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Цель. Комплекс зеленых лягушек (Pelophylax esculentus complex) имеет гибридную природу. Ввиду того что в ли-
тературе существует большое количество данных о видовом составе зеленых лягушек и очень скудный материал 
о генетической структуре популяций, нами была поставлена цель на основе микросателлитных маркеров ДНК про-
анализировать генетическую структуру популяций комплекса зеленых лягушек на территории юга Среднерусской 
возвышенности, которая являлась одним из рефугиумов для многих видов в ледниковую эпоху и центром расселе-
ния в послеледниковое время.

Материалы и методы. В исследовании было задействовано 36 локальных популяций. Анализ изменчивости 
ДНК проводили методом мультиплексной SSR-PCR. Для амплификации использовали семь локусов (Res 14, Res 15, 
Res 17, Res 22, Rrid059A, Rrid082A, Rrid171A). Фрагментный анализ ПЦР-продуктов был проведен на автоматическом 
капиллярном ДНК-секвенаторе ABI PRISM 3500 (Applied Biosystems, США).

Результаты. Общее число выявленных аллелей варьировало от 13 до 41. Эффективное число аллелей (Ae) в сред-
нем составило 4,569 ± 0.219, индекс Шенона (I) 1,567 ± 0,04, уровень ожидаемой гетерозиготности (Не) 0,68 ± 0.01. 
Согласно модели Райта наибольший вклад в генетическую изменчивость вносит разнородность особей внутри 
популяций, часть из которых имеют гибридную природу (Fis = 0,281 ± 0,069, Fit = 0,413 ± 0.053, Fst = 0,180 ± 0,017). 
Средний показатель интенсивности обмена генами между популяциями (Nm) составил 1,212 ± 0,142 особи за по-
коление. Расчет эффективной численности с помощью LD-метода свидетельствует о высоком уровне жизнеспособ-
ности изучаемых групп лягушек.

Выводы. Результаты продемонстрировали высокий уровень генетического разнообразия и жизнеспособности 
большинства изученных групп, которые, в силу интенсивного обмена генами между собой, могут представлять еди-
ную панмиктическую популяцию. Данные генетического анализа свидетельствуют в пользу активной адаптации 
P. esculentus complex к обитанию в урбанизированной среде.
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in the south of the Central Russian Upland
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BACKGROUND: The water frog (Pelophylax esculentus complex) is hybrid in composition. In view of the fact that a large 
number of data on the species composition of the water frog and very scarce material on the genetic structure of populations 
are available in the literature, we aimed to analyze the genetic structure of populations of the water frog in the southern part 
of the Middle Russian upland, which was one of the refugia for many species during the glacial epoch and the center of disper-
sion in the postglacial time, based on DNA microsatellite markers.

MATERIALS AND METHODS: The study involved 36 local populations. DNA variability was analyzed by multiplex SSR-PCR.
Seven loci (Res 14, Res 15, Res 17, Res 22, Rrid059A, Rrid082A, and Rrid171A) were used for amplification. Fragment analysis 
of PCR products was performed on an ABI PRISM 3500 automated capillary DNA sequencer (Applied Biosystems, USA).

RESULTS: The total number of alleles detected ranged from 13 to 41. The effective number of alleles (Ae) averaged 
4.569 ± 0.219, the Chenon index (I) 1.567 ± 0.04, level of expected heterozygosity (Не) 0.68 ± 0.01. According to Wright’s 
model, the greatest contribution to genetic variability is made by the heterogeneity of individuals within populations, some of 
which are of a hybrid nature (Fis = 0.281 ± 0.069, Fit = 0.413 ± 0.053, Fst = 0.180 ± 0.017). The average indicator of the inten-
sity of gene exchange between populations (Nm) was 1.212 ± 0.142 individuals per generation. The calculation of the effective 
abundance using the LD method indicates a high level of viability of the studied groups of the frogs.

CONCLUSION: The results demonstrated a high level of genetic diversity and viability of most of the studied groups, 
which, due to the intense gene exchange between them, can represent a single panmictic population. The data of the genetic 
analysis support the active adaptation of P. esculentus complex to living in an urbanized environment.

Keywords: population structure; microsatellites; Pelophylax esculentus complex.
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ВВЕДЕНИЕ
Антропогенный пресс становится доминирующей 

причиной изменения ландшафтов, оказывая тем самым 
сильное воздействие на биологическое разнообра-
зие [1]. При этом наиболее сильно от воздействия чело-
века страдают представители гидросферы, как наиболее 
мобильной части биосферы [2]. Известно, что земновод-
ные — это важные компоненты прибрежных биоце-
нозов. Являясь консументами второго и последующих 
порядков, они представляют собой связующее звено 
в трофических цепях между водной и наземной частью 
экосистем. Благодаря этому, амфибий очень часто ис-
пользуются в качестве объектов экологических иссле-
дований [3, 4].

Комплекс среднеевропейских зеленых лягушек 
(Pelophylax esculentus complex) включает в себя три вида: 
озерная лягушка (P. ridibundus Pallas, 1771), прудовая 
лягушка (P. lessonae Camerano, 1882), а также съедобная 
лягушка (P. esculentus Linnaeus, 1758). Первые два — это 
так называемые менделевские виды. Съедобная лягуш-
ка (P. esculentus) является гибридом, произошедшим 
от скрещивания указанных выше двух родительских ви-
дов, и имеет полуклональный (мероклональный) тип раз-
множения [5]. Кроме того, известно, что озерная лягушка 
имеет как минимум две формы (таксономический статус 
которых еще не стал предметом дискуссий), «западная», 
она же центрально-европейская P. ridibundus, вклю-
чая балканскую лягушку P. kurtmuelleri (Gayda, 1940), 
и «восточная» P. cf. bedriagae (анатолийская лягушка)
[6, 7].

