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ABSTRACT. By sequencing ISSR DNA fragments 
of the Viennese snail (Caucasotachea vindobonensis), 
cloned into the pAL2-T vector, sequences of microsatel-
lite loci (STR) and their flanking regions were obtained. 
For the nine identified STR loci with 2, 3 and 4 repeats, 
the design of primers adapted for fragment analysis was 
carried out. Subsequent genotyping of 100 individuals 
of the Viennese snail from various populations of East-
ern Europe to estimate the volume allelic diversity of 
the species based on detected STR loci. All loci yielded 
unambiguous genotypes. Eight STR loci turn out to be 
polymorphic and have from 2 to 19 alleles. The data 
obtained can be used to assess the genetic diversity and 
phylogenetic analysis of populations of the Viennese 
snail, listed in the Red Book of the Belgorod region of 
Russia and the protection lists of Europe.

Введение
Оценка генетического разнообразия явля-

ется важным элементом комплексной работы 
по изучению жизнеспособности и адаптации 

природных популяций охраняемых и уязвимых 
видов животных [Snegin, 2012]. Одним из таких 
видов является венская улитка Caucasotachea 
vindobonensis (C. Pfeiffer, 1828), распространен-
ная по ксерофильным ландшафтам Центральной 
и Восточной Европы [Shileyko, 1978]. Вид отно-
сится к средиземноморской группе моллюсков, 
является реликтом третичного периода, занесен 
в региональную Красную Книгу Белгородской 
области [Red Data Book…, 2019], охранные спи-
ски стран Европы [Neubert, 2011], что требует 
повышенного внимания к контролю состояния 
его популяционных генофондов, анализу филоге-
нетических отношений и истории формирования 
его ареала. Особенно это касается популяций, 
расположенных на границе его видового ареала 
на территории Среднерусской возвышенности, и 
являющихся одними из наиболее уязвимых к дей-
ствию неблагоприятных факторов среды. С дру-
гой стороны, в настоящее время C. vindobonensis 
активно распространяется по искусственным 
природным ландшафтам населенных пунктов 
(парки, сады) Восточной Европы [Artemyeva, 
Semenov, 2017; Schikov, 2023]. Что позволяет 
рассматривать данный вид как модель для иссле-
дования адаптации популяционного генофонда в 
условиях инвазии и интродукции.

Относительно крупные размеры половозре-
лых особей венской улитки, наличие выраженных 
полос на раковине и их полиморфизм, удобство 
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РЕЗЮМЕ. Методом секвенирования ISSR-фрагментов ДНК венской улитки (Caucasotachea vindobo-
nensis), заклонированных в вектор pAL2-T, получены последовательности микросателлитных локусов 
(STR) и фланкирующих их участков. Для девяти выявленных STR-локусов с повторами из 2, 3 и 4 
нуклеотидов осуществлен дизайн праймеров, адаптированных для проведения фрагментного анализа. 
Последующее генотипирование 100 особей венской улитки из различных популяций Восточной 
Европы позволило оценить аллельное разнообразие вида по обнаруженным STR-локусам. Все локусы 
давали однозначные генотипы. При этом восемь STR-локусов оказались полиморфными и имели от 
2 до 19 аллелей. Полученные данные можно использовать для оценки генетического разнообразия и 
филогенетического анализа популяций венской улитки, занесенной в Красную Книгу Белгородской 
области России и охранные списки Европы.
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сбора способствовали исследованию ее популя-
ционного разнообразия в течение длительного 
времени. В дальнейшем в качестве генетических 
маркеров начали использовать биохимические 
признаки – локусы аллозимов (неспецифиче-
ские эстеразы, супероксиддисмутаза, малатде-
гидрогеназа) [Snegin, 2012; Snegin, Tishchenko, 
2021]. Данные маркеры с кодоминантным типом 
наследования позволили получить большие 
массивы данных о состоянии популяционных 
генофондов C. vindobonensis. Однако влияние 
естественного отбора на изменчивость биохими-
ческих признаков, а также трудоемкость анализа 
ограничивают их использование. В дальнейшем 
были разработаны методы анализа полимор-
физма непосредственно ДНК, основанные на 
технологиях RAPD- и ISSR [Snegin, 2011, 2012]. 
Данные относительно простые подходы позво-
ляют сканировать весь геном и анализировать 
полиморфизм межмикросателлитных участков. 
Однако доминантный характер наследования 
данных маркеров, а также проблемы с воспро-
изведением результатов, сильно ограничивают 
их использование.

