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Последовательности полного митохондриального генома медоносной пчелы Apis mellifera L. подви-
дов Apis mellifera caucasia Pollmann, 1889 (AP018404, 16341 пн) и Apis mellifera carpathica Foti et al., 1965
(AP018403, 16336 пн) были впервые секвенированы. Митохондриальные ДНК (мтДНК) обоих под-
видов содержат 13 кодирующих белок генов, 22 гена тРНК, два гена рРНК и AT-обогащенную регу-
ляторную область. Отношение транзиций к трансверсиям полной мтДНК между A. m. caucasia и
A. m. carpathica было 2.05, что характеризует формирование адаптаций к сменяющимся условиям
среды обитания. Гены с наибольшим содержанием GC – COX1 (24%), COX2 (19.6%), CYTB (19.1%),
COX3 (17.2%) и ND1 (17.2%) могут быть высокополиморфны и использованы в филогенетических и
популяционных исследованиях пчел. Большинство генов мтДНК обоих подвидов расположены на
тяжелой цепи (девять кодирующих белок генов и 14 генов тРНК), и меньшее число генов (четыре
кодирующих белок гена, два гена рРНК и восемь генов тРНК) расположено на легкой цепи.
Кластерный анализ последовательности полной мтДНК и оценка структуры межгенной обла-
сти tRNA-Leu(UUR)–COX2 с единственным элементом Q размером 192 пн показали, что оба под-
вида являются представителями линии C с гаплотипами C2 и C2j соответственно. Подвиды медоносной
пчелы A. m. caucasia и A. m. carpathica могут быть дифференцированы друг от друга по 34 уникальным
SNP в 11 генах мтДНК и маркеру рестрикции XbaI в гене ND5. Эти генетические маркеры могут спо-
собствовать сохранению чистопородных генофондов пчел подвидов A. m. caucasia и A. m. carpathica
в пределах их естественного ареала.

Ключевые слова: Apis mellifera, подвиды пчел, A. m. caucasia, A. m. carpathica, митохондриальный ге-
ном, мтДНК, гаплотипы, консервативная генетика.
DOI: 10.31857/S0016675821060047

Медоносная пчела используется человеком для
производства специфических продуктов пчеловод-
ства и опыления сельскохозяйственных растений
[1–3]. В результате эволюции сформировалось
около 30 подвидов медоносной пчелы, распро-
страненных в широком спектре климатических
условий Старого Света [4, 5]. Способность пчел
хорошо приспосабливаться позволила человеку
распространить их практически во всех странах
мира [6–8].

Несмотря на широкую экологическую пла-
стичность, большую численность и широкое рас-

пространение, численность популяций пчел еже-
годно сокращается во всем мире [9, 10]. Сокращение
популяции пчел происходит по разным причинам:
применение пестицидов и инсектицидов в сель-
ском хозяйстве, неконтролируемые массовые
транспортировки пчел, внутривидовая гибриди-
зация, распространение новых болезней, гло-
бальные климатические изменения [11–17]. По-
казано, что сокращение численности популяций
медоносной пчелы будет вести к сокращению ге-
нетического разнообразия и адаптивности попу-
ляции, а также к снижению биоразнообразия
экосистем [18–23].
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Подвиды медоносной пчелы подразделяются
как минимум на пять эволюционных линий: ли-
ния A во всей Африке, линия M в Западной Евро-
пе, линия C в Восточной Европе, линия O в За-
падной Азии и линия Y в Северо-Восточной Аф-
рике и Юго-Западной Азии. Подвиды пчел
разных линий различаются существеннее подви-
дов из одной линии. Гибридизация подвидов
пчел разных линий может иметь такие послед-
ствия, как снижение численности популяции, при-
способленности и адаптивности, а также потеря хо-
зяйственно полезных признаков [9, 10, 24].

Географически ареалы подвидов разных эво-
люционных линий имеют смежные границы и часто
перекрываются, что привело к формированию ги-
бридных зон на границах ареалов. Деятельность
человека усилила формирование гибридных по-
пуляций пчел [9, 10, 24]. В мировом коммерче-
ском пчеловодстве наиболее востребованными яв-
ляются пчелы подвидов эволюционной линии С –
A. m. ligustica Spinola, 1806 [25], A. m. carnica Poll-
mann, 1889 [26], A. m. caucasia Pollmann, 1889 [26],
A. m. carpathica Foti et al., 1965 [27]. Повсеместное
использование пчел этих подвидов в пределах
естественного распространения локальных под-
видов привело к разрушению аборигенных гено-
фондов многих подвидов Европы и Западной
Азии. В России серая горная кавказская A. m. cau-
casia и карпатская A. m. carpathica пчелы являются
наиболее распространенными в пчеловодстве по-
сле темной лесной пчелы A. m. mellifera [18–24].

