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'  В ходе эволю ции аллопатрически ф орм ировалось 30 подвидов медоносной пчелы A p is  m e llifera  L., которые распространены  
по всей территории Африки, Европы  и Западной Азии. Темная лесная  пчела A p is  m e llifera  m e llifera  —  единственный и наиболее 
ценный подвид для стран С еверной и Западной Е вропы , приспособленны й к продуктивной ж изнедеятельности  в резко континен­
тальном  климате Е вразии. В последние 100 лет  естественная географ ическая изоляция подвидов бы ла наруш ена в результате 
деятельности  человека. М ассовы е перем ещ ения семей пчел за  пределы границ их ареалов создали угрозу потери чистопородно- 
сти аборигенны х генофондов подвидов в результате гибридизации. Сохранение генофонда подвидов возм ож но лиш ь при контроле 
транспортировок семей пчел с использованием  методов идентификации таксономической принадлеж ности. Н а  данный момент 
разработаны  десятки методов идентификации таксономической принадлеж ности семей пчел, которы е основы ваю тся на вар и а ­
бельности частей тела, аллозимны х локусов, митохондриальной Д Н К , микросателлитны х локусов ядерной Д Н К , сайтов однонук­
леотидных зам ен (S N P ). В ариабельность м икросателлитны х локусов и полиморфизм  сайтов однонуклеотидных зам ен показали 
наибольш ую  информативность при идентификации таксономической принадлеж ности семей пчел.

'  к л ю ч ев ы е  слова: аллозимны е м аркеры ; A p is  m ellifera; генофонд; медоносная пчела; гибридизация; микросателлитны е м ар ке­
ры; митохондриальные маркеры ; м орфометрия; S N P s; подвиды.
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'  At least 30 subsp ec ies  of the  honeybee A p is  m e llifera  L. w ere form ed allopatrically du ring  the  evolution, w hich spreaded  th ro u g h o u t 
all Africa, E urope and W est Asia. The dark forest bee A p is  m e llifera  m e llifera  is the  only and m ost valuable su b sp ec ies for the  N orthern  
and W estern  E urope countries , adap ted  to  productive living in the  h ard -co n tin en ta l clim ate of E urasia . In the  p ast 100 years, natural 
geographical isolation  of subsp ec ies  has b een  d isrup ted  as a resu lt of a h u m an  activities. M a ss  tran sp o rta tio n s  of honeybee colonies 
beyond the  boundaries of th e ir area have b een  th rea ten ed  of loss the  identity  of gene  pool of subsp ec ies  as a resu lt of hybridization. P re ­
servation  of the  gene  pool of su b sp ec ies is possible only w hen  contro lling  the  tran sp o rta tio n  of honeybee colonies u s in g  the  m ethods of 
identification of taxonom ic affiliation of honeybee colonies. Now, dozens of m eth o d s have b een  developed to identify the  taxonom ic affili­
a tion  of h o neybee 's  colony, w hich are based  on the  variability of body parts , allozyme loci, m itochondrial DN A  loci, m icrosatellite  nuc lear 
loci, s ites of single nucleotide polym orphism  (S N P ). The variability of m icrosatellite  loci and the  single nucleotide polym orphism  sites 
have show n the  g re a te s t inform ativeness in identification of the  taxonom ic affiliation of hon ey b ee 's  colony.

'  K eyw ords: allozym e m arkers; A p is  m ellifera; gene  pool; honeybee; hybridization; m icrosatellite  m arkers; m itochondrial m arkers; 
m orphom etry; SN P s; subspecies.

ВВЕДЕНИЕ

Медоносная пчела A pis m ellifera  по современной 
классификации подразделяется на 30 подвидов, кото­
рые относятся к 6 эволюционным ветвям: A (Африка),

М  (Западная и Северная Европа), С (Восточная Европа 
и Средиземноморье), О (Ближний Восток), Z (Сирия), 
Y (Йемен). Эволюционная ветвь М  включает два под­
вида: A. ш. mellifera, A. ш. iberiensis. Эволюционная 
ветвь С — 9 подвидов: А. ш. ligustica, А. ш. с а т к а ,
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A. m. carpathica, A. m. macedónica, A. m. cecropia, 
A. m. sicula, A. m. pom onella , A. m. ruttneri, A. m. cau- 
casica. Эволюционная ветвь О — 6 подвидов:
A. m. remipes, A. m. arm eniaca, A. m. adam i, A. m. m eda, 
A m. cypria, A. m. anatoliaca. Эволюционная ветвь Z —
I подвид: A. m. syriaca. Эволюционная ветвь A —
II  подвидов: A. m. sahariensis, A. m. interm issa, 
A. m. lamarckii, A. m. litorea, A. m. scutellata, 
A. m. m onticola, A. m. adansonii, A. m. unicolor, 
A. m. capensis, A. m. sim ensis, A. m. nubica. Эволюци­
онная ветвь Y — 1 подвид: A. m. jem enitica .

