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Методом PCR-RFLP ITS2 определена видовая принадлежность 159 особей комплекса Anopheles 
maculipennis из 5 локальностей Урала и Сибири. Изучена последовательность ДНК фрагмента гена 
COI для 124 особей из этих локальностей. Последовательности COI, относящиеся к группе Anopheles 
messeae, сопоставлены с таковыми из базы данных ДНК. Исследована и количественно оценена 
изменчивость (меры H и π) нуклеотидной последовательности COI криптических видов А и В  
An. messeae и An. beklemishevi. Установлено, что изменчивость COI не позволяет дискриминировать 
криптические виды A и B Anopheles messeae и не имеет географической упорядоченности для этих 
двух видов. Сделан вывод о том, что полиморфизм по COI, наряду с инверсионным полиморфиз-
мом видов А и В An. messeae, является для них общим и возник задолго до дивергенции их предка. 
Подтверждена диагностическая значимость межвидовой изменчивости ITS2.
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Введение

В связи с дифференциальной способностью 
к переносу малярии виды комплекса Anopheles 
maculipennis являются важными объектами в 
популяционных и эволюционных исследова-
ниях. Филогенетическая близость видов при-
дает их изучению значимость и представляет 
особый интерес с эволюционной точки зрения. 
На основе исследования природных популяций  
An. messeae. messeaemesseae, полиморфного по 5 парацентри-
ческим инверсиям, сделан вывод о том, что 
внутри An. messeae. messeaemesseae существуют два криптиче-
ских вида, условно названных «хромосомными 
формами A и B�� (Новиков, 197�, 19�4). ПозжеA и B�� (Новиков, 197�, 19�4). Позже и B�� (Новиков, 197�, 19�4). ПозжеB�� (Новиков, 197�, 19�4). Позже�� (Новиков, 197�, 19�4). Позже 
их видовой статус был подтвержден на моле-
кулярно-генетическом уровне: методом таксо-
нопринта показано, что эти формы дискретно 

различаются на уровне высокоповторенной 
геномной ДНК (Новиков, Шевченко, 2001). 
Установлено, что эти виды также различаются 
по пяти парам нуклеотидов в повторах ITS2ITS22 
генов рРНК, причем различия по ITS2 междуITS2 между2 между 
видами носят полуколичественный характер: 
для A характерно присутствие обоих вариантовA характерно присутствие обоих вариантов характерно присутствие обоих вариантов 
полиморфной последовательности в геноме, 
для B �� только одного (Шевченко, Новиков,B �� только одного (Шевченко, Новиков, �� только одного (Шевченко, Новиков, 
2004). Одновременно на основе анализа ITS2ITS22 
из вида An. messeae. messeaemesseae был выделен новый вид ��  
An. �aciae. �aciae�aciae (�i�oles�u�i�oles�u et� al. al.al.., 2004), однако, по 
нашему мнению (Ваулин, Новиков, 2010), этот 
вид тождествен виду An. messeae. messeaemesseae A. Вслед-A. Вслед-. Вслед-
ствие полуколичественности различий после-
довательностей ITS2 в группеITS2 в группе2 в группе An. messeae. messeaemesseae s.l..l.l.. 
часть исследователей усомнилась в валидности  
An. �aciae. �aciae�aciae как вида (Be���onova, �or�a��eva,Be���onova, �or�a��eva,, �or�a��eva,�or�a��eva,, 
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Таблица 1
Характеристика исследованных выборок видов Anopheles

Локальность, дата сбора, условное обозначение Географические координаты Изучено особей
г. Миасс, Челябинская область 17.0�.2010 (M) 55° 01′ �, 60° 06′ E 52
г. Новосибирск 30.07.2010 (�) 54° 52′ �, �4° 03′ E   7
с. Чаинск, Томская область 23.0�.2010 (C�) 57° 56′ �, �2° 36′ E 57
г. Асино, Томская область 01.0�.2010 (A) 57° 00′ �, �6° 0�′ E 42
с. Черга, Республика  Алтай 16.0�.2010 (C�r) 51° 36′ �, �5° 34′ E   1

200�). В результате проведенного нами анали-
за изменчивости ядерной последовательности 
ITS2 и фрагмента митохондриального гена2 и фрагмента митохондриального гена 
COI, представленных в базе данных ДНК ��B��, представленных в базе данных ДНК ��B����B�� 
под видовыми названиями An. messeae. messeaemesseae и/или  
An. �aciae. �aciae�aciae, по ITS2 выявлены два четких клас-ITS2 выявлены два четких клас-2 выявлены два четких клас-
тера образцов, соответствующих разным ви-
дам, однако по COI такой картины не показаноCOI такой картины не показано такой картины не показано 
(Ваулин, Новиков, 2010). Не исключено, что 
этот факт был обусловлен присутствием в базе 
данных последовательностей COI, полученныхCOI, полученных, полученных 
только от криптического вида An. messeae. messeaemesseae A.A.. 

В настоящей работе мы представляем ре-
зультаты анализа изменчивости фрагмента 
митохондриального гена COI в ряде популяцийCOI в ряде популяций в ряде популяций 
малярийных комаров из регионов совместного 
обитания обоих видов An. messeae. messeaemesseae и еще од-
ного вида комплекса Anopheles maculipennis maculipennismaculipennis ��  
An. beklemishevi. beklemishevibeklemishevi.

