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Виды дрозофил группы virilis – одна из хорошо изученных моделей видообразования и микроэво-
люции. Мы провели сравнительный анализ изменчивости маркерных генов двух нерекомбинирую-
щих областей генома: BOLD-фрагмента митохондриального гена cox1 и фрагмента гена dynein с це-
лью выявления событий межвидовой гибридизации у 11 видов дрозофил. Мы выявили события пе-
реноса митохондриальной ДНК из Drosophila montana в Drosophila lacicola и перенос Y-хромосомы из
Drosophila ezoana в Drosophila montana. Обсуждается вероятная связь современного процесса видооб-
разования у Drosophila montana с геномной нестабильностью и межвидовой гибридизацией в природе.
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Группа virilis относится к подроду Drosophila и
имеет монофилетическое происхождение [1].
Предварительная оценка времени дивергенции
предковых форм D. virilis и D. melanogaster из под-
рода Sophopora, сделанная на основе анализа вы-
борки ядерных генов, оказалась равна 62.9 млн
лет [2]. Уточненный анализ, включающий дан-
ные секвенирования полных геномов 12 видов
дрозофилы, позволил сдвинуть оценку времени
дивергенции подродов Drosophila и Sophophora к
позднему эоцену – 40 млн лет назад [3]. Анализ
митохондриальной изменчивости в роде Drosoph-
ila подтверждает эти оценки [4]. Общий предок
группы virilis существовал от 7.5 до 8.9 млн лет на-
зад. Принятая в настоящее время система группы
virilis основана на мультилокусном анализе из-
менчивости шести ядерных генов (Adh, fused, Gpdh,
NonA, CG9631 и CG7219) и двух митохондриаль-
ных, 12S и 16S, рРНК генов [5]. В группе выделя-
ют несколько филад. Филада virilis включает си-
нантропный тропический вид D. virilis, D. lummei,
обитающий в умеренной зоне Европы, и два
близкородственных вида из умеренной и субтро-
пической зон Северной Америки: D. americana
americana, D. americana texana, D. novamexicana.
Филада montana включает циркумбореальный вид

D. montana и три вида дрозофил из умеренной зо-
ны Северной Америки: D. lacicola, D. borealis,
D. flavomontana. В умеренной зоне Европы обита-
ет D. littoralis, которую замещает в Сибири D. ezo-
ana, а на Дальнем Востоке D. ezoana замещает
D. kanekoi. Ареалы видов широко перекрываются,
что создает условия для межвидовой гибридиза-
ции [6].

В данной работе проанализирована согласо-
ванность филогений группы virilis, построенных
на основе анализа изменчивости BOLD-фраг-
мента гена cox1 и фрагмента гена kl-2 1-beta dynein
heavy chain, локализованного на Y-хромосоме.
Благодаря отсутствию рекомбинации единичные
события межвидовой гибридизации оставляют
след в генофонде вида и могут быть обнаружены
при анализе индивидуальной изменчивости. Ген
динеина был приобретен Y-хромосомой предка
рода Drosophila перед разделением его на подроды
Drosophila и Sophophora, произошедшего между
260 и 63 млн лет назад [7]. У всех секвенирован-
ных видов Drosophila ген kl-2 остался связанным с
Y-хромосомой, за исключением D. pseudoobscura
[7]. В случае D. pseudoobscura предковая Y-хромо-
сома стала частью аутосомы [8]. Сравнительное
исследование выборки линий дрозофил по обоим
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маркерам позволяет выявить события межвидо-
вой гибридизации в филогенетической истории
вида и оценить значение этого фактора эволюции
в группе дрозофил virilis.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Линии дрозофил группы virilis. Линии мух D. virilis,
использованные в работе, получены из Генетиче-
ской коллекции линий насекомых и клеточных
культур насекомых ИОГен РАН (http://vigg.ru/in-
dex.php?id=337) и Коллекции генетических линий
дрозофил ИБР РАН им. Н.К. Кольцова (http:// id-
bras.comcor.ru/collection/Drosophila.pdf). Линии мух,
использованные в работе, являются изосамоч-
ными. Исключением являются синтетические
лабораторные линии D. virilis L160 и D. americana
texana 422. Список линий дрозофил группы virilis,
использованных в работе, и данные регистрации
нуклеотидных последовательностей маркерных
генов приведены в табл. 1.

