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Беломорские сельди Сlupea pallasii marisalbi [1]
являются реликтовой группировкой сельдей Ти�
хого океана Clupea pallasii. По мнению исследова�
телей, сельди проникли в Белое море в период по�
слеледниковой литориновой трансгрессии не бо�
лее 8–10 тыс. лет назад [2–4]. 

За сравнительно небольшой в эволюционном
масштабе период времени, прошедший с момента
заселения в Белое море, сельди образовали сооб�
щество, характеризующееся сложной популяци�
онной структурой. На ареале они представлены
различными группировками: стаями, локальны�
ми стадами, расами, которые различаются места�
ми и сроками нереста, размерно�возрастной
структурой, темпом роста, плодовитостью, мор�
фологическими и биологическими особенностя�
ми и другими признаками [5–16].

Важнейшими являются различия между груп�
пировками сельдей в Белом море по времени не�
реста. В период гидрологической весны при тем�
пературе около 0°С происходит нерест весенне�
нерестующих сельдей, календарные сроки
которого изменяются на отдельных нерестили�
щах с апреля до середины июня. Кроме того, в
Кандалакшском заливе и в районе Соловецких
островов в конце июня–начале июля при более
высокой температуре (от 8°С) размножаются лет�
ненерестующие беломорские сельди [11, 12, 17,
18]. Помимо различий в сроках нереста группи�

ровки сельдей дифференцируются по размерно�
возрастной структуре стада. Общепринято разде�
ление сельдей на “крупных” – быстрорастущих и
“мелких” – медленнорастущих; в одном и том же
возрасте “мелкие” сельди в несколько раз меньше
“крупных” [6, 8, 9, 19]. “Мелкие” сельди являют�
ся весенненерестующими и населяют все заливы
Белого моря. “Крупные” летненерестующие
сельди сосредоточены в центральной части Бело�
го моря и Кандалакшском заливе, у Соловецких
островов, вдоль Карельского и Терского берегов,
Летнего берега Двинского залива [9, 20, 21]. 

Помимо вышеперечисленных наиболее кон�
трастных различий сельди на каждом нерестили�
ще характеризуются своими специфическими
чертами: размерно�возрастным составом, темпом
роста, меристическими признаками, структурой
чешуи, временем наступления половозрелости,
плодовитостью и многими другими. Эти особен�
ности постоянны у нерестовых группировок из
года в год. Большинству из таких нерестовых стад
исследователями или местным населением даже
присвоено собственное название (“егорьевские”,
“ивановские” и т.д.) [9, 22]. 

За десятилетия исследований вопрос о попу�
ляционной структуре беломорских сельдей так и
остается открытым. Были предложены разнооб�
разные гипотезы, варьирующие от самостоятель�
ности и репродуктивной изолированности стад в
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каждом из заливов или даже на отдельных нере�
стилищах [6, 9–12, 23–25] до полного репродук�
тивного единства беломорских сельдей [18, 26].
Не исключалось даже различное филогенетиче�
ское происхождение группировок в Белом море –
от атлантических и тихоокеанских сельдей
[27⎯29]. Очевидно, что для выяснения популяци�
онной структуры и репродуктивных взаимоотно�
шений беломорских сельдей необходимы иссле�
дования генетической изменчивости нерестовых
группировок.

Ранее нами были проведены исследования ге�
нетической изменчивости беломорских сельдей
на основании полиморфизма аллозимных локу�
сов [30, 31]. Были показаны единство происхож�
дения всех беломорских сельдей от тихоокеан�
ских, а также генетическая дифференциация
между двумя экологическими формами: “мелки�
ми” весенненерестующими и “крупными” летне�
нерестующими сельдями. Внутри каждой эколо�
гической формы локальные группировки сель�
дей, обитающие в различных заливах, являются
генетически однородными. Однако, несмотря на
обширный материал, использованный в выше�
упомянутых работах, аллозимные маркеры поз�
воляют выявить лишь небольшую долю суще�
ствующей генетической изменчивости. Возмож�
но, изучение микросателлитных локусов ДНК,
характеризующихся высоким уровнем генетиче�
ского разнообразия у атлантических и тихоокеан�
ских сельдей [32, 33], предоставит новые возмож�
ности для исследований внутривидовой диффе�
ренциации сельдей в Белом море. Целью данной
работы было исследование популяционно�гене�
тической структурированности сельдей Белого
моря на основании микросателлитных локусов. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В работе были использованы выборки сельдей
из разных районов Белого моря, собранные в пе�
риод с 2001 по 2008 г. в основном во время нереста
сельдей на нерестилищах. В период с конца марта
по май были собраны выборки весенненерестую�
щих сельдей на нерестилищах в Онежском (губа
Сорокская, губа Нюхча, устье р. Онеги, о�в Кий),
Двинском (губа Яндовая) и Кандалакшском (гу�
бы Чупа, Колвица, Жемчужная) заливах. В июне
на нерестилище в губе Ругозерской Кандалакш�
ского залива взяты выборки летненерестующих
сельдей. Выборка из губы Сосновой в районе Со�
ловецких островов состояла из особей имеющих в
основном IV стадию зрелости гонад (т.е. перед не�
рестом). В районе бухты Благополучия Соловец�
ких островов сельди были пойманы уже после не�
реста (стадия зрелости гонад VI–II).

