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Представлены результаты генетического мониторинга севрюги Северного Каспия за 2012-2014 годы. Выявлен 
низкий уровень аллельного разнообразия и дефицит гетерозигот, свидельствующие, вероятно, о прохождении 
популяции через стадию «горлышка бутылки».

Введение
Осетровые занимают особое место в ихтиофауне Каспийского 

моря и являются важнейшими объектами искусственного воспро-
изводства. Наблюдаемое в настоящее время сокращение числен-
ности естественных популяций осетровых приводит к необходи-
мости увеличения объемов выпуска рыб, выращенных в  аква-
культуре, когда грамотная стратегия искусственного воспроизвод-
ства должна основываться на научно-достоверной информации о 
генетической структуре естественных популяций [1; 2].

Уровень генетического разнообразия позволяет оценить 
гетерозиготность [3]. Величина гетерозиготности изменяется 

от 0 до 1, независимо от числа аллелей. Ожидаемая гетерози-
готность (He) в свободно скрещивающейся популяции опре-
деляется по частотам аллелей [4] и близка к наблюдаемой ге-
терозиготности (Ho). Однако в популяциях, в которых частоты 
отклоняются от равновесия Харди-Вайнберга, эти показатели 
отличаются [3]. Если ожидаемая гетерозиготность выше на-
блюдаемой (положительное значение индекса фиксации Райта 
(Fis) [5; 6], то это свидетельствует о дефиците гетерозигот [7], 
вероятно, в результате инбредного скрещивания в популяции 
[8]. Кроме этого, мерой генетического разнообразия популя-
ции или вида является эффективное число аллелей, поскольку 
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этот показатель зависит от доли полиморфных локусов, числа 
аллелей на локус и выравненности частот аллелей [9].

При резком снижении численности популяции, в опре-
деленном поколении наблюдается так называемый эффект 
«горлышка бутылки», который выражается в снижении числа 
аллелей и более низкой гетерозиготности. Для более вариа-
бельных локусов потеря числа аллелей происходит быстрее 
снижения гетерозиготности [3]. Если в дальнейшем числен-
ность популяции восстановится, будут фиксироваться сниже-
ние числа аллелей и инбредная депрессия. Эти изменения со-
храняются на протяжении последующих поколений [4].

Поэтому, весьма актуальным становится изучение генети-
ческих изменений в естественных условиях обитания, вызван-
ных прохождением популяции через «бутылочное горлышко» 
процессов. Наиболее удобно проводить мониторинг генети-
ческой изменчивости с помощью анализа микросателлитных 
локусов, поскольку они наследуются независимо и чувстви-
тельны к прохождению популяции через фазу низкой числен-
ности [10; 11].

Индекс Гарза-Вильямсона (индекс М) позволяет выяв-
лять недавнее прохождение популяции через «горлышко 
бутылки». Индекс М чувствителен к снижению численности 
популяции. При этом процессе число аллелей снижается бы-
стрее, чем происходит изменение аллельного ранга. Значе-
ние индекса М очень низкое в популяциях, прошедших через 
«горлышко бутылки», и стремится к единице в стационарных 
популяциях. В период спада численности популяции частота 
определенных аллелей может резко и непредсказуемо ме-
няться, происходит утеря тех или иных аллелей и резкое обе-
днение генетического разнообразия популяции. В результате 
этого процесса произойдёт закрепление в генофонде наи-
более часто встречающихся аллелей и исчезновение редких 
аллелей [12; 13].

Цель работы ‒ оценка генетического разнообразия ка-
спийской популяции севрюги, выловленной в Северной части 
Каспийского моря в 2012-2014 годах.

В связи с этим были поставлены следующие задачи:
- изучить генетическое разнообразие популяции севрюги 

на основе анализа панели пяти микросателлитных маркеров;
- дать оценку вероятности прохождения популяции сев-

рюги через стадию низкой численности.

