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До недавнего времени считалось, что все зе-
лёные жабы (род Rafinesque, 1815) отно-
сятся к одному виду, (Laurenti, 1768)
(Банников и др., 1977; Кузьмин, 2012). Это связано
с тем, что изучались в основном только внешние
признаки (Borkin et al., 2000). Однако эти жабы ха-
рактеризуются очень изменчивой внешней
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ВВЕДЕНИЕ морфологией и часто для точного определения их

видовой принадлежности необходимо применять

молекулярные и цитогенетические методы

(Боркин и др., 2004). Более того, применение этих

методов позволило установить, что род включает

не один, а десять диплоидных и пять полиплоид-

ных видов (Dufresnes et al., 2019). Многие из этих

видов являются криптическими, т. е. их нельзя
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Аннотация. Распространение криптических видов зелёных жаб ( иBufotes viridis B. siti-
bundus) в Республике Дагестан до сих пор недостаточно изучено. Авторами статьи были ис-
пользованы ядерный (микросателлит 224) и митохондриальный (фрагмент гена )
маркеры, характеризующиеся видоспецифичными аллелями и гаплотипами соот-
ветственно. Установлено, что в низменных районах на севере республики в популяциях
жаб преобладают аллели 224, характерные для , а южнее в горной части и на
Приморской низменности (побережье Каспия юго-восточнее Махачкалы) – характерные
для . В большинстве выборок присутствовали как гомозиготные, так и гетеро-
зиготные генотипы. Распределение гаплотипов по в республике заметно отличалось
от такового по локусу 224. Если сравнивать встречаемость аллелей 224 и гапло-
типов в изученных выборках, то связь между ними оказалась очень слабой. У многих
особей ядерный маркер принадлежал одному, а митохондриальный – другому виду, ука-
зывая на широкое распространение здесь асимметричной интрогрессии митохондри-
альных геномов. Выявлена достоверная корреляция между высотой местонахождения и
встречаемостью аллелей ядерного маркера 224. В горных районах республики рас-
пространены преимущественно популяции , а в низменных – гибридные по-
пуляции, в которых преобладание аллелей характерно для наиболее северных
популяций, населяющих сухостепные и полупустынные ландшафты.
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Распространение и гибридизация криптических видов зелёных жаб

идентифицировать при помощи стандартных мор-
фологических методов.

В Дагестане зелёные жабы широко распро-
странены, населяя всевозможные биотопы в полу-
пустынных и сухостепных ландшафтах низмен-
ностей, а также горную часть (до 3300 м н.у.м.).
Они довольно обычны и в урбанизированных ланд-
шафтах, включая городские агломерации (Ас-
кендеров, 2017). Изучение количества ядерной
ДНК, изменчивости микросателлитов и аллози-
мов в популяциях зелёных жаб на территории этой
республики показало, что здесь встречаются две
формы – «восточная» («variabilis») и «западная»,
которые впоследствии были выделены в качестве
отдельных видов, (Pallas, 1771) иB. sitibundus
B. viridis соответственно (Литвинчук и др., 2006,
2008; Dufresnes et al., 2019). Наличие гаплотипов
B. sitibundus в Дагестане было подтверждено так-
же и при анализе митохондриальной ДНК (Stöcket
al., 2006). Однако следует отметить, что таксоно-
мический статус до сих пор остается
спорным (вид или подвид) из-за недостаточно хо-
рошо изученных особенностей гибридизации это-
го вида с его ближайшими родственниками,

B. sitibundus

B. vi-
ridis B. perriniи Mazepa, Litvinchuk, Jablonski,
Dufresnes, 2019 (Литвинчук и др., 2006, 2008;
Speybroeck et al., 2020; Frost, 2023). Тем не менее,
учитывая значительную филогенетическую
дивергенцию, соответствующую временным рам-
кам видообразования у некоторых других видов
палеарктических бесхвостых амфибий, B. sitibun-
dus может рассматриваться в качестве самосто-
ятельного вида (Stöck et al., 2006; Dufresnes et al.,
2019; Dufresnes, Litvinchuk, 2022), что и прини-
мается в рамках данной работы.

