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Поскольку одной из особенностей эволюционной истории представителей рода Equus (Лошади) 
является высокое сходство морфологии скелетов разных видов этого рода, морфометрические 
характеристики не всегда позволяют определить видовую принадлежность обнаруженных костных 
образцов лошадей. В особенности это касается разрозненных костей и неполных зубов, найденных 
отдельно от целых скелетов. В такой ситуации важное значение приобретает молекулярно-генетический 
анализ, который позволяет уточнить видовую принадлежность. Только на основе митогеномных данных 
сложно определить, относится ли образец к домашней или дикой лошади, для этого необходимо провести 
полногеномный анализ. Исходя из данных митогеномов, можно достаточно четко отличить разные виды 
рода Equus между собой. В данной работе авторы исследовали 4 костных образца древних лошадей и 1 
костный образец средневековой лошади, обнаруженных на территориях Среднего Поволжья и Южной 
Сибири. Методом целевого обогащения для них были получены митогеномные библиотеки и проведено 
их высокопроизводительное секвенирование. Вторичный биоинформатический анализ и следующие 
за ним анализ отдельных прочтений и филогенетические реконструкции на основе полученных нами 
консенсусных последовательностей митогеномов исследуемых образцов, современных лошадей 
из разных регионов мира и референсных последовательностей домашней лошади, ленской лошади, 
лошади Оводова и кулана показали отнесение исследуемых образцов к перечисленным выше видам 
рода Equus. Данные авторов показали предпочтительность использования для определения видовой 
принадлежности древних и современных образцов полногеномных последовательностей по сравнению 
с анализом отдельных генетических маркеров.

Ключевые слова: археозоология, молекулярно-генетический анализ, древняя ДНК, лошадь, Equus, 
филогенетика.

SPECIES IDENTIFICATION OF ANCIENT AND MEDIEVAL 
REPRESENTATIVES OF THE GENUS EQUUS BASED 

ON GENETIC DATA2

M.A. Kusliy, D.G. Malikov, I.V. Askeyev, A.M. Klementyev, 
N.V. Vorobieva, A.S. Grafodatskiy, A.S. Molodtseva

Since one of the peculiarities of the evolutionary history of representatives of the genus Equus (horses, 
asses and zebras) is the high similarity of the morphology of the skeletons of diff erent species of this genus, 
morphometric characteristics do not always make it possible to determine the species identity of the discovered 
horse bone samples. This is especially true for scattered bones and incomplete teeth found separately from 
whole skeletons. In such a situation, molecular genetic analysis becomes important, which makes it possible 
to more accurately determine the species. On the basis of mitogenomic data alone, it is diffi  cult to determine 
whether a sample belongs to a domestic or wild horse; this requires genome-wide analysis. Based on the mi-
togenome data, it is possible to distinguish clearly diff erent species of the genus Equus from each other. In this 
work, the authors studied 4 bone samples of ancient horses and 1 bone sample of a medieval horse, found in the 
Middle Volga region and Southern Siberia. Using the target enrichment method, mitogenomic libraries were 
obtained for them and their high-throughput sequencing was carried out. Secondary bioinformatics analysis 
and subsequent analysis of individual reads and phylogenetic reconstructions based on the consensus sequenc-
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Введение
Как известно из литературных данных, 

по морфометрическим особенностям изоли-
рованных костей и зубов сложно отличить 
разные виды рода Equus (Mashkour, 2002). 
Несмотря на эту особенность эволюции лоша-
дей, определенные шаги в этом направлении 
уже были предприняты.

Морфометрические данные показали, что 
на территории России в позднем плейсто-
цене и голоцене существовали следующие 
виды и подвиды рода Equus: подрод Equus 
(Equus latipes Gromova, 1949, Equus uralensis 
Kuzmina, 1975, Equus lenensis Russanov, 1968, 
Equus dalianensis Zhow, 1985, Equus gmelini 
(Equus ferus ferus) Antonius, 1912, Equus ferus 
caballus Linnaeus, 1758, ботайская лошадь, 
Equus ferus przewalskii Poljakov, 1881), подрод 
Sussemionus (Equus ovodovi Eisenmann & 
Vasiliev, 2011), подрод Asinus (Equus hemionus 
hydruntinus Regalia, 1907), подрод Hemionus 
(Equus hemionus Pallas, 1775) (Кузьмина, 
1997). Временные рамки их существования 
и ареалы частично пересекались (Кузьми-
на, 1997; Пластеева и др., 2019; Титов, 2006; 
Fages et al., 2019; Plasteeva, 2015; J. Yuan et al., 
2020). 

