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МИТОХОНДРИАЛЬНЫЕ ГЕНОМЫ КАВКАЗСКОЙ A. M. CAUCASICA 
И КАРПАТСКОЙ A. M. CARPA THICA ПЧЕЛ

© Р.А. Ильясов, А.Г. Николенко, В.Р. Туктаров, К. Гото, Д. Такахаши, Х.В. Квон

Проанализированы полные последовательности митохондриального генома подвидов медоносных 
пчел A. m. caucasica (16341 п.н.) и A. m. carpathica (16336 п.н.). Обе последовательности митохондриальной 
ДНК (мтДНК) содержали 13 белок-кодирующих генов (CDS), 22 генов транспортной РНК (тРНК), 2 гена 
рибосомальной РНК (рРНК) и одну АТ-богатую регуляторную область. Общий состав нуклеотидов в 
мтДНК A. m. caucasica / A. m. carpathica - A (43,2 / 43,3%), C (9,5 / 9,6%), G (5,6 / 5,5%) и T (41,6 / 41,6%). 
Показано, что 9 белок-кодирующих генов и 14 генов тРНК расположены на тяжелой цепи, а 4 белок-коди- 
рующих гена, 2 гена рРНК и 8 генов тРНК расположены на светлой нити для обоих подвидов. Результаты 
этого исследования могут быть полезны для дальнейших филогенетических и популяционных генетиче
ских исследований у пчел.

Ключевые слова: Apis mellifera, подвиды пчел, A. m. caucasica, A. m. carpathica, мтДНК, консерваци- 
онная генетика.

Введение. Медоносная пчела Apis mellifera 
широко распространена по всему Старому 
Свету и подразделена на 30 подвидов. Каждый 
подвид пчел характеризуется собственным аре
алом и уникальной приспособленностью к своей 
среде обитания. Среднерусская пчела Apis mel
lifera mellifera, серая горная кавказская пчела 
Apis mellifera caucasica, и карпатская пчела Apis 
mellifera carpathica являются наиболее распро
страненными подвидами в России и странах 
СНГ. Пчелы подвидов A. m. caucasica и A. m. 
carpathica широко распространены в южных ре
гионах России и в странах вокруг Черного и

Средиземного морей. Подвиды пчел A. m. 
caucasica и A. m. carpathica приспособлены к 
обитанию горнолесных зонах Кавказских и Кар
патских гор и характеризуются уникальными 
хозяйственно-полезными признаками, такими 
как спокойное поведение, высокая производи
тельность меда и активность опылительной дея
тельности. Подвиды пчел A. m. caucasica и A. m. 
carpathica могут играть важную роль в сохране
нии локальных экотипов и биоразнообразия 
местных экосистем [1].

Естественные ареалы подвидов пчел A. m. 
caucasica и A. m. carpathica очень близки и
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Рис. 1. Географическая локализация точек отбора образцов пчел подвидов А. т. caucasica и А. т. саграШса

расположены между кавказскими и карпат
скими горами. Ареал кавказской пчелы охваты
вает территории южных регионов России, Гру
зии, Азербайджана и Армении, а карпатской 
пчелы -  охватывает территории Австрии, Че
хии, Словакии, Украины, Венгрии, Польши и 
Румынии. Современная территория распростра
нения пчел подвидов А. т. caucasica и А. т. 
саграШса стала более обширной и включает со
седние страны, такие как Турция, Белоруссия, 
Узбекистан и Болгария. Перекрывание ареалов 
распространения А. т. caucasica и А. т. сагра
Шса привело к усилению процессов гибридиза
ция и интрогрессия между этими [2].

Известно, что генофонд многих подвидов 
пчел, в том числе А. т. caucasica и А. т. саг
раШса находятся под угрозой исчезновения 
вследствие их гибридизации с другими подви
дами пчел в пределах естественного ареала [3]. 
До настоящего времени полные мтДНК А. т. саи- 
casica и А. т. саграШса не были изучены. В дан
ной работе нами были определены и загружены в

Генбанк полные последовательности мтДНК A. 
m. caucasica (AP018404) and A. m. carpathica 
(AP018403). Результаты наших исследований 
могут в дальнейшем быть использованы в разра
ботке методов генетической идентификации 
пчел подвидов A. m. caucasica и A. m. carpathica.