Материалы и методы

Материалом для выполнения работы слу-
жили выборки личинок Anopheles 3-го и 4-го 
возрастов, отловленных в природных попу-
ляциях Урала и Сибири (табл. 1). Материал 
фиксировали в 96 %-м этаноле. Выделение 
ДНК проводили индивидуально по стандартной 
методике с модификациями (Ben�erBen�er et� al. al.al.., 19�3). 
Видовую принадлежность особей определяли с 
помощью рестрикции ПЦР-продукта ITS2: однаITS2: одна2: одна 
характерная виду A пара нуклеотидов ITS2 изA пара нуклеотидов ITS2 из пара нуклеотидов ITS2 изITS2 из2 из 
5 пар, различающих виды A и BA и B и BB An. messeae. messeaemesseae, 
входит в состав сайта узнавания рестриктазой 
Bst�F5I, такой же сайт есть и в геноме5I, такой же сайт есть и в геномеI, такой же сайт есть и в геноме, такой же сайт есть и в геноме An. bekle�. bekle�bekle�
mishevi, однако размер ПЦР-продукта ITS2ITS22  
An. beklemishevi. beklemishevibeklemishevi существенно больше, чем у 
видов An. messeae. messeaemesseae (рис. 1).

ПЦР и рестрикционный анализ IT��IT��2

Для ПЦР использовали праймеры состава: 
5′-T�T�A-ACT�C-A��AC-ACAT-3′ (пря-T�T�A-ACT�C-A��AC-ACAT-3′ (пря--ACT�C-A��AC-ACAT-3′ (пря-ACT�C-A��AC-ACAT-3′ (пря--A��AC-ACAT-3′ (пря-A��AC-ACAT-3′ (пря--ACAT-3′ (пря-ACAT-3′ (пря--3′ (пря-
мой) и 5′-TAT�C-TTAAA-TTCA�����T-3′TAT�C-TTAAA-TTCA�����T-3′-TTAAA-TTCA�����T-3′TTAAA-TTCA�����T-3′-TTCA�����T-3′TTCA�����T-3′-3′ 
(обратный).

Состав реакционной смеси для ПЦР ITS2:ITS2:2: 
1×PCR-bu��er; 4 мМ MgClPCR-bu��er; 4 мМ MgCl-bu��er; 4 мМ MgClbu��er; 4 мМ MgCl; 4 мМ MgClMgCl2; 0,4 мМ каждого 
��TP; 1 мМ каждого праймера и 1 ед. Ta�-поли-; 1 мМ каждого праймера и 1 ед. Ta�-поли-Ta�-поли--поли-
меразы. Температурный режим ПЦР: денатура-
ция при 94 °C �� 1 мин; отжиг при 50 °C �� 1 мин;C �� 1 мин; отжиг при 50 °C �� 1 мин; �� 1 мин; отжиг при 50 °C �� 1 мин;C �� 1 мин; �� 1 мин; 
полимеризация при 72 °C �� 1 мин; в последнемC �� 1 мин; в последнем �� 1 мин; в последнем 
цикле стадия полимеризации продолжалась  
5 мин при 72 °C.C..

Для рестрикционного анализа брали на 
реакцию: 2 мкл ПЦР-продукта, 1 ед. фермента 
Bst�F5I, 2 мкл 10-кратного SE-буфера �� фирмы5I, 2 мкл 10-кратного SE-буфера �� фирмыI, 2 мкл 10-кратного SE-буфера �� фирмы, 2 мкл 10-кратного SE-буфера �� фирмы 
«Сибэнзим��; объем реакционной смеси �� 20 мкл.  
Время рестрикции �� 3 ч. Продукты реакции 
разделяли в 2 %-м агарозном геле, окрашенном 
бромистым этидием. Гель фотографировали в 
ультрафиолетовом свете (рис. 1).

Рис. 1. Фрагмент электрофореграммы продуктов 
PCR-RFLP ITS2-RFLP ITS2RFLP ITS2 ITS2ITS22 Anopheles.

Дорожки: 1, 3, 4, 5, 7 и � соответствуют An. messeae. messeaemesseae A;A;;  
2 �� An. messeae. messeaemesseae B; 6 ��B; 6 ��; 6 �� An. beklemishevi. beklemishevibeklemishevi; 9 �� маркер мо-
лекулярных масс 100 b�� �� 1,5 �� 3 kb (фирма «Медиген��,b�� �� 1,5 �� 3 kb (фирма «Медиген��,�� 1,5 �� 3 kb (фирма «Медиген��, 1,5 �� 3 kb (фирма «Медиген��,1,5 �� 3 kb (фирма «Медиген��, �� 3 kb (фирма «Медиген��,�� 3 kb (фирма «Медиген��, 3 kb (фирма «Медиген��,3 kb (фирма «Медиген��, kb (фирма «Медиген��, (фирма «Медиген��, 
Новосибирск); 10 �� негативный контроль.
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ПЦР COICOI

Для ПЦР COI использованы праймеры следу-COI использованы праймеры следу- использованы праймеры следу-
ющего состава, подобранные нами по последо-
вательности мтДНК An. �ua��imaculat�us. �ua��imaculat�us�ua��imaculat�us (номер 
последовательности в базе данных �� L04272): 
5′-C�A��-AATA�-TA��A-ACTTC-3′ (пря-C�A��-AATA�-TA��A-ACTTC-3′ (пря--AATA�-TA��A-ACTTC-3′ (пря-AATA�-TA��A-ACTTC-3′ (пря--TA��A-ACTTC-3′ (пря-TA��A-ACTTC-3′ (пря--ACTTC-3′ (пря-ACTTC-3′ (пря--3′ (пря-
мой) и 5′-CT�TA-AATAT-�T�AT-�A�CT-C-3′CT�TA-AATAT-�T�AT-�A�CT-C-3′-AATAT-�T�AT-�A�CT-C-3′AATAT-�T�AT-�A�CT-C-3′-�T�AT-�A�CT-C-3′�T�AT-�A�CT-C-3′-�A�CT-C-3′�A�CT-C-3′-C-3′C-3′-3′ 
(обратный). Условия ПЦР идентичны таковым 
для ITS2. Секвенирование COI и ITS2 прове-ITS2. Секвенирование COI и ITS2 прове-2. Секвенирование COI и ITS2 прове-COI и ITS2 прове- и ITS2 прове-ITS2 прове-2 прове-
дено с использованием ресурсов ЦКП «Сек-
венирование ДНК�� СО РАН (г. Новосибирск, 
�tt��://se�uest.nibo��.ns�.ru).

