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Rutilus rutilus (L.) И ЛЕЩА Abramis brama (L.) В РАННЕМ ОНТОГЕНЕЗЕ
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В первом поколении межродовых гибридов плотвы Rutilus rutilus L. и леща Abramis brama L. ранее
установлено нарушение кодоминантного наследования ядерного маркера ITS1 рибосомной ДНК
(рДНК) с фиксацией одного родительского варианта. При сравнении реципрокных скрещиваний
показано, что гомозиготы регистрируются со стадии гаструлы и на всех последующих стадиях эм-
брионального развития только в скрещивании самка лещ × самец плотва, что указывает на нереци-
прокный характер потери фрагмента ITS1 и на влияние ядерно-цитоплазматических взаимодей-
ствий. При этом изменения затрагивают рДНК гибрида, переданную как от самца, так и от самки.
На стадии сеголетка отмечается снижение числа гомозигот лещ × плотва с доминированием вари-
анта ITS1 самки леща, что может свидетельствовать о низкой жизнеспособности данных особей.
В случае фиксации ITS1 плотвы, что установлено у гибридной самки ♀AR (A. brama × R. rutilus),
можно отметить жизнеспособность, фертильность и доминирование ряда морфологических при-
знаков плотвы у особи данного генотипа. Генотип ♀AR подтвержден, по анализу расщепления, в
потомстве возвратных скрещиваний с самцами плотвы и леща. Предполагается, что отсутствие ам-
плификации одного из родительских фрагментов ITS1 связано с высоким уровнем полиморфизма
ITS1-региона у леща и у гибридов лещ × плотва, что установлено ранее, и с различием регуляторных
механизмов родительских геномов. Обсуждаются возможные причины различной изменчивости
ITS1 рДНК у гибридов в реципрокных скрещиваниях.
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ВВЕДЕНИЕ
Мультигенное семейство ядерной рДНК наи-

более часто используется при изучении послед-
ствий межвидовой гибридизации (Buckler et al.,
1997), которая в свою очередь нередко определя-
ется как наиболее существенный фактор эволю-
ции рДНК (Skalická et al., 2003; Robles et al., 2005),
поскольку потенциально может вызывать более
значимые перестройки генома и быструю его ре-
организацию, чем дупликации генов или всего ге-
нома (Song et al., 1995; Mable, 2013). Гены рРНК
сгруппированы в длинные тандемные повторы.
Общее число повторов и уровень транскрипции
рибосомных генов видоспецифичны, что контро-
лируется РНК-полимеразой I (Kobayashi et al.,
1998). Каждая транскрипционная единица рДНК
состоит из трех генов (18S, 5.8S, 28S), разделен-
ных двумя внутренними транскрибируемыми
спейсерами (ITS1 и ITS2). Считается, что гибри-
дизация и полиплоидия способствуют неполной
реализации механизмов согласованного развития

тандемных повторов рДНК (Campbell et al., 1997),
которые обеспечивают гомогенизацию (идентич-
ность) нуклеотидной последовательности всех
транскрипционных единиц рДНК внутри генома,
популяции, вида (Hillis, Dixon, 1991). Вследствие
этого в первом поколении межвидовых гибридов
(F1) животных и растений наблюдаются суще-
ственные отклонения в наследовании рДНК, а
также такие перестройки генетического материа-
ла, когда строение геномов не занимает промежу-
точного положения и отличается от обоих роди-
тельских видов (Владыченская, Кедрова, 1982;
Челомина и др., 2008). У гибридов отмечают по-
вышение нуклеотидного полиморфизма как кон-
сервативного компонента 18S рРНК (Челомина
и др., 2008; Krieger, Fuerst, 2004), так и более ва-
риабельного внутреннего транскрибируемого
спейсера ITS (Луданный, 2008; Campbell et al.,
1997; Pereira et al., 2014) даже при отсутствии из-
менчивости у родительских видов (Arnheim et al.,
1982). На функциональном уровне взаимодей-
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ствие между родительскими локусами рДНК в ги-
бридах приводит к сайленсингу (дифференциаль-
ной транскрипции генов), известному как ядер-
ное доминирование (Navashin, 1934; Volkov et al.,
2007).

Из-за тандемного характера строения кластер
рибосомных генов в большей степени подвержен
рекомбинации (Kobayashi, 2006). Результатом ре-
комбинации могут быть точечные мутации, встав-
ки/делеции, перестройки и обмен повторами, что
изменяет размер генома, длину спейсерных
участков и оказывает влияние на длительность
клеточного цикла, скорость развития и диффе-
ренциальную активность генов (Беннетт, 1986;
Navashin, 1934; Cluster et al., 1987). При этом из-за
важной роли рДНК в биогенезе рибосом геном-
ная стабильность массива тандемных повторов
строго контролируется (Gangloff et al., 1996), если
происходят удаления или вставки повторов, в
большинстве случаев организм способен восста-
навливать их число к уровню дикого типа (Rod-
land, Rassell, 1982; Kobayashi, 2006). В случае фик-
сации мутации неменделевский способ наследо-
вания, характерный для мультигенных семейств,
способствует ее распространению в пределах ге-
нома, популяции и вида (Доувер и др., 1986), что
свидетельствует о возможности быстрой геном-
ной эволюции при интрогрессивной гибридиза-
ции (Pereira et al., 2014).