Естественный ареал кавказской пчелы A. m. cau-
casia охватывает хребты и долины Кавказских гор
и Восточную Анатолию [28]. Естественный ареал
карпатской пчелы A. m. carpathica охватывает
хребты и долины Карпатских гор и Западную
Трансильванию [29]. Эти пчелы идеально при-
способлены к жаркому лету и умеренной зиме и
являются незаменимыми компонентами природ-
ных экосистем Кавказских и Карпатских гор [30–
33]. В результате массовых транспортировок эти
подвиды были распространены на территориях Ар-
мении, Австрии, Азербайджана, Белоруссии, Болга-
рии, Чехии, Грузии, Венгрии, Польши, Румынии,
Словакии, юга России, Турции, Украины и Узбеки-
стана [28]. Следствием такого широкого искус-
ственного распространения подвидов A. m. caucasia
и A. m. carpathica стала массовая гибридизация и
интрогрессия с локальными для каждой местно-
сти подвидами, а также друг с другом [29, 34, 35].

Кавказская A. m. caucasia и карпатская A. m. car-
pathica пчелы – наименее изученные с научной точ-
ки зрения подвиды, несмотря на востребованность и
активное использование их в пчеловодстве. Часто
подвиды A. m. carpathica и A. m. caucasia упускаются
и не упоминаются в списках подвидов [18, 36–39].

Подвид A. m. carpathica долгое время считался
экотипом подвида A. m. carnica в Западной Румы-

нии или A. m. macedonica в Восточной Румынии
[29, 37]. Другие работы, на основе морфометрии
[27, 40–43] и мтДНК [24, 29, 44–47], признают
таксономическую самостоятельность подвида
A. m. carpathica. Существует неоднозначность в
определении принадлежности подвида A. m. cau-
casia к эволюционной линии, который на основе
морфометрии [39, 48–50] и аллозимов [28] был
отнесен к линии О, а на основе мтДНК [18, 19, 23,
38, 45, 51–54] – к линии С.

Идентификация подвида и выявление уровня
интрогрессии являются основой для сохранения ге-
нофонда популяций пчел [29, 35]. Нами определены
нуклеотидные последовательности полной мтДНК
пчел подвидов A. m. caucasia и A. m. carpathica с це-
лью уточнения их таксономического статуса и
определения их филогенетических отношений.
На основе анализа мтДНК мы показали, что под-
виды пчел A. m. caucasia и A. m. carpathica относят-
ся к эволюционной линии С и взаимодействуют
между собой как два самостоятельных подвида.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Взрослые особи рабочих пчел A. m. caucasia
были отобраны на пасеке в Сочинском районе
Краснодарского края, Россия (43°45′ с.ш., 39°95′ в.д),
взрослые особи A. m. carpathica – на пасеке в
Майкопском районе Республики Адыгея, Рос-
сия (44°61′ с.ш., 40°07′ в.д.). Принадлежность се-
мей пчел к подвидам A. m. caucasia и A. m. carpathica
была предварительно подтверждена морфометри-
ческим методом [55]. Тотальную ДНК экстрагиро-
вали из грудной мышечной ткани с использова-
нием набора Wizard Genomic DNA Purification Kit
(PROMEGA, Madison, WI, США) в соответствии
с рекомендациями производителя. Образцы ДНК
хранили при –20°С до дальнейшего использования.

Секвенирование мтДНК было проведено с по-
мощью набора NextSeq 500/550 High Output Kit v. 2
(75 циклов) (ILLUMINA, США) на основе парных
циклов считывания (2 × 150 пн) с использованием
секвенатора Illumina Next Seq 500 (ILLUMINA,
США) в Университете Киото Сангё (Kyoto, Япо-
ния), следуя инструкции производителя. Геномные
библиотеки были приготовлены с помощью на-
бора для подготовки ДНК-библиотеки Nextera
(ILLUMINA, США) в соответствии с инструкци-
ями производителя. Сборка геномов A. m. caucasia
и A. m. carpathica проводилась на основе 1662186 и
1541213 прочтений соответственно, с средним
покрытием 75 с помощью Geneious R9 (BIO-
MATTERS, Новая Зеландия). Аннотация геномов
выполнена с использованием MITOS (Universität
Leipzig, Германия) [56], Geneious R9 (BIOMATTERS,
Новая Зеландия), Unipro UGENE 1.28 (UNIPRO,
Россия), CLC Genomics Workbench 11 (CLCbio,
Denmark) и tRNAscan-SE (CA, США) [57].
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Нуклеотидные последовательности полной
мтДНК были депонированы в базы данных Ген-
банка GenBank/DDBJ под номерами AP018404 для
A. m. caucasia (16341 пн) и AP018403 для A. m. car-
pathica (16336 пн). Сравнительный анализ полной
мтДНК был проведен в MEGA7 [58] с использова-
нием последовательностей из Генбанка: NC_001566
(A. m. ligustica, Maryland, США) [59], KX908209
(A. m. ligustica, Gwangju, Корея) [60], KP163643
(A. m. syriaca Skorikov, 1929 [61], Baqa, Иордания)
[62], KY926882 (A. m. syriaca, Yunnan, Китай) [63],
A. m. ligustica NC_001566 (16324 пн) (Bethesda, США)
(референсная последовательность), A. c. cerana F.
GQ162109 (Yunnan, Китай) (15895 пн) [64] (внеш-
няя группа).

