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Обзор посвящен современным подходам и методам, используемым для изучения 
молекулярных основ адаптации популяций. Рассмотрены современные понятия 
адаптации популяций и основные подходы для отбора генов�кандидатов, участ�
вующих в этом процессе. Приведены молекулярно�генетические методы, исполь�
зуемые для изучения роли мутаций и эпигенетических механизмов в адаптации 
организмов и популяций. 
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The review is devoted to the modern approaches and methods used to study the 
molecular basis of adaptation in populations. The modern concepts of population 
adaptation and basic approaches to the selection of candidate genes involved in this 
process are discussed. Molecular genetic methods used to study the role of mutations 
and epigenetic mechanisms in adaptations of organisms and populations are 
considered. 
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Введение 

В последние годы стремительно возросло 
количество работ, посвященных методическим 
подходам для исследования адаптации попу�
ляций растений и животных [Geffenew et al., 
2005; Whitehead, Crawford, 2006; Ellegren, 
Sheldon, 2008; Feldman et al., 2009]. При этом 
особенное внимание в них уделяется изучению 
генетических и эпигенетических механизмов 
приспособления. Повышение интереса к про�
блеме адаптации популяций очевидно связано 
с разработкой и широким внедрением в эти 

исследования новых подходов и методов, в 
том числе успешно развиваемых в молекуляр�
ной биологии. Однако особенности организа�
ции и функционирования отдельных организ�
мов и популяций могут обусловливать приме�
нение разных подходов и методов для оценки 
уровня и механизмов их приспособленности. 

Кратко остановимся на понятии «адаптация 
популяций». Популяциям растений и животных, 
как и любым живым системам, присущи само�
регуляция, самоорганизация и адаптация (при�
способление). Существуют различные опреде�
ления и классификации адаптации, обобщен�
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ные в работе [Шкорбатов, 1982]. Г. Л. Шкорба�
тов, согласно принципам системного исследо�
вания, ввел понятие адаптации как совокупно�
сти реакций живой системы, поддерживающих 
ее функциональную устойчивость при измене�
нии условий окружающей среды, подчеркивая 
динамические качества этой устойчивости. 
Им же разработана классификация адаптаций 
в соответствии с основными типами сущест�
вующих в природе биологических систем. При�
способление на популяционно�видовом уровне 
он относит к адаптации филогенетических сис�
тем, считая, что ее отличительными особенно�
стями являются групповой характер, низкая 
скорость возникновения и относительно высо�
кая стабильность. Возникновение и угасание 
этих адаптаций происходят в генофонде всей 
адаптирующейся группы. Причем изменения 
в генетическом аппарате могут иметь значение 
для адаптации в том случае, если возникший 
в данной популяции новый генотип распростра�
няется, будучи подхваченным естественным от�
бором [Тимофеев�Ресовский и др., 1969]. Поня�
тие приспособления, или адаптации, также под�
разумевает «запас прочности» биологических 
систем, а в нашем случае популяций, который 
многократно ими используется при повторных 
однотипных изменениях окружающих условий 
[Шкорбатов, 1982]. По мнению Ю. П. Алтухова, 
запас генетической прочности популяций пред�
ставляет собой адаптацию к конкретной среде, 
с которой они сталкивались в прошлом и кото�
рая оказалась «записанной» в их генотипиче�
ской структуре [Алтухов, 2003].  

Факторы адаптивных изменений 
генетической структуры популяций 

Принято считать, что в адаптивных измене�
ниях генетической структуры популяций основ�
ную роль играют мутационный процесс и есте�
ственный отбор, а также такие факторы, как по�
ток генов, генетический дрейф [Хедрик, 2003; 
Hereford, 2009]. Согласно Р. Фишеру,  приспо�
собленность популяций монотонно возрастает 
под давлением естественного отбора [Алтухов, 
2003]. Однако это положение имеет ряд ограни�
чений, например, для популяций с инбридингом 
и частотно�зависимым отбором [Животовский, 
1981]. По Ю. П. Алтухову, современные натив�
ные популяции достигли максимума адаптации 
и поддерживают экологическое равновесие с 
окружающей средой [Алтухов, 2003]. Но суще�
ствует и другая точка зрения. Несмотря на дей�
ствие стабилизирующего отбора, популяции не 
находятся в адаптивном оптимуме [Orzack, 
Sober, 1994]. Об этом свидетельствуют некото�

рые факты. Как правило, генотипы аборигенных 
представителей лучше адаптированы к услови�
ям среды обитания [Schluter, 2000], тем не ме�
нее в популяции можно обнаружить индивидуу�
мы, имеющие более низкую приспособленность 
к конкретным условиям среды, чем помещен�
ные в эти условия особи из других популяций 
[Hereford, Winn, 2008]. 

На ход процессов адаптации популяций мо�
жет оказывать влияние уровень их генетическо�
го разнообразия. В малочисленных популяциях 
из�за дрейфа генов, когда «успешные» аллели 
достигают высокой частоты, а «вредные» алле�
ли фиксируются вследствие наличия генетиче�
ского груза, уровень генного разнообразия мо�
жет оказаться низким и ограничить адаптацию 
[Lynch, 2007].  

В основе адаптаций лежит мутационный 
процесс, приводящий к появлению новых алле�
лей. Вновь возникающие мутации, как правило, 
вредны для организма [Алтухов, 2003]. Поэто�
му обнаруживаемое разнообразие генных ло�
кусов в популяции поддерживается за счет до�
ли селективно�нейтральных аллелей. Подав�
ляющее большинство мутаций рецессивно, 
и при высокой численности популяций они ока�
зываются в гетерозиготном состоянии. Как 
полагал С. С. Четвериков, вновь возникающие 
аллели, не проявляя вредного эффекта в гете�
розиготах, могут постепенно включаться в ге�
нофонд вида [Алтухов, 2003], являясь «сырь�
ем» для естественного отбора. И, как было уже 
отмечено, значение этих аллелей в адаптации 
будет проявляться в том случае, если их часто�
та в популяции станет ощутимой и они будут 
подхвачены естественным отбором. 

