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Аннотация. Коммерческие панели микросателлитных (STR) локусов предназначены для работы с ДНК собаки до-
машней (Canis lupus familiaris), в связи с чем при генотипировании волка обыкновенного (Canis lupus lupus) боль-
шинство маркеров показывают существенные отклонения от равновесия Харди–Вайнберга и имеют низкий по-
казатель информативной ценности, что осложняет их использование в судебной экспертизе. Целью настоящего 
исследования стал подбор STR-маркеров, которые одинаково эффективно отображают популяционный полимор-
физм волка и собаки, с последующим созданием универсальной панели для дифференциации и идентификации 
особей волка и собаки в криминалистике. На основе исследования полиморфизма 34 STR-локусов сконструиро-
вана панель CPlex из 15 аутосомных локусов и двух локусов половой принадлежности, которая одинаково при-
менима для идентификации волка и собаки. Анализ молекулярной дисперсии (AMOVA) между выборками выявил 
достоверные значения дифференциации (FST = 0.0828, p < 0.05), что позволяет использовать панель для диффе-
ренциации образцов волка обыкновенного и собаки домашней. Впервые в судебной экспертизе объектов живот-
ного происхождения в Республике Беларусь рассчитаны коэффициенты подразделенности популяции (θ-value) 
для каждого из 15 STR-локусов разработанной тест-системы. Показано, что значения частот генотипов, усреднен-
ные по всем исследованным животным без учета и с учетом θ-value, различаются на три порядка (3.39 · 10–17 и 
4.71 · 10–14 соответственно). Применение коэффициентов подразделенности популяции позволит оперировать 
наиболее достоверными результатами экспертного идентификационного исследования. Предложенная тест-
система валидирована в соответствии с протоколом Scientific Working Group on DNA Analysis Methods. Создан ин-
формационно-статистический комплекс для автоматизации обсчета генетических данных волка обыкновенного 
и собаки домашней в судебной экспертизе, утверждены две методики для практикующих судебных экспертов. 
Методические разработки успешно применяются в экспертной практике при расследовании фактов незаконной 
охоты, жестокого обращения с животными и других правонарушений в Республике Беларусь.
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Abstract. Commercial panels of microsatellite (STR) loci are intended for DNA analysis of the domestic dog (Canis lupus 
familiaris) and, therefore, when genotyping the Grey wolf (Canis lupus lupus), most markers reveal significant deviations 
from the Hardy–Weinberg equilibrium and have a low informative value, which complicates their use in a forensic exa-
mination. The aim of this study was to select STR markers that equally effectively reflect population polymorphism in the 
wolf and the dog, and to create a universal panel for the identification of individuals in forensic science. Based on the 
study of polymorphisms of 34 STR loci, a CPlex panel of 15 autosomal loci and two sex loci was developed, which is equal-
ly suitable for identifying wolfs and dogs. Analysis of molecular variance (AMOVA) between samples revealed significant 
differentiation values (FST = 0.0828, p < 0.05), which allows the panel to be used for differentiating between wolf and dog 
samples. For the first time in the forensic examination of objects of animal origin in the Republic of Belarus, population 
subdivision coefficients (θ-values) were calculated for each of the 15 STR loci of the test system being reported. It was 
shown that the values of the genotype frequency, when averaged over all studied animals without and with considering 
the θ-value, differ by three orders of magnitude (3.39 · 10–17 and 4.71 · 10–14, respectively). The use of population subdi-
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vision coefficients will provide the researcher with the most relevant results of an expert identification study. The test 
system was validated in accordance with the protocol of the Scientific Working Group on DNA Analysis Methods. A com-
putational tool was developed to automate the analysis of genetic data on the wolf and dog in the forensic examination; 
two guides were approved for practicing forensic experts. This methodology is being successfully used in expert practice 
in investigating cases of illegal hunting, animal abuse and other offenses in the Republic of Belarus.
Key words: microsatellites; polymorphism; differentiation; identification; Canis lupus familiaris; Canis lupus lupus; wildlife 
forensic science.
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Введение
В Республике Беларусь, согласно статистическим данным 
Министерства лесного хозяйства (2021), численность вол
ка (Canis lupus lupus) за последние пять лет стабилизи
ровалась и находится в пределах 1530–1630 особей, что 
является одним из лидирующих показателей среди стран 
Европы. При этом лицензионная охота на волка в Белару
си разрешена круглый год и на всех особей, независимо 
от пола и возраста. Вместе с тем охота на охраняемых 
природных территориях и охота без путевки приводят к 
возбуждению уголовных дел и, как следствие, назначению 
судебной экспертизы.

