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Èçìåí÷èâîñòü ìèêðîñàòåëëèòà ÂÌ224 ó çåëåíûõ ëÿãóøåê ðîäà Rana

Â ãåíîìàõ âîñüìè âèäîâ çåëåíûõ ëÿãóøåê ðîäà Rana (R. ridibunda, R. cf. bedriagae, R. cretensis, R. es-
culenta, R. lessonae, R. shquiperica, R. saharica è R. nigromaculata) îáíàðóæåí âàðèàáåëüíûé ïî äëèíå
ìèêðîñàòåëëèòíûé ïîâòîð BM224, ðàíåå îòìå÷àâøèéñÿ òîëüêî ó ïðåäñòàâèòåëåé ðîäà Bufo. Îáñóæäàåòñÿ
âîçìîæíîñòü èñïîëüçîâàíèÿ ýòîãî ãåíåòè÷åñêîãî ìàðêåðà äëÿ èäåíòèôèêàöèè âèäîâ çåëåíûõ ëÿãóøåê.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ìèêðîñàòåëëèòû, çåëåíûå ëÿãóøêè, Rana, èäåíòèôèêàöèÿ âèäîâ.

Ìîðôîëîãè÷åñêèå êðèòåðèè íå âñåãäà äàþò âîçìîæ-
íîñòü òî÷íî îòíåñòè äàííóþ êîíêðåòíóþ îñîáü ê òîìó
èëè èíîìó òàêñîíó. Ñîâðåìåííûå ìåòîäû ìîëåêóëÿðíîé
áèîëîãèè ïðåäîñòàâëÿþò èññëåäîâàòåëÿì äîïîëíèòåëü-
íûå âîçìîæíîñòè äëÿ èäåíòèôèêàöèè âèäîâ. Â ïîñëåäíåå
âðåìÿ øèðîêîå ðàñïðîñòðàíåíèå ïîëó÷èëè ìîëåêóëÿðíûå
ìåòîäû àíàëèçà ìèêðîñàòåëëèòíûõ ïîâòîðîâ, îáíàðóæåí-
íûõ â ãåíîìàõ ìíîãèõ âèäîâ àìôèáèé (Scribner et al.,
1994, 1997; Arens et al., 2000; Newman, Squire, 2001; Krupa
et al., 2002; Berlin et al., 2004), â òîì ÷èñëå è ó çåëåíûõ ëÿ-
ãóøåê (Garner et al., 2000; Zeisset et al., 2000; Primmer, Me-
rilä, 2002; Christiansen, 2005). Ïðè àíàëèçå ëþáûõ ïîâòî-
ðÿþùèõñÿ ýëåìåíòîâ ãåíîìà ìîæíî ðàáîòàòü ñ ôèêñèðî-
âàííûì â ñïèðòå è âûñóøåííûì áèîëîãè÷åñêèì
ìàòåðèàëîì, èñïîëüçóÿ äàæå ñóáôîññèëüíûå è ìóçåéíûå
îáðàçöû (Ëèòâèí÷óê è äð., 2002). Ìèêðîñàòåëëèòíûå ëî-
êóñû, êàê ïðàâèëî, õàðàêòåðèçóþòñÿ âûñîêîé âàðèàáåëü-
íîñòüþ, â ñâÿçè ñ ÷åì èõ ÷àñòî èñïîëüçóþò äëÿ àíàëèçà
âíóòðèïîïóëÿöèîííîé èçìåí÷èâîñòè è ìåæïîïóëÿöèîí-
íûõ âçàèìîîòíîøåíèé (Scribner, Pearce, 2000; Neff, Gross,
2001; Scribner et al., 2001; Jehle, Arntzen, 2002). Â òî æå
âðåìÿ èñïîëüçîâàíèå ìèêðîñàòåëëèòîâ äëÿ èäåíòèôèêà-
öèè âèäîâîé ïðèíàäëåæíîñòè ìîðôîëîãè÷åñêè ñõîäíûõ
æèâîòíûõ çàòðóäíåíî íåñêîëüêèìè îáñòîÿòåëüñòâàìè.
Âî-ïåðâûõ, â íàñòîÿùåå âðåìÿ ìèêðîñàòåëëèòíûå ïîâòî-
ðû îáíàðóæåíû â ãåíîìàõ äàëåêî íå âñåõ âèäîâ áåñõâîñ-
òûõ àìôèáèé. Âî-âòîðûõ, íåêîòîðûå ìèêðîñàòåëëèòû, íà-
ïðèìåð Bcal7 ó çåëåíûõ æàá ðîäà Bufo (Ëèòâèí÷óê è äð.,
2006), ìîãóò áûòü ìîíîìîðôíûìè è íåïðèãîäíûìè äëÿ
òàêîãî ðîäà àíàëèçà. Â-òðåòüèõ, ìèêðîñàòåëëèòû çà÷àñ-
òóþ âèäîñïåöèôè÷íû è àìïëèôèöèðóþòñÿ òîëüêî ó îñî-
áåé îäíîãî âèäà. Ðåøèòü âñå ýòè ïðîáëåìû ìîæíî ñ ïî-
ìîùüþ óíèâåðñàëüíîãî ïîëèìîðôíîãî ìèêðîñàòåëëèòà,
èìåþùåãîñÿ â ãåíîìàõ áîëüøîãî ÷èñëà âèäîâ. Îäíèì
èç òàêèõ óíèâåðñàëüíûõ ìèêðîñàòåëëèòîâ ÿâëÿåòñÿ
ÂÌ224, âïåðâûå îáíàðóæåííûé â ãåíîìå àìåðèêàíñêîé
æàáû-àãè Bufo marinus (Scribner et al., 1994; íîìåð â áàçå
äàííûõ GenBank AF273095), à çàòåì â ãåíîìàõ çåëåíûõ
æàá Bufo viridis complex (Stöck et al., 2002; Ëèòâèí÷óê è
äð., 2006).

