гаплотипы описаны в табл. 1. Гаплотип A5 отличается от А0 единственной делецией в 18 пн,
однако алгоритм расценивает эту мутацию как 18 однонуклеотидных замен.

5 10 20 40

A1

A2
A0

A5 A3 A4

A6

B0

B1

оз. Сартлан, Новосибирская обл.
оз. Яркуль, Новосибирская обл.
оз. Чаны, Новосибирская обл.
оз. Штаны, Томская обл.
оз. Монатка, Томская обл.
р. Обь, Парабельский р-н, Томская обл.
р. Обь, Александровский р-н, Томская обл.
оз. Костомар, Казахстан

Рис. 3. Филогенетическое дерево гаплотипов серебряного карася из Южной Сибири (A0–A6, B1, B0), построенное ме-
тодом максимального правдоподобия c моделью GTR+G. CCA – последовательность золотого карася из GenBank
(JQ911695.1), CCU – последовательность карася Кювье C. cuvieri (AP011237.1), CLA – последовательность подвида
“ginbuna” C. auratus langsdorfii (DQ985007).
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низким генетическим разнообразием по сравне-
нию с популяциями Юго-Восточной Азии, что
свидетельствует об эффекте основателя. Наличие
гаплогруппы В, ранее описанной в Верхнем Ир-
тыше, и базальной для всех описанных гаплоти-
пов, может указывать на сохранение автохтонных
форм серебряного карася в регионе. Присутствие
в большинстве выборок гаплотипа А, характерного
для амурской формы серебряного карася, может
свидетельствовать о процессах замещения автохтон-
ных форм данного вида интродуцированными
амурскими формами.

Авторы выражают благодарность А.А. Проcку-
ряковой за предоставление материала из оз. Ко-
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обсуждение проекта.
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Genetic Diversity of the Prussian Carp, Carassius gibelio (Cyprinidae),
in the Middle Ob Basin

M. A. Pobedintsevaa, *, S. N. Reshetnikovab, c, N. A. Serdyukovaa,
A. Bishanid, V. A. Trifonova, d, and E. A. Interesovab, c
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The aboriginal form of the Prussian in Southern Siberian lakes and rivers is currently being replaced by intro-
duced in the late 1970s of the 21th century Amur forms of the same species. We analyzed the genetic diversity
of this species in Southern Siberia based on the the polymorphism of D-loop fragment of mitochondrial
DNA (460 bp), and revealed the presence of two haplogroups, one of which (B) is extremely rare in South-
East Asia and is likely to be an indicator of the autochthonous forms of the Prussian carp, and the other (A)
is similar to haplotypes that are characteristic of Far Eastern populations.

Keywords: silver crucian carp, Carassius gibelio, Western Siberia, ichthyofauna, invasive species, haplotypes,
population diversity.
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Проанализирована изменчивость 15 микросателлитных локусов у 15786 особей крупного рогатого
скота черно-пестрой, голштинской и тагильской пород, разводимых на территории Урала. Показа-
но, что современная популяция голштинизированного черно-пестрого скота, содержащегося в
племзаводах и племрепродукторах Свердловской, Курганской, Тюменской, Челябинской областей,
Пермского края и Республики Удмуртия представляет собой единую популяцию. Генетическая
дифференциация телят, рожденных в Свердловской обл. в период 2008–2019 гг., и быков голштин-
ской породы, содержащихся в АО “Уралплемцентр”, статистически значимо не отличается от ноля,
что позволяет утверждать о принадлежности современной популяции крупного рогатого скота ре-
гиона к голштинской породе. Показано статистически значимое снижение параметров генетиче-
ского разнообразия популяции молочного скота Свердловской обл. в период 2010–2019 гг., что сви-
детельствует о росте инбридинга в популяции.

Ключевые слова: Bos taurus, голштинская порода, черно-пестрая порода, тагильская порода, STR,
Урал.
DOI: 10.31857/S001667582104010X

Голштинизированный черно-пестрый скот
является наиболее массовой породой крупного
рогатого скота молочного направления на терри-
тории Урала. Численность животных в регионе
составляет около 500 тыс. голов [1]. История фор-
мирования данной популяции включает несколько
этапов миграции генов, а также несколько центров
селекции. При формировании местного тагильско-
го скота использовались племенные производители
голландской породы, затем в 1932–1936 гг. начались
работы по скрещиванию тагильского скота с ост-
фризскими быками-производителями с целью со-
здания уральского черно-пестрого скота, формиро-
вание которого завершилось к 1959 г. Последующее
совершенствование уральского черно-пестрого
скота с 1965 по 1985 гг. осуществлялось путем
прилития крови голландского скота, а с 1983 г.,
когда была принята программа создания нового
внутрипородного типа, путем межпородного скре-
щивания с голштинскими быками-производителя-
ми [2]. Сходная ситуация имела место в Челябин-
ской, Пермской и Курганской обл. В то же время
в Тюменской и Курганской обл. имеется значи-
тельное количество черно-пестрого скота, род-

ственно не связанного с тагило-остфризским. Та-
ким образом, при формировании современного
молочного скота Урала произошло смешение как
минимум четырех пород: тагильской, голланд-
ской, черно-пестрой и голштинской [1, 3].

Современным методическим стандартом изу-
чения структуры популяций крупного рогатого
скота является использование SNP-чипов сред-
ней и высокой плотности [4–8]. Однако относи-
тельно высокая цена тестов ограничивает размер
выборок животных, которые могут быть проти-
пированы в рамках научных проектов. Историче-
ски SNP-чипы пришли на смену микросателлит-
ным маркерам, которые успешно применялись для
исследования популяционной структуры круп-
ного рогатого скота до конца нулевых годов XXI в.
[9–11]. К настоящему времени в рамках работ по
определению достоверности происхождения жи-
вотных на территории Урала нами типировано
несколько тысяч особей голштинизированного
черно-пестрого скота по 15 микросателлитным
локусам. С учетом большого размера полученной
выборки и большого охвата стад животных регио-
на не вызывает сомнения, что полученная база
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данных является хорошей основой для анализа
пространственной структуры популяции и изме-
нения этой структуры во времени. Целью данной
работы является описание генетической структу-
ры голштинизированного черно-пестрого скота
Урала и оценка динамики генофонда популяции.
Наибольшее внимание будет уделено популяции
Свердловской обл.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Материалом для анализа послужили данные

об изменчивости 15 микросателлитных локусов.
Всего было проанализировано 17936 особей
крупного рогатого скота. После исключения из
базы совпадающих генотипов (монозиготных
близнецов) и животных с неидентифицирован-
ными аллелями (пропусками данных) выборка
составила 15786 образцов. Из них:

1. Голштинизированный черно-пестрый скот,
содержащийся в племзаводах и племрепродукто-
рах Свердловской обл. (21 организация из 46 су-
ществующих в области) – 13224 особи.

2. Быки-производители голштинской породы,
содержащиеся в АО “Уралплемцентр” (выборка
Hol1) – 48 особей.

3. Животные голштинской породы, эмбрионы
которых были привезены на Урал из Канады (вы-
борка Hol2) – 6 особей.

4. Голштинизированный черно-пестрый скот,
принадлежащий племзаводам и племрепродукто-
рам Курганской, Тюменской, Челябинской обл.,
Пермского края и Республики Удмуртия (всего 8
организаций) – 1569 особей.

5. Животные тагильской породы Tag – 92 осо-
би. Выборка получена из последнего стада дан-
ной породы, Пермский край.

6. В качестве внешнего контроля использовали
две выборки животных герефордской породы
(Her), Пермский край, 847 особей.

ДНК животных выделяли из крови, законсер-
вированной в цитрате натрия или ЭДТА, с исполь-
зованием набора “ДНК-Экстран-1” (“Синтол”,
Россия). В анализ были включены 15 микросател-
литных локусов, локализованных в различных
хромосомах: BM1824, INRA23, BM2113, SPS115,
ETH10, TGLA122, ETH225, TGLA126, TGLA227,
BM1818, ETH3, TGLA53, CSRM60, CSSM66,
ILSTS006. ПЦР проводили с использованием на-
бора COrDIS Cattle (“Гордиз”, Россия) согласно
протоколу производителя. Длины амплифициро-
ванных фрагментов определяли на генетическом
анализаторе ABI 3130 (Applied Biosystems, США) в
присутствии маркера молекулярной массы S-550
(“Гордиз”). Хроматограммы расшифровывали в
программе Gene Mapper v. 4.0.

Для анализа популяционной структуры ис-
пользовали метод главных координат (PCoA) и

байесовскую кластеризацию. PCoA проводили в
пакете ade4 v. 1.7-13 [12] R v. 3.5.2 software [13].
При расчете брали классические дистанции Эв-
клида (или дистанции Роджерса), полученные в
пакете adegenet v. 2.1.2 [14]. Данные о годе рожде-
ния животных брали из базы Селэкс “Молочный
скот”. Байесовскую кластеризацию выполнили в
программе STRUCTURE v. 2.3.4 [15]. Анализ поз-
волил выделить два генофонда (K = 2), условно
названных “A” и “B”, объединение которых при-
вело к формированию современного генофонда
каждого проанализированного стада.

Генетическую дифференциацию выборок (FST)
рассчитывали с использованием пакета hierfstat
v. 0.04-22 по формуле M. Nei [16]. Для тестирова-
ния гипотезы об отличии параметра FST от ноля
использовали программу GenAlEx v. 6.1 [17], при
расчетах проводили 999 реплик.

Среднее (Na) и эффективное (Ne) число аллелей
на локус, а также индекс фиксации (F) рассчитыва-
ли в программе GenAlEx v. 6.1 [17]. Аллельное раз-
нообразие (Ar15, а именно число аллелей, которое
будет обнаружено в выборке из 15 особей), ожи-
даемую (He) и наблюдаемую (Ho) гетерозиготно-
сти оценивали с использованием пакета hierfstat
v. 0.04-22. При анализе связи двух параметров ис-
пользовали линейную регрессионную модель типа:

Всего построили три модели. В качестве объ-
ясняемой переменной (y) брали параметры Ar15,
He, Ho. В качестве объясняющей переменной (x),
год рождения особей. Связь считали установлен-
ной при статистически значимом отличии коэф-
фициента b от ноля (p < 0.05).

РЕЗУЛЬТАТЫ
Индексы, характеризующие генетическую из-

менчивость голштинизированного черно-пест-
рого скота Свердловской обл., приведены в табл. 1.
В 15 локусах обнаружено 164 аллеля, частота
встречаемости 38 из них менее 0.1%. Среднее чис-
ло аллелей на локус равняется 10.9, эффективное
число аллелей на локус – 4.02. Параметры наблю-
даемой и ожидаемой гетерозиготностей близки,
они составляют 0.73 (Ho) и 0.72 (He).

Для сравнения уровня генетического разнооб-
разия популяции голштинизированного черно-
пестрого скота Свердловской обл. с другими по-
пуляциями голштинской и черно-пестрой пород
использовали параметр ожидаемой гетерозиготно-
сти (He). Общими микросателлитными маркерами,
используемыми в большинстве проанализирован-
ных литературных источников, были девять локу-
сов: BM1824, INRA23, BM2113, SPS115, ETH10,
TGLA122, ETH225, TGLA126, TGLA227, для кото-
рых нами были рассчитаны средние значения па-

.y a b x= + ×
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раметра He. В выборках голштинизированного скота
Китая значения He составили 0.66 [18] и 0.73 [19],
в популяции Чехии – 0.75 [20], Ирана – 0.76 [21],
Турции – 0.77 [22]. Для черно-пестрой породы,
разводимой на территории Республики Беларусь,
значение ожидаемой гетерозиготности составля-
ет 0.80 [23]. В популяции голштинизированного
черно-пестрого скота Свердловской обл. уровень
ожидаемой гетерозиготности для девяти вышепе-
речисленных локусов равняется 0.73, что меньше
большинства значений, отмеченных в других ло-
кальных популяциях животных.

Кластеризация всех имеющихся выборок в
осях главных координат представлена на рис. 1.
Одной выборкой (или стадом) считали живот-
ных, принадлежащих одной организации. На
рис. 1,а в качестве внешнего контроля для скота
молочного направления использовали герефорд-
скую (мясную) породу животных. Первая ось раз-
делила три чистопородные группы (голштинскую,
тагильскую и герефордскую). Ожидаемо, что поро-
ды молочного направления оказались более близки
между собой, уровень генетической дифферен-
циации между выборками Hol1 и Tag составляет
FST = 0.03 (p < 0.01), выборками Tag и Her FST = 0.08
(p < 0.01), Hol1 и Her FST = 0.12 (p < 0.01). Голшти-
низированный черно-пестрый скот уральского

региона по первой оси главных координат распо-
ложился между голштинской и тагильской поро-
дами.

Для более детального анализа целевой группы
животных отдельно была проведена кластериза-
ция скота молочного направления, рис. 1,б. По
результатам анализа выборки животных можно
разделить на три группы. К первой относятся 27
из 29 стад голштинизированного черно-пестрого
скота, содержащиеся на территории различных
областей региона, быки, принадлежащие АО
“Уралплемцентр”, а также выборка тагильской по-
роды. Значения генетической дифференциации в
пределах группы составляет FST = 0.004–0.037 (в
среднем FST = 0.017), рис. 1,б. Вторая группа пред-
ставлена животными из двух хозяйств, располо-
женных на территории Свердловской обл., данные
выборки удалены от основной группы животных
как по первой оси главных координат, так и по вто-
рой. Средний уровень дифференциации животных
первой и второй групп составляет FST = 0.04. Веро-
ятной причиной подобных различий является то,
что поставщиком спермопродукции в хозяйства
второй группы является не АО “Уралплемцентр”,
а другие организации. Уровень генетической
дифференциации животных второй группы и вы-
борки быков, принадлежащих АО “Уралплем-

Таблица 1. Параметры генетической изменчивости 15 микросателлитных локусов голштинизированной черно-
пестрой породы крупного рогатого скота Свердловской обл. (N = 13224)

Примечаниe. Ch – хромосома, в которой расположен локус, Na – среднее число аллелей на локус, Ne – эффективное число
аллелей на локус, Ho – наблюдаемая гетерозиготность, He – ожидаемая гетерозиготность, F – индекс фиксации, * – все ло-
кусы представляют собой динуклеотидные повторы, ** – аллели с частотой встречаемости менее 0.1%.

Локус Ch Размеры фрагментов 
(п.н.)*

Na Ne Ho He F Редкие аллели**

BM1824 1 174, 178–190 7 3.72 0.73 0.73 –0.005 174, 184
BM2113 2 125–143, 147 11 4.20 0.76 0.76 –0.002 129, 131, 141, 143, 147
ETH3 19 103, 109, 113, 117–131, 139 12 3.40 0.71 0.71 –0.005 103, 109, 113, 139
ETH10 5 209, 213–225 8 4.34 0.78 0.77 –0.011
ETH225 9 140–152 7 3.38 0.70 0.70 0.008
INRA23 3 198–216 10 4.15 0.76 0.76 –0.007
SPS115 15 248–261 8 2.27 0.56 0.56 –0.010 250, 261
TGLA53 16 154, 158–190 18 7.17 0.87 0.86 –0.007 172, 180, 188, 190
TGLA122 21 139–153, 157–165,

169–177, 181–185
21 6.60 0.84 0.85 0.014 157, 159, 165, 169, 175, 

177, 185
TGLA126 20 111–123 7 2.60 0.62 0.62 –0.009 111, 113
TGLA227 18 77–103 14 6.10 0.85 0.84 –0.011 85, 95
BM1818 23 258–272 8 2.59 0.62 0.61 –0.010 272
CSRM60 10 86–106 11 2.86 0.66 0.65 –0.009 86, 88, 90, 94
CSSM66 14 179–199, 207 12 4.05 0.75 0.75 0.006 199
ILSTS006 7 282–300 10 3.08 0.67 0.68 0.003 282, 284, 298, 300
Среднее 10.9 4.03 0.73 0.72 –0.004
SE 1.1 0.39 0.02 0.02 0.002
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центр”, статистически значимо отличается от но-
ля (p < 0.006). Наиболее дифференцированной
группой молочного скота является выборка Hol2,
т. е. чистокровные голштины, родиной которых
является Канада. Уровень генетической дифферен-
циации выборки Hol2 от других стад молочного ско-
та составляет FST = 0.04–0.09 (в среднем FST = 0.06),
рис. 1. Генетическая дифференциация выборок
Hol1 и Hol2 статистически значимо отличается от
ноля (FST = 0.04, p = 0.009) и превышает диффе-
ренциацию пары выборок Hol1 и Tag (FST = 0.03,
p < 0.01).

Результаты байесовской кластеризации стад
представлены на рис. 2. При K = 2 проанализиро-

ванные стада различаются по соотношению вкла-
да двух генофондов, условно названных “А” и
“В”. Доля генофонда “В” в стадах варьирует от
0.28 до 0.74. Максимальное значение показателя
отмечено в выборке голштинской породы (Hol2),
а в выборке животных тагильской породы наблю-
дается одно из самых низких значений данного
показателя (доля генофонда “В” составляет 0.31),
рис. 2.

Ординация выборок голштинизированного
черно-пестрого скота, содержащегося в племза-
водах и племрепродукторах Свердловской обл., в
зависимости от года рождения животного, приве-
дена на рис. 3. Полученные данные указывают на

Рис. 1. Положение выборок крупного рогатого скота по осям главных координат. Кругами показаны животные, со-
держащиеся на территории Свердловской обл., треугольниками – животные, содержащиеся на территории Курган-
ской, Тюменской обл., Пермского края и Республики Удмуртия. Размер фигуры пропорционален десятичному лога-
рифму размера выборки. Обозначения: Hol1 – быки голштинской породы, содержащиеся в АО “Уралплемцентр”,
Hol2 – особи голштинской породы, родиной которых является Канада, Tag – выборка тагильской породы, Her – вы-
борки герефордской породы. Необозначенные выборки представляют голштинизированный черно-пестрый скот. а –
ординация мясного и молочного скота (включает выборки герефордской породы), б – ординация выборок молочного
скота.
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Рис. 2. Результаты байесовской кластеризации крупного рогатого скота (K = 2), учетная единица стадо. Колонки по-
казывают доли генофондов “A” и “B” в следующих группах: I – стадо тагильской породы, II – стада, принадлежащие
племзаводам и племрепродукторам Свердловской обл., III – стада, принадлежащие племзаводам и племрепродукто-
рам Курганской, Тюменской, Челябинской обл., Пермского края и Республики Удмуртия, IV – группа быков голш-
тинской породы, содержащихся в АО “Уралплемцентр” (выборка Hol1) и группа животных голштинской породы,
привезенная на Урал из Канады (выборка Hol2).
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постепенное изменение генофонда популяции
Свердловской обл. в период 2008–2019 гг. в сто-
рону увеличения сходства с быками голштинской
породы, принадлежащими АО “Уралплемцентр”, и
снижения сходства с выборкой тагильской породы.
Значения параметров генетической дифференциа-
ции между выборками голштинизированного чер-
но-пестрого скота, рожденного в различные го-
ды, и голштинами (Hol1) варьируют от FST = 0.002
до 0.029 (табл. 2), однако статистически значимо
не отличаются от ноля (p < 0.05).