Выделение ДНК и условия ПЦР. ДНК из инди-
видуальных самцов имаго дрозофил выделяли
методом фенол-хлороформной экстрации по
стандартной методике [9]. Выделенная тотальная
ДНК была растворена в 50 мкл деионизованной
воды. Концентрация ДНК определялась спектро-
фотометрическим методом с использованием Im-
plen NanoPhotometer NP80. После тестирования
чистоты препарата по соотношению поглощения
ультрафиолета при 260/280 нм концентрацию
ДНК в препаратах выравнивали до 10 нг/мкл.

Реакцию амплификации проводили в конеч-
ном объеме 25 мкл с использованием наборов для
амплификации EncycloPlus PCR kit (Евроген,
Россия) в соответствии с инструкцией фирмы-
производителя.

BOLD-фрагмент митохондриального гена
cox1 получали с помощью стандартных фолме-
ровских праймеров: LCO1490 (5'-GGTCAA-
CAAATCATAAAGATATTGG-3') и HCO2198 (5'-
TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA-3') [10].
Условия ПЦР: первичная денатурация – 5 мин
при 94°С; 5 циклов: денатурация при 94°С – 20 с,
отжиг при 45°С – 20 с, синтез при 72°С – 40 с; за-
тем еще 35 циклов: денатурация при 94°С – 20 с,
отжиг при 55°С – 20 с, синтез при 72°С – 40 с и за-
вершающий синтез при 72°С – 7 мин.

Для амплификации последовательностей гена
динеина были использованы следующие прайме-
ры: прямой праймер Dv-dy-f 5'-GCTGCAGGCG-
GTAATAGAAG-3' и обратный праймер Dv-dy-r
5'-TTGCATTTGCGGATCAATAA-3'. Длина ам-
плифицированного фрагмента составляет 429 пн.

Условия ПЦР: первичная денатурация – 5 мин
при 94°С; 38 циклов с использованием Encyclo-
полимеразы: денатурация при 94°С – 30 с, отжиг

при 58°С – 30 с, синтез при 72°С – 60 с; заверша-
ющий синтез при 72°С – 10 мин.

Элюция продуктов амплификации. Фрагменты,
полученные в результате амплификации, очища-
ли в 1.5%-ном агарозном геле. Элюция фрагмен-
тов из геля проводилась с использованием набора
для элюции Zymoclean™ Gel DNA Recovery Kit
(Zymo Research, USA) в соответствии с инструк-
цией фирмы-производителя.

Секвенирование. Нуклеотидную последова-
тельность ПЦР-фрагментов определяли с прямо-
го и обратного праймеров на приборе ABI PRISM
3500 с использованием реагентов BigDye®Termi-
nator v. 3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosyste-
ms, США) согласно рекомендациям фирмы-про-
изводителя.

Биоинформационный анализ. Анализ хромато-
грамм проводили с помощью программы Chro-
masPro 13.3 (Technelysium, Australia). Выравнива-
ние последовательностей, полученных в резуль-
тате секвенирования, с последовательностями,
размещенными в базах данных, было выполнено
с использованием ресурсов NCBI (http://www.nc-
bi.nlm.nih.gov) и программы MEGA 7.0. [11]. Для
построения медианной сети гаплотипов исполь-
зовалась программа POPART [12] с использова-
нием алгоритма TCS [13].

РЕЗУЛЬТАТЫ

Для выявления событий межвидовой гибриди-
зации в группе дрозофил virilis мы сравнили две
реконструкции филогенетической истории с ис-
пользованием выборки изосамочных линий 11
видов дрозофил по маркерным генам Y-хромосо-
мы и митохондриальной ДНК. На рис. 1 пред-
ставлен полученный результат. Изменчивость
BOLD-фрагмента митохондриального гена cox1 в
2 раза больше, чем изменчивость гена динеина.
По митохондриальной ДНК наблюдается внут-
ривидовая изменчивость, тогда как для большин-
ства видов группы найден только один гаплотип
динеина. Кластеризация линий по обоим марке-
рам совпадает для всех линий дрозофил, кроме
двух. Эти две линии представляют особый инте-
рес. Митохондриальный гаплотип линии D. mon-
tana KR1309, отловленной на Камчатке, как и
ожидалось, кластеризуется с митохондриальны-
ми гаплотипами других линий D. montana и D. lac-
icola. Наибольшее сходство наблюдается с мито-
хондриальным гаплотипом линии D. montana
20_OL8 из Финляндии, но гаплотип по динеину ли-
нии KR1309 отличается от гаплотипов других линий
D. montana и кластеризуется с четырьмя линиями
D. ezoana. Эти данные указывают на гибридное про-
исхождение линии D. montana KR1309, происходя-
щей от скрещивания самки D. montana с самцом
D. ezoana. D. ezoana имеет два гаплотипа по гену
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Таблица 1. Линии дрозофил группы virilis и нуклеотидные последовательности маркерных генов