Гибридные лягушки распространены практически 
на всей территории Европы. Гибридные и родительские 
особи, несмотря на отличия в образе жизни, могут оби-
тать вместе и образовывать общие группы размноже-
ния [8, 9]. Данный факт свидетельствует об их «эволю-
ционном успехе» [9]. В литературе существует большое 
количество данных о видовом составе популяционных 
систем зеленых лягушек, обитающих как в урбанизи-
рованных ландшафтах, так и в естественных биотопах 
Поволжья, Кавказа и Крыма [10–13]. Однако отсутству-
ют данные о генетической структуре популяций этого 
сложного гибридогенного комплекса зеленых лягушек, 
обитающего на востоке ареала.

Цель настоящей работы — используя микросател-
литные маркеры ДНК, проанализировать генетическую 
структуру популяций комплекса зеленых лягушек на тер-
ритории юга Среднерусской возвышенности, которая была 
одним из рефугиумов для многих видов в ледниковую 
эпоху и центром расселения в послеледниковое время.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Сбор материала проведен в летний полевой сезон 

2018–2020 гг. Всего было проанализировано 770 особей 

из 36 локалитетов 1 (табл. 1, рис. 1). Стоит отметить, 
что, по нашим данным, в ходе исследования была об-
наружена только одна особь P. lessonae (пункт № 31 
«Ворскла»). При этом в составе многих групп, помимо 
озерной лягушки P. ridibundus, были выявлены особи 
съедобной лягушки (P. esculentus), имеющие гибрид-
ную природу. Определение видовой принадлежности 
особей и выявление гибридов осуществляли с помощью 
традиционных морфометрических показателей, а также 
с использованием мультиплексной полимеразно-цепной 
реакции (ПЦР) первого интрона гена сывороточного аль-
бумина (SAI-1) ядерной ДНК и фрагмента первой субъ-
единицы гена цитохромоксидазы (COI) митохондриаль-
ной ДНК [14].

Молекулярно-генетический анализ проведен в На-
учно-исследовательском центре геномной селек-
ции «НИУ БелГУ». Геномную ДНК выделяли из ске-
летных мышц животного с использованием набора
«ДНК-Экстран-2» (ООО «Синтол», Россия), согласно 
протоколу производителя. При работе с подопытными 
животными соблюдены все международные этические 
правила и нормы [15].

Анализ изменчивости ДНК проводили методом муль-
типлексной (мультипраймерной) ПЦР SSR-PCR (Simple 
Sequence Repeats). Для проведения амплификации ис-
пользовали набор «ПЦР-Комплект» (ООО «Синтол», 
Россия). Пробы подготавливали из расчета на одну про-
бирку следующим образом: 2,5 × Реакционная смесь
(ПЦР-буфер Б [KCl, трисHCl (pH 8,8), 6,25 мМ MgCl2], 
SynTaq ДНК-полимераза — 5 Е/мкл, dNTP — 2,5 мМ, 
глицерол, Tween 20) — 8 мкл; MgCl2 25 мМ — 0,5 мкл; 
деионизированная вода — 9,3 мкл, смесь праймеров 
0,05 мкл.

Праймеры были мечены тремя флуоресцентными 
красителями, детектируемыми в каналах Blue (FAM), 
Green (R6G), Red (ROX) и подобраны с учетом проведе-
ния амплификации всех 7 локусов в одной пробирке 
(табл. 2). Последовательности праймеров были взя-
ты из ранее опубликованных работ [16–18]. Стандарт 
длины СД 450 (ООО «Синтол», Россия) был мечен чет-
вертым, флуоресцентным красителем и детектировал-
ся в отдельном канале Orange одновременно с про-
дуктами ПЦР.

ПЦР проводили в ДНК-амплификаторе Veriti, Thermo 
FS. Параметры ПЦР: 94 °C — 3 мин; 98 °C — 30 с;
59 °C — 120 с, 72 °C — 90 с, 4 цикла; 94 °C — 30 с,
59 °C — 120 с, 72 °C — 90 с, 6 циклов; 90 °C — 30 с,
59 °C — 120 с, 72 °C — 75 с, 20 циклов; 68 °C — 30 мин.
При этом скорость нагрева с 59 до 72 °C составляла 
не более 0,3 °C/с. После амплификации к 1 мкл ПЦР-
продукта добавляли 9 мкл формамида Hi-DiTM и 0,5 мкл 
раствора размерного стандарта СД 450.

1 Под локалитетом мы понимаем локальную группировку 
(или дем), обитающую в условиях небольшой по площади части по-
пуляционного ареала.



DOI: https://doi.org/10.17816/ecogen48555

110

GENETIC BASIS 
OF ECOSYSTEMS EVOLUTION 

Экологическая генетика 
Ecological geneticsVol. 19 (2) 2021

Та
бл

и
ц

а 
1
. 

П
ун

кт
ы

 с
бо

ра
 P

el
op

hy
la

x 
es

cu
le

nt
us

 c
om

pl
ex

Л
ок

ал
и

те
ты

О
пи

са
ни

е
К

оо
рд

и
на

ты

1.
 С

ев
ер

ск
ий

 Д
он

ец
Р

ек
а 

Се
ве

рс
ки

й
 Д

он
ец

, Б
ел

го
ро

д
. 

