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Apis cerana ussuriensis Ilyasov et al., 2019 – самый северный подвид восковой пчелы A. cerana Fabricius,
1793, распространенный в лесах Приморского и Хабаровского краев до 47°54′ с.ш. Генетические ис-
следования этого подвида представляют большой интерес для науки и пчеловодства, поскольку все
адаптивные признаки сформировались под действием окружающей среды без участия человека.
Мы секвенировали и аннотировали последовательности полной митохондриальной ДНК (мтДНК)
пчел подвидов Apis cerana ussuriensis Ilyasov et al., 2019 (номер в Генбанке AP018450) из Приморского
края и Apis cerana koreana Ilyasov et al., 2019 (AP018431) из Южной Кореи и шести экзонов гена ви-
теллогенина VG E2–E7 ядерной ДНК (яДНК) подвидов пчел A. c. ussuriensis, A. c. koreana, A. c. japon-
ica Radoszkowski, 1887, A. c. cerana и A. c. indica Fabricius, 1798. Методом кластерного анализа после-
довательностей мтДНК и гена VG яДНК было показано разделение пчел на две группы, включающие
южный подвид A. c. indica и северные подвиды A. c. ussuriensis, A. c. koreana, A. c. japonica, A. c. cerana.
На основе генетической дивергенции было показано, что подвид A. c. ussuriensis генетически ближе
к подвидам A. c. japonica, A. c. koreana и A. c. cerana чем к подвиду A. c. indica. Значения генетической
дивергенции (0.80–8.00%) и генетической дистанции Jukes–Cantor (0.005–0.100) по мтДНК и гену VG
яДНК между подвидами A. c. ussuriensis, A. c. koreana, A. c. japonica, A. c. cerana, A. c. indica находятся
в пределах внутривидовых различий между подвидами насекомых. Предположительное время воз-
никновения подвидов A. cerana – от двух до одного млн лет назад.

Ключевые слова: Apis cerana, A. c. ussuriensis, A. c. koreana, A. c. japonica, A. c. cerana, A. c. indica, мито-
хондриальный геном, подвид, дивергенция, эволюция, Приморский край, вителлогенин, мтДНК,
яДНК.
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Восковая пчела Apis cerana Fabricius, 1793 явля-
ется второй по значимости для человека после
медоносной пчелы Apis mellifera Linnaeus, 1758. Их
естественные ареалы не перекрывались до насто-
ящего времени и были ограничены Европой и
Африкой у A. mellifera и Азией у A. cerana. Оба ви-
да пчел приспособлены к обитанию в широком
диапазоне климатических поясов – от холодного
умеренного до жаркого экваториального [1]. В
азиатских странах A. cerana разводится на пасе-
ках, а в России встречается только в диком состо-

янии в дальневосточных лесах на территориях Ха-
баровского и Приморского краев до 47°54′ с.ш. и
включен в красную книгу [2, 3]. В.Н. Кузнецов [3]
обнаружил 80 деревьев, в дуплах которых обитали
дикие семьи A. cerana, и предположил, что в лесах
Приморского и Хабаровского краев до 47°54′ с.ш.
обитают более 1000 семей китайской восковой
пчелы.

Восковая пчела A. cerana является важным и
известным опылителем сельскохозяйственных
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культур в Азии и производителем меда, воска, ма-
точного молочка и пчелиной пыльцы [4], не усту-
пает медоносной пчеле A. mellifera по уровню
коммерческого использования и обладает высо-
ким потенциалом для генетического улучшения
путем селекции на основе молекулярных марке-
ров. В последнее время численность A. cerana рез-
ко сократилась в странах Азии в связи с распро-
странением вируса мешотчатого расплода (SBV)
и массового импорта A. mellifera [5–7].

Согласно опубликованным данным внутри
A. cerana выделяется более 20 подвидов, боль-
шинство из которых не имеют четких таксономи-
ческих диагнозов [8–19]. Сохранение генофонда
локальных подвидов A. cerana возможно при мар-
кер-опосредованной идентификации и селекции.
Молекулярно-генетические исследования позволя-
ют разработать базовые стратегии сохранения A. cer-
ana. Маркеры митохондриальной ДНК (мтДНК)
являются эффективными инструментами в ис-
следовании эволюции и межвидовых и внутриви-
довых филогенетических взаимоотношений ме-
доносных пчел [18, 20–25].

В настоящей работе мы секвенировали и анно-
тировали последовательности полной митохон-
дриальной ДНК (мтДНК) пчел подвидов Apis cer-
ana ussuriensis Ilyasov et al., 2019 (GenBank/DDBJ
AP018450) (ZooBank 06874b0a-029b-40e2-b4a8-
1a20f7692ed3) из Приморского края и Apis cerana ko-
reana Ilyasov et al., 2019 (GenBank/DDBJ AP018431)
(ZooBank 290e12ba-fc5f-4907-ae50-ef0fa8dc8d9c)
из Южной Кореи и шести экзонов гена вителло-
генина VG E2–E7 ядерной ДНК (яДНК) подвидов
пчел A. c. ussuriensis, A. c. koreana, A. c. japonica,
A. c. cerana и A. c. indica. Была проведена оценка
филогенетических взаимоотношений A. c. us-
suriensis с другими подвидами из Южной Кореи,
Китая, Японии, Тайваня и Индонезии на основе
полной мтДНК и гена VG яДНК.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Было отобрано по 10 взрослых особей рабочих
пчел из следующих семей: A. c. ussuriensis Ilyasov
et al., 2019 из дупла в лесном массиве пригорода Вла-
дивостока, Приморский край, Россия (43°11′ с.ш.
132°55′ в.д.); A. c. koreana Ilyasov et al., 2019 с пасе-
ки Gokseong-gun, Gokseong-eup, Hakjung-ri, Jeol-
lanam-do, Южная Корея (35°24′ с.ш., 127°27′ в.д.), с
пасеки Sangju-si, Gyeongsangbuk-do, Южная Корея
(36°42′ с.ш., 128°18′ в.д.), с пасеки Sancheong-gun,
Gyeongsangnam-do, Южная Корея (35°36′ с.ш.,
128°88′ в.д.); A. c. japonica с пасеки Kitahiroshima,
Hokkaido, Япония (42°95′ с.ш., 141°53′ в.д.); A. c. indica
с пасеки Taichung, Тайвань (24°04′ с.ш., 120°73′ в.д.).
Видовая принадлежность пчел A. cerana была
определена морфометрически согласно В.Н. Куз-
нецову [3].