Вид дрозофилы Шифр линии Место и год сбора линии
GenBank ID:

kl-2 1-beta
dynein heavy chain

GenBank
ID: cox1

D. virilis
(Sturtevant, 1916)

Vi-B9 Батуми, Грузия, 1965 г. KF600716 MH423344

Vi-1 Ереван, Армения, 1969 г. MH423363 JN019869

Vi-L160 Синтетическая лабораторная линия, 
1975 г.

MH423366 MH423345

Vi-101 Япония, 1966 г. MH423364 MH423342

Vi-119 Китай, 1993 г. MH423365 MH423343

D. lummei
(Hackman, 1972)

Lu-200 Москва, Россия, 1969 г. KF600723 JN019868

Lu-1109 Каресйоки, Финляндия, 1972 г. MH423357 MH423336

D. novamexicana
(Patterson, 1941)

No-424 Нью-Мексико, США, 1947 г. KF600725 JN019867

No-402 Аризона, США, 1953 г. MH423361 MH423340

D. americana americana 
(Spencer, 1938)

Am-405 Южная Каролина, США, 1961 г. KF600714 JN019919

Am-403 Южная Каролина, США, 1961 г. MH423346 MH423326

D. americana texana
(Patterson, 1940)

Tx-423 Новый Орлеан, США, 1947 г. KF600726 JN019928

Tx-422 Синтетическая лабораторная линия MH423362 MH423341

D. kanekoi (Watabe, 
Higuchi, 1979)

Ka-1061.00 Саппоро, Япония, 1980 г. MH423351 JN019866

D. ezoana
(Takada, Okada, 1958)

Ez-572 Кедровая Падь, Россия, 1987 г. KF600717 MH423329

Ez-0971.00 Хоккайдо, Япония, 1958 г. MH423348 JN019864

Ez-67 OJ8 Оуланка, Финляндия, 2008 г. MH423350 MH423330

Ez-170 OJ8 Оуланка, Финляндия, 2008 г. MH423349 MH423328

D. littoralis
(Meigen, 1830)
Северная

Lt-06-17a Рыбинский, Россия, 2006 г. KF600721 JN019874

Lt-Zv13 Завидово, Россия, 2013 г. MH423356 MH423335

Lt-202 OJ8 Оуланка, Финляндия, 2008 г. MH423354 MH423333

D. littoralis (Meigen, 
1830) Южная

Lt-Ab10-58 Пицунда, Абхазия, 2010 г. MH423355 MH423334

D. borealis (Patterson, 
1952)

Bo-0961.00 Миннесота, США, 1950 г. KF600715 JN019865

Bo-520 Миннесота, США, 1950 г. MH423347 MH423327

D. lacicola (Patterson, 
1944)

La-0991.00 Нью-Йорк, США, 1973 г. MH423352 JN019871

La-0991.13 Манитоба, Канада, 1949 г. KF600720 MH423331

La-0991.17 Юта, США, 1985 г. MH423353 MH423332

D. montana montana 
(Stone, Griffen, Patter-
son, 1941)

Mo-1021.13 Кавасаки, Япония, 1965 г. KF600724 MH423337

Mo-1021.19 Орегон, США, 1949 г. MH423358 JN019870

D. montana ovivororum 
(Lakovaara, Hackman, 
1973)

Mo-20_OL8 Оуланка, Финляндия, 2008 г. MH423359 MH423338

Mo-KR1309 Камчатка, Россия, 2013 г. MH423360 MH423339
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динеина. Один найден в линиях, отловленных на
территории Финляндии, другой – в линиях из
Сибири и Японии. Совпадение гаплотипов дине-
ина линий D. montana KR1309 и D. ezoana 0971.00
из Японии, географически близко расположен-
ной к Камчатке, дополнительно подтверждает
возможность межвидовой гибридизации самок
D. montana с самцами D. ezoana в природе. Второй
линией, имеющей гибридное происхождение, яв-
ляется D. lacicola 0991.17 из Северной Америки.
На рис. 1 эта линия выделена звездочкой. Сравне-
ние двух филогений, представленных на рис. 1,а, б,
позволяет сделать вывод о происхождении этой
линии от скрещивания самки D. montana с сам-
цом D. lacicola. Вид D. montana разделяется на два
подвида: D. montana montana, обитающий в Север-
ной Америке, и D. montana ovivororum, распростра-
ненный в Северной Евразии. Эти два подвида на-

дежно различаются по нуклеотидной последова-
тельности BOLD-фрагмента. Как и ожидалось,
митохондриальная интрогрессия у D. lacicola про-
исходит от симпатрически обитающей D. montana
montana.