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå àâòîðû ïîêàçàëè âîçìîæíîñòü
èäåíòèôèêàöèè íåêîòîðûõ âèäîâ çåëåíûõ ëÿãóøåê ìåòî-
äîì àíàëèçà èçìåí÷èâîñòè äëèíû ìèêðîñàòåëëèòíîé ïî-
ñëåäîâàòåëüíîñòè ÂÌ224.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Â û ä å ë å í è å Ä Í Ê. Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè ïðåïàðà-
òû ÄÍÊ, âûäåëåííûå èç êðîâè èëè ìûøö 53 æèâîòíûõ, îò-
íîñÿùèõñÿ ê âîñüìè âèäàì çåëåíûõ ëÿãóøåê (òàáë. 1, 2).

Êóñî÷êè ìûøö (0.1—5.0 ã) ïîìåùàëè â ôàðôîðîâóþ
ñòóïêó, çàëèâàëè æèäêèì àçîòîì è èñòèðàëè äî ïîðîøêî-
îáðàçíîãî ñîñòîÿíèÿ, ïîñëå ÷åãî ïåðåíîñèëè â ìèêðîïðî-
áèðêó. Ê ïðîáå äîáàâëÿëè 1 ìë ëèçèðóþùåãî áóôåðíîãî
ðàñòâîðà, ñîäåðæàùåãî 0.15 ìã/ìë ïðîòåèíàçû K, 0.1 Ì
NaCl, 20 ìÌ ÝÄÒÀ, 1 % äîäåöèëñóëüôàòà íàòðèÿ è 50 ìÌ
Òðèñ-ÍÑl, pH 8.0. Â ñëó÷àå âûäåëåíèÿ ÄÍÊ èç êðîâè ê
100 ìêë öåëüíîé êðîâè äîáàâëÿëè 1 ìë ëèçèðóþùåãî áó-
ôåðíîãî ðàñòâîðà. Ïðîáû èíêóáèðîâàëè 12 ÷ ïðè 37 °Ñ.
Ïîñëå èíêóáàöèè ÄÍÊ èç ëèçàòà âûäåëÿëè ñòàíäàðòíûì
ôåíîëüíî-õëîðîôîðìíûì ìåòîäîì ñ ïîñëåäóþùèì îñàæ-
äåíèåì ýòèëîâûì ñïèðòîì. Îñàäîê ÄÍÊ ïðîìûâàëè
70%-íûì ýòàíîëîì, âûñóøèâàëè è ðàñòâîðÿëè â áóôåð-
íîì ðàñòâîðå ÒÅ (10 ìÌ Òðèñ-HCl, ðÍ 7.4 è 1 ìÌ ÝÄÒÀ,
ðÍ 8.0).