При рассмотрении молекулярных механиз�
мов адаптации возникает еще несколько во�
просов. Например, эволюционирует отдельный 
ген или локусы, среди которых могут быть и по�
лиаллельные генетические системы? В по�
следнее время принято считать, что природная 
популяция бисексуальных видов эволюциони�
рует одновременно по множеству локусов [Ал�
тухов, 2003]. Соответствующие генотипы могут 
взаимодействовать между собой, гены могут 
быть сцепленными или их комбинации оказы�
ваются неслучайными под действием отбора 
[Алтухов, 2003]. Другой вопрос касается важ�
ности для приспособления так называемой 
морфологической эволюции и эволюции регу�
ляторных систем. Одни авторы придерживают�
ся точки зрения, что основным молекулярным 
механизмом приспособления являются изме�
нения в транскрибируемых нуклеотидных по�
следовательностях, приводящие к замене ами�
нокислот и изменению структуры белка 
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[Hoekstra, Coyne, 2007]. Другие авторы полага�
ют, что в основе формирования новых адапти�
рованных фенотипов лежат изменения в регу�
ляции экспрессии генов, обусловленные мута�
циями в регуляторных или, иначе, в cis�облас�
тях гена [Carroll, 2005]. Еще более 30 лет назад 
Кинг и Уилсон [King, Wilson, 1975], исследуя 
схожесть белков человека и шимпанзе, пришли 
к заключению, что наблюдаемые фенотипиче�
ские различия между этими видами могут быть 
обусловлены различиями скорее в регуляции 
экспрессии генов, нежели в структуре коди�
руемых ими белков. На модельных объектах 
Drosophila и дрожжах рода Saccharomyces бы�
ло показано, что ключевым механизмом фик�
сации некоторых фенотипических различий 
у этих объектов является возникновение мута�
ций в регуляторных частях генов [Borneman 
et al., 2007; McGregor et al., 2007]. В литературе 
также имеются сведения и в пользу важности 
для формирования новых адаптаций измене�
ний в структурных областях генов [ffrench�
Constant et al., 1993]. Очевидно, что в естест�
венных популяциях эволюция локусов, связан�
ных с приспособлением, может осуществлять�
ся за счет возникновения мутаций как в регуля�
торных, так и в структурных областях генома 
[Ellegren, Sheldon, 2008]. Из этого следует, что 
методы и подходы для исследования молеку�
лярных основ адаптации могут быть весьма 
разнообразными. 

Методы выявления адаптивной 
генетической изменчивости 

Поиску генов, которые позволяют популяци�
ям адаптироваться к конкретным условиям 
среды обитания, в настоящее время посвяще�
но много работ [Powers, Schulte, 1998; Geffeney 
et al., 2005; Whitehead, Crawford, 2006; Feldman 
et al., 2009]. Все они основаны на использова�
нии разных подходов для изучения связи меж�
ду фенотипом и генотипом. Эллегрен и Шел�
дон [Ellegren, Sheldon, 2008], обобщая нако�
пившийся к настоящему моменту материал 
о методах исследования этой взаимосвязи, 
предложили схему отбора кандидатных генов, 
участвующих в приспособлении (рис.). 

Анализ сцепления является традиционным 
способом идентификации участка хромосом, 
содержащего локусы, ответственные за те или 
иные количественные признаки. Этот  подход 
называется «анализ локусов количественных 
признаков» (QTL, Quantative Trait Locus) и по�
зволяет эффективно картировать и идентифи�
цировать гены, определяющие сложные (поли�
генные) признаки. Метод устанавливает точ�

ную локализацию, количество, эффект взаимо�
действия QTLs. Для картирования QTL нужна 
сегрегированная популяция, полученная путем 
скрещивания двух родительских форм, кото�
рые различались бы по признаку, интересую�
щему исследователя. Для признаков, контро�
лируемых десятками или сотнями генов, роди�
тельские линии могут не различаться по ним 
фенотипически, но должны содержать различ�
ные аллели, которые в результате рекомбина�
ционных событий мейоза дадут в поколении 
потомков целый спектр фенотипических про�
явлений выбранного признака [Сергеева, 
2011]. Следует подчеркнуть, что QTL – это не 
ген, а только участок хромосомы, где располо�
жен ген или группа генов, обнаруживающих 
значительное влияние на признак. Для иденти�
фикации этих генов необходимо использовать 
другие методы. 

Для проведения QTL�анализа исследова�
телю необходимо две или более линии орга�
низмов одного вида, которые различаются 
генетически по отношению к интересующему 
признаку. Также требуются генетические 
маркеры, которые бы позволили отличить ро�
дительские линии между собой. В последнее 
время для этих целей все чаще используют 
микросателлитные последовательности ДНК, 
которые могут быть расположены близко к ге�
нам, контролирующим признак. Необходи�
мым условием проведения QTL�анализа явля�
ется конструирование карт сцепления, кото�
рые указывают позицию маркеров и относи�
тельные генетические расстояния между 
маркерами вдоль хромосом. С помощью карт 
сцепления устанавливают местоположение 
генов и QTLs, связанных с интересующим 
признаком. QTL�картирование основано на 
принципе разделения генов и маркеров при 
рекомбинации хромосом. Это позволяет ана�
лизировать их в потомстве F2 и сравнивать 
с родительскими формами. Частота рекомби�
нантных генотипов может быть использована 
для расчета генетического расстояния между 
маркерами. Чем ниже частота рекомбинации 
между двумя маркерами, тем ближе они рас�
положены на хромосоме, и наоборот. Карты 
сцепления строятся на основе анализа мно�
жества сегрегирующих маркеров. 