По сводкам Министерства жилищнокоммунального 
хозяйства, в Беларуси только за год уничтожается около 
80 тыс. бродячих кошек и собак, и это число растет, а точ
ное количество собак неизвестно. Особый статус собаки 
(Canis lupus familiaris) среди сельскохозяйственных и до
машних животных определяется тем, что это одно из наи
более распространенных «животныхкомпаньонов». Ак
тивное использование человеком собак в качестве живого 
«средства» при реализации собственных целей находит 
отражение и в «криминальных» аспектах, сопутствующих 
развитию социума. 

Естественная история европейских популяций волка 
(C. lupus lupus) характеризовалась сильным сокращением 
числа особей за последние несколько сотен лет (Boitani, 
2003). Снижение численности, фрагментация популяции 
и нарушение потока генов являются хорошо известными 
триггерами генетического обеднения и увеличения инбри
динга в естественных популяциях, что также приводит к 
увеличению риска вымирания волков, как и многих дру
гих видов. Пример такой ситуации был зафиксирован для 
волков Италии, у которых значения генетического разно
образия, определяемые уровнем гетерозиготности, были 
явно ниже аналогичных в популяциях из России, Аляски 
и Канады (Godinho et al., 2011). 

Интенсивный отстрел волка может привести к замеще
нию вида гибридами волка и собаки. В последнее время 
проблема гибридизации между волками и свободноживу
щими собаками в Европе стала основной темой во многих 
исследовательских программах (Stronen et al., 2022). 

Основная сложность генетической дифференциации 
волка и собаки состоит в том, что ДНКмаркеры, уникаль
ные как для волка, так и для собаки, не обнаружены. Срав
нение геномов собаки и волка показало 99 % сходство, что 
лишний раз свидетельствует об их общем происхождении 
(Freedman, Wayne, 2017). 

Как правило, исследование популяций волка выстраи
вается по типичной схеме: использование локусов, реко

мендованных Международным обществом по изучению 
генетики животных (ISAG), с расчетом статистических 
показателей распределения аллелей данных локусов и 
оценкой представленности аллелей в популяции. В связи 
с высоким уровнем идентичности геномов волка и собаки, 
диапазоны аллелей локусов весьма схожи, поэтому речь о 
дифференциации особей с помощью отобранных локусов 
можно вести только при выявлении генетической диффе
ренциации выборок путем статистической обработки ре
зультатов генотипирования (Halverson, Basten, 2005; Fan 
et al., 2016).

Разработанные панели для анализа ДНК собак в боль
шинстве своем оказываются неприменимы для исследо
вания ДНК волка по причине несоответствия равнове сию 
Харди–Вайнберга и наличия нульаллелей у ДНКмар
ке ров. В то же время при подборе маркеров для анализа 
ДНК волка обыкновенного ученые, как правило, не учи
тывают возможность применения отобранных маркеров 
на инбредной популяции собак, что приводит к невозмож
ности использования этих маркеров одновременно для 
идентификации волка и собаки в криминалистических 
исследованиях.

Целью настоящей работы был подбор STRмаркеров, 
которые одинаково эффективно отображают популяцион
ную структуру и полиморфизм волка обыкновенного и со
баки домашней, с последующим созданием универсаль
ной панели для идентификации и дифференциации особей 
в криминалистике. 

Материалы и методы
Объекты исследования. Образцы волка обыкновенного и 
собаки домашней получены легальным путем и представ
лены фрагментами мышечной и хрящевой тканей волков 
(n = 103) и образцами крови, волос и буккального эпителия 
чистопородных собак, собакметисов и беспородных со
бак (n = 198). Перечень наиболее представленных пород 
отражен в Приложении 11.

Выделение ДНК, амплификация и генотипирование 
микросателлитных локусов. ДНК из образцов мышеч
ной и хрящевой тканей, крови и волос волков и собак вы
деляли по методике, основанной на высвобождении ДНК 
в ходе инкубации образцов биологического материала в 
лизирующем буфере с протеиназой K и 0.01 мМ дитио
трейтолом при 37–56 °С. Лизат подвергали процедуре 
очистки на силикагеле (Boom et al., 1990).

Отобранные локусы были сгруппированы в две тест
системы: 1) тестсистему, включающую преимущест
1 Приложения 1–6 см. по адресу: 
https://vavilovj-icg.ru/download/pict-2024-28/appx5.pdf
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вен но динуклеотидные локусы, рекомендованные ISAG: 
AHTk211, FH2054, CXX279, Ren169O18, INU055, 
AHTh260, INU030, FH2079, FH2848, AHT121, AHTh171, 
Ren247M23, AHTh130, INRA21, AHTk253, AHT137, 
Ren54P11, INU005, Ren105L03, Ren64E19, Ren162C04, и 
локус половой принадлежности Amelogenin (Radco, Pod
bielska, 2021); 2) тестсистему, включающую преимуще
ственно тетрануклеотидные локусы – FH2096, CPH12, 
CPH4, FH2004 (Caniglia et al., 2010), FH2016 (Fan et al., 
2016), FH2361, PEZ17, FH2328 (van Asch et al., 2010), 
PEZ16, vWF.X (DeNise et al., 2004), FH2010 (Eichmann et 
at., 2004), FH2001 (Verardi et al., 2006), VGL3438 (Magory 
Cohen et al., 2013), и локусы половой принадлежности – 
DBX и DBY (Seddon, 2005).

