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Показана возможность применения неинвазивного биологического материала 
в популяционно-генетических исследованиях крупных хищных млекопитающих 
на примере бурого медведя Кольско-Карельского региона. Сделана оценка эф-
фективности методических приемов сбора и консервации проб. Материалом для 
исследования послужили 393 пробы экскрементов медведей, собранные на юге 
Мурманской области (Терский район) и в Республике Карелия. В лаборатории 
NIBIO Сванховд (Сванвик, Норвегия) выполнено выделение ДНК из образцов и про-
ведено генетическое типирование по 8 микросателлитным локусам, в ходе которо-
го были установлены генотипы 48 особей бурого медведя. Изучено влияние ряда 
факторов (способ консервации биологического материала, «свежесть» собранной 
пробы, композиция пищевых остатков и экспозиция биоматериала по отношению 
к солнечному свету) на сохранность ДНК в пробах и успешность получения генети-
ческого профиля особи. При совместной оценке изучаемых факторов достоверно 
значимое влияние на успешность амплификации имел состав пищевых остатков 
в пробе (р < 0,05). Установлено, что наличие ягод в экскрементах положитель-
но влияет на консервацию молекулы ДНК и повышает результативность индиви-
дуальной идентификации особи по микросателлитным локусам (наличие ПЦР-
продуктов). Анализ каждого фактора независимо от остальных показал, что и «све-
жесть» собранной пробы, и метод ее консервации достоверно влияют на успеш-
ность амплификации и генотипирования. Наиболее пригодными для генетического 
анализа оказались пробы экскрементов, собранные в кратчайшие сроки после де-
фекации (свежие) и хранившиеся в солевом стабилизирующем растворе (Invitek). 
В результате исследования составлены рекомендации по использованию экскре-
ментов животных в профильных генетических исследованиях.

К л ю ч е в ы е  с л о в а: бурый медведь; Ursus arctos; экскременты; неинвазивный 
сбор; метод; консервация; питание; выделение ДНК; микросателлитный анализ.
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The possibilities of using non-invasively sampled biological material to study the genetic 
diversity and status of the brown bear population in the European North of Russia are dis-
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Введение

Одним из основных инструментов совре-
менных популяционных исследований стал 
микросателлитный анализ. С его помощью 
производится идентификация отдельных осо-
бей, родственных взаимоотношений в семьях, 
отдельных группах или целых популяциях. Он 
применяется для оценки численности, опреде-
ления области распространения вида, случаев 
межвидовой гибридизации и др. Микросател-
литный анализ используется в популяционных 
исследованиях при изучении эффективного 
размера популяции, потока генов, структуры 
и генетического разнообразия [Schwartz et al., 
1999, 2006; Kindberg, 2011; Swenson et al., 2011; 
Jansson et al., 2012].

Неинвазивный биологический материал (во-
лосы, перья, конечные продукты метаболизма 
и т. д.) стал неотъемлемой частью многих гене-
тических исследований, в том числе с исполь-
зованием микросателлитных маркеров, и в по-
следнее время широко применяется для реше-
ния различных научных задач [Reed et al., 1997; 
Wasser et al., 1997; Solberg et al., 2006; De Barba 
et al., 2010a; Kopatz et al., 2012, 2014; Bischof 
et al., 2016]. Данный подход имеет ряд преи-
муществ перед традиционными методами сбо-
ра проб. Он довольно прост в использовании, 
при этом позволяет избежать прямого контак-
та с животным, что минимизирует как степень 
воздействия на изучаемый объект, так и риски 
исследователей, например при работе с круп-
ными хищниками, переносчиками опасных 
заболеваний и т. д. Неинвазивный сбор проб 
по сравнению с традиционными методами по-
иска и отлова животных обычно не требует су-

щественных материальных и трудовых затрат 
и позволяет получать достаточное количество 
биологических образцов для лабораторного 
анализа.