Материалы и методы. Рабочие особи 
пчел, ранее идентифицированные с использова
нием морфометрического анализа [4] как под
вид A. m. caucasica были отобраны в 2013 году с 
пасеки, расположенной в Сочинском районе 
Краснодарского края. Рабочие особи пчел, ранее 
идентифицированные с использованием морфо
метрического анализа как подвид A. m. car
pathica были отобраны в 2011 году с пасеки, рас
положенной в Майкопском районе Республики 
Адыгея (рисунок 1).

Тотальную ДНК извлекали из торакса рабо
чих особей пчел, используя набор ДНК- 
ЭКСТРАН (СИНТОЛ, Россия). Нуклеотидные 
последовательности мтДНК A. m. caucasica и A.
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Т а б л и ц а  1
Состав нуклеотидов полной последовательности мтДНК пчел 

подвидов Л. m. caucasica и Л. m. carpathica

Нуклеотиды
A. m. caucasica 

16341 п.н.
A. m. carpathica 

16336 п.н.
Число % Число %

Аденин (A) 7067 43,2 7066 43,3
Цитозин (C) 1560 9,5 1562 9,6
Гуанин (G) 908 5,6 906 5,5
Тимин (T) 6806 41,6 6800 41,6
Динуклеотид GC 2468 15,1 2468 15,1
Динуклеотид AT 13873 84,9 13866 84,9

Т а б л и ц а  2
Частота динуклеотидов в полной последовательности мтДНК пчел 

подвидов Л. т. caucasica / Л. т. саграШса

^ ^^ ^^2 п о зи ц и я  
1 позициЯ""'"--.^ A C G T

A 0,195 / 0,194 0,032 / 0,032 0,022 / 0,022 0,184 / 0,185
C 0,044 / 0,044 0,015 / 0,015 0,005 / 0,005 0,032 / 0,033
G 0,028 / 0,028 0,006 / 0,006 0,007 / 0,007 0,014 / 0,014
T 0,166 / 0,166 0,043 / 0,043 0,022 / 0,022 0,186 / 0,185

m. carpathica были определены в факультете 
естественных наук Киотского Университета 
Сангё (Япония) с использованием технологии 
секвенирования Illumina Next Seq 500 (ILLU
MINA, США), используя стандартный протокол 
для анализа мтДНК медоносной пчелы. Выяв
ленные нуклеотидные последовательности 
мтДНК были загружены в базы данных 
DDBJ/GenBank под номерами доступа 
AP018404 для A. m. caucasica и AP018403 для A. 
m. carpathica. Фрагменты 1662186 прочтений 
ДНК A. m. caucasica и 1541213 прочтений ДНК 
A. m. carpathica были картированы и аннотиро
ваны с использованием веб-сервера MITOS и 
Geneious R9 (BIOMATTERS, Новая Зеландия).

МтДНК Apis mellifera ligustica (номер до
ступа GenBank NC_001566) была использована 
в качестве референсной последовательности. 
Белок-кодирующие гены, гены тРНК и рРНК 
мтДНК выравнивались и аннотировались с ис
пользованием компьютерных программ CLC

Genomics Workbench 11 (CLCbio, Дания), а 
также Unipro UGENE 1.28 (UNIPRO, Россия).

Результаты и обсуждения. Полные последова
тельности мтДНК пчел подвидов A. m. cauca
sica и A. m. carpathica составили 16341 п.н. и 
16336 п.н., соответственно, что немного больше 
размера мтДНК Drosophila yacuba 16019 п.н. 
Мы определили долю нуклеотидов A, C, G и T 
и наиболее важных пар GC и AT в мтДНК под
видов пчел. Среднее содержание GC и AT-нук
леотидов в мтДНК пчел подвидов A. m. cauca- 
sica и A. m. carpathica составляло 15,1% и 
84,9%, соответственно (таблица 1).

