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В настоящий момент существуют трудности в идентификации пресноводных моллюсков родов
Anodonta и Pseudanodonta при использовании морфологических методов. В публикации рассмотрена
возможность применения для этих целей транскрибируемых спейсеров ITS1 и ITS2 в качестве молеку-
лярно-генетических маркеров. Было подтверждено, что данный молекулярный подход совместно с
морфологическими признаками позволяет установить видовую принадлежность представителей родов
Anodonta и Pseudanodonta.
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Моллюски родов Anodonta (Lamarck, 1799) и
Pseudanodonta (Bourguignat, 1877) относятся к
классу пресноводных двустворчатых, или пла-
стинчатожаберных, подсем. Anodontinae (беззубки)
из сем. Unionidae. Представители этих родов по-
всеместно распространены и могут быть найдены
как в водотоках, так и стоячих водах. Они выпол-
няют одну из основных ролей в пресноводных
экосистемах и являются важным звеном ком-
плекса организмов, участвующем в самоочище-
нии водных объектов (Шаплыгина и др., 2016).

Для идентификации двустворчатых моллюсков
используют преимущественно морфологический
метод, основанный на оценке общей формы ра-
ковины, ее выпуклости, положения наиболее вы-
ступающей точки боковой поверхности створки,
в некоторых случаях анализируют мягкое тело
(Богатов и др., 2005). Для моллюсков родов Ano-
donta и Pseudanodonta характерна значительная
морфологическая изменчивость (Klishko et al.,
2018), поэтому ошибки в идентификации пред-
ставителей этих родов всегда были проблемой для
исследователей. В таких случаях в дополнение к
общепринятым компараторным методам целесо-
образно применять молекулярно-генетические
подходы. При исследовании большинства биоло-
гических объектов необходимым этапом является
определение систематического положения особей,
так как неправильное определение видовой при-

надлежности может повлечь за собой ошибочные
выводы (Ворошилова, 2016).

В настоящее время существует широкий спектр
разнообразных молекулярных маркеров, которые
применяются для исследования полиморфизма
нуклеотидных последовательностей. Для мито-
хондриальной ДНК (мтДНК) эукариот характерна
высокая скорость накопления генетических замен
как у близкородственных видов, так и в пределах
одного вида (Ballard, Whitlock, 2004). На сего-
дняшний день нуклеотидные последовательности
участка первой субъединицы цитохром c-оксидазы
(COI) применяются в ДНК-баркодинге для иден-
тификации животных чаще, чем любой другой
митохондриальный ген (Hebert et al., 2003).

Митохондриальная ДНК эволюционирует (на-
капливает генетические замены) быстрее, чем
ядерная. При этом в ядерной ДНК стоит обратить
внимание на межгенные спейсеры ITS (Internal
Transcribed Spacers), которые являются некодиру-
ющими последовательностями и эволюционируют
существенно быстрее по сравнению с участками
рибосомального кластера (Baldwin et al., 1995; Al-
varez, Wendel, 2003). Различия длин внутренних
транскрибируемых спейсеров ITS1 и ITS2 связаны
с присутствием в них нуклеотидных вставок и де-
леций, что является удобным для исследований ди-
вергенции близкородственных организмов (Bar-
gues, Mas-Coma, 2005).

УДК 594/577
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Ранее на основе участков ITS1 и ITS2 были со-
зданы молекулярные определительные ключи для
пресноводных моллюсков Северо-Западной Ев-
ропы (Källersjö et al., 2005). Кроме того, была вы-
полнена молекулярная идентификации видов сем.
Unionidae при помощи анализа длин последова-
тельностей ITS1 после обработки специально по-
добранными рестриктазами (Gerke, Tiedemann,
2001; Zieritz et al., 2012).

Актуальность данной работы связана с тем, что
идентификация моллюсков родов Anodonta и
Pseudanodonta с помощью сравнения длин моле-
кулярных маркеров ITS1 и ITS2 существенно об-
легчит и ускорит этот процесс, и исключит необхо-
димость дорогостоящих операций по определению
нуклеотидных последовательностей (секвениро-
вание).