При работе с биоматериалом, бедным ДНК, 
таким как экскременты, существуют опреде-
ленные сложности, вызывающие в дальней-
шем ошибки генотипирования. Они связаны 
прежде всего с низким качеством и количест-
вом ДНК объекта исследований, значительной 
примесью чужеродной ДНК (пищевых остатков, 
паразитов, бактерий и т. п.) и наличием инги-
биторов полимеразной цепной реакции (ПЦР) 
[Kohn, Wayne, 1997; Taberlet et al., 1999]. Для 
преодоления обозначенных трудностей ряд 
научных коллективов провели оценку методи-
ческих приемов сбора, хранения и обработки 
биоматериала [Frantzen et al., 1998; Solberg 
et al., 2006; Murphy et al., 2000, 2003, 2007; De 
Barba et al., 2010b; Panasci et al., 2011; Lon-
singer et al., 2015; Chih-Chin Shih et al., 2017]. 
В ходе этих исследований были определены 
факторы, влияющие на качество и количество 
ДНК в пробе и процесс амплификации, а так-
же предложены рекомендации по работе с не-
инвазивными образцами. Большинство работ 
выполнены в условиях эксперимента, когда 
животные находились в неволе под наблюде-
нием, а все исследуемые параметры строго 
контролировались. В связи с этим предложен-
ные рекомендации не универсальны и не всег-
да могут быть применены в полевых условиях, 
когда у исследователей отсутствует точная ин-
формация по основным характеристикам проб 
экскрементов: их «возрасту», составу пищевых 
остатков, степени и объему воздействия фак-
торов внешней среды и т. д.

cussed. The effectiveness of sampling and preservation methods is evaluated. Fieldwork 
including non-invasive collection of biological material was carried out in the study 
area in spring, summer and autumn 2014–2016. The studied area covers the southeast 
of the Murmansk Region and the Republic of Karelia. 393 samples of bear feces were 
collected. We conducted DNA extraction from samples and genotyping with 8 microsat-
ellite markers in the DNA laboratory of the NIBIO Svanhovd Research Station (Svanvik, 
Norway). 48 brown bear individuals were successfully identified. The influence of several 
factors (the preservation method, age of the collected sample, diet content and sun ex-
posure) on the amplification success was studied. When we analyzed all factors together, 
only diet content had a significant effect on the amplification success (p <0.05). The pres-
ence of berries in feces was found to have a positive effect on DNA and increased the ef-
fectiveness of genotyping. The analysis of each factor independently showed that both 
the ‘freshness’ of the sample and the method of its preservation significantly influenced 
the result of genotyping. Fresh feces and samples preserved in STOOL solution were 
the most suitable for genetic analysis. According to these results, recommendations for 
using noninvasively sampled biomaterial in population genetic studies are given.
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Поэтому в рамках исследования генетиче-
ского разнообразия и структуры населения 
бурого медведя Кольско-Карельского реги-
она с целью разработки рекомендаций для 
проведения аналогичных полевых работ мы 
рассмотрели и проанализировали некоторые 
методические приемы сбора и консервации 
неинвазивных проб. Основными задачами ис-
следования стали: анализ влияния ряда фак-
торов на успех генотипирования и оценка воз-
можности использования неинвазивных подхо-
дов при сборе биоматериала.

Объектом исследования был бурый мед-
ведь – важный структурный элемент таежных 
биоценозов. Являясь самым крупным хищни-
ком Европейского Севера России, медведь 
представляет опасность для человека и до-
машнего скота. Помимо этого бурый мед-
ведь – один из главных ресурсных видов и по-
пулярный объект охоты. Все это обусловливает 
необходимость мониторинга населения вида, 
комплексного изучения его биологии и эколо-
гии для научно обоснованного управления по-
пуляцией. Немаловажную роль в этих исследо-
ваниях приобрели методы молекулярной био-
логии, широко и повсеместно применяемые 
в настоящее время в популяционных исследо-
ваниях.

Материалы и методы

Полевые работы, включающие неинвазив-
ный сбор биологического материала, выпол-
нялись в Терском районе Мурманской области 
и Республике Карелия весной, летом и осенью 
2014–2016 гг. В работе в качестве биомате-
риала – источника ДНК использованы экскре-
менты бурого медведя. Среднее количество 
дефекаций медведя за сутки в летнее время 
составляет 12–14, в весеннее и осеннее – 5–8 
[Пажетнов, 1990], поэтому образцы в природе 
представлены в достаточном количестве, кро-
ме того, они легко идентифицируемы. Сбор 
образцов проводили на маршрутах, совмещая 
с учетом медведей по следам, а также в местах 
частого появления зверей и их концентраций. 
При сборе биоматериала использовались два 
метода консервации: в стабилизирующем рас-
творе (Stool Collection Tube, Invitek) и в гранули-
рованном силикагеле (КСКГ ГОСТ 3956–76).