Для сравнения, мтДНК плодовой мушки 
Drosophila melanogaster и других подвидов ме
доносных пчел также очень богаты AT. Это мо
жет быть связано с частыми заменами 5-ме- 
тилцитозина и 6-метилгуанина в парах GC 
парами АТ в ходе эволюции [5]. Были рассчи
таны частоты всех динуклеотидов в полной по
следовательности мтДНК A. m. caucasica и A. m.
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Рис. 2. Точечный график dot plot сравнения полной последовательности мтДНК пчел подвидов 
A. m. caucasica и A. m. carpathica

carpathica, где самая низкая частота в обеих 
мтДНК была для CG (0,005), а самая высокая -  
для AA (0,195) (таблица 2). Наиболее часто 
встречающимися динуклеотидами были AA, 
TA, AT, TT, а самыми редкими динуклеотидами 
оказались CG, GC, GG.

Сравнительный анализ полной мтДНК 
A. m. caucasica и A. m. carpathica обнаружил 125 
однонуклеотидных полиморфных сайтов (SNP) 
и показал 99,24% идентичности. Высокое сход
ство между полной мтДНК A. m. caucasica и A. 
m. carpathica может быть визуализировано то
чечным графиком dot plot, в котором прямая не
прерывная диагональная линия подтверждает 
высокий уровень идентичности между двумя 
последовательностями мтДНК (рисунок 2).

МтДНК A. m. caucasica и A. m. carpathica 
обладали высоким сходством с референсной по
следовательностью A. m. ligustica (NC_001566) и 
содержали 13 белок-кодирующих генов, 22 гена 
тРНК, 2 гена рРНК и АТ-богатую регуляторную 
область (таблица 3). Синтения всех сравнивае
мых мтДНК подвидов пчел не отличается - все 
подвиды медоносной пчелы имеют сходство в

физической ко-локализации генов в полной по
следовательности мтДНК.

Стартовыми кодонами белок-кодирующих 
генов мтДНК A. m. caucasica и A. m. carpathica 
являются ATG в 3 генах (ATP6, COX3, CYTB), 
ATA в 3 генах (COX1, ND3, ND4), ATT в 6 генах 
(COX2, ATP8, ND1, ND4L, ND5, ND6), ATC в
1 гене (ND2). Стоп-кодоном всех белок-кодиру- 
ющих генов мтДНК пчел подвидов A. m. 
caucasica и A. m. carpathica является TAA.

Некоторые гены мтДНК A. m. caucasica и 
A. m. carpathica, такие как гены ND2 и тРНК-Cys, 
ATP6 и ATP8, COXI и тРНК-Leu, COXII и тРНК- 
Asp, перекрываются между собой. МтДНК A. m. 
caucasica и A. m. carpathica имеют по два гена 
для двух генов транспортной РНК (тРНК): 
тРНК-Ser и тРНК-Leu, но они не идентичны. Это 
гены изоакцепторных тРНК. Первый ген тРНК- 
Ser распознает кодон AGN с антикодоном TCT, 
расположенным на тяжелой цепи в положении 
(138-140), а второй ген тРНК-Ser распознает ко
дон UCN с антикодоном TGA, расположенным 
на тяжелой цепи в положении (12230-12232) от
носительно референсной последовательность
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Т а б л и ц а  3
Расположение 37 генов в полной последовательностимтДНКпчел подвидов 

А. т. caucasica и А. т. са^аШса относительно референсной 
последовательности пчелы подвида А. т. ligustica

Тип Ген Цепь Регион

Белок-кодирующие гены

Ж 2 тяжелая 502 - 1503
СОХ1 тяжелая 1794 - 3359
СОХ2 тяжелая 3618 - 4295
АТР8 тяжелая 4444 - 4602
АТР6 тяжелая 4584 - 5264
СОХ3 тяжелая 5285 - 6064
Ж 3 тяжелая 6185 - 6538
ND5 легкая 6892 - 8556
ND4 легкая 8644 - 9987
ND4L легкая 9991 - 10254
Ж 6 тяжелая 10441 - 10944
CYTB тяжелая 11004 - 12155
ND1 легкая 12302 - 13219