Динамика показателей генетического разно-
образия в выборках животных, рожденных в период
2008–2019 гг. приведена в табл. 2. Можно выявить
два тренда. Во-первых, закономерное, статистиче-
ски значимое снижение показателей в период 2010–
2019 гг.: Ho с 0.75 до 0.72 (p(b)  0.01), He с 0.74 до 0.71
(p(b)  0.01), Ar15 с 93.3 до 84.2 (p(b)  0.01). Во-
вторых, рост показателей, характеризующих ге-
нетическое разнообразие популяции в период
2008–2010 гг.

ОБСУЖДЕНИЕ

Генетическая дифференциация
чистопородного скота

В исследовании проанализированы четыре
выборки чистопородных животных, представля-
ющих голштинскую (две выборки), тагильскую и
герефордскую породы. Как и ожидалось, наибо-
лее отличной от остальных групп животных ока-
залась группа животных мясного направления
продуктивности (герефордская). Уровень генети-
ческой дифференциации между ней и остальны-
ми выборками превышает FST > 0.08. Генетиче-
ская дифференциация двух выборок животных

!

! !

голштинской породы (FST = 0.04) была выше ве-
личины дифференциации быков голштинской
породы, принадлежащих АО “Уралплемцентр” и
тагильской породы (FST = 0.03). Полученные дан-
ные свидетельствуют о высоком генетическом
разнообразии в пределах голштинской породы
животных, а также высоком генетическом сход-
стве локальной уральской породы (тагильской) и

Рис. 3. Ординация выборок голштинизированного черно-пестрого скота, содержащегося в племзаводах и племрепро-
дукторах Свердловской обл., в зависимости от года рождения животного. Цифрами 2008–2019 показаны выборки жи-
вотных разных годов рождения (размеры выборок приведены в табл. 2), Hol1 – выборка быков голштинской породы,
содержащихся в АО “Уралплемцентр”, Tag – животные тагильской породы.
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Таблица 2. Показатели генетического разнообразия и
генетической дифференциации выборок голштинизи-
рованного черно-пестрого скота, содержащегося в
племзаводах и в племенных репродукторах Свердлов-
ской обл., в зависимости от года рождения животных

Примечаниe. N – размер выборки, Ho – наблюдаемая гетерози-
готность, He – ожидаемая гетерозиготность, Ar15 – разнообра-
зие аллелей (ожидаемое число аллелей 15 локусов, которое будет
обнаружено в выборке размером 15 особей). Генетическая диф-
ференциация рассчитана между выборкой Hol1 и выборками
уральского скота разных лет рождения.

Год N Ho He Ar15 FST : Hol1 – год

2008 18 0.71 0.73 90.7 0.029
2009 60 0.71 0.74 89.9 0.028
2010 120 0.75 0.74 93.3 0.023
2011 273 0.75 0.74 91.9 0.020
2012 486 0.75 0.74 90.7 0.020
2013 812 0.74 0.73 88.4 0.015
2014 1053 0.73 0.72 88.3 0.013
2015 1963 0.73 0.72 86.1 0.006
2016 2852 0.72 0.72 84.7 0.003
2017 3094 0.72 0.71 82.9 0.002
2018 1152 0.71 0.71 82.4 0.002
2019 916 0.72 0.71 84.2 0.006
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быков, спермопродукцию которых используют в
Свердловской обл. в настоящее время.

Объяснить наблюдаемый уровень дифферен-
циации трех выборок молочных пород можно с
использованием данных о регионе происхожде-
ния животных. При формировании тагильского
скота шла активная миграция генов из популяции
Северной Европы, а именно холмогорской и гол-
ландской пород, генетически близких к европей-
ской субпопуляции голштинской породы [4, 5].
Значительная часть выборки быков, принадлежа-
щих АО “Уралплемцентр”, также происходит из
региона Северной Европы. На контрасте с ними
выборка голштинской породы (Hol2) представля-
ет субпопуляцию Северной Америки.

Пространственная структура популяции 
голштинизированного черно-пестрого скота Урала

Результаты анализа, проведенного с использо-
ванием метода главных координат и байесовской
кластеризации, свидетельствует о том, что адми-
нистративные границы Уральского региона не
являются фактором, влияющим на генетиче-
скую дифференциацию стад голштинизирован-
ного черно-пестрого скота. Животные, содержащи-
еся в племзаводах и племрепродукторах Сверд-
ловской, Курганской, Тюменской, Челябинской
областей, Пермского края и Республики Удмур-
тия, представляют собой единую популяцию с не-
значительным уровнем генетической дифферен-
циации. В настоящее время на территории Урала
присутствуют, во-первых, стада голштинизирован-
ного черно-пестрого скота, генетически сходные со
стадом тагильской породы, во-вторых, стада, гене-
тически сходные с группой быков голштинской
породы, принадлежащих АО “Уралплемцентр”,
в-третьих, стада с “промежуточным” генофондом
относительно тагильской и голштинской пород.
Стада племенных животных, генетически сход-
ные с североамериканской субпопуляцией голш-
тинской породы, в регионе не обнаружены.

Динамика генофонда популяции 
голштинизированного черно-пестрого скота 
Свердловской области в период 2008–2019 гг.
В исследовании были проанализированы ге-

нетические характеристики выборок телят, рож-
денных на территории Свердловской обл. в период
2008–2019 гг. Показана постепенная направлен-
ная трансформация генофонда популяции голш-
тинизированного черно-пестрого скота в сторону
сходства с генофондом быков голштинской поро-
ды, содержащихся в АО “Уралплемцентр”. Генети-
ческая дифференциация выборок телят, рожден-
ных в регионе в 2015–2019 гг. и быков голштинской
породы была менее FST < 0.01 и статистически
значимо не отличалась от ноля, что позволяет

считать телят и быков АО “Уралплемцентр” при-
надлежащими к одной породе, а именно голш-
тинской. В период 2010–2019 гг. трансформация
генофонда уральской популяции сопровождалась
снижением параметров, характеризующих ее ге-
нетическое разнообразие, что свидетельствует о
росте инбридинга в популяции.

Неожиданностью было то, что животные, рож-
денные в данном регионе в 2008–2009 гг., были ге-
нетически сходны со скотом тагильской породы,
хотя миграция генов между этими группами пре-
кратилась в 30-е годы прошлого века. Очевидно,
что это результат использования для улучшения
уральского черно-пестрого скота в период 1958–
1983 гг. голландских быков-производителей из
Северной Европы, которые были генетически
слабо дифференцированны от животных тагиль-
ской породы. После 2010 г. заметное влияние на
генофонд уральской популяции стали оказывать
быки, происходящие из других субпопуляций
голштинской породы, в частности, североамери-
канской. Более подробно этот вопрос будет изу-
чен в последующих исследованиях.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Современные стада голштинизированного
черно-пестрого скота, содержащегося в племзаво-
дах и племрепродукторах Свердловской, Курган-
ской, Тюменской, Челябинской обл., Пермского
края и Республики Удмуртия, представляют собой
единую популяцию. Величина генетической диф-
ференциации телят, рожденных в Свердловской
области в 2015–2019 гг. и быков голштинской поро-
ды, содержащихся в АО “Уралплемцентр”, состав-
ляет менее FST < 0.01 и статистически значимо не от-
личается от ноля. С учетом того, что с 80-х годов
прошлого столетия для улучшения уральского
крупного рогатого скота используются исключи-
тельно быки голштинской породы и наблюдаемый
уровень генетической дифференциации ураль-
ского скота и чистопородных голштинских быков
минимален, можно актуализировать вопрос о по-
родной принадлежности современных уральских
стад племенного молочного скота.

В период 2010–2019 гг. в популяции черно-
пестрого скота Свердловской обл. происходит
постепенное снижение параметров генетическо-
го разнообразия, что свидетельствует о росте ин-
бридинга в популяции. Этот результат показыва-
ет принципиальную возможность использования
данных, полученных в ходе определения досто-
верности происхождения крупного рогатого ско-
та с использованием панели из 15 микросателлит-
ных локусов, для мониторинга уровня инбридин-
га региональной популяции молочного скота.

Отбор и генотипирование образцов выполне-
ны в ФГБНУ УрФАНИЦ УрО РАН в рамках госу-
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дарственного задания “Разработать селекцион-
но-генетические и теоретические основы сохра-
нения и эффективного использования генофонда
крупного рогатого скота в Уральском регионе с
применением современных биотехнологий”. Об-
работка результатов исследования выполнена при
финансовой поддержке РФФИ и Свердловской
обл. в рамках научного проекта № 20-416-660008.

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

Авторы заявляют, что у них нет конфликта ин-
тересов.
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Population Genetic Structure of Ural Black Pied Cattle
M. V. Modorova, *, I. V. Tkachenkoa, A. A. Grina, M. Yu. Sevost’yanova, and N. N. Zezina

aUral Federal Agrarian Scientific Research Centre, Ural Branch of the Russian Academy of Science,
Ekaterinburg, 620142 Russia
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The variability of 15 microsatellite loci of 15786 Ural Black Pied cattle individuals was analyzed. Genetic dif-
ferentiation of Ural Black Pied cattle belongs to pedigree farm of Sverdlovsk, Kurgan, Tyumen, Chelyabinsk,
Perm and Udmurtia regions is small. Genetic differentiation of Sverdlovsk region calves 2008–2019 years of
birth and Ural Holstein bulls are not statistically significantly different from zero. This indicates that these
calves belong to Holstein breed. The genetic diversity parameters in Sverdlovsk region dairy cattle population
was decrease in 2010–2019 years. That is indicating about population inbreeding increase.

Keywords: Bos taurus, Holstein, Black Pied, Tagil breed, STR, Ural.
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Исследовано таксономическое разнообразие гидробионтов Лиственничного залива оз. Байкал с по-
мощью ДНК-метабаркодинга. Расшифровка нуклеотидных последовательностей фрагмента гена
(313 пн) митохондриальной ДНК, кодирующего первую субъединицу цитохром с оксидазы (СОI),
после амплификации с внутренних праймеров (mlCOIintF, jgHCO2198), проведена с использовани-
ем Illumina MiSeq. Биоинформатический анализ прочтений СОI позволил выявить 187 ОТЕ (опера-
ционных таксономических единиц), среди которых преобладают Arthropoda, Annelida, Mollusca,
Plathelminthes, на их долю приходится соответственно 52, 30, 10, 4%. В целом видовое разнообразие
фауны залива по показателю Шеннона (3.2 бит) сопоставимо с другими районами Байкала. Наибо-
лее разнообразный состав таксонов (22 ОТЕ) видового уровня приходится на личинок хирономид,
что подтверждает эффективность метода для идентификации ювенильных стадий беспозвоночных
животных. Результаты исследования служат первым шагом на пути совершенствования системы
гидробиологического мониторинга оз. Байкал, основанного на синтезе молекулярно-генетической
диагностики беспозвоночных животных и классической морфологической таксономии.

Ключевые слова: беспозвоночные животные, СОI, ДНК-метабаркодинг, высокопроизводительное
секвенирование, Байкал.
DOI: 10.31857/S0016675821040056

В настоящее время в связи с глобальным изме-
нением климата стал актуален вопрос как будет
меняться биоразнообразие природных экосистем
в пространстве и времени? Отклик морских и
пресноводных водоемов на изменение природно-
климатических факторов регистрируют во всем
мире, одним из показателей служит таксономи-
ческий состав гидробионтов [1–3]. В оз. Байкал
обитают 2565 видов и подвидов животных, энде-
мики составляют около 60% [4]. В результате гло-
бальных климатических изменений температура
воздуха в Байкальском регионе увеличилась на
1.2°С, а воды в поверхностном слое оз. Байкал (в
мае–сентябре) – на 1°С [5]. В связи с нарастаю-
щим региональным потеплением климата важны
методы экспресс-оценки состояния фауны Бай-
кала для выявления изменений в ее составе, осо-
бенно в эндемичном комплексе, адаптированном

к обитанию в холодноводном озере. Однако ис-
следование фаунистического разнообразия Бай-
кала сопряжено с трудоемким процессом иденти-
фикации видов и необходимостью привлечения
большого числа специалистов-морфологов. Хотя в
изучении и сохранении биоразнообразия любого
водоема по-прежнему базовой остается морфология
видов, для оценки современного состояния бай-
кальской фауны мы решили апробировать совре-
менный молекулярно-генетический метод – ДНК-
метабаркодинг на основе высокопроизводитель-
ного секвенирования (next generation sequencing –
NGS). Этот метод широко применяется для иссле-
дования разнообразия пресноводных и морских
экосистем, ДНК-метабаркодинг можно рассматри-
вать как альтернативу традиционной морфологиче-
ской диагностике видов [6–11].

УДК 575.8:595.771/285
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Преимущество ДНК-метабаркодинга заклю-
чается в том, что при анализе большого набора
организмов не требуется выделения ДНК из от-
дельных индивидуумов или клонирования. К то-
му же одновременно можно получить большое
количество нуклеотидных последовательностей для
каждого организма, смешанного с другими в одной
пробе. При этом мини-баркод фрагментов гена
мтДНК, кодирующего первую субъединицу цито-
хром с оксидазы (СОI), позволяет идентифициро-
вать виды с разрешением более 97–98% [12–14].

Цель работы заключается в исследовании так-
сономического разнообразия гидробионтов на
основе ДНК-метабаркодинга на примере Лист-
венничного залива оз. Байкал.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Пробы зообентоса были собраны в 2019 г. в зали-
ве Лиственничный. На глубинах 0.3–0.5 м донные
отложения (крупная и мелкая галька с отдельными
валунами) отбирали вручную с использованием сач-
ка. На глубинах 2–5 м валуны, неокатанные облом-
ки пород с щебнем, а также заиленный песок от-
бирали водолазы. Беспозвоночных животных с
поверхности камней счищали щеткой в кювету с
водой, из заиленного песка их извлекали путем
флотации в насыщенном растворе сахара плотно-
стью 1.12. Пробы промывали через сачок из мель-
ничного сита № 23 и фиксировали 100%-ным эта-
нолом. Всего было собрано 15 количественных
проб зообентоса.

В лабораторных условиях пробы разбирали
под микроскопом МБС-10 при увеличении 2 × 10,
беспозвоночных животных очищали от остатков
терригенного материала (детрита, песка), водорос-
лей. Для выделения ДНК все организмы предвари-
тельно вымачивали (один час) в дистиллирован-
ной воде, причем от крупных особей (размерами
более 5 мм) брали кусочки ткани по 2–3 мм. Бес-
позвоночных животных с однотипных донных
отложений помещали в фарфоровую чашку и рас-
тирали пестиком с добавлением 2%-ного раствора
CTAB (в пропорции: на 1 мм3 ткани 300 мкл CTAB).
ДНК экстрагировали по модифицированной ме-
тодике Дойла и Диксон [15]. Всего для метабарко-
динга было подготовлено пять проб геномной
ДНК (не менее 20 нг в каждой) беспозвоночных
животных, собранных на разных типах донных
отложений.

Амплификацию проводили с набором реакти-
вов ПЦР с HS-Taq (“Биолабмикс”, г. Новоси-
бирск www.biolabmix.ru) в 25 мкл реакционной
смеси в термоциклере Bio-Rad T100 (Bio-Rad,
США). Фрагмент гена COI амплифицировали с
использованием праймеров mlCO1int F: ggw-acw-
ggw-tga-acw-gtw-tay-ccy-cc [14] и igHCO2198: ta(I)-
acy-tc(I)-ggr-tg(I)-ccr-aar-aay-ca [16].

Условия ПЦР при 30 циклах амплификации
были следующими: денатурация 94°C – 1 мин
(преденатурация – 5 мин), отжиг 50°C – 1 мин
30 с, элонгация 72°C – 1 мин 20 с (постэлонгация –
5 мин). Продукты реакции анализировали элек-
трофоретически в 1%-ном агарозном геле. Фраг-
менты ожидаемого размера вырезали и очищали с
помощью набора для элюции ДНК из агарозного
геля (Biosilica, Новосибирск).

К ампликонам лигировали адаптеры с помо-
щью набора NebNext Ultra II DNA Library Prep Kit
(NEB). Полученные ДНК-библиотеки секвени-
ровали в ЦКП “Геномика” СО РАН (ИХБФМ СО
РАН) на секвенаторе MiSeq (Illumina), используя
набор Reagent Kit v3 (2 × 300, Illumina).

Полученные парные последовательности ана-
лизировали с помощью UPARSE-скриптов [17],
используя Usearch v11.0.667 [18]. Биоинформати-
ческая обработка включала перекрывание пар-
ных прочтений, фильтрацию по качеству и длине,
учет одинаковых последовательностей, отбрасы-
вание синглетонов, удаление химер и получение
ОТЕ (операционной таксономической единицы)
с помощью алгоритма кластеризации UNOISE2
[19]. Таксономическую принадлежность последо-
вательностей ОТЕ определяли с использованием
алгоритмов SINTAX [20] и референсной базы
MIDORI_UNIQUE_20180221_COI_SINTAX [21],
а также BLAST. Анализ репрезентативности вы-
борок ОТЕ проводили c помощью iNEXT 2.0.15
[22]. Все нуклеотидные последовательности вы-
явленных ОТЕ были протестированы на наличие
стоп-кодонов с использованием программы Em-
boss Transeq, размещенной на сервере:
www.ebi.ac.uk.

Зависимость между численностью представите-
лей высших таксонов (экз.) в пробах (до экстракции
ДНК) и количеством прочтений идентифицирован-
ных ОТЕ оценивали по коэффициенту корреляции
Спирмена. Видовое β-разнообразие фауны в
Лиственничном заливе характеризовали по показа-
телю Шеннона, а степень сходства населения раз-
ных биотопов – с помощью кластерного анализа
(UPGMA), в качестве меры расстояния использова-
ли коэффициент Жаккара. ОТЕ, представленные
менее 10 прочтениями, в расчетах не использовали.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Всего в собранных пробах было найдено 5042
экз., из них 2803 экз. макробеспозвоночных (раз-
меры >2 мм) и 2239 экз. мейобеспозвоночных
животных (размеры <2 мм). Наиболее многочис-
ленными были макробеспозвоночные Oligochaeta
(972 экз.), Amphipoda (605 экз.), Chironomidae
(546 экз.), Mollusca (225 экз.) и мейобеспозвоноч-
ные Ostracoda (642 экз.), Nematoda (588 экз.),
Rhabdocoela (198 экз.). Зарегистрированы пять
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кладок и 62 кокона, а также фрагменты колоний
губок. Всего в разобранных пробах (до экстрак-
ции ДНК) отмечены представители 17 высших
таксонов (рис. 1).

В результате высокопроизводительного секве-
нирования для каждого образца было получено
не менее 75 тыс. парных чтений. Биоинформати-
ческий анализ данных позволил выявить 251 ОТЕ
на 3% уровне различий между кластерами после-
довательностей видового ранга. Перед оценкой
таксономического разнообразия из полученного
массива были удалены: 10 ОТЕ, не соответствующих
длине прочтения; 5 ОТЕ, имеющих стоп-кодоны;
49 ОТЕ, не идентифицируемых BLAST из-за не-
определенности таксономического статуса. Ниж-
няя граница гомологии ОТЕ высших таксонов с
референсными последовательностями GenBank
была принята на уровне 80% и выше.

Среди идентифицированных таксонов Arthro-
poda составляют 52% от общего количества ОТЕ,
Annelida – 30%, Mollusca – 10%, Plathelminthes – 4%,
Nematoda – 2%, представители других типов: губ-
ки, колючеголовые черви, рыбы и растительные
организмы – <1% (рис. 2,а). Tardigrada и Bryozoa,
найденные в бентосных пробах (рис. 1), в прочте-
ниях короткого фрагмента СОI геномной ДНК
беспозвоночных не отмечены.

