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Предпринята первая попытка изучения филогении видового комплекса малая белозубка с помо-
щью мультилокусного анализа. Данные секвенирования 16 ядерных генов указывают на существо-
вание в рамках С. suaveolens s. l. нескольких обособленных форм, при этом структура видового ком-
плекса в основных чертах не противоречит митохондриальной филогении. Сибирская белозубка ха-
рактеризуется определенным своеобразием ядерного генома, но уровень ее генетического отличия
не соответствует видовому. Прояснены связи Crocidura aff. suaveolens из южного Ганьсу и Сычуани с
другими формами видового комплекса. Белозубки из Бурятии и Хэнтэя также относятся к этой фор-
ме, но их мтДНК, по-видимому, заимствована от C. shantungensis. В недавнее время происходила
также гибридизация C. suaveolens s.str. с C. aff. suaveolens и C. güeldenstaedtii. Ввиду неоднократных со-
бытий интрогрессии в истории C. suaveolens s.l., анализ филогении комплекса в целом требует зна-
чительного расширения выборки генетических локусов.
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ВВЕДЕНИЕ

В настоящее время в центре филогенетических
исследований находится эволюционная история
многовидовых групп близкородственных видов
относительно недавнего происхождения, так как
их изучение позволяет приблизиться к понима-
нию исходных процессов видообразования. Од-
нако молекулярно-филогенетическая рекон-
струкция кладогенеза близкородственных видов
может быть осложнена анцестральным полимор-
физмом, событиями гибридизации в прошлом и
сохранением потока генов в настоящем.

Видовой комплекс малая белозубка – Crocidu-
ra suaveolens sensu lato, занимает огромный ареал,
простирающийся через всю Евразию от Пире-
нейского полуострова до о. Цусима через не-
сколько природных зон. Все формы малой бело-
зубки, кроме С. sibirica, имеют идентичный карио-
тип [1], вследствие чего существовало мнение,
что все популяции с 2n = 40 должны быть объеди-
нены в одном виде C. suaveolens [2, 3]. Но имеются
также свидетельства морфологического и высо-
кого молекулярного разнообразия этой группы
[4–10]. В настоящее время в составе видовой
группы “малая белозубка” по морфологическим
данным и/или митохондриальной ДНК (мтДНК)
различают не менее шести форм, однако, точка
зрения на их видовой статус варьирует у разных
авторов. Обычно распознают собственно малую
белозубку C. suaveolens Pallas, 1811, сибирскую
C. sibirica Dukelsky, 1930, кавказскую длиннохво-
стую C. güeldenstaedtii Pallas, 1811, каспийскую
C. caspica Thomas, 1907, манчжурскую С. shantun-
gensis Miller, 1901 и белозубку Зарудного C. zarud-
nyi Ognev, 1928 [4, 8, 11]. Одни авторы придают
также видовой статус и C. mimula Miller, 1901 из
Западной Европы [8], другие – C. aleksandrisi Ves-
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manis, 1977 из Киренаики средиземноморского
побережья Северной Африки [11]. Некоторые ав-
торы включают mimula в состав C. güeldenstaedtii в
качестве подвида наряду с C. g. iculisma Mottaz,
1908 и C. g. cypria Bate, 1903 [11]. По митохондри-
альным данным все эти формы (за исключением
сибирской белозубки [12]), а также популяции
Эгейского побережья и центрально-восточного
Ирана формируют самостоятельные филогруппы
[10]. Однако данные по изменчивости маркеров
ядерной ДНК до сих пор практически отсутство-
вали, вследствие чего остается не ясным, в какой
степени мтДНК отражает общий уровень обособ-
ленности их геномов.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В работе использовано 420 образцов, геогра-
фическое происхождение которых отражено на
карте (рис. 1). Из них для 11 образцов получены
последовательности митохондриального гена cytb
(1140 п.о.), для 91-го образца отсеквенированы 16
ядерных локусов: ABHD11, ApoB, BDNF, BRCA1,
GHR10, ITPK1, MCGF, NHSL1, PALLD, PTGER4,
RAG1, RAI14, ROGDI2, SORBS2, SPECC1L, vWF
(номера ГенБанка OP599577–OP599587,
OP599602–OP599612, OQ374926–OQ376279). Для
филогенетического анализа cytb из базы ГенБанк
взято 398 образцов (номера сиквенсов AB077075–
AB077090, AB0770278–AB077280, AY843448–
AY843461, AY843487–AY843500, AY843502,
AY843511, AY994368–AY994370, AY994372,
AY994373, AY994375–AY994377, AY994386–
AY994389, DQ059023, DQ242541, DQ630057–
DQ630061, DQ630064–DQ630106, DQ630108,
DQ630110–DQ630112, DQ630114–DQ630118,
DQ630120, DQ630121, DQ630395, DQ641270,
EU742583–EU742594, EU742605–EU742614,
HM586991–HM586996, KX354172–KX354178,
KX354180, KX354181, LR536317–LR536326,
LR536367, LR536372, MF136304–MF136385,
MF152782, MN690925–MN690944, MN691017,
MW297680–MW297698, MW297700–MW297721,
MW297723–MW297727, MW297729–MW297733,
MW297735–MW297757, MW297759–MW297791. В
качестве внешней группы в митохондриальном и
ядерном анализах использованы C. dsinezumi
(AB077274, AB077277), C. lasiura (AB077072,
MW381915, MW381936, MW381956, MW381979,
MW382002, MW382020, MW382042, MW410130),
C. leucodon (MW381916, MW381937, MW381980,
MW382003, MW382021, MW382043, MW410131) и
C. zaitsevi (OL451379, OL451380, OL451373,
OL451417, OL451434). В митохондриальный ана-
лиз включен дополнительный материал, содер-
жащий внутривидовые выборки большего разме-
ра и последовательности отсутствующих у нас
форм C. suaveolens s.l. (zarudnyi, aleksandrisii, iculisma)

