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Резюме. Установлены нуклеотидные последователь-
ности митохондриального гена COI для 12 видов саран-
човых семейства Pamphagidae с X0/XX и neo-XY/neo-XX
определением пола. Для 11 видов эти данные были по-
лучены из международного генетического банка
(GenBank). Все эти нуклеотидные последовательности
были использованы для построения филогенетического
древа, отражающего дивергенцию исследованных видов
саранчовых по выбранному молекулярному маркёру.
Анализ нуклеотидных последовательностей митохонд-
риального гена COI доказывает независимое возник-
новение neo-XY/neo-XX механизма определения пола в
подсемействах Trinchinae и Pamphaginae семейства Pam-
phagidae.

Abstract. Nucleotide sequences (NS) of mitochondrial
COI gene were established for 12 species of Pamphagidae
grasshoppers with X0/XX and neo-XY/neo-XX sex deter-
mination. Additional COI NS from eleven Pamphagidae
species were extracted from GenBank (NCBI). All NS were
used for reconstruction of the phylogeny tree, which reflects
the divergency of the studied grasshoppers. This analysis
proves the independent origin of the neo-XY/neo-XX sex
determination mechanism in the Trinchinae and the Pam-
phaginae subfamilies of the Pamphagidae family.

К семейству Pamphagidae относится около 600
видов, обитающих преимущественно в пустынных
и полупустынных ландшафтах Африки, Европы и
Азии [Uvarov, 1966; Descamps, 1972; Massa, 2013].
Это семейство далеко не самое многочисленное и
разнообразное среди саранчовых, но разногласия в
статусе и объёме той или иной группы весьма су-
щественные [Storozhenko, Paik, 2011]. В данной
работе мы приняли за основу таксономическую си-
стему Pamphagidae, принятую международным Ор-
топтерологическим обществом [http://orthoptera.
speciesfile.org].

В цитогенетическом плане семейство Pampha-
gidae одно из наименее изученных в надсемействе
Acridoidea. Ранее подчёркивалась исключительная
кариотипическая консервативность этой группы
прямокрылых насекомых, хромосомный набор ко-
торых состоит из 19 акроцентрических хромосом у
самца и 20 у самки (определение пола ХО#/ХХ$)
[Camacho et al., 1981; Santos et al., 1983; Cabrero
et al., 1985; Mansueto,Vitturi, 1989; Vitturi et al., 1993;
Warchalowska-Sliwa et al., 1994; Li et al., 2005].
Наше сравнительно-кариологическое исследование
представителей этого семейства из Сибири, Сред-
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ней Азии, Казахстана, Кавказа, Закавказья и Болга-
рии позволило опровергнуть мнение об этой груп-
пе как исключительно единообразной по структуре
кариотипа. Наряду с типичными для Pamphagidae
кариотипами были описаны хромосомные наборы,
возникшие в результате взаимной транслокации
исходно акроцентрической Х-хромосомы и круп-
ной акроцентрической аутосомы. Это приводит к
тому, что формируется метацентрическая neo-Х-
хромосома, а одна аутосома из пары у самца стано-
вится непарной гетерохромосомой (Y-хромосомой)
с образованием neo-XY#/neo-XX$ механизма
определения пола. При этом число хромосом в дип-
лоидном наборе становится равным 18 как у сам-
цов, так и у самок [Бугров, 1986; Bugrov, 1996;
Bugrov, Warchalowska-Sliwa, 1997; Bugrov, Grozeva,
1998].

Транслокация Х-хромосомы и аутосомы спора-
дически встречается у тех или иных видов в каж-
дом семействе прямокрылых насекомых [White,
1973; Hewitt, 1979; Castilio et al., 2010]. Однако
исключительно редко бывает, чтобы группа видов,
принадлежащих к одному роду или группе близких
родов (трибе) саранчовых, обладала бы изменён-
ным на основе описанной выше транслокации ти-
пом определения пола. Это наблюдение привело к
заключению, что de novo возникшие системы
определения пола обрекают виды прямокрылых
насекомых на короткую эволюционную судьбу,
не приводя к дивергенции на основе возникшей
хромосомной мутации, затрагивающей половые
хромосомы [Mesa et al., 2001].

