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Проведено порівняльний аналіз еколого-генетичних змін генетичної структури по-
пуляцій білого та строкатого товстолобиків за чотирма праймерами (CTC)6 C, 
(GAG)6 C, (AGC)6 G, (AGC)6 C. Середнє значення кількості алелей на локус (Na) у білого 
та строкатого товстолобиків було на рівні 45,7 і 42,7. У строкатих товстолобиків 
найбільша кількість ампліконів та найвище значення ефективної кількості алелей 
на локус спостерігалось за праймером (AGC)6 C, де значення становили 62 і 15,4 від-
повідно. Найменш поліморфним за кількістю ампліконів на локус виявився праймер 
(CTC)6 C, де значення становило 29. За дослідженими чотирма праймерами у дослі-
дженій групі ефективна кількість алелей на локус коливалася від 6,3 до 15,4. У біло-
го товстолобика найбільша кількість ампліконів та найвище значення ефективної 
кількості алелей на локус спостерігалися за праймером (GAG)6 C і становили 57 і 18,5 
відповідно. Найменш поліморфним за кількістю ампліконів на локус виявився праймер 
(CTC)6 C,де значення становило 34. За дослідженими чотирма праймерами ефективна 
кількість алелей на локус коливалася від 6,3 до 18,5. Проведений порівняльний аналіз 
еколого-генетичних змін дав можливість вивчити генетичну мінливість білого та 
строкатого товстолобика на популяційному рівні. Крім специфічних ампліконів, були 
виявлені унікальні ДНК-фрагменти, притаманні популяціям на рівні виду. Впродовж 
цієї роботи виявлені специфічні «видові» і «популяційні» поліморфні ISSR-маркери 
дають змогу використовувати їх як основи для подальших всебічних досліджень для 
молекулярного маркування на популяційному рівні та для встановлення філогенетичних 
зв’язків, геномного профілю виду, а також моніторингу генетичної структури риб, а й 
загалом для збереження біорізноманіття. Оптимізований ISSR-метод може слугувати 
ефективним інструментом для подальших генетичних досліджень популяцій білого та 
строкатого товстолобиків. Одержані результати дають можливість контролювати 
селекційно-племінну роботу в процесі відтворення генофонду наявних популяцій риб. 
Для підвищення ефективності селекційно-племінної роботи та контролю біорізноман-
ніття доцільно використовувати генетичні маркери, які мають високу специфічність 

до окремих фрагментів ДНК риб.
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ВСТУП

Антропогенні зміни навколишнього 
середовища створюють абсолютно нові 
екологічні умови для природних співтова-
риств. У зв’язку з цим складним завданням 
є наукова оцінка біологічних і генетичних 
наслідків антропогенного тиску, прогноз 
можливих генетичних змін збереження на 
планеті біологічного розмаїття. Такий про-
гноз можливий тільки на базі фундамен-

тальних знань у галузі загальної генетики, 
теорії мутагенезу, популяційної та еколо-
гічної генетики [1].

Впродовж довгого часу селекційно-
племінна робота у рибоводних господар-
ствах ведеться без чітко спрямованої стра-
тегії, селекція спрямована на різні напрями 
використання цього виду з метою гібри-
дизації. Отже, така різнопланова селекція 
накладає відбиток на генетичну структуру 
популяцій. Для виявлення відмінностей 
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між популяціями користуються основними 
популяційно-генетичними характеристи-
ками, такі як: частоти алелей, теоретично 
очікувана та фактична гетерозиготності,  
а також генетичні дистанції [2].

Важлива роль у вирішенні проблеми 
раціонального використання природних 
ресурсів внутрішніх водойм відводиться 
рослиноїдним рибам. Для акліматизації 
вони були обрані для оптимального ви-
користання природної кормової бази, яка 
не повністю споживалась рибами водойм 
України.

На сучасному етапі ефективна селек-
ційно-племінна робота у рибництві ба-
зується на новітніх науково-методичних 
підходах, що включають у себе широке 
застосування молекулярно-генетичних та 
статистичних методів. Саме такі підходи 
здатні врешті-решт забезпечити більш 
глибоке розуміння генетичних процесів у 
штучних популяціях [3].