для демонстрации разнообразия митохондриаль-
ных линий в этой группе.

Выделение ДНК, амплификацию и секвени-
рование по Сэнгеру проводили, как указано ра-
нее [12, 13]. Для cytb и BRCA1 использовали прай-
меры из публикаций [13], для других локусов – из
публикаций [14, 15]. Значительная часть данных
получена секвенированием ПЦР-продуктов ме-
тодом Сэнгера. Для подавляющего числа образ-
цов последовательности локусов ABHD11, ITPK1,
NHSL1, PALLD, RAI14, ROGDI2, SORBS2, SPEC-
C1L, а также локусов ApoB, BDNF, BRCA1, GHR10,
MCGF, PTGER4, RAG1 и vWF для меньшей части
образцов получены путем секвенирования на
платформе Illumina MiSeq. Библиотеки приго-
товлены с использованием набора от Illumina Inc.
согласно рекомендации производителя из про-
дуктов ПЦР всех локусов, пулированных в рав-
ных пропорциях для каждого образца отдельно.
Из полученных прочтений удалялись последова-
тельности праймеров, адаптеров и низкокаче-
ственные основания при помощи программы
Trimmomatic v. 0.33 [16], картирование осуществ-
ляли программами bowtie v. 1.1.2 [17] и samtools
[18] на референсные последовательности С. suave-
olens s.l. или, для отдельных локусов, секвениро-
ванных нами впервые, ближайших родственных
видов из базы GeneBank (C. indochinensis и Sorex
araneus), с последующей заменой на консенсус-
ные последовательности локусов. Коллинг замен
осуществлен GATK 4.1.2.0 [19], создание консен-
сусных последовательностей проводили с помо-
щью bcftools [20], позиции, в которых встречены
делеции/инсерции, полностью заменены в вы-
равниваниях на N. Основания с покрытием менее
40 считали непрочитанными. Консенсусные по-
следовательности верифицировали по IGV 2.11.2
[21]. Последовательности выровнены с помощью
программ BioEdit 7.2.5. и MEGA 11.0.8.

Для определения аллельного состава видов
ядерные последовательности фазировали с помо-
щью модуля Phase в пакете DnaSP 5.10.1 [22] и
уточняли по IGV. Выделения групп популяций
проводили в программе Structure 2.3.4 [23] (мо-
дель “Admixture” при 2,5 млн. MCMC повторов и
250 тыс. повторностей в качестве burn-in). Cтрук-
туру разнообразия тестировали при заданном
числе кластеров от 4 до 10 для последующей оцен-
ки оптимального числа кластеров в программе
Structure Harvester [24].