Межродовые гибриды плотвы Rutilus rutilus L.
(Cyprinidae) и леща Abramis brama L. (Cyprinidae)
жизнеспособны как в первом, так и в последую-
щих поколениях и представляют собой удобную
модель для изучения процессов реорганизации
генома на уровне рДНК в связи с высоким уров-
нем дивергенции геномов родительских видов
(Bianco et al., 2004; Ocalewicz et al., 2004). Размер
генома леща, который у эукариот положительно
коррелирует с количеством копий рДНК (Proko-
powich et al., 2003) и генетической изменчивостью
(Pierce, Milton, 1980), превышает геном плотвы в
1.3 раза (Гинатулин, 1984; Gregory, 2013). При
одинаковом количестве хромосом эта разница
указывает на то, что для регуляторной функции у
леща доступны большие количества повторяю-
щейся ДНК, чем у плотвы, что может способство-
вать большему разнообразию повторов как регу-
ляторных элементов (Olmo, 2006).

Действительно, последовательности ITS1
рДНК плотвы и леща демонстрируют генетиче-
скую неоднородность индивидуальных копий,
при этом изменчивость в большей степени выра-
жена у леща и гибридов лещ × плотва, чем у плот-
вы и гибридов плотва × лещ (Луданный, 2008;
Wyatt et al., 2006). В дополнение к двум (А и В) ти-
пам ITS1-последовательности леща из Англии
(Wyatt et al., 2006) в геноме волжского леща най-
дено несколько уникальных, значительно дивер-

гировавших копий ITS1, что позволяет предпола-
гать существование третьей линии (Луданный,
2008). Высокий уровень разнообразия гаплоти-
пов в ITS-участке может быть связан с наличием
у диплоидного леща скрытых разрывов в 10% эво-
люционно-консервативного компонента 28S
рРНК. Считается, что разрывы способствуют
ранней деградации рРНК, снижая тем самым
синтез белка и противодействуя вредным послед-
ствиям увеличения количества ядерной ДНК в
ходе эволюции. Разрывы в компонентах 28S и 18S
рРНК при разрушении вторичной структуры
приводят к появлению строго определенных
фрагментов РНК. Опыты по конкурентной ги-
бридизации немеченых фрагментов РНК и мече-
ных 125I 28S и 18S рРНК с общей ДНК показали,
что рРНК и минорные компоненты РНК закоди-
рованы в одном и том же участке ДНК (Лейпольдт,
Шмидтке, 1986). С учетом того, что вторичная
структура образующейся РНК определяет неслу-
чайный характер мутационного процесса в ITS-
участке (Аксенов, Спиридонов, 2013), наличие
разрывов может иметь к этому процессу непо-
средственное отношение.

Для идентификации природных гибридов
плотвы и леща с учетом известных гаплотипов ра-
нее разработаны видоспецифические праймеры
(Wyatt et al., 2006). При использовании данного
набора праймеров в потомстве эксперименталь-
ных гибридов лещ × плотва нами установлено от-
сутствие амплификации одного из родительских
ITS1 рДНК в раннем развитии (Слынько, Стол-
бунова, 2010). В настоящей работе проведен срав-
нительный анализ наследования ITS1 рДНК в
потомствах реципрокных экспериментальных
скрещиваний (лещ × плотва, плотва × лещ) на
стадиях раннего онтогенеза и сеголетка (0+), что-
бы оценить вклад цитоплазматической наслед-
ственности, а также у гибридов возвратных скре-
щиваний, которые получены от гибридной гомо-
зиготной самки лещ × плотва. На данном этапе
нам не известна причина подавления синтеза од-
ного из родительских фрагментов в первом поко-
лении гибридов плотвы и леща, но использова-
ние методов гибридологического и морфологиче-
ского анализов, несомненно, предоставляет
больше информации о данном явлении.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Гибриды первого поколения (F1) получены в

реципрокных межвидовых скрещиваниях: лещ ×
× плотва (AR – ♀A. brama × ♂R. rutilus, ♀A1 × ♂R1,
♀A2 × ♂R2, ♀A3 × ♂R3) и плотва × лещ (RA –
‒ ♀R. rutilus × ♂A. brama, ♀R1 × ♂A1, ♀R2 × ♂A2).
Для проведения скрещиваний использовали по-
ловые продукты самок и самцов R. rutilus и A. bra-
ma (возраст 4+) V стадии зрелости, выловленных
в начале мая во время нереста в Рыбинском вдхр.
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(Ярославская обл., Россия). Два потомства бэк-
кроссов (Fb) получены в скрещиваниях ♀AR с ♂R
и ♂A. Гибридная самка получена в эксперименте
и выращена до половозрелого состояния. Поло-
вые продукты самки были разделены на две ча-
сти; одну часть смешивали со спермой самца
плотвы, другую часть со спермой самца леща.
Оплодотворение проведено сухим способом по
стандартной рыбоводной методике (Рябов, 1981).
После отбора половых продуктов производите-
лей нумеровали и замораживали, а оплодотво-
ренную икру помещали в отдельные кристалли-
заторы (диаметр 50 см, высота 15 cм) с водой из
водохранилища, по 2500–3000 икринок в каж-
дом, где выдерживали до полного рассасывания
желточного мешка. Инкубация икры осуществ-
лялась в условиях постоянного водообмена
(смена воды 3 раза в сутки), контроля концен-
трации кислорода, кислотности и температуры.
Средняя температура воды во время инкубации
эмбрионов была приближена к природным усло-
виям и составляла 17.5 ± 1.5°C (М ± m). Выживае-
мость контролировали на стадиях личинки (по-
сле выклева и поздней бластулы) и сеголетка 0+,
что опубликовано ранее (Слынько, Слынько,
2010). Успех оплодотворения определялся глав-
ным образом качеством половых продуктов. Со
стадии смешанного типа питания личинок под-
кармливали диким планктоном, затем помещали
в открытые выростные пруды (n = 600 на площадь
600 м2) с предварительной акклимацией. Потом-
ство каждого скрещивания содержалось в отдель-
ном пруду с мая по октябрь. После спуска воды не
менее 200 сеголетков (0+) каждого скрещивания
получено и заморожено.