Все особи подвергались общему биологиче�
скому анализу. По размерно�возрастным пара�
метрам сельдей из района Соловецких островов

(как из бухты Благополучия, так и губы Сосно�
вой) можно характеризовать как “крупных”. Так�
же к группе “крупных” быстрорастущих сельдей
можно отнести выборки летненерестующих сель�
дей из губы Ругозерской, в то время как весенне�
нерестующие сельди в наших пробах являются
“мелкими” (подробнее см. [30, 31]). Место и вре�
мя взятия проб, объем исследованного материа�
ла, обозначения выборок представлены в табл. 1 и
на рис. 1.

Для анализа ДНК использовали образцы тка�
ни (грудных плавников, белых скелетных мышц,
глаза), фиксированные в 96%�ном этаноле, или
высушенную чешую. Тотальную ДНК выделяли
по стандартной методике, с помощью набора ре�
активов Diatom DNA Prep фирмы ООО “ИзоГен”
(Россия). Для ПЦР�амплификации использовали
наборы GenePak PCR Core (ООО “Лаборатория
ИзоГен”, Россия). Инкубационная смесь 20 мкл
содержала буфер для ПЦР, 200 мкМ каждого дез�
оксирибонуклеотида (dTTP, dCTP, dATP, dGTP),
1.5 мM MgCl2, 50 нг геномной ДНК и 100 нг спе�
цифического праймера. Амплификацию микро�
сателлитных локусов проводили в термоциклере
MJ Research PTC�100 при следующем режиме: де�
натурация в течение 2 мин при 94°С, затем восемь
циклов, включающих 1 мин денатурации ДНК�
матрицы при температуре 94°С, 30 с отжига прай�
меров при X°С и синтез новых цепей в течение
30 с при 72°С; затем следовал 21 цикл, включаю�
щий 30 с при 94°С, 30 с – X°С и 15 с при 72°С;
элонгация 3 мин при 72°С. Температура отжига
для индивидуальной пары праймеров дана в
табл. 2. Продукты амплификации разделяли пу�
тем электрофореза в 6%�ном неденатурирующем
полиакриламидном геле в 0.5× ТBЕ буфере при
300 В в течение 2–3 ч, окрашивали бромистым
этидием и фотографировали в УФ�свете. В каче�
стве маркеров длины фрагментов использовали
ДНК плазмиды pBr322, обработанную рестрикта�
зами HaeIII или HpaII. Размеры аллелей по каж�
дому локусу определяли в соответствии с элек�
трофоретической подвижностью полос с исполь�
зованием программы 1D Image Analysis Software
Version 3.5 фирмы “Кодак”.

Изменчивость сельдей оценивалась по 10 тет�
рануклеотидным микросателлитным локусам:
Cpa110, Cpa113, Cpa4, Cpa7, Cpa27, Cha1059,
Cha1020, Her28, Her71, Her140, характеристики
которых приведены в табл. 2. Из литературных
источников [35] известно, что повторяющаяся
последовательность локуса Cpa7 – (GATA)n, т.е.
разница в размере между аллелями должна быть
кратна четырем нуклеотидам. Однако нами были
обнаружены аллели, различающиеся на 2 нуклео�
тида, поэтому размер аллелей в этом локусе мы
определяли с интервалом в 2 нуклеотида.
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В тех пробах, ДНК которых была выделена из
чешуи, не для всех экземпляров удалось удовле�
творительно интерпретировать результаты по не�

которым локусам. Так, в ряде выборок отсутству�
ют данные по локусам Cpa113, Cpa7, Cpa27. Ха�
рактеристики общих показателей генетической