Филогенетические деревья строили методом
максимального правдоподобия (maximum likeli-
hood, ML) в программе IQTREE 1.6.9 [25] и Байе-
совым методом (Bayesian inference, BI) в програм-
ме Mr.Bayes 3.2.6 [26]. Индивидуальные генные
деревья и 5000 бутстрэп-реплик по всем 16 ядер-
ным локусам использовали для построения видо-
вого дерева в ASTRAL 5.15.5 [27].
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ГРИЦЫШИН и др.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Митохондриальная филогения С. suaveolens s.l.

В составе С. suaveolens s.l. на дереве по cytb
(рис. 2а) обнаруживаются 12 митохондриальных
линий: (1) C. suaveolens s.str+C. sibirica, (2) Crocid-
ura aff. suaveolens – гаплотипы из южного Ганьсу и
Сычуани, (3) C. caspica, (4) C. iculisma, (5) C. alek-
sandrisi, (6) güeldenstaedtii, (7) C. aff. güeldenstaedtii –
гаплотипы из центрально-восточного Ирана,
(8) Crocidura sp.1 – гаплотипы с о-ов Эгейского
моря и близлежащей территории Анатолии, (9)
C. mimula, (10) C. shantungensis, включая гаплоти-
пы из северо-центральной Монголии (Хэнтэй) и
Бурятии, (11) C. zarudnyi и (12) сестринская к ней
ветвь из Дзанда в Западном Тибете – Crocidura
sp.2. Наиболее близкое положение к корню зани-
мают С. shantungensis и C. zarudnyi/Crocidura sp.2,
однако их отношения не разрешены. Остальные

виды довольно четко делятся на две клады опре-
деленной географической приуроченности: за-
падная и восточная.

Восточная клада состоит из восточно-евро-
пейских и азиатских представителей C. suaveolens
s.str., C. aff. suaveolens, C. sibirica и C. caspica. Кас-
пийская белозубка уверенно образует сестрин-
скую ветвь группировки C. aff. suaveolens/(C. sua-
veolens s.str. + C. sibirica). Гаплотипы из ареала
C. sibirica располагаются внутри гаплогруппы
C. suaveolens s.str., не образуя монофилетической
группы, также как гаплотипы C. güeldenstaedtii с
Черноморского побережья Кавказа (Туапсе).

Западная клада включает белозубок из Запад-
ной и Центральной Европы, Ближнего Востока,
Эгейского моря и близлежащей территории Ана-
толии, которые образуют несколько гаплогрупп,
родственных C. güeldenstaedtii и С. mimula. Базаль-

Рис. 2. (а) Филогенетическое дерево видовой группы C. suaveolens s.l. по результатам Байесового (BI) анализа митохон-
дриального гена cytb. Вблизи узлов дерева приведены апостериорные вероятности (BPP) в Байесовом анализе и бут-
стрэп-поддержки в анализе методом максимального правдоподобия (ML); (б) Видовое дерево группы C. suaveolens s.l.,
построенное в программе ASTRAL 5.15.5 по данным 16 ядерных генов. В узлах указаны локальные апостериорные ве-
роятности (local PP), рассчитанные программой, бутстрэп-поддержки в анализе методом максимального правдоподо-
бия (ML) и апостериорные вероятности (BPP) в Байесовом анализе конкатенированных последовательностей ядер-
ных локусов (PP/ML/BPP). Внешняя группа для каждого дерева удалена.
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ное положение в западной кладе занимает C. icu-
lisma (Пиренейский п-ов, юг и запад Франции).

Анализ ядерных данных в программе Structure

Результаты, полученные в программе Structure,
оказались нестабильны, т.к. характер разбиения
на группы различался при повторении анализов
при одном и том же числе кластеров (К). Опти-
мальное значение К, предложенное программой
Harvester, соответствует разбиению на пять групп
(рис. 3). В лучшем из решений при данном К (с
максимальным Ln Prob) в самостоятельные кла-
стеры выделяются С. shantungensis, C. aff. suaveo-
lens и C. güeldenstaedtii; в единые кластеры объеди-
няются C. suaveolens s.str. + C. sibirica и C. mimula +
+ C. caspica. В лучшем решении при К = 6 C. mim-
ula и C. caspica формируют самостоятельные кла-
стеры; при К = 7 C. sibirica отделяется от C. suave-
olens s.str.; при К = 8 характер разбиения не отли-
чается от К = 7. Заметный сигнал обмена генами
отмечается только между C. sibirica и C. suaveolens
s.str.