Темная лесная пчела Apis mellifera mellifera — един­
ственный из 30 известных подвидов медоносной пчелы, 
идеально приспособленный к жизни в экстремально хо­
лодном климате Северной Европы. Предполагается, что 
темная лесная пчела, по сравнению с подвидами южных 
регионов, отличается меньшей медовой продуктивностью 
и большей агрессивностью. В связи с этим у многих пче­
ловодов сформировалась идея создания миролюбивой вы­
сокопродуктивной «суперпороды» пчел, идеально адап­
тированной к климату с продолжительными морозными 
зимами. Наиболее распространенным и простым методом 
создания новых пород в животноводстве считается ме­
тод скрещивания подвидов и пород. Однако в пчеловод­
стве данный метод оказался неподходящим, поскольку 
скрещивание у пчел происходит немного сложнее: матка 
скрещивается только один раз в жизни с 10—12 трутня­
ми одновременно, так что генотип потомства сложно кон­
тролировать. Также отмечают, что семьи темной лесной 
пчелы второго и третьего поколений после гибридизации 
начинают значительно уступать чистопородным по основ­
ным хозяйственно полезным признакам [1].

Вследствие неограниченного потока генов между 
природными и коммерческими популяциями пчел ге­
нофонд A. m. mellifera  оказался утраченным во многих 
странах Европы [2]. Так, в Германии и Великобрита­
нии уже в XIX в. произошла гибридизация и замещение 
местного подвида A. m. m ellifera  интродуцированными 
подвидами A. m. carnica и A. m. ligustica  соответствен­
но [3]. В России подвид A. m. m ellifera  в границах есте­
ственного ареала частично гибридизован с интродуциро- 
ванными из южных регионов подвидами A. m. caucasica 
и A. m. carpathica  [4].

Современный ареал темной лесной пчелы A. m. m el- 
lifera уменьшается под влиянием:
1) сокращения общей площади лесов, пригодных для 

обитания пчел в диком виде;
2) использования новых высокотоксичных пестицидов 

класса неоникотиноидов в сельском хозяйстве;
3) экспансии патогенов пчел — нозематоза типов А и С, 

варроатоза, аскосфероза и шести штаммов вирусов: 
вирус деформации крыла (DWV), вирус острого пара­
лича (ABPV), вирус хронического паралича (CBPV), 
кашмирский вирус пчел (KBV), вирус мешотчатого 
расплода (SBV), вирус черных маточников (BQCV).

Аборигенный генофонд A. m. m ellifera  в ближай­
шем будущем может пережить резкое снижение эф ­
фективной численности популяции. Сохранение и вос­
становление чистопородного генофонда темной лесной 
пчелы A. m. m ellifera  может быть обеспечено меропри­
ятиями, основанными на методах точной идентификации 
таксономической принадлежности семей пчел [5].

Существует несколько методов идентификации под­
видов пчел: морфометрические (морфометрия частей 
тела, классическая морфометрия крыла, дискриминант­
ный анализ DAWINO, геометрический анализ формы 
крыла), биохимические (аллозимный полиморфизм), 
генетические (полиморфизм локусов мтДНК и яДНК, 
вариабельность микросателлитных локусов и поли­
морфизм сайтов однонуклеотидных замен SNP (single 
nucleotide polymorphism)).

Для идентификации подвидов пчел первоначально 
во всем мире использовали только морфометрические 
методы исследования. Однако морфометрические при­
знаки не всегда информативны при идентификации под­
видов, поскольку под воздействием условий среды оби­
тания подвержены изменчивости [6].

В дальнейшем получили развитие биохимические ме­
тоды идентификации подвидов пчел на основе полимор­
физма аллозимных локусов. Аллозимный полиморфизм 
стали применять в популяционно-генетических исследо­
ваниях пчел во всем мире. Существенным недостатком 
аллозимных локусов оказался низкий уровень полимор­
физма у всех представителей общественных перепончато­
крылых, в том числе и пчел. Возможно, что это является 
следствием гаплодиплоидной организации семей пчел.

Одновременно разрабатывались методы идентифи­
кации подвидов пчел на основе полиморфизма локусов 
митохондриальной Д Н К  (мтДНК). Данный полиморфизм 
успешно применялся в филогенетических и филогеогра­
фических исследованиях медоносной пчелы [7, 8]. Недо­
статком маркеров мтДНК является исключительно ма­
теринский тип наследования.