Полученные нами последовательности ДНК нами последовательности ДНКнами последовательности ДНК последовательности ДНКпоследовательности ДНК ДНКДНК 
представлены в базе данных ДНК под номерами: в базе данных ДНК под номерами:в базе данных ДНК под номерами: базе данных ДНК под номерами:базе данных ДНК под номерами: данных ДНК под номерами:данных ДНК под номерами: ДНК под номерами:ДНК под номерами: под номерами:под номерами: номерами:номерами:: 
HE659576-HE6595�5 �� An. beklemishevi, COI;  
HE6595�6-HE659699 �� An. messeae, COI; 
HE659700, HE659701 �� An. beklemishevi, ITS2; 
HE659702-HE65970� �� An. messeae, ITS2.

Обработка данных

Для полученных последовательностей COICOI 
с помощью программы �ET�OR�� 4.6.0.0. по-�ET�OR�� 4.6.0.0. по- 4.6.0.0. по-
строены медианные сети (Ban�eltBan�elt et� al alal., 1999), 
значения нуклеотидной изменчивости (мера π)  
рассчитаны с помощью программы ME�A 4ME�A 4 4 
(TamuraTamura et� al alal., 2007), значения меры H (geneH (gene (genegene 
�iversit�) (�ei, 1973) �� вручную.) (�ei, 1973) �� вручную.ei, 1973) �� вручную., 1973) �� вручную.

Для последовательности COI проведеноCOI проведено проведено 
сравнение результатов, полученных в насто-
ящей работе, с образцами An. messeae s. l.. messeae s. l.messeae s. l. s. l.s. l.. l.l.. из 

базы данных (табл. 2). Отметим, что последо-
вательности, представленные в базе данных, 
существенно короче определенных нами (522енных нами (522нных нами (522 
и 767 п.н. соответственно).

Результаты

Определена видовая принадлежность 159 
образцов ДНК, индивидуально выделенной из 
особей всех изученных выборок (табл. 3). В че-
тырех локальностях численно преобладал вид AA  
An. messeaen. messeae. messeaemesseae. Его доля варьировала от 0,65 в 
Чаинске до 0,93 в Асино. В выборке из Чаинска 
отмечен вид An. beklemishevi. beklemishevibeklemishevi с частотой 0,16. К 
этому же виду относится и единичный образец 
из Черги.

Распределение особей, изученных секвени-
рованием COI, по выборкам приведено в табл. 4.COI, по выборкам приведено в табл. 4., по выборкам приведено в табл. 4. 
В связи с тем что секвенирование представляет 
собой дорогостоящую процедуру, для него была 
отобрана только часть особей, идентифициро-
ванных в выборках. Мы стремились включить 
в анализ до 25��26 особей каждого вида из 
каждой выборки. Так как виды An. messeae. messeaemesseae BB 
и An. beklemishevi. beklemishevibeklemishevi были относительно редки и 
их количество в любой из выборок было менее 
25, то все образцы, относящиеся к этим видам, 
были включены в изучение изменчивости по 
гену COI.COI..

В ходе исследования также были просекве-
нированы последовательности ITS2 7 особейITS2 7 особей2 7 особей  
An. messeaen. messeae. messeaemesseae (рис. 2) и двух особей An. beklemi�. beklemi�beklemi�

Таблица � 
Номера и географическое происхождение последовательностей COI из базы данных ДНК 

Географическая  
локальность

Названия 
образцов Номера образцов в базе ��B��

Великобритания U�� A��25�175, A��25�176, A��25�177
Италия It A��25�169, A��25�170, A��25�171, A��25�172, A��25�173, A��25�174, 

A��25�1�3, A��25�1�4, A��25�1�5, A��25�1�6, A��25�1�7
Греция �r AF342723, AF342724
Черногория M� A��25�17�, A��25�179, A��25�1�0, A��25�1��, A��25�1�9
Казахстан (Павлодар) ���Pa A��25�1�1, A��25�1�2
Румыния Ro A��757922, A��757923, A��757924, A��757925, A��757926, A��757927, 

A��75792�, A��757929, A��757930, A��757931, A��757932, A��757933, 
A��757934, A��757935, A��757936, A��757937, A��75793�, A��757939, 
A��757940, A��757941, A��757942, A��757943, A��757944, A��757945, 
A��757946, A��757947, A��75794�, A��757949, A��757950, A��757951, 
A��757952, A��757953, A��757954
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shevi. У одной из этих особей (A-22 из Асино, 
последовательность HE65970�) выявлен свое-
образный «промежуточный�� вариант последо-
вательности An. messeae. messeaemesseae: если по первым трем 
диагностическим сайтам он соответствует виду BB  
и не несет минорных пиков, свойственных 
виду A, то в четвертом и пятом диагностиче-A, то в четвертом и пятом диагностиче-, то в четвертом и пятом диагностиче-
ских сайтах, по которым криптические виды 
различаются дискретно, этот образец имеет 
наложение пиков, соответствующих обоим 
видам An. messeae. messeaemesseae. Отсутствие каких-либо плав-

ных переходов между видами An. messeae. messeaemesseae по 
продуктам рестрикции ITS2 ферментомITS2 ферментом2 ферментом Bst�F5151 
позволяет считать PCR-RFLP ITS2 надежнымPCR-RFLP ITS2 надежным-RFLP ITS2 надежнымRFLP ITS2 надежным ITS2 надежнымITS2 надежным2 надежным 
методом определения вида в этой группе. На 
этом основании мы относим образец A-22 к 
виду B, но вместе с тем считаем необходимымB, но вместе с тем считаем необходимым, но вместе с тем считаем необходимым 
проведение дополнительного исследования 
названного феномена. В результате детального 
сравнения нуклеотидных последовательностей 
ITS22 An. beklemishevi. beklemishevibeklemishevi (образцы: C�-22, Чаинск; 
C�r-2�, Черга соответственно последователь--2�, Черга соответственно последователь-
ности HE659700 и HE659701) с последова-HE659701) с последова-659701) с последова-
тельностями, представленными в базе данных 
под номерами A��511�76 и A��59395�, выявлен 
внутригеномный ITS2-полиморфизм у этогоITS2-полиморфизм у этого2-полиморфизм у этого 
вида. У полученных нами последовательностей 
ITS22 An. beklemishevi. beklemishevibeklemishevi в позициях 270, 416 и 422 
относительно образца A��59395� обнаружено 
«наложение пиков��, соответствующих разным 
нуклеотидам. Последовательность A��511�76 
существенно короче, и многие ее нуклеотиды 
определены неоднозначно.