Тотальную ДНК экстрагировали из грудной
мышечной ткани каждой пчелы с использовани-
ем набора Wizard Genomic DNA Purification Kit
(PROMEGA, Madison, WI, США) в соответствии
с рекомендациями производителя. Образцы ДНК
хранили при –20°С до дальнейшего использова-
ния. Полимеразную цепную реакцию экзонов 2–
7 гена вителлогенина (VG) проводили на 96-лу-
ночном термоциклере Applied Biosystems Veriti
HID на основе уже разработанных праймеров [26]
с набором для ПЦР TaKaRa (100 мкл ПЦР × 100
реакций) (TAKARA BIO INC., Shiga, Япония) в
соответствии с инструкциями производителя.
Все продукты ПЦР были очищены с помощью
набора для очистки ПЦР QIAquick (250) (QIA-
GEN, Hilden, Германия), следуя инструкциям
производителя.

По одной рабочей особи из каждой семьи пчел
было использовано для секвенирования мтДНК с
помощью набора NextSeq 500/550 High Output Kit
v. 2 (75 циклов) (ILLUMINA, США) и парных
циклов считывания (2 × 150 пн), следуя инструк-
ции производителя, на секвенаторе Illumina Next
Seq 500 (ILLUMINA, США) в Университете Кио-
то Сангё (Kyoto, Япония). Геномные библиотеки
были приготовлены с помощью набора для под-
готовки ДНК-библиотеки Nextera (ILLUMINA,
США) в соответствии с инструкциями произво-
дителя. Сборка геномов проводилась на основе
1662000 прочтений со средним покрытием 75 с
помощью Geneious R9 (BIOMATTERS, Новая Зе-
ландия). Аннотация геномов выполнена на MI-
TOS (Германия) [27] и tRNAscan-SE (CA, США)
[28]. По одной рабочей особи из каждой семьи
пчел было использовано для секвенирования эк-
зонов гена вителлогенина VG яДНК с обоих кон-
цов с помощью дидезокси-метода Sanger [29] с
использованием набора ABI PRISM BigDye Ter-
minator v3.1 на секвенаторе ABI 3130 (Applied
Biosystems, Foster City, CA, США) в Инчхонском
национальном университете (Incheon, Южная
Корея).

Нуклеотидные последовательности полной
мтДНК были депонированы в базы данных Gen-
Bank/DDBJ под номерами AP018431 для A. c. koreana
(15925 пн) (ZooBank 290e12ba-fc5f-4907-ae50-
ef0fa8dc8d9c) (Gokseong-gun, Jeollanam-do, Юж-
ная Корея) и AP018450 для A. c. ussuriensis (15919
пн) (ZooBank 06874b0a-029b-40e2-b4a8-
1a20f7692ed3) (Приморский край, Россия). Нук-
леотидные последовательности экзонов 2–7 гена
VG были депонированы под номерами MH755745,
MH755780, MH755815, MH755850, MH755885,
MH755920 (4125 пн) и MH755746, MH755781,
MH755816, MH755851, MH755886, MH755921
(4125 пн) для двух представителей A. c. ussuriensis
(Приморский край, Россия); под номерами
MH755735, MH755770, MH755805, MH755840,
MH755875, MH755910 для A. c. koreana (Sancheong,
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Gyeongsangnam-do, Южная Корея); MH755741,
MH755776, MH755811, MH755846, MH755881,
MH755916 (4125 пн) и MH755742, MH755777,
MH755812, MH755847, MH755882, MH755917
(4125 пн) для A. c. japonica (Kitahiroshima, Hokkai-
do, Япония); MH755747, MH755782, MH755817,
MH755852, MH755887, MH755922 (4128 пн) и
MH755748, MH755783, MH755818, MH755853,
MH755888, MH755923 (4128 пн) для A. c. indica
(Taichung, Тайвань).

Сравнительный анализ полной мтДНК был
проведен с использованием последовательностей
из Генбанка: A. c. japonica AP017314 (15917 пн)
(Kyoto, Япония), A. c. japonica AP017941 (15778 пн)
(Amami, Япония), A. c. cerana AP017983 (15460 пн)
(Jiangsu, Китай), A. c. cerana KM244704 (15712 пн)
(Yunnan, Китай), A. c. indica AP017984 (15376 пн)
(Taipei, Тайвань), A. c. indica AP018149 (15884 пн)
(Sabah, Borneo, Малайзия), A. c. koreana AP018431
(15925 пн) (Jeollanam-do, Южная Корея), A. c. koreana
KX908206 (15904 пн) (Chungcheongbukdo, Южная
Корея), A. m. ligustica NC 001566 (16324 пн) (внеш-
няя группа, США). Сравнительный анализ гена
VG яДНК был проведен с использованием после-
довательностей из Генбанка: A. c. cerana
KT725235 (4125 пн) (Yunnan, Китай), A. c. cerana
ApisCC1.0 (4125 пн, фрагмент 781683–788069 из
геномной последовательности KZ288206) (Yun-
nan, Китай), A. m. mellifera JN557295, JN557387,
JN557201, JN557573, JN557481, JN557109 (4074 пн)
(внешняя группа, изолят M2261, Warsaw, Польша).

