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Разработана и стандартизирована методика молекулярного генотипирования 
моллюсков Planorbarius corneu с помощью RAPD-анализа. Проведен анализ фенотипиче-
ского разнообразия трех популяций роговых катушек, обитающих на территории Ле-
нинградской и Калининградской областей. Отобраны праймеры, позволяющие выявлять 
межпопуляционные различия между моллюсками из разных популяций.  
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of Populational Variability of Planorbarius corneus snails (Gastropoda, Pulmonata) 

 
The method of molecular genotyping of Planorbarius corneus snails by RAPD-analysis 

was developed. Populational variability in three populations of P. corneus from Leningradskaya 
Oblast and Kaliningradskaya Oblast was analysed. Three primers for the detection of in-
trapopulation differences between snails form different populations were selected. 
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По морфологическим критериям моллюск Planorbarius corneus является очень поли-
морфным видом [3]. В литературе даже существует точка зрения, что роговая катушка 
представляет собой сборную группу близких совместно обитающих видов [2; 5; 6]. 

В случаях, когда морфологические критерии оказываются недостаточными или спор-
ными, для видовой идентификации моллюсков все чаще используют методы молекулярно-
го генотипирования. Одной из методик, позволяющих оценить генотипический полимор-
физм популяций, является генотипирование с помощью полимеразной цепной реакции со 
случайными праймерами (RAPD-анализ). В настоящее время RAPD-анализ широко ис-
пользуется в изучении генома для генотипирования, конструирования генетических карт, 
анализа генетической структуры популяций, маркирования признаков [11; 16; 17]. Од-
нако существенным недостатком этого метода является чувствительность к экспери-
ментальным условиям и необходимость стандартизации протокольных компонентов для 
каждого объекта [8]. 
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В настоящем исследовании впервые была разработана методика молекулярного гено-
типирования моллюсков P. corneus с помощью RAPD-анализа. Была  оценена популяцион-
ная изменчивость роговых катушек из двух популяций на территории Ленинградской об-
ласти и популяции из Калининградской области. 

Моллюски Planorbarius corneus были собраны в 2012‒2013 годах в трех точках: в 
р. Оредеж в районе пос. Вырица Гатчинского района Ленинградской области (n = 7), в 
оз. Сювеярви Всеволожского района Ленинградской области (n = 5), в прудах на террито-
рии пос. Рыбачий Калининградской области (n = 5). Видовую идентификацию проводили 
по определителю Жадина [1]. 

ДНК выделяли из тканей ноги и гепатопанкреаса путем экстракции фенолом-
хлороформом из ядер, очищенных при центрифугировании через сахарозную подушку по 
стандартной методике [12]. Оценку нативности и чистоты выделенной ДНК проводили пу-
тем спектрофотометрического анализа и электрофореза в 0,8% агарозном геле. 

В работе был проверен 21 случайный праймер длиной по 10 нуклеотидов, используе-
мых для выявления генотипических различий между различными видами и линиями мол-
люсков близкого pода Biomphalaria, двустворчатых моллюсков и слизней [7; 9; 14–16] 
(табл. 1). Праймеры использовали индивидуально и комбинировали между собой. 

Амплификацию ДНК со случайными праймерами осуществляли согласно методу, 
описанному в литературе [13], на термоциклере  «Терцик-МС2» («ДНК-Технология», Рос-
сия). Оптимальный состав реакционной смеси и температурные профили для амплифика-
ции были подобраны экспериментальным путем. ДНК в количестве 5нг, 10 нг, 15 нг, 20 нг 
амплифицировали в реакционной смеси (20 μl), содержащей 2 ед. Taq-полимеразы, 
200 мкМ каждого дНТФ, 2 мкл инкубационного буфера (1,5 мM MgCl2, 50мM KCl, 10 мM 
Tris-HCl, pH 8,5) 6,4 пМ каждого праймера. 

 
Таблица 1 

 
Нуклеотидные последовательности и температуры отжига 

случайных праймеров, использованных для генотипирования 
моллюсков Planorbarius corneus 

 
Обозначе-

ние 
праймера 

Нуклеотидная 
последователь-
ность (5ˈ→ 3ˈ) 

Температура 
отжига, ºС 

Обозна-
чение 

праймера 

Нуклеотидная 
последователь-
ность (5ˈ→ 3ˈ) 

Температура 
отжига, ºС 

P1 TTGAGGCCCT  36 G1 TGCCGAGCTG 37 
P2 TGTTGTGCCC 36 G2 GTTGCCAGCC 40 
Р3 CTCATACGCG 36 G3 AGGGAACGAG 37 
P4 GTGGCTAGGT 39 G4 GGTCCCTGAC  35 
P5 GGGAATTCGG 36 G5 CAGGCCCTTC 40 
Р6 GCTGCGTGAC 39 G6 CTCTCCGCCA  38 
P7 CCAATTCACG 37 G7 AGTGCTACGT  39 
Р8 CGGTTTGGAA 36 G8 CTGATGCTAC  38 
Р9 TGGTGACTGA 38 G9 GGGTAACGCC  37 