В то же время развивались методы идентификации 
подвидов пчел на основе полиморфизма локусов ядерной 
Д Н К  (яДНК). Наиболее удобными ядерными маркерами 
в исследованиях пчел были микросателлитные локусы, 
которые равномерно распределены по всему геному, ха­
рактеризуются нейтральностью по отношению к естест­
венному отбору и наследованием по обеим родительским 
линиям. Вариабельность микросателлитных маркеров 
может быть успешно использована как в популяционных 
исследованиях, так и при составлении генетических карт 
сцепления.

В последнее время получили развитие методы иден­
тификации подвидов пчел на основе анализа SNP 
Данные маркеры получили широкое распространение 
в популяционных, эволюционных и филогенетических 
исследованиях пчел благодаря развитию методов секве- 
нирования следующего поколения NGS (next-generation
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sequencing) Illumina. SN P-маркеры характеризуются 
высоким разрешением в силу их количеству и стабиль­
ной наследуемости в ряду поколений. М аркеры однонук­
леотидного полиморфизма могут быть успешно исполь­
зованы в генетическом картировании, популяционных 
и эволюционных исследованиях, селекции линий по хо­
зяйственно полезным признакам и устойчивости к забо­
леваниям, идентификации таксономической принадлеж­
ности семей пчел [9—11].

В статье описаны методы идентификации таксономи­
ческой принадлежности семей пчел, основанные на по­
лиморфизме морфологических параметров, аллозим- 
ных локусов, генов мтДНК, микросателлитных локусов 
яДНК и сайтов SNP.

о ц е н к а  т а к с о н о м и ч е с к о й  
п р и н а д л е ж н о с т и  с е м е й  п ч е л  
на  о с н о в е  и з у ч е н и я  м о р ф о л о г и ч е с к о й  
и з м е н ч и в о с т и

Основы современного классического морфологи­
ческого анализа пчел в России заложил В.В. Алпатов 
(1948). Для дифференциации подвидов A. m ellifera  было 
предложено измерять ширину и длину 3-го тергита, 
правого переднего крыла, кубитальный индекс, дискои- 
дальное смещение, длину хоботка, что в целом отражает 
специфику развития хозяйственно полезных признаков 
пчел. Метод анализа вариации частей тела между разны­
ми подвидами медоносной пчелы подразделяется на че­
тыре группы: характеристика размеров тела, окраска, 
характеристика жилкования крыльев и характеристика 
волосков [12].

В дальнейшем морфометрический метод на основе 
36 признаков был усовершенствован многомерным ста­
тистическим анализом [3]. Сейчас в морфометрических 
исследованиях пчел в связи с массовой гибридизацией 
подвидов принято использование не менее 25 характе­
ристик частей тела: волосков, хоботка, задней ножки, 
тергита, стернита, тела и крыльев. Недостатком данно­

го метода является зависимость размеров частей тела 
от природно-климатических факторов, которая пере­
крывает морфометрические показатели у разных подви­
дов пчел [12].

Несмотря на указанные недостатки, морфометриче­
ский анализ активно используется для идентификации 
подвидов пчел в России в связи с относительной просто­
той и низкой стоимостью. На основе морфометрических 
исследований вариации частей тела выявлена чистопо- 
родность популяции темной лесной пчелы в Пермском 
крае [13], в Республике Татарстан [14], в Республике 
Башкортостан [15], в Республике Удмуртия [16].

Для дифференциации подвидов пчел по жилкованию 
крыльев используют следующие подходы: классическую 
морфометрию крыла, дискриминантный анализ DAWINO 
(discriminant analysis with numerical output), который 
проводится по 19 углам между соединениями жилок, 7 ли­
нейным измерениям и 5 индексам (www.beedol.cz), а также 
геометрический анализ формы крыла [17]. I. Kandemir 
et al. (2011) согласовали результаты исследований клас­
сической морфометрии крыла медоносной пчелы с дис­
криминантным анализом крыла методом DAWINO [18] 
(рис. 1).

Высокая степень корреляции генетических рас­
стояний между подвидами пчел эволюционных вет­
вей А, М  и С, полученных на основе дискриминантного 
анализа крыльев, была продемонстрирована на выбор­
ке из 663 семей пчел из 6 популяций Европы и Афри­
ки [19].

Таким образом, морфометрические методы иссле­
дования, несмотря на невысокую точность, позволяют 
сделать быструю и недорогую предварительную оценку 
таксономической принадлежности семей пчел. Дополни­
тельные оценки биологических и этологических призна­
ков семей пчел позволяют повысить точность идентифи­
кации их таксономической принадлежности. Эти факты 
делают морфометрические методы исследования пчел 
распространенными в практической деятельности пче­
ловодов на сегодняшний день.

