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Введение  
Длиннопалый рак Astacus leptodac-

tylus (Eschscholtz,1823) входит в автохтон-
ную фауну Понто – Каспийского бассейна, 
эволюция которого тесно связана с  истори-
ей третичного внутреннего моря – Пара-
тетиса, разбившимся на бассейны солоно-
ватой и пресной воды в неогене, и оледене-
нием, произошедшим в плейстоцене [5]. 
Центр видообразования европейских реч-
ных раков находился в Понто-Каспийском 
бассейне. Кроме того, семейство Astacidae, 
по- видимому, исторически сформирова-
лось на данной территории, на что указы-
вают и генетические исследования видов  
[8].  Несмотря на длительную историю ис-
следований, систематика европейских, в 
том числе каспийских речных раков на се-
годняшний день не является устоявшейся и 
находится в состоянии постоянного изме-
нения на протяжении многих десятилетий. 
Только во второй половине двадцатого века 
было предпринято пять попыток таксоно-
мических ревизий европейских видов реч-
ных раков [ 9, 10]. Некоторые из них, без со-
мнения, являются комплексами видов, среди 
которых наиболее проблематичным  до сих 
пор остается   Astacus leptodactylus. Он явля-
ется  очень пластичным с морфологической, 
экологической, физиологической и эволюци-
онной точек зрения видом  [10, 14]. Пред-
ставлены множество доказательств [6] для 
выделения понто-каспийских раков из рода 
Astacus в род Pontastacus в соответствии с 
Боттом [7].Cчитается, что группа длиннопа-
лых раков (Astacus leptodactilus) включает в 

себя все виды рода Pontastacus [2]. Однако 
этот вопрос до сих пор остается открытым, 
хотя в научной литературе для обозначения 
родов уже используются термины Caspiasta-
cus и  Pontastacus. 

 
Материалы и методы  
Материалом для генетических иссле-

дований послужили особи Astacus lepto-
dactylus, собранные летом  2011 г. вдоль за-
падного побережья Каспийского моря, 
включая Килязинскую косу, Абшеронский 
полуостров и Прикуринский район. Сбор 
материала и их морфологический анализ 
осуществлялся по общепринятой методике 
в гидробиологических исследованиях. Соб-
ранные пробы для морфометрического ана-
лиза были фиксированы  в  растворе 4% 
формалина, а  свежие образцы раков  дер-
жали в холодном ледяном контейнере и 
доставляли  в лабораторию, где  были со-
хранены в  90% этаноле для выделения ге-
номной  ДНК из целого организма, предва-
рительно удалив хитиновый покров. Таксо-
номическая идентификация проводилась по 
определителям [3,4]. Выделение ДНК было 
проведено по методу Мор и Майер [12]. 
ДНК, используемая в исследованиях, была 
выделена из 30 образцов Astacus lepto-
dactylus, по 10 особей с каждой популяции 
(Килязинская, Абшеронская и Прикурин-
ская). Образцы ДНК были выделены из це-
лого организма и для очистки  геномной 
ДНК  использована Кит (Wizard Genomic 
DNA Purification Kit), произведенной ком-
панией Promega. Количество ДНК измеря-
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лось путем  чтения поглощений при  260 
нм, а чистота ДНК была проверена путем 
вычисления соотношения значений оптиче-
ской плотности при 260 нм и 280 нм.  Ис-
следования генетической изменчивости и 
генетического расстояния между отдель-
ными популяциями (Килязинской, Абше-
ронской и Прикуринской) Astacus lepto-
dactylus были проведены с помощью ана-
лиза ПЦР (полимеразная цепная реакция) 
амплификации со случайным амплифици-
рованным полиморфной ДНК (RAPD). В 
анализах были использованы двадцать 10-
мерных случайных праймеров (Operon 
Technologies, США). Стандартную ПЦР-
реакцию проводили в MJ Research Peltier – 
Термоциклере (PTC-200) в 20 мкл реакци-
онной смеси, состоявшей из геномной 
ДНК, 10 х ПЦР буфера,  каждого дНТФ по 
250мкМ, 50 пмоль праймера, 1,5 единиц 
Taq-ДНК полимеразы, 2,0 мМ MgCl2 и деи-
онизированной  воды до 20 мкл. Количест-
венное определение ДНК было проведено 
на УФ области спектрофотометра. В каче-
стве определения стандартного молекуляр-
ного веса были использованы ДНК марке-
ры, состоящие из 100 пар оснований. После 
выделения, образцы ДНК были смешаны с 
7 мкл раствором бромфенолового синего 
(буфер для загрузки образцов) и 15 мкл 
ДНК смешанного продукта было загружено 
в 1,5% агарозном, в том числе 7%-ном  по-
лиакриламидном (ПААГ) геле, содержаще-
го этидиум бромида в концентрации 0,5 
мкг/мл геля. Электрофорез проводили в те-
чение от 1 до 2 часов при 50 вольт. После 
электрофореза гель помещали в УФ - про-
свечивания и полосы были визуализирова-
ны и сфотографированы в системе гель до-
кументации. Для анализа с RAPD прайме-
рами, в качестве матрицы была использова-
на  выделенная геномная ДНК. 