Палеозоологи предполагают, что причиной 
сосуществования на одних и тех же террито-
риях двух форм лошадей: мелкой (осло- или 
куланоподобной) и крупной (кабаллоидной) 
– в позднем плейстоцене является разнообра-
зие ландшафтов и разделение местообитаний: 
лошади грацильных пропорций тела обитали 
на открытых пространствах, а лошади более 
плотного телосложения населяли лесостеп-
ную местность (Титов, 2006). Далее рассмо-
трены виды лошадей позднего плейстоцена.

К вымершим видам кабаллоидных лоша-
дей относятся виды E. latipes Gromova, 1949 
и E. uralensis Kuzmina, 1975. Выделение этих 
видов оспаривается некоторыми исследовате-
лями (Косинцев & Пластеева, 2009) на основе 
морфометрических данных. Однако посколь-
ку молекулярно-генетический анализ кост-
ных образцов лошадей, относимых к этим 

видам, ещё не был проведен, мы не счита-
ем это окончательным опровержением. По 
ранним данным (Кузьмина, 1997), в позднем 
плейстоцене ареал широкопалой лошади был 
представлен территориями Южного Урала, 
Восточно-Европейской равнины и Молдавии, 
уральские лошади в этот период обитали на 
территории Уральских гор, в раннем голоце-
не ареалы этих видов включали обширную 
территорию Восточно-Европейской равнины. 

Одна из морфологических форм тарпана, 
степной тарпан (E. g. gmelini Antonius, 1912), 
обитал в Понтийско-Каспийской степи до XIX 
в., а также в степной зоне Западной Сибири и 
Казахстана (Косинцев и др., 2013; Кузьмина, 
1997). По мнению некоторых исследователей, 
они являются предками современных домаш-
них лошадей (Equus f. caballus) (Куслий, 
2022). Было определено, что по морфологиче-
ским особенностям зубов верхней и нижней 
челюсти, вероятно, одомашненные (Кузьмина, 
1993, 1997; Benecke & Von den Driesch, 2003; 
Outram et al., 2009) лошади энеолитических 
культур ботайского круга Северо-Восточно-
го Казахстана и юга Западной Сибири близ-
ки лошадям Пржевальского (Кузьмина, 1997). 
Лошади Пржевальского были обнаружены 
в конце XIX века, с XX века они разводят-
ся в неволе. Ареал диких лошадей Прже-
вальского включал степи и полупустыни 
между предгорьями Восточного Тянь-Шаня 
и Монгольским Алтаем (Der Sarkissian et al., 
2015). 

К вымершим кабаллоидным лоша-
дям Сибири относится E. lenensis (ленская 
лошадь, или лошадь Черского). По морфоме-
трическим данным и результатам радиоугле-
родного датирования, ареал ленской лошади в 
позднем плейстоцене был представлен терри-
торией Северной Сибири, от полуострова 
Ямал до бассейна реки Колымы на побережье 
Северного Ледовитого океана (Nedoluzhko 
et al., 2020), в раннем и среднем голоцене — 
Арктической зоной Якутии (к северу от 70-й 
параллели северной широты) (Boeskorov et 
al., 2014, 2018).

es of the mitogenomes of the studied samples, modern horses from diff erent regions of the world and reference 
sequences of the domestic horse, Lena horse, Ovodov horse and onager demonstrated the attribution of the 
studied samples to the above-mentioned species of the genus Equus. Authors’ data showed the preference for 
using genome-wide sequences to determine the species identity of ancient and modern samples compared to 
the analysis of individual genetic markers.
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100 КУСЛИЙ М.А., МАЛИКОВ Д.Г. ...  АРХЕОЛОГИЯ ЕВРАЗИЙСКИХ СТЕПЕЙ №1, 2024

На территориях севера Китая (долин рек 
Ляохэ, Сунгуа и Уссури) и Дальнем Восто-
ке России (юг Приморского края) в позднем 
плейстоцене и голоцене обитал ещё один 
вымерший вид кабаллоидных лошадей – уссу-
рийская лошадь (Equus dalianensis) (Кузьми-
на, 1997).

Другая, относительно недавно идентифи-
цированная линия некабаллоидных лоша-
дей представлена южносибирским видом E. 
ovodovi (лошадь Оводова). Представители 
этого вида населяли территории юго-восточ-
ной части Западной Сибири в позднем плей-
стоцене и северо-восточной части Китая в 
раннем голоцене (Eisenmann & Vasiliev, 2011).

Некоторые исследования показывают, что 
в конце позднего плейстоцена ареал кулана 
(Equus hemionus), сочетающего в себе черты 
лошади и осла, включал территории Западной 
и Центральной Азии, Восточной Азии (Китай, 
Япония), Северной Азии (юг Западной Сиби-
ри, долина реки Енисей, Забайкалье) (Кузьми-
на, 1997). Более недавний морфологический 
анализ свидетельствует о сложности рекон-
струирования границ ареала кулана в Сиби-
ри и уменьшает территорию его обитания в 
позднем плейстоцене (Пластеева, 2016). В 
середине голоцена куланы обитали на терри-
ториях Восточной Европы (Болгария, Север-
ное Причерноморье), в зоне пустынь, полупу-
стынь и степей от Забайкалья до Прикаспия 
(Кузьмина, 1997; Пластеева, 2016; Plasteeva, 
2015).