Ìèêðîñàòåëëèòíûé ëîêóñ BM224 áûë àìïëèôèöèðî-
âàí ìåòîäîì ïîëèìåðàçíîé öåïíîé ðåàêöèè (ÏÖÐ). Â êà-
÷åñòâå ïðàéìåðîâ èñïîëüçîâàëè ñëåäóþùèå îëèãîíóêëåî-
òèäíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè: ïðÿìîé ïðàéìåð 5R-GGGAT-
CTGTGCAGATGGG-3R è îáðàòíûé ïðàéìåð 5R-GCTGAT-
CTTGCACAATCTTTG-3R (Tikel et al., 2000). Ðåàêöèîííàÿ
ñìåñü ñîäåðæàëà 0.2 ìÌ êàæäîãî dNTP, 67 ìÌ Tris-HCl,
pH 8.3, 17 ìÌ (NH4)2SO4, 0.1 % Tween 20, 0.12 ìã/ìë ÁÑÀ,
8%-íûé ãëèöåðîë, ïî 0.25 ìÌ ïðÿìîãî è îáðàòíîãî ïðàé-
ìåðîâ, 1 åä. Taq-ïîëèìåðàçû (Fermentas, Ëèòâà) è 1.5 ìêã
ÄÍÊ. Òåìïåðàòóðíûé ðåæèì ÏÖÐ: (94 °C — 105 ñ) +
(94 °C — 15 ñ, 57 °C — 20 ñ, 72 °C — 10 ñ) + (94 °C —
15 ñ, 56 °C — 20 ñ, 72 °C — 10 ñ) + (94 °C — 15 ñ, 55 °C —
20 ñ, 72 °C — 10 ñ) + (94 °C — 15 ñ, 54 °C — 20 ñ, 72 °C —
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Ò à á ë è ö à 1

Ìåñòà ñáîðà, äëèíà è íàëè÷èå ÏÖÐ-ôðàãìåíòîâ â ãåíîìå âîñüìè âèäîâ çåëåíûõ ëÿãóøåê

Íîìåð Ìåñòî ñáîðà Øèðîòà Äîëãîòà nà Íàëè÷èå ôðàãìåíòàá

R a n a r i d i b u n d a

135 150 165 170 180 185 200

1 Ïë¸ñ (Èâàíîâñêàÿ îáë., Ðîññèÿ) 57°27RN 41°31RE 1 – + + – – + +

2 ×àéêîâñêèé (Ïåðìñêèé Êðàé, Ðîññèÿ) 56°46RN 54°06RE 1 – + + + + + +

3 Íèæíèé Íîâãîðîä (Íèæåãîðîäñêàÿ îáë., Ðîññèÿ) 56°19RN 44°00RE 1 – + + – – + –

4 Âëàäèìèð (Âëàäèìèðñêàÿ îáë., Ðîññèÿ) 56°08RN 40°25RE 1 – + + – + + +

5 Êàçàíü (Ðåñïóáëèêà Òàòàðñòàí, Ðîññèÿ) 55°47RN 49°06RE 1 – + + – – + +

6 Ñòàðàÿ Àâãóðà (Ðåñïóáëèêà Ìîðäîâèÿ, Ðîññèÿ) 54°17RN 44°12RE 1 – + + – – + +

7 Âîðîáü¸âêà (Òóëüñêàÿ îáë., Ðîññèÿ) 54°08RN 36°38RE 1 – + + – – + +

8 Òåïëîâêà (Ñàìàðñêàÿ îáë., Ðîññèÿ) 53°09RN 50°05RE 1 – + – + + + +

9 Âîðîíèíñêèé çàïîâåäíèê (Òàìáîâñêàÿ îáë., Ðîññèÿ) 52°46RN 42°21RE 1 – + + – + + +