Задачами данной работы были оценка пригод-
ности использования длин нуклеотидных после-
довательностей транскрибируемых спейсеров
ITS1 и ITS2 для идентификации двустворчатых
моллюсков родов Anodonta и Pseudanodonta и срав-
нение длин участков ITS1 и ITS2 для некоторых ви-
дов родов Anodonta, Pseudanodonta, Unio и Sinanodonta.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В работе использованы сборы моллюсков от-
ряда Unionoida, выполненные в период с 2013 по
2016 год в водоемах различных бассейнов рек России
(табл. 1, рис. 1). В качестве объекта исследования
выступали двухстворчатые моллюски Anodonta
anatina (L., 1758), A. cygnea (L., 1758), Pseudanodonta
cf. complanata (Rossmässler, 1835) из трибы Ano-
dontini (Lopes-Lima et al., 2017). Для сравнения
были использованы виды A. beringiana (Midden-
dorf, 1851), Sinanodonta aff. woodiana (Lea, 1834),
S. ovata (Bogatov et Starobogatov, 1996) из того же
подсем. Anodontinae, но из другой трибы Cristari-
ini (Lopes-Lima et al., 2017). Кроме того, для срав-
нения использованы представители соседнего
подсем. Unionidae: Unio tumidus (Retzius, 1788) и
U. pictorum (L., 1758). Ткани исследуемых образ-
цов зафиксированы в 96%-ном этиловом спирте
и хранятся в коллекции “Российского музея цен-
тров биоразнообразия” на базе ФИЦКИА РАН.
Выборка представителей A. anatina более много-
численная, включает 26 особей; также исследованы
шесть особей A. cygnea. Вид P. cf. complanata – ред-
кий и охраняемый, поэтому в данном исследовании
представлен только двумя особями. В качестве
дополнения данных по длине транскрибируемых
спейсеров ITS1 и ITS2 включены данные из базы
NCBI GenBank1.

Выделение тотальной клеточной ДНК из тканей
пресноводных моллюсков осуществлено с приме-

1 http://www.ncbi.nlm.nih.gov

нением фенол-хлороформной экстракции (Sam-
brook et al., 1989). Амплификация последователь-
ностей проведена при помощи праймеров ITS1F
и ITS1R (White et al., 1996) для ITS1, LT1F (Bargues
et al., 2001) и ITS4R (White et al., 1996) для ITS2,
LCO1490 и HCO2198 (Folmer et al., 1994) для COI.
ПЦР-смесь содержала около 200 нг ДНК, 10 пмоль
каждого из праймеров, 2.5 мкл Taq-буфера (с 10 ×
× 2 ммоль MgCl2), 200 мкмоль каждого из dNTP,
0.8 единиц Taq ДНК-полимеразы (НПО “Сиб-
Энзим”, Россия). Реакционная смесь была дове-
дена деионизированной водой до объема 25 мкл.
Амплификация участков включала в себя этап
первоначальной денатурации ДНК – 95°С, 5 мин;
затем 31–37 циклов синтеза фрагмента ДНК:
95°С – 45 с, 57°С (для ITS1) и 50°С (для ITS2 и
COI) – 40 с, 72°С – 50 с; а также этап окончатель-
ной элонгации цепи – 72°С, 5 мин.

Определение генетических последовательностей
фрагмента гена COI у всех исследуемых образцов дву-
створчатых моллюсков осуществлено при помощи
автоматического секвенатора (ABI PRISM® 3730,
Applied Biosystems) с использованием набора реа-
гентов ABI PRISM® BigDye™ Terminator v. 3.1.
(ЦКП “Геном”, ИМБ РАН). Полученные после-
довательности гена COI были проанализированы
в программе BLAST NCBI для определения видо-
вой принадлежности образцов моллюсков.

Рибосомальный кластер эукариот имеет в своем
составе два внутренних транскрибируемых спей-
сера – ITS1 и ITS2, которые разделяют в рибосом-
ной ДНК гены 18S, 5.8S и 28S РНК (White et al.,
1996; Källersjö et al., 2005). Данные последователь-
ности представляют собой объединение ядерных
генов, которые располагаются в виде тандемных
повторов (рис. 2).

Поскольку подобранные праймеры отжигают-
ся на последовательностях рибосомальных генов
(ITS1F на 18S рРНК, ITS1R на 5.8S рРНК, а LT1F
на 5.8S рРНК, ITS4R на 28S рРНК), то амплифи-
цированные последовательности ITS1 и ITS2 со-
держат участки рибосомальных генов.

