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Abstract 
The problems of the relationship between the three representatives of the canidae family 

(Canidae) based on the example of a domestic dog (Canis lupus familiaris), a wolf (Canis lupus) and 
a jackal (Canis aureus) are considered. A study using ISSR-PCR on di- and trinucleotide primers 
(AG) 9C, (GA) 9C and (GAG) 6C, showed that jackals are more genetically diverse than wolves and 
dogs. According to the spectra of amplification products and the presence of common fragments, 
jackals are genetically closer to dogs than to wolves. Based on the genotyping of 53 loci, it can be 
concluded that in the genome of the jackal, the DNA segments flanked by inverted microsatellite 
repeats are more common than those observed in the genomes of wolves and the domestic dog. 
The results of studies using ISSR-PCR markers, indicating a high genetic heterogeneity of the jackal 
population, are consistent with the published data obtained by genotyping at microsatellite loci, as 
well as the polymorphism of the D-loop of mitochondrial DNA, which also indicate a more 
pronounced genetic variability Jackals in comparison with dogs and wolves. 

Keywords: genetic heterogeneity, DNA markers, ISSR-PCR, dogs, jackals, wolves. 
 
1. Введение 
Взаимоотношения между видами семейства псовых (Canidae) активно исследуются, но 

некоторые вопросы до сих пор остаются весьма дискуссионными. К их числу относится 
история происхождения домашней собаки, вопрос об очагах одомашнивания и времени 
одомашнивания (Leonard et al., 2002; Pang et al., 2009;  Savolainen et al., 2004), а также роль 
гибридизации между собаками, волками и шакалами (Larson, Bradley, 2014; Li et al., 2013; 
Von Holdt et al., 2010; Wang et al., 2013).  

Исследования свидетельствуют о возможности наличия двух очагов одомашнивания 
собаки, европейского и азиатского (Frantz et al., 2016). Ведутся дискуссии и о времени 
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одомашнивания собаки, оно варьирует от 40000 лет до н.э. до 12000 лет до н.э. (Frantz et al., 
2016; Dimond, 2002; Skoglund et al., 2015). На данный момент известно, что гибридизация 
собаки и волка могла существенно повлиять на выводы об их дивергенции. Большая 
генетическая изменчивость в Восточной Азии, чем в других регионах, и характер 
филогенетических построений свидетельствуют о происхождении домашней собаки в 
Восточной Азии около 15 000 лет назад. Учитывая относительно ограниченное количество 
археологических работ, выполненных в Восточной Азии, отсутствие поздних 
палеолитических находок, не исключает гораздо более раннее происхождения домашних 
собак в Восточной Азии (Savolainen et al., 2002). Возможно, повышенное генетическое 
разнообразие у восточноазиатских собак и сходство между собаками в деревнях Восточной 
Азии и волками могло искажаться скрещиванием с волками (Freedman et al., 2014). 
Существенен и вопрос об участии шакала в происхождении собаки, и о предковой форме 
собаки (Koler-Matznick, 2002). Показано, что популяция волков уменьшилась из-за 
антропогенного воздействия и/или климатических изменений, что вызвало существенную 
потерю генетического разнообразия (Germonpre et al., 2009). Возможно, популяция волка и 
предковой формы собаки прошла через «бутылочное горлышко» отбора, что существенно 
сказалось на их генетическом разнообразии. Хорватская и Итальянская популяции волков, 
тем не менее, отличаются умеренным генетическим разнообразием (Fabbri et al., 2014). 
Геном современной породистой собаки является свидетельством наличия двух узких 
популяционных мест в отношении сокращения численности: первое произошло при 
одомашнивании, а второе – при формировании пород (Karlsson et al., 2007). Исследование 
индийских популяций шакалов, проведенное с использованием генотипирования 
микросателлитных локусов, показало их высокую генетическую вариабельность (Rutkowski 
et al., 2015), также высокая генетическая изменчивость шакалов отмечена в Израиле, 
Европейская популяция шакалов более однородна, что может объясняться их уникальной 
историей (Rutkowski et al., 2015, Yumnam et al., 2015). Обобщая данные можно сказать, что 
популяции шакалов в целом более генетически разнообразны, чем популяции волка и 
собаки. Возможно, это является следствием гибридизации между волком, собакой и 
шакалом, а также более высокой адаптивностью и миграционной активностью шакалов.  

