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МЕТОДИЧЕСКИЕ ПОДХОДЫ К ИЗУЧЕНИЮ КОМПЛЕКСА 
СРЕДНЕЕВРОПЕЙСКИХ ЗЕЛЕНЫХ ЛЯГУШЕК Pelophylax esculentus

© 2017 г.   Д. В. Дедух, А. В. Красикова*
Санкт-Петербургский государственный университет, 

кафедра цитологии и гистологии, Санкт-Петербург 199034
*e-mail: alla.krasikova@gmail.com
Поступила в редакцию 20.09.2016 г.

Комплекс среднеевропейских зеленых лягушек (Pelophylax esculentus) представляет уникальную и
адекватную модельную систему для изучения межвидовой гибридизации, а также для анализа меха-
низмов, связанных с преодолением репродуктивных барьеров межвидовыми гибридами. Слож-
ность в изучении представителей комплекса P. esculentus связана с высоким полиморфизмом
морфологических признаков у родительских видов и межвидовых гибридов, а также наличием по-
липлоидных форм гибридов. С момента открытия феномена межвидовой гибридизации и доказа-
тельства успешного воспроизводства межвидовых гибридов исследователи постоянно осуществляли
поиск методов, необходимых для наиболее точной идентификации родительских видов и различ-
ных форм гибридов. В настоящем обзоре приведено описание биохимических, цитогенетических и
молекулярных методов и подходов, применяемых для идентификации представителей комплекса
зеленых лягушек, а также для анализа геномов, передаваемых с гаметами гибридов; обсуждаются
преимущества и недостатки этих подходов. Представленные методы могут быть использованы для
изучения других гибридных комплексов рыб, амфибий и рептилий.

Ключевые слова: геномная гибридизация in situ, зеленые лягушки, межвидовая гибридизация, по-
липлоидные формы, сравнительная геномная гибридизация, флуоресцентная гибридизация in situ.
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Комплекс среднеевропейских зеленых лягу-
шек (Pelophylax esculentus) представляет собой
удобную модель для изучения ранних стадий
видообразования посредством межвидовой ги-
бридизации, полуклонального размножения и
процессов, связанных с возникновением и вос-
производством полиплоидных гибридов. Этот
комплекс включает два родительских вида – P. ri-
dibundus (геномная композиция RR) и P. lessonae
(геномная композиция LL), а также гибридную
форму P. esculentus (геномная композиция RL),
которая образуется в результате скрещивания ро-
дительских видов [1, 2]. Геном соматических кле-
ток диплоидных гибридных лягушек состоит из
гаплоидных геномов двух родительских видов и
составлен 13 хромосомами P. ridibundus и 13 хро-
мосомами P. lessonae [3, 4]. Как правило, у дипло-
идных гибридов в клетках зародышевой линии
один из двух геномов элиминируется, после чего
оставшийся геном эндореплицируется, что при-
водит к восстановлению диплоидного набора.
В результате возможно прохождение нормально-
го мейотического деления, что необходимо для
формирования гамет [2, 5, 6]. Такой способ вос-

производства межвидовых гибридов зеленых ля-
гушек, который характеризуется клональной пе-
редачей в гаметы только одного родительского
генома, получил название гибридогенез, или по-
луклональное воспроизводство [2, 7].

Гибридные лягушки распространены практи-
чески повсеместно на территории Европы, что
может свидетельствовать об их эволюционном
успехе [8, 9]. Несмотря на отличия в образе жиз-
ни, родительские формы и гибриды часто живут
совместно и во время нереста могут образовывать
общие группы размножения, где происходит не
только воспроизводство каждой из форм, но и их
гибридизация. При этом гибридные лягушки мо-
гут обитать с одним из родительских видов, с обо-
ими родительскими видами, а также без роди-
тельских видов [8–10]. Считается, что удаление
генома одного из родительских видов происходит
не случайно, а определяется тем родительским
видом, с которым обитает гибридная форма. Оби-
тая с P. lessonae, гибриды обычно формируют га-
меты с геномом R, тогда как обитая с P. ridibundus –
гаметы с геномом L [8–11]. Особый интерес пред-
ставляет наличие в естественных экосистемах
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триплоидных (RRL и RLL, 3n = 39) и даже тетрап-
лоидных форм гибридов (RRLL, 4n = 48) [8, 9, 12–
14]. Считается, что в гаметогенезе триплоидных
гибридов происходит элиминация того генома,
который представлен одной копией в геноме три-
плоидных гибридов, в то время как два других ге-
нома могут осуществлять рекомбинацию [5, 11–14].
Таким образом, триплоидные гибриды предполо-
жительно способны заменять особей родитель-
ского вида и участвовать в формировании попу-
ляционных систем, включающих только гибрид-
ных особей различной плоидности [11–14]. Такие
популяционные системы встречаются даже за
пределами ареалов обоих родительских видов
[12–14]. Разнообразие ди- и полиплоидных форм
гибридов позволяет наблюдать постепенный пе-
реход от полуклональной диплоидной гибридной
формы, которая зависит от родительских видов,
до независимой, размножающейся половым пу-
тем эволюционной единице [8, 9, 12–14]. Суще-
ствует предположение, что триплоиды также мо-
гут служить мостиком для формирования тетрап-
лоидных животных, которые, в случае успешного
воспроизводства, могут сформировать новый вид
[15, 16].

