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Представлены результаты исследования генетического разнообразия русского осетра в Северном и Сред-
нем Каспии по ядерным (микросателлитные локусы An20, Afug41, Afug51, AoxD165, AoxD161-1) и мито-
хондриальным маркерам (ПЦР-идентификация митотипов). В обеих исследованных выборках выявлены 
высокие уровни полиморфизма и остуствовие дефицита гетерозигот. Митотип «BL» отмечен у менее 30% 
особей. 

!
| Введение |

Русский осетр является одним из наиболее 
важных компонентов биоресурсов Каспийского 
моря, относится к проходным видам семейства 
Осетровые (Acipenceridae). В течение последних 
десятилетий численность этого ценного вида рыб 
значительно сократилась [1; 2].

Создавшаяся катастрофическая ситуация с за-
пасами русского осетра ставит перед рыбохозяй-
ственной наукой на Каспии задачи по сохранению 
его генофонда в искусственных условиях, путем 
создания коллекционных стад, охране и восста-
новлению естественного нереста этого вида [3]. 
Разработка грамотной стратегии управления рыб-
ными биоресурсами должна основываться на до-
стоверной научной информации, в частности − на 
генетическом разнообразии и генетической струк-
туре сохраняемого вида [4]. 

В литературе приведены данные по исследо-
ванию полиморфизма осетровых рыб с помощью 
современных молекулярно-генетических методов 
[5-10]. Однако подробного анализа генетического 
разнообразия русского осетра в пределах россий-
ского сектора Каспийского моря не проводилось. 

Цель настоящей работы – изучить генетическое 
разнообразие русского осетра в Каспийском море. 

| Материал и методы |
Материалом послужили пробы фрагментов 

спинных и грудных плавников 566 экз. русского 
осетра (Acipenser gueldenstaedtii), отловленного за 
период 2012-2015 гг. в северной (483 экз.) и сред-
ней (83 экз.) частях Каспийского моря. 

Пробы плавников рыб отбирали прижизненно, 
фиксировали в 96%-ом этаноле на научно-иссле-
довательских судах ФГБНУ «КаспНИРХ» с последу-

ющей перезаливкой в лаборатории физиологии 
и  генетики рыб в научно-экспериментальном ком-
плексе по молекулярно-генетическим исследова-
ниям. Сетка станций отбора проб с обозначением 
условной границы Северного и Среднего Каспия 
представлена на рис. 1.

Тотальную ДНК выделяли из фиксированных 
фрагментов плавников солевым методом с проте-
иназой К [11], качество выделенной ДНК опреде-
ляли на спектрофотометре SmertSpecPlus (Biorad, 
USA). Препараты ДНК использовали для видовой 
идентификации митотипов митохондриальной 
ДНК (мтДНК) («baerii-like» - «BL» и типичный рус-
ский − «GUE») и микросателитного анализа (STR).

Амплификация ДНК, выделенной из образцов, 
осуществлялась в термоциклерах Thermo Cycler 
С-1000, S-1000 (Biorad, USA). Реакционная смесь по-
лимеразно-цепной реакции (ПЦР) объемом 15 мкл 
состояла из следующих компонентов: реакцион-

Рисунок 1. Сетка станций отбора проб  
в Каспийском море 
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ный буфер – 10 мМ (Силекс, Москва); MgCl2 - 25 мM 
(Силекс, Москва); dNTPs − 2,5 мM (Силекс, Москва); 
термостабильная полимераза – 5,0 U (Силекс, 
Москва); ДНК – 2-3 мкл; праймеры – 10  Пмоль 
(Applied Biosistem, USA); деионизированная вода 
(milliQ, Germany) − до полного объема.

Для определения и подтверждения ви-
довой принадлежности особей по мито-
типам «BL» и «GUE» использовали прай-
меры AHR (TATACACCATTATCTCTATGT), 
AGF (GCACAGACTATGTGGTATCCAGAA), ABF 
(CAGATGCCAGTAACAGGCTGA) [12].

ПЦР для идентификации митотипов мтДНК рус-
ского осетра проводили в условиях следующего 
температурного режима: первоначальная денату-
рация при 95°С − 2 мин, 35 циклов, состоящих из 
четырех ступеней, включая 15 с при 94°С, 20 с − при 
56°С, 30 с − при 72°С и 2 мин − при 72°С. Реакцию 
завершала 10 минутная стадия элонгации. ПЦР-
продукты подвергались электрофорезу в гори-
зонтальных камерах SE-1, SE-2 (Хеликон, Москва) 
(2,0% агарозный гель, 0,5хТВЕ, бромистый этидий) 
для разделения по массе и определения длин 
фрагментов ДНК осетровых рыб, путем сравне-
ния с маркером молекулярной массы 100 bp DNA 

Ladder (Хеликон, Москва). Для фиксации и обра-
ботки результатов процесса использовалась систе-
ма гель-документирования ChemiDoc XRS+ (Biorad, 
USA). После анализа результатов, с помощью про-
граммного обеспечения «Image Lab», устанавлива-
ли размеры фрагментов мтДНК.