Приведем некоторые примеры использова�
ния QTL�анализа для поиска генетических ло�
кусов, ответственных за формирование опре�
деленного фенотипа. QTL�картирование было 
использовано для идентификации QTLs локу�
сов, ответственных за вариабельность такого 
признака, как «время начала цветения», у 17 F2 
популяций Arabidopsis thaliana [Salome et al., 
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2011]. Высоковариабельный признак «время 
начала цветения» Arabidopsis thaliana (L.) 
Heynh. является одной из важнейших физиоло�
гических характеристик растений и четко свя�
зан с приспособленностью [Pigliucci, 1998]. 
В последнее время среди исследователей сло�
жилось представление, что этот признак явля�
ется определяющим в адаптации арабидопси�
са к условиям окружающей среды [Koornneef 
et al., 1991, 1998; Сoupland, 1995; Кuittinen 
et al., 1997], к тому же он проявляет широтную 
клинальную изменчивость [Stinchcombe et al., 
2004]. Вместе с прорастанием семян эта ха�
рактеристика синхронизирует рост и репро�
дукцию растений с наиболее благоприятным 
периодом вегетации [Symonides, 1987] и таким 
образом обеспечивает сохранение вида в че�
реде поколений. Наличие клинальной изменчи�
вости часто служит прямым доказательством 
действия естественного отбора [Левонтин, 
1978] и участия в адаптации генов, контроли�
рующих эту изменчивость. 

С помощью данного метода был обнаружен 
основной QTL�кластер, связанный с контролем 
времени зацветания и включающий пять геном�
ных областей [Salome et al., 2011]. Оказалось, 
что эти области содержат гены транскрипцион�
ных факторов FLC/MAF (FLOWERING LOCUS 
C/MADS AFFECTING FLOWERING).  Для QTL�кар�
тирования в качестве ДНК�маркеров авторы ис�
пользовали однонуклеотидные замены. 

Методику QTL�анализа и ассоциативного 
картирования использовали для исследования 
хромосомных локусов, ассоциированных со 
временем перехода к цветению в двуродитель�
ской расщепляющейся популяции линий двой�
ных гаплоидов и в стержневой коллекции мест�
ных и селекционных сортов�популяций 
Brassica rapa [Артемьева и др., 2012]. Авторы 

нашли и картировали хромосомные локусы, 
расположенные во 2, 3, 5, 6, 7 и 10�й группах 
сцепления, и установили AFLP�, SSR� и S�SAP�
маркеры, сцепленные со временем цветения.  

Для поиска генов, участвующих в адаптации 
популяций, также используется подход, осно�
ванный на получении информации о нуклео�
тидных последовательностях организмов. Суть 
этого подхода состоит в установлении и срав�
нении нуклеотидных последовательностей 
особей из разных популяций, двух и более ви�
дов. Таким образом, можно определить облас�
ти, включающиеся в негативную или положи�
тельную селекцию. Следует отметить, что дан�
ный подход, несмотря на сложность и высокую 
стоимость такого рода исследований, в по�
следнее время используется довольно часто, 
особенно для изучения приспособления эколо�
гически важных или редких видов растений 
и животных [Ellegren, Sheldon, 2008].  

Отбор генов�кандидатов может осуществ�
ляться и на основе знаний биохимии и экологи�
ческих характеристик того или иного вида в 
комплексе с методами прямой генетики. К при�
мерам использования такого подхода можно 
отнести исследования роли полиморфизма ге�
на фосфоглюкозоизомеразы в термоадапта�
ции у бабочки рода Colias [Watt et al., 2003], 
гена лактатдегидрогеназы в адаптации к хо�
лодным условиям среды у костной рыбы 
Fundulus heteroclitus [Place, Powers, 1984], ро�
ли генов синтеза пигментов в адаптивном цве�
товом паттерне прибрежных мышей [Hoekstra 
et al., 2006] и др. 

Остановимся более подробно на одном из 
примеров. Fundulus heteroclitus – маленькая 
костная рыба, обитающая в болотах и эстуари�
ях вдоль побережья Северной Америки. Темпе�
ратура воды для южных и северных популяций 

 
Схема изучения связи между фенотипом и вариациями генотипов [Ellegren, Sheldon, 2008] 
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в один и тот же сезон отличается примерно на 
13 °С. Пауэрс и Плейс [Powers, Place, 1978] ис�
следовали аллозимный спектр этих популяций, 
включая лактатдегидрогеназу (LDH�B), фер�
мент, катализирующий превращение пирувата 
в лактат. Проверив кинетику очищенных LDH�
B�ферментов in vitro, они обнаружили, что фер�
мент, выделенный из особей, принадлежащих 
северным популяциям, имеет большую катали�
тическую способность при низких температу�
рах [Place, Powers, 1984]. Анализ нуклеотидных 
последовательностей аллелей гена ldh�b пока�
зал, что функциональные отличия этих изофер�
ментов обусловлены, вероятнее всего, заме�
ной аминокислот в сайте 311 (Ala�Asp) (аллель 
ldh�bnn). Кроме этого авторы обнаружили кор�
реляцию ldh�b генотипа с концентрацией АТФ 
в эритроцитах крови. Поскольку АТФ снижает 
способность связывания гемоглобином кисло�
рода, было высказано предположение 
[DiMichele, Powers, 1982], что рыбы из север�
ных популяций, имеющие  ldh�bnn аллель, 
обладают более эффективной загрузкой ки�
слорода работающими мышцами и лучшими 
плавательными характеристиками. Как и ожи�
далось, ldh�bnn рыбы имели более высокую 
концентрацию АТФ, более низкую гемоглобин�
кислородную аффинность и лучшие плаватель�
ные характеристики при температуре воды 
10 °С. Однако в теплой воде эти различия не 
были выявлены [DiMichele, Powers, 1982]. Бо�
лее того, дальнейшие исследования показали, 
что ldh�bnn эмбрионы характеризовались бо�
лее низкой скоростью метаболизма, в том чис�
ле лактатного, замедленным развитием, более 
поздним вылуплением. Поскольку самки 
Fundulus heteroclitus откладывают яйца в сере�
дине весны и их яйца вынуждены развиваться 
на воздухе, это позволяет получить им некото�
рые преимущества для выживания, а именно 
способность вылупляться на две недели позже 
в более теплой водной среде. 