Во многих группах животных межвидовая
гибридизация достаточно обычное явление (Duf-
resnes et al., 2021 ). Не исключение и зелёные жа-
бы, многие виды которых могут успешно гибри-
дизировать на границах своих ареалов. Наиболее
протяжённая гибридная зона в этом роде отмечена
между и . Однако точное её
местоположение до сих пор не установлено и по-
этому требует детальнейших исследований (Лит-
винчук и др., 2006; Stöck et al., 2008). Связано это с
тем, что оба вида являются криптическими и не
могут быть точно идентифицированы при
помощи стандартных морфологических методов.
В ходе изучения размера генома и изменчивости
микросателлитных локусов ранее было опре-
делено местоположение зоны контакта ареалов

a

B. sitibundus B. viridis

B. viridis B. sitibundusи в Поволжье (Файзулин и
др., 2018) и западной Турции (Dufresnes et al.,
2019, 2021 ). Предварительные исследования ва-
риабельности размера генома и микросател-

b

литной ДНК также позволили выявить приблизи-
тельное расположение зоны контакта этих двух
видов на северном Кавказе (Литвинчук и др.,
2008; Dufresnes et al., 2019). Однако детальное рас-
положение границ ареалов этих двух видов в Рес-
публике Дагестан до сих пор остаётся недостаточ-
но изученным.

Генетическая изменчивость в этих выбор
ках была изучена при помощи микросателлита

-

BM CytB224 и фрагмента митохондриального гена
(табл. 2). Микросателлит 224 (длина у зелёных
жаб около 135 – 155 п.н.) представляет собой пос-
ледовательность (TG) TA(TG) TA(TG) ... ( )
( ., 2000). Ранее этот ядерный маркер уже
использовался для идентификации таксономичес
кой принадлежности видов рода (Литвин
чук и др., 2006). Представленный в данной статье
анализ последовательностей полных геномов ря-
да видов бесхвостых амфибий, депонированных в
Генбанке (XM_044295828, XM_056522180,
XM_040354461, XM_041566518), показал, что дан-
ный микросателлит, вероятно, является фрагмен-
том ядерного гена 4 ( 4),
отвечающего за активацию ДНК-связывающего
фактора транскрипции ( :// . . . .

ВМ

5 5 2 15AG
Tikel et al

-
Bufotes -

ZFHX zinc finger homeobox

https www ncbi nlm nih
gov gene gene expression/ /79776# - ). Предполагается,
что он участвует в регуляции транскрипции РНК-
полимеразы II. Как правило, у амплифи-
цируемый фрагмент микросателлита 224 име-
ет длину меньшую, чем 140 п.н., а у –
большую (см. Литвинчук и др., 2006), что позво
ляет идентифицировать аллели, относящиеся к
каждому из этих видов при разделении их методом
вертикального гель-электрофореза в плотном
(10 – 12%-ном) полиакриламидном геле.

B viridis.
ВМ

B sitibundus.
: -

Цель статьи – анализ особенностей распро-
странения и гибридизации двух криптических
видов зелёных жаб на территории Республике Да-
гестан.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ

В ходе нашего исследования было изучено
133 особи зелёных жаб из 21-й выборки, собран
ной в Республике Дагестан, и одной выборки с
границы между республиками Калмыкия и Да
гестан (табл. 1, рис. 1). Пробы брались из образцов
крови и мышц. Для выделения ДНК из образцов
крови был использован набор «Экспресс-ДНК-
Био» («Алкор Био», Россия), а из образцов мышц –

набор ДНК-Экстран-2 ( , Россия).

-

-

Синтол

При разработке праймеров на основе диа-
гностического локуса митохондриальной ДНК
(мтДНК) были проанализированы депонирован
ные в GenBank 12 последовательностей фрагмен
та гена цитохрома ( ) из Гер-

-
-

b CytB B viridis.
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Рис. 1. Распределение аллелей ядерных (микросателлит 224) и гаплотипов митохондриальных (фрагмент генаBM
CytB) локусов в выборках зелёных жаб в Республике Дагестан. Нумерация мест сбора соответствует таковой в табл.
1. Диаметры круговых диаграмм соответствуют размеру выборок
Fig. 1. Distribution of nuclear (microsatellite 224) and mitochondrial ( gene fragment) loci in samples of green
toads from Dagestan. Numbers for localities are given in Table 1. Diameters of pie charts correspond to size of samples

BM CytB

Таблица 1. Номера выборок, места сбора, координаты, высота и количество изученных особей
Table 1. Numbers for localities and their names, coordinates, altitude, and number of studied individuals