Таблица 1. Характеристика исследованного материала

Район сбора Дата сбора Эколого�физио�
логический статус

Координаты Объем 
выборки

Обозначение 
выборкиширота долгота

Двинской залив

губа Яндовая май, 2002 Нерестящиеся 64°37.8′ с.ш. 39°48.3′ в.д. 51 YAN

Онежский залив

губа Сорокская май, 2001 » 64°31.5′ с.ш. 34°51.6′ в.д. 41 SOR

губа Нюхча май, 2001 » 63°58.9 ′с.ш. 36°17.7′ в.д. 12 NUH

устье р. Онеги март, 2006 » 63°56.3′ с.ш. 37°57.9′ в.д. 50 ONG

о�в Кий май, 2002 » 63°59.6′ с.ш. 37°53.6′ в.д. 15 KIY

Соловецкие острова 
(губа Сосновая)

май, 2007 Преднерестовые 65°07.9′ с.ш. 35°36.3′ в.д. 30 SLS

Соловецкие острова 
(бухта Благополучия)

июнь, 2007 Нагуливающиеся 65°02.1′ с.ш. 35°40.3′ в.д. 28 SLB

Кандалакшский залив

губа Чупа апрель, 2001 Нерестящиеся 66°21.9′ с.ш. 33°42.9′ в.д. 18 CHP1

апрель, 2008 » 50 CHP2

губа Жемчужная апрель, 2002 » 67°07.5′ с.ш. 32°12.8′ в.д. 32 ZHM

губа Колвица май, 2002 » 67°04.5′ с.ш. 32°52.2′ в.д. 10 KOL

губа Ругозерская июнь, 2000 » 66°33.3′ с.ш. 33°05.3′ в.д. 51 RUG1

июнь, 2002 » 38 RUG2

KOL
ZHM

RUG

CHP

SLS

SLB

SOR

NUH
KIY

ONG

YAN

К
анда

Д в и н с к а я
г у б аО

н е ж
с к а я  г у б а

М
езе

нская
гу

ба

Б е л о е

лакшский залив м
о

р
е

Соловецкие
о�ва

Рис. 1. Карта сбора выборок сельдей.
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изменчивости приведены на основании данных
по всем 10 изученным локусам, но для анализа ге�
нетической дифференциации сельдей локусы
Cpa113, Cpa7, Cpa27 не использовались.

Оценку частот аллелей, аллельного разнообра�
зия, ожидаемой и наблюдаемой гетерозиготно�
сти, статистические тесты на соответствие на�
блюдаемых по каждому локусу генотипических
распределений равновесию Харди–Вайнберга
(внутрипопуляционные коэффициенты инбри�
динга f) [38] осуществляли с использованием
программы GDA [39]. Оценки аллельного разно�
образия, скорректированные по минимальному
размеру выборки, были получены в программе
FSTAT 2.9.3 [40]. Программный пакет GENEPOP
3.4 [41] был использован для проверки неравно�
весия по сцеплению, степени дифференциации
популяций FST, расчета генетических дистанций
Нея [42], значимости попарной генетической
дифференциации между выборками с использо�
ванием критерия χ2. Все вероятностные тесты бы�
ли основаны на алгоритме цепей Маркова [43].
Уровень статистической значимости для множе�
ственных вероятностных тестов корректировали
с помощью последовательной процедуры Бон�

феррони [44]. Значимость величин FST оценивали
с использованием программного пакета Arlequin
3.11 [45]. Также в программе Arlequin 3.11 прово�
дили иерархический анализ молекулярной вари�
ансы (AMOVA) [46]. В рамках этого анализа про�
водилось разделение общей генетической измен�
чивости на структурные иерархические
компоненты, для каждого из них рассчитывались
соответствующие индексы F�статистики (FST).
Были выбраны следующие уровни иерархии:
между группами, между выборками внутри групп
и внутри выборок. Исходя из предположений о
популяционной структуре беломорских сельдей,
в группы были объединены сельди либо в соот�
ветствии со сроками нереста (весенне� или летне�
нерестующие), либо в соответствии с локализа�
цией мест их нереста по заливам (Двинской,
Онежский, Кандалакшский).