Присутствие европейского плейстоце-
нового осла (E. hydruntinus) на территории 
Сибири ещё не было доказано. Большинство 
костных образцов этого вида были найдены в 
южных регионах Западной и Восточной Евро-
пы (Кузьмина, 1997), а также на территории 
Западной Азии (Orlando et al., 2006; Plasteeva, 
2015). 

Исследователи опубликовали морфометри-
ческие параметры, по которым можно разли-
чать два вида лошадей грацильного телос-
ложения (род Equus s.l.), лошадь Оводова 
(E. ovodovi) и кулана (E. hemionus) (Пластее-
ва и др., 2019; Plasteeva, 2015). Считается, что 
в Западной Сибири до конца MIS 3 (24 тыс. 
лет назад) обитали лошади Оводова (Equus 
ovodovi), а после него – кулан (Equus hemionus) 
(Plasteeva, 2015). При этом какое-то время эти 
виды сосуществовали друг с другом на одной 
территории (юго-восточная часть Западной 

Сибири) (Пластеева и др., 2019; Plasteeva, 
2015).

Несмотря на то, что в области изучения 
отличительных морфометрических особенно-
стей разных видов лошадей произошло много 
новых открытий, остается немало спорных 
вопросов. В данной ситуации на помощь 
приходит молекулярно-генетический анализ.

Анализ древней ДНК помог определить 
филогенетические взаимоотношения и время 
дивергенции многих видов рода лошадей 
(Orlando et al., 2009). Филогенетические 
реконструкции на основе полногеномных 
(Orlando et al., 2013), митогеномных (Côté et 
al., 2013; George & Ryder, 1986; Leonard et al., 
2005; McCue et al., 2012; Orlando et al., 2009; 
Price & Bininda-Emonds, 2009; Steiner & Ryder, 
2011; Steiner et al., 2012; Weinstock et al., 2005) 
данных, а также 20,374 последовательностей 
белок-кодирующих генов (Jónsson et al., 2014) 
показали, что последний общий предок рода 
Equus s.l. существовал около 4,5–4,0 млн лет 
назад. Исследователями было выявлено, что 
гены, ассоциированные с иммунной системой 
и обонятельными рецепторами, находились 
под действием непрерывного положительного 
отбора в течение эволюционной истории рода 
Equus (Orlando et al., 2013). Эти исследования 
выявили важность использования правильных 
аутгрупп и генетических маркеров (полные 
ядерные и митохондриальные геномы вместо 
фрагментов ядерного и митохондриального 
генома) для достоверности филогенетических 
определений. 

Более детально полногеномные исследова-
ния ботайских лошадей энеолитических посе-
лений Северного Казахстана (Gaunitz et al., 
2018), современных и исторических лошадей 
Пржевальского, а также современных домаш-
них лошадей (Der Sarkissian et al., 2015) выяви-
ли предковость ботайских лошадей по отно-
шению к лошадям Пржевальского (Gaunitz et 
al., 2018), время дивергенции этого подвида и 
современных домашних лошадей (50–35 тыс. 
лет назад), поток генов между ними после их 
расхождения, а также уменьшение гетеро-
зиготности и включение аллелей домашних 
лошадей в генофонд E. f. przewalskii в резуль-
тате разведения этих животных в неволе (Der 
Sarkissian et al., 2015). 

Недавние полногеномные исследования 
определили время расхождения генетических 
линий ленской лошади и домашней лошади 
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как 130–110 тысяч лет назад, а также расши-
рили ареал этого вида до территории Южной 
Сибири (Республики Тыва) (Fages et al., 2019). 
Благодаря генетическому анализу был опреде-
лен новый вид вымерших лошадей Сибири – 
лошадь Оводова (Eisenmann & Vasiliev, 2011; 
Orlando et al., 2009). Филогенетические рекон-
струкции на основе митогеномных данных 
показали, что вид E. ovodovi наиболее филоге-
нетически близок подроду Зебры (Hippotigris) 
(Druzhkova et al., 2017). Генетическое иссле-
дование китайских ученых расширило ареал 
лошади Оводова до Северо-Восточного Китая 
и отодвинуло время вымирания этого вида 
до конца позднего плейстоцена (12,8 тыс. лет 
назад) (Yuan et al., 2019). 