Note. * Republic of Kalmykia.
Примечание. * Республика Калмыкия.
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мании (MK890049, MK890092, MK890095-7),
B sitibundus B viridis. .из Ирана и Турции, а также с
интрогрессивной мтДНК из Дании
(AB159263, 352279, 352286-7, 352295,
MT410958, NC_050665). Их анализ показал, что
маркерные различия между этими двумя видами
составляют 2.5% (12 из 471 нуклеотидных замен).
Для идентификации данных видов с помощью
мультиплексной ПЦР был разработан набор с од-
ним общим прямым ( - F; позиции нуклео-
тидов 87-106 на фрагменте под номером
MK890096) и двумя обратными видоспецифичны
ми праймерами, имеющими приблизительно оди
наковые температуры отжига (см. табл. 2). Для вы
явления гаплотипов и при-
меняли обратные праймеры (149-170) и

B sitibundus.
KY KY KY

Cytb d

-
-
-

B viridis B sitibundus. .
BvirCytBR

BsitCytBR (429 – 450), что позволило получать
продукты ПЦР длиной 84 п.н. и 364 п.н. соответ-
ственно (см. табл. 2).

Реакционная смесь для ПЦР (50 мкл) со
держала 50 – 100 нг ДНК исследуемой особи,
0.5 мкМ каждого праймера, 25 мкл 2X Taq M мас
тер-микс (горячий старт, зеленый; Алькор Био,
Санкт-Петербург, Россия) и необходимое коли
чество дистиллированной воды. При амплифика
ции локуса 224 была использована программа:
95°С – 15 мин + (94°С – 105 с) + (94°С – 15 с, 57°С –
20 с, 72°С – 10 с) + (94°С – 15 с, 56°С – 20 с, 72°С –
10 с) + (94°С – 15 с, 55°С – 20 с, 72°С – 10 с) + (94°С –
15 с, 54°С – 20 с, 72°С – 10 с) + (94°С – 15 с, 53°С –
20 с, 72°С – 10 с) + (94°С – 15 с, 52°С – 20 с, 72°С –
10 с) + (94°С – 15 с, 57°С – 20 с, 72°С – 10 с) × 27 +
+ (72°С – 120 с), а при амплификации локуса :
95°С – 15 мин + (94°С – 30 с, 62°С – 30 с, 72°С –
30 с) × 35, 72°С – 10 мин.

-

-

-
-

ВМ

CytB

Продукты амплификации разделялись ме-
тодом вертикального гель-электрофореза в 10%-ном
полиакриламидном геле. После проведения элек-
трофореза гели с видоспецифичными фрагмен-
тами ДНК окрашивали бромистым этидием и ви-
зуализировали в ультрафиолетовом спектре
трансиллюминатора (длина волны 365 нм).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

По митохондриальному маркеру ( ) у
52.9% жаб (65 особей) были выявлены гаплоти
пы , а у 47.1% – (58 особей;
см. табл. 3). Среди изученных животных было вы
явлено 14 (12.1%) особей, имеющих как ядерные,
так и митохондриальные маркеры, относящиеся
только к , и 26 (22.4%) – к .
Нужно отметить, что из всех изученных популя-
ций только зелёные жабы из высокогорного селе-
ния Бежта (см. табл. 1, № 18) имели как ядерные, так
и митохондриальные маркеры, относящиеся к од-
ному виду ( ). Во всех остальных вы-
борках были выявлены аллели и гаплотипы сразу
обоих видов как минимум по одному из маркеров
(включая интрогрессивные комбинации, когда у
особей митохондриальная ДНК

CytB
-

B viridis. B. sitibundus
-

B. viridis B. sitibundus

B. sitibundus

B. viridis B. siti-
bundus B. sitibundusи, наоборот, у митохон-
дриальный геном ). Из-за цито-ядерных
несоответствий в популяциях получены по ядер-
ным и митохондриальным маркерам различные
картины распределения аллелей и гаплотипов
(рис. 3; см. табл. 3), а связь между ними оказалась
слабой ( = 0.21, = 1.19, = 0.354).

B. viridis

R pdf
Изучение микросателлитного маркера

BM224 выявило, что в низменной части северного
Дагестана (№ 1 – 4, 7) преобладают особи с алле-
лями (в среднем 75%), а в горной части и
на низменностях южнее (№ 16 – 22) –
(в среднем 85%). По митохондриальному маркеру

B v. iridis
B. sitibundus

CytB такая четкая закономерность не прослежи-
вается. Однако по обоим маркерам видно, что, как

На территории Республики Дагестан
выявлены аллели и гаплотипы двух видов зелёных
жаб (табл. 3, рис. 2). При этом по микросателлит-
ному маркеру 224 30 особей (23.8%) несли
только аллели , 49 (38.9%) – ,
а 47 (37.4%) характеризовались гетерозиготными
генотипами. Суммарно аллели были
выявлены у 76 особей (60.3%), а – у 96
(76.2%).