Наблюдается прямая зависимость между чис-
ленностью представителей высших таксонов в
бентосных пробах (до экстракции ДНК) и коли-
чеством прочтений, коэффициент корреляции
Спирмена составляет 0.49 (р < 0.05).

До видового и родового уровней (при гомоло-
гии ≥97 и ≥95% соответственно) идентифициро-
ваны 68 ОТЕ (табл. 1), на их долю приходится 55%
общего количества (189497) прочтений фрагмента
СОI (табл. 2). Причем зарегистрированные по мор-
фологии в бентосных пробах и детектированные по
СОI олигохеты рода Nais (Oligochaeta/Naididae), во-
дяные ослики Baicalasellus (Isopoda), Cytherissa
(Ostracoda), водяные клещи (Arachnida) не были
включены в табл. 1, так как гомология с рефе-
ренсными последовательностями составляла от
80 до 95%.

Судя по коэффициенту Жаккара, состав фау-
ны (по идентифицированным ОТЕ) на валунах и
неокатанных обломках пород с щебнем в зоне
глубин 2–5 м сходен и значительно отличается от
такового на заиленных песках (рис. 3). Это соот-
ветствует общим закономерностям простран-
ственного распределения гидробионтов в при-
брежной зоне оз. Байкал.

Видовое β-разнообразие беспозвоночных жи-
вотных в Лиственничном заливе по показателю
Шеннона составляет 3.2 бит.

Рис. 1. Численность беспозвоночных животных в бентосных пробах из Лиственничного залива оз. Байкал до экстрак-
ции ДНК.
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Рис. 2. Процентное соотношение надвидовых таксонов гидробионтов в Лиственничном заливе оз. Байкал. а – доля
(%) таксонов в общем разнообразии, установленном в 2019 г. с использованием ДНК-метабаркодинга; б – доля (%)
таксонов в общем разнообразии, установленном ранее классическими морфологическими методами [4].
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ОБСУЖДЕНИЕ
Митохондриальный ген СОI в начале 2000 гг.

был принят за стандарт таксономического барко-
да большинства групп животных организмов [23].
Несмотря на универсальность праймеров

(LCO1490 и HCO2198) фолмеровского фрагмента
митохондриального гена СОI [24] при рекон-
струкции филогении возникали проблемы с так-
сономическим статусом некоторых видов беспо-
звоночных животных, в частности хирономид

Рис. 3. Фаунистическое сходство донного населения разных биотопов Лиственничного залива оз. Байкал в летний пе-
риод (2019 г.). Кластерный анализ (на основе идентифицированных ОТЕ) проведен методом UPGMA с использова-
нием коэффициента Жаккара в качестве меры расстояния.
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Таблица 1. Состав ОТЕ видового уровня, имеющих сходство с референсными последовательностями GenBank

Таксон Вид
№ референсной 

последовательности
из GenBank

Сходство с референсной 
последовательносью

из GenBank, %

Porifera Baikalospongia intermedia Dyb. KF835270 99.7
Acanthocephala Echinorhynchus cinctulus Porta KP261014 98.6
Polychaeta/Fabriciidae Manayunkia baicalensis (Nusb.) KF289881 99.6

Manayunkia godlewskii (Nusb.) KF289841 100
Manayunkia sp. MK393734 95.9
Manayunkia zenkewitschii Sit.,
Shcherb. et Kharch.

KF289867 98.8

Oligochaeta Lamprodrilus sp. GU328642 95
Lamprodrilus nigrescens Mich. GU328643 91.6
Rhynchelmis alyonae Mart.,
Ferrag. et Kayg.

GU328669 98.3

Rhynchelmis sp. AJ577632 95
Styloscolex chorioidalis Isoss. AJ577636 96.2
Baikalodrilus sp. MK984619 95.6
Rhyacodriloides sp. FN796445 95
Teleuscolex baicalensis Grube AJ577630 99

Hirudinea/Piscicolidae Baicalobdella torquata Grube AY336018 99.3
Copepoda/Cyclopidae Diacyclops arenosus (Mazep.) KT075074 99.6

Diacyclops incolotaenia (Mazep.) KT075079 98.3
Amphipoda Eulimnogammarus vittatus (Dyb.) MK887750 99.7

Baikalogammarus pullus (Dyb.) FJ756303 99.7
Gmelinoides fasciatus (Stebb.) KF478573 99.7
Linevichella vortex (Dyb.) MN148355 99.7
Linevichella sp. MN148355 95.4
Micruropus wahli (Dyb.) AY926683 99.7
Pallaseopsis kessleri (Dyb.) GQ919207 100
Pallaseopsis sp. MG936047 95.7
Brandtia latissima lata (Dyb.) FJ756301 97.2

Diptera/Chironomidae Chironomus nipponensis Tokun. LC096177 99.3
Cricotopus bicinctus (Meig.) JN275346 99.7
Cricotopus conf. fuscus MN673037 99
Cricotopus rufiventris (Meig.) HQ941597 99.3
Cricotopus sp. JF870941 99.3
Micropsectra radialis Goetgh. MT048255 99.3
Microtendipes sp. LC329125 95
Orthocladius conf. ashei Sopon. HQ941639 98.6
Orthocladius conf. glabripennis Goetgh. LC462332 97.9
Orthocladius gregarius Linev. KC879234 100
Orthocladius nitidoscutellatus Lundstr. MT048224 98.6
Orthocladius sp. HM421332 95.5
Orthocladius sp. 1 KC894910 100
Orthocladius sp. 2 KT248920 100
Orthocladius sp. 3 KC894908 99.3
Orthocladius sp. 4 KC894911 99.3
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[25], моллюсков Gastropoda: Cypraeidae [26] и др.
Для получения лучшего разрешения на дереве
или филогенетического сигнала многие исследо-
ватели стали использовать разные, наиболее вариа-
бельные участки гена СОI. Например, для морских
нематод в качестве ДНК-баркода использовали
районы M1–M6 и I3–M11 [27]. В последнее время,
с появлением NGS-технологии, для оценки разно-
образия Metazoa стал популярен мини-баркод с
внутренних праймеров (mlCOIintF в комбинации с
jgHCO2198) фолмеровского фрагмента СОI дли-
ной 313 пн [11, 14, 16]. Проведенные нами в 2019 г.
исследования также показали эффективность
применения данных праймеров для беспозвоноч-
ных, населяющих Лиственничный залив (табл. 1,
2; рис. 2,а). Выявленное в заливе разнообразие
фауны по показателю Шеннона (3.2 бит) сравни-
мо с таковым в других районах оз. Байкал (в бухте
Большие Коты, у восточного побережья в районе
р. Утулик–р. Хара-Мурина), установленным с

помощью классического морфологического ана-
лиза [28, 29].

В составе донного населения Лиственничного
залива преобладают, как и ранее [4], представите-
ли Arthropoda, Annelida, Mollusca, Plathelminthes
(рис. 2,a, б). Наиболее разнообразен состав ОТЕ
членистоногих, особенно хирономид (табл. 1),
несмотря на то что среди них были многочислен-
ны личинки младших возрастов, не поддающиеся
видовой диагностике по морфологии. Размеры их
составляли до 2 мм, а численность более 300 экз.
Тем не менее по мини-баркоду фрагментов СОI
выявлены 22 ОТЕ видового уровня, при гомоло-
гии прочитанных последовательностей с пред-
ставленными в GenBank от 97 до 100%. Аналогич-
ная картина наблюдается у личинок ручейников,
среди которых по ДНК-метабаркодингу иденти-
фицированы пять видов с гомологией 99.7% с по-
следовательностями из GenBank. Это свидетель-
ствует о преимуществе ДНК-метабаркодинга по
сравнению с классической таксономией. Боль-

Diptera/Chironomidae Orthocladius sp. 5 KC894907 100
Pagastia orientalis (Tshern.) KY640356 97.6
Paratanytarsus baicalensis (Tshern.) MT020734 99.3
Polypedilum albicorne (Meig.) MG949931 99.4
Prodiamesa olivacea (Meig.) KT248930 99
Sergentia baicalensis Tshern. AF116586 99.3

Trichoptera Baicalina bellicosa Mart. KR153132 99.7
Baicalina reducta Mart. KR153134 99.7
Baicalinella foliata (Mart.) KR153101 99.7
Baicaloides ovalis (Mart.) KR153105 99.7
Thamastes dipterus Hag. KR153094 99.7

Mollusca/Bivalvia Pisidium casertanum (Poli) KF483386 99.7
Pisidium henslowanum (Shepp.) MN913398 98.9
Pisidium sp. KF000182 99.4

Mollusca/Gastropoda Baicalancylus sp. KR822545 95
Pseudancylastrum sibiricum (Gerstf.) KR822557 100
Maackia herderiana (Lindh.) KY697388 99.7
Parabaikalia dubiosa (Kozh.) KT885121 99.7
Pseudobaikalia contabulata (W. Dyb.) Z92987 99.7
Teratobaicalia duthiersii (W. Dyb) KT885132 97.7
Benedictia baicalensis (Gerstf.) Z92983 99
Choanomphalus amauronius Bourg. Y14721 100
Choanomphalus aorus Bourg. Y14718 97.5
Choanomphalus maacki Gerstf. EF012168 99.7
Choanomphalus sp. Y14722 95.8

Pisces/Cottidae Batrachocottus baicalensis (Dyb.) LC125703 99.7

Таксон Вид
№ референсной 

последовательности
из GenBank

Сходство с референсной 
последовательносью

из GenBank, %

Таблица 1. Окончание
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шинство видов амфипод, олигохет, полихет и
других беспозвоночных, приведенных в списке
(табл. 1), встречались в Лиственничном заливе в
предыдущие годы исследований [4]. Таким обра-
зом, ДНК-метабаркодинг с внутренних праймеров
СОI (mlCOIintF, jgHCO2198) позволяет оценить ви-
довое разнообразие гидробионтов как половозре-
лых, так и ювенильных стадий, идентификация ко-
торых морфологическими методами часто не пред-
ставляется возможной. Особенно это касается
личинок амфибиотических насекомых, а также
кладок беспозвоночных животных. О чувстви-
тельности метода ДНК-метабаркодинга свиде-
тельствует наличие в массиве данных не только
последовательностей рыб Batrachocottus baicalensis
(Dyb.), типичного обитателя литорали Байкала
[4], но и заражающих их червей Echinorhynchus

cinctulus Porta, часто встречающихся в пищевари-
тельном тракте большеголовой широколобки. Не-
посредственно рыбы B. baicalensis не были обнару-
жены, но присутствие их в смеси геномной ДНК
беспозвоночных обусловлено попаданием в про-
бы отдельных икринок вместе с коконами.

Несмотря на перечисленные выше преимуще-
ства ДНК-метабаркодинга, для Tardigrada из
Лиственничного залива (рис. 1) ОТЕ не иденти-
фицированы. Вероятно, для них приемлем дру-
гой маркер (18S), поскольку они также не были
детектированы по COI при исследовании мейо-
фауны фьордов западного побережья Швеции на
основе NGS [30]. Что касается Bryozoa, в работе
[30] показано, что они могут быть детектированы
по короткому фрагменту COI, однако мы не полу-
чили ни одного прочтения. Для выяснения этого

Таблица 2. Количество прочтений фрагмента гена СОI мтДНК для ОТЕ надвидовых таксонов гидробионтов, со-
бранных в заливе Лиственничный (оз. Байкал, 2019 г.)

Таксон

Глубина, м

0.3–0.5 2–5

Донные отложения

галька, 
отдельные 

валуны
валуны

неокатанные 
обломки пород, 

щебень

заиленный
песок

Porifera/Lubomirskiidae 0 104 2 0
Plathelminthes/Tricladida 0 26 101 0
Plathelminthes/Rhabdocoela 0 4 23 119
Acanthocephala 3 0 0 611
Nematoda 0 0 36 88
Annelida 12 2016 1185 83
Annelida/Polychaeta/Fabriciidae 14 4308 1968 943
Annelida/Clitellata/Hirudinea 0 37 0 0
Annelida/Clitellata/Oligochaeta 12673 19517 10966 17958
Arthropoda 26 18 21 255
Arthropoda/Copepoda 1 292 0 0
Arthropoda/Cyclopidae 47 659 0 3
Arthropoda/Ostracoda 164 274 0 1858
Arthropoda/Isopoda 3 384 10 0
Arthropoda/Amphipoda 837 8166 6335 720
Arthropoda/Arachnida/Acariformes 90 6 0 323
Arthropoda/Insecta 38 149 292 2057
Arthropoda/Trichoptera/Apataniidae 27 2131 1 0
Arthropoda/Diptera/Chironomidae 26795 5170 8941 1860
Mollusca/Gastropoda 59 26244 13122 28
Mollusca/Bivalvia 29 795 7709 725
Chordata/Cottidae 0 24 0 0
Bacillariophyta 0 9 3 0
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обстоятельства необходимы дополнительные ис-
следования, поскольку для большинства бай-
кальских мейобеспозвоночных референсные по-
следовательности СОI отсутствуют в GenBank. К
тому же Bryozoa, возможно, не были идентифи-
цированы нами из-за плохой экстракции ДНК,
так как в пробах встречались лишь остатки коло-
ний (18 экз.) в виде хитиновых шипов, окружаю-
щих ротовое отверстие мшанок.

В целом ДНК-метабаркодинг по короткому
фрагменту СОI позволяет оценить локальное разно-
образие фауны Лиственничного залива, отмечены
представители 42 родов, 31 семейства, 9 типов. Раз-
нообразие донного населения в 2019 г. сопоставимо
с таковым в прошлом столетии [4]. Результаты про-
веденных исследований указывают на необходи-
мость создания базы данных референсных после-
довательностей СОI байкальских гидробионтов.
Полученные последовательности могут быть ис-
пользованы для совершенствования системы мо-
ниторинга оз. Байкал, для исследования связей так-
сономического состава и обилия гидробионтов с
трендами природно-климатических факторов.

Работа выполнена по проекту Российского
фонда фундаментальных исследований № 19-05-
00398_а; частично сбор материала проведен в
рамках проекта № 0345–2019–0004 (АААА-А16-
116122110060-9) по теме: “Комплексное исследова-
ние эволюционных процессов у бентосных орга-
низмов в условиях резких изменений экосистемы
Байкала”; секвенирование образцов проведено в
ЦКП “Геномика” СО РАН (ИХБФМ СО РАН).

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

Авторы заявляют, что у них нет конфликта ин-
тересов.
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The Study of the Hydrobionts Diversity from Listvennichny Bay
of the Lake Baikal by DNA Metabarcoding

L. S. Kravtsovaa, *, T. E. Peretolchinaa, T. I. Triboya, I. A. Nebesnykha,
A. B. Kupchinskiyb, A. E. Tupikinc, and M. R. Kabilovc

aLimnological Institute of the Siberian Branch of the Russian Academy of Science, Irkutsk, 664033 Russia
bBaikal Museum of Irkutsk Scientific Center of the Siberian Branch of the Russian Academy of Science,

Listvyanka, Irkutskaya oblast, 664520 Russia
cInstitute of Chemical Biology and Fundamental Medicine of the Siberian Branch of the Russian Academy of Science, 

Novosibirsk, 630090 Russia
*e-mail: lk@lin.irk.ru

The taxonomic diversity of hydrobionts from Listvennychniy Bay was studied by DNA metabarcoding. The
sequencing of a gene fragment (313 bp) of mitochondrial DNA encoding the first subunit of cytochrome c
oxidase (COI) was performed using an Illumina MiSeq after amplification from internal primers (mlCOIintF,
jgHCO2198). Bioinformatic analysis of COI reads revealed 187 OTUs (operational taxonomic units), among
which Arthropoda, Annelida, Mollusca, Plathelminthes prevail, accounting for 52, 30, 10, 4%, respectively.
In general, the species diversity of the bay’s fauna by the Shannon index (3.2 bits) is comparable to other areas
of Lake Baikal. The most diverse composition of taxa (22 OTU) of the species rank falls on the larvae of chiron-
omids, which confirms the effectiveness of the method for identifying juvenile stages of invertebrates. The re-
search results are the first step towards improving the system of hydrobiological monitoring of Lake Baikal,
based on the synthesis of molecular genetic diagnostics of invertebrates and classical morphological taxonomy.

Keywords: invertebrates, COI, DNA metabarcoding, high-throughput sequencing, Lake Baikal.
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У БАЛОБАНА Falco cherrug Grey, 1834 И КРЕЧЕТА Falco rusticolus L.
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Изменчивость митохондриальной ДНК влияет на характеристики метаболизма клеток и свидетель-
ствует об эволюционных процессах. Проанализированы последовательности митохондриального
гена цитохрома b балобана и кречета. Найдены пять аминокислотных замен, для двух из которых
показано изменение физико-химических свойств аминокислот. Сделаны предположения о фило-
генетической истории формирования и функциональном влиянии найденных вариантов амино-
кислотных замен.

Ключевые слова: цитохром b, аминокислотные замены, молекулярная эволюция, балобан, кречет.
DOI: 10.31857/S0016675821040123

Молекулярная эволюция, происходящая при
видообразовании, оставляет регистрируемые следы
неслучайного накопления изменчивости в локусах,
связанных с изолирующими механизмами и адап-
тациями [1]. Некоторые адаптации затрагивают ха-
рактеристики энергетического метаболизма, зави-
сящего от изменчивости митохондриальной ДНК
(мтДНК) [2–4]. Значимость вариативности мтДНК
была неоднократно показана для различных пред-
ставителей царства Животные Animalia [5–11].
Изменчивость митохондриальных генов и некоди-
рующих последовательностей используется также в
качестве надежных филогенетических маркеров
[12–14]. В терминах молекулярной биологии был
показан положительный и отрицательный отбор
определенных сайтов последовательностей мито-
хондриального генома для представителей отрядов
лососеобразные Salmoniformes, хвостатые земно-
водные Caudata, грызуны Rodentia и парнокопыт-
ные Artiodactyla [15–18]. У летающих птиц про-
цессы видообразования определяет также допол-
нительный фактор – способность к быстрым
перемещениям внутри всего ареала обитания вида,
что предполагает фенотипическую пластичность
ключевых адаптаций, связанных с меняющимися в
результате таких перемещений факторами внешней
среды. Для некоторых видов птиц проведены ис-
следования, посвященные анализу связи между на-
личием ненейтральных аминокислотных замен в
белках митохондриальной электрон-транспортной

цепи и участием этих белков в адаптации к опреде-
ленным климатическим условиям [2–4, 19, 20]. В
результате в каждом конкретном случае выявле-
ны предполагаемые молекулярные адаптации для
некоторых белков комплекса дегидрогеназ, цито-
хромов, а также для гена ATP6. Сопоставление
филогенетических данных и анализа ненейтраль-
ной изменчивости митохондриального генома
позволяет делать предположения об этапах видо-
образования близкородственных и репродуктив-
но неизолированных видов, обитающих в различ-
ных экологических условиях.