10 Íàðîâëÿ (Ãîìåëüñêàÿ îáë., Áåëàðóñü) 51°47RN 29°31RE 1 – + + – – + +

11 Ýíãåëüñ (Ñàðàòîâñêàÿ îáë., Ðîññèÿ) 51°28RN 46°06RE 1 – + + – – + +

12 Çîðèíî (Êóðñêàÿ îáë., Ðîññèÿ) 51°10RN 36°21RE 1 – + + – + + +

13 Àêòîáå (Àêòþáèíñêàÿ îáë., Êàçàõñòàí) 50°17RN 57°12RE 1 – + – + – + +

14 Àòûðàó (Àòûðàóñêàÿ îáë., Êàçàõñòàí) 47°09RN 51°55RE 1 – + – + – + +

15 Ìàíû÷ñêèé (Ðîñòîâñêàÿ îáë., Ðîññèÿ) 46°05RN 43°05RE 1 – + + – + – –

16 Ëèìàí (Àñòðàõàíñêàÿ îáë., Ðîññèÿ) 45°47RN 47°13RE 1 – + + – – + +

17 Âèëêîâî (Îäåññêàÿ îáë., Óêðàèíà) 45°25RN 29°35RE 1 – + + + + + +

18 Ãåëåíäæèê (Êðàñíîäàðñêèé êðàé, Ðîññèÿ) 44°34RN 38°05RE 1 – + + – + + +

19 Ñèìåèç (Ðåñïóáëèêà Êðûì, Óêðàèíà) 44°23RN 33°59RE 1 – + + – – + +

20 Ñóõóìè (Àáõàçèÿ) 42°59RN 41°04RE 1 – + + – + – +

21 Òûíäè (Ðåñïóáëèêà Äàãåñòàí, Ðîññèÿ) 42°27RN 46°07RE 1 – + + – – + +

22 Àëòûíøåõèð (Òóðöèÿ) 41°02RN 28°46RE 1 – + + – + + +

23 Àáàíò (Òóðöèÿ) 40°37RN 31°17RE 1 – + + – – + +

24 Êàðàäæàáåé (Òóðöèÿ) 40°12RN 28°21RE 1 + + + – – – –

25 Òðîÿ (Òóðöèÿ) 39°57RN 26°14RE 1 – + + – + + +

26 Ìåíåìåí (Òóðöèÿ) 38°37RN 27°05RE 1 – + + – – + +

27 Áåøêîíàê (Òóðöèÿ) 36°56RN 30°45RE 1 – + + – – + +

28 Õóðìà (Òóðöèÿ) 36°52RN 30°36RE 1 – + + – + + +

29 Ãàçèïàçà (Òóðöèÿ) 36°14RN 32°31RE 1 – + + – – + +

R a n a c f. b e d r i a g a e

135 150 165 185 200 – –

30 Àëòûíîçþ (Òóðöèÿ) 36°07RN 36°15RE 3 + + + + + – –

31 Ôàòèõ (Òóðöèÿ) 37°02RN 34°34RE 2 + + + + – – –

R a n a c r e t e n s i s

150 170 180 200 220 – –

32 Ð. Ñêèíèàñ (Êðèò, Ãðåöèÿ) 35°03RN 25°18RE 1 + + + + + – –

R a n a e s c u l e n t a

150 165 185 200 445 465 –

33 Íàðîâëÿ (RL;â Ãîìåëüñêàÿ îáë., Áåëàðóñü) 51°47RN 29°31RE 1 + + – – + + –

34 Ìåðåôà (RL;â Õàðüêîâñêàÿ îáë., Óêðàèíà) 49°48RN 36°05RE 1 + + – – + + –

35 Çàäîíåöêîå (RL;â Õàðüêîâñêàÿ îáë., Óêðàèíà) 49°38RN 36°21RE 1 + + – – + + –

36 Ãàéäàðû (RLL;â Õàðüêîâñêàÿ îáë., Óêðàèíà) 49°39RN 36°16RE 1 + + + + + + –

37 Âåëèêàÿ Ãîìîëüøà (RLL;â Õàðüêîâñêàÿ îáë., Óêðàè-
íà)

49°33RN 36°14RE 1 + + – – + + –

38 Áàëàêëåÿ (RL;â Õàðüêîâñêàÿ îáë., Óêðàèíà) 49°28RN 36°51RE 1 + + + + + + –

39 Áàëàêëåÿ (RRL;â Õàðüêîâñêàÿ îáë., Óêðàèíà) 49°28RN 36°51RE 1 + + + + + + –



10 ñ) + (94 °C — 15 ñ, 53 °C — 20 ñ, 72 °C — 10 ñ) +
+ (94 °C — 15 ñ, 52 °C — 20 ñ, 72 °C — 10 ñ) + (94 °C —
15 ñ, 57 °C — 20 ñ, 72 °C — 10 ñ)�27 + (72 °C — 120 c).