Всего за время четырех экспедиций было 
собрано 393 пробы экскрементов бурого мед-
ведя, которые хранились в силикагеле. Для 
оценки эффективности различных консерван-
тов часть проб (n=24) были зафиксированы дву-
мя способами (с помощью стабилизирующего 
солевого раствора и силикагеля). Каждую про-

бу помещали в герметичную 30-мл пробирку, 
заполненную консервантом, и сопровождали 
описанием, содержавшим дату и координаты 
места сбора образца, визуальную оценку «све-
жести», условно подразделяющуюся на «прош-
логодние», «старые», «относительно свежие», 
«свежие». Определению давности пробы спо-
собствовал и разбор состава экскрементов, 
позволявший определить спектр кормов мед-
ведя на момент дефекации, а соответственно, 
и приблизительный «возраст» пробы к моменту 
ее сбора. К «прошлогодним», таким образом, 
были отнесены пробы предшествующего года 
(«перезимовавшие»), к «старым» – образцы 
с условной давностью более месяца. «Относи-
тельно свежими» считали пробы, собранные 
в течение месяца после дефекации, «свежи-
ми» – образцы от 0 до 7 дней. В описание про-
бы также включали состав пищевых остатков, 
который оценивался визуально, путем разбора 
на месте либо позднее в лаборатории. Важны-
ми характеристиками пищевого поведения зве-
ря являются его эврифагия и постепенная сме-
на кормов в течение года. Тем не менее основу 
его питания в изучаемом регионе составляет 
растительность. Остатки животной пищи встре-
чены в основном в образцах, собранных вес-
ной, в то время как экскременты, содержащие 
растительные остатки, получены во все сезо-
ны, но с преобладанием их в пищевом рацио-
не в летнее и осеннее время [Тирронен и др., 
2016]. Образцы по преобладанию тех или иных 
компонентов были разделены на несколь-
ко групп: «трава», «ягоды», «ягоды и трава», 
«плоды», «желуди», «трава и муравьи», «ягоды 
и муравьи», «ягоды, трава и муравьи», «ягоды 
и остатки позвоночных животных», «муравьи», 
«остатки позвоночных животных».

В зависимости от того, где биоматериал был 
собран по отношению к солнцу, ему присваи-
вали условную характеристику «тень», «полу-
тень», «солнце». До проведения генетического 
анализа образцы хранились в темном прохлад-
ном месте в течение 1–8 месяцев.

Выделение ядерной ДНК из экскрементов 
производили с помощью PSP Spin Stool DNA 
Plus Kit (Invitek) (система для сбора, транспор-
тировки и хранения образцов экскрементов 
и последующей очистки ДНК) в соответствии 
с инструкцией производителя и протоколом, 
опубликованным в статье [Linacre et al., 2011]. 
ПЦР-амплификация проводилась согласно 
протоколу, описанному в статье [Andreassen 
et al., 2012]. Использовали 8 микросателлит-
ных маркеров, разработанных для бурого мед-
ведя: Mu05, Mu09, Mu10, Mu23, G10L, Mu50, 
Mu51, Mu59 [Taberlet et al., 1997]. ПЦР прово-
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дили в объеме 10 µл, содержащем 1х PCR Gold 
буфер, 200 µМ dNTP, 1,5 mМ MgCl2, 0,5 µМ 
каждого праймера, 1 ед. AmpliTaqGold ДНК по-
лимеразы, 1х BSA и 1 µл матричной ДНК. Про-
токол ПЦР: первоначальная денатурация при 
95 °С в течение 10 минут, 35 циклов – 30 с при 
94 °С, 30 с при 58 °С и 1 мин при 72 °С, финаль-
ная элонгация в течение 15 мин при 72 °C.