Другим примером, подтверждающим эф�
фективность данного подхода для изучения 
молекулярных основ устойчивости и приспо�
собления, являются исследования роли вольт�
воротных натриевых каналов (Nav 1.4) в устой�
чивости популяций подвязочной змеи 
Tamnophis siralis к тетродотоксину [Brodi et al., 
2002]. Tamnophis siralis питается оригонским 
тритоном (Taricha granulose) и обитает в вос�
точной части Северной Америки. Для защиты 
от хищника тритоны на своей коже содержат 
тетродотоксин (ТТХ). ТТХ – нейротоксин, кото�
рый обладает способностью блокировать 
натриевыe каналы (Nav) в цитоплазматической 
мембране нервных клеток и мускулов, что в 

свою очередь ингибирует инициацию потен�
циала действия. При попадании внутрь даже 
минимального количества яда мускулы змей 
парализуются, приводя к смерти этих живот�
ных от удушья. Оказалось, что змеи из популя�
ций, питающихся оригонскими тритонами, бо�
лее устойчивы к ТТХ, чем змеи из популяций, 
в рацион которых не входит это животное 
[Brodie et al., 2002]. Более того, содержание 
ТТХ на коже у тритонов географически корре�
лирует с уровнем устойчивости змей в популя�
циях [Brodie, Brodie, 1991; Hanifin et al., 1999]. 
В дальнейшем на основании лабораторных 
экспериментов установили, что способность 
к движению у животных после вспрыскивания 
ТТХ строго коррелировала со способностью 
клеток генерировать потенциал действия 
[Geffeney et al., 2002]. Была предложена гипо�
теза о генетической природе этой устойчиво�
сти. Основываясь на знаниях о механизмах 
действия тетродотоксина (а именно – его спо�
собности связываться с натриевыми канала�
ми), авторы высказали предположение, что не�
восприимчимость к яду может быть обусловле�
на наличием устойчивых к нему натриевых ка�
налов. Исследование различий в нуклеотидных 
последовательностях гена, кодирующего белок 
натриевого канала, показало, что во всех ус�
тойчивых популяциях обнаруживается одна не�
синонимичная мутация, способствующая 
уменьшению связывания ТТХ с натриевым ка�
налом и повышающая устойчивость к этому 
нейротоксину [Geffeney et al., 2005]. Кроме 
этой мутации в большинстве популяций были 
обнаружены еще 1–3 дополнительные мута�
ции, снижающие токсический эффект ТТХ. Не�
давно было показано, что два родственных 
подвязочной змее вида, Thamnophis atratus 
и Th. сouchii, также имеют ТТХ�устойчивые по�
пуляции [Feldman et al., 2009]. Причем одно�
нуклеотидные замены в гене, кодирующем бе�
лок внешней поры Nav 1.4 канала, коррелируют 
с ТТХ�устойчивостью у этих видов. Данный 
факт может быть примером конвергентной 
эволюции на уровне нуклеотидов с параллель�
ной эволюцией на более высоком уровне орга�
низации. Полиморфизм генов, кодирующих 
белки натриевых каналов, лежит в основе ус�
тойчивости к структурно или функционально 
подобным ТТХ нейротоксинам, сакситоксинам 
у двухстворчатых моллюсков [Bricelj et al., 
2005; Soong, Venkatesh, 2006]. 

В последнее время особенное внимание 
при отборе кандидатных генов, участвующих в 
адаптации популяций различных видов расте�
ний и животных, уделяется транскрипционной 
активности генома [Whitehead, Crаwford, 2006]. 
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Как уже отмечалось, изменения в регуляторных 
областях генов, а также в генах, кодирующих 
транскрипционные факторы, могут привести 
к существенным различиям в экспрессии генов 
у особей из разных популяций одного и того же 
вида и формированию новых фенотипов. Яр�
кий тому пример – разнообразие популяций 
Arabidopsis thaliana по признаку «время начала 
цветения», которое обусловлено вариабельно�
стью генов  транскрипционных факторов, 
содержащих MADS�домен [Koornneef et al., 
1998]. Мутации в так называемых cis�элемен�
тах генов могут обусловливать различный уро�
вень экспрессии этих генов. У упомянутой вы�
ше рыбы Fundulus heteroclitus между северны�
ми и южными популяциями были обнаружены 
различия в содержании лактатдегидрогеназы, 
которые, по всей вероятности, зависят от 
уровня транскриптов гена, кодирующего этот 
фермент [Schulte et al., 1997]. Сравнение нук�
леотидных последовательностей аллелей гена 
лактатдегидрогеназы у Fundulus heteroclitus 
показало, что различия в его транскрипцион�
ной активности обусловлены наличием поли�
морфных сайтов в промоторе [Schulte et al., 
1997, 2000]. 

Для исследования транскриптома использу�
ются различные методы. Например, метод 
дифференциального дисплея [Liang, Pardee, 
1992], кДНК�AFLP [Bachem et al., 1996], серий�
ный анализ генной экспрессии (SAGE) 
[Velculescu et al., 1995], масс�спектрометрия, 
белковые и ДНК�микроматрицы. 