Ïðîäóêòû ÏÖÐ ðàçäåëÿëè ìåòîäîì ãåëü-ýëåêòðîôîðå-
çà â 12%-íîì ïîëèàêðèëàìèäíîì ãåëå. Ïî îêîí÷àíèè
ýëåêòðîôîðåçà ôðàãìåíòû ÄÍÊ âèçóàëèçèðîâàëè â óëüòðà-
ôèîëåòîâîì èçëó÷åíèè òðàíñèëëþìèíàòîðà ïîñëå îêðàñ-
êè ãåëÿ áðîìèñòûì ýòèäèåì. Â êà÷åñòâå ìàðêåðîâ ìîëå-
êóëÿðíîé ìàññû ÄÍÊ èñïîëüçîâàëè ÄÍÊ ôàãà l, ðàñ-
ùåïëåííóþ ðåñòðèêòàçîé PstI, è ðàçëè÷íûå àëëåëè
ìèêðîñàòåëëèòà BM224 ñ èçâåñòíîé äëèíîé, ðàíåå îáíà-
ðóæåííûå íàìè â ãåíîìàõ çåëåíûõ æàá (Bufo viridis comp-
lex; ñì.: Ëèòâèí÷óê è äð., 2006).

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Ìèêðîñàòåëëèò ÂÌ224 îáíàðóæåí â ãåíîìå âñåõ âîñü-
ìè èññëåäîâàííûõ âèäîâ çåëåíûõ ëÿãóøåê. Ïîñëå ïðîâå-
äåíèÿ ýëåêòðîôîðåòè÷åñêîãî ðàçäåëåíèÿ ïðîäóêòîâ ÏÖÐ
âñåãäà íàáëþäàëñÿ öåëûé ñïåêòð ïîëîñ (îò òðåõ äî øåñ-
òè), êîòîðûé ñòàáèëüíî âîñïðîèçâîäèëñÿ â ïîâòîðíûõ ýêñ-
ïåðèìåíòàõ. Êîëè÷åñòâî àìïëèôèöèðîâàííûõ ôðàãìåí-
òîâ, èõ äëèíà è âñòðå÷àåìîñòü â ãåíîìàõ èññëåäîâàííûõ
âèäîâ çåëåíûõ ëÿãóøåê ðîäà Rana óêàçàíû â òàáë. 1 è 2.

Ðàíåå ìèêðîñàòåëëèò ÂÌ224 îòìå÷àëñÿ òîëüêî ó íå-
ñêîëüêèõ âèäîâ ðîäà Bufo (B. marinus, B. variabilis, B. pse-
udoraddei, B. viridis, B. turanensis, B. oblongus è B. pewzowi).
Ïðè èñïîëüçîâàíèè â ÏÖÐ îäíèõ è òåõ æå îëèãîíóêëåî-
òèäíûõ ïðàéìåðîâ è àíàëîãè÷íîé òåðìîñõåìû ðåàêöèè
íàì óäàëîñü îáíàðóæèòü äèñêðåòíûå ôðàãìåíòû ÄÍÊ ó
ïðåäñòàâèòåëåé äðóãîãî ñåìåéñòâà (Ranidae). Èíòåðåñíî,

÷òî íàøè ïîïûòêè âûÿâèòü àíàëîãè÷íûå ñòðóêòóðû ó
ïðåäñòàâèòåëåé õâîñòàòûõ àìôèáèé ñåì. Salamandridae
(ðîäû Triturus, Ñónops, Neurergus, Notophthalmus, Pachy-
triton è Pleurodeles) íå óâåí÷àëèñü óñïåõîì. Íå èñêëþ÷å-
íî, ÷òî íàëè÷èå èëè îòñóòñòâèå â ãåíîìå ïîäîáíûõ ñòðóê-
òóð îòðàæàåò ôèëîãåíåòè÷åñêèå ñâÿçè íà óðîâíå îòðÿäîâ,
à ýòîò ìèêðîñàòåëëèò õàðàêòåðåí äëÿ ãåíîìîâ âñåõ áåñ-
õâîñòûõ àìôèáèé.

