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ПОЛИМОРФИЗМ, МИКРОСАТЕЛЛИТЫ, АЗИАТСКАЯ КОРЮШКА, OSMERUS 
MORDAX, ВНУТРИВИДОВАЯ СТРУКТУРА 
Исследовали генетическую изменчивость азиатской корюшки из природных 
популяций нескольких рек Камчатского полуострова по 43 микросателлитным 
локусам ДНК, разработанным для анализа популяций корюшек, а также неко-
торых видов лососевых рыб. Выявлены 10 полиморфных локусов, которые могут 
быть перспективными для исследований внутривидовых отношений азиатской 
корюшки. Их использование на больших по количеству выборках из разных 
локальностей и популяций Osmerus dentex предполагается эффективным для 
проведения популяционно-генетического анализа камчатской группы вида.
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POLYMORPHISM, MICROSATELLITES, PACIFIC RAINBOW SMELT, OSMERUS 
MORDAX, INTRASPECIFIC STRUCTURE
Genetic variaty of Pacific rainbow smelt from wild populations of several rivers of 
Kamchatka were analyzed on 43 microsatellite DNA loci, alredy used before for 
analyses of smelts and closely related salmonids. Ten of the polymorphic loci were 
revealed as promising to be used as markers for further studying intraspecific 
relationships of Pacific rainbow smelt. The use for analysis of big sample size stocked 
from different localities and populations of Osmerus dentex is thought efficient for 
population genetic analyzing of the Kamchatkan population cluster of Pacific rainbow 
smelt.

Азиатская зубастая корюшка Osmerus dentex является одним из наиболее мас-
совых видов корюшковых рыб семейства Osmeridae, большая часть промысловых 
запасов которой сосредоточено в водах Камчатского края. Исследования морфо-
биологических и экологических аспектов изменчивости корюшек российских 
вод Дальнего Востока проводятся почти в течение века (Кирпичников, 1935; 
Андрияшев, 1954; Линдберг, Легеза, 1965; Юпоканов, 1969; Гриценко и др., 1984; 
Щукина, 1999; Василец, 2000; Парпура, Колпаков, 2001; Черешнев и др., 2002, 
2006; Черешнев, 2008; и др.). Результаты генетических исследований немного-
численны: существуют лишь единичные публикации по кариологии (Черешнев 
и др., 2002) и изменчивости митохондриального генома (Ковпак, 2010; Скури-
хина и др., 2004, 2015) корюшковых рыб. В последнем варианте показана очень 
слабая пространственная внутривидовая генетическая структурированность 
азиатской корюшки на значительном ареале, что неудивительно, поскольку 
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консервативность, небольшая скорость мутирования 
митохондриального генома делает эти маркеры, хо-
рошо подходящие для филогенетических исследова-
ний, малоинформативными при исследовании вну-
тривидовой генетической дифференциации.

Предполагается, что изучение полиморфизма 
микросателлитных локусов ДНК, характеризующих-
ся высоким уровнем генетического разнообразия у 
рыб, высокой скоростью мутирования и селективной 
нейтральностью (O’Connell et al., 1998; Животовский, 
2006), предоставит новые возможности для исследо-
ваний внутривидовой дифференциации корюшек и 
позволит получить информацию о современном со-
стоянии генофонда, генетической изменчивости и 
популяционно-генетической структуре Osmerus den-
tex.

Целью данной работы были отработка методики, 
подбор микросателлитных локусов, подходящих для 
исследований, а также предварительная оценка гене-
тического разнообразия микросателлитных локусов 
у азиатской корюшки из водоемов Камчатки.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА
Материал для исследований был собран в 2011–
2014 гг. из нескольких водоемов Камчатского полу-
острова: рек Крутогорова, Белоголовая, Авача, Ков-
ран, Хайрюзова, Большая и оз. Нерпичьего.

Для анализа ДНК использовали образцы ткани 
(плавников), фиксированные в 96%-м этаноле. Тоталь-
ную ДНК выделяли по стандартной методике, с по-
мощью набора реактивов Diatom DNA Prep фирмы 
ООО «ИзоГен» (Россия). 