Материал и методы
Материалом для исследований служили пробы фрагмен-

тов плавников севрюги (Acipenser stellatus), выловленной 
в Северном Каспии. Выборка 2014 г. была представлена 22 
особями, 2013 г. – 18 особями, 2012 г. – 14 особями. В выбор-
ке севрюги средняя масса и средняя длина составили 5,7±0,5 
кг и 106,0±3,2/122±3,6 см соответственно.

Пробы спинных или грудных плавников рыб отбирали 
прижизненно, фиксировали в 96%-ом этаноле на научно-ис-

следовательских судах ФГБНУ «КаспНИРХ», с последующей 
перезаливкой в лаборатории физиологии и генетики рыб 
в научно-экспериментальном комплексе по молекулярно-ге-
нетическим исследованиям [14]. Все образцы сопровожда-
лись протоколом сбора проб с подробным описанием видо-
вой принадлежности, места вылова, пола и возраста особи, 
типа ткани и морфометрических параметров рыб.

Выделение тотальной ДНК из проб фрагментов плавников 
проводили стандартным солевым методом [15] с добавле-
нием в солевой лизирующий буфер протеиназы К (Хеликон, 
Москва). Контроль качества ДНК осуществляли на спектро-
фотометре BioRad SmartSpec Plus. Выделенную ДНК хранили 
в морозильной камере при температуре ‒20ºС.

Реакционная смесь полимеразно-цепной реакции (ПЦР) 
объемом 15 мкл, при проведении микросателлитного анали-
за (STR), состояла из следующих компонентов: реакционный 
буфер – 10 мМ (Силекс, Москва); MgCl2 ‒ 25 мM (Силекс, Мо-
сква); dNTPs ‒ 2,5 мM (Силекс, Москва); термостабильная по-
лимераза – 5,0 U (Силекс, Москва); ДНК ‒ 3 мкл; праймеры 
‒ 10 пМ (Applied Biosystems, США), деионизированная вода 
(milliQ) ‒ до полного объема.

Микросателлитный анализ проводили по пяти локусам 
ядерной ДНК: An20, Afug41, Afug51, AoxD165 AoxD161-1 с флу-
оресцентными метками (табл. 1), условия проведения ПЦР 
были оптимизированы для вида A.gueldenstadtii [11; 16; 17; 
18; 19].

Амплификацию ДНК, выделенной из фрагментов плавни-
ков, осуществляли в термоциклерах BioRad С-1000 и BioRad 
S-1000.

Амплификацию STR-локусов проводили в два этапа. Пер-
вый этап ‒ денатурация при 94°С ‒ 2 мин, затем диапазон 
уменьшения температуры отжига праймеров до 58-65°С, 
7 циклов; второй этап ‒ денатурация при 90°С ‒ 20 секунд, 
диапазон уменьшения температуры отжига праймеров до 54-
65°С, 40 циклов, повышение температуры до 70°С – 40 секунд, 
снижение температуры до 10°С ‒ 15 секунд. Амплифициро-
ванные продукты подвергали капиллярному электрофоре-
тическому разделению в генетическом анализаторе Genetic 
Analyzer (ABI PRIZM 3500) (Applied Biosystems) с использова-
нием GeneScan 600 LIZ Size Standart (Applied Biosystems, США). 
Анализ STR-спектров проводили с использованием компью-
терной программы «GeneMapper 4.1.».

Статистический анализ молекулярно-генетического по-
лиморфизма был проведен с помощью надстройки GenAlEx6 
к программному обеспечению MS Exel 2010 [20]. Уровни 
генетического разнообразия оценивали по следующим по-
казателям: число аллелей (Na), число эффективных аллелей 
(Ne) [21], частоты аллелей, наблюдаемая (Ho) и ожидаемая 
гетерозиготность (He), индекс фиксации Райта (Fis), отража-
ющий уровень инбридинга особи относительно популяции, 
и тест на соответствие генотипических частот равновесию 

Локус Последовательность (5'-3') Флуоресцентная метка Размер аллелей, п.н.