Выравнивание последовательностей межген-
ной области tRNA-Leu(UUR)–COX2 A. m. caucasia
и A. m. carpathica проводилось с образцами нук-
леотидных последовательностей из Генбанка:
A. m. carnica (FJ037782) гаплотип C19, A. m. ligustica
(JF934709) гаплотип C33, A. m. carnica (JF934704)
гаплотип C2, A. m. carnica (FJ037776) гаплотип C11,
A. m. ligustica (FJ037780) гаплотип C17, A. m. carnica
(FJ037781) гаплотип C18, A. m. ligustica (FJ037778)
гаплотип C14, A. m. carnica (GQ433623) гаплотип C2j,
A. m. ligustica (FJ037777) гаплотип C12, A. m. syriaca
(AY618918) гаплотип O, A. m. syriaca (AY618917) га-
плотип O, A. m. syriaca (FJ477993) гаплотип O1b,
A. m. syriaca (FJ037787) гаплотип O11, A. m. syriaca
(FJ477992) гаплотип O1a, A. m. syriaca (AY618916)
гаплотип O, A. m. lamarckii Cockerell, 1906 (FJ477994)
[65] гаплотип O1c, A. m. syriaca (FJ477997) гапло-
тип O3.

Дивергенция нуклеотидных последовательно-
стей и генетические дистанции Jukes–Cantor [66]
были рассчитаны с использованием UNIPRO
UGENE 1.28 (Россия) и CLC Genomics Workbench
11 (CLCbio, Дания). Филогенетический анализ на
основе последовательностей ДНК был проведен с
использованием MEGA7 [58] и Statistica 8.0 (Stat-
Soft, Inc., Tulsa, OK, США), JMP14 (SAS Institute
Inc., North Carolina, США). Филогенетические
деревья были построены с использованием мето-
да ближайшего соседа [67] на основе дистанций
Jukes–Cantor с 1000 бутстреп-репликациями. Фи-
зическая 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
Размеры полной последовательности мтДНК

A. m. caucasia (AP018404) 16341 пн и A. m. carpathica
(AP018403) 16 336 пн были немного длиннее по-
следовательности мтДНК Drosophila yakuba
(NC_001322) 16019 пн (рис. 1). Были рассчитаны
соотношения нуклеотидов A, T, G и C и наиболее

важных пар AT и GC полной мтДНК A. m. caucasia
и A. m. carpathica (табл. 1). Среднее содержание
нуклеотидов AT – 84.9% и GC – 15.1% сходно с
содержанием у Drosophila melanogaster (U37541) и
подвидов пчел A. m. ligustica и A. m. syriaca. Это мо-
жет быть результатом частых замен пар CG на AT
в ходе эволюции [59].

Аналогично референсной последовательности
A. m. ligustica (NC_001566) последовательности
мтДНК A. m. caucasia и A. m. carpathica содержали
13 белок-кодирующих генов (ND2, COX1, COX2,
ATP8, ATP6, COX3, ND3, ND5, ND4, ND4L, ND6,
CYTB, ND1), 22 гена тРНК (tRNA-Glu, tRNA-
Ser(AGN), tRNA-Met, tRNA-Gln, tRNA-Ala, tRNA-Ile,
tRNA-Cys, tRNA-Tyr, tRNA-Trp, tRNA-Leu(UUR),
tRNA-Asp, tRNA-Lys, tRNA-Gly, tRNA-Arg, tRNA-Asn,
tRNA-Phe, tRNA-His, tRNA-Thr, tRNA-Pro, tRNA-
Ser(UCN), tRNA-Leu(CUN), tRNA-Val), два гена
рРНК (16S rRNA, 12S rRNA) и AT-богатую регуля-
торную область (табл. 2).

Тяжелая цепь мтДНК A. m. caucasia и A. m. car-
pathica содержит девять белок-кодирующих генов
(ND2, COX1, COX2, ATP8, ATP6, COX3, ND3, ND6
и CYTB) и 14 генов тРНК (tRNA-Glu, tRNA-
Ser(AGN), tRNA-Met, tRNA-Gln, tRNA-Ala, tRNA-
Ile, tRNA-Trp, tRNA-Leu(UUR), tRNA-Asp, tRNA-
Lys, tRNA-Gly, tRNA-Asn, tRNA-Thr и tRNA-
Ser(UCN)), а легкая цепь мтДНК содержит четы-
ре белок-кодирующих гена (ND1, ND4, ND4L и
ND5), восемь генов тРНК (tRNA-Cys, tRNA-Tyr,
tRNA-Arg, tRNA-Phe, tRNA-His, tRNA-Pro, tRNA-
Leu(CUN) и tRNA-Val) и два гена рРНК (16S rRNA,
12S rRNA) (рис. 2).

Известно, что значение генетического разно-
образия и вариабельности зависит от содержания
GC – чем выше содержание GC, тем выше вари-
абельность генов [68]. Было рассчитано содержание
GC во всех генах мтДНК. Возможно, что наиболее
вариабельные белок-кодирующие гены – COX1,
COX2, CYTB, COX3, ND1, а наименее вариабель-
ные белок-кодирующие гены – ND4, ND3, ND2,
ND6, ATP8. Поскольку содержание GC в мтДНК
менее 40% считается низким [69], вероятно, что

Таблица 1. Характеристика нуклеотидного состава
полной мтДНК A. m. caucasia и A. m. carpathica

Нуклеотиды
A. m. caucasia/A. m. carpathica

число содержание, %

Аденин (A) 7067/7066 43.2/43.3
Цитозин (C) 1560/1562 9.5/9.6
Гуанин (G) 908/906 5.6/5.5
Тимин (T) 6806/6800 41.6/41.6
GC 2468/2468 15.1/15.1
AT 13873/13866 84.9/84.9
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Таблица 2. Характеристика генов полной мтДНК пчел
A. m. caucasia и A. m. carpathica

* Гены, расположенные на легкой цепи мтДНК.