Для ПЦР-амплификации использовали наборы 
GenePak PCR Core (ООО «Лаборатория ИзоГен», Рос-
сия). Инкубационная смесь 20 мкл содержала буфер 
для ПЦР, 200 мкМ каждого дезоксирибонуклеотида 
(dTTP, dCTP, dATP, dGTP), 1,5 mM MgCl2, 50 нг ге-
номной ДНК и 100 нг специфического праймера. 
Амплификацию микросателлитных локусов прово-
дили в термоциклере MJ Research PTC-100 при сле-
дующем режиме: денатурация в течение 2 мин при 
94 ºС, затем 8 циклов, включающих 1 мин денатура-
ции ДНК-матрицы при температуре 94 ºС, 30 с от-
жига праймеров при 52 ºС и синтез новых цепей в 
течение 30 с при 72 ºС; затем следовал 21 цикл, вклю-
чающий 30 с при 94 ºС, 30 с — X ºС и 15 с при 72 ºС; 
элонгация 3 мин при 72 ºС. Продукты амплификации 
разделяли путем электрофореза в 6%-м неденатури-
рующем полиакриламидном геле в 0,5×ТBЕ буфере 
при 300 В в течение 2–3 ч, окрашивали бромистым 
этидием и фотографировали в УФ-свете. В качестве 
маркеров длины фрагментов использовали ДНК плаз-

миды pBr322, обработанную рестриктазами HaeIII 
или HpaII. Размеры аллелей по каждому локусу опре-
деляли в соответствии с электрофоретической под-
вижностью полос с использованием программы 1D 
Image Analysis Software Version 3.5 фирмы «Кодак».

Материал практически из всех рек оказался при-
годным для генетического анализа, за исключением 
выборки р. Авачи, для большинства проб которой не 
удалось получить ДНК требуемого качества и, соот-
ветственно, дальнейшего ПЦР-продукта.

Для изучения популяционно-генетической струк-
туры корюшки было апробировано более 40 микро-
сателлитных локусов, описанных ранее для европей-
ской и азиатской корюшек, а также нескольких видов 
лососевых рыб рода Salmo и Oncorhynchus. В ряде 
случаев при рекомендованных авторами условиях 
ПЦР-продукт получен не был. Несколько локусов 
оказались мономорфными. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Для дальнейших исследований дифференциации 
Osmerus dentex были выбраны 10 полиморфных ми-
кросателлитных локусов. Для этих локусов была 
проведена оптимизация условий ПЦР и электрофо-
ретического разделения полученных ДНК-продуктов, 
для 6 локусов были разработаны и апробированы 
новые праймеры. 

Исследовался полиморфизм по локусам: MGPL-
Omo1, MGPL-Omo2, MGPL-Omo3, MGPL-Omo4, 
MGPL-Omo5, MGPL-Omo9, MGPL-Omo15, MGPL-
Omo16, HtrG107, Tpa119 (Coulson et al., 2006; Fisch et 
al., 2009; Kaukinen et al., 2004).

Электрофоретический анализ ПЦР-продуктов 
выбранных локусов продемонстрировал определен-
ную специфику аллельных спектров, что свидетель-
ствует в пользу перспективности использования их 
в качестве генетических маркеров для изучения вну-
тривидовой дифференциации корюшки Северотихо-
океанского бассейна.

На тестовых выборках была проведена оценка 
частот аллелей, аллельного разнообразия, ожидаемой 
и наблюдаемой гетерозиготности, статистические 
тесты на соответствие наблюдаемых по каждому 
локусу генотипических распределений равновесию 
Харди–Вайнберга (внутрипопуляционные коэффи-
циенты инбридинга f), для каждого локуса с исполь-
зованием статистического пакета GDA 1.0 (Lewis, 
Zaykin, 2001).

Среди исследованных локусов можно выделить 
группы, характеризующиеся низким и средним уров-
нем изменчивости по числу аллелей. Так, в локусах 
Tpa119, HtrG107, MGPL-Omo4, MGPL-Omo15, MGPL-
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Omo16 обнаружено от 3 до 6 аллелей на локус, а в 
локусах MGPL-Omo1, MGPL-Оmo2, MGPL-Omo3, 
MGPL-Omo5 и MGPL-Omo9 — от 10 до 14 аллелей. 
Оценки ожидаемой гетерозиготности HE минималь-
ные были в локусе Tpa119 (HE = 0,230), максимальные 
в локусе MGPL-Omo5 (HE = 0,850). Распределение 
генотипов в локусах в тестовых выборках корюшки 
соответствовало теоретическому распределению 
Харди–Вайнберга.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Представляется перспективным применение подо-
бранных локусов микросателлитной ДНК для ис-
следований внутривидовых отношений и популяци-
онно-генетического анализа азиатской корюшки на 
основе сбора дополнительного материала из нересто-
вых группировок.
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