П
ро

м
ы

ш
ле

нн
ая

 з
ас

тр
ой

ка
50

°3
5ˈ

28
.6̍

 ̍ N
  

36
°3

4ˈ
59

.2
ˈ̍ E

2.
 В

ез
ёл

ка
Р

ек
а 

В
ез

ёл
ка

, Б
ел

го
ро

д
. 

М
но

го
эт

аж
на

я 
за

ст
ро

й
ка

50
°3

5ˈ
28

.6
ˈ̍ N

  
36

°3
4ˈ

59
.2

ˈ̍ E
3.

 О
ск

оч
но

е
П

ру
д

, Б
ел

го
ро

д
. 

М
ал

оэ
та

ж
на

я 
за

ст
ро

й
ка

50
°3

8ˈ
53

.8
ˈ̍ N

  
36

°3
3ˈ

25
.5

ˈ̍ E
4.

 Я
чн

ев
ск

ий
П

ру
д

, Б
ел

го
ро

д
.

М
ал

оэ
та

ж
на

я 
за

ст
ро

й
ка

50
°3

8ˈ
23

.1
ˈ̍ N

  
36

°3
4ˈ

44
.8

ˈ̍ E
5.

 Д
уб

ов
ое

Б
ел

го
ро

д
ск

и
й

 р
ай

он
.

Зе
ле

на
я 

зо
на

50
°3

1ˈ
56

.5
ˈ̍ N

  
36

°3
4ˈ

59
.8

ˈ̍ E
6.

 У
ст

ье
Ус

ть
е 

р.
 Р

аз
ум

но
й

, Б
ел

го
ро

д
.

М
ал

оэ
та

ж
на

я 
за

ст
ро

й
ка

50
°3

1ˈ
49

.1
ˈ̍ N

  
36

°3
8ˈ

57
.2

ˈ̍ E
7.

 М
ай

ск
и

й
О

зе
ро

, п
ос

. М
ай

ск
и

й
.

М
ал

оэ
та

ж
на

я 
за

ст
ро

й
ка

50
°3

0ˈ
54

.0
ˈ̍ N

  
36

°2
7ˈ

43
.2

ˈ̍ E
8.

 С
ев

ер
ны

й
О

зе
ро

, б
ли

з 
по

с.
 С

ев
ер

но
го

.
Зе

ле
на

я 
зо

на
50

°4
3ˈ

58
.8

ˈ̍ N
  

36
°2

9ˈ
13

.2
ˈ̍ E

9.
 Ш

оп
и

но
Р

ек
а 

Л
и

по
вы

й
 Д

он
ец

.
М

ал
оэ

та
ж

на
я 

за
ст

ро
й

ка
50

°4
2ˈ

19
.7

ˈ̍ N
  

36
°3

6’
40

.0
ˈ̍ E

10
. Н

еж
ег

ол
ь

Р
ек

а 
Н

еж
ег

ол
ь,

 о
кр

аи
на

 г
. Ш

еб
ек

и
на

.
М

ал
оэ

та
ж

на
я 

за
ст

ро
й

ка
50

°2
3ˈ

24
.8

ˈ̍ N
  

36
°5

0ˈ
23

.6
ˈ̍ E

11
. Г

ра
ф

ов
ка

Во
дн

о-
бо

ло
тн

ы
й 

ко
м

пл
ек

с 
бл

из
 Б

ел
го

ро
дс

ко
го

во
до

хр
ан

ил
ищ

а.
 З

ел
ен

ая
 з

он
а

50
°2

5ˈ
07

.4
ˈ̍ N

  
36

°4
6ˈ

24
.8

ˈ̍ E
12

. Г
ло

то
во

О
зе

ро
, б

ли
з 

с.
 Г

ло
то

ва
.

М
ал

оэ
та

ж
на

я 
за

ст
ро

й
ка

50
°2

7ˈ
52

.9
ˈ̍ N

  
35

°3
7ˈ

51
.9

ˈ̍ E
13

. П
ло

тв
а

Р
ек

а 
П

ло
тв

а,
 б

ли
з 

с.
 Б

ор
и

со
вк

а.
Зе

ле
на

я 
зо

на
50

°2
1ˈ

23
.2

ˈ̍ N
  

37
°3

6ˈ
44

.6
ˈ̍ E

14
. С

аз
он

О
зе

ро
 С

аз
он

, п
гт

. В
ол

ок
он

ов
ка

.
М

ал
оэ

та
ж

на
я 

за
ст

ро
й

ка
50

°2
9ˈ

38
.4

ˈ̍ N
  

37
°5

2ˈ
33

.6
ˈ̍ E

15
. О

ск
ол

 1
Р

ек
а 

О
ск

ол
, В

ол
ок

он
ов

ск
и

й
 р

ай
он

.
Зе

ле
на

я 
зо

на
50

°2
4ˈ

26
.6

ˈ̍ N
  

37
°4

9ˈ
03

.9
ˈ̍ E

16
. В

ол
чь

я
Р

ек
а 

В
ол

чь
я,

 б
ли

з 
с.

 В
ол

чь
я 

А
ле

кс
ан

д
ро

вк
а.

Зе
ле

на
я 

зо
на

50
°2

6ˈ
54

.4
ˈ̍ N

  
37

°3
4ˈ

15
.4

ˈ̍ E
17

. Г
уб

ки
н

Р
ек

а 
О

ск
ол

ец
, г

. Г
уб

ки
н.