An20 F:AATAACAATCATTACATGAGGCT 
R:TGGTCAGTTGTTTTTTTATTGAT VIC 129-189

Afug41 F:TGACGCACAGTAGTATTATTTATG 
R:TGATGTTTGCTGAGGCTTTTC FAM 177-241

Afug51 F:ATAATAATGAGCGTGCTTTCTGTT 
R:ATTCCGCTTGCGACTTATTTA VIC 252-296

AoxD165 F: TTTGACAGCTCCTAAGTGATACC 
R: AAAGCCCTACAACAAATGTCAC PET 148-214

AoxD161-1 F:CATTCAGTATGAGACAGACACTC 
R:ATCTCAGGGACTGCTGTGATTGG FAM 284-336

Таблица 1. Локусы для микросателлитного анализа
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Харди-Вайнберга (HW), предложенный Гуо и Томсоном [22], 
в каждом локусе.

Индекс Гарза-Вильямсона (индекс М) был рассчитан в про-
грамме Arlequin 3.1 [12]. Значения индекса Гарза-Вильямсона 
ниже 0,7 свидетельствует о недавнем прохождении популя-
ции через фазу низкой численности [23; 24; 25].

Результаты и обсуждения
Фрагментный анализ ядерной ДНК у севрюги, выловлен-

ной в 2014 г., выявил 44 аллеля в пяти исследованных локусах, 
в 2013 г. отмечено 40 аллелей, в 2012 г. ‒ 37 аллелей (табл. 
2-5). Наименее полиморфным в выборке 2014 г. оказался ло-
кус AoxD161-1 с размерным диапазоном от 304 до 324 п.н., 
такой же диапазон аллелей наблюдался в 2012 и 2013 годах. 
Однако в 2013 и в 2014 гг. локус был представлен 6 аллелями, 
в 2012 г. наблюдалось только 5 аллелей. В 2013 и в 2014 гг. 
присутствовал аллель размером 316 п.н., который не был вы-
явлен в 2012 г. (табл. 2).

В локусе An20 в 2014 г. было выявлено 9 аллелей с размер-
ным диапазоном 129-181 п.н., в 2012 и в 2013 гг. наблюдалось по 
7 аллелей с диапазоном 137-181 п.н. Доминировал аллель 141 
п.н. в исследуемые годы. В 2014 г. были выявлены аллели 129 
п.н. и 165 п.н., не наблюдаемые в предыдущие годы (табл. 2).

При исследовании локуса Afug51 геномной ДНК севрюги, 
выловленной в 2012-2014 гг., отмечено преобладание аллеля 
288 п.н. Локус был представлен 7 аллелями в 2013 и 2014 гг. 
с размерным диапазоном 252-292 п.н. и 256-292 п.н. соответ-
ственно, в 2012 г. наблюдали 8 аллелей (252-292 п.н.). Аллели 

268 п.н. и 272 п.н. были зарегистрированы у севрюги только 
в 2012 и 2013 гг. соответственно (табл. 3).

Высокий полиморфизм (11 аллелей) в 2014 г. проявил 
локус Afug41 с размерным диапазонам аллелей 193-237 п.н. 
В 2012 и 2013 гг. в локусе Afug41 было зафиксировано по 9 ал-
лелей с размерными диапазонами 197-245 п.н. и 193-241 п.н. 
соответственно. В 2014 г. в локусе доминировали аллели 213 
п.н., как и в 2013 г. В 2012 в локусе Afug41 преобладали алле-
ли 197 п.н. В 2012 и 2013 гг. у севрюги были отмечены редкие 
аллели 245 п.н. и 241 п.н. соответственно (табл. 4).

Локус AoxD165 характеризовался высоким полиморфиз-
мом (11 аллелей) у севрюги, выловленной в Северной части 
Каспийского моря в 2013 и 2014 гг. с аллельными рангами 
148-200 п.н. и 148-204 п.н соответственно. В 2012 г. у севрю-
ги данный участок ядерной ДНК был представлен 8 аллелями 
в  диапазоне 148-200 п.н. В 2014 г. в локусе AoxD165 домини-
ровал аллель 184 п.н., как и в 2012 году. В 2013 г. преобладали 
аллели 148 и 190 п.н. В 2014 г. были отмечены аллели 174, 192 
и 204 п.н., не наблюдаемые в 2012-2013 гг. (табл. 5). Данные 
о видоспецифичных аллелях согласуются с результатами, опи-
санными в работе Барминцевой и соавторов [19].