Первоначально двадцать различных 
праймеров (ОРА01 - ОРА20) были испыта-
ны при амплификации, десять из которых 
производили амплификацию, шесть, лучше 
амплифицирующие, были выбраны для даль-

нейших исследований. RAPD профили, 
созданные каждым набором праймеров бы-
ли проверены для наличия или отсутствия 
амплификации продукта, с использованием 
агарозного геля. Все воспроизводимые и 
разрешимые полосы от 200 до 1500 (пар ос-
нований) п.о. были отмечены на агарозном 
геле. Появление полосы на геле отмечалось 
цифрой 1, а ее отсутствие как 0.  Результаты, 
полученные с использованием всеми десяти 
праймерами при RAPD анализе,  затем были 
объединены для построения в единую мат-
рицу данных, которая использована для 
оценки полиморфных локусов, генетических 
расстояний и построения UPGMA дендро-
граммы для популяций, с применением ком-
пьютерной программы POPGENE 1.32 [15]. 
Значения индекса сходства (SI) между RAPD 
профилями были рассчитаны на основе 
RAPD маркеров в соответствии по формуле: 
SI = 2NAB/ (NA+NB),  где NAB - общие ко-
личества RAPD полос, которые разделяют 
особей А и В, а NA и NB - количества 
фрагментов,  отмеченных для каждой осо-
би, соответственно. Межпопуляционное 
сходство [Sij] было рассчитано как среднее 
сходство между случайно выбранными па-
рами особей из популяции i и j  [11]. 

 

Результаты и обсуждение  
Длиннопалый рак Astacus leptodac-

tylus (Eschscholtz,1823) по своим морфоло-
гическим, экологическим и физиологичес-
ким признакам является очень пластичным 
видом. В условиях  Каспийского моря, по 
всему западному побережью, от Килязи до 
Прикуринского района, каждая популяция 
отличается по своей структурно-функцио-
нальной характеристике, имеет более неза-
висимую репродуктивную пространства и 
различимы по ряду морфологических при-
знаков, особенно по строению клешни, ро-
струма и тельсона [1]. Для характеристики 
популяционно-генетический структуры As-
tacus leptodactylus вдоль западного побере-
жья Каспийского моря, включая Килязин-
скую косу, Абшеронский полуостров и 
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Прикуринский район, были исследованы 
особи выбранных популяций с помощью 
случайной амплификации полиморфной 
ДНК - RAPD праймеров. Олигонуклеотиды, 
производства Operon Technologies, США, бы-
ли использованы для скрининга популяции, 
шесть из которых прекрасно амплицировали 
(OPA03, OPA04, OPA07, OPA09, OPA10, 
OPA16) со всеми образцами использованных  
геномных ДНК (табл.1) и были использованы 
в дальнейших RAPD анализах.   

Процентное отношение полиморфных 
полос из трех исследованных популяций ко-
лебалось от 57,77 до 87,81%. Средняя гене-
тическая идентичность внутри популяций 
(S) для всех праймеров варьировала от 
0,7550 до 0,7556 (табл.2).Наибольшее сход-
ство генетической идентичности была выяв-
лено в пределах Прикуринской популяции 
(0,7556), в то время как несколько ниже по-
казателей сходства наблюдаются в Киля-
зинской и Абшеронской популяциях  0,7554 
и 0,7550, соответственно. 

Среднее генетическое сходство между 
популяциями по всем праймерам варьиро-
валось от 0,9049 до 0,9595. Межпопуляци-
онный SI [Sij] для Абшеронской популяции  
по сравнению с Прикуринской был выше 
(0,9595), чем для популяции Абшерон-
ская-Килязинская (0,9259) и Прикурин-
ская-Килязинская (0,9049). Абшеронская 
популяция была ближе к Килязинской 
своим генетическим сходством (0,9259) в 
сравнении по тому же показателю между 

популяциями Прикуринской и Килязин-
ской, который был несколько ниже, что 
указывает  на  пространственную и репро-
дуктивную изоляцию. 