Г ены тРНК

тРНК-Glu тяжелая 1 - 66
тРНК-Ser тяжелая 116 - 178
тРНК-Met тяжелая 221 - 286
тРНК-Gln тяжелая 296 - 358
тРНК-А1а тяжелая 360 - 429
тРНК-11е тяжелая 433 - 501
тРНК-Cys легкая 1503 - 1571
тРНК-Туг легкая 1592 - 1659
тРНК-Тгр тяжелая 1722 - 1793
тРНК-Leu тяжелая 3355 - 3424
тРНК-Asp тяжелая 4294 - 4362
тРНК-Lys тяжелая 4370 - 4438
тРНК^1у тяжелая 6119 - 6184
тРНК-Arg легкая 6572 - 6638
тРНК-Asn тяжелая 6734 - 6802
тРНК-Phe легкая 6810 - 6878
тРНК-His легкая 8557 - 8624
тРНК-ТЫ- тяжелая 10267 - 10344
тРНК-Рго легкая 10365 - 10432
тРНК-Ser2 тяжелая 12201 - 12267
тРНК-Leu2 легкая 13220 - 13290
тРНК-Val легкая 14662 - 14731

Г ены рРНК
LrRNA легкая 13291 - 14661
SrRNA легкая 14732 - 15517

Межгенные спейсеры АТ-богатая область тяжелая 15517 - 16343
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Т а б л и ц а  4
Открытые рамки считывания в полной последовательности мтДНК пчел подвидов 

A. m. caucasica/ A. m. carpathica относительнореференсной 
последовательности пчелы подвида A. m. ligustica

№ Стартовая позиция Конечная позиция Размер, п.н. Цепь Стартовый
кодон

1 1788 (тРНК-Trp) 3359 (тРНК-Leu) 1572 / 1572 тяжелая ATC
2 2090 (COX1) 2434 (COX1) 345 / 345 тяжелая ATT
3 3989 (COX2) 4291 (COX2) 303 / 303 легкая ATT
4 5285 (COX3) 6064 (COX3) 780 / 780 тяжелая ATG
5 6892 (ND5) 8559 (тРНК-His) 1668 / 1668 легкая ATC
6 10417 (тРНК-Рго) 10944 (ND6) 528 / 528 тяжелая ATT
7 12302 (ND1) 13225 (тРНК-Le^) 924 / 924 легкая ATA

A. m. ligustica (NC_001566). Первый ген тРНК- 
Leu распознает кодон UUR с антикодоном TAA, 
расположенным на тяжелой цепи в положении 
(3388-3390), а второй ген тРНК-Leu распознает 
кодон CUN с антикодоном GAT, расположен
ным на легкой цепи в положении (13267-13269) 
относительно референсной последовательности 
A. m. ligustica (NC_001566). Очевидно, что это 
результат адаптивной эволюции пчел, где эти 
два гена тРНК-Ser и тРНК-Leu обеспечивают 
гарантированный синтез важных белков и пеп
тидов.

Тяжелая цепь мтДНК пчел подвидов 
A. m. caucasica и A. m. carpathica содержит 9 бе- 
лок-кодирующих генов (ND2, COX1, COX2, 
ATP8, ATP6, COX3, ND3, ND6, CYTB), 14 генов 
тРНК (тРНК-Glu, тРНК-Ser, тРНК-Met, тРНК- 
Gln, тРНК-Ala, тРНК-Ile, тРНК-Trp, тРНК-Leu, 
тРНК-Asp, тРНК-Lys, тРНК-Gly, тРНК-Asn, 
тРНК-Thr, тРНК-Ser), а легкая цепь мтДНК со
держит 4 белок-кодирующих гена (ND1, ND4, 
ND4L, ND5), 8 генов тРНК (тРНК-Cys, тРНК- 
Tyr, тРНК-Arg, тРНК-Phe, тРНК-His, тРНК-Pro, 
тРНК-Leu, тРНК-Val) и 2 гена рРНК (LrRNA, 
SrRNA).