Капиллярный электрофорез осуществляли 
на генетическом анализаторе ABI 3130xl и ПЦР-
продукты анализировались в GeneMapper 4.0 
(ABI). Гомозиготные генотипы были подтвер-
ждены фрагментным анализом минимум в трех 
повторностях, а гетерозиготные – минимум 
в двух.

На основании результатов фрагментного 
анализа ПЦР-продуктов первых двух ампли-
фикаций (локусы Mu05/Mu23 или Mu09/Mu10) 
пробы с негативным результатом или с низким 
качеством были исключены из дальнейшего ис-
следования.

Для оценки влияния изучаемых факторов 
на успешность индивидуальной идентифика-
ции особи бурого медведя по 8 микросателлит-
ным локусам проведен одно- и многофактор-
ный дисперсионный анализ (ANOVA и MANOVA) 
в программе Statgraphics Plus 5.0. Статисти-
чески значимым влиянием фактора считали 
р < 0,05.

Результаты и обсуждения

На основании проведенного микросател-
литного анализа ДНК идентифицированы 48 
особей бурого медведя. Из всей совокупности 
образцов, законсервированных в силикагеле 
(n=393), генотип по 8 микросателлитным локу-
сам удалось установить в 24 % случаев (n=96). 
В образцах, хранившихся как в силикагеле, так 
и в растворе (n=24), генетический профиль 
по всем изучаемым локусам установлен в 12 
(n=3) и 46 (n=11) % проб соответственно.

В дальнейших анализах мы использовали 
только данные по пробам, хранившимся в си-
ликагеле. Очевидно, свежесть образца имеет 
большое значение для успешности генетиче-
ского анализа, и чем меньше времени прошло 
с момента дефекации до сбора биоматериала, 
тем выше его пригодность для исследований. 
Всего для оценки этого параметра были ис-
пользованы результаты генотипирования 369 
образцов, в остальных случаях (n=24) возраст 
собранной пробы был не определен. Получен-
ные нами результаты показали, что из 32 % 
«свежих» (n=195) и 20 % «относительно свежих» 
проб (n=103) удалось получить ДНК, пригодную 
для дальнейшего микросателлитного анализа. 

Доля проб с успешной амплификацией ДНК, 
выделенной из «старых» образцов, составила 
11 % (n=18), в «прошлогодних» – 13 % (n=53). 
Большее количество «прошлогодних» образцов 
по сравнению со «старыми» объясняется тем, 
что они были собраны во время первой весен-
ней экспедиции 2014 года, в последующем мы 
старались не производить сбор старых образ-
цов, если свежие имелись в достаточном коли-
честве.

В таблице представлены результаты опре-
деления генотипа бурого медведя по 8 микро-
сателлитным локусам для образцов, диффе-
ренцированных на группы по преобладающему 
пищевому компоненту в пробе. Общее число 
проб, проанализированных по данному пара-
метру, составило 385, в оставшихся образцах 
(n=8) состав не был определен. Наиболее при-
годными для анализа оказались экскременты, 
состоявшие главным образом из различных 
ягод и плодов деревьев (яблоня, черноплод-
ная и дикая рябина), в то время как в пробах 
с преобладанием травянистых остатков наблю-
далась крайне низкая результативность гено-
типирования.

Из проб с характеристикой «тень» (n=12) 
идентифицировать особь бурого медведя уда-
лось в 33 % (n=4) случаев, а из образцов, со-
бранных в «полутени» (n=63) и на «солнце» 
(n=128), в 17 (n=12) и 23 (n=28) % соответст-
венно. Всего присвоенной характеристикой 
обладали 203 образца.

Сохранность ДНК в пробе и успешность ам-
плификации зависят от типа консерванта. Вы-
полненный нами однофакторный дисперсион-
ный анализ показал достоверно значимое вли-
яние этого фактора (F = 8,80; p = 0,0048).

Для оценки влияния факторов свежести, со-
става экскрементов и освещенности на успех 
генотипирования мы провели многофакторный 
дисперсионный анализ. Оказалось, что при 
совместном анализе параметров только состав 
пищевых остатков в пробе достоверно значим 
(F = 2,82; p = 0,0014).