Исследования древней ДНК также опреде-
лили время существования последнего общего 
предка уссурийских лошадей (E. dalianensis) 
и кабаллоидных лошадей других генетиче-
ских линий как 200 тыс. лет назад (Yuan et al., 
2020). Вышеприведенные результаты показы-
вают, что анализ древней ДНК является очень 
полезным инструментом для определения 
видовой принадлежности древних лошадей, а 
также степени эволюционного родства между 
ними.

Основной целью описанного в данной 
статье исследования являлось разрешение 
спорного вопроса о видовой принадлежности 
четырех древних лошадей и одной средне-
вековой лошади, костные образцы которых 
были обнаружены на территории Южной 
Сибири и Среднего Поволжья. Поскольку 
были найдены не целые скелеты, а отдельные 
кости, палеонтологам и археозоологам было 
сложно определить их видовую принадлеж-
ность. Предполагалось, что обнаруженные 
костные образцы могут принадлежать дикой 
или домашней лошади, лошади Оводова или 
кулану. Для того чтобы сделать генетическое 
определение вида лошади, нами были полу-
чены полные и почти полные последователь-
ности митохондриальных геномов для этих 
образцов. Результаты биоинформатического 
анализа позволили уточнить видовую принад-
лежность исследованных образцов.

Материалы и методы исследования
Информация об остатках лошадей и 

местонахождениях 
OV-1 – почти целый череп лошади из 

коллекции Хакасского национального музея 
им. Л.Р. Кызласова (ХНКМ 6339/13). Местона-

хождение – Убей, залив в устье р. Убей, правый 
берег Красноярского водохранилища (55º03' с. 
ш., 91º39' в. д.). Костный материал происходит 
с бечевника, точная информация об обстоя-
тельствах и месте находок отсутствует. Мате-
риал представлен различными представителя-
ми мамонтовой фауны (мамонт, шерстистый 
носорог, бизон, горный баран) единообразной 
сохранности. Возраст фауны не известен, по 
аналогии с большинством местонахождений 
региона предполагается сартанский возраст 
(MIS 2) фауны, ~29–12 т. л. н.

OV-2 – повреждённая плюсневая 
(metatarsale) кость лошади, коллекция Зооло-
гического музея Хакасского государственно-
го университета им. Н.Ф. Катанова (ЗМ ХГУ 
6380). Местонахождение – Новосёлово аллю-
виальное, левый берег Красноярского водо-
хранилища (55º05' с. ш., 91º00' в. д.). Костный 
материал происходит с бечевника и представ-
лен различными представителями мамонто-
вой фауны позднего плейстоцена. Возраст 
фауны оценивается на основании 14C дати-
ровок, полученных по двум костям мамонта 
в интервале 25,125–19,91 т. л. н. (Маликов и 
др., 2023). 

Af2-1 – восстановленная из фрагментов 
плюсневая (metatarsale) кость лошади, коллек-
ция ООО «Красноярская геоархеология» 
(АфГII-14-Р24-56 + АфГII-14-Р24-71). Место-
нахождение – Афонтова Гора II, в черте г. Крас-
ноярска, на левом берегу р. Енисей (55°59'38" 
с. ш., 92°48'25" в. д.). Образец происходит из 
коллекции палеолитического слоя стоянки, по 
которому имеются 14C датировки в пределах 
14,980–13,470 т. л. н. (Позднепалеолитиче-
ская…, 2021).

Shu-2 – фрагмент пястной кости (Metacarpus 
III) лошади, зоологическая коллекция лабора-
тории биомониторинга Института проблем 
экологии и недропользования АН Республики 
Татарстан, г. Казань. Костный фрагмент проис-
ходит из археозоологической коллекции архе-
ологического памятника «Городище «Ройский 
Шихан». Раскопки Марийской археологиче-
ской экспедиции (1956 г.), выполнены Г.А. 
Архиповым под руководством А.Х. Халикова, 
археозоологическое изучение проведено Т.М. 
Кулаевой. Общее число диагностированных 
костных остатков млекопитающих – 942 экз. 
По количеству остатков доминировали кости: 
домашней свиньи, крупного рогатого скота и 
лошади. Археологический памятник «Горо-
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дище «Ройский Шихан» относится к периоду 
раннего железного века, вятско-ветлужской 
культуре ананьинской культурно-историче-
ской области бассейна р. Вятки и датирует-
ся VIII–IV/III вв. до н. э. Городище «Ройский 
Шихан» располагается в среднем течении р. 
Вятки, в Уржумском районе Кировской обла-
сти, в 300 м к юго-востоку от пос. Шишкино.