Рис. 1. Д и ф ф еренциация подвидов пчел по ж илкованию  кры льев методом дискриминантного анализа DAWINO. Точки соедине­
ния прож илок пронумерованы . FH  —  ш ирина кры ла, FL  —  длина крыла

Fig . 1. D ifferen tia tion  of honeybee su b sp ec ies  on w in g  ven atio n  p a tte rn  by the  m ethod  of d isc rim in an t analysis DAW INO. The po in ts 
of co n n ec tio n  of v e ins are n u m b ered . FH  — w in g  w id th , FL — w in g  leng th
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о ц е н к а  т а к с о н о м и ч е с к о й  
п р и н а д л е ж н о с т и  с е м е й  п ч е л  
на  о с н о в е  и з у ч е н и я  и з м е н ч и в о с т и  
а л л о з и м н ы х  л о к у с о в

Аллозимы — уникальные вариабельные изофермен­
ты, находящиеся под контролем одного гена. Исследова­
ния аллозимного полиморфизма пчел начались в 50-е гг. 
и стали популярными в 80-е гг. XX в. [20].

Анализ аллозимной изменчивости пчел дает возмож­
ность изучить структуру популяции и поток генов, опре­
делить процессы гибридизации и величину генетическо­
го разнообразия в популяции, провести идентификацию 
подвидов пчел и оценить их приспособленность к усло­
виям среды обитания (рис. 2) [21].

Каждый аллозимный локус характеризуется опре­
деленным количеством аллелей. Отдельные популяции 
пчел характеризуются встречаемостью разных аллелей 
аллозимных локусов [23]. В популяциях медоносной пче­
лы вариабельными являются следующие аллозимные 
локусы:
• малатдегидрогеназа MDH1 (EC 1.1.1.37) (7 алле­

лей: M DH65, MDH80, M DH87, M DH100, MDH116, 
M DH125, M DH133) [22];

• малик-энзим M E  (EC 1.1.1.40) (4 аллеля: M E70, 
M E100, M E106, M E117) [23];

• эстераза EST-3  (EC3.1.1) (8 аллелей: EST70, EST80, 
EST88, EST94, EST100, EST105, EST118, EST130) 
[24];

• щелочная фосфатаза ALP  (EC3.1.3.1) (3 аллеля: 
ALP80, ALP90, ALP100) [24];

• фосфоглюкомутаза PGM (EC5.4.2.2) (5 аллелей: 
PGM75, PGM80, PGM100, PGM114, PGM 120) [24];

• гексокиназа H K (EC 2.7.1.1) (5 аллелей: HK77, HK87, 
HK100, HK110, HK120) [25].

Аллозимный локус малатдегидрогеназы M DH1 , 
несмотря на то что не характеризуется абсолютной 
нейтральностью к естественному отбору, активно ис­
пользуется во всем мире для дифференциации афри­
канизированных и европейских популяций пчел [26]. 
Исследования вариабельности аллозимных локусов 
в популяции пчел A. m. ligustica  показали, что завоз 
пчел из других популяций приводит к росту вариабель­
ности MDH1 [26].

В популяции пчел из Норвегии вариабельными явля­
лись два локуса — MDH1 и M E  [23]; в популяциях пчел 
Южной Америки и Австралии — только 1 локус EST  
[18]; в популяциях пчел Бразилии и Уругвая — два локу­
са: EST  и PGM  [17]; в популяциях пчел Африки — 5 ло­
кусов: MDH, ME, PGM, EST  и H K [12].

На основе сравнительного анализа частот аллелей 
аллозимных локусов можно изучить процесс внутри­
видовой гибридизации. Так, на основе вариабельности 
аллозимного локуса E ST  была показана гибридизация 
между пчелами подвидов A. m. carnica и A. m. ligustica  
в Восточной Европе [19].

Использование аллозимной вариабельности в ис­
следованиях пчел на данный момент не получило ш и­
рокого распространения в связи с некоторыми не­
достатками аллозимных маркеров. Специфической 
особенностью медоносной пчелы является очень низкий 
уровень вариабельности аллозимных локусов. По дан­
ным маркерам нет фиксированных различий между под­
видами, а популяции различаются лишь по частотам ал ­
лелей, вследствие чего аллозимные локусы становятся 
недостаточно информативными для популяционных ис­
следований [23]. Известно, что в популяции пчел под­
вида A. m. ligustica  (СШ А) средняя гетерозиготность 
по 39 аллозимным локусам составляла около 1 % [29]. 
Причиной такого низкого уровня вариабельности алло-

Рис. 2 . Э лектроф оретический паттерн полиморфного аллозимного локуса м алатдегидрогеназы  (M D H ) пчел. FF, SS  и FS  —  ге ­
нотипы, состоящ ие из бы стры х (F ) и медленных (S )  аллелей [22]

F ig . 2 . E lec tro p h o re tic  p a tte rn  of polym orphic allozym e locus of M a la te  deh y d ro g en ase  M D H  in h o n eybees. FF, SS and FS  — g e n o ­
ty p es are com posed  of fast F  and slow  S alleles
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зимных локусов пчел, возможно, является гаплодипло- 
идная система размножения.

