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Разработана система праймеров и оптимизированы условия ПЦР для амплификации митохондри-
ального генома северного оленя Rangifer tarandus. Получены последовательности полного митохон-
дриального генома домашнего и дикого оленя из Ненецкого автономного округа. Сравнение двух
данных геномов с уже известными двумя митохондрионами домашних оленей из Китая и Японии
выявило всего 160 полиморфных сайтов во всех этих выборках. Обнаружены уникальные аллели как
для диких, так и домашних оленей Ненецкого автономного округа. Таким образом, разработанная
методика позволяет получить новую информацию для филогеографии и изучения генетического
разнообразия пород северного оленя, охватывая изменчивость по неизученным для северного оле-
ня митохондриальным маркерам, таким как ND1–ND6 и ATP6, ATP8.
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Генетике северного оленя Rangifer tarandus по-
священо множество исследований, затрагиваю-
щих проблемы консервации географических по-
пуляций [1, 2], определения потока генов между
дикими и домашними формами [3, 4], генетиче-
ского разнообразия отдельных пород и популя-
ций [5, 6]. В большинстве работ использовались
микросателлитные маркеры, либо отдельные ре-
гионы митохондриального генома.

Участки митохондриального генома широко
используются в качестве маркеров для филогенети-
ки и баркодинга, а также для изучения внутривидо-
вой изменчивости. Для такого рода исследований
мтДНК очень удобна из-за ее высокой копийности,
что улучшает успешность амплификации при не-
большом количестве ДНК. Последовательность ге-
нов в митохондрионе консервативна у животных,
что облегчает подбор и использование праймеров
для разных групп животных. В то же время в
мтДНК есть достаточное количество замен для
определения различий как особей внутри вида,
так и на уровне семейств. Особенно при использова-
нии маркеров с разной скоростью накопления за-
мен, таких как первая субъединица цитохромокси-
дазы (COI) и D-петля. Несмотря на обнаруженные
недостатки – отклонение от нейтральности, от-

клонения в скоростях эволюции у отдельных так-
сонов, ядерные копии митохондриальных генов
[7], а также на увеличение доли исследований, ис-
пользующих полногеномное секвенирование –
мтДНК не утратила своей роли одного из основ-
ных маркеров в популяционной генетике.

Большинство популяционно-генетических ис-
следований северного оленя проводилось на еди-
ничном маркере, в основном D-петле контрольного
региона, cytb, COI или COII, либо на комбинации
из приведенных маркеров [3–9]. Использование
полных митохондриальных геномов же позволяет
объединить гаплотипы отдельных маркеров в
единые гаплогруппы митохондрионов, сократив
их количество, и дополнить информацией о по-
лиморфизме неизученных участков мтДНК. Ис-
пользование полных митохондриальных геномов
позволило прояснить происхождение отдельных
линий крупного рогатого скота и с большим раз-
решением уточнить их популяционную историю
[10, 11]. В настоящее время известны митохондрио-
ны двух северных оленей – эвенкийского оленя из
Аолугуя, Китай [12, GenBank KM506758.1] и оленя
из Хоронобе, Япония (Wada et al., неопубликован-
ные данные, GenBank AB245426.1). В данных рабо-
тах были использованы праймеры для Arborophila ru-
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fipectus и сычуаньской куропатки [13], что может
затруднить их использование для популяционно-
генетических исследований с использованием
высокопроизводительного секвенирования из-за
недостаточной специфичности. Поэтому нами была
разработана система праймеров для амплификации
мтДНК для последующего секвенирования.

Мы разработали систему из пяти пар прайме-
ров (табл. 1) и опробовали ее на 120 образцах вы-
щипов с относительно деградировавшей ДНК
(условия хранения: температура 0–10°C, срок хра-
нения 1–2 года), и 24 образца из свежезаморожен-
ных образцов. Для фрагментов L_2915-R_8934 и
L_8328-R_13977 амплификация произошла только в
половине свежих образцов и в четверти образцов с
деградировавшей ДНК, скорее всего, из-за большей
длины (5649 и 6019 пн соответственно). Объем
смеси для ПЦР составил 25 мкл, из них: 2 мкл –
10× Encyclo буфер (Encyclo Plus PCR kit, Евроген,
Россия), 0.4 мкл dNTP 50×, 0.4 мкл Hot Taq-поли-
мераза 50×, 2× 0.04 мкл праймеры, 17.12 мкл dd
H2O и 5 мкл экстракта ДНК образца.

Два образца дикого и домашнего оленя из Не-
нецкого автономного округа были отсеквениро-
ваны на платформе Illumina Mi Seq. Полученные
чтения были выровнены на геном оленя из Хороно-
бе с помощью bowtie 2 [14] и собраны, используя из-
вестный геном в качестве референса. Последова-
тельности митохондриального генома дикого и до-
машнего оленя из Ненецкого автономного округа
депонированы в базе данных GenBank под иден-
тификаторами MT753444 и MT726040 соответ-
ственно. Полученные нами митохондриальные
геномы были выровнены с геномами северных
оленей из Аолугуя и Хоронобе, а также c геномом
Cervus elaphus (GenBank KP172593.1) с помощью
MAFFT [15]. Также были получены из базы дан-
ных GenBank данные по отдельным митохондри-

альным маркерам: COI, cytb, контрольному реги-
ону [9, 16–20], и выровнены отдельно для каждо-
го маркера. Подсчет числа полиморфных сайтов
и нуклеотидного разнообразия осуществлялся с
помощью DnaSP [21].