В настоящее время в связи с активным развитием технологий секвенирования 
геномов, полилокусногогенотипирования (геномного сканирования), позволяющего 
одновременно генотипировать множество локусов, появились новые возможности 
выявления генетических структур видов и внтуривидовых групп и их сравнений. Одним из 
наиболее удобных методов в отношении сканирования геномов является полилокусное 
генотипирование с использованием в полимеразной цепной реакции (PCR)  в качестве 
праймера фрагмента микросателлитного локуса – Inter-Simple Sequence Repeat (ISSR-PCR 
маркеры) (Zietkiewicz et al., 1994; Glazko et al., 2016c). Данный метод позволяет 
одновременно оценивать распределение длин ряда коротких участков ДНК, 
фланкированных инвертированным повтором микросателлита, обладает высокой 
информативностью и удобен для выявления видовой, внутривидовой и межпородной 
дифференциации (Glazko et al., 2015a; Glazko et al., 2016a; Golik et al., 2017). Полилокусность 
ISSR-PCR-маркеров позволяет рассчитывать на выявление их комбинаций, тесно связанных 
с особенностями происхождения, отбора и фенотипической дифференциацией групп 
животных (Глазко и др., 2013; Эркенов, 2015; Glazko et al., 2015b; Glazko et al., 2016b; Erkenov 
et al., 2017). 

Объектом исследования являлись шакалы и волки, отловленные в Краснодарском крае, 
и собаки пород джек-рассел терьер, леонбергер, цвергшнауцер, а также беспородные особи.  

 
2. Материалы и методы 
В работе использованы 11 образцов тканей шакалов, 4 образца ткани волков, и 

5 образцов крови собак. Геномную ДНК выделяли из лейкоцитов периферической крови 
собак, стандартным набором ДНК – ЭкстранI («Синтол»), геномную ДНК шакалов 
выделяли из ткани стандартным набором ДНК ЭкстранII («Синтол»). Продукты 
амплификации получали при помощи стандартного набора для ПЦР «Синтол» 
в соответствии с рекомендациями производителя. В качестве праймера были использованы 
динуклеотиныемикросателлиты с якорными нуклеотидами (GA)9C, (AG)9C, а также 
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тринуклеотидныймикросателлит (GAG)9C. Полимеразная цепная реакция проводилась на 
амплификаторе «Терцик» со следующими параметрами: первичная денатурация ( t= 94 ºC, 
2 мин), денатурация (t= 94 ºC, 30 сек), отжиг (t=55 ºС, 30 сек), элонгация (t=72 ºС, 2 мин) – 
35 циклов, финальная элонгация (t=72 ºС, 10 мин). Продукты амплификации разделяли в 
1,5 % агарозном геле в ТВЕ-буфере.  Визуализация производилась при помощи УФ 
трансиллюминатора. Размеры фрагментов ДНК определяли при помощи маркера 
молекулярных масс 100 bp+1.5 Kb+3 Kb (12 фрагментов от 100 до 3000 bp) М27 (СибЭнзим, 
Россия). Математическая обработка полученных результатов была осуществлена с помощью 
программы MSExcel и TFPGA. Для каждого спектра продуктов амплификации, полученного 
с соответствующим праймером, строилась матрица, отображающая присутствие, либо 
отсутствие конкретного ампликона.  

