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Данный обзор посвящен современному состоянию научных исследований лососевых в природных
популяциях и в аквакультуре, выполненных при помощи высокопроизводительных методов анали-
за транскриптома. В нем описаны исследования, посвященные описанию молекулярных основ ро-
ста и развития рыб, а также работы, изучающие генетическую изменчивость, лежащую в основе
экологических и эволюционных адаптаций рода Oncorhynchus. Охарактеризованы системные изме-
нения профилей малых, длинных и кольцевых некодирующих РНК, возникающие в транскрипто-
мах рыб в ответ на различные воздействия. Выявленные сигнальные каскады, играющие ключевые
роли в развитии хозяйственно ценных признаков, могут быть использованы в качестве мишеней
для селекции рыб в рамках целевых товарных характеристик.
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Высокопроизводительные методы анализа ге-
нома появились в молекулярно-генетической
практике в середине 1990-х. В сотни раз увеличи-
лась скорость накопления информации о после-
довательности, структуре и свойствах ДНК, РНК
и белков. Использование транскриптомных под-
ходов позволяет характеризовать не экспрессию
отдельных генов, а изменения активности сиг-
нальных каскадов в целом, что может быть ис-
пользовано для определения молекулярных ос-
нов наблюдаемых фенотипических проявлений,
например устойчивости и механизмов физиоло-
гической адаптации к неоптимальным условиям
окружающей среды, таким как антропогенное за-
грязнение, гипоксия, колебания солености и экс-
тремальные температуры. Затем кандидатные ло-
кусы могут быть дополнительно исследованы для
лучшего понимания процессов микроэволюции,
происходящих в популяциях.

На сегодняшний день наиболее распростра-
ненными высокопроизводительными методами
оценки экспрессии генов являются микрочипы
(microarray) и полногеномное секвенирование
транскриптома (RNA-seq) [1]. Экспрессионные
микрочипы – достаточно недорогой и высоко-
производительный метод анализа, однако он ха-
рактеризуется низким динамическим диапазо-
ном (~102), низкой разрешающей способностью и
плохой воспроизводимостью. Кроме того, этот
метод не подходит для проведения de novo анализа

для тех организмов, геном которых еще не секве-
нирован. Полногеномное секвенирование тран-
скриптома характеризуется достаточно широким
динамическим диапазоном (~104–105) и воспро-
изводимостью, возможностью оценки абсолют-
ного уровня экспрессии, кроме того с его помо-
щью можно проводить анализ de novo для тех ор-
ганизмов, геном которых еще не секвенирован,
аннотировать новые гены, сплайс-варианты и не-
кодирующие транскрипты. К недостаткам данно-
го метода можно отнести высокую стоимость и
сложность биоинформатического анализа.

В целом благодаря преимуществам метода
полногеномного секвенирования транскриптома
и постепенному снижению его стоимости в по-
следние годы увеличивается количество работ,
посвященных секвенированию геномов различ-
ных видов рыб, имеющих важное аквакультурное
значение. Также увеличивается количество тран-
скриптомных исследований, посвященных изу-
чению сигнальных каскадов и поиска молекуляр-
ных основ различных биологических и товарных
характеристик рыб рода Oncorhynchus.

ИССЛЕДОВАНИЕ БИОЛОГИИ
И ЖИЗНЕННОГО ЦИКЛА ЛОСОСЕЙ

Анализ транскриптома дает возможность по-
нять какие каскады генов задействованы при пе-
реходе от одного жизненного этапа к другому,
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охарактеризовать молекулярные основы важных
жизненных процессов, таких как смолтифика-
ция, покатная миграция (миграция из пресной
воды в соленую), анадромная миграция (мигра-
ция из соленой воды в пресную, на нерест), про-
цесс хоминга (возврат в родные реки). Поиск ге-
нов-кандидатов, ответственных за формирование
адаптаций на протяжении жизни рыб, дает пони-
мание и представление о границах адаптаций ло-
сосевых, о разнообразии адаптивных стратегий, о
масштабах генетического разнообразия внутри
вида.

Транскриптомные исследования раннего 
периода жизни и смолтификации

Важный процесс в жизни лососевых – смолти-
фикация – подготовка организма для перехода из
пресной воды в соленую. У разных видов лососе-
вых этот процесс наступает в разном возрасте, бо-
лее того внутри одного вида существует широкий
возрастной спектр. У горбуши (Oncorhynchus gor-
buscha) и кеты (Oncorhynchus keta) мальки скатыва-
ются в море в тот же год, когда появились на свет.
Но у кеты существует сильный возрастной разброс
этого процесса – от нескольких месяцев до года
малек может жить в пресной воде. У микижи (On-
corhynchus mykiss, она же радужная форель) суще-
ствуют разные формы в пределах одной реки – ми-
грирующая (проходит стадию смолтификации и
мигрирует в море) и резидентная (стадию смолти-
фикации не проходит и постоянно живет в прес-
ной воде). У нерки (Oncorhynchus nerka), кижуча
(Oncorhynchus kisutch), симы (Oncorhynchus masou)
и чавычи (Oncorhynchus tshawytscha) малек до не-
скольких лет проводит в пресной воде, после чего
скатывается в море.

Кульминацией процесса смолтификации яв-
ляется физиологическая адаптация к морской во-
де. Физиологически это проявляется в повыше-
нии продукции гормона роста, гормонов щито-
видной железы и кортизола и увеличении длины
тела относительно веса, из за чего смолты по
сравнению с резидентами становятся более уяз-
вимы [2–8].

У кеты уже на поздней эмбриональной стадии
начинает формироваться механизм гипоосморе-
гуляции. У мальков кеты еще до попадания в мор-
скую воду начинает формироваться адаптация к
соленой воде, чего не наблюдается у мальков дру-
гих лососевых. Кета на стадии личинки (с жел-
точным мешком) начинает активировать в жаб-
рах богатые митохондриями клетки и проявляет
высокую устойчивость к солености. В работе [9]
проводили анализ транскриптома в период ак-
климатизации к солености: от пресной (0 про-
милле) до солоноватой (17.5 промилле) и морской
воды (35 промилле). При переводе молоди из
пресной в солоноватую воду увеличивалось число

экспрессируемых генов, участвующих в связыва-
нии ионов железа (в 1.56 раза), в активности калие-
вых каналов (в 1.12 раза) и в образовании комплекса
калиевых каналов (в 1.15 раза) по сравнению с пере-
водом из солоноватой в морскую. Изменение со-
лености от солоноватой к морской увеличивало
экспрессию генов, участвующих в адаптивном
иммунитете. По-видимому, основные перестрой-
ки у кеты происходят в период до перехода в соло-
новатую воду и к моменту выхода в море процесс
смолтификации уже завершен.

От того насколько успешно мальки пройдут
уязвимые этапы жизненного цикла зависит их
успех выживания и возврат на нерест. В работе
[10] показано, что наиболее уязвимым периодом
скатывающейся молоди кижуча является ранний
морской период – это первая весна после ската и
первая осень после ската. В данной работе анали-
зировались изменения в экспрессии генов (мик-
рочип cGRASP 44K) в четырех тканях (головной
мозг, жабры, мышцы и печень) молоди кижуча на
разных жизненных стадиях. Наибольшие измене-
ния в транскриптоме мозга, жабр и мышц произо-
шли между летним и осенним периодами в океане,
возможно вследствие подготовки к миграции в рай-
оны кормления. Летняя, осенняя и зимняя молодь
демонстрировала повышенный метаболизм, быст-
рый рост и отложение жира, тогда как весенняя мо-
лодь имела противоположные профили экспрес-
сии. У весенних смолтов вскоре после входа в
океан профили экспрессии генов отражали огра-
ничения питания или недавнее голодание.

Не менее важным условием успешного выхода
в море является способность малька противосто-
ять патогенам пресной воды. В работе [11] было
показано, что около 15% мальков гибло после вы-
хода из питомника вследствие вирусных патоге-
нов и повышенного уровня стресса. В данной ра-
боте смолтов нерки метили с помощью акустиче-
ской телеметрии и прижизненно у каждой особи
брали образцы ткани жабр в период, когда смол-
ты покидали озеро Чилко (Британская Колум-
бия, Канада). Сравнивали профили экспрессии
генов и анализировали связь между нагрузкой
пресноводных патогенов и успешностью мигра-
ции в течение первых ~1150 км в северную часть
Тихого океана. 15% смолтов не были обнаружены
после выпуска и транскриптом их жабр соответ-
ствовал иммунному ответу на один или несколько
вирусных патогенов. Среди значительно активи-
рованных генов у таких рыб были гены MX и
STAT1, которые характерны для интерфероново-
го ответа I типа, возникающего к вирусным воз-
будителям.

Важными биотическими факторами, влияющи-
ми на физиологические процессы молоди лососей,
являются годовые ритмы. Например, сезонные из-
менения, регулирующие рост. Повышение темпе-
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ратуры воды увеличивает скорость роста рыб, но
удлинение фотопериода может иметь аналогичные
последствия даже при постоянной температуре. В
работе [12] изучали влияние короткого (зимний
период) и длинного (летний период) светового
дня на транскриптомы мышц у быстро и медлен-
но растущей радужной форели. Как оказалось,
условия окружающей среды, обеспечивающие
повышенные темпы роста, активируют профили
экспрессии генов, сходные с наблюдаемыми у
быстрорастущих рыб, в то время как сезонные пе-
риоды снижения роста по профилям экспрессии
генов сходны с наблюдаемыми у медленно расту-
щих рыб.