Анализируя каждый фактор независимо 
от остальных, мы установили, что свежесть 
пробы имела достоверное влияние на успех 
генотипирования (F = 4,35; p = 0,0050). Наши 
результаты показали, что чем короче времен-
ной промежуток между моментом дефекации 
и сбором образца, тем идентификация осо-
би успешнее (рис., а). Состав пищевых остат-
ков также оказывал значимое воздействие 
(F = 2,98; p = 0,0002), при этом достоверно 
наилучший результат генотипирования был от-
мечен в ягодных пробах (F = 10,38; p = 0,0014) 
(рис., б), тогда как травяные образцы оказа-
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лись малопригодными для выделения ДНК 
и ее дальнейшего анализа (F = 5,88; p = 0,0158) 
(рис., в).

Выбор консерванта – одна из главных задач 
исследования, основанного на использовании 
биоматериала, бедного ДНК. Он должен быть 
простым и удобным в использовании и тран-
спортировке и обладать высокими консерви-
рующими характеристиками. Авторы работы 
[Wasser et al., 1997] предлагали в качестве 
идеальной альтернативы методам заморозки 
и хранения образца в стабилизирующих буфе-
рах применение силикагеля. Результаты наше-
го исследования показали лучшую сохранность 
ДНК в пробах, хранившихся в стабилизирую-
щем солевом растворе, по сравнению с сили-
кагелем. Согласно инструкции производите-
ля, пробы, законсервированные таким обра-
зом, 3 месяца могут храниться при комнатной 
температуре, что применительно в полевых 
условиях, также сам раствор содержит стаби-
лизатор ДНК, который инактивирует ДНКазы 
и предотвращает деградацию ДНК.

Несмотря на предполагаемое существен-
ное влияние фактора «свежести» пробы на со-
хранность ДНК в ней, его значимость была вы-
явлена только при однофакторном анализе. 
Вероятно, это объясняется тем, что до самой 
процедуры выделения ДНК образцы хранились 

в консерванте длительный промежуток време-
ни, и даже в тех пробах, которые были собраны 
условно в первый день с момента дефекации, 
могло произойти разрушение ДНК. Деграда-
ция ДНК в результате воздействия комплекса 
внешних факторов делает «старые» образцы 
малопригодными для исследования. Возникает 
вопрос о целесообразности использования та-
ких проб с учетом высоких финансовых затрат 
на выделение ДНК и генетический анализ в тех 
случаях, когда в полевых условиях существу-
ет возможность сбора свежего биоматериала 
в достаточном объеме. Однако важно отметить, 
что ДНК удалось получить даже из некоторой 
части прошлогодних, «перезимовавших» проб, 
хотя некоторые авторы говорят о непродуктив-
ности использования проб давностью более 5 
дней [Piggott, 2004; Santini et al., 2007; Panasci 
et al., 2011]. Наши исследования показали, что 
при правильном выборе консерванта, условий 
хранения и протокола для выделения возможно 
выделение ДНК из очень старых образцов.

В ходе исследования подтверждено предпо-
лагаемое влияние состава пищи на успешность 
выделения ДНК из экскрементов и амплифика-
цию, что также отмечено в ряде других работ 
[Murphy et al., 2003; Panasci et al., 2011]. Воз-
можно, лучшая сохранность ДНК в ягодных про-
бах объясняется наличием природных консер-

Успешность получения генотипа бурого медведя по 8 микросателлитным локусам в зависимости от состава 
остатков корма в экскрементах
The success of obtaining the brown bear genotype using 8 STR markers depending on the composition of food 
residues in the bear’s feces

Преобладающий компонент
Dominant component

Количество проб данного состава
Number of samples

Доля определенных генотипов, абс. (%)
Number of identified genotypes, abs. (%) 

трава
grass 162 23 (14) 

ягоды
berries 87 31 (36) 

трава и муравьи
grass and ants 39 7 (18) 

ягоды и трава
berries and grass 27 7 (27) 

плоды
fruits 26 13 (50) 

ягоды и муравьи
berries and ants 10 7 (70) 

ягоды и остатки позвоночных животных
berries and vertebrates 9 1 (11) 

ягоды, трава и муравьи
berries, grass and ants 8 2 (25) 

остатки позвоночных животных
vertebrates 8 2 (25) 

муравьи
ants 5 0 (0) 

желуди
acorns 4 1 (25) 
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вантов в их составе [Panasci et al., 2011], тогда 
как крайне низкий успех генотипирования ДНК 
из проб травяного состава, возможно, связан 
с наличием в них ингибиторов ПЦР, о чем так-
же упоминают некоторые авторы [Kohn, Wayne, 
1997].