П
ро

м
ы

ш
ле

нн
ая

 з
ас

тр
ой

ка
51

°1
6ˈ

15
.6

ˈ̍ N
  

37
°3

2ˈ
56

.4
ˈ̍ E

18
. О

рл
и

к
Р

ек
а 

О
рл

и
к,

 б
ли

з 
с.

 О
рл

и
ка

.
Зе

ле
на

я 
зо

на
51

°0
4ˈ

04
.8

ˈ̍ N
  

37
°4

1ˈ
06

.0
ˈ̍ E

Л
ок

ал
и

те
ты

О
пи

са
ни

е
К

оо
рд

и
на

ты

19
. О

ль
ш

ан
ка

Р
ек

а 
О

ль
ш

ан
ка

, б
ли

з 
с.

 О
ль

ш
ан

ка
.

Зе
ле

на
я 

зо
на

51
°0

0ˈ
14

.4
ˈ̍ N

  
37

°3
9ˈ

50
.4

ˈ̍ E
20

. Х
ал

ан
ь

Р
ек

а 
Ха

ла
нь

, б
ли

з 
с.

 Р
ус

ск
ая

 Х
ал

ан
ь.

М
ал

оэ
та

ж
на

я 
за

ст
ро

й
ка

50
°5

6ˈ
49

.2
ˈ̍ N

  
37

°4
3ˈ

33
.6

ˈ̍ E
21

. Б
ел

ен
ьк

ая
Р

ек
а 

Б
ел

ен
ьк

ая
, б

ли
з 

ры
бо

ра
зв

од
че

ск
ог

о 
пр

уд
а.

Зе
ле

на
я 

зо
на

50
°4

4ˈ
53

.2
ˈ̍ N

  
37

°5
7ˈ

43
.4

ˈ̍ E
22

. О
ск

ол
Р

ек
а 

О
ск

ол
, Н

ов
ы

й
 О

ск
ол

.
М

ал
оэ

та
ж

на
я 

за
ст

ро
й

ка
50

°4
4ˈ

05
.4

ˈ̍ N
  

37
°5

0ˈ
21

.0
ˈ̍ E

23
. Ч

уф
и

чк
а

И
ст

ок
 р

. Ч
уф

и
чк

и
, б

ли
з 

хв
ос

то
хр

ан
и

ли
щ

а
Ст

ой
ле

нс
ко

го
 г

ор
но

-о
бо

га
ти

те
ль

но
го

 к
ом

би
на

та
. 

П
ро

м
ы

ш
ле

нн
ая

 з
ас

тр
ой

ка

51
°1

1ˈ
59

.5
ˈ̍ N

  
37

°5
0ˈ

04
.9

ˈ̍ E

24
. К

ор
ен

ь
Р

ек
а 

К
ор

ен
ь,

 б
ли

з 
с.

 К
ол

ом
ы

це
ва

.
Зе

ле
на

я 
зо

на
50

°5
0ˈ

52
.8

ˈ̍ N
  

37
°0

3ˈ
00

.0
ˈ̍ E

25
. К

ор
оч

а
К

ор
оч

ан
ск

ое
 в

од
ох

ра
ни

ли
щ

е,
 р

. К
ор

оч
а.

М
ал

оэ
та

ж
на

я 
за

ст
ро

й
ка

50
°5

0ˈ
35

.5
ˈ̍ N

  
37

°1
3ˈ

00
.7

ˈ̍ E
26

. С
ей

м
Р

ек
а 

Се
й

м
, б

ли
з 

с.
 С

ол
нц

ев
а.

Зе
ле

на
я 

зо
на

51
°1

1ˈ
16

.8
ˈ̍ N

  
37

°1
7ˈ

34
.8

ˈ̍ E
27

. Т
и

ха
я 

Со
сн

а
Р

ек
а 

Ти
ха

я 
Со

сн
а,

 п
гт

. Б
и

рю
ч.

М
ал

оэ
та

ж
на

я 
за

ст
ро

й
ка

50
°3

8ˈ
24

.1
ˈ̍ N

  
38

°2
4ˈ

04
.1

ˈ̍ E
28

. В
ал

уй
Р

ек
а 

В
ал

уй
, г

. В
ал

уй
ки

.
М

ал
оэ

та
ж

на
я 

за
ст

ро
й

ка
50

°1
2ˈ

17
.2

ˈ̍ N
  

38
°0

6ˈ
03

.9
ˈ̍ E

29
. Г

ол
уб

ой
 Д

ун
ай

Р
ек

а 
Го

лу
бо

й
 Д

ун
ай

, с
. С

ви
ст

ов
ка

.
М

ал
оэ

та
ж

на
я 

за
ст

ро
й

ка
50

°0
4ˈ

58
.3

ˈ̍ N
  

38
°5

6ˈ
34

.1
ˈ̍ E

30
. А

й
д

ар
Р

ек
а 

А
й

д
ар

, п
гт

. Р
ов

ен
ьк

и
.

М
ал

оэ
та

ж
на

я 
за

ст
ро

й
ка

49
°5

4ˈ
12

.2
ˈ̍ N

  
38

°5
5ˈ

23
.4

ˈ̍ E
31

. В
ор

ск
ла

Р
ек

а 
В

ор
ск

ла
, п

гт
. Б

ор
и

со
вк

а.
М

ал
оэ

та
ж

на
я 

за
ст

ро
й

ка
50

°3
6ˈ

15
.6

ˈ̍ N
  

36
°0

1ˈ
36

.2
ˈ̍ E

32
. Р

ак
и

та
Р

ек
а 

Р
ак

и
та

, п
гт

. Р
ак

и
тн

ое
.

