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ВВЕДЕНИЕ 
 

Современные подходы к анализу проблем биоразнообразия 
и, соответственно, круг вопросов, которые стали доступны для 
изучения, резко изменились в последние десятилетия и в связи с 
кардинальными переменами в методическом потенциале, и вслед-
ствие углубления знаний в этой области. Так было, когда в попу-
ляционной генетике, а потом и в других биологических дисци-
плинах стали активно использоваться методы математической 
статистики, а потом и биохимические методы. Это привело к по-
явлению и расцвету синтетической теории эволюции. Вторжение 
молекулярно-генетических подходов привело к дополнению 
наших взглядов на эволюционный процесс и позволило использо-
вать нейтральные мутации для определения возраста событий и 
описания демографической истории популяций. В настоящее 
время геномные и постгеномные технологии создают базу для 
дальнейшего прогресса нашего понимания законов развития и 
функционирования живого мира. 

Учебное пособие «Актуальные проблемы современной гене-
тики: генетические методы анализа биоразнообразия» посвящено 
изучению изменчивости и разнообразия живых организмов, про-
цессам микро- и макроэволюции живых организмов, а также об-
разованию экотопов и развитию экосистем. Понимание причин-
но-следственных связей между возникновением и изменениями 
степени и характера внутривидовой изменчивости, видообразова-
нием и экосистемами относится к фундаментальным знаниям, ко-
торые необходимы для приобретения профессиональных компе-
тенций, необходимых студентам биологических и аграрных 
направлений и специальностей. 
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1. ТЕОРЕТИЧЕСКИЕ ОСНОВЫ  
БИОРАЗНООБРАЗИЯ 

В описательной зоологии и ботанике простое 
накопление наблюдений может иметь ценность, 
но этого никогда не бывает в физике. Это обстоя-
тельство составляет для учёного, искушённого в 
теоретической науке, одну из характерных черт 
описательной зоологии или ботаники; для него 
это просто «охота за мухами», т. е. вопрос кол-
лекционирования, а не проницательности.  

S. Toulmin [1953] 

Вид, конечно, понятие не столько ботаническое 
или зоологическое, сколько генетическое. 

П. М. Жуковский  

1.1. ПОНЯТИЕ ВИДА И ФОРМ  
ВНУТРИВИДОВОЙ ИЗМЕНЧИВОСТИ 

1.1.1. Основные концепции вида 
При анализе биоразнообразия мы оперируем разными таксо-

номическими единицами, характеризующими положение интере-
сующего нас организма на эволюционном «дереве жизни»: цар-
ство, отдел, класс, отряд, семейство, тип, род, вид и др. Однако в 
природе реально существует только вид.  

«Вид» является наиболее дискуссионным понятием в биоло-
гии, однако без него разговор о биоразнообразии будет беспред-
метным. На разных этапах развития естествознания представле-
ния о виде менялись.  

По мнению Ж. Б. Ламарка (1751), как в ботанике, так и в зоо-
логии вид должен состоять из совокупности сходных между собой 
особей, которые остаются такими же при размножении, при этом он 
акцентировал внимание на существовании «случайных различий», 
половых различий и разновидностей в пределах одного вида. 
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Согласно типологической (монотипической) концепции, 
вид представляет собой группу особей, морфологически сходных 
с эталоном-образцом (базиотипом, представителями типовой се-
рии, происходящими из типового местообитания), который хра-
нится в общедоступной коллекции, а идентификация вида прово-
дится на основании диагностических признаков, чаще всего мор-
фологических. Признак является диагностическим, если имеет 
специфическое состояние, свойственное только для особей данно-
го вида, но отсутствующее у всех особей других видов.  

Изменчивость, возникающая под влиянием условий среды 
или мутаций, может привести к преобразованию фенотипа. По-
этому морфологические критерии имеют условную ценность для 
диагностики таксона.  

При анализе биоразнообразия применение этой концепции 
осложняется тем, что она исключает формы модификационной 
изменчивости и не позволяет дифференцировать виды-близнецы.  

Монотипические виды, по мнению Н. И. Вавилова [1928], 
«существуют только до того времени, как они изучаются в герба-
рии, но при детальном ботанико-географическом изучении они 
распадаются на множество форм». Например: виды Zea mays, 
Triticum durum, Pisum sativum и другие имеют сотни тысяч форм 
внутривидовой изменчивости.  

Биологическая концепция вида была сформулирована сто-
ронниками синтетической теории эволюции. Она предполагает, 
что виды состоят из популяций, обладающих внутренней генети-
ческой интегрированностью, вследствие того, что все особи вида 
имеют общую генетическую программу, исторически сложившу-
юся в ходе эволюции [Тимофеев-Ресовский, 2009].  

Виды представляют собой группы популяций, в состав кото-
рых входят особи, которые имеют потенциальную возможность 
скрещиваться и давать плодовитое потомство, но при этом они 
репродуктивно изолированы от других таких же групп [Майр, 
1974]. Таким образом, морфологическое сходство особей в преде-
лах вида как бы уходит на второй план. 

При анализе биоразнообразия политипическая концепция 
вида позволяет лучше, чем типологическая, представить систему 
образования и преобразования видов. Так как вид, как и любой 
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объект, можно детализировать до бесконечности, обращая внима-
ние на морфологические, физиологические, этологические и про-
чие подробности его существования, которые могут сделать зада-
чу анализа биоразнообразия невыполнимой.  

В ходе истории формирования вид гармонично приспосаб-
ливается к условиям своего существования, а наличие репродук-
тивных барьеров позволяет это сохранить. Межвидовая гибриди-
зация происходит крайне редко, но в тех редких случаях, когда 
она имеет место, обычно возникает дисбаланс, негативно отра-
жающийся на их жизнеспособности.  

Каждый вид можно рассматривать как биологический экспе-
римент. Попадая в новые условия, он может оказаться как в эво-
люционном тупике, так и на старте новых широких возможностей 
адаптации. 

Один и тот же генотип может порождать разные фенотипы в 
разных условиях среды. Экстремальные обстоятельства могут вы-
звать реализацию возможностей, которые не проявляются в усло-
виях, близких к нормальным. Внутри- и межпопуляционная из-
менчивость не согласуется с типологической концепцией вида. 

В центре ареала популяции, как правило, имеют более высо-
кую плотность и большую индивидуальную изменчивость, чем на 
периферии, так как они населены обычно менее плотно, а инди-
видуальная изменчивость там меньше. Причина состоит в том, 
что лишь ограниченное число генотипов способно существовать 
вблизи границы ареала вида, на пределе возможностей существо-
вания, так как видовые и подвидовые признаки – адаптивны.  

Обычно описание вида приводится упрощённо, так как учи-
тывать все нюансы его модификационной изменчивости не имеет 
смысла. К. Линней (1753) в работе «Философия в ботанике» пи-
сал, что «нищета не знает законов», подразумевая, что исследова-
тель, наблюдая объект только при каких-то определённых усло-
виях, может выработать стандарт его восприятия и начать его из-
лишне детализировать. Пока не будет принята концепция полити-
пического вида, каждая отличающаяся популяция может быть 
возведена в ранг настоящего вида. Утверждение, что политипиче-
ские виды отсутствуют, свидетельствует о недостаточности вы-
борки из периферических или периферически изолированных по-



9 

пуляций или о том, что авторы склонны называть видом отлич-
ный географический изолят. В таких случаях особенно полезным 
может оказаться использование молекулярных признаков – нук-
леотидных последовательностей маркерных генов. 

Виды политипичны и состоят из популяций, распределённых 
как в пространстве, так и во времени, им свойственны как сход-
ство, так и изменчивость. 

1.1.2. Формы внутривидовой изменчивости 
Виды представляют собой реальные единицы эволюции, в 

которых временно воплощаются гармоничные, хорошо интегри-
рованные генные комплексы. Видообразование представляет со-
бой метод, с помощью которого эволюция движется вперёд по-
средством продуцирования новых генных комплексов, обеспечи-
вающих адаптацию к новым экологическим условиям и само био-
разнообразие. 

Формы (морфобиологические группы) представляют собой 
группы особей одного вида, отличающихся друг от друга по сво-
им морфологическим, анатомическим признакам, биологическим 
или физиологическим и биохимическим особенностям, продол-
жительности онтогенеза и времени смены фаз развития и пр.  

Формы внутривидовой изменчивости могут быть ареаль-
ными и безареальными.  

Ареальные формы внутривидовой изменчивости: подвид, 
популяция, экотип, клон.  

Подвид (географическая раса, экотип) – совокупность фено-
типически сходных популяций некоторого вида, населяющих 
часть ареала этого вида и существенно отличающихся от других 
популяций этого вида. Например: в пределах вида Betula nana L. 
выделяют подвиды Betula nana subsp. exilis (Sukaczev) Hultén и 
Betula nana subsp. nana (http://www.efloras.org/ FNA Vol. 3 
Betulaceae). Betula nana subsp. exilis распространён на северо-
востоке Азии и северо-западе Северной Америки, на Аляске, 
Юконе до зал. Гудзон. Betula nana subsp. nana распространён на 
северо-востоке Северной Америки и Гренландии. То есть ареалы их 
распространения удалены, и между ними находится преграда – за-
лив Гудзон, который препятствует их скрещиванию между собой.  
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Внутри подвида можно выделить климатические разновид-
ности, и чем разнообразнее условия в ареале вида, тем больше 
можно ожидать у него климатипов и экотипов.  

Клоном называется группа особей, происходящих от одной 
особи в результате бесполого размножения. Например, карто-
фель – Solanum tuberosum L. можно размножать вегетативно – 
клубнями, при этом различиями, возникающими в результате со-
матического мутагенеза, можно пренебречь.  

Популяция представляет собой совокупность организмов, 
свободно скрещивающихся между собой и образующих плодови-
тое потомство. При этом как диагностические, так и любые другие 
признаки (морфологические, экологические и пр.) могут быть по-
лиморфными. Например, «пшеницы-двуручки» при осеннем посе-
ве ведут себя как озимые, а при весеннем как яровые, т. е. наблю-
дается полиморфизм по продолжительности периода вегетации. 

Разбиение вида на популяции бывает весьма условно. При 
исследовании природных популяций это разбиение зачастую опе-
рационально. Считается, что мы имеем дело с двумя популяция-
ми, если удается выделить две группы особей, у которых вероят-
ность скрещивания внутри группы достоверно выше, чем если 
родители принадлежат к разным группам. Если к тому же геогра-
фическая граница между группами достаточно резкая, то принято 
говорить о существовании у вида «популяционной структуры».  

Безареальными называются следующие формы внутриви-
довой изменчивости: мутантные формы (лузусы, аберрации), ги-
бридные формы. Такие разновидности имеют большое значение 
для селекционной практики. Резкую границу между лузусами и 
аберрациями иногда провести трудно. Например, ель европейская 
змеевидная – Picea abies var. Virgata формирует преимущественно 
ветви первого порядка, в результате образуется плакучая крона. У 
ясеня (Fraxinus) и акации белой (Robinia pseudoacacia) листья 
обычно сложные, но бывают и простые.  

Искусственно созданные формы  
внутривидовой изменчивости 

Сорт представляет собой популяцию организмов, искус-
ственно созданных человеком и обладающих определёнными 
наследственными особенностями (морфологическими, физиоло-
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гическими и пр.), проявляющимися при определённых услови-
ях среды (культивирования, агротехники и пр.).  

Экады – формы ненаследуемой (модификационной) измен-
чивости, приуроченные к определенным местообитаниям и нося-
щие приспособительный характер. Например, мелколистность 
древесных растений связана с их солевыносливостью и замороз-
коустойчивостью [Булыгин, 1991]. 

Со временем между формами внутривидовой изменчивости 
может развиться устойчивая репродуктивная изоляция и они мо-
гут стать самостоятельными видами. Однако преждевременное 
возведение их в ранг вида может затруднить представления ис-
следователей о путях видообразования. 

Исчезновение форм внутривидовой изменчивости свиде-
тельствует о том, что данный генотип оказался нежизнеспособ-
ным к адаптации в данных условиях среды, но для вида в целом 
это не критично. 

При анализе биоразнообразия формы внутривидовой измен-
чивости иногда возводят в ранг вида или даже относят к другому 
роду, в результате вопросы состава экосистем и путей их эволю-
ции становятся крайне запутанными.  

1.1.3. Центральные и периферические  
популяции  

Каждый вид представляет собой независимую генетиче-
скую систему, репродуктивно изолированную от других симпат-
рических видов и экологически совместимую с ними. Видообра-
зование может происходить постепенно (географическое видо-
образование) или мгновенно (полиплоидия). Репродуктивная 
изоляция означает наличие механизмов, которые охраняют гар-
монично коадаптированный генофонд от разрушительного влия-
ния генотипов из других генофондов. В ходе видообразования 
формы внутривидовой изменчивости могут приобретать репро-
дуктивную изоляцию.  

В центре ареала вида чаще всего наблюдается высокая сте-
пень изменчивости, так как условия среды оптимальны для вида и 
в них может выживать максимальное количество различных 
форм. Условия обитания периферических и изолированных попу-
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ляций обычно близки к критическим условиям для данного вида, 
в них выживают только те генотипы, которые могут к ним адап-
тироваться. В таких популяциях численность вида может резко 
сокращаться в неблагоприятные годы и увеличиваться в благо-
приятные. В отличие от центральной части видового ареала для 
них характерны резкое колебание численности и высокая генети-
ческая изменчивость [Майр, 1974]. 

Высокая степень специализации генотипа к условиям среды 
может оказаться критичной в случае резких изменений среды, по-
этому, при анализе биоразнообразия, важно выявлять факторы, 
лимитирующие распространение вида. 

1.2. МЕХАНИЗМЫ, ПРЕДОТВРАЩАЮЩИЕ  
СКРЕЩИВАНИЯ РАЗНЫХ ВИДОВ  

Видообразование предполагает приобретение видом незави-
симой генетической системы, репродуктивно изолированной от 
других симпатрических видов.  

Классификация изолирующих механизмов [Майр, 1974]: 
– докопулятивные (презиготические): 
– биотопическая, сезонная, географическая, экологическая 

изоляция; 
– этологическая (поведенческая) изоляция; 
– механическая изоляция; 
– посткопулятивные (постзиготические): 
– гибель гамет; 
– гибель зигот; 
– стерильность или низкая жизнеспособность гибридов. 
Механизмы формирования репродуктивной изоляции и ее 

поддержания являются предметом многочисленных исследова-
ний, составляя основу эволюционной биологии. Репродуктивные 
барьеры очень специфичны и могут иметь промежуточные состо-
яния. Например, распространена ситуация, когда самки вида А 
уже изолированы от самцов вида Б, а самки вида Б все еще могут 
давать плодовитые гибриды с самцами вида А. Именно так устро-
ена изоляция во многих парах сестринских видов Drosophila. 
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Для многих организмов использование генетического крите-
рия путем скрещивания требует много времени, причём больше, 
чем живёт сам исследователь. Поэтому всё активнее применяют 
методы молекулярно-генетического анализа, который может про-
яснить филогенетическую близость изучаемых объектов и ино-
гда – восстановить последовательность событий, приведших к 
изоляции.  

1.3. МУТАЦИОННАЯ ИЗМЕНЧИВОСТЬ  
КАК ИСТОЧНИК БИОРАЗНООБРАЗИЯ 

Источником наследственной изменчивости являются мута-
ции. Этот термин впервые ввел Хуго де Фриз (1886), на основа-
нии изучения растений ослинника (Oenothera) он сформулировал 
мутационную теорию, которую изложил в книге «Мутации и пе-
риоды мутаций при происхождении видов» (1901). 

Мутация, чаще всего, возникает в результате изменения од-
ного гена и состоит в замещении, дупликации или делеции одной 
или нескольких пар оснований. В результате мутации возникают 
новые аллели, которые наследуются так же, как и исходные. Ген-
ные мутации представляют собой изменения последовательно-
стей нуклеотидов, которые могут приводить к изменению фено-
типа. Причиной их возникновения могут быть ошибки копирова-
ния в ходе репликации или модификации ДНК в клетках зароды-
шевой линии под действием мутагенов различной природы. Фи-
зические мутагены: радиация, высокая и низкая температура, ме-
ханические воздействия, ультразвук. Химические мутагены: раз-
личные органические и неорганические соединения.  

Мутация – это результат сложной цепи биохимических ре-
акций, и их частоты неравномерно распределены по геному. Му-
тации могут проявляться в изменении морфологии, физиологии, 
биохимии, поведения и пр. Существует множество различных 
классификаций мутаций, в основу которых положены различные 
принципы.  

Типы мутаций  
1. Генные – точечные мутации (внутригенные), приводят к 

изменению нуклеотидов внутри гена:  
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– к потере нуклеотидов (делеции);  
– удвоению нуклеотидов (дупликации);  
– вставке нуклеотидов;  
– изменению порядка чередования нуклеотидов.  
2. Хромосомные: 
– транслокации (обмен участками между двумя негомоло-

гичными хромосомами); 
– инверсия – поворот участка хромосомы на 180°; 
– дупликации, нехватки, инверсии, инсерции. 
3. Геномные:  
– кратное изменение числа хромосом (полиплоидия и гапло-

идия);  
– добавление или потеря отдельных хромосом (анеуплоидия). 
Мутации могут быть доминантными и рецессивными. 
По относительному влиянию на жизнеспособность и плодо-

витость организма мутации бывают полезные, нейтральные и 
вредные. 

Мутации, возникающие в гаметах и клетках, из которых об-
разуется зигота, – наследуются. Мутации, возникающие в сомати-
ческих клетках, не наследуются, но могут распространяться в по-
пуляции путём вегетативного размножения (клонирования).  

По появлению мутации могут быть прямые и обратные 
(очень редкое явление). 

В природе мутации возникают случайно, но их шансы на со-
хранение зависят от того, полезны они или нет в данных условиях 
среды. Мутации случайны в том смысле, что вероятность их воз-
никновения не обусловлена потребностью. Однако условия среды 
могут оказаться благоприятными для распространения мутации в 
популяции или наоборот. Все гены участвуют в межгенных взаи-
модействиях. Поэтому в зависимости от генотипа влияние мутант-
ного аллеля на жизнеспособность может существенно изменяться.  

Несмотря на то что на уровне морфологии и физиологии му-
тации были обнаружены у многих организмов, долгое время не 
удавалось проследить их на молекулярном уровне. Однако на 
протяжении последних двух десятилетий были найдены методы 
их идентификации.  
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Мутации обычно имеют множественные – плейотропные 
эффекты, обусловленные межгенными взаимодействиями, поэто-
му их определение как положительных, отрицательных или 
нейтральных довольно условно, так как один и тот же эффект в 
разных условиях может быть положительным, а в других отрица-
тельным. Учитывая, что эффектов от мутации может быть не-
сколько, целесообразней проводить оценку каждого из них и 
применительно к конкретным условиям. Вся селекция построена 
по принципу «тришкиного кафтана», когда использование одного 
из ценных в хозяйственном отношении эффекта всегда влечет за 
собой какие-либо отрицательные последствия. Например, формы 
гороха, которые имеют усатые листья, обладают высокой засухо-
устойчивостью, но низкой урожайностью.  

Летальные мутации, казалось бы, не могут считаться как по-
ложительные, но это – для конкретного организма, а в целом для 
вида они несут положительный эффект, так как позволяют эли-
минировать безнадёжные в плане адаптации генотипы. Кроме то-
го, мутации, которые летальны в гомозиготном состоянии, могут 
повышать жизнеспособность гетерозигот – моногенный гетеро-
зис. Например: ген, вызывающий серповидно-клеточную анемию 
у человека, в гетерозиготном состоянии предотвращает заболева-
ние малярией и поэтому широко распространён в популяциях лю-
дей, живущих в зоне распространения малярии. 

Фенотипы организмов, отличающихся всего по одному гену, 
могут не отличаться от исходных фенотипов вовсе, могут иметь 
слабо заметные отличия, но могут отличаться сильнее, чем пред-
ставители разных семейств. Так у Arabidopsis thaliana (модельно-
го объекта для генетических исследований) растения дикого типа 
Landsberg 0 (рис. 1, A) существенно отличаются от растений му-
тантных линий. В частности, в отличие от дикого типа у мутантов 
bp-1 – brevipedicеllus цветоножки сильно укорочены и поэтому их 
плоды повёрнуты вниз (рис. 1, B); у растений мутантной линии – 
аp1-1 – apetala – цветок лишён лепестков (рис. 1, C); у растений 
мутантной линии dw (№ 232 в каталоге NASC) – dwarf – карлик 
практически редуцирован стебель и цветки располагаются оди-
ночно или образуют соцветие из 2–4 цветков, что существенно 
меньше, чем у дикого типа (рис. 1, D). 
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A  B  

C  D  

Рис. 1. Мутантные линии Arabidopsis thaliana 

A – Landsberg erecta – дикий тип;  
B – bp-1 – brevipedicеllus – короткая цветоножка;  

C – аp1-1 – apetala – цветок без лепестков;  
D – dw (№ 232 в каталоге NASC) – dwarf – карлик 

Процесс возникновения мутаций – мутагенез по происхож-
дению может быть естественный (спонтанный) или искусствен-
ный (индуцированный).  
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1.4. НЕНАСЛЕДУЕМАЯ (МОДИФИКАЦИОННАЯ)  
ИЗМЕНЧИВОСТЬ  

Изменения под влиянием условий среды (модификационная 
изменчивость) не наследуются, хотя могут менять облик живот-
ных и растений в значительной степени. Например, почвенно-
климатические условия также могут в значительной степени вли-
ять на проявление как качественных, так и количественных при-
знаков. Соли кальция, которые содержатся в мергельных почвах, 
делают клеточную оболочку более плотной и тормозят её растя-
жение. В результате растения, растущие на мергельных почвах, 
обычно имеют более мелкие листья, меньшую высоту и меньшее 
количество цветков, чем те, которые растут на чернозёмах.  