Гибридная природа P. esculentus, а также при-
сутствие в популяционных системах не только
диплоидных, но и триплоидных форм делает не-
возможным достоверную идентификацию всех
форм гибридов по стандартным морфологиче-
ским, акустическим и морфометрическим при-
знакам [9, 17, 18]. В ходе детального анализа зеле-
ных лягушек из популяционных систем в Польше
были использованы три главных морфометриче-
ских индекса, основанных на длине первого
пальца ноги (digitus primus, DP), пяточного бугра
(callus internus, CI), голени (tibia, T) и длине бедра
(femur, F), названные DP/CI, T/CI и F/T. Эти ин-
дексы позволяют надежно идентифицировать
91% диплоидных лягушек, но только 84% трипло-
идных лягушек с генотипом LLR и 52% трипло-
идных лягушек с генотипом RRL [19]. Однако
главной сложностью в идентификации предста-
вителей этого комплекса является существенное
различие морфологических признаков даже у
особей с одинаковым генотипом, но из разных
популяций [17, 20]. Поэтому для достоверной
идентификации всех представителей комплекса
зеленых лягушек необходимо использование бо-
лее точных цитогенетических и молекулярных
методов исследования. Помимо идентификации
родительских видов и гибридных форм, ключе-
вой задачей можно считать изучение гаметогене-
за и определение геномов, передаваемых с гаме-
тами гибридных самок и самцов. Точная иденти-

фикация передаваемых с гаметами геномов
необходима для понимания механизмов возник-
новения и поддержания ди- и триплоидных ги-
бридных животных в популяционных системах
комплекса P. esculentus.

Для исследования гибридогенного комплекса
зеленых лягушек в настоящее время используют
следующие классические и современные методы:

аллозимный анализ;
определение размера генома эритроцитов;
кариотипирование с последующим С-бэндин-

гом хромосом;
кариотипирование с последующим флуорес-

центным бэндингом;
кариотипирование с последующей флуорес-

центной гибридизацией in situ;
кариотипирование с последующей геномной

гибридизацией in situ;
микросателлитный анализ;
рестрикционный анализ;
проточная ДНК-цитометрия;
характеристика набора хромосом типа лампо-

вых щеток из растущих ооцитов.