Дивергенция нуклеотидных последовательно-
стей и генетические дистанции Jukes–Cantor [30],
Tamura–Nei [31] и р-distance [32] были рассчитаны с
использованием Unipro UGENE 1,28 (UNIPRO,
Россия) и CLC Genomics Workbench 11 (CLCbio,
Дания). Филогенетический анализ на основе по-
следовательностей ДНК был проведен с исполь-
зованием MEGA7 [33] и Statistica 8.0 (StatSoft,
Inc., Tulsa, OK, США), JMP14 (SAS Institute Inc.,
North Carolina, США). Филогенетические дере-
вья были построены с использованием метода
ближайшего соседа [34] на основе дистанций
Jukes–Cantor с 1000 бутстреп-репликациями и
Reltime [35] метода оценки длины ветвей. Физи-
ческая карта полного митохондриального генома
была построена с использованием CLC Genomics
Workbench 11 (CLCbio, Дания) и Artemis 17.0.1
(The Sanger Institute, Hinxton, Cambridge, Велико-
британия).

РЕЗУЛЬТАТЫ
Митохондриальный геном A. c. ussuriensis

(Приморский край, Россия) содержит 42% A, 42%
T, 6% G, 10% C нуклеотидов, обогащен AT на
84%, содержит наиболее высокие частоты динук-
леотидов AA (19%), AT (18%), TT (18%) и TA (16%)
и наиболее низкие частоты динуклеотидов GG

(1%), GC (1%), CG (1%) и CC (2%), что характер-
но для большинства перепончатокрылых [25, 36,
37]. Среднее содержание GC в мтДНК A. c. us-
suriensis составляет 16%, а максимальный уровень
не превышает 40%. Значение генетического разно-
образия и вариабельности зависит прямо пропор-
ционально от GC-состава – чем выше содержание
GC, тем выше генетическое разнообразие и вари-
абельность генов. Содержание GC в мтДНК ме-
нее 40% считается низкой [38] (табл. 1).

МтДНК A. c. ussuriensis (15919 пн) незначи-
тельно короче мтДНК A. mellifera (16343 пн) и
Drosophila yakuba (16019 пн). Сумма всех межген-
ных некодирующих регионов мтДНК A. c. us-
suriensis (1252 пн) также немного короче A. mellifera
(1639 пн) и D. yakuba (1262 пн) [36].

Митохондриальный геном A. c. ussuriensis со-
держит 30 белок-кодирующих генов (CDS), 22 ге-
на транспортной РНК (tRNA), два гена субъеди-
ниц рибосомальной РНК (rRNA) – 16S rRNA и
12S rRNA, четыре некодирующих межгенных участ-
ка (NC1–NC4). Синтения мтДНК A. c. ussuriensis
сходна с синтенией мтДНК большинства пере-
пончатокрылых с небольшими различиями [25,
36]. Большинство генов (ATP6, ATP8, COX1, COX2,
COX3, CYTB, ND2, ND3, ND6, tRNA-Ala, tRNA-Asn,
tRNA-Asp, tRNA-Gln, tRNA-Glu, tRNA-Gly, tRNA-Ile,
tRNA-Leu(UUR), tRNA-Lys, tRNA-Met, tRNA-
Ser(AGN), tRNA-Ser(UCN), tRNA-Thr и tRNA-Trp)
расположены на легкой цепи мтДНК, за исклю-
чением четырех генов субъединиц (ND1, ND4,
ND4L и ND5), двух генов rRNA (12S и 16S rRNA) и
восьми генов тРНК (tRNA-Arg, tRNA-Cys, tRNA-His,
tRNA-Leu(CUN), tRNA-Phe, tRNA-Pro, tRNA-Tyr и
tRNA-Val), которые расположены на тяжелой це-
пи мтДНК (табл. 2, рис. 1).

Белок-кодирующие гены ND3, ND4L, ND5,
COX1, ND6, COX2, ND1, ND2 имеют стартовый ко-
дон ATT, гены COX3, ATP6 и CYTB – стартовый
кодон ATG, ген ND4 – стартовый кодон ATA, ген
ATP8 – стартовый кодон ATC. Все белок-кодиру-
ющие гены мтДНК A. c. ussuriensis имеют единый
стоп-кодон TAA. Для некоторых генов мтДНК
(tRNA-Gln и tRNA-Ala (4 пн), ND2 и tRNA-Cys (1 пн),
COX1 и tRNA-Leu(UUR) (5 пн), COX2 и tRNA-Asp
(1 пн), ATP8 и ATP6 (19 пн)) A. c. ussuriensis харак-
терно перекрывание, что возможно унаследовано
от прокариотического генома с полицистронным
типом транскрипции (табл. 2).

Размер всех белок-кодирующих генов мтДНК
A. c. ussuriensis 11058 пн, они кодируют 3686 ами-
нокислот. Гены rRNA мтДНК A. c. ussuriensis име-
ют суммарный размер 2116 пн (12S rRNA – 787 пн
и 16S rRNA – 1329 пн). Размеры генов тРНК
мтДНК A. c. ussuriensis варьируют от 60 пн (tRNA-
Ser(AGN)) до 78 пн (tRNA-Pro).