Конечный состав реакционной смеси общим объемом 
10 мкл составил: 10 мМ trisHCl, pH 8.6; 25 мМ KCl; 
2.0 мМ MgCl2; 0.2 мМ каждого из dNTP; 0.2–1.0 мкМ 
каждого из пары праймеров; 0.15 е. а. ДНКполимеразы; 
1.5 нг/мкл BSA; 0.1 % Triton X100 и 1–20 нг анализируе
мой ДНК. Амплификацию проводили на программируе
мых приборах термоциклического типа C1000 (BioRad, 
США) в следующих условиях: начальная инкубация 5 мин 
при 95 °С; 30 циклов, состоящих из денатурации при 95 °C 
(30 с), отжига для всех пар праймеров при 60 °C (40 с) 
и элонгации при 72 °C (1 мин); финальная элонгация в 
течение 30 мин при 72 °C. 

Характерное для каждого из образцов сочетание алле
лей выявляли путем электрофоретического разделения 
продуктов ПЦР в генетическом анализаторе 3500 Genetic 
Analyzer (Applied Biosystems, США). Размеры выявлен
ных аллелей (в п. н.) и соответствующих генотипов ДНК 
в исследуемых локусах устанавливали с использованием 
внутренних стандартов размера Orange 500 bp (NimaGen®, 
Нидерланды) и GeneScan600 LIZ™ SizeStandard v2.0 
(ThermoFisher Scientific, США), а также программного па
кета GeneMapper IDX v1.6.

Статистический анализ данных. Поскольку неверное 
отнесение животных к той или иной выборке искажает 
расчеты, основанные на анализе показателей генетиче
ского разнообразия (Galinskayaa et al., 2019), прежде всего 
проводили кластерный анализ данных генотипирования 
волков и собак по исследованным локусам. Популяцион
ную структуру определяли с использованием алгоритма 
МонтеКарло по схеме марковских цепей с помощью 
про граммы STRUCTURE v.2.3.4 и с использованием 
мо дели Admixture (Pritchard et al., 2000) с дальнейшим 
вы явлением истинного количества кластеров  методом 
Эван но (Evanno et al., 2005). Выбор стартовой точки 
марков ской цепи проводили в течение 500 000 итераций 
с после дующим построением марковской цепи в течение 
1 000 000 итераций для предполагаемого числа групп в 
выборке K, от 1 до 10, в шести повторах для каждой ве
личины K. Оценку кластеризации в совокупном массиве 
волков и собак методами невзвешенных парногрупповых 
средних (UPGMA) и присоединения ближайших сосе
дей (NJ) и построением соответствующих дендрограмм 
осуществляли в программе MEGA v.11.0.10. Для визуали
зации генетической структуры выполняли многомерный 
анализ по матрице генетических дистанций методом PCоA 
в макросе GenAlEx v.6.5 (Peakall, Smouse, 2006, 2012).

Расчет частот встречаемости аллелей STRлокусов, 
значений наблюдаемой (НO) и ожидаемой гетерозигот
ности (НE) и оценку соответствия равновесию Харди–
Вайнберга производили с использованием программно
го пакета Cervus v.3.0.7 (Kalinowski et al., 2007). Возмож
ные ошибки в интерпретации генетических профилей, 
нульаллелей и артефактов ПЦР выявляли с помощью 
программы MicroChecker v.2.2.1 (van Oosterhout et al.,  
2004).

Анализ молекулярной дисперсии и оценку коэффи
циентов инбридинга выполняли в программе Arle quin 
v.3.5.1.3 (Excoffier et al., 2005). Принадлежность особи к 
выборке (Assignment Test) при использовании отобран
ных локусов устанавливали со статистическим мак ро сом 
GenAlEx v.6.5. Показатели информативной ценности (po  
lymorphism information content, PIC) отобранных STR ло
кусов были рассчитаны с помощью программного про
дукта Cervus v.3.0.7.