К подобным видам относятся объекты нашего
исследования – балобан и кречет – дневные хищ-
ные птицы из группы видов Hierofalco семейства
Falconidae. Балобан обитает в Палеарктике, населяя
аридные зоны от Восточной Европы до Дальнего
Востока [21, 22]. На этом обширном географиче-
ском ареале у балобана выделяют, по данным ис-
следования Д-петли, две митохондриальные гап-
логруппы – западную и единую с кречетом во-
сточную [23]. При этом кречет распространен
циркумполярно и обитает в зоне тундр и лесо-
тундр [24]. Таким образом, балобан и кречет оби-
тают в разных климатических условиях, которые
предположительно, как описано выше, могут
быть взаимосвязаны с отбором изменений в ми-
тохондриальных белках. Согласно данным Крас-
ного листа Международного союза охраны при-
роды балобан имеет “угрожаемый” (Endangered),

УДК 575.852'1
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а кречет “близкий к уязвимому” (Near threatened)
статус [25]. Эти виды также включены соответ-
ственно во II и I Приложения Конвенции о меж-
дународной торговле видами дикой фауны и фло-
ры, находящимися под угрозой исчезновения
[26]. На территории России эти сокола занесены
в Красную книгу [27] и им присвоен статус особо
ценных видов животных в соответствии с Постанов-
лением Правительства № 978 от 31.10.2013 г. [28].
Охрана балобана и кречета в дикой природе являет-
ся актуальной задачей, требующей понимания их
эволюционной истории и влияния на нее антро-
погенного воздействия [29]. Проведенное нами
исследование основано на изучении полной по-
следовательности гена цитохрома b (cyt b), коди-
рующего ключевой мембранный белок комплек-
са цитохромов bc1, обеспечивающего перенос
электронов и формирование протонного гради-
ента на мембране митохондрий в процессе окис-
лительного фосфорилирования [30, 31]. Ранее
полная последовательность cyt b использовалась
для расчетов филогенетических отношений ви-
дов группы Hierofalco без изучения эволюцион-
ной значимости олигонуклеотидных замен и со-
ответствующих им физико-химических свойств
аминокислот [32]. Нами получены данные о ха-
рактере аминокислотных замен в гене cyt b у ба-
лобана и кречета, а также сделаны предположе-
ния об эволюционной истории этих видов.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Генетический анализ был проведен на основе
16 полученных и четырех референсных полных
последовательностей гена cyt b. Сбор образцов
проведен на базе ФГБУ “ВНИИ Экология” и в
рамках реализации проекта по восстановлению
генетического разнообразия балобана в Алтае-
Саянском регионе [33]. Дополнительные образцы
получены из Коллекции линных перьев редких и
особо ценных видов хищных птиц Института био-
логии развития им. Н.К. Кольцова РАН, большая
часть которой собрана в рамках проектов Россий-
ской сети изучения и охраны пернатых хищников.
В качестве материала использованы различные тка-
ни от неродственных особей из изолированных по-
пуляций. Оригинальные данные получены от двух
образцов заспиртованных мышечных тканей кре-

четов из Чукотско-Камчатской популяции, ше-
сти образцов мезенхимной пульпы линного пера
от балобанов Крымского полуострова, восьми об-
разцов заспиртованного растущего пера с дер-
мальной пульпой и кровью от балобанов Алтае-
Саянского региона, включая четырех выращенных
в неволе птенцов от самок, изъятых из природы в
данной местности. Для сравнения использованы
последовательности из базы данных NCBI [34] ци-
тохрома b балобана и кречета, а также пустельги
обыкновенной Falco tinnunculus и сапсана Falco pere-
grinus в качестве внешних видов, под номерами
KP337902.1, NC_029359.1, EU196361.1, JX029991.1
соответственно. Пробоподготовка заспиртованных
образцов включала в себя их просушку и измельче-
ние, а для линного пера проводилась по описанному
ранее методу [35]. Выделение ДНК осуществлялось
набором ДНК–Экстран-2 (Синтол, Россия) на ос-
нове протеиназы К согласно протоколу производи-
теля. Для дальнейшего генотипирования образцов с
помощью программ Primer-BLAST (NCBI, США) и
PrimerSelect (DNASTAR, США) был разработан
набор специфических перекрывающихся прай-
меров на полную последовательность гена cyt b
(табл. 1). Амплификация и секвенирование по
Сэнгеру проведены с использованием коммерче-
ских наборов реактивов ScreenMix-HS (Евроген,
Россия) и BigDye 3.1 (Applied Biosystems, США)
соответственно и оборудования Центра коллек-
тивного пользования Института биологии разви-
тия им. Н.К. Кольцова РАН: амплификатора Ver-
iti Fast (Applied Biosystems, США) и секвенатора
ABI 3500 (Applied Biosystems). Обработка резуль-
татов секвенирования проведена с помощью ком-
понента SeqMan программного пакета Lasergene
(DNASTAR).

Сравнение полученных последовательностей с
известными митохондриальными вставками ядер-
ного генома (NUMT) балобана [36] осуществлено с
помощью программы BLAST (NCBI). Проверен-
ные последовательности длиной 1143 пн загруже-
ны в базу данных GenBank (NCBI) под номерами
MT431193–MT431208. Соотношение частот несино-
нимичных замен нуклеотидов к синонимичным
(dN/dS) рассчитано Z-тестом в программном пакете
MEGA X, использованном также для определения
соответствующих аминокислотных последователь-
ностей [37]. Построение филогенетического дерева

Таблица 1. Набор специфических праймеров для получения полной последовательности цитохрома b балобана и
кречета

Название праймера Последовательность прямого 5'–3' и обратного 3'–5' праймеров

FCB1f/FCB3r ATCAATCCTAACTATCCTACTC/CAGATGAAGAATAAGGATGC
FCB3f/FCB1r GACTAATCCGCAACCTACATG/GGAAGGTGAGGTGGATTAGGG
FCB2f/FCB4r ACTGACCCGATTCTTCGCCC/GTGAAGTAGAGGGCTTAG
FCB4f/FCB2r CCGCCTCAGTGCTAATCC/GGGTGTGTGGTTGGTGGG
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для расчетов изменения свойств белка в процессе
эволюции также осуществлено с помощью алго-
ритмов MEGA X [38, 39]. Для построения и ана-
лиза объемных трехмерных (3D) моделей белка
цитохрома b исследуемых особей балобана и кре-
чета использованы данные о структуре комплекса
цитохромов bc1 домашней курицы Gallus gallus
[40]. Моделирование на основе гомологии белков
осуществлено на сервере SWISS-MODEL [41–
46]. Дополнительная визуализация проведена с
помощью программы iCn3D на основе WebGL
для интерактивного просмотра трехмерных мак-
ромолекулярных структур и химических веществ
[47]. Несмотря на известную структуру и функцию
белка, были проведены дополнительные расчеты
взаимодействия цитохрома с другими белками
электрон-транспортной цепи митохондрий мето-
дом иерархического прогнозирования I-TASSER
(Iterative Threading ASSEmbly Refinement) [48–
50]. Предсказание функционального значения
аминокислотных замен осуществлено с помощью
сетевого программного инструмента PROVEAN
(Protein variation effect analyzer), предсказывающе-
го влияние изменения последовательности гена на
функцию белка [51–53]. Расчеты селективного вли-
яния на структурные и биохимические свойства
аминокислот в процессе филогенеза на основе ка-
чественных и категориальных статистических те-
стов проведены в программе TreeSAAP (Selection of
amino acid properties based on phylogenetic trees) [54].
Алгоритм данной программы опирается на тополо-
гию филогенетического дерева, построенного на
основе изучаемых последовательностей гена. В
процессе расчетов происходит сопоставление на-
блюдаемого распределения изменений 31 физи-
ко-химического свойства аминокислот с распре-
делением, ожидаемым в условиях селективной
нейтральности и предполагаемого случайного
характера аминокислотных замен. Нахождение
свойств заменяемых аминокислотных остатков
под рассматриваемым на молекулярном уровне
положительным отбором оценивается по поло-
жительным значениям Z-теста. При этом полу-
ченные значения распределяются на восемь кате-
горий значимости, отражающих направление поло-
жительного отбора биохимических свойств белка.
Первые три категории отражают влияние положи-
тельного стабилизирующего отбора, т.е. направлен-
ного на поддержание оптимальной активности бел-
ка, в то время как в категориях с шестой по восьмую
отражен положительный дестабилизирующий от-
бор, поддерживающий радикальные смещения в
структурных и функциональных характеристиках
белка. Достоверная оценка имеет величину выше
или равную +3.09 и вероятность p < 0.001 [15, 54].

РЕЗУЛЬТАТЫ

Нами были получены 16 полных последова-
тельностей гена cyt b балобанов и кречетов из че-
тырех регионов от образцов, хранящихся на базе
Коллекции линных перьев редких и особо ценных
видов хищных птиц Института биологии развития
им. Н.К. Кольцова РАН (табл. 2). Установлено, что
полученные последовательности не являются
NUMT. Стандартный метод расчета соотноше-
ния частот dN/dS не показал наличия положи-
тельного отбора среди 16 исследуемых последова-
тельностей гена cyt b, т.е. число синонимичных
нуклеотидных замен больше, чем несинонимичных
[55]. Выравнивание и сравнение оригинальных
аминокислотных последовательностей балобана
и кречета друг с другом, а также с референсными
последовательностями сапсана, кречета и бало-
бана (JX029991.1, NC_029359.1, KP337902.1 соот-
ветственно) показало несколько замен амино-
кислот (табл. 3). Наиболее распространенная за-
мена неполярной (гидрофобной) аминокислоты
Ala на полярную (гидрофильную) Thr отмечена у
всех балобанов из Крыма и двух из Алтае-Саян-
ского региона в позиции 191 (571–573 пн). У об-
разца FC16 из Алтае-Саянского региона обнару-
жена единичная замена неполярной аминокислоты
Ile на полярную Thr в позиции 230 (687–690 пн). В
последовательности cyt b образца FC09 из Крыма
произошла замена неполярной аминокислоты
Ala на Gly в позиции 294 (880–882 пн). Для образца
FC38 из Крыма показаны замены полярных амино-
кислот Ser на Asn в позиции 305 (913–915 пн) и Thr
на неполярную Ala в позиции 331 (991–993 пн).

Для описания степени вариабельности изучае-
мых аминокислотных последовательностей про-
ведено их выравнивание с последовательностями
цитохрома b 17 представителей разных родов се-
мейства Falconidae, доступными в базе данных
NCBI: EU233073.1 (Falco jugger), EU233120.1 (Falco
subniger), U83309.1 (Daptrius ater), KP064202.1:
13708–14850 (Phalcoboenus australis), EU233141.1
(Milvago chimango), U83314.1 (Micrastur semitorquatus),
U83319.1 (Herpetotheres cachinnans), U83312.1 (Spiz-
iapteryx circumcinctu), U83317.1 (Polihierax semitorqua-
tus), U83318.1 (Microhierax erythrogenys), EU233075.1
(Falco longipennis), EU233119.1 (Falco subbuteo),
NC_025579.1: 13705–14847 (Falco columbarius),
EU233053.1 (Falсo concolor), NC_039842.1: 13710–
14852 (Falco amurensis), U83311.1 (Falco vespertinus),
NC_029846.1: 13578–14720 (Falco naumanni). Для
представленного списка видов установлено, что
сайты аминокислотных замен 191 и 294 показаны
только для балобана и кречета, в то время как
аминокислотные остатки 230, 305 и 331 имеют
различные варианты у многих видов.

Трехмерные модели cyt b и расчет функцио-
нальной значимости аминокислотных замен по-
строены на основе последовательности гена белка
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балобана под номером KP337902.1. Использование
алгоритмов SWISS-MODEL и последующая визу-
ализация в программе iCn3D (рис. 1) позволили
установить положение 191, 230, 294, 305 и 331 сайтов
аминокислотных остатков в H-спиралях белка 11,
13, 16, 17 и 18 соответственно. Согласно результатам
расчета методами I-TASSER установлено, что ак-
тивный центр белка, комплементарно связываю-
щийся с железосодержащим лигандом heme b
(протогем IX), сформирован более чем двадцатью,
от 42 до 187, специфичными сайтами посадки. В то
же время взаимодействие cyt b с убихиноном (ко-
фермент Q) осуществляется через 13 аминокис-
лотных остатков, от 18 до 229. Исследуемые сайты

замен, 191 и 230, находятся вблизи от ключевых
участков белка cyt b, взаимодействующих с ко-
ферментом Q и протогемом IX. Предположитель-
но они способны влиять на формирование функци-
ональных связей указанных структурных элементов
электрон-транспортной цепи с cyt b. Влияние най-
денных аминокислотных замен на функцию бел-
ка оценено с помощью инструмента PROVEAN,
который использует для прогнозирования порог
оценки равный –2.5. Если указанная замена амино-
кислоты получает балл ниже или равный порогово-
му значению, она рассматривается как вредная, а
при баллах выше пороговых как нейтральная. Со-
гласно этой концепции для сайтов 230 и 294 пред-

Таблица 2. Данные об исследованных образцах

Примечание. КП – контурное перо, ЗМТ – заспиртованная мышечная ткань, ЗРП – заспиртованное растущее перо с кро-
вью, ЛП – линное перо.
* Даны неточные координаты расположения мест сбора с целью охраны птиц.

Обозначение образца Материал Регион/год Координаты
сбора* Сборщик Номер

в GenBank

FR5/FR5CH КП Чукотский автономный 
округ, 2019

63.06 N
179.33 E

Сарычев Е. И. MT431197

FR6/FR6KM ЗМТ Камчатский край, 2019 Нет данных Сорокин А. Г. MT431198
FC6/A25-RUAF1814-D314 ЗРП Республика Тыва, 2018 51.75 N

94.75 E
Карякин И. В. MT431206

FC16/MMAL10-
RUAF1845-D319

ЗРП Республика Тыва, 2018 51.25 N
94.75 E

Карякин И. В. MT431200

FC21/BH-RT504-1-D023 ЗРП Республика Тыва, 2018 51.25 N
94.75 E

Карякин И. В. MT431204

FC23/FC-RT01-
RUVS1079-D038

ЗРП Республика Тыва, 2018 51.55 N
94.65 E

Карякин И. В. MT431202

FC43/FC-RT11-1-D024 ЗРП Республика Тыва, 2018 50.25 N
94.75 E

Карякин И. В. MT431205

FC47/FC-RT11-1-
RUVS1055-D033

ЗРП Республика Тыва, 2018 50.25 N
94.75 E

Карякин И. В. MT431203

FC53/FC-RT229-2-D019 ЗРП Республика Тыва, 2018 51.25 N
94.25 E

Карякин И. В. MT431201

FC172/FC-RT277-1-D172 ЗРП Республика Тыва, 2018 50.25 N
94.75 E

Карякин И. В. MT431199

FC09/FCCR0907 ЛП Крымский полуостров, 
2019

44.95 N
34.05 E

Прокопенко С. П. MT431208

FC10/FCCR1007 ЛП Крымский полуостров, 
2019

45.05 N
34.31 E

Прокопенко С. П. MT431207

FC/FC-RKR48 ЛП Крымский полуостров, 
2015

45.25 N
34.75 E

Карякин И. В. MT431193

FC23/FC-RKR23-1 ЛП Крымский полуостров, 
2015

45.75 N
33.25 E

Карякин И. В. MT431195

FC25/FC-RKR25-1 ЛП Крымский полуостров, 
2015

45.75 N
32.75 E

Карякин И. В. MT431194

FC38/FC-RKR38-1 ЛП Крымский полуостров, 
2015

45.25 N
33.25 E

Карякин И. В. MT431196
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сказано вредное, а для остальных рассматривае-
мых замен нейтральное воздействие на функцию
цитохрома b балобана. При прогнозировании
сайты аминокислотных замен 191 и 331 (рис. 1)
получили соответственно 1.506 и 1.851 баллов от-
носительно порогового значения. Для выявления
степени адаптационной значимости исследуемых
нуклеотидных замен в гене cyt b проанализированы
изменения физико-химических свойств соответ-
ствующих аминокислот в ходе эволюции с помо-
щью алгоритмов TreeSAAP. В основе дальнейшего
анализа находится филогенетическое дерево из
20 исследуемых последовательной cyt b, постро-
енное в программе MEGA X (рис. 2). Отражены
филогенетические связи гаплотипов гена cyt b ба-
лобанов и кречетов. Среди 16 особей исследуемых
видов найдено семь гаплотипов cyt b, совокупно
имеющих три ненейтральные аминокислотные
замены, находящиеся под действием положи-
тельного отбора согласно программе TreeSAAP.
Примечательно, что замена 191 аминокислоты
наблюдается у всех птиц с Крымского полуостро-

ва, при этом у образца FC38 обнаружены еще две
аминокислотные замены. У кречетов данные за-
мены отсутствуют. У балобанов Алтае-Саянского
региона обнаружены гаплотипы, входящие в гап-
логруппы как балобанов с запада ареала, так и
кречетов. Установлены изменения двух амино-
кислотных свойств, соответствующих заданным
параметрам: энергия слабых (невалентных) взаи-
модействий (short and medium range non-bonded
energy) и сжимаемость (compressibility) [57]. Эти
свойства отнесены к третьей и пятой категориям
значимости с вероятностью 99.9% и значениями
3.519 и 3.391 соответственно. Данные изменения
аминокислотных свойств зафиксированы для ко-
дона 191 при формировании 23-го предкового и
последующих гаплотипов. При переходе от 23-го
предкового гаплотипа к образцу FC38 из Крыма
для кодона 305 наблюдается изменение свойств
энергии слабых (невалентных) взаимодействий, а
для кодона 331 – дополнительно свойства сжимае-
мости. Для аминокислотной замены в позиции 331
цитохрома b сапсана (JX029991.1) также обнаруже-

Таблица 3. Распределение и варианты аминокислот в последовательности цитохрома b изучаемых образцов по
сравнению с референсными последовательностями сапсана, кречета и балобана

Примечание. Варианты последовательностей белков cyt b птиц: 1) JX029991.1, NC_029359.1, KP337902.1 – референсные по-
следовательности F. peregrinus, F. rusticolus, F. cherrug (выделены нижним подчеркиванием); 2) FR5, 6 – F. rusticolus № 5 и 6 из
Чукотско-Камчатской популяции; 3) FC6–172 – F. cherrug из Алтае-Саянского региона (АСР); 4) FC09–38 – F. cherrug из Кры-
ма. Отличия аминокислотных позиций оригинальных последовательностей от большинства референсных выделены полу-
жирным шрифтом.

Вариант 
сравниваемых 

последовательнос-
тей белков cyt b

Позиции несовпадающих аминокислот cyt b и соответствующие им варианты кодонов

191: GCA/ACA 230: ATC/ACC 294: GCA/GGA 305: AGC/AAC 331: ACT/GCT

JX029991.1 Ala Ile Ala Ser Ala
NC_029359.1 Ala Ile Ala Ser Thr
KP337902.1 Thr Ile Ala Ser Thr
FR5 Чукотка Ala Ile Ala Ser Thr
FR6 Камчатка Ala Ile Ala Ser Thr
FC6 АСР Thr Ile Ala Ser Thr
FC16 АСР Ala Thr Ala Ser Thr
FC21 АСР Ala Ile Ala Ser Thr
FC23 АСР Ala Ile Ala Ser Thr
FC43 АСР Thr Ile Ala Ser Thr
FC47 АСР Ala Ile Ala Ser Thr
FC53 АСР Ala Ile Ala Ser Thr
FC172 АСР Ala Ile Ala Ser Thr
FC09 Крым Thr Ile Gly Ser Thr
FC10 Крым Thr Ile Ala Ser Thr
FC Крым Thr Ile Ala Ser Thr
FC23 Крым Thr Ile Ala Ser Thr
FC25 Крым Thr Ile Ala Ser Thr
FC38 Крым Thr Ile Ala Asn Ala
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но изменение этих двух свойств. Таким образом,
предположительно свойства найденных амино-
кислотных замен (энергия слабых (невалентных)
взаимодействий и сжимаемость) находятся под
влиянием положительного стабилизирующего
отбора и близкого к дестабилизирующему отбора
соответственно.