Филогенетический анализ ядерных данных

Видовое дерево. Для того чтобы получить видо-
вое дерево в условиях, когда генные деревья могут
достоверно различаться, был выполнен анализ в
программе Astral. На полученном видовом дереве
(рис. 2б) обнаружены 6 группировок, взаимоотно-
шения между которыми не разрешены: (1) C. shan-
tungensis (Южное Приморье и Хинган); (2) C. mim-

ula (Закарпатье на Украине и Западная Европа);
(3) C. güeldenstaedtii, включающая две сестрин-
ские линии из северного и центрального Ирана и
Азербайджана, с одной стороны, и Грузии и Чер-
номорского побережья Краснодарского края
России, с другой; (4) C. caspica; (5) C. aff. suaveolens
(КНР, Бурятия и Хэнтэй); (6) группировка C. sua-
veolens s.str. + C. sibirica, монофилия которой сла-
бо поддержана; C. sibirica внутри нее формирует
поддержанный кластер.

ML и Байесов анализ объединенной последова-
тельности ядерных генов. На филогенетическом
дереве по результатам ML и Байесова анализа
объединенной последовательности ядерных ге-
нов (дерево не приведено) в рамках С. suaveolens s.l.
состав группировок не значительно отличается от
видового дерева (рис. 3б). Две ветви C. güeldens-
taedtii не объединяются в единую кладу; C. caspica
и C. sibirica оказываются среди множества ветвей
C. suaveolens s.str., не связанных географической
принадлежностью, где образуют поддержанные
монофилетические группировки. Объединение
C. suaveolens s.str. + C. caspica + C. sibirica в Байесо-
вом анализе имеет только низкую поддержку, в
ML поддержки вообще отсутствуют (0.74/27).

ОБСУЖДЕНИЕ

Мультилокусное филогенетическое дерево де-
монстрирует существование в рамках видового
комплекса С. suaveolens s.l. нескольких обособ-
ленных форм. Хотя порядок их дивергенции уста-

Рис. 3. Анализ частот аллелей 14 ядерных генов видового комплекса C. suaveolens s.l., в программе Structure 2.3.4.
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новить не удается, своеобразие большинства из
них вполне очевидно.

C. mimula – монофилетическая самостоятель-
ная форма, представленная в нашем исследова-
нии небольшим числом особей, происходящих из
разных частей ареала. По нашим данным именно
этот вид населяет Закарпатскую Украину. Следов
гибридизации между C. mimula и C. suaveolens s.str.
не обнаружено.

В составе C. güeldenstaedtii по ядерным данным
обнаружены две сестринские линии, населяющие
северо-западную и восточную часть ареала, соот-
ветственно. Представители западной линии с
Черноморского побережья Кавказа (окрестности
Туапсе) несут заимствованную мтДНК C. suaveo-
lens s.str. Однако в ядерных генах следов заим-
ствования не обнаружено. Возможно, это объяс-
няется недавней гибридизацией, сопровождаю-
щейся интрогрессией мтДНК, о чем говорит
полная идентичность митохондриальных гапло-
типов C. güeldenstaedtii с Черноморского побере-
жья Кавказа гаплотипам малой белозубки.

Собственно малая белозубка, C. suaveolens
s.str., парафилетична относительно сибирской и
имеет крайне слабую структуру, что соответствует
и митохондриальным данным [7, 12]. C. caspica
монофилетична как по митохондриальным, так и
по ядерным данным, однако в последнем случае
восстановить ее филогенетические связи с други-
ми видами комплекса C. suaveolens s.l. пока не уда-
ется.

Существенным отличием от митохондриаль-
ного дерева является поддержанная монофилия
C. sibirica. Ранее по митохондриальным данным
мы предположили, что сибирская белозубка об-
разовалась в период изоляции от C. suaveolens s.str.
около 20 тыс. лет назад [12]. Основываясь на ана-
лизе ядерных генов, можно предположить, что
гипотеза недавнего происхождения сибирской
белозубки в целом подтверждается и одна из ми-
тохондриальных линий C. sibirica является аутен-
тичной. Отсутствие монофилии сибирской бело-
зубки по мтДНК может объясняться заимствова-
нием части митотипов в результате вторичного
контакта с малой белозубкой. Таким образом, хо-
тя сибирская белозубка и характеризуется опре-
деленным своеобразием ядерного генома, однако
она все же крайне близка к C. suaveolens s.str. Уро-
вень ее генетического отличия не соответствует
видовому. Приходится признать, что генетиче-
ские данные не дают основания для придания си-
бирской белозубке статуса полного вида.