ОПРЕДЕЛЕНИЕ РОДИТЕЛЬСКИХ ВИДОВ 
И ГИБРИДОВ ЗЕЛЕНЫХ ЛЯГУШЕК 

С ПОМОЩЬЮ АЛЛОЗИМНОГО АНАЛИЗА
Одним из первых наиболее эффективных под-

ходов для исследования представителей ком-
плекса зеленых лягушек можно считать определе-
ние аллозимов с помощью электрофоретического
разделения белков в полиакриламидном геле [2, 5].
Этот метод основан на различии аллелей генов,
кодирующих определенные ферменты (аллози-
мы) у родительских видов. При этом один и тот
же фермент у двух видов может иметь различную
аминокислотную последовательность, а следова-
тельно, разную подвижность в полиакриламид-
ном геле при разделении под действием электри-
ческого тока. У P. esculentus, вследствие ее гибрид-
ной природы, многие кодирующие белки гены
находятся в гетерозиготной форме, т.е. один ло-
кус состоит из двух различных аллелей, один из
которых специфичен для P. lessonae, а другой –
для P. ridibundus [2, 5]. Поэтому в случае гибрид-
ной лягушки на электрофореграмме будут одно-
временно видны зоны белков, характерных для
обоих родительских видов. Таким образом, метод
аллозимного анализа позволяет достоверно отли-
чать гибридов от обоих родительских видов. Наи-
более часто для аллозимного анализа использу-
ются ферменты лактатдегидрогеназа, глюкозо-
фосфатизомераза, аспартатаминотрансфераза
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[10, 21–23]. Однако вследствие возможной интро-
грессии генов P. ridibundus в генофонд P. lessonae и
наоборот необходимо использовать достаточно
большое количество маркеров для точной иден-
тификации видов [10, 22, 23]. Считается, что, в за-
висимости от количества специфичного аллеля
гена, кодирующего фермент, в генотипе гибрид-
ной лягушки также будет варьировать и количе-
ство белкового продукта [20]. На этом основан
способ различения форм триплоидных живот-
ных. Так, особь с генотипом RRL должна будет
содержать в 2 раза больше белкового продукта,
специфичного для P. ridibundus, а особь с геноти-
пом LLR – наоборот, согласно эффекту дозы ге-
нов [20, 24]. Однако эффект дозы генов у трипло-
идных гибридов не всегда выражен и не всегда
может быть определен по электрофореграмме,
что не позволяет достоверно отличать диплоидных
и триплоидных гибридов друг от друга [20, 24].

Аллозимный анализ также может быть ис-
пользован для идентификации генома, передава-
емого в ооцитах и яйцеклетках гибридных живот-
ных. Так, с помощью изучения белковых маркеров
(лактатдегидрогеназы и глюкозофосфатизомера-
зы) в ооцитах диплоидных гибридов были опре-
делены белки, специфичные для протеома P. ridi-
bundus [25, 26]. С использованием данного метода
было показано наличие генома P. ridibundus в
оогониях гибридных самок [27, 28]. Однако этот
метод также не позволяет обнаружить плоид-
ность гамет. К другим недостаткам аллозимного

анализа можно отнести сложность в идентифика-
ции генома, передаваемого сперматозоидами.

ОПРЕДЕЛЕНИЕ ДИ- И ТРИПЛОИДНЫХ 
ФОРМ ПОСРЕДСТВОМ ИЗМЕРЕНИЯ 

РАЗМЕРА ЭРИТРОЦИТОВ

Для определения плоидности животных, в
особенности в полевых условиях, достаточно ши-
роко используется метод измерения размеров
эритроцитов и/или их ядер [5, 29–31]. Поскольку
в ядрах эритроцитов триплоидных особей содер-
жится большее количество хромосом, размер
ядер этих клеток должен быть на 1/3 больше, чем
у диплоидных особей. Это предположение также
должно быть справедливо и для размеров самих
эритроцитов. Измерение ядер эритроцитов или
самих эритроцитов проводится по микроскопи-
ческим изображениям высушенных на воздухе
мазков крови. Таким образом, можно различать
диплоидных и триплоидных особей. Однако этот
метод не обладает высокой точностью и его ре-
зультаты не всегда отражают плоидность живот-
ного, так как в некоторых случаях возможны пе-
рекрывания размеров эритроцитов у ди- и трип-
лоидных животных [5, 29, 31]. Это связано с тем,
что размер эритроцитов положительно коррели-
рует с длиной тела животного [32]. Кроме того,
размер эритроцитов также зависит от кислород-
ного режима водоема, в котором была поймана
особь [33].

Различия между хромосомами P. ridibundus и P. lessonae на примере метафазных хромосом (a–в). Картирование повто-
ра (TTAGGG)n с помощью FISH на метафазных хромосомах P. ridibundus (а), P. lessonae (б, б1, б2) и диплоидной P. es-
culentus (в). Звездочки обозначают увеличенные фрагменты с ядрышкообразующими хромосомами P. lessonae (б1, б2).
Стрелками отмечены один или два интерстициальных сайта повтора (TTAGGG)n, различимых на ядрышкообразую-
щей хромосоме. Масштабный отрезок = 10 мкм для всех микрофотографий, кроме б1, б2, где масштабный отрезок =
= 2 мкм.