ДНК выделяли из скелетных мышц методом
фенол-хлороформной экстракции (Mathew, 1984) у
производителей плотвы и леща (n = 14), у половозре-
лых гибридных самок и самцов F1 (лещ × плот-
ва, n = 8 и плотва × лещ, n = 6), у сеголетков ре-
ципрокных гибридов F1 (n = 81) и Fb (n = 86), а
также из икры (n = 10), эмбрионов (n = 59) и ли-
чинок (n = 90). В скрещиваниях ♀A × ♂R (33 шт.)
и ♀R × ♂A (34 шт.) отбор проб производили по
стадиям раннего развития: неоплодотворенной
икры (НИ), дробления – 40 мин после оплодо-
творения (ДР), морулы (М), гаструлы (Г), эмбри-
он перед выклевом (ЭПВ), эмбрион с желточным
мешком (ЭСЖМ), эмбрион без желточного меш-
ка (ЭБЖМ). Гибридов на стадии сеголетка пред-
варительно анализировали по трем микросател-
литным локусам (CypG53, CypG48, CypG24),
чтобы подтвердить родство и исключить занос
случайного генетического материала, поскольку
гибриды содержались в открытых прудах, что по-
дробно описано в отдельной работе (Столбунова,
2017). В настоящем исследовании генотипирование
особей проводили по генам ядерного (ITS1 рДНК)
и митохондриального (цитохром b мтДНК) гено-

мов. Амплификацию видоспецифических фраг-
ментов ITS1 рДНК леща (147–152 пн), плотвы
(385–386 пн) и видоспецифических фрагментов
цитохрома b (cyt b) леща (672 пн) и плотвы (450
пн) проводили методом локус-специфической
полимеразной цепной реакции (ПЦР), согласно
методике с использованием двух прямых прайме-
ров и одного обратного, универсального для обо-
их видов (Wyatt et al., 2006). Разная длина фраг-
ментов позволяла визуализировать их в геле. Ге-
ны рДНК плотвы и леща расположены в районе
ядрышкового организатора на концах одной хро-
мосомной пары (Bianсo et al., 2004). В связи с раз-
общением гаплоидных геномов у межродовых ги-
бридов (Беннетт, 1986) видоспецифический ITS1
рДНК является маркером ядерного генома роди-
тельского вида и имеет кодоминантный тип на-
следования. Соответственно, у гибридов F1 после
объединения гаплоидных геномов плотвы и леща
регистрируются оба родительских фрагмента
ITS1 рДНК, что позволяет использовать разрабо-
танные праймеры для идентификации природ-
ных гибридов (Wyatt et al., 2006). В потомстве воз-
вратного скрещивания ожидаемое соотношение
гомо- и гетерозигот составляет 1 : 1. Статистиче-
ская оценка достоверности различий между тео-
ретическим и эмпирическим распределением ге-
нотипов в выборках бэккроссов производилась
при помощи критерия χ2 (Животовский, 1991).
Для ПЦР использовали смесь в объеме 25 мкл, ко-
торая содержала готовый 10X буфер “Fermentas”,
Литва; 2.0 мМ МgCI2; 200 мкМ dNTP; по 3.2 пмоль
праймеров; 0.9 ед. Taq-полимеразы “Бионем”,
Москва; 50 нг ДНК. Денатурацию ДНК выполня-
ли при 94°С в течение 5 мин, с последующими
30 циклами синтеза фрагмента для ITS1 рДНК и
35 циклами для cyt b мтДНК: денатурация – 94°С –
45 c, отжиг – 64°С (cyt b) и 67°С (ITS1 рДНК) –
80 с, элонгация – 72°С – 60 с, конечная элонга-
ция – 72°С – 5 мин. ПЦР продукты сyt b и ITS1
фракционировали с помощью гель-электрофоре-
за в 1.5%-ном агарозном геле, содержащем бро-
мистый этидий (0.25 мкг/мл). Электрофорез про-
водили в буфере TBE в течение 40 мин при напря-
жении 100 В.

Морфологический анализ проведен по ключе-
вым диагностическим признакам у родительских
особей (♀A3, ♂R3, ♀AR, ♂A, ♂R) и у сеголетков
гибридов F1 из потомства A3 × R3 (n = 48). Для
сравнения приведены морфологические данные
сеголетков, полученных в межвидовом (A × R, n =
= 50) и внутривидовых (A × A, n = 40, R × R, n = 40)
скрещиваниях. Измерялись следующие меристи-
ческие признаки: число лучей в спинном (Db) и
анальном (Ab) плавниках, число глоточных зубов
(d.ph.), число позвонков в туловищном (Vа) и хво-
стовом (Vc) отделах, общее число позвонков
(Vert), число чешуй в боковой линии (l.l.), число
рядов чешуй над (SD) и под (SA) боковой линией
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(Дислер, 1960). Проведен анализ соотношения
количества позвонков между туловищным и хво-
стовым отделами: Va ≥ Vc определен как плотви-
ный тип; Va < Vc – как лещовый тип. При описа-
нии признаков определяли средние значения
(M), стандартную ошибку (m) и размах изменчи-
вости (lim).

РЕЗУЛЬТАТЫ

Видовой статус всех производителей, исполь-
зованных в экспериментальных скрещиваниях,
установлен путем морфологического анализа и
генотипирования по локусам ядерного генома
ITS1 рДНК и cyt b мтДНК.