ОБСУЖДЕНИЕ
Изучение адаптаций энергетического метабо-

лизма птиц к экологическим условиям является
актуальной задачей. В ряде работ показаны моле-
кулярные изменения и адаптации белков элек-
трон-транспортной цепи животных из различных
сред обитания [2–4, 15, 17–19]. Проведенный
анализ изменчивости гена cyt b у редких и охраня-
емых видов соколов группы Hierofalco также поз-
волил получить новые данные о молекулярных
изменениях, в том числе относительно их эволю-
ционной истории. В настоящее время существует
гипотеза о формировании балобана и кречета от
единого предка, населявшего обширные террито-
рии Палеарктики, в результате изоляции и разности
условий местообитаний [58]. Наши данные позво-
ляют предполагать, что в формировании найден-

ных митохондриальных гаплотипов балобанов с за-
пада ареала могли принимать участие не только ге-
нетико-автоматические процессы, связанные с
прохождением через рефугиумы, но и отбор, под-
держивающий стабильную функциональную ак-
тивность некоторых белков электрон-транспорт-
ной цепи. У балобанов, обитающих на Крымском
полуострове, на фоне общей низкой изменчиво-
сти исследованных последовательностей гена cyt b
выявлены три аминокислотные замены (191, 305
и 331 кодоны) с изменяющимися физико-хими-
ческими свойствами и, возможно, поддерживае-
мые положительным отбором. При этом замена в
кодоне 191 является филогенетически значимой,
формирующей отдельную гаплогруппу. Согласно
исходным алгоритмам, используемым для расче-
та программы TreeSAAP, предполагаемое влия-
ние положительного стабилизирующего отбора
согласуется с тем, что структура цитохрома b и его
функции высоко консервативны, т.е. при серьез-
ных изменениях белка происходят радикальные
сдвиги энергетического метаболизма. Таким об-
разом, полученные результаты указывают на воз-
можный отбор при формировании исследуемых
видов тех вариантов гена cyt b, которые обеспечива-
ют адаптации на молекулярном уровне. Мы пред-

Рис. 1. Трехмерная структура цитохрома b, смоделированная на основе гомологии белков на сервере SWISS-MODEL
и визуализированная в сетевой программе iCn3D. Желтым выделено положение сайтов аминокислотных замен – 191
на H-спирали 11 (слева) и 331 на H-спирали 18 (справа). Heme b обозначен светло-серым цветом.
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полагаем, что часть изменчивости мтДНК у балоба-
нов и кречетов является ненейтральной, вносящей
отдельный вклад в формирование генетической
структуры этих видов. Таким образом, необходимы
дополнительные исследования филогеографиче-
ской истории балобана и кречета на основе сравне-
ния кодирующих последовательностей мембранных
белков и переносчиков электронов, участвующих в
процессах окислительного фосфорилирования.

Работа выполнена в рамках государственного за-
дания ФГБУ “ВНИИ Экология” 2019 года “Выяв-
ление генетических маркеров природных популя-
ций редких и особо ценных видов птиц и млекопи-
тающих для обоснования программ по охране и
реинтродукции данных видов, а также оценка гене-
тического разнообразия редких и особо ценных ви-
дов птиц (соколообразные и журавлеобразные), со-
держащихся в российских питомниках”, и раздела
государственного задания ИБР РАН 2020 года
№ 0108-2019-0007 “Молекулярно-генетические и
экологические механизмы видообразования и ран-
них этапов эволюции. Разработка подходов для

оценки гомеостаза развития биологических си-
стем (методология популяционной биологии раз-
вития)”.

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

Авторы заявляют, что у них нет конфликта ин-
тересов.
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Non-Neutral Cytochrome b Variability in the Saker Falco cherrug Grey, 1834
and Gyrfalcon Falco rusticolus L.

D. N. Rozhkovaa, b, *, L. S. Zinevicha, b, I. V. Karyakina,
A. G. Sorokinb, V. G. Tambovtsevaa, and A. M. Kulikova

aKoltzov Institute of Developmental Biology of the Russian Academy of Sciences, Moscow, 119334 Russia
bAll-Russian Research Institute for Environmental Protection, Moscow, 117628 Russia
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Mitochondrial DNA variability affects cell metabolism characteristics and reflects evolutionary processes.
Saker and gyrfalcon sequences of the cytochrome b mitochondrial gene have been analyzed. Five amino acid
substitutions have been revealed, and changing of physical and chemical properties have been found for two
of them. Suggestions have been made about phylogenetic formation history and functional influence of the
detected amino acid substitution variants.

Keywords: cytochrome b, amino acid substitutions, molecular evolution, saker, gyrfalcon.
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Генетические исследования костных останков человека из археологических комплексов открывают
новые возможности для изучения культурно-исторического развития древних популяций, предо-
ставляя объективные данные, которые могут быть использованы для исследования наиболее спор-
ных проблем археологии. В настоящей работе мы проанализировали Y-хромосомы скелетных
останков девяти индивидуумов, погребенных в элитных курганах Хазарского каганата на террито-
рии современной Ростовской области, относящихся к VII–IX вв. Генотипирование полиморфных
Y-STR и Y-SNP локусов позволило установить, что среди девяти исследованных скелетов три из них
имели Y-гаплогруппу R1a, два – C2b и по одному – G2a, N1a, Q и R1b Y-гаплогруппы. Такие резуль-
таты характерны для смеси западно-евразийских и восточно-азиатских отцовских линий. Результаты
типирования Y-хромосомы согласуются с результатами краниологического исследования и полноге-
номного анализа одних и тех же костных останков, демонстрируя смешанное генетическое происхож-
дение раннесредневековой хазарской знати. Результаты настоящего исследования неудивительны,
поскольку Хазарский каганат образовался путем отделения от Западного Тюркского каганата и окон-
чательно сформировался в регионах Северного Кавказа и восточноевропейских степей.

Ключевые слова: хазары, восточноевропейские степи, подкурганные погребения, древняя ДНК,
Y-STR, Y-SNP.
DOI: 10.31857/S0016675821040044

Для эпохи раннего средневековья восточноев-
ропейских степей сложная и многогранная исто-
рия Хазарского каганата играет ключевую роль
[1–4]. Она отражена в целом комплексе письмен-

ных источников: арабских, византийских и соб-
ственно хазарских [5, 6]. Хазарский каганат кон-
тролировал в разные периоды своей истории сте-
пи от Черного до Аральского моря, пространства
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от гор Кавказа на юге до лесов среднего течения
рек Волга и Днепр на севере. Степи Нижнего По-
волжья и Нижнего Дона были основной (домен-
ной) территорией хазар. В волго-донских степях
наблюдается наибольшее скопление разнообраз-
ных археологических памятников: необычные по
конструкции и размерам культовые сооружения,
такие как Цимлянский квадрат, пирамида Синий
Мамай и курган Большая Орловка [7]; агломера-
ция городищ-крепостей с мощными оборони-
тельными стенами из кирпича и камня: Саркел,
Правобережное Цимлянское, Камышовское, от-
крытые недавно Башанта-I-II [8–11].

В этом регионе наблюдается наибольшая
плотность подкурганных захоронений VII–IX вв.
(более 300 погребальных памятников). Среди по-
гребального инвентаря здесь чаще были обнару-
жены византийские монеты, позволяющие дати-
ровать погребения с максимальной точностью.
Расположение данных подкурганных захороне-
ний на территории домена Хазарского каганата,
включая захоронения знатных воинов, которые
исследователи уверенно относят к хазарским, да-
ет основание идентифицировать данные погребе-
ния как собственно хазарские [9, 12].

Из отобранной выборки погребение 1 из кур-
гана 3 из группы Вербовый Лог-IX датируется с
опорой на разработанную классификацию сереб-
ряных поясных пряжек, а также по византийской
монете – солиду императора Юстиниана II (705–
711 гг.). По форме и конструкции более ранней
формы серебряной пряжки датируется погребе-
ние 1 из кургана 2 группы Кутейников-II (вторая
половина VII–начало VIII в.). Типологическая
классификация массовых серийных предметов
является основным методом выявления относи-
тельной хронологии их бытования в археологии как
преисторической, так и классической. Для эпохи
средневековья имеется возможность обеспечивать
типологические цепочки предметов материальной
культуры абсолютными датами благодаря наличию
монет и обилию письменных источников. Поэтому
именно благодаря разработанной типологии удил
и стремян установлена датировка кургана 37 из
группы Новый второй половиной VIII–началом
IX в.

Элитные воинские захоронения исследуемой
выборки были устроены под собственным курга-
ном, с ритуальными ровиками вокруг широтно
ориентированной могильной ямы с подбоем. Умер-
шие были расположены вытянуто на спине, головой
на запад, сопровождались символическим захоро-
нением взнузданной верховой лошади в виде чучела
из снятой целиком шкуры с головой и оставленны-
ми путовой костью и копытами. Чучела положены в
могильной яме так, что имитировали положение ле-
жащей лошади. Показателем высокого социально-
го ранга является разнообразный инвентарь из

этих погребений, прежде всего предметы роскоши
и престижа, такие как металлические наборные
пояса, серебряные и позолоченные сосуды, юве-
лирные изделия, золотые византийские монеты.
Последние использовались не по прямому назна-
чению, а в качестве статусных атрибутов [13–19].

Проведенные рядом специалистов краниоло-
гические анализы черепов из курганов VII–IX вв.
с территории Нижнего Дона и Нижнего Повол-
жья с использованием различных серий выявили
преобладание смешанного монголоидно-евро-
пеоидного типа [20–23]. Е.Ф. Батиева на основе
изучения серии из 86 взрослых и четырех детских
индивидов установила преобладание черепов с
монголоидными признаками (70%). Европеоид-
ный компонент мужской выборки имеет сходство
с представителями синхронной салтово-маяцкой и,
предшествующей по времени, сарматской культур
Нижнего Подонья и Нижнего Поволжья. Монго-
лоидные мужские и женские черепа проявляют
наибольшее сходство с гуннами Забайкалья и тюр-
коязычными кочевниками Южной Сибири, Алтая
и Казахстана [23].

Генетические исследования древних костных
останков открывают новые возможности для изу-
чения проблемы происхождения и этнической кон-
солидации хазар эпохи раннего средневековья [24].
Полученные в настоящей работе результаты долж-
ны существенно дополнить отрывочные сведения
письменных свидетельств и единичных образцов
изобразительного искусства. Но самое главное они
обеспечат объективной базой исследованную
группу элитных воинских погребений со степной
доменной территории Хазарского каганата, выде-
ленных на основе признаков погребального обря-
да, интерпретация которых не всегда однозначна
и создает почву для сомнений и дискуссий в ар-
хеологической литературе. Описать полный гене-
тический профиль населения всего Каганата –
непростая и, вероятно, невозможная задача. На
данном этапе проведен анализ гаплогрупп Y-хро-
мосомы населения определенного региона и кон-
кретного времени, а именно скелетов из богатых
подкурганных погребений конца VII–начала
IX в. Хазарского каганата (современная Ростов-
ская область).

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Для генетического анализа были отобраны
костные останки из курганных погребений по
хронологическому признаку (датирующиеся VII–
IX вв.), по географическому признаку (доменная
территория Хазарского каганата), по половой
принадлежности (мужские) и по степени сохран-
ности костного материала (табл. 1).
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Объекты исследования
Объектами исследования послужили отдель-

ные длинные трубчатые кости девяти мужских
скелетов из элитных воинских погребений, рас-
положенных в нижнем течении р. Дон на терри-
тории современной Ростовской области (рис. 1,
табл. 1).

Для проведения молекулярно-генетического
анализа использованы следующие объекты: левая
плечевая кость (скелет № 67), левая локтевая
кость (скелет № 457), правая большеберцовая и
левая локтевая кости (скелет № 531), левая бед-
ренная кость (скелет № 619), правая большебер-
цовая кость (скелет № 656), левая плечевая кость
(скелет № 1251), левая большеберцовая кость
(скелет № 1564), правая плечевая кость (скелет
№ 1566), правая плечевая и левая большеберцо-
вая кости (скелет № 1986).

Краниологические исследования по общепри-
нятой методике [31] были проведены на скелетах
№ 67, 531, 619, 656, 1564 и 1986 [23, 32]. Черепа
скелетов № 531, 656 и 1564 обладали комплексом
краниометрических признаков преимуществен-
но европеоидного расового типа, а № 67 и 619 –

преимущественно монголоидного расового типа.
Ввиду плохой сохранности черепа от скелета
№ 457 проводилась его визуальная оценка, которая
показала, что объект обладал предположительно
монголоидными чертами. Череп от скелета № 1986
по краниологическим характеристикам был отне-
сен к смешанному европеоидно-монголоидному
типу [32]. У скелетов № 1251, 1566 черепа отсут-
ствовали.

Подготовка помещения для работы
с костными объектами

Пробоподготовку костных объектов проводили
в помещении, которое в течение двух дней непре-
рывно подвергали облучению с помощью пятилам-
пового облучателя-рециркулятора закрытого типа
“Дезар-7” (суммарная мощность излучения состав-
ляла 100 Вт). Далее полы и стены помещения об-
рабатывали 10%-ным коммерческим раствором
“Белизна”, содержащим активный хлор в виде
гипохлорита натрия, и оставляли еще на одни
сутки с включенным облучателем-рециркулято-
ром “Дезар-7”.

Таблица 1. Местонахождение, датировка и расовая принадлежность исследованных скелетов

Примечание. Мг – могильник, Н/д – ввиду отсутствия черепа расовый тип скелетов № 1251 и 1566 установить не удалось.

Инв. № скелета
(шифр антропологической

коллекции)
Местонахождение, датировка Расовый тип

67 Мг. Криволиманский I, курган № 52, погребение 1,
IX в. н.э. [25]. Мартыновский р-н, х. Кривой Лиман

Монголоидный

457 Мг. Кировский V, курган № 2, погребение 1,
хазарское время [26]. Мартыновский р-н, х. Новосадковка

Монголоидный?

531 Мг. Подгорненский IV, курган № 22, погребение 1, VIII–
IX вв. н.э. [27]. Дубовский р-н, между х. Харсеев 
и х. Подгорненский

Европеоидный

619 Мг. Подгорненский V, курган № 5, погребение 1, VII–VIII вв. 
н.э. [14]. Дубовский р-н, х. Подгорненский

Монголоидный

656 Мг. Вербовый лог IX, курган № 3, погребение 1, VII–VIII вв. 
н.э. [14]. Дубовский р-н, х. Вербовый Лог

Европеоидный

1251 Мг. Кутейников II, курган № 2, погребение 1, конец VII– 
начало VIII в. н.э. [28]. Зимовниковский р-н,
ст. Кутейниковская

Н/д

1564 Мг. Частые курганы, курган № 3, погребение 1,
первая половина VIII в. н.э. [29]. Белокалитвенский р-н,
к СВ от ст. Краснодонецкая

Европеоидный

1566 Мг. Частые курганы, курган № 9, погребение 1,
первая половина VIII в. н.э. [29]. Белокалитвенский р-н,
ст. Краснодонецкая

Н/д

1986 Мг. Таловый, курган № 3, погребение 1, вторая половина VIII– 
начало IX в. н.э. [13, 30]. Орловский р-н, х. Камышовка

Монголоидный/
европеоидный
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Пробоподготовка костных объектов
Пробоподготовку к экстракции ДНК из полу-

ченного костного порошка проводили в отдельной
комнате с использованием персональных сте-
рильных средств защиты (халатов, одноразовых
масок, шапочек и перчаток).

Для минимизации потерь аутентичной древней
ДНК обработку костной поверхности растворами,
содержащими активный хлор, не проводили. Вме-
сто этого последующую обработку костного по-
рошка осуществляли с помощью собственно раз-
работанного лизирующего раствора “Cell lysis

buffer” (CLB), позволяющего минимизировать
потери активной ДНК-матрицы в процессе ис-
следования и устранить возможность контамина-
ции образцов. В основе разработанного метода
лежит уникальная методика дифференциального
лизиса древнего костного материала с одновре-
менным избирательным лизисом современной
контаминирующей ДНК [33].

Поверхность костей очищали при помощи
портативной бормашины ПБ-01 с использовани-
ем отдельных для каждой кости стерильных фрез.
Полученный из поверхностного компактного

Рис. 1. Карта мест расположения погребений, из которых происходит исследованный антропологический материал:
1 – № 67, 2 – № 457, 3 – № 531, 4 – № 619, 5 – № 656, 6 – № 1251, 7 – № 1564, 8 – № 1566, 9 – № 1986.
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слоя костный порошок удаляли. Затем заменяли
фрезу и получали от 1 до 2 грамм костного порош-
ка из компактного слоя каждой кости. Порошок
переносили в отдельные стерильные пробирки
объемом 50 мл. Далее проводили дифференциаль-
ное устранение возможной контаминации совре-
менной ДНК с помощью лизирующего раствора
CLB [33]. Последующую процедуру декальциниро-
вания костных порошков проводили однократ-
ной обработкой раствором 1%-ного додецилсуль-
фата натрия в 0.5 М ЭДТА, а затем двукратной об-
работкой раствором 0.5 М ЭДТА.

Выделение ДНК из костного порошка
методом органической экстракции

Выделение ДНК из костных порошков прово-
дили методом фенол-органической экстракции
[34]. В пробирки, содержащие очищенный кост-
ный порошок, добавляли по 4 мл лизирующего
раствора (10 мМ трис-HCL, pH 8.3; 50 мМ KCl;
2.5 мМ MgCl2; 0.45% Tween 20), 200 мкл протеина-
зы К (10 мг/мл) и 100 мкл 2 М раствора дитиотре-
итола. Для контроля чистоты реагентов в процес-
се выделения ДНК проводили экстракцию про-
бы, содержащей реактивы, используемые в
процессе выделения (холостая проба). Тщательно
перемешивали. Инкубировали при температуре
56°С в течение двух часов, затем при температуре
40°С в течение 16 ч в шейкере-инкубаторе SI-300
(JEIOTECH). Далее добавляли равный содержи-
мому пробирки объем смеси фенол–хлороформ–
изоамилол (25 : 24 : 1) и в течение 40 с встряхивали
на вортексе на максимальных оборотах. Центрифу-
гировали содержимое пробирок в течение 10 мин
при 5000 g. Верхнюю водную фазу осторожно, не
затрагивая интерфазу, переносили в стерильные
пробирки объемом 15 мл. Процедуру экстракции
смесью фенол–хлороформ–изоамилол повторя-
ли еще один раз. К водному раствору, содержаще-
му ДНК, добавляли равный объем смеси хлоро-
форм–изоамилол (24 : 1), встряхивали на вортек-
се 30 с, центрифугировали содержимое пробирок
10 мин при 5000 g. Верхнюю водную фазу с ДНК
дополнительно очищали и концентрировали с
помощью колонок “Amicon Ultra-4, ultracel30k”.
Процедуру концентрирования проводили следу-
ющим образом. После двукратной промывки сте-
рильной деионизованной водой (по 4 мл) еще
один раз промывали стерильным ТЕ-буфером (по
4 мл). Конечный объем очищенных препаратов
ДНК составлял около 100 мкл. Выделение ДНК
из образцов № 67, 457, 531, 619, 656, 1251, 1564,
1566 и 1986 проводили в трех независимых парал-
лелях.