В останні роки у генетиці знайшли за-
стосування нові молекулярні маркери — 
фрагменти ДНК відповідних нуклеотидних 
послідовностей, які входять безпосередньо 
до складу структури гену, або зчеплені з 
ним. Слід наголосити, що молекулярно-
генетичний аналіз товстолобика дає змогу 
встановити зміни на популяційному рівні, 
який є інтегральним показником дії різ-
них природних факторів на геном риб [4]. 
Особливе значення має аналіз генетичної 
структури товстолобика, вирощеного у 
внутрішніх водоймах, екологічний стан 
яких часто змінюється.

Генетично обґрунтовані методи оцінки 
структури популяції та її корекції дають 
можливість оптимізувати селекційний 
процес та адаптацію риб до змін умов се-
редовища. Сьогодні для дослідження ге-
нетичної структури риб описана значна 
кількість поліморфних мікросателітних 
локусів ДНК [5–7].

Ефективним методом у цьому аспекті 
є використання ISSR-маркерів. Ці ДНК-
маркери дають змогу ефективно визначи-
ти генетичні відмінності між популяціями, 
встановлювати різницю в генотипах окремих 
особин та походження племінного матеріалу 

різних видів біологічних організмів [8]. По-
рівняльний аналіз генетичної структури з 
використанням різних типів маркерів важ-
ливий для виявлення змін у процесі адап-
тації та для вирішення питань породного 
районування різних видів риб [9].

До основних переваг ISSR-маркерів від-
носиться швидкість проведення аналізу та 
низька собівартість досліджень. Виявлені 
послідовності ДНК можуть бути частиною 
так званих геноспецифічних локусів. Отри-
мані ПЛР-продукти є видоспецифічними 
[10].

Метою цієї роботи є вивчення еколого-
генетичних особливостей білого (Hypo-
phtalmichthys molitrix) та строкатого 
(Aris tichthys nobilis) товстолобиків за ви-
користання ISSR ДНК-маркерів.

АНАЛІЗ ОСТАННІх ДОСЛІДжЕНЬ  
І ПУБЛІКАцІй

Рослиноїдним рибам належить важлива 
роль у вирішенні проблеми раціонального 
використання природних ресурсів внут-
рішніх водойм. Для акліматизації вони 
були обрані за принципом використання 
природної кормової бази, яка не повністю 
використовувалась рибами водойм євро-
пейської частини колишнього СРСР [11; 
12]. Для сталого розвитку рибного госпо-
дарства у внутрішніх водоймах виключно 
велике значення має промислове освоєння 
далекосхідних рослиноїдних риб, як най-
більш перспективних об’єктів для вселення 
у водойми різного типу та призначення. Іс-
тотне підвищення продуктивності водойм 
можливе при реконструкції іхтіофауни, 
що склалася, та введенні в її склад цінних 
у харчовому та біологічному відношенні 
об’єктів, якими є рослиноїдні риби, котрі 
здатні найбільш повно та ефективно ви-
користовувати природні кормові ресурси 
водойм. У господарствах України одним 
із важливих об’єктів товарного рибництва 
є білий і строкатий товстолобики. Білий 
товстолоб є цінним об’єктом аквакультури, 
у зв’язку із характером харчування, з огля-
ду на економічну складову вирощування. 
Строкатий товстолобик, хоча і не є винят-
ково рослиноїдною рибою (в його харчу-
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ванні істотне місце займають дрібні форми 
зоопланктону), проте представляє для риб-
ного господарства не менший інтерес, ніж 
білий товстолобик [13]. Рослиноїдні риби, 
займаючи особливе місце в аквакультурі, 
на ринку не володіють високою конку-
рентоспроможністю. Тим не менше, білий 
та строкатий товстолобики мають висо-
ку харчову цінність, хороші технологічні 
властивості. Білки цих риб містять повний 
набір амінокислот, поліненасичені жирні 
кислоти (омега-3), мінеральні елементи, 
водо- та жиророзчинні вітаміни [14]. Оцін-
ка генетичної структури стад товстолоби-
ків та її корекція в конкретних умовах ви-
рощування дає можливість оптимізувати 
селекційний процес та адаптацію до змін 
умов середовища. Ефективним методом 
у цьому аспекті може стати використання 
ДНК-маркерів [15]. Порівняльний аналіз 
генетичної структури з використанням різ-
них типів маркерів є важливим для вияв-
лення систем, найбільш залучених до про-
цесів диференціації та вирішення окремих 
питань генетики [16].