МтДНК A. c. ussuriensis содержит четыре неко-
дирующих межгенных участка (NC1–NC4), что
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характерно для всех представителей A. cerana [39].
Некодирующий межгенный участок NC1 (228 пн)
расположен между генами tRNA-Met и tRNA-Gln,
NC2 (89 пн) – между генами tRNA-Leu (TAA) и
COX2, NC3 (68 пн) – между генами COX3, tRNA-
Gly, NC4 (51 пн) – между генами tRNA-Pro и ND6.
Все некодирующие межгенные и AT-богатые
участки A. c. ussuriensis составляют менее 8% от всего
размера мтДНК. Некодирующие межгенные и АТ-
богатые участки являются регуляторными областя-
ми и содержат повторяющиеся мотивы. Мотив
AATTAATT встречался в мтДНК A. c. ussuriensis
48 раз, мотив AATAAATT – 74 раза, мотив TACTTA
(вероятный сайт связывания митохондриального
терминатора транскрипции (mtTERM)) – 8 раз [40].

Некодирующий межгенный участок NC2 A. c.
ussuriensis идентичен с гаплотипом Japan01 (по-
следовательности KP064995 и AP018431), он не
обладает идентичностью ни с одним из 10 опуб-

ликованных гаплотипов (ACNC101–ACNC110)
[18, 19, 39] и был обозначен как гаплотип ACNC111
(рис. 2). Гаплотип ACNC111 наиболее близок к га-
плотипу ACNC101 (последовательности KP064870 и
KP064972) и отличается вставкой 31insT относи-
тельно начала последовательности NC1 (рис. 2).

Сравнительный анализ последовательности
полной мтДНК позволил рассчитать транзиции и
трансверсии между представителями A. cerana
разных популяций. Сходно с геномами большин-
ства организмов, транзиции у A. cerana происхо-
дят чаще, чем трансверсии. Были рассчитаны
транзиции и трансверсии между представителя-
ми A. cerana разных популяций для всей мтДНК,
а также только для белок-кодирующих генов
мтДНК. Это позволяет оценить вклад кодирую-
щей и некодирующей частей митохондриального
генома в генетическую вариабельность. Отмече-
но, что роль некодирующей части мтДНК в под-

Таблица 1. Характеристика нуклеотидного состава полной мтДНК A. c. ussuriensis Приморского края России

Нуклеотиды Число (частота)

GC-состав 2540 (0.16)
AT-состав 13373 (0.84)
Аденин A 6729 (0.42)
Цитозин C 1542 (0.10)
Гуанин G 998 (0.06)
Тимин T 6644 (0.42)
Динуклеотид AA 2973 (0.19)
Динуклеотид AC 475 (0.03)
Динуклеотид AG 358 (0.02)
Динуклеотид AT 2921 (0.18)
Динуклеотид CA 675 (0.04)
Динуклеотид CC 239 (0.02)
Динуклеотид CG 70 (0.01)
Динуклеотид CT 558 (0.04)
Динуклеотид GA 471 (0.03)
Динуклеотид GC 116 (0.01)
Динуклеотид GG 136 (0.01)
Динуклеотид GT 275 (0.02)
Динуклеотид TA 2609 (0.16)
Динуклеотид TC 712 (0.05)
Динуклеотид TG 432 (0.03)
Динуклеотид TT 2886 (0.18)
Нуклеотид A в позиции 1/2/3 240 (0.47)/128 (0.25)/249 (0.48)
Нуклеотид C в позиции 1/2/3 37 (0.07)/70 (0.14)/22 (0.04)
Нуклеотид G в позиции 1/2/3 50 (0.1)/19 (0.04)/11 (0.02)
Нуклеотид T в позиции 1/2/3 188 (0.37)/298 (0.58)/233 (0.45)

Размер, пн 15919
Вес одной цепи, кДа 4904.98
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держании генетической вариабельности выше
кодирующей (табл. 3).

Дивергенция (%) и генетические дистанции
между A. c. japonica и A. c. cerana – 2.85 и 0.80 по
мтДНК и гену VG яДНК соответственно; между

A. c. japonica и A. c. indica –5.26 и 0.85; между
A. c. japonica и A. c. koreana – 1.33 и 0.80; между
A. c. cerana и A. c. indica 4.95 и 0.80; между A. c. cer-
ana и A. c. koreana – 2.85 и 0.80; между A. c. koreana
и A. c. indica – 5.45 и 0.88; между A. c. ussuriensis и
A. c. cerana – 2.55 и 1.25; между A. c. ussuriensis и

Таблица 2. Аннотация полной мтДНК A. c. ussuriensis Приморского края России

* Гены, транскрибирующиеся с тяжелой цепи мтДНК.

№ Ген Позиция начала Позиция конца Размер, пн

1 tRNA-Ser(AGN) 1 60 60
2 tRNA-Glu 64 129 66
3 tRNA-Met 164 229 66
4 tRNA-Gln 462 527 66
5 tRNA-Ala 524 589 66
6 tRNA-Ile 608 673 66
7 ND2 674 1669 996
8 *tRNA-Cys 1669 1734 66
9 *tRNA-Tyr 1740 1808 69

10 tRNA-Trp 1825 1893 69
11 COX1 1894 3459 1566
12 tRNA-Leu(UUR) 3455 3524 70
13 COX2 3614 4294 681
14 tRNA-Asp 4294 4361 68
15 tRNA-Lys 4368 4439 72
16 ATP8 4446 4607 162
17 ATP6 4589 5266 678
18 COX3 5284 6063 780
19 tRNA-Gly 6136 6202 67
20 ND3 6203 6556 354
21 *tRNA-Arg 6577 6645 69
22 tRNA-Asn 6665 6732 68
23 *tRNA-Phe 6751 6821 71
24 *ND5 6828 8495 1668
25 *tRNA-His 8496 8561 66
26 *ND4 8579 9910 1332
27 *ND4L 9913 10176 264
28 tRNA-Thr 10200 10266 67
29 *tRNA-Pro 10282 10359 78
30 ND6 10 411 10923 513
31 CYTB 10936 12084 1149
32 tRNA-Ser(UCN) 12108 12174 67
33 *ND1 12187 13101 915
34 *tRNA-Leu(CUN) 13102 13170 69
35 *16S rRNA 13171 14499 1329
36 *tRNA-Val 14500 14566 67
37 *12S rRNA 14567 15353 787

