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Определены нуклеотидные последовательности гена второй субъединицы NADH-дегидрогеназы 
(ND2) митохондриальной ДНК (мтДНК) горностая (Mustela erminea) из популяции северо-восточной 
части Камчатки. Анализ полученных в настоящей работе и опубликованных ранее данных об измен-
чивости гена ND2 горностая показал, что уровень дивергенции между американскими и евразийскими 
гаплотипами мтДНК составляет по этому гену примерно 5 %, а между евразийскими гаплотипами – 
всего 0,5 %. Результаты филогенетического анализа также свидетельствуют о высокодостоверном 
разделении американских и евразийских линий мтДНК горностая, а внутри евразийской клады 
мтДНК с высокой статистической поддержкой выделяется кластер камчатских гаплотипов. Резуль-
таты молекулярного датирования показали, что разделение предковой популяции горностая про-
изошло 1,3–1,6 млн лет назад, а дивергенция евразийских линий мтДНК – примерно 300 тыс. лет 
назад. Эволюционный возраст гаплотипов мтДНК горностая из исследованного нами района Кам-
чатки составил примерно 95–120 тыс. лет, что совершенно не соответствует представлениям других 
авторов о реколонизации Евразии горностаем лишь после периода последнего ледникового максимума 
(19–26,5 тыс. лет назад). Обсуждаются причины выявленного несоответствия. 
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ВВЕДЕНИЕ

Горностай (Mustela erminea) относится к 
числу малоизученных в генетическом отноше-
нии видов животных, несмотря на его широкий 
ареал. Область распространения горностая 
охватывает большую часть Евразии и Северной 
Америки – от побережья Северного Ледовитого 
океана и до границ зоны субтропиков (King, 
1983; Павлинов, 1999). Предполагается, что 
горностай как вид сформировался в среднем 
плейстоцене в Европе и примерно 500 тыс. 
лет назад проник на американский континент 
(Kurten, Anderson, 1980; King, 1983). 

В одном из первых исследований попу-
ляций горностая, проведенных с помощью 
маркеров митохондриальной ДНК (мтДНК) – 

гена цитохрома b, были выявлены три клады 
мтДНК (Fleming, Cook, 2002). Две из них рас-
пространены в популяциях Северной Америки, 
а третья включала митохондриальные линии, 
обнаруженные как на Аляске, так и в Евразии. 
К сожалению, в данной работе были представ-
лены только три образца из Евразии, молеку-
лярное датирование изменчивости мтДНК не 
проводилось, хотя авторами было высказано 
предположение о влиянии повторявшихся 
ледниковых периодов на дифференциацию 
генофонда горностая в популяциях Северной 
Америки. В другой работе, N. Kurose с соавт. 
(2005), исследовали филогеографию популяций 
на всем ареале горностая с помощью анализа по-
лиморфизма некодирующей D-области мтДНК, 
однако авторы работы пришли к выводу об очень 
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низком уровне генетического полиморфизма у 
горностая и не смогли прояснить пространствен-
ную структуру генофонда этого вида. Тем не 
менее, N. Kurose с соавт. (2005) предположили, 
что низкий уровень генетической дифференци-
ации горностая свидетельствует о том, что вся 
территория Евразии была реколонизирована 
популяциями этого вида лишь в послеледнико-
вое время, т. е. после периода максимального 
оледенения, имевшего место 19–26,5 тыс. лет 
назад (Clark et al., 2009). О заселении горностаем 
Британских островов лишь в послеледниковое 
время свидетельствуют результаты работы 
N. Martinkova с соавт. (2007), полученные с 
помощью молекулярного датирования измен-
чивости участка мтДНК, включающего гены 
цитохрома b, тРНК(Thr), тРНК(Pro) и фрагмен-
та D-области. В этой работе установлено, что 
эволюционный возраст популяций горностая в 
континентальной Европе составляет примерно 
60 тыс. лет. 