Типы модификационной изменчивости: 
● Онтогенетическая изменчивость – индивидуальная из-

менчивость: 
– возрастная; 
– сезонная; 
– травматическая. 
● Социальная.  
● Экологическая – групповая изменчивость: 
– средовая; 
– экотопическая; 
– сезонная. 
Модификационная (паратипическая) изменчивость не пере-

даётся по наследству и носит приспособительный характер (табл. 1). 

Таблица 1  

Модификационная изменчивость Мутационная изменчивость 

Ненаследуемые Наследуемые 
Носят приспособительный характер  Не носят приспособительный характер 
Предсказуемы Непредсказуемые 
Массовые Единичные 
Обратимы Необратимы 
Не затрагивают ДНК Затрагивают ДНК 

 
Модификационная изменчивость определяется размахом 

нормы реакции. 
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Норма реакции – пределы, в которых может изменяться фе-
нотипическое проявление признака, в зависимости от условий 
внешней среды. 

Мутации изменяют норму реакции. Учитывая, что в популя-
ции существует множество мутаций в рецессивном состоянии, то 
в случае их проявления следует ожидать изменения фенотипа и 
нормы реакции признака, но это не может быть поводом для вы-
деления такой группы особей в новый вид. Чем лучше изучен вид, 
тем более вероятно, что в нём будут обнаружены экологический 
полиморфизм или непрерывная экологическая изменчивость 
[Майр, 1974]. 

1.5. РАСПРЕДЕЛЕНИЕ ЗНАЧЕНИЙ ПРИЗНАКА 

При исследовании отбора, а также просто для иллюстрации 
различных его механизмов часто используются вариационные ря-
ды, которые представляют собой гистограмму, полученную на 
основании анализа частоты встречаемости ранжированных при-
знаков. Для её построения в пределах выборки образцов проводят 
измерения значений какого-либо признака. Общую совокупность 
значений признака (от наименьшего до наибольшего) разбивают 
на несколько равных интервалов. Число интервалов зависит от 
числа измерений, и многие программы оценивают это число ав-
томатически (например, высота растений ler Arabidopsis thaliana 
при определённых условиях среды варьировала в пределах от 15 
до 22 см). Подсчитывают число измерений, которые попадают в 
каждый из интервалов, в результате чего получается ряд чисел, 
равный числу интервалов. Полученные значения откладывают на 
графике в виде кривой (рис. 2). В результате сумма всех частот 
будет равна единице, или 100 %. 

Ширину разброса значений можно считать приблизительной 
оценкой разнообразия организмов по исследуемому признаку. 
Большое значение имеет также форма распределения. Распреде-
ления, имеющие единственный максимум, называются одномо-
дальными. Если одномодальные распределения асимметричны, то 
их называют смещенными. Отдельный интерес часто представ-
ляют распределения, у которых два или более максимума. Такие 
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распределения называются, соответственно, бимодальными или 
полимодальными. Обычно они отражают изменчивость в преде-
лах выборки, и чем полнее выборка в пределах нормы реакции, 
тем ближе она будет к нормальному распределению. Например, у 
мутантной линии Arabidopsis thaliana число цветков на побегах 
варьирует от 1 до 25 и имеет распределение, близкое к нормаль-
ному (рис. 2, А).  

 

A  

B  

Рис. 2. Вариационные ряды изменчивости числа цветков  
у Arabidopsis thaliana.  

A – у линии ler – данные взяты с учётом повторностей и с разных побегов;  
B – у линий tfl1-2 ler – данные одной выборки 
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У мутантной линии tfl1-2 норма реакции уже, чем у ler, и 
число цветков у них изменяется в пределах от 1 до 6 (рис. 2, B). 
Причём если ограничиться небольшой выборкой, взятой из опре-
делённых условий и с определенной части растения, например 
только с главного побега, то их распределение признака не будет 
охватывать всю широту нормы реакции, а будет далеким от нор-
мального. Поэтому нормальное распределение признака в пре-
делах ареала вида может иметь решающее значение при анализе 
биоразнообразия, так как может свидетельствовать о фрагментар-
ном анализе признака в пределах нормы реакции. 

Разброс значений признака характеризует размах нормы ре-
акции.  

В пределах возможных значений признака можно выделить 
зоны оптимума и депрессии.  

Зона оптимума – наиболее вероятное значение признака в 
данных условиях среды. 

Зона депрессии – менее вероятное значение признака в дан-
ных условиях среды. 

В целом общий разбор складывается из разброса, возникаю-
щего в результате генетической изменчивости в популяции и вли-
яния условий среды. Это выражается формулой  

σ2
Σ = σ2

e + σ2
g, 

где σ2
Σ – общая дисперсия значений признака складывается из: 

σ2
e – дисперсии, обусловленной влиянием среды, и σ2

g – диспер-
сии, обусловленной генетическим разнообразием. 

 
Из этой формулы следует, что у группы особей с одинако-

выми генотипами все равно будет наблюдаться разброс значений 
признака, возникающий в результате небольших вариаций воз-
действия окружающей среды в процессе их индивидуального раз-
вития. Таким образом, формируется разнообразие фенотипов, и 
именно на них действуют различные формы отбора. Это действие 
приводит к тем или иным изменениям формы распределений зна-
чений признаков. 
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1.6. ДЕЙСТВИЕ ОТБОРА НА РАСПРЕДЕЛЕНИЕ  
ЗНАЧЕНИЙ ПРИЗНАКОВ 

Естественным отбором, согласно взглядам Дарвина, назы-
вается небольшое, обусловленное влиянием окружающей среды 
изменение шансов оставить плодовитое потомство. Эта точка 
зрения принципиально отличается от экстремистского понимания 
естественного отбора как «выживания наиболее приспособлен-
ных», которое получило широкое распространение благодаря 
формулировке, предложенной одним из основоположников либе-
рального мировоззрения, экономистом и философом Спенсером.  

Несмотря на то что в «Происхождении видов» [Darwin, 
1882] нет определения естественного отбора в современном по-
нимании, там содержатся рассуждения: «Много мелких различий, 
которые появляются у потомства от одних и тех же родителей... 
могут быть названы индивидуальными различиями... Эти индиви-
дуальные различия имеют для нас самое большое значение, так 
как они часто наследуются... таким образом они позволяют мате-
риалам для естественного отбора действовать и накапливаться». 
Четыре основных типа отбора проиллюстрированы на рис. 3. 

 

 

Рис. 3. Типы отбора 
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При стабилизирующем отборе сокращается доля крайних 
форм независимо от того, в какую сторону от оптимума произо-
шло отклонение. При этой форме отбора разнообразие организ-
мов уменьшается. 

Движущий отбор происходит, если оптимум значения при-
знака сдвигается в сторону одного из крайних значений (см. рис. 
3), в результате чего максимум распределения сдвигается в соот-
ветствующую сторону. Поскольку любой отбор действует только 
на уже существующее разнообразие, максимум будет постепенно 
смещаться в сторону отбора. При этой форме отбора степень раз-
нообразия постепенно уменьшается. 

Дизруптивный отбор, в отличие от двух предыдущих меха-
низмов, происходит, если возникают два оптимума, один вблизи 
максимального, другой – вблизи минимального значений призна-
ка (см. рис. 3). Со временем кривая распределения значений ста-
новится двухмодальной (т. е. с двумя пиками), впадина между 
максимумами становится все глубже. Предполагается, что именно 
разные вариации дизруптивного отбора участвуют в видообразо-
вании. При этой форме отбора общее разнообразие увеличивается. 

Балансирующий отбор поддерживает разнообразие как та-
ковое. При этой форме отбора нет какого-то определенного опти-
мума (или оптимум очень широк), в результате поддерживается 
максимальное разнообразие значений признака (см. рис. 3).  

Модификационная и мутационная изменчивость могут раз-
виваться в популяции параллельно. Например, если в условиях с 
коротким периодом вегетации растения имеют меньшую высоту, 
чем обычно, то в случае появления среди них растения с карлико-
вой мутацией его потомство может получить адаптивные преиму-
щества, так как в таком случае развивается направленный отбор.  

В природных популяциях распространение мутаций проис-
ходит под покровом модификаций [Шмальгаузен, 1957]. В селек-
ционной практике отбор проводится искусственно и формы со-
храняются целенаправленно, хотя в дикой природе они могли 
быть элиминированы отбором. 
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1.7. ГЕОГРАФИЧЕСКАЯ ИЗМЕНЧИВОСТЬ ВИДОВ  
И ИХ АРЕАЛЫ  

Бесчисленные аспекты географической изменчивости вида и 
существование «полувидов» доказывают широкое распростране-
ние географического видообразования.  

Географическая изоляция представляет собой чисто внеш-
ний фактор (действие которого полностью обратимо) и сама по 
себе не ведёт к образованию видов. Её роль заключается лишь в 
том, чтобы сделать возможной беспрепятственную генетическую 
перестройку популяций, которая служит предпосылкой для со-
здания изолирующих механизмов. 

Любой признак (морфологический, физиологический и пр.) 
может быть подвержен географической изменчивости в пределах 
ареала вида.  

Ареал (от лат. area – площадь, пространство) – это террито-
рия (акватория), на которой распространен и проходит полный 
цикл своего развития данный таксон.  

В случае протяженного ареала размах этой изменчивости 
может быть весьма велик, поскольку в каждой части ареала вид 
должен отвечать требованиям местных условий. 

Поскольку условия среды постепенно изменяются с измене-
нием широты и долготы, то следует ожидать у разных видов в 
значительной мере параллельную изменчивость.  

Правило, сформулированное в 1847 г. немецким биологом 
Карлом Бергманом, гласит, что среди сходных форм теплокров-
ных животных наиболее крупными являются те, которые живут в 
условиях более холодного климата – в высоких широтах или в го-
рах. Например: самые крупные виды медведей – полярные Ursus 
maritima, самые мелкие – индийские и африканские. Это правило 
не соблюдается для беспозвоночных и растений, где, наоборот, в 
экстремальных условиях созревание ускоряется, а размеры тела 
половозрелых особей – уменьшаются. 

Фенотипический признак не означает, что он существенен 
для ареала в данном подвиде, а означает, что генотип, который 
возник в процессе эволюции в данной области, в результате отбо-
ра, его обусловливает. Например: рецессивный летальный аллель 
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гена серповидно-клеточной анемии приводит к устойчивости к 
малярии и широко распространен среди населения малярийных 
районов.  

Физиологическая адаптация локальной популяции, имеющая 
адаптивное значение, при перенесении в другие условия может 
исчезнуть. 

Параллельные изменения с изменениями широты и долготы 
широко распространены. 

Климатические правила – это чисто эмпирические обобще-
ния, описывающие параллелизм между морфологическими и фи-
зическими характеристиками среды.  

Некоторые правила применимы при анализе видов изменчи-
вости в пространстве и во времени.  

1. Популяции внутри вида обычно отличаются генетически, 
а иногда и фенотипически.  

2. Степень различий между разными популяциями вида ва-
рьирует от почти полного отсутствия до уровня, близкого к меж-
видовому. 

3. Область, занимаемая внешне идентичными популяциями, 
может быть крайне мала или может включать весь ареал вида. 

4. Различные признаки вида могут варьировать независимо. 
5. Все признаки, используемые для различения видов, могут 

быть подвержены географической изменчивости в той или иной 
степени. 

Признаки данной популяции имеют, обычно, генетическую 
основу и в большинстве случаев обнаруживают тенденцию со-
хранять относительное постоянство на протяжении ряда лет. 

Экотипическая адаптация локальных популяций способству-
ет повышению генетического разнообразия вида. 

Географическая изменчивость проявляется на популяцион-
ном уровне, и это следует учитывать при определении ареала вида. 

Границы ареала вида ограничены условной линией, за кото-
рой селективные факторы среды препятствуют успешному раз-
множению. Отдельные особи могут появляться за этой линией, но 
при постоянных условиях они не могут там закрепиться. Даже ес-
ли эта граница расширяется в период ослабления действия лими-
тирующих факторов, при их усилении она возвращается на преж-



25 

нее место. В результате граница вида, хотя и динамична в целом, 
остаётся стабильной.  

Сдвиги границы вида возможны, в частности, в связи с из-
менением климатических условий.  

Границы распространения вида иногда совпадают с некото-
рыми климатическими факторами. Например: граница распро-
странения Rubus pepegrina в Западной Европе совпадает с январ-
ской изотермой +4,5 °С [Тахтаджян, 1978].  

Устойчивые долговременные изменения климата порождают 
изменения в распространении многих организмов. В этой связи 
необходимо отметить, что часть видов, которые внесены под 
охрану на границах своих ареалов, просто передвинули эти гра-
ницы по причине временных климатических изменений или по 
причине завышения таксономического ранга локальных форм 
географической изменчивости.  

Выдающийся ботаник В. Л. Комаров [1951] считал, что вид – 
это морфологическая система, помноженная на географическую 
определённость. Однако, учитывая, что границы ареала вида обу-
словлены влиянием лимитирующих факторов среды и изменяют-
ся в ходе истории его формирования, то их положение изменяется 
во времени и пространстве. Например, если температура является 
лимитирующим фактором для вида растений, то по мере потепле-
ния граница ареала будет продвигаться на север. 

 
В зависимости от размеров и очертаний ареала различают 

виды: эндемики, космополиты.  
Эндемики – это виды, которые встречаются только в одном 

месте. Например, Pelargonium graveolens L. Her. – эндемик Кап-
ских гор, кенгуру – эндемик Австралии. 

К сожалению, в современной литературе термин «эндемизм» 
не всегда корректно используется. Например, иногда говорят о 
«сибирских» эндемиках, что предполагает весьма обширный ареал 
распространения с довольно большим разнообразием условий среды.  

Космополиты – это виды (или надвидовые таксоны), кото-
рые имеют очень широкие ареалы, включающие несколько кон-
тинентов. Например: Rattus norvegicus – серая крыса, Drosophila 
melanogaster – дрозофилла, Poa annua – мятлик однолетний и др.  
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В целом соблюдается закономерность: чем шире видовой 
ареал, тем шире его спектр адаптаций. 

Ареал сплошной, или непрерывный, если особи вида 
встречаются во всех подходящих для их жизни местах обитания. 
Например, серый воробей, домовая муха.  

Однако ни один вид не встречается на площади своего ареа-
ла повсеместно, а заселяет только свойственные ему экологиче-
ские ниши.  

Ареал прерывистый (дизъюнктивный, разорванный), ес-
ли он распадается на несколько разобщенных территорий и пред-
полагает географическую изоляцию между его участками. 
Например, у голубой сороки Cyanopica cyana одна часть ареала 
находится в Европе, а другая – в Восточной Азии. 

Участки, заселенные одной формой внутривидовой измен-
чивости, – дизъюнкция. Если на участке встречается одна форма, 
то дизъюнкция однородная, а если несколько, то разнородная 
(или гетерогенная).  

Как для морских, так и для наземных живых организмов ха-
рактерны биполярные разрывы ареалов, когда они встречаются 
одновременно в умеренно холодных регионах Северного и Южно-
го полушарий, но отсутствуют в разделяющих их тропических зонах.  

Территорию, на которой происходит становление вида, 
называют первичным ареалом, изменение исходной территории 
приводит к формированию вторичного ареала. 

Иногда определить ареал достаточно проблематично из-за 
миграций (например, у лососёвых рыб или перелётных птиц).  

Преобразования ареалов могут быть связаны с разными при-
чинами:  

– возникновением орографических или других географиче-
ских преград; 

– сукцессией сообществ, с которыми были связаны те или 
иные таксономические группы живых организмов, в результате 
изменений климата либо антропогенной деятельности;  

– сокращением площади суши. 
Дробление ареалов вследствие горообразования, антропо-

генного влияния и пр. может способствовать изоляции популя-
ций, формированию репродуктивной изоляции и видообразова-
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нию. Однако в результате инбридинга сокращается амплитуда 
изменчивости и жизнеспособность вида может снизиться, а чис-
ленность может начать сокращаться вплоть до полного исчезно-
вения популяции на изолированной территории. 

В пределах ареала особи одного и того же вида могут отли-
чаться по причине модификационной и внутривидовой изменчи-
вости. В оптимальных для вида условиях могут выживать самые 
разные формы, поэтому в центре видообразования обычно 
наблюдается максимальное разнообразие, но по мере удаления из 
зоны оптимума будут оставаться только те формы, для которых 
данные условия благоприятны. Поэтому по мере удаления от цен-
тра происхождения вида внутривидовая изменчивость обычно со-
кращается. Кроме того, на краю ареала порой могут выживать 
только аберрантные формы, которые оказались бы неконкуренто-
способны в центре видового ареала (рис. 4). 

 

 

Рис. 4. Направленный отбор 

Вид постоянно преобразуется, в связи с этим был сформули-
рован Закон Красной королевы: «чтобы оставаться на прежнем 
месте, нужно очень быстро бежать». Это значит, что условия оби-
тания вида постоянно меняются и, чтобы он мог сохранить свой 
ареал, внутривидовая изменчивость должна происходить посто-
янно, но оставаться будут только те формы, для которых данные 
условия будут благоприятными. 
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1.8. ЭКОЛОГИЯ ВИДООБРАЗОВАНИЯ 

Границы ареалов видов определяются лимитирующим дей-
ствием климатических факторов. Они довольно лабильны и изме-
няются во времени. Климатические условия подвержены колеба-
ниям, которые вызывают расширение и сужение границ ареалов. 
В периоды сокращения ареалов в пригодных для обитания местах 
часто сохраняются реликтовые популяции, которые могут до-
стичь уровня вида. 

Любая граница вида, определяемая климатическими факто-
рами, находится в состоянии динамической стабильности. Суще-
ствование многих изолятов можно объяснить только как резуль-
тат происходивших в прошлом расширений ареалов в такие пери-
оды, когда климат был для этого благоприятен. 

Самое активное видообразование должно происходить в ме-
стах, которые особенно богаты географическими преградами. 

Большое число подвидов свидетельствует о значительной 
локализации популяций, т. е. об уменьшении потока генов. Виды, 
состоящие из более крупных особей, имеют меньше форм внут-
ривидовой изменчивости, но более широкие ареалы. 

Не существует стандартной скорости видообразования. 

1.8.1. К/R-стратегии адаптации 
Чем лучше организм защищен от неблагоприятных условий 

среды и чем меньше его зависимость от среды, тем больше роль 
конкуренции между особями одного вида. В таких условиях с се-
лективной точки зрения гораздо выгоднее производить потомков, 
хорошо подготовленных к самостоятельной жизни (К-стратегия), 
чем большое число потомков (R-стратегия).  

Если имеет место значительная конкуренция за самок и пе-
риод заботы о потомстве длителен, большое селективное пре-
имущество будет давать продолжительность жизни. Это увеличи-
вает внутривидовую конкуренцию и вызывает тенденцию к даль-
нейшему уменьшению числа потомков. (Многолетние деревья и 
множество семян, и недолговечные организмы со сменой поколе-
ний через 10 мин.) 
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Противоположная стратегия – R. Она состоит в продуциро-
вании большого количества потомков, что приводит к уменьше-
нию энергетических затрат в расчете на один организм. Процент 
выживания при этой стратегии крайне низок. Выгода состоит в 
том, что даже небольшое селективное преимущество, которое у 
К-стратегов было бы нивелировано дрейфом генов, подхватыва-
ется отбором и закрепляется в ряду поколений. То же относится и 
к признакам, понижающим жизнеспособность. Для R-стратегов 
характерна высокая эволюционная гибкость и способность к 
быстрой оккупации любых пригодных областей. 

1.9. ГЕНЕТИЧЕСКАЯ ИЗМЕНЧИВОСТЬ  
В ПОПУЛЯЦИЯХ 

В популяциях ограниченного размера в ряду поколений про-
исходят случайные изменения частоты аллелей в тех случаях, ко-
гда их влияние на жизнеспособность организмов одинакова, такие 
аллели называются нейтральными. Эти колебания особенно зна-
чительны, если популяции состоят из небольшого (десятки) числа 
особей. В малочисленных популяциях это явление сильно умень-
шает генетическое разнообразие (сравни рис. 5, А, С, где показано 
случайное изменение частот аллеей в популяции численностью в 
20 и в 2000 особей). Такие случайные колебания частот аллелей 
называются генетическим дрейфом.  

Крайним случаем дрейфа является ситуация, когда один из 
аллелей совсем исчезает из популяции не в результате действо-
вавшего против него отбора, а в результате цепи случайностей. 

Влияние дрейфа генов на генетическое разнообразие в попу-
ляции зависит не только от численности половозрелых особей в 
популяции, но и от целого ряда других факторов, к числу которых 
относятся соотношение полов, плоидность организмов, чередова-
ние многочисленных и малочисленных поколений и т. п.  

Для того чтобы сравнивать популяционные явления у раз-
ных организмов, было введено понятие эффективной численно-
сти популяции Ne. В двух популяциях организмов с различными 
биологическими свойствами, но одинаковой эффективной чис-
ленностью популяции влияние дрейфа генов на генетический по-
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лиморфизм одинаково. Чем меньше эффективная численность 
популяции, тем меньше сказывается влияние аллеля на жизнеспо-
собность. В малочисленных и многочисленных популяциях один 
и тот же аллель может вести себя в первом случае – как нейтраль-
ный, а во втором – как селективно значимый. В результате при 
низких значениях эффективного размера популяций аллели, 
определяющие признаки с меньшим адаптивным потенциалом, 
могут полностью вытеснить более ценные аллели в результате 
случайных (стохастических) процессов.  

Влияние генетического дрейфа на частоты двух аллелей од-
ного гена при отсутствии отбора может быть смоделировано (см. 
рис. 5). 