Ìèêðîñàòåëëèò BM224 ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàí êàê
óíèâåðñàëüíûé ïîëèìîðôíûé ìàðêåð äëÿ èäåíòèôèêàöèè
çåëåíûõ ëÿãóøåê, òàê êàê ó íåêîòîðûõ âèäîâ íàìè áûëè
îòìå÷åíû ñïåöèôè÷íûå ÏÖÐ-ôðàãìåíòû (òàáë. 1, 2). Äëÿ
áîëüøèíñòâà èññëåäîâàííûõ çåëåíûõ ëÿãóøåê (56 %) õà-
ðàêòåðíî íàëè÷èå òåòðàäû ôðàãìåíòîâ äëèíîé 150, 165,
185 è 200 í. ï. (ðèñ. 1). Ýòà òåòðàäà âûÿâëåíà ó ïîäàâëÿþ-
ùåãî áîëüøèíñòâà èçó÷åííûõ îñîáåé R. ridibunda è R. les-
sonae. Ôðàãìåíò äëèíîé 150 í. ï. âñòðå÷àåòñÿ â ãåíîìå
âñåõ áåç èñêëþ÷åíèÿ çåëåíûõ ëÿãóøåê. Ôðàãìåíò äëèíîé
165 í. ï. îòìå÷åí â 91 % ñëó÷àåâ (èñêëþ÷åíèå: òðè îñîáè
R. ridibunda è ïî îäíîé îñîáè R. cretensis è R. shquiperi-
ca). Â ãåíîìàõ 70 % èçó÷åííûõ îñîáåé èìåëñÿ ôðàãìåíò
äëèíîé 185 í. ï. Îí íå áûë îòìå÷åí òîëüêî ó R. cretensis,
R. shquiperica è R. saharica, ïðåäñòàâëåííûõ ìàëåíüêèìè
âûáîðêàìè. Ôðàãìåíò äëèíîé 200 í.ï. â ãåíîìàõ çåëåíûõ
ëÿãóøåê âñòðå÷àåòñÿ ñ âåðîÿòíîñòüþ 79 %. Îí íå îòìå÷åí
òîëüêî ó R. nigromaculata. Ó âñåõ îñòàëüíûõ èçó÷åííûõ
âèäîâ îí âñòðå÷àåòñÿ ñ âåðîÿòíîñòüþ îò 20 (R. cf. bedria-
gae) äî 100 (R. lessonae, R. shquiperica è R. saharica) %.
Íàëè÷èå àëëåëÿ äëèíîé 150 í. ï. âìåñòå ñ áîëåå äëèííû-
ìè ôðàãìåíòàìè èç òåòðàäû ïîçâîëÿåò îòëè÷àòü çåëåíûõ
ëÿãóøåê îò âñåõ ðàíåå èçó÷åííûõ âèäîâ æàá, êîòîðûå, êàê
ïðàâèëî, õàðàêòåðèçóþòñÿ áîëåå êîðîòêèìè ìàæîðíûìè

860 Í. Ì. Óñìàíîâà, Ñ. Í. Ëèòâèí÷óê è äð.

Ò à á ë è ö à 1 (ïðîäîëæåíèå)