Аутентичность препаратов ДНК, полученных
из костных останков № 67, 531, 619, 656, 1251,
1564, 1566 и 1986, доказана ранее [24] с помощью

биоинформационного анализа геномных биб-
лиотек.

Типирование STR-локусов Y-хромосомы
по системе Yfiler (DYS456, DYS389I, DYS390, 

DYS389II, DYS458, DYS19, DYS385a, DYS385b, 
DYS393, DYS391, DYS439, DYS635, DYS392, 

YGATA H4, DYS437, DYS438, DYS448)
Амплификацию участков Y-хромосомы осу-

ществляли с использованием набора “AmpFlSTR
Yfiler PCR Reagents” (Applied Biosystems). При по-
становке полимеразной цепной реакции (ПЦР) в
коммерческую реакционную смесь дополнительно
добавляли ДНК-полимеразу AmpliTaq Gold
DNA-Polymerase (Applied Biosystems) в количе-
стве 1 ед. на каждые 10 мкл ПЦР-смеси.

Энзиматическую амплификацию локусов
ДНК осуществляли с помощью термоциклера
GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems) в ре-
жиме эмуляции 1°С/с в течение 30 циклов. Электро-
форез образцов проводили с помощью ДНК-анали-
затора ABI PRISM 3130xl (Applied Biosystems). Ин-
жекция образцов осуществлялась при напряжении
2.0 кВ в течение 13 с. Обработку результатов элек-
трофореза и идентификацию аллелей проводили
с помощью программы GeneMapper ID (версия
3.2). Типирование препаратов ДНК образцов №
67, 619, 1564 и 1566 проводили в шести паралле-
лях; образцов № 457, 531 – в семи параллелях; об-
разца № 1251 – в четырех параллелях; образца 656
– в пяти параллелях; образца № 1986 – в девяти
параллелях.

Типирование STR-локусов Y-хромосомы по системе 
CordYs (DYS19, DYS389I, DYS389II, DYS390, 

DYS391, DYS392, DYS393, DYS385a, DYS385b, 
DYS438, DYS439, DYS437, DYS447, DYS576, 

DYS449, DYS456, DYS448 и DYS635)
Амплификацию участков Y-хромосомы осу-

ществляли с использованием набора CordYs (Гор-
диз). При постановке ПЦР в коммерческую реак-
ционную смесь дополнительно добавляли ДНК-
полимеразу SynTaq (Синтол) в количестве 1 ед. на
каждые 10 мкл ПЦР-смеси.

Энзиматическую амплификацию локусов
ДНК осуществляли с помощью термоциклера
GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems) в
режиме эмуляции 1°С/с (при этом скорость на-
грева с 60 до 72°С устанавливали как 0.3°С/с) в те-
чение 30 циклов. Электрофорез образцов прово-
дили с помощью ДНК-анализатора ABI PRISM
3130xl (Applied Biosystems). Инжекция образцов
осуществлялась при напряжении 3.0 кВ в течение
8 с. Обработку результатов электрофореза и иден-
тификацию аллелей проводили с помощью про-
граммы GeneMapper ID (версия 3.2). Типирова-
ние препаратов ДНК образцов № 531, 656, 1251 и
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1986 проводили в трех параллелях; образцов № 67,
619 и 1566 – в четырех параллелях; образца
№ 1564 – в шести параллелях; образца № 457 – в
семи параллелях.

Статистический анализ
Статистический анализ Y-гаплотипов проводи-

ли с использованием базы данных “Y chromosome
haplotype reference database” (“YHRD”) [35, 36].
Принадлежность гаплотипов к той или иной гапло-
группе оценивали с помощью онлайн-программы
“Haplogroup Predictor” [37–39] и онлайн програм-
мы “Y-DNA Haplogroup Predictor – NEVGEN” [40].

Определение Y-гаплогрупп
с помощью SNaPshot типирования

Для подтверждения наличия у исследуемых
костных останков той или иной гаплогруппы,
предсказанной с помощью онлайн-программы
“Haplogroup Predictor” [39], были проведены допол-
нительные исследования снипов с помощью подо-
бранных пар праймеров, приведенных в табл. 2.

Энзиматическую амплификацию проводили
при помощи термоциклера GeneAmp PCR System
9700 (Applied Biosystems) при Ramp = max в тече-
ние 40 циклов с использованием следующей про-
граммы: предварительная инкубация при 95°С в
течение 4 мин; этап денатурации при 95°С в тече-
ние 15 с, этап отжига праймеров при 60°С (для
всех, кроме пары праймеров F12906644/R12906717, для
которых температуру отжига устанавливали 56°С)
в течение 35 с, этап элонгации при 72°С в течение

40 с; этап последующей инкубации при 72°С в те-
чение 10 мин.

Продукты амплификации очищали от избытка
дезоксинуклеотидтрифосфатов и праймеров с
помощью набора реактивов на магнитных части-
цах CleanMag DNA (Евроген).

SNP-типирование проводили с помощью на-
бора ABI PRISM SNaPshot Multiplex Kit (Thermo
Scientific).

Реакционную смесь готовили, как показано в
табл. 3.

Амплификацию проводили при помощи тер-
моциклера GeneAmp PCR System 9700 (Applied
Biosystems) в режиме эмуляции 1°С/с в течение 25
циклов по стандартной программе: предвари-
тельная инкубация при 95°С в течение 1 мин; этап
денатурации при 95°С в течение 10 с, этап отжига
праймера при 50°С в течение 5 с, этап элонгации
при 60°С в течение 30 с.

Продукты амплификации очищали от избытка
флуоресцентно меченных дидезоксинуклеотидтри-
фосфатов путем инкубации при 37°С в течение
80 мин (с последующей финальной инкубацией при
80°С в течение 15 мин) с ферментом щелочной фос-
фатазой креветки (Shrimp Alkaline Phosphatase, SAP)
из расчета 1 ед. SAP на 10 мкл смеси.

Последующую идентификацию продуктов ам-
плификации проводили с помощью ДНК-анали-
затора ABI PRISM 3130xl (Applied Biosystems). В
качестве размерного стандарта использовали
LIZ120.

Таблица 2. Определение Y-гаплогрупп скелетов хазар с помощью SNaPshot типирования

Примечание. пн – пары нуклеотидов.

№ 
п/п

Проверяемая
Y-гаплогруппа Снип Использованная пара праймеров

Размер
ампликонов,

пн

1 R
M207
Позиция на Y-хромосоме – 
13470103, замена A на G

F13470073 5'-GGG GCA AAT GTA AGT CAA GC-3'
R13470176 5'-TGA CTT CTT TTG CCA ATT AGG T-3' 104

2 R1b
M343
Позиция на Y-хромосоме – 
3019783, замена С на A

F3019714 5'-CGT AGC CCG AGA GAA AAC TG-3'
R3019831 5'-CCC AAC ACG TGC CTG GCA GC-3' 118

3 R1a
M420
Позиция на Y-хромосоме – 
21311315, замена T на A

F21311266 5'-AAA TGG TGG AAG CAG ATT GG-3'
R21311338 5'-AGC ATC TTT TCA TTG GTT TC-3' 73

4 Q
M242
Позиция на Y-хромосоме – 
12906671, замена C на T

F12906644 5'-TTT GTG CAA AAA GGT GAC CA-3'
R12906717 5'-CGT TAA AAT AGA TTT TTT TCA A-3' 74

5 N
M231
Позиция на Y-хромосоме – 
13357844, замена G на A

F13357744 5'-CTG GAA AAT GTG GGC TCG T-3'
R13357871 5'-AAT TCT TTG ACG ATC TTT CC-3' 128
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РЕЗУЛЬТАТЫ
Результаты типирования полиморфных мик-

росателлитных локусов Y-хромосомы, а также
Y-SNP девяти скелетов из курганных погребений
хазарского времени, расположенных на террито-
рии Ростовской области, приведены в табл. 4.

Как видно из табл. 4, останки трех скелетов
имели Y-гаплогруппы R1a (531, 1251, 1986), двух
других – Y-гаплогруппы C2b (656, 1564), осталь-
ные – G2a (457), N1a (1566), Q (619) и R1b (67). Та-
кое разнообразие характерно для смеси как запад-
ноевразийских (G2a, R1a, R1b), так и восточноази-
атских (C2b, N1a, Q) гаплогрупп, что указывает на
значительные различия патрилиний хазар.

С точки зрения происхождения данных отцов-
ских линий гаплогруппы R1a и R1b распростра-
нены в Евразии [42], где R1a достигает своей са-
мой высокой частоты в Восточной Европе [43] и
Индии [44], а R1b является самой распространен-
ной гаплогруппой в Западной Европе [45], достигая
наибольшей частоты на Британских островах [46] и
среди басков [47], а наименьшей частоты – в Во-
сточной Европе и Западной Азии. Гаплогруппа C2b
в основном распространена в Восточной Евразии
[48], а также встречается во всей Азии, Восточной
Сибири, на Кавказе и на Ближнем Востоке. Скорее
всего, это связано с распространением тюркских
и монгольских народов. N1a распространена в
Северной Европе (финны, балты), а также в За-
падной Сибири (якуты, нганасаны, буряты и нен-
цы), откуда она, вероятно, и берет свое начало

[49]. Гаплогруппа G2a встречается в Турции [50],
на Кавказе и на Ближнем Востоке [51]. Гапло-
группа Q преобладает в Центральной и Восточ-
ной Азии, откуда она распространилась в Амери-
ку [52].

Сравнительный краниологический и генети-
ческий анализ хазарских останков не показал
полного соответствия между географическим
происхождением Y-гаплогрупп и предполагае-
мым биологическим происхождением исследуе-
мых скелетов (табл. 5).

В результате проведенного анализа результа-
тов типирования Y-STR и Y-SNP были получены
гаплотипы для каждого хазарского индивидуума
(табл. 4). Результаты сравнительного анализа ха-
зарских Y-гаплотипов с современными популя-
циями будут описаны ниже.

В ДНК из костных останков № 1566 зафикси-
рована редкая мутация (одновременное присут-
ствие аллелей 14 и 15), являющаяся следствием
дупликации локуса DYS389I. Эта мутация была
подтверждена результатами генотипирования как
с помощью тест-системы Yfiler (в трех параллель-
ных экспериментах из пяти), так и при помощи
тест-системы CordYs (во всех параллельных экс-
периментах). В базе данных Y-гаплотипов
“YHRD” [35, 36] данная дупликация встречается
только дважды (в Италии и Китае), соответствен-
но частота данной дупликации составляет 8.1 ×
× 10–6 (95% CI: 1/1019 039–1/34164).

Таблица 3. Состав реакционной смеси, используемой для постановки SNaPshot реакции

Компоненты Объем, мкл

SNaPshot Multiplex Ready Reaction Mix 2.0

BigDye Terminator v1.1 & v3.1 5× Sequencing Buffer (Applied Biosystems™) 2.0

Tail-primer M207 (5 мкМ)
F 5'-GTA AGT CAA GCA AGA AAT TTA-3',
либо
tail-primer M420 (5 мкМ)
F 5'-GCA AAC TTT TCA TTG CTG GCC TCC A-3',
либо
tail-primer M343 (5 мкМ)
R 5'-CAG CAT AGC CAC CCC CAC ATA TCT CCA GGT GT-3',
либо
tail-primer M231 (5 мкМ)
(T)38 CATTTACTGTTTCTACTGCTTTC,
либо
tail-primer M242 (5 мкМ)
(T)53 GTGCAAAAAGGTGACCAAGGTGCT

1.0

Деионизованная вода 3.0

Очищенные ампликоны 2.0
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Таблица 4. Результаты типирования Y-STR локусов (DYS389I, DYS390, DYS389II, DYS458, DYS19, DYS385a,
DYS358b, DYS393, DYS391, DYS439, DYS635, DYS392, YGATA H4, DYS437, DYS438, DYS448, DYS447, DYS576,
DYS449) исследованных объектов

Примечание. Полужирным шрифтом с подчеркиванием выделены локусы, относящиеся к так называемому минимальному
гаплотипу (Minimal “YHRD” Core Loci); “–” – получить устойчивые результаты типирования данного локуса не представи-
лось возможным; NA – сокращенное от Null Allele; “*” – Y-гаплогруппа с использованием метода SNaPshot не установлена;
С3 – устаревшая классификация (в новом дереве нет гаплогруппы C3) [41].

Локус 67 457 531 619 656 1251 1564 1566 1986

DYS456 15 16 16 16 17 15 16 15 15
DYS389I 14 12 13 13 13 13 13 14,15 13
DYS390 19 23 24 23 24 25 – 23 25
DYS389II 30 31 30 28 29 31 – 31 32
DYS458 17 17 16 16 17 15 17 17 16
DYS19 14 – 16 13 15 16 – 14 16
DYS385a 13 13 11 13 12 10 12 11 11
DYS385b 13 14 14 18 15 14 15 13 15
DYS393 13 14 13 13 13 14 13 14 13
DYS391 11 10 11 10 10 11 10 11 11
DYS439 14 11 10 12 12 10 12 10 10
DYS635 24 21 23 23 21 23 – 22 23
DYS392 13 11 11 16 11 11 11 16 11
YGATA H4 11 – 12 9 11 11 12 11 13
DYS437 15 14 14 14 14 14 14 14 14
DYS438 10 11 11 11 11 11 11 11 11
DYS448 19 20 20 22 NA 20 19 19 20
DYS447 23 23 24 28 30 24 30 26 24
DYS576 16 – 18 18 18 19 – – 18
DYS449 33 31 32 27 29 33 – 28 32
YHRD Y
Haplogroup
Prediction

R1b G2a R1a Q C3 R1a C3 N R1a

Fitness score 17 38 87 39 61 54 48 57 65
Probability, % 78.5 67.8 100 100 100 100 99.8 100 100
NEVGEN Y
Haplogroup R1b G2a2 R1a Q C2b1a1b1 R1a C2b1a1b1 N1a1 R1a

Fitness score 58.4 34.3 56.4 18.7 43.1 40.2 31 43.7 40.2
Probability, % 99.1 16.5 100 3.6 100 100 99.8 87.4 100
Подтверждение
SNaPshot R1b * R1a Q * R1a * N R1a

У скелетов № 656 и 1564, при типировании ло-
куса DYS447 выявлен редкий аллель 30. Хотя кра-
ниологическое исследование показало, что у этих
скелетов были европеоидные типы, этот аллель
почти никогда не встречается в европейских по-
пуляциях [53]. Вместо этого он наблюдается с
низкой частотой в азиатских популяциях, таких
как монголы и таджики (где его частота составля-
ет 0.0188 и 0.007 соответственно) [54]. Используя
алгоритмы онлайн-ресурса “Haplogroup Predic-

tor” [39], было установлено, что Y-хромосомы
обоих скелетов (№ 656, 1564) принадлежат к гап-
логруппе C3 (устаревшая классификация), кото-
рая в основном встречается среди жителей Во-
сточной Азии [55].

Также стоит отметить, что несмотря на высокую
активность ДНК-матриц, выделенных из костных
фрагментов скелета № 656, в ходе проведения муль-
тилокусных ПЦР с помощью тест-систем Yfiler и
CordYs не удалось получить ампликоны локуса
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DYS448, что, вероятно, связано с мутацией (или му-
тациями) в месте (местах) специфического отжига
праймеров. Согласно базе данных Y-гаплотипов
“YHRD” нулевой аллель (Null allele) локуса DYS448
встречается довольно часто – зарегистрировано
729 случаев, что на 1–2 порядка превышает ана-
логичные показатели для остальных исследован-
ных Y-STR-локусов.

С помощью онлайн-ресурса “Haplogroup Pre-
dictor” [39] по результатам типирования 20 мик-
росателлитных локусов Y-хромосомы было пред-
сказано наличие гаплогруппы R у четырех скеле-
тов из девяти. Дальнейшие исследования снипов
M207, M420 и M343 подтвердили результаты
“Haplogroup Predictor”, что Y-хромосомы четырех
из исследованных скелетов принадлежат к гапло-
группе R. Скелет № 67 имеет R1b гаплогруппу, а
ДНК остальных трех скелетов, № 531, 1251 и 1986,
относятся к гаплогруппе R1a.

В результате типирования Y-STR скелета № 67
был выявлен редкий аллель 19 локуса DYS390, ча-
стота которого по данным базы “YHRD” состав-
ляет 1.09 × 10–3. Этот аллель в основном встреча-
ется в азиатских популяциях, таких как казахи (с
частотой 0.0283), узбеки (с частотой 0.0227) и по-
линезийцы Французской Полинезии (с частотой
0.0167) [35, 36]. Кроме того, у скелета № 67 в локусе
DYS439 был выявлен редкий аллель 14, присущий в
основном полинезийцам Французской Полине-
зии и лаосцам с частотами 0.2778 и 0.1111 соответ-
ственно.

Согласно ресурсу “YHRD” [35, 36] 17-локус-
ный гаплотип системы Yfiler, характерный для
скелета № 67, обнаружен в Китае, тогда как мини-
мальный 9-локусный Y-гаплотип (DYS19, DYS389I,
DYS389II, DYS390, DYS391, DYS392, DYS393,
DYS385a, DYS385b) распространен по всей Азии: в
Китае, а также в Казахстане, Узбекистане, Афга-
нистане (табл. 5).

17-Локусный гаплотип системы Yfiler скелета
№ 531 с Y-гаплогруппой R1a обнаружен только в
Афганистане (табл. 5). Его минимальный Y-гап-
лотип также наиболее распространен в Афгани-
стане, где его частота достигает 6.5%. В противо-
положность этому 17-локусные Y-гаплотипы для
двух других скелетов, принадлежащих к гапло-
группе R1a (№ 1251, 1986), были уникальными
для базы Y-HRD. Для скелета № 1251 его мини-
мальный 9-локусный гаплотип уникален, тогда
как гаплотип скелета № 1986 встречается с крайне
низкой частотой в различных популяциях (ин-
дейцы, испанцы и китайцы (0.049, 0.039 и 0.003%
соответственно).

Дальнейшее сравнение было сделано с откры-
тыми базами данных FamilyTreeDNA.com, а
именно с проектами “R1b and Subclades Project for

R1b” [56], “R1b Basal Subclades” [57], “R-U152 and
Subclades Research Project” [58] для образца № 67.
Для образцов № 531, 1251, 1986 было проведено
сравнение с базой FamilyTreeDNA.com “R1a1a and
Subclades Y-DNA Project” [59]. Сравнение проводи-
лось по минимальному гаплотипу (DYS389I,
DYS390, DYS389II, DYS19, DYS385a, DYS385b,
DYS393, DYS391, DYS392). Для образца № 67 было
найдено 22 совпадения в популяциях по всей
Евразии; для № 531 было выявлено 56 совпаде-
ний, в основном из европейских стран; а для об-
разцов № 1251, 1986 обнаружено всего несколько
совпадений в европейских странах.