а б в

б2

б1

*

*(TTAGGG)n (TTAGGG)n (TTAGGG)n
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ОЦЕНКА ОТНОСИТЕЛЬНОГО РАЗМЕРА 
ГЕНОМА ПО ИНТЕНСИВНОСТИ 

ФЛУОРЕСЦЕНЦИИ DAPI
Одним из методов идентификации диплоид-

ных и полиплоидных гибридов считается не толь-
ко измерение показателя размера эритроцитов,
но и оценка относительного содержания ДНК
посредством измерения оптической плотности
ядер эритроцитов, окрашенных флуоресцентным
красителем (например, DAPI) [19, 31, 34]. Иссле-
дователями также было выдвинуто предположе-
ние, что вследствие различия размеров геномов
P. ridibundus и P. lessonae возможна их идентифи-
кация с помощью измерения интенсивности
флуоресценции ядер. Однако различить размеры
геномов P. ridibundus и P. lessonae по интенсивно-
сти флуоресценции с помощью алгоритма, ис-
пользуемого исследователями, оказалось невоз-
можно [19, 34]. Авторы считают, что эти сложно-
сти связаны с варьированием количества ДНК в
геномах родительских видов, которое можно
определить только посредством более точных из-
мерений [19, 34–36].

ИДЕНТИФИКАЦИЯ РОДИТЕЛЬСКИХ 
ВИДОВ И ГИБРИДОВ ЗЕЛЕНЫХ ЛЯГУШЕК 

С ПОМОЩЬЮ АНАЛИЗА КАРИОТИПОВ
Одной из сложностей в изучении комплекса

P. esculentus является морфологическое сходство
метафазных хромосом родительских видов. Ка-
риотип соматических клеток P. lessonae и P. ridib-
undus включает 13 пар хромосом (2n = 26 хромо-
сом), которые почти не отличаются морфологи-
чески [3, 4]. Так, хромосомы-ортологи имеют
сходную длину и центромерный индекс [3, 4].

В результате G-окрашивания, которое часто
используется для установления филогенетиче-
ского родства, различий в хромосомной исчер-
ченности также не было обнаружено. Показатели
дифференциальной исчерченности практически
не отличаются у обоих видов, поэтому этот метод
неприменим для идентификации хромосом роди-
тельских видов зеленых лягушек в кариотипах ги-
бридов [3].

Гораздо более продуктивным в идентифика-
ции хромосом родительских видов было исполь-
зование С-бэндинга, а также флуоресцентного
окрашивания (с использованием красителей Ак-
тиномицин D-33258, Hoechst, DAPI) препаратов
митотических и мейотических метафазных хро-
мосом [6, 27, 28, 34, 37]. Более интенсивный сиг-
нал был обнаружен в перицентромерных районах
всех хромосом P. ridibundus, в то время как в пери-
центромерных районах хромосом P. lessonae окра-

шивание практически полностью отсутствовало
[6, 27, 28, 37]. Однако, несмотря на простоту этого
метода, в некоторых случаях достаточно сложно
идентифицировать интенсивное окрашивание
перицентромерных районов на метафазных хро-
мосомах, в особенности у триплоидных живот-
ных. Также следует отметить, что прицентромер-
ные сателлитные повторы могут быть полиморф-
ны в разных популяционных системах. Так,
например, окрашивание DAPI не позволяет
идентифицировать хромосомы у особей роди-
тельских видов из популяционных систем Во-
сточной Украины [38, 39].

Методы С-бэндинга и флуоресцентного окра-
шивания хромосом также позволяют идентифи-
цировать кариотипы оогониев и сперматогониев
в головастиках гибридных лягушек, что позволи-
ло подтвердить наличие элиминации неклональ-
ного генома и эндоредупликации клонального ге-
нома [6, 27, 28].