Анализ наследования ITS1 pДНК
в первом поколении гибридов

Проведенный анализ показал, что в реципрок-
ных скрещиваниях лещ × плотва и плотва × лещ
происходит нарушение закона Менделя о едино-
образии гибридов первого поколения. В потом-
стве от скрещивания ♀A × ♂R, n = 28 начиная со
стадии гаструлы (Г) и на всех последующих ста-
диях раннего развития, наблюдается расщепле-
ние, часть гибридов утрачивает один из родитель-
ских фрагментов ITS1 (рис. 1, табл. 1, скрещива-
ние 1). При этом, в подавляющем большинстве
случаев у гибридов лещ × плотва отсутствует ам-
плификация отцовского фрагмента ITS1 рДНК
плотвы (Г – 20%, ЭПВ – 25%, ЭСЖМ – 60% и
ЭБЖМ – 40%), что указывает на изменения в
рДНК гибрида, переданной от самца. Фиксация
фрагмента ITS1 плотвы установлена только у од-
ной особи на стадии ЭПВ, где присутствуют все
три возможных варианта ITS1 (ЭПВ – 25%, рис. 1,
трек 25), а также у одной половозрелой гибрид-
ной самки лещ × плотва (рис. 3). На стадии Л вы-

явлено два гибрида с фиксацией ITS1 леща (скре-
щивание ♀A1 × ♂R1, n = 11).

Для исключения специфических особенно-
стей раннего развития рыб тестирование гибри-
дов проведено на стадии сеголетка (рис. 2).
В скрещиваниях ♀A3 × ♂R3, n = 48 и ♀A2 × ♂R2,
n = 12 выявлено по одной особи с доминировани-
ем варианта ITS1 леща, что указывает на значи-
тельное сокращение частоты нарушений наследо-
вания ядерного маркера с эмбриональных стадий
развития до стадии сеголетка и свидетельствует о
снижении жизнеспособности гибридов данного
генотипа.

В потомстве скрещивания ♀R × ♂A, n = 34 на
стадии Г у четырех из семи эмбрионов показана
слабая амплификация ITS1 плотвы (самки), а у
одной особи фрагмент ITS1 плотвы отсутствовал,
что составило 14%. На всех остальных стадиях эм-
брионального развития гибриды плотва × лещ
имели оба родительских варианта ITS1. При этом
на стадиях ЭСЖМ и ЭБЖМ различий между ин-
тенсивностью родительских полос в спектрах ги-
бридов не наблюдалось. Электрофореграмма по
стадиям развития гибридов плотва × лещ дана ранее
(Столбунова, 2012). В скрещивании ♀R1 × ♂A1,
n = 22 у двух особей на стадии Л показана слабая
амплификация ITS1 плотвы, а у двух сеголетков в
скрещивании ♀R2 × ♂A2, n = 22 – ITS1 леща.

Соответственно, кроме отсутствия амплифи-
кации одного варианта ITS1, у части гетерозигот в
реципрокных скрещиваниях отмечена диффе-
ренциальная амплификация фрагментов с доми-
нированием варианта плотвы (на стадии М у ги-
бридов лещ × плотва и стадии ЭПВ у гибридов
плотва × лещ) и варианта леща (на стадии Г у ги-
бридов лещ × плотва, плотва × лещ и у части се-
голетков лещ × плотва) (рис. 1, 2). При сравнении
реципрокных скрещиваний ♀A × ♂R (Г – 20%,
ЭПВ – 50%, ЭСЖМ – 60% и ЭБЖМ – 40%) и

Рис. 1. Электрофоретические паттерны ITS1 рДНК гибридов потомства ♀A × ♂R по стадиям раннего развития. До-
рожки: 2 – самка леща, 3 – самец плотвы; 4–8 – неоплодотворенная икра; 9–12 – 40 мин после оплодотворения; 13–
17 – морула; 18–22 – гаструла; 23–26 – эмбрион перед выклевом; 27–31 – эмбрион с желточным мешком; 32–36 – эм-
брион без желточного мешка. В рамке показаны все возможные варианты гибридного ITS1, включая редкий – ITS1
плотвы. Здесь и на рис. 2 и 3: М – маркер молекулярных масс (100 пн). Слева указана длина фрагментов ITS1 леща
(147–152 пн) и плотвы (385–386 пн).
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♀R × ♂A (Г – 14%) отмечены значительные раз-
личия по частоте потери амплификации фраг-
мента ITS1 на ранних стадиях развития. Посколь-
ку условия ПЦР и концентрации всех образцов
ДНК были одинаковыми, мы предполагаем, что
нереципрокный эффект может быть связан с осо-
бенностями формирования гибридного генома и
влиянием ядерно-цитоплазматических взаимо-
действий.

Проверка генотипа гибридной самки AR
с помощью анализирующих скрещиваний

При генотипировании половозрелых гибридов
было обнаружено, что у одной из гибридных са-
мок лещ × плотва подавлена (отсутствует) ампли-
фикация ITS1 леща. При изменении условий
ПЦР, концентраций матрицы и состава ампли-
фикационной смеси результат не менялся – в зо-

не ITS1 леща наблюдалось едва заметное свече-
ние (рис. 3). Для установления генотипа гибрид-
ной самки F1 были проведены анализирующие
скрещивания с гомозиготными самцами роди-
тельских видов. Анализ результатов показал, что
экспериментально полученное расщепление
классов потомков (AA и AR) совпало с теоретиче-
ски ожидаемым (соотношение гомо- и гетерози-
гот 1 : 1) только в скрещивании ♀AR × ♂A на ста-
диях личинки и сеголетка (табл. 1, р > 0.05).
В скрещивании ♀AR × ♂R все предполагаемые
гетерозиготы AR на обоих стадиях исследования
имели только ITS1 плотвы (табл. 1, рис. 4). Полу-
ченные результаты подтверждают гомозигот-
ность гибридной самки ♀AR и свидетельствуют о
том, что потеря амплификации фрагмента у ги-
брида F1, которая происходит в соматической
ткани (со стадии гаструлы), характерна и для кле-
ток генеративного пути.

Таблица 1. Характеристика экспериментальных скрещиваний и наблюдаемые варианты ITS1 рДНК в потомстве
гибридов F1 и бэккроссов

Примечание: * – уровень значимости р > 0.05.