Секвенирование аллелей локусов. Для выявления 
возможных микровариантов последовательностей, а так
же для перевода в тандемное исчисление аллелей, приня
того в криминалистике, определяли первичную структуру 
аллелей путем секвенирования методом Сэнгера (Sanger 
et al., 1977). Нуклеотидные последовательности аллелей 
каждого из STRлокусов и локусов половой принадлеж
ности устанавливали в прямом и обратном направле
ниях. Секвенирование проводили на приборе 3500 Gene
tic Analyzer с использованием набора для секвенирования 
“BigDye® Tеrminator v.3.1 Cycle Sequencing Kit” (Applied 
Biosystems). Сравнительный анализ последовательностей 
аллелей исследованных локусов выполнен на основе 
про граммы BioEdit v.7.0.5.3 (Hall et al., 2011). Последо
вательности каждого локуса, имеющие минимальный и 
максимальный молекулярные размеры аллелей, внесены в 
базу данных GenBank (Benson et al., 2005) с присвоением 
соответствующих номеров доступа.

Результаты и обсуждение
Апостериорный анализ результатов STRUCTURE выявил 
для совокупного массива генотипов волка и собаки мак
симальное значение тестовой статистики ΔK при K = 2, 
что свидетельствует о существовании двух генетических 
кластеров в анализируемой выборке животных: волка 
обыкновенного (зеленый кластер) и собаки домашней 
(красный кластер) (рис. 1, Приложение 2). При опре
делении популяционной структуры выборок волков и 
собак отдельно друг от друга кластер из образцов волка 
оставался гомогенным; отсутствие кластеризации внутри 
популяции волка при использовании STRлокусов было 
ранее показано исследователями в Европе (Aspi et al., 
2006; Sastre et al., 2011; Ðan et al., 2016).

 Для отдельного анализа STRUCTURE в выборке собак 
были сформированы четыре группы: беспородных собак 
(n = 78) и трех породных групп: молоссов (n = 32), само
едов (n = 66) и овчарок (n = 22). Максимальное значение 
ΔK при K = 2 указывает на формирование двух кластеров 
(Приложения 3 и 4), один из которых соответствует ов
чаркам, тогда как породные группы самоедов и молоссов 
не выделяются и, более того, не отличаются от группы 
беспородных собак.
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В то же время при оценке кластеризации в совокупном 
массиве волков и собак методами невзвешенных парно
групповых средних (UPGMA) и присоединения ближай
ших соседей (NJ) и построением соответствующих ден
дрограмм в выборке собак выделяются четыре кластера 
различного иерархического уровня. Наибольшую схо
жесть демонстрируют породная группа молоссов и бес
породные собаки. С ними соседствует породная группа 
самоедов, и эти две группы отделяются от группы овчарок. 
Поскольку обе дендрограммы показали схожую структу
ру, то в Приложении 5 отображена только дендрограмма, 
построенная по методу UPGMA (с бутстрепподдерж кой 
в 10 000 повторений). Следует отметить, что схожая кар
тина кластеризации пород собак при исследовании SNP
маркеров получена другими авторами (Parker et al., 2017).

Анализ популяционной структуры волков и собак по
казал резкую генетическую дифференциацию между ними 
со средними значениями коэффициента принадлежности 
к собственному кластеру: Q = 0.984 и 0.981 соответствен
но. Полученные данные о дифференциации волка обык
новенного и собаки домашней с использованием 34 STR
мар керов успешно согласуются с данными Кораблева с 
коллегами (Korablev et al., 2021). Уровень дифференциа
ции между породами собак был намного ниже, чем между 
волком и собакой. Значения Q изменялись от 0.457 до 0.495 

для молоссов, от 0.451 до 0.476 для самоедов и от 0.740 
до 0.757 для овчарок.

Результаты кластерного анализа согласуются с много
мерным анализом по матрице генетических дистанций 
(PCоA метод), который тоже показывает четкую диффе
ренциацию выборок волка и собаки (рис. 2). При этом 
овчарки выделились в отдельную группу. Это  может объ
ясняться особенностями селекции, а также быть следстви
ем высокой гетерогенности выборок молоссов и самоедов, 
объединенных общим историческим происхождением 
(более 20 различных пород), в то время как выборка 
овчарок включала в себя чистопородных особей породы 
немецкая овчарка.

Суммарно в выборке волков обыкновенных и  собак 
домашних с использованием двух исследованных тест
систем было идентифицировано 405 аллелей. Все ло
кусы были полиморфными и имели от 5 (FH2096) до 
26 (FH2361) аллелей на локус. Среднее количество алле
лей на локус во всех выборках было относительно оди
наковое – 9.402 ± 0.617 (табл. 1). Исключение составила 
выборка овчарок, где среднее значение на локус находи
лось в пределах 5.824 ± 0.328, что может объясняться в том 
числе небольшим размером выборки (n = 22).