Полученные результаты позволили оценить 
изменчивость нуклеотидных последовательно-
стей фрагмента гена COI в группах изученныхCOI в группах изученных в группах изученных 
образцов. Такая оценка проведена посредством 
расчета значений мер H и π (табл. 5) (�ei, 1973;H и π (табл. 5) (�ei, 1973; и π (табл. 5) (�ei, 1973;ei, 1973;, 1973; 
Tamura et� al alal., 2007). Мера H фактически явля-H фактически явля- фактически явля-
ется эквивалентом средней расчетной гетерози-
готности применительно к тем случаям, когда 

Таблица 3 
Абсолютные числа и доли (в скобках)  

особей разных видов в выборках  
по результатам PCR-RFLP ITS2

Локальности

Виды
An

. m
es

se
ae

 A

An
. m

es
se

ae
 B

An
. b

ek
le

m
is

he
vi

Миасс 36 (0,692) 16 (0,30�) 0 (0)
Новосибирск   6 (0,�57)   1 (0,143) 0 (0)
Чаинск 37 (0,649) 11 (0,193) 9 (0,15�)
Асино 39 (0,929)   3 (0,071) 0 (0)
Черга 0 (0) 0 (0) 1 (1)

Всего 118 31 10

Таблица 4 
Числа особей,  

изученных секвенированием  
фрагмента гена COI

Локальности

Виды

An
. m

es
se

ae
 A

An
. m

es
se

ae
 B

An
. b

ek
le

m
is

he
vi

Миасс 25 16 0
Новосибирск   6   1 0
Чаинск 26 11 9
Асино 26   3 0
Черга   0   0 1

Всего 83 31 10

      11133
      44446
      15722
      
Ch-1  wwyAC
N-06  wwyAC
A-1   wwyAC
M-50  wwyAC
M-35  TTCGG
Ch-2  TTCGG
A-22  TTCrs

Рис. �. Вариабельные сайты просеквенированных 
последовательностей ITS2.

Образцы: C�-1 �� Чаинск, вид A; �-06 �� Новосибирск, вид 
A; A-1 �� Асино, вид A; M-50 �� Миасс, вид A; M-35 �� Миасс, 
вид B; C�-2 �� Чаинск, вид B; A-22 �� Асино, вид B с проме-
жуточным положением по двум последним заменам.
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в принципе гетерозиготность исключена. Эта 
мера может иметь значение от 0 (полная моно-
морфность) до 1 (если в выборке бесконечно 
большой численности каждый вариант встреча-
ется один раз). Значения меры H для всех группH для всех групп для всех групп 
исследованных нами образцов велики и близки 
к 0,9. Исключение составляет группа образцов 
вида B из Асино со значением H, равным 0,33.B из Асино со значением H, равным 0,33. из Асино со значением H, равным 0,33.H, равным 0,33., равным 0,33. 
Столь низкое ее значение, очевидно, обусловле-
но малым числом образцов в группе. Отметим, 
что для выборки из Миасса, где встречаются 
только виды An. messeae. messeaemesseae, причем с высокими 
частотами, значение меры H для группы из двухH для группы из двух для группы из двух 
видов оказалось сопоставимым с таковым для 
каждого из видов по отдельности.

Мера π показывает, какой долей нуклеотид-
ных позиций в среднем различаются два случай-
но взятых образца. Значения меры π для всех 
групп An. messeae. messeaemesseae оказались близкими к 0,01,  
т. е. для участка гена длиной 767 п.н. два образца 
An. messeae. messeaemesseae в среднем по изученному фраг-
менту гена COI различаются 7��� парами нук-COI различаются 7��� парами нук- различаются 7��� парами нук-
леотидов. В выборке из Чаинска, включающей  
An. beklemishevi. beklemishevibeklemishevi, значение π составило 0,022, что 
обусловлено большой степенью нуклеотидной 
дивергенции между парой видов An. messeae. messeaemesseae, с 
одной стороны, и An. beklemishevi. beklemishevibeklemishevi �� с другой.

Знание последовательностей нуклеотидов 
фрагмента гена COI в группах образцов ДНКCOI в группах образцов ДНК в группах образцов ДНК 
из разных локальностей позволило охаракте-

ризовать изменчивость последовательностей 
аминокислотных остатков во фрагментах 
полипептидов, соответствующих изученным 
фрагментам гена. Проведенный анализ по-
казал, что за единственным исключением  
(An. messeae. messeaemesseae A, образец A-25 из популяции, образец A-25 из популяции 
Асино; последователность HE659695) для 
изученных образцов характерно полное едино-
образие последовательностей аминокислотных 
остатков. Структура образца A-25 указала на 
замену лейцина на изолейцин в 146-й позиции 
фрагмента последовательности аминокислот-
ных остатков молекулы полипептида, соответ-
ствующего просеквенированному фрагменту 
ДНК. Таким образом, все выявленные замены 
нейтральны на уровне функциональной зна-
чимости продукта, малое количество несино-
нимичных замен можно интерпретировать как 
свидетельство высокой адаптивности сущест-
вующей последовательности аминокислотных 
остатков в молекуле цитохромоксидазы I.I..