№/год Скрещивание Стадия
Наблюдаемые варианты ITS1, шт.

AR RR AA

1/2007 ♀A × ♂R Эмбрионы 20 1 7

2/2008 ♀A1 × ♂R1 Личинки 11 – 2

3/2008 ♀A2 × ♂R2 Сеголетки 10 – 1

4/2009 ♀A3 × ♂R3 Сеголетки 47 – 1
5/2008 ♀R × ♂A Эмбрионы 33 – 1

6/2008 ♀R1 × ♂A1 Личинки 22 – –

7/2008 ♀R2 ×♂A2 Сеголетки 22 – –

8/2009 ♀AR ×♂A*
Личинки 10 – 13

Сеголетки 23 – 20

9/2009 ♀AR ×♂R
Личинки – 34 –

Сеголетки – 43 –

Рис. 2. Электрофоретические паттерны ITS1 рДНК гибридов потомства ♀A3 × ♂R3 на стадии сеголетка. Дорожка 27
соответствует гибриду AR27. 
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Морфометрический анализ гибридов с нарушением 
наследования маркера ITS1

Исторически исследователи фокусировались
на фенотипических эффектах, связанных с деле-
циями или инактивацией порогового числа ко-
пий генов рДНК. Поскольку причина потери
фрагмента ITS1 неизвестна, у гибридов проведен
контроль количественных признаков. Гибриды
F1 плотвы и леща имеют промежуточные между
родительскими видами характеристики с домини-
рованием лещового типа осевого скелета (Va < Vc)
(Кодухова, Слынько, 2007). Средние значения
основных диагностических признаков в потом-
стве скрещивания ♀A3 × ♂R3 не имеют отличий с
выборками экспериментальных гибридов F1 и
находятся в пределах изменчивости родительских

видов (табл. 2). Анализ отдельных особей пока-
зал, что в случае фиксации фрагмента ITS1 леща
у гибрида AR27, отклонения от промежуточного
наследования признаков не происходит. В то вре-
мя как у двух особей AR28 и AR46, которые имеют
оба родительских фрагмента ITS1, установлены
характеристики плотвы по основным диагности-
ческим признакам (Ab, l.l., SD, SА) и осевой скелет
лещового типа (Va < Vc). У гибридной самки AR с
фиксацией ITS1 плотвы регистрируются не толь-
ко диагностические признаки плотвы – Ab, l.l.,
SD, SА, d.ph., но и осевой скелет плотвиного типа
(Va ≥ Vc), что идентифицирует данную особь как
гибрид Fb. Таким образом, признаки плотвы про-
являются у гибридов F1 как с кодоминантным на-
следованием рибосомных генов (гибридный

Рис. 3. Электрофоретические паттерны ITS1 рДНК на смеси master mix: 1 – гибридная самка AR, 2–11 – личинки AR,
12–14 – смесь образцов ДНК плотвы и леща в равной пропорции, выделенных из взрослых особей.
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Рис. 4. Наследование ITS1 рДНК в потомстве возвратных скрещиваний ♀AR × ♂R и ♀AR × ♂A. Показаны гомозиготы
RR, AA и гетерозиготы AR. Слева длина фрагментов ITS1 плотвы (385–386 пн) и cyt b леща (672 пн) не соответствует
шкале маркера (100 пн) в связи с последовательным нанесением продуктов ПЦР на один гель.
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ITS1), так и с фиксацией ITS1 плотвы и обнару-
жены у 4% гибридов в потомстве.

ОБСУЖДЕНИЕ

Анализ литературы позволил интерпретиро-
вать наблюдаемую в потомстве гибридов F1 плот-
вы и леща потерю амплификации одного из роди-
тельских фрагментов ITS1 рДНК как доминиро-
вание рибосомных генов одного из участвующих
в скрещивании родителей, впервые описанное
(Navashin, 1934) у растения рода Crepis. Позднее
аналогичное явление обнаружено в гибридах ля-
гушек Xenopus, дрозофилл Drosophila и у природ-
ных аллотетраплоидных видов растений (Reeder,
1985; Volkov et al., 1999; Pikaard, 2000; Skalická
et al., 2003). Предполагается, что доминирование
одной из родительских рДНК у гибридов устанав-
ливается в ходе согласованной эволюции повто-
ров за счет внутри- и межлокусной конверсии ге-
нов как следствие конкуренции между рибосом-
ными генами родительских видов, которые
обладают неравным количеством регуляторных
элементов (Reeder, 1985).

Показано, что гомогенизация последователь-
ностей рДНК плотвы и леща может иметь место в
гибридных геномах, но для полного удаления од-
ной родительской рДНК необходимо более двух
поколений, что делает ITS1-маркер надежным
инструментом для идентификации гибридов F1
(Wyatt et al., 2006). Однако некоторые авторы допус-
кают или возможность частичной гомогенизации

последовательности рДНК уже в первом поколении
гибридов, когда новые варианты вносятся быстрее,
чем они могут быть гомогенизированы внутри ге-
нома, или формирование промежуточной после-
довательности, инициируемой межродовой ги-
бридизацией (Челомина и др., 2008). В данном
случае эти варианты могут быть более вероятны в
связи с тем, что ITS-регион рассматривается как
дестабилизирующий элемент в хромосомах
(Bouffler, 1998). Слабая амплификация или пол-
ное отсутствие амплификации фрагмента ITS1 у
гибридов F1 плотвы и леща, что показано в насто-
ящей работе, может быть, согласно объяснению
авторов (Wyatt et al., 2006), следствием различно-
го соотношения родительской рДНК в ПЦР-про-
дукте. Если это так, то необходимо отметить, что
состояние гибридной рДНК в случае потери ам-
плификации одного фрагмента ITS1 не является
случайным, поскольку наследуется бэккроссами
AR × R от гибридной самки ♀AR (табл. 1, рис. 4),
следовательно, характерно не только для соматиче-
ской ткани, но и для клеток генеративного пути.
В исследовании выявлены некоторые закономер-
ности, которые указывают на нереципрокный ха-
рактер потери амплификации ITS1 у гибридов F1.
В частности, гомозиготы массово регистрируют-
ся только в раннем эмбриогенезе со стадии га-
струлы в потомстве самка лещ × самец плотва, и в
подавляющем большинстве случаев отсутствует
амплификация ITS1 плотвы, то есть изменения за-
трагивают рДНК гибрида, переданную от самца.