Максимальные показатели гетерозиготности были по
лучены для выборки волка: значения наблюдаемой и ожи
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Рис. 1. Результаты кластерного анализа выборок волка и собаки, выполненного в программе STRUCTURE 
для наиболее вероятного значения числа исходных генетических кластеров K = 2–5, отсортированные по 
выборкам.
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даемой гетерозиготности составили 0.730 и 0.786 соот
ветственно (см. табл. 1). В выборках собак более высокие 
значения ожидаемой гетерозиготности по сравнению с 
наблюдаемой с большой вероятностью указывают на на  
личие инбридинга вследствие искусственного отбора и 
генетического дрейфа, которые могут необратимо удалять 
аллели из популяции, что приводит к эффекту, существен
но снижающему разнообразие (Galinskayaa et al., 2019). 
Мутационный процесс противодействует генетическому 
дрейфу, но вследствие жесткой направленности отбора 
при выведении пород собак сложно добиться равновесия 
генетических процессов ввиду элиминации из разведения 
особей с выявленными мутациями в том или ином при
знаке. Наивысшие из полученных показателей гетеро
зиготности и эффективного числа аллелей выявлены в 
выборке волка, что свидетельствует о естественном раз
витии и наличии мутационнодрейфового равновесия в 
природной популяции.

Анализ профилей динуклеотидных локусов требует осо
бого внимания, поскольку на электрофореграммах мо гут 
обнаруживаться фрагменты, не относящиеся к истинным 
аллелям и являющиеся «статтер»продуктами. Количество 
«статтер»продуктов обычно возрастает с увеличением 
длины аллеля. При анализе генотипов с использованием 
программы MicroChecker из 20 исследованных динуклео
тидных маркеров три (INU055, Ren169O18 и Ren64E19) 
показали высокую вероятность ошибок генотипирования 
и были исключены из дальнейшего анализа.

Анализ распределения аллелей двух локусов (AHT121 
и AHTk211) показал наличие большого количества нуль
аллелей в трех выборках, включая выборку волка. В ло
кусах AHT137 и INRA21 выявлено высокое содержание 
нульаллелей в двух выборках собак; восемь локусов 
(AHTh130, AHTh260, CXX279, FH2848, Ren105L03, 
Ren162C04, Ren247M23 и Ren54P11) показали достаточно 
высокое содержание нульаллелей (от 5.7 % в выборке 
молоссов в локусе FH2848 до 12.6 % в локусе CXX279 
у овчарок). Данные локусы были также исключены из 
дальнейшей работы по конструированию универсальной 
криминалистической панели.

При анализе картины распределения частот аллелей в 
конкретных локусах особое внимание уделялось локусам 
с существенным преобладанием мажорных аллелей. Раз
личия в частотах мажорных аллелей могут быть полезны 
для дифференциации волков и собак посредством микро
сателлитного анализа, однако существенное преобладание 
одного аллеля может влиять на уровень достоверности 
идентификации. По причине выраженного доминирова
ния мажорных аллелей из дальнейшего анализа исключе
ны локусы INU030, INU005, AHTk171 и AHTk253.

Большинство исследованных локусов в выборках вол
ков и собак находились в равновесии Харди–Вайнберга 
( p > 0.05): AHTh171, AHTk253, CPH12, CPH4, FH2001, 
FH2004, FH2010, FH2016, FH2096, FH2328, FH2361, 
INU005, INU030, INU055, PEZ16, PEZ17, Ren169O18, 
Ren64E19, VGL3438 и vWF.X. Два локуса, FH2054 и 

Рис. 2. Диаграмма результатов PCоA анализа на основе матрицы парных FST значений для выборок волка обыкно-
венного и собаки домашней. 

Таблица 1. Средние значения уровня полиморфизма исследованных локусов  
в выборках волков обыкновенных и трех исторических породных групп собак

Выборка Na Ne HO HE

Волк обыкновенный 9.265 ± 0.476 5.258 ± 0.306 0.730 ± 0.017 0.786 ± 0.013

Молоссы, их метисы и беспородные собаки 9.706 ± 0.575 4.916 ± 0.293 0.656 ± 0.017 0.768 ± 0.016

Самоеды, их метисы и беспородные собаки 9.235 ± 0.560 5.212 ± 0.312 0.688 ± 0.018 0.782 ± 0.015

Овчарки и их метисы 5.824 ± 0.328 2.992 ± 0.197 0.556 ± 0.029 0.617 ± 0.025

Примечание. Na – число аллелей на локус; Ne – эффективное число аллелей на локус; HO – наблюдаемая гетерозиготность; HE – ожидаемая гетеро-
зиготность.
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FH2079, отклонялись от равновесия ( p = 0.005) во всех вы
борках, однако при использовании поправки Бонферро
ни pзначения перестали быть статистически значимыми. 
В 12 локусах выявлено статистически значимое отклоне
ние от равновесия Харди–Вайнберга хотя бы в одной вы
борке, что может быть особенностью проявления локусов 
и объясняться наличием нульаллелей. 