Нині для дослідження генетичної 
структури товстолобика описано значну 
кількість поліморфних локусів ДНК [17].

МАТЕРІАЛИ  
ТА МЕТОДИ ДОСЛІДжЕНЬ

Відібрано зразки крові у груп строкато-
го (Aristichthy nobilis) та білого товстоло-
биків (Hypophtalmichthys molitrix) ДВСРП 
«Лиманське» Харківської обл., (n=40) за 
2019 р. Зразки крові відібрано з хвостової 
вени згідно з методикою з наступною кон-
сервацією.

Тотальну ДНК було виділено за стан-
дартною методикою, за використання на-
бору DNA-Go (BioLabTech LTD) згідно з 
рекомендацями виробника та зберігали за 
t=20°С.

Породоспецифічні особливості гене- 
тичної структури товстолобиків досліджу-
вали за використання ІSSR-PCR маркерів. 
У роботі використано праймери з трину-
клеотидною коровою частиною і якірною 
з одного нуклеотиду (CTC)6C, (AGC)6C, 
(AGC)6G, (GAG)6C [18].

Полімеразну ланцюгову реакцію (ПЛР) 
було проведено в ампліфікаторі «Master-
cycler» (Eppendorf) з використанням на-
бору TermoScientific DreamTag Green PCR 
Master Mix (2X). Реакцію проводили в та-
кому режимі: перший етап — денатурація  
2 хв за 95°С; наступні 35 циклів: денатура-
ція — 30 с за 94°С, відпал — 30 с за 58°С, 
синтез — 2 хв за 72°С; третій етап — термі-
нальна елонгація 10 хв за 72°С; четвертий 
етап — охолодження за 4°С. Продукти ПЛР 
аналізували методом електрофорезу, який 
проводили у 2% агарозному гелі. Візуалі-
зацію фрагментів ДНК проводили в уль-
трафіолетовому випромінюванні на тран-
сілюмінаторі Lirber Lourmat (Франція) за 
використання барвника бромистого етидію 
(0,5 мкг/мл гелю) з фіксуванням електро-
фореграм цифровою камерою Canon EOS 
450D (Японія). Визначення генотипів 
зразків здійснювали за використання мар-
керу молекулярних мас 1-кb DNA Ladder  
(Gibco BRL) (Україна).

Довжини алелей визначали за допомо-
гою програми Totallabb v.2.01 [19]. Для ста-
тистичної обробки результатів по кожному 
із спектрів були складені бінарні матриці, 
де відсутність чи присутність у зразку амп-
ліфікованого фрагмента позначали відпо-
відно “0” і “1”.

На основі бінарної матриці для кожної 
вибірки обраховували такі параметри: чис-
ло локусів (N), частоту алеля кожного на 
локус та очікувану гетерозиготність (Нe) 
розраховували за допомогою налаштуван-
ня в програмі MSExcel2010 — GenALex 
v.6.5 [20]. Ефективне число алелей на ло-
кус (ne), очікувану гетерозиготність (Нe), 
обчислювали за загальновідомими мето-
диками [21].

РЕЗУЛЬТАТИ ТА Їх ОБГОВОРЕННЯ

Популяційно-генетичні зміни є інтег-
ральним показником дії різних факторів 
на геном риб, тому особливе значення має 
аналіз генетичної структури у селекції риб, 
вирощених у внутрішніх водоймах, еколо-
гічний стан яких часто змінюється.

Проведений порівняльний аналіз гене-
тичної структури строкатого і білого тов-
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столобиків у ДВСРП «Лиманське» за ви-
користання чотирьох праймерів: (CTC)6C, 
(GAG)6C, (AGC)6G, (AGC)6C.

Розраховано показники, що характери-
зують генетичний поліморфізм строкатих 
товстолобиків за обраними ISSR — локу-
сами (табл. 1).

У результаті аналізу поліморфності за 
локусами виявлено 183 алельних варіанти. 
Отримані результати показали, що марке-
ри мають високий ступінь поліморфізму 
(рис.).