Филогенетический анализ полных митохон-
дрионов R. tarandus с помощью Mr. Bayes выявил
родство домашнего оленя из Ненецкого АО и
эвенкийского оленя из Аолугуя (рис. 1,а). Геном
оленя из Хоронобе находится дальше от осталь-
ных митохондрионов, однако обладает общими
аллельными вариантами с диким оленем из Не-
нецкого АО в 11 полиморфных сайтах (рис 1,б). В
78 полиморфных сайтах из 160 эвенкийский и не-
нецкие олени обладают общими аллельными ва-
риантами.

Прочитанных полных митохондриальных ге-
номов R. tarandus на данный момент недостаточ-
но, чтобы выявить большую долю генетической
изменчивости, обнаруженную в предыдущих ис-
следованиях с использованием последовательно-
стей цитохрома b, контрольного региона и COI
(табл. 2). Однако полученные нами данные поз-
воляют судить о том, как распределены поли-
морфные сайты по митохондриальному геному
R. tarandus (рис. 1,в и табл. 2). На основании дан-
ных по большему числу митохондрионов возмож-
но объединить гаплотипы маркеров, быстро на-
капливающих замены (D-петля и цитохром b) в
гаплогруппы, учитывая информацию по более
“медленным” маркерам, в том числе не изучен-
ным для R. tarandus (таким как вторая и третья
субъединицы цитохромоксидазы, NADH-дегид-
рогеназы и АТФазы). Наблюдаемая изменчи-
вость по NADH-дегидрогеназам и АТФазам (рис.
1,в) может служить материалом для отбора к кли-
матическим условиям или к высоким широтам,

Таблица 1. Разработанная система праймеров для амплификации полного митохондриона R. tarandus и эффек-
тивность амплификации для хорошо сохранившейся и деградировавшей мтДНК
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L_1324 gctaagtaccccgaaaccagacgagc R_5458 gttggcccagttcagcacggattagt 100 83.3 62.7
L_2915 gccattacgacctgccacatcctcaa R_8934 ggggcaaggcttgagtggtaaaatgc 50 22.7 62
L_8328 acacccgctccattaattcccatgct R_13977 agtggtggggttggttgtggaattgt 62.5 20.8 64
L_10802 ggccttcacctctgactacccaaagc R_14930 ctggggtgtagttgtctgggtctcct 95.8 87.5 64
L_15394 tcaacacccaaagctgaagttctaatt R_1349 gctcgtctggtttcggggtacttagc 100 100 55.9
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как это раньше наблюдалось на материале других
млекопитающих [22, 23].

Разработанная система праймеров позволяет
упростить задачу секвенирования митохондри-
альных геномов R. tarandus для изучения их попу-

ляционной истории и демографии, а также адап-
тационных процессов. В дальнейших исследова-
ниях данная система будет оптимизирована для
получения более устойчивой амплификации на
фрагменте L_2915–R_8934 и использована для

Рис. 1. Анализ полиморфизма мтДНК для полных геномов и данных из GenBank по отдельным маркерам. а – фило-
гения четырех особей R. tarandus с известными последовательностями митохондриальных геномов; б – число уникаль-
ных аллелей для каждого из полных митохондрионов и число общих аллелей для двух и трех особей; в – доля поли-
морфных сайтов на маркер для полных митохондрионов (отмечено серым) и для выборок по отдельным маркерам,
взятым из GenBank.
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Таблица 2. Нуклеотидное разнообразие (π) для некоторых митохондриальных маркеров R. tarandus

Примечание. Для значений π по данным предшествующих работ указаны последовательности в GenBank по состоянию на
декабрь 2019 г.

16S rRNA ND2 COI COII ND5 ND6 cytB D-петля

Полный митохондрион
(n = 4)

0.00118 0.00575 0.00475 0.00438 0.00394 0.00758 0.00715 0.0141

Отдельные маркеры
(по данным из GenBank)

0.00272
(n = 5)

– 0.00425
(n = 183)

– – – 0.05906
(n = 395)

0.02795
(n = 1831)
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секвенирования накопленного материала по рос-
сийским диким и одомашенным популяциям се-
верного оленя.

Данная работа была поддержана грантом РФФИ
№ 17-29-08003.

Все применимые международные, националь-
ные и/или институциональные принципы ухода
и использования животных были соблюдены.

Авторы заявляют, что у них нет конфликта ин-
тересов.
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Primer System for Reindeer (Rangifer tarandus) Mitochondrial Genome Sequencing
I. V. Artyushina, b, E. A. Konorova, c, *, K. A. Kurbakova, c, and Y. A. Stolpovskya
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cGorbatov Federal Research Center for Food Systems of Russian Academy of Sciences, Moscow, 109316 Russia
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In our study we developed primer system and optimized PCR protocol for amplification of reindeer (Rangifer
tarandus) mitochondrial genome. We sequenced and assembled two mitochondrial genomes of wild and do-
mestic reindeer from Nenets Autonomous Okrug. These two genomes were compared with known sequenced
mitochondriomes of domestic reindeers from Aoluguya (China) and Horonobe (Japan). Amongfound 160
polymorphic sites some of them has private alleles for domestic and wild reindeer from Nenets Autonomous
Okrug. Developed system helps to provide new information for phylogeographic and genetic variation studies
of reindeer and to add data from unexamined for reindeer mitochondrial marker such as ND1–ND6 и ATP6,
ATP8.

Keywords: Rangifer tarandus, mitochondrial genome, polymorphism.
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