Образцы ядерной ДНК русского осетра были 
проанализированы по пяти микросателлитным 
локусам An20, Afug41, Afug51, AoxD165, AoxD161-
1 (табл.1) с флуоресцентными метками. Условия 
проведения ПЦР были оптимизированы для иссле-
дуемого вида A.gueldenstadtii [13-14].

Амплификацию STR-локусов проводили в два 
этапа. Первый этап: денатурация при 94°С − 2 мин, 
затем диапазон уменьшения температуры отжига 
праймеров до 58-65°С, 7 циклов, второй этап − де-
натурация при 90°С − 20 сек., диапазон уменьше-
ния температуры отжига праймеров до 54-65°С, 
40 циклов, повышение температуры до 70°С – 
40 сек., снижение температуры до 10°С − 15 се-
кунд. Амплифицированные продукты подвергали 
капиллярному электрофоретическому разделению 
с помощью системы капиллярного электрофореза 
ABI-3500 Genetic Аnalyzer (Applied Biosistem, USA), 
определяя длины фрагментов ДНК с использовани-
ем компьютерной программы GeneMapper 4.1.

Оценку количества и частот аллелей осуществляли 
с применением программного обеспечения Structure 
2.3.3 [15]. Достоверность различий значений между 
частотами аллелей в изучаемых выборках оценивали 
с помощью t-критерия Стъюдента [16]. Наблюдаемую 
(Hо) и ожидаемую (Hе) гетерозиготности рассчитыва-
ли по величинам частот аллелей с помощью MS Exсel 
2010 [17]. Генетическое равновесие Харди-Вайнберга 
в популяции тетраплоидных видов вычисляли по 
Айала (1984) [17]. Отклонение фактических частот 
генотипов от ожидаемых из соотношения Харди-
Вайнберга оценивали с помощью χ2 [18]. Индекс фик-
сации Райта (F), отражающий уровень инбридинга, 
расчитывали согласно Райту [19-20]. 

| Результаты и их обсуждения |
По литературным данным, у особей русского 

осетра из Каспийского моря выявлены два митоти-

Локус Последовательность (5'-3') Размерный диапазон длин, п.н. Флуоресцентная метка

An20 F:AATAACAATCATTACATGAGGCT
R:TGGTCAGTTGTTTTTTTATTGAT 141-189 VIC

Afug41 F:TGACGCACAGTAGTATTATTTATG
R:TGATGTTTGCTGAGGCTTTTC 173-265 FAM

Afug51 F:ATAATAATGAGCGTGCTTTCTGTT
R:ATTCCGCTTGCGACTTATTTA 208-288 VIC

AoxD165 F: TTTGACAGCTCCTAAGTGATACC
R: AAAGCCCTACAACAAATGTCAC 152-204 PET

AoxD161-1 F:CATTCAGTATGAGACAGACACTC
R:ATCTCAGGGACTGCTGTGATTGG 276-336 FAM

Таблица 1. Локусы для микросателлитного анализа русского осетра

Рисунок 2. Распределение частот аллелей  
в микросателлитных локусах An20, AoxD165  
у русского осетра (по осям ординат – 
относительные аллельные частоты) 
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па мтДНК – типичный русский осетр (GUE) и «baerii-
like» (BL), митотип «BL» отмечен у около 30% осо-
бей [6; 12; 21]. 

Результаты наших исследований выявили ми-
тотип «GUE» у 73,85% особей русского осетра с 
Северного Каспия, митотип «BL» отмечен у 26,15% 
рыб. Частота встречаемости митотипа «GUE» у осе-
тров, отловленных в средней части Каспийского 
моря, составила 80,2%, митотипа «BL» − 19,8%. 

Молекулярно-генетический анализ пяти ми-
кросателлитных локусов (An20, Afug41, Afug51, 
AoxD165, AoxD161-1) у русского осетра, выловлено-
го в Северном и Среднем Каспии, выявил 88 и 68 ал-
лелей соответственно. Все локусы были полиморф-
ными. Число аллелей на локус варьировало от 13 
(An20) до 23 (Afug41) в выборке рыб с Северного Ка-
спия. В Среднем Каспии количество аллелей было 
в диапазоне от 10 (Afug51) до 19 (Afug41) (табл. 2). 
На рис. 2 представлены диаграммы распределения 
частот аллелей в локусах An20 и AoxD165 у русского 
осетра с Северного и Среднего Каспия. 