М
ал

оэ
та

ж
на

я 
за

ст
ро

й
ка

50
°4

9ˈ
47

.7
ˈ̍ N

  
35

°4
9ˈ

56
.3

ˈ̍ E
33

. П
ен

а
Р

ек
а 

П
ен

а,
 б

ли
з 

с.
 В

ен
ге

ро
вк

а.
М

ал
оэ

та
ж

на
я 

за
ст

ро
й

ка
50

°5
6ˈ

11
.9

ˈ̍ N
  

36
°0

2ˈ
01

.8
ˈ̍ E

34
. П

ол
на

я
Р

ек
а 

П
ол

на
я,

 х
. П

ол
ны

й
, К

ур
ск

ая
 о

бл
.

М
ал

оэ
та

ж
на

я 
за

ст
ро

й
ка

51
°3

3ˈ
21

.6
ˈ̍ N

  
36

°2
8ˈ

01
.2

ˈ̍ E
35

. Б
ел

ая
Р

ек
а 

Б
ел

ая
, В

ор
он

еж
ск

ая
 о

бл
.

Зе
ле

на
я 

зо
на

49
°5

0ˈ
01

.7
ˈ̍ N

  
39

°2
0ˈ

03
.6

ˈ̍ E
36

. Д
он

Р
ек

а 
Д

он
, с

т.
 К

аз
ан

ск
ая

, Р
ос

то
вс

ка
я 

об
л.

М
ал

оэ
та

ж
на

я 
за

ст
ро

й
ка

49
°4

7ˈ
23

.0
ˈ̍ N

  
41

°0
8ˈ

11
.9

ˈ̍ E



DOI: https://doi.org/10.17816/ecogen48555

111

ГЕНЕТИЧЕСКИЕ ОСНОВЫ 
ЭВОЛЮЦИИ ЭКОСИСТЕМ

Экологическая генетика 
Ecological geneticsТом 19, № 2, 2021

Р
и

с.
 1

. 
П

ун
кт

ы
 с

бо
ра

 P
el

op
hy

la
x 

es
cu

le
nt

us
 c

om
pl

ex
. О

пи
са

ни
е 

пу
нк

то
в 

пр
и

ве
д

ен
о 

в 
та

бл
. 1



DOI: https://doi.org/10.17816/ecogen48555

112

GENETIC BASIS 
OF ECOSYSTEMS EVOLUTION 

Экологическая генетика 
Ecological geneticsVol. 19 (2) 2021

Фрагментный анализ ПЦР-продуктов был проведен 
на автоматическом капиллярном ДНК-секвенаторе ABI 
PRISM 3500 (Applied Biosystems, США), при этом исполь-
зовали капилляры длиной 50 см и полимерную матри-
цу POP-7TM. Анализ размеров фрагментов проводили 
с помощью программного обеспечения GeneMapper R 
Software v 4.1 (Applied Biosystems).

Статистическую обработку проводили при помощи 
программного обеспечения GenAlExv.6.5, divMigrate, 
NeEstimator.2 [19–21].

РЕЗУЛЬТАТЫ
Согласно полученным данным, 7 микросателлитных 

локусов содержали от 13 до 41 аллеля (в среднем 9 ал-
лелей на локус). Наиболее разнообразным оказался ло-
кус Res15 (табл. 2). Средние показатели генетического 

разнообразия исследуемых популяций и процент ги-
бридных особей представлены в табл. 3. Уровень диф-
ференциации изучаемых популяций комплекса зеленых 
лягушек рассчитывали при помощи модели С. Рай-
та (табл. 4). Степень различия между локалитетами оце-
нивали с использованием анализа главных компонент 
(PCA, Principal Component Analysis) на основе генетиче-
ских дистанций по Неи (рис. 2). При этом первая глав-
ная компонента (PC1) отражала 30,46 % наблюдаемой 
изменчивости популяций, а вторая (PC2) — 18,84 % об-
щей дисперсии.

График зависимости уровня потока генов (Nm) между 
парами популяций от географического расстояния меж-
ду ними (Dg) (рис. 3) демонстрирует слабую обратную 
связь.

Ввиду того, что исследуемые локальные группировки 
(локалитеты), обитающие в условиях одной реки, из-за 

Таблица 2. Характеристика микросателлитных локусов

Локус
Последовательность
прямого и обратного

праймера (5'-3')

Флуоресцентный 
краситель

Диапазон
размеров аллелей

(п. н.)

Количество
выявленных

аллелей

Res14 F: gcctagccagcacaaatg
R: ctaaacagtatgggaggtcag

FAM 127–152 13

Res15 F: tttttattgctaacttgcctgctgtg
R: cagcccctctggtacacct

FAM 206–286 41

Res17 F: ctgtgctggctgggttattgta
R: catcgggtctgtctatctatccac

ROX 136–176 21

Res22 F: atacagggcttagtgaaatgaa
R: aaggggttaaaggtgtgactat

FAM 81–125 22

Rrid059A F: tgtacccgtcatcgctagag
R: ccccatacatattgttggttcc

R6G 103–143 21

Rrid082A F: caatttctccataccaaccttc
R: actctgggaccttgatttcc

FAM 156–201 23

Rrid171A F: tgacttgccagcattttctg
R: aatgccaggaaagattcacc

R6G 156–220 34

Локалитеты N P A Ae I Ho He F
% гибридов P. esculentus 

(95% CI)

1. Северский Донец 19 100 10,14 5,14 1,76 0,55 0,73 0,28 15,78 (3,36–25,75)

2. Везёлка 20 100 9,57 4,89 1,68 0,43 0,70 0,36 0 (0,0–7,88)