ОБСУЖДЕНИЕ
В настоящем исследовании проанализирована

вариация Y-хромосомы девяти хазарских скелетов,
датируемых концом VII–началом IX в. нашей эры.
Путем генотипирования Y-STR и Y-SNP были
определены Y-гаплогруппы и охарактеризованы
Y-гаплотипы исследованных останков. Обнару-
жены как западноевразийские (G2a, R1a, R1b),
так и восточноазиатские (C2, N1a, Q) Y-гапло-
группы.

При сравнении результатов молекулярно-ге-
нетического анализа с данными антропологиче-
ских типов, определенных с помощью краниоло-
гического анализа, были выявлены некоторые
несоответствия в отношении географического
происхождения Y-гаплогрупп и биологического
происхождения, предсказанного из краниологи-
ческих исследований. Эти результаты свидетель-
ствуют о сложном генетическом происхождении
изучаемых объектов.

Сравнение полученных результатов с данными
предыдущих генетических исследований этих же
останков [24] показало, что ни один из скелетов не
имеет 100%-ного западноевразийского генетиче-
ского происхождения. Процент восточноазиатских
предков варьировался от 10 (№ 1251) до 75 (№ 1566).

Установлено соответствие Y-гаплогруппы ске-
лета № 619 (Q) с прогнозируемым краниологиче-
ским типом, в то время как у скелетов № 457
(G2a) и 1566 (N1a) такое соответствие не обнару-
жено. Кроме того, люди с восточноазиатской гап-
логруппой C2b1a1b1 имели европеоидный (№ 656)
и смешанный европеоидно-монголоидный (№ 1564)
краниологические типы.

Наблюдаемый сложный паттерн генетическо-
го сродства также наблюдался в данных полноге-
номного анализа исследованных останков. Ске-
лет № 656 демонстрирует генетическое сходство с
башкирами и киргизами, а № 1564 генетически
сходен с лезгинами [24]. При этом все популяции
имеют смешанное генетическое происхождение.
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Кроме того, для скелета № 619 выявлено генети-
ческое сходство с популяциями Ближнего Восто-
ка, а для скелета № 1566 – с популяциями Восточ-
ной Азии.

С точки зрения происхождения исследован-
ных костных останков хазар по материнской ли-
нии ранее было установлено, что скелеты № 619,
1564 имели гаплогруппы митохондриальной ДНК
(мтДНК), свойственные населению Западной Евра-
зии (H1a3 и H13c1 соответственно), а скелеты
№ 656, 1566 – гаплогруппы мтДНК Восточной
Евразии (C4a1 и D4b1a1a соответственно) [24].

Этот паттерн соответствовал индивидуумам,
имеющим Y-хромосомы, принадлежащие к гап-
логруппе R (скелеты № 67, 531, 1251, 1986). Среди
принадлежащих к гаплогруппе R1a скелеты
№ 531 и 1251 имеют европеоидный антропологи-
ческий тип, а скелет № 1986 классифицируется
как смешанный европеоидно-монголоидный
тип. Напротив, скелет № 67 принадлежит к гап-
логруппе R1b, наиболее распространенной в Ев-
ропе, и имеет монголоидный краниологический
тип [24].

Данные результаты исследования Y-хромосо-
мы согласуются с данными полногеномного ана-
лиза исследованных останков. Скелет № 67 имеет
тесную генетическую связь с казахами, бурятами
и ханьцами [24]. Кроме того, скелеты № 531, 1251
генетически сходны с популяциями Ближнего
Востока, а скелет № 1986 – сходен с популяциями
Восточной Азии.

Скелеты № 1251, 531 относятся к митогруппе,
распространенной в Европе, на Кавказе, в Тур-
ции и на Ближнем Востоке (H5b и X2e соответ-
ственно). В отличие от этого скелет № 1986 имеет
митогруппу C4a1c, которая обычно наблюдается
в Восточной Азии [24], а скелет № 67 с гаплогруппой
Y-хромосомы R1b имеет типичную для Восточ-
ной Азии митогруппу D4e5. Таким образом, неза-
висимо от части анализируемого генома, образцы
хазар показали смешанную генетическую родо-
словную [24].

Подводя итог, можно сказать, что анализ древней
ДНК костных останков человека из хазарских ар-
хеологических комплексов, представленный в на-
стоящем и предыдущем исследованиях, выявил
среди них значительное генетическое разнообра-
зие. Результаты генетического исследования не
полностью соответствуют биологическому про-
исхождению, предсказанному из антропологиче-
ских исследований или их общей этнокультурной
принадлежности. Это разнообразие, вероятно,
произошло в результате этнической консолида-
ции, возникшей в результате военных и полити-
ческих конфедераций изначально разнообразных

племен во время образования Хазарского кагана-
та. Фактически сочетание биологического разно-
образия в этнических и социальных группах на-
блюдается с раннего железного века в Восточной
Евразии (Сибирь и Центральная Азия) и с первых
веков Общей эпохи в восточноевропейских сте-
пях [60]. Смешанные антропологические типы
также типичны для современных народов, как это
видно из недавних широкомасштабных генетиче-
ских исследований современных татар [61]. Таким
образом, мы приходим к выводу, что хазарская
знать раннего средневековья имела смешанную
географическую родословную, отражающую ты-
сячелетний процесс этногенеза и формирования
населения.

Исследование выполнено при финансовой
поддержке гранта Правительства Российской
Федерации № 075-15-2019-1879 “От палеогенети-
ки до культурной антропологии: комплексное
интердисциплинарное исследование традиций
народов трансграничных регионов: миграции,
межкультурное взаимодействие и картина мира”.
Пробоподготовка биологических образцов вы-
полнена в рамках реализации госзадания ЮНЦ
РАН, № гр. проекта 01201363186.

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

Авторы заявляют, что у них нет конфликта ин-
тересов.
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Genetic studies of archaeological burials open up new possibilities for investigating the cultural-historical de-
velopment of ancient populations, providing objective data that can be used to investigate the most contro-
versial problems of archeology. In this work, we analyzed the Y-chromosomes of nine skeletons recovered
from elite burial mounds attributed to the 7th–9th centuries of the Khazar Khaganate in the modern Rostov
region. Genotyping of polymorphic microsatellite loci of the Y chromosome made it possible to establish that
among the nine skeletons studied, three individuals had R1a Y-haplogroup, two had C2b, and one each had
G2a, N1a, Q, and R1b Y-haplogroups. Such results were noteworthy for the mixture of West Eurasian and
East Asian paternal lineages in these samples. The Y-chromosome data are consistent with the results of the
craniological study and genome-wide analysis of the same individuals in showing mixed genetic origins for
the early medieval Khazar nobility. These findings are not surprising in light of the history of the Khazar Kha-
ganate, which arose through its separation from the Western Turkic Khaganate and establishment in the
North Caucasus and East European steppes.
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Метод ДНК-штрихкодирования в руках опытного таксономиста становится надежным инструмен-
том, позволяющим быстро и точно проводить идентификацию и инвентаризацию биоразнообра-
зия. Благодаря простоте исполнения и экономической выгоде данный метод, помимо основного
своего предназначения – описания и обнаружения новых видов живых организмов, приобрел по-
пулярность и в других сферах человеческой деятельности. Представлены примеры использования и
показан потенциал метода ДНК-штрихкодирования живых организмов в таких областях, как эко-
логический мониторинг (выявление инвазивных видов, паразитов и их переносчиков, насекомых-
вредителей), пищевая и фармацевтическая промышленности (выявление фальсификатов, опреде-
ление качества продукции) и криминалистика.

Ключевые слова: ДНК-штрихкодирование, применение, таксономия, экология, фармакогнозия,
криминалистика.
DOI: 10.31857/S0016675821040135

За последние полтора десятка лет опубликовано
много работ, посвященных методу ДНК-штрих-
кодирования (ДНК-ШК) и раскрывающих суть и
принципы данного подхода [1–7], в связи с чем
позволим себе не останавливаться на этом. Упо-
мянем лишь о том, что пару десятилетий назад
Хеберт предложил разработать международную
программу “Barcode of Life”, суть которой своди-
лась к определению нуклеотидной последова-
тельности одного и того же короткого участка
ДНК у представителей всех видов живых существ
на Земле. Этот короткий участок впоследствии
должен был стать своеобразным ДНК-штрихко-
дом видового разнообразия планеты [8, 9]. Кон-
сорциумом программы “Barcode of Life” (CBOL)
был регламентирован перечень маркерных после-
довательностей, которые могут быть использованы
в качестве ДНК-штрихкода для идентификации
представителей царства растений, животных и гри-
бов. Для растений – это пластидные гены rbcL,
matK и межгенный спейсер trnH-psbA, а также
ядерный внутренний транскрибируемый спейсер 2
(ITS2); для животных – митохондриальный ген
первой субъединицы цитохромоксидазы (COI);
для грибов – внутренние транскрибируемые
спейсеры 1 и 2 (ITS1 и ITS2) [2, 10, 11]. Первая
программа “Barcode 500K” была завершена в 2015 г.
В настоящее время реализуется второй крупный
международный проект “BIOSCAN” (2019–2026 гг.),

который является логическим продолжением
программы “Barcode 500K”. Основная задача но-
вого проекта заключается в выявлении измене-
ний в биоразнообразии планеты в ответ на действие
антропогенных факторов. Если целью проекта
“Barcode 500K” было получить последовательности
ДНК-штрихкодов для 500 тыс. видов, то целью
проекта “BIOSCAN” является получение после-
довательностей ДНК-штрихкодов для более двух
миллионов видов, обитающих на планете
(https://ibol.org/programs/bioscan/). С учетом тем-
пов роста количества работ с применением высо-
копроизводительного секвенирования для целей
ДНК-ШК – это вполне выполнимая задача [12–
15]. Отметим, что вышеупомянутый тезис нельзя от-
нести к методу ДНК-метабаркодинга, несмотря
на то что его методическое исполнение основано
на использовании высокопроизводительного се-
квенирования. ДНК-метабаркодинг – это иденти-
фикация таксономического состава того или иного
сообщества с использованием генов баркодов [16].
Идентификация набора выявленных таксонов – это
идеальный случай результата данного метода, но ча-
сто приходится оперировать операционными так-
сономическими единицами (OTU) или рекомен-
дованными вместо них точными вариантами си-
квенсов (ESV) [16, 17]. ДНК-ШК или ДНК
баркодинг – это идентификация конкретного об-
разца в идеале до вида [5]. Таким образом, ис-
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пользование ставшего столь популярным метода
ДНК-метабаркодинга с целью идентификации
представителей исследуемого биоразнообразия
до вида будет иметь смысл только при наличии в
библиотеке ДНК-штрихкодов эталонных мар-
керных последовательностей для всех образцов.
Эталонные последовательности, в свою очередь,
можно получить только систематическим секве-
нированием как впервые обнаруженных видов,
так и видов уже имеющихся в коллекциях [18, 19].
В противном случае мы будем иметь гигантский
набор последовательностей, никак не позволяю-
щих себя идентифицировать.

Метод ДНК-ШК находится в непрерывном
процессе разработки и совершенствования. Это
связано с тем, что рекомендованные CBOL по-
следовательности для ряда организмов достаточ-
но консервативны на видовом уровне, а для неко-
торых наоборот обладают выраженным внутри-
видовым полиморфизмом, все это требует поиска
и применения новых маркерных последователь-
ностей и их комбинаций, с последующей верифи-
кацией протокола использования [20–23].

Результаты анализа последовательностей ДНК
обычно изображаются в виде филогении (фило-
генетическое дерево с узлами и ветвями). Инфор-
мация, полученная из филогений, может исполь-
зоваться для составления гипотез о процессах ви-
дообразования, биогеографии, эволюции генов,
ко-эволюции, сохранения природы и экологии.
Метод ДНК-ШК изначально был предложен как
дополнительный инструмент для быстрой иден-
тификации таксономического биоразнообразия.
Но развиваясь данный метод помимо своего ос-
новного предназначения (изучение биоразнооб-
разия) начал использоваться во многих других
сферах деятельности человека. Любая классифи-
кация областей применения данного метода бу-
дет условной, так как в конечном счете все они
сводятся к идентификации образца в лучшем слу-
чае до вида. Тем не менее нами были выделены
две группы. В первую группу вошли сферы ис-
пользования метода ДНК-ШК, связанные с по-
лучением нового знания о биоразнообразии рас-
тительного и животного мира (таксономические,
экологические исследования и т.п.), которое так
или иначе является основой для остальных более
утилитарных сфер использования данного мето-
да. Во вторую группу были отнесены такие сферы
использования метода ДНК-ШК как фармако-
гнозия, пищевая промышленность и криминали-
стика. Данные сферы применения метода ДНК-
ШК опираются на уже проделанную классиче-
скими и молекулярными систематиками работу
по поиску и присваиванию молекулярных барко-
дов для идентификации той или иной таксономи-
ческой единицы. Но это не является абсолютным
правилом, есть работы, в которых новые молеку-

лярные маркеры разрабатывались в процессе ре-
шения той или иной утилитарной задачи [24, 25].

Опираясь на уже имеющиеся обзоры в данной
области [26–30] и дополнив их последними ис-
следованиями, нами приведены примеры ис-
пользования метода ДНК-ШК (ДНК-штрихко-
дирование, ДНК-метабаркодинг) в различных
областях как самостоятельного метода, так и сов-
местно с методом анализа кривых плавления с
высоким разрешением (Barcode High Resolution
Melting, Bar-HRM). Bar-HRM – относительно
недавно появившийся метод, который позволяет
обнаружить небольшие различия (до одного нук-
леотида) в нуклеотидных последовательностях
(баркодах) без необходимости их дальнейшего се-
квенирования [31]. Метод основан на изменении
флуоресценции, вызванной высвобождением ин-
теркалирующего красителя из молекулы ампли-
кона (в случае Bar-HRM – последовательности
баркода), медленно деградирующей при посте-
пенном повышении температуры. Данное изме-
нение флуоресценции (профиль плавления) за-
висит от содержания GC-пар, длины продукта
амплификации и комплементарности последова-
тельностей [32].

ДНК-ШК В ТАКСОНОМИИ
Идентификация и подтверждение видовой

принадлежности организмов с использованием
ДНК-ШК особенно актуальны в тех случаях, ко-
гда невозможно или проблематично проведение
таксономической экспертизы традиционными
методами. Это может быть связано с трудностями
морфологического определения, например в слу-
чае видов-двойников как среди растений, так и
среди животных. За последние несколько лет
опубликовано много работ в данной области [33–
38], поэтому позволим себе на этом подробно не
останавливаться, а приведем лишь некоторые из
них. Интересным примером является работа по
идентификации 810 образцов трех видов длинно-
ухих летучих мышей (Plecotus auritus L., P. macrob-
ullaris Kuzjakin, 1965 и P. austriacus Fischer, 1829),
обитающих в Западной Европе [39]. Использова-
ние авторами работы метода ДНК-ШК способ-
ствовало пересмотру ареалов распространения
изучаемых ими видов летучих мышей [39]. Также
трудности таксономического определения тради-
ционными методами могут быть связаны с невоз-
можностью проведения исследований в определен-
ный период онтогенеза организма, соответствую-
щий наличию диагностических признаков, таких
как, например, цвет чашелистиков у растений,
морфологических признаков плодов и др.

С применением маркеров, используемых в
ДНК-ШК, в некоторых случаях можно разделить
не только близкородственные виды, но и сорта
[22, 40]. Примером этому является работа по разде-
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лению сортов декоративного вечнозеленого расте-
ния Tabernaemontana divaricata (L.) R. Br. [22]. В дан-
ной работе было протестировано семь маркеров
(rpoC, rpoB, matK, atpF-atpH, rbcL, psbK-psbI,
trnH-psbA), из которых только пять (rpoB, atpF-atpH,
psbK-psbI, rbcL, trnH-psbA) удалось амплифици-
ровать для дальнейшего использования, при этом
только два из пяти показали хорошую разрешаю-
щую способность для разделения сортов T. divaricata
[22]. Данная работа ценна и служит примером по-
исковой работы. Зачастую в публикациях по
ДНК-ШК информация о поиске маркеров остает-
ся “за кадром”, и мы видим лишь успешно исполь-
зуемые в качестве ДНК-штрихкода последова-
тельности, что в свою очередь ограничивает доступ
к ценной информации.

ДНК-ШК В ЭКОЛОГИИ
Необходимая в экологических исследованиях

идентификация видового состава сообществ
определенных территорий не всегда может быть
выполнена традиционными методами. Это может
быть связанно как с высокой плотностью сооб-
ществ, так и с труднодоступностью мест их нахож-
дения. Благодаря внедрению методов ДНК-ШК
появилась возможность быстрой оценки видового
состава сообществ, что позволило снять ряд огра-
ничений в их изучении [35]. Проведение экологи-
ческого мониторинга растительного и животного
биоразнообразия с использованием ДНК-ШК
позволило к настоящему времени не только по-
мочь идентифицировать известные виды, обитаю-
щие в сообществе, но и открыть множество новых.
Также использование данного метода в экологиче-
ском мониторинге позволило расширить представ-
ление о границах распространения сообществ и
определить влияние на них факторов окружающей
среды, что в свою очередь способствовало в ряде
случаев выявлению видов, нуждающихся в охра-
не [26, 41–46].

Довольно интересным аспектом применения
ДНК-ШК в экологических исследованиях явля-
ется анализ диеты вымерших и ныне живущих
травоядных животных. Ксионгом с соавт. [47]
был исследован рацион двух плотоядных живот-
ных из семейства кошачьих – леопардовой кош-
ки (Prionailurus bengalensis Kerr, 1792) и золотой
кошки (Catopuma temminckii Horsfield, 1827), нахо-
дящихся под угрозой исчезновения, обитающих в
экосистеме горных лесов умеренного пояса на
юго-западе Китая. В данной работе с использова-
нием ДНК-метабаркодинга из 93 образцов фека-
лий было идентифицировано 40 таксонов, из ко-
торых 27 относились к млекопитающим, 11 – к
птицам, один – к ящерицам и один – к рыбам.
Трудно не согласиться с авторами, что столь пол-
ные сведения о рационе этих кошачьих несут
ценную информацию для планирования их со-

хранения. Другим не менее значимым и интерес-
ным объектом исследования пищевого рациона с
применением метода ДНК-метабаркодинга был
находящийся под охраной итальянский заяц
(Lepus corsicanus De Winton, 1898), являющийся
эндемичным видом для Центральной и Южной
Италии, экология которого, по мнению авторов,
практически не изучена [48]. Исследование раци-
она питания зайца по анализу фекалий показало
наличие в нем большого разнообразия растений
(99 таксонов), позволив авторам получить информа-
цию о его пищевых предпочтениях, что имеет боль-
шое значение для выбора стратегии сохранения
данного вида [48]. В исследовании пищевого ра-
циона диких свиней (Sus scrofa L.) по анализу фе-
калий удалось установить, что их рацион питания
значительно различался по составу растений и
животных между тремя участками, в которых
происходил отбор, тем самым указывая на место-
обитание каждой из групп [49]. Для достижения
полученных результатов авторы [49] разработали
блокирующие праймеры, способствовавшие полу-
чению большего количества считываний последова-
тельностей. Данное исследование подтверждает вы-
шеупомянутый тезис о том, что метод ДНК-ШК
находится в непрерывном развитии и становле-
нии. Еще одним примером использования метода
ДНК-ШК в экологических исследованиях является
работа по оценке рациона питания травоядных жи-
вотных на предмет вхождения в него местных и эк-
зотических видов растений. Эриксоном с соавт. [50]
была выдвинута гипотеза о том, что численность
белохвостого оленя (Odocoileus virginianus Zim-
mermann, 1780) коррелирует с увеличением в его
рационе питания инвазивных видов растений.
Использование в качестве маркера последова-
тельности гена rbcL позволило идентифициро-
вать 72% из полученных ампликонов до вида, из
которых 70% принадлежало местной флоре, что
указывает на пищевые предпочтения оленей [50].
Подобные исследования, по мнению авторов,
очень актуальны, особенно в контексте изучения
инвазивных видов и их влияния на экосистемы
[50]. Особого внимания заслуживают исследова-
ния, направленные на установление пищевого
рациона опылителей, имеющие первостепенное
значение для сохранения биоразнообразия. Де
Вере с соавт. [51] был исследован выбор медонос-
ными пчелами (Apis mellifera L.) цветковых расте-
ний для сбора нектара в Национальном ботани-
ческом саду Уэльса. В работе установлена тесная
связь между фенологией цветущих растений и
растений, ДНК которых была извлечена из меда,
и показано, что для сбора меда все три исследо-
ванные колонии пчел используют только 11% из
всех цветущих растений [51]. Подобные исследо-
вания могут помочь в разработке стратегии под-
держки опылителей путем увеличения числа ви-
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дов растений, которым последние отдают пред-
почтение.