Генетическое расстояние между попу-
ляциями и кластерный анализ с UPGMA 
сгруппировал популяции в двух основных 
группах. Абшеронская и Прикуринская по-
пуляции были в одном кластере, в то время 
как Килязинская популяция была сгруппи-
рована отдельно сама по себе. Генетическое 
расстояние было самым высоким, как 
0,0999 для популяций Килязинской косы и 
Прикуринского района, в то время как низ-
кое значение было 0,0413 для Абшеронской 
и Прикуринской популяций, которые, веро-
ятно, очень близки по происхождению. Ис-
пользованные шесть праймеров дали в об-
щей сложности 402 различные полиморф-
ные полосы, которые были использованы в 
дальнейших анализах. Из праймеров OPA09, 
OPA10 и OPA16 проявили  наибольшее чис-
ло полиморфных полос и, следовательно, 
высокого уровня полиморфизма. Процент от 
общего числа полиморфных полос для OPA09 
составлял 78,33%, OPA10 - 87,81%,   OPA16  -
78,91%,  в то время как пределы размеров для 
OPA10 колебались от 300 до 1500 п.о., OPA09  
и  OPA16 - от 200 до 1500 п.о. (табл.1). 

Представленные рисунки (рис.1,2 и 3) 
отображают RAPD профилей, амплифици-
рованных тремя разными праймерами, ис-
пользованных для пяти различных образ-
цов из каждой популяции.

 

 Таблица 1  
 

Количество полос и геномные размеры фрагментов, полученных RAPD праймерами,   
амплифицирующих геномную ДНК  Astacus leptodactylus 

        

Прай-
меры 

Секвенсы праймеров 
Размеры фрагмен-
тов, пар основ 

Амплифици-
рованные полосы 

Полиморфные 
фрагменты (%) 

OPA03 AGTCAGCCAC 200-1500 64 71,11 

OPA04 AATCGGGCTG 300-1500 52 57,77 

OPA07 GAAACGGGTG 200-1500 66 73,33 

OPA09 GGGTAACGCC 200-1500 70 78,33 

OPA10 GTGATCGCAG 300-1500 79 87,81 

OPA16 AGCCAGCGAA 200-1500 71 78,91 
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Таблица 2  
 

Общее количество полос, процент полиморфных полос и оценка сходства  
в  трех популяциях Astacus leptodactylus 

 

Популяция 
Общее коли- 
чество полос 

(N) 

Поли-
морфные 
полосы (N) 

Поли-
морфные 
полосы (%) 

Индекс сходства внутри 
популяции (S+SD) 

Килязинская 60 50 83,33 0,7554±0,0245 

Абшеронская 60 55 91,67 0,7550±0,0236 

Прикуринская 60 46 76,67 0,7556±0,0229 

 
 

             
 

Рис. 1. RAPD профиль образцов Astacus lepto-
dactylus  с OPA09  RAPD праймером в 7%-ном 
ПААГ. М – 100 п.о. молекулярный маркер, 1-5 – 
особи Килязинской популяции; 6-10 – особи Прику-
ринской популяции; 11-15  – особи Абшеронской 
популяции. Стрелки показывают основные поли-
морфные полосы для каждой популяции 

 
 

 
 
Рис. 2. RAPD профиль (полосы 1-15) образцов 
Astacus leptudactylus с OPA10  RAPD праймером в 
1.5% агарозном геле. 
М -100 п .о. молекулярный маркер, 1-5 – особи Ки-
лязинской   популяции, 6-10 - особи Прикуринской 
популяции; 11-15  – особи Абшеронской популяции 

 
 
 
Рис. 3. RAPD профиль (полосы 1-15) образцов 
Astacus leptudactylus  с OPA16  RAPD праймером в 
1.5% агарозном геле. М – 100 п.о. молекулярный 
маркер,   1-5 - особи Килязинской   популяции, 6-10 
– особи Прикуринской популяции; 11-15 – особи 
Абшеронской популяции 

  

 
Рис. 4. UPGMA дендрограмма генетических рас-
стояний на основе обобщения дифференциации меж-
популяционных данных A.leptodactylus по RAPD-
анализу   

 
Значения генетических расстояний 

были переведены исходя из межпопуляци-
онного сходства, с учетом исправлений зна-
чений внутри популяций [13]. Эти значения 
в дальнейшем были подвергнуты филогене-
тической реконструкции. UPGMA дендрог-
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рамма, полученная на основе общих прай-
меров, указывает на три группы: популяция 
1 (Абшеронская), популяция 2 (Прикурин-
ская) и популяция 3 (Килязинская) (рис. 4). 
Прикуринская и Килязинская популяции 
имели наибольшее генетическое расстояние 
(0,0999), тогда как это значение для Абше-
ронской и Килязинской популяций составля-
ло 0,0770. Генетическое расстояние для Аб-
шеронской и Прикуринской популяций было 
самым низким  (0,0413), что указывает на 
тесные родовые связи. 

