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Исследованы генетические характеристики 4-х цветовых групп двустворчатого моллюска Mytilus 

galloprovincilais (черная, переходная, темно- и светло-коричневая группы), идентифицированных мето-

дом компьютерной обработки фотографий. При помощи RAPD анализа было показано, что черномор-

ской популяции мидии свойственно высокое генетическое разнообразие. Установлено наличие генетиче-

ской обособленности моллюсков со светло-коричневой окраской раковины, что, по-видимому, обуслов-

лено наличием экологической изоляции между скальной и иловой формами мидии. 
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ВВЕДЕНИЕ 

Морской двустворчатый моллюск 

Mytilus galloprovincialis Lam., или мидия, явля-

ется массовым видом в умеренных климатиче-

ских зонах обоих полушарий [Hilbish et al., 

2000]. Он формирует свои поселения на раз-

личных биотопах (прибрежные конструкции, 

скальные субстраты, донные иловые отложе-

ния). Такой обширный ареал вида обеспечива-

ется его пластичностью, в основе которого 

должно лежать генетическое разнообразие. 

Среди особей существенно варьируют форма и 

цвет створок [Жуковская, Кодолова, 2002 

(Zhukovskaya, Kodolova, 2002)]. Исследования 

изоферментных спектров [Grant, Cherry, 1985; 

Quesada et al., 1995] и молекулярно-

генетические работы [Ma et al., 2000; Diz, 

Presa, 2008] так же говорят о значительном 

внутривидовом разнообразие мидии.  

Mytilus galloprovincialis вместе с другими 

представителями рода Mytilus формирует об-

ширные гибридные зоны [Väinölä, Hvilsom, 

1991]. Такие гибриды способны к размножению, 

и к бэк-кросс скрещиванию [Suchanek et al., 

1997], повышая, таким образом, уровень генети-

ческого разнообразия родительских видов.  

Популяция M. galloprovincialis в Черном 

море неоднородна. Говорят о существовании 

двух экологических групп, приуроченных к 

местам обитания: скальной и иловой соответ-

ственно. В донных популяциях количественно 

преобладают моллюски с коричневой окраской 

створок, на прибрежных субстратах выше час-

тота встречаемости мидий черно-фиолетового 

цвета [Казанкова, 2008 (Kazankova, 2008)]. По-

казан наследственный характер признака окра-

ски раковины у мидии, при чем коричневый 

цвет доминирует над черным [Stolbova et al., 

1996]. Существует мнение, что цвет раковины 

является побочным проявлениям функцио-

нального гена или ряда генов [Иванов, Була-

тов, 1989 (Ivanov, Bulatov, 1989)]. Это предпо-

ложение получило подтверждение в работах, 

демонстрирующих наличие функциональных 

различий между мидиями с различной окра-

ской раковины [Щербань, 2000; Александрова 

и др., 2001 (Tsherban, 2000; Alexsandrova et al., 

2001); Kulikova et al., 2015]. Описанные выше 

особенности моллюсков, обладающих разным 

цветом створок, позволяют предположить на-

личие генетической неоднородности между 

ними. 

На настоящий момент, исследования ге-

нетической структуры черноморской популя-

ции мидии выполнены только на уровне бел-

ковых продуктов генов [Stolbova, Ladygina, 

1994]. Анализ с использованием молекулярно-

генетических методов не проводили. Этим ас-

пектам проблемы и посвящена настоящая ра-

бота.  

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЙ 

Объектом исследований послужили по-

ловозрелые особи моллюска M. gаllo-

provincialis (семейство Mytilidae) с различным 

характером пигментации створок. Длина рако-

вины составляла 42–75 мм. Животных собира-

ли разово с коллекторных установок мидийно-

го хозяйства ООО "Яхонт ЛТД", расположен-

ных в б. Кацивели (крымское побережье Чер-

ного моря) в 2010 г.  