Исключением из этого правила долгое время
были только южноамериканские представители са-
ранчовых подсемейства Melanoplinae [Castillo et al.,
2010; Bidau et al., 2011 ]. Pamphagidae — новая
модель эволюции гетерогаметного пола у саранчо-
вых, отражающая разные стадии генетической дег-
радации neo-Y-хромосомы [Bugrov et al., 2013;
Jetybayev et al., 2013]. На пути исследования этой
модели возникает вопрос о филогенетических вза-
имоотношениях подсемейств Trinchinae и Pampha-
ginae внутри семейства Pamphagidae, поскольку
часть видов в каждом из этих подсемейств имеет
neo-XY/neo-XX механизм определения пола [Буг-
ров, 1986; Bugrov, 1996; Bugrov, Warchalowska-
Sliwa, 1997; Bugrov, Grozeva, 1998]. Этот вопрос
продиктован тем, что вероятность независимого
возникновения редкой хромосомной перестройки
и дивергенции на основе этой мутации групп видов
в разных эволюционно-филогенетических ветвях
одного семейства саранчовых оценивается как
чрезвычайно малая [Bidau et al., 2011]. Целью на-
стоящей работы является проверка данного пред-
положения на основе анализа нуклеотидных после-
довательностей митохондриального гена COI у
саранчовых семейства Pamphagidae с разными ме-
ханизмами определения пола.

Выбор молекулярного маркёра обусловлен тем,
что ген COI наиболее часто используется в реше-

нии филогенетических задач и есть возможность
найти нуклеотидные последовательности предста-
вителей той или иной группы насекомых в базе
данных (GenBank) для сравнительного анализа.

Материалы и методы
Саранчовые семейства Pamphagidae, относя-

щиеся к 12 видам, были отловлены в Сибири,
Казахстане, Болгарии, Турции, на Кавказе и в Закав-
казье. Данные о принадлежности видов к надвидо-
вым таксонам, местах сбора и механизме опреде-
ления пола представлены в таблице 1.

Суммарную ДНК выделяли из фиксированных
в этаноле насекомых, согласно протоколу, опи-
санному ранее [Guryev et al., 2001]. Для ампли-
фикации фрагмента митохондриального гена
COI использовали пару праймеров:  911 (5’-
TTTCTACAAATCATAAAGATATTGG-3’) и 912
(5’-TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA-3’)
[Folmer et al., 1994]. Реакцию выполняли в 20 мкл
реакционной смеси при следующем температур-
ном режиме: предварительная денатурация (94 °С,
3 мин) и последующие 30 циклов — денатурация
(94 °С, 30 с), отжиг (42 °С, 42 с) и элонгация (72 °С,
1 мин.). Определение нуклеотидной последователь-
ности фрагментов проводили с использованием ре-
агента BigDye Terminator Ready Reaction Mix
(Applied Biosystems) согласно протоколу произво-
дителя. Предварительный анализ последовательно-
стей проводился при помощи различных вариан-
тов BLAST (blastp, tblastn и rpsblast), доступных на
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/ [Altschul et al.,
1990]. Множественные выравнивания нуклеотид-
ных последовательностей были выполнены при по-
мощи программы CLUSTAL W [Thompson et al.,
1994]. Филогенетический анализ был проведён при
помощи программы MEGA3.0 [Kumar et al., 2004].
Построение эволюционных деревьев проводили по
методу соединения ближайших соседей [Saitou, Nei,
1987]. Достоверность полученных таким образом
филогенетических деревьев оценивали методом
бутстреп-анализа [Felsenstein, 1985] при количестве
репликаций, равном 1000. Вычисление попарных
дистанций Тамуры-Нея [Tamura, Nei, 1993] было
проведено при помощи программы MEGA3.0
[Kumar et al., 2004].

Поиск нуклеотидных последовательностей гена
COI представителей семейства Pamphagidae в базе
данных GenBank производился при помощи про-
граммы BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/)
[Altschul et al., 1990]. Сравнительный анализ нук-
леотидных последовательностей, доступных в базе
данных GeneBank и полученных в настоящей ра-
боте, проводился при помощи программы
CLUSTAL W [Thompson et al., 1994].