ИСПОЛЬЗОВАНИЕ ФЛУОРЕСЦЕНТНОЙ 
ГИБРИДИЗАЦИИ in situ ДЛЯ ОПРЕДЕЛЕНИЯ 

ХРОМОСОМ РОДИТЕЛЬСКИХ ВИДОВ 
У ГИБРИДНЫХ ЖИВОТНЫХ

Методом, который позволяет надежно иден-
тифицировать хромосомные наборы родитель-
ских видов в геномах гибридов, можно считать
флуоресцентную гибридизацию in situ (FISH).
Этот метод основан на различиях в относитель-
ном количестве или локализации определенных
типов последовательностей у родительских ви-
дов. С помощью метода FISH была показана диф-
ференциальная локализация сателлитного повто-
ра RrS1 в перицентромерных районах хромосом
родительских видов [40, 41]. Подобранные к цен-
тромерному повтору RrS1 зонды гибридизуются с
перицентромерными районами хромосом 1–5 и 8
P. ridibundus, но не с перицентромерными района-
ми хромосом P. lessonae. Таким образом, можно
легко идентифицировать хромосомы родитель-
ских видов в кариотипах диплоидных и трипло-
идных гибридов в соматических клетках, а также
в ходе гаметогенеза самцов и раннего гаметогене-
за самок [42]. Однако количество перицентро-
мерного повтора может варьировать на хромосо-
мах лягушек из разных популяционных систем, а
разные зонды гибридизуются с перицентромер-
ными районами с разной эффективностью. На-
пример, в результате FISH с зондом, полученным
из геномной ДНК P. lessonae, в перицентромер-
ных районах всех хромосом P. ridibundus и
P. lessonae из Восточной Украины наблюдалась
интенсивная флуоресценция, что свидетельству-
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ет об отсутствии видовой специфичности данно-
го зонда [38].

Другим маркером, широко применяемым для
идентификации хромосом у различных видов,
могут служить интерстициальные сайты теломер-
ного повтора. Интерстициальные сайты повтора
(TTAGGG)n могут возникать вследствие хромо-
сомных перестроек, слияний теломер, а также ре-
парации двуцепочечных разрывов [43]. В карио-
типе родительских видов было обнаружено раз-
личное количество интерстициальных сайтов
теломерного повтора на ядрышкообразующей
хромосоме [38, 39]. Ядрышкообразующая хромо-
сома P. ridibundus содержит два интерстициаль-
ных сайта теломерного повтора в длинном плече,
в то время как ядрышкообразующая хромосома
P. lessonae содержит один интерстициальный сайт
теломерного повтора в длинном плече [38, 39].
К недостатками метода FISH можно отнести тру-
доемкость и необходимость в дорогом оборудова-
нии для визуализации результатов.

ИСПОЛЬЗОВАНИЕ ГЕНОМНОЙ 
ГИБРИДИЗАЦИИ in situ ДЛЯ ОПРЕДЕЛЕНИЯ 

ХРОМОСОМ РОДИТЕЛЬСКИХ ВИДОВ 
У ГИБРИДНЫХ ЖИВОТНЫХ

Геномная гибридизация in situ (GISH), а также
сравнительная геномная гибридизация (CGH)
являются точными методами для идентификации
хромосом родительских видов у гибридных жи-
вотных различной плоидности. Эти методы осно-
вываются на том, что геномы различных организ-
мов, даже близкородственных видов, содержат
видоспецифичные повторяющиеся последова-
тельности, диспергированные по геному, такие
как ретротранспозоны [44, 45]. В случае примене-
ния метода GISH для идентификации хромосом
гибридного животного в качестве зонда исполь-
зуется геномная ДНК одного родительского вида,
которая конкурентно ко-гибридизуется с гомоло-
гичными последовательностями на хромосомах
гибрида. При этом в качестве конкурентной ДНК
используется геномная ДНК другого родитель-
ского вида, чтобы исключить из гибридизации
фрагменты ДНК, общие для обоих родительских
видов [45]. В отличие от GISH для CGH использу-
ется одновременное добавление зондов к каждо-
му из геномов в геноме гибрида, а также геном-
ной ДНК обоих родительских видов. В результате
наблюдается дифференциальная гибридизация
хромосом одного из родительских видов (в случае
GISH) или обоих родительских видов (в случае
CGH) в кариотипе гибрида [45].

Метод GISH был использован для идентифи-
кации хромосом P. ridibundus и P. lessonae в сома-
тических клетках, а также в сперматогониях ди-
плоидных гибридов [46, 47]. GISH позволяет не
только различить хромосомы родительских ви-
дов, но и выявить возможные хромосомные пере-
стройки и рекомбинацию между гетероспеци-
фичными хромосомами родительских видов [46].

К недостаткам этих подходов можно отнести
трудоемкость и дороговизну используемых обо-
рудования и реактивов. Кроме того, авторы отме-
чают отсутствие видоспецифичной геномной in situ
гибридизации для 14 из 18 особей P. esculentus [47].