Анализ соответствия характера распределения частот гено-
типов равновесию Харди-Вайнберга по пяти локусам у севрю-
ги, выловленной в Северном Каспии в 2012 и 2014 г. не  выявил 
отклонений. В выборке 2013 г. отклонение от равновесия Хар-
ди-Вайнберга наблюдалось в локусе An20 (P<0,01) (табл. 6).

Эффективное число аллелей (Ne) ‒ показатель, характери-
зующий локусы по частоте встречаемости аллелей, было ниже, 

Год
Аллели локуса An20, п.н. Аллели локуса AoxD161-1, п.н.

129 137 141 145 149 153 165 169 177 181 304 308 312 316 320 324
2014 0,100 0,025 0,450 0,200 - 0,025 0,075 0,025 0,050 0,050 0,275 0,150 0,200 0,150 0,175 0,050
2013 - 0,031 0,625 0,125 0,063 - - 0,031 0,094 0,031 0,313 0,250 0,252 0,062 0,063 0,063
2012 - 0,033 0,667 0,067 - 0,033 - 0,067 0,100 0,033 0,375 0,188 0,250 - 0,125 0,063

Таблица 2. Распределение частот аллелей локусов An20 и AoxD161-1 в ядерной ДНК севрюги

Жирным шрифтом выделены частоты доминирующих аллелей

Год
Аллели, п.н.

252 256 264 268 272 276 280 284 288 292
2014 0,025 - 0,025 - - 0,025 0,050 0,150 0,650 0,075
2013 - 0,033 0,033 - 0,033 - 0,100 0,035 0,633 0,133
2012 0,067 0,100 - 0,033 - 0,033 0,033 0,067 0,567 0,100

Таблица 3. Распределение частот аллелей локуса Afug51 в ядерной ДНК севрюги

Жирным шрифтом выделены частоты доминирующих аллелей

Год
Аллели, п.н.

193 197 201 205 209 213 217 221 225 229 237 241 245
2014 0,050 0,075 0,025 0,125 0,025 0,325 0,175 0,100 0,050 0,025 0,025 - -
2013 0,029 0,176 - 0,147 0,059 0,294 - 0,088 0,059 0,118 - 0,029 -
2012 - 0,267 0,033 0,167 0,133 0,233 0,067 0,033 0,033 - - - 0,033

Таблица 4. Распределение частот аллелей локуса Afug41 в ядерной ДНК севрюги

Жирным шрифтом выделены частоты доминирующих аллелей

Год
Аллели, п.н.

148 164 168 172 174 176 178 180 184 188 190 192 196 200 204
2014 0,100 - 0,075 - 0,025 0,020 - 0,150 0,200 0,050 - 0,150 0,100 0,075 0,050
2013 0,188 0,031 - 0,031 - 0,031 0,063 0,125 0,150 0,063 0,188 - 0,094 0,031 -
2012 0,200 - 0,100 - - - - 0,167 0,233 0,067 0,167 - 0,033 0,033 -

Таблица 5. Распределение частот аллелей локуса AoxD165 в ядерной ДНК севрюги

Жирным шрифтом выделены частоты доминирующих аллелей



73

БИОРЕСУРСЫ И ПРОМЫСЕЛ

Журнал «Рыбное хозяйство», № 4, 2015 

чем абсолютное число аллелей (Na) на локус, во всех исследо-
ванных выборках (табл. 6). Эффективное число аллелей оце-
нивает величину, обратную гомозиготности, и представляет 
собой такое число аллелей, при одинаковой частоте которых в 
популяции гетерозиготность будет равна фактической. 