Кроме указанных выше работ, единичные 
образцы M. erminea были использованы в иссле-
дованиях в области молекулярной систематики 
куньих, а также цитогенетики (Графодатский 
и др., 1976; Лушникова и др., 1989; Koepfl i, 
Wayne, 1998; Domingo-Roura et al., 2005; Flynn 
et al., 2005; Hosoda et al., 2005; Koepfl i et al., 
2008; Harding, Smith, 2009). 

Таким образом, в связи с дефицитом данных 
об изменчивости мтДНК горностая и отсутстви-
ем молекулярных датировок внутривидовой 
дивергенции в настоящей работе исследован 
полиморфизм нуклеотидных последовательно-
стей гена второй субъединицы NADH-дегидро-
геназы (ND2) в камчатской выборке горностая, 
проведен филогенетический анализ этого гена 
и с помощью различных подходов датирован 
процесс филогенетической дифференциации 
M. erminea. Следует отметить, что ген ND2 ра-
нее использовался как для изучения глобальной 
филогении хищных (Flynn et al., 2005), так и 
для филогеографических исследований куньих 
(Sato et al., 2009, 2011).

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В работе  использовали образцы мышечной 
ткани 5 экземпляров горностая (M. erminea) из 
северо-восточной части Камчатки (Олюторский 

район Камчатского края). Проанализированные 
образцы хранятся в коллекции биологических 
тканей животных в лаборатории генетики ИБПС 
ДВО РАН. Геномную ДНК выделяли с исполь-
зованием стандартных методов, включающих 
лизис клеток протеиназой K (Sigma, USA) 
в присутствии 1 % додецилсульфата натрия, 
очистку ДНК смесью фенола и хлороформа и 
осаждение ДНК этиловым спиртом.

Для анализа изменчивости мтДНК исследо-
вали полный ген ND2 (длиной 1044 пар нуклео-
тидов), амплифицированный с использованием 
праймеров ND2-FelF и ND2-melExtR и условий 
полимеразной цепной реакции, описанных 
ранее Sato с соавт. (2009). Секвенирование 
амплифицированного участка мтДНК прове-
дено с использованием праймеров ND2-FelF 
и ND2-CarF (Sato et al., 2009) и набора для 
циклического секвенирования ДНК Big Dye 
Terminator (Applied Biosystems, v. 3.1) на гене-
тическом анализаторе ABI Prism 3130 (Applied 
Biosystems, США). Выравнивание и анализ 
нуклеотидных последовательностей проводи-
ли с помощью программ пакета MEGA 5.05 
(Tamura et al., 2011). Расчет дивергенции между 
нуклеотидными последовательностями гена 
ND2 проводили, основываясь на значениях 
p-дистанции (число нуклеотидных различий на 
сайт), с помощью пакета MEGA 5.05.

В анализе использовали также все доступ-
ные из GenBank данные об изменчивости 
гена ND2 у горностая: последовательности 
AB564145 (Новосибирск), AB564146 (о. Хон-
сю), AB564147 (Канада), по данным работы 
Hosoda с соавт. (2011) и AY750626 (США), по 
данным работы Flynn с соавт. (2005). Кроме 
мтДНК M. erminea для филогенетического ана-
лиза использовали в качестве внешних групп 
нуклеотидные последовательности следую-
щих куньих: ласки (Mustela nivalis) AY750629 
(Flynn et al., 2005) и DQ533949 (Fulton, Stro-
beck, 2007), американской куницы (Martes 
аmericana) (AY598546; Delisle, Strobeck, 2005), 
лесной куницы (Martes martes) (AB564141; 
Hosoda et al., 2011) и соболя (Martes zibellina) 
AB455741 (Sato et al., 2009) и NC_011579 (Xu 
et al., 2012). Множественные выравнивания 
нуклеотидных последовательностей прово-
дили с помощью программы ClustalW пакета 
программ MEGA 5.05.
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Выбор наиболее оптимальных моделей 
нуклеотидных замен проводили с помощью 
байесовского информационного критерия (BIC, 
Bayesian Information Criterion) пакета программ 
MEGA 5.05. Для филогенетического анализа 
применяли методы ближайшего соседа (NJ, 
neighbor joining) и максимального правдоподо-
бия (ML, maximum likelihood), реализованные в 
пакете программ MEGA 5.05, и метод Байеса (BI, 
Bayesian inference), реализованный в пакете про-
грамм BEAST 1.7.5 (Drummond et al., 2012). 