Отдельным направлением использования ме-
тодов ДНК-ШК в экологических исследованиях
можно обозначить изучение экологических сетей,
позволяющих разобраться в архитектуре экологи-
ческих сообществ, включая такие взаимодействия
как конкуренция, симбиоз, хищник–жертва, расте-
ние–опылитель и др. [42]. Подобных работ мало,
так как динамическое связывание биофизических
процессов и взаимодействий между видами, ко-
торые разворачиваются в совершенно разных
пространственно-временных масштабах, не дает
возможности в полной мере воспользоваться ре-
сурсом метода ДНК-ШК [43].

Еще одним аспектом применения метода
ДНК-ШК в области экологических исследова-
ний, в частности экологической безопасности,
является идентификация инвазивных видов рас-
тений и животных. Точная и быстрая идентифи-
кация инвазивных видов является крайне важной
задачей, своевременное решение которой может
предупредить их распространение. Прежде всего
это относится к видам-вредителям сельского хозяй-
ства, а также к видам-переносчикам патогенных
микроорганизмов. Например, многие виды кома-
ров трудно поддаются морфологической диффе-
ренциации и при этом являются переносчиками
различных заболеваний. В подобных случаях метод
ДНК-ШК является принципиальным инструмен-
том, который может помочь в быстрой и точной
идентификации. Частный пример этого – успеш-
ная идентификация 1413 особей антропофаговых
комаров семейства Culicidae (Meigen, 1818), оби-
тающих в Мексике и являющихся потенциальными
переносчиками патогенов [52]. Авторам путем
сравнения последовательностей COI удалось иден-
тифицировать практически всех особей, за исклю-
чением нескольких близкородственных видов, для
идентификации которых было рекомендовано ис-
пользовать последовательность ITS2 [52]. Еще один
пример – работа Шернандес-Триано с соавт. [53],
которым с использованием последовательностей ге-
на COI в качестве баркода удалось идентифициро-
вать комаров, обитающих в Великобритании. Авто-
рами было идентифицировано 42 вида комаров, из
которых семь оказались инвазивными, и показано,
что для успешной таксономической идентифика-
ции исследуемых видов необходимо совместное
применение морфологического и молекулярно-фи-
логенетического анализа [53]. Идентификация ин-
вазивных видов имеет большое значение для эко-
логии отдельных регионов. Беспалой с соавт. [54]
с применением метода ДНК-ШК удалось обнару-
жить и исследовать две митохондриальные линии
мидий (Sinanodonta) в р. Енисей. В результате про-
веденного исследования не только была показана
возможность успешного совместного вторжения
различных видов Sinanodonta в одну реку, но и был

сделан вывод о том, что данные виды мидий могут
представлять собой упущенную угрозу для пресно-
водных экосистем России [54]. В исследовании
Колесниковой с соавт. [55] с использованием по-
следовательности гена COI в качестве баркода
был обнаружен инвазивный вид дождевого червя
Dendrodrilus rubidus tenuis Eisen, 1874 в г. Воркута
(Республика Коми, Россия).

Можно отметить, что метод ДНК-ШК стал из-
любленным инструментом среди таксономистов
и экологов, так как позволяет не только расши-
рить представление об окружающем биоразнооб-
разии и идентифицировать состав сообществ, но
и ответить на вопросы: “что входит в состав раци-
она питания организмов?”, “к каким последстви-
ям могут привести его изменения?”

ДНК-ШК В ФАРМАКОГНОЗИИ
Знание компонентного состава лекарственного

сырья как растительного, так и животного проис-
хождения имеет большое значение. Прежде всего
это необходимо для своевременного выявления и
избегания фальсификатов на рынке лекарственных
препаратов. ДНК-ШК как инструмент для быстрой
и точной идентификации состава лекарственного
сырья нашел себе достойное применение в данной
области. Подтверждением этому является боль-
шое количество работ, обсуждающих внедрение
протоколов метода ДНК-ШК в государственные
фармакопеи как гаранта надежного и высокопро-
изводительного скрининга растительного сырья
[56–61], в том числе в промышленных масштабах
[28, 62].

Интересным примером служит исследование по
выявлению на рынке Ирана фальсификатов среди
лекарственных растений Ziziphora сlinopoidodes Lam.
и Z. tenuior L., схожих с Thymus kotschyanus Boiss. &
Hohen., Th. vulgaris L., Th. daenensis Celak. и Th. traut-
vetteri Klokov & Des.-Shost как по морфологиче-
ским признакам, так и по запаху [23]. В результате
данного исследования, которое было проведено с
привлечением ДНК-ШК, установлено, что все
образцы, взятые на анализ, содержали примеси
других видов растений [23]. Еще одним примером
использования ДНК-ШК в фармакогнозии явля-
ется идентификация ядовитых растений, которые
так или иначе могут попасть в лекарственное сы-
рье. Так, анализ 106 видов лекарственных расте-
ний, входящих в китайскую фармакопею, и свя-
занных с ними ядовитых растений показал, что
последовательности ITS2 обладают достаточным
уровнем полиморфизма для идентификации ядо-
витых растений и других примесей растительного
происхождения среди исследуемых видов лекар-
ственных растений [21]. В ряде других работ ис-
пользование последовательностей ITS2 также
позволило эффективно разделить схожие по мор-
фологии, но различающиеся по химическому со-
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ставу близкородственные виды лекарственных
растений. Например, в работе Янга с соавт. [63]
баркод ITS2 позволил различить корневища Pa-
nax notoginseng (Burkill) F.H. Chen и P. vietnamensis
var. fuscidicus K. Komatsu, S. Zhu & S.Q. Cai, одно
из которых используется для приготовления кли-
нических препаратов. С использованием в каче-
стве баркода последовательностей ITS2 были
идентифицированы фенотипически схожие виды
лекарственных растений рода Uncaria [20], рода
Mucuna [64], корней и корневищ лекарственного
ревеня (Rheum officinale Baill., Rh. palmatum L. и
Rh. tanguticum Maxim. семейство Polygonaceae)
[65] и лекарственного растения Spatholobus sub-
erectus Dunn [66]. В целом высокий полиморфизм
последовательностей ITS2, по сравнению с дру-
гими маркерами, делает данный фрагмент доста-
точно популярным в изучении таксономического
разнообразия растений. Но встречаются работы,
в которых последовательность ITS2 не показала
достаточного полиморфизма для идентификации
видов, и в качестве ДНК-штрихкода были исполь-
зованы другие маркерные последовательности
ДНК. Например, в исследовании Минга с соавт.
[67], посвященном идентификации 15 видов ле-
карственных растений с использованием после-
довательностей ITS2, psbA-trnH, rbcL, matK, ин-
трона trnL (UAA) и его P6-петли, было показано,
что только интрон trnL (UAA) и его P6-петля яв-
ляются удачными кандидатами для таксономиче-
ского разделения исследуемых видов растений.
Так, идентификация лекарственного растения
Hypericum perforatum L. (зверобой продырявленный)
с использованием последовательностей ITS2 и
matK, в совокупности с HRM-анализом, позво-
лила определить, что только последовательность
гена matK обладает достаточной разрешающей
способностью для распознавания вида H. perfora-
tum среди других видов рода [68].

Иногда в результате описания таксономиче-
ского биоразнообразия с использованием молеку-
лярных маркеров идентифицируются виды, кото-
рых не предполагалось обнаружить. Так, например,
в процессе изучения семи популяций мексиканско-
го лекарственного растения Galphimia glauca Cav.
(Malpighiaceae), широко используемого в лечении
расстройств нервной системы, с применением в ка-
честве молекулярных маркеров последовательно-
стей генов matK, rpoC1 и rbcL авторам удалось иден-
тифицировать еще три вида из этого же рода [69].

Можно отметить, что сегодня мониторинг со-
става лекарственного сырья не обходится без
применения методов ДНК-ШК. Совершенству-
ются протоколы применения тех или иных ДНК-
последовательностей, используемых в качестве
маркеров для идентификации компонентов ле-
карственных препаратов, основанных на сырье
растительного и животного происхождения.

ДНК-ШК В ПИЩЕВОЙ 
ПРОМЫШЛЕННОСТИ

Рынок продуктов питания непрерывно растет,
в связи с чем контроль качества продуктов явля-
ется актуальной задачей, в том числе на предмет
обнаружения в них примесей растительного и
животного происхождения. Особенно востребо-
ван на сегодняшний день эффективный скри-
нинг продуктов питания на наличие опасных для
жизни растительных компонентов и их смесей,
являющийся важным и необходимым на всех эта-
пах, от получения сырья до конечного продукта
[29, 70, 71]. К тому же быстрая диагностика в случае
интоксикации ядовитыми растениями (фрукты,
овощи, специи и прочие травосмеси, употребляе-
мые в пищу) необходима для обеспечения макси-
мально надежного лечения. В качестве примера
можно привести работу, в которой авторам благода-
ря использованию молекулярных маркеров (rbcL,
matK, ITS2 и psbA-trnH) в сочетании с HRM-ана-
лизом удалось успешно идентифицировать ядови-
тые виды растений Melientha suavis Pierre и Sauropus
androgynus (L.) Merr., морфологически схожие с
употребляемым в пищу видом Urobotrya siamensis
Hiepko [72].

Еще одним аспектом применения метода
ДНК-ШК в сфере пищевой промышленности яв-
ляется определение частоты вхождения тех или
иных растений в состав готовых пищевых продук-
тов. Тнах с соавт. [73] с использованием последо-
вательностей гена rbcL и межгенного спейсера
trnH-psbA хлороластной ДНК в качестве ДНК-
штрихкода провел идентификацию 112 видов тро-
пических растений и, основываясь на получен-
ных данных, создал систему определения частоты
встречаемости данных видов растений в составе
пищевых продуктов.

Частный случай идентификации продуктов
питания методом ДНК-ШК – определение компо-
нентного состава специй и чая на рынке пищевой
промышленности. В данной продукции фальсифи-
кат можно встретить чаще всего [74–77]. В работе
Света с соавт. [74] на основании анализа четырех
ДНК-локусов (rbcL, matK, ITS2 и psbA-trnH) была
проведена идентификация образцов пряности
Myristica fragrans Houtt. на наличие примеси из
M. malabarica Lam. в продаваемых специях. Ре-
зультаты проведенного анализа показали высо-
кий потенциал межгенного спейсера psbA-trnH
хлоропластной ДНК по сравнению с остальными
маркерами [74]. Данный локус имел 60 поли-
морфных сайтов и девять инделий, специфичных
для M. malabarica Lam. [74]. В следующем иссле-
довании с использованием метода Bar-HRM была
показана возможность аутентификации шафрана
(Crocus sativus L.), являющегося самой дорогой и
самой подделываемой пряностью в мире [75]. Ис-
пользуя данный подход, авторы установили, что
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последовательности ITS1 и matK являются спе-
цифичными только на уровне рода Crocus, и толь-
ко последовательность ITS2 специфична для ви-
дов Crocus sativus L. и C. cartwrightianus Herb. [75].
Еще в одной работе с использованием последова-
тельностей ITS2 и psbA-trnH было проанализиро-
вано 16 типов специй (91 коммерческий продукт)
[76]. Использование данных последовательно-
стей в качестве баркодов позволило авторам не
только доказать эффективность работы метода
ДНК-ШК, но и показать “состояние дел” на рынке
пряностей. Большинство проанализированных
коммерческих продуктов не соответствовало за-
явленному составу (было обнаружено различное
количество дешевых заменителей с похожим цве-
том и внешним видом) и только два типа нату-
ральных пряностей (фенхель и солодка) не имели
примесей [76]. В следующей работе по примене-
нию метода ДНК-ШК, посвященной анализу 133
образцов чая, выращиваемого на о. Тайвань, по-
казано, что использование данного метода может
удовлетворить потребность в быстрой и недоро-
гой дифференцировке большого количества чая,
производимого как в Тайване, так и за его преде-
лами [77].

Еще одним аспектом применения метода
ДНК-ШК в пищевой промышленности может
быть повышение социальной осведомленности о
забытых, недостаточно используемых видах рас-
тений, имеющих ценные питательные свойства.
Компонаро с соавт. [78] было показано, что на
протяжении всей истории человечества выращи-
валось около 7000 видов и еще большее количе-
ство сортов растений, из которых в настоящее
время используется менее 0.5%. Авторы предпо-
ложили, что введение “новых” (забытых) продук-
тов растительного происхождения может решить
проблему дефицита питания на планете, но для
их продвижения и выращивания в глобальном
масштабе наряду со знаниями о пригодности для
питания человека необходимы надежные систе-
мы их идентификации (в том числе ДНК-ШК),
чтобы гарантировать адекватную аутентичность
по всей цепочке их поставок [78].

Таким образом, определение единичных при-
месей, преимущественно растительного проис-
хождения, а также состава пищевых продуктов
стало возможным благодаря использованию ме-
тодов ДНК-ШК и ДНК-метабаркодинга. В на-
стоящее время повсеместное распространение
данных методов в пищевой промышленности за-
труднено из-за отсутствия эталонных библиотек
и аккредитованных лабораторий [79].

ДНК-ШК В КРИМИНАЛИСТИКЕ
Перспектива применения методов ДНК-ШК в

криминалистике в качестве инструмента, позво-
ляющего добыть косвенные улики в расследова-

нии происшествий, не вызывает сомнений. Но
для реализации этого направления в данной об-
ласти необходимо создание собственной рефе-
ренсной базы эталонных образцов растений и
животных, которая должна отвечать повышен-
ным требованиям к качеству вводимых данных.
Попытки создания такой референсной базы дан-
ных для использования в области криминалисти-
ки предпринимаются [80]. Имеющиеся на сего-
дня базы генетических данных, в том числе база
данных Barcode of Life Data Systems (BOLD Sys-
tems), обладающие повышенными требованиями к
качеству вносимой информации, не входят в право-
вое поле, чтобы быть использованными в сфере
криминалистики [81]. Прежде всего это связано с
тем, что невозможно установить ответственных за
недостоверно внесенную информацию об образце,
а также за идентификацию, которую должен прово-
дить, в первую очередь, опытный таксономист с
привлечением как классических, так и современ-
ных методов, гарантирующих высокий уровень
достоверности. Но даже последнее не исключает
попадание недостоверных сведений в базу данных
BOLD Systems, например во время идентификации
образцов в ходе выполнения студенческих проектов
[81]. Несмотря на вышеперечисленные сложности,
методологическая возможность применения ме-
тодов ДНК-ШК в данной области представляет
большой интерес. Примером такой работы явля-
ется исследование Фанга с соавт. [82], в котором
ими была создана модель тонущего животного с
целью проверки гипотезы о возможности опреде-
ления источника воды по идентификации планк-
тона, обитающего в этой воде, с применением ме-
тода ДНК-метабаркодинга. Авторы подтвердили
выдвинутую ими гипотезу и заключили, что ис-
пользование данного метода в качестве инстру-
мента установления источника воды может быть
надежным помощником в судебно-медицинской
экспертизе [82]. Остатки растений, собранные на
месте преступления, также могут служить косвен-
ными уликами в судебной практике после их
идентификации [83, 84]. Еще один интересный
аспект – возможность применения метода ДНК-
метабаркодинга в судебной палинологии, что со
временем, по мнению авторов работы, может
снять необходимость привлечения палинологов с
высоким уровнем специализации [85]. Полагаем,
что создание отдельной базы данных ДНК-
штрихкодов для использования в криминалисти-
ке не является далекой перспективой и со своим
появлением разрешит потребность криминали-
стов в использовании методов молекулярной
идентификации.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Применение метода ДНК-ШК для ряда задач
имеет существенные ограничения. Одно из таких
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ограничений – отсутствие на сегодняшний день
полной референсной базы маркерных последова-
тельностей для всех видов. Утверждение Н.И. Аб-
рамсон, сделанное в работе “Молекулярные марке-
ры, филогеография и поиск критерия разграниче-
ния видов”, о том, что “Неполная база данных
позволит пользователю лишь определить на-
сколько данная последовательность отличается
от остальных уже представленных в базе”, спустя
десятилетие не потеряло актуальности [86]. Еще
один “подводный камень” – это отсутствие единой
точки зрения на то, каким должен быть уровень по-
лиморфизма последовательности ДНК-штрихкода
для определенной группы живых организмов, поз-
воляющий хотя бы примерно определить ранг. В
настоящее время невозможно дать однозначного
ответа на этот вопрос, но некоторые исследовате-
ли в данной области полагают, что образцы, для
которых уровень изменчивости ДНК-штрихко-
дов слишком мал, чтобы разделить их на виды,
возможно не согласуются с настоящим понима-
нием границ вида [87]. Для снятия указанных
ограничений в применении метода ДНК-ШК не-
обходимо наращивать темпы внесения маркер-
ных последовательностей в базы данных, с повы-
шением требований к качеству и достоверности
вносимых данных. Особенно это касается таких
сфер применения как фармакогнозия, пищевая
промышленность и криминалистика, где цена
ошибочной идентификации слишком высокая.
Но несмотря на имеющиеся ограничения, метод
ДНК-ШК в настоящее время применяется во
многих сферах человеческой деятельности, пере-
чень которых намного шире представленного в
данной работе. При снятии ключевых ограниче-
ний метод ДНК-ШК будет иметь большой потен-
циал для дальнейшего расширения областей его
применения.

Работа была выполнена в рамках государ-
ственного задания “Разнообразие растительного
мира западного макросклона Приполярного Ура-
ла” (АААА-А19-119011790022-1) и “Распростране-
ние, систематика и пространственная организация
фауны и населения животных таежных и тундровых
ландшафтов и экосистем европейского северо-во-
стока России” (АААА-А17-117112850235-2).

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

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

Авторы заявляют, что у них нет конфликта ин-
тересов.
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The method of DNA barcoding has become a reliable tool that allows the fast and accurate identification and
verifies of biodiversity in the hands of an experienced taxonomist. This method is very popular in various
fields of human activity because of its ease of use and economic benefit. Examples of use are presented and
the potential of the DNA barcoding method of living organisms in areas such as environmental monitoring
(identification of invasive species, parasites and their carriers, pests), food and pharmaceutical industries (de-
tection of counterfeit products, determination of product quality) and forensics are shown.
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