Степень дифференциации популяций оцени�
вали также величиной θ (аналога FST�статистики
[38]) с использованием программы GDA. Постро�
ение UPGMA�дендрограмм и оценку бутстреп�
поддержки осуществляли с помощью программы
PHYLIP 3.9 [47] с последующей визуализацией в
TREE VIEW 1.6.6. [48]. Значимость корреляции

Таблица 2. Характеристика исследованных микросателлитных локусов

Локус
Повторяющаяся 

последова�
тельность

Последовательность праймеров (5'�3') Температура 
отжига, °С

Интервал 
размеров 

аллелей, пн

Источник 
информации 
о последова�

тельности 
праймеров

Cpa110 (TAGA)n F: CTGACAACCCTCGACATACAT 52 138–162 [34]

R: ACAATTTGCACTGGTTTGTAGTAG

Cpa113 (ATCT)n F: TGTCCATCTGTCCATTCAGC 50 120–204 [34]

R: ACCACACAGCACATTTACAGG

Cpa4 (GACA)n F: CTTATCTGTCTGACTGCCTATTTG 52 104–172 [35]

R: GTTTCTTCTCTGCTCCACCCAGAA

Cpa7 (GATA)n F: GGTATTGTGTTTGACAAACT 52 110–240 [35]

R: GTTTGTAAGTGTATAAGCTACTA

Cpa27 (GACA)n F: CACATTTATCAATTTCTTTG 52 120–352 [35]

R: GTTTCAGAAAGAGAATCTAACCTCT

Cha1059 (GACA)n F: CATCTACCACCTCCGACTCC 52 70–94 [36]

R: AATCTAAAGGAAGCCCACTC

Cha1020 (GACA)n F: CCTGGAGAGACAGATAGAAAA 52 165–245 [36]

R: GAGTTTAGCAGACGCTTTA

Her28 (CTGT)n F: CATTCATCCATCTCATCCCTAAC 51 77–117 [37]

R: GAGGAGATATGGAGACTCAGGG

Her71 (AGGC)n F: ACATCACCCGACTGCTAACC 51 85–109 [37]

R: GTGGCTCTGGATGATGGTCT

Her140 (GATA)n F: TTATGTAATGCACATTCAGATTATTTT 51 110–150 [37]

R: TGTCCATCTCTATCTATCTGCCG
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генетических FST/(1 – FST) и географических (по
кратчайшему водному пути, км) дистанций меж�
ду группировками проверяли с помощью Ман�
тель�теста [49] в программе GENEPOP 3.4 с ис�
пользованием 1000 пермутаций.

РЕЗУЛЬТАТЫ 

Все исследованные микросателлитные локусы
были полиморфны, число аллелей в локусе ва�
рьировало от пяти (Cpa110, Her71) до 36 (Cpa7), в
среднем 7.7 аллелей (А), всего обнаружено
161 различных аллелей (табл. 3). Наибольшая из�
менчивость у сельдей наблюдалась по локусам
Cpa7 (А = 36, НЕ = 0.941) и Cha1020 (А = 21,
НЕ = 0.929). Наименее полиморфными оказались
локусы Her71 (А = 5, НЕ = 0.127), Her140 (А = 8,
НЕ = 0.231) и Cpa110 (А = 5, НЕ = 0.461).

Распределение генотипов в локусах Cpa113,
Cpa4, Cpa7, Cha1020, Her71, Her140 во всех выбор�
ках сельдей соответствовало теоретическому рас�
пределению Харди–Вайнберга. В некоторых вы�
борках обнаружены достоверно значимые откло�
нения от равновесного распределения (р < 0.05) в
локусах Cpa110, Cpa27, Cha1059 и Her28 (18 из
115 тестов). В двух выборках выявлен статистиче�
ски значимый избыток гетерозигот по локусу
Cpa110; две выборки неравновесны в связи с де�
фицитом гетерозигот по локусу Cpa27; по локусам
Cha1059 и Her28 обнаружена неравновесность,
связанная как с недостатком, так и с избытком ге�
терозигот, в восьми и шести выборках соответ�
ственно. Однако после проведения коррекции
Бонферрони достоверно значимыми оказались
шесть оценок из 18 (табл. 3). Поскольку отклоне�
ния от равновесия Харди–Вайнберга вызваны
как недостатком, так и избытком гетерозигот,
сложно предполагать какую�то одну причину на�
блюдаемых отличий (эффект Валунда, присут�
ствие неамплифицирующихся ноль�аллелей
и т.д.). При проверке неравновесия по сцеплению
для каждой выборки были достоверно значимы
12 тестов из 585, после проведения коррекции для
множественных тестов достоверной корреляции
между генотипами ни по одному из локусов не
обнаружено.