Середнє значення алелей на локус — 
45,7. Найбільша кількість ампліконів та 
найвище значення ефективної кількості 
алелей на локус спостерігалось за прайме-
ром (AGC)6C і становили 62 і 15,4 відпо-
відно. Найменш поліморфним за кількіс-
тю ампліконів на локус виявився праймер 
(CTC)6C.

Згідно із результатами досліджень, 
ефективна кількість алелей на локус ко-
ливалася у межах 6,3–15,4.

Отже, з точки зору кількості ефектив-
них алелей на локус, усі досліджувані мар-
кери є високополіморфними.

Були проведені розрахунки фактич-
ної гетерозиготності за цими праймерами. 
Найменше значення фактичної гетерози-
готності (Н0) спостерігається за прайме- 
ром (AGC)6C та сягає 0,715, а найвища ге-
терозиготність (0,803) зафіксована за прай-
мером (AGC)6G. Середнє значення фак-
тичної гетерозиготності становить 0,760.

Найбільш очікувана гетерозиготність 
(Нe) спостерігалась за праймером (AGC)6G 
і сягала 0,943, найменше значення очіку-
ваної гетерозиготності було за праймером 
(CTC)6C — 0,842. Середнє значення очі-
куваної гетерозиготності за чотирма прай-
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Таблиця 1. Показники генетичного поліморфізму у строкатого товстолобика

Праймер Розмір ампліконів (п.н.) Кількість алелей ne Н0 Нe Fis

(CTC)6C 300–1120 29 6,3 0,764 0,842 0,093

(GAG)6C 200–700 44 1,1 0,758 0,906 0,163

(AGC)6G 180–560 48 5,1 0,803 0,943 1,174

(AGC)6C 230–1500 62 15,4 0,715 0,935 0,235

Середнє (Na) 45,7 6,97 0,760 0,906 0,416

Електрофоретичний спектр ампліконів у строкатого товстолоба (ISSR-PCR), отриманий за 
використання праймеру (АGC)6C — доріжки № 1–9; маркер молекулярної ваги — 10; за ви-
користання праймеру (АСС)6G — доріжки № 11–20

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20



102 agroecological  journal • no. 1 • 2021

мерами становило 0,906. Щодо високого 
рівня генетичної мінливості свідчить висо-
ке значення середньої гетерозиготності. За 
всіма праймерами очікувана гетерозигот-
ність більша за фактичну. Отже, в даному 
стаді присутнє явище інбридингу.

Згідно з індексами фіксації, за якими 
можна виявити та оцінити переважання 
гетерозигот у популяції за чотирма прай-
мерами спостерігалось переважання го-
мозигот, оскільки коефіцієнт інбридингу 
коливався в межах 0,093–0,235.

Середній індекс фіксації становить 
0,416, що також свідчить про переважання 
гомозигот над гетерозиготами в дослідже-
ній популяції.

Водночас були розраховані показни-
ки, що характеризують генетичний полі-
морфізм білих товстолобиків за обраними 
ISSR — локусами (табл. 2).

У результаті аналізу поліморфності за 
локусами виявлено 171 алельний варіант. 
Отримані результати показали, що маркери 
мають високий ступінь поліморфізму.

Середня значення алелей на локус — 
42,7. Найбільша кількість ампліконів та 
найвище значення ефективної кількості 
алелей на локус спостерігалось за прайме-
ром (GAG)6C і становили 57 і 18,5 відпо-
відно. Найменш поліморфним за кількі-
стю ампліконів на локус виявився праймер 
(CTC)6C, результати якого сягали 34 і 
6,8.

Згідно із дослідженими праймерами, 
ефективна кількість алелей на локус ко-
ливалася у межах 6,3–18,5, що зумовлює 
до високополіморфних маркерів.

Були проведені розрахунки фактич-
ної гетерозиготності за цими праймерами. 

Найменше значення фактичної гетерози-
готності (Н0) спостерігається за праймером 
(GAG)6C та становить 0,566, а найвища ге - 
терозиготність 0,803 зафіксована за прай-
мером (AGC)6С. Середнє значення фак-
тичної гетерозиготності становить 0,669.

Найбільш очікувана гетерозиготність 
(Нe) спостерігалась за праймером (GAG)6C 
і становила 0,946, найменше значення очі-
куваної гетерозиготності було за прайме-
ром (AGC)6G — 0,841. Середнє значен- 
ня очікуваної гетерозиготності за чотирма 
праймерами становило 0,603. Про висо-
кий рівень генетичної мінливості свідчить 
високе значення середньої гетерозигот- 
ності.