У особей с Северного и Среднего Каспия локус 
An20 был представлен 13 аллелями в диапазоне от 
141 п.н. до 189 п.н. В обеих выборках доминирова-
ли аллели размером 165 п.н. (с частотой 0,28-0,34) 
и 173 п.н. (с частотой 0,30-0,31) (рис. 2, табл .2). 

Наиболее полиморфным оказался локус Afug41 
для обеих выборок рыб. Обнаружено 23 аллеля у осе-
тров с Северного Каспия с аллельным рангом 173-265 
п.н. У рыб из Среднего Каспия выявлено 19 аллелей 

в диапазоне 173-257 п.н. (табл. 2). Максимальные 
относительные частоты (0,19-0,27) встречаемости за-
регистрированы для аллеля 197 п.н. 

В локусе Afug51 ядерной ДНК у русского осетра, 
выловленного в Северном Каспии, зарегистрирова-
но 19 аллелей в диапазоне 208-288 п.н., в Среднем 
Каспии отмечено 10 аллелей от 212-276 п.н. (табл. 
2). Доминировали аллели размером 232 п.н. в обе-
их выборках, где они были представлены с часто-
той 0,24-0,30. 

Аллельный ранг локуса AoxD165 в ядерной ДНК 
русского осетра, отловленного в северной части 
Каспийского моря был представлен 18 аллелями 
и находился в пределах 152-204 п.н. У осетров со 
средней части моря зафиксировано 15 аллелей в 
диапазоне 152-198 п.н. У всех исследованых русских 
осетров максимальная частота встречаемости (0,39-
0,41) отмечена у аллеля 178 п.н. (рис. 2, табл. 2).

В локусе AoxD161-1 у рыб отмечено 15 аллелей 
в диапазоне 276-336 п.н. в Северном Каспии и 11 
аллелей в диапазоне 288-328 п.н. в Среднем Каспии 
(табл. 2). Аллели размером 316 п.н. доминирова-
ли и были зарегистрированы с частотой 0,17-0,18 
в обеих выборках русского осетра (табл. 2). 

У обеих выборок русского осетра из Каспий-
ского моря, при анализе распределения аллель-
ных частот, статистически значимых различий 
по  t-критерию Стьюдента не выявлено (р=0,05).

В выборке особей с Северного Каспия значение 
наблюдаемой гетерозиготности составило 0,918-

Локус
Северный Каспий Средний Каспий

d.f. χ2 d.f. χ2

An20 10 13,04* 10 6,33*

Afug41 20 1,94* 16 3,7*

Afug51 16 1,5* 7 2,02*

AoxD165 15 2,2* 12 5,62*

AoxD161-1 12 3,91* 8 1,64*

d.f. − число степеней свободы; 
* Наблюдаемые численности генотипов соответствуют ожидаемым (р=0,95)

Таблица 3. Соответствие наблюдаемых численностей генотипов русского осетра ожидаемым из равновесия 
Харди-Вайнберга в Каспийском море

Локусы
Северный Каспий Средний Каспий

L Не Ho F L Не Ho F

An20 13 0,840 0,978 -0,164 13 0,782 0,998 -0,276

Afug41 23 0,930 0,989 -0,063 19 0,824 0,998 -0,211

Afug51 19 0,880 0,929 -0,056 10 0,775 0,896 -0,156

AoxD165 18 0,860 0,918 -0,067 15 0,738 0,930 -0,260

AoxD161-1 15 0,900 0,981 -0,090 11 0,876 0,999 -0,140

Среднее - 0,882±0,015 0,959±0,015 - - 0,799±0,024 0,964±0,022 -

Общее 88 - - 68 - -

L – количество идентифицированных аллелей; Не – ожидаемая гетерозиготность;  
Ho – наблюдаемая гетерозиготность; F – индекс фиксации Райта

Таблица 2. Показатели генетического разнообразия русского осетра в Каспийском море
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0,989 и было близко к ожидаемой гетерозигот-
ности 0,840-0,930. В Среднем Каспии у русского 
осетра уровень наблюдаемой гетерозиготности 
(Н0), по всем исследованным локусам, составил 
0,896-0,999 и был выше ожидаемой (0,738-0,876) 
(табл. 2). 