Моллюски были разделены на четыре 

цветовые группы (черную, переходную, темно- 

и светло-коричневую) по признаку окраски 

створок. Разделение осуществлялось методом 

компьютерной обработки фотографий, разрабо-
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танной ранее [Куликова, 2012 (Kulikova, 2012)]. 

Особи, использованные в эксперименте, были 

условно обозначены как Черная 1–8, Переход-
ная 1–8, Темно-коричневая 1–13 и Светло-

коричневая 1–9. 

ДНК выделяли по стандартной методике 
с использованием набора реактивов AmpliSens 

(Москва). Для выделения использовалась мы-

шечная ткань ноги и аддукторов. ДНК ампли-

фицировалось в присутствии пяти олигонук-
леотидных праймеров (название и нуклеотид-

ная последовательность указаны в табл.1). 

Общая температурная схема для ПЦР состояла 

из: предварительной денатурации (93°, 3 мин.), 
35 последовательных циклов амплификации, и 

финальной элонгации (72°, 6 мин.). Каждый из 

повторяющихся циклов имел следующий вид: 
денатурация (93°, 45 сек.), отжиг (температура 

варьировала в зависимости от используемого 

праймера, 45 сек., табл. 1) и элонгация (72°, 

1 мин.). 

Таблица 1. Характеристики праймеров, использованных при амплификации 

Table 1. Characteristics of primers used for amplification 

Праймер 

Primer  

Нуклеотидная последовательность  

Nucleotide sequence 
C-G,% 

t отжига,oС  

Annealing t, °C 

olig 10 TGTCCACCAG 60 36 

olig 17 AGGCCGCTTA 60 32 

olig 31 AGGCGTGCAA 60 32 

olig 42 GGGATATCGC 60 32 
olig43 CATGCAAGAC 50 30 

 
Амплифицированную ДНК разделяли 

методом горизонатльного электрофореза в 
агарозном геле. Окрашивание проводили рас-

твором бромистого этидия, детекцию нарабо-

танных фрагментов осуществляли в ультрофи-
олетовом свете. Полученные электрофоре-

граммы фотографировали и обрабатывали в 

специализированной программе TotalLab 

TL120 v2008. Каждый RAPD фрагмент рас-
сматривается как отдельный локус. Количе-

ство обнаруженных локусов посчитали доста-

точным для расчета генетических дистанций 
[Kalinowski, 2002]. Учитывались все полосы, 

дающие четкие пики при анализе электрофо-

реграммы в TotalLab. При статистической об-

работке использовали все результаты, полу-
ченные при амплификации олигонуклеотид-

ных праймеров. 

Для каждой цветовой группы определя-
ли число проявивших себя локусов, а также 

долю полиморфных локусов [Nei, 1987]. Локус 

считали мономорфным, если частота одного из 
его аллелей превышала уровень 0.95. Частоту 

аллелей рассчитывали исходя из уравнения 

Харди-Вайнберга. Аналогично устанавливали 

долю полиморфных локусов для выборки в 

целом и индивидуально для каждого праймера. 
Расчет основных генетических парамет-

ров проводили с помощью программного 

обеспечения PopGene32 (1.32). Для каждого 
локуса определяли частоты аллелей (p, q) на 

основании которых рассчитывали среднюю 

ожидаемую гетерозиготность (H) (Nei, 1987), 

информационный индекс Шеннона-Уивера (I) 
[Lewontin, 1972]. Рассматривали, как целую 

выборку, так и каждую из цветовых групп по 

отдельности. Генетические расстояния между 
четырьмя цветовыми группами так же рассчи-

тывали при помощи PopGene32. Для оценки 

степени совпадения/различия использовали 

оригинальную модель Нея (Nei, 1972). 
Расчет генетических расстояний между 

отдельными особями проводили в программе 

MVSP (версия 3.22, Kovach Computing Services). 
Схожесть особей (S) оценивали, используя ко-

эффициент простого совпадения. Деревья строи-

ли методом средней связи (UPGMA). 
Уровень генетической подразделенности 

между цветовыми группами оценивали при 

помощи индекса фиксации Fst в интерпретации 

Нея [Nei, Chesser, 1983].  