В качестве популяционно-генетических характеристик использовали долю 
полиморфных локусов (% количества полиморфных фрагментов ДНК по отношению к 
общему количеству ампликонов, выявленных в спектре каждого праймера) и полиморфное 
информационное содержание спектра – Polymorphic Information Content (PIC). Расчет PIC 
выполнялся по формуле для диаллельных локусов, для которых PIC = 2f (1-f), где f – частота 
одного из двух аллелей. Поскольку ISSR-PCR маркеры имеют доминантный характер 
проявления по присутствию продукта амплификации, f рассчитывается по формуле: f=R1/2, 
где R – частота встречаемости животных среди исследованных, у которых в спектрах 
продуктов амплификации отсутствовал фрагмент ДНК данной длинны. Значение R 
рассматривалось как доля гомозигот по рецессивному аллелю (Golik et al., 2017). 

 
3. Результаты и их обсуждение 
В спектре продуктов амплификации, полученных при использовании в качестве 

праймера последовательности (GA)9C, выявлено суммарно у трех исследованных видов 13 
фрагментов ДНК. Каждый такой фрагмент рассматривался как отдельный локус. У шакалов 
в спектре праймера (GA)9Cнаблюдался повышенный полморфизм относительно 
представителей других видов (табл. 1). Полиморфное информационное содержание (PIC) 
спектров продуктов амплификации, полученных при использовании в ПЦР 
последовательностей (GA)9C, у шакалов в два раза выше, чем у волков, и в четыре – по 
сравнению с собаками, примерно так же исследованные виды отличались и по доле 
полиморфных локусов (табл. 1).  

 
Таблица 1. Полиморфное информационное содержание (PIC) и доля полиморфных 
локусов (P) спектров продукции амплификации по праймеру (GA)9C 
 

Праймер(GA)9C Собаки Шакалы Волки 

PIC 0,08 0,26 0, 13 

P 27 % 91 % 44 % 

 
Таким образом, спектры праймера (GA)9C наиболее полиморфными оказались у 

шакалов. Спектрыпродуктов амплификации фрагментов геномной ДНК, фланкированных 
инвертированным повтором этого праймера (ампликонов) собак и волковбыли более 
консервативнымипо сравнению с шакалами. Наиболее консервативнымиампликонами(не 
полиморфными) у собак оказались 8 фрагментов спектра с длинами 2800, 2000, 1300, 980, 
850, 620 и 500 пар оснований (п.о.). Наиболее консервативными фрагментами у волков 
являются ампликоны в районе длин 850, 620, 550 и 500 п.о. У шакалов консервативен всего 
один фрагмент в районе 620 п.о. (табл. 2). Уникальным для спектра ампликонов собак 
является присутствие двух фрагментов длиной в 2800 и 2000 п.о., для шакалов – один 
фрагмент, длиной в 680 п.о. В спектре ампликонов этого праймера у волков отсутствуют 
фрагменты ДНК, не встречающиеся у представителей других видов.  
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Таблица 2. Сравнительный анализ полиморфизма фрагментов ДНК по праймеру (GA)9C у 
собак, шакалов и волков 
 

П.н.  Собаки Шакалы Волки 
2800 - н н 
2000 - н н 
1400 + + + 
1300 - + + 
1200 + + н 
980 - + + 
900 н + + 
850 - + - 
700 + + + 
680 н + н 
620 - - - 
550 - + - 
500 - + - 

«+» – полиморфизм по данному фрагменту ДНК; «-» – консервативный участок ДНК по 
данному фрагменту; «н» – отсутствие данного участка в спектре. 
 

 
Рис. 1. Дендрограмма генетических взаимоотношений, построенных на основании 
генетических дистанций у собак, шакалов и волков по праймеру (GA)9C. 
1–5 – собаки, 6–16 – шакалы, 17–20 – волки 

 
На дендрограмме, построенной на основании распределения у исследованных 

животных фрагментов геномной ДНК, фланкированных инвертированным повтором 
(GA)9C, выделяется два основных крупных кластера, причем каждый из них подразбиватеся, 
в свою очередь, на два подкластера. Самый крупный объединяет подкластерыволков и 
шакалов, второй – шакалов и собак. Интересно отметить автономность подкластеров, 
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представители разных видов не входят в подкластеры друг друга, причем подкластер собак 
объединяется с подкластером шакалов, включающий только трех особей (рис. 1).  