Одними из наиболее эффективных маркеров 
для популяционно-генетических исследований 
являются микросателлитные локусы (STR) 
[Krapal et al., 2016; Yamamoto et al., 2018; Nishida 
et al., 2022]. Данные маркеры характеризуются 
кодоминантным типом наследования, часто се-
лективно-нейтральны и высокополиморфны, а 
использование мультиплексной ПЦР с флуорес-
центно мечеными праймерами и последующим 
анализом продуктов амплификации на генетиче-
ском анализаторе позволяет анализировать одно-
временно несколько различных маркеров, что 
экономит материальные и временные ресурсы. В 
настоящей работе впервые для C. vindobonensis 
охарактеризованы микросателлитные локусы, 
которые можно использовать в популяционно-
генетических, микроэволюционных и филогене-
тических исследованиях.

Материалы и методы
Для поиска микросателлитных локусов была 

выбрана особь C. vindobonensis из популяции 
«Никитовка» (50°36,35´87´´N, 38°41,54´83´´E). 
Выделение ДНК проводили из тканей мантии 
набором «ДНК-Экстран-2» (Синтол, Россия) 
согласно протоколу. Далее проводили амплифи-
кацию ISSR-фрагментов, богатых микросател-
литными повторами (van der Nest et al., 2000), 
с использованием праймеров IT1 (CA)8GT и 
UBC807 (AG)8T на амплификаторе Veriti (Applied 
Biosystems, США). Приготовление реакционной 
смеси проводили по следующему протоколу: 
0,25мМ dNTP, 3мМ MgCl2, 1 ед SynTaq Т+ ДНК-
полимеразы и буфер, 5 пмоль праймера, 50 нг 
геномной ДНК. Режим амплификации 94°С – 4 
мин, после 40 циклов [94°С – 30 с, 55°С – 30 с, 
72°С – 60 с], 72°С – 5 мин. Далее анализировали 
продукты амплификации с помощью электрофо-
реза в 1,5% агарозном геле, вырезали фрагменты 
геля с ампликонами размером от 500 до 1300 
п.о., проводили их очистку с помощью набора 
CleanUp Standart (Евроген, Россия). Очищенные 
ISSR-фрагменты клонировали в вектор pAL2-T 
(Евроген) путем лигирования. Полученной ли-
газной смесью трансформировали химически 
компетентные клетки Eischerichia coli XL-1 Blue. 
Трансформантов высевали на селективную среду 
с ампициллином 100 мкг/мл. Далее проводили 
ПЦР-скрининг проросших клонов с помощью 
праймеров M13 Forward

5’-GTTGTAAAACGACGGCCAGTG-3’ 
и M13 Reverse
5’-AGCGGATAACAATTTCACACAGGA-3’ 

(режим амплификации 95°С – 10 мин, далее 35 
циклов [94°С – 30 с, 60°С – 30 с, 72°С – 1 мин 
30 с], 72°С – 5 мин. Анализ результатов ампли-
фикации в 1,5% агарозном геле показал наличие 
клонов с вставкой ISSR-фрагментов (Рис. 1). 
Далее проводили посев положительных клонов в 
50 мл жидкой питательной среды LB со 100 мкг/

РИС. 1. Результат ПЦР-скрининга клонов E. coli на наличие вставки ISSR-фрагментов. М – маркер длин 100+ (Евроген). 
Клоны 5, 6, 8, 9, 14, 19 содержат плазмиды с целевыми вставками.

FIG. 1. Result of PCR screening of E. coli clones for the presence of insertion of ISSR fragments. M – length marker 100+ 
(Evrogen). Clones 5, 6, 8, 9, 14, 19 contain plasmids with targeted inserts.
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мл ампициллина и их культивирование в течение 
ночи в шейкере-инкубаторе при 37°С и 250 rpm. 
Из полученных культур проводили выделение 
плазмидной ДНК с использованием набора 
Plasmid MiniPrep (Евроген). Далее полученные 
препараты ДНК использовали для подготовки 
сиквенсовой реакции.