Молекулярные основы покатной
и анадромной миграции

Как было сказано выше, у лососевых суще-
ствует широкий спектр внутривидового разнооб-
разия форм, что позволяет им адаптироваться к
разным и непостоянным условиям обитания. У
микижи, к примеру, внутри одной реки могут су-
ществовать несколько экологических форм, на-
пример мигрирующая и резидентная. В работе
Хейла с соавт. [13] изучали транскриптом голов-
ного мозга микижи у особей, прошедших процесс
смолтификации, и у резидентной микижи из Са-
шин-Крик, Аляска. Образцы собирали в двух вре-
менных точках: непосредственно перед (в воз-
расте 20 мес.) и во время (в возрасте двух лет)
предполагаемого пика смолтификации. Было об-
наружено 533 гена, которые дифференциально
экспрессировались между смолтами и резидент-
ными особями. Были выявлены гены-кандидаты,
предположительно влияющие на выбор типа
жизненной стратегии (например, Pomc). Было
показано, что между мигрирующей и резидент-
ной формами существуют различия в экспрессии
генов фототрансдукции, что свидетельствует о
различиях в процессах обработки световых сиг-
налов в мозге. Также были выявлены различия
между смолтами и резидентами в регуляции аппе-
тита. Обнаружено, что нейропептид Y, участвую-
щий в контроле аппетита, у смолтов был активиро-
ван по сравнению с резидентами. А у резидентов
наблюдался более высокий уровень липидов. Все
эти изменения вероятнее всего связаны с перио-
дом голодания, который проходят смолты непо-
средственно перед смолтификацией [14–16].

Наряду со смолтификацией и покатной мигра-
цией (выход из пресных водоемов в море) одним
из важнейших жизненных этапов у лососей явля-
ются анадромные миграции (возврат в пресную
воду из моря на нерест). Процесс поиска родной
реки до сегодняшнего дня остается не до конца
изученным. Считается, что в процессе поиска
родной реки в разные периоды жизни у рыб за-
действованы разные органы. В период морской

миграции лососевые предположительно исполь-
зуют магнитные линии земли для “глобальной”
ориентации в пространстве и поиска своего реги-
она, а уже на подходах к рекам включаются обо-
нятельные механизмы поиска запаха своей реки.
Специфические пахучие факторы родной реки,
которые были запечатлены в определенных обла-
стях нервной системы молоди лосося во время
покатной миграции (выхода из рек в океан), ис-
пользуются взрослыми лососями для распознава-
ния родной реки во время анадромной миграции
(возврат на нерест из океана в реки). Существуют
указания на то, что обонятельное восприятие паху-
чих сигналов родной реки одновременно запускает
окончательное созревание гонад. В работе [17] была
изучена функциональная связь между обонятель-
ным восприятием нерестилища и окончательным
половым созреванием. Анализировалась экспрес-
сия обонятельных генов с помощью секвенирова-
ния РНК в ткани обонятельных розеток возвраща-
ющейся на нерест кеты в двух группах: из (1) при-
брежного морского района (залив Ишикари,
Ishikari Bay, Япония) и (2) из р. Читоси (Chitose
River, Япония), около 75 км вверх по течению.
Была детектирована экспрессия 75 известных и 27
неизвестных обонятельных генов лососевых, из
которых 13 по-разному экспрессировались между
рыбами из первой и второй групп, что свидетель-
ствует о роли этих генов в процессе хоминга. Была
выявлена связь между обонятельным восприятием
нерестилища и половым созреванием через гонадо-
тропин-рилизинг-гормон лососевых рыб (salmon
gonadotropin-releasing hormone – sGnRH). Макси-
мальный уровень sGnRH в мозге и максималь-
ный уровень тестостерона в крови наблюдались у
самок и самцов кеты в месте ответвления нере-
стового притока. Эти результаты подтверждают
идею о том, что sGnRH помимо предполагаемой
обонятельной роли играет роль в секреции гона-
дотропина в гипофизе кеты. Это указывает на
функциональную связь между обонянием и ре-
продуктивной регуляцией, с sGnRH в качестве
прямого эффектора.

У лососей наблюдается разнообразие по воз-
расту возврата на нерест, и даже в пределах вида
существуют несколько экологических форм, разли-
чающихся по времени возврата на нерест (ранняя и
поздняя, летняя и осеняя, весенняя и летняя и т.д.).
В работе [18] геномными методами исследовались
эволюционные основы ранней миграции тихооке-
анских лососей. Ранний возврат на нерест наблюда-
ется в прибрежных популяциях микижи и чавычи.
В этих популяциях рано мигрирующие особи (лет-
ние у микижи и весенние у чавычи) используют
весенний паводок для того чтобы достичь нере-
стилищ выше по течению до наступления небла-
гоприятных условий в нижнем водоразделе, далее
держатся в течение нескольких месяцев в глубоких
прохладных ямах, достигают половой зрелости, а
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затем нерестятся в то же время, что и поздние ми-
грирующие особи, только что вошедшие в пресную
воду. Попарные оценки FST показывают выражен-
ную генетическую дифференциацию между ло-
кальностями (местами сбора выборок), но слабую
дифференциацию между фенотипами миграции
(ранние и поздние) из одной и той же локальности.
Показано, что различия между местами нереста
вносят больший вклад в генетические структуры
популяций микижи и чавычи, чем различия между
мигрирующими фенотипами в одной локально-
сти. В данной работе [18] было обнаружено, что
как у микижи, так и у чавычи ранняя миграция
связана с одним и тем же локусом в области гена
GREB1L, несмотря на то что с момента расхожде-
ния видов прошло от 10 до 15 млн лет [19, 20]. Из-
менчивость по этому локусу дает основания пред-
положить, что аллели возникли отдельно у каж-
дого вида и впоследствии распространились на
отдаленные популяции через случайный положи-
тельный отбор. Результаты исследования [18] по-
казывают, что сложная адаптивная изменчивость
может зависеть от редких мутационных событий в
одном локусе.

У рыб фенотипические вариации многочис-
ленны и считаются отражением эволюционной
адаптации к сильно изменчивой среде обитания.
В последнее время были предприняты попытки вы-
яснить геномную основу фенотипических призна-
ков в диких популяциях. Изучение геномной из-
менчивости, лежащей в основе экологической и
эволюционной адаптации, может значительно рас-
ширить наше понимание фенотипической измен-
чивости в природе. Например, у чавычи существует
большое фенотипическое разнообразие форм, свя-
занных с местными адаптациями. В центре ареала
этого вида в Северной Америке обнаруживаются
четко выраженные филогенетические линии: при-
брежная, внутренняя океаническая и внутренняя
ручьевая [21]. Прибрежная линия существует в двух
экоформах: весенняя – входит в пресную воду не-
зрелой и осенняя – входит в пресную воду зрелой.
Линия внутреннего океанического типа наиболее
генетически сходна с прибрежной линией, суще-
ствует также в двух экоформах: летняя незрелая и
осеняя зрелая. Внутренняя ручьевая линия силь-
но отличается от других – нерестовую миграцию
осуществляют летние незрелые особи. Для поис-
ка генетических основ такой вариабельности в
работе [22] было проведено ассоциативное карти-
рование вариаций жизненного цикла и феноти-
пических признаков. Было обнаружено более 19 млн
SNP (19627832 вариантных сайта во всех проанали-
зированных популяциях). Полногеномный анализ
полиморфизма показал, что у этого вида суще-
ствует широкое фенотипическое разнообразие
как внутри, так и между филогенетическими ли-
ниями. В работе подтвердилась роль гена-канди-
дата GREB1L в дифференцировании сроков ми-

грации (раннее или позднее прибытие на нере-
стилище) [18]. Недавние исследования на
различных видах тихоокеанских лососей показы-
вают, что GREB1L влияет на сроки полового со-
зревания, что определяет время сезонной мигра-
ции взрослых особей, возвращающихся на нерест
в прибрежных водотоках. В дополнение к
GREB1L было обнаружено несколько генов на хро-
мосоме 28, связанных со сроками полового созрева-
ния, в том числе ген-кандидат ROCK1 и межгенные
SNP. В предыдущих исследованиях GREB1L и
ROCK1 были охарактеризованы как рецепторы
эстрогенов, участвующих в развитии эмбрионов у
рыбок данио (Danio rerio [23]).

