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Почвенная фауна чувствительна к различным
антропогенным воздействиям [1, 2]. Коллемболы –
одна из самых разнообразных и распространен-
ных групп мелких членистоногих в почве [3]. Они
довольно ограничены в перемещении и хорошо
отражают условия среды обитания [4]. Сообще-
ства коллембол используют в качестве биоинди-
каторов загрязнения городских почв [5], качества
почвы в системах землепользования [6], степени
антропогенной нагрузки на лесные экосистемы
[7] и т.д. В биотестировании широко используют
Folsomia candida (Willem, 1902), Proisotoma minuta
(Tullberg, 1871) и другие виды, для которых оце-
нивают различные параметры жизненного цикла
[8, 9].

За последние десятилетия возросло число ге-
нетических исследований коллембол, которые
позволили установить для многих морфологиче-
ски однородных широко распространенных ви-
дов дифференциацию на генетические линии
[10]. Подобные работы крайне редко имеют эко-
логическую интерпретацию. Однако вполне ве-
роятно, что повсеместное распространение таких
видов связано с экологической специализацией
внутривидовых генетических линий. Так, у Lepi-
docyrtus lanuginosus (Linnaeus, 1788) были обнару-
жены три линии: L1 была многочисленной и
встречалась в каждом из трех исследуемых мест
обитания (леса, пастбища, пахотные поля), L2 –
только в лесах, L3 – только на пастбищах и пахот-
ных полях [11].

Одним из модельных видов для генетических
исследований коллембол стал Parisotoma notabilis
(Schaeffer, 1896). Этот многочисленный космопо-
литический партеногенетический вид в умерен-
ных регионах западной Палеарктики присутству-
ет практически в каждом биотопе и преобладает в
большинстве сообществ коллембол [12], даже го-

родских почв [5]. Показано, что P. notabilis обна-
руживает среднюю толерантность к нарушенным
местообитаниям [13], устойчив к пестицидам
[14], тяжелым металлам [15, 16], внесению раз-
личных удобрений [17] и умеренному вытаптыва-
нию [18]. В Западной Европе было выявлено 6 ге-
нетических линий этого вида: L0–L3, L4-Hebert,
L4-Saltzwedel [19–22]. Средние генетические p-ди-
станции между линиями высокие: от 15 до 18% –
для гена COI, от 5 до 11% – для H3 и от 0.5 до 1.9% –
для 28S [21], что соответствует межвидовому
уровню [23]. Учитывая освоение видом различ-
ных местообитаний, широкое распространение и
высокую численность, можно предположить, что
генетические линии имеют различную толерант-
ность к нарушениям среды. Для территории Мос-
ковского региона известны линии L1, L2 и L4-
Hebert [22].

Цель настоящей работы – проверка гипотезы
о неоднородности распределения генетических
линий Parisotoma notabilis в градиенте антропоген-
ной нагрузки – урбанизации.

В г. Москве выбраны два градиента антропо-
генной нагрузки (Юго-Западный и Северо-Во-
сточный), каждый из которых включал три раз-
личных по нарушенности местообитания: есте-
ственный лес, лесопарк, газон внутри городской
застройки (рис. 1). В каждом местообитании вы-
бирали прямоугольную площадку размером 100 ×
× 100 м с местом отбора проб в центре и проводи-
ли количественную оценку степени урбанизации,
основанную на видоизмененной методике [24]. С
использованием спутниковых снимков и прило-
жения QGIS [25] измеряли площади древостоя,
газонов (в том числе косимое естественное разно-
травье и почвы без растительного покрова), по-
строек и поверхностей с покрытием (в основном
дороги и парковки, тротуары, велодорожки) и за-
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тем представляли их в долях для всей площадки.
Для площадки 10 × 10 м с пробой в центре указа-
ны почва, преобладающие виды в растительном
покрове и оценена степень замусоренности (на-
личие бытовых инородных плохо разлагающихся
объектов): 0 баллов – отсутствие мусора, 1 балл –
одна–три единицы мусора, 2 балла – четыре и бо-
лее единиц мусора (табл. 1).

В каждом местообитании отбирали сборную
пробу подстилки и верхнего слоя почвы объемом
2 л с площади 5 × 5 м. Выгонку коллембол прово-
дили с использованием воронок Тульгрена в 96%-
ный спирт. P. notabilis отбирали под бинокуляром
по признакам, указанным в определителях [12,
26]. Спиртовые пробы хранили в холодильнике
при +4°С. Для выделения ДНК и постановки
ПЦР использовали набор Phire tissue direct PCR
master mix от Thermo Scientifiс. ДНК экстрагиро-
вали из целых образцов в 20 мкл DNA Dilution
Buffer и 0.5 мкл DNARelease Additive и инкубиро-
вали при 98°C в течение 2 мин. Данная методика
позволяет выделять ДНК при сравнительно ма-
лом повреждении исходного материала, поэтому
после экстракции ДНК образцы извлекали и со-
храняли.