В спектрах ампликоновпраймера (GAG)6C выделяется суммарно 23 фрагмента ДНК 
(табл. 3), причем у собак спектр ампликонов включает 15 фрагментов и все они 
мономорфны (табл. 3, 4). Наибольший полиморфизм спектров этого праймера выявлен, так 
же как и в спектрах праймера (GA)9C, у шакалов. У них наблюдается примерно в два раза 
большие значения доли полиморфных локусов (P) и PIC по сравнению с волками (табл. 4).  

 
Таблица 3. Сравнительный анализ полиморфизма фрагментов ДНК по праймеру 
(GAG)6C у собак и шакалов 
 

П.н.  Собаки Шакалы  Волки 

2500 - Н Н 

2300 н + Н 

2000 - Н Н 

1800 н + Н 

1600-1500 - + + 

1400 - + + 

1300 - + + 

1200 - + + 

1100 - + + 

950 - + + 

900 - + - 

850 - + + 

800 - + - 

750 - + н 

700 н + - 

650 н + Н 

620 - - - 

550 - + - 

500 - - - 

490 н + + 

450 н + н 

400-390 н + - 

350 н + н 
«+» – полиморфизм по данному фрагменту ДНК; «-» – консервативный участок ДНК по 
данному фрагменту; «н» – отсутствие данного участка в спектре 
 
Таблица 4. Полиморфное информационное содержание(PIC) и доля полиморфных 
локусов (P) спектров продукции амплификации по праймеру (GAG)6C 
 

Праймер 
(GAG)6C 

Собаки Шакалы Волки 

PIC 0 0,28 0,14 

P 0 % 90 % 53 % 

 
И если по праймеру (GAG)6C все 15 ампликонов консервативны у собак, у шакалов, 

напротив, отмечается высокий полиморфизм, и лишь две консервативные зоны в районе 
620 и 500 п.о. У волков из 15-ти ампликонов наблюдается 7 консервативных зон. Общее 
количество полиморфных зон по данному праймеру у шакалов – 19, у волков – 8. В спектре 
ампликонов (GAG)6C у собак выявлен один уникальный фрагмент длиной в 2000 п.о. 
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(табл. 3), отсутствующий у других видов; у шакалов таких фрагментов оказалось пять – 
длиной в 2300, 1800, 650, 450 и 350 п.о. (табл. 3). У волков не выявлено ампликонов, 
которые бы не встречались у представителей других видов.  

На дендрограмме, построенной на основании расчета генетических расстояний по 
частотам встречаемости ампликонов спектров праймера(GAG)6C (рис. 2), выделяется два 
кластера: один объединяет собак, трех волков и шакала, второй – волков и шакалов. То есть, 
в отличие от спектров праймера (GA)9C, спектры праймера (GAG)6C не дифференцируют 
исследованные группы животных на автономные кластеры и подкластеры, соответствующие 
видовой принадлежности исследованных групп животных (рис. 1, 2). Наиболее уникальный 
набор ампликонов (5 из 21-го имеющегося) выявлен у шакалов (табл. 3). 