Определение длин нуклеотидных последова-
тельностей ITS1 и ITS2 осуществлено с помощью
системы автоматического капиллярного электро-
фореза Experion™ (Bio-Rad, США) с использова-
нием чипа 1K Analysis Kit согласно прилагаемым
инструкциям. В него вносили по 11 образцов сов-
местно с маркерной линейкой, имеющей диапазон
15–1500 п.н.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Для того чтобы найти истинный размер ам-

плифицированных участков ITS1 и ITS2 для каж-
дого отдельного вида, был определен размер рибо-
сомальных генов 18S, 5.8S и 28S рДНК путем срав-
нения с нуклеотидными последовательностями
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JX081669, GU471863, KJ740491 из базы GenBank.
Из полученных последовательностей ITS1 и ITS2
вычли длину рибосомальных генов, которые были
амплифицированы совместно с внутренними

транскрибируемыми спейсерами. Длина данных
участков составила: для ITS1 – 40 п.н. при отжиге
праймера ITS1F на 18S рРНК и 52 п.н. при отжиге
праймера ITS1R на 5.8S рРНК; для ITS2 – 18 п.н.

Таблица 1. Список секвенированных и проанализированных последовательностей COI двустворчатых моллюсков

Вид Бассейн реки Номер образца по каталогу Номер в GenBank

Anodonta anatina Индига biv 156/1 KY328448
biv 156/2 KY328449

Волга biv 157/1 KY328453
Верхняя Ангара biv 158/1 KY328455
Юг biv 162 KY328458
Онега biv 164/1 KY328459
Северная Двина biv 168/2 KY328461
Таз biv 173/1 KY328466
Волга biv 174/1 KY328469
Кереть biv 189/1 KY328471
Селенга biv 190/2 KY328474
Кубань biv 192 KY328479
Москва biv 194/4 KY328480

biv 194/5 KY328481
Обь biv 198/1 KY328483

biv 198/2 KY328484
Лена biv 199/1 KY328488

biv 199/2 KY328489
Печора biv 206/1 KY328493
Дон biv 208/3 KY328496
Ока biv 209 KY328497
Печора biv 210/1 KY328498

biv 210/3 KY328499
Северная Двина IEPN 669/2 KY328502
Кулой IEPN 670/1 KY328505
Северная Двина 1HH KY328509

Anodonta cygnea Москва biv 194/1 MK034153
biv 194/2 MK034154
biv 204/1 MK034157
biv 204/3 MK034158

Преголя biv 207/1 MK034159
biv 207/3 MK034160

Pseudanodonta
cf. complanata

Хопер biv 195/1 MK034155
biv 195/2 MK034156

Anodonta beringiana Авача biv 169 MK034152
Sinanodonta aff. woodiana Енисей biv 191/2 KY978735

biv 191/5 KY978738
Sinanodonta ovata biv 191/1 KY561633
Unio tumidus Северная Двина IEPN 669/6 MK034161
Unio pictorum 3НН MK034162
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Рис. 1. Карта с точками сбора двустворчатых моллюсков.
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при отжиге праймера LT1F на 5.8S рРНК и 57 п.н.
при отжиге праймера ITS4R на 28S рРНК (рис. 2).

Из анализа амплифицированных спейсеров
ITS1 и ITS2 следует, что эти последовательности
варьируют по длине (табл. 2). Можно заметить,
что диапазоны длин последовательностей ITS2
P. cf. complanata (от 310 до 321 п.н.), A. cygnea (от
315 до 329 п.н.), A. anatina (от 321 до 343 п.н.) име-
ют перекрывающие области, однако длина ITS1
значительно отличается: P. cf. complanata (от 462
до 464 п.н.), A. cygnea (от 448 до 449 п.н., от 470 до
472 п.н.), A. anatina (от 495 до 527 п.н.) – что поз-
воляет отличить данные виды. По длине ITS1 для

пресноводных моллюсков видов U. tumidus (315 п.н.)
и U. pictorum (333 п.н.) можно предположить, что
особи первого вида относятся либо к P. cf. compla-

nata (от 310 до 321 п.н.), либо к A. cygnea (от 310 до
329 п.н.), а второго вида – к A. anatina (от 321 до
343 п.н.), однако данное предположение опровер-
гает интервал последовательностей ITS2. А длина
транскрибируемого спейсера ITS2 представите-
лей вида S. ovata (273 п.н.) входит в диапазон ана-
логичного участка для S. aff. woodiana (от 273 до
282 п.н.), но отличается по участку ITS1: S. ovata

(496 п.н.), S. aff. woodiana (502 п.н.).