В результате анализа нуклеотидных замен в 
исследованных образцах фрагмента гена COICOI 
для всех 3 видов установлено преобладание 
транзиций над трансверсиями. Так, для вида AA  
отношение числа транзиций к трансверсиям 
составляет �,5 ± 2,9, для вида B �� 14,0 ± 6,3, дляB �� 14,0 ± 6,3, для �� 14,0 ± 6,3, для  
An. beklemishevi. beklemishevibeklemishevi �� 3,3 ± 1,7. Известное для 
многих групп организмов преобладание тран-
зиций над трансверсиями можно объяснить 

Таблица 5 
Значения мер изменчивости H (верхняя строка) и π (нижняя строка)  

для рассматриваемых групп 

Локальность An. messeae A An. messeae B An. beklemishevi Для всех видов

Миасс 0,93
0,00� ± 0,002

0,�9
0,009 ± 0,002 �� 0,93

0,00� ± 0,002

Новосибирск 0,7�
0,012 ± 0,003 �� �� 0,�2

0,012 ± 0,003

Чаинск 0,94
0,011 ± 0,002

0,�3
0,00� ± 0,002

0,�9
0,005 ± 0,002

0,96
0,022 ± 0,004

Асино 0,94
0,012±0,003

0,33
0,016±0,004 �� 0,94

0,012±0,002
По объединенным 
данным

0,93
0,011 ± 0,02

0,94
0,010 ± 0,02

0,�6
0,005 ± 0,002 ��

П р и м е ч а н и е .  Для меры π приведена стандартная ошибка. Оценка объединенных мер негенетического разнообра-
зия для An. beklemishevi отличается от таковой для выборки из Чаинска. Это связано с учетом при анализе единичного 
образца из Черги.
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более высокой вероятностью преобразования 
пуринов или пиримидинов внутри классов 
оснований или селективными ограничениями. 
В соответствии с правилом вырожденности 
генетического кода транзиции значительно реже 
трансверсий приводят к заменам аминокислот-
ных остатков в молекулах полипептидов (Fiel�sFiel�s 
et� al alal., 2007).

Медианные сети, построенные по последо-
вательностям фрагмента гена COI образцов,COI образцов, образцов, 
принадлежащих к видам А и В An. messeae. messeaemesseae  
(рис. 3) и An. beklemishevi. beklemishevibeklemishevi (рис. 4), соответствуют 
результатам оценок мер генетического разнооб-
разия. Данные, представленные на рис. 3 и 4,  
свидетельствуют о том, что числа гаплотипов 
велики, по этой причине варианты последова-
тельности, имеющие даже наиболее высокие 
частоты, могут быть встречены в популяциях 

с небольшими вероятностями. Для An. messeae. messeaemesseae 
какой-либо выраженной связи между COI-ДНК-COI-ДНК--ДНК-
гаплотипами и видовой принадлежностью не 
выявляется. Отсутствует также и выраженная 
дифференциация между выборками по пред-
ставленности вариантов COI.COI..

В результате сравнения изученных нами 
последовательностей фрагмента гена COI сCOI с с 
последовательностями, представленными в 
базе данных, между ними было установлено 
два дискретных различия, которые приходились 
на концы последовательностей, приведенных в 
базе данных (позиции 15 и 521 соответственно). 
Самое простое объяснение таким различиям ��  
это методическая ошибка: включение прай-
меров в анализируемую последовательность 
с учетом того что получение ПЦР продукта и 
проведение секвенирования возможны и при 

Рис. 3. Медианные сети гаплотипов мтДНК An. messeae s.l.. messeae s.l.messeae s.l. s.l.s.l..l.l.. по изученному фрагменту гена COI.COI.. 

а �� по видовой принадлежности (белый цвет �� вид A, черный �� вид B); б �� по географической принадлежности (фио-
летовый цвет �� Миасс, желтый �� Новосибирск, зеленый �� Чаинск, синий �� Асино).
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строили медианную сеть на основе образцов 
как изученных нами, так и представленных в 
базе данных. Нетрудно убедиться в том, что 
уменьшение длины анализируемого участка с 
767 до 4�0 п.н., сопровождающееся исключени-
ем вероятных ошибок, существенно изменяет 
форму сети (рис. 5). Обратим внимание на одно 
обстоятельство: в базе данных представлены 
последовательности An. messeae. messeaemesseae, за единствен-
ным исключением относящиеся к европейским 
популяциям (табл. 2), а все последовательности, 
изученные нами, получены из азиатских попу-
ляций. Однако каких-либо существенных разли-
чий между группами европейских и азиатских 
образцов не прослеживается (рис. 5).

Обсуждение

Группа An. messeaen. messeae. messeaemesseae представляет собой пару 
очень близких видов, сохраняющих предковые 
инверсионные полиморфизмы. Случаи, когда 
несколько видов имеют перекрывающиеся 
хромосомные полиморфизмы, описаны также 
для пары сиблингов An. �ambiae s.s.. �ambiae s.s.�ambiae s.s. s.s.s.s..s.s.. и двух «хро-

Рис. 4. Медианная сеть гаплотипов мтДНК Anopheles 
beklemishevi по изученному фрагменту гена COI.COI.. 

Белым цветом выделен образец из Черги.

Рис. 5. Медианная сеть по фрагменту гена COICOI 
Anopheles messeae messeaemesseae (4�0 п.н.). 

Черным цветом отмечены последовательности, получен-
ные нами, белым �� взятые из базы данных ДНК.