Таблица 2. Сравнение диагностических характеристик у гибридов гомо- и гетерозиготных по ITS1-маркеру

Примечание: † – процентное соотношение фенотипов глоточных зубов в потомстве; М – среднее значение признака, m –
ошибка среднего, lim – размах изменчивости.

l.l. SD SА Ab Db d.ph.† Va Vc Vert

Родительские особи
♀AR 45 8 4 13 9 6–5 16 15 42
♂A 56 12 6 26 9 5–5 14 18 44
♂R 42 8 4 10 9 6–5 16 14 40
♀A3 54 13 6 25 9 5–5 15 18 44
♂R3 43 8 4 11 10 6–5 16 14 40

Гибриды потомства A3×R3
AR27 47 10 6 16 10 5–5 15 16 42
AR28 44 9 4 10 9 5–5 15 16 42
AR46 43 8 4 11 9 5–5 15 16 41

Гибриды F1, A. brama и R. rutilus (M ± m, lim)
A3 × R3 48.21 ± 0.29,

43–52
9.73 ± 0.09,

8–11
4.93 ± 0.05,

4–5
15.42 ± 0.12,

10–18
9.81 ± 0.07,

9–10
6–5 (83%)
5–5 (17%)

14.08 ± 0.07,
13–16

16.24 ± 0.09,
15–17

42.00 ± 0.11,
40–43

A × R 46.51 ± 0.23,
44–52

9.93 ± 0.04,
9–10

4.93 ± 0.04,
4–5

14.82 ± 0.12,
13–17

9.01 ± 0.02,
9–10

6–5 (94%)
5–5 (6%)

14.71 ± 0.07,
14–16

16.34 ± 0.09,
15–18

41.33 ± 0.11,
40–43

A × A 55.60 ± 0.21,
50–56

11.74 ± 0.08,
10–13

6.12 ± 0.06,
5–7

25.83 ± 0.14,
21–28

9.00 ± 0
8–10

5–5
(100%)

14.44 ± 0.07,
14–15

18.81 ± 0.09,
18–20

43.51 ± 0.08,
43–45

R × R 42.92 ± 0.11,
39–44

8.12 ± 0.04,
7–9

4.14 ± 0.04,
3–5

10.32 ± 0.08,
9–11

10.11 ± 0.05,
9–11

6–5 (90.9%)
5–5 (9.1%)

16.52 ± 0.11,
15–18

14.64 ± 0.12,
14–16

41.31 ± 0.13,
39–42
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Мы предполагаем, что отсутствие амплифика-
ции фрагмента ITS1 у гибридов лещ × плотва в
раннем эмбриогенезе может быть связано с высо-
ким уровнем полиморфизма последовательности
рДНК, что показано ранее для леща и гибридов
лещ × плотва (Луданный, 2008; Wyatt et al., 2006).
Накопление мутаций в кластере рДНК могло
препятствовать отжигу праймеров, делая невоз-
можным дальнейшую амплификацию. Различия,
наблюдаемые между реципрокными скрещива-
ниями, как правило, являются следствием матро-
клинии, наиболее ярко проявляются в раннем
онтогенезе и часто имеют адаптивное значение
(Камышев и др., 2007). При этом выбор направле-
ния скрещивания – важный фактор регуляции
изменчивости потомства, поскольку от взаимо-
действия ядра и цитоплазмы зависят рекомбина-
ционные показатели (Жученко, Король, 1985).
При разработке видоспецифических праймеров
были установлены (Wyatt et al., 2006) признаки
внутри- и межвидовой рекомбинации, когда у не-
большого числа особей плотвы и леща одновре-
менно присутствовали копии двух типов (А и В).
При сравнении пяти копий ITS1 волжского леща
оказалось, что ни одна из них не имеет полной
идентичности с известными гаплотипами А и В
из Англии, а копии ITS1 волжской плотвы иден-
тичны гаплотипу А или отличаются одной нук-
леотидной заменой (Луданный, 2008). Результаты
данного исследования свидетельствуют о боль-
шем разнообразии некодирующего спейсера ITS1
рДНК леща и гибридной рДНК в тех скрещива-
ниях, где самкой является лещ, что может быть
связано с особенностями регулирования генома.

У леща как вида с большим размером генома,
чем у плотвы (Гинатулин, 1984; Gregory, 2013),
для регуляторной функции доступны большие
количества повторяющейся ДНК, что минимизи-
рует рекомбинацию в кодирующих участках гено-
ма, допускает большее количество макромутаций
и способствует разнообразию повторов как регу-
ляторных элементов (Pierce, Milton, 1980; Flavell,
1982). Скрытые разрывы в 10% 28S рРНК у леща,
которые в 90% 28S рРНК встречаются у тетрапло-
идных карповых и способствуют ранней деграда-
ции рРНК, влияя тем самым на синтез белка
(Лейпольдт, Шмидтке, 1986), возможно, имеют
отношение к неслучайному характеру мутацион-
ного процесса в ITS-участке. У плотвы, в отличие
от леща, отбор благоприятствует вариантам в
структурных локусах, что подтверждается при
анализе полиморфизма белков и митохондриаль-
ных генов (cyt b, COXI, COXII, COXIII, D-loop)
(Луданный, 2008; Столбунова, 2012; Semenova
et al., 2005; Hayden et al., 2011). Соответственно, у
данных видов наблюдается корреляция между ко-
личеством ДНК и генетической изменчивостью,
что свидетельствует о разных эволюционных так-
тиках геномов плотвы и леща. Больший запас и