Наиболее сложный вопрос – это взаимоотно-
шения формы C. aff. suaveolens с другими группи-
ровками видового комплекса. На митохондри-
альном дереве эта форма складывается только из
образцов южного Ганьсу и Сычуани (КНР) и за-
нимает сестринское положение по отношению к

C. suaveolens s.str./C. sibirica. На ядерном дереве
наблюдается похожая тенденция, однако теперь в
эту группу входят также образцы из Бурятии и
Хэнтея, которые на митохондриальном дереве
образуют одну из гаплогрупп в составе C. shantun-
gensis. Образцы из Южного Приморья и Хингана,
имеющие митотип настоящей C. shantungensis, и
на ядерном дереве составляют самостоятельную
кладу, соответствующую маньчжурской белозубке.
Таким образом, белозубки из Бурятии и Хэнтэя от-
носятся к форме C. aff. suaveolens, однако их
мтДНК, по-видимому, заимствована в прошлом
от C. shantungensis. Интересно, что в южном Гань-
су экземпляр из нижней части гор Лиaньхуашани,
наоборот, имел обычный митотип малой бело-
зубки, но на ядерном дереве группировался с
C. aff. suaveolens из субальпийского пояса гор се-
вера Сычуани. Это показывает, что в разное время
и на разных участках ареала происходила (и проис-
ходит до сих пор?) гибридизация C. aff. suaveolens
не только с маньчжурской, но и с малой белозуб-
кой. Удивительным фактом является огромный
разрыв ареала C. aff. suaveolens, поскольку на юге
Монголии встречается только типичная C. suave-
olens s.str. Направление этого заимствования и
происхождение самой формы, как и ее статус
нуждаются в дальнейшем пристальном изучении.

Итак, с учетом вероятной интрогрессии
мтДНК C. suaveolens s.str. и C. shantungensis в геном
C. aff. suaveolens, а также недавней гибридизации
между C. suaveolens s.str. и C. güeldenstaedtii на во-
сточно-черноморском побережье, полученная
ядерная филогения в основных чертах не проти-
воречит митохондриальной. Однако не вполне
уверенные поддержки самых внутренних узлов
митохондриального дерева и их отсутствие на
ядерном дереве не дают возможности уверенно
выстроить порядок кладогенетических событий в
эволюционной истории C. suaveolens s.l.

Таким образом, видовой комплекс “малая бе-
лозубка” – это наглядный пример недавней се-
рии событий видообразования, в которых боль-
шую роль играли не только дивергентные, но и
ретикулярные процессы. По митохондриальным
оценкам [8] максимальный возраст дивергенции
безусловных видов этой группы составляет не бо-
лее 1.3 млн лет (C. shantungensis), а минимальный –
680 тыс. лет (C. caspica/(C. suaveolens s.str. + C. si-
birica)), а о чрезвычайно недавней дивергенции
линий C. suaveolens s.str. + C. sibirica мы упомина-
ли выше. Для разрешения ветвей филогенетиче-
ского дерева такой группы, пережившей быструю
и недавнюю диверсификацию, сопровождавшую-
ся ретикулярными событиями, требуется серьез-
ное умножение числа информативных генетиче-
ских локусов. Разработка таких маркеров состав-
ляет предмет наших дальнейших исследований.
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For the first time, we attempt to study the phylogeny of the Crocidura suaveolens s. l. species complex using
multilocus analysis. Sequencing data for 16 nuclear genes indicate the existence of several distinct forms with-
in the species complex, and its structure does not in general contradict mitochondrial phylogeny. Siberian
shrew is characterized by some specificity of the nuclear genome, but the degree of its genetic differentiation
does not correspond to species-level. We clarified the relationships of Crocidura aff. suaveolens from South
Gansu and Sichuan with other forms of the species complex. The shrews from Buryatia and Khentii also be-
long to this form, but their mtDNA had apparently introgressed in the past from C. shantungensis. In the re-
cent time, hybridization of C. suaveolens s.str. with C. aff. suaveolens and C. güeldenstaedtii, had also occurred.
Taking into account multiple introgression events in the history of C. suaveolens s.l., for the analysis of the
phylogenetic relations between its forms a significant increase in the set of loci is required.

Кeywords: Species complex, Lesser White-toothed Shrew, interspecies hybridization, multigene analysis,
Crocidura
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