 
Рис. 5. Возможные сценарии судьбы мутантных аллелей  

в популяциях при отсутствии отбора. Постоянное число организмов  
в популяциях: А – 20; В – 200; С – 2000 

 
В начале в каждой из популяций по 50 % аллелей находятся 

в одном состоянии, а 50 % – в альтернативном. Каждая кривая 
описывает изменение во времени доли первого аллеля в ряду по-
колений (время отложено по оси Х и измеряется в поколениях). 
Условия компьютерного эксперимента таковы, что численность 
популяции остается постоянной, а аллели (за долями которых 
наблюдают по оси Y) одинаково сказываются на жизнеспособно-
сти и гомозигот и гетерозигот. 

Использование при описании природных популяций эффек-
тивной численности вместо физической численности оcобей поз-
воляет не только сравнивать между собой разные виды и популя-
ции, но и прогнозировать их на основании теоретических расчётов. 
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На сегодняшний день предложено довольно много формул, 
позволяющих вычислить эффективную численность популяции, 
зная ее физическую численность, и учитывающих факторы, о ко-
торых было сказано выше. С другой стороны, зная эффективную 
численность, можно оценить физическую численность популя-
ции. Это бывает полезно, когда измерить численность популяции 
оказывается сложной задачей, например для диких животных. 

Судьбу мутантных аллелей в эволюции моделировали с са-
мого начала развития теоретической популяционной генетики. 
Достаточно вспомнить, что среди условий, которые необходимы 
для выполнения закона Харди – Вайнберга, есть необходимость 
одинакового влияния аллелей на жизнеспособность. То есть – от-
сутствие отбора, или, другими словами, нейтральность породив-
шей один из этих аллелей мутации. Результаты сравнения первых 
же последовательностей биополимеров (это были аминокислот-
ные последовательности глобинов позвоночных) привели к выво-
ду о линейности скорости накопления этих замен во времени. 
Оказалось, что этот эффект, получивший название «гипотезы мо-
лекулярных часов», можно полностью объяснить, если предполо-
жить, что большинство аллелей фиксируется в популяциях в ре-
зультате дрейфа генов. Этот взгляд получил название «теории 
нейтральной эволюции», но в последнее время этот термин прак-
тически не используется, а взгляды «нейтралистов» стали практи-
чески составной частью синтетической теории эволюции. 

Исчезновение аллелей в популяциях низкой численности 
приводит к уменьшению доли гетерозигот. Экспериментально 
определенная доля гетерозигот называется наблюдаемой гетеро-
зиготностью, в отличие от ожидаемой гетерозиготности, кото-
рую можно вычислить с помощью правила Харди – Вайнберга. В 
малочисленной популяции велика вероятность инбридинга (близ-
кородственного скрещивания).  

Для количественной характеристики генетических процес-
сов в популяциях используется несколько показателей, которые 
вычисляются из формулы Харди – Вайнберга.  

Пусть p и q – частоты двух аллелей одного гена в популяции. 
Частотой в данном случае называют долю аллелей определенного 
вида от общего числа посчитанных. Для популяции, размер кото-
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рой стремится к бесконечности, частота равна вероятности, что 
позволяет пользоваться математической теорией вероятности для 
вывода формул. 

Пусть N диплоидов образуют 2N аллелей. Тогда q будет рав-
но числу аллелей данного типа, поделенному на 2N. Если в иссле-
дуемой популяции присутствуют только два аллеля некоего гена с 
частотами p и q, то p и q представляют собой вероятности встре-
тить соответствующий аллель. По определению согласно теории 
вероятностей можно написать простое уравнение: 

p + q = 1. 

Вычислить частоты генотипов в следующем поколении 
можно, воспользовавшись правилом перемножения вероятностей: 
вероятности образования гомозигот будут p2 и q2, а вероятность 
образования гетерозиготы – 2pq. Следовательно, правило Харди – 
Вайнберга можно записать для частот генотипов так: 

p2 + 2pq + q2 = 1. 

Средний член в этом уравнении как раз и позволяет, зная ча-
стоты аллелей, подсчитать долю гетерозигот в равновесной, т. е. 
не подвергающейся никаким внешним воздействиям популяции. 
Важнейшее следствие этого правила состоит в том, что вероятно-
сти генотипов от поколения к поколению не изменяются и оста-
ются теми же p и q. 

Ниже рассматривается использование микросателлитных 
локусов для того, чтобы охарактеризовать процессы в популяциях 
или видах. Поскольку для этого типа маркеров характерен муль-
тиаллелизм, то потребуется обобщение формулы Харди – Вайн-
берга для этого случая. 

Пусть есть N аллелей некоего локуса, обозначенных как 
x1,…xi,…xN. 

Тогда для частот этих аллелей будет соблюдаться правило 

x1 + … + xi  + xN = 1, 

а генотипы в равновесной популяции будут подчиняться правилу 

(x1 + … + xi  + xN)2 = 1. 

Отсюда можно вычислить ожидаемую гетерозиготность: 
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Hexp = 1 – (x1 + … + xi  + xN)2, 

что для двухаллельного частного случая принимает простую 
форму: 

Hexp = 1 – (p + q)2. 

Наблюдаемую долю гетерозигот в популяции обозначают 
Hobs. Эту величину можно использовать, чтобы определить и под-
считать коэффициент гетерозиготности: 

exp

exp

obs
I

H H
F

H

-
=  . 

Если этот коэффициент больше нуля, то мы имеем дело с 
заметной долей близкородственных скрещиваний, скорее всего, в 
относительно малочисленной популяции. Если этот коэффициент 
становится равным единице, то это будет означать, скорее всего, 
самооплодотворяющуюся «популяцию».  

Распространенной причиной инбридинга является самоопы-
ление. Оно становится предпочтительным, если организмы или их 
опылители являются редкими. Это может повысить шансы на со-
хранение и распространение видов, на ограниченный срок в ста-
бильных условиях среды. Однако, по мнению Stebbins [1957], са-
моопыляющиеся виды редко оказываются долгоживущими. Так 
как вследствие инбридинга накопление вредных мутаций за счет 
самоопыления может привести к увеличению скорости исчезно-
вения вида [Medawar, 1952] и вероятность этого будет возрастать 
по мере изменения условий его произрастания. Однако «вред-
ность» и «полезность» мутаций являются условными категория-
ми. Отдельные изменения фенотипических признаков (цвета, 
формы, размера и пр.), возникшие под влиянием мутаций, могут 
не иметь значения в ходе отбора, но только весь спектр измене-
ний, обусловленных мутацией, применительно к конкретным 
условиям среды может позволить понять, вредной или полезной 
она является.  

Аутбридинг – скрещивание неродственных организмов. 
Точность определения таксономичесого статуса группы осо-

бей имеет большое значение для селекционной практики, так как 
определяет успешность проводимых селекционных мероприятий. 
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Межвидовые скрещивания редко оказываются удачными, в то 
время как внутривидовые ведут к эффекту гетерозиса, который 
приводит к тому, что гибриды превосходят исходные родитель-
ские организмы по ряду признаков [Лобашёв, 1970].  

При скрещивании чистых линий обычно наблюдается эф-
фект гетерозиса, который имеет большую хозяйственную цен-
ность, однако в следующих поколениях он затухает вследствие 
расщепления. Закрепление гетерозиса можно осуществлять путем 
перевода гибридного организма с нормального полового размно-
жения на бесполое (вегетативное или апомиктичное). Эффекты 
гибридизации, как и эффекты мутаций, могут иметь как положи-
тельный, так и отрицательный или нейтральный эффект в зависи-
мости от влияния окружающей среды. Например: мутация l(2)gl – 
в гомозиготном состоянии вызывает злокачественную опухоль 
мозга у личинок III возраста Drosophila melanogaster, однако в ге-
терозиготном состоянии она повышает устойчивость к резким ко-
лебаниям температуры.  

В популяциях организмы могут иметь значительные морфо-
логические отличия, но при этом представлять собой разные ста-
дии развития одного организма. Например, у кишечно-полостных 
есть две формы существования у аурелии: полипы – прикреплен-
ная форма, которая размножается почкованием, и медузы – сво-
бодно плавающая форма, которая размножается половым путём.  

Кроме того, существуют группы видов-близнецов, у которых 
при сходном фенотипе и даже совместном проживании наблюда-
ется строгая репродуктивная изоляция, так как их сходство может 
быть адаптацией, которая развивалась на разных генотипических 
основах. Например, полёвка обыкновенная (2n = 46) и полёвка во-
сточноевропейская (2n = 54). 

В ходе онтогенеза организмы адаптируются к условиям 
окружающей среды и могут претерпевать модификационную из-
менчивость [Лобашёв, 1970] вследствие соматических мутаций и 
пр., однако они не наследуются. Для животных и растений суще-
ствует определённая специфика развития, в частности условия 
среды могут прерывать онтогенез (морфогенез) на разных стади-
ях, это может способствовать их адаптации к условиям среды, но 
такая адаптация не наследуется. Наследоваться, однако, может 
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способность переживать нарушения такого рода. Однако если в 
популяции возникнет мутация, предполагающая формирование 
соответствующего фенотипа, то она будет иметь адаптивные пре-
имущества и через несколько поколений может получить широ-
кое распространение в данной популяции. 

Появление в популяции аллеля, положительно влияющего на 
жизнеспособность, может приводить к тому, что в результате 
действия естественного отбора его частота будет возрастать, до 
тех пор, пока он не вытеснит менее эффективные аллели. В про-
цессе увеличения численности такой аллель «захватит с собой 
попутчиков» – нейтральные аллели, которые находятся в сосед-
них локусах. Частота нового аллеля, находящегося под действием 
положительного отбора, увеличивается, а соседние, сцепленные с 
ним аллели, наследуются попутно, увеличивая свою частоту и со-
здавая локальный эффект бутылочного горлышка. 

Например, эволюционная адаптация в ряду поколений бла-
годаря появлению благоприятной мутации (обозначена красным) 
приводит к уменьшению генетического разнообразия в прилега-
ющей области (рис. 6). 

 

 

Рис. 6. Эффект уменьшения генетического разнообразия генов, 
 соседних с геном, находящимся под действием отбора 

Серым цветом обозначены предковые аллели, синим цветом – производные аллели 
(непредковые), красным цветом – показан аллель, который находится под действием 

положительного отбора [по Schaffner&Sabeti, 2008] 
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Из-за низкой частоты рекомбинации обеднение генетическо-
го разнообразия охватывает более широкий район. Таким обра-
зом, в результате движущего отбора происходит уменьшение ге-
нетического разнообразия. В результате появляется возможность 
эмпирически выделить район хромосомы, в котором недавно 
произошла положительная мутация, и, потом, использовать мето-
ды молекулярной генетики для ее поиска и расшифровки молеку-
лярного механизма, вызвавшего это изменение. 
  



37 

2. ОСНОВНЫЕ  
МОЛЕКУЛЯРНО-ГЕНЕТИЧЕСКИЕ МЕТОДЫ 

АНАЛИЗА БИОРАЗНООБРАЗИЯ 

Для анализа биоразнообразия применяется множество моле-
кулярно-биологических методов, среди которых можно выделить 
три группы.  

1. Идентификация организмов с помощью одного или не-
скольких стандартных фрагментов ДНК, уникальных для своих 
носителей, называется штрихкодированием (см. ниже). 

2. На основании штрихкодов может быть идентифицирован 
видовой состав биотопа, в котором организмы находятся на такой 
стадии онтогенеза, которая не позволяет идентифицировать их 
визуально или представлена фрагментами организмов. Естествен-
но, такой подход – метагеномный анализ – не учитывает очень 
многие параметры – стадию онтогенеза, размер, ярусность и пр. 
Однако, в ряде случаев, метагеномный подход оказывается един-
ственным, который может дать хоть какое-то представление о ви-
довом составе организмов.  

3. Микросателлитный анализ основан на использовании 
очень быстро эволюционирующих молекул. Обычно его исполь-
зуют для идентификации личности, отцовства и пр. Например, в 
зоологии он был применён для выяснения отцов в рое пчёл, а у 
людей – получил широкое распространение для выяснения путей 
этногенеза. 

Все перечисленные подходы имеют свои преимущества и 
недостатки, которые необходимо учитывать при планировании 
собственных экспериментов. Соответствующие вопросы мы по-
дробно обсудим ниже. Но начать все же следует с того, что объ-
единяет все перечисленные подходы: все они так или иначе ис-
пользуют полимеразную цепную реакцию (ПЦР), или амплифи-
кацию ДНК. 
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2.1. ПОЛИМЕРАЗНАЯ ЦЕПНАЯ РЕАКЦИЯ (PCR) 

Изобретение полимеразной цепной реакции (ПЦР или PCR) 
в конце 80-х – начале 90-х гг. революционизировало всю молеку-
лярную биологию.  

Полимеразная цепная реакция основана на общей особенно-
сти ДНК-зависимых ДНК-полимераз, которая способна только 
продолжать уже имеющуюся цепочку нуклеотидов. Эта особен-
ность синтеза ДНК позволяет практически безошибочно удваи-
вать целый геном в процессе каждого жизненного цикла клетки, 
но ни одна из ДНК-полимераз не может начинать синтез ДНК de 
novo. Не обнаружено ни одного случая, когда этот фермент свя-
зался с каким-либо кусочком ДНК и двумя дезоксирибонуклеотид 
трифосфатами, из которых синтезируется ДНК, отщепил бы от 
одного из них пирофосфат и образовал бы первую фосфодиэфир-
ную связь, при этом соблюдая принцип комплементарности. 

ДНК-полимераза способна только продолжать уже имею-
щуюся цепочку нуклеотидов. Эта особенность синтеза ДНК 
позволяет практически безошибочно удваивать целый геном в 
процессе каждого жизненного цикла клетки. То есть в живой 
клетке удвоение ДНК начинается с появления «насечки» (по-англ. 
nick – зарубка) – гидролизованной фосфодиэфирной связи, при-
чем гидролиз может происходить только одним из двух возмож-
ных способов. То есть в живой клетке удвоение ДНК начинается с 
появления насечки – гидролизованной фосфодиэфирной связи. 
Если эта насечка содержит свободную 3’-гидроксильную группу, 
то ДНК-полимераза может удлинять цепь нуклеотидов, присо-
единяя новые один за другим. Наличие или отсутствие фосфата на 
5’-конце перед ДНК-полимеразой не имеет значения.  

Участок ДНК, прилегающий к этому свободному гидроксилу 
(3’-концу), – называется праймером.  

 
Последовательность событий PCR состоит из трех стадий: 
1) нагрев (денатурация); 
2) охлаждение (отжиг);  
3) инкубация в подходящих для работы ДНК-полимеразы 

условиях (элонгация).  
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Эта последовательность событий превращается в полимер-
ную цепную реакцию, если её производить с одним и тем же пре-
паратом ДНК многократно. Необходимо отметить, что в идеале 
каждое повторение полного цикла должно приводить к удвоению 
участка генома, который находится между праймерами. В резуль-
тате, если, например, перед началом эксперимента в пробирке 
было x молекул ДНК, содержащих нужный нам участок, и 3 ста-
дии реакции провели n раз, то максимальное число молекул этого 
участка N можно оценить по формуле N = 2nx. Количество ДНК 
вне этого участка будет также нарастать, однако согласно линей-
ной зависимости N1 = knx. Обычно используется не менее 20 цик-
лов (повторов трёх стадий). В идеальных условиях это привело 
бы к увеличению числа копий интересующего нас участка ДНК 
примерно в миллион раз, тогда как остальная ДНК увеличила бы 
свою концентрацию раз в 10, такое увеличение концентрации 
называется степень амплификации, обычно его удается достичь в 
результате 30–35 циклов. Это вызвано различными причинами, и 
не в последнюю очередь – истощением реакционной смеси. Экс-
поненциальное увеличение числа копий ДНК в процессе ПЦР 
роднит этот процесс с реакцией распада урана-235. Такая кинети-
ка в физической химии носит название «цепной». Именно таково 
происхождение слова «цепная» в ПЦР. 

В ПЦР требуется периодически нагревать реакционную 
смесь почти до температуры кипения, однако общеизвестно свой-
ство ферментов терять свою активность при повышенной темпе-
ратуре из-за денатурации. В связи с этим можно было бы ожи-
дать, что эта смесь тоже денатурируется, однако этого не проис-
ходит благодаря использованию термостабильной ДНК-
полимеразы – выделенной из экстремофилов (бактерий и архей, 
обитающих в очень горячей воде). Первой такой бактерией стала 
Thermus aquaticus, для которой оптимальной является температу-
ра свыше 70 °С. Затем стали использовать ферменты из микроор-
ганизмов, населяющих кальдеры гейзеров и «черные курильщи-
ки» – вулканические выходы на глубине нескольких километров, 
где вода прогревается существенно выше 100 °С. В настоящее 
время используют термостабильные полимеразы, гены которых 
были введены в Escherichia coli. 
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Синтетический праймер – олигонуклеотид длиной 20–30 
нуклеотидов – добавляют к раствору ДНК, после чего его нагре-
вают до 94 °С и ДНК полностью денатурирует. Затем, в процессе 
охлаждения смеси олигонуклеотид, из-за своей высокой концен-
трации, быстро прилипает к комплементарным участкам. Таким 
образом, праймеры быстро будут находить комплементарные им 
участки ДНК и образовывать с ними двойные спирали – готовые 
старты для ДНК-полимеразы. В смеси, содержащей ДНК-
полимеразу и нуклеотиды, а также прочие необходимые ингреди-
енты, начнется синтез ДНК, и этот синтез, в подавляющем боль-
шинстве случаев, начнется с искусственных праймеров. Если до-
бавить в смесь два праймера, направленных навстречу друг другу 
и комплементарных участкам на разных цепях, то фрагмент ДНК, 
ограниченный этой парой праймеров, будет удваиваться, а вся 
остальная геномная ДНК – нет. 

Фрагмент ДНК с праймерами на флангах называется ампли-
коном. 

В настоящее время существует бесчисленное число вариа-
ций метода ПЦР, которые используются в самых разных целях. Те 
варианты, которые наиболее широко используются в молекуляр-
ной экологии, мы обсудим детально в соответствующих разделах. 

Технологии ПЦР и её модификациям посвящен целый ряд 
специальных монографий и больших обзоров, в частности: 
http://dna-technology.ru/files/images/metodichki/OsnoviPCR.pdf; 
http://evrogen.ru/kit-user-manuals/Evrogen-PCR-recommendation.pdf. 

2.2. ЭКСТРАКЦИЯ ДНК 

Подавляющее большинство молекулярно-генетических ме-
тодов анализа биоразнообразия начинаются с экстракции ДНК, и 
очень часто именно эта стадия оказывается критической для успеха 
всего проекта. Поэтому на ней следует остановиться детально.  

Таксономическое разнообразие сообществ в природе очень 
велико. Образцами для анализа могут быть пробы со дна океана, 
вулкана, соскобы c поверхности космической станции, с участка 
леса и пр. Они могут включать не только живые организмы (бак-
терии, растения, животные, грибы и пр.), но и разные типы суб-
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стратов и других примесей. Соответственно, для их анализа ис-
пользуют разные методики выделения ДНК. 

В общем, требования к процедуре экстракции ДНК сводятся 
к тому, чтобы все ткани были максимально разрушены и при этом 
произошла очистка от веществ, ингибирующих ДНК-полимеразу 
(например, кислых полисахаридов, похожих на гепарин). Все эти 
методы сочетают механическое разрушение (например, замора-
живание в жидком азоте с последующим механическим измель-
чением в замороженном состоянии) с химическими воздействия-
ми, которые обеспечивают переход ДНК в растворимое состоя-
ние. Функции применяемых компонентов растворителя представ-
лены в табл. 2 на примере протокола Doyle and Dickson [1987]. 

Таблица 2 
Протокол Doyle and Dickson [1987] 

Компоненты раствора Функция 

2 % CTAB (цетил триме-
тил-аммоний бромид) 

Катионный детергент (гидрофобная часть 
положительно заряжена):  
– растворяет мембраны; 
– при низкой ионной силе образует с нук-
леиновыми кислотами и кислыми полиса-
харидами нерастворимые в воде соли 

4М NaCl 
Обеспечивает высокую ионную силу, необхо-
димую для удержания ДНК в растворе и для 
того, чтобы она диссоциировала с гистонами 

0,1M Na2EDTA Связывает ионы двухвалентных металлов 

0,1М 2-меркаптоэтанол Восстанавливает дисульфидные мостики 

0,1М Трис-HCl pH 8,0–8,6 Буфер, предотвращает избыточное закисле-
ние смеси при нагревании до 65 °С 

Поливинил пирролидон Способствует осаждению многих ингиби-
торов ДНК-полимеразы 

Дальнейшая очистка ДНК производится путем центрифуги-
рования, экстракции хлороформом или фенол-хлороформом, в ре-
зультате которого происходит отделение белковых примесей и 
повторное осаждение этиловым или изопропиловым спиртом. 
Другие протоколы для экстракции ДНК основаны на сочетании 
тех же самых функций, и различия между ними специфичны для 
объекта исследования. 
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2.3. ШТРИХКОД ЖИЗНИ 

Одно из наиболее эффектных и эффективных приложений 
ПЦР при исследовании биоразнообразия – программа создания 
«Штрихкода жизни» (синоним – баркодинг). Эта программа по-
лучила свое название по аналогии со штрихкодом, который ис-
пользуется для идентифиции товаров (рис. 7, А). Аналогия состо-
ит в том, что использование стандартных генов в качестве марке-
ров видов может позволить однозначную идентификацию орга-
низма. Более того, последовательность ДНК можно представить в 
виде серии цветных полосок (рис. 7, B).  

 

А  

B  

Рис. 7. Примеры штрихкодов 

А – штрихкод товара; B – графическое представление штрихкода жизни 
[www.barcoding.si.edu] 

Последовательность действий 
 при применении штрихкода жизни 

1. Выделить тотальную ДНК из образца ткани исследуемого 
организма.  