Im-1 – фрагмент пястной кости (Metacarpus 
III) лошади, зоологическая коллекция лабо-
ратории биомониторинга Института проблем 
экологии и недропользования АН Республи-
ки Татарстан, г. Казань. Костный фрагмент 
происходит из археозоологической коллекции 
археологического памятника Именьковско-
го городища. Раскопки Куйбышевской архе-
ологической экспедиции (1953–1954 гг.) под 
руководством Н.Ф. Калинина и А.Х. Халико-
ва, археозоологическое изучение проведено 
В.А. Поповым, Т.М. Кулаевой, И.В. Аське-
евым и Д.Н. Шаймуратовой. Общее число 
диагностированных костных остатков млеко-
питающих – 2187 экз. По количеству остат-
ков доминировали кости: лошади, домашней 
свиньи и крупного рогатого скота. Археоло-
гический памятник Именьковское городище 
относится к периоду раннего Средневековья, 
именьковской культуре Среднего Поволжья и 
датируется IV–VII вв. н. э. Именьковское горо-
дище расположено в 1 км к северо-западу от 
с. Именьково Лаишевского района Республики 
Татарстан в излучине левого берега р. Брыски.

Выделение древней ДНК из костей и 
зубов

Подготовка образца перед выделени-
ем ДНК включала УФ-облучение образца в 
течение 30 мин. с каждой стороны, удаление 
наружной поверхности небольшого участ-
ка костного образца путем скольжения по 
поверхности алмазного диска электродрели 
(УРАГАН, Россия), отпиливание этого фраг-
мента образца с очищенной поверхностью и 
измельчение его пестиком до состояния кост-
ного порошка в металлической ступке. 

Выделение древней ДНК проводили по 
методу Янга и соавторов (Yang et al., 1998) со 
следующими модификациями – Сандерсона, 
Рэдли, Мейтона (Sanderson et al., 1995): буфер 
для лизиса содержал (NH4)4EDTA вместо 
ЭДТА для уменьшения времени полного 
лизиса образца, а также следующими незна-
чительными изменениями: использование 
лаурилсаркозината натрия вместо додецил-

сульфата натрия в качестве детергента в лизи-
рующем буфере; очистка выделенной ДНК 
на спин-колонках MinElute с силикагелевой 
мембраной (Qiagen, выход фрагментов ДНК 
длиной от 70 п. н. до 4 т. п. н.) вместо спин-
колонок QIAquick с силикагелевой мембра-
ной (Qiagen, выход фрагментов ДНК длиной 
от 100 п. н. до 10 т. п. н.); отсутствовал этап 
инкубации костного порошка в лизирующем 
буфере при 37 °С.

Приготовление парно-концевых геном-
ных библиотек древней ДНК

Парно-концевые геномные библиотеки 
древних и средневековых лошадей с двумя 
или одним индексом готовили с помощью 
набора TruSeq® Nano DNA Sample Preparation 
(Illumina) по протоколу производителя со 
следующими модификациями: этап фраг-
ментации ДНК и селекции фрагментов ДНК 
определенных размеров был пропущен; 
библиотеки для секвенирования готовили из 
250 нг ДНК; первую очистку фрагментов ДНК 
проводили с помощью набора MinElute PCR 
Purifi cation (Qiagen), вторую и третью очист-
ки фрагментов библиотек для секвенирова-
ния проводили с помощью Sample Purifi cation 
Beads (Illumina) (односторонний отбор по 
размеру, добавление 1 объема частиц для 
очистки к образцам); на всех стадиях очистки 
ДНК элюировали в буфере EB (с 0,05% Твин 
20) (набор MinElute PCR Purifi cation (Qiagen)).

Целевое обогащение полученных библи-
отек древней геномной ДНК фрагментами 
мтДНК

Целевое обогащение полученных библи-
отек древней геномной ДНК фрагментами 
мтДНК проводили по протоколу Маричича 
и соавторов (Maricic et al., 2010) со следую-
щими модификациями: было проведено два 
раунда обогащения; длинные фрагменты (~4 
т. п. н.) митогенома лошади не обрабатыва-
лись ультразвуком; иммобилизацию биотини-
лированных проб на магнитные частицы со 
стрептавидином проводили в соответствии с 
протоколом Dynabeads™ Streptavidin Trial с 
использованием буфера SSC (солевой раствор 
цитрата натрия) в качестве буфера для связы-
вания и промывки; финальную очистку 
магнитных частиц после процедуры обога-
щения проводили в буфере SSC (2X, 0,2X); 
на заключительных этапах процедуры прово-
дили 20 циклов амплификации обогащенных 
библиотек.



