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АНОТАЦІЯ
Надана характеристика генетичної структури угруповання бичка-пісочника Neogobius fluviatilis (Pallas) в Хаджибейському лимані за поліморфними локусами біохімічних маркерів.

Досліджено 5 локусів, що кодує м’язові розчинні естерази у риб з локалітету Хаджибейського лиману. Виявлено поліморфізм для гену Es 2. Проведено аналіз динаміки частот алелей і генотипів за поліморфним локусом естерази 2 в 2018 р. в досліджуваному угрупованні. Проведено порівняльний аналіз частот виявлених генотипів за поліморфним локусом в угрупованні бичка-пісочника з Хаджибейському лимані з теоретично очікуваними, розрахованих згідно формулі Харді-Вайнберга.
Курсову роботу викладено на 37 сторінках друкованого тексту, вона містить 9 рисунків. Наведено посилання на 56 джерел літератури (48 кирилицею та 8 латиницею).
Ключові слова: Neogobius fluviatilis, популяції, генетична структура, поліморфні локуси
SUMMARY
The characteristic of the genetic structure of the group monkey goby Neogobius fluviatilis (Pallas) in Khadzhibey Estuary for polymorphic loci of biochemical markers.

5 investigated loci encoding soluble esterase muscular fish with localities Khadzhibey Estuary. Gene polymorphism was found for Es 2. The analysis of the dynamics of allele frequencies and genotypes for polymorphic locus esterase 2 in 2018 in the test grouping. A comparative analysis of genotype frequencies identified by the polymorphic locus of monkey goby Neogobius fluviatilis, grouping in the Khadzhibey Estuary of the expected theoretically calculated according to the formula Hardy-Weinberg equilibrium.

Course work is expounded on 37 pages, it contains 9 figures. It provides links to 56 references (48 cyrillic and 8 latinic).
Key words: Neogobius fluviatilis, populations, genetic structure, polymorphic loci
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Уявлення про гомогенність популяційно-генетичної структури багатьох морських риб, що володіють високим міграційним активністю, за останнє десятиліття істотно змінилися [Ovenden, 2015]. Молекулярно-генетичні популяційні дослідження з охопленням практично всього ареалу у таких видів, як атлантична тріска і атлантичний оселедець, показують складну картину просторової генетичної диференціації. Проведені в останній період дослідження популяційної структури різних видів риб за допомогою молекулярних маркерів спадкового поліморфізму показують складну картину просторової генетичної диференціацію, яка виявляється як за макрогеографічною, так у багатьох районах і за мікрогеографічної шкалою, але ступінь диференціації по нейтральним молекулярним маркерами дуже невелика [Nielsen, 2001; Beaumont, 1996]. Так само, генетична структура риб з меншою активністю щодо міграцій, також активно вивчається сучасною популяційною іхтіологією.

Хоча на цей час накопичено велику кількість даних щодо особливостей зміни  в таких умовах біології промислових видів риб, проте поза увагою залишилися види, без значного комерційного потенціалу, але відіграють суттєву роль в гідроекосистемах. До таких видів відноситься бичок-пісочник, який є ключовим елементом в трофічних екологічних ланцюгах водних екосистем та виступає як конкурент в боротьбі за трофічні ресурси з багатьма промисловими рибами регіону. Важливим завданням в популяційних дослідженнях риб, як і більшості інших організмів, залишається вибір молекулярних маркерів, які зручно використовувати для досліджень їх внутрівидової структури. Ферментні системи риб досить часто використовують як маркери в дослідженнях популяцій різних видів тварин. Цей підхід дозволяє виявити ступінь спорідненості між різними угрупуваннями, рівень можливостей адаптуватись  до різних екологічних чинників. Дослідження останніх років показали наявність значного діапазону варіантів молекулярних форм ферментів і інших білків в популяціях як риб так і інших представників живих царств [Коваль, 1986; Тимошкина, 2010; Міщук, 2017]. Кількість досліджень у даній галузі швидко зростає, що визначає появу нових генетичних проблем і шляхів їх вирішення, які посилено обговорюються за кордоном і у вітчизняній науці у зв'язку з вирішенням питань накопичення генетичного вантажу, пристосованості генотипів і співвідношення ролей різних факторів динаміки генетичної структури популяцій в підтримці виявленої значної молекулярної різноманітності [Cuveliers, 2011; Заморов, 2014]. 
Завдяки розвитку електрофоретичних методів дослідження білків у багатьох господарсько-цінних видів риб виявлені генетично детерміновані варіанти різних білкових (у тому числі ферментних) систем, що відкриває можливості нових підходів у вирішенні таких питань популяційної біології, як структура, динаміка, стійкість популяцій у часі [Richardson, 1986; Тоцький, 2008]. 
Метою даної роботи було вивчення генетичної структури за поліморфними локусами, які кодують множинні молекулярні форми біохімічних маркерів в угрупованні бичка-пісочника в Хаджибейському лимані в 2018 р. Для досягнення зазначеної мети вирішувалися наступні завдання:

1. Вивчити спектр множинних молекулярних форм естераз у бичків, яких було виловлено в Хаджибейському лимані.

2. Вивчити спектр множинних молекулярних форм міогенів у риб, яких було виловлено в 2018 р. в Хаджибейському лимані.

3. Провести кількісний та якісний аналіз спектру естераз і міогенів бичка-пісочника в угрупованні в Хаджибейського лиману.

4. Визначити частоти генотипів за поліморфними локусами у досліджуваному угрупованні риб, та порівняти їх з теоретично очікуваними частотами генотипів.

5. Проаналізувати генетичну мінливість угруповання бичка-пісочника в 2018 р. в Хаджибейському лимані.

Об'єкт дослідження – поліморфізм ферментних систем у риб. 

Предмет дослідження – генетична структура угруповання бичка-пісочника.


УЗАГАЛЬНЕННЯ

Вивчення електрофоретичного спектру естераз бичка-пісочника в  Хаджибейському лимані виявило в м’язових тканинах наявність 5 основних зон естеролітичної активності. Аналіз виявленого спектру дає можливість запропонувати наступну інтерпретацію даних: множинні молекулярні форми білків кожної зони, найбільш імовірно, кодуються своїми и аутосомними локусами Es1 – Es5. Наявність поліморфізму в угрупованні бичка-пісочника в Хаджибейському лимані в 2017-2018 рр., було виявлено для локусу, який кодує молекулярні форми естерази 2. За цим геном були виявлені 2 генопродукти тканинних розчинних естераз які достовірно відрізнялись за переміщенням в поліакриламідному гелі під час елекетрофорезу. Поліморфізм не було встановлено в інших виявлених локусах тканинних β-специфічних естераз.

Аналіз електрофоретичного спектра міогенів бичка-пісочника локалітету виявив велику кількість електроморф даної форми білків. Використовуючи загальноприйнятий в біохімічній генетиці підхід: «один ген – одна пофарбована зона гелю», у бичків з Хаджибейського лиману було нараховано 14 локусів, які кодували розчинні м’язові білки риб, при цьому нумерацію проводили за спаданням анодної рухливості поділюваних при електрофорезі білків. Поліморфізм в угрупованні бичка-пісочника в Хаджибейському лимані в 2018 р. за допомогою електрофоретичного дослідження було виявлено лише для локусу міогену 9.