Во всех проанализированных выборках эффективное чис-
ло аллелей было ниже, чем абсолютное число аллелей на ло-
кус, что согласуется с результатами, полученными при иссле-
довании других видов животных и растений [9].

В локусе An20 наблюдаемая гетерозиготность (Ho) варьи-
ровала от 0,375 до 0,500, ожидаемая ‒ от 0,474 до 0,688 в ис-
следуемый период. Индекс фиксации Райта характеризовался 
отрицательным значением (Fis = -0,054) в 2012 г., свидетель-
ствующим об эксцессе гетерозигот, в остальных выборках ин-
декс фиксации Райта имел положительные значения, что сви-
детельствовало о дефиците гетерозигот (табл. 6).

В локусе Afug41 наблюдаемая гетерозиготность (Ho) 
варьировала от 0,786 до 0,909, ожидаемая – от 0,804 до 
0,848. Дефицит гетерозигот наблюдался только в 2012 г. 
(Fis=0,022), в остальных выборках наблюдался избыток ге-

терозигот (Fis = -0,055 (2013 г.) и -0,072 (2014 г.) (табл. 6).
В локусе Afug51 наблюдаемая гетерозиготность (Ho) ва-

рьировала от 0,571 до 0,727, ожидаемая ‒ от 0,572 до 0,599. 
Дефицит гетерозигот наблюдался только в выборке 2012 г. 
(Fis=0,047), эксцесс был выявлен по данному локусу в осталь-
ных исследуемых выборках 2013 и 2014 гг. (Fis = -0,092 и -0,250 
соответственно) (табл. 6).

В локусе AoxD165 наблюдаемая гетерозиготность (Ho) со-
ставила 0,824-0,929, ожидаемая гетерозиготность колебалась 
от 0,837 до 0,867 в выборках исследованных лет. Дефицит ге-
терозигот наблюдался только в выборке 2013 г. (Fis= 0,050), 
в выборках 2012 и 2014 гг. был отмечен избыток гетерозигот 
(Fis= -0,110 и -0,059 соответственно) (табл. 6).

В локусе AoxD161-1 наблюдаемая гетерозиготность (Но) 
принимала значения от 0,706 до 1,000, Не – от 0,742 до 0,855. 
Избыток гетерозигот наблюдался только в выборке 2012 г. 
(Fis= -0,347), в выборках 2013 и 2014 гг. был отмечен дефицит 
гетерозигот (Fis=0,174 и 0,048 соответственно) (табл. 6).

Индекс Гарза-Вильямсона (индекс М) у севрюги в локусе 
An20 составил 0,156-0,170 в выборках 2012, 2013 и 2014 го-

Локус Генетические показатели 2012 2013 2014

An20

N 14 16 19
Na 7 7 9
Ne 1,903 2,370 3,209
Ho 0,500 0,375 0,579
He 0,474 0,578 0,688
Fis -0,054 0,351 0,159

индекс М 0,156 0,156 0,170
HW ns 0,005** ns

Afug41

N 14 18 22
Na 8 9 11
Ne 5,091 6,353 6,585
Ho 0,786 0,889 0,909
He 0,804 0,843 0,848
Fis 0,022 -0,055 -0,072

индекс М 0,275 0,184 0,244
HW ns ns ns

Afug51

N 14 16 22
Na 7 7 7
Ne 2,497 2,338 2,390
Ho 0,571 0,625 0,727
He 0,599 0,572 0,582
Fis 0,047 -0,092 -0,250

индекс М 0,189 0,189 0,150
HW ns ns ns

AoxD165

N 14 17 22
Na 8 11 10
Ne 6,125 7,506 7,066
Ho 0,929 0,824 0,909
He 0,837 0,867 0,858
Fis -0,110 0,050 -0,059

индекс М 0,151 0,208 0,175
HW ns ns ns

AoxD161-1

N 8 17 22
Na 5 10 6
Ne 3,879 6,881 5,319
Ho 1,000 0,706 0,773
He 0,742 0,855 0,812
Fis -0,347 0,174 0,048