неполной комплементарности праймеров и 
соответствующих этим праймерам фланкиру-
ющих участков изучаемой ДНК. Приняв это 
допущение, мы исключили из анализа концы 
последовательностей, вероятно, приходящиеся 
на области сайтов посадки праймеров, и по-
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мосомных форм�� (т. е. видов) An. �unest�us. �unest�us�unest�us (�ella�ella 
Torre et� al. al.al.., 2001; Co�uetCo�uet et� al. al.al.., 2004; Mis�elMis�el et� al. al.al.., 
2005). Очевидно, что такие примеры редки ско-
рее вследствие трудности их выявления, нежели 
из-за реально низкой встречаемости в природе. 
Поэтому подобные группы видов привлекатель-
ны для выяснения молекулярно-генетических 
механизмов эволюции и поиска надежных кри-
териев вида на молекулярном уровне.

Повторенную последовательность ITS2ITS22 
рДНК часто используют в качестве маркера в 
молекулярно-генетических исследованиях. На 
примере различных комплексов видов Anopheles 
можно увидеть большое разнообразие как длин 
этой последовательности, так и собственно по-
рядка нуклеотидов (BeebeBeebe et� al. al.al.., 1999; Marinu��iMarinu��i 
et� al alal., 1999; Harba��, 2004). Такое разнообразиеHarba��, 2004). Такое разнообразие, 2004). Такое разнообразие 
можно интерпретировать как высокую степень 
нейтральности последовательности ITS2 в от-ITS2 в от-2 в от-
ношении естественного отбора. Несмотря на 
нейтральность и адекватную для надвидовых 
филогенетических посторений изменчивость, 
есть и некоторые проблемы при использовании 
этого маркера для уточнения родственных от-
ношений между видами.

ITS2, как и другим повторам, присуща со-2, как и другим повторам, присуща со-
гласованная эволюция (унификация в пределах 
генома каждого вида) (�over, Flavell, 19�4). 
Гибридизация групп особей, различающихся 
по последовательности ITS2, и, как следствие,ITS2, и, как следствие,2, и, как следствие, 
комбинирование ее вариантов в геномах, долж-
ны вызвать довольно быструю утрату исходных 
межгрупповых различий. Иными словами, 
феномен согласованной эволюции повторов 
является естественной основой их видовой 
уникальности и внутривидовой однородности. 
Действительно, выполняя настоящую работу, 
мы убедились в том, что особей всех трех ви-
дов-двойников можно надежно и точно иденти-
фицировать по электрофореграммам продуктов 
PCR-RFLP ITS2 (рис. 1). В то же время в геноме-RFLP ITS2 (рис. 1). В то же время в геномеRFLP ITS2 (рис. 1). В то же время в геноме ITS2 (рис. 1). В то же время в геномеITS2 (рис. 1). В то же время в геноме2 (рис. 1). В то же время в геноме 
ряда видов, входящих в группы видов-двойни-
ков, так же, как и у An. messeae. messeaemesseae A, присутствуютA, присутствуют, присутствуют 
по несколько вариантов последовательности 
ITS2, встречающихся со сравнимыми частотами2, встречающихся со сравнимыми частотами 
(Beebeeebe et� al alal., 2001; �ilkerson�ilkerson et� al. al.al.., 2004). Для 
видов Anopheles выявлен также полиморфизм 
по отдельным клонированным копиям ITS2ITS22 
(Be���onova, �orr�a��eva, 200�; Al�ue�arBe���onova, �orr�a��eva, 200�; Al�ue�ar, �orr�a��eva, 200�; Al�ue�ar�orr�a��eva, 200�; Al�ue�ar, 200�; Al�ue�arAl�ue�ar et� al alal., 
2010). Достаточно обоснованных представлений 

о механизмах поддержания в геноме несколь-
ких встречающихся со сравнимыми частотами 
вариантов ITS2 нам не известно. Возможно,ITS2 нам не известно. Возможно,2 нам не известно. Возможно, 
отсутствие изогенизации объясняется тем, что 
часть генов рРНК транслоцирована с хромо-
сомы �� на одну из аутосом, что реально имеет�� на одну из аутосом, что реально имеет на одну из аутосом, что реально имеет 
место у некоторых видов Culi�i�ae (��umar, Rai,Culi�i�ae (��umar, Rai, (��umar, Rai,��umar, Rai,, Rai,Rai,, 
1990). Таким образом, в соответствии с этой 
гипотезой у криптического вида An. messeae. messeaemesseae AA  
часть рДНК транслоцирована на аутосому, что 
и служит причиной наличия у него двух диск-
ретных фракций повторов.

Отметим особенности последовательности 
ITS2 образца A-22 из нашего исследования,2 образца A-22 из нашего исследования, 
занимающей промежуточное положение между 
ее вариантами, характерными для видов A и BA и B и BB 
(рис. 2). Такие варианты ITS2 дляITS2 для2 для An. messeae. messeaemesseae, 
по-видимому, являются довольно редкими. При-
мером может быть названа последовательность 
образца ITS2AM4097�2, представленная в базеITS2AM4097�2, представленная в базе2 AM4097�2, представленная в базеAM4097�2, представленная в базе4097�2, представленная в базе 
данных ДНК, вариабельные сайты которой 
представлены нуклеотидами, идентичными 
таковым образца A-22. Изучение таких редких 
случаев представляет собой отдельную важную 
задачу, решение которой в сочетании с экологи-
ческими и цитогенетическими исследованиями 
может привести к очень значимым выводам.