ОБСУЖДЕНИЕ

В данном исследовании были получены новые
результаты по изменчивости BOLD-фрагмента
митохондриального гена cox1 и маркерного гена
Y-хромосомы kl-2 1-beta dynein heavy chain у дро-
зофил группы virilis. Совремнная филогения
группы virilis, полученная на основе данных муль-
тилокусного анализа, не позволяет однозначно
определить положение D. kanekoi [5]. Консенсус-
ная модель дерева для анализа мультилокусных
данных показывает, что D. kanekoi и D. ezoana об-

Рис. 1. Сравнение кластеризации видов дрозофил группы virilis по данным изменчивости митохондриального cox1 ге-
на и маркерного гена Y-хромосомы kl-2 1-beta dynein heavy chain. а – кладограмма группы virilis по данным изменчи-
вости BOLD-фрагмента митохондриального гена cox1 длиной 658 пн. Кладограмма Neighbor-Joining, модель нуклео-
тидных замещений (p-distance) с bootstrap-поддержкой – 1000 реприк построена в программе MEGA 7. Величина boot-
strap-поддержки кластеризации таксонов в процентах приведена рядом с узлами кладограммы. Кладограмма
построена в масштабе числа нуклеотидных замен на сайт. В качестве внешней группы взята D. melanogaster GenBank
ID: EU685283. Буквы в начале названий линий обозначают вид дрозофилы (Am – D. americana americana, No – D. no-
vamexicana, Tx – D. americana texana, Mo – D. montana, La – D. lacicola, Ez – D. ezoana, Bo – D. borealis, Lt – D. littoralis,
Ka – D. kanekoi, Lu – D. lummei, Vi – D. virilis), цифры – шифр линии. Характеристика линий дрозофил и GenBank ID
нуклеотидных последовательностей приведены в табл. 1. Линии мух, имеющие гибридное происхождение, отмечены
на филограммах рамкой и звездочкой; б – кладограмма группы virilis по данным изменчивости фрагмента гена kl-2
1-beta dynein heavy chain длиной 429 пн. Обозначение названий линий дрозофил и их характеристика – как в позиции а.
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разуют один кластер, а D. littoralis имеет более
древнее происхождение. Применение другой мо-
дели для анализа мультилокусных данных с помо-
щью алгоритма (BEST) определяет, что D. kanekoi –
это первый вид, отделившийся от общего предка.
В нашем исследовании были получены новые
данные по изменчивости двух маркерных генов
нерекомбиногенных областей генома 11 видов
группы virilis. Данные по изменчивости гена ди-
неина, который у дрозофил служит маркером
Y-хромосомы, получены нами для дрозофил
группы virilis впервые. На основе этих результатов
мы провели уточнение неясных вопросов филоге-
нии группы. Филогенетический анализ изменчи-
вости динеина указывает на монофилию Y-хромо-
сомы в группе. На рис. 2 представлена медианная

сеть взаимопревращений гаплотипов динеина, по-
строенная с помощью алгоритма TCS. Выявлены
четыре кластера, происходящих от общего пред-
ка, соответствующие филадам группы virilis. В
филаде D. virilis корневым видом является D. viri-
lis. От нее происходят адаптированные к более хо-
лодному климату D. lummei в Европе и североаме-
риканские виды D. americana americana, D. nova-
mexicana. В филаде D. montana также первым
оформляется более теплолюбивый вид D. borealis,
а затем более холодоустойчивые D. montana и
D. lacicola. Филада D. littoralis представлена двумя
подвидами. Первым оформляется южный подвид
D. littoralis, от него происходит северный подвид.
Эти данные поддерживают сделанное ранее пред-
положение о том, что южная популяция D. littora-