Следовательно, для исследования пчел и идентифи­
кации подвидов аллозимные маркеры недостаточно ин­
формативны, и сейчас их использование в научном мире 
очень ограничено.

о ц е н к а  т а к с о н о м и ч е с к о й  
п р и н а д л е ж н о с т и  с е м е й  п ч е л  
НА ОСНОВЕ и з у ч е н и я  пОЛИМОРфИЗМА 
м и т о х о н д р и а л ь н о й  д н к

Исследования полиморфизма локусов митохонд­
риальной Д Н К  (мтДНК) медоносной пчелы начались 
с 80-х гг. и стали популярными в 90-х гг. XX в. М ито­
хондриальная Д Н К  медоносной пчелы — это небольшая 
кольцевая молекула размером около 16,3 тыс. п. н. с ма­
теринским типом наследования [7].

При изучении полиморфизма мтДНК медоносной 
пчелы наиболее распространены методы, основан­
ные на определении нуклеотидной последовательно­
сти и анализе фрагментов рестрикции эндонуклеазами 
(ПДРФ ) [8]. Сравнительный анализ нуклеотидной по­
следовательности гена COI мтДНК используется для 
определения филогенетических взаимоотношений видов 
рода A pis  и подвидов A pis mellifera, а также проведения 
генетического штрихкодирования [30]. Сравнительный 
анализ нуклеотидной последовательности гена ND2  
мтДНК применяется для определения внутривидовых 
филогенетических взаимоотношений медоносной пчелы 
и позволяет дифференцировать подвиды пчел на четыре 
эволюционные ветви А, М, С и О [31].

Для идентификации таксономической принадлеж­
ности семей пчел по материнской линии наиболее ак­
тивно используют анализ полиморфизма межгенного 
локуса COI—COII мтДНК, характеризующегося вари­
абельностью длины от 500 до 1500 п. н. [32]. В России

анализ полиморфизма межгенного локуса COI—COII 
мтДНК использовался для дифференциации пчел под­
вида A. m. m ellifera  эволюционной ветви М  от подви­
дов A. m. caucasica  и A. m. carnica  эволюционной вет­
ви С [4, 33].

Межгенный локус COI—COII мтДНК состоит из двух 
типов нуклеотидных последовательностей, обознача­
емых P и Q, где P может иметь варианты P0, P1 и P2, 
отличающиеся небольшими делециями и инсерциями. 
Пчелы разных эволюционных ветвей характеризуют­
ся разными комбинациями элементов P и Q. Наиболее 
коротким фрагментом локуса COI—COII мтДНК, содер­
жащим единственный элемент Q, характеризуются под­
виды пчел эволюционной ветви С из Юго-Восточной Е в­
ропы [32]. Подвиды пчел, относящиеся к эволюционным 
ветвям A, M , O, Y и Z, характеризуются более длинным 
фрагментом локуса COI—COII мтДНК и содержат разные 
варианты элемента P и от 1 до 5 копий элемента Q [29]. 
Вариабельность длины межгенного локуса COI—COII 
мтДНК легко обнаруживается обыкновенной полиме­
разной цепной реакцией (П Ц Р) (рис. 3).

Дополнительный полиморфизм обнаруживается 
при ПДРФ-анализе эндонуклеазами всей митохондри­
альной Д Н К  и составляющих ее генов. Для рестрикции 
митохондриальной Д Н К  медоносной пчелы применяют­
ся 13 эндонуклеаз Hinfl, AccI, A va I, Bcll, BglIl, EcoRI, 
Hincll, HindII, HindIII, Ndel, PstI, PvuII, Xbal [8]. На ос­
нове ПДРФ-анализа мтДНК 10 эндонуклеазами была 
подтверждена дифференциация подвидов пчел на четыре 
эволюционные ветви A, M, C, О [3] и выявлены подвидо­
специфичные гаплотипы [8].

На основе ПЦР-ПДРФ -анализа генов COI и Nd5 
мтДНК эндонуклеазами NcoI, StyI и AluI у пчел подви­
да A. m. macedonica  из Македонии [34], эндонуклеазами 
SspI, HincII и FokI пчел подвидов A. m. rodopica из Бол­
гарии и A. m. macedonica  из Греции [24] разработаны 
диагностические маркеры подвидов. ПЦР-ПДРФ -ана-

Q PQ PQQ PQQQ

Рис. 3 . П олим орф изм  длин фрагментов амплификации локуса C O I—COII мтДНК. Q , P Q , P Q Q , P Q Q Q  —  варианты  последова­
тельностей Д Н К , содерж ащ ие разное число фрагм ентов P  и Q 