P10 GTCCCGACGA 39 

 

G10 CTGCTGGGAC  39 
Р11 GAAACGGGTG 37 

 
Температурный профиль ПЦР включал в себя: 1 цикл (94 ºС — 5 мин), 2 цикла 

(95 ºС — 30 с, 30 ºС — 2 мин, 72 ºС — 1 мин), 35 циклов (95 ºС — 30 с, температура отжи-
га праймера (То) — 2 мин, 72 ºС — 1 мин), 1 цикл (72 ºС — 7 мин). 
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Электрофоретический анализ ПЦР-фрагментов рДНК осуществляли в 2%-ном ага-
розном геле по стандартной методике [12]. В каждой выборке подсчитывалось общее число 
RAPD-фрагментов и число полиморфных фрагментов. Примерные длины RAPD-
фрагментов определяли графическим методом. Процент полиморфных локусов (P,%) рас-
считывали по формуле Р,% = (F/ P) × 100%, где F — число амплифицированных фрагмен-
тов, P — число полиморфных локусов. Индекс фенотипического разнообразия Шеннона 
(H0) рассчитывали по формуле: H0 = 2log ,F F−∑  где F — частота присутствия или отсут-
ствия амплифицированного фрагмента. 

Коэффициент подобия S между популяциями по Дайсу (S) рассчитывали по формуле 
S = 2а/2а + b +с, где a — количество фрагментов полученных на ДНК моллюсков обоих 
популяции, b — количество фрагментов, полученных на ДНК моллюсков одной популя-
ции; с — количество фрагментов, полученных на ДНК моллюсков другой популяции. 

Наиболее четкие RAPD-профили на ДНК моллюсков Planorbarius corneus были по-
лучены при использовании 15 нг (для праймеров P1–P11) и 20 нг (для праймеров G1–G10) 
ДНК в реакционной смеси. Первоначально в работе для  RAPD-анализа был использован 
21 праймер. С праймерами P1, G3, G7 и сочетаниями праймеров P2 + P5, P2 + P7, Р3 + Р6, 
Р4 + Р6, Р3 + Р10 были получены различимые и воспроизводимые в повторных амплифи-
кациях результаты. Только RAPD-профили, полученные с этими праймерами, были ис-
пользованы для дальнейшего анализа. 

С используемыми праймерами у отдельных особей было выявлено от 2 до 16 четких 
фрагментов ДНК размером от 168 до 1400 п. н. Часть RAPD-профилей представлены на 
рисунке.  

 

 
 

RAPD-профили, полученные на ДНК моллюсков Planorbarius corneus с использованием праймеров 
P2+P7 (А), P2+P5 (Б), P4+P6 (В), G7 (Г) Обозначения (здесь и далее): В — всеволожская популяция, 
Г — гатчинская популяция, К — калининградская популяция, М — ДНК-маркер молекулярных весов 

100‒1000 п. н. Стрелкой обозначен ПЦР-фрагмент, полученный только на ДНК моллюсков из 
всеволожской и гатчинской популяций 
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Число RAPD-фрагментов и процент полиморфных локусов, выявляемых с различны-
ми праймерами, представлены в табл. 2. Средний процент полиморфных локусов во всево-
ложской популяции составляет 59%, в гатчинской популяции — 57,6%, в калининградской 
популяции — 58,6%. Индекс фенотипического разнообразия Шеннона в них 0,21, 0,23, 0,22 
соответственно. Таким образом, показатели фенотипического разнообразия различных по-
пуляций по исследованным локусам очень близки. Небольшие зачтения индекса Шеннона 
такого полиморфного вида, как роговая катушка, могут быть обусловлены небольшими вы-
борками, использованными в исследовании [18]. 