2. Экстракция ДНК. 
3. ПЦР-амплификация одного или нескольких стандартных 

молекулярных маркеров. 
4. Определение нуклеотидной последовательности амплико-

на (обычно выполняется специализированными фирмами). 
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5. Сравнение нуклеотидной последовательности с известны-
ми последовательностями из банка данных, например NCBI 
[http://ncbi.nlm.nih.gov].  

Зная штрихкоды, можно решать самые разнообразные зада-
чи. Например, выделяя ДНК из вечной мерзлоты, можно изучать 
вымершую флору и фауну. Анализ штрихкодов необходим для 
выяснения путей передачи заболеваний, контроля качества лекар-
ственных растений и т. п. 

Созданием и поддержкой проекта, посвященного созданию и 
совершенствованию штрихкода живущих на Земле организмов, 
занимается международная некоммерческая организация 
International Barcode of Life (iBOL) (Международный штрихкод 
жизни [http://www.barcodeoflife.org/]). Цель этого проекта – со-
здать базу данных (для максимально возможного числа видов жи-
вых организмов. Каждому виду присваивается цифровой «штрих-
код» (как товару в супермаркете). Он указывает на название вида, 
численность, местообитание и пр. Чтобы его узнать, биологи изу-
чают строение определенного участка ДНК (для животных это 
фрагмент митохондриального гена, который кодирует одну субъ-
единицу фермента цитохром-b оксидазы). Строение этого участка 
ДНК различается у разных видов птиц, насекомых, рыб, млекопи-
тающих и других животных. Его достаточно просто определить в 
любом живом организме или в его остатках.  

Метод баркодинга направлен на изучение глобального био-
разнообразия. К 2015 г. ученые поставили задачу собрать в «биб-
лиотеке» штрихкоды для 500 тыс. видов: животных, растений и 
грибов. На сегодня в ней содержится 167 тыс. видов, одних толь-
ко бабочек 60 тыс. видов. Библиотека птиц покрывает около 40 % 
всех видов. 

Отдельного внимания заслуживает вопрос о маркерах, кото-
рые используются для штрихкодирования различных групп жи-
вых организмов.  

Требования к маркерам для штрихкодирования:  
1) возможность амплифицировать из ДНК; 
2) нуклеотидные последовательности праймеров должны 

быть очень консервативны и иметь минимум изменений в ходе 
эволюции у многих видов; 
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3) последовательности, заключенные между этими праймерами, 
должны иметь достаточно высокую изменчивость на межвидовом 
уровне, обеспечивая тем самым надежную идентификацию, но 
уровень их внутривидовой изменчивости не должен быть слиш-
ком высок или быть близок к уровню межвидовой изменчивости. 

У подавляющего большинства животных этим требованиям 
удовлетворяет 5’-концевой фрагмент расположенного в митохон-
дриальном геноме гена, кодирующего первую субъединицу цито-
хром-b оксидазы (обозначается COI или coxI). Для менее точных 
таксономических исследований используются последовательно-
сти генов, кодирующих субъединицы рибосомных ДНК, а для то-
го, чтобы разделить очень близкие виды – следует использовать 
последовательности транскрибируемых спейсеров – фрагментов 
ДНК, расположенных между генами рРНК, которые транскриби-
руются, но сразу же вырезаются в ядре, обеспечивая эквимоляр-
ность синтеза рРНК. Обозначаются эти фрагменты ITS-1 и ITS-2. 
Для идентификации прокариот, архей и простейших, включая 
грибы, в основном также используются гены рибосомных РНК. 

Для растений наиболее распространено использование по-
следовательностей трех генов – matK, rbcL, and rpoC1 (табл. 3). 
Они кодируют, соответственно, хлоропластную матуразу К, рас-
положенную в интроне другого гена (trnK) (рис. 8), большую 
субъединицу хлоропластного гена рибулезобифосфат-
карбоксилазы и β’-субъединицу РНК-полимеразы. 

Таблица 3 
Гены, наиболее распространённые для штрихкодирования 

Сокращённое 
название гена 

Полное название гена 
Локализация 
нуклеотидных 

кислот 

Степень консерва-
тивности относи-

тельно других генов 
данного вида 

Животные

coxI 
I субъединица цито-
хром-b оксидазы 

Митохондрии Низкая 

SSU rRNA 
(18S rRNA) 

Ген малой субъедини-
цы рибосомной РНК 

Ядро Высокая 

LSU rRNA 
(28S rRNA) 

Ген большой субъеди-
ницы рибосомной РНК 

Ядро Высокая 
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Окончание табл. 3 

Сокращённое 
название гена 

Полное название гена 
Локализация 
нуклеотидных 

кислот 

Степень консерва-
тивности относи-

тельно других генов 
данного вида 

Растения

matK maturase K Хлоропласт Высокая 

rbcL 

большая субъединица 
хлоропластного гена 
рибулезобифосфат-
карбоксилазы 

Хлоропласт Средняя 

rpoC1 
β’-субъединица РНК-
полимеразы 

Хлоропласт  Высокая 

ITS2 и ITS-1 
Транскрибируемые 
спейсеры рДНК 

Хлоропласт Низкая 

SSU rRNA 
(18S rRNA) 

Ген малой субъедини-
цы рибосомной РНК 

Ядро Высокая 

 

 

Рис. 8. Карта района хлоропластного генома Zea mays,  
прилегающая к гену matK 

К сожалению, до сих пор нет единого мнения по поводу ге-
нов, пригодных для штрихкодирования растений. Причина состоит 
в очень неравномерных скоростях накопления нуклеотидных замен 
(см. ниже параграф, посвященный молекулярным часам). Проблема 
состоит в том, что помещенные в базу данных разными группами 
исследователей нуклеотитидные последовательности, определен-
ные для разных видов, оказываются идентичными на 100 %. 

Неопределенности, возникающие при идентификации расте-
ний, можно проиллюстрировать примером, приведенным на 
рис. 9. На этом рисунке представлена эффективность видовой 
идентификации различных сосудистых растений Канады при ис-
пользовании трех различных маркеров и трех различных методов 
сравнения нуклеотидных последовательностей с базой данных о 
штрихкодах (три панели, слева направо – методы BLAST, mothur1 
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и mothur2, детали методов изложены в соответствующих руко-
водствах, и здесь мы их опускаем). В качестве 100 % использова-
на видовая идентификация, сделанная профессиональными бота-
никами, специализирующимися в систематике исследованных 
групп растений. 

 

Рис. 9. Эффективность определения видов с помощью штрихкода  
[Testing the Efficacy … , 2017] 

Последний пример подчеркивает важнейшую роль, которую 
в штрихкодировании играет профессиональная идентификация 
видов. Ошибка определения организма, последовательность мар-
керных генов которого отсутствует в базе данных, будет затем 
многократно воспроизведена всеми пользователями этой базы и 
создаст риск неверных оценок экологической обстановки. Следу-
ет помнить и о том, что читателей таксономической специализи-
рованной литературы – единицы, а применение штрихкодов для 
решения самых различных задач в основном прикладного харак-
тера носит массовый характер и исчисляется тысячами. 

Другая проблема состоит во вредных последствиях таксоно-
мических ревизий как таковых. Любая трансформация существу-
ющей системы должна быть серьезно обоснована, поскольку бу-
дет сопровождаться соответствующими изменениями в широко 
используемых базах данных, к тому же с большой задержкой, что 
сделает трудно сравниваемыми результаты исследований биораз-
нообразия разными группами исследователей и в разное время. 
Особенно серьезной угрозой в этом контексте оказывается не-
оправданное дробление видов. Примеры его многочисленны, а ре-
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зультат – появление большого количества синонимичных иден-
тификаций при попытке сравнения штрихкода с базой. Другими 
словами, столбцы на рис. 9 в результате такой «деятельности» бу-
дут смещаться вниз. 

С другой стороны, следует отметить несомненные достоин-
ства метода штрихкодирования. 

Для идентификации организма, принадлежащего к уже име-
ющемуся в базе виду, достаточно любого фрагмента организма. 
При этом не имеет значения, на какой стадии развития этот орга-
низм находится. Данное свойство штрихкодирования особенно 
важно при анализе природных образцов. «Морфологическое» 
определение с точностью до вида зачастую возможно только для 
половозрелых организмов, которые в пробах обычно составляют 
меньшинство. Остальные при традиционном исследовании опре-
делить не удается. Например, широко известны мутации у Dro-
sophila melanogaster, которые приводят к развитию вместо жуж-
жалец полноценной второй пары крыльев. На основании одного 
этого признака можно было бы усомниться в принадлежности та-
кого организма к Diptera. Штрихкод может снять все сомнения. 

Метод объективен: несмотря на цепочку неизбежных преоб-
разований систематики, результаты, подтвержденные штрихкоди-
рованием, сохранят свою значимость и в будущем. 

При массовом прикладном использовании штрихкодирова-
ние не требует непосредственного участия профессиональных 
таксономистов, специализирующихся на группах организмов, ко-
торых касается работа.  

Метод штрихкодирования – на сегодняшний день является 
наиболее эффективным методом видовой идентификации, не за-
висящим ни от стадии развития организма, ни от того, какой 
фрагмент находится в распоряжении исследователя. Соответ-
ственно, он находит себе множество различных применений. 
Например, помогает выявлять «жульничество» производителей, в 
частности можно выявить подлог продукции из рыбы, растений и 
пр., который невозможно определить иначе. 

Штрихкодирование позволяет получить информацию о вы-
мерших видах, остатки которых законсервированы в вечной 
мерзлоте. Специальный проект BarFrost (баркодинг вечной мерз-
лоты) позволяет определить видовую принадлежность остатков 
возрастом от 10 тысяч до нескольких сотен тысяч лет. 
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С помощью штрихкодирования удается исследовать видовой 
состав содержимого желудков и кишечников разных животных и 
определить их рацион. Например: в университете Аделаиды изу-
чили рацион верблюдов, которые оказывают большое влияние на 
экологию. Верблюды поедают примерно 80 % всех растений, 
произрастающих на территории.  

Другое важнейшее направление использования молекуляр-
ной идентификации – инвазивные виды. Их представители попа-
дают в экосистему издалека и могут нанести большой вред мест-
ным видам и целым экосистемам. Среди таких видов – сорняки, 
насекомые – вредители сельского хозяйства и переносчики болез-
ней, грибы, нематоды.  

О качестве воды в водоемах можно судить по видовому раз-
нообразию водных обитателей. Но на то, чтобы вручную разобрать 
пробы воды и донных осадков и под микроскопом найти и опреде-
лить до вида все обитающие там организмы, могут уйти месяцы ра-
боты. Штрихкодирование позволяет сделать это легко и быстро.  

2.4. ГЕНЕТИЧЕСКИЕ МАРКЕРЫ,  
ИСПОЛЬЗУЕМЫЕ ДЛЯ ИССЛЕДОВАНИЯ  

БИОРАЗНООБРАЗИЯ 

Набор генетических маркеров, используемых в исследовани-
ях биоразнообразия, весьма широк и зависит от конкретной зада-
чи и возможностей.  

Маркеры, используемые без определения 
 нуклеотидных последовательностей. 

RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism). Поли-
морфизм длин рестрикционных фрагментов. Определенный 
фрагмент разрезают эндонуклеазами рестрикции – ферментами, 
узнающими определенную последовательность ДНК, например 
GGATCC, и гидролизующими ее в этих местах. Любая нуклео-
тидная замена в таком локусе предотвращает гидролиз, и на элек-
трофореграмме появится полоса, соответствующая сумме полос, 
между которыми расположен мутировавший сайт. Эти маркеры 
относительно недороги и широко использовались до распростра-
нения методов секвенирования ДНК (рис. 10).  
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Рис. 10. Пример RFLP 

Крайние дорожки – маркеры молекулярного веса. Слева – электрофореграмма, окра-
шенная флуоресцентным красителем, справа – карты расположения сайтов, по кото-

рым прошел гидролиз фрагмента ДНК в соответствующих дорожках 

 
RAPD – Randomly Amplified Polymorphic DNA (случайно 

амплифицированная полиморфная ДНК). Для амплификации ис-
пользуется единственный праймер, что позволяет амплифициро-
вать ДНК, находящиеся в составе инвертированных повторов. В 
качестве аллельного состояния такого признака приводят его 
длину в нуклеотидах. Полиморфизм возникает в результате ин-
серций или делеций в RAPD-фрагменте. В настоящее время эти 
маркеры используются очень редко из-за очень низкой воспроиз-
водимости экспериментальных методов (рис. 11). 

AFLP – Amplified Fragment Length Polymorphism (полимор-
физм длин рестриктов амплифицированных фрагментов). Отли-
чается от RFLP только тем, что для гидролиза используются 
предварительно амплифицированные фрагменты ДНК, что суще-
ственно ускоряет и удешевляет метод. Можно считать более со-
временным вариантом RFLP. 

Аллоферменты (или изоферменты). Аллельные формы по-
липептидов, обладающих определенной ферментативной функци-
ей. В результате точечных мутаций, изменяющих заряд амино-
кислот, ферменты изменяют свой заряд и мигрируют с разной 
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скоростью в условиях неденатурирующего электрофореза. По 
окончании фракционирования гель окрашивают гистохимически 
для того, чтобы выявить фракции (рис. 12).  

 

 
Рис. 11. Электрофореграмма RAPD-маркеров, позволяющих 

 отличить два штамма патогенных нематод из Таиланда и Бирмы  
[Nuchprayoon, Junpee, Poovorawan, 2007] 

  

Рис. 12. Крахмальный электрофорез в неденатурирующих  
условиях с последующим гистохимическим окрашиванием  

6-фосфоглюконат дегидрогеназы 



51 

2.5. МЕТАГЕНОМНЫЙ АНАЛИЗ 

Метагеномный анализ препаратов ДНК, экстрагированной 
из природных образцов так, как если бы она была получена из од-
ного организма. Это определение было предложено в 1998 г. в ра-
боте Handelsman [1998]. Современное определение этой области 
исследования несколько шире: «Метагеномика – это применение 
современных методов геномики без выделения и культивирова-
ния в лаборатории отдельных видов» [Chen, Pachter, 2005]. Пара-
доксальность этого метода состоит в том, что он сразу отметает 
пропорциональную представленность организмов. Представим 
себе экосистему, состоящую из всего двух видов, А и В. Пусть в 
какой-то точке они присутствуют поровну. В результате диффе-
ренциального сродства праймеров к ДНК разных видов, это соот-
ношение с большой вероятностью окажется искажено. 

Поэтому в различных лабораториях разрабатывают много-
численные методические ухищрения, направленные на то, чтобы 
придать метагеномному анализу полуколичественный характер. 
Пока удалось достичь результата только по отношению к малой 
субъединице рибосомной РНК (SSU rRNA) и только для однокле-
точных организмов. Этот недостаток искупается тем, что шансы 
быть хоть в какой-то мере представленными есть у всех организ-
мов данной экосистемы. Если объектом анализа являются, напри-
мер, почвенные микроорганизмы, то классическими методами 
(культивирование на средах) можно оценить не более одного-
двух процентов от их таксономического разнообразия.  

Метагеномика позволяет максимально выявить видовой со-
став сообщества, с учётом тех организмов, которые при прочих 
равных остаются незамеченными. Например, сине-зелёные водо-
росли или плесневые грибы редко учитываются при анализе в 
экосистеме леса. 

2.5.1. SHOTGUN-МЕТАГЕНОМНЫЙ АНАЛИЗ 

После экстракции и очистки ДНК исследователь может вы-
брать одну из двух основных стратегий. Простейшей с точки зре-
ния эксперимента и наиболее сложной для дальнейшего анализа 
является стратегия shotgun («шотган»). 
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Термин shotgun часто встречается в современной молеку-
лярной биологии и связанных с ней областях. По происхождению 
он связан с привычками североамериканских ковбоев во времена 
широкого распространения там револьверов – стрелкового ору-
жия с вращающимся барабаном. Так называли манеру стрельбы, 
применявшуюся ковбоями в салунах: они держали спусковой 
крючок нажатым, а свободной рукой раскручивали барабан, пока 
не кончались патроны, не забывая при этом размахивать своим 
оружием. Такой способ исключает прицеливание, но не исключа-
ет случайного попадания. Это точно передаёт суть данного мето-
да и поэтому широко используется для обозначения любых не-
прицельных методов. В применении к метагеномам shotgun озна-
чает, что всю ДНК фрагментируют примерно до размера около 
500 пар нуклеотидов и затем так или иначе определяют нуклео-
тидные последовательности полученных фрагментов. По сумме 
этих последовательностей пытаются составить представление о 
разнообразии геномов метагенома. Это был самый первый вари-
ант метагеномного анализа. Он появился задолго до создания 
технологий высокопроизводительного секвенирования.  

В первоначальной форме shotgun-метод выглядел следую-
щим образом: фрагментированную ДНК встраивали в плазмиды – 
кольцевые молекулы ДНК, способные к самостоятельной репли-
кации в бактериальной клетке. Эти плазмиды вводили в состав 
бактерий в условиях, когда на одну клетку могла приходиться 
только одна молекула плазмиды. После этого клетки высевали на 
среду, позволяющую выживать только клеткам, содержащим 
плазмиды, и получали колонии, каждая из которых представляла 
клон – потомство одной молекулы из состава ДНК-образца (от-
сюда термин «клонирование»). Из отдельных клонов выделяли 
плазмидную ДНК и определяли нуклеотидные последовательно-
сти максимального количества встроек. 

Главный недостаток этого подхода состоит в том, что если у 
исследователя получались, например, два фрагмента ДНК, нук-
леотидные последовательности не перекрывались, то невозможно 
было выбрать одну из двух гипотез: 

1) речь идёт о двух, раздельно расположенных фрагментах 
одного генома; 

2) речь идёт о двух геномах разных организмов. 
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Главное же преимущество состояло в том, что представи-
тельство организма в метагеноме никак не зависело от способно-
сти исследователя культивировать его in vitro. Оказалось, что 
микробиологи (и до сих пор!) в состоянии культивировать в лабо-
ратории не более нескольких процентов всего разнообразия мик-
роорганизмов.  

Из-за своих недостатков shotgun-метагеномы сейчас приме-
няются для исследования очень ограниченного, хотя и очень важ-
ного круга вопросов: по настоящее время они – единственный 
способ охарактеризовать виромы – наборы геномов вирусов, в 
свободной форме присутствующих абсолютно во всех природных 
образцах. Это оказалось возможно в результате перехода к мето-
дам высокопроизводительного секвенирования, в результате ко-
торого появляются громадные объемы информации (миллионы 
последовательностей около 500 н. п. каждая), и, соответственно, 
появилась возможность расклассифицировать их все по относи-
тельно коротким вирусным геномам. Эта последняя задача оказа-
лась очень трудной с точки зрения объема компьютерных вычис-
лений, однако в последнее время – уже решаемой. 

2.6. МИКРОСАТЕЛЛИТНЫЕ ПОВТОРЫ ДНК  
И БИОРАЗНООБРАЗИЕ 

Микросателлитными повторами называются тандемные по-
вторы коротких – от 1 до 6 нуклеотидных последовательностей ДНК.  

Пример микросателлита – 5’-(GT)21-3’.  
То есть: 

…GTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGT… 

Такие монотонные участки довольно часто встречаются в 
геноме, они могут входить как в белок-кодирующие локусы, так и 
в некодирующую ДНК. Микросателлитные повторы бывают про-
стые, имеющие только один тип мономеров (как в примере выше) 
или сложные. Последние представляют собой комбинацию из 
двух или более простых микросателлитных повторов, иногда 
между ними встречаются короткие уникальные вставки. Напри-
мер: …5’-(GT)10ACGGT(CAC)12-3’…  
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Важно помнить, что очень часто микросателлиты, располо-
женные в разных частях генома, состоят из одинаковых мономер-
ных последовательностей. Широко распространённым примером 
этого явления можно считать поли-А последовательности, кото-
рыми обогащены 3'-районы структурных генов. 

Причина очень широкого использования микросателлитных 
повторов в самых различных областях биологии состоит в том, 
что они очень быстро мутируют. Результаты экспериментального 
измерения скорости их изменений у самых разных организмов – 
от кукурузы до позвоночных животных – показали, что самые 
«быстрые» мутируют с вероятностью примерно 2·10-2 за поколе-
ние, однако в большинстве случаев – в 10–100 раз медленнее.  

Мутации таких локусов представляют собой изменения длин 
повторов на один или несколько шагов. Это происходит в резуль-
тате действия одного из двух механизмов: 

1. Неравновесный кроссинговер из-за монотонности повто-
ров (рис. 13):  

 

Рис. 13. Механизм изменения длины микросателлитных повторов  
путём неравного кроссинговера 

2. Изменения длины микросателлитных повторов при со-
скальзывании ДНК-полимеразы (рис. 14). 

 
Рис. 14. Соскальзывание ДНК-полимеразы 
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По сравнению с этим уникальные последовательности эво-
люционируют на 3–4 порядка медленнее даже у самых «быстрых» 
генов. Простой расчет показывает принципиальное значение 
быстрой эволюции. Предположим, мы следим за 20 различными 
независимыми микросателлитными локусами, скорость эволюции 
каждого из которых составляет 10-4 на поколение. Следовательно, 
вероятность того, что за одно поколение данный локус не мутиру-
ет, составит 1·10-4. Поскольку все локусы мутируют независимо 
друг от друга, вероятность того, что ни один из десяти не мутиру-
ет, будет (1·10-4)10 = 0,99. Для 20 это будет уже 0,98. Другими сло-
вами, вероятность обнаружить мутантов уже в первом поколении 
будет хоть и весьма мала, но заметна даже при небольшом объеме 
выборки. Естественно, в ряду поколений процент мутантов будет 
возрастать.  