Одним из наиболее распространенных со�
временных методов, позволяющих сравнивать 
транскриптомные профили, является метод 
ДНК Microarray (ДНК�микроматрицы), заклю�
чающийся в использовании фиксированных на 
твердом носителе (чипе) в определенном по�
рядке большого числа строго определенных 
олигонуклеотидов, с которыми осуществляет�
ся взаимодействие (гибридизация) анализи�
руемого пула кДНК. Поскольку на одном чипе 
можно поместить более тысячи различных оли�
гонуклеотидных зондов (даже более 50 000), 
это дает возможность анализировать одновре�
менно уровень и паттерн большого количества 
кДНК. Далее профиль транскриптов анализи�
руется с помощью кластерного анализа. Опи�
сываемый подход был использован для анали�
за транскриптомов различных популяций неко�
торых видов рыб семейства Fundulus [Oleksiak 
et al., 2002]. Авторы наблюдали индивидуаль�
ную изменчивость в экспрессии ряда генов 
внутри популяций и значительные различия в 
уровне их транскрипционной активности меж�
ду популяциями.  

Другой современный подход, применяю�
щийся для анализа уровня транскриптов боль�
шого количества генов, – серийный анализ 
генной экспрессии (SAGE) [Velculescu et al., 
1995]. Его основные этапы – выделение тагов, 
соединение их в протяженные ряды и их мас�
совое секвенирование. Полученные тексты об�
рабатывают компьютерными методами и с по�
мощью подсчета коротких одинаковых после�
довательностей  получают количественные 
данные о распределении транскриптов многих 
тысяч генов для разных образцов. Появление 
новых технологий секвенирования (NGS), ос�
нованных на детекции продуктов с помощью 
лигазной реакции (платформа Solid), при осво�
бождении пирофосфата в ходе роста цепочки 
нуклеотидов (Roshe), флуоресценции меченого 
нуклеотида в результате синтеза нуклеотидной 
последовательности (платформа Illumina) по�
зволили значительно упростить применение 
данного метода для исследования транскрип�
томов различных организмов. 

Так, модификация данного метода 
SuperSAGE [Matsumura et al., 2005] была ис�
пользована для сравнения транскриптомов 
озерной и речной популяции трехиглой корюш�
ки (Gasterosteus aculeatus) после однократного 
или двухкратного заражения тремя видами па�
разитов: двумя видами нематод (Anguillicoloides 
crassus, Camallanus lacustris) и диплостомиды 
(Diplostomum pseudospathaceum) [Lenz et al., 
2013]. Показано, что однократное и двукратное 
заражение рыб паразитами вызывало в их клет�
ках изменения в уровне экспрессии ряда генов. 
Причем между популяциями наблюдались раз�
личия как в наборе дифференциально экспрес�
сирующихся генов, так и в уровне их транскрип�
ционной активности. Интересно, что различия 
в экспрессии генов так называемого «иммунно�
го ответа» между популяциями можно было об�
наружить только после двукратного заражения 
их паразитами.  

Другой современный метод оценки транс�
криптома различных организмов – анализ про�
читанных фрагментов экспрессированных по�
следовательностей (EST). Основные этапы ме�
тода заключаются в синтезе кДНК, однона�
правленном клонировании, создании библио�
теки кДНК�клонов, частичном секвенировании 
каждого клона с двух сторон – получении EST, 
кластеризации и выравнивании EST, генериро�
вании консенсусов, реконструирующих струк�
туру транскриптов. Применению этого метода 
в экологических исследованиях посвящен об�
зор [Bouck, Vision, 2007]. В нем отмечается, что 
чаще всего этот подход используется для соз�
дания ДНК�зондов, которые в дальнейшем ис�
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пользуются для анализа уровня транскриптов 
генов методом Microarray. Метод EST был при�
менен для сравнительного анализа транскрип�
тов у эндемичного (Amphilophus astorquii)  и 
симпатрического (Amphilophus zaliosus) видов 
цихлиды [Elmer et al., 2010]. 

Следует отметить, что с ростом интереса 
к исследованию транскриптома в генетике по�
пуляций возникают вопросы и дискуссии отно�
сительно происхождения вариабельности 
уровня экспрессии генов между популяциями: 
являются ли эти различия результатом ней�
тральных процессов или же селекции, дейст�
вия направленного или стабилизирующего от�
бора [Gilad et al., 2006; Ellegren, Sheldon, 2008]. 

Эпигенетическая изменчивость как 
потенциальный источник адаптивной 
генетической изменчивости 

Большую роль в адаптации филогенетических 
систем в последнее время отводят эпигенетиче�
ским механизмам. Более того, разработанная 
М. А. Шишкиным [1984]  и основанная на пред�
ставлениях К. Х. Уоддингтона и И. И. Шмальгау�
зена эпигенетическая теория эволюции находит 
все больше сторонников среди специалистов, 
занимающихся популяционными исследования�
ми. Как отмечает Д. Л. Гродницкий [2004], «эво�
люционное изменение начинается, когда популя�
ция попадает в непривычные условия существо�
вания. Новые внешние факторы воздействуют 
непосредственно на онтогенез особей и вызыва�
ют появление значительного числа необычных 
фенотипов – морфозов. Морфозы наследуются 
неустойчиво и представляют новый материал 
для естественного отбора. Если какой�либо из 
вновь появившихся морфозов оказывается спо�
собным существовать в изменившихся условиях, 
то естественный отбор приводит к генетической 
ассимиляции этого морфоза [Waddington, 1975] 
и к реорганизации популяционного генома, так 
что морфоз приобретает наследственную обу�
словленность и далее реализуется онтогенезом 
вне зависимости от внешних условий». 

Действительно, в результате антропогенной 
нагрузки на экосистемы, а также применения 
искусственного отбора в популяциях некото�
рых животных за довольно непродолжительный 
период можно наблюдать быстрые направлен�
ные перестройки фенотипа [Шапошников, 
1961, 1965; Васильева и др., 2003; Баранов, 
2007; Ansorge et al., 2009]. О таких быстрых 
адаптивных изменениях могут свидетельство�
вать результаты экспериментов Г. Х. Шапош�
никова [1965]. Он менял места обитания пар�
теногенетического потомства самок разных 

рас тлей, пересаживая их с одного растения�
хозяина на другое. Оказалось, что к концу экс�
перимента (конец сезона) тли�переселенцы 
полностью адаптировались к новым условиям 
и изменили фенотип, а именно – они приобре�
ли морфологический облик аборигенных рас 
тлей, исходно обитавших на данном растении�
хозяине. Как полагает А. Г. Васильев [2009], 
в основе таких адаптивных перестроек лежат 
эпигенетические механизмы.  