Существует множество абиотических факто-
ров, которые могут повлиять на физиологию и
биохимию рыб в период анадромных миграций и
в конечном счете повлиять на успешный нерест
лососей. Было показано, что температура воды в
реке является стрессовым фактором для лососей
в период анадромных миграций. Зачастую пики
нерестового хода приходятся на период до или
после максимального подъема температуры воды
в реке. В работе [24] сравнивали профили экс-
прессии в тканях жабр и печени между океанским
и речным периодами миграции нерки, возвраща-
ющейся на нерест в р. Фрейзер (Британская Ко-
лумбия, Канада). Профили экспрессии показали,
что транскриптом в процессе миграции сильно
зависит от изменений абиотических и биотиче-
ских условий на маршрутах миграции. Заметные
сдвиги в экспрессии генов, связанные с измене-
нием солености, температуры, воздействия пато-
генов и растворенного кислорода, указывают на
то, что эти переменные окружающей среды наи-
более сильно влияют на физиологию во время не-
рестовых миграций. Примечательно, что измене-
ния транскрипции, связанные с осморегуляцией,
в основном происходили заранее, задолго до того,
как нерка столкнулась с пресной водой. Объеди-
нение методов транскриптомики и телеметрии
позволило выявить экспрессионные различия
между особями, дошедшими до нерестилища и
принявшими участие в нересте (успешные ми-
гранты), и особями, погибшими в период хода по
реке (преждевременная смертность). Поиск био-
маркеров показал, что оценки экспрессии всего
5–10 генов достаточно для прогнозирования вы-
живаемости с высокой вероятностью. Парамет-
рический анализ выживаемости продемонстри-
ровал, что активность фактора транскрипции
CRSP в значительной степени предсказывает вы-
живаемость особей, что позволило определить
его как потенциальный биомаркер выживаемо-
сти особей нерки.
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МОЛЕКУЛЯРНО-ГЕНЕТИЧЕСКИЕ ОСНОВЫ 
ХОЗЯЙСТВЕННО ЦЕННЫХ ПРИЗНАКОВ

Аквакультура – самый быстроразвивающийся
агробизнес на сегодняшний день. В частности,
форелеводство является высокоинтенсивной от-
раслью рыбоводства, позволяющей получать
большое количество рыбы с единицы площади.
Хозяйства по выращиванию и разведению лососей
должны удовлетворять растущий потребительский
спрос. Дополнительные усилия сосредотачиваются
на разработке генетически улучшенных линий и
пород для достижения быстрого и эффективного
производства рыбы с высоким выходом филе вы-
сокого товарного качества. Важное значение в
аквакультуре придается улучшению технологиче-
ских процессов воспроизводства и выращивания
лососей, а также снижению затрат на корма и по-
вышению кормового коэффициента. Транскрип-
томные исследования могут помочь в выявлении
молекулярных основ хозяйственно ценных фено-
типов, таких как ускоренный рост, потребление и
усваивание кормов с пониженным содержанием
животного белка, высокое качество филе (насы-
щенный цвет, содержание жира), икра с высокой
степенью оплодотворяемости, мальки с высоким
процентом выживаемости.

Филе рыбы – самая питательная и экономиче-
ски важная часть рыбы. В нем много белка и в зави-
симости от вида относительно мало жира. Товар-
ный выход филе и качество мяса сильно влияют на
потребительский спрос. На товарный выход филе
лососевых влияют несколько переменных, таких
как вес и конечный возраст вылова, питание, по-
ловой статус и генетические факторы. Характери-
стики качества филе, такие как жирность, цвет и
текстура, являются основными определяющими
факторами для потребителей. Недавно для улуч-
шения качества мяса радужной форели был вве-
ден генетический отбор. Отбор по содержанию
жира повлиял на цвет и текстуру филе, также этот
подход улучшил коэффициент усвояемости корма
и эффективность усвояемости белка у радужной
форели.

В работе [25] изучали молекулярные основы
красной и белой окраски филе у рыб, выращенных
в одних и тех же экспериментальных условиях, для
лучшего понимания механизма поглощения астак-
сантина (Ax) у чавычи. Пилорические придатки,
печень и мышцы были выбраны в качестве наи-
более вероятных органов, которые участвуют в
поглощении, метаболизме и удержании Ax соот-
ветственно. Анализ показал, что в мышцах и в пе-
чени было относительно мало дифференциально
экспрессированных генов (31 и 43 гена соответ-
ственно) по сравнению с 1125 генами, по-разному
экспрессированными в пилорических придатках
у рыб с белым и красным цветом филе. Была вы-
явлена повышенная экспрессия гена SCARB1 у
красной чавычи, в то время как у белой чавычи
были более высокие уровни экспрессии генов
NPC1L1, коллагена альфа-1, а также BCO2, что

может указывать на роль последнего в деградации
астаксантина у белой чавычи.

Избыточное накопление жира у сельскохозяй-
ственных животных, в том числе у рыбы, суще-
ственно влияет на качество мяса и стоимость корма.
Повышенное накопление жира является наслед-
ственным количественным признаком радужной
форели (Oncorhynchus mykiss). В работе [26] было
проведено секвенирование транскриптома пече-
ни радужной форели с высоким и низким содер-
жанием жира в туше. Всего было идентифициро-
вано 1694 дифференциально экспрессированных
транскрипта, включая большое количество ге-
нов, участвующих в метаболизме липидов. Было
выявлено, что активность процессов метаболиз-
ма липидов в печени может обусловливать разни-
цу в содержании жира в тушах. Были выявлены
гены-кандидаты, которые могут выступать в ка-
честве маркеров разных уровней накопления жи-
ра – PPAR-α и PPAR-β, которые можно использо-
вать для геномного отбора.

Одной из потребностей аквакультуры является
улучшение скорости роста и качества мускулату-
ры лососевых. До сих пор не было достигнуто
большого прогресса в этой области, поскольку на
эти признаки влияет совокупность генетических
и негенетических факторов, что усложняет ге-
номный отбор. Геномные технологии могут быть
полезны для выявления подходящих генетиче-
ских маркеров для направленной селекции. В се-
рии работ [27, 28] изучались полигенные призна-
ки, являющиеся результатом многофакторных
взаимодействий. Были использованы такие пока-
затели роста и качества мышц как (1) масса тела,
(2) мышечная масса, (3) содержание жира в мыш-
цах, (4) количество мышечных волокон на едини-
цу площади и (5) цвет филе.

В работе [28] исследовали экспрессию мик-
роРНК и генетический полиморфизм в сайтах
связывания микроРНК в генах-мишенях, ассо-
циированных с фенотипическими вариациями
роста и качества мышц. У рыб из 22 семейств, по-
казывающих разные фенотипы, анализировали
транскриптомы мышц. Было идентифицировано
78 SNP, ассоциированных с различиями в мы-
шечных характеристиках. Большинство связан-
ных с фенотипом SNP присутствовало в сайтах
связывания микроРНК в генах, участвующих в
энергетическом метаболизме и структуре мышц.
Эти данные свидетельствуют о том, что вариации
в экспрессии микроРНК и/или вариации после-
довательности в сайтах связывания микроРНК в
генах-мишенях играют важную роль в различиях
в фенотипах роста рыб и качества мышц. В работе
[27] использовали два биоинформатических алго-
ритма, GATK и SAMtools для обнаружения кодиру-
ющих и функциональных SNP с аллельным дисба-
лансом для перечисленных выше признаков. Оцен-
ка распределения SNP с аллельным дисбалансом
показала высокую плотность по всем пяти призна-
кам в нескольких хромосомах, особенно в хромо-
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сомах 9, 20 и 28. Большинство генов, содержащих
SNP, были отнесены к важным метаболическим
путям, связанным с ростом. SNP, идентифициро-
ванные в этом исследовании, были включены в
новый дизайн SNP-Chip (от Affymetrix) для ге-
номного и генетического анализа радужной фо-
рели.

В работе [29] предприняли попытку идентифи-
цировать гены, связанные с генетической изменчи-
востью роста. Был проведен анализ транскриптома
мышц и поиск полиморфизмов в популяции ра-
дужной форели с высокими показателями роста.
22 SNP и один митохондриальный гаплотип были
ассоциированы с показателями роста. Полимор-
физм 48 маркеров был подтвержден на других
коммерчески важных аквакультурных линиях.
Исследование показало, что даже при низком по-
крытии RNA-Seq в дивергентных популяциях яв-
ляется быстрым и эффективным методом для
идентификации SNP с аллельным дисбалансом
между фенотипами. Этот метод подходит для раз-
работки маркеров у немодельных видов, у кото-
рых отсутствуют полные и хорошо аннотирован-
ные референсные последовательности генома.

Оптимизация условий выращивания для мак-
симального увеличения роста рыбы является од-
ним из важнейших аспектов коммерческой аква-
культуры, поскольку на рост рыбы сильно влияют
условия окружающей среды и питание [30–32]. В
работе [33] оценили влияние плавания умерен-
ной интенсивности на транскриптомы красных и
белых типов мышц радужной форели, получав-
шей богатую углеводами диету. Анализ тран-
скриптомов мышц у отдыхавших или плававших
в течение 30 дней рыб выявил значительные изме-
нения в экспрессии 218 генов. Плавание вызывало
ряд физиологических изменений: гипертрофию во-
локон, увеличение поглощения и использования
углеводов в качестве топлива, увеличение накоп-
ления белка и результирующий эффект экономии
белка. Кроме того, плавание увеличивало исполь-
зование углеводов из пищи не только за счет уве-
личения экспрессии GLUT4, но и за счет актива-
ции гликолиза как в белых, так и в красных мыш-
цах форели. Кроме того, увеличивалась аэробная
выработка АТФ из глюкозы, особенно в красных
мышцах. Таким образом, плавание может приме-
няться в качестве “стимулятора метаболизма”,
увеличивающего расход энергии и тем самым
стимулирующего темпы роста форели. Кроме то-
го, результаты этой работы впервые подтвержда-
ют потенциальные иммуномодулирующие эф-
фекты физических упражнений у рыб.

