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Аннотация. Актуальность и цели. Шакал (Canis aureus) относится к видам, активно 
расширяющим ареал в XXI в. по всей Евразии, включая центральные регионы России 
и Поволжье. Поскольку шакал может наносить вред охотничьему хозяйству и ското-
водству и способен гибридизировать с собакой (и волком), возникает необходимость 
мониторинга вида с использованием методов генетической диагностики. Цели работы: 
1) определить видовую принадлежность шакалов, добытых на территории Пензенской 
области, по маркерам митохондриальной ДНК, Y- и X-хромосомам; 2) разработать 
приемы генетической идентификации шакала без применения секвенирования. Мате-
риалы и методы. Использовались образцы тканей пяти особей из четырех локалитетов 
центральных и южных районов области. Идентификация проводилась по унипарен-
тальным (С-регион мтДНК и ген ZfY Y-хромосомы) и бипарентальному (ген ZfX  
X-хромосомы) генетическим маркерам. Использовали оригинальные и опубликованные 
тест-системы видовой идентификации, основанные на методах ПЦР-ПДРФ, мульти-
плексной ПЦР и ПЦР с праймерами, формирующими сайты рестрикции. Результаты. 
Генетический анализ показал, что из пяти исследованных экземпляров два являются ша-
калами и три собаками с шакалоподобным экстерьером. Выводы. Разработанные тест-
системы (методы генетической диагностики) позволили достоверно определить видо-
вую принадлежность и пол добытых экземпляров без применения секвенирования.  
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Abstract. Background. The golden jackal (Canis aureus) is a species that has expanded its 
range across Eurasia in the 21st century, reaching the central regions of Russia and the Volga 
region. As jackals can damage hunting and livestock farming activities, and are capable of 
hybridising with dogs and wolves, it is necessary to monitor the species using genetic diag-
nostic methods. The purpose of the study is to determine the species affiliation of jackals 
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captured in Penza region using mitochondrial DNA markers and X and Y chromosomes and 
to develop methods for genetic identification of jackals that do not require sequencing.  
Materials and methods. Tissue samples were taken from five individuals in four locations in 
the central and southern regions of the oblast. Identification was carried out using uniparental 
genetic markers (the C-region of mtDNA and the ZfY gene on the Y chromosome) and bipa-
rental genetic markers (the ZfX gene on the X chromosome). The original or published spe-
cies identification test systems used were based on PCR-RFLP, multiplex PCR and PCR with 
primers that generate restriction sites. Results. Genetic analysis revealed that two of the five 
specimens examined were jackals, while the remaining three were dogs that appeared jackal-
like. Conclusions. The developed test systems (genetic diagnostic methods) enabled the spe-
cies and sex of the specimens to be reliably determined without sequencing. 
Keywords: species identification, Y chromosome, X chromosome, mitochondrial DNA, re-
striction analysis, Volga region 
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Введение 

Шакал (Canis aureus) – наиболее активный самостоятельно расселяю-
щийся вид хищных млекопитающих Европы [1]. В последние десятилетия 
наблюдается экспансия вида в северном направлении – как в странах Европы, 
так и на территории России [2–5]. На сегодня шакал отмечен в фауне 34 евро-
пейских стран, а в России, по данным портала «Млекопитающие России» 
(rusmam.ru), вид зарегистрирован уже в 27 регионах [6].  

Для Пензенской области, как и для всей территории Среднего Поволжья, 
шакал является новым и потенциально опасным для нативных экосистем видом. 
Первая встреча C. aureus на территории области зарегистрирована в 2019 г.,  
к настоящему времени вид отмечен в восьми районах центра и юга области [7, 8].  

Появление чужеродного вида может приводить к дестабилизации мест-
ных природных сообществ и негативно влиять на их биоразнообразие [4, 9]. 
Шакал может наносить вред охотничьему хозяйству и скотоводству и участ-
вовать в циркуляции природно-очаговых заболеваний. В связи с этим возни-
кает необходимость мониторинга распространения вида, а в случае его закреп-
ления – определения его охотничьего и эпидемиологического статуса. 

Особенно важно использовать современные генетические методы, поз-
воляющие быстро и точно идентифицировать виды и выявлять возможную ги-
бридизацию. Подобные исследования активно проводятся в странах Централь-
ной Европы [1, 5, 10–16], однако в России пока представлены единичными 
работами [17–19]. На территории Европейской части России данные об обита-
нии шакала, подтвержденные анализом митохондриальной ДНК (мтДНК),  
получены для Архангельской [17], Владимирской [19], Московской [20]  
и Псковской [18] областей. Возможная гибридизация шакала с домашней со-
бакой (C. familiaris) и волком (C. lupus) была исследована на примере выборки 
из Воронежской области [21]. Сведения по генетическому анализу особей ша-
кала на новых для вида территориях довольно бедны. 