Типы генов Ген Размер,
пн

Содержание 
GC, %

Белок-
кодирующие

ND2 1002 13.4

COX1 1566 24

COX2 678 19.6

ATP8 159 11.3

ATP6 681 15.3

COX3 780 17.2

ND3 354 13.6

ND5* 1665 14.2

ND4* 1311 13.7

ND4L* 264 14

ND6 504 12.5

CYTB 1152 19.1

ND1* 918 17.2

тРНК

tRNA-Glu 66 4.5

tRNA-Ser(AGN) 61 19.7

tRNA-Met 66 21.2

tRNA-Gln 55 12.7

tRNA-Ala 70 10.0

tRNA-Ile 69 13.0

tRNA-Cys* 69 13.0

tRNA-Tyr* 68 11.8

tRNA-Trp 72 8.3

tRNA-Leu(UUR) 70 18.6

tRNA-Asp 69 10.1

tRNA-Lys 69 20.3

tRNA-Gly 66 7.6

tRNA-Arg* 67 13.4

tRNA-Asn 69 14.5

tRNA-Phe* 69 11.6

tRNA-His* 68 14.7

tRNA-Thr 59 8.5

tRNA-Pro* 69 14.5

tRNA-Ser(UCN) 67 13.4

tRNA-Leu(CUN)* 71 12.7

tRNA-Val* 70 11.4

рРНК
16S rRNA* 1362 15.6

12S rRNA* 818 3.4

большинство генов мтДНК высококонсерватив-
ны (табл. 2).

Была построена физическая карта полной
мтДНК пчел A. m. caucasia и A. m. carpathica. Не
было обнаружено различий в синтении полной
мтДНК A. m. caucasia, A. m. carpathica с рефе-
ренсной последовательностью A. m. ligustica. Че-
тыре пары генов ND2 и tRNA-Cys, ATP6 и ATP8,
COX1 и tRNA-Leu(UUR), COX2 и tRNA-Asp имели
небольшие перекрывающиеся участки у обоих
подвидов пчел (рис. 1).

Белок-кодирующие гены мтДНК A. m. caucasia
и A. m. carpathica, аналогично референсной после-
довательности A. m. ligustica, имеют один тип
стоп-кодона TAA и четыре типа стартовых кодо-
нов: кодон ATG – гены ATP6, COX3, CYTB; кодон
ATA – гены COX1, ND3, ND4; кодон ATT – гены
COX2, ATP8, ND1, ND4L, ND5, ND6; кодон ATC –
ген ND2.

В мтДНК A. m. caucasia, A. m. carpathica и рефе-
ренсной последовательности A. m. ligustica имеются
по два гена изоакцепторных тРНК для аминокислот
серин (Ser) и лейцин (Leu). Первая tRNA-Ser(AGN)
распознает кодон AGN по антикодону TCT, рас-
положенному на тяжелой цепи в положении 138–
140, а вторая tRNA-Ser(UCN) распознает кодон
UCN по антикодону TGA, расположенному на
тяжелой цепи в положении 12230–12232 относи-
тельно референсной последовательности A. m. ligus-
tica. Первая tRNA-Leu(UUR) распознает кодон
UUR по антикодону TAA, расположенному на
тяжелой цепи в положении 3388–3390, а вторая
tRNA-Leu(CUN) распознает кодон CUN по анти-
кодону TAG, расположенному на легкой цепи в
положении 13267–13269 относительно рефе-
ренсной последовательности A. m. ligustica. Очевид-
но, что присутствие этих двух изоакцепторных ге-
нов тРНК в одной мтДНК является результатом
адаптивной эволюции медоносных пчел, которая
обеспечивает гарантированную бесперебойную
трансляцию наиболее важных белков и пептидов.

15 сайтов рестрикции – общиe для полной
мтДНК A. m. caucasia и A. m. carpathica, тогда как
сайт рестрикции XbaI (T↓CTAGA) в гене ND5
мтДНК в положении 7825–7830 относительно ре-
ференсной последовательности A. m. ligustica был
характерен только для A. m. caucasia, но не для
A. m. carpathica. Данный сайт рестрикции мтДНК
появился у A. m. caucasia благодаря SNP 7830C>A,
которая изменила последовательность TCTAGC в
TCTAGA – сайт распознавания XbaI.

В мтДНК медоносной пчелы подвидов A. cau-
casia и A. carpathica имеются 24 межгенных спей-
сера с общим размером 813 пн. Самый большой
межгенный спейсер длиной 192 пн расположен
между генами tRNA-Leu(UUR) и COX2. Размер
этого межгенного спейсера вариабелен среди
подвидов медоносной пчелы A. mellifera из разных
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линий: подвиды линии C имеют наименьший
размер 191–192 пн, а подвиды линии O имеет
больший размер 258–264 пн (рис. 2). Для сравне-
ния, мтДНК A. cerana имеет 22 межгенных спейсе-
ра с общим размером 705 пн, где наиболее длин-
ный межгенный спейсер размером 231 пн располо-
жен между генами tRNA-Met и tRNA-Gln [64].