Íîìåð Ìåñòî ñáîðà Øèðîòà Äîëãîòà nà Íàëè÷èå ôðàãìåíòàá

R a n a l e s s o n a e

150 165 170 180 185 200 –

40 Ñòðåëüíà (Êàëèíèãðàäñêàÿ îáë., Ðîññèÿ) 54°26RN 20°38RE 1 + + + + + + –

41 Ãîðà Ñòðåëüíàÿ (Ñàìàðñêàÿ îáë., Ðîññèÿ) 53°26RN 49°48RE 2 + + – – + + –

R a n a s h q u i p e r i c a

150 165 180 195 200 – –

42 Âèðïàçàð (×åðíîãîðèÿ) 42°15RN 19°05RE 2 + + + + + – –

R a n a s a h a r i c a

150 165 180 195 200 210 –

43 Òàáàðêà (Òóíèñ) 36°55RN 08°45RE 1 + – + + + + –

44 Òóíèñ (Òóíèñ) 36°51RN 10°18RE 1 + + + – + – –

45 Ôåðíàíà (Òóíèñ) 36°40RN 08°42RE 1 + – + + + + –

R a n a n i g r o m a c u l a t a

150 165 180 445 465 – –

46 Óññóðèéñê (Ïðèìîðñêèé êðàé, Ðîññèÿ) 43°48RN 131°58RE 1 + + + + + – –

47 Îçåðî Õàñàí (Ïðèìîðñêèé êðàé, Ðîññèÿ) 42°27RN 130°38RE 2 + + – + + – –

nà — êîëè÷åñòâî îñîáåé, ñîáðàííûõ â äàííîé ãåîãðàôè÷åñêîé òî÷êå. á Çíàêîì «+» îáîçíà÷åíî íàëè÷èå ôðàãìåíòà äàííîé äëèíû, çíàêîì «–» —
åãî îòñóòñòâèå. âÃåíîìíûé ñîñòàâ ãèáðèäíîé Rana esculenta îïðåäåëÿëñÿ ñ ïîìîùüþ ïðîòî÷íîé ÄÍÊ-öèòîìåòðèè; RL — äèïëîèä, ãåíîì êîòîðîãî ñî-
ñòîèò èç îäíîãî õðîìîñîìíîãî íàáîðà R. ridibunda è îäíîãî íàáîðà R. lessonae; RRL — òðèïëîèä ñ äâóìÿ íàáîðàìè R. ridibunda è îäíèì R. lessonae;
RLL — òðèïëîèä ñ äâóìÿ íàáîðàìè R. lessonae è îäíèì R. ridibunda.



ïîëîñàìè äëèíîé 135—155 í. ï. (Tikel et al., 2000; Stöck et
al., 2002; Ëèòâèí÷óê è äð., 2006).

Ïðåäëîæåííûé ìèêðîñàòåëëèòíûé àíàëèç ïðèìåíèì
è äëÿ èäåíòèôèêàöèè ìîðôîëîãè÷åñêè ñõîäíûõ R. ridi-
bunda è R. cf. bedriagae, êîòîðûå, çà ðåäêèì èñêëþ÷åíèåì,
õîðîøî äèôôåðåíöèðóþòñÿ ïî íàëè÷èþ èëè îòñóòñòâèþ
ôðàãìåíòà äëèíîé 135 í. ï. (òàáë. 1, 2; ðèñ. 2). Ýòîò ôðàã-
ìåíò áûë îòìå÷åí òîëüêî â ãåíîìå R. cf. bedriagae
(Þãî-Âîñòî÷íàÿ Òóðöèÿ) è ó îäíîé îñîáè R. ridibunda èç
Çàïàäíîé Òóðöèè. Êðîìå òîãî, ïåðâûé âèä õàðàêòåðèçóåò-
ñÿ îòñóòñòâèåì ó áîëüøèíñòâà èçó÷åííûõ îñîáåé (80 %)
ôðàãìåíòà äëèíîé 200 í. ï., êîòîðûé âñòðå÷àåòñÿ ó áîëü-
øèíñòâà îñîáåé R. ridibunda (90 %).

Ãèáðèäîãåííûé âèä R. esculenta õîðîøî îòëè÷àåòñÿ
îò âñåõ îñòàëüíûõ çàïàäíî-ïàëåàðêòè÷åñêèõ âèäîâ çåëå-
íûõ ëÿãóøåê ïî íàëè÷èþ äâóõ ÏÖÐ-ôðàãìåíòîâ äëèíîé

Èçìåí÷èâîñòü ìèêðîñàòåëëèòà ÂÌ224 ó çåëåíûõ ëÿãóøåê ðîäà Rana 861

Ò à á ë è ö à 2

Äëèíà è âñòðå÷àåìîñòü ÏÖÐ-ôðàãìåíòîâ ó âîñüìè âèäîâ çåëåíûõ ëÿãóøåê

Äëèíà
ÏÖÐ-ôðàã-

ìåíòîâ, í. ï.