Индекс фиксации аллелей (FST) варьировал от 0.025 
(FH2001) до 0.158 (CPH4) и в среднем по всем локусам 
составил 0.077. Самые высокие значения FIS были ха
рактерны для локусов FH2079, FH2096 и CPH12 (0.221, 
0.174 и 0.162 соответственно). В целом для панели из 
15 отобранных локусов коэффициенты инбридинга FIS 
и FIT составляли 0.103 и 0.172 соответственно (табл. 2).

Значения FIS в выборке волков в большинстве иссле
дованных локусов были достаточно близки к нулю, что в 
совокупности с высокими значениями гетерозиготности 
может указывать на наличие в популяции панмиксии (Ga
linskayaa et al., 2019). 

Ключевым фактором в криминалистическом исследо
вании может быть правильное отнесение образца к волку 
обыкновенному или собаке домашней. Для оценки воз
можности дифференциации волка и собаки с использо
ванием отобранных микросателлитных локусов был про
веден анализ молекулярной дисперсии (AMOVA). Ре
зультаты AMOVA показали, что доля вариаций между 
выборками волка и собаки составила 8.28 %, а внутри 
выборок – 91.72 %. Компоненты дисперсии среди по
пуляции были значимыми для всех изученных локусов 
(Приложение 6), что говорит о наличии дифференциации 
выборок волка и собаки. Локусы vWF.x, FH2096 и CPH4 

объясняют 21.11, 19.34 и 14.40 % генетической изменчи
вости между выборками соответственно, а для FH2079 
и FH2016 получена самая низкая вариабельность среди 
популяций (2.45 и 2.20 % соответственно).

Согласно интерпретации Райта (Wright, 1978), диапа
зон значений FST от 0.15 до 0.25 указывает на умеренное 
дифференцирование. В то же время значения, находящие
ся в диапазоне 0.00–0.05, свидетельствуют о слабом, но 
заслуживающем внимания различении выборок. В силу 
того, что у гипервариабельных маркеров с большим ко
личеством аллелей значения FST могут быть существенно 
ниже, чем у маркеров с небольшим количеством аллелей, 
более важен вопрос об обнаружении значимой генетиче
ской дифференциации волков и собак по совокупности 
отобранных STRлокусов (Hedrick, 2000). Анализ AMOVA 
между выборками выявил значимую дифференциацию 
между волком и собакой (парное значение FST = 0.0828, 
p < 0.05).

Графическим подтверждением значимой дифферен
циации волка и собаки с использованием отобранных 
локусов служит анализ принадлежности к определенной 
выбор ке (Assignment test). В его основе лежит расчет зна
чения вероятности наличия генотипа определенной особи 
в выборке, из которой он был отобран, и его сравнение 
со значением вероятности этого же генотипа в другой 
выборке. В результате данных расчетов особь относится 
к той выборке, для которой получена наибольшая вероят
ность (рис. 3).

Расчет генетической принадлежности к истинной вы
борке показал высокую консолидированность волков и 
собак: 100 % всех исследованных животных были генети

Таблица 2. Средние значения показателей гетерозиготности для волка и собаки  
и показателей F-статистик Райта для совокупной выборки Canis lupus

Локус HO HE HO HE FIS FST FIT

Собака домашняя Волк обыкновенный

FH2016 0.783 0.894 0.832 0.886 0.129 0.033 0.158

FH2079 0.555 0.664 0.612 0.656 0.221 0.093 0.293

VGL3438 0.751 0.858 0.709 0.784 0.130 0.029 0.155

FH2361 0.793 0.852 0.861 0.821 0.003 0.032 0.035

FH2054 0.792 0.822 0.760 0.781 0.098 0.077 0.167

FH2001 0.737 0.804 0.612 0.744 0.054 0.025 0.078

FH2328 0.763 0.865 0.718 0.743 0.065 0.058 0.119

FH2004 0.767 0.803 0.784 0.885 0.081 0.067 0.142

CPH12 0.571 0.707 0.553 0.650 0.162 0.060 0.212

FH2010 0.641 0.713 0.767 0.777 0.022 0.070 0.090

PEZ17 0.675 0.797 0.777 0.776 0.109 0.068 0.170

PEZ16 0.611 0.793 0.786 0.825 0.145 0.120 0.247

CPH4 0.595 0.611 0.767 0.837 0.103 0.158 0.245

FH2096 0.414 0.524 0.485 0.603 0.174 0.133 0.284

vWF.X 0.545 0.613 0.786 0.838 0.052 0.136 0.182

Среднее 0.666 0.755 0.721 0.774 0.103 0.077 0.172

Примечание. HO – наблюдаемая гетерозиготность; HE – ожидаемая гетерозиготность; FIS − коэффициент инбридинга особей внутри выборки, FST – ин-
декс фиксации аллелей, FIT – коэффициент инбридинга особей в совокупной выборке.
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чески отнесены к собственным кластерам. При этом раз
ница модулей натуральных логарифмов ожидаемых час  
тот генотипов особей, в случае их принадлежности к 
собственной выборке или к альтернативной выборке, 
имела высокое значение: для особей волка обыкновен
ного разница в среднем составляла 8.722, а для собаки 
домашней – 8.584. Высокие значения разницы модулей 
логарифмов ожидаемых частот генотипов подтверждают 
успешность дифференциации волка обыкновенного и со
баки домашней с использованием предложенных локусов.