Величина ожидаемой гетерозиготности в вы�
борках сельдей изменялась в пределах от 0.02 до
0.981; кроме того, сельди из губ Колвица, Чупа
(CHP1) и Ругозерская (RUG1) оказались моно�
морфными по локусу Her71. Оценки генетиче�
ского разнообразия в выборках сельдей были до�
вольно близкими. Так, средняя ожидаемая гете�
розиготность, рассчитанная по семи локусам,
варьировала между выборками от 0.493
(губа Жемчужная) до 0.624 (устье р. Онеги), скор�
ректированные оценки аллельного разнообразия
варьировали от 2.5 (губа Чупа, CHP1) до 4.1
(губа Сорокская, устье р. Онеги). Помимо наи�

больших оценок генетического разнообразия, в
выборке сельдей из устьевой части р. Онеги обна�
ружено наибольшее число персональных аллелей
(12) (табл. 3).

Множественный χ2�тест на генную дифферен�
циацию выявил статистически значимые разли�
чия между всеми выборками сельдей (p < 0.001,
после введения поправки на множественность те�
стов). Попарные сравнения выборок по частотам
генотипов (точный метод Фишера) в 59 случаях
из 78 сравнений показывают высокодостоверные
(р < 0.001–0.01) различия между парами исследо�
ванных локальностей. Недостоверны различия
между выборками сельдей разных лет из губы (да�
лее ⎯  г.) Чупа (CHP1 и СHP2), г. Ругозерской
(RUG1 и RUG2), пробами из района Соловецких
островов (SLS и SLB), а также еще в нескольких
парах сравнения. После введения поправки Бон�
феррони 12 оценок из 59 следует считать недосто�
верными, результаты этого анализа представлены
в табл. 4. Помимо временно�й стабильности гене�
тических показателей у сельдей на нерестилищах
можно отметить отсутствие различий между ве�
сенненерестующими сельдями Онежского залива
(выборки из устьевого участка р. Онеги, г. Сорок�
ской, г. Нюхча, о. Кий), а также весенненерестую�
щими сельдями Кандалакшского залива (г. Чупа,
г. Жемчужная, г. Колвица).

Глобальная оценка FST по изменчивости мик�
росателлитных локусов составила 0.026. Уровень
попарной межвыборочной дифференциации в
величинах FST изменялся от 0 до 0.085. 29 оценок
попарной FST были достоверно значимы после
коррекции уровня значимости на множествен�
ность тестов (табл. 4). При этом наблюдаемую ге�
нетическую дифференциацию нельзя объяснить
географическими расстояниями между нерести�
лищами. Корреляции между генетическими ди�
станциями и географическим расстоянием по ре�
зультатам Мантель�теста у выборок не обнаруже�
но (p = 0.297).

Используя формулу Райта FST = 1/(1 + 4 Nem),
можно приблизительно оценить число мигрантов
на поколение среди всех беломорских сельдей.
Это значение составляет около 9 экз. на поко�
ление.

Степень генетической дифференциации среди
всех исследованных выборок сельди в величинах
θ была достоверно значимой (θ = 2.03% с 95%�
ным доверительным бутстреп�интервалом {0.012;
0.03}). Наибольший вклад в дифференциацию
вносят локусы Cpa110 и Her71, значения θ по этим
локусам достигают 6.36 и 5.27% соответственно.

Иерархический анализ (AMOVA) мы проводи�
ли в нескольких вариантах с учетом гипотез о
структурированности беломорских сельдей. 

Анализ 1 проводился исходя из предположе�
ния об однородности сельдей, либо из предполо�
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жения об изолированности стад в каждом из за�
ливов. Общее генетическое разнообразие было
разложено на три иерархических уровня: между
заливами Белого моря, между выборками в каж�
дом из заливов и внутри выборок. Таким образом,
все выборки распределены в три группы: сельдей
Двинского, Онежского и Кандалакшского зали�
вов, без разделения их по срокам нереста. В груп�
пу Онежского залива были включены выборки из
районов Соловецких островов, губ Сорокская,
Нюхча, устьевой части р. Онеги, о. Кий. Канда�
лакшский залив представлен выборками из губ
Чупа, Жемчужная, Колвица, Ругозерская. Из
Двинского залива в нашем распоряжении только
одна выборка из г. Яндовая.

В Анализе 2 производилось разделение на
иерархические уровни с учетом сроков нереста
сельдей. Были представлены уровни иерархии:
между весенненерестующими и летненерестую�
щими сельдями, между выборками в пределах
этих группировок и внутри выборок. Весеннене�
рестующие сельди из Двинского (г. Яндовая),
Онежского (г. Сорокская, г. Нюхча, устье р. Оне�
ги, о. Кий) и Кандалакшского (г. Чупа, г. Жемчуж�
ная, г. Колвица) заливов, летненерестующие из
Кандалакшcкого залива (г. Ругозерская) и Соло�
вецких островов. В рамках этого анализа прово�
дили также оценки иерархии как у летненересту�
ющих, так и у весенненерестующих сельдей от�
дельно (анализ 2.1 и 2.2 соответственно).
Результаты представлены в табл. 5.