Вся мтДНК 1 15919 15919
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Рис. 1. Кольцевая физическая карта полной мтДНК Apis с. ussuriensis Приморского края России.
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A. c. japonica – 1.10 и 0.93%; между A. c. ussuriensis
и A. c. koreana – 1.30 и 0.90; между A. c. ussuriensis и
A. c. indica – 5.15 и 1,50; между A. c. ussuriensis и
A. mellifera – 21.05 и 9.05; между A. c. koreana и A. melli-
fera – 21.70 и 8.75; между A. c. cerana и A. mellifera –
21.70 и 8.70; между A. c. japonica и A. mellifera –
20.45 и 8.70; между A. c. indica и A. mellifera 21.35 и
8.75 (табл. 4, 5).

На основе кластерного анализа полных после-
довательностей мтДНК и гена VG яДНК всех об-
разцов A. cerana были построены дендрограммы,

отражающие филогенетические взаимоотноше-
ния представителей A. cerana разных популяций
(рис. 3). В качестве внешней группы были ис-
пользованы представители A. m. mellifera, которые
располагались отдельно от A. cerana. Представи-
тели A. c. ussuriensis, A. c. cerana, A. c. japonica,
A. c. indica, кроме A. c. koreana на обеих дендро-
граммах кластеризовались отдельно друг от друга.
На дендрограмме по мтДНК A. c. koreana была
разделена между группами A. c. japonica и A. c. us-
suriensis, что может отражать исторический про-
цесс миграции и потока генов.
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ОБСУЖДЕНИЕ

Содержание АТ-нуклеотидов в полной после-
довательности мтДНК A. c. ussuriensis 84% было
сходно с другими насекомыми: А. с. cerana – 84%,
A. c. koreana – 84.1%, A. mellifera – 84.9%, Bombus
hypocrita – 85.3%, B. ignitus – 86.8%, Cephus cinc-
tus – 82%, Enicospilus sp. – 85.2%, Melipona bicolor –
86.7%, Polistes humilis – 84.7% и Spathius agrili –
84% [18, 25].

Филогенетический анализ последовательно-
сти некодирующего межгенного участка NC1 вы-
явил девять гаплотипов A. cerana (ACNC101,
ACNC102, ACNC103, ACNC104, ACNC105, ACNC106,
ACNC107, ACNC108, ACNC109), подразделенных
на две группы – A и B [39]. Гаплотип ACNC110
был обнаружен у A. c. koreana [18]. В настоящем
исследовании у A. c. ussuriensis обнаружен новый га-
плотип ACNC111, который отличался от ACNC110
инсерцией 31insT относительно начала последо-

Таблица 4. Генетические дистанции (выше диагонали) и генетические различия (ниже диагонали) между после-
довательностями полной мтДНК образцов A. cerana
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0.005/
0.001/
0.001