Каждую полученную плазмиду секвениро-
вали с прямого и обратного концов с помощью 
праймеров M13 Forward и M13 Reverse соответ-
ственно. Для этого на реакцию брали 1,6 пмоль 
праймера, 1 мкл BygDye Terminator v3.1, 1,5 
мкл 5× секвенсового буфера, 200 нг плазмидной 
ДНК. Полученную реакционную смесь дово-
дили водой до 10 мкл, реакцию проводили в 10 
мкл. Далее для наработки меченых фрагментов 
ДНК проводили секвенсовую реакцию по сле-
дующему температурному профилю: 1 цикл 1 
мин при 96°С, 25 циклов [10 сек при 96°С, 5 сек 
при 50°С, 4 мин при 60°С]. После этого прово-
дили электрофорез образцов на генетическом 
анализаторе ABI3500 (Applied Biosystems), для 
чего использовали линейку капилляров 50 см и 
полимер POP7. Полученные данные обрабатыва-
ли в программах Sequencing Analysis Software 6 
(Applied Biosystems), BioEdit v. 7.1.3.0 [Hall et al., 
1999] (Рис. 2), выравнивание прямых и обратных 
сиквенсов проводили в программе MEGA6 v. 
10.2.6 [Kumar et al., 2018]. 

Дизайн праймеров проводили в онлайн-сер-
висе OligoAnalyzer IDT (https://www.idtdna.com/
calc/analyzer). Проверку качества праймеров 
осуществляли в программе Primer Pooler v1.84 
[Brown et al., 2017]. Синтез праймеров проводили 
в компании СИНТОЛ (Россия), при этом прямые 
праймеры были мечены флуоресцентными кра-
сками FAM, R6G, ROX или TAMRA.

Для амплификации микросателлитных локу-
сов реакционная смесь включала 0,25мМ dNTP, 
3мМ MgCl2, 1 ед SynTaq Т+ ДНК-полимеразы и 
буфер, по 2,5 пмоль прямого и обратного прай-
мера, 50 нг геномной ДНК. Протокол амплифи-

кации: 94°С – 3 мин, 4 цикла [98°С – 30 с, 61°С 
– 2 мин, 72°С – 1 мин 30 с], 6 циклов [94°С – 30 
с, 61°С – 2 мин, 72°С – 1 мин 30 с], 22 цикла 
[90°С – 30 с, 61°С – 2 мин, 72°С – 1 мин 15 с], 
68°С – 20 мин.

Фрагментный анализ ПЦР-продуктов прово-
дили на генетическом анализаторе НАНОФОР-05 
(ИАП РАН), при этом использовали линейку 
капилляров 36 см, полимер ПДМА-4, а также 
размерный стандарт СД-450 (СИНТОЛ). Для 
оценки аллельного разнообразия полученных 
маркеров на основе коллекционного материала 
НИЦ геномной селекции НИУ «БелГУ» нами 
было отобрано по  10 особей C. vindobonensis из 
десяти различных природных популяций Вос-
точной Европы от Донецкого кряжа до севера 
Среднерусской возвышенности: «Стенки Из-
горья» (50°67´94.74´´N, 37°80´75.55´´E), «Ябло-
ново» (50°22´22.56´´N, 38°00´87.29´´E), «Маке-
евка» (48°04´65.29´´N, 37°96´58.31´´E), «Дон» 
(49°79´13.91´´N, 41°12´90.30´´E), «Шопино» 
(50°70´69.94´´N, 36°58´46.52´´E), «Бекарюков-
ский бор» (50°43´61.13´´N, 37°06´41.08´´E), «Бел-
город» (50°57´10.49´´N, 36°52´63.18´´E), «Орел» 
(52°97´62.44´´N, 36°07´94.71´´E), «Кадиевка» 
(48°57´52.44´´N, 38°66´08.01´´E), «Острасьевы 
яры» (50°56´02.62´´N, 36°05´98.90´´E). Таким 
образом, общий размер выборки C. vindobonensis 
составил 100 особей. Анализ полученных микро-
сателлитных профилей проводили в программе 
Gene Mapper Software v4.1 (Applied Biosystems) 
Рис. 3). Программное обеспечение GenAlEx 
6.5 [Peakall, Smouse, 2006] использовалось для 
расчета стандартных индексов разнообразия и 
оценки неравновесия Харди-Вайнберга (HWE) 
с использованием параметров по умолчанию.

Результаты и их обсуждение
Всего в результате работы была выделена и 

отсеквенирована плазмидная ДНК от 33 клонов E. 
coli с подтвержденной вставкой ISSR-фрагмента. 
Из них 23 клона имели вставки уникальных фраг-

РИС. 2. Результат секвенирования плазмиды pAL2-T_UBC807_9 с выявленной микросателлитной последовательностью 
[CAn].