Рис. 2. Локализация праймеров на рибосомальном кластере и размер рибосомальных генов, амплифицированных
совместно с ITS1 и ITS2.
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Таблица 2. Каталожные номера образцов двустворчатых моллюсков и длина амплифицированных последова-
тельностей ITS1 и ITS2

Вид
Номер

образца 
по каталогу

ITS1 (п.н.) ITS2 (п.н.)

длина диапазон длина диапазон

Anodonta anatina biv 156/1 497 495–527 338 321–343
biv 156/2 495 338
biv 157/1 499 342
biv 158/1 502 321
biv 162 504 338
biv 164/1 504 335
biv 168/2 504 335
biv 173/1 509 333
biv 174/1 508 334
biv 189/1 524 333
biv 190/2 527 334
biv 192/1 514 339
biv 194/4 518 336
biv 194/5 521 343
biv 198/1 509 338
biv 198/2 504 338
biv 199/1 506 336
biv 199/2 512 338
biv 206/1 512 338
biv 208/3 517 343
biv 209 517 340
biv 210/1 507 340
biv 210/3 505 339
IEPN 669/2 499 337
IEPN 670/1 517 335
1HH 508 341

Anodonta cygnea biv 194/1 449 448–449
470–472

325 315–329

biv 194/2 448 320
biv 204/1 472 327
biv 204/3 470 329
biv 207/1 471 325
biv 207/3 470 315

Pseudanodonta cf. complanata biv 195/1 462 462–464 321 310–321
biv 195/2 464 310

Anodonta beringiana biv 169 479 479 266 266
Sinanodonta aff. woodiana biv 191/2 502 502 273 273–282

biv 191/5 502 282

Sinanodonta ovata biv 191/1 496 496 273 273

Unio tumidus IEPN 669/6 448 448 315 315

Unio pictorum 3НН 416 416 333 333
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Если принимать во внимание перекрывание длин
последовательностей ITS1, то можно предположить,
что особи вида S. ovata (496 п.н.) и S. aff. woodiana
(502 п.н.) могут относиться к виду A. anatina (от
495 до 527 п.н.), однако это утверждение не верно,
поскольку длины последовательностей ITS2 ва-
рьируют у пресноводных моллюсков вида A. ana-
tina в других пределах (от 321 до 343 п.н.), что не
характерно для особей вида S. ovata (273 п.н.) и
S. aff. woodiana (от 273 до 282 п.н.).

Наши данные по длинам последовательностей
спейсеров ITS1 и ITS2 позволяют расширить ин-
тервалы значений, установленные в предыдущем
исследовании этих видов (Källersjö et al., 2005).
В ходе исследования нами было выявлено и учтено,
что полученные ранее последовательности спей-
серов (Källersjö et al., 2005) были выравнены не-
корректно и, следовательно, имеют другую длину.
Согласно современным данным, путем сравне-

ния с последовательностями JX081669, GU471863,
KJ740491 из базы GenBank нами были рассчитаны
интервалы транскрибируемых спейсеров ITS1 и
ITS2 для идентификации двустворчатых моллюсков
(табл. 3). Полученные данные были объединены с
результатами предыдущих исследований (Källersjö
et al., 2005) и представлены в сводной табл. 4 и на
рис. 3. При анализе последовательностей спейсера
ITS2 для моллюсков родов Anodonta и Sinanodonta
видно, что длины амплифицированных последо-
вательностей существенно отличаются, что поз-
воляет их идентифицировать (рис. 3). Моллюски
вида P. cf. complanata достоверно отличаются от
особей других видов длиной спейсера ITS1, а ин-
тервалы, полученные для моллюсков P. complanata,
пересекаются с таковыми у A. anatina (по ITS1 и
ITS2), что свидетельствует о том, что использование
спейсеров не во всех случаях позволяет корректно
определить видовую принадлежность этих мол-

Таблица 3. Данные для длин амплифицированных последовательностей ITS1 и ITS2 согласно современным
данным JX081669, GU471863, KJ740491 из GenBank

Вид Номер в 
GenBank

ITS1 (п.н.) ITS2 (п.н.)