Важным критерием в криминалистике является адек
ватная интерпретация значения достоверности идентифи
кационного исследования. Для расчета вероятности слу
чайного совпадения генотипов необходимы соответст
вующая референтная база и корректное применение кон  
сервативной процедуры расчета (Buckleton et al., 2016). 
Проведенное исследование массивов генотипов образцов 
волков и собак позволило рассчитать частоты встречае
мости аллелей и поправки на генетическую подразде
ленность популяций волков и собак, обитающих на тер
ритории Беларуси.

Сложная социальная организация жизни у волка на
ряду с четкой селекционной работой с породами собак 
приводит к формированию структурированности попу
ляций этих животных. По этой причине для получения 
максимально достоверного экспертного вывода при иден
тификационном исследовании образца оптимально ис 
 пользовать частотные характеристики локусов конкрет
ных субпопуляций, что практически невозможно в су
дебной экспертизе объектов животного происхождения. 
Альтернативным решением служит введение в расчет час
тоты встречаемости генотипа коэффициента подразде
ленности (θvalue), который учитывает наличие структу
рированности популяций (The Evaluation…, 1996; Buck
leton et al., 2006).

Значения частот генотипов, усредненные по всем жи
вотным и рассчитанные с включением последующих ис
следованных локусов тестсистемы без и с учетом θvalue, 
различаются на три порядка: 3.39 ·10–17 и 4.71·10–14 со
ответственно (табл. 3). Это говорит о том, что без учета 
коэффициента θvalue при идентификации возможна пе

ре оценка (занижение) частоты ге нотипа, что в судебной 
экспертизе приведет к непра вомочному завышению до
стоверности экспертного исследования. 

Анализ показателей информативной ценности локу
сов (PIC) выявил, что все отобранные локусы в объеди
ненной выборке собак, согласно (Botstein et al., 1980), яв
ляются высокоинформативными для исследования ДНК 
как собаки домашней, так и волка обыкновенного (табл. 4). 
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Рис. 3. График генетического отнесения образца к исследуемой выборке (графическая интерпретация анализа Assignment test).

Таблица 3. Значения частоты генотипа,  
усредненные по всем животным, без и с использованием 
поправки на подразделенность популяции

Локус θ-value Частота генотипа 

без учета θ-value 
и с включением  
последующего 
локуса

с учетом θ-value  
и с включением  
последующего 
локуса

FH2016 0.039 2.08 · 10–2 3.62 · 10–2

FH2079 0.145 3.31 · 10–3* 9.58 · 10–3**

VGL3438 0.020 1.55 · 10–4 5.44 · 10–4

FH2361 0.035 7.19 · 10–6 3.39 · 10–5

FH2054 0.081 4.26 · 10–7 3.61 · 10–6

FH2001 0.031 3.23 · 10–8 3.38 · 10–7

FH2328 0.065 1.81 · 10–9 3.04 · 10–8

FH2004 0.090 8.97 · 10–11 2.96 · 10–9

CPH12 0.102 1.26 · 10–11 6.27 · 10–10

FH2010 0.070 1.46 · 10–12 9.84 · 10–11

PEZ17 0.080 1.05 · 10–13 1.16 · 10–11

PEZ16 0.170 6.07 · 10–15 1.91 · 10–12

CPH4 0.173 8.54 · 10–16 4.92 · 10–13

FH2096 0.131 2.25 · 10–16 1.76 · 10–13

vWF.X 0.192 3.39 · 10–17 4.70 · 10–14

Примечание. Локусы приведены в порядке увеличения FST. *  Здесь и 
далее произведение частоты генотипа предыдущих и данного локусов; 
** здесь и далее произведение частоты генотипа предыдущих и данного 
локусов.
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Минимальное значение PIC (0.472) выявлено у локуса 
FH2096 при исследовании объединенной выборки собаки. 
Максимальное значение PIC – для локусов FH2016 у волка 
(0.882) и FH2016 у собаки (0.885). Средние значения PIC 
составили 0.720 для собаки и 0.742 для волка, что можно 
считать значимым для интерпретации результатов в су
дебной генетической экспертизе. 