Быстрое увеличение спроса на рыбную про-
дукцию и объемов выращивания рыб в последние
годы привело к росту потребности в кормах. Для
интенсификации производства и снижения из-
держек зачастую большая часть рыбной муки и
рыбьего жира в корме заменяется растительными
ингредиентами. Однако широкое использование
растительных продуктов имеет ряд известных не-

достатков, особенно в отношении различий в со-
ставе аминокислот, холестерина и жирных кис-
лот, а также наличия антипитательных веществ,
обнаруженных в растительных кормах. В работе
[34] оценивалось влияние растительных кормов
на мальков (10 г) и на нагуливающую молодь
(250–350 г) микижи. Через 13 мес. растительного
питания в размерах молоди различий не наблюда-
лось, а подросшие особи отставали по массе (234
против 330–337 г). Процент содержания жира у
молоди на растительном питании был выше (13.2
против 9.4–9.9%), а жирнокислотный состав со-
ответствовал составу питания. Анализ тран-
скриптомов кишечника показал, что у молоди на
растительном питании наблюдалось снижение
активности каскадов белкового катаболизма, мета-
болизма и траффика углеводов. Чтобы исследовать
молекулярные основы адаптивности микижи, были
проанализированы транскриптомы трех изогенных
линий мальков микижи (R23h, AB1h и A22h), раз-
личающихся по реакциям на растительное пита-
ние [35]. Через пять недель проанализированные
линии имели более низкую массу, чем на полном
рационе, а также различались между собой, отра-
жая более или менее успешную адаптацию к рас-
тительному питанию. Авторы предположили, что
общее для всех линий снижение массы возникало
из-за того, что повышенное содержание глутамино-
вой кислоты в растительном питании приводило к
изменениям в двигательной активности и в поведе-
нии рыб при кормлении. Анализ транскриптомных
данных выявил различия между линиями в экс-
прессии генов, связанных с аппетитом и сенсорным
восприятием пищи, в экспрессии генов, участвую-
щих в метаболизме серосодержащих аминокис-
лот, что могло приводить к наблюдаемым разли-
чиям в массе рыб. В дальнейшей работе той же
группы авторов [36] попытались более детально
охарактеризовать различия между изученными
генотипами. Те же изогенные линии радужной фо-
рели сравнивали через 5 мес. кормления раститель-
ным (V-диета) или морским рационом (M-диета).
Были описаны характеристики рыб и проанализи-
рованы печеночные транскриптомы. Рыбы R23h и
AB1h, которые меньше всего пострадали от V-дие-
ты, показали самый высокий рост. Они были спо-
собны поддерживать высокий уровень выработки
энергии и синтеза белка на растительном пита-
нии, а их транскриптомы отличались активно-
стью каскадов, связанных с метаболизмом липи-
дов и холестерина [37, 38]. По-видимому, лососе-
вые обладают большим разнообразием стратегий,
которые могут быть реализованы генотипами для
выживания и роста при выращивании на расти-
тельном рационе.

В исследовании [39] оценивали потенциаль-
ное влияние селенсодержащих добавок Sel-Plex
на противовирусную защиту рыб. Микижу подвер-
гали воздействию poly(I:C), синтетического аналога
двуспиральной РНК (лиганда TlLR3), на фоне обо-
гащенного селеном питания и проводили анализ
транскриптома печени и пронефроса при помощи
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микрочипов. В целом обогащение питания селе-
ном активировало в пронефросе экспрессию ге-
нов, связанных с кроветворением и иммуните-
том. В печени наблюдалась менее интенсивная
реакция, и добавки селена приводили лишь к ак-
тивации липидного обмена. При стимуляции po-
ly(I:C) подкормка селеном увеличивала экспрес-
сию основных медиаторов противовирусной за-
щиты, особенно IFNg, и активировала клеточный
иммунный ответ.

Качество икры, используемой в разведении, –
важный признак в товарном рыбоводстве. От него
зависит конечный выход рыбы и затраты рыбного
хозяйства. В настоящее время ведутся исследования
по созданию биомаркеров для прогнозирования ка-
чества икры, используемой в разведении.

В работе [40] идентифицировали miRNA, ко-
торые связаны с качеством икры радужной форе-
ли, используя икру постовуляторного возраста.
Анализировалась икра, полученная от самок на 1-й,
7-й и 14-й день после овуляции с коэффициента-
ми оплодотворения 91.8, 73.4 и менее 50%. Четыре
известные (omy-miR-193b-3p, omy-miR-203c-3p,
omy-miR-499-5p и omy-miR-7550-3p) и две новые
miRNA (omy-miR-nov-95-5p и omy-miR-nov-112-5p)
показали более высокую экспрессию в 1-й день
по сравнению с 14-м днем после овуляции. Их ге-
ны-мишени были связаны со стрессовой реакцией,
гибелью клеток, повреждением ДНК, генерацией
АТФ, трансдукцией сигнала и регуляцией тран-
скрипции. Дальнейшее изучение этих miRNA мо-
жет помочь при разработке биомаркеров для про-
гнозирования качества икры радужной форели.

Материнские мРНК в яйцеклетках имеют корот-
кие поли(A) хвосты после посттранскрипционного
процессинга, необходимого для их стабилизации.
Транскрипция в ооците на поздней стадии отсут-
ствует, поэтому материнский транскриптом, храня-
щийся в ооците, обеспечивает почти всю мРНК, не-
обходимую для созревания ооцита, оплодотворе-
ния и раннего развития эмбриона. Транскриптом
неоплодотворенного яйца может предоставить
маркеры для прогнозирования качества яйцекле-
ток и диагностики проблем при получении эм-
брионов, с которыми сталкиваются рыбоводные
хозяйства. В работе [41] проводился анализ тран-
скриптома, сравнивали содержание общей мРНК
и мРНК с поли(A) среди неоплодотворенных
яйцеклеток разного качества. Секвенирование
общей мРНК позволило идентифицировать два
дифференциально экспрессируемых транскрип-
та. Секвенирование мРНК с поли(A) выявило 945
дифференциально экспрессируемых транскрип-
тов между яйцеклетками низкого и высокого ка-
чества, 1012 между яйцеклетками низкого и сред-
него качества и только 2 между яйцами среднего и
высокого качества. В яйцеклетках низкого каче-
ства было значительно меньше транскриптов ми-
тохондриальных генов и самой мтДНК. Многие
из выявленных дифференциально экспрессируе-
мых транскриптов между яйцеклетками низкого

и высокого качества были связаны с рибосомны-
ми и митохондриальными функциями. Данные
результаты показывают, что различия в качестве
яйцеклеток могут возникать из-за различий в ак-
тивации материнских ядерных транскриптов и
цитоплазматического полиаденилирования пе-
ред овуляцией. Сравнение транскриптомов поз-
воляет предположить, что в яйцеклетках низкого
качества нарушены окислительное фосфорили-
рование и трансляция.

Не менее важный признак в товарном рыбо-
водстве – качество эмбрионов и скорость эмбри-
онального развития. У радужной форели и других
рыб скорость эмбрионального развития является
важной характеристикой, которая тесно связана с
выживаемостью и физиологическими показате-
лями в дальнейшей жизни. В работе [42] исследо-
вали экспрессию генов на разных этапах развития
у эмбрионов радужной форели с быстрой или
медленной скоростью развития. Эмбрионы соби-
рали через 15, 19 и 28 дней после оплодотворения.
Всего было идентифицировано 183 локуса со зна-
чительными различиями между типами скорости
эмбрионального развития. У быстро развиваю-
щихся эмбрионов по сравнению с медленно рас-
тущими были значительно выше экспрессирова-
ны гены, связанные с ростом, клеточным цик-
лом, сокращением мышц и синтезом белка, что
может объяснять их быстрый рост и раннее эм-
бриональное развитие.

ВЛИЯНИЕ СТРЕССОВЫХ ВОЗДЕЙСТВИЙ 
НА ТРАНСКРИПТОМЫ РЫБ РОДА 

Oncorhynchus

К стрессовым воздействиям в аквакультуре от-
носится широкий спектр абиотических и биоти-
ческих факторов: неоптимальная температура,
сниженное содержание кислорода, избыточная
соленость воды, патогены, межвидовая и внутри-
видовая конкуренция, хищники. Все эти факто-
ры оказывают различные по интенсивности воз-
действия: начиная от умеренных изменений на
молекулярном уровне и заканчивая повышенной
восприимчивостью к болезням, иммуносупрес-
сией, расстройствами поведения и повышением
смертности [43]. Транскриптомные подходы поз-
воляют не только идентифицировать гены, диф-
ференциально экспрессированные в ответ на
стрессовые воздействия, но и выявить обогащен-
ные генные онтологии, пути и сигнальные каскады.
Это позволяет идентифицировать молекулярные
основы наблюдаемых изменений и их ключевые ре-
гуляторные элементы, а также разработать молеку-
лярные биомаркеры, которые могут быть использо-
ваны для мониторинга стрессовых условий.

Тепловой стресс

Экологически и экономически важные виды
тихоокеанских лососей могут подвергаться воз-
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действию повышенной температуры воды на ре-
шающем этапе в онтогенезе – во время их мигра-
ции вверх по течению на нерест. Миграция в пути
до нереста в теплой воде связана с увеличением
случаев преждевременной смертности, особенно
для популяций на южной периферии их распро-
странения [44]. Патологический эффект от тем-
пературных воздействий является накопитель-
ным, увеличиваясь с повышением температуры и
продолжительности воздействия. На начальных
этапах клеточного стресс-ответа активируется за-
щита макромолекул при помощи белков-шаперо-
нов, перераспределения метаболических ресурсов
от гомеостатических функций в сторону стрессовых
реакций, обратимой остановки клеточного цикла.
В случаях более сильного стресса активируется
запрограммированная гибель клеток по пути апо-
птоза [45].