 

 
Рис. 2. Дендрограмма генетических взаимоотношений, построенных на основании 
генетических дистанций у собак, шакалов и волков по праймеру (GAG)6 C.  
1–5 – собаки, 6–16 – шакалы, 17–20 – волки  

 
В спектрах праймера (AG)9C суммарно выявлено 16 фрагментов ДНК, фланкированных 

инвертированным повтором этой последовательности (табл. 5). Наибольшее количество 
ампликонов наблюдалось у шакалов (Leonard et al., 2002), далее – у собак (Germonpre et al., 
2009), и наименьшее – у волков (Frantz et al., 2016) (табл. 6). Причем и в этих спектрах 
продуктов амплификации у собак не наблюдалось полиморфных фрагментов, а у шакалов – 
так же как и в спектрах других праймеров, полиморфизм был существенно выше, чем 
у волков (табл. 6). У всех трех групп выделяется 2 консервативные зоны по данному 
праймеру, длиной 900 и 600-620 п.о., присутствующие у всех исследованных животных. В то 
же время, у собак в спектрах продуктов амплификации праймера (AG)9C не выявлено 
уникальных фрагментов; у шакалов обнаружено 5 таких фрагментов, встречавшихся только 
у представителей этого вида, длиной в 1600, 1500, 800, 550 и 350 п.о.; у волков выявлено 3 
уникальных фрагмента – длиной в 850, 750 и 500 п.о. 
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Таблица 5. Сравнительный анализ полиморфизма фрагментов ДНК по праймеру 
(AG)6C у собак и шакалов 
 

П.н. Собаки Шакалы Волки 
1600 Н + Н 
1500 Н + Н 
1400 - + Н 
1300 - + - 
950 - + Н 
900 - - - 
850 Н Н - 
800 Н + Н 
750 Н Н + 
700 - + Н 
650 - + Н 
600-620 - - - 
550 Н + Н 
500 Н Н - 
400 - + Н 
350 н + Н 

«+» – полиморфизм по данному фрагменту ДНК; «-» – консервативный участок ДНК по 
данному фрагменту; «н» – отсутствие данного участка в спектре. 
 
Таблица 6. Полиморфное информационное содержание (PIC) и доля полиморфных 
локусов (P) спектров продукции амплификации по праймеру (AG)9C 
 

Праймер (AG)9C. Собаки Шакалы Волки 
PIC 0 0,31 0,02 
P 0% 92,3% 16% 

 
Построенная на основании ампликонов спектров праймера (AG)9C дендрограмма 

включает два кластера – один, объединяет собак и шакалов, второй – шакалов и волков 
(рис. 3), так же, как и на дендрограмме распределения продуктов амплификации спектров 
праймера (GA)9C (рис. 1).  
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Рис. 3. Дендрограмма генетических взаимоотношений, построенных на основании 
генетических дистанций у собак, шакалов и волков по праймеру (AG)9C.  
1–5 – собаки, 6–16 – шакалы, 17–20 – волки 

 
Полученные данные свидетельствуют о том, что спектры праймеров (AG)9C и (GA)9C 

надежно дифференцируют представителей домашней собаки (разного происхождения) от 
волков и, в меньшей степени, от шакалов, в отличие от спектров праймера (GAG)6C. Шакалы 
по всем праймерам оказываются наиболее полиморфными и с наибольшим количеством 
уникальных фрагментов ДНК, фланкированных инвертированными повторами 
микросателлитных локусов, по сравнению с волками и собаками. В общем, из 53-х локусов 
суммарно по всем праймерам у шакала обнаружено уникальных 11 фрагментов, у собак – 
3 фрагмента и у волков тоже 3. То есть, кроме повышенного полиморфизма, шакалы 
отличались от представителей других видов присутствием уникальных фрагментов 
геномной ДНК, фланкированных инвертированными повторами микросателлитов (AG)9C, 
(GA)9C и (GAG)6C.  
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Рис. 4. Дендрограмма генетических взаимоотношений, построенных на основании 
генетических дистанций у собак, шакалов и волков по праймерам (AG)9C, (GA)9C, (GAG)6C. 
1–5 – собаки, 6–16 – шакалы, 17–20 – волки 

 
Построение суммарной дендрограммы на основании генетических расстояний, 

рассчитанных по частотам встречаемости фрагментов ДНК разной длины в спектрах 
продуктов амплификации всех трех праймеров, (AG)9C, (GA)9C и (GAG)6C, свидетельствует 
об автономной кластеризации домашней собаки и более сближенных взаимоотношениях 
между шакалами и волками (рис. 4).  