FIG. 2. The result of sequencing the pAL2-T_UBC807_9 plasmid with the identified microsatellite sequence [CAn].
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ментов ДНК C. vindobonensis размером от 512 до 
1266 п.о., при анализе которых было выявлено 
14 различных микросателлитных последователь-
ностей с числом повторов больше или равном 
5. Для разработки микросателлитных маркеров 
было отобрано девять последовательностей, 
задепонированных нами в базе GenBank NCBI 
под номерами OR514601-OR514606 и OR514608-
OR5146010. Показатели разнообразия для каж-
дого микросателлитного локуса и наблюдаемые 
диапазоны размеров их аллелей, полученные на 
основе анализа выборки C. vindobonensis, пред-
ставлены в таблице 1.

Все исследованные маркеры, за исключением 
CV-M1, являются полиморфными и имеют от 2 
до 19 аллелей на локус. При этом по локусам 

CV-5 и CV-9 у 12 и 13 особей соответственно 
полностью отсутствовала амплификация целе-
вых фрагментов. В то же время по остальным 
локусам у данных особей не было проблем с 
амплификацией, что говорит о приемлемом каче-
стве препаратов ДНК. Таким образом, частичное 
отсутствие амплификации свидетельствует о 
наличии  ноль-аллелей в локусах CV-5 и CV-9. 
Вероятно, это связано с полиморфизмом флан-
кирующих микросателлитых участков ДНК и не-
удовлетворительным отжигом праймеров [Dakin, 
Avise, 2004; Wen et al., 2013]. Повторный дизайн 
праймеров не позволил улучшить ситуацию. В 
связи с чем при использовании данных маркеров 
для оценки генетической изменчивости необхо-
димо проводить корректировку частот аллелей 

РИС. 3. Результат фрагментного анализа C. vindobonensis по микросателлитным маркерам. А – CV-9 (аллели 146 и 
154), B – CV-25 (аллели 252 и 261), C – CV-29 (аллели 271 и 275), D – CV-5 (аллели 298 и 306), E – CV-6 (аллели 
93 и 101), F – CV-19 (аллели 84 и 88), G – CV-64 (аллели 312 и 324), H – CV-74 (аллель 376), I – CV-М1 (аллель 80).

FIG. 3. The result of the fragmentary analysis of C. vindobonensis by microsatellite markers. А – CV-9 (alleles 146 and 154), 
B – CV-25 (alleles 252 and 261), C – CV-29 (alleles 271 and 275), D – CV-5 (alleles 298 and 306), E – CV-6 (alleles 93 
and 101), F – CV-19 (alleles 84 and 88), G – CV-64 (alleles 312 and 324), H – CV-74 (allele 376), I – CV-М1 (allele 80).
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в соответствии с равновесием Харди-Вайнберга 
[Wen et al., 2013].

При анализе частот генотипов по большинству 
исследованных локусов наблюдается значитель-
ное отклонение от распределения Харди-Вайн-
берга в связи с дефицитом гетерозигот. В ряде 
работ показано, что дефицит гетерозигот по 
микросателлитным локусам у животных может 
быть результатом присутствия ноль-аллелей 
[Reece et al., 2004], действия отбора [McKeown 
et al., 2017], инбридинга [Kaplanova et al., 2012] 
и эффекта Валунда [Gautier et al., 2019]. За ис-
ключением локусов CV-5 и CV-9 с установлен-
ными ноль-аллелями, дефицит гетерозигот по 
большинству остальных локусов сложно объяс-
нить действием отбора или близкородственным 
скрещиванием. В связи со сборным характером 
анализируемой выборки особей C. vindobonensis 
из различных географически удаленных попу-
ляций, как инвазивных, так и аборигенных, на 
полученные результаты наиболее вероятно ока-
зывает влияние эффект Валунда. В свою очередь, 
это указывает на генетическую разнородность 
популяций C. vindobonensis Восточной Европы 
и необходимость их дальнейшего популяционно-
го-генетического анализа на основе полученных 
микросателлитных маркеров.

Таким образом, в настоящей работе у венской 
улитки были впервые выявлены пролиморфные 
микросателлитные локусы, которые можно ис-
пользовать при оценке состояния популяционных 
генофондов аборигенных и инвазивных популя-
ций данного вида.
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