Вдобавок для каждого из микросателлитных локусов может 
быть большое количество аллелей с примерно одинаковой жизне-
способностью. Весьма распространены случаи, когда таких алле-
лей может быть десяток и более.  

Предположим, мы анализируем один локус с 10 аллелями, 
каждый из которых присутствует в панмиктической популяции 
с одинаковой частотой (1/10). В соответствии с законом Хар-
ди – Вайнберга для n аллелей ожидаемая гетерозиготность 
Hexp = 1-10 · 0,12 = 0,9, что легко позволяет отслеживать следы ин-
бридинга, однако для наших целей важнее другая характеристика: 
вероятность каждого из генотипов будет P = p(1 – p)p(1 – p), а так 
как в нашем примере p = 0,1, то P = 0,0081. Это вероятность для 
любого из генотипов по одному-единственному локусу найти та-
кой же. Она очень мала. Если таких локусов 10 и в каждом по 10 
аллелей, то вероятность случайно найти себе «близнеца» в иде-
альном случае составит 8,1·10-13. Сравните с числом людей на 
Земле. Именно поэтому набор относительно небольшого числа 
микросателлитных локусов можно считать генетическим отпечат-
ком пальцев, и именно этот метод стандартно используется для 
идентификации личности. Теми же свойствами анализа микроса-
теллитов определяется и их использование в экологии. Они под-
ходят для анализа миграций и относительно недавних демографи-
ческих событий.  
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Экспериментальная сторона  
микросателлитного анализа 

Как уже отмечалось выше, один и тот же элемент может 
входить в состав большого количества микросателлитов. Для ана-
лиза же требуется выделить определенный локус. Это делается с 
помощью ПЦР, который устроен так, что праймеры расположены 
по сторонам микросателлитного повтора. В результате амплифи-
кации различных аллелей одного микросателлитного локуса и по-
следующего электрофоретического разделения амплифицирован-
ных фрагментов ДНК (ампликонов) получаются картины, подоб-
ные схематическому изображению на рис. 15.  

 
Рис. 15. Пример микросателлитного анализа в пределах  

3 поколений одной семьи 

Вверху – генеалогия. Условные обозначения: 
■ – наличие наследственной патологии у ♂; 

□ – отсутствие наследственной патологии у ♂; 
● – наличие наследственной патологии у ♀; 

○ – отсутствие наследственной патологии у ♀. 
I, II, III – поколения. 1, 2, 3… нумерация членов семьи. 

Внизу – электрофореграмма, на которой представлены результаты фракционирования 
микросателлитной ДНК у всех пациентов, в пределах одного локуса. Чем ниже полоска, 
тем короче микросателлит. В данном случае представлено 6 аллелей одного микроса-
теллита, но генотипы, по данному микросателлиту, совпадают только в двух случаях: 

 6 и 12, 5 и 10. 
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Естественная изменчивость длин микросателлитных повто-
ров так высока, что может быть использована для однозначной 
идентификации личности и выяснения родственных связей. Счи-
тается, что для этого достаточно 13 микросателлитных локусов. 
Микросателлиты также применяются в популяционной генетике 
для оценки потоков генов между популяциями и выяснения их 
демографической истории. 

Следует заметить, что до самого недавнего времени основ-
ной проблемой, сдерживавшей применение микросателлитов, бы-
ла сложность дизайна новых пар праймеров. Это была долгая 
процедура с неопределенным исходом, поскольку после успеш-
ной амплификации искомого локуса требовалось еще и удостове-
риться в том, что он достаточно полиморфен в природных попу-
ляциях. Оказалось, что это – довольно редкое свойство, поскольку 
многие из простых повторов оказались защищены стабилизиру-
ющим отбором. В среднем же один потенциальный микросател-
литный маркер приходится на менее чем 10000 пар нуклеотидов. 

В настоящее время для разработки новых микросателлитных 
маркеров можно воспользоваться библиотеками, получающимися 
после полногеномного секвенирования, и специальными про-
граммами, предназначенными для этой цели, такими как microsat 
explorer. 

2.7. ГИПОТЕЗА МОЛЕКУЛЯРНЫХ ЧАСОВ 

Определение времени расхождения генетических линий – 
один из важнейших этапов филогенетического анализа, нужный 
для того, чтобы «привязать» эволюционные процессы к опреде-
ленным этапам развития Земли и определить скорость их разви-
тия. В случае если для анализа используют сравнение последова-
тельностей нуклеиновых кислот, оценка скорости эволюционных 
процессов сводится к оценке средней скорости фиксации замен 
нуклеотидов или, после построения филогенетического дерева, 
оценке времени события по сумме длин ветвей, ведущих от уз-
ла события к современности.  

Вычисление времени эволюционных событий основано на 
предположении о том, что чем раньше разделились эволюцион-
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ные ветви, тем большим числом нyклеотидных замен будут раз-
личаться последовательности одного и того же гена у современ-
ных потомков далекого общего предка. Это предположение было 
выдвинуто в начале 60-х гг. XX в. и получило название «гипотезы 
молекулярных часов». Оно было выдвинуто параллельно двумя 
группами исследователей на основании обнаруженной ими пря-
мой корреляции между палеонтологическими данными о суще-
ствовании общего предка и разницы в аминокислотных последо-
вательностях глобинов, выделенных из представителей соответ-
ствующих видов.  

Последовательность действий при применении гипотезы мо-
лекулярных часов такова. 

На первом этапе выбирают группу исследуемых видов таким 
образом, чтобы она включала в себя, помимо интересующих ис-
следователя, несколько видов, об эволюции которых есть инфор-
мация, полученная другими методами. Это могут быть палеонто-
логические данные о том, что в слоях определенного возраста 
предки исследуемых видов уже существовали как отдельные ли-
нии (т. е. они разделились до того) или между ареалами видов 
есть непреодолимый географический барьер, время возникнове-
ния которого известно (например, пролив для сухопутных орга-
низмов или перешеек – для водных). 

1. Выбирают достаточно полиморфную последовательность 
ДНК, такую, чтобы между интересующими видами было доста-
точно много (обычно – больше десятка) нуклеотидных замен. 

2. Расшифровывают или находят в генном банке интересу-
ющие последовательности ДНК. 

3. Строят филогенетическое дерево. 
4. Отмечают на этом дереве геологические или палеонтоло-

гические события, о которых шла речь в п. 1, и строят калибро-
вочную кривую, на которой по горизонтали отложены точки из-
вестных событий, а по вертикали – число нуклеотидных замен, 
оцененное по филогенетическому дереву. В случае отсутствия та-
ких калибровочных событий используют литературные данные о 
скорости накопления замен в данном гене у ближайших групп ор-
ганизмов, однако этот подход весьма не надежен. 
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5. Используют эту кривую как калибровочную, находя на 
ней времена интересующих событий, используя число нуклео-
тидных замен между ними, определенное по филогенетическому 
дереву. Подробный пример содержится в практических заданиях 
настоящего пособия.  

Теоретическое исследование гипотезы молекулярных часов 
показало, что она может соответствовать действительности в тех 
случаях, когда большинство мутаций достоверно не сказываются на 
жизнеспособности их носителей ни в гетеро-, ни в гомозиготном 
состоянии. Следует напомнить, что под жизнеспособностью пони-
мается изменение вероятности оставить плодовитое потомство.  

Скорость фиксации нейтральных мутаций (замещения в по-
пуляции одного или нескольких аллелей одним аллелем) зависит от 
размера популяции, длительности поколения (т. е. времени, прохо-
дящего от зиготы до половозрелого состояния) и многих других па-
раметров. Оценки скорости фиксации замен колеблются от 4·10-11 
до 15·10-11 на нуклеотид в год. Скорость молекулярных часов мо-
жет заметно отличаться даже у близкородственных организмов.  

В общем случае использование молекулярных часов для 
определения возраста тех или иных событий представляет собой 
непростую задачу, которая выходит за рамки настоящего пособия. 
Вместе с тем относительно несложно (очень приблизительно) 
оценить время дивергенции видов. Для этой цели используют ка-
либровки молекулярных часов, основанные на датах известных 
геологических событий или на палеонтологической летописи. 
Например, появление Панамского перешейка, наступление и от-
ступление ледников, появление и исчезновение сухопутного пе-
рехода через Берингов пролив («Берингов мост».)  

Разные гены эволюционируют с разной скоростью, и поэто-
му их последовательности пригодны для решения эволюционных 
проблем разного масштаба. Например, один из самых медленно 
изменяющихся белков – инсулин, у человека и рыбы отличается 
только одной аминокислотной заменой. Использование этого гена 
для исследования эволюции позвоночных будет вряд ли продук-
тивно. С другой стороны, С-пептид инсулина – один из наиболее 
эволюционно лабильных белков. Поэтому сравнение его последо-
вательностей у близкородственных видов оказалось полезно при 
решении ряда проблем эволюции и систематики. 
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В целом ассортимент генов, пригодных для решения эволю-
ционных задач, относительно невелик и различается для разных 
групп организмов. В случае растений это, обычно, ген, кодирую-
щий 18S рРНК, либо ген rbcL, кодирующий в хлоропластном ге-
номе большую субъединицу рибулезо-1,5 дифосфаткарбоксилазы 
(иногда для обозначения этого гена используется несколько уста-
ревшее сокращение – RUBISCO). Несмотря на широкий разброс 
скоростей накопления замен в этом гене, он сейчас широко ис-
пользуется для эволюционных датировок. Скорости эволюции 
этого гена у разных групп растений приведены в работе [Extensive 
variation … , 1992]. Эти скорости различаются от 4,4·10–11 на нук-
леотид в год в ветви, к которой принадлежит Marshantia, 4,4·10–11 
для Arecaceae, 11,3·10–11 для Poaceae, 7,3·10–11 для Magnoliaceae и 
8,5·10–11 – для остальных растений. 

Гипотеза молекулярных часов используется как для иссле-
дования видообразовательных, относительно долговременных 
процессов (от десятков тысяч лет и более), так и для исследования 
коротких, главным образом – микроэволюционных процессов, за-
нимающих от нескольких десятков до десятков тысяч лет и за 
редкими исключениями сводящихся к демографическим измене-
ниям и миграциям. Для анализа долговременных процессов под 
скоростью молекулярной эволюции понимают среднюю скорость 
полной фиксации одного из аллелей, а для исследования корот-
ких процессов – среднюю скорость изменения частот (концен-
траций) аллелей в результате генетического дрейфа, которые 
различаются принципиально.  

В популяции соблюдаются все требования, необходимые 
для соблюдения закона Харди – Вайнберга, за исключением од-
ного – популяции имеют ограниченный размер. Очевидно, что, 
как обсуждалось выше, в маленьких популяциях размах колеба-
ний гораздо больше. В некоторых случаях кривые концентраций 
касаются верхней или нижней границы. Касание границы (см. 
рис 5, А) означает, что частота одного из аллелей стала равна 
нулю, т. е. он исчез из популяции. Соответственно, частота дру-
гого стала равна 1 (или, если выражать в процентах – 100 %). 
Именно это явление и называется полной фиксацией. Средний 
промежуток времени, необходимый для полной фиксации вновь 
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возникшего в результате мутации аллеля, и называется скоро-
стью молекулярной эволюции.  

Обычно длительность среднего промежутка времени между 
появлением и полной фиксацией мы можем определить только 
очень приблизительно. Причины этого состоят в том, что, во-
первых, неизвестно, какое из альтернативных состояний окажется 
поглощено в ряду поколений. Более того, редкие мутации, не 
приносящие заметной пользы, имеют большие шансы быстро ис-
чезнуть в ряду поколений. Во-вторых, вероятность значительных 
случайных колебаний частот аллелей в достаточно больших (ты-
сячи особей) популяциях относительно мала. Именно эти обстоя-
тельства объясняют очень низкую достоверность многих оценок 
времени эволюционных событий, получаемых с помощью моле-
кулярных часов. 

К счастью, для прикладных исследований биоразнообразия 
более важно другое использование молекулярных часов. Его 
проще проиллюстрировать с помощью рис. 5, С. В больших по-
пуляциях отклонения от ожидаемой в соответствии с законом 
Харди – Вайнберга равновесной частоты аллелей накапливаются 
со временем, но полные поглощения происходят гораздо реже. На 
приведенном результате моделирования таких явлений не отме-
чается совсем (см. рис. 5, С). Такая картина характерна для внут-
рипопуляционных процессов, протекающих за относительно ко-
роткие промежутки времени.  

В течение короткого времени ожидать нескольких случаев 
полного поглощения трудно из-за их редкости. Поэтому для оце-
нок времен относительно быстрых процессов используется средняя 
скорость накопления отклонений от равновесных частот, она же – 
скорость генетического дрейфа Vt. Она определяется формулой 
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,  

где p и q – начальные частоты альтернативных аллелей, t – время, 
измеряемое в поколениях, а Ne – эффективный размер популяции. 
Именно скорость дрейфа используется для оценки скорости про-
цессов, например, в популяциях промысловых рыб или при оцен-
ке эффективности или планировании адресных природоохранных 
мероприятий.  
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Прикладное значение скорости генетического дрейфа обу-
словлено тем, что его величину можно оценить, используя данные 
о генетическом разнообразии объекта исследования. Главной 
сложностью таких оценок оказывается неидеальность природных 
популяций, состоящая в том, что они, как правило, занимают 
большие площади и вероятность скрещивания между далеко оби-
тающими друг от друга особями существенно меньше, чем между 
соседями, что означает нарушение условий Харди – Вайнберга. 
Это явление описывается так называемой скоростью перемеши-
вания, которую также можно измерить, исходя из данных по ге-
нетическому разнообразию.  

Частоты аллелей можно измерить напрямую. Существует 
множество изящных экспериментальных приемов для получения 
точных оценок, они либо рассматриваются в предыдущих пара-
графах, либо – в рамках смежных предметов. Сложнее дело об-
стоит с измерением эффективной численности, однако и ее можно 
оценить. Осталось оценить только либо скорость, либо – время. 
Приоритет в этом определяется конкретной биологической зада-
чей. Например, если исследователя интересует, насколько опасен 
для экосистемы недавно появившийся экзотический вид, то, как 
правило, время его появления известно и можно определить, 
насколько быстро идут популяционные процессы.  

С другой стороны, о времени начала каких-либо событий 
можно судить, сравнивая свои данные по генетическому разнооб-
разию с хорошо изученными аналогичными примерами, для кото-
рых скорость дрейфа надежно определена. Например, для опреде-
ления возраста происхождения цветковых растений были исполь-
зованы нуклеотидные последовательности 83 генов, расположен-
ных как в хлоропластном и митохондриальном геномах, так и в 
ядре. В основном эти гены кодируют ДНК, но среди них есть и 
гены рибосомных РНК различной локализации. Всего в анализ 
взято 644 вида, из которых 632 принадлежит к цветковым расте-
ниям. После проведения филогенетического анализа, в результате 
которого было получено филогенетическое дерево, объединившее 
все виды и основанное на последовательностях всех генов, на 
этом дереве отметили все точки, для которых есть палеонтологи-
ческие данные (рис. 16). (Обычно палеонтологические данные со-
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стоят в том, что выше некоторого датированного пласта осадков 
встречаются представители двух групп организмов, а ниже – они 
отсутствуют, а присутствуют некие примитивные общие предки, 
такие оценки часто не точны и противоречат друг другу). Среди 
палеонтологически датированных узлов были найдены 43, воз-
раста которых не противоречили друг другу. Это означает, что 
степень генетических различий между всеми генами пропорцио-
нальна их палеонтологическим возрастам. Например, разделение 
Fagus и Quercus произошло после 48 млн лет. Средняя оценка для 
всех использованных генов составила 0,04 замены на нуклеотид 
за 100 млн лет или 4·10–10 замены на нуклеотид за год.  

 
Рис. 16. Филогенетическое дерево покрытосеменных растений 

[Barba-Montoya, 2017]  
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Зная скорость накопления замен V и число замен на 100 нук-
леотидов N, можно рассчитать время t, за которое накопилось та-
кое количество, по формуле 

t = N / V. 

В результате этого установлено, что у crown angiosperms на 
100 нуклеотидов приходится от 8,4 до 10,2 нуклеотидных замен. 
То есть для 10,2 замен на 100 нуклеотидов получится: 
10,2/100/4·10–10 = 255 106 лет. Таким образом было определено, 
что crown angiosperms произошли 255–206 млн л. н., двудольные 
произошли 186–156 млн л. н., а время происхождения однодоль-
ных приходится на интервал 179–144 млн л. н. 

2.8. АНАЛИЗ ДЕМОГРАФИЧЕСКИХ ПРОЦЕССОВ  
И МИГРАЦИИ 

Миграция между популяциями одного вида часто представ-
ляет значительный интерес. С точки зрения генетики значение 
имеет только та миграция, которая оставляет следы в генофонде 
популяций, обменивающихся особями. Естественно, бывает и 
миграция, при которой скрещивание между представителями 
разных популяций пренебрежимо мало. Тогда изучение мигра-
ционных процессов сводится лишь к идентификации образцов. В 
этом разделе рассмотрены те миграционные процессы, которые 
влияют на частоты аллелей. В генетике популяций они называ-
ются потоками генов. 

С количественной стороны миграцию между двумя группа-
ми особей можно охарактеризовать с помощью коэффициента 
миграции (net coefficient of migration) m. Эта величина опреде-
ляется как разница между числом прибывших и убывших инди-
видуумов за год на 1000 особей. При исследовании биоразнообра-
зия мы не можем оперировать такими точными статистическими 
данными. Поэтому для оценки миграции используется величина, 
подобная коэффициенту миграции, но не абсолютная численность 
особей, а эффективная, т. е. соотносящаяся с реальной так же, как 
эффективная численность популяции Ne соотносится с физиче-
ской численностью популяции. 
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На качественном уровне представляется очевидным, что 
двусторонняя миграция между двумя популяциями, различающи-
мися по частотам аллелей, должна приводить к выравниванию 
этих частот, а за счет притока новых особей – к уменьшению ко-
эффициента инбридинга I. Последствия миграции можно поэтому 
описать количественно с помощью меры генетической диффе-
ренциации FST. Эта величина равна доле, которая приходится на 
различия между представителями разных популяций по сравне-
нию с внутрипопуляционными различиями. Для измерения степе-
ни различия используются, как правило, молекулярные маркеры – 
последовательности нуклеиновых кислот или различия между 
микросателлитами. Ее вычисляют многие компьютерные про-
граммы, и измерена она для многих случаев. Внутри одного клона 
FST = 0, для абсолютно различных групп особей FST = 1, а в подав-
ляющем большинстве случаев FST < 0,25. Связь между FST и ко-
эффициентом миграции описывается уравнением 

1

4 1ST
e

F
N m

=
+

, 

которое позволяет, используя данные о генетическом разнообра-
зии, оценить число мигрантов: 

m = (1 – FST)/4FSTNe. 

Эта величина представляет большой интерес, однако следует 
помнить, что она может серьезно искажать действительную картину 
миграционных потоков из-за того, что предполагает их симметрию.  

В настоящее время существует несколько программ, кото-
рые оценивают асимметричные потоки генов, но они используют 
весьма сложный математический аппарат, и мы не будем рас-
сматривать их использование. 

В отличие от демографии населения, для оценок в популя-
ционной генетике генетическая оценка коэффициента миграции от-
носится не к 1000 физических особей, а к 1000 членов «эффектив-
ной популяции», поэтому его следует умножить на отношение ре-
альной численности к эффективной, тогда эта величина окажется 
гораздо больше. Об этом важно помнить при работе с материалами, 
например, природоохранных органов, полагающихся на методы 
оценки биоразнообразия, основанные на популяционной генетике. 
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Вcе приложения генетики к исследованиям демографиче-
ских процессов основаны на сравнении количественных характе-
ристик генетического разнообразия. С этой целью анализируют 
несколько генетических маркеров (чем больше, тем лучше) и ис-
пользуют D-критерий Таджимы (Tajima’s D).  

В постоянно растущей популяции чем больше становится 
особей, тем больше вероятность возникновения новых мутаций. 
Следовательно, возрастает доля недавно возникших мутаций, у 
которых возможности для широкого распространения не было. 
Следовательно, наборы нуклеотидных последовательностей, по-
лученных из такой популяции, будут содержать много позиций, 
где только одна последовательность содержит замену (такие по-
зиции называются синглетами).  

В вымирающей популяции наблюдается противополож-
ная картина. Её особи прошли или проходят через снижение чис-
ленности особей, которое могло быть резким и длительным. Та-
кие популяции почти не содержат синглетов, в них увеличена до-
ля аллелей, отстоящих друг от друга на несколько мутационных 
шагов, но промежуточные звенья исчезают в результате дрейфа.  

Для дифференциации этих сценариев развития популяций 
используется критерий Таджимы, построенный на использовании 
двух величин: гаплотипического разнообразия S и нуклеотидного 
разнообразия π.  

1. Гаплотипическое разнообразие S определяется долей 
вариабельных положений 

Например, если в 100 нуклеотидных последовательностей 
есть 1 положение, в котором есть нуклеотидные замены, то 
S = 0,01, если положение аденина и гуанина будет 1 из 10 или 5 из 
10, то это рассматривается как 1 вариант замены.  

2. Нуклеотидное разнообразие определяется долей вариа-
бельных положений и количеством замен в каждом положении, 
которое рассчитывают по формуле  

1

2 1

π π 2 π
n i

i j ij i j ij
ij i j

x x x x
-

= =

= =å åå , 

где n – общее число последовательностей. Варианты последова-
тельностей: i и j, xj – доля последовательностей типа i от общего 
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числа последовательностей, xj – доля последовательностей типа j 
от общего числа последовательностей, dij – доля нуклеотидов, по 
которым эти варианты отличаются. 