0.005/
0.001/
0.001

0.005/
0.001/
0.001

0.005/
0.002/
0.002

0.022/
0.006/
0.006

0.042/
0.013/
0.013

0.159/
0.097/
0.088

KM244704, 
A. c. cerana, Yunnan, 
Китай

1.8/
85/
13

0.002/
0.001/
0.001

0.005/
0.001/
0.001

0.005/
0.001/
0.001

0.006/
0.001/
0.001

0.007/
0.003/
0.003

0.022/
0.005/
0.005

0.040/
0.013/
0.013

0.155/
0.096/
0.087

AP017983,
A. c. cerana, Jiangsu, 
Китай

3.3/
90/
16

1.5/
35/
5

0.005/
0.001/
0.001

0.006/
0.001/
0.001

0.006/
0.001/
0.001

0.008/
0.003/
0.003

0.022/
0.005/
0.005

0.037/
0.013/
0.013

0.152/
0.096/
0.087

AP017314,
A. c. japonica, Kyoto, 
Япония

0.9/
44/

7

2.8/
77/
13

3.5/
84/
16

0.002/
0.001/
0.001

0.003/
0.001/
0.001

0.003/
0.002/
0.002

0.022/
0.005/
0.005

0.042/
0.014/
0.014

0.158/
0.096/
0.087

AP017941,
A. c. japonica,
Amami, Япония

1.2/
44/

8

2.2/
78/
14

2.9/
85/
17

0.7/
11/
3

0.005/
0.001/
0.001

0.006/
0.002/
0.002

0.022/
0.005/
0.005

0.041/
0.014/
0.014

0.156/
0.096/
0.087

KX908206,
A. c. koreana,
Chungcheongbuk-do, 
Корея

1.1/
56/
13

1.9/
94/
19

3.4/
98/
22

0.9/
39/
12

1.2/
37/
13

0.003/
0.003/
0.003

0.023/
0.006/
0.006

0.044/
0.014/
0.014

0.159/
0.096/
0.087

AP018431,
A. c. koreana,
Jeollanam-do, Корея

1.5/
82/
12

2.4/
116/
19

3.9/
123/
22

1.3/
88/
15

1.9/
90/
16

1.1/
87/
17

0.024/
0.007/
0.008

0.043/
0.014/
0.014

0.159/
0.097/
0.088

AP017984, 
A. c. indica, Taipei, 
Тайвань

5.5/
336/
46

4.5/
339/
48

3.1/
338/

47

5.7/
333/
45

5.12/
331/
44

5.6/
345/

51

6.1/
367/
52

0.038/
0.014/
0.014

0.148/
0.095/
0.087

AP018149,
A. c. indica, Sabah, 
Borneo, Малайзия

4.8/
647/
89

5.5/
611/
88

6.7/
559/
85

4.9/
649/

87

5.3/
627/
90

4.9/
671/
93

5.2/
654/

95

6.9/
573/
93

0.156/
0.095/
0.087

NC 001566,
A. m. ligustica, США

20.6/
2221/
585

21.2/
2151/
585

22.2/
2071/
583

20.5/
2210/
581

20.9/
2162/
580

20.5/
2223/
588

20.6/
2219/
587

22.2/
2011/
584

20.5/
2186/
590
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вательности NC1. Филогенетический анализ по-
следовательности второго некодирующего меж-
генного участка NC2 выявил шесть гаплотипов
A. cerana (Japan1, Nepal1, ThaiS1, BurmaN1, BurmaN2
и BurmaN3), подразделенных на две группы – ма-
териковая Азия и Sundaland [41]. По нуклеотид-
ной последовательности NC2 A. c. ussuriensis отно-
сится к гаплотипу материковой Азии Japan1. Ве-
роятно, что присутствие гаплотипа Japan1 во всех

популяциях A. cerana в Азии свидетельствует об
общем происхождении всей популяции A. cerana
и последующем распространении по всей Азии.
Таким образом, по некодирующим межгенным
участкам NC1 и NC2 A. c. ussuriensis относится к
континентальной азиатской группе A. cerana и от-
личается от популяций A. c. cerana, A. c. koreana и
A. c. japonica. Предполагается, что генетические
различия A. c. ussuriensis являются результатом

Таблица 5. Генетические дистанции (выше диагонали) и генетические различия (ниже диагонали) между после-
довательностями гена VG яДНК образцов A. cerana
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Дистанции Jukes–Cantor/Tamura–Nei/p-distance

A. c. ussuriensis,
Приморский край,
Россия 01

Д
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ге

нц
ия

, %
/ч

ис
ло
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ам

ен
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ле

от
ид

ов
/а

м
ин

ок
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ло
т

0.002/
0.003/
0.001

0.013/
0.013/
0.005

0.013/
0.013/
0.005

0.008/
0.008/
0.004

0.009/
0.009/
0.004

0.010/
0.010/
0.005

0.010/
0.011/
0.005

0.014/
0.014/
0.005

0.014/
0.014/
0.005

0.081/
0.082/
0.026

A. c. ussuriensis,
Приморский край, 
Россия 02

0.3/
12/
6

0.012/
0.012/
0.004

0.012/
0.012/
0.005

0.010/
0.010/
0.004

0.010/
0.010/
0.005

0.008/
0.008/
0.004

0.008/
0.008/
0.004

0.013/
0.012/
0.004

0.013/
0.013/
0.004

0.081/
0.082/
0.026

A. c. cerana,
Jiangxi, Китай

1.3/
52/
22

1.2/
48/
22

0.007/
0.007/
0.001

0.007/
0.007/
0.001

0.006/
0.006/
0.001

0.007/
0.007/
0.001

0.007/
0.007/
0.001

0.009/
0.009/
0.001

0.009/
0.010/
0.001

0.077/
0.078/
0.022

A. c. cerana,
Yunnan, Китай

1.3/
53/
26

1.2/
49/
24

0.8/
27/
6

0.008/
0.008/
0.002

0.006/
0.006/
0.001

0.007/
0.006/
0.001

0.007/
0.007/
0.001

0.008/
0.008/
0.001

0.008/
0.008/
0.001

0.077/
0.078/
0.022

A. c. japonica,
Kitahiroshima,
Япония 01

0.8/
32/
20

1.0/
40/
22

0.8/
30/
6

0.8/
31/
10

0.002/
0.002/
0.001

0.007/
0.007/
0.002

0.007/
0.007/
0.002

0.009/
0.009/
0.002

0.008/
0.008/
0.002

0.076/
0.077/
0.023

A. c. japonica,
Kitahiroshima,
Япония 02

0.9/
37/
20

1.0/
41/
22

0.7/
25/
4

0.7/
26/
8

0.2/
7/
2

0.006/
0.006/
0.001

0.005/
0.005/
0.001

0.008/
0.008/
0.001

0.007/
0.008/
0.001

0.075/
0.076/
0.022

A. c. koreana,
Gyeongsangbuk-do, 
Южная Корея

1.0/
42/
24

0.8/
32/
18

0.8/
30/
6

0.8/
27/
8

0.8/
28/
8

0.7/
25/
6

0.002/
0.002/
0.001

0.008/
0.008/
0.001

0.008/
0.008/
0.001

0.077/
0.078/
0.022

A. c. koreana,
Gyeongsangnam-do, 
Южная Корея

1.0/
43/
25

0.8/
31/
19

0.8/
27/
7

0.8/
28/
9

0.8/
27/
9

0.7/
24/
7

0.2/
7/
1

0.008/
0.008/
0.001

0.009/
0.009/
0.001

0.078/
0.079/
0.022

A. c. indica,
Taichung, Тайвань 01

1.4/
56/
24

1.4/
54/
24

0.9/
36/
8

0.8/
31/
10

0.9/
36/
8

0.8/
31/
6

0.8/
32/
8

0.9/
33/
9

0.001/
0.001/
0.001

0.077/
0.078/
0.022

A. c. indica,
Taichung, Тайвань 02

1.4/
56/
23

1.4/
54/
23

1.0/
38/
9

0.8/
31/
11

0.9/
34/

9

0.8/
29/
7

0.9/
34/

9

0.9/
35/
10

0.1/
4/
1

0.076/
0.077/
0.022

A. m. mellifera,
Warsaw, Польша

9.0/
311/
157

9.1/
312/
158

8.7/
296/
143

8.7/
297/
145

8.7/
295/
146

8.6/
292/
144

8.7/
298/
147

8.8/
300/
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8.8/
297/
145

8.7/
295/
146
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естественного отбора и адаптивной эволюции
A. cerana в условиях резко континентального кли-
мата Приморского края.