 
4. Заключение 
Таким образом, при использовании ISSR-PCR метода отмечается дифференциация 

между шакалами, собаками и волками по трем праймерам, с выделением общей 
консервативной зоны длиной в 600-620 п.н. Собаки более консервативны по спектрам 
ампликонов как при использованиипраймера (GA)9C, (AG)9C, так и при использовании 
(GAG)6C, несмотря на различную породную принадлежность. Следует отметить, что 
наблюдаемая в наших исследованиях относительно пониженная генетическая 
гетерогенность собак различного происхождения совпадает с литературными данными 
об уменьшенном генетическом разнообразии геномных районов, даже ассоциированных с 
изменчивыми у разных пород фенотипическими характеристиками, что, по мнению 
авторов, является следствием действия высоко интенсивного искусственного отбора (Cadieu 
et al., 2009, Ratnakumar et al., 2011). Волки обладают более высоким полиморфизмом по всем 
трем праймерам, чем собаки, однако менее полиморфны в сравнении с шакалами. 

На основании генотипирования 53 локусов можно заключить, что шакалы генетически 
более гетерогенны, чем волки и собаки; в геноме шакала чаще встречаются участки ДНК, 
фланкированные инвертированными повторами мкросателлитов, не встречавшиеся в 
геномах волков и домашней собаки; обнаруживаются общие по длине фрагменты ДНК, 
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фланкированные инвертированными повторами мкросателлитов, для представителей всех 
исследованных видов; по спектрам продуктов амплификации и присутствию общих 
последовательностей шакалы оказываются ближе к собакам, чем к волкам. В общем, 
полученные данные позволяют предположить более раннее отделение от общего предка 
шакалов, по сравнению с волками, и более высокую вероятность их повторных 
гибридизаций с предковыми формами собак, по сравнению с волками. Результаты 
исследований, проведенных с помощью ISSR-PCR маркеров, указывающие на высокую 
генетическую гетерогенность популяции шакалов согласуются с данными, полученными 
Negi T. (Negi Jhala, 2015) при использовании 10 микросателлитов (Li et al., 2013), а также 
с данными, полученными при исследовании участка D-петли митохондриальной ДНК, 
которые также свидетельствуют о высокой генетической вариабельности популяции шакала 
в Турции (İbiş et al., 2015).  
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Аннотация. Рассмотрены проблемы взаимоотношений между тремя 
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familiaris), волка (Canis lupus) и шакала (Canisaureus). Проведенное исследование 
с использованием ISSR-PCR по ди- и тринуклеотидным праймерам (AG)9C, (GA)9C и 
(GAG)6C показало, что шакалы более генетически разнообразны в сравнении с волками и 
собаками. По спектрам продуктов амплификации и присутствию общих фрагментов шакалы 
оказываются ближе к собакам, чем к волкам. На основании генотипирования 53 локусов 
можно заключить, что в геноме шакала чаще встречаются участки ДНК, фланкированные 
инвертированными повторами мкросателлитов, не наблюдавшиеся в геномах волков и 
домашней собаки. Результаты исследований, проведенных с помощью ISSR-PCR маркеров, 
указывающие на высокую генетическую гетерогенность популяции шакалов, согласуются с 
литературными данными, полученными при генотипировании по микросателлитным 
локусам, а также по полиморфизму участка D-петли митохондриальной ДНК, которые 
также свидетельствуют о более выраженной генетической вариабельности шакалов 
по сравнению с собаками и волками. 

Ключевые слова: генетическая гетерогенность, ДНК маркеры, ISSR-PCR, собаки, 
шакалы, волки. 
 