Еще одним фактором, способным оказать 
воздействие на молекулу ДНК, является солнеч-
ный свет, а именно УФ-излучение. В нашем ис-
следовании доказать его достоверное воздейст-
вие на успех амплификации не удалось. Изучение 
негативного воздействия УФ-излучения прово-
дится в контролируемых условиях эксперимента, 
и повреждения ДНК определяются с помощью 
специальных методов (высокоэффективная жид-
костная хроматография с масс-спектрометри-
ческим детектированием (ВЭЖХ-МС)) [Ravanat 
et al., 2001]. Все пробы в нашем исследовании 
получены в ходе полевых работ и характери-
стика солнечной экспозиции места сбора проб 
присвоена без точного определения негативно-
го воздействия УФ-излучения на молекулу ДНК 
в образце, поэтому разделение проб по заданно-
му параметру выполнено весьма условно, вслед-
ствие чего реальная оценка влияния анализируе-
мого фактора не была произведена.

Заключение

Анализ воздействия различных факторов 
на сохранность ДНК объекта исследований 
в экскрементах позволяет рекомендовать при 
использовании неинвазивного биоматериала 
следующие позиции: 1) наиболее пригодным 
консервирующим агентом следует признать 
специализированный стабилизирующий соле-
вой раствор; 2) для успешного выделения ДНК 
и амплификации рекомендуется использовать 
образцы, содержащие ягоды, а благоприятным 
временем сбора проб является период актив-
ного плодоношения этих растений; 3) исполь-
зование наиболее свежих образцов при нали-
чии биоматериала в достаточном количестве. 
Включение в исследования старых образцов 
возможно при недостатке свежего биомате-
риала, а также при целенаправленной оценке 
ряда экологических параметров вида.

Несмотря на низкую в некоторых случаях ре-
зультативность генотипирования, мы считаем 
целесообразным использование экскрементов 
в качестве источника ДНК при проведении раз-
личных генетических исследований. Такой под-
ход не несет в себе избирательного характера, 

Влияние факторов «свежесть» (а) и «состав пищевых остатков» (б, в) на успешность иден-
тификации бурого медведя по 8 микросателлитным локусам (MANOVA анализ выполнен 
в Statgraphics Plus 5.0).
По оси Y: доля проб с успешной идентификацией генотипа (%);
(a) по оси X: 1 – свежие образцы, 2 – относительно свежие, 3 – старые, 4 – прошлогодние;
(б) по оси X: 0 – ягоды отсутствовали, 1 – пробы, содержащие остатки ягод;
(в) по оси X: 0 – травяная растительность отсутствовала, 1 – пробы травяного состава

The influence of ageing factor and diets on the success of the identification of brown bears geno-
type.
Y-axis: the number of samples with identified brown bear individuals (%);
(a) on the X-axis: 1 – fresh samples, 2 – relatively fresh, 3 – old, 4 – last year samples;
(б) on the X-axis: 0 – berries were absent, 1 – samples containing residues of berries;
(в) on the-X axis: 0 – grass was absent, 1 – samples with grass
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и данные, получаемые с помощью неинвазив-
но собираемого биоматериала, способны от-
разить реальную демографическую структуру 
и актуальное состояние изучаемой популяции. 
Кроме того, такой биоматериал активно ис-
пользуется во всех популяционно-генетических 
исследованиях. Оптимизация метода сбора 
проб, а также их правильное хранение до про-
цедуры выделения ДНК позволяют повысить 
качество конечных результатов исследования, 
не увеличивая материальные затраты.

Финансовое обеспечение исследования 
осуществлялось из средств федерального 
бюджета на выполнение государственного за‑
дания КарНЦ РАН (0218‑2019‑0080) и средств 
РФФИ (проект № 18‑05‑00646).
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