Пятнадцать сайтов рестрикции являются 
общими для мтДНК пчел подвидов A. m. ca
ucasica и A. m. carpathica. Уникальный сайт ре
стрикции XbaI в гене ND5 мтДНК был обнару
жен только у A. m. caucasica и отсутствовал у 
A. m. carpathica. Сайт рестрикции XbaI 
(T^CTAGA) в гене ND5 мтДНК появился у

пчелы подвида A. m. caucasica в результате од
нонуклеотидной замены SNP 7830C>A относи
тельно референсной последовательности A. m. li
gustica (NC_001566), которая изменила последо
вательность с TCTAGC на TCTAGA.

Анализ in silico полных последовательно
стей мтДНК A. m. caucasica и A. m. carpathica, 
выявил 7 открытых рамок считывания (ORF), 
которые потенциально могут быть транслированы 
(таблица 4). Эти открытые рамки считывания 
имеют разную длину, где самый большой имеет 
размер 1668 п.н. (позиция 6892-8559 относительно 
референсной последовательности A. m. ligustica), а 
самый короткий - 303 п.н. (позиция 3989-4291 
относительно референсной последовательности 
A. m. ligustica) у обоих подвидов. Четыре из семи 
открытых рамок считывания расположены на 
тяжелой цепи мтДНК, а остальные три - на лег
кой цепи мтДНК.

Сравнительный анализ выровненной пол
ной мтДНК A. m. caucasica и A. m. carpathica по
казал 125 полиморфных сайтов, 30 из которых - 
инсерции, 40 - делеции, 37 - транзиции, 18 - 
трансверсии. Известно, что в процессе эволю
ции в мтДНК чаще возникают транзиции, чем 
трансверсии. Соотношение транзиций к транс
версиям в мтДНК медоносной пчелы составляет 
2,05, что очень близко к соотношением 2,06 у 
плодовой мушки D. melanogaster [6].

Между нуклеотидными последовательно
стями полной мтДНК A. m. caucasica и A. m. car- 
pathica было обнаружено 27 транзиций, 6 транс
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версий и 1 делеция, что привело к различиям 
34 аминокислотных остатках в продуктах транс
ляции 10 генов. Так, A. m. caucasica и A. m. car- 
pathica по гену ND2 различаются заменами
3 аминокислот, по гену COX1 - заменой 1 ами
нокислотного остатка, по гену COX2 - заменами 
2 аминокислотных остатков, по гену COX3 - за
менами 3 аминокислотных остатков, по гену 
ND3 - заменой 1 аминокислотного остатка, по 
гену ND5 - заменами 4 аминокислотных остат
ков, по гену ND4 - заменами 9 аминокислотных 
остатков, по гену ND6 - заменами 5 аминокис
лотных остатков, по гену CYTB - заменами
2 аминокислотных остатков, по гену ND1 - заме
нами 5 аминокислотных остатков. Вероятно, 
данные замены аминокислотных остатков не 
сильно изменяют конформации белков, а явля
ются только результатами адаптивной эволю
ции к конкретным условиям среды обитания 
A. m. caucasica и A. m. carpathica.

В мтДНК A. m. caucasica и A. m. carpathica 
были обнаружены два повторяющихся мотива с 
последовательностью AATTAATT, которая по
вторяется 23 раза, и последовательностью 
AATAAATT, которая повторяется 50 раз. Из
вестно, что повторяющиеся мотивы в большин
стве геномов эукариот могут повторяться до со
тен раз. Значение повторяющихся мотивов в 
мтДНК до конца не выяснено, но предполага
ется, что они выполняют как структурную, так и 
функциональную роли. Кроме того, возможно, 
повторяющиеся мотивы вовлечены в регуляцию 
изменчивости мтДНК и экспрессии генов.