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

В результате амплификации ДНК мидии 

в присутствии пяти олигонуклеотидных прай-
меров было обнаружено 99 фрагментов 

(табл. 2), 75 из которых носили полиморфный 

характер (P = 0.95). Длина фрагментов варьи-
ровала в пределах 116–1500 п.н. Число локу-

сов, наработанных с использованием каждого 

из праймеров, было значительно. Наибольшее 

количество локусов было показано при ам-
плификации ДНК в присутствии праймера olig 

42 (25 фрагментов), наименьшее – olig 17 (16 

фрагментов). При использовании праймеров 
olig 10, olig 31, olig 43 число обнаруженных 
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фрагментов составило 17, 23 и 18 соответ-

ственно.  

Особый интерес представляю собой 
данные, полученные при амплификации в при-

сутствии olig 43. Указанный праймер успешно 

инициировал реакцию амплификации ДНК 
большинства мидий светло-коричневой груп-

пы, но не давал наработанных фрагментов с 

ДНК мидий других групп. Исключения соста-

вили особи Черная 4, Переходная 1 и 2, Темно-
коричневая 7 и 8 для которых были обнаруже-

ны соответствующие фрагменты, а также осо-

би Светло-коричневая 5, 7 и 8, которые в рам-

ках своей группы не вступали в реакцию ам-

плификации с olig 43. Такая избирательность 
отжига была показана в нескольких повторно-

стях. Основываясь на данных, о наличии от-

сутствии фрагмента, были рассчитаны генети-
ческие характеристики как для четырех цвето-

вых групп, так и для выборки в целом 

(табл. 3). Полученные данные указывают на 

высокий уровень генетического разнообразия 
в черноморской популяции M. gаllo-

provincialis. 

Таблица 2. Общая характеристика RAPD-фрагментов 

Table 2. Total characteristics of the RAPD fragments 

Праймер  
Primer 

Кол-во локусов  

Number of loci 

Длины ампликонов, п.н.  

Length of amplicons, p.n. 
P95 

olig 10 17 160–1180 0.82 
olig 17 16 116–1346 0.56 

olig 31 23 148–1034 0.91 

olig 42 25 187–1500 0.72 

olig43 18 231–1241 0.72 

Таблица 3. Основные показатели генетического полиморфизма для черноморской мидии 

Table 3. The main indicators of genetic polymorphism for the Black Sea mussels 

Группа 

Group 
N Np P95 H I S 

Черная (Black) 71 70 0.71 0.20 0.31 0.72 

Переходная (Transitional) 73 72 0.73 0.22 0.34 0.69 

Темно-коричневая (Dark brown) 81 58 0.59 0.21 0.33 0.71 

Светло-коричневая (Light brown) 82 77 0.78 0.21 0.34 0.69 

Общее (Total) 99 75 0.76 0.23 0.37 0.69 
  

Основные генетические характеристики 

между четырьмя цветовыми группами были 

распределены равномерно. Более низкое зна-
чение доли полиморфных локусов показано 

для мидий с темно-коричневой окраской ство-

рок. Для M. galloprovincialis черной группы 

значения средней ожидаемой гетерозиготности 
и информационный индекс Шеннона-Уивера 

были ниже, чем для других цветовых групп.  

Используя расчетные данные ожидаемой 
гетерозиготности, определили индекс фикса-

ции Fst. Обычно этот показатель рекомендуется 

к использованию с маркерами кодоминантного 

типа, однако в ряде статей показана возмож-
ность его использования и при анализе RAPD 

[Nadler et al., 1995; Jiménez et al., 2002; 

Mukherjee et al., 2013]. Индекс фиксации со-
ставил 0.1. Это означает, что 10% всей генети-

ческой изменчивости приходится на межгруп-

повые различия, что свидетельствует об уме-

ренной генетической подразделенности чер-

номорской популяции. 