Определение нуклеотидной последовательнос-
ти было проведено с использованием реагента
BigDye Terminator Ready Reaction Mix (Applied
Biosystems) согласно протоколу производителя в
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Результаты
В ходе работы были установлены нуклеотид-

ные последовательности митохондриального гена
COI для 12 видов саранчовых семейства Pam-
phagidae. Эти данные помещены в международный
банк данных (GenBank) (табл. 1).

Для 11 видов, у которых ранее была установле-
на нуклеотидная последовательность гена COI, дан-

ные были получены из международного генетичес-
кого банка (GenBank) (табл. 1). Существенно отме-
тить, что виды, нуклеотидные последовательности
гена COI которых взяты из Международного гене-
тического банка, с высоким уровнем поддержки
кластеризуются с другими представителями того же
вида (рис. 1: Haplotropis brunneriana) или рода
(рис. 1: виды рода Asiotmethis), исследованных нами.

Все эти нуклеотидные последовательности были
использованы для построения филогенетического
древа, отражающего дивергенцию исследованных
видов саранчовых по выбранному молекулярному

Подсемейство,
триба Вид Регион сбора

образцов Определение пола GenBank Источник данных

Trinchinae

Asiotmethis turritus
(Fischer von Waldheim, 1833) Армения #neo-XY / $neo-XX KF951247 Наши данные

Asiotmethis muricatus (Pallas, 1771) Западный Kазахстан #X0 / $XX KF951246 Наши данные

Asiotmethis heptapotamicus (Zubovski, 1898) Юго-Восточный
Kазахстан #neo-XY /  $neo-XX KF951245 Наши данные

Asiotmethis zacharjini (Bey-Bienko, 1926) Kитай, Синьцзян #neo-XY / $neo-XX JX468876 Lang et al, 2013

Pseudotmethis rubimarginis Li, 1986 Kитай,
Внутренняя Монголия - JX468878 Lang et al, 2013

Filchnerella kukunoris Bey-Bienko, 1948 Kитай, Ганьсу - JF412674 Lang et al, 2013

Filchnerella helanshanensis Zheng, 1992 Kитай,
Внутренняя Монголия - JX468877 Lang et al, 2013

Filchnerella yongdengensis Xi et Zheng, 1984 Kитай, Ганьсу - JF412676 Lang et al, 2013

Rhinotmethis hummeli Sjstedt, 1933 Kитай Kитай,
Внутренняя Монголия - JF412675 Lang et al, 2013

Sinotmethis amicus Bey-Bienko, 1959 Kитай - KC140098 Huang et al, 2012,
direct submission

Beybienkia songorica Tsyplenkov, 1956 Kитай, Ганьсу - JF412671 Lang et al, 2013

Eremopeza festiva (Saussure, 1884) Армения #X0 / $XX KF951254 Наши данные

Prionotropis hystrix (Germar, 1817) Европа - GU122525 Moulton et al., 2010

Thrinchus schrenkii
(Fischer von Waldheim, 1836)

Kитай,
Внутренняя Монголия - GU181288 Zhang et al, 2011

Pamphaginae,
Haplotropiidini

Haplotropis brunneriana Saussure, 1888 Сибирь, Забайкалье #X0 / $XX KF951256 Наши данные

Haplotropis brunneriana Saussure, 1888 Kитай, Хейлозян - JF412672 Lang et al, 2013

Haplotropis neimongolensis Jin, 1994 Kитай,
Внутренняя Монголия - KC140096 Huang et al., 2012,

direct submission

Pamphaginae,
Nocarodeini

Nocaracris  cyanipes
(Fischer von Waldheim, 1846)

Kавказ, Закавказье,
Армения #neo-XY / $neo-XX KF951248 Наши данные

Paranocaracris elegans Mishchenko, 1951 Турция - KF951249 Наши данные

Paranocaracris bulgaricus                              
(Ebner et Drenowski, 1936) Болгария #neo-XY / $neo-XX KF951252 Наши данные