нуклеотидное разнообразие неинформативной
ДНК у леща сочетается с низкой скоростью на-
копления замен в мтДНК и ядерных генах, а вы-
сокий полиморфизм структурных генов у плотвы
сочетается с низким разнообразием повторов.
Эти данные свидетельствуют о неравенстве регу-
ляторных элементов и различиях механизмов ре-
гулирования геномов, что может быть важней-
шим барьером, препятствующим развитию ги-
бридов (Wilson et al., 1974). В подобных
обстоятельствах изменение состояния системы
повторов способствует появлению альтернатив-
ных форм генной активности (Корочкин, 2002),
что, как полагают, ведет к сглаживанию регуля-
торной несовместимости между родительскими
геномами при гибридизации (Adams, Wendel,
2004). Существенным аргументом в пользу того,
что отсутствие амплификации ITS1 у гибридов
плотвы и леща имеет отношение к регуляторной
функции и коадаптации родительских геномов,
является тот факт, что потеря фрагмента реги-
стрируется только со стадии гаструлы и на всех
последующих стадиях раннего развития (рис. 1),
то есть после активации ядерного генома гибрид-
ного зародыша и запуска морфогенеза, что про-
исходит у рыб в поздней бластуле (Корочкин,
2002).

Генетическая регуляция развития гибридов
лещ × плотва и плотва × лещ осуществляется в
соответствии с программой индивидуального
развития материнского вида, что показано по
экспрессии ферментов, скоростям и срокам про-
хождения стадий морфогенеза (Крыжановский,
1968; Лапушкина, 2000). Эти данные указывают на
существование различий между реципрокными ги-
бридами F1 и на сохранение количества ДНК ма-
теринского типа в гибридном геноме, поскольку
масса ДНК пропорционально связана с продол-
жительностью митоза и временем генерации
(Беннетт, 1986). Как показывают исследования
растений, обеспечение механизмов генетическо-
го контроля в гибридном зародыше происходит
благодаря подгонке длительности митотических
циклов путем добавления или делеции повторов
(Рис и др., 1986). Так, селекция на снижение со-
держания ДНК в клетках ржи у Triticale при раз-
личии между диплоидными геномами ржи и пше-
ницы на 33% приводит к значительному повыше-
нию как стабильности ядра в развивающемся
эндосперме гибридов, так и количества, и каче-
ства зрелых семян (Беннетт, 1986).

При образовании гибридного генома лещ × плотва
донорный геном самца меньше по количеству
ДНК, поэтому можно предположить, что при вы-
равнивании числа повторов между родительски-
ми рДНК для поддержания оптимальной дли-
тельности митоза в соответствии с программой
материнского вида им необходимо увеличить, а
гибридам плотва × лещ – сократить количество
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ДНК в донорном гаплоидном геноме. В против-
ном случае программы индивидуального разви-
тия реципрокных гибридов будут отличаться по
времени от материнского вида. Вполне возмож-
но, что эти манипуляции с избыточной частью ге-
нома могли вызывать изменения в соотношении
родительской рДНК у гибридов F1, а различия
регуляторных механизмов у самок плотвы и леща
могли стать причиной нереципрокного эффекта
потери амплификации фрагмента ITS1. Сходство
реципрокных гибридов AR и RA с материнским
видом обеспечивается благодаря тому, что репли-
кация и репарация избыточной ДНК в клетке
скоординирована с функцией митохондрий, что-
бы обеспечивать средства в ответ на изменение
энергетических потребностей во время митоза
(Coelho et al., 2002). Соответственно, различия
между реципрокными гибридами AR и RA по
скорости морфогенеза и уровню полиморфизма
ITS1-региона являются следствием ядерно-цито-
плазматического конфликта, связанного с раз-
ным объемом избыточной ДНК  у родительских
видов. Поэтому дивергенция по размеру геномов
при отдаленной гибридизации, по-видимому,
может рассматриваться как эндогенный фактор
для развития ядерно-цитоплазматической несов-
местимости. Подобно тому, как различия по скоро-
сти эволюции мтДНК плотвы и леща способствуют
асимметричной жизнеспособности аллоплазмати-
ческих бэккроссов и развитию репродуктивного ба-
рьера  (Столбунова, 2017).

Преодоление негомологичности ядерных ге-
номов родительских видов может решаться за
счет эктопической рекомбинации в повторяю-
щихся последовательностях ДНК соматических
клеток, которая осуществляется путем генной
конверсии (или неравного обмена) при репара-
ции несовершенных гетеродуплексов, приводя-
щей к образованию гомодуплексов (Доувер и др.,
1986; Gangloff et al., 1996). Как известно, большая
часть рекомбинационного ремонта (репарации)
не приводит к перестройке повторяющихся
структур (Zou, Rothstein, 1997), в этом случае, по-
видимому, гибриды F1 плотвы и леща имеют оба
родительских фрагмента ITS1. Направление ре-
парации может сдвигаться в сторону последова-
тельности одной из цепей, что наблюдается во
многих исследованиях, включая настоящее, ко-
гда в большинстве случаев изменения затрагива-
ют рДНК гибрида, переданную от самца (Song
et al., 1995; Gangloff et al., 1996; Fujiwara et al., 1997;
Skalická et al., 2003).