Анализируя изменчивость COI, прежде всегоCOI, прежде всего, прежде всего 
обратим внимание на отсутствие выраженной 
межвидовой дифференциации в группе An. mes�. mes�mes�
seae. Поскольку мтДНК наследуется как единое 
структурно-функциональное образование, то 
отсутствие межвидовой дифференциации, 
возможно, имеет место не только в отношении 
исследованного гена, но и по другим генам 
митохондриальной ДНК этой пары видов. Отсут-
ствие дивергенции последовательностей мтДНК 
на две ветви, соответствующих «хромосомным 
формам��, отмечено и у An. �unest�us. �unest�us�unest�us (Mi��elMi��el et� al. al.al.., 
2005). Незначительное различие криптических 
видов по мтДНК, а также сходство значений 
мер их генетического разнообразия могут сви-
детельствовать в пользу большой многочислен-
ности тех групп особей, в которых происходила 
дивергенция форм, а также в пользу отсутствия 
связи между изменчивостью мтДНК и событи-
ями, приведшими к видообразованию. С одной 
стороны, если бы один из видов обособился 
изначально как популяция с ограниченной чис-
ленностью, то следовало бы ожидать резкого 
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уменьшения его генетического разнообразия по 
COI. С другой стороны, появление, закрепление. С другой стороны, появление, закрепление 
в популяции и распространение среди особей 
вновь возникшего вида нового варианта повтора 
ITS2 были бы весьма затруднены в том случае,2 были бы весьма затруднены в том случае, 
если группа основателей нового вида была бы 
представлена более чем единичными особями.

Результаты, полученные в работе, уместно 
обсудить в контексте гипотезы «молекулярных 
часов эволюции��. Если не учитывать делеции, 
а неполную замену принять за эволюцион-
ное событие, то по ITS2ITS22 An. beklemishevi. beklemishevibeklemishevi и  
An. messeae s.l.. messeae s.l.messeae s.l. s.l.s.l..l.l.. отличаются 56 заменами, а 
виды A и B между собой �� 5 (т. е. на порядокA и B между собой �� 5 (т. е. на порядок и B между собой �� 5 (т. е. на порядокB между собой �� 5 (т. е. на порядок между собой �� 5 (т. е. на порядок 
величин). Исключение из анализируемой по-
следовательности инсерций и делеций укоротит 
ее длину до 390 п.н. В этом случае значение дис-
танции Джукса��Кантора (��ukes, Cantor, 1969)��ukes, Cantor, 1969), Cantor, 1969)Cantor, 1969), 1969) 
будет равным 0,159 для пары An. messeae s.l.. messeae s.l.messeae s.l. s.l.s.l..l.l..  
и An. beklemishevi. beklemishevibeklemishevi и 0,013 �� для пары А и В  
An. messeae. messeaemesseae. Сопоставим полученные оценки 
генетических расстояний с дивергенцией по 
COI. В связи с отсутствием выраженной диффе-. В связи с отсутствием выраженной диффе-
ренциации по COI внутриCOI внутри внутри An. messeaeAn. messeae. messeaemesseae соотно-
сить генетические расстояния, рассчитанные по 
этой последовательности, можно только внутри  
An. messeae s.l.. messeae s.l.messeae s.l. s.l.s.l..l.l.. (относительно отдельных ва-
риантов последовательности без привязки к 
конкретным видам), а также между An. beklemi�An. beklemi�. beklemi�beklemi�
shevi и An. messeae s.l.. messeae s.l.messeae s.l. s.l.s.l..l.l.. На медианной сети COICOI  
An. messeae. messeaemesseae образец M-5 (Миасс; последова-
тельность HE659590) принадлежит к одному из 
вариантов последовательности, наиболее часто 
встречающихся у обоих криптических видов. 
На медианной сети An. beklemishevi. beklemishevibeklemishevi образец 
C�-22 (последовательность HE659700) зани-
мает положение, близкое к центру. Варианты 
фрагмента гена COI длиной 767 п.н. образцовCOI длиной 767 п.н. образцов длиной 767 п.н. образцов 
M-5 и C�-22 различаются по 31 позиции, а 
наиболее различающиеся варианты этого же 
фрагмента образцов An. messeae. messeaemesseae C�-20 и A-� 
(последовательности HE659651 и HE65967�) ��  
по 16 позициям. Генетическое расстояние 
Джукса��Кантора между M5 и C�22, котороеM5 и C�22, которое5 и C�22, котороеC�22, которое22, которое 
условно можно принять в качестве расстояния 
между An. messeae s.l.. messeae s.l.messeae s.l. s.l.s.l..l.l.. и An. beklemishevi. beklemishevibeklemishevi, равно 
0,042, а между образцами An. messeae. messeaemesseae C�-20 и 
A-� �� 0,021. Отношение значений генетических 
расстояний в паре видов An. messeae. messeaemesseae и в паре  
An. messeae s.l.�An. beklemishevi. messeae s.l.�An. beklemishevimesseae s.l.�An. beklemishevi s.l.�An. beklemishevis.l.�An. beklemishevi.l.�An. beklemishevil.�An. beklemishevi.�An. beklemisheviAn. beklemishevi. beklemishevibeklemishevi по ITS2 состав-ITS2 состав-2 состав-

ляет 0,0�2, а по COI �� 0,500. Эти числа различа-COI �� 0,500. Эти числа различа- �� 0,500. Эти числа различа-
ются в 6 раз. Таким образом, время дивергенции 
по COI в группеCOI в группе в группе An. messeae. messeaemesseae примерно в 6 раз 
больше времени дивергенции по видоспеци-
фическому маркеру (ITS2) видов A и B. ТакимITS2) видов A и B. Таким2) видов A и B. ТакимA и B. Таким и B. ТакимB. Таким. Таким 
образом, на основе концепции молекулярных 
часов можно сделать вывод о том, что COI-по-COI-по--по-
лиморфизм у An. messeae. messeaemesseae возник значительно 
раньше того, когда произошла дивергенция 
таксона на два новых вида.