При построении дерева, все исследован-
ные особи разделились на два кластера 

(рис. 1). В один кластер попали преимуще-

ственно мидии светло-коричневой группы и 

особи, для которых успешно протекала ам-
плификация в присутствии праймера olig 43. 

Второй кластер был представлен мидиями 

всех четырех цветовых групп, в том числе сю-
да входил ряд M. galloprovincialis со светло-

коричневой окраской (особи 1, 5, 7 и 8).  

Такой характер кластеризации позволяет 

предположить генетическую обособленность 
светло-коричневой мидии. Для подтверждения 

данного предположения были рассчитаны ге-

нетические расстояния между четырьмя мор-
фологическими группами. На соответствую-

щем дереве светло-коричневая группа форми-

рует отдельную ветвь (рис. 2). 

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Известно, что морские виды обладают 

большим генетическим разнообразием, чем 

пресноводные и, в особенности, наземные ор-

ганизмы [Feral, 2002]. В случае M. gallo-

provincialis высокий уровень полиморфизма 

обусловлен еще и особенностями биологии 
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вида. У мидии взрослые особи ведут прикреп-

ленный образ жизни, в то время как на личи-

ночной стадии они подвижны, и активно раз-
носятся течениями. Дистанция распростране-

ния личинок при этом может достигать 10-

50 км [McQuaid, Phillips, 2000; Gilg, Hilbish, 
2003]. По-видимому, распределение M. gallo-

provincialis по всему бассейну Черного моря 

на личиночной стадии обеспечивает высокий 

уровень генетического разнообразия, наблю-

даемого в рамках изучаемой популяции. Вы-

сокие значения полиморфизма были получены 
также для средиземноморской популяции ми-

дии [Diz, Presa, 2008], и других видов дву-

створчатых моллюсков, имеющих аналогич-
ную стратегию расселения [Holmes, Witbaard, 

2003; Apte et al., 2003]. 

Рис. 1. Степень схожести особей M. galloprovincialis с различной окраской створок. 

Fig. 1. The degree of similarity of individuals of M. galloprovincialis with different colored shells. 

Рис. 2. Генетическое расстояние между четырьмя цветовыми группами M. galloprovincialis. 

Fig. 2. The genetic distance between the four color groups of M. galloprovincialis. 

Принято считать, что для прикреплен-
ных морских видов, имеющих длительную ли-

чиночную стадию, должно быть свойственно 

высокое значение внутрипопуляционной из-
менчивости по сравнению с межпопуляцион-

ной изменчивостью [Feral, 2002]. Это под-

тверждается, в настоящей работе, при сравне-
нии генетических характеристик четырех цве-

товых групп, которые существенно не разли-

чались. Однако при построении деревьев, как 
для отдельных особей, так и для выделенных 

групп, светло коричневые мидии были 

обособлены. Рассчитанный индекс фиксации 
так же свидетельствовал о наличии умеренной 

генетической внутрипопуляционной подразде-

ленности. 
Шанс наличия географической изоляции 

существенно снижается для видов, которым 
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характерен широкий диапазон расселения на 

личиночной стадии [Palumbi, 1994]. При этом 

на практике для морских организмов показано 
наличие генетической неоднородности, кото-

рая часто распространяется по градиенту эко-

логических факторов (соленость, температура, 
содержание кислорода и т.д.). Считается, что 

такая подразделенность может формироваться 

под воздействием отбора, обусловленного 

спецификой местообитания [Feral, 2002; Zardi 
et al., 2007]. Эта позиция получила подтвер-

ждение и в рамках рода Mytilus, не смотря на 

возможность широкого расселения и наличия 
межвидовой гибридизации, виды комплекса 