F ig . 3. A m plifed frag m en ts  len g th s  po lym orphism  of th e  locus C O I-C O II  m tD N A . Q , P Q , P Q Q , P Q Q Q  — v a rian ts  of DN A  s e ­
q u en ces , co n ta in in g  a different n u m b er of frag m en ts  P  and Q
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лиз гена COI мтДНК эндонуклеазами H in d i и Xbal ис­
пользовался для дифференциации подвидов эволю­
ционных ветвей М  (A. m. mellifera, A. m. iberiensis) 
и С (A. m. ligustica, A. m. carnica, A. m. caucasica) [35], 
эндонуклеазой Hinfi — для идентификации подвида пчел 
A. m. lamarckii [36], эндонуклеазами Ncoi и S ty i  — 
для различения подвида A. m. m acedonica  от подвидов 
A. m. adam i, A. m. cecropia, A. m. cypria  [34]. ПЦР- 
ПДРФ -анализ гена CYT B  мтДНК эндонуклеазой Bglii 
позволил дифференцировать европейские семьи пчел 
(эволюционные ветви М  и С) от африканских (эволю­
ционная ветвь А) [37], тогда как рестрикционный анализ 
гена Ls rRNA мтДНК эндонуклеазой Hincii давал воз­
можность дифференцировать семьи пчел, относящихся 
к эволюционным ветвям М  и С [35].

Наиболее популярен среди исследователей пчел ре­
стрикционный полиморфизм межгенного локуса COI—COII 
мтДНК эндонуклеазой Drai, называемый кратко Drai- 
тест [36]. D ra i-тест широко использовался в анали­
зе генетической структуры зон гибридизации подви­
дов [38], изучении уровня интрогрессии генов «южных» 
подвидов [2], мониторинге изменений генофонда по ма­
теринской линии в африканизированных популяци­
ях пчел Северной и Южной Америки [39]. D ra i-тест 
позволяет дифференцировать свыше 100 гаплотипов 
медоносной пчелы [40]. Несмотря на высокий уровень 
полиморфизма Drai, тест не всегда позволяет четко 
дифференцировать подвиды пчел. Так, гаплотип C1 
представлен как у A. m. carnica, так и у A. m. ligustica, 
хотя и с разными частотами [41], гаплотип A1 — 
у A. m. iberiensis, A. m. adanson ii и других афри­
канских подвидов, гаплотип M4 — у A. m. iberiensis  
и A. m. m ellifera  [38].

Таким образом, материнский тип наследования ми­
тохондриальной Д Н К  создает некоторые ограниче­
ния для молекулярно-филогенетических исследований 
пчел. В связи с этим сейчас изучение полиморфизма

генов мтДНК для идентификации таксономической при­
надлежности семей пчел в научном мире становится бо­
лее ограниченным.

о ц е н к а  т а к с о н о м и ч е с к о й  
п р и н а д л е ж н о с т и  с е м е й  п ч е л  
НА ОСНОВЕ и з у ч е н и я  ВАРИАБЕЛЬНОСТИ 
МИкРОСАТЕЛЛИТНЫх ЛОкУСОВ

С 90-х гг. XX в. генетические исследования пчел 
и других перепончатокрылых насекомых стали прово­
диться на основе анализа полиморфизма микросателлит­
ных локусов. Микросателлитные локусы представляют 
собой короткие (от 2 до б п. н.) тандемно повторяющиеся 
фрагменты ДНК, разбросанные в разных частях генома. 
Медоносная пчела представляет собой один из первых 
видов общественных насекомых, у которого изучено 
большинство микросателлитных локусов [42]. В геноме 
медоносной пчелы обнаружено и описано свыше 500 ми­
кросателлитных локусов, вариабельность которых может 
быть использована для идентификации таксономиче­
ской принадлежности семей пчел, анализа генетической 
структуры популяций, оценки степени инбридинга, уров­
ня гетерозиготности, генетических расстояний между по­
пуляциями и подвидами пчел, а также для расчета коэф­
фициента генетического родства и уровня интрогрессии 
чужеродных генов в популяции [43]. Для достоверной 
оценки структуры популяции и идентификации подвидов 
медоносной пчелы в большинстве случаев достаточно 
проанализировать вариабельность 10 микросателлит- 
ных локусов из выборки 40 семей пчел [2б].

Вариабельность микросателлитных локусов пчел 
можно оценивать по электрофореграммам в полиакри­
ламидных гелях (ПААГ), а также в автоматическом ре­
жиме на многоканальных капиллярных секвенаторах 
в режиме фрагментного анализа с мечеными праймера­
ми и маркерной лестницей (рис. 4).