ОПРЕДЕЛЕНИЕ РОДИТЕЛЬСКИХ ВИДОВ 
И ГИБРИДОВ ЗЕЛЕНЫХ ЛЯГУШЕК 

С ПОМОЩЬЮ ПЦР-АНАЛИЗА
Использование полимеразной цепной реак-

ции (ПЦР) для идентификации геномов роди-
тельских видов основано на различии в длине ин-
трона первого гена сывороточного альбумина у
родительских видов. Эти различия связаны с при-
сутствием ретротранспозона RanaCR1 в интроне
гена сывороточного альбумина у P. ridibundus, но
не P. lessonae [48, 49]. В результате продукты ПЦР
обоих родительских видов будут отличаться по
длине. У гибридных животных продукты ПЦР бу-
дут содержать длинный и короткий фрагменты
[49]. Этот метод характеризуется достаточной
простотой и позволяет за короткое время обрабо-
тать большое количество материала. К тому же
для анализа достаточно малого количества мате-
риала (кончик пальца), который можно брать как
из живых особей, так и зафиксированных в спир-
те [49, 50]. Однако к существенным недостаткам
данного метода можно отнести сложность в иден-
тификации гибридных особей, различающихся
по уровню плоидности. Для идентификации осо-
бей с генотипами LR, LLR и RRL измеряется ко-
эффициент интенсивности свечения длинного
фрагмента (специфичного для P. ridibundus) и ко-
роткого фрагмента (специфичного для P. lessonae)
[49]. Использование капиллярного электрофоре-
за позволило увеличить надежность в идентифи-
кации всех форм зеленых лягушек с помощью
ПЦР-анализа до 93% [49].

ОПРЕДЕЛЕНИЕ ВИДОВ И ГИБРИДОВ 
ЗЕЛЕНЫХ ЛЯГУШЕК С ПОМОЩЬЮ 
МИКРОСАТЕЛЛИТНОГО АНАЛИЗА

Одной из наиболее широко применяемых ме-
тодик изучения представителей комплекса зеле-
ных лягушек в настоящее время является исполь-
зование микросателлитных маркеров. Микроса-
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теллиты – это массивы тандемно повторяющейся
ДНК с длиной структурной единицы, не превы-
шающей 6 нуклеотидов. Они обладают высокой
мутабильностью вследствие ошибок репликации
ДНК в клетках зародышевой линии, что ведет к
вариабельности в количестве повторов. Эти вари-
ации оцениваются путем ПЦР с праймерами, по-
добранными к последовательностям, фланкиру-
ющим высокоповторяющиеся районы [51, 52].
Анализ микросателлитных локусов чрезвычайно
информативен, быстр и надежен. Для каждой
особи может быть проанализировано большое
число индивидуальных локусов с использованием
минимального количества любой ткани (обычно
кончик пальца). Определены локусы, которые ха-
рактерны только для генома P. lessonae или только
для генома P. ridibundus. Кроме того, были обна-
ружены микросателлитные локусы, которые
встречаются у обоих родителей, но различаются
по длине в геноме каждого из родительских ви-
дов. Такие локусы могут быть использованы для
оценки относительного количества аллелей ро-
дительских видов в геноме гибрида. Их использо-
вание возможно в результате сравнения интен-
сивности флуоресценции ПЦР-продуктов таких
аллелей друг с другом, что позволяет идентифи-
цировать диплоидных и обе формы триплоидных
лягушек [12–14, 52].

Микросателлитный анализ также использует-
ся для оценки генетического разнообразия осо-
бей и для доказательства рекомбинации между
гомо- и гетероспецифичными геномами у гибри-
дов различной плоидности [12–14, 52].

Однако высокая вариабельность микросател-
литных последовательностей является и недо-
статком этого метода. Такая вариабельность мо-
жет быть связана с наличием нулевых аллелей,
которые могут отсутствовать в одном из геномов,
в результате чего усложняется интерпретация ре-
зультатов. Кроме того, необходима проверка и
поиск тех микросателлитных локусов, которые
будут подходить для достоверной идентификации
представителей зеленых лягушек из каждой попу-
ляционной системы [12–14, 52].