Микижа относится к холодноводным рыбам,
оптимальная температура воды для нее – 15–
18°C и ниже. Температуры в диапазоне 18–23°C
являются неоптимальными, рыбы начинают испы-
тывать стресс, в их печени наблюдаются патологи-
ческие изменения, постепенно активируются вос-
палительные процессы и снижается активность им-
мунной системы, а при 25–28°C ткани критически
повреждаются и наблюдается гибель рыб [43].
Растущие при тепловом стрессе рыбы имеют по-
ниженные длину, массу и скорость роста [46].
Сравнение транскриптома пронефроса микижи
при тепловом стрессе (24°C) и в контроле (18°C)
показало, что наиболее активированной группой
генов при тепловом стрессе являлись гены белков
теплового шока, кофакторов и кошаперонов [47],
были затронуты каскады фолдинга и деградации
белков, посттранскрипционной регуляции сплай-
сосом, а также иммунные профили рыб. В тканях
жабр отмечались сходные изменения профилей
экспрессии, а также активация каскадов врожден-
ного иммунитета (системы комплемента и коагу-
ляции), приобретенного иммунитета и метаболиз-
ма липидов. Экстремально высокая температура
(25°C) приводила к обширным изменениям сиг-
нальных профилей – от каскадов репликации
ДНК, процессинга белков в эндоплазматическом
ретикулуме и гликолиза до гемолиза, тромбоза и
гипертензии [48].

Для горбуши и нерки оптимум температур на-
ходится чуть ниже, чем для микижи, 13–14°C, а
температуры выше 19°C уже приводят к физиоло-
гическому стрессу [49]. В исследовании горбуши
и нерки, которых в течение 5–7 дней выдержива-
ли при температуре 19°C, наблюдались активация
клеточных стресс-реакций и преждевременная
смертность [49]. Среди генов с наиболее изменен-
ной экспрессией были SERPINH1 и гены белков
теплового шока HSP90AB1 и HSP90AA1, а наиболее
ингибированными были гены FKBP10 и CIRBP.
Наибольшее влияние тепловой стресс оказал на
каскады окислительно-восстановительного, каль-
циевого и ионного гомеостаза клеток, а также на

биосинтез, фолдинг и метаболизм белков. В дру-
гом исследовании, где нерку держали при темпе-
ратуре 19°C, наблюдались также изменения в экс-
прессии генов иммунного ответа. Кроме того, у
рыб в плазме обнаруживались повышенные уров-
ни лактата и хлоридов, что свидетельствует о на-
рушении осмотического гомеостаза в результате
теплового стресса [50].

Чавыча, как и другие рыбы рода, является хо-
лодноводной и имеет оптимальную температуру
ниже 18°C. При выдерживании чавычи при тем-
пературах 18–21°C запускалась активация кле-
точных стресс-реакций на повышенную темпера-
туру: наблюдалось постепенное повышение экс-
прессии белков теплового шока HSP70, HSP90,
изменение профилей экспрессии генов с посте-
пенным увеличением количества затронутых кас-
кадов, а продолжение стресса приводило к инак-
тивации белков, осуществляющих нормальные
клеточные функции, и заканчивалось клеточным
арестом и апоптозом клеток [45]. Исследователи
отметили, что транскриптомные изменения яв-
лялись тканеспецифичными.

Инфекции

Одним из основных биогенных стрессорных
факторов, воздействию которых подвергается рыба
как в диких условиях, так и в условиях искусствен-
ного воспроизводства, являются инфекционные за-
болевания, вызываемые простейшими, бактерия-
ми, вирусами и другими патогенами. Транскрип-
томный анализ особей, являющихся носителями
тех или иных инфекционных заболеваний, позво-
ляет выявить гены и сигнальные каскады, задей-
ствованные в патогенезе инфекции, описать дина-
мику патологии, найти генетические основы пред-
расположенности к заболеванию. Так, например,
восприимчивость сальмонид к эктопаразиту
Lepeophtheirus salmonis связана с развитием воспали-
тельной реакции в области прикрепления парази-
тов. Атлантический лосось, или семга (Salmo salar),
а также кета являются восприимчивыми видами, в
то время как горбуша – относительно устойчивый
вид. Исследования показали, что устойчивость гор-
буши развивается постепенно с ростом размеров
мальков [51], а молекулярными основами устойчи-
вости являются развитие острой фазы воспаления в
области прикрепления паразита, повышенная экс-
прессия генов, участвующих в воспалении – MHC
class II, IL-6, CRP, MMP13, IL-1β и COX-2 [52], акти-
вация Th17-опосредованной иммунной реакции и
системы врожденного иммунитета, чего не наблю-
дается у кеты и семги. Кроме того, исследователи
предположили, что особенности поведения или хи-
мические аттракторы также могут играть роль в
“привлекательности” рыб для паразитов [53]. По-
следствиями повышенной инфекционной на-
грузки у кеты и семги стали повышенные уровни
кортизола, снижение набора веса и сниженный
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гематокрит, что могло провоцировать угнетение
роста и дальнейшее снижение иммунитета.

Еще один вид паразитических копепод, зара-
жающий лососевых рыб, – Caligus rogercresseyi.
Сравнительный анализ транскриптомов семги и
кижуча показал, что у кижуча, вида более устой-
чивого к данному патогену, в ответ на заражение
развивался Th1-иммунный ответ, сопровождав-
шийся повышенной экспрессией генов STAT5,
IL1R, IFNg, CD83, T-BET, TLR13 и TLR19, в то
время как у семги наблюдалась повышенная экс-
прессия MMP13, COX2, IL10, CCR3, TLR22A2 и
TLR21. Таким образом была показана роль акти-
вации Th1 и Толл-подобных рецепторов в разви-
тии устойчивости к C. rogercresseyi [54].

Заболевания, вызванные паразитами класса
Myxozoa, представляют значительную угрозу для
здоровья лососевых рыб как в дикой природе, так
и в аквакультуре, поскольку на сегодняшний день
отсутствуют эффективные препараты для лече-
ния таких патологий. Однако существуют попу-
ляции рыб, устойчивые к патогенам данной груп-
пы. Для того, чтобы выяснить основы такой
устойчивости, в работе [55] был проведен анализ
транскриптома жабр и кишечника микижи на
ранних стадиях заражения Ceratonova shasta, пато-
геном, вызывающим кератомикоз. Исследование
показало, что при заражении в жабрах обеих по-
пуляций был ингибирован интерфероновый сиг-
налинг, что может свидетельствовать о подавле-
нии иммунитета хозяина патогеном на ранней
стадии инвазии. Более устойчивая популяция
быстро сдерживала распространение инфекции,
и на 7-й день после заражения профили экспрес-
сии показывали активацию Т-клеток как в жаб-
рах, так и в кишечнике, в то же время у восприим-
чивой популяции лишь на 14-й и 21-й день на-
блюдалась дифференциальная экспрессия генов
иммунного ответа, что свидетельствует о замед-
ленной иммунной реакции восприимчивых по-
пуляций. Исследователи предположили, что чув-
ствительные популяции рыб, вероятно, не могут
распознать патогена, либо не активируют долж-
ной иммунной защиты в отличие от более устой-
чивых популяций. Секвенирование транскрипто-
ма кишечника устойчивой популяции рыб пока-
зало активацию интерферонового сигналинга, а
также клеточной адгезии и миграции. В ответ на
инфекцию наблюдались выраженное отвердение
тканей кишечника и сильная воспалительная ре-
акция в подслизистых слоях. Был сделан вывод,
что устойчивость к кератомикозу зависит от ско-
рости индукции ключевых иммунных факторов и
от тканевого ответа, который за счет острого ло-
кального воспаления ограничивает распростра-
нение патогена и повреждение тканей [56].

Длительное время фурункулез в аквакультуре
лечили применением антибиотиков, что привело
к развитию антибиотикоустойчивой водной мик-
рофлоры. Это подчеркнуло необходимость поис-
ка других подходов, например поиска иммуномо-

дуляторов, стимулирующих развитие устойчиво-
сти к заболеванию. β-Глюкан является одним из
иммуномодуляторов, для которого была показана
эффективность в защите рыб от бактериальных
инфекций [57]. Для изучения механизма участия
β-глюкана в развитии иммунной защиты у микижи
провели полногеномное секвенирование тран-
скриптома рыб, которых в течение 42 дней кор-
мили кормом с 0.2% β-глюкана, а затем заражали
A. salmonicida. Анализ показал, что у рыб, получав-
ших β-глюкан, были активированы сигнальные
каскады иммунного ответа – системы комплемен-
та, Толл-подобных рецепторов, процессинга и пре-
зентации антигена, рецепторов Т-клеток, а также
каскады активации тромбоцитов и коагуляции.
Таким образом исследование выявило молеку-
лярные основы иммуностимулирующего дей-
ствия β-глюкана [58].

Бактерии рода Flavobacterium вызывают бакте-
риальную холодноводную болезнь, или RTSF
(rainbow trout fry syndrome). В исследовании [59]
оценивали профили экспрессии скелетной муску-
латуры микижи при экспериментальном зараже-
нии F. psychrophilum. Среди 233 генов с повышенной
экспрессией большая часть была связана с убикви-
тин-опосредованным протеолизом и апоптозом.
Среди 189 генов с пониженной экспрессией боль-
шинство участвовало в процессах сокращения
скелетной мускулатуры. Кроме того, наблюдаемое
повышение активности каспаз позволило авторам
выдвинуть предположение об атрофии скелетной
мускулатуры, вызванной F. psychrophilum.