Основная доля генетического разнообразия
беломорских сельдей заключена внутри выбо�

рок – 97.3% (анализ 1) и 96.59% (анализ 2). По ре�
зультатам анализа 1 дифференциация между от�
дельными заливами оказывается незначимой
(0.5%, p > 0.05), а между выборками в пределах
каждого из заливов генетическая дифференциа�
ция статистически достоверна (p < 0.001) и со�
ставляет 2.19% от общего генетического разнооб�
разия. Анализ 2 показывает достоверные
различия между весенненерестующими и летне�
нерестующими сельдями (p < 0.001), на долю ко�
торых приходится 1.85% генетического разнооб�
разия. Как среди весенненерестующих, так и
среди летненерестующих группировок внутривы�
борочная компонента одинакова и составляет
98.5% (анализ 2.1 и 2.2 соответственно). Однако
среди летненерестующих сельдей генетическая
дифференциация незначима как между нерести�
лищами, так и между выборками на каждом нере�
стилище (анализ 2.1), тогда как у весенненересту�
ющих сельдей дифференциация между выборка�
ми внутри заливов достоверно значима (1.19%,
p < 0.001).

На основании попарных генетических дистан�
ций Нея было построено бескорневое NJ�дерево
(рис. 2). Распределение выборок на филограмме
довольно однородное. Высокий (более 60%) уро�
вень бутстреп�поддержки показан для ветви, со�
стоящей из выборок из г. Ругозерской и Соловец�
ких островов. Можно также отметить 100%�ную
кластеризацию сельдей из района Соловецких
островов.

 
Таблица 4. Оценки показателей попарной генетической дифференциации FST (под диагональю) и попарного
сравнения по частотам генотипов (точный метод Фишера) (над диагональю)

YAN ONG SOR KIY NUH CHP1 CHP2 ZHM KOL SLS SLB RUG1 RUG2

YAN ���� + + + – + + + + + + + +

ONG 0.036* ���� +/– +/– – +/– + + – + + + +

SOR 0.037* 0.007 ���� – – – – + – + – +/– +/–

KIY 0.023* 0.025* 0.011 ���� +/– – – – – + + + –

NUH 0.026* 0.005 0.006  0.039* ���� +/– + + – + + + +

CHP1 0.03* 0.009 0.006 0.003 0.015 ���� – – – + + +/– +/–

CHP2 0.043* 0.014* 0.008 0.003  0.024* 0.001 ���� – – + + + +

ZHM 0.023* 0.034* 0.034* 0.003  0.043* 0.012 0.027 ���� +/– + + + +

KOL 0.029 0.010 –0.001 0.016* 0.016 –0.008 0.011 0.028 ���� +/– +/– – –

SLS 0.069*  0.028* 0.014*  0.052*  0.037*  0.033*  0.032*  0.085* 0.025 ���� – + +

SLB 0.07*  0.025* 0.009  0.050*  0.039* 0.028*  0.027*  0.082* 0.026 –0.01 ���� + +

RUG1 0.052*  0.017* 0.007 0.035*  0.027* 0.020*  0.020*  0.061* 0.014 0.009 0.007 ���� –

RUG2 0.04*  0.040* 0.017 0.026*  0.062* 0.029*  0.026*   0.049* 0.015 0.024* 0.027* 0.012 ����

Примечание. Над диагональю: “–” – различия недостоверны, “+/–” – различия достоверны (α = 0.05), “+” – различия до�
стоверны после коррекции Бонферрони (α = 0.05, k = 78); под диагональю: “*” –  оценки достоверны, жирным шрифтом вы�
делены значения, достоверные после коррекции Бонферрони.
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Уровень генетического разнообразия у бело�
морских сельдей (НЕ = 0.127–0.941, в среднем
0.595), полученный на основании 10 микросател�
литных локусов, оказался ниже, чем у группиро�
вок сельдей Clupea pallasii на ареале. Так, по дан�

ным литературы оценки средней ожидаемой ге�
терозиготности у тихоокеанских сельдей
составляют 0.815–0.945 [32, 50–52]. Прежде всего
оценки генетического разнообразия связаны с
набором маркерных локусов, использованных
для исследования. В настоящей статье мы ис�
пользовали несколько новых локусов (Her28,
Her71, Her140), разработанных недавно [37]; ра�
бот по генетической дифференциации сельдей с
их использованием пока нет. Также нет данных об
изменчивости тихоокеанских сельдей по локусам
Сpa110 и Сpa7. По тем маркерам, сведения о кото�
рых имеются в литературе и которые применя�
лись и в настоящей работе (Cpa4, Cpa113, Cpa27,
Cha1020, Сha1059), оценки генетического разно�
образия довольно сходны у беломорских и тихо�
океанских сельдей. Поэтому нет оснований пред�
полагать более низкий уровень генетического
разнообразия сельдей Белого моря по сравнению
с сельдями на ареале. В пределах Белого моря
наибольший уровень генетического разнообра�
зия по сравнению со всеми остальными выборка�
ми отмечен у сельдей, размножающихся в куто�
вой части Онежского залива (ONG).

В нашем распоряжении имелись по две выбор�
ки из г. Чупа и г. Ругозерской, собранные на нере�
стилищах в разные годы, а также две выборки из
района Соловецких островов, взятые с интерва�
лом в две недели. Для всех этих выборок отмечена
временна�я стабильность генетических парамет�
ров сельдей на основании микросателлитных ло�
кусов. Ранее на более обширном материале из Бе�
лого и юго�восточной части Баренцева моря нами
была показана стабильность частот аллелей алло�
зимных локусов в течение ряда лет (от 2 до 8) у не�

Таблица 5. Иерархический анализ молекулярной вариансы (AMOVA) у беломорских сельдей

Уровень иерархии Индексы 
F�статистики

Доля в общей 
изменчивости, 

%

Анализ 1:
Белое море

Между отдельными заливами 0.005 0.5

Между выборками в каждом заливе 0.022* 2.19

Внутри выборок 0.026* 97.3

Анализ 2:
Белое море

Между группами весенненерестующих и летненерестующих 0.0185* 1.85

Между выборками внутри каждой группы 0.0159* 1.56

Внутри выборок 0.034* 96.59

Анализ 2.1:
летненерестующие

Между сельдями Соловецких островов и г. Ругозерской 0.010 0.998

Между выборками внутри каждой группы 0.005 0.5

Внутри выборок 0.0149* 98.5

Анализ 2.2:
весенне�
нерестующие

Между заливами 0.0075 0.75

Между выборками внутри заливов 0.012* 1.19

Внутри выборок 0.019* 98.5

*  p < 0.001.

KOL

ZHM

RUG2

CHP1

SLS

SLB

SOR

NUH

KIY
ONG

YAN

RUG1

CHP2

67

69

100

Рис. 2. Бескорневая NJ�дендрограмма, построенная
по дистанциям Нея; в узлах указаны индексы бут�
стреп�поддержки более 60%, 1000 итераций.



ГЕНЕТИКА  том 49  № 6  2013

АНАЛИЗ ИЗМЕНЧИВОСТИ МИКРОСАТЕЛЛИТНЫХ ЛОКУСОВ 761

рестовых группировок на всех локальных нере�
стилищах, а также и в поколениях сельдей
[30, 31]. Постоянство генетических показателей
нерестовых группировок сельдей в Белом море
представляет, на наш взгляд, значительный инте�
рес, поскольку у тихоокеанских и атлантических
сельдей в ряде случаев отмечена достоверная ге�
нетическая дифференциация между выборками
разных лет или даже в течение нерестового хода,
как по аллозимным [53], так и по микросателлит�
ным маркерам [54–61].

По результатам мечения у тихоокеанских сель�
дей уровень “хоминга” (возврата на нерест на не�
рестилища, откуда произошли) может достигать
75–95% [62–67]. Постоянство морфо�биологиче�
ских показателей нерестовых группировок бело�
морских сельдей на отдельных нерестилищах из
года в год, а также выявленная нами временна�я
стабильность генетических параметров [30, 31,
данное исследование] также косвенно свидетель�
ствуют о высоком уровне “хоминга” у сельдей Бе�
лого моря.