ОПРЕДЕЛЕНИЕ ВИДА ДРЕВНИХ И СРЕДНЕВЕКОВЫХ ПРЕДСТАВИТЕЛЕЙ РОДА ... 103

Отбор фрагментов обогащенных библи-
отек по размеру

Концентрации (нг/мкл) обогащенных 
библиотек оценивали с помощью спектро-
фотометра NanoDrop 2000C (Thermo Fisher 
Scientifi c). Фрагменты каждой обогащенной 
библиотеки (5 мкл, отдельная дорожка в геле) 
разделяли по размеру с помощью электрофо-
реза в 2% агарозном геле. Диапазон размера 
фрагментов обогащенных библиотек оцени-
вали по полученной электрофореграмме. На 
основании полученных концентраций и отно-
сительного количества фрагментов разного 
размера обогащенные библиотеки для секве-
нирования смешивали так, чтобы фрагмен-
ты размером 150–450 п. н. присутствовали в 
равных количествах, а 30–40 мкл смеси этих 
фрагментов содержали около 1000 нг объе-
диненной библиотеки. Отбор фрагментов 
библиотек размером 150–450 п. н. проводили 
с помощью системы препаративного электро-
фореза BluePippin (Sage Science) в центре 
коллективного пользования «Геномика» СО 
РАН (Новосибирск, Россия).

Количественная оценка и секвенирова-
ние обогащенных библиотек с фрагмента-
ми нужного размера

Объединенные библиотеки для секвениро-
вания, содержащие только фрагменты разме-
ром 150–450 п. н., квантифицировали с помо-
щью ПЦР в реальном времени.

В соответствии с нМ концентрациями, 
определенными на этапе квантификации, мы 
нормализовали наши объединенные библи-
отеки для секвенирования до концентрации 
10 нМ, объединяли в равных объемах, разбав-
ляли до 4 нМ концентрации. Этот норма-
лизованный пул библиотек был секвениро-
ван на секвенаторе нового поколения MiSeq 
(Illumina) с использованием набора реагентов 
MiSeq v2 (Illumina) (300 циклов, 2×150 п. н.).

Вторичный анализ данных секвениро-
вания

Коллапсирование полученных прочтений 
и удаление последовательностей адаптеров 
(используя AdapterRemoval v.2.2.2 (Schubert 
et al., 2016)), выравнивание обрезанных и 
объединенных прочтений относительно рефе-
ренсных последовательностей митогеномов 
Equus ferus caballus (регистрационный номер 
GenBank: NC_001640.1), Equus ovodovi (реги-
страционный номер GenBank: KY114520.1), 
Equus asinus (регистрационный номер 

GenBank: NC_001788), Equus hemionus (реги-
страционный номер GenBank: NC_018782.1), 
Equus zebra (регистрационный номер 
GenBank: NC_020476), Homo sapiens (реги-
страционный номер GenBank: NC_012920.1) 
(с использованием выравнивателя после-
довательностей bwa v0.7.15 (Li & Durbin, 
2009)), фильтрация ПЦР-дубликатов (команда 
‘paleomix rmdup_collapsed’), пересчет оценок 
качества оснований на основе построенной 
модели повреждений ДНК (с использовани-
ем программы MapDamage v2.2.0 (Jónsson et 
al., 2013)) были выполнены с использованием 
конвейера PALEOMIX BAM v1.3.2 (Schubert 
et al., 2014). Прочтения, которые имеют 
лучшее качество выравнивания относительно 
референсной последовательности митогено-
ма человека, были удалены из выравнивания 
прочтений относительно референсной после-
довательности митогенома лошади с помо-
щью пользовательского скрипта «contam_
fi lter.py» (https://github.com/lca-imcb/lca-ngs/
blob/master/contam_fi lter.py). 

В филогенетическом конвейере (часть 
конвейера PALEOMIX BAM v1.3.2 (Schubert 
et al., 2014)) на основе полученного файла 
выравнивания в формате bam были получены 
консенсусные последовательности митогено-
мов исследованных древних и средневековых 
лошадей исходя из минимальной глубины 
покрытия, равной 2, и селекции оснований 
по качеству ≥ 30. Глубину и ширину покры-
тия митогеномов древних и средневековых 
лошадей определяли с помощью конвейера 
PALEOMIX BAM v1.3.2. (Schubert et al., 2014) 
и подтверждали при помощи биоинформа-
тической программной платформы Geneious 
Prime v2020.2.4 (https://www.geneious.com).

Определение видовой принадлежности 
по отдельным прочтениям

Последовательности отдельных прочтений 
нуклеотидных выравниваний, полученных по 
описанной выше методике, были выровнены 
на все нуклеотидные последовательности из 
нуклеотидной базы данных GenBank с помо-
щью онлайн программы Standard Nucleotide 
BLAST при использовании значений параме-
тров по умолчанию (https://blast.ncbi.nlm.nih.
gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&BLAST_
SPEC=GeoBlast&PAGE_TYPE=BlastSearch).