В результате проведенного секвенирования аллелей 
показано наличие простых повторов, при этом последо
вательности аллелей волка и собаки были идентичны. 
У аллелей локусов FH2016, FH2361 и FH2328 выявле
ны неполные тандемные повторы. В локусах FH2016 и 
FH2328 неполные тандемы обнаружены как в выборке 
волков, так и в выборке собак. В локусе FH2361 микро
варианты были выявлены только в выборке собак. 

Неожиданный результат получен при секвенировании 
аллелей локуса FH2001 (рис. 4). В объединенной выборке 
волков и собак была показана инсерция в 6 п. н., распо
ложенная в нетандемной области локуса. Примечатель
но, что инсерция наблюдалась только в длинных аллелях 
(с 10 тандемными повторами и больше), и не было аллелей 
размером в 11 повторов и более, не содержащих инсерции. 
Поэтому локус FH2001 из финальной криминалистиче
ской панели не был исключен, а аллелям с инсерцией 
присвоены специальные названия – аллели “10in”–“14in”.

По результатам исследования создана тестсистема 
CPlex, содержащая 15 STRлокусов и два локуса половой 
принадлежности. Получены нуклеотидные последова
тельности всех выявленных аллелей; для унификации 
панели к приборному оборудованию аллели идентифици
рованы в тандемном исчислении. Последовательности де
понированы в базу данных GenBank (табл. 5).

Разработанная тестсистема валидирована в соответ
ствии с протоколом Scientific Working Group on DNA Ana
lysis Methods (R.V. Guideline, 2004), апробирована на кол
лекционных образцах и на реальных криминалистических 
объектах. Методические разработки успешно приме ня
ются в экспертной практике при расследовании фактов 
незаконной охоты, жестокого обращения с животными и 
других правонарушений в Республике Беларусь.

Заключение
В ходе проведенного исследования отобраны 15 микро
сателлитных локусов и два локуса половой принадлеж
ности, которые обладают приемлемыми характеристиками 
при работе с ДНК как волков обыкновенных, так и собак 
домашних. Сформирована универсальная тестсистема 
CPlex для идентификации особей вида C. lupus. Прове
дена оценка полиморфизма, криминалистических пара
метров локусов, а также исследована генетическая струк
тура белорусских популяций вида C. lupus. По результа
там статистического анализа массивов генотипов собаки 
и вол ка отобранные локусы соответствуют равновесию 
Харди–Вайнберга. Рассчитаны коэффициенты подразде
ленности популяции для каждого STRлокуса тестсис
темы и доказана эффективность их применения. Разрабо
танная тестсистема CPlex валидирована в соответствии с 
международным стандартом и применяется в экспертных 

Таблица 4. Значения показателя информативной ценности 
отобранных локусов для выборки волка обыкновенного  
и собаки домашней 

Локус PIC

Собака домашняя Волк обыкновенный

FH2096 0.472 0.552

vWF.X 0.541 0.813

CPH4 0.566 0.817

FH2079 0.620 0.579

CPH12 0.651 0.580

FH2010 0.657 0.747

PEZ17 0.766 0.746

PEZ16 0.769 0.827

FH2001 0.774 0.701

FH2004 0.778 0.876

FH2054 0.801 0.759

FH2361 0.830 0.788

VGL3438 0.845 0.755

FH2328 0.848 0.713

FH2016 0.885 0.882

Среднее 0.720 0.742

Примечание. PIC – показатель информативной ценности локуса.

Рис. 4. Участок последовательности локуса FH2001 у собаки и волка.
C.l.f. – собака домашняя, C.l.l. – волк обыкновенный. Красным прямоугольником отмечена инсерция в 6 п. н. в нетандемной области локуса.
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исследованиях по делам о незаконной охоте, нападении 
животных на людей и домашний скот, а также по делам о 
жестоком обращении с животными.

Разработаны «Методика ДНКидентификации биоло
гических образцов животных волк обыкновенный (Canis 
lupus lupus) и собака домашняя (Canis lupus familiaris)» и 
«Методика применения информационностатистического 
комплекса для анализа генетических данных животных 
биологического вида Canis lupus – волка обыкновенного 
(Canis lupus lupus) и собаки домашней (Canis lupus fami
liaris)», предназначенные для практикующих судебных 
экспертов. Информационностатистический комплекс со
держит массивы генотипов и математический аппарат, 
позволяющий автоматизировать обработку данных при 
установлении принадлежности образца к волку обыкно
венному или собаке домашней, расчете достоверности 
экспертного вывода в идентификационном исследовании 
или установлении биологического родства. Заложена так
же возможность ведения генотипоскопического учета 
биологических образцов животных биологического вида 
C. lupus в судебной экспертизе. Разработанные методики 
включены в Реестр судебноэкспертных методик и иных 
методических материалов Государственного комитета су
дебных экспертиз Республики Беларусь, что соответствует 
имплементации разработки в национальную правовую 
систему.
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