Аналіз електрофореграм показав, що у риб з Хаджибейського лиману  S-алель локусу естерази 2 зустрічався з частотою 0,04, а другого алелю, який кодує більш рухому молекулярну форму естеролітичного ферменту – зустрічався значно частіше, з частотою 0,96. Виявлені частоти варіантів гену Es2 в 2018 році достовірно відрізнялись у риб між собою. За поліморфним локусом міогену 9 частота F–алелю в досліджуваному локалітеті бичка-пісочника була значно вищою за другий варіант гену, який кодував менш рухливий варіант розчинних м’язових протеїнів. Його частота в 2016 році становила 0,775 тоді як частота другого алелю складала 0,225. Виявлені показники зустрічальності варіантів генів достовірно відрізнялись один від одного в угрупованні риб в Хаджибейському лимані в 2018 році. Дослідження динаміки частот алелей за виявленими поліморфними локусами в локалітеті риб з Хаджибейського лиману в період 2017-2018 року показало, що в обидва роки досіджень не було виявлено суттєвих відмінностей в зустрічальності варіантів цих генів.

Аналіз частот генотипів за локусом Es 2  найчастіше в локалітеті в 2018 році  зустрічались  гомозиготи за F–алелем, частота яких складала 0,96. Гетерозиготи за цим локусом зустрічались з показником, який в цьому році складав 0,04. Гомозигот за алелем який кодує менш рухливу молекулярну форму естерази 2 при електрофоретичному розділенні в період досліджень виявлено не було. За локусом міогену 9 найвища частота зустрічальності серед риб в Хаджибейському лимані спостерігалась у гетерозигот. Гомозиготи за F–алелем, зустрічались рідше всього. Частоти гомозигот S/S в угрупованні бичка-пісочника що мешкало в 2018 році в акваторії лиману складали проміжне значення – 0,46.

Суттєвої різниці між виявленими частотами і теоретично очікуваними частотами генотипів розрахованими згідно з формулою Харді-Вайнберга показниками як за поліморфним локусом естерази 2 так і за міогеном 9 в досліджуваній вибірці бичка-пісочника виявлено не було. Отримані результати дають змогу вважати що проаналізоване угруповання є генетично рівноважним, отже на нього практично не діють фактори динаміки популяцій, або їх вплив мінімальний.

Аналіз поліморфності в угрупованні бичка-пісочника з акваторії Хаджибейського лиману показав, що цей показник за локусам м’язових  естераз складав 0,2 а за міогенами 0,07. Загальний рівень поліморфності угруповання за усіма проаналізованими генами склав в локалітеті в 2018 році 0,105. Рівень гетерозиготності в угрупованні бичка-пісочника з акваторії Хаджибейського лиману в 2018 році за локусами естераз склав 0,016, а за міогенами 0,033, середній рівень складав 0,028.  Обидва показники генетичної мінливості  в досліджуваному локалітеті риб були значно нижчими за звичний рівень мінливості в інших популяціях риб.

ВИСНОВКИ

1. Аналіз генетичної структури угруповання бичка-пісочника в Хаджибейському лимані в 2017-2018 роках за локусами розчинних тканинних естераз за допомогою електрофоретичного розділення в поліакриламідному гелі виявив наявність 5 основних зон естеролітичної активності. Молекулярні форми кожної зони кодуються власним геном. Поліморфізм було виявлено для локусу естерази 2.
2. Міогени бичка-пісочника в Хаджибейському лимані представлені великою кількістю молекулярних форм і кодується 14 локусами. Поліморфізм було виявлено для локусу міогену 9.
3. В досліджуваному локалітеті риб найчастіше зустрічались F алель за локусом естерази 2 і S алель за локусом міогену 9. 
4. Порівняння виявлених та очікуваних частот генотипів за поліморфними локусами, які розраховуються формулою Харді-Вайнберга, показало відсутність достовірної різниці між цими показниками в угрупуванні бичка-пісочника в Хаджибейському лимані в 2017-2018 р.
5. Частоти алелей за поліморфними генам  біохімічних маркерів в угрупованні бичка-пісочника в Хаджибейському лимані залишались стабільними протягом  періоду з 2017 по 2018 рік.
6. Генетична мінливість в досліджуваному угрупованні бичка-пісочника, яка оцінена за показниками гетерозиготності та поліморфності, в 2018 році була суттєво нижчою за середній рівень цих показників характерний для популяцій риб.
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