3. Оскочное 20 100 14,00 8,52 2,14 0,62 0,81 0,26 30,00 (11,90–38,84)

4. Ячневский 16 100 11,71 7,02 1,97 0,59 0,77 0,27 18,75 (4,06–31,29)

5. Дубовое 18 100 8,86 4,20 1,56 0,37 0,66 0,48 83,33 (58,59–94,91)

6. Устье 26 100 9,71 4,94 1,66 0,40 0,70 0,44 73,07 (50,69–82,41)

7. Майский 16 100 7,29 3,58 1,32 0,34 0,58 0,40 25,00 (7,24–36,68)

8. Северный 22 100 7,86 4,03 1,33 0,41 0,59 0,30 27,27 (10,65–35,71)

9. Шопино 23 100 9,29 3,75 1,42 0,45 0,60 0,24 34,78 (16,29–37,5)

10. Нежеголь 22 100 9,00 4,97 1,50 0,45 0,64 0,28 13,64 (2,91–22,64)

Таблица 3. Показатели генетического разнообразия и процент гибридных особей в популяциях Pelophylax esculentus complex
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Локалитеты N P A Ae I Ho He F
% гибридов P. esculentus 

(95% CI)

11. Графовка 17 100 5,43 2,96 1,18 0,59 0,60 0,01 0 (0–9,72)

12. Глотово 25 100 11,57 5,56 1,93 0,61 0,78 0,22 36,00 (17,83–38,46)

13. Плотва 13 100 9,57 6,54 1,71 0,57 0,71 0,24 0 (0–12,99)

14. Сазон 20 100 11,57 6,67 1,84 0,62 0,75 0,19 0 (0–7,88)

15. Оскол 1 22 100 9,43 4,18 1,60 0,43 0,68 0,41 0 (0–7,21)

16. Волчья 18 100 7,29 4,04 1,40 0,50 0,64 0,16 0 (0–8,68)

17. Губкин 60 100 17,14 5,15 2,01 0,51 0,78 0,36 0 (0–2,26)

18. Орлик 25 100 14,14 7,82 1,94 0,57 0,74 0,29 0 (0–6,16)

19. Ольшанка 14 100 7,14 3,21 1,39 0,47 0,65 0,31 0 (0–11,56)

20. Халань 34 100 14,43 5,39 1,98 0,55 0,78 0,32 0 (0–4,41)

21. Беленькая 24 100 9,71 4,98 1,55 0,43 0,66 0,32 0 (0–6,4)

22. Оскол 18 100 8,71 5,68 1,84 0,50 0,79 0,38 0 (0–6,86)

23. Чуфичка 15 100 9,86 5,26 1,85 0,51 0,78 0,34 0 (0–10,87)

24. Корень 19 100 6,71 3,99 1,39 0,57 0,64 0,14 15,7 (3,37–25,79)

25. Короча 14 100 5,57 2,74 1,18 0,52 0,58 0,11 0 (0–11,56)

26. Сейм 17 100 7,14 4,44 1,45 0,47 0,65 0,24 0 (0–9,14)

27. Тихая сосна 22 100 7,57 4,12 1,48 0,47 0,68 0,35 0 (0–7,21)

28. Валуй 24 100 7,57 2,69 1,26 0,49 0,59 0,20 0 (0–6,40)

29. Голубой Дунай 21 100 8,00 3,59 1,40 0,46 0,60 0,27 0 (0–7,53)

30. Айдар 33 100 12,14 4,35 1,76 0,50 0,70 0,33 0 (0–4,54)

31. Ворскла 19 100 7,57 3,88 1,52 0,53 0,69 0,27 15,79 (3,37–25,79)

32. Ракита 21 100 6,00 3,25 1,33 0,57 0,65 0,15 4,76 (1,16–25,89)

33. Пена 27 100 6,29 3,11 1,30 0,48 0,65 0,30 11,11 (4,38–17,47)

34. Полная 22 100 9,14 4,41 1,65 0,49 0,72 0,35 0 (0–7,21))

35. Белая 12 100 4,29 2,70 1,01 0,36 0,52 0,26 0 (0–13,92)

36. Дон 12 100 4,43 2,75 1,13 0,43 0,60 0,35 0 (0–13,92)

Среднее 100 9,05 ±
± 0,34

4,57 ±
± 0,22

1,57 ±
± 0,04

0,49 ±
± 0,01

0,68 ±
± 0,01

0,28 ±
± 0,02

–

Примечание. N — число особей в выборке; P — процент полиморфных локусов; А — среднее число аллелей; Ae — эф-
фективное число аллелей; I — индекс Шеннона; Ho — наблюдаемая гетерозиготность; He — ожидаемая гетерозиготность;
F — индекс фиксации (коэффициент инбридинга); 95% CI — доверительный интервал с вероятностью 95 %, вычисленный 
на основе точной формулы с использованием F-распределения [22].

Таблица 4. Показатели полокусных значений коэффициентов инбридинга и уровня потока генов в изучаемых популяциях 

Показа-
тели

Локусы M ± m

Res14 Res15 Res17 Res22 Rrid059A Rrid082A Rrid171A

Fis 0,461 0,277 0,551 0,009 0,219 0,293 0,154 0,281 ± 0,069

Fit 0,530 0,399 0,639 0,237 0,318 0,459 0,306 0,413 ± 0,053

Fst 0,128 0,168 0,195 0,230 0,127 0,235 0,180 0,180 ± 0,017

Nm 1,711 1,237 1,034 0,836 1,716 0,814 1,140 1,212 ± 0,142

Примечание. Fis — коэффициент инбридинга особи относительно субпопуляции; Fit — коэффициент инбридинга особи относи-
тельно большой популяции; Fst — коэффициент инбридинга субпопуляции относительно большой популяции; Nm — средний 
показатель интенсивности обмена генами между популяциями.