Рис. 2. Медианная сеть гаплотипов Y-хромосомы дрозофил группы virilis. Медианная сеть построена на основании
нуклеотидного полиморфизма фрагмента гена kl-2 1-beta dynein heavy chain длиной 429 пн. Штрихи обозначают мини-
мальное число нуклеотидных замен, являющееся необходимым для трансформации одного гаплотипа в другой. Раз-
мер кружков пропорционален числу синонимичных гаплотипов. В том случае, если вид дрозофил имеет более одного
гаплотипа, после видового имени добавлена буква, указывающая на географическую локальность, где этот гаплотип
был найден. F – Финляндия; R – Сибирь и Дальний Восток; S – Закавказье, N – Европейская равнина (см. табл. 1).
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lis представляет собой отдельный вид – D. imere-
tensis [14]. Четвертый кластер включает два вида,
распространенных в Азии: D. kanekoi и D. ezoana.
Сравнение филогений, полученных с помошью
алгоритмов TCS и NJ (рис. 1 и 2), показывает не-
устойчивое положение D. kanekoi. Согласно ре-
конструкции филогенетической истории Y-хро-
мосомы, D. kanekoi является наиболее древним
видом группы, тогда как филогения, построенная
на данных митохондриальной изменчивости, по-
казывает, что первым событием видообразования
в группе было оформление филады D. virilis.

Сравнительный анализ 31 линии дрозофил,
относящихся к 11 видам, позволил нам выявить
одно событие митохондриальной интрогресии,
возникшее при межвидовой гибридизации самок
D. montana с самцами D. lacicola в Северной Аме-
рике, и одно событие замены Y-хромосомы при
межвидовой гибридизации самок D. montana с
самцами D. ezoana на Камчатке. В обоих случаях
межвидовая гибридизация произошла с участием
D. montana, что вероятно не случайно. Межвидо-
вую гибридизацию можно рассматривать как од-
но из проявлений геномной нестабильности у ви-
дов, находящихся в процессе видообразования.
Межвидовая гибридизация не только признак, но
и причина геномной нестабильности. Существо-
вание периода геномной нестабильности в пери-
од видообразования предсказывается теорией ви-
дообразования путем прерывистого равновесия
[15]. Перемещения мобильных элементов в гено-
ме – еще один признак геномной нестабильности
и процесса видообразования [16]. В случае
D. montana ovivororum выполняются оба условия,
необходимые для процесса видообразования. Ра-
нее мы получили данные о недавних перемещени-
ях ретротранспозона Tv1 в геноме евроазиатского
подвида D. montana [17]. Эти данные позволяют
предполагать наличие геномной нестабильности у
D. montana ovivororum и идущем у этого вида про-
цессе видообразования.

Работа выполнена при финансовой поддержке
проекта (АААА-А16-116111610180-3) “Изучение из-
менчивости автономных генетических элементов
насекомых и разработка маркеров нестабильности
генома” (Договор: 0112-2016-0001) и Программы
фундаментальных исследований Президиума РАН
“Биоразнообразие природных систем”, раздел
“Генофонды живой природы и их сохранение”.
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Comparative Analysis of the Variation of the BOLD Fragment of the Mitochondrial 
Gene cox1 and the Y Chromosome Gene kl-2 1-beta dynein heavy chain

in Drosophila virilis Species Group (Diptera: Drosophilidae)
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The species of Drosophila of the virilis group are one of the well-studied models of speciation and microevo-
lution. We conducted a comparative analysis of the variation of the marker genes of two nonrecombining re-
gions of the genome: the BOLD fragment of the mitochondrial gene cox1 and the fragment of dynein in order
to identify events of interspecific hybridization in 11 Drosophila species of the virilis group. We identified sin-
gle events of mitochondrial DNA transfer from Drosophila montana to Drosophila lacicola and Y chromosome
transfer from Drosophila ezoana to Drosophila montana. The probable connection of the modern speciation
process in Drosophila montana with genomic instability and interspecific hybridization in nature is discussed.

Keywords: mitochondrial introgression, interspecific hybridization, natural populations, mitochondrial DNA.
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