Сравнительный анализ выровненных после-
довательностей полной мтДНК A. m. caucasia и
A. m. carpathica показал 17 инделов, 54 SNP, из ко-
торых 36 транзиций, 18 трансверсий. Кодирую-
щие белок гены полной мтДНК A. m. caucasia и
A. m. carpathica отличались друг от друга одним
инделом, 33 SNP, из которых 27 транзиций (шесть
приводили к аминокислотным заменам), шесть
трансверсий (пять приводили к аминокислотным
заменам). Была отмечена одна трансверсия в гене
COX1, две трансверсии в гене COX2, одна транс-
версия в COX3, две трансверсии в гене CYTB, че-
тыре транзиции и одна трансверсия в гене ND1,
три трансверсии в гене ND2, одна трансверсия в
ND3, семь транзиций и одна трансверсия в гене
ND4, две транзиции и две трансверсии в гене
ND5, четыре транзиции и одна трансверсия в гене
ND6. Гены рРНК A. m. caucasia и A. m. carpathica
различались 17 инделами и одной транзицией. Ге-
ны тРНК A. m. caucasia и A. m. carpathica различа-

лись 10 инделами, двумя транзициями и одной
трансверсией. Все межгенные некодирующие об-
ласти A. m. caucasia и A. m. carpathica различались
27 инделами, шестью транзициями и 11 трансвер-
сиями.

Для сравнения A. m. caucasia и A. m. carpathica с
представителями A. m. ligustica (линия С) и A. m. syri-
aca (линия О) были рассчитаны % генетических
различий, генетические дистанции Jukes–Cantor
и число однонуклеотидных замен (SNP) полной
последовательности мтДНК (табл. 3). Наиболь-
шие различия A. m. caucasia и A. m. carpathica на-
блюдались с представителями внешней группы –
A. cerana (20.3% генетических различий и 3346 SNP)
и линии О – A. m. syriaca (2.3% генетических разли-
чий и 376 SNP). Наименьшие различия A. m. caucasia
и A. m. carpathica наблюдались с представителями
линии С – A. m. ligustica (1.1% генетических разли-
чий и 157 SNP). Пчелы A. m. caucasia и A. m. car-
pathica различались 127 SNP и содержали 0.8% ге-
нетических различий.

На основе попарных генетических дистанций
Jukes–Cantor между последовательностями полной
мтДНК была построена дендрограмма, отражаю-
щая филогенетические взаимоотношения предста-
вителей A. m. caucasia, A. m. carpathica, A. m. ligustica
(линия С), A. m. syriaca (линия О) и внешней груп-

Таблица 3. Генетические различия и дистанции (выше диагонали) и число замен нуклеотидов (ниже диагонали)
между последовательностями полной мтДНК образцов A. m. caucasia, A. m. carpathica, A. m. ligustica и A. m. syriaca
и внешней группы A. cerana
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NC 001566 
A. m. ligustica (C)

Ч
ис

ло
 S

N
P,

 N

*** 0.7
(0.001)

0.8
(0.005)

0.8
(0.005)

2.7
(0.014)

1.4
(0.012)

19.9
(0.164)

KX908209 
A. m. ligustica (C) 137 *** 1.3

(0.005)
1.3

(0.005)
3.4

(0.015)
2.1

(0.012)
20.6

(0.164)
AP018404 
A. m. caucasia (C) 89 216 *** 0.8

(0.005)
2.8

(0.015)
1.6

(0.012)
19.9

(0.164)
AP018403 
A. m. carpathica (C) 104 221 127 *** 3.0

(0.014)
1.8

(0.012)
20

(0.164)
KP163643 
A. m. syriaca (O) 454 565 477 503 *** 2.1

(0.006)
19.3

(0.162)
KY926882 
A. m. syriaca (O) 218 331 247 279 322 *** 19.8

(0.160)
GQ162109 
Apis cerana

3342 3459 3336 3357 3245 3300 ***
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пы A. cerana (рис. 3). На дендрограмме представи-
тели подвидов линий С и О четко группируются
раздельно, а A. cerana располагается во внешней
группе.

ОБСУЖДЕНИЕ
Генофонд популяции складывается из совокуп-

ности геномов всех особей, состояние которого
оценивается с использованием маркеров ядерной
и митохондриальной ДНК [29, 35]. Нуклеотидные
последовательности полной мтДНК могут быть
использованы для идентификации подвидов и
филогенетических реконструкций [18, 19, 37, 54,
59, 70]. Сейчас полные последовательности мтДНК
доступны в базе данных Генбанка для пяти видов
пчел рода Apis: A. mellifera, A. cerana, A. dorsata,
A. florea и A. koschevnikovi [24, 37, 64, 71, 72]. Срав-
нительный анализ полной мтДНК уже стал эф-
фективным средством таксономической иденти-
фикации и может быть использован в сохранении
генофонда локальных подвидов пчел [10, 24, 72].

