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Аннотация. В связи с продолжающимся интенсивным промыслом камчатского краба Paralithodes 
camtschaticus, его искусственное воспроизводство с последующим выпуском мальков является 
оптимальной стратегией для восстановления и поддержания промысловых запасов. Оценка эф-
фективности подобных мероприятий возможна с использованием генетических маркеров, таких 
как микросателлитные локусы. В ходе работы мы смогли выявить прямые генетические связи 
между матерями и потомками камчатского краба в ходе первого этапа работы по генетическому 
профилированию молоди в условиях искусственного разведения. Таким образом, мы можем оце-
нить вклад каждой материнской особи в генетические характеристики популяции, выпускаемой  
в естественные условия акватории залива Петра Великого.
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ВВЕДЕНИЕ
Вопросы воспроизводства ценных морских 

биоресурсов остро стоят с момента начала их 
промышленного освоения [1; 2; 3]. В полной 
мере это относится к воспроизводству камчат-
ского краба Paralithodes camtschaticus. Так, общий 
допустимый объем промысла камчатского краба 
в России на 2023 г. установлен в размере 28 777 т, 
из которых 16 087 т приходится на Дальний Вос-
ток [4]. Однако состояние его запасов не позволя-
ет увеличить объемы добычи в ближайшие годы, 
восстановить утерянные промысловые районы  
и стабилизировать численность промысловых 
особей от межгодовых многолетних колебаний. 

Так как глобальный перелов камчатского 
краба на всех традиционных районах промысла 
наблюдается не одно десятилетие, большинство 
стран, ведущих промысел, проводят многолет-
ние исследования по разработке технологий 
искусственного воспроизводства. Особое беспо-
койство вызывает продолжающийся ННН-про-
мысел, который фактически привел некоторые 
популяции камчатского краба к депрессии. Оп-
тимальной стратегией для восстановления при-
родных популяций и поддержания стабильной 
промысловой добычи будет искусственное вос-
производство вида с последующим выпуском 
мальков в естественную среду [5; 6; 7].

В России исследования по данной тематике 
привели к разработке биотехники получения 
малька краба в заводских условиях. К настояще-
му времени в ННЦМБ ДВО РАН готова к внедре-
нию опытно-промышленная технология полу-
чения жизнестойкой молоди камчатского краба  
и отрабатываются процедуры его выпуска в есте-
ственную среду обитания. Для оценки эффектив-
ности мероприятий по искусственному воспро-

изводству необходима методика учета. Наиболее 
перспективной методикой для этих целей явля-
ется применение генетических методов с просле-
живанием родственных линий производителей.

Процесс искусственного воспроизводства 
камчатского краба включает в себя несколько 
этапов:
1.  Вылов и содержание самок с икрой. 
2.  Получение и содержание личинок краба до 

стадии оседания.
3.  Выпуск самок краба в естественную среду оби-

тания после полного выхода личинок из икры.
4.  Адаптация малька краба для процедуры вы-

пуска в естественную среду обитания.
5.  Выпуск малька краба на специализирован-

ные полигоны в естественную среду обита-
ния, обеспечивающие высокую выживае-
мость в первые 2 года жизни.

Так как для искусственного воспроизводства 
отлавливаются дикие икронесущие самки кра-
ба, практически исключено влияние на гене-
тическое разнообразие природной популяции. 
После выхода личинок самки возвращаются  
в естественную среду обитания, что позволя-
ет свести к минимуму антропогенное воздей-
ствие. Тем самым соблюдаются принципы под-
держания промыслового стада, заложенные  
в правилах рыболовства, ограничивающие про-
мысел самок. Тем не менее, генетические мето-
ды мониторинга позволяют отслеживать раз-
нообразие производителей и потомства. Так, 
при наличии «генетического паспорта» каж- 
дой матери, мы можем оценить вклад особи  
в формирование искусственной популяции. 

Микросателлитные локусы хорошо зареко-
мендовали себя при изучении видов, использу-
емых в аквакультуре: они достаточно высоко-
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полиморфны для достоверной реконструкции 
структуры популяций и выявления связи ро-
дитель-потомок, дают высокую повторяемость 
результатов и просты в использовании при 
большом объеме выборки [8; 9]. Они позво-
ляют проследить процессы, связанные с изме-
нениями численности, такими как прохожде-
ние через бутылочное горлышко или эффект 
основателя, что наиболее часто случается при 
искусственном воспроизводстве; отслеживать 
количество родителей, что может значительно 
сказываться на половой структуре популяции.