Филогенетический анализ
Для построения филогенетического древа 

были использованы разные эволюционные 
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модели нуклеотидных замен для каждой из 
пяти частей, выделенных в митогеноме лоша-
ди с помощью программы PartitionFinder 
v2.1.1 (Lanfear et al., 2012). Программой 
PartitionFinder v2.1.1 были предложены следу-
ющие эволюционные модели для наилучшей 
схемы разделения митогенома: HKY + I для 
вторых кодонов белок-кодирующих генов; 
HKY + G + I для генов, кодирующих РНК, 
первых и третьих кодонов белок-кодирую-
щих генов; и GTR + G + I для гипервариа-
бельных районов. Филогенетический анализ 
был выполнен в программе MrBayes ver. 3.2.6 
(Ronquist & Huelsenbeck, 2003) со следующи-
ми значениями параметров: 10 млн поколе-
ний Марковской цепи Монте-Карло, частота 
взятия образцов – 1000, первые 25% деревьев 
отбрасывались. Визуализацию древа выпол-
няли в программе FigTree v1.4.4 (http://tree.
bio.ed.ac.uk/software/fi gtree/).

Результаты и их обсуждение
Результаты определения видовой принад-

лежности по отдельным прочтениям показа-
ли, что два костных образца из Южной Сиби-
ри принадлежат E. ferus (дикой) лошади или 
E. f. caballus (домашней лошади), один кост-
ный образец из того же региона происходит 
от E. ovodovi (лошади Оводова), один костный 
образец из Среднего Поволжья относится к 
виду E. ferus (дикой) лошади или E. f. caballus 
(домашней лошади), а второй костный обра-
зец из этого же региона – к виду E. hemion-
us (кулан) или E. ovodovi (лошадь Оводова). 
Принадлежность костных образцов широко-
палой или уральской лошади в настоящее 
время невозможно определить, поскольку 
генетический анализ костных образцов, одно-
значно отнесенных к этим видам по морфоме-
трическим показателям, ещё не был проведен, 
и мы не знаем диапазон митогеномного гене-
тического разнообразия этих видов.

Информация о результатах биоинформа-
тического анализа и определения видовой 
принадлежности приведены в Таблице 1. 

Для подтверждения результатов видово-
го определения нами были проведены фило-
генетические реконструкции, включающие 
полученные нами консенсусные последо-
вательности митогеномов древних и одной 
средневековой лошади, а также референсные 
последовательности митогенома домашней 
лошади, дикой лошади, лошади Оводова, 
Ленской лошади (Черского) и полные после-

довательности митогеномов современных 
домашних лошадей разных пород из статьи 
Ахилли и соавторов (Achilli et al., 2012).

Результаты филогенетических реконструк-
ций, представленные на рисунке 1, показали, 
что один древний костный образец из Южной 
Сибири (Ov-1), скорее всего, принадлежит 
домашней лошади. Об этом говорит распо-
ложение её митохондриального гаплотипа 
внутри клады современных домашних лоша-
дей (J). Поскольку нет информации о точных 
обстоятельствах находки, нельзя исключать, 
что данный череп не связан с основной плей-
стоценовой ассоциацией, даже несмотря 
на схожую сохранность костного материа-
ла. Возможно, данный образец происходит 
из геологически более молодых отложений. 
Один древний костный образец из Южной 
Сибири (Ov-2), вероятнее всего, происходит 
от дикой лошади, поскольку ассоциированный 
с ним гаплотип, также как и гаплотип одно-
значно дикой ленской лошади (MN187571.1), 
занимает базальное положение по отноше-
нию к гаплогруппам домашних лошадей I, 
J, K. Один средневековый костный образец 
из Среднего Поволжья (Im-1), скорее всего, 
принадлежит домашней лошади, поскольку 
по митогеному он очень близок домашней 
лошади из Центральной Европы, которая 
представляет собой гаплогруппу К. Иден-
тифицированный нами гаплотип расширяет 
территорию встречаемости этой гаплогруп-
пы до Среднего Поволжья. Однако следует 
отметить, что более четкое разделение между 
домашними и дикими лошадьми могут предо-
ставить только филогенетические реконструк-
ции на основе полногеномных данных, как 
это было показано Либрадо и соавторами в их 
недавней статье про центры одомашнивания 
лошади (Librado et al., 2021). Поэтому, исходя 
только из митогеномных данных, мы можем 
предполагать отнесение костных образцов 
к диким лошадям, данный вывод необходи-
мо подтверждать на основе полногеномных 
данных. 