Например, если положение аденина и гуанина будет 1 из 10 
или 5 из 10, а все остальные нуклеотиды – одинаковые, то: 

в первом случае π = 2 · 1/10 · 9/10/20 · 1 = 0,009;  
а во втором π = 2 · 5/10 · 5/10 · 1/20 = 0,025.  

Второй набор данных оказался разнообразнее. 
Кода популяция, численность которой была постоянна, пе-

реходит к росту или к вымиранию, соотношение гаплотипическо-
го разнообразия S и нуклеотидного разнообразия π будет разным. 
При увеличении численности особей в популяции гаплотипиче-
ское разнообразие S растёт быстрее, чем нуклеотидное, а при вы-
мирании популяции оно быстрее сокращается.  

Критерий D Таджимы можно рассчитать с помощью про-
граммы dnaSP [http://www.ub.edu/dnasp/] и др. При использовании 
критерия D Таджимы популяция в стабильном состоянии выгля-
дит сходной с популяцией в состоянии регресса (табл. 4). Слож-
ности при интерпретации признаков расширяющихся и вымира-
ющих популяций заставляют обычно использовать несколько 
разных критериев, значения которых вычисляют из тех же данных 
те же программы. 

Таблица 4 
Интерпретация критерия Таджимы 

Значение D Вывод 1 Вывод 2 

D = 0 
Наблюдаемое генети-
ческое разнообразие 
равно ожидаемому 

Популяция имеет постоянный размер, 
нет свидетельств давления отбора 

D > 0 
Дефицит редких алле-
лей (синглетов) 

Популяция подверглась сильному вы-
миранию или оказалась под действием 
балансирующего отбора 

D < 0 Избыток синглетов 
Увеличение численности популяции, 
последствия фиксации выигрышного 
аллеля 
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Пример недавнего бутылочного горлышка 
На севере Шотландии при анализе генетического полимор-

физма сосны было обнаружено неожиданно высокое генетиче-
ское разнообразие πtot = 0,0078, сравнимое и даже превышаю-
щее разнообразие континентальных популяций того же вида, так 
как северо-шотландские сосны находятся на самом краю ареала. 
Значение критерия Таджимы оказалось высоким (D = 0,58), в от-
личие от всех других европейских популяций, в частности в Ис-
пании (D = –0,539). То есть ранее условия среды соответствовали 
центральным областям ареала для этих сосен и были близки к оп-
тимальным, но относительно недавно они стали неблагоприятны-
ми. В результате большая часть популяции вымерла. 

Пример расширяющейся популяции 
У чаек Эрмана Larus heermanni, обитающих в Калифорний-

ском заливе, на фоне нуклеотидного разнообразия 
(πtot = 0,00083) значение критерия Таджимы отрицательно  
(D = –2,467). Следовательно, численность их популяции в насто-
ящее время и на протяжении большей части четвертичного пери-
ода должна была быстро расти [Ruiz, Velarde, Aguilar, 2017]. 
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Практикум 
Занятие 1 

 АНАЛИЗ БИОРАЗНООБРАЗИЯ НА ОСНОВАНИИ  
ПОСЛЕДОВАТЕЛЬНОСТЕЙ ДНК 

План работы 
1. Определить ген на основании заданной последовательно-

сти (выбранной из прил. 1, 2) при помощи GENBANK 
[https://www.ncbi.nlm.nih.gov/] (рис. П1–П5). 

 

 
Рис. П1 

 
Рис. П2 
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Рис. П3 

 

Рис. П4 
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Рис. П5 
 
2. При помощи программы BLAST (https://blast.ncbi.nlm. 

nih.gov/) найти группу наиболее похожих последовательностей 
20–30 штук. 

3. Скачать эти последовательности в форматах FASTA и 
GENBANK.  

4. Обнаружить максимально близкую последовательность и 
определить видовую принадлежность организма, из которого она 
была получена. 

5. Проанализировать таксономическое положение и близость 
данного таксона при помощи кладограммы (рис. П6).  

6. Сохранить результаты проделанной работы в электронном 
виде. 
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Рис. П6 

Контрольные вопросы 

1. Монотипическая концепция вида, суть и недостатки.  
2. Политипическая концепция вида. 
3. Биологическая концепция вида. 
4. Какая таксономическая единица реально существует в 

природе: тип, вид, род, класс, семейство? Почему?  
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Занятие 2 
МУТАЦИИ КАК ЭЛЕМЕНТАРНЫЙ ЭВОЛЮЦИОННЫЙ 
МАТЕРИАЛ, РЕГУЛИРУЮЩИЙ БИОРАЗНООБРАЗИЕ 

План работы 
1. Ознакомиться с файлом в формате GENBANK. 
При помощи сайта http://www.tolweb.org/tree охарактеризо-

вать систематическое положение на древе жизни. 
2. Выровнять последовательности при помощи программы 

Clustal X (http://www.clustal.org/omega/). 
2.1. Алгоритм выравнивания последовательностей. 
Собрать последовательности таксонов (от 7 до 30 шт.) при 

помощи приложения «Блокнот» (рис. П7). 
 

 
Рис. П7 

3. Отредактировать список последовательностей таким обра-
зом, чтобы было ясно название таксона. Оставить название рода и 
вида в формате Drosophila_viridis (пробелов быть не должно, 
идентификатор должен быть короче 35 символов) (рис. П8).  

4. Открыть файл с последовательностями при помощи про-
граммы Clustal X2.1 (рис. П9 и П10). 
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Рис. П8 

 

Рис. П9 

5. Выровнять последовательности в программе Clustal X2.1 и 
сохранить их с расширением aln, т. е. в родном формате этой про-
граммы (рис. П11 и П12).  

6. Сохранить результаты проделанной работы в электронном 
виде. 
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Рис. П10 

 

 
Рис. П11 

 
Рис. П12 
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Контрольные вопросы  
1. Мутационная изменчивость. 
2. Типы мутаций. 
3. Общие свойства мутации. 
4. Распространение мутаций в пределах ареала вида. 
5. Эволюционное значение мутаций. 
6. Закон Харди – Вайнберга, условия его соблюдения и от-

клонений от него. 
7. Методы выявления генетического разнообразия. 
8. К какому типу изменчивости относятся мутации? Проар-

гументировать выбранный вариант.  
а) наследственная изменчивость 
б) средовая изменчивость 
в) модификационная изменчивость 
г) онтогенетическая изменчивость 
д) возрастная изменчивость 

 
  



77 

Занятие 3 
АНАЛИЗ ГАПЛОТИПИЧЕСКОГО  

И НУКЛЕОТИДНОГО РАЗНООБРАЗИЯ 

План работы 
1. Построить филогенетическое дерево при помощи про-

грамм Phyml и Seaview (рис. П13–П15). 
 

 
Рис. П13 

 
Рис. П14 
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Рис. П15 

 
2. Охарактеризовать вариабельность нуклеотидных последо-

вательностей с помощью программы DnaSP (http://www.ub.edu/ 
dnasp/DnaSPHelp.pdf), используя следующие показатели:  

– число полиморфных сайтов – характеризующее размах из-
менчивости в рамках набора данных; 

– общее число мутаций; 
– G+C содержание – характеризует адаптацию; 
– число гаплотипов; 
– разнообразие гаплотипов; 
– изменчивость гаплотипического разнообразия. 
 
Нуклеотидное разнообразие (per site), Pi: 0.168971 
Стандартное отклонение Pi: 0.06062 
Среднее число нуклеотидных различий, k: 73.67143 
Theta (в последовательности) от Eta: 138.14229 
Theta (на сайт) от Eta: 0.31684 
Тесты на нейтральность: 
D-критерий Таджимы  
D: –1.93250 

                                           
1 Здесь и далее точки в качестве десятичного разделителя используются  в 
распечатках компьютерных программ и листингах команд. 

Liriodendron_tulipifera

Platanus_orientalis

Acer_negundo

Acer_spicatum

Acer_pseudosieboldianum

Acer_rubrum

Acer_platanoides
PhyML ln(L)=-3799.9 2269 sites GTR 4 rate classes 0.01
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Статистическая значимость: *, P < 0.05 
Fu и Li's D* статистический тест: –1.66441 
P > 0.10 
Fu и Li's F* статистический тест: –2.04466 
Fu's Fs статистика: 0.234 

 
При трактовке результатов вычислений следует принять во 

внимание, что при значениях нуклеотидного разнообразия 
pi > 0.05 (как в рассматриваемом примере), можно утверждать, 
что набор последовательностей принадлежит видам, которые дав-
но репродуктивно изолированы, поэтому следующие нижеупомя-
нутые тесты на нейтральность не имеют существенного значения. 
Тем не менее то обстоятельство, что все они подтверждают гипо-
тезу нейтральности, указывает на то, что не удалось обнаружить 
следов действия движущего отбора на исследуемый ген в преде-
лах рассматриваемого набора видов. Однако это не исключает, 
что действие движущего отбора не удастся обнаружить с помо-
щью других методов, специально предназначенных для анализа 
белок-кодирующих нуклеотидных последовательностей.  

Соотношение нуклеотидного и гаплотипического разнообра-
зия в условиях отсутствия отбора даёт представление о том, в ка-
кой демографической фазе находится рассматриваемая группа ор-
ганизмов. Если гаплотипическое разнообразие существенно 
больше нуклеотидного, то исследователи имеют дело с процвета-
ющей, активно эволюционирующей группой (растущей). Если же 
имеет место обратная ситуация, то следует предполагать, что ис-
следуемая группа угнетена и представляет собой остаток былого 
разнообразия (т. е. регрессирует).  

Остальные три теста проверяют наличие следов отбора в 
наборе данных и применимы, главным образом, для анализа об-
разцов в пределах одной популяции.  

То есть эти критерии применяются для проверки, наличия 
избытка редких мутаций (у расширяющейся популяции) или их 
недостатка (у вымирающей). Отрицательные значения во всех 
случаях указывают на избыток редких мутаций, а положитель-
ные – на недостаток.  
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Критерии Таджимы D и Fu and Li’s D* представляют собой 
разные математические способы оценки достоверности отличий 
имеющегося соотношения гаплотипический изменчивости и нук-
леотидного разнообразия от ожидаемого. Они применимы для 
популяции, при условии, что исследуемые гены нейтральны, а 
численность – постоянна. Разница между тестами состоит в их 
меньшей или большей чувствительности к определенным попу-
ляционным сценариям (см. рис. П1 и П16, П17). 

 
 

 
Рис. П16 

 

 
 
Рис. П17. Пример ин-
формативного поло-
жения последователь-

ностей. 
Столбцы 6, 11, 13 и 14 – 
содержат редкие мутации, 
первый столбец – пример 
информативной замены

 
3. Сохранить результаты проделанной работы в электронном 

виде. 
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Контрольные вопросы 

1. Постепенное видообразование. 
2. Мгновенное видообразование. 
3. Эволюционная роль межвидовой гибридизации. Сетчатое 

видообразование.  
4. Методы выявления механизмов видообразования. 
5. Формы безареальной внутривидовой изменчивости. 
6. Основные молекулярно-генетические методы анализа 

биоразнообразия. 
7. Метод штрихкодирования. 
8. Метагеномный анализ, суть и область применения  
9. Микросателлитный анализ, суть и область применения. 
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ЗАНЯТИЕ 4 
АНАЛИЗ РЕЗУЛЬТАТОВ ФИЛОГЕНЕТИЧЕСКИХ  

ПОСТРОЕНИЙ И МОЛЕКУЛЯРНЫЕ ЧАСЫ 

План работы 

1. Охарактеризовать филогенетические взаимоотношения 
последовательностей при помощи программ Phyml и Seaview на 
основании дерева, построенного на прошлом занятии, и оценить 
достоверность топологии (порядка ветвления) при помощи апо-
стериорных вероятностей (рис. П18).  

 

 
Рис. П18 

 
Апостериорные вероятности на дереве ставятся на ветви, ко-

торая ведет от внутреннего узла к общему предку. Потомки этого 
узла называются сестринскими видами. Математический смысл 
апостериорной вероятности по сути состоит в том, что два потом-
ка данного узла действительно являются сестринскими. Хорошей 
статистической поддержкой считаются апостериорные вероятно-
сти более 0.7. Максимальное их значение – 1 (рис. П19).  

Seaview. Включен просмотр апостериорных вероятностей, 
значения: < 0.5 указывают на слабую поддержку ветвей, <0.8 – 
указывают на умеренную поддержку ветвей.  
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Рис. П19. Фрагмент филогенетического дерева  

в окне просмотра деревьев 
 
2. Рассмотрим гипотетический пример, поясняющий исполь-

зование молекулярных часов. Предположим, что мы расшифрова-
ли фрагмент ДНК длиной 100 нуклеотидов у гена rbcL из расте-
ний, время существования общего предка которых нам хочется 
определить. В статье Буске с соавторами [Extensive variation in 
evolutionary … , 1992] находим, что для этих растений скорость 
накопления замен составляет 5·10-11 замен на 1 нуклеотид в год. 
Оказывается, что фрагменты ДНК отличаются всего на один нук-
леотид. Это означает, что расстояние (различие) между этими 
фрагментами, выраженное в нуклеотидных заменах, составит 
1/100 замены (1 замена на 100 нуклеотидов). Для того чтобы 
определить время после расхождения последовательностей, раз-
делим это расстояние на то, что накапливается за 1 год.  

Время = 10-2/5 · 10-11 = 0.2·109 = 2·108 лет. 
Но этот срок следует разделить пополам, поскольку после 

разделения различия накапливались в двух ветвях параллельно и 
расстояние от современной последовательности до общего предка 
должно быть половиной от расстояния между двумя современ-
ными последовательностями.  



84 

Современные программы построения филогенетических де-
ревьев выражают мутационные расстояния в «долях замен». С 
этой целью можно использовать программу Phyml.  

На рис. П21,  П22 над ветвями помещены числа. Они озна-
чают долю мутаций между двумя узлами, т. е. число замен, поде-
ленное на длину последовательности. При этом расстояние ука-
зывается от узла до узла, поэтому делить на два, как в предыду-
щем примере, его не следует. 

 
Пример определения возраста по дереву 
● Строим дерево с помощью Phyml. 
● Сохраняем дерево в Seaview командой Save rooted tree. 
● Закрываем Seaview и открываем Mesquite (рис. П20).  

 

 

Рис. П20 

Открыть файл с деревом в ньюикском формате (см. рис. П21):  
Taxa&Trees → New tree window→ With trees from source 
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Рис. П21 

● Display – поворачиваем дерево направо (orientation->right). 
● Отмечаем галочкой Display → Branch length labels.  
Появляются синие числа, означающие долю замен до узла 

(см. рис. П22).  
 

 

Рис. П22 
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На длину секвенированного фрагмента ДНК расстояние де-
лить уже не надо. Обратите внимание, что ветви, ведущие от со-
временных видов к их общим предкам, разной длины. Это может 
быть следствием различий в скорости эволюции и/или артефак-
том метода построения дерева. 

● Отмечаем Branches proportional to length в меню Display. 
Получаем дерево и синие длины ветвей множим на калибро-

вочный фактор.  
 
Формула для расчета возраста:  

T = S/v, 

где Т – время в годах, от момента существования общего предка; 
v – скорость молекулярной эволюции, т. е. сколько в среднем 
замен на нуклеотид фиксируется в год; S – длина ветви, выра-
женная в долях замен (она может быть дробной из-за поправок).  

Например, расстояние до общего предка с ближайшим сест-
ринским видом у Cypripedium macranthos составляет 0.00151. 
Применяем скорость молекулярной эволюции 2 · 10–10, пригод-
ную для орхидей, и получаем оценку длины этой ветви примерно 
7,5 млн лет. Это – очень приблизительная оценка, ошибка кото-
рой может составить порядок величины. Необходимо также пом-
нить о приблизительном характере определения времен по дере-
вьям с ветвями столь неравной длины. 

В данном случае выбор скорости эволюции был сделан про-
извольно по литературным данным. Поскольку обосновывать вы-
бор точной скорости довольно сложно, в последнее время широ-
кое распространение получило относительное описание возраста, 
например «5 % от возраста расхожденния однодольных и дву-
дольных». 

3. Построить дерево, учитывающее географию распростра-
нения таксонов при помощи программы Mesquite:  

http://mesquiteproject.org/; 
https://mesquiteproject.wikispaces.com/Additional+Mesquite+Pa

ckages; 
http://mesquiteproject.org/packages/cartographer/. 
4. В электронном виде сохранить результаты проделанной 

работы. 
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Контрольные вопросы 

1. Факторы, лимитирующие распространение вида. 
2. Классификация изолирующих механизмов.  
3. Генетика изолирующих механизмов. Последствия вторич-

ных нарушений репродуктивных барьеров между сестринскими 
видами. Принцип конкурентного исключения. 

4. Нарушения изолирующих механизмов. 
5. Методы выявления изолирующих механизмов.  
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Занятие 5 
 ПРЕДСТАВЛЕНИЯ РЕЗУЛЬТАТОВ АНАЛИЗА 

 ПОСЛЕДОВАТЕЛЬНОСТЕЙ ДНК 

План работы 

1. При помощи программы Seaview представить дерево в 
разных форматах (циркулярное, радиальное и пр.) (рис. П23 и 
П24). 

 
Рис. П23 

 
2. Ознакомиться с методикой составления ньюикской нота-

ции деревьев.  
Ньюикская нотация предназначена для описания дерева с 

помощью текстовой строки. Для представления результатов ана-
лиза последовательностей ДНК можно использовать линейные 
скобочные записи деревьев, т. е. представление деревьев в виде 
строк, содержащих символы, помечающие узлы дерева, а также 
открывающие и закрывающие круглые скобки. Линейная запись 
деревьев может быть представлена при помощи скобок. 

Например, предположим, что у нас есть четыре вида: s1, s2, 
s3 и s4. Степень их родства изображают при помощи скобок: 
(((s1,s2),s3),s4); или ветвей дерева (рис. П25).  
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Рис. П24 
 

 
 

Рис. П25 
 
Если требуется указать длину ветвей, то ее приводят при по-

мощи двоеточия: 
(((s1:0.1,s2:0.12):0.3,s3:0.5):0.6,s4:0.7):0.0; 
То есть самые близкие друг другу виды будут заключены в 

максимальное количество скобок, а самый внешний из них (s4) – бу-
дет закрыт только одной скобкой. Сколько скобок открыто, столько 
должно быть и закрыто. В конце записи ставят точку с запятой. 

Расстояния после закрывающих скобок – это длины внутренних 
ветвей. К этой записи можно добавить еще и величины статистиче-
ской поддержки, например апостериорные вероятности. Их поме-
щают без знаков препинания сразу за закрывающими скобками: 

Liriodendron_tulipifera

Platanus_orientalis

Acer_negundo

Acer_spicatum

Acer_pseudosieboldianum

Acer_rubrum

Acer_platanoides

0.00    

0.00    

0.80    

1.00    

PhyML ln(L)=-3799.9 2269 sites GTR 4 rate classes



90 

(((s1:0.1,s2:0.12)0.8:0.3,s3:0.5)0.9:0.6,s4:0.7)0.5:0.0; 

При этом в названиях видов не рекомендуется использовать 
знаки препинания, пробелы и прочие небуквенно-цифровые сим-
волы. 

3. Составить таблицу, в которую включить информацию о 
последовательностях, взятых из генбанка (табл. П1). 

Таблица П1 
Информация о последовательностях 

№ 
Название 
вида 

Код последова-
тельности  
в генбанке 

Авторы 
 последователь-

ности 

Публикация и электронная 
ссылка на неё 

1     
2     

 
4. В электронном виде сохранить результаты проделанной 

работы. 

Контрольные вопросы 

1. Причины географической изменчивости. 
2. Значение географической изменчивости. 
3. Причины экологической изменчивости. 
4. Значение экологической изменчивости. 
5. Методы анализа экотопов. 
6. Что понимают под «ньюикской нотацией»? Привести 

пример.  
7. Популяционная структура вида. 
8. Изменение генотипического состава популяций как эле-

ментарное эволюционное изменение. 
9. Биологические свойства вида. 
10. Дивергенция и видообразование. 
11. Классические и генетические методы анализа биоразно-

образия. 
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Занятие 6 
ИСПОЛЬЗОВАНИЕ МОЛЕКУЛЯРНО-ГЕНЕТИЧЕСКИХ 

МЕТОДОВ ДЛЯ АНАЛИЗА ГЕОГРАФИЧЕСКОЙ  
ИЗМЕНЧИВОСТИ 

План работы 

1. Определить время расхождения клад при помощи 
Mesquite (http://mesquiteproject.org/). 

Установить пакет Cartographer в Mesquite 
Загрузить архив пакета в директорию (папку), куда автомати-

чески попадают и другие загружаемые из интернета файлы («За-
грузки» или «Downloads»). На странице: http://mesquiteproject.org/ 
packages/cartographer/download.html перечислены все детали, ка-
сающиеся этого пакета, главная из которых – требования к систе-
ме. В данном случае необходимо, чтобы был установлен Mesquite 
версии старше 3.0 и Java версии старше 1.2. Сам пакет располо-
жен по адресу:  

https://github.com/MesquiteProject/Cartographer/releases.  
Открыв эту страницу в браузере, надо выбрать загружаемый 

файл в зависимости от операционной системы. Для Windows он 
будет иметь расширение zip, для Linux и MacOS X – .tgz. 

Распаковать загруженный файл. В результате появится пап-
ка (директория) с названием cartographer. Найти в своей системе 
папку Mesquite_folder. Запустить Mesquite и убедиться, что акти-
вированы все пакеты, как указано на рис. П26.  

Использование пакета Cartographer. Выбрать картосхему, на 
которую будут нанесены данные. Источники карт: 
http://mesquiteproject.org/packages/cartographer/sources.html.  