В задачи работы входило выявление состава
генетических линий P. notabilis в различных ме-
стообитаниях. Разделение уже известных линий
этого вида одинаково успешно можно проводить
как по митохондриальному гену СОI, так и по ри-
босомальному 28S [20, 21]. Поскольку выход
успешных ПЦР-продуктов обычно выше по гену
28S, мы ограничились использованием именно

этого гена. Амплификацию D3-D5 региона 28S
рДНК производили с использованием праймеров
28Sa 5'-GAC CCG TCT TGA AGC ACG-3' и
28Sbout 5'-CCC ACA GCG CCA GTT CTG CTT
ACC-3' [27, 28]. К мастер-миксу, состоящему из
7 мкл nuclease-free Water, 10 мкл Phire Tissue Di-
rect PCR Master Mix, 1 мкл прямого и обратного
праймера, добавляли 1 мкл ДНК особи.

Для амплификаций использовали следующий
протокол реакции ПЦР: одна начальная стадия
активации при 98°C в течение 5 мин, затем 30
циклов амплификации: денатурация при 98°C в
течение 5 с, отжиг праймеров при 57°C в течение
5 с, элонгация при 72°C в течение 20 с и заключи-
тельный этап элонгации при 72°C в течение
1 мин. Результат ПЦР оценивали с помощью про-
ведения электрофореза в агарозном геле с броми-
стым этидием и очищали с помощью смеси фер-
ментов экзонуклеазы I (Exo I) и рекомбинантной
щелочной фосфатазы (rSAP). Высушенные ПЦР-
продукты сдавали на секвенирование в лаборато-
рию Синтол.

Полученные секвенограммы редактировали в
программе Chromas Lite (версия 2.6.6) [29]. За-
тем последовательности выравнивали с исполь-
зованием BioEdit (версия 7.2) [30]. В программе
MEGA-X [31] выполняли построения древа по ал-
горитму Maximum Likelihood с параметрической
моделью Jukes-Cantor и Gamma Distributed (предло-
жена программой; наименьшие BIC = 4062.822,
AICc = 2586.707) и расчет генетических расстоя-
ний между линиями (p-distance). С каждой проб-
ной площади было проанализировано по 7–11

Рис. 1. Расположение участков градиентов в Северо-Восточном и Юго-Западном регионах г. Москвы.
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экз. этого вида (55 особей). Сравнение генетиче-
ской структуры выборок проводили с помощью
точного критерия Фишера в программе R [32].
Данные загружены в GenBank: OP643622–
OP643676.

В двух градиентах были обнаружены все из-
вестные для г. Москвы генетические линии P. no-
tabilis: генетическое расстояние между линиями
L1 и L2 – 1.41%, между L1 и L4-Hebert – 0.90%,
между L2 и L4-Hebert – 1.03%. Внутрилинейная
изменчивость не обнаружена. Результаты показа-
ли сходное распределение генетических линий в
обоих градиентах урбанизации (рис. 2). Расчет
точного критерия Фишера подтвердил различия
местообитаний по распределению этих линий как
в целом, так и по каждому градиенту отдельно
(p < 0.0005).

По усредненным данным обоих градиентов в
естественных лесах встречаются линии L2 (43–
50%) и L4-Hebert (50–57%); в лесопарках − L2
(10–36%), L4-Hebert (18–45%), L1 (45%); на газо-
нах внутри городской застройки – L1 (100%). Рас-
пределение генетических линий P. notabilis разли-
чалось в местообитаниях градиента урбанизации:
L2 и L4-Hebert предпочитали естественные леса,
L1 – газоны, а в лесопарках обнаружили все три
линии. Экология генетических линий P. notabilis
на данный момент не известна, но можно предпо-
ложить, что на распределение линий влияют те
же факторы, что на сообщества коллембол в це-
лом [33]. На газонах из-за кошения и сбора листо-
вого опада уменьшен объем подстилки, которая
является как кормовой базой, так и средой обита-
ния представителей почвенной фауны [34], и
снижены колебания температуры и влажности
[35]. Показано [36, 37], что почвы газонов и лесо-
парков из-за деятельности человека могут иметь
более высокий рН, чем почвы естественных ле-
сов, а также содержать различные поллютанты.

Изученные генетические линии различаются по
толерантности к каким-то из вышеперечислен-
ных факторов. Более точные выводы можно сде-
лать только после специальных исследований.
Наименее устойчива к нарушениям линия L2,
наиболее – L1, промежуточное положение зани-
мает линия L4-Hebert.

Таким образом, соотношение генетических
линий повсеместно встречающегося вида поч-
венных коллембол P. notabilis показывает, что, ве-
роятно, биоиндикация состояния среды возмож-
на не только на уровне сообществ и отдельных
чувствительных видов, но и на внутривидовом
уровне. Однако эти данные носят предваритель-
ный характер и необходима их проверка на других
градиентах.

Работа выполнена при финансовой поддерж-
ке Российского научного фонда (проект № 22-
24-00984).
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