Продолжение таблицы 3
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Таблица 5. Локалитеты, объединенные в речные популяции

№ объединен-
ных речных 
популяций

Бассейн Популяция № локалитетов

1 Днепровский Пена 32, 33

2 Ворскла 12, 31

3 Сейм 26, 34

4 Донской Северский Донец 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 13, 16, 24, 25

5 Оскол 14, 15, 17, 18, 19, 20, 21 22, 23, 28

6 Айдар 29, 30, 35

7 Тихая Сосна 27

8 Дон 36

Рис. 2. Результаты анализа по методу главных компонент (ГК). Значками обозначены популяции бассейнов: ♦ — р. Пена;
● — р. Ворскла; ■ — р. Сейм; � — р. Северский Донец;  — р. Оскол; + — р. Айдар; × — р. Тихая Сосна; – — р. Дон

ГК1

ГК
2

Рис. 3. Линейная регрессия логарифма потока генов (Nm) между парами популяций на логарифм географического расстояния 
между ними (Dg)
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Рис. 4. Результаты анализа по методу главных компо-
нент (ГК) объединенных локалитетов: А — Днепров-
ский бассейн (реки Сейм, Ворскла, Пена); В — Дон-
ской бассейн (реки Северский Донец, Оскол, Айдар, 
Тихая Сосна, Дон)

Рис. 5. Уровень потока генов между популяциями, 
обитающими в различных реках. P1 — Пена, P2 — 
Ворскла, P3 — Сейм, P4 — Северский Донец, P5 — 
Оскол, P6 — Айдар, P7 — Тихая Сосна, P8 — Дон

Таблица 6. Оценки эффективной численности популяции (Ne) 
различных популяций лягушек

Популяция Ne 95 % CI

Северский Донец 37,8 17,5–339,4

Везёлка 22,4 12,7–52,7

Оскочное 26,3 15,6–57,7

Ячневский 25,5 12,2–124,7

Дубовое 299,4 36,0–∞

Устье 25,8 13,8–69,2

Майский 70,7 14,4–∞

Северный 52,9 17,8–∞

Шопино 31,7 12,4–∞

Нежеголь 89,7 18,0–∞

Графовка 11,4 4,6–35,9

Глотово 12,8 8,5–20,0

Плотва 9,3 3,2–28,9

Сазон 31,8 15,6–147,5

Оскол 1 15,3 8,2–35,1

Волчья 15,2 7,7–40,3

Губкин 19,8 14,2–28,0

Орлик 12,0 7,4–20,4

Ольшанка 5,9 2,4–15,9

Халань 18,3 10,9–33,6

Беленькая 21,6 9,7–92,1

Оскол 20,4 12,2–42,4

Хомичка 30,6 12,2–∞

Корень 17,9 9,5–45,8

Короча 102,2 15,6–∞

Сейм 14,5 7,4–37,8

Тихая сосна 6,5 3,1–11,2

Валуй 2,4 1,7–3,4

Голубой Дунай 8,7 4,1–17,2

Айдар 11,1 6,8–17,6

Ворскла 31,8 13,7–528,0

Ракита 213,4 32,3–∞

Пена 157,4 29,8–∞

Полная 17,2 8,8–45,7

Белая 32,6 16,1–∞

Дон 31,7 21,4–∞

Примечание. 95% CI — 95 % доверительный интервал.

отсутствия географических барьеров могут представ-
лять собой единую панмиктическую популяцию, мы соч-
ли необходимым объединить исследуемые локалитеты 
в 8 групп (табл. 5). При этом анализ главных компонент 
продемонстрировал отличия изучаемых групп (рис. 4). 
Уровень потока генов между этими «речными» популя-
циями (Nm) визуализировали при помощи программного 
обеспечения divMigrate-online (рис. 5).

В заключение нами был осуществлен расчет эф-
фективной численности популяций с использованием
LD-метода (linkage disequilibrium) между 7 локусами
МС-ДНК [23] (табл. 6).

ОБСУЖДЕНИЕ
Согласно полученным данным, представленным 

в табл. 3, во всех изученных локалитетах гибридоген-
ного комплекса P. esculentus complex наблюдается вы-
сокое генетическое разнообразие. Наибольшие пока-
затели отмечены в группе № 3 «Оскочное». Немного ей 
уступают локалитеты № 18 «Орлик», № 4 «Ячневский»,
№ 14 «Сазон», № 13 «Плотва». Стоит отметить, что из них 
две группы (№ 3 и 4) обитают в условиях городской среды. 
Более мономорфными оказались локалитеты, обитающие 
в мало нарушенной естественной среде — № 35 «Белая»,
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№ 36 «Дон» и № 28 «Валуй». Самый высокий индекс 
фиксации (коэффициент инбридинга, F) отмечен в ло-
калитете № 5 «Дубовое», вероятнее всего, это связано 
с большим количеством гибридных особей (83,33 %).
Подобное явление наблюдается также в пункте 
№ 6 «Устье», где доля гибридов составляет 73,07 % об-
щей выборки. Самый низкий коэффициент инбридинга 
был отмечен в группе № 11 «Графовка». Примечательно, 
что указанные пункты располагаются в урбанизирован-
ной среде. Таким образом, можно констатировать факт 
отсутствия зависимости генетического разнообразия 
изученных локалитетов от влияния человека, что может 
свидетельствовать об активной адаптации P. esculentus 
complex к обитанию в условиях антропогенного прессин-
га [24]. Само явление повышения генетического разно-
образия в ряде групп, обитающих на урбанизированных 
территориях, можно рассматривать как реакцию популя-
ций на нестабильные условия существования.