Для байесовского анализа проводили по 
три независимых цикла, каждый длиной 60 
млн поколений. Это обеспечило стабилизацию 
марковских цепей (MCMC, Markov Сhain Monte 
Carlo), значения параметра ESS (effective sample 
size) для всех статистик были более 200. Для 
анализа данных, сгенерированных с помощью 
BEAST 1.7.5, использовали программу Tracer 1.4. 
Для визуализации филогенетических деревь-
ев, сгенерированных с помощью программы 
TreeAnnotator 1.7.5, использовали программу 
FigTree 1.4.0. Значения байесовских апостери-
орных вероятностей (BPP, Bayesian Posterior 
Probability), равные 95 % и выше, считали вы-
сокодостоверными.

Молекулярное датирование проводили с по-
мощью байесовского подхода, реализованного 
в пакете программ BEAST 1.7.5. Для выбора 
модели молекулярных часов с помощью про-
граммы Tracer 1.4 исследовали гистограммы 
стандартных отклонений (параметр ucld.stdev), 
полученные при использовании наиболее 
оптимальной модели нуклеотидных замен 
TN93+G+I, нестрогих логнормальных молеку-
лярных часов и протяженности байесовского 
анализа, составляющей 60 млн поколений. 
Модель молекулярных часов выбирали также 
с помощью ML теста, реализованного в пакете 
программ MEGA 5.05.  

Для молекулярного датирования с помощью 
байесовского анализа использовали следу ющие 
калибровки: 1) время дивергенции между 
всеми представителями семейства Mustelidae, 
за исключением подсемейств Mellivorinae и 
Taxidiinae, равное 11,6 ± 1 млн лет, по данным 
Koepfli с соавт. (2008); 2) возраст находок 
M. palerminea – предка M. erminea, равный 
1,8 ± 0,5 млн лет (King, 1983; Koepfl i et al., 2008); 
3) время замещения M. palerminea современ-

ным видом M. erminea, равное 0,78 ± 0,4 млн 
лет (King, 1983). Кроме этого, расчет времени 
дивергенции проводили с помощью метода ML 
(пакет программ MEGA 5.05). Использовали 
модель GTR+G+I и стартовое NJ-дерево, про-
водили бутстреп-анализ при 1000 итераций. Для 
эвристического поиска лучших ML-деревьев 
использовали метод обмена ближайшими сосе-
дями (NNI, Nearest-Neighbor-Interchange).

Полученные в настоящей работе нуклео-
тидные последовательности гена ND2 горно-
стая депонированы в GenBank под номерами 
KM196558–KM196562. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

В исследованной выборке горностая из 
Олюторского района Камчатского края у пяти 
экземпляров обнаружено 5 полиморфных пози-
ций и 4 гаплотипа гена ND2 (рис. 1). У девяти 
особей горностая из различных регионов мира 
выявлены 63 полиморфные позиции, но 3/4 из 
них (48 позиций) приходятся на различия между 
животными из Евразии и Северной Америки 
(рис. 1). Уровень дивергенции между гапло-
типами мтДНК (p-дистанция) американских и 
евразийских горностаев составил около 5 %, а 
между гаплотипами горностаев из Евразии – 
всего 0,5 %. 