BM
B viridis B sitibundus. .

B viridis.
B. sitibundus

Таблица 2. Праймеры, использованные при проведении ПЦР для идентификации и ,
примерная длина продуктов амплификации и их специфичность

Bufotes viridis B. sitibundus

Table 2. Primers used in PCR to identify and , approximate length of PCR products and their
specificity

Bufotes viridis B. sitibundus

Распространение и гибридизация криптических видов зелёных жаб
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Таблица 3. Доля (%) аллелей по микросателлиту 224, встречаемость гаплотипов по фрагменту гена и
особей с различными комбинациями ядерных и митохондриальных маркеров в популяциях зелёных жаб
Республики Дагестан

BM CytB

.
Table 3. Allele frequency (%) of 224 microsatellite, haplotype frequency (%) of gene fragment and occurrence
of individuals with various combinations of nuclear and mitochondrial markers in green toad populations in Dagestan

BM CytB

Note. No. is numbers for localities; is number of studied individuals; V is alleles and haplotypes characteristic forn
Bufotes viridis B. sitibundus, and S for .

Примечание. № – номера выборок – количество изученных особей – аллели и гаплотипы, характерные
для , – для .

; ; Vn
Bufotes viridis B. sitibundusS

Fig. 2. Ratio of homo- and heterozygous
genotypes ( 224) in populations ( ≥ 3) of green
toads in Dagestan. Samples are arranged from left
to right as locality altitude increases. Numbers for
localities are given in Table 1

BM n

Рис. 2. Соотношение гомо- и гетерозиготных
генотипов ( 224) в популяциях ( ≥ 3) зелё
ных жаб Республики Дагестан. Выборки распо
ложены слева направо по мере увеличения вы
соты места сбора. Нумерация локалитетов соот
ветствует таковой в табл. 1

BM n -
-
-
-
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Fig. 3. Ratio of nuclear ( 224) ) and mitochondrial ( ) ( ) loci
in localities ( ≥ 3) of green toads in Dagestan. Samples are arranged
from left to right as locality altitude increases. Numbers for localities
are given in Table 1

BM a CytB b(
n

Рис. 3. ( 224) ( )Соотношение аллелей ядерного и гаплотипов

митохондриального ( ) локусов в популяциях зелё-
ных жаб в Республике Дагестан Выборки расположены слева
направо по мере увеличения высоты места сбора. Нумерация лока-
литетов соответствует таковой в табл.

BM а

( ) ( ≥ 3)CytB nб
.

1

а / а

б / b

правило, в юго-западной горной части
республики в популяциях зелёных жаб
больше особей с аллелями , а
в прибрежно-низменной – (см.
рис. 1).

B. sitibundus
B v. iridis

Если говорить о картине распро
странения видов зелёных жаб в целом, по
лученной на основе распределения алле
лей ядерного маркера 224, то можно
отметить, что в горной части Дагестана
преимущественно встречаются «почти
чистые» популяции , а в низ
менных – популяции, несущие заметную
долю гибридных генотипов (вероятно, гиб
ридная зона). Граница распространения

-
-
-

BM

B. sitibundus -

-

Помимо этого, хорошо заметно (см.
табл. 3), что по 224 в низменной части
республики вместе с гетерозиготными ге
нотипами зачастую встречаются гомози
готные генотипы с аллелями , а в
южной горной части – гомозиготные ге
нотипы с аллелями (см. рис. 2).
Важно также отметить, что на севере Да
гестана в некоторых популяциях (№ 1-2,
6, 8, 10) помимо гетерозиготных встреча
ются и гомозиготные генотипы с аллеля
ми, характерными для обоих видов (см.
табл. 3, рис. 2). Наибольшее количество ге
терозиготных особей отмечено в при
брежно-равнинной части республики и,
по мере продвижения в горы, процент ге
терозиготных особей снижается. Чем
меньше высота, тем больше аллелей

BM
-
-

B v. iridis
-

B. sitibundus
-

-
-

-
-

-

B v -. i
ridis встречается в популяциях, и, наобо
рот, чем больше высота, тем чаще встре
чаются аллели (см. рис. 2-3).
Выявлена достоверная корреляция меж-
ду высотой места сбора и встречаемос-
тью аллелей ( : = 0.65, = 1.20,

-
-

B. sitibundus

B viridis R
p

. df
= 0.001). А вот корреляции между встре-

чаемостью митохондриальных гаплоти-
пов и высотой не отмечено ( : =
= 0.14, = 1.20, = 0.543).