Локальные свойства мутационного процесса
можно описывать не только вероятностью однонук-
леотидных мутаций на сайт, но и соотношением
транзиций (tr) к трансверсиям (tv). Отношение tr/tv
считается базовой характеристикой мутационного
процесса и является широко употребляемой од-
нопараметрической характеристикой мутацион-
ного спектра. Для большинства известных эука-
риот в норме отношение tr/tv > 1, в то время как
tr/tv < 1 свидетельствует о том, что повысилась
частота однонуклеотидных мутаций, инсерций
или делеций (инделов) или понизилась эффек-
тивность репарации ДНК. Изменчивость отно-
шения tr/tv в геноме может свидетельствовать в
пользу локальной смены мутационного механиз-

ма в ходе адаптации к сменяющимся условиям
окружающей среды [42–44].

Отношение транзиций к трансверсиям полной
мтДНК было 2.46 между A. c. ussuriensis и A. c. cerana;
2.14 между A. c. ussuriensis и A. c. japonica; 2.11 меж-
ду A. c. ussuriensis и A. c. koreana; 2.39 между A. c. us-
suriensis и A. c. indica; 0.47 между A. c. ussuriensis и
A. m. ligustica (табл. 3), что сходно с соотношением
tr/tv мтДНК 2.06 между Drosophila melanogaster и
D. yakuba [45]. Наименьшее значение отношения
tr/tv между A. cerana и A. mellifera 0.47 является
свидетельством смены мутационного механизма
в ходе приспособления к сменяющимся условиям
окружающей среды в результате дивергенции и
аллопатрического видообразования.

Генетические дистанции Jukes–Cantor, Tamu-
ra-Nei, p-distance по полной мтДНК и VG яДНК
показали, что их абсолютные значения не расходят-
ся сильно и могут быть успешно использованы в

Рис. 3. Филогенетические взаимоотношения представителей A. cerana разных популяций на основе кластерного ана-
лиза методом ближайшего соседа и генетических дистанций Jukes–Cantor. а – на основе последовательности полной
мтДНК; б – на основе последовательности гена VG яДНК.

а

б

Полная мтДНК

Ген VG яДНК

100

100

100

100

100

100

100

100

98

91

59

0.01

65

76

84

92

АР017314, А. с. japonica, Kyoto, Япония

АР017941, А. с. japonica, Amami, Япония

КХ908206, А. с. koreana, Chungcheongbuk-do, Корея

АР018431, А. с. koreana, Jeollanam-do, Корея

АР018450, А. с. ussuriensis, Приморский край, Россия

КМ244704, А. с. cerana, Yunnan, Китай

АР017983, А. с. cerana, Jiangsu, Китай

АР017984, А. с. indica, Taipei, Тайвань

АР018149, А. с. indica, Sabah, Borneo, Малайзия

NC 001566, А. m. ligustica, США

А. с. cerana, Jiangxi, Китай

А. с. ussuriensis, Приморский край, Россия 02

А. с. ussuriensis, Приморский край, Россия 01

А. с. koreana, Gyeongsangnam-do, Корея

А. с. koreana, Gyeongsangbuk-do, Корея 02

А. с. japonica, Kitahiroshima, Япония 02

А. с. japonica, Kitahiroshima, Япония 01

А. с. indica, Taichung, Тайвань 02

А. с. indica, Taichung, Тайвань 01

А. т. mellifera, Warsaw, Польша

А. с. cerana, Yunnan, Китай
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кластерном анализе. По каждому из дистанций
можно получить сходный паттерн кластеризации.
Было выявлено, что подвид A. c. ussuriensis генети-
чески более близок к A. c. japonica (дивергенция
1.10% по мтДНК и 0.93% по гену VG яДНК; ди-
станции Jukes–Cantor 0.005 по мтДНК и 0.009 по
гену VG яДНК) и A. c. koreana (дивергенция 1.30%
по мтДНК и 0.90% по гену VG яДНК; дистанции
Jukes–Cantor 0.005 по мтДНК и 0.012 по гену VG
яДНК), A. c. cerana (дивергенция 2.55% по мтДНК
и 1.25% по гену VG яДНК; дистанции Jukes–Can-
tor 0.006 по мтДНК и 0.012 по гену VG яДНК), чем
к A. c. indica (дивергенция 5.15% по мтДНК и
1.50% по гену VG яДНК; дистанции Jukes–Cantor
0.032 по мтДНК и 0.013 по гену VG яДНК) (табл. 4, 5).
Таким образом, по генетическим дистанциям и
дивергенции наблюдается подразделение подви-
дов на две группы – Северной и Южной Азии.

Филогенетические деревья, построенные по
полной мтДНК и гену VG яДНК, показали сход-
ство в кластеризации на две группы – Южной и
Северной Азии (рис. 3). Образцы A. mellifera распо-
лагаются отдельно и служат в качестве внешней
группы. Все подвиды A. cerana, за исключением
A. c. koreana, группируются в отдельные кластеры
по полной мтДНК и гену VG яДНК, что свиде-
тельствует о том, что отцовская и материнская со-
ставляющие генома географически распространя-
лись совместно. Это возможно при естественной
миграции, а также при перемещении пчеловодом
семей пчел. В случае с A. c. koreana представители
этого подвида группировались по мтДНК как с
A. c. japonica, так и с A. c. ussuriensis, что может
быть следствием потока генов по материнской
линии от этих подвидов в популяцию A. c. koreana,
ареал которой расположен географически между
ними. Такое может произойти в результате им-
порта маток A. c. japonica и A. c. ussuriensis в Юж-
ную Корею, где они в дальнейшем скрещивались
с местными трутнями A. c. koreana.