индекс М 0,238 0,435 0,286
HW ns ns ns

Таблица 6. Генетические показатели для микросателлитных локусов

Примечение: N ‒ число особей, Na – число аллелей, Ne – число эффективных аллелей, Fis – индекс фиксации Райта, Ho ‒ наблюдаемая гетерозиготность, Не – ожидаемая 
гетерозиготность, М – индекс Гарза-Вильямсона, HW – значимость нарушения равновесия Харди-Вайнберга, приведены: ** ‒ P<0,01, NS – различия не достоверны
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дов. В локусе Afug41 индекс Гарза-Вильямсона варьировал от 
0,184 до 0,275 в выборках исследованных лет. В локусе Afu51 
индекс М составил 0,150 – 0,189, в локусе AoxD165 севрюги он 
составил 0,151-0,208. В локусе AoxD161-1 индекс М был выше, 
чем с остальных локусах и колебался от 0,238 до 0,435. Низкое 
значение индекса M (ниже 0,7) во всех исследованных выбор-
ках свидетельствовало о прохождении популяции через фазу 
низкой численности и снижении генетического разнообразия.

Таким образом, фрагментный анализ ядерной ДНК севрюги, 
выловленной в Северном Каспии, показал генетическое разноо-
бразие по пяти микросателлитным локусам. Отмечены высокие 
уровни аллельного полиморфизма по микросателлитным локу-
сам An20, Afug41, Afug51, AoxD165, AoxD161-1 на фоне низкого 
уровня наблюдаемой гетерозиготности по двум локусам (An20, 
Afug51). Высокий уровень наблюдаемой гетерозиготности был 
отмечен по трем локусам (Afug41, AoxD165 и AoxD161-1). Отсут-
ствие дефицита гетерозигот наблюдалось в исследуемые годы 
в отдельных локусах (в 2012 г. – в An20, AoxD165 и AoxD161-1, 
в 2013 г. ‒ Afug41 и Afug51, в 2014 г. ‒ Afug4, Afug51 и AoxD165). 
Дефицит гетерозигог, выявленный у севрюги, был наиболее вы-
ражен в 2013 г. (по трем локусам An20, AoxD165 и AoxD161-1).

Расчет индекса фиксации Райта (Fis), отражающего ин-
бридинг особи относительно популяции, показал наличие 
близкородственного скрещивания и, как следствие, дефици-
та гетерозигот. Низкое значение индекса Гарза-Вильямсона 
во  всех исследованных выборках свидетельствовало о про-
хождении популяции через фазу низкой численности и сни-
жении генетического разнообразия.

Основной причиной возникновения выявленной ситуации 
в популяции исследованной севрюги Северного Каспия, веро-
ятно, является снижение интенсивности обмена генетическим 
материалом между локальными популяциями, вследствие 
снижения численности особей вида. Большой геологический 
возраст осетровых и стратегия выживания свидетельствуют 
о пластичности вида и наличии в организме осетровых рыб 
адаптационных возможностей, необходимых для длительно-
го существования.

Описанные в работе методы используются для ежегод-
ного мониторинга генетического разнообразия осетровых, 
включая севрюгу, в Каспийском море и могут применяться 
для паспортизации производителей аквакультуры.

Приведенные результаты исследований используются для 
оценки разнообразия севрюги в Каспийском море.
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The study of stellate sturgeon (Acipenser stellatus) genetic diversity in the northern Caspian Sea during 2012-2014
Makarova E.G., PhD, Kozlova N.V., PhD, Bazeljuk N.N., PhD − Caspian Research Institute for Fisheries, kaspiy-info@mail.ru

In the article, the results of stellate sturgeon genetic monitoring in the Northern Caspian Sea during 2012-2014 are presented. The low level of 
allelic diversity and deficiency of heterozygote are revealed. This probably testifies to the stage of "bottle neck" in the population developing.  
Key words: stellate sturgeon, microsatellite locus, observed and expected heterozygosity, the index of the Garza-Williamson, stage of 
"bottle neck"