Рис. 4. Э лектроф оретический паттерн вариабельного микросателлитного локуса A 113 медоносной пчелы. 12, 13, 14, 23 , 24 — 
генотипы, состоящ ие из аллелей 1, 2, 3, 4

F ig . 4 . E lec tro p h o re tic  p a tte rn  of variable m icrosa te llite  locus A 113  in h o n eybees. 12, 13, 14, 23 , 24 — g en o ty p es are com posed  of 
1, 2 , 3, 4 alle les
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Вариабельность микросателлитных локусов нашла 
широкое применение в генетических исследованиях 
и идентификации подвидов пчел во всем мире. На осно­
ве анализа вариабельности микросателлитных локусов 
были изучены таксономическая принадлежность семей 
и генетическая структура популяций A. m. m ellifera  Том­
ской [44] и Новосибирской областей [45], Пермского 
края, Республики Башкортостан [46], Красноярского 
края, Республики Татарстан, Архангельской и Влади­
мирской областей [47]; популяций A. m. carpathica  Р ес­
публики Адыгея и Закарпатской области Украины [47]; 
популяций A. m. caucasica  Краснодарского края и О р­
ловской области [48].

На основе изучения вариабельности 7 микросател- 
литных локусов определена зона интрогрессии меж­
ду пчелами подвидов A. m. m ellifera  и A. m. ligustica  
на Альпах на границе между Францией и Италией [43], 
в Швейцарии, Норвегии, Франции [49], Польше [50], 
а также в популяции африканизированных пчел меж­
ду пчелами подвидов A. m. in term issa  и A. m. ligustica  
на полуострове Юкатан [39]. Анализ вариабельности 
6 микросателлитных локусов позволил выяснить относи­
тельную чистоту линий иберийской популяции пчел под­
вида A. m. iberiensis в Испании и доказать генетическую 
изоляцию от популяции пчел подвида A. m. in term issa  
из Северной Африки и Португалии [51].

Высокая частота мутаций микросателлитных локусов 
иногда может привести к возникновению гомоплазии 
и нулевого аллеля, где в случае гомоплазии некоторые 
аллели могут характеризоваться сходными размерами 
при амплификации, а в случае нулевого аллеля ампли­
фикация может произойти без синтеза целевого продук­
та [42]. Однако такие явления достаточно редки, что пра­
ктически не оказывает никакого влияния на конечный 
результат популяционно-генетических исследований.

Следовательно, микросателлитные маркеры доста­
точно информативны и сейчас активно используются 
в генетических исследованиях пчел. Изучение таксоно­
мической принадлежности пчел на основе вариабель­
ности микросателлитных локусов может быть проведе­
но только в лабораторных условиях, поскольку требует 
использования специальных реактивов и оборудования.

о ц е н к а  т а к с о н о м и ч е с к о й  
п р и н а д л е ж н о с т и  с е м е й  п ч е л  
НА ОСНОВЕ АНАЛИЗА ОДНОНУкЛЕОТИДНОГО 
п о л и м о р ф и з м а  д н к

Первые исследования генетической вариабельности 
подвидов медоносной пчелы, основанные на однонук­
леотидном полиморфизме SNP, начались в 2000-х гг. 
В настоящее время исследования на основе SNP стали 
самыми распространенными и востребованными во всем 
мире [52]. SNP представляет собой однонуклеотид­
ные позиции в геномной ДНК, в которых самая редкая

замена может встречаться с частотой не менее 1 %. 
SNP обычно возникают в результате точечных мутаций 
и замен (транзиций и трансверсий) со средней скоро­
стью 10-8—10-9 замен на нуклеотид на поколение [53].

В генетических исследованиях пчел наибольшую цен­
ность представляют SNP локусов ДНК, которые не ко­
дируют белок и не вовлечены в процесс естественного 
отбора. Благодаря большому количеству и стабильной 
наследуемости в ряду поколений, SNP становятся эф ­
фективными маркерами для эволюционных реконструк­
ций филогенетических взаимосвязей подвидов пчел 
и генетического картирования локусов количественных 
признаков [54].

Анализ SNP может быть проведен:
1) методами гибридизации (гибридизация аллель-спе- 

цифическая и на микрочипах);
2) ферментативными методами (П Ц Р-П Д РФ , ПЦР, ме­

тод удлинения праймеров, TaqM an-пробы, лигирова­
ние олигонуклеотидов, капиллярный электрофорез);

3) методами изучения конформационного полимор­
физма Д Н К  (одноцепочечный конформационный 
полиморфизм (SSC P), электрофорез по градиен­
ту температур (TGGE), жидкостная хроматография 
в денатурирующих условиях, масс-спектрометрия);

4) методами секвенирования Д Н К  (секвенирование 
по Сэнгеру, пиросеквенирование, ионное полупро­
водниковое секвенирование, секвенирование следу­
ющего поколения Illumina) [54].
Анализ SNP позволяет проводить оценку таксономи­

ческой принадлежности семей пчел, выявить величину 
интрогрессии генов из других популяций, провести ре­
конструкцию эволюции медоносной пчелы. Так, на ос­
нове анализа 1136 SNP 14 подвидов медоносной пчелы 
было подтверждено подразделение подвидов пчел на че­
тыре эволюционные ветви A, M , C, O и показано, что 
медоносная пчела зародилась в Африке и далее распро­
странилась в Евразию, как минимум три раза в Восточ­
ную и Западную Европу, и на Ближний Восток. В даль­
нейшем под воздействием последнего плейстоценового 
оледенения все рефугии пчел обособились в отдельные 
подвиды, близкие географически, но отдаленные генети­
чески [9].