В ходе эксперимента по искусственно-
му воспроизведению камчатского краба  
P. camtschaticus основной задачей генетиче-
ского исследования было не только провести 
анализ особей, выловленных в заливе Петра 
Великого, но и установить принадлежность по-
лученной молоди к определенной самке. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Методика получения малька камчатского 

краба подробно описана в литературе [6; 7]. 
Биологическим материалом для данной рабо-
ты послужили 20 икронесущих самок камчат-
ского краба Paralithodes camtschaticus. Самки 
крабов отлавливались водолазным способом. 
После добычи краба измерялся живой вес  
и ширина карапакса, пинцетом отбиралось не-
обходимое количество икры и, после оконча-
ния выклева личинок из икры, перед линькой, 
отрезался маленький кусочек фаланги вместе 
с содержимыми тканями, после этого самка 
отпускалась в естественную среду обитания. 
Полученные образцы помещались в пробирку 
с 96% этанолом и хранились при температуре 
–20 °C. Выделения геномной ДНК проводили 
с использованием двух методов: HotShot [10] 
с последующей амплификацией и с использо-
вание спин-колонок с оксидом кремния (на-
бор для выделения геномной ДНК из морских 
беспозвоночных OMEGA D3373-01; Biotec).

Микросателлитные праймеры, выбранные 
для анализа, являются как видоспецифичны-
ми для камчатского краба (PCA100, PCA101, 
PCA103, PCA104, PCA107 [11]), так и разра-
ботанными для близкородственного синего 
краба Paralithodes platypus (LOCUS 29, LOCUS 
35, LOCUS 44 [12]. Все использованные прай-
меры были помечены одним из четырех флуо-
ресцентных красителей: ROX, 6FAM, R6G или 
TAMRA (компания «Синтол», Россия).

В состав реакционной смеси для ПЦР, объе-
мом 10 мкл, входили следующие компоненты:  
2,2 мкл деионизированной H2O, 5 мкл 2X 
Green MM Thermo ПЦР микс, 1,25 мкл 10 мМ 
раствора прямого и обратного праймеров,  
а также 0,3 мкл (30ng) раствора геномной ДНК.

Для проведения реакции использовали ПЦР 
программу:

денатурация – 1,5 мин. при температуре  
95 °С; 32 цикла: плавление – 10 сек. при тем-
пературе 95°С, отжиг праймеров – 30 сек. при 
температуре 55 или 60°С, элонгация – 1 мин. 
при температуре 72 °С; финальная элонгация – 
5 мин. при температуре 72 °С; финальное удер-
жание при температуре 4 °С.

Фрагментный анализ микросателлитных ло-
кусов проводили на секвенаторе ABI3130 (Applied 
Biosystems) с последующей визуализацией в про-
грамме GeneMapper ver. 5.0 (Applied Biosystems).

Последующая статистическая обработка 
полученных результатов проводилась с исполь-
зованием программ GenAIEx 6.5 [13], MICRO-
CHECKER v.2.2.3 [14], GenePop 4.2 [15], Arlequin 
ver. 3.5 [16]. Для анализа потомства камчатско-
го краба использовали COLONY v2 [17].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЯ
В результате анализа микросателлитных 

локусов у самок камчатского краба не было об-
наружено нулевых аллелей или неравновесия 
по сцеплению. В среднем на один локус прихо-
дится по 10,4 аллелей и 5 приватных аллелей 
(табл. 1). Все исследованные локусы оказа-
лись высокополиморфными. Средняя наблю-
даемая гетерозиготность оказалась несколько 
ниже ожидаемой (0,69 и 0,76), но находится в 
рамках показателей для популяций камчатско-
го краба [11; 18; 19; 20], которая варьирует от 
0,5 до 0,9 и в среднем составляет 0,82. 

При анализе оплодотворенной икры были 
обнаружены от 3 до 19 дополнительных аллелей 
на локус, которые связаны с мужскими особями, 
участвовавшими в оплодотворении. Наличие 
подобных аллелей позволило более точно ассо-
циировать молодь и материнские особи.

Все генетические показатели полученной 
молоди оказались ниже показателей роди-
тельских особей, даже при сравнении только 
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одинакового набора локусов. Среднее значе-
ние количества аллелей на локус по 4 иссле-
дованным праймерам составило 6 аллелей  
у потомков против 8,75 у матерей, ожидаемая  
и наблюдаемая гетерозиготность потомков 
была почти идентична (0,616 и 0,618 у мальков 
против 0,708 и 0,664 матерей, соответствен-
но), но находилась в пределах видовых показа-
телей. При этом наблюдалось смещение частот 
аллелей (рис. 1а) или появление аллелей, ко-
торые не были зафиксированы у материнских 
особей, но наблюдались у отцовских (рис. 1б). 