Анализы географической гетерогенно-
сти показывают на весьма существенные 
различия в частотах генотипов  среди первой 
группы, которая объединяет Абшеронскую и 
Прикуринскую популяции по сравнению со  
второй (Килязинской популяцией). Из этого 
следует, что Килязинскую популяцию A.lepto-
dactylus следует рассматривать как более 
обособленную группу. 

Генетическое разнообразие длиннопа-
лых раков в Каспийском море  является ре-
зультатом эволюционной истории развития 
подвидов и видов под воздействием естест-
венного отбора в переменных условиях ок-
ружающей среды, где локальный естест-
венный отбор в отличие от потока генов 
является мощной эволюционной силой. Ге-
нетический разрыв, наблюдаемый в денд-
рограмме, может быть объяснен ограниче-
нием потока генов, вызванном характером 
рельефа прибрежья, течений и северных 
ветров в Среднем и Южном Каспии. 

 
Bыводы   
Настоящее исследование показало, что 

длиннопалые раки западного побережья 
Каспийского моря имеют явно отличимые 
морфометрические и генетические вариа-
ции. Результаты морфологических и моле-
кулярно-биологических исследований по-
казали, что особи Абшеронской и Прику-
ринской популяции являются более близ-
кими формами и соответствуют виду P.lep-
todactylus , а особи Килязинской популяции 
– виду P.eichwaldi, выделенными Бродским 
и Старобогатовым [6,4], что отличается оп-

ределенной вариацией  в морфологическом 
и генетическом планах. 

Автор статьи выражает глубокую бла-
годарность д.б.н. К.Г.Гасымову, заведую-
щему лабораторией регуляторных систем 
клеток Института ботаники НАНА, за ока-
занную помощь при анализе результатов 
молекулярно-генетических исследований. 
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XƏZƏR DƏNİZİNDƏ UZUNBARMAQ XƏRÇƏNGLƏRİN ASTACUS LEPTODACTYLUS 

(ESCHSCHOLTZ, 1823)  RAPD TEXNİKANIN TƏTBİQİ İLƏ  
POPULYASİYA-GENETİK  XARAKTERİSTİKASI 

 
Ə.P.Əzizov 

 
Xəzər dənizində uzunbarmaq xərçənglərin Astacus leptodactylus (Eschscholtz,1823) populyasiyalarının ilk 

dəfə RAPD texnologiyanın tətbiqi ilə genetik xarakteristikası verilmişdir. Tədqiqat zamanı çay xərçənglərinin uç 
müxtəlif – Abşeron, Kürətrafı və Giləzi populyasiyaları RAPD praymerlərdən istifadə edilməklə analiz olunmuşdur. 
Giləzi populyasiyasına nisbətən Abşeron və Kürətrafı populyasiyalar daha yaxın göstəricilərə malikdir. Giləzi 
populyasiyası isə bir sıra morfoloji əlamətlərə görə fərqlənir və bu, RAPD-PCR  analizdə aydın görünür. Nəticələrin 
statistik analizi və UPGMA dendroqramma Giləzi populyasiyası ilə  digər iki populyasiya arasında böyük fərqin 
olduğunu göstərir.     

 
 

POPULATION-GENETIC СHARACTERISTICS OF СRYFISH  ASTACUS LEPTODACTYLUS 
(ESCHSCHOLTZ, 1823) OF THE СASPIAN SEA USING RAPD TECHNIQUE 

 
A.P.Azizov 

  
This study presents the analysis of the Population Characteristics of Astacus leptodactylus in the Caspian Sea 

for the first time by means of RAPD technology. In studies three different populations - Absheron, Kur-area and 
Kilyazi were analyzed with the application of RAPD praymers. The obtained results revealed that Absheron and 
Kur-area populations have many similar characteristics compared to the Kilyazi population. Kilyazi population dis-
plays distinct variation in the morphological characteristics as well as in RAPD-PCR analysis. The statistical analy-
sis and UPGMA dendrogram has also revealed the big difference between Kilyazi population and other two popula-
tions studied.  

 
 
 

 
 