голубой мидии (M. edulis, M. trossilus, 

M. galloprovincialis) в значительной степени 

разняться между собой генетически [Koehn, 
1991; McDonald et al., 1991]. При этом приспо-

собленность видов к локальным условиям сре-

ды определяет ареалы их обитания [Suchanek 
et al., 1997; Fields et al., 2006]. Как упомина-

лось ранее, в Черном море выделяют несколь-

ко экологических групп M. galloprovincialis: 
скальную и иловую. Первая массово встреча-

ется на твердых субстратах в верхнем горизон-

те (до 10 м), последняя формирует массовые 

поселения на глубине 20–50 м и характеризу-
ется преобладанием мидий со светлой окрас-

кой створок [Заика и др., 1990 (Zaika et al., 

1990)]. С увеличением глубины значительно 
изменяются гидрохимические условия воды: 

снижается средне годичная температура (7–

9°С), начиная с 50 м, резко падает содержание 

кислорода (с 7–8 до 5 мл/л), увеличивается со-
леность. Различия условий среды в местах 

обитания моллюска могут стимулировать воз-

никновение экологической изоляции между 
группами. Данные о нересте мидии показыва-

ют, что для скальной и иловой формы пик ге-

неративной активности приходится на разные 

месяцы (скальная – весна, осень; иловая – ко-
нец весны, лето), что непосредственно связано 

с динамикой температурного режима в соот-

ветствующих местах обитания [Ревков, Шаля-
пин, 1999; Ревков, 2000 (Revkov, Shalyapin, 

1999; Revkov, 2000)]. Далее личинки могут 

свободно перемещаться в толще воды, однако 

большая их часть остается на тех же глубинах, 
на которых прошел массовый нерест [Казан-

кова, Немировский, 2003 (Kazankova, Nemi-

rovsky, 2003)], формируя новые поселения. 
Обособленность мидий со светло коричневой 

окраской раковины может быть объяснено 

тем, что данная цветовая группа, количествен-
но преобладая в донных поселениях, сильнее 

подвержена отбору, направленному на соот-

ветствие жизненных функций моллюска усло-

виям среды обитания. Закреплению различий 
способствует экологическая изоляция, обу-

словленная разнесенными во времени пиками 

нереста у скальной и иловой формы моллюска. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

В результате RAPD анализа установлено, 
что для черноморской популяции характерен 

высокий уровень генетического разнообразия. 

Это соответствует данным, показанным для 

других морских двустворок, и объясняется 
особенностями биологии вида. При сравнении 

четырех цветовых групп M. galloprovincialis 

была обнаружена генетическая обособлен-
ность мидии со светло-коричневой окраской 

раковины. Подразделенность внутри черно-

морской популяции, по-видимому, формиру-

ется вследствие экологической изоляции 
скальной и иловой мидии.  
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GENETIC CHARACTERISTICS OF THE FOUR MORPHOLOGICAL GROUPS OF MYTILUS 

GALLOPROVINCIALIS LAM. (MYTILIDAE: MOLLUSCA) FROM THE BLACK SEA 

A. D. Kulikova, A. A. Soldatov  
A.O. Kovalevsky Institute of Marine Biological Studies RAS 

29011 Sevastopol, Ave Nakhimov 2, e-mail: qulikova@gmail.com, alekssoldatov@yandex.ru 

Investigated the genetic characteristics of the 4 color groups of the bivalve mollusk Mytilus galloprovincilais (black, 

transitional, dark and light brown groups) identified by a method of computer processing photos. Using RAPD analysis, 

it was shown that the black sea populations of mussels are characterized by high genetic diversity. The presence of ge-

netic isolation of clams with a light brown coloration that appears to be due to the presence of environmental isolation 

between the rocky and silt forms the mussels. 

Keywords: Mytilus galloprovincilais, color polymorphism, genetic diversity, RAPD, Black sea 
 