АТ-богатая регуляторная область мтДНК 
вовлечена в контроль транскрипции и инициа
ции репликации у медоносной пчелы. Понижен
ное содержание GC является одной из отличи
тельных особенностей АТ-богатой регулятор
ной области. Данная регуляторная область 
мтДНК медоносной пчелы содержит 96% AT и 
находится между генами малой рибосомальной 
РНК (SrRNA) и транспортной РНК тРНК-Ser. 
АТ-богатая регуляторная область мтДНК ха
рактеризуется наличием поли-Т участков, 
^А^^п-подобных участков, TATA мотивов, 
которые могут быть вовлечены в регуляцию 
инициации репликации генов. АТ-богатая регу
ляторная область мтДНК у пчелы подвида

A. m. ligustica имеет размер 826 п.н., у пчелы 
подвида A. m. caucasica - 832 п.н., у пчелы под
вида A. m. carpathica - 849 п.н.

Помимо АТ-богатой регуляторной области, 
мтДНК A. m. caucasica и A. m. carpathica содер
жат межгенные спейсерные последовательности 
с суммарным размером около 813 п.н., которые 
распределены по 24 регионам и имеют вариа
цию размеров от 1 до 192 п.н. Самый больший 
межгенный спейсер A. m. caucasica и A. m. car- 
pathica (192 п.н.) расположен между генами 
тРНК-Leu (UUR) и COX2 (положение 3425-3617 
относительно референсной последовательности 
A. m. ligustica). Для сравнения, межгенные спей- 
серные последовательности мтДНК пчелы вида 
Apis cerana имеют общий размер 705 п.н., кото
рые распределены по 22 регионам и имеют ва
риацию размеров от 1 до 231 п.н. Самый боль
ший межгенный спейсер Apis cerana (231 п.н.) 
расположен между генами транспортных РНК - 
тРНК-Met и тРНК-Gln [7].

Таким образом, молекулярно-генетические 
методы являются надежными и информатив
ными инструментами для анализа мтДНК медо
носной пчелы. Использование маркеров мтДНК 
при определении подвидов пчел представляется 
многообещающим методом современной селек
ции. Молекулярно-генетические инструменты 
позволяют выявлять скрытый полиморфизм в 
геноме медоносной пчелы. Чистые линии медо
носных пчел могут быть успешно использованы 
при селекции для создания устойчивых стабиль
ных популяций. На данный момент большин
ство популяций A. m. caucasica и A. m. carpathica 
не исследованы с применением молекулярно-ге
нетических методов. Результаты данной работы 
могут стать основой для дальнейших генетиче
ских исследований популяций пчел и определе
ния особенностей молекулярной эволюции под
видов A. mellifera. Возможно, что опубликован
ные нуклеотидные последовательности полной 
мтДНК A. m. caucasica и A. m. carpathica позво
лят разработать новые стратегии сохранения 
подвидов A. mellifera. Разработка методов моле
кулярно-генетической дифференциации кавказ
ской A. m. caucasica и карпатской A. m. carpa- 
thica пчел позволит сохранить чистые линии 
этих подвидов в пределах их естественного

41



БИОЛОГИЯ, БИОХИМИЯ и ГЕНЕТИКА

ареала. Надеемся, что данная статья повысит ин
терес к изучению и сохранению подвидов пчел 
A. m. caucasica и A. m. carpathica.
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MITOCHONDRIAL GENOMES OF CAUCASIAN A. M. CAUCASICA 
AND CARPATHIAN A. M. CARPATHICA HONEYBEES 
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The complete mitochondrial genome sequence of honeybee subspecies A. m. caucasica (16341 bp) and 
A. m. carpathica (16336 bp) has been analyzed for the first time. Both mitochondrial genome sequences contained 
13 protein-coding genes, 22 transfer RNA genes, 2 ribosomal RNA genes, and 1 AT-rich region. The overall 
composition of nucleotides in mitochondrial DNA (mtDNA) in A. m. caucasica / A. m. carpathica is - A (43,2 / 
43,3%), C (9,5 / 9,6%), G (5,6 / 5,5%), and T (41,6 / 41,6%). The 9 CDS, and 14 тРЖ  genes are located on the 
heavy strand for both sequences. Four CDS, 2 rRNA genes, and 8 тРHK genes are located on the light strand for 
both sequences. Results of this research can be useful for further phylogenetic and population genetic studies in 
honeybees.

Key words: Apis mellifera, honeybee subspecies, A. m. caucasica, A. m. carpathica, mtDNA, conservation 
genetics.
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