За всіма праймерами очікувана гетеро-
зиготність більша за фактичну. Отже, в 
цьому стаді присутнє явище інбридингу.

Згідно із значеннями індекса фіксації 
(Fis) за чотирма праймерами спостеріга-
лось переважання гетерозигот, оскільки 
коефіцієнт інбридингу коливався в ме жах 
0,125–0,402. Середній індекс фіксації ста-
новить 0,249, що також свідчить про пере-
важання гомозигот над гетерозиготами в 
дослідженій популяції.

Отже, проаналізовані праймери є інфор - 
мативними для аналізу генетичної струк-
тури товстолобиків, оскільки молекуляр-
ні маркери вважаються корисними для 
досліджень генетичного поліморфізму у 
випадках, коли середнє значення гетеро-
зиготності знаходиться в діапазоні 0,3–0,8 
[22]. Проведені дослідження свідчать щодо 
ефективності використання обраних прай-
мерів для популяційно-генетичного ана- 
лізу та індивідуальної ідентифікації по-
пуляції.

Таблиця 2. Показники генетичного поліморфізму у білого товстолобика

Праймер Розмір ампліконів (п.н.) Кількість алелей ne Н0 Нe Fis

(CTC)6C 300–1700 34 6,8 0,678 0,861 0,219

(GAG)6C 250–1300 57 18,5 0,566 0,946 0,402

(AGC)6G 270–690 37 6,3 0,632 0,841 0,249

(AGC)6C 250–1400 43 12,2 0,803 0,918 0,125

Середнє (Na) 42,7 10,9 0,669 0,891 0,249
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Таким чином, використання молеку-
лярно-генетичних маркерів для досліджень 
генетичної структури популяції наразі є 
найбільш інформативним і виправданим з 
точки зору реалізації мети.

Молекулярно-генетичні механізми фор - 
мування генетичної структури в багатьох 
випадках, ймовірно, зумовлені історією 
формування популяцій риб та впливом 
факторів добору. Внаслідок процесів, що 
відбуваються на мікроеволюційному рівні 
зміни генетичної структури спричинюють 
макроеволюційні явища.

ВИСНОВКИ

Досліджені племінні стада строкатого 
(Hypophtalmichthys nobilis) та білого (Hypo-
phtalmichthys molitrix) товстолобиків харак-
теризуються специфічними особливостями 
їх генетичної структури. Мікросателітні 
локуси ДНК, обрані для вивчення полімор-
фізму мають різний рівень поліморфізму.

Встановлено, що у результаті мікроево-
люційних процесів під впливом екологіч-
них змін (природний та штучний добір) 
сформувався своєрідний генофонд та 
генетична структура. Зокрема, спостері-
гався підвищений рівень генетичного по-
ліморфізму в строкатого товстолобика за 

середньою кількістю ідентифікованих амп-
ліконів 45,7 проти 42,7 у популяції білого. 
Також у останнього найбільша кількість 
ампліконів та найвище значення ефектив-
ної кількості алелей на локус спостерігали-
ся за праймером (GAG)6C і становили 57 
і 18,5 відповідно. Найменш поліморфним 
за кількістю ампліконів на локус виявився 
праймер (CTC)6C, де значення становили 
34 та 6,8. За дослідженими чотирма прай-
мерами, ефективна кількість алелей на ло-
кус коливалася у межах 6,3–18,5.

Проведений порівняльний аналіз еко-
лого-генетичних змін дав змогу вивчити 
генетичну мінливість білого та строкато-
го товстолобиків на популяційному рівні. 
Крім специфічних ампліконів, були вияв-
лені унікальні ДНК-фрагменти, притаман-
ні популяціям на рівні виду.

Окрім того, виявлені під час цієї робо-
ти специфічні «видові» і «популяційні» 
поліморфні ISSR-маркери дають можли-
вість використовувати їх як основи для по - 
дальших всебічних досліджень для моле-
кулярного маркування на популяційному 
рівні та для встановлення філогенетичних 
зв’язків, геномного профілю виду, а також 
моніторингу генетичної структури риб, а й 
загалом для збереження біорізноманіття.
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