B viridis R.
df p

«чистых» популяций находится северо-
западнее границ республики. Также важно отме
тить, что, несмотря на встречаемость гетерозигот
ных аллелей практически по всей территории Да
гестана, основная часть зоны гибридизации меж
ду и расположена в северной
части республики. Наличие аллелей на
юге, по-видимому, является лишь следствием
интрогрессии генов и говорит о том, что они легко
могут проникать в популяции, живущие вдоль все
го побережья Каспийского моря.

B viridis.
-
-
-
-

B v B. iridis . sitibundus
B v. iridis

-

На территории Дагестана зона гибридиза
ции между и , где часто
встречаются аллели обоих видов, простирается
примерно на 250 км с севера на юг, что довольно
много для того, чтобы считать ее «узкой парапа
трической», как это ранее было выявлено на тер
ритории Поволжья (Файзулин и др., 2018). Зона
гибридизации между этими видами с заметным
цито-ядерным несоответствием была об
наружена и в западной Турции ( .,
2021 ). Обычно такое явление объясняется срав

-
B. viridis B. sitibundus

-
-

-
Dufresnes et al

b -
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нительно недавним (вероятно, после окончания 
плейстоценового периода) смещением географи-
ческого положения гибридной зоны (см., напри-
мер, Формозов, 2007; Höglund et al., 2022). Пола-
гаем, что такая большая ее протяженность в Да-
гестане также может быть связана с влиянием 
постледниковых изменений границ ареалов этих 
видов под влиянием быстро меняющихся внеш-
них условий после окончания плейстоцена, а 
также под влиянием антропогенного воздей-
ствия. Вероятно, популяции обоих видов начали 
всё более интенсивно распространяться по пред-
горным равнинам северо-восточного Кавказа, 
осваивая многочисленные артезианские скважи-
ны и ирригационные каналы, появившиеся в 
этих засушливых районах сравнительно недавно. 
При этом изначальная изоляция между B. viridis 
и B. sitibundus постепенно разрушается за счёт 
резкого увеличения потока генов между ними. 
Учитывая картину распределения аллелей и гап-
лотипов на исследованной территории, видимо, 
можно говорить о том, что в данном случае 
наблюдается широкая парапатрическая интро-
грессивная гибридизация (Боркин, Литвинчук, 
2013). Для лучшего понимания параметров и 
формы зоны гибридизации между этими двумя 
видами зелёных жаб необходимо продолжить её 
изучение, охватив всю территорию Северо-
Кавказского региона, а также применив другие 
маркеры и методы биоклиматического модели-
рования для лучшего понимания влияния внеш-
них факторов на изменение границ их ареалов в 
постледниковый период. 
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Abstract. Distribution of cryptic species of green toads (Bufotes viridis and B. sitibundus) in 
Dagestan still understudied. We used the nuclear (microsatellite BM224) and mitochondrial 
(fragment of the CytB gene) markers characterized by species-specific alleles and haplotypes, 
respectively. Alleles of B. viridis predominated in toad populations in the plains in the north of 
the republic, while B. sitibundus alleles were more numerous in more southern mountainous
and coastal (the coast of the Caspian Sea southeast of Makhachkala) regions. Most samples 
contained both homozygous and heterozygous genotypes. The distribution of haplotypes for the 
CytB gene in the republic differed markedly from that for the BM224 microsatellite. If we com-
pare the occurrence of BM224 alleles and CytB haplotypes in studied populations, the relation-
ship between them turned out to be very weak. In many individuals, the nuclear marker be-
longed to one species, while the mitochondrial marker belonged to another species, indicating
the widespread asymmetric introgression of mitochondrial genomes here. We found a signifi-
cant correlation between the altitude of location and the occurrence of BM224 alleles. In moun-
tainous regions of the republic, populations of B. sitibundus were predominantly distributed, 
while in lowland regions hybrid populations were revealed, in which the predominance of B. vi-
ridis alleles was typical for the most northern populations inhabiting dry steppe and semi-desert 
landscapes. 
Keywords: Bufotes viridis, Bufotes sitibundus, Bufonidae, interspecies contact zone, Eastern 
Caucasus, multiplex PCR, microsatellites 
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