Проведенный анализ PCA (рис. 2.) показал неодно-
значную картину. С одной стороны, популяции, обитаю-
щие на географически близких территориях, например 
№ 28 «Валуй», № 30 «Айдар», № 29 «Голубой Дунай», 
оказались генетически сходны. В то же время, генети-
ческая близость отмечена и у географически удален-
ных групп (например, № 25 «Короча», № 32 «Ракита», 
№ 33 «Пена»). Данные РСА подтверждаются графиком 
зависимости уровня потока генов (Nm) между популя-
циями от географических дистанций между ними (Dg)
[рис. 3, который демонстрирует слабую обратную зависи-
мость между этими показателями (коэффициент корре-
ляции Пирсона r = –0,350 ± 0,037, p < 0,001)]. Это свиде-
тельствует о нарушении модели изоляции расстоянием 
в популяционной структуре P. esculentus complex и при-
ближении ее к островному варианту.

Вместе с тем, согласно F-статистике Райта (табл. 4), 
индекс подразделенности популяций Fst имеет не-
большое значение, а уровень потока генов Nm оказал-
ся больше единицы, что, согласно «теории эволюции 
со смещающимся равновесием», свидетельствует о су-
ществующем обмене генами между популяциями [25]. 
Наибольший вклад в генетическое разнообразие 
ожидаемо вносит разнородность особей внутри по-
пуляций (показатели Fit и Fis), так как в составе по-
пуляций присутствуют особи, имеющие гибридную
природу.

Проведенный анализ PCA географически близких 
популяций по бассейнам 8 полноводных рек юга Сред-
нерусской возвышенности выявил существенное отли-
чие групп Днепровского и Донского бассейнов (рис. 4). 
При этом группа Донского бассейна не выглядит столь 
консолидированной, как Днепровская. Тем не менее 
генетическое расстояние по методу Неи между этими 
двумя группами оказалось невелико D = 0,184, индекс 
подразделенности Fst = 0,021, а уровень потока генов 
Nm = 11,9 особей за поколение.

Сеть миграции для популяций P. esculentus complex, 
построенная с помощью программы divMigrate (рис. 5), 
также свидетельствует о значительном обмене генами 
между популяциями, обитающими в бассейнах раз-
личных рек. Несмотря на географическую отдаленность, 
наблюдается интенсивный поток генов (Nm) между по-
пуляциями «Айдар» – «Ворскла», «Ворскла» – «Се-
верский Донец», «Айдар» – «Оскол». Данный феномен 
можно объяснить воздействием антропогенного факто-
ра. Создание ирригационных систем позволяет земно-
водным проникать в несвойственные для них биотопы 
и осуществлять активную миграцию на дальние рассто-
яния [26].

Результаты демонстрируют и высокие значения эф-
фективного размера большинства изученных групп. 
Особенно выделяются три группы № 5 «Дубовое», № 32
«Ракита» и № 25 «Короча». У многих групп верхний 
рубеж доверительного интервала оказался бесконеч-
ным (∞), то есть эффективный размер популяции был 
оценен как «бесконечно большой». Этот результат 
можно интерпретировать как наличие в районе иссле-
дования единой панмиктической популяции и, вероят-
но, активного обмена генами внутри нее. Способность 
особей изучаемого комплекса преодолевать большие 
расстояния и их высокая плодовитость способствуют 
тому, что миграции даже небольшого количества осо-
бей хватает для нивелирования эффектов генетического 
дрейфа и географической удаленности популяций. Наи-
более уязвимой из изученных групп оказался локалитет 
№ 28 «Валуй», имеющий самое низкое значение эффек-
тивного размера. Стоит отметить, что данная группа вхо-
дит в число наиболее мономорфных.

Полученные результаты отчасти согласуются с други-
ми исследованиями популяционной генетики комплекса 
зеленых лягушек. Так, в частности, ранее были получе-
ны схожие значения эффективного размера популяции 
у зеленых лягушек Великобритании, Словакии [18, 27]. 
Тем не менее на территории юга Среднерусской возвы-
шенности в популяциях P. esculentus complex наблюда-
ется большее генетическое разнообразие, чем у особей, 
обитающих на территории Западной Европы. Данный 
факт, вероятно, можно отчасти объяснить уменьшением 
генетического разнообразия вследствие послеледнико-
вой экспансии из юго-восточных ледниковых убежищ, 
в число которых входила Среднерусская возвышенность 
[28, 29].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, полученные данные показали, 

что в популяциях комплекса среднеевропейских зеле-
ных лягушек в районе исследования наблюдается высо-
кий уровень генетического разнообразия. Проведенный 
анализ главных компонент на основе генетических дис-
танций по Неи и F-статистика Райта свидетельствуют 
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о свободных миграциях между популяциями зеленых 
лягушек и их генетической близости, а также о значи-
тельном генетическом разнообразии внутри групп. Рас-
чет эффективной численности свидетельствует о высо-
ком уровне жизнеспособности большинства изученных 
популяций. Результаты данных исследований в даль-
нейшем помогут оценить уровень интрогрессии в попу-
ляциях P. esculentus complex с использованием метода 

секвенирования консервативных последовательностей 
ядерной и митохондриальной ДНК.
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