Удобным подходом для оценки быстрых 
эпигенетических процессов в популяциях жи�
вотных является разработанная А. Г. Василье�
вым [1988] методика, основанная на подсчете 
частот проявления дискретных вариаций не�
метрических признаков – фенов.  В каждой вы�
борке производится кодирование проявления 
фенов разных признаков единицами, а их от�
сутствия – нулями. За единицу наблюдения 
принимается сторона тела, а не целая особь. 
После выбраковки признаков, связанных с воз�
растом, полом, друг с другом и общими разме�
рами, проводится многомерная ординация 
внутри индивидуальных фенетических компо�
зиций с использованием метода главных ком�
понент. Затем по полученным значениям глав�
ных компонент между выборками проводится 
дискриминантный анализ. Использование это�
го подхода позволило оценить эпигенетиче�
скую изменчивость у ряда представителей се�
мейства псовых при доместификации, интро�
дукции и акклиматизации [Трут и др., 2004; 
Ansorge et al., 2009]. Техногенные факторы так�
же могут способствовать быстрым изменениям 
фенотипов в популяциях животных. Например, 
отчетливые признаки быстрых эпигенетиче�
ских перестроек по комплексу фенов неметри�
ческих признаков скелета речного окуня (Perca 
fluviatilis) при хроническом радиоактивном 
облучении популяционных группировок, оби�
тающих в Теченском каскаде водохранилищ 
НПО «Маяк» на Южном Урале в течение по�
следних 50 лет, выявил В. Ю. Баранов [2007]. 

В молекулярной биологии под эпигенетиче�
ской регуляцией понимают механизмы изме�
нения экспрессии генов, не затрагивающие 
последовательность нуклеотидов в ДНК. В ос�
нове эпигенетической наследственности могут 
находиться различные механизмы, включая 
транспозицию мобильных элементов, эффекты 
метилирования ДНК, реструктуризацию хрома�
тина за счет метилирования или ацетилирова�
ния гистоновых белков, наличие разных сплай�
сосомных вариантов мРНК и др. Один из при�
меров эпигенетического подавления экспрес�
сии генов – инактивация одной из Х�хромосом 
в клетках женского организма. В начале эм�
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брионального развития женщин одна из двух 
X�хромосом случайным образом и постоянно 
неактивна в подавляющем числе соматических 
клеток [Heard, Disteche, 2006]. Примером эпи�
генетической регуляции индивидуального раз�
вития растений является репрессия гена FLC 
у Arabidopsis thaliana [Bastow et al., 2004; Dennis, 
Peacock, 2007], которая происходит в процессе 
яровизации, необходимой многим растениям 
умеренных широт для индукции цветения. 

Как отмечалось, одним из молекулярных ме�
ханизмов эпигенетической наследственности 
может быть метилирование ДНК. Роль метили�
рования ДНК в регуляции генетических процес�
сов и формировании новых фенотипов доста�
точно полно обсуждена в ряде обзоров 
[Madlung, Comai, 2004; Ванюшин, 2006; Angers 
et al., 2010; Law, Jacobsen, 2010; He et al., 2011]. 
В клетках эукариот ядерная ДНК подвержена 
энзиматическому метилированию с образова�
нием остатков 5�метилцитозина в основном в 
CG и CNG последовательностях. При реплика�
ции ДНК на вновь синтезированной цепи с по�
мощью ДНК�метилтрансфераз происходит за�
полнение отсутствующих метиловых групп. Ме�
тилирование ДНК у растений и животных видо�, 
ткане� и органоспецифично, оно изменяется с 
возрастом и регулируется гормонами. С другой 
стороны, метилирование генома может опреде�
лять уровень ряда гормонов. Метилирование 
ДНК контролирует все генетические процессы в 
клетке (репликация, транскрипция, репарация 
ДНК, рекомбинация, транспозиция генов) и яв�
ляется механизмом клеточной дифференциров�
ки, дискриминации и репрессии генов. О важно�
сти процессов метилирования для жизнедея�
тельности клеток и организмов в целом свиде�
тельствует тот факт, что нокаутные мутации хотя 
бы одного из трех генов, кодирующих метил�
трансферазы (Dnmt1, Dnmt3a и Dnmt3b), явля�
ются летальными [Goll, Bestor, 2005]. Измене�
ние метилирования ДНК, а именно островков 
CpG в промоторных частях гена, может вызвать 
развитие различных патологий, например, из�
менение нормального фенотипа животных кле�
ток на опухолевый [Momparler, Bovenzi, 2000]. 
Ингибирование метилирования ДНК у растений 
сопровождается, в частности, индукцией генов 
запасных белков и изменением времени цвете�
ния [Soppe et al., 2000]. Однако, несмотря на 
все возрастающее внимание к проблеме роли 
метилирования ДНК в процессе жизнедеятель�
ности клеток и организмов, основная часть пат�
терна метилирования ДНК еще не исследована. 
Так, к 2006 году было проанализировано менее 
0,1 %  профиля метилирования генома человека 
[Schumacher et al., 2006]. 

Для изучения роли метилирования ДНК в 
процессах развития особей, в формировании 
различных патологий, а также эпигенетических 
адаптивных перестройках популяций растений 
и животных можно использовать методы, позво�
ляющие оценить статус метилирования ДНК. 
Эти методы довольно разнообразны и включают 
использование бисульфитной конверсии, ме�
тилчувствительных эндонуклеаз рестрикции, 
метилсвязывающих белков и антиметилцитози�
новых антител. Использование этих методов 
совместно с технологиями ДНК�микрочипов и 
высокопроизводительным секвенированием 
позволяет оценить статус метилирования не 
только единичного гена, но и генома в целом. 