Определить проекцию карты. В настоящее время это должна 
быть одна из: Albers Equal-Area Conic, Lambert Azimuthal Equal-
Area, Lambert Conformal Conic, Mercator Orthographic, Equirectan-
gular, Transverse Mercator  (это могут быть yandex maps или 
Google maps), желательно в формате jpg. с высоким разрешением.  

Вставить координаты о местонахождении видов в новую 
матрицу (рис. П27 и П28), связанную (linked) с остальными вида-
ми, и приписать ей тип Geographic Data.  
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Рис. П26 

 

 
Рис. П27 

 
Построить кладограмму по координатам и сделать её гео-

графическую привязку к скачанной картосхеме при помощи ко-
ординат.  
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Рис. П28 

 
3. В электронном виде сохранить результаты проделанной 

работы. 

Контрольные вопросы 

1. Адаптации. 
2. Популяционные волны. 
3. Модификационная изменчивость. 
4. Методы выявления адаптаций. 
5. Дать определение понятия ареал. 
6. Типы ареалов 
7. В чём суть и отличия макро- и микрофилогенеза. 
8. Какие методы изучения темпов эволюции вам известны? 
9. Какие формы эволюции вы могли бы назвать? 
10. Что такое «критерий максимальной экономии» и в каких 

случаях его следует использовать? 
11. Какие состояния признака называют апоморфными, а ка-

кие плезиоморфными? 
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Занятие 7 
АНАЛИЗ БИОРАЗНООБРАЗИЯ ПРИ ПОМОЩИ  
ПОСТРОЕНИЯ ЭВОЛЮЦИОННЫХ СЦЕНАРИЕВ 

План работы 

1. Составить матрицу морфологических признаков и постро-
ить кладограмму, используя критерий максимальной экономии 
при помощи программы Mesquite [http://mesquiteproject.org/], и 
выявить апоморфные и плезиоморфные состояния признаков 
(рис. П29) с учётом топологии дерева. 

Путь: Taxa&Trees → Make new trees bloc from →Tree search 
→ Mesquite heuristic (рис. П30). 

 

 
Рис. П29 

 
В качестве критерия для оценки качества дерева можно 

использовать разные величины. На рис. П30 представлен выбор 
принципа максимальной экономии (parsimony) – пожалуй, 
наиболее распространенный.  
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Рис. П30 

 
После построения дерева можно раскрасить его ветви в 

соответствии со значением исследуемого признака. Для этого 
требуется восстановить наиболее вероятные состояния признака у 
предков, как показано на рис. П31, с помощью команды   

Analysis: Tree  → Trace character history (см. рис. П31). 
 

 
 Рис. П31 
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В качестве метода для вычисления предковых состояний при 
исследовании морфологических признаков следует выбирать 
Parsimony Character States.  

2. Составить выводы о проделанной работе и о 
биологической роли организма. 

3. Представить результаты проделанной работы в 
электронном виде. 

Контрольные вопросы 

1. Для чего используется критерий максимального правдо-
подобия? 

2. Для чего используется критерий максимальной экономии? 
3. Что показывают бутстрепные поддержки? 
4. Что показывают апостериорные вероятности? 
5. На основании каких критериев может быть проведена 

оценка статистической достоверности эволюционного сценария?  
6. Какие состояния признаков называют апоморфными, а ка-

кие плезиоморфными? 
7. Что представляет собой ньюикская нотация деревьев? 
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Занятие 8 
МЕТАГЕНОМНЫЙ АНАЛИЗ 

 

План работы 

1. Установить программу для анализа метагеномных 
данных 

Самый распространенный на сегодня инструмент анализа 
метагеномных данных – программа mothur, разрабатываемая и 
поддерживаемая группой программистов под руководством Пат-
рика Шлосса (Dr. Patrick Schloss) в Отделе микробиологии и им-
мунологии университета штата Мичиган [Schloss, 2009]. Эта про-
грамма позволяет проводить самые разнообразные операции над 
наборами метагеномных данных, и ее можно использовать на 
компьютерах с любой из распространенных операционных си-
стем – Linux, MacOS X и Windows. Сайт программы: 
https://mothur.org/wiki/Main_Page. Здесь можно получить про-
грамму и справочные материалы на английском языке. Исходный 
код программы находится в открытом доступе, если его компили-
ровать на том компьютере, на котором и предполагается исполь-
зовать программу, то ее скорость существенно повысится. Кроме 
того, можно воспользоваться программами для 32- и 64-битных 
Windows, доступных по адресу: http://www.applied-maths.com/ 
download/mothur-1251-windows-executables-zip. Там же содержат-
ся и инструкции по его установке. Файлы данных, которые нам 
понадобятся в работе, находятся на https://github.com/mothur/ 
mothur/releases/tag/v1.39.5. 

На этом занятии мы проведем сравнительный анализ метаге-
номных данных, полученных в процессе программы сбора образ-
цов Мирового океана во время экспедиции GOS (из 14 точек). 
Описание экспедиции можно найти по адресу:  

http://www.jcvi.org/cms/research/projects/gos/overview/. 
Упражнение основано на оригинальном примере, который 

можно найти на https://mothur.org/wiki/Marine_community_ 
analysis. 

Предполагается, что программа mothur установлена на ком-
пьютере и находится в рабочем состоянии.  
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2. Загрузить реальные данные о последовательностях, 
которые доступны по адресу https://mothur.org/w/images/1/14/ 
GOS.zip (8,1 мегабайта), и распаковать файл в отдельную папку 
(директорию). 

Образцы отобраны в следующих точках: 
GS011 – эстуарий; 
GS012 – эстуарий; 
GS013 – прибрежный участок в Северной Атлантике; 
GS014 – прибрежный участок в Северной Атлантике; 
GS018 – прибрежный участок в Карибском море; 
GS019 – открытое море, Карибское море; 
GS020 – пресный водоем (озеро Gutan); 
GS022 – открытый океан, восточные тропики; 
GS023 – открытый океан, восточные тропики; 
GS027 – прибрежный участок, Галапагосские острова; 
GS028 – прибрежный участок, Галапагосские острова; 
GS033 – гиперзасоленный участок на Галапагосских островах; 
GS121 – открытый участок Индийского океана; 
GS122a – открытый участок Индийского океана. 
Последовательности собраны в файле gos_proxy_seq.fasta. 

Архив содержит также файл gos.group, в котором указано, какая по-
следовательность относится к какой станции, а также gos.names, в 
котором перечислены идентичные последовательности.  

Последовательности были получены с помощью высокопро-
изводительного секвенирования амплифицированных фрагментов 
бактериальной 16S рибосомной ДНК длиной примерно 560 нук-
леотидов (отклонения в длине – за счет коротких делеций или 
вставок). 

3. На следующем этапе необходимо выровнять последова-
тельности. В нашем примере их более 1500, и для каждой из них 
нам потом потребуется найти ближайшую последовательность 
среди последовательностей, определенных ранее другими авто-
рами. Для этой цели используют совместное выравнивание иссле-
дуемого набора и одной из стандартных баз данных, в нашем слу-
чае – GreenGenes: 

a) перейти, используя какой-либо из стандартных браузеров, 
по адресу: http://greengenes.lbl.gov/cgi-bin/nph-index.cgi и выбрать 
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иконку Align: ; 
b) по кнопке «Choose File» (выбрать файл) 
выбрать: gos_proxy_seq.fasta; 
с) в поле «Batch size for NAST» поставить «50»;  
d) изменить значение в поле «Minimum Length» на 600; 
e) ввести адрес своей электронной почты (чтобы на него 

могли прислать результаты выравнивания, которое может занять не-
которое время) и запустить процесс кнопкой «Process FASTA File».  

Не закрывайте страницу, пока не получите e-mail от Todd 
DeSantis (!).  

Он будет содержать результаты выравнивания. В письме 
также будет файл в формате Excel с информацией о качестве по-
следовательностей. 

4. Построение матрицы дистанций между последова-
тельностями 

Филогенетический анализ, так же, как и другие способы ана-
лиза тысяч последовательностей, можно проводить только с по-
мощью так называемых дистантных методов. Они несколько ме-
нее точны, чем обычные, однако позволяют использовать очень 
большие объемы данных. В любом случае требуется получить 
матрицу дистанций, т. е. таблицу, в которой по вертикали и по го-
ризонтали находятся названия отдельных последовательностей 
(номера), а на пересечениях – оценка ожидаемого числа мутаций, 
которое требуется для перехода от одной последовательности к 
другой. Число мутаций оценивают в соответствии с выбранной 
моделью молекулярной эволюции, которая придает разным заме-
нам разный вес (например, очевидно, что транзиции происходят 
легче и чаще, чем трансверсии). Поэтому не удивительно, что 
расстояния между последовательностями – дробные числа. 

Для получения матрицы дистанций можно использовать он-
лайн-сервис GreenGenes, но можно воспользоваться возможно-
стями mothur, запустив его в консоли или в случае Windows – из 
командной строки: 

mothur> dist.seqs(fasta=gos.fasta,output=lt) 

В такой форме программа построит матрицу дистанций в 
формате PHYLIP. Обратите внимание на то, что текст в скобках 
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не содержит пробелов, это важная особенность программы, кото-
рую необходимо учитывать в работе, причём даже использование 
содержащих пробелы имен файлов или папок приводит к ошибкам.  

Особенность программы mothur состоит в том, что она не 
спрашивает пользователя, как назвать те файлы, которые она со-
здает в процессе работы. Вот и в результате успешного выполне-
ния приведенной выше команды у вас появится довольно боль-
шой файл:  

gos.phylip.dist. 

5. Кластеризация последовательностей 
На этом этапе мы используем матрицу попарных генетиче-

ских расстояний между последовательностями для того, чтобы 
разбить их на «операциональные таксономические единицы». 
Этот термин используется в филогенетическом анализе для того, 
чтобы избежать безосновательных утверждений о таксономиче-
ским статусе организмов, составляющих сообщество. Такие 
утверждения в любом случае особенно рискованны, когда речь 
идет о микроорганизмах, поскольку даже смысл понятия «вид» в 
приложении к ним является в настоящее время предметом бурной 
дискуссии. Выход из этой ситуации на сегодняшний день – в про-
цедуре «биннинга» (от англ. binning – раскладывание по урнам). 
Согласно этой процедуре, организмы, различия между которыми 
не превышают, например, 0.1, принадлежат к одной и той же 
ОТЕ. Размер такой градации зависит от структурированности со-
общества и определяется объемом выборки. В программе mothur 
он задается с помощью параметра cutoff. 

Кластеризация осуществляется с помощью команды: 

mothur> cluster(phylip=gos.phylip.dist,cutoff=0.1) 

В результате выполнения этой команды появляются 3 файла:  

gos.phylip.an.sabund, 
gos.phylip.an.rabund,  
gos.phylip.an.list. 

Последний файл используем для того, чтобы определить, как 
«таксоны» распределены между образцами: 

mothur > make.shared(list=gos_p.phylip.an.list,group=gos.groups) 
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Выполнение этой команды создает файл:  

gos_p.phylip.an.shared 

который и содержит эту информацию. 
6. Проиллюстрировать результат разными способами 
Для 3–4 групп/образцов хорошей формой представления ма-

териала является диаграмма Венна, которую можно построить с 
помощью команды: mothur>venn(groups=…) (рис. П32). 

 

 
 

Рис. П32. Диаграмма Венна 
 
Круги представляют образцы, а цифры в них – соответству-

ющее число последовательностей. 
Mothur создает графические файлы с расширением: SVG, ко-

торые можно редактировать во многих популярных редакторах 
векторной графики и просматривать в окне браузера. 

В данном случае:  
GS018 – прибрежный участок в Карибском море; 
GS019 – открытое море, Карибское море; 
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GS020 – пресный водоем (озеро Gutan). 

Другая форма представления – тепловая карта: 

heatmap.bin(scale=log2, label=0.03) (рис. П33). 
 

 

Рис. П35. Тепловая карта 
 
Колонки представляют образцы, а горизонтальные черточ-

ки – таксоны. Чем больше идентичных последовательностей со-
держит образец, тем темнее чёрточка таксона. 

Кластеризовать образцы на основании сходства организмов, 
входящих в соответствующие сообщества:  

tree.shared(calc=thetayc, groups=GS028-GS020-GS023-GS022-
GS027-GS011-GS012-GS013-GS033-GS014-GS018-GS122a-GS019-
GS121) (рис. П34). 

На основании данного состава этого кластера можно сделать 
вывод, что исходной группой были образцы GS033 с гиперзасо-
ленного участка на Галапагосских островах, от них произошли 
образцы GS020 из пресного водоёма (озеро Gutan) и  

GS121 – открытый участок Индийского океана; 
GS011 – GS012 – эстуарий; 
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GS013 – GS014 – прибрежный участок в Северной Атлантике; 
GS018 – прибрежный участок в Карибском море; 
GS019 – открытое море, Карибское море; 
GS022 – восточная часть тропической части Тихого океана; 
GS023 – открытый океан, восточные тропики; 
GS027 – GS028 – прибрежный участок, Галапагосские острова. 
 

 
Рис. П34. Кластер степени сходства сообществ 

Контрольные вопросы  

1. Что такое «операциональные таксономические единицы»?  
2. Методы выявления изолирующих механизмов.  
3. Причины и значение географической изменчивости. 
4. Причины и значение экологической изменчивости. 
5. Популяционные волны. 
6. Модификационная изменчивость. 
7. Методы выявления адаптаций. 
8. Методы анализа экотопов. 
9. Методы изучения темпов эволюции. 
10. Формы отбора.  
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Занятие 9 
АНАЛИЗ БИОРАЗНООБРАЗИЯ ПРИ ПОМОЩИ  

МИКРОСАТЕЛЛИТНЫХ ПОВТОРОВ ДНК 

План работы 

Анализ полиморфизма микросателлитов в экологии чаще 
всего используется для решения проблем, связанных с описанием 
распространения каких-либо организмов и попытками проанали-
зировать историю формирования современной ситуации. В част-
ности, микросателлиты используются для выяснения популяци-
онной структуры видов. Для этой цели существует много про-
грамм, соответственно – много форматов для входной информа-
ции и еще больше программ, позволяющих преобразовывать один 
формат в другой.  

Это занятие полностью проводится в среде языка R – одного 
из наиболее развитых современных языков сверхвысокого уровня 
(наряду с Python и пр.). Этот язык содержит большое количество 
специализированных подгружаемых пакетов, которые подгружа-
ются по команде пользователя. Часть из этих пакетов предназна-
чена для решения популяционно-генетических и экологических 
задач с использованием самой разнообразной информации, в том 
числе – и результатов исследования полиморфизма микросател-
литных маркеров (в терминах формальной генетики – кодоми-
нантных маркеров). Мы воспользуемся пакетом adegenet, который 
наряду со средствами анализа хорошо приспособлен для подклю-
чения географической информации и имеет хорошие средства 
изображения результатов (Jombart T.(2008) adegenet: a R package 
for the multivariate analysis of genetic markers. Bioinformatics24: 
1403-1405. doi: 10.1093/bioinformatics/btn129). 

Предполагается, что R у пользователя уже установлен, если 
это не так, то следует установить его с сайта: http://www.r-
project.org. 

1. Запустить R и загрузить adegenet командой  

>library(adegenet) 

Начинающим пользователям следует также сразу же от-
крыть страницу подсказок (откроется в браузере)  
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>help.start() 

(если adegenet не установлен, то это можно сделать с помощью 
команды  

>install.packages(“adegenet”, deps=T) 

Установится сам пакет, данные и пакеты, необходимые для пол-
ноценной работы adegenet. 

2. Загружаемые данные – микросателлитные генотипы 704 
коров из Франции и Африки, принадлежащие к двум видам – Bos 
taurus primigenius, Bos taurus indicus и 15 группам. Для каждого 
образца было определено по 30 микросателлитных локусов: 

>data(microbov) 

Структуру набора данных можно просмотреть, набрав в ко-
мандной строке R: 

>microbov 

На экране отобразится структура базы данных, которая хра-
нится в виде текстового файла. Этот «шаблон» можно использо-
вать для оформления собственных данных, когда это потребуется.  

3. Сгруппировать набор данных, подразделив их на генети-
ческие кластеры. Следует заметить, что даже при наличии пред-
варительной информации об ожидаемом числе групп генетически 
обоснованное разбиение сложно предсказать.  

Вначале в разделе tab заменить отсутствующие данные (N/A) 
на средние арифметические:  

X<-tab(microbov, freq=TRUE, NA.method=«mean») 

Затем делаем матрицу генетических расстояний между об-
разцами: 

>D<-dist(X) 

После этого кластеризуем образцы командой: 

h1<-hclust(D, method=«complete») 

Отображается дерево образцов на группировку ветвей на 
кластеры (названия, в данном случае, существенного значения не 
имеют): 

plot(h1,labels=FALSE) (рис. П35) 
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Рис. П35. Результат кластерного анализа 

 
Получившееся дерево может служить наглядной демонстра-

цией проблем поиска естественных групп, на которые можно бы-
ло бы разделить исследуемые организмы.  

В ходе кластерного анализа задаётся уровень, который пере-
секает определённое количество ветвей, при этом каждая ветвь, 
пересекающая этот уровень, считается родоначальником своего 
кластера. Все потомки этой ветви являются членами соответ-
ствующего кластера (т. е. оказавшимися ниже черты).  

Определить число групп и дать команду программе найти 
определённый уровень и провести классификацию при помощи 
команды: 

>grp<-cutree(h1,k=2) 

Для этого ввести переменную, присвоив ей имя: grp,  
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в качестве ее значения сообщить ей результат разбиения де-
рева h1 на 2 части.  

Посмотреть результат можно при помощи команды: 

>head(grp,10) 

В результате получается список из первых десяти образцов, 
с указанием их принадлежности к группе: 

AFBIBOR9503 AFBIBOR9504 AFBIBOR9505 AFBIBOR9506 AF-
BIBOR9507 AFBIBOR9508 AFBIBOR9509 AFBIBOR9510 AFBI-
BOR9511 AFBIBOR9512  

   1   1   1   1   1   1   1   1   1   1 

Функция table позволяет строить таблицы соответствия.  
Пример. Таксономическая принадлежность приводится в ко-

лонке spe;  
распределение образцов по двум генетическим группам 

можно посмотреть при помощи команды  

>table(grp, other(microbov)$spe); 

результат выполнения: 

grp BI BT 

1 100 131 

2 0 473 

т. е. представители вида BI (Bos taurus indicus) встречаются толь-
ко в группе 1, а вида BT (Bos taurus primigenius) – в основном в 
группе 2, но частично и в группе 1. 

Полученные результаты являются основанием для гипотез о 
том, как оба подвида расселялись из района своего происхождения.  

1. После разделения на два подвида (BT и BI) они заселили 
Африку, и только один из них попал во Францию.  

2. Вид BT попал во Францию через Африку. 
Проверить совпадение нашей классификации и происхожде-

ния образца следует с помощью команды: 

>table(grp, other(microbov)$coun) 

(происхождение указано в колонке coun). 
Получается таблица: 

grp AF FR 
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1 231 0 

2 0 473 

Данное разделение соответствует месту отбора образцов.  
Теперь можно посмотреть, как по ним распределяются пред-

ставители разных групп (в нашем анализе их 15). Это можно сде-
лать с помощью функции  

table.value: 

1. Дерево разбить на 15 кластеров: 

>grp1<-cutree(h1,k = 15) 

2. Одной командой строится таблица, которую следует пере-
дать в качестве аргумента функции: table,value. 

При помощи команды:  

>table.value(table(pop(microbov), grp1), col.lab = 
paste(«grp»,1:15))  

значения в скобках – tab обозначает генотипы;  
col.lab – обозначение групп, которое пишут в заголовках ко-

лонок (которых 15). 
В результате получается таблица, состоящая из квадратиков, 

площадь которых пропорциональна числу случаев, когда принад-
лежность к данной группе, полученной путем кластеризации, со-
ответствует определенной группе образцов. 

Очевидно, что соответствие не абсолютное.  
В состав библиотеки adegenet входят несколько функций 

кластеризации организмов на основании их генотипов. Помимо 
микросателлитов можно использовать полиморфные морфологи-
ческие признаки, аллоферменты и однонуклеотидные замены 
(«снипы», SNP). 

Как видно на рис. П36, для каждого из них существует свой 
характерный спектр частот микросателлитных аллелей. Чем 
больше разных аллелей присутствует в генофонде группы, тем 
менее она репродуктивно изолирована от других. Вместе с тем 
знание особенностей генофондов отдельных групп позволяет кон-
тролировать скрещивания и, соответственно, может быть полез-
ным инструментом для селекционеров. 
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Рис. П36. Диаграмма соответствия между кластерами,  
выявленными микросателлитным анализом и породами КРС 

 
Разбиение на 15 групп по степени генетических различий 

показало, что почти все они полиморфны по микросателлитным 
аллелям. Наиболее генетически однородными группами из них 
являются Zebu в Африке и Maine Anjou во Франции.  

На основании данного примера кластеризации можно вы-
брать одну из двух гипотез, сформулированных ранее.  

Во-первых, при использовании разбиений на 2 кластера в 
одном случае – по таксономической принадлежности, а в дру-
гом – по географическому принципу, мы увидели, что в послед-
нем случае выявляется точное соответствие разбиению по генети-
ческим расстояниям.  
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Если бы была верна вторая гипотеза, то следовало бы ожи-
дать появление африканских генотипов среди французских об-
разцов; так как этого не происходит, то результаты проведённого 
анализа свидетельствуют о независимом расселении коров в Аф-
рике и во Франции. 

