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Различия в нуклеотидном составе рибосомальных последовательностей в пределах одного вида, а 

иногда и одной особи паразитических нематод были выявлены уже в самом начале молекулярно-фило-
генетических исследований (Blouin et al., 1992, Dame et al., 1991). Позднее такой полиморфизм рибосо-
мальных последовательностей был показан и для почвенных энтомопатогенных нематод (Spiridonov et 
al., 2004). Нередко вариабельность на уровне вида и даже особи выявляется в последовательностях 
внутренних транскрибируемых спейсеров рибосомальной ДНК (ITS rDNA). Эти последовательности 
часто используются для разграничения близких видов нематод и выявления внутривидовых групп. По-
лиморфизм создает определенные неудобства, поскольку ПЦР-продукты, полученные при амплифика-
ции ДНК таких особей, не могут быть использованы для прямого секвенирования, так что приходится 
клонировать ПЦР-продукты. В то же время эта вариабельность оказывается дополнительным ценным 
инструментом для познания эволюционной истории вида. Такой полиморфизм является отражением 
взаимодействия различных факторов и процессов. Мутации в спейсерных последовательностях не под-
вергаются столь же жесткому отбору как домены 18S или 5.8S. В то же время отмечены случаи компен-
саторных мутаций в ITS-участке, что, по-видимому, связано с необходимостью сохранения вторичной 
структуры формирующейся молекулы РНК. Известны также генетические механизмы, выравнивающие 
вариабельность по этим доменам в пределах популяции (Hillis, Dixon, 1991). 

Материал и методы 
В качестве пробы для проведения ПЦР использовали ДНК извлеченную из единственных 

особей нематод. Для этого использовали разные методы, в том числе метод с использованием про-
теиназы К или NaOH, и, в случае более крупных дирофилярий – колонки Wizard® DNA Clean-Up Sys-
tem фирмы Promega. Использовали предложенные для использования на нематодах Дж. Карраном прайме-
ры TW81 и AB28. Лигацию и клонирование ПЦР-продутов проводили по прописи фирмы Promega с помо-
щью набора pGEM®-T Vector System II. Не менее 5-и белых (трансформированных) колоний использова-
лась для постановки ПЦР с векторными праймерами T7 и SP6. Полученный продукт этой реакции очищали 
и использовали для секвенирования с векторными и первоначальным праймерами. Для сравнительного ана-
лиза использовали последовательности, депонированные для соответствующих видов в ГенБанке (NCBI 
GenBank). 

Результаты 
Филогенетический анализ полученных последовательностей ITS rDNA Haemonchus contortus 

выявил существование нуклеотидных различий между отдельными клонами. Один из гаплотипов 
был почти идентичен (различие в одной паре нуклеотидов) последовательности H. contortus от ов-
цы из пров. Внутренняя Монголия Китая. По некоторым позициям отдельные клоны отличались от 
других, но показывали сходство с ITS rDNA-последовательностями этого вида, выявленными в других 
географических точках. Так клон 2 по нескольким позициям был сходен с последовательностью H. contortus 
из Индии (Рис. 1).  
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Рис.1. Часть выравнивания ITS rDNA последовательностей нематод Haemonchus 
contortus: отдельные клоны ITS rDNA нематод от козы (Монголия) в сравнении с не-
матодами H. contortus из разных географических точек. 

 
Такие же совпадения ITS rDNA-последовательностей были отмечены между отдельными клонами 

Diroflaria immitis (Астрахань) и последовательностями нематод этого же вида из Китая и Индии (Рис. 2). 
 

 
Рис.2. Часть выравнивания ITS rDNA последовательностей нематод Diroflaria 
immitis:  отдельные клоны ITS rDNA нематод из Астраханской области в сравнении с 
нематодами D. immitis из разных географических точек. 

 
Обсуждение 

Изучение изменчивости ITS rDNA-последовательностей широко распространенных паразитиче-
ских нематод позвоночных Haemonchus contortus и Diroflaria immitis, показало, что на уровне популяции 
одного вида и даже одной особи, может наблюдаться существенная вариабельность в нуклеотидном 
составе. Отдельные такие варианты (гаплотипы) оказываются близкими к депонированным в Ген-
Банке последовательностям от нематод этих же видов, но собранных в географических точках, уда-
ленных от мест сбора нашего материала. При изучении почвенных энтомопатогенных нематод рода 
Steinernema, нами была выявлена определенная географическая приуроченность отдельных гапло-
типов (европейские, азиатские и др.), а также существование популяций, в которых присутствуют 2 
разных гаплотипа (Spiridonov et al., 2004). Среди близких к H. contortus нематод-остертагиин позво-
ночных такая вариабельность ITS rDNA может проявляться как наличие нескольких видов вставок 
длиной около 100 п.н. (Constantine, 2002). Мы не обнаружили у H. contortus и D. immitis таких круп-
ных вставок, а лишь различия по нескольким позициям. Можно предположить, что гаплотипы 
сформировались в результате единичных эволюционных событий, а затем, в результате их распро-
странения, могли образовываться смешанные формы, в особях которых были представлены разные 
гаплотипы. 
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