Следует заметить, что многие методы оцен�
ки статуса метилирования ДНК были разрабо�
таны лишь в последние годы [Bibikova et al., 
2006; Schumachet et al., 2006; Zilbermann et al., 
2007; Su et al., 2013]. Основаны они на трех 
подходах: бисульфитной конверсии, рестрик�
ции метилчувствительными рестриктазами и 
аффинной очистке метилированной ДНК. Крат�
ко рассмотрим все три подхода. 

Бисульфитная конверсия. Метилирован�
ный цитозин имеет характеристики, очень схо�
жие с неметилированным основанием, и по�
этому их сложно различить с помощью стан�
дартных методов секвенирования. Для того 
чтобы обойти это препятствие, геномная ДНК 
должна сначала обработаться бисульфитом 
натрия [Clark et al., 2006], что приводит к деза�
минированию неметилированного цитозина 
и превращению его в урацил. Метилированный 
цитозин сохраняется без изменений. При по�
следующей ПЦР конвертированной ДНК про�
исходит замена урацила на тимин. Далее ПЦР�
продукты анализируются либо с помощью сек�
венирования по Сэнгеру, либо с помощью пи�
росеквенирования, либо с использованием 
масс�спектрометрии. Дополнительно проводят 
сравнение нуклеотидной последовательности 
ДНК после конверсии с последовательностью 
известной неметилированной ДНК, для того 
чтобы убедиться в полной конверсии иссле�
дуемого участка генома. 

Ферменты рестрикции, чувствительные 
к метилированию. Для анализа метилирова�
ния ДНК часто используют метилчувствитель�
ные эндонуклеазы рестрикции [Bird et al., 1985; 
Lindsay, Bird, 1987]. Активность этих фермен�
тов ингибируется или, напротив, проявляется в 
зависимости от метилирования сайта узнава�
ния ДНК. В настоящее время имеется несколь�
ко методов, основанных на  использовании ме�
тилчувствительных рестриктаз [Lippman et al., 
2005; Khulan et al., 2006], однако в целом их 
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можно разделить на два основных подхода. 
Первый из них основан на применении метил�
чувствительных эндонуклеаз рестрикции для 
исследования метилированной ДНК, второй – 
неметилированной ДНК. Для анализа статуса 
метилирования образцы, как правило, сравни�
вают между собой. Например, образцы, обра�
ботанные ферментами рестрикции, и необра�
ботанные (контрольные) образцы. В другом 
случае сопоставляют молекулы ДНК, обрабо�
танные метилчувствительными эндонуклеаза�
ми рестрикции и их метилнечувствительными 
изошизомерами. В третьем варианте могут 
сравниваться обработанные одинаковым набо�
ром ферментов разные образцы, например, 
ДНК, выделенная из разных тканей организма. 
Выбор стратегии определяется прежде всего 
степенью метилирования генома. Так, извест�
но, что в геноме человека более 60 % GC�сай�
тов метилировано [Goll, Bestor, 2005]. В связи 
с этим более удобным и экономичным подхо�
дом будет обогащение неметилированной 
ДНК. Например, оба сравниваемых образца 
подвергаются расщеплению метилчувстви�
тельными изошизомерами, узнающими после�
довательность CCGG: HpaII, которая не активна 
при метилировании GC�пары, и MspI, актив�
ность которой не ингибируется метилировани�
ем. При обработке ДНК MspI образуется боль�
шое количество более коротких по длине фраг�
ментов ДНК, которые затем элиминируются. 
Таким образом, сравниваться и анализиро�
ваться будет только неметилированная часть 
исследуемой ДНК. Другая полезная для изуче�
ния плотно метилированной ДНК эндонуклеаза 
рестрикции – MsrBC [Lippman et al., 2004]. 

После фракционирования ДНК�фрагментов 
по размеру они могут быть проанализированы 
разными методами, например, клонированы 
и секвенированы, проанализированы на ДНК�
микрочипах.  

Метилчувствительные ферменты могут ис�
пользоваться и для анализа метилирования не�
больших участков гена. В этом случае анализу 
подвергаются продукты полимеразной цепной 
реакции. Следует отметить, что использование 
метилчувствительных рестриктаз для анализа 
метилированной ДНК ограничено, поскольку 
в этом случае можно анализировать GC�пары 
только в сайтах узнавания этих ферментов. 

Аффинная очистка. Метод аффинной очи�
стки основан на фракционировании молекул по 
биологическому сродству. Одну молекулу из 
взаимодействующей пары, например антите�
ло, химически закрепляют на матрице сорбен�
та, а сорбцией и элюцией второй молекулы, 
например антигена, управляют путем измене�

ния условий биологического взаимодействия в 
результате введения в элюент солей, мочеви�
ны, детергентов, конкурирующих молекул или 
изменения его рН. Перед аффинной очисткой 
исследуемая ДНК подвергается денатурации и 
помещается на специальные колонки. В каче�
стве аффинного агента часто используют бе�
лок, содержащий метилсвязывающий домен, 
который связывает метилированные GC�сайты 
[Zhang et al., 2006]. Также имеются коммерче�
ски доступные моноклональные антитела, спе�
цифически узнающие метилированный цито�
зин. Они могут использоваться для иммуно�
преципитации метилированной ДНК [Zhang 
et al., 2006; Weber et al., 2007]. Использование 
метода иммунопреципитации бывает предпоч�
тительнее, поскольку в этом случае можно изу�
чать метилирование не только GC�пар, но и 
других сайтов ДНК.  