Paranocaracris rubripes
(Fischer von Waldheim, 1846) Армения #neo-XY / $neo-XX KF951253 Наши данные

Paranothrotes opacus
(Brunner von Wattenwyl, 1882) Армения #neo-X1X2Y /

$neo-X1 X1X2X2 KF951255 Наши данные

Paranocarodes chopardi  Peshev, 1965 Болгария #neo-XY / $neo-XX KF951250 Наши данные

Paranocarodes straubei  (Fieber, 1853) Болгария #neo-XY / $neo-XX KF951251 Наши данные

Acridinae Acrida oxycephala (Pallas, 1771) Kазахстан #X0 / $XX KC261404 Бугров и др., 2012

Oedipodinae Bryodema tuberculatum (Fieber, 1853) Сибирь, Алтай #X0 / $XX KC261397 Бугров и др., 2012

Gomphocerinae Chorthippus  angulatus Serg. Tarbinsky, 1927 Kазахстан #X0 / $XX KC261381 Бугров и др., 2012

Òàáëèöà 1. Ñïèñîê èññëåäîâàííûõ âèäîâ ñàðàí÷îâûõ ñåìåéñòâà Pamphagidae ñ óêàçàíèåì ðåãèîíîâ ñáîðà,
ìåõàíèçìà õðîìîñîìíîãî îïðåäåëåíèÿ ïîëà è èñòî÷íèêà ïîëó÷åíèÿ COI ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé

Table 1. List of the species and collecting localities of Pamphagidae grasshoppers with the mechanism of the sex
chromosome determination and nucleotide sequences of mitochondrial COI gene



454 А.Г. Бугров и др.

маркёру. В качестве внешней группы были избра-
ны три вида семейства настоящих саранчовых
Acrididae из разных подсемейств (табл. 1, рис. 1).

Анализ последовательностей гена COI у Pam-
phagidae показывает, что на полученном древе эта
группа представляет генеральную монофилетичес-
кую совокупность таксонов по отношению к внеш-

ней группе (рис. 1). В пределах этой генеральной
группы выделяется два кластера, обозначенных на
рисунке римскими цифрами. Кластер I состоит, как
минимум, из пяти клад, четыре из которых принад-
лежит подсемейству Trinchinae. Только одна ветвь
из этой совокупности включает виды с neo-XY#/
neo-XX$ механизмом определения пола. Все эти

Ðèñ. 1. Ôèëîãåíåòè÷åñêîå äðåâî ñàðàí÷îâûõ ñåìåéñòâà Pamphagidae, ðåêîíñòðóèðîâàííîå íà îñíîâå äàííûõ î íóêëåîòèäíûõ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿõ ìèòîõîíäðèàëüíîãî ãåíà COI ìåòîäîì ñîåäèíåíèÿ áëèæàéøèõ ñîñåäåé (Neighbor-Joining; NJ).

Fig. 1. Phylogenetic tree of the grasshoppers belonging to the family Pamphagidae, reconstructed by Neighbor-Joining method
(NJ) on the basis of the nucleotide sequences of the mitochondrial COI gene.
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виды относятся в роду Asiotmethis Uvarov, 1943
(рис. 1). Особое положение в кластере I занимают
виды монотипического рода Haplotropis Saussure,
1888, принадлежность которого к Trinchinae или
Pamphaginae в настоящее время дискутируется
[Sergeev, 1995; Storozhenko, Paik, 2011].

Кластер II включает только представителей три-
бы Nacarodeini подсемейства Pamphaginae.