Результаты филогенетического анализа 
также свидетельствуют о высокодостоверном в 
статистическом отношении разделении амери-
канских и евразийских линий мтДНК горностая 
(рис. 2). Между тем внутри евразийской клады 
мтДНК с высокой статистической поддержкой 
выделяется только кластер камчатских гаплоти-
пов. Следует отметить, что несмотря на неболь-
шое число проанализированных последователь-
ностей мтДНК, на филогенетическом дереве 
представлены все основные этапы дивергенции 
M. erminea: разделение на евразийскую и аме-
риканскую ветви, выделение японской линии и 
внутриевразийская дифференциация. 

Нами проведено молекулярное датирование 
филогенетической дивергенции мтДНК гор-
ностая (табл.). В соответствии с результатами 
байесовского анализа и ML теста датирование 
производилось с помощью модели строгих мо-
лекулярных часов. Результаты молекулярного 
датирования, основанные на использовании 
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различных калибровок, показали в целом сход-
ные значения эволюционного возраста (табл.). 
Возраст общего предка M. erminea составляет 
от 0,3 до 1,6 млн лет, а все евразийские линии 
горностая сходятся к интервалу времени от 0,24 
до 0,28 млн лет. Таким образом, разделение 
между евразийской и американской ветвями 
произошло в интервале между примерно 0,3 
и 1,6 млн лет; для более точных оценок не-
обходимо расширение выборки горностая из 
Северной Америки. Довольно важным нам 

представляется тот факт, что эволюционный 
возраст гаплотипов мтДНК горностая, обнару-
женных всего лишь в одном районе Камчатки, 
оказался примерно 95–120 тыс. лет, что совер-
шенно не соответствует представлениям об ис-
ключительно послеледниковой реколонизации 
Евразии горностаем, согласно N. Kurose с соавт. 
(2005). Следует отметить, однако, что данные, 
полученные N. Kurose с соавт. (2005), основы-
вались на изменчивости главной некодирующей 
области мтДНК, которая характеризуется более 

Номер образца в GenBank 
(происхождение) Полиморфные позиции гена ND2

111

11111122222222222233333444444445555566666777777888999999000

127801234801112235556922248223557890999924567236668157117799033

222787307314692552589212484062461614014792138370286926580516858

AB564145 (Новосибирск) TATTCTCTTTTTGGTCCAGTTAGCATACAATTATCGACACCGACTCTTGCTTATTCGAACGGA

KM196560 (Камчатка) .G.......C..........C.....G...............G.....A..............

KM196562 (Камчатка) .G.......C..........C.....G...............G.....A..............

KM196558 (Камчатка) .......C.C..........C.....G........A......G....................

KM196561 (Камчатка) .........C.......G..C.....G........A......G....................

KM196559 (Камчатка) .G.....C.C..........C.....G........A......G....................

AB564146 (Хонсю) ...C.....C...A...................C..G.....G..............G....G

AB564147 (Канада) C.CCTCTCCCCCA.CTT.AC.GAT.C.AGGCC.CT..TCTTAGTCTCC.ACCCCCAA.GAAA.

AY750626 (США) C.CCTCTCCCCCA.CTT.AC.GATGC.AGGCCGCT...CTTAG.CTCC.ACCCCCAA.GAAA.

Рис. 1. Гаплотипы гена ND2 у горностая. 

Нумерация полиморфных позиций соответствует таковой в нуклеотидной последовательности полного гена ND2. 

Рис. 2. Филогенетические взаимоотношения (NJ анализ) между гаплотипами гена ND2 горностая. Внешние 
группы, использованные для филогенетического анализа, на рисунке не приводятся. 