Yersinia ruckeri является патогеном, вызываю-
щим у микижи йерсиниоз, септическое заболева-
ние рыб. Анализ транскриптома селезенки рыб
через 24 ч после заражения показал, что среди
дифференциально экспрессированных генов бы-
ли гены, ассоциированные с функционировани-
ем иммунной системы, такие как CCR9, CXCL11,
IL-1B, CARD9, IFN, TNF, CASP8, NF-KB, NOD1,
TLR8A2, HSP90 и MAPK11. Эти гены участвуют в
сигнальных каскадах взаимодействия цитокинов
и их рецепторов, Толл-подобном сигналинге,
каскадах Rig-I-подобных и NOD-подобных ре-
цепторов, а также в Mapk-путях. Исследование
дало предварительное представление о молеку-
лярных основах иммунного ответа на заражение
Y. ruckeri [60].

Ichthyophthirius multifillis поражает жабры,
плавники и кожу различных пресноводных рыб.
Для анализа иммунного ответа в коже было прове-
дено экспериментальное заражение микижи дан-
ным патогеном [61]. Анализ транскриптома пока-
зал, что инфекция I. multifiliis вызывала активацию
как врожденного, так и адаптивного иммунитета,
например путей хемокинового сигналинга, акти-
вации тромбоцитов, Толл-подобного сигналинга,
NOD-подобного сигналинга, трансэндотелиаль-
ной миграции лейкоцитов. Наблюдалась повы-
шенная экспрессия TLR8 и различных хемокинов
(CCL4, CCL19, CCL28, CXCL8, CXCL11, CXCL13,
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CXCL14), что подчеркивает их роль в распознава-
нии данного патогена и развитии воспалительной
реакции. Анализ микробного разнообразия кожи
показал, что в микробиоме наблюдалось сниже-
ние разнообразия комменциальной микрофлоры
(в первую очередь протеобактерий) и увеличение
представленности оппортунистической флоры
(флавобактерий) [62].

Транскриптомный анализ ответа рыб на раз-
личные инфекции показал, что несмотря на об-
щие каскады воспаления, активирующиеся при
заражении, различные инфекции характеризуют-
ся специфичными паттернами изменений тран-
скриптома, что во многих случаях позволяет вы-
явить ключевые элементы патогенеза.

Токсичность

Загрязнение воды является одним из основ-
ных антропогенных факторов нагрузки на прес-
новодные экосистемы, что ставит под угрозу их
стабильность и устойчивость и приводит к сокра-
щению численности видов. Промышленные, быто-
вые и сельскохозяйственные сточные воды являют-
ся наиболее значимыми источниками загрязнения
водных экосистем. Для оценки токсического воз-
действия на различные системы и органы рыб
широко применяются транскриптомные иссле-
дования, позволяющие идентифицировать груп-
пы генов и сигнальных каскадов, являющихся
мишенями токсического воздействия.

В работах [63–65] проводилась оценка токсич-
ности различных концентраций бифентрина, пи-
ретроидного инсектицида, применяемого на воз-
делываемых культурах – картофеле, плодовых,
овощных, зерновых, хлопчатнике, сое и других.
Бифентрин часто обнаруживается в бассейнах
рек, протекающих по сельхозугодьям, и его кон-
центрации в верхних слоях воды зачастую превы-
шают пороговые уровни хронической токсично-
сти для различных видов беспозвоночных и рыб.
Одна из основных мишеней его токсичности –
нервная ткань. Исследования показали, что в
мозге чавычи и микижи бифентрин может влиять
на жизнеспособность нейронов, вызывая воспа-
ление, избыточное производство активных форм
кислорода, апоптоз и некроз клеток. Помимо
этого он влияет и на передачу сигналов, вероятно
через изменения сигнальных каскадов, опосреду-
емых жирными кислотами.

Другой группой токсических агентов являются
полициклические ароматические углеводороды
(ПАУ), широко распространенные загрязняю-
щие вещества, попадающие в водную среду из ат-
мосферных осадков, муниципальных и промыш-
ленных стоков, выходов и разливов нефти. ПАУ
оказывают сильное эмбриотоксическое воздей-
ствие на рыб, вызывают окислительный стресс и
повреждение ДНК, нарушение функций щитовид-
ной железы и эндокринной системы. Некоторые
ПАУ способны воздействовать с арил-гидрокарбо-

новым рецептором и проявлять диоксиноподобную
токсичность, например ретен, пирен и фенантрен,
которые проявляют кардиотоксический эффект.
Для исследования механизма кардиотоксичности
оценивали изменения транскриптома сердечной
мышцы у микижи [66, 67]. При обработке маль-
ков на ранних стадиях развития не появлялось
практически никаких значимых пороков развития
и задержек роста, однако наблюдались изменения в
экспрессии ключевых сигнальных каскадов, свя-
занных с развитием и функционированием сердца.
Ретен в первую очередь влиял на ионные каналы
в клетках, гомеостаз кальция и сокращение сер-
дечной мышцы. Пирен и в меньшей степени фе-
нантрен влияли на дыхательную цепь переноса
электронов, метаболизм кислорода и железа.

Бисфенол А (БФА) широко используется в
производстве пластмасс и эпоксидных смол и яв-
ляется часто встречающимся загрязнителем вод-
ной среды. БФА вызывает нарушения развития,
метаболизма и репродукции у рыб, а накопление
БФА в икре влияет на рост и устойчивость к
стрессовым воздействиям у появляющихся маль-
ков. Анализ показал, что при выведении мальков
из икры, содержавшей БФА, у двух поколений
потомков наблюдались снижение массы тела, из-
мененная динамика роста, нарушения метабо-
лизма белков и жиров [68].

Гормоны

Помимо токсических агентов, попадающих в
пресноводные экосистемы, патологическое воз-
действие на их обитателей могут оказывать гор-
моны и гормоноподобные вещества, попадаю-
щие в воду с сельскохозяйственных угодий (на-
пример, вымываемые из вносимого навоза). Так,
эстрон (Е1), природный эстроген, обнаруженный
в сточных и поверхностных водах, вызывает у рыб
нарушения функционирования эндокринной си-
стемы. Для оценки наблюдаемого патологического
эффекта в исследовании [69] проводили обработку
мальков микижи эстрогеном в концентрации 0.1 нМ
в течение семи дней и затем анализировали изме-
нения транскриптома рыб. Было показано, что
уже через четыре дня воздействия наблюдались из-
менения в сигнальных каскадах иммунного ответа,
апоптоза, свертываемости крови, метаболических
каскадах и в функционировании эндокринной си-
стемы. Значительно изменялась экспрессия ге-
нов, обеспечивающих вителлогенез, что свиде-
тельствует о влиянии ксеноэстрогенов на поло-
вую функцию рыб.

В исследовании [70] оценивали влияние эти-
нилэстрадиола (ЕЕ2) на гипоталамо-гипофизар-
но-гонадную ось. Было показано, что в ответ на
ЕЕ2 наиболее значимыми изменениями экспрес-
сии характеризовались гены лютеинизирующего
и фоликул-стимулирующего гормона, а также ге-
ны синтеза гонадотропина. Кроме ожидаемых из-
менений эндокринного профиля, наблюдались
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изменения циркадных ритмов, кальциевого сиг-
налинга, PPAR-опосредованного сигналинга и
нетринового сигналинга. Анализ показал потен-
циальные взаимодействия между генами, участ-
вующими в регуляции циркадных ритмов и гона-
долиберином, что позволило авторам выдвинуть
предположение о влиянии ЕЕ2 на регуляцию
циклов репродукции рыб.

Плотность посадки

Избыточная плотность посадки может оказы-
вать стрессовое влияние на рыб, нарушая их го-
меостаз и влияя на иммунокомпетентность. Для
того чтобы охарактеризовать гомеостатические
реакции кишечника на избыточную плотность
посадки и оценить потенциальное благотворное
влияние функциональной диеты на рыб, было
проведено транскриптомное исследование влия-
ния выращивания при субоптимальной плотности
на нейро-иммунную и эндокринную системы ми-
кижи [71]. Через месяц содержания при избыточ-
ной плотности посадки наблюдались снижение
экспрессии 67% генов, связанных с поддержанием
гомеостаза, а также пониженная экспрессия генов
апоптотического сигналинга (FADD, FAS, BCL-2,
BAX) и каспаз (CASP8, CASP3) (Fold change <–7).
В группе рыб, питание которых было обогащено
пробиотиками, лишь менее 1% этих генов характе-
ризовались пониженной экспрессией, т.е. функци-
ональная диета компенсировала негативный эф-
фект от избыточной плотности посадки.

Для оценки кумулятивного влияния плотно-
сти посадки и повышенной температуры на ми-
кижу было проведено исследование [43], в кото-
ром рыб держали при температуре 27°C либо при
плотности посадки 100 кг/м3 и температуре 27°C.
Именно такие условия стрессовых воздействий
были выбраны потому, что данная температура
наблюдалась в последние годы в летние месяцы в
Балтийском море, где занимаются разведением
микижи, а такая плотность посадки является
верхней границей в рекомендациях Продоволь-
ственной и сельскохозяйственной организации
ООН. Анализ транскриптома селезенки показал,
что в ответ на содержание при повышенной тем-
пературе 831 ген изменил свою экспрессию, а при
совокупности повышенной температуры и плот-
ности посадки дифференциально экспрессирова-
ны были 1343 гена. Наиболее подверженными
воздействию повышенной температуры оказа-
лись сигнальные каскады ответа на стресс и кас-
кады иммунного ответа. Близкая картина наблю-
далась и при совокупном воздействии температу-
ры и плотности посадки. Кроме того, совокупное
воздействие влияло на процессы репликации
ДНК и пути экспрессии генов.

ТРАНСКРИПТОМНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ 
НЕКОДИРУЮЩИХ РНК И ИХ УЧАСТИЯ

В ОТВЕТЕ НА СТРЕССОВЫЕ ВОЗДЕЙСТВИЯ
Особенности технологии полногеномного се-

квенирования транскриптома сделали исследова-
ние различных некодирующих РНК гораздо более
доступным, чем ранее. До применения высокопро-
изводительного секвенирования микроРНК в ос-
новном анализировали путем клонирования и се-
квенирования по Сэнгеру, что делало анализ до-
вольно трудоемким, при этом их число сильно
недооценивали, предсказывая существование
около 100 микроРНК на геном [72]. Аналогичным
образом дело обстояло и с другими некодирую-
щими РНК: до начала 2000-х было охарактеризо-
вано всего несколько длинных некодирующих
РНК (днкРНК), например H19 и XIST у человека.
Однако развитие геномных технологий привело к
тому, что для многих видов был идентифицирован
и описан широкий спектр регуляторных РНК,
как малых (микроРНК, малые ядерные мяРНК,
малые ядрышковые мякРНК, взаимодействую-
щие с piwi-белком пиРНК), так и длинных
(днкРНК и длинные межгенные некодирующие
дмнкРНК) и кольцевых (кРНК) [73]. Не стал ис-
ключением род Oncorhynchus: исследователи ак-
тивно изучают разнообразие и функции различ-
ных некодирующих РНК из транскриптомов рыб
этого рода.

МикроРНК

МикроРНК – это однонитевые молекулы
РНК в среднем 22 пн длиной, которые регулиру-
ют экспрессию генов-мишеней путем подавле-
ния трансляции и/или разрезания транскриптов-
мишеней. У животных пост-транскрипционная
регуляция, осуществляемая микроРНК, в боль-
шинстве случаев происходит при ее неполной
комплементарности мРНК мишени в области
3′UTR, что приводит к привлечению комплекса
RISC и последующему подавлению экспрессии
гена-мишени [74].

Для того, чтобы охарактеризовать разнообра-
зие микроРНКома микижи, исследователи про-
анализировали 38 различных образцов, относив-
шихся к 16 органам и тканям [72]. В результате в
геноме микижи были идентифицированы 2946
локусов, кодирующих микроРНК, из которых
445 были известны ранее и относились к 111 эво-
люционно консервативным семействам. Затем
проводили анализ дифференциальной экспрес-
сии между тканями, показавший, что большин-
ство микроРНК экспрессировались тканеспеци-
фично, хотя три микроРНК – miR-21, miR-146,
miR-143 были представлены во всех тканях. miR-
21 участвовала в регуляции пролиферации и он-
когенеза, miR-146 была задействована в сигналь-
ных каскадах воспаления, а miR-143 участвовала в
морфогенезе сердца и также была ассоциирована
с различными видами опухолей. Помимо эволю-
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ционно консервативных были выявлены мик-
роРНК, впервые предсказанные у микижи и ранее
не идентифицированные у других видов. Исследо-
вание стало отправной точкой для дальнейшего
анализа функциональных ролей идентифициро-
ванных микроРНК.

Икра рыб содержит материнские мРНК и бел-
ки, необходимые для раннего эмбрионального
развития после оплодотворения. На примере Danio
rerio было показано, что микроРНК регулируют
циркуляцию материнских мРНК и поддерживают
раннее эмбриональное развитие [75]. В исследова-
нии микроРНК икры микижи было идентифици-
ровано 266 известных и предсказано 230 предполо-
жительно новых микроРНК [76]. Наиболее пред-
ставленными оказались микроРНК let-7 и miR-21;
кроме того, в икре оказались широко представле-
ны miR-24, miR-202, miR-148, miR-30, miR-10,
miR-146, miR-25 и miR-143. Для выявленных мик-
роРНК провели поиск мРНК мишеней при по-
мощи приложений miRanda и PITA. Затем оцени-
ли представленность предполагаемых транскрип-
тов-мишеней микроРНК, важных для созревания
икры и овуляции у микижи, в икре, мышце и пе-
чени. Анализ не выявил достоверных различий в
уровнях экспрессии, однако большинство мише-
ней характеризовались сниженной экспрессией в
икре, что может косвенно свидетельствовать о ре-
гуляторной активности микроРНК в икре.

Профили экспрессии микроРНК могут служить
маркерами различных состояний и патологий. Для
того, чтобы выявить возможное участие микроРНК
в развитии индуцированной диетой гиперглике-
мии, сравнили печеночный транскриптом микижи
трех групп: первую группу рыб кормили высоко-
углеводной пищей, вызывая у них гиперглике-
мию, вторую кормили безуглеводной пищей, а
третью группу держали натощак (“голодная”
группа) [77]. По сравнению с “голодной” группой
в группе гипергликемических рыб наблюдалась
дифференциальная экспрессия микроРНК в пече-
ни. Для некоторых из дифференциально экспрес-
сированных микроРНК, например miRNA-27b-3p и
miRNA-200a-3p, известно их участие в процессах
метаболизма глюкозы и развития гипергликемии
у других рыб и млекопитающих, что позволило
предположить существование эволюционно кон-
сервативной регуляции этих процессов. Были
предсказаны мРНК мишени дифференциально
экспрессированных микроРНК, и проведен анализ
генных онтологий, который показал, что мишени
микроРНК участвовали в процессах промежуточ-
ного обмена углеводов, метаболизма липидов и ин-
сулинового сигналинга. Таким образом, были вы-
явлены специфические микроРНК печени, кото-
рые регулируют метаболизм глюкозы у микижи.

МикроРНК могут участвовать в ответе на раз-
личные стрессовые воздействия. Так, в исследова-
нии [78] охарактеризовали микроРНК, участвую-
щие в ответе микижи на тепловой стресс. Организм
может адаптироваться к тепловому стрессу, ис-

пользуя различные уровни регуляции – на уровне
транскрипции и пост-транскрипционно, напри-
мер через малые РНК [79]. В работе были проана-
лизированы транскриптомы пронефроса двух
групп рыб: первых держали при нормальной тем-
пературе (18°C), а вторых – при повышенной
(24°C). В результате анализа транскриптома было
идентифицировано 392 консервативных мик-
роРНК, относившихся к 114 семействам, и выяв-
лено 455 новых микроРНК, для которых были
предсказаны мРНК мишени. Всего было выявле-
но 393 пары микроРНК–мРНК, участвовавших в
ответе на тепловой стресс, и 80 обогащенных пу-
тей сигнальной трансдукции в базе KEGG.

При заражении рыб микроРНК также могут
играть функциональные роли, участвуя в разви-
тии защитного ответа. Для того, чтобы оценить
изменения профилей микроРНК в ответ на зара-
жение A. salmonicida subsp. salmonicida, были про-
анализированы образцы печени микижи [80].
Всего в результате секвенирования в эксперимен-
тальной и контрольной группах были идентифи-
цированы 381 консервативные микроРНК и 926
предположительно новых микроРНК, из них 11
консервативных и 16 новых были дифференци-
ально экспрессированы в результате заражения
A. salmonicida. Анализ генных онтологий и обогаще-
ний сигнальных каскадов базы KEGG показал, что
мишени 11 консервативных микроРНК участвова-
ли в сигнальных каскадах иммунного ответа и путях
сигнальных молекул и взаимодействий.

Длинные некодирующие РНК

Длинные некодирующие РНК (днкРНК) яв-
ляются большим классом некодирующих РНК
длиной от 200 пн до 100 тпн, которые могут взаи-
модействовать как с ДНК, так и с РНК и с белка-
ми, что обусловливает широкий спектр их актив-
ности. В зависимости от транскрипции днкРНК
может активироваться или подавляться экспрес-
сия соседних генов; днкРНК могут опосредовать
межхромосомные взаимодействия и образования
ядерных структур; направлять или удалять тран-
скрипционные факторы и хроматин-модифициру-
ющие комплексы; функционировать как губки для
микроРНК и конкурировать с ними за связывание с
мишенями; регулировать пост-транскрипционный
распад мРНК; регулировать клеточную локализа-
цию РНК-связывающих или ДНК-связывающих
белков [81].

Длинные межгенные некодирующие РНК –
это днкРНК, транскрибируемые с межгенных об-
ластей генома. Они могут иметь такую же функ-
циональную активность, как и другие днкРНК. В
исследовании [82] был охарактеризован тран-
скриптом дмнкРНК широкого спектра тканей
микижи – мозга, жировой ткани, жабр, проне-
фроса, кишечника, почки, печени, семенника,
красных и белых мышц, кожи, селезенки, желуд-
ка, яйцеклетки и шишковидной железы. Были
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идентифицированы 9674 дмнкРНК микижи, по
своим характеристикам имевшие много общего с
дмнкРНК различных видов млекопитающих: они
короче и меньше по числу экзонов и уровню экс-
прессии, чем белок-кодирующие гены; демон-
стрируют тканеспецифичные паттерны экспрес-
сии и, как правило, коэкспрессируются вместе с
соседними генами. Анализ сетей коэкспрессии
показал, что многие дмнкРНК связаны с иммун-
ным ответом, дифференцировкой мышц и разви-
тием нервной системы. В результате исследова-
ния был сделан вывод о том, что совместная ак-
тивность некодирующих и белок-кодирующих
РНК обеспечивает уникальность характеристик и
функциональность различных типов тканей.