Между An. messeae s.l.. messeae s.l.messeae s.l. s.l.s.l..l.l.. и An. beklemishevi. beklemishevibeklemishevi 
по последовательности ITS2 при использован-ITS2 при использован-2 при использован-
ном нами методе выравнивания существуют 
22 различия по инсерциям/делециям. Так как 
частоты возникновения инсерций и делеций 
фрагментов ДНК в силу ряда причин сложно 
соотнести с частотами нуклеотидных замен, то 
при филогенетическом анализе вариации тако-
го типа часто не учитывают (Лукашов, 2009). 
Вместе с тем их учет уменьшил бы расчетное 
время дивергенции видов An. messeae. messeaemesseae по отно-
шению ко времени дивергенции их последнего 
общего предка и An. beklemishevi. beklemishevibeklemishevi и, следова-
тельно, увеличил бы разницу между временем 
формирования предкового COI-полиморфизмаCOI-полиморфизма-полиморфизма 
и дивергенцией видов An. messeae. messeaemesseae. Особо от-
метим адекватность полученных нами оценок 
только в пределах допущений концепции моле-
кулярных часов эволюции. Однако допущения 
эти не бесспорны. Например, известно, что 
скорость накопления нуклеотидных замен в 
митохондриальной ДНК может различаться в 
несколько раз даже у представителей одного 
вида (Алтухов, Салменкова, 2002; Даниленко, 
Давыденко, 2003). Другим допущением, кото-
рое не всегда удается верифицировать, явля-
ется отсутствие связи между используемыми 
маркерами и приспособленностью особей с 
разными их вариантами. Каких-либо сведений о 
селективных ограничениях на вариацию после-
довательности ITS2 в литературных источникахITS2 в литературных источниках2 в литературных источниках 
нет. Эта последовательность может значительно 
варьировать по размеру даже в пределах груп-
пы близкородственных видов, в частности, 
это установлено у представителей комплекса 
An. c�ucians. c�uciansc�ucians. Длина ITS2 в этой группе видовITS2 в этой группе видов2 в этой группе видов 
варьирует от 195 до 1006 п.н. (�ilkerson�ilkerson et� al. al.al.., 
2004). Что касается изменчивости изученного 
фрагмента гена COI, то, как уже упоминалось,COI, то, как уже упоминалось,, то, как уже упоминалось, 
все (за единичным исключением) изученные 
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нами образцы различаются по синонимичным 
заменам. Учет только синонимичных сайтов 
при наблюдаемых значениях изменчивости и 
длин последовательностей не внесет сколько-
нибудь существенных изменений в соотноше-
ния генетических расстояний. Можно отметить, 
что на построенной нами медианной сети  
An. messeae. messeaemesseae по COI имеется два «сгущения�� ��COI имеется два «сгущения�� �� имеется два «сгущения�� ��  
в нижней и верхней части, которые включают 
образцы из обоих видов (рис. 3, а). Образова-
ние структуры такого типа, а также отсутствие 
существенного расхождения образцов видов 
A и B по COI могут быть объяснены только и B по COI могут быть объяснены толькоB по COI могут быть объяснены только по COI могут быть объяснены толькоCOI могут быть объяснены только могут быть объяснены только 
предковым полиморфизмом, который сформи-
ровался задолго до дивергенции предкового 
вида. Полученные данные могут указывать на 
факт близости размаха внутри- и межвидовой 
дифференциации по мтДНК видов комплекса 
An. maculipennis. maculipennismaculipennis и ее относительной незави-
симости в процессе преобразований геномов, 
связанных с видообразованием. 

Заключение

1. Рестрикционный анализ повторенной 
последовательности ITS2 является надежнымITS2 является надежным2 является надежным 
методом дискриминации особей видов-двойни-
ков A и BA и B и BB Anopheles messeae messeaemesseae и An. beklemiseviAn. beklemisevi. beklemisevibeklemisevi.

2. Последовательность COI у видов А и ВCOI у видов А и В у видов А и В 
An. messeaemesseaeesseae и An. beklemishevi. beklemishevibeklemishevi демонстрирует 
высокую внутри- и межвидовую изменчивость; 
изменчивость по COI в таксонеCOI в таксоне в таксоне An. messeae. messeaemesseae s.l..l.l.. 
географически не упорядочена и не позволяет 
дискриминировать криптические виды, входя-
щие в его состав.

3. С позиции концепции молекулярных часов 
эволюции COI-полиморфизмуCOI-полиморфизму-полиморфизм у An.messeae. messeaemesseae так же,  
как и инверсионный полиморфизм, возник зна-
чительно раньше того момента, когда произошла 
дивергенция таксона на два новых вида.

4. Близость размаха внутри- и межвидовой 
дифференциации по мтДНК видов комплекса 
An. maculipennis. maculipennismaculipennis свидетельствует об отсутствии, 
а дискретность отличий близких видов по ITS2 ��ITS2 ��2 ��  
о наличии прямой или косвенной связи с про-
цессом видообразования. 
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�ummary

S��e�ies i�enti�i�ation o� 159 in�ivi�uals o� t�e Anopheles maculipennis �om��lex �rom 5 lo�alities o� Ural an� 
Siberia was �on�u�te� b� PCR-RFLP ITS2. T�e ��A se�uen�es o� a COI gene �ragment were �etermine� 
in 124 in�ivi�uals �rom t�e lo�alities. T�e Anopheles messeae grou�� COI se�uen�es were �om��are� wit� 
t�ose �rom a ��A �atabase. Variabilit� o� COI nu�leoti�e se�uen�es (measures H an� π) o� t�e �r���ti� 
s��e�ies A an� B Anopheles messeae an� An. beklemishevi was investigate� an� �uantitativel� estimate�. It 
was �oun� t�at t�e COI variabilit� �i� not allow �is�rimination o� t�e �r���ti� s��e�ies A an� B Anopheles 
messeae. �eit�er �i� it s�ow an� geogra���i� regularit� �or t�ese s��e�ies. It is �on�lu�e� t�at t�e COI 
��ol�mor���ism o�  t�e A an� B Anopheles messeae s��e�ies is �ommon �or t�em, as well as t�e ��romosomal 
inversion ��ol�mor���ism. It arose long be�ore t�eir �ivergen�e. T�e �iagnosti� im��ortan�e o� inters��e�i�i� 
ITS2 variabilit� is �on�irme�.

Key words: Anopheles maculipennis, messeae, beklemishevi, �r���ti� s��e�ies, ITS2, COI, variabilit�, 
��ol�mor���ism.