Митохондриальные геномы A. m. caucasia и
A. m. carpathica, сходно с мтДНК других перепон-
чатокрылых, содержат 43% нуклеотида A, 41% – T,
6% – G, 10% – C, обогащены нуклеотидами AT на

85%, содержат 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%) [24, 59, 64, 72,
73]. Среднее содержание GC в мтДНК A. m. cauca-
sia и A. m. carpathica составляет 15%. Значение ге-
нетического разнообразия и вариабельности за-
висит прямо пропорционально от содержания
GC – чем выше содержание GC, тем выше гене-
тическое разнообразие и вариабельность генов.
Содержание GC в мтДНК менее 40% считается
низким [69]. В мтДНК A. m. caucasia и A. m. car-
pathica нет ни одного кодирующего белок гена с
содержанием GC более 40%. Гены с наибольшим
содержанием GC – COX1 (24%), COX2 (19.6%),
CYTB (19.1%), COX3 (17.2%) и ND1 (17.2%) – могут
стать информативными маркерами в филогене-
тических и популяционных исследованиях пчел
(табл. 1).

Отношение транзиций к трансверсиям tr/tv
является важнейшей характеристикой мутацион-
ного процесса. В мтДНК большинства животных
транзиции происходят чаще трансверсий [68, 74].
Для большинства известных эукариот в норме от-
ношение tr/tv > 1, в то время как tr/tv < 1 указывает
на высокую частоту однонуклеотидных мутаций и

Рис. 3. Филогенетические отношения представителей A. m. caucasia, A. m. carpathica, A. m. ligustica и A. m. syriaca и внеш-
ней группы A. cerana на основе кластерного анализа полной мтДНК методом ближайшего соседа и генетических ди-
станций Jukes–Cantor. Цифрами обозначены значения бутстреп-анализа.
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инделов или низкую эффективность процесса ре-
парации ДНК. Изменчивость отношения tr/tv в
геноме может указывать в пользу локальной сме-
ны мутационного механизма в ходе адаптации к
сменяющимся условиям среды обитания [75–77].

Отношение tr/tv полной мтДНК было 2.05
между A. m. caucasia и A. m. carpathica, что сходно
с соотношением tr/tv мтДНК 2.06 между Drosophila
melanogaster и D. yakuba [78, 79]. Следовательно,
мтДНК подвидов пчел A. m. caucasia и A. m. car-
pathica отражает процесс непрерывной адаптации
к сменяющимся условиям среды обитания.

АT-обогащенная (содержание AT 96%) некоди-
рующая область между генами 12S rRNA и tRNA-Ser
мтДНК у A. m. caucasia и A. m. carpathica имеет раз-
мер 832 и 849 пн соответственно, что немного
больше, чем у референсной последовательности
A. m. ligustica размером 826 пн. Благодаря присут-
ствию TATA, Poly-T и [TA(A)]n-подобных мотивов
АT-обогащенная некодирующая область выпол-
няет регуляторную функцию и участвует в инициа-
ции транскрипции и репликации генов мтДНК у
медоносной пчелы [64].

Большинство эукариот имеют повторяющиеся
мотивы в своих геномах, которые могут повто-
ряться сотни раз и участвовать в регуляции в
транскрипционной и посттранскрипционной ре-
гуляции экспрессии генов через микроРНК. В
полной мтДНК A. m. caucasia и A. m. carpathica бы-
ли обнаружены два повторяющихся 8-нуклеотид-
ных мотива: мотив AATTAATT, повторяющийся 23
раза, и мотив AATAAATT, повторяющийся 50 раз,
который может выполнять функцию транскрип-
ционной и посттранскрипционной регуляции
экспрессии генов. Эти два повторяющихся моти-
ва отличаются друг от друга только одной транс-
версией T > A в четвертой позиции.

Другая большая некодирующая область, рас-
положенная между генами tRNA-Leu(UUR) и
COX2, состоит из двух типов нуклеотидных по-
следовательностей, названных P (51–69 пн) и Q
(194–196 пн) элементами, где P-элемент может
находиться в нескольких вариантах – P (52–54 пн),
P0 (62–69 пн) и P1 (50–51 пн) (рис. 2). Межгенная
область tRNA-Leu(UUR)–COX2 пчел эволюцион-
ных линий A, M и O включает P-элемент в сочета-
нии с различным числом копий Q-элемента, что
приводит к полиморфизму длины этого региона
мтДНК. Подвиды пчел линии А содержат варианты
P0 или P1 и 1–4 Q-элемента (размер 244–853 пн);
подвиды пчел линии M содержат вариант P и 1–4
Q-элемента (размер 246–838 пн); подвиды пчел
линии O содержат вариант P и 1–4 Q-элемента
(размер 256–853 пн); подвиды пчел линии C не со-
держат P-элемента, а содержат только одну копию
Q-элемента (размер 194–196 пн) [52]. Последова-
тельности межгенной области tRNA-Leu(UUR)–
COX2 A. m. caucasia и A. m. carpathica не содержали

P-элемента и имели размер 192 пн, аналогично
девяти представителям подвидов пчел A. m. carnica и
A. m. ligustica линии C. Межгенные области tRNA-
Leu(UUR)–COX2 восьми представителей пчел
подвидов A. m. syriaca, A. m. lamarckii линии O со-
держали P-элемент и имели больший размер –
258–264 пн (рис. 2).