ОПРЕДЕЛЕНИЕ РОДИТЕЛЬСКИХ
ВИДОВ И ГИБРИДОВ ЗЕЛЕНЫХ

ЛЯГУШЕК С ПОМОЩЬЮ 
РЕСТРИКЦИОННОГО АНАЛИЗА

Впервые рестрикционный анализ для иденти-
фикации P. ridibundus и P. lessonae был применен в
1984 г. для митохондриальных последовательно-
стей [53]. Митохондриальная ДНК переварива-
лась различными рестриктазами (наиболее эф-

фективными были рестриктазы BglII, EcoRI,
BamHI, HindIII, HpaI), после чего проводилось
электрофоретическое разделение полученных
фрагментов ДНК в агарозном геле. По различной
длине фрагментов можно было определить осо-
бей P. ridibundus и P. lessonae. Однако использова-
ние метода рестрикционного анализа не является
надежным ввиду интрогрессии у некоторых P. ri-
dibundus митохондриальных генов P. lessonae.
Дальнейшие исследования показали, что такая
интрогрессия не только отдельных митохондри-
альных генов, но и целых митохондриальных ге-
номов осуществляется посредством гибридных
лягушек [54]. Поэтому в некоторых популяцион-
ных системах (особенно в Северной и Централь-
ной Европе) представители P. ridibundus (и иногда
P. esculentus) содержат митохондриальные геномы
другого родительского вида – P. lessonae [53, 54].

Вместе с тем С. Патрель и соавторы предложи-
ли использовать для рестрикционного анализа
последовательность ITS2 (Internal transcribed
spacer 2) [55], которая находится между генами
5.8S и 28S рДНК. К ее отличительным особенно-
стям можно отнести высокую вариабельность у
различных видов [56]. Для проверки эффектив-
ности выбранного маркера была проанализиро-
вана большая выборка представителей родитель-
ских видов (28 мест сбора материала в Европе и
Азии). Исследуемая последовательность после
амплификации  переваривалась тремя различны-
ми рестриктазами (KpnI, HaeII и SmaI). Для под-
тверждения рестрикционного анализа был ис-
пользован метод аллозимного анализа [55]. Соот-
ветствие результатов составило около 83%, что
недостаточно высоко для надежной идентифика-
ции родительских видов. Кроме того, метод ре-
стрикционного анализа не может быть использо-
ван для идентификации диплоидных и триплоид-
ных гибридов [55].

ОЦЕНКА РАЗМЕРА ГЕНОМА 
ПОСРЕДСТВОМ ПРОТОЧНОЙ 

ДНК-ЦИТОМЕТРИИ

Надежным подходом, который позволяет
идентифицировать всех представителей зеленых
лягушек, является измерение количества ДНК в
клетках с помощью проточной ДНК-цитомет-
рии. Этот метод основан на оценке количества
ДНК в ядре клетки посредством измерения рас-
сеивания света лазерного луча при прохождении
через него клеток в потоке жидкости. Использо-
вание этого метода для идентификации родитель-
ских видов и гибридов лягушек основано на том,
что у P. ridibundus количество ДНК примерно на
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16% больше, чем у P. lessonae (что соответствует
14 пг ДНК на диплоидный набор у P. lessonae и
16 пг ДНК у P. ridibundus) [35, 36, 57]. Таким обра-
зом, достаточно легко определяются диплоидные
гибридные лягушки (15 пг ДНК в диплоидном на-
боре) и триплоидные гибриды (23 пг ДНК соот-
ветствует генотипу RRL, а 22 пг ДНК – генотипу
LLR) [35, 36, 57]. Этот метод одинаково хорошо
подходит для определения количества ДНК как в
соматических клетках (эритроциты), так и в спер-
миях самцов [35, 36, 57]. К недостаткам этого ме-
тода относят высокую стоимость оборудования, а
также возможные сложности в интерпретации
получаемых данных. Метод проточной ДНК-ци-
тометрии не позволяет также проводить анализ
гамет самок вследствие значительного размера
этих клеток и большого количества желтка.