Отбор и фиксация вариантов в геноме и попу-
ляции путем направленной генной конверсии
может сопровождаться уменьшением общего ко-
личества потомков (Dover, 1982). При сравнении
стадий раннего развития и сеголетка показано,
что гибриды лещ × плотва с фиксацией ITS1 сам-
ки имеют низкую жизнеспособность (рис. 1, 2), в

то время как вариант ITS1 самца плотвы имеет
жизнеспособная и фертильная особь женского
пола (рис. 4). Поскольку доминирование рДНК у
гибридов может зависеть от специфических осо-
бенностей генотипа и комбинации аллелей
(Matyóšek et al., 2007), мы не исключаем, что фик-
сация материнского или отцовского фрагмента
ITS1, а также жизнеспособность этих гибридов,
могут быть связаны с полом особей. Так, у Dro-
sophila рДНК расположена на половых хромосо-
мах, а внутрилокусная делеция bobbed сопровож-
дается снижением жизнеспособности особей
(Корочкин, 2002).

Интересной особенностью является тот факт,
что гибридная самка AR наследует от самца плот-
вы не только ITS1, но и ряд диагностических морфо-
логических признаков (l.l., SD, SА, Ab, d.ph., Va ≥ Vc),
включая тип осевого скелета, что не характерно
для гибридов F1 (табл. 2). При этом фиксация
ITS1 самки леща не влияет на морфотип гибрида
AR27 (рис. 2). В связи с тем, что гетерозис у меж-
родовых гибридов F1 отсутствует, доминирова-
ние признаков плотвы может рассматриваться
как результат инактивации одного из пары генов
(аллельное исключение), как следствие гемизи-
готности, делеций или гетерохроматизации
участка хромосомы (Корочкин, 2002).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, при анализе эксперименталь-

ных гибридов плотвы и леща с помощью видоспе-
цифических праймеров, предложенных как быст-
рая тест-система для идентификации гибридов F1
плотвы и леща из естественной среды (Wyatt et al.,
2006), нарушения наследования cyt b-маркера
мтДНК не наблюдалось. В отношении ядерного
маркера ITS1 рДНК обнаружено нарушение ко-
доминантного наследования с фиксацией одного
родительского варианта, что указывает на воз-
можность ошибочных выводов при тестировании
природных популяций. Данные показывают, что
отсутствие амплификации фрагмента ITS1 рДНК
является характерной особенностью раннего раз-
вития гибридов направления самка лещ × самец
плотва, поскольку на стадии сеголетка процент
нарушений амплификации значительно снижен.
Поэтому для использования данного набора
праймеров при идентификации гибридов нет ни-
каких препятствий. Предположительно, отсут-
ствие амплификации фрагмента ITS1 рДНК у
гибридов F1 со стадии гаструлы происходит
вследствие неспецифической посадки прайме-
ров как результат изменения родительской по-
следовательности кластера рибосомных генов на
этапе создания нового варианта интегрирован-
ности генома. Большее разнообразие гаплоти-
пов ITS1-региона у гибридов лещ × плотва по
сравнению с гибридами плотва × лещ (Лудан-
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ный, 2008) подтверждает предположение о фор-
мировании промежуточной последовательности.
В качестве основного эндогенного фактора раз-
личной изменчивости ITS1 рДНК у реципрокных
гибридов, регуляция развития которых происхо-
дит в соответствии с программой материнского
вида, в работе рассматривается разница размеров
геномов плотвы и леща. Большая доля избыточ-
ной ДНК, высокий уровень полиморфизма по-
второв и консервативность структурных ядерных
генов и мтДНК у леща, по сравнению с плотвой,
указывают на неравное количество регуляторных
элементов и различия механизмов регулирования
геномов родительских видов. Поэтому домини-
рование ITS1 рДНК у гибридов F1 леща и плотвы
в раннем развитии, как в случае с другими орга-
низмами (Reeder, 1985), может быть результатом
конкуренции между рибосомными генами роди-
тельских видов.
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Inheritance of ITS DNA in Reciprocal Hybrids Rutilus rutilus (L.)
and Abramis brama (L.) in Early Ontogenesis

V. V. Stolbunovaa, * and Y. V. Koduhovaa

aPapanin Institute for Biology of Inland Waters, Russian Academy of Sciences, Borok, Yaroslavl oblast, Russia
*е- mail: vvsto@mail.ru

In the first generation of intergeneric hybrids of roach (Rutilus rutilus L.) and bream (Abramis brama L.), a
violation of the codominant inheritance of the nuclear marker ITS1 ribosomal DNA (rDNA) with fixation
of one parental variant was previously found. Comparing reciprocal crosses, it was shown that homozygotes
are recorded from the gastrula stage and at all subsequent stages of embryonic development, only in crosses
female bream male roach, which indicates the influence of nuclear-cytoplasmic interactions. In this case, the
changes affect the rDNA of the hybrid transmitted both from the male and from the female. At the stage of
underyearlings, the number of bream × roach homozygotes with the dominance of the ITS1 variant of the
female bream decreases, which may indicate a low viability of these individuals. In the case of ITS1 fixation
of roach, which was found in the hybrid female ♀AR (A. brama × R. rutilus), one can note the viability, fer-
tility and dominance of a number of morphological traits of roach in an individual of a given genotype. Anal-
ysis of ITS1 rDNA segregation in the offspring of hybrid female mating with roach and bream males con-
firmed the hybrid female genotype. It is assumed that the absence of ITS1 amplification in bream × roach
hybrids can be associated with a high level of ITS1 region polymorphism of the bream and bream × roach
hybrids, which was established earlier, and the difference in the regulatory mechanisms of parental genomes.
Possible causes of differences in the variability of ITS1 rDNA in hybrids in reciprocal crosses are discussed.

Keywords: Cyprinidae, remote hybridization, first-generation hybrids, ribosomal gene dominance
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