Индекс фиксации Райта (F) по пяти локусам при-
нимал отрицательные значения, отражающие от-
сутствие дефицита гетерозигот в популяции [22] и, 
следовательно, отсутствие инбридинга у предыду-
щих поколений исследованных выборок русско-
го осетра в Каспийском море. У русских осетров 
с Северного Каспия индекс F был близок к нулю 
(от -0,056 до -0,164) по сравнению с выборкой из 
Среднего Каспия (от -0,140 до -0,276), что свиде-
тельствует о более выраженном избытке гетерози-
гот в средней части моря (табл. 2).

Популяционный анализ русского осетра из 
Каспийского моря показал соответствие соотноше-
нию генотипов равновесию Харди-Вайнберга по 

пяти локусам. Проверка соответствия наблюдае-
мых частот генотипов, теоретически ожидаемым в 
обеих исследованных выборках по всем локусам с 
использованием χ2-критерия, оказалась достовер-
ной, с вероятностью р=0,95 (табл. 3).

Полученные нами результаты по исследованию 
митотипов мтДНК выявили митотип «BL» у ме-
нее 30% русского осетра с Северного и Среднего 
Каспия, что согласуется с данными, полученными 
ранее [6; 12; 22].

Сравниваемые выборки русского осетра ка-
спийской популяции в целом имели высокий 
уровень полиморфизма. Наибольшее аллельное 
разнообразие по всем локусам выявлено у рыб 
с Северного Каспия, что связано с численностью 
выборки. При сравнении аллельного набора пяти 
локусов ядерной ДНК русского осетра, выловлен-
ного в Северном и Среднем Каспии, доминировали 
одинаковые аллели. Максимальные частоты встре-
чаемости аллелей у обеих выборок рыб по пяти 
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исследованным локусам соответствовали видоспе-
цифичным аллелям для русского осетра [8].

Наблюдаемая и ожидаемая гетерозиготности, 
характеризующие генетическое разнообразие осо-
бей русского осетра, выловленного в Северном 
и  Среднем Каспии, были высокими. Значение на-
блюдаемой гетерозиготности в исследованных 
локусах было близко к ожидаемой, что свидетель-
ствут о состоянии гетеро- и гомозигот, близком 
к равновесному.

По результатам расчета индекса фиксации 
Райта избыток гетерозигот более выражен у рыб со 
Среднего Каспия. Небольшой эксцесс гетерозигот 
в  Северном Каспии, вероятно, связан с влиянием 
генетического материала молоди, выращенной 
в  условиях аквакультуры и выпущенной в есте-
ственную среду с рыбоводных заводов. Популяции 
осетровых в Северном Каспии формируются в ре-
зультате работы волжских осетровых рыбовод-
ных заводов (ОРЗ) [23]. За период 1954-2011 гг. 

в Каспийское море выпущено около 2,2 млрд мо-
лоди осетровых (более 70%) с заводов России [1; 2]. 
При этом необходимо учитывать, что выпускаемая 
молодь может оказаться генетически не разноо-
бразной из-за отсутствия на заводах контроля ге-
нетического родства особей, при составлении схем 
скрещивания в период нерестовых кампаний.

Закон генетического равновесия Харди-
Вайнберга отражает процессы случайного скрещи-
вания при достаточно высокой численности особей 
в популяции и жизнеспособность популяции [18]. 
У особей с Каспийского моря отмечено достовер-
ное соответствие (р=0,95) соотношения генотипов 
равновесию Харди-Вайнберга по пяти локусам, что 
объясняется тетраплоидной организацией генома 
русского осетра [6; 24].

| Заключение |
Таким образом, у русского осетра выявле-

ны два митотипа мтДНК - «GUE» и «BL». Частота 
встречаемости митотипа «BL» была ниже 30,0%, 
что является маркером каспийской популяции. 
Установлены высокие уровни аллельного поли-
морфизма по микросателлитным локусам и вы-
сокая степень гетерозиготности у русского осе-
тра, выловленного в северной и средней частях 
Каспийского моря. Максимальные частоты встре-
чаемости аллелей у обеих выборок русского осе-
тра по всем пяти исследованным локусам были 
идентичными и соответствовали видоспецифич-
ным аллелям. В обеих исследованных выборках 
остуствовал дефицит гетерозигот, и, следова-
тельно, инбредные процессы. У исследованных 
особей отмечено соответствие соотношению ге-
нотипов равновесию Харди-Вайнберга по пяти 
локусам с вероятностью р=0,95.
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The results of the Russian sturgeon genetic diversity researches in the Caspian Sea, performed via nuclear 
(microsatellite locus An20, Afug41, Afug51, AoxD165, AoxD161-1) and mitochondrial markers (PCR-identi-
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