Целями настоящей работы являются определение видовой принадлеж-
ности шакалов, добытых на территории Пензенской области, по маркерам  
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митохондриальной ДНК, Y- и X-хромосомам и разработка приемов генетиче-
ской идентификации шакала без применения секвенирования. 

Материал и методы 
Использованы образцы тканей пяти особей, добытых в четырех локали-

тетах центральных и южных районов области (Неверкинский р-н, с. Елшанка –  
1 экз., ♀; Лопатинский р-н, ур. Соймино – 1 экз., ♂; Кузнецкий р-н, ст. Елюзань – 
2 экз., ♀, ♂; Белинский р-н, с. Свищевка – 1 экз., ♂). 

ДНК выделяли по стандартной методике, включающей обработку додецил-
сульфатом натрия и протеиназой К с последующей фенольной экстракцией [22]. 
ПЦР проводили в реакциях объемом 25 мкл, содержащих 12,5 мкл реакцион-
ной смеси «БиоМастер HS-Taq ПЦР»(2×) (Biolabmix, Россия), 10 пмоль каж-
дого из праймеров и 0,1–0,2 мкг ДНК.  

Видовая идентификация проводилась как по унипарентальным генетиче-
ским маркерам – С-регион мтДНК для анализа материнских линий и гену ZfY 
Y-хромосомы для отцовских линий, так и по бипарентальному маркеру – гену 
ZfX X-хромосомы. Были использованы следующие группы праймеров (табл. 1). 

Таблица 1 

Праймеры, использованные в работе 

Праймер Последовательность 5′ – 3′ Источник 
С-регион мтДНК 

L-Pro CGTCAGTCTCACCATCAACCCCCAAAGC [23] 
H576 TTTGACTGCATTAGGGCCGCGACGG [24] 

ген ZfY 
Yint2-335 GTCCATTGGATAATTCTTTCC [25] 
YintF2 GCACTGCTAAATCAACCAC [26] 
YintR CAAGTTCTGCTTTGGTTCT [26] 

гены ZfY и ZfX 
U-ZF-2F GACCTGATTCCAAACAGTAC [27] 
U-ZF-2R GCCACAAATCATGCAAGG [27] 

ген ZfX 
U-ZF-2F GACCTGATTCCAAACAGTAC [27] 
С-ZF-Rm GATGTATGCCTATGTTAAGCAAT ориг. 

 
Амплификацию проводили в следующем режиме: начальная денатура-

ция – 95 °C (5 мин), затем – 32 цикла (95 °C – 15 с, 56 °С – 20 с, 72 °С – 40–60 с, 
в зависимости от длины фрагмента) и конечная элонгация – 72 °С (10 мин).  

Поиск видоспецифичных маркерных замен и сайтов рестрикции прово-
дили на основе последовательностей из базы данных Genbank NCBI 
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov) в пакете программ MEGA 7.0.21 [28].  

ПЦР-фрагменты гидролизовали рестрикционными эндонуклеазами 
Tru1I (MseI) (С-регион мтДНК) или TasI (Tsp509I) (ген ZfX) 2–4 ч при 60 °С, 
добавляя фермент (2 единицы активности) непосредственно к аликвотам ам-
плификационных смесей (2–4 мкл).  

Продукты ПЦР и рестрикционного гидролиза анализировали с помощью 
электрофореза в 6 % полиакриламидном геле (размер стекол 8 × 10 см) с по-
следующим окрашиванием бромистым этидием и визуализацией в УФ-свете. 
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Результаты и обсуждение 
Идентификация по материнской линии. С-регион мтДНК, как и весь ми-

тохондриальный геном, наследуется по материнской линии, характеризуется 
значительной нуклеотидной изменчивостью, позволяющей проводить видо-
вую диагностику. Длина амплифицированного фрагмента C-региона соста-
вила 632 п.н., включая праймеры. Анализ нуклеотидных последовательностей 
С-региона показал наличие трех сайтов узнавания рестриктазы Tru1I (T˅TAA) 
для шакала и пяти для собаки (волка). При обработке рестриктазой амплифици-
рованный фрагмент расщепляется у C. aureus на четыре фрагмента длиной 352, 
132, 108, 40 п.н., у C. familiaris на шесть фрагментов – 241, 112, 108, 70, 61,  
40 п.н. (рис. 1). Разработанный подход использован для идентификации пяти 
исследованных особей, среди которых два имели тип мтДНК специфичный 
для шакала, остальные три – собаки. 

 

 
Рис. 1. Электрофореграмма продуктов рестрикции C-региона мтДНК Canis aureus 
(C.a.) и C. familiaris (C.f.) эндонуклеазой Tru1I (MseI). Размеры фрагментов (п.н.) 