ИДЕНТИФИКАЦИЯ КАРИОТИПОВ 
ООЦИТОВ С ПОМОЩЬЮ АНАЛИЗА 

ХРОМОСОМ ТИПА ЛАМПОВЫХ ЩЕТОК

Идентификация геномов, передаваемых с га-
метами самок, представляет сложную задачу.
Ооциты представляют собой очень большие клет-
ки (до 4 мм в диаметре) и содержат слишком мно-
го желтка, чтобы из них можно было получить
хромосомные препараты с помощью стандартных
методик. Методом, который позволяет не только
определить количество хромосом в ооцитах, но и
идентифицировать видоспецифичные отличи-
тельные черты в морфологии хромосом, является
анализ наборов хромосом типа ламповых щеток,
микрохирургически выделенных из ядер расту-
щих ооцитов [58]. Хромосомы типа ламповых ще-
ток (ЛЩ) представляют собой форму мейотиче-
ских хромосом, которые встречаются в растущих
ооцитах позвоночных животных, кроме сумчатых
и плацентарных млекопитающих, на стадии ди-
плотены первого мейоза. Эти хромосомы пред-
ставлены бивалентами, где гомологичные хромо-
сомы объединены хиазмами. На хромосомах типа
ламповых щеток присутствуют различные мар-
керные структуры (особые латеральные петли,
осевые гранулы и сферические тельца различной
природы) и блоки конденсированного хроматина
(крупные хромомеры), которые служат надежны-
ми признаками для точной идентификации от-
дельных хромосом [58–62]. Для родительских ви-
дов зеленых лягушек обнаружены видоспеци-
фичные различия в количестве и расположении
маркерных структур на хромосомах типа лампо-
вых щеток, которые позволяют идентифициро-
вать тип хромосомного набора, передаваемый в
ооцитах гибридов [37–39]. Для упрощения иден-

тификации хромосом эти различия также отраже-
ны в цитологических картах [38]. Так, хромосомы
типа ламповых щеток B, D, E, F, G, H и I P. ridib-
undus из Восточной Украины характеризуются
видоспецифичными отличиями в количестве и
расположении маркерных петель, а также нали-
чием ассоциированных с хромосомой H ядры-
шек. В то же время хромосомы типа ламповых
щеток B, C, E, F, G, H, L P. lessonae из Восточной
Украины обладают видоспецифичными отличия-
ми в расположении маркерных петель, ассоции-
рованных с хромосомами сфер, а также отсут-
ствием ассоциированных с хромосомами ядры-
шек [38]. Полученные карты хромосом типа
ламповых щеток были успешно использованы
для идентификации родительских хромосом в на-
борах уни- и бивалентов на стадии ламповых ще-
ток в ооцитах гибридов различной плоидности [39].

Однако этот метод является достаточно дли-
тельным и трудоемким. Кроме того, с помощью
анализа хромосом типа ламповых щеток можно
проанализировать только ограниченное количе-
ство ооцитах из целого яичника.

Однако, несмотря на обилие различных мето-
дов, большинство из них не являются универ-
сальными и однозначными для идентификации
особей зеленых лягушек. Например, начиная с
ранних исследований аллозимный анализ сочета-
ли с анализом размеров эритроцитов, а также с
простым кариотипированием для идентифика-
ции плоидности животных [5, 6, 10, 22, 27, 28].
К тому же применение нескольких различных
методов необходимо для идентификации гено-
мов, передаваемых в гаметах гибридных животных,
которые представляют более специализирован-
ные клетки, зачастую требующие специфичных
подходов. Так, после идентификации геномов
взрослых особей с помощью проточной ДНК-ци-
тометрии, кариотипирования или FISH-картиро-
вания определение передаваемых с ооцитами ге-
номов возможно с помощью анализа наборов
хромосом типа ламповых щеток или анализа ал-
лозимов [37, 39]. Таким образом, преимущество в
идентификации родительских геномов в клетках
гибридных животных дает сочетание нескольких
современных методов и подходов.

Работа выполнена при поддержке Российскго
фонды фундаментальных исследований (грант №
15-04-05068). Авторы выражают благодарность
ресурсным центрам “Обсерватория экологиче-
ской безопасности” и “Развитие молекулярных и
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European water frog complex (Pelophylax esculentus) represents unique and adequate system for analysis of
the interspecies hybridization and of the mechanisms allowing interspecies hybrids to survive and reproduce.
Difficulties in water frog species investigation includes high polymorphism of morphological features in pa-
rental species and hybrid forms. Moreover polyploid hybrid forms that exist in nature population systems
make morphological recognition impossible. Since phenomenon of interspecies hybridization and hybrids
reproduction was discovered, researchers faced difficulties connected with precise identification of all indi-
viduals. In this review we describe biochemical, cytogenetic and molecular approaches that were commonly
used for frogs identification and analysis of genomes transmitted in gametes of hybrids. Moreover we stress
advantages and disadvantages of different approaches. Presented methods can be used for analysis of other
interspecies hybrid complexes including fishes, amphibians and reptilians. English translation of the paper
published in Russian Journal of Genetics, 2017, Vol. 53, No. 8, is available ONLINE by subscription from:
http://www.springer.com/, http://link.springer.com/journal/11177
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