Выравнивание последовательностей межген-
ной области tRNA-Leu(UUR)–COX2 A. m. caucasia
и A. m. carpathica с образцами из Генбанка показало,
что A. m. carpathica сходен с образцом A. m. carnica
(GQ433623) гаплотип C2j, а A. m. caucasica сходен
с образцом A. m. carnica (JF934704) гаплотип C2.
Таким образом подвиды пчел A. m. caucasia и A. m.
carpathica являются представителями линии C,
гаплотипы C2 и C2j соответственно (рис. 2).

Несмотря на большое сходство полной мтДНК
A. m. caucasia и A. m. carpathica, они различались
по 34 SNP в 11 генах: ND2 (752T>C, 936G>A,
1134T>C), COX1 (1933A>G), COX2 (3632C>T,
3767T>C), COX3 (5495A>T, 6040C>T), ND3
(6488G>A), ND5 (7408A>G, 7444T>C, 7587T>A,
7830A>C), ND4 (8660A>T, 8875A>G, 9394T>C,
9772T>C, 9789T>C, 9906C>T, 9919C>T, 9956C>T),
ND6 (10539T>C, 10563T>A, 10596T>C, 10825C>T,
10902A>G), CYTB (11832T>C, 11999T>C),
ND1 (12505G>A, 12620G>A, 12674C>T, 12971T>A,
13181C>T) и 12S rRNA (14996C>T). Позиции SNP
были пронумерованы относительно референсной
последовательности A. m. ligustica. Более того,
сайт рестрикции XbaI, обнаруженный в гене ND5 в
положении 7825–7830 относительно референсной
последовательности, встречался только у подвида
пчел A. m. caucasia и отсутствует у подвида пчел
A. m. carpathica. Эти перечисленные маркеры мтДНК
могут быть очень полезными при различении
двух подвидов пчел A. m. caucasia и A. m. carpathica.

Подвиды пчел A. m. caucasia, A. m. carpathica,
A. m. ligustica и A. m. syriaca между собой имеют
0.80% генетических различий и генетическую ди-
станцию Jukes–Cantor 0.005 (табл. 3). Было пока-
зано, что между подвидами насекомых диапазон
генетических различий 0.80–8.00%, а генетиче-
ских дистанций Jukes–Cantor 0.005–0.100 [24, 63,
64, 72, 80]. Сравниваемые образцы пчел между собой
имеют генетические дистанции и различия, соот-
ветствующие различиям между подвидами насеко-
мых. Следовательно, A. m. caucasia, A. m. carpathica,
A. m. ligustica и A. m. syriaca – это действительно
отдельные подвиды пчел, а не экотипы.

Матрица генетических дистанций Jukes–Cantor
по полной последовательности мтДНК была ис-
пользована в кластерном анализе для построе-
ния дендрограммы филогенетических отноше-
ний (табл. 3). Представитель внешней группы пчел
A. cerana расположен на дендрограмме отдельно,
как и предполагалось. На дендрограмме наблюда-
ются два крупных кластера. Первый кластер объ-
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единил представителей A. m. syriaca (KP163643,
KY926882), относящихся к линии O. Второй кла-
стер объединил представителей A. m. ligustica
(NC_001566, KX908209), относящихся к линии C.
Таким образом, дендрограмма на основе полной
мтДНК позволяет четко дифференцировать пчел
подвидов линий С и О. Объединение пчел A. m. cau-
casia и A. m. carpathica вместе с представителями
A. m. ligustica в одну группу доказывает их принад-
лежность к линии C, как и предполагалось ранее
некоторыми исследователями [29, 45–47, 70]
(рис. 3).

Таким образом, нами были определены нук-
леотидные последовательности полной мтДНК
пчел подвидов A. m. caucasia и A. m. carpathica раз-
мерами 16341 и 16336 пн соответственно. МтДНК
обоих подвидов содержат 13 кодирующих белок
генов, 22 гена тРНК, два гена рРНК и AT-обога-
щенную регуляторную область. Митохондриаль-
ные геномы A. m. caucasia и A. m. carpathica содержат
43% нуклеотида A, 41% – T, 6% – G, 10% – C нук-
леотидов, обогащены AT на 85%. Отношение tr/tv
полной мтДНК было 2.05 между A. m. caucasia и
A. m. carpathica, что отражает процесс непрерыв-
ной адаптации к сменяющимся условиям среды
обитания.

Большинство генов мтДНК (ND2, COX1, COX2,
ATP8, ATP6, COX3, ND3, ND6, CYTB и 14 генов
тРНК) расположены на тяжелой цепи, а меньшее
число генов (ND1, ND4, ND4L, ND5, SrRNA, LrRNA
и восемь генов тРНК) расположено на легкой це-
пи. Гены с наибольшим содержанием GC – COX1
(24%), COX2 (19.6%), CYTB (19.1%), COX3 (17.2%)
и ND1 (17.2%) могут быть наиболее полиморфны-
ми и успешно использованы в филогенетических
и популяционных исследованиях пчел.

По структуре межгенной области tRNA-
Leu(UUR)–COX2 (отсутствие элемента P) подвиды
пчел A. m. caucasia и A. m. carpathica могут быть отне-
сены к эволюционной линии С с гаплотипами C2 и
C2j соответственно. Подвиды пчел A. m. caucasia и
A. m. carpathica мтДНК могут быть дифференци-
рованы друг от друга по 34 уникальным SNP в 11
генах мтДНК и маркеру рестрикции XbaI в гене
ND5.