Существует ряд методов, с помощью кото�
рых можно осуществлять полномасштабный 
анализ метилированной ДНК. В проекте «Эпи�
геном человека» (www.epigenome.org) исполь�
зуется стандартный подход секвенирования 
большого количества конвертированной би�
сульфитом натрия ДНК из тканей и стволовых 
клеток человека. Таким способом было иден�
тифицировано существенное количество тка�
неспецифичных дифференциально метилиро�
ванных областей [Eckhardt et al., 2006]. В дру�
гих исследованиях используются рестрици�
рующие ферменты, стандартное клонирование 
и секвенирование. Например, Роллинз с соав�
торами [Rollins et al., 2006] таким способом 
проанализировали почти 14 Мb (мегаоснова�
ний) неметилированной и свыше 8 Mb метили�
рованной ДНК человека. Следует отметить, что 
использование этих подходов позволяет полу�
чить огромное количество информации, но они 
связаны с большим объемом работ и требуют 
значительных финансовых затрат. 

В настоящее время все чаще для исследо�
вания статуса метилирования ДНК используют 
ДНК�микрочиповые технологии и высокопро�
изводительное секвенирование. 

Ранее для микрочиповых исследований ме�
тилированной ДНК использовали чипы в виде 
нанесенных на твердую подложку пятен олиго�
нуклеотидных зондов. Как правило, их изготав�
ливали индивидуально в лабораториях [Lippman 
et al., 2004]. На данный момент имеются качест�
венные коммерческие олигонуклеотидные чи�
пы: чипы на четках (фирма Illumina), литографи�
ческие чипы с короткими олигонуклеотидами 
(фирма Affymetrix), микрочипы с длинными оли�
гонуклеотидами (фирмы NimbleGen, Agilent). 
Одни микрочиповые технологии предназначены 
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для анализа метилирования конвертированной 
бисульфитом натрия ДНК (Illumina), другие под�
ходят для исследования ДНК с использованием 
рестрицирующих ферментов (Affymetrix) и аф�
финной очистки (Affymetrix). 

Вместо использования микрочиповых тех�
нологий для оценки статуса метилирования 
ДНК можно использовать методы, основанные 
на высокопроизводительном секвенировании 
(платформа на основе пиросеквенирования 
(Roshe) и платформа на основе флуоресцен�
ции нуклеотидов в процессе синтеза цепи 
(Illumina)). Прямое секвенирование позволяет 
оценить не только профиль, но и уровень мети�
лирования ДНК.  

Несмотря на большое количество доступных 
методов исследования метилированной ДНК, 
их использование для широкомасштабного 
анализа ограничено как размером изучаемого 
генома, так степенью его метилирования. На�
пример, для слабо или умеренно метилирован�
ных геномов (арабидопсис, рис, некоторые ви�
ды насекомых) рекомендуется применять ме�
тоды с обогащением метилированной ДНК и 
последующим ее анализом с помощью микро�
чипов. Также в этом случае можно использо�
вать высокопроизводительное секвенирование 
ДНК после бисульфитной конверсии или обо�
гащении метилированной фракции c помощью 
аффинных колонок. 

Как отмечалось выше, метилирование или 
ацетилирование гистонов может привести к 
изменению конформации хроматина и актив�
ности генов. Участки ДНК, не входящие в нук�
леосомы (открытая конформация), отвечают 
за активацию генов и являются сверхчувстви�
тельными к ДНКазе I. На селективном разре�
зании ДНКазой I этих важных для регуляции 
биологических процессов участков основаны 
методы, позволяющие оценить изменения в 
структуре хроматина. Вначале для исследова�
ния доступности хроматина для ДНКазы I ис�
пользовали довольно трудоемкий и малочув�
ствительный метод разделения ДНК по Сау�
зерну [Mather, Perry, 1983; Bender et al., 2000; 
Wang, Simpson, 2001]. В дальнейшем были 
разработаны методы, основанные на полиме�
разной цепной реакции [Pfeifer, Riggs, 1991; 
Feng, Villeponteau, 1992; McArthur et al., 2001; 
Dorschner et al., 2004]. В последние годы для 
полногеномного анализа конформации хро�
матина все чаще стали применять чиповые 
технологии и новые методы секвенирования 
ДНК  [Weil et al., 2004; Crawford et al., 2006; 
Sabo et al., 2006]. Схема анализа конформа�
ции хроматина по его доступности для 
ДНКазы I выглядит следующим образом [Shu 

et al., 2013]. На первом этапе выделяют ядра 
клеток. На втором этапе выделенные ядра ре�
суспендируют в буфере для рестрикции и де�
лят на равные аликвоты. К ним добавляют 
раствор фермента разной концентрации. По�
сле инкубации и дополнительной очистки ДНК 
в случае анализа конформации отдельных 
участков хроматина проводят полимеразную 
цепную реакцию, в случае полномасштабного 
исследования образовавшиеся фрагменты 
фракционируют по размеру, проводят их ам�
плификацию и мечение флуоресцентными кра�
сителями. Доступность хроматина для ДНКазы I 
в первом случае оценивают по количеству обра�
зовавшегося ПЦР�продукта. Во втором – 
по интенсивности свечения флуоресцентных 
меток после гибридизации образовавшихся 
амплификонов с олигонуклеотидами на специ�
ально разработанных микрочипах. На наш 
взгляд, описанный метод является довольно 
удобным для исследования эпигенетических 
перестроек организмов, связанных с модифи�
кацией хроматина. 

Таким образом, для изучения механизмов 
адаптивных перестроек популяций животных 
и растений используются различные подходы, 
основанные на методах популяционной гене�
тики, генетики количественных признаков 
и молекулярной биологии. Часто эти подходы 
используются совместно, что расширяет воз�
можности исследования молекулярных меха�
низмов адаптации популяций. 

Работа выполнена при финансовой поддерж�
ке ФЦП «Научные и научно�педагогические кад�
ры инновационной России на 2009–2013 гг.», 
соглашение 8050, № г. р. 01201274586. 
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