Латинскими буквами отмечены основные филогенетические узлы, для которых в таблице приводятся результаты мо-
лекулярного датирования. Числами на ветвях показаны величины статистических поддержек, полученные с помощью 
байесовского (BPP ≥ 0,95) и NJ анализа (бутстреп-индекс ≥ 75 %).
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высоким уровнем гомоплазии из-за большей 
скорости накопления нуклеотидных замен в 
сравнении с кодирующей областью (Finnila et 
al., 2001). Заметим, что гомоплазия, которая 
включает в себя повторяющиеся в процессе 
эволюции мутации в одних и тех же сайтах, но 
в различных филогенетически неродственных 
линиях ДНК, является одним из артефактов 
филогенетического анализа, приводящим к 
увеличению сходства между неродственными 
линиями ДНК (Malyarchuk et al., 2002; Рогозин 
и др., 2008). Поэтому гомоплазия мутаций в 
главной некодирующей области мтДНК вполне 
могла повлиять на результаты филогенетиче-
ского анализа и привести к случайной класте-
ризации гаплотипов горностая независимо от 
их географического происхождения. Kurose с 
соавт. (2005) отмечали, что в их филогенетиче-
ских реконструкциях не наблюдалось кластеров 
мтДНК, характеризующихся высокой статисти-
ческой поддержкой. 

Необходимо также отметить, что виды ха-
рактеризуются, как правило, наличием фило-
генетической структуры, которая проявляется 
на генных деревьях в виде отчетливых клас-
теров ДНК (Avise, 1989; Абрамсон, 2007). На 
выраженность филогеографической структуры 
влияют скорость миграции и размер популяций 
(Irwin, 2002). Отсутствие филогеографической 
структуры может быть связано с быстрым 
расселением вида по ареалу при отсутствии 
географических преград: чем выше скорость 
миграции и межпопуляционного обмена осо-

бями, тем меньшей ожидается степень фило-
географической дифференциации (Абрамсон, 
2007; Малярчук, 2011). Между тем низкий 
уровень дифференциации между популяциями 
и отсутствие взаимосвязей между гаплотипами 
мтДНК и географическим происхождением на-
блюдаются и у видов животных, подвергшихся 
резкому сокращению численности в результате 
промысла и проведению последующих мас-
совых реакклиматизационных мероприятий, 
например, у соболя (Рожнов и др., 2010, 2013; 
Li et al., 2013).

Таким образом, результаты проведенного 
нами исследования показывают, что предпола-
гаемое негативное влияние последнего леднико-
вого максимума на генетическое разнообразие 
в евразийских популяциях горностая (Kurose et 
al., 2005), скорее всего, сильно преувеличено, 
поскольку анализ другого участка мтДНК (т. е. 
гена ND2) показывает, что даже в относительно 
небольшой камчатской популяции горностая 
сохраняется довольно высокий уровень измен-
чивости, для накопления которой необходим 
достаточно длительный период времени – около 
100 тыс. лет. Для проверки наших выводов, 
тем не менее, необходимы дальнейшие иссле-
дования и увеличение как числа генетических 
маркеров, так и выборок горностая.
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Summary

Nucleotide sequences of the NADH dehydrogenase subunit 2 gene (ND2) of mitochondrial DNA (mtDNA) 
were determined in stoats (Mustela erminea) from northeastern Kamchatka. Analysis of the data on ND2 
variability in stoats presented here and in earlier studies shows that the divergence level between American 
and Eurasian mtDNA haplotypes is about 5 %, whereas that among Eurasian ones is as low as 0,5 %. The 
results of phylogenetic analysis also point to a highly significant differentiation between the American and 
Eurasian mtDNA lineages, whereas a single Kamchatkan cluster of mtDNA haplotypes is recognized in 
the Eurasian mtDNA clade with high confidence. Molecular dating shows that the separation of ancestral 
population of the stoat occurred approximately 1,3–1,6 million years before present (BP), but the Eurasian 
mtDNA lineages diverged about 300 thousand years (ka) BP. The evolutionary age of Kamchatkan mtDNA 
haplotypes is about 95–120 ka, which contradicts the suggestions of other authors about post-last glacial 
(19–26,5 ka BP) recolonization of Eurasia by stoat populations. This inconsistency is discussed.

Key words: stoat, mitochondrial DNA, ND2 gene, phylogenetic analysis, molecular dating.