указаны справа. K – негидролизованный PCR-фрагмент мтДНК.  
Фрагмент длиной 40 п.н. не показан 

 
Идентификация по отцовской линии. Маркеры Y-хромосомы, в том 

числе ген ZfY, в противоположность мтДНК, наследуются только по отцов-
ской линии. Первоначально мы использовали мультиплексную ПЦР-систему, 
позволяющую выявлять наличие (у собаки) или отсутствие (у шакала) вставки 
длиной 30 п.н. в последнем интроне гена ZfY [26]. Присутствие в ПЦР-смеси 
трех праймеров, два из которых (YintF2, YintR) являются общими для шакала 
и собаки, а третий (YintF2) комплементарен вставке и специфичен только  
для собаки, позволяет определить видовую принадлежность самцов по количе-
ству ампликонов. ДНК-матрица собаки дает два ампликона (566 и 242 п.н.), ша-
кала – только один (536 п.н.) (рис. 2).  
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Рис. 2. Электрофореграмма продуктов амплификации фрагмента последнего интрона 
гена ZfY с использованием тест-системы для идентификации самцов (♂) и самок (♀) 

Canis aureus (C.a.) и C. familiaris (C.f.). Размеры фрагментов (п.н.) указаны справа 
 
Использованная тест-система позволяет также определять пол исследу-

емых особей, так как в геноме самок отсутствуют ген ZfY и, соответственно, 
места посадок праймеров, поэтому амплификация не приводит к образованию 
ПЦР-продукта (рис. 2). Однако отсутствие ПЦР-продукта может быть связано 
не только с полом, но и с плохим качеством ДНК. В связи с этим мы исполь-
зовали праймерную систему U-ZF-2F/U-ZF-2R, позволяющую одновременно 
амплифицировать два аналогичных интрона генов ZfX и ZfY, расположенных 
на разных половых хромосомах и имеющих разную длину [27]. Во-первых,  
эта пара праймеров позволяет определить пол анализируемых особей по нали-
чию одиночных (у самок) и двойных (у самцов) электрофоретических полос 
[21, 29, 30]. Во-вторых, дифференцировать самцов шакала и собаки по разнице 
в длине ПЦР-продукта гена ZfY – 1146 п.н. у C. aureus и 953 п.н. у C. familiaris 
(рис. 3). Разница длин объясняется SINE-повтором длиной 210 п.н., который 
среди псовых имеется только у шакала [31]. Среди изученных нами образцов 
один самец идентифицирован как C. aureus и два – как C. familiaris (рис. 3). 

 

 
Рис. 3. Электрофореграмма ПЦР-продуктов последних интронов генов ZfX и ZfY  
при идентификации самцов (♂) и самок (♀) Canis aureus (C.a.) и C. familiaris (C.f.). 

Размеры фрагментов (п.н.) указаны справа 
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Идентификация по бипарентальному маркеру. Преимуществом бипа-
рентальных маркеров, наследующихся как по материнской, так и по отцовской 
линиям, является то, что каждый из родительских маркеров может быть иден-
тифицирован и определено его гомо- или гетерозиготное состояние. К таким 
маркерам относится ген ZfX, имеющийся как у самцов, так и у самок. Первич-
ная последовательность последнего интрона ZfX шакалов и собак очень 
сходна и различается лишь в двух позициях – вставкой одного нуклеотида (G) 
у шакала в 670 позиции и заменой A/T (шакал/собака) в 721 позиции [32]. Обе 
мутации не распознаются рестриктазами, поэтому для тестирования одной из 
них (позиция 721) мы разработали специальную ПЦР-систему (U-ZF-2F/C-ZF-
Rm), основанную на введении в праймер искусственной замены, формирую-
щей сайт рестрикции (˅AATT, позиции 721–724) только у шакала. Рестриктаза 
TasI гидролизует исходный ампликон длиной 721 п.н. на 13 одинаковых у со-
баки и шакала фрагментов длиной от 9 до 153 п.н., а последний фрагмент дли-
ной 206 п.н. остается у собаки интактным, а у шакала расщепляется на фраг-
менты 181 и 25 п.н. (рис. 4).  

 

 
Рис. 4. Электрофореграмма продуктов рестрикции последнего интрона гена ZfX  

X-хромосомы Canis aureus (C.a.) и C. familiaris (C.f.) эндонуклеазой TasI (Tsp509I). 
Размеры фрагментов (п.н.) указаны справа. K – негидролизованный  
PCR-фрагмент ZfX. Фрагменты длиной менее 70 п.н. не показаны 

 
Тестирование пяти образцов показало, что два из них имели вариант гена 

ZfX шакала и три – собаки, гетерозигот обнаружено не было. 

Заключение 
По результатам генетической идентификации пяти экземпляров выяв-

лено, что только два являются «чистыми» шакалами, а три – собаками с шака-
лоподобным экстерьером. Гетерозиготных «гибридных» особей не обнаружено. 
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Использование предложенных тест-систем, как оригинальных, так и ранее 
опубликованных, позволяет достоверно определить видовую принадлежность 
и пол добытых животных без применения секвенирования. 
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