Исследования других авторов на основе анализа 
8,3 млн SN P-маркеров 9 подвидов пчел также подтвер­
дили дифференциацию подвидов на четыре эволюцион­
ные ветви — A, M , C, O, но не подтвердили африкан­
ского происхождения медоносной пчелы. По их данным, 
медоносная пчела возникла в Юго-Восточной Азии, как 
и все другие виды рода A pis  [10].

Исследования на основе анализа 144 SN P-маркеров 
у 857 образцов пчел из Северной и Южной Америки, 
а также Африки подтвердили дифференциацию подви­
дов на четыре эволюционные ветви — A, M , C, O [11] 
и показали, что пчелы эволюционных ветвей A, M  и C 
дивергировали 300 тыс. лет назад, а C и O дивергирова-
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ли 1б5 тыс. лет назад. Дифференциация пчел на подви­
ды внутри каждой из четырех эволюционных ветвей про­
изошла предположительно от 13 до 38 тыс. лет назад [10].

Для идентификации европейских подвидов пчел был 
разработан набор из 1183 SNP. Из этого большого чи­
сла SNP был отобран набор сначала из 384, а позже 
из 9б SNP, использование которого на 92 % дешевле, 
а по информативности не уступает анализу с использова­
нием полного набора из 1183 SNP. Далее авторами на ос­
нове полного набора из 153б SNP были разработаны со­
кращенные наборы из 192, 144, 9б и 48 информативных 
SNP для идентификации таксономической принадлежно­
сти семей и оценки уровня интрогрессии «южных» под­
видов пчел в странах Западной Европы [41].

На основе анализа 153б SNP проведена идентифика­
ция семей темной лесной пчелы A. m. m ellifera  и опреде­
лены уровни интрогрессии «южных» генов в популяциях 
стран Западной Европы, которые в обычных неохраня­
емых популяциях оказались равными 30 %, а в охра­
няемых заповедных — 8 %. [55]. В России, на Урале 
и в Поволжье, была проведена оценка таксономической 
принадлежности семей пчел и идентификация темной 
лесной пчелы (ветвь М ) путем анализа бб SNP локу­
са ND2, 3б SNP локуса C O I-C O II мтДНК и 2б SNP ло­
куса VG яДНК [5, 5б, 57].

Таким образом, SN P-маркеры могут служить инстру­
ментом для идентификации, контроля интродукции и се­
лекции чистопородных семей пчел A. m. mellifera. М ето­
ды, основанные на анализе SNP, высокоинформативны 
при исследовании пчел, а их стоимость на сегодняшний 
день в мире постепенно снижается благодаря разработке 
минимальных высокоинформативных наборов SNP.

ЗАкЛючЕНИЕ

В России рапространены преимущественно три 
подвида пчел, из которых два южные (A. m. caucasica 
и A. m. carpathica) и один северный (A. m. mellifera). 
Поскольку Россия является северной страной с рез­
ко континентальным климатом, темная лесная пчела 
A. m. m ellifera  представляет большую ценность как 
уникальный подвид, способный к обитанию в условиях 
с продолжительными морозными зимами. Генофонд тем­
ной лесной пчелы в России подвержен угрозе исчезно­
вения в результате гибридизации с интродуцированными 
южными подвидами. Точная идентификация таксономи­
ческой принадлежности семей пчел дает возможность 
контролировать межрегиональные перемещения семей 
пчел, выявлять и сохранять резерваты чистопородного 
генофонда темной лесной пчелы. Существуют несколько 
методов идентификации подвидов пчел, которые мож­
но подразделить на морфометрические, биохимические 
и генетические. Наиболее доступными являются мор­
фометрические методы, а наиболее точными — генети­
ческие. Из генетических методов наибольшим потенци­

алом характеризуются подходы, основанные на анализе 
вариабельности микросателлитных локусов и сайтов од­
нонуклеотидных замен. На данный момент анализ вари­
абельности микросателлитных локусов служит наиболее 
доступным и распространенным методом идентификации 
подвидов пчел в России. Методы идентификации подви­
дов пчел, основанные на анализе SNP, требуют исполь­
зования более дорогостоящих реактивов и оборудования 
и на сегодняшний день в России пока не получили доста­
точно широкого распространения.
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