Значительная генетическая дифференциация
показана между беломорскими сельдями по всем
изученным локусам (р < 0.001). Попарные оценки
генетической дифференциации на основании χ2�
критерия также являются высокодостоверными
для большинства локальностей, что позволяет го�
ворить о существовании репродуктивной изоля�
ции между нерестовыми группировками сельдей
из различных районов Белого моря. Степень ге�
нетической дифференциации среди всех иссле�
дованных выборок сельди в величинах θ досто�
верно значима (θ = 2.03% с 95%�ным доверитель�
ным бутстреп�интервалом {0.012; 0.03}), что
также свидетельствует о том, что беломорские
сельди не представляют собой единую панмикти�
ческую популяцию.

Значения генетической дифференциации
между группировками беломорских сельдей ока�
зались весьма значительными (FST от 0.001 до
0.086, в среднем 0.026), принимая во внимание
относительно небольшую акваторию Белого моря
(наибольшее расстояние между участками сбора
выборок в Кандалакшском и Двинском заливах
составляет около 400 км) и высокий уровень ми�
граций и обмена генами между популяциями,
свойственный морским пелагическим видам, та�
ким как сельдь [68, 69]. Среди тихоокеанских
сельдей средний уровень генетической диффе�
ренциации по микросателлитным локусам в
оценках FST (θ) составляет от 0.002–0.003 [50, 51,
70] до 0.036 [32], среди атлантических сельдей –
от 0.001–0.01 [33, 54, 56, 71–73] до 0.065 [74]. По�
следняя оценка отражает дифференциацию на
огромном ареале между сельдями восточной и за�
падной части Атлантического океана.

По нашим оценкам число мигрантов на поко�
ление у беломорских сельдей приблизительно
равно 9. Для сельдей северо�восточной части Ти�
хого океана оно составляет 78 [51].

Результаты иерархического анализа (AMOVA)
показывают несостоятельность предположений о
генетической однородности беломорских сель�
дей. Нет оснований также предполагать репро�
дуктивное единство сельдей в каждом отдельном
заливе, без разделения их по срокам нереста. Так,
при объединении в каждом заливе сельдей с раз�
личными сроками нереста дифференциация в
пределах каждого залива оказывается высокодо�
стоверной (p < 0.001) (анализ 1, табл. 5). Оценка
генетической дифференциации между сельдями с
различным сроком нереста из Кандалакшского
залива также достоверно значима и составляет
θ = 2.06% (95%�ный бутстреп�интервал {1.19;
3.04}).

При иерархическом анализе сельдей с учетом
сроков нереста основная компонента межпопу�
ляционного генетического разнообразия прихо�
дится на различия между весенненерестующими
и летненерестующими сельдями (1.85%, p < 0.001)
(AMOVA, анализ 2, табл. 5). Эти результаты согла�
суются с данными генетической дифференциа�
ции сельдей в Белом море, полученными на ос�
новании аллозимных локусов: наибольшая ве�
личина межпопуляционного генетического
разнообразия оказалась между весенненерестую�
щими и летненерестующими сельдями и состави�
ла 0.98% [30]. По всей вероятности основным ме�
ханизмом поддержания генетической дифферен�
циации между двумя экологическими формами
сельдей являются различия в сроках нереста.
Многими исследователями одним из важнейших
изолирующих механизмов между популяциями
тихоокеанских и атлантических сельдей предпо�
лагаются различия в сроках нереста локальных
группировок [50, 51, 53, 75].

Исследования аллозимного полиморфизма не
выявили генетических различий как среди весен�
ненерестующих, так и среди летненерестующих
сельдей Белого моря [30, 31]. Однако данные по
изменчивости микросателлитных локусов пока�
зывают генетическую неоднородность как среди
весенненерестующих, так и среди летненересту�
ющих сельдей.

Так, в ряде случаев достоверны попарные
оценки генетической дифференциации (FST и χ2)
между выборками весенненерестующих сельдей
(табл. 4), достоверны и показатели межпопуляци�
онной дифференциации при иерархическом ана�
лизе (AMOVA, анализ 2.2, табл. 5). Уровень гене�
тического разнообразия весенненерестующих
сельдей в оценках θ достоверно значим, θ = 1.55%
(95%�ный бутстреп�интервал {0.99; 2.12}).
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В пределах заливов также обнаруживаются до�
стоверные различия между выборками различных
нерестилищ: дифференциация весенненерестую�
щих сельдей в Кандалакшском заливе θ = 0.85%
{0.014; 1.48}, в Онежском заливе θ = 1.01% {0.57;
1.52}. Однако по результатам попарного сравне�
ния у весенненерестующих сельдей Кандалакш�
ского залива различий не обнаружено ни на осно�
вании критерия χ2, ни по FST�показателю (после
введения поправки на множественность тестов).
У сельдей из Онежского залива достоверные по