Кижуч характеризуется природной устойчиво-
стью к ряду патогенов сальмонид. Первым шагом
в изучении возможной роли некодирующих РНК
в этой устойчивости стало описание транскрип-
тома малых и длинных некодирующих РНК им-
мунных органов кижуча – печени, селезенки и
пронефроса [74]. Всего выявлены 4975 днкРНК,
около 80% из которых были внегенными, и 2064
из выявленных днкРНК не имели ортологов у
других сальмонид. Кроме того, в анализе были
идентифицированы 146 консервативных и 20 но-
вых микроРНК. Были идентифицированы пред-
полагаемые мишени днкРНК и микроРНК. Для
мишеней днкРНК наиболее обогащенными были
каскады эндоцитоза, онкогенеза, регуляции ак-
тинового цитоскелета, PI3K-Akt сигналинга и пу-
ти инфицирования HTLV. Для мишеней мик-
роРНК – каскады взаимодействия цитокинов и
их рецепторов и каскады эндоцитоза. Таким об-
разом, были охарактеризованы профили некоди-
рующих РНК иммунных органов кижуча.

Длинные некодирующие РНК также могут
участвовать и в ответе на тепловой стресс. В ис-
следовании микижи, которую содержали при
нормальной температуре (18°C) либо при тепло-
вом стрессе (24°C) [83], были выявлены 5916
днкРНК, 927 из них были новыми, а 428 – диф-
ференциально экспрессированными в ответ на
тепловой стресс. Анализ показал, что 2261 дн-
кРНК участвовали в цис-регуляции, их гены-ми-
шени участвовали в каскадах клеточного метабо-
лизма, ответа на воздействия и модификации
клеточных белков и обогащали сигнальные кас-
кады MAPK, PI3K-AKT, NOD-подобного рецепто-
ра и эстрогенового сигналинга. 3483 днкРНК
участвовали в транс-регуляции, их гены-мишени
также обогащали пути регуляции аутофагии и эн-
доцитоза. Таким образом, анализ обогащений
показал, что днкРНК регулируют экспрессию
различных групп генов, участвующих в адапта-
ции микижи к тепловому стрессу.

Другим стрессовым воздействием, которое из-
меняет профили экспрессии как кодирующих,
так и некодирующих РНК, является повышенная
плотность посадки рыб. В исследовании [84] ми-
кижу выращивали в течение месяца при повы-

шенной плотности посадки (40 кг/м3) и затем
оценивали профили кодирующих и некодирую-
щих транскриптов в тканях кишечника, посколь-
ку этот орган содержит сложное сообщество мик-
роорганизмов и играет активную роль в функци-
онировании иммунной системы и поддержании
гомеостаза. Исследование показало, что повы-
шенная плотность посадки в целом подавляла
экспрессию генов: у рыб из группы высокой
плотности посадки в кишечнике экспрессирова-
лось всего 64.3% от всех идентифицированных
транскриптов, в то время как при низкой посадке
детектировались 93.7% от всех транскриптов. Вы-
сокая плотность посадки подавляла активность
каскадов метаболизма и иммунитета, а также
снижала целостность и стабильность эпителиаль-
ного слоя. Исследователи сделали вывод, что
между кодирующими и некодирующими РНК
кишечника наблюдается тонкое динамическое
равновесие, изменяющееся при стрессовых воз-
действиях, например при повышенной плотно-
сти посадки.

Кольцевые РНК

Кольцевые РНК (кРНК) представляют собой
ковалентно замкнутые эндогенные некодирую-
щие РНК, которые участвуют во многих клеточ-
ных процессах и обладают высокой стабильно-
стью [14]. кРНК могут функционировать как
“губки” для микроРНК и тем самым снижать
уровень микрРНК-опосредованного сайленсинга
генов, либо конкурировать с мРНК за связывание
с микроРНК, образуя “сети конкурентной регуля-
ции”. Другой механизм их действия – образование
рибонуклеопротеиновых комплексов, например с
факторами транскрипции и с РНК-связывающими
белками, и модификация их сродства к мишеням
или локализации. На сегодняшний день они изуче-
ны недостаточно подробно, однако учитывая их
стабильность, высокую представленность в клет-
ке и разнообразие профилей экспрессии вполне
вероятно, что они играют важные роли в различ-
ных биологических процессах и регуляторных пу-
тях. В работе [79] провели анализ изменений
транскриптома микижи, возникающих в ответ на
тепловой стресс (24°C). Были выявлены 324 диф-
ференциально экспрессированных кРНК, 105
микроРНК и 1885 мРНК. Была построена сеть
конкурентной регуляции ответа на тепловой
стресс, которая включала в себя 301 пару кРНК–
микроРНК и 51 пару микроРНК–мРНК, и кор-
реляционный анализ выявил пары микроРНК–
мРНК с отрицательной корреляцией. Тепловой
стресс активировал экспрессию генов, участво-
вавших в метаболизме и ответе на стресс, каскады
процессинга белков в ЭПС, эстрогеновый и
Hif-1-опосредованный сигналинг.

Подытоживая данный раздел, можно отметить,
что разнообразие некодирующих РНК очень вели-
ко, и высокопроизводительные транскриптомные



750

ГЕНЕТИКА  том 58  № 7  2022

ЗОЛОТАРЕНКО, ШИТОВА

методы анализа значительно ускорили и упростили
их изучение. Вероятно, в ближайшее время будут
более подробно и полно охарактеризованы сети
взаимодействий нкРНК, мРНК и белков, которые
участвуют в ответе на стресс, а также в регуляции
роста и развития рыб рода Oncorhynchus.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В данном обзоре проанализированы работы по

изучению динамики транскриптома рыб рода On-
corhynchus на разных этапах жизненного цикла и его
изменений в ответ на различные воздействия
окружающей среды. Цель обзора состояла в ана-
лизе современного состояния исследований тран-
скриптома лососевых. Расширение применения
данного метода в аквакультурных исследованиях от-
крыло возможности для генетического анализа ин-
дивидуальной особи на разных жизненных этапах.
Большое количество работ в настоящее время по-
священо исследованию транскриптомного ответа
на внешние воздействия, такие как тепловой стресс,
инфекции, лекарства, вредные вещества, гормоны.
Исследования некодирующих РНК показали, что
данная группа транскриптов участвует в функци-
онировании сетей сигнальной трансдукции наря-
ду с кодирующими генами и белками, и дальней-
ший анализ сетей коэкспрессии и конкурентной
регуляции позволит более подробно охарактери-
зовать взаимное влияние кодирующих и некоди-
рующих транскриптов.

Исследование выполнено на средства гранта
Российского научного фонда (проект РНФ № 19-
16-00101, руководитель – Л.А. Животовский).

Настоящая статья не содержит каких-либо ис-
следований с использованием в качестве объекта
животных.

Настоящая статья не содержит каких-либо ис-
следований с участием в качестве объекта людей.

Авторы заявляют, что у них нет конфликта ин-
тересов.
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This review covers the current state of high-throughput transcriptome analysis in aquaculture. It describes the
research on the molecular basis of growth and development of fish, as well as the genetic variability underlying
the ecological and evolutionary adaptations of the genus Oncorhynchus. Systemic alterations in the profiles of
small, long and circular non-coding RNAs that occur in fish transcriptomes in response to various stimuli are
characterized. The identified signal transduction pathways playing key roles in the development of econom-
ically valuable traits can be used as targets for fish breeding within the target commodity characteristics.

Keywords: transcriptome studies, genus Oncorhynchus, microarrays, RNA-seq.



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (Adobe RGB \0501998\051)
  /CalCMYKProfile (Photoshop 5 Default CMYK)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.3
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize false
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness false
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages false
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterColorImages false
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages false
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterGrayImages false
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages false
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<

  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /BleedOffset [
        14.173230
        14.173230
        14.173230
        14.173230
      ]
      /ConvertColors /NoConversion
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /NA
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /ClipComplexRegions true
        /ConvertStrokesToOutlines false
        /ConvertTextToOutlines false
        /GradientResolution 300
        /LineArtTextResolution 1200
        /PresetName ([High Resolution])
        /PresetSelector /HighResolution
        /RasterVectorBalance 1
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MarksOffset 14.173230
      /MarksWeight 0.250000
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /NA
      /PageMarksFile /RomanDefault
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /LeaveUntagged
      /UseDocumentBleed false
    >>
    <<
      /AllowImageBreaks true
      /AllowTableBreaks true
      /ExpandPage false
      /HonorBaseURL true
      /HonorRolloverEffect false
      /IgnoreHTMLPageBreaks false
      /IncludeHeaderFooter false
      /MarginOffset [
        0
        0
        0
        0
      ]
      /MetadataAuthor ()
      /MetadataKeywords ()
      /MetadataSubject ()
      /MetadataTitle ()
      /MetricPageSize [
        0
        0
      ]
      /MetricUnit /inch
      /MobileCompatible 0
      /Namespace [
        (Adobe)
        (GoLive)
        (8.0)
      ]
      /OpenZoomToHTMLFontSize false
      /PageOrientation /Portrait
      /RemoveBackground false
      /ShrinkContent true
      /TreatColorsAs /MainMonitorColors
      /UseEmbeddedProfiles false
      /UseHTMLTitleAsMetadata true
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [595.000 842.000]
>> setpagedevice