 
Таблица 2 

 
Число воспроизводимых RAPD-фрагментов, получаемых 

на ДНК моллюсков Planorbarius corneus из разных популяций и процент полиморфных локусов 
 

P. corneus (В) P. corneus (Г) P. corneus (К) Праймеры 
F P P (%) F P P (%) F P P (%) 

G3 10 8 80 3 0 0 6 2 33,3 
G7 4 0 0 4 1 25 4 0 0 
Р1 7 4 57,1 7 6 85,7 8 6 75 

P2  + P5 9 0 0 9 0 0 8 0 0 
P2 + P7 7 5 71,4 9 7 77,7 10 8 80 
Р3 + Р6 6 5 83,3 6 5 83,3 5 4 80 
Р4 + Р6 6 6 100 7 6 85,7 8 7 87,5 
Р3 + Р10 12 8 66,6 11 9 81,8 9 7 77,8 
Всего 61 36 59 59 34 57,6 58 34 58,6 

 
F — число воспроизводимых RAPD-фрагментов, P — число полиморфных локусов, P — процент 
полиморфных локусов 

 
Для выявления межпопуляционных различий среди моллюсков P. corneus наиболее 

пригодными оказались праймеры G3, G7 (рис. Г), P2 + P5 (рис. Б). RAPD-профили, полу-
чаемые с этими праймерами на ДНК роговых катушек из разных популяций, достоверно и 
воспроизводимо различаются.  

Коэффициент подобия, по Дайсу, между моллюсками исследованных популяций рас-
считанный по RAPD-профилям, полученным с разными праймерами, сильно отличался 
(табл. 3). Средний коэффициент подобия между гатчинской и всеволожской популяциями 
составил 0,81, между гатчинской и калининградской — 0,75, между всеволожской и кали-
нинградской — 0,78.  

Выявленные межпопуляционные различия являются незначительными. Расхождения 
в коэффициенте подобия, по Дайсу, сравнимы с различиями лабораторных лилий моллюска 
Biomphalaria glabrata, отличающимися по степени восприимчивости к трематодной инва-
зии. Коэффициент подобия, по Дайсу, между RAPD-профилями, полученными с прайме-
ром G7 на моллюсках чувствительной и резистентной линиях биомфалярий, составил 0,69 
[7]. Ранее с использованием праймера G7 были получены данные о RAPD-изменчивости 
моллюсков Planorbarius corneus, незараженных и природнозараженных трематодами. Ко-
эффициент подобия, по Дайсу, между этими группами составил 0,14 [4]. 
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Таблица 3 
 

Коэффициент подобия, по Дайсу, 
между популяциями моллюсков Planorbarius corneus 

 
P2 + P5 G3 G7 

Праймеры Г В Г В Г В 
К 0,94 0,94 0,75 0,85 0,57 0,57 
В 1 ‒ 0,88  0,57  

 
Наиболее интересный результат был получен с сочетанием праймеров P2+P5, выяв-

ляющих единичный фрагмент (235 п. н.), представленный только у представителей попу-
ляций, обитающих на территории Ленинградской области (рис. Б). Таким образом, просто 
визуализация RAPD-профиля на электрофорезе позволяет определить область сбора об-
разца. 

Таким образом, отобранные в исследовании праймеры (табл. 2) пригодны для выяв-
ления генотипических внутривидовых полиморфизмов, а праймеры G7, G3 и P2+P5 могут 
быть использованы для выявления генетических различий между популяциями. При этом для 
воспроизведения результата необходимо четкое соблюдение экспериментальных условий. 

В настоящее время для видовой идентификации моллюсков широко используются та-
кие методы, как кариотипирование, анализ хромосомных и аллозимных маркеров, вычи-
тающая субстратная гибридизация [10]. Большим преимуществом стандартизированного 
исследования ДНК методом RAPD-анализа является воспроизводимость и однозначная ин-
терпретируемость получаемых результатов. Именно RAPD-анализ позволяет выявлять 
конкретные генетические различия. Кроме того, любая информация, полученная в иссле-
довании ДНК со случайными праймерами, — вклад в картирование генома исследуемого 
вида. 

Разработанная методика может быть применена для  дальнейшего генотипирования 
моллюсков P. corneus и определения генотипических различий между его популяциями. 
Для выявления конкретных генетических различий необходимо дальнейшее секвенирова-
ние отдельных ПЦР-фрагментов, полученных в реакции амплификации со случайными 
праймерами.  

Работа выполнена в Лаборатории экспериментальной зоологии РГПУ им. А. И. Гер-
цена при поддержке гранта Президента РФ для молодых ученых № МК-2935. 2013.4. 
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СИБИРСКИЙ МАКРОРЕГИОН 
В НОВОЙ РЕГИОНАЛЬНОЙ ПОЛИТИКЕ РОССИИ 

 

Актуализируется значение Сибири в интеграции и в развитии российского про-
странства. Интерпретируются новые геополитические особенности Сибири, приобре-
тенные с распадом СССР. На основе критического обзора литературы особое внимание 
уделяется мероприятиям, способствующим реализации поставленных для региона задач. 
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Siberian Macroregion 
in New Regional Policy of Russia 

 
The value of Siberia in the integration and development of Russian area is emphasized. 

The new geopolitical features of Siberia developed with the collapse of the USSR are inter-
preted. On the basis of the critical literature review, a special attention is paid to the activities 
promoting the accomplishment of regional development. 
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