Как известно, диапазон генетической дивер-
генции 0.80–8.00% и генетическая дистанция
Jukes–Cantor 0.005–0.100 соответствовали диапа-
зону внутривидовых уровней различий у насеко-
мых [19, 25, 46, 47]. Значения генетической ди-
вергенции и генетической дистанции по мтДНК
и гену VG яДНК между A. c. ussuriensis, A. c. koreana,
A. c. japonica, A. c. cerana, A. c. indica находятся в
пределах внутривидовых различий между подви-
дами.

Поскольку дивергенция мтДНК идет со скоро-
стью 2.3% на 1 млн лет [48, 49], можно рассчитать,
что возраст изоляции и последующей дивергенции
A. c. ussuriensis может составлять 0.50 млн лет (1.10%)
с A. c. japonica, 0.56 млн лет (1.30%) с A. c. koreana,
1.1 млн лет (2.55%) с A. c. cerana, 2.2 млн лет
(5.15%) с A. c. indica (табл. 4, 5). Можно предполо-

жить, что вероятное время возникновение подви-
дов A. cerana около 2–1 млн лет назад.

Таким образом, Apis cerana ussuriensis Ilyasov et al.,
2019 наименее изученный из всех подвидов в свя-
зи с тем, что встречается редко и только в диком
виде в лесах Приморского и Хабаровского краев
до 47°54′ с.ш. Генетические исследования подви-
да представляют большой интерес для науки, по-
скольку подвид подвержен естественному отбору
и адаптивной эволюции, где все признаки пчел
должны формироваться критическими условия-
ми Северной Азии. Мы секвенировали и анноти-
ровали последовательности полной мтДНК пчел
подвидов A. c. ussuriensis (AP018450) и A. c. koreana
(AP018431) и шести экзонов гена вителлогенина
VG яДНК подвидов A. c. ussuriensis, A. c. koreana,
A. c. japonica, A. c. cerana, A. c. indica. Последова-
тельность мтДНК имеет длину 15919 пн, содер-
жит AT 84% и GC 16%, включает 22 гена тРНК, 13
белок-кодирующих генов, два гена рибосомной
РНК 16S и 12S rRNA, один AT-богатый регион и
четыре некодирующие межгенные области NC1–4.
Все белок-кодирующие гены начинаются с кодо-
нов ATT и ATG, за исключением гена ATP8 со
стартовым кодоном ATC, а заканчивается стоп-
кодонами TAA и TAG. Было показано, что по NC1
участку A. c. koreana относится к гаплотипу
ACNC110, а A. c. ussuriensis – к гаплотипу ACNC111,
тогда как по участку NC2 оба подвида относятся к
гаплотипу Japan1. Методом кластерного анализа
последовательностей мтДНК и гена VG яДНК бы-
ло показано разделение подвидов пчел на две
группы – южных регионов (A. c. indica) и север-
ных регионов (A. c. ussuriensis, A. c. koreana, A. c. japon-
ica, A. c. cerana). Было показано, что подвид
A. c. ussuriensis генетически более сходен с A. c. ja-
ponica, A. c. koreana и A. c. cerana, чем с A. c. indica.
Значения генетической дивергенции (0.80–8.00%) и
генетической дистанции Jukes–Cantor (0.005–
0.100) по мтДНК и гену VG яДНК между подвида-
ми A. c. ussuriensis Ilyasov et al., 2019, A. c. koreana
Ilyasov et al., 2019, A. c. japonica Radoszkowski, 1887,
A. c. cerana Fabricius, 1793, A. c. indica Fabricius,
1798 находятся в пределах внутривидовых разли-
чий между подвидами.
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Genetic Properties and Evolution of Ussurian Wax Bee
Apis cerana ussuriensis from the Primorsky Territory of Russia

R. A. Ilyasova, b, *, G. Y. Hanb, M. L. Leeb, K. W. Kimb, M. Y. Proshchalykinc, A. S. Lelejc,
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A. c. ussuriensis is the most northern subspecies of the honey bee A. cerana, distributed in the taiga of Pri-
morsky and Khabarovsky territories up to 47°54′ N. Genetic studies of this subspecies are of great interest for
science and beekeeping, since all adaptive characters were formed under the influence of the environment
without human intervention. We sequenced and annotated the complete mitochondrial DNA (mtDNA) se-
quences of honey bee subspecies Apis cerana ussuriensis Ilyasov et al., 2019 (AP018450) from Primorsky Ter-
ritory and Apis cerana koreana Ilyasov et al., 2019 (AP018431) from South Korea and six exons of the gene
vitellogenin VG E2–E7 of nuclear DNA (nDNA) of honey bee subspecies A. c. ussuriensis, A. c. koreana,
A. c. japonica, A. c. cerana, and A. c. indica Fabricius, 1798. The method of cluster analysis of the sequences
of mtDNA and the gene VG of nDNA showed the separation of bees into two groups, including the southern
subspecies A. c. indica and northern subspecies A. c. ussuriensis, A. c. koreana, A. c. japonica, A. c. cerana.
Based on genetic divergence, it was shown that the subspecies A. c. ussuriensis is genetically close to A. c. japonica,
A. c. koreana and A. c. cerana than with a subspecies A. c. indica. Values of genetic divergence (0.80–8.00%)
and Jukes-Cantor genetic distance (0.005–0.100) for mtDNA and gene VG of nDNA between A. subspecies
A. c. ussuriensis, A. c. koreana, A. c. japonica, A. c. cerana, A. c. indica are within intraspecies differences be-
tween insect subspecies. The estimated time of origin of A. cerana subspecies was rated about 2–1 million
years ago.

Keywords: Apis cerana, A. c. ussuriensis, A. c. koreana, A. c. japonica, A. c. cerana, A. c. indica, mitochondrial
genome, subspecies, divergence, evolution, Primorsky Territory, vitellogenin, mtDNA, nDNA.
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