длина диапазон длина диапазон

Anodonta anatina DQ060177 511 511–513 345 345
DQ060178 511 345
DQ060179 511 345
DQ060180 513 345
DQ060181 512 345

Anodonta cygnea DQ060185 486 480–486 335 335–339
DQ060186 480 339

Pseudanodonta 

complanata

DQ060182 494 494–495 335 335
DQ060183 495 335
DQ060184 494 335

Unio tumidus DQ060191 450 450 341 341
DQ060192 450 341

Unio pictorum DQ060189 434 434 335 335
DQ060190 434 335

Unio crassus DQ060187 423 423–424 323 323–324
DQ060188 424 324

Таблица 4. Сводные данные для длин амплифицированных последовательностей ITS1 и ITS2

Примечание. * по: Källersjö et al., 2005.

Вид ITS1 (п.н.) ITS2 (п.н.)

Anodonta anatina 495–527 495–527 321–343 321–345
511–513* 345*

Anodonta cygnea 448–449
470–472

448–449
470–486

315–329 315–339

480–486* 335–339*
Anodonta beringiana 479 479 266 266
Pseudanodonta complanata 494–495* 494–495* 335* 335*
Pseudanodonta cf. complanata 462–464 462–464 310–321 310–321
Sinanodonta aff. woodiana 502 502 273–282 273–282
Sinanodonta ovata 496 496 273 273
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люсков. В таких ситуациях для точной идентифи-
кации вида необходимо осуществлять ДНК-бар-
кодинг или рестрикционный анализ с использо-
ванием эндонуклеазы рестрикции Hinfl (Zieritz et al.,
2012).

Полученные данные по транскрибируемым
спейсерам ITS1 и ITS2 показывают, что у пресно-
водных моллюсков родов Anodonta и Pseudanodonta
в разных частях ареала наблюдается не только
морфологическая изменчивость, но и генетиче-
ский полиморфизм.

Для подтверждения достоверности предлагаемого
метода идентификации у всех исследуемых образцов
двустворчатых моллюсков предварительно были
определены генетические последовательности
фрагмента гена COI. Различия полученных по-
следовательностей, в сравнении с представлен-
ными в базе GenBank, не превысили 0.5% для всех
исследуемых образцов моллюсков, кроме особей
P. cf. complanata. Исследуемые образцы моллюс-
ков P. cf. complanata, собранные в р. Хопер (бас-
сейн р. Дон), отличаются от последовательностей

гена COI P. complanata, задепонированных в базе
данных GenBank, на 2%. Это свидетельствует о
том, что данный вид является сестринским видом
по отношению к P. complanata. Данные по депо-
нированию последовательностей гена COI в базе
GenBank представлены в табл. 1.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Проведенное исследование показало, что сов-
местное определение длин транскрибируемых
спейсеров ITS1 и ITS2 может служить качествен-
ным маркером для определения видового статуса
представителей родов Anodonta и Pseudanodonta,
за исключением случаев идентификации видов
P. complanata и A. anatina, которые легко могут
быть идентифицированы морфологически или с
применением рестрикционного анализа. Следова-
тельно, молекулярно-генетические методы спо-
собны эффективно дополнить классические под-
ходы в определении двустворчатых моллюсков.

Рис. 3. Схема длин транскрибируемых спейсеров ITS1 и ITS2 для представителей родов Anodonta, Pseudanodonta и
Sinanodonta.
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Presently, there are difficulties in freshwater mussels’ identification of the genera Anodonta and Pseudanodon-
ta by morphological methods. Here we discuss the usage of internal transcribed spacers ITS1 and ITS2 as ge-
netic markers for these purposes. As a result, it was confirmed that this molecular approach, together with
morphological characters, makes it possible to distinguish species within the genera Anodonta and Pseudan-
odonta.
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