Выращенные мальки содержались в 3-х ван-
нах, и нам были известны генотипы самок, 
чье потомство было выпущено в конкретную 
ванну. Но в связи с тем, что потомство от раз-
ных самок выращивалось совместно, отсут-
ствовала четкая ассоциация мать-дети. Анализ 
принадлежности мальков к самке проводился 
в программе COLONY v2, которая, к сожале-
нию, не учитывает присутствие известных нам 
отцовских аллелей. При смешенном анализе 
потомства (не учитывались ассоциации ван-
на-потенциальные матери), нам удалось четко 
разделить всех мальков на две группы, соглас-
но номеру ванны. Также, в результате анали-
за, некоторые особи (8 и 13, а также 17, 21, 
27) имели идентичные генотипы, что может 
быть связано как с недостаточной разрешаю-
щей способностью 4-х выбранных локусов, так  
и случайными причинами. 

Всего было выделено 12 групп потомков  
и в среднем на самку приходилось по 3-5 мальков. 
При этом у трех самок вообще не было обнару-
жено потомства. Это может быть связано со слу-

чайными факторами, например, потомки этих 
самок могли оказаться на дне фалькона с моло-
дью и не попали в случайную выборку. С другой 
стороны, у самок камчатского краба наблюдается 
чередование лет с разным количеством отклады-
ваемой «наружной» икры [21], то есть год с боль-
шим количеством икры может сменяться годом  
с меньшим количеством. При этом прослежива-
ется связь между минимальным и максимальным 
количеством «наружной» икры и определенными 
возрастными группами у самок.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В ходе выполнения первого этапа работы 

по генетическому профилированию молоди 
камчатского краба в условиях искусственно-
го разведения, мы смогли установить четкую 
генетическую связь между матерями и их по-
томками. Таким образом, мы можем оценить 
вклад каждой материнской особи на генетиче-
ские характеристики популяции, выпускаемой 
в природную среду акватории Залива Петра 
Великого. Микросателлитные локусы позво-
ляют идентифицировать родительские особи, 
выявить дополнительные аллели, полученные 
от отцов, что в дальнейшем сделает возмож-
ным проведение мониторинга выживаемости 
особей при искусственном воспроизведении  
и оценку влияния искусственного выращивания 
на природные популяции камчатского краба. 

Работа выполнена при поддержке гранта 
РНФ 21-74-30004 и ООО «Антей».
Авторы заявляют об отсутствии конфликта интере-
сов. Вклад в работу авторов: Бондарь Е.И. – подготовка 

Таблица 1. Генетическая изменчивость самок камчатского краба Paralithodes 
camtschaticus по 8 локусам микросателлитной ДНК, где N – количество проанализи-
рованных особей, Na – число аллелей на локус, Ne – эффективное число аллелей,  
I – информационный индекс Шеннона, Ho – наблюдаемая гетерозиготность,  
He – ожидаемая гетерозиготность / Table 1. Genetic diversity of female red king crab 
Paralithodes camtschaticus studied using 8 microsatellite loci, where N is the number  
of analyzed individuals, Na is the number of alleles per locus, Ne is the effective number 
of alleles, I is the Shannon information index, Ho is the observed heterozygosity,  
He is the expected heterozygosity

Локус N Na Ne I Ho He
PCA103 20 9,000 4,124 1,713 0,800 0,758
PCA100 17 10,000 6,283 2,026 0,706 0,841
LOCUS 44 20 6,000 1,717 0,902 0,300 0,418
LOCUS 35 20 10,000 5,442 1,979 0,850 0,816
PCA104 20 13,000 8,421 2,306 0,800 0,881
PCA107 20 17,000 11,268 2,631 0,850 0,911
PCA101 18 13,000 9,000 2,383 0,944 0,889
LOCUS 29 10 5,000 2,326 1,102 0,300 0,570
Среднее 18,12 10,375 6,072 1,880 0,694 0,760
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и написание статьи, постановка эксперимента, стати-
стический анализ, Масленников С.И. – написание ста-
тьи, содержание самок и получение малька краба, отбор 
биологического материала, Батищева Н.М.– постанов-
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