Пчелы A. m. caucasia и A. m. carpathica различа-
ются между собой, а также от пчел A. m. ligustica и
A. m. syriaca по полной мтДНК на 0.8% и имеют
генетическую дистанцию Jukes–Cantor 0.005.
Данные значения генетических дистанций Jukes–
Cantor вписываются в пределы внутривидовых раз-
личий между подвидами насекомых. Следователь-
но, A. m. caucasia, A. m. carpathica – это действитель-
но отдельные подвиды пчел, а не экотипы.

Несмотря на проведенные исследования, попу-
ляции A. m. caucasia и A. m. carpathica остаются недо-
статочно изученными как в России, так и странах
Европы. Авторы надеются продолжить исследова-

ния пчел подвидов A. m. caucasia и A. m. carpathica в
пределах их естественного ареала с целью опреде-
ления структуры и генетического разнообразия
популяций, предотвращения внутривидовой ги-
бридизации и сохранения уникальности их ло-
кальных генофондов.
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Phylogenetic Relationships among Honey Bee Subspecies Apis mellifera caucasia
and Apis mellifera carpathica according to the Sequences of the Mitochondrial Genome

R. A. Ilyasova, b, *, G. Y. Hanb, M. L. Leeb, K. W. Kimb,
J. H. Parkb, c, J. I. Takahashid, H. W. Kwonb, **, and A. G. Nikolenkoa
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The sequences of the complete mitochondrial genome of the honey bee Apis mellifera L. subspecies Apis mel-
lifera caucasia Pollmann, 1889 (AP018404, 16341 bp) and Apis mellifera carpathica Foti et al., 1965
(AP018403, 16336 bp) were first sequenced. Mitochondrial DNA (mtDNA) of both subspecies contains 13
protein-coding genes, 22 tRNA genes, 2 rRNA genes and 1 AT-rich regulatory region. The ratio of transitions
to transversions tr/tv in complete mtDNA between A. m. caucasia and A. m. carpathica was 2.05, which char-
acterizes the formation of adaptations to changing environmental conditions. Genes with the highest GC
content – COX1 (24%), COX2 (19.6%), CYTB (19.1%), COX3 (17.2%) and ND1 (17.2%) can be highly poly-
morphic and used in phylogenetic and population studies of bees. Most of mtDNA genes for both subspecies
are located on the heavy chain (9 protein coding genes and 14 tRNA genes) and fewer genes (4 protein coding
genes, 2 rRNA genes and 8 tRNA genes) are located on the light chain. Cluster analysis of the complete mtDNA
sequence and assessment of the structure of the tRNA-Leu(UUR)–COX2 intergenic region with a single Q
element of 192 bp showed that both subspecies A. m. caucasia and A. m. carpathica are representatives of the line C
with haplotypes C2 and C2j, respectively. Subspecies of the honey bee A. m. caucasia and A. m. carpathica can be
differentiated from each other by 34 unique SNPs in 11 mtDNA genes and the XbaI restriction marker in the
ND5 gene. These genetic markers can contribute to the preservation of purebred gene pools of honey bee sub-
species A. m. caucasia and A. m. carpathica within their natural range.

Keywords: Apis mellifera, honeybee subspecies, A. m. caucasia, A. m. carpathica, mitochondrial genome,
mtDNA, haplotypes, conservation genetics.



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (Adobe RGB \0501998\051)
  /CalCMYKProfile (Photoshop 5 Default CMYK)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.3
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize false
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness false
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages false
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterColorImages false
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages false
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterGrayImages false
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages false
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<

  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /BleedOffset [
        14.173230
        14.173230
        14.173230
        14.173230
      ]
      /ConvertColors /NoConversion
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /NA
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /ClipComplexRegions true
        /ConvertStrokesToOutlines false
        /ConvertTextToOutlines false
        /GradientResolution 300
        /LineArtTextResolution 1200
        /PresetName ([High Resolution])
        /PresetSelector /HighResolution
        /RasterVectorBalance 1
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MarksOffset 14.173230
      /MarksWeight 0.250000
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /NA
      /PageMarksFile /RomanDefault
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /LeaveUntagged
      /UseDocumentBleed false
    >>
    <<
      /AllowImageBreaks true
      /AllowTableBreaks true
      /ExpandPage false
      /HonorBaseURL true
      /HonorRolloverEffect false
      /IgnoreHTMLPageBreaks false
      /IncludeHeaderFooter false
      /MarginOffset [
        0
        0
        0
        0
      ]
      /MetadataAuthor ()
      /MetadataKeywords ()
      /MetadataSubject ()
      /MetadataTitle ()
      /MetricPageSize [
        0
        0
      ]
      /MetricUnit /inch
      /MobileCompatible 0
      /Namespace [
        (Adobe)
        (GoLive)
        (8.0)
      ]
      /OpenZoomToHTMLFontSize false
      /PageOrientation /Portrait
      /RemoveBackground false
      /ShrinkContent true
      /TreatColorsAs /MainMonitorColors
      /UseEmbeddedProfiles false
      /UseHTMLTitleAsMetadata true
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [595.000 842.000]
>> setpagedevice