Âñòðå÷àåìîñòü ÏÖÐ-ôðàãìåíòîâ, %

Rr,à
ná = 29

Rb,
n = 5

Rc,
n = 1

Re,
n = 7

Rl,
n = 3

Rq,
n = 2

Rs,
n = 3

Rn,
n = 3

465 – – – 100.0 – – – 100.0

445 – – – 100.0 – – – 100.0

220 – – 100 – – – – –

210 – – – – – – 33.3 –

200â 89.7 20.0 100 42.9 100.0 100 66.7 –

195 – – – – – 100 100.0 –

185 89.7 80.0 – 42.9 100.0 – – 33.3

180 41.4 – 100 – 33.3 100 66.7 –

170 17.2 – 100 – 33.3 – – –

165 89.7 100.0 – 100.0 100.0 50 100.0 100.0

150 100.0 100.0 100 100.0 100.0 100 100.0 100.0

135 3.4 100.0 – – – – – –

à Áóêâåííûå èíäåêñû îáîçíà÷àþò: Rr — Rana ridibunda, Rb — R. cf. bedriagae, Rc — R. cretensis, Re — R. esculenta,
Rl — R. lessonae, Rq — R. shquiperica, Rs — R. saharica, Rn — R. nigromaculata. á — îáúåì âûáîðêè. âÏîëóæèðíûì
øðèôòîì âûäåëåíû ôðàãìåíòû, õàðàêòåðíûå äëÿ òåòðàäû.

Ðèñ. 1. Òåòðàäà ÏÖÐ-ôðàãìåíòîâ äëèíîé 150, 165, 185 è
200 í. ï. ó ÷åòûðåõ îñîáåé Rana ridibunda, 12%-íûé ïîëèàêðèë-

àìèäíûé ãåëü (íåãàòèâ èçîáðàæåíèÿ).

Öèôðû ñëåâà — ðàçìåð ôðàãìåíòîâ, í. ï.

Ðèñ. 2. Âçàèìíîå ðàñïîëîæåíèå àìïëèôèöèðîâàííûõ ôðàãìåí-
òîâ ìèêðîñàòåëëèòà ÂÌ224 â ãåíîìàõ íåêîòîðûõ âèäîâ çåëå-
íûõ ëÿãóøåê, 12%-íûé ïîëèàêðèëàìèäíûé ãåëü (íåãàòèâ èçî-

áðàæåíèÿ).

Öèôðû ñëåâà — ðàçìåð ôðàãìåíòîâ, í. ï. Rb — R. cf. bedriagae, Rr — Ra-
na ridibunda, Rl — R. lessonae, Re — R. esculenta, Rn — R. nigromaculata.



445 è 465 í. ï. (ðèñ. 2). Ýòè ôðàãìåíòû îòìå÷åíû â ãåíîìå
è äèïëîèäíûõ, è òðèïëîèäíûõ îñîáåé R. esculenta, òîãäà
êàê â ãåíîìàõ ðîäèòåëüñêèõ âèäîâ (R. ridibunda è R. lesso-
nae) îíè íå îáíàðóæåíû. Óäèâèòåëüíî, íî ýòèìè æå ôðàã-
ìåíòàìè õàðàêòåðèçîâàëàñü è äàëüíåâîñòî÷íàÿ R. nigro-
maculata.

Àâòîðû èñêðåííå ïðèçíàòåëüíû Þ. Ì. Ðîçàíîâó
(Ñàíêò-Ïåòåðáóðã) çà îïðåäåëåíèå ãåíîìíîãî ñîñòàâà ó
R. esculenta è âñåì íàøèì ìíîãî÷èñëåííûì êîëëåãàì çà
ïîìîùü â ïðîâåäåíèè ïîëåâûõ èññëåäîâàíèé è ïðåäî-
ñòàâëåíèå ìàòåðèàëîâ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåê-
òû 08-04-01184 è 09-04-90475) è ïðîãðàììû ïðåçèäèóìà
ÐÀÍ «Ìîëåêóëÿðíàÿ è êëåòî÷íàÿ áèîëîãèÿ».
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VARIATION OF BM224 MICROSATELLITE IN GREEN FROGS OF THE GENUS RANA
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The variable microsatellite repeat BM224 has been discovered in the genomes of eight species of green
frogs (Rana ridibunda, R. cf. bedriagae, R. cretensis, R. esculenta, R. lessonae, R. shquiperica, R. saharica,
R. nigromaculata). Earlier, this repeat had been observed in members of the genus Bufo. In this paper, a possibi-
lity of usage of this genetic marker for species identification is discussed.
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