Контрольные вопросы  

1. Типы мутаций. 
2. Общие свойства мутации. 
3. Распространение мутаций в пределах ареала вида. 
4. Эволюционное значение мутаций. 
5. Закон Харди – Вайнберга. 
6. Методы выявления мутаций. 
7. Формы видообразования. 
8. Пути мгновенного видообразования. 
9. Эволюционная роль гибридизации.  
10. Методы выявления механизмов видообразования. 
11. Метод максимального правдоподобия. 
12. Факторы, лимитирующие распространение вида. 
13. Классификация изолирующих механизмов. 
14. Генетика изолирующих механизмов. 
15. Роль изолирующих механизмов. 
16. Нарушения изолирующих механизмов. 
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
 

В заключение следует обратить внимание читателя на то, что 
примеры использования методов молекулярно-генетического 
анализа позволяют продвинуться в решении вопросов, касающих-
ся механизмов формирования и сохранения современного био-
разнообразия, и структурировать сведения, которые получает ис-
следователь в ходе своей работы. Нам остаётся пожелать нашим 
читателям не забывать, что «односторонний взгляд не способ-
ствует пониманию сути вещей» и поэтому желательно всячески 
избегать узкой специализации и не недооценивать те методы, ко-
торые использовались в ходе истории формирования смежных 
областей биологии. Морфология, на которой было сосредоточено 
внимание исследователей времён Гёте, на сегодняшний день не 
стала менее ценной для понимания биоразнообразия, так как 
именно она является инструментом адаптации организмов, так же 
как не утратили своего значения достижения классической гене-
тики, объясняющие механизмы наследования признаков. Матема-
тические закономерности, сформулированные Фишером, Райтом 
и пр., по-прежнему важны при анализе изменчивости признаков, а 
разработанные ими методы математической статистики преобра-
зили биологию и смежные ей науки. Овладевая новыми методами 
анализа и воспринимая новые идеи, мы оказались в ситуации, ко-
гда объём информации растёт с огромной скоростью, но полезно 
задаться вопросом: в какой мере увеличение объёма перерабаты-
ваемой информации приближает нас к пониманию сути проблем 
биоразнообразия?  
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ЗАДАНИЯ ДЛЯ КОНТРОЛЯ 
УМЕНИЙ И НАВЫКОВ СТУДЕНТОВ 

 
1. На основании имеющихся последовательностей при по-

мощи GENBANK определить ген. 
2. При помощи программы BLAST найти группу наиболее 

похожих последовательностей. 
3. Определить организм на основании заданной последова-

тельности. 
4. Охарактеризовать систематическое положение на древе 

жизни на основании заданной последовательности. 
5. Построить дерево при помощи программ Phyml и 

Seaview. 
6. Охарактеризовать вариабельность последовательностей. 
7. При помощи программы Seaview представить дерево в 

разных форматах (циркулярное, радиальное и пр.).  
8. Определить время расхождения клад при помощи 

Mesquite. 
9. Построить кладограмму на основании географии распро-

странения таксонов при помощи программы.  
10.  Выявить апоморфные и плезиоморфные состояния при-

знаков с учётом критерия максимальной экономии на основании 
имеющейся кладограммы. 
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СЛОВАРЬ ТЕРМИНОВ 
 
Ампликон – фрагмент ДНК с праймерами на флангах, полу-

ченный в результате амплификации с помощью полимеразной 
цепной реакции. 

Ареал (от лат. area – площадь, пространство) – это терри-
тория (акватория), на которой распространен вид и проходит свой 
полный цикл развития.  

Эндемик – вид, который встречается только в одном месте. 
Космополиты – виды, которые встречаются на большей ча-

сти обитаемых областей Земли.  
Первичный ареал – территория, на которой происходит 

становление вида. 
Аутбридинг – скрещивание неродственных организмов. 
Инбридинг – близкородственное скрещивание.  
Вид – это самый младший таксономический ранг, основная 

единица (категория) биологической классификации. 
Подвид (географическая раса, экотип) – наиболее крупная 

таксономическая единица внутри вида, которая представляет со-
бой группу свободно скрещивающихся особей, характеризую-
щихся одним или несколькими наследуемыми признаками, име-
ющая свой внутривидовой ареал и приспособление к определен-
ным экологическим условиям (климатическим, эдафическим, фи-
тоценотическим и пр.).  

Клон – группа особей, происходящих от одной особи в ре-
зультате бесполого размножения.  

Экады – формы ненаследуемой (модификационной) измен-
чивости, приуроченные к определенным местообитаниям и нося-
щие приспособительный характер.  

Популяция – сообщество потенциально скрещивающихся 
особей в данной местности.  

Внутривидовая изменчивость – свойство особей одного 
вида, отличающихся друг от друга по своим морфологическим, 
анатомическим признакам, биологическим или физиологическим 
и биохимическим особенностям, продолжительности онтогенеза и 
времени смены фаз развития и пр.  
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Скорость дрейфа – средняя скорость исчезновения аллелей 
в результате дрейфа генов. 

Сорт представляет собой популяцию организмов, искус-
ственно созданных человеком и обладающих определёнными 
наследственными особенностями (морфологическими, физиоло-
гическими и пр.), проявляющимися при определённых услови-
ях среды (культивирования, агротехники и пр.).  

Движущий отбор происходит, если оптимум значения при-
знака сдвигается в сторону одного из крайних значений. 

Дизруптивный отбор происходит, если возникают два оп-
тимума, один вблизи максимального, другой – вблизи минималь-
ного значений признака.  

Стабилизирующий отбор отсекает крайние формы незави-
симо от того, в какую сторону от оптимума произошло отклонение.  

Дрейф генов – случайное изменение частот аллелей в попу-
ляции, не обусловленное влиянием отбора. 

Принцип Красной королевы – «чтобы оставаться на преж-
нем месте, нужно очень быстро бежать». Для того чтобы продол-
жать существовать в своей экосистеме, вид должен постоянно 
эволюционировать. 

Метагеномный анализ – идентификация видового состава 
биотопа на основании нуклеотидных последовательностей стан-
дартных локусов (штрихкодов) в ДНК, экстрагированной из при-
родных образцов так, как если бы она была получена из одного 
организма.  

Микросателлитный анализ – анализ на основании исполь-
зования очень быстро эволюционирующих молекул ДНК, вклю-
чающих короткие повторы коротких (от одного до восьми нук-
леотидов) мономеров, расположенные вплотную друг за другом.  

Штрихкодирование – идентификация организмов с помо-
щью одного или нескольких стандартных фрагментов ДНК, уни-
кальных для своих носителей. 

PCR – полимеразная цепная реакция, или амплификация 
ДНК. 
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ПРИЛОЖЕНИЯ  
 

Приложение 1 

 
1. AGCTGGATAGGAATAAAAGGCATCTTTTTATTTAAAAGAC-

CTTTTTCGGAAGGTATGCTTAAAGATGAGCTTGCGCCACATTAGTTT-
GTTGGTGGGGTAATGGCCTACCAAGACGATGATGTGTAGCTGGACTGA-
GAGGTCGAACAGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTAC-
GGGAGGCAGCAGTAGGGAATTTTCGGCAATGGAGGAAACTCTGAC-
CGAGCAACGCCGCGTGAACGATGAAGTATTTCGG-
TATGTAAAGTTCTTTTATTGAAGAAGAAAAAATAGTGGAAAAAC-
TATCTTGACGTTATTCAATGAATAAGCCCCGGCTAACTATGTGCCAG-
CAGCCGCGGTAAGACATAGGGGGCGAGCGTTATCCG-
GAATTATTGGGCGTAAAGGGTGCGTAGGCGGTTAGGAAAGTC-
TATAATTTAATTTCAGTGCTTAACGCTGTCTTGTTATAGAAACTACCTT-
GACTAGAGTTAGATAGAGGCAAGCGGAATTCCATGTGTAGCGG-
TAAAATGTGTAAATATATGGAGGAACACCAGAAGCGTAGGCGGCTT-
GCTGGGTCTTGACTGACGCTGAGGCACGAAAGCGTGGGTAG-
CAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAG-
TACTAAGTGTCGGGATAAAACTCGG-
TACTGAAGTTAACACATTAAGTACTCCGCCTGAGTAGTACGTAC-
GCAAGTATGAAACTTAAAGGAATTGACGGGACTCCGCACAAGCGGTG-
GATCATGTTGTTTAATTCGAAGATACACGAAAAATCTTACCAGGTCTT-
GACATGCTCTGCAAAGCTATAGAAATATAGTG-
GAGGTTATCAGGGACACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAG-
TTCGTGTCGTGAGATGTTAGGTTAAGTCCTAAAACGAGCGCAACCCTT-
GTCGTTAGTTACCAGCACGTAATGGTGGGCACTTTAACGA-
GACTGCCAATTAAACATTGGAGGAAGGTGAGGATTAC-
GTCAAATCATCATGCCCCTTATGATCTGGGCTACAAACGTGATA-
CAATGGCTGTTACAAAGAGTAGCTGAAGCGCGAG-
TTTTTAGCCAATCTCAAAAAAGCAGTCTCAGTTCGGATTGAAGTCTG-
TAACTCGACTTCATGAAGTTGGAATCGCTAGTAATCCCGAATCAG-
CATGTCGCGGTGAATACG 

 
2. TTTTTACATTTAAATTATGTGTCAGATATACTAA-

TACCCCACCCCATCCATCTGGAAATATTGGTTCAAACTCTTCGC-
TACTGGGTGAAAGATGCCTCTTCTTTGCATTTATTACGATTCTTTTTC-
TATGAGTATCAGAATTGTAATAGTCTTATTACTCCAACTCCAAA-
GAAATCCATTTCCATTGTTTCAAAAAGGAATCAAAGATTATTCTT-
GTTTCTATATAATTCTTATGTATCTGAATAC-
GAATCTATCTTCATTTTTCTTTGTAACCAATCTTCTCATTTAC-
GATCAACATCTTCTGGAACTCTTTTTGAGCGAATATATTTC-
TATGGAAAAATAAAACATCTTGTAGAAGTCTTTTCTAATGAT-
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TTTCCGGCCGTCCTATGGTTGTTCAAA-
GATCCGTTCATGCATTATGTTAGGTATCAAGGAAAATCAATTCTGG-
CATCAAAAGGTACGCCTCTTCTGCTGAATAAATGGAAATATTACCTT-
GTCAATTTTTGGCAATGTCATTTTTACGTATGGTCTCAACCAG-
GAAGGATCTATATAAAC-
CAATTATCCAATCATTCCCTCGACTTTCTGGGCTATCTTTCGAG-
TGTGTGGCTAAATCCTTCAGTGGTACGGAGTCAAATGCTA-
GAAAATTCATTTATAATCGATAATGTTATTAAGAAGTTCGA-
TATCATAGTTCCAATTATTCCTCTAATTAGATCATTGGCTAAA-
GCTAAATTTTGTAACGTAGTAGGGGATCCTATTAGTAA-
GCCGGTCTGGGCCGATTCATCAGATTCTGATATTATCGACAGATTT-
GGGCGCATATGCAGAAATATTTCTCATTATCACAGCG-
GATCCTCAAAAAAAAAAAGT 

 
3. ATGTATGTAAATGGCAGAATTTTAAGGA-

TATTAAAATTTAAAAAGGATGGATTTCGGCAACAAAACTTCCTA-
TATCCGCTACTCCTTCAGGAGTATATTTACTCACTT-
GCTCATGATCATAACTTCAATAGTTTTTTTTTTTACAAACCTGTG-
GAAATTTTTGGTTATGACAATAAATCTAGTTTAGTACTTGTGAAAC-
GTTTAATTACTCGAATGTATCAACAGAATTCTTTGAT-
TTCTTCGGTTAATTATTCTAACCAAAAAGGATTTTGGGGGCACAA-
GAATTTTTTTTTTTCTAATTTTTATTCTCAAATGGTATCAGAAGGTTTT-
GGAGTCATTCTGGAAATTCCATTCTCGTCCCAATTAGTATCTTCTCTT-
GAAGAAAAAAAAATACCAAAATCTCAGAATTTAC-
GATCTATTCATTCAATATTTCCCTTTTTAGAGGACAAATTTTTACATTT-
GAATTATGTGTCAGATCTACTAATACCCCATCCCATCCATCTG-
GAAATCTTGGTTCAAATCCTGCAATGCTG-
GATCAAGGATGTTCCTTCTTTGCATTTATTGCGATTGCTTTTCCACGAA-
TATCATTATTTTAATAGTCTCATTACTTCAAAAAAAAGCATTTAC-
GCCTTTTCAAGAATAAAGAAAAGATTCCTTTGGTTCCTATA-
TAATTCTTATGTATATGAATGCGAATATCTATTCCATTTTCTTCG-
TAAACAGTCTTCTTATTTACGATCAACATCTTCTGGAGTGTTTCTT-
GAGCGAACACATTTCTATGTAAAAATAGAACATCTTATAGTAG-
TGTGTTGTAATTCTTTTCATAGGATCC-
TATGCTTTCTCAAGGATCCTTTCATGCATTATGTTCGATATCAAGGAAAA
TATCAAGGAAAA-
GCAATTCTGGCTTCAAAGGGAACTCTTATTCTGATGAA-
GAAATGGAAATTTCATCTTGTTAATTTTTGGCAATCTTATTTGCAC-
TTTTGGTCTCAACCGTATAGGATCCATATAAAGCAATTATACAAC-
TATTCCTTCTCTTTTCTGGGGTATTTTTCAAGTGTACTAGAAAATCATTT-
GGTAGTAAGAAATCAAATGCTAGAGAATTCATTTCTAATAAA-
TATTATGACTAAGAAATTAGATACCATAGCCCCAG-
TTATTTCTCTTATTGGATCATTGTCGAAAGCTCAATTTTGTACTG-
TATTGGGCCATCCTATTAGTAAACCGATCTGGACCGATTTATCGGAT-
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TCTGATATTCTTGATCGATTTTGCCGGATATGTAGAAATCTTT-
GTCGTTATCACAGCGGATCCTCAAAAAAAAAAGTTTTGTATCG-
TATAAAGTATATACTTCGATTTTCGTGTGCTAGAACTTTGGCGCG-
GAAACATAAAAGTACAGTACGCACTTTTATGCGAAGATTAGGTTCGG-
GACTATTAGAAGAATTCTTTATGGAAGAA-
GAAGTTCTTTCTTTAATCTTCCTCCAAAAAATCCCTTTTCCCTTACAC-
GGATCACATAGAGATCGTATTTGGTATTTGGA-
TATTATCCATATCAATGATCTGGTGGATCATTCATGA 

 
4. GTTATATCGATCGATGTATAGAATTCTAATGGCAAATGGGTCCA

TAAAATCATCAAATCAATTAGACTATGAT-
TTAAGTCCTTTTTTTCTTCTTCCTTCCTGAAAAATAAAAAAATCATTT-
GTACTCATAACTCAAGTTGGATAACTTTTAAATAGCTCAAA-
GAAAAATCTTTAGCCATTTATTGAGTGGTCTTTAATCCCCTTTTTGTTT-
GTCTCATTTAAAACCTATTTTGATTCTTCAGTCTGATCCAG-
TTATTGAGACAATTGAAAGGGTGTTTCCTTGTTCTGG-
GATCCTTTATTTTTTGTTTTGAATCATTGGGTTTAGA-
CATTACTTCGGTGATCCTTAATCCTTTCAAAACGGCAGCAACAT-
ACCTTTTTTTTTGATTTCTTTCTATCAAAGAATCATATGAACAGTTGAT-
TCCCGCGTGATACACTTTGTATCGAAAGAG-
TTTTATCAATTCTAACAAATTTAATTTTCACTTTTTTTGATTGGAAACTT-
GCTCGAATTGGATCCTTTGGATTTCTATATCGAAGATATACTTAC-
GAAGTTGTTCCAATTTATTGATTGGCATTAACCCTAGATCTTT-
GCTCCCGAGAAATGAATCAATACTTTCTACTCGAGCTC 

 
5. GAATTAAGAATTCTCACAATAACAAGGTCTACTCGATATGGATT

AGCCGTGACTCAAACCTTTGACAAAAATCTTTCCAAAAAATATTCCAC-
TAATATTATCTATTATCAACGAATTAAGTTCGTTATTAGAC-
CATGCGTTTCATTCACCAAATACATCATTATTGTATACTCTTTGA-
TATACATGGCGCAACCCAACCCAATCCTCTTCAAGTTTATAATTGAATT-
GATCCGCTTCTTTTTTTGAATATAAAAATCTAAATACTAAGAAAAAA-
GCTACTTGACAGTAGTATATGTTGTATATGTAAATCCTA-
GATGTGAAAATAGGCATAATTCATCCATGAAAAAGATA-
TAAAACAAAAATAGGCACTATAACTATAAATAACTACTAACTA-
TATTATAACTATAAACTATAATATAAAATATATAAAATATAAA-
TAAAAAGAAAATAAATAGAACTAAATAACTAAACTATAACTATACTA-
TATAGAATATATATAATATAAAATATAAATCTATATTCTATATATAA-
TAGAAATTTCTAAATTCTAAATCTAGAAAATATAAAATAAA-
TAGAATTCCAAATGACAAATGCAATAAAAAAAATTTTTGGAATTGGTT-
GAACTTGAAAATTGACTCATTCAAAATGAAATGAGTAAACGAG-
TGAATTTGATTCGGTTGGGTAGTACCAACTAAATCGAG-
TGCTAATTCCCATTTATTTCTTATTGAATTAACCGATCAACTTGC-
TATCGGATATTTATTTTCGATTCGATTCGGTACTA-
TAGTACTATTTCAATCTCCAATCCAAAAAAA 
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6. TCGAGAATCGATTGAGACACCGCGAACCTGTAAACGGATGATA
CCGTGTCGGGCAGGCGTTATGCCCGCCCAACTCGGGACCTCG-
CATCGTGTCCGCGGCTGCCTTCGAGCGTTTCGGGCACGATTTGGGGGG-
GACGAACGAAACCCCGGCACGGCCTGTGCCAAGGAACATATGTCAG-
GACGGACGCTCGTCAATGCCTCAGTGGTGGGGCGACGTTCGCTCTC-
TATCTATACGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCTCG-
CATCGATGAAGAACGTAGCGAAATGCGATACTTGGTGTGAATT-
GCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTT-
GCGCCCGAGGCCTTTCGGTTGAGGGCACGCCTGCCTGGGCGTCACCCTT-
GCCTGCCTGGGCGTCACCCTT-
GTTTCGCTCTGTGCCCATGCTCTTTCGGGGGCGGTCATGGATGCGGA-
GATTGGCCCTCCGTGCCTCGTGTGCGGCGGGCTTAA-
GCGCGGGCTGTCGGCGTCGGGATGGGCACGACGAGTGGTGGACGGAG-
CACCAGCAGGATGTTGTGGTCCCCCGTCGCCTTAAGGGGCTCAAGA-
GACCCGGACTAGGCGAGCCGTGCTCCGTAAGAG-
GAGGGCGAGCCGTCTCGCAAGGCGACCCCAGGTC 

 
7. TTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTGTCGTGACCCTTA

AACAAAACAGACCGCGAACGAG-
TCCCTCGTGCCGCCGAGCTTCGGCTCGGCATT-
AGGTCCCCGAGCTCCGTCCCGGGGCG-
GAGGGGCCACAACAGAACCCACGGCGCCTTAGGCGTCAAGGAACAC-
TTATATTGCCTTGCTCGGCG-
GAGCGGTCGGCCTGCCTTCCGCTCCCCGCGCAGCGATGA-
TATCTTAATCCACATGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCTCG-
CATCGATGAAGAACGTAGCAAAATGCGATACCTGGTGTGAATT-
GCAGAATCCCGCGAACCATCGAGTTTTTGAACGCAAGTT-
GCGCCCGAGGCCTTCTGGCCGAGGGCACGTCTGCCTGGGCGTCAC-
GCCAAAAGACACTCCCAACCCACCCAAGAGGGGGAGGGAC-
GTGGTGTTTGGCCCCCCGCGCCGCAGGGCGTGGTGGGCCGAAGTT-
GGGGCTGCCGGCGAATCGTGTCGGGCACAGCACGTGGTGGGCGACAC-
TCAGTTGTTCTCGGTGCAGTGCCCCGGCAGTCGGCCGGCG-
CATCGGCCCTAAGGACCCATGGAGCACCGCAGCGCATCGCCGCTCG-
GACCGCGACCCCAGGTCAGTCGGGACTACCCGCTGAGTTTAA 
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Приложение 2 
 
1. Ген SSU (16S) rRNA Genbank: KJ093444 – Magnolia grandiflora L. 

(семейство Magnoliaceae) – Магнолия крупноцветковая. 
2. Ген: матураза (matK) Genbank: JQ895054 – Astilbe chinensis (Max-

im.) Franch. & Sav. (семейство Saxifragaceae) – Астильбе китайская.  
3. Ген: матураза (matK) Genbank: AY557208 – Cypripedium calceolus 

L. (семейство Orchidaceae) – Венерин башмачок настоящий.  
4. Ген: Genbank: AB095570 16SrRNA, последовательность Hydrangea 

paniculata Siebold (семейство Hydrangeaceae) – Гортензия метельчатая.  
5. Ген: Genbank: AB23732 rbcL-atpB intergenic spacer Hemerocallis 

middendorffii Trautv. & C.A. Mey. (семейство Hemerocallidaceae) – Лилейник 
Миддендорфа.  

6. Genbank: AF074470 Фрагмент ДНК содержит internal transcribed 
spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene and internal transcribed spacer 2, complete se-
quence; and 25S ribosomal RNA gene, partial sequence – Lilium debile pensylvani-
cum – Лилия пенсильванская.  

7. Genbank: JN544339 Фрагмент ДНК содержит: 18S ribosomal RNA 
gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and 
internal transcribed spacer 2, complete sequence; and 28S ribosomal RNA gene, 
partial sequence – Miscanthus purpurascens Andersson (семейство Poaceae) – Ве-
ерник краснеющий.  
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