Обсуждение
Результаты анализа нуклеотидных последова-

тельностей митохондриального гена COI, представ-
ленные на рисунке 1, поддерживают таксономи-
ческую практику большинства ортоптерологов
подразделения семейства Pamphagidae на дискрет-
ные совокупности родов — подсемейства и трибы
[http://orthoptera.speciesfile.org/]. Однако ранг и
объём этих таксонов в современной систематике
саранчовых трактуется не однозначно. Не имея реп-
резентативного массива молекулярных данных,
мы пока не можем на этой основе включиться в
дискуссию относительно филогенетической систе-
матики семейства Pamphagidae. Отметим лишь, что
анализ полученных последовательностей поддер-
живает представления тех таксономистов, которые
выделяют в семействе Pamphagidae подсемейства
Trinchinae и Pamphaginae [Шумаков, 1963; Yin,
1984; Vickery, 1997]. Вместе с тем, результаты ана-
лиза нуклеотидных последовательностей гена COI
(рис. 1) противоречат включению трибы Haplo-
tropiidini в подсемейство Pamphaginae [Storozhenko,
Paik, 2011], поддерживая мнение о принадлежнос-
ти этой трибы к подсемейству Trinchinae [Sergeev,
1995].

На представленном древе (рис. 1) виды, облада-
ющие neo-XY механизмом определения в резуль-
тате взаимной транслокации Х-хромосомы и ауто-
сомы, оказываются в разных кластерах. Наряду с
другими видами подсемейства Thrinchinae, иссле-
дованные виды рода Asiotmethis принадлежат к од-
ной монофилетической кладе с высоким уровнем
статистической поддержки (табл. 1, рис. 1). При-
сутствие в роде Asiotmethis видов как с исходным
типом определения пола X0/XX (A. muricatus), так
и c neo-XY/neo-XX (табл. 1) позволяет высказать
предположение об относительно недавнем эволю-
ционном событии, приведшем к изменению хро-
мосомного определения пола. В этом случае уро-
вень дивергенции достиг лишь видового уровня.
Это предположение подтверждается и малыми
структурными изменениями neo-Y хромосомы по
сравнению со своим гомологом — XR-плечом neo-
X хромосомы [Bugrov et al., 2013; Jetybaev et al.,
2013].

Представители трибы Nocarodeini подсемейства
Pamphaginae составляют монофилетическую ветвь
семейства Pamphagidae, все виды которой имеют
neo-XY/neo-XX или neo-X1X2Y/neo-X1X1X2X2

(P. opacus) механизм определения пола (табл. 1;
рис. 1). К сожалению, пока нет данных о COI
последовательностях у Pamphaginae с исходным
(X0/XX) типом определения пола, что не позволя-
ет проследить филогенетические связи Nocarodeini.
Принимая во внимание то, что представители не-
скольких родов Nocarodeini имеют продвинутый
(neo-XY/neo-XX) тип определения пола, можно
предполагать давнюю дивергенцию этой группы
на основе структурной хромосомной перестройки.
На этом эволюционном пути neo-Y хромосома в
значительной мере утратила гомологию с XR-пле-
чом neo-X хромосомы и для неё становятся харак-
терны специфические черты, резко отличающие её
от других хромосом набора [Bugrov et al., 2013;
Jetybaev et al., 2013].

Таким образом, анализ нуклеотидных последо-
вательностей митохондриального гена COI дока-
зывает независимое возникновение neo-XY/neo-XX
механизма определения пола в разных ветвях се-
мейства Pamphagidae. При этом некоторые виды
рода Asiotmethis в подсемействе Trinchinae демон-
стрируют ранние этапы эволюции neo-XY/neo-XX
механизм определения пола, в то время как
Nocarodeini отражают наиболее продвинутый этап.
Предпринятый анализ нуклеотидных последова-
тельностей и реконструкция на этой основе фило-
генетических отношений саранчовых семейства
Pamphagidae c neo-XY/neo-XX механизмом опре-
деления пола не даёт оснований считать разные
этапы гетероморфизации Y-хромосомы выявлен-
ные в настоящее время, начальным и более про-
двинутым вариантами единого эволюционного про-
цесса, как это считалось ранее [Bugrov, Grozeva,
1998]. Полученные результаты показывают, что
исходные варианты эволюции Y-хромосомы в под-
семействе Pamphaginae и, в частности, в трибе
Nocarodeini ещё не найдены.

Поиск новых вариантов систем определения
пола и анализ последовательностей ДНК у других
видов семейства Pamphagidae позволит детально
проследить эволюцию Y-хромосомы и реконстру-
ировать кладогенез этой группы насекомых.
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