В противоположность предположитель-
ному отнесению костных образцов лошадей 
из памятника Афонтова гора – II по морфо-
логическим данным к кулану (Пластеева и 
др., 2019), нами было определена их принад-
лежность лошадям Оводова, что указывает 
на необходимость некоторой корректировки 
значений морфометрических параметров, 
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Рис. 1. BEAST филогенетические реконструкции на основе последовательностей митогеномов современных 
лошадей из разных регионов мира и полученных авторами консенсусных последовательностей 4 древних 
и 1 средневековой лошадей с территории России, а также референсных последовательностей митогеномов 
лошади Оводова, ленской лошади и кулана. Названия образцов состоят из следующих частей, разделенных 
знаком “астериск”: 1) название места географического происхождения соответствующего древнего образца 
или породы лошадей; 2) регистрационный номер базы данных GenBank или названия образца; 3) возраст 

образца на основе радиоуглеродного анализа или археологических и палеонтологических данных (X — возраст 
неизвестен). Буквы A–R — это названия митогрупп по классификации Ахилли и соавторов (Achilli et al., 2012). 
Названия образцов, выделенные синим цветом, показывают древних и средневековых лошадей, исследованных 
авторами. Байесовская апостериорная вероятность топологии древа представлена в виде чисел рядом с узлами 
древа. Внизу рисунка под горизонтальной линией указано кол-во нуклеотидных замен, относящихся к отрезку 
ветви древа, обозначенному этой линией. Для улучшения визуализации рисунка некоторые клады древа были 

свернуты.
Fig. 1. BEAST phylogenetic reconstructions based on mitogenome sequences of modern horses from diff erent regions 
of the world and consensus sequences of 4 ancient and 1 medieval horse from the territory of Russia, as well as refer-
ence sequences of mitogenomes of the Ovodov horse, Lena horse and onager obtained by the authors. Sample names 

consist of the following parts, separated by an asterisk: 1) the place name of the geographical genesis of the corre-
sponding ancient sample or horse breed; 2) the GenBank registration number or sample name; 3) specimen age based 
on radiocarbon dating or archaeological and paleontological data (X — age unknown). The letters A–R are the names 
of mitogroups according to the classifi cation of Achilli et al. (Achilli et al., 2012). Specimen names in blue show the 

ancient and medieval horses the authors examined. Bayesian posterior probability of the tree topology is represented as 
numbers next to the tree nodes. At the bottom of the fi gure, under the horizontal line, the number of nucleotide substitu-
tions related to the tree branch segment indicated by this line is shown. For the better visualization of the picture, some 

tree clades were folded. 
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ассоциированных с видом E. ovodovi или E. 
hemionus.

По данным неглубокого высокопроизводи-
тельного секвенирования (ширина покрытия 
митогенома = 20%), образец Shu-2 из Средне-
го Поволжья был отнесен к дикой лошади, 
однако более глубокое секвенирование этого 
митогенома (ширина покрытия митогенома 
= 87,3%) и последующие филогенетические 
реконструкции показали, что он принадле-
жит кулану или лошади Оводова. Базальное 
положение этого образца на древе может быть 
связано с меньшей, чем у всех остальных 
митогеномов в нуклеотидном выравнивании, 
шириной покрытия митогенома (87,3%), или 
с гаплотипом, который характеризует неис-
следованное ранее митогеномное разнообра-
зие. Нестандартное расположение гаплотипа 
этого образца на построенном филогенети-
ческом древе затрудняет четкое определение 
вида этого образца. Поскольку он располо-
жен базально к кладе с лошадьми Оводова 
и куланами, он может быть отнесен к обоим 
этим видам. Однако ареал лошади Оводова 
не включает Среднее Поволжье (Druzhkova et 
al., 2017), поэтому отнесение данного образ-
ца к этому виду кажется менее вероятным. 
Для более точной идентификации необхо-
димо получить последовательность полно-
го митогенома этого образца и исследовать 
его ядерные гены. Описанные данные ещё 

раз подтверждают уже полученный другими 
исследователями вывод о том, что наиболее 
достоверные результаты основываются на 
полногеномных данных.

Заключение
Проведенный нами молекулярно-генети-

ческий анализ позволил более точно опреде-
лить видовую принадлежность обнаружен-
ных в Среднем Поволжье и Южной Сибири 
костных образцов лошадей. Было иденти-
фицировано отнесение двух образцов лоша-
дей из Южной Сибири к домашней и дикой 
лошади, одного древнего образца из Южной 
Сибири – лошади Оводова, одного средневе-
кового костного образца из Среднего Повол-
жья – домашней лошади и одного древне-
го образца из Среднего Поволжья – кулану 
или лошади Оводова. Наши данные ещё раз 
подтвердили важность использования полно-
геномных последовательностей в филоге-
нетическом анализе, а также пользу молеку-
лярно-генетического анализа для разрешения 
спорных вопросов о видовой принадлежно-
сти обнаруженных отдельно от целых скеле-
тов костных образцов древних и средневе-
ковых лошадей. Однако следует отметить, 
что молекулярно-генетический анализ тоже 
имеет свои ограничения, поэтому для полу-
чения наиболее достоверных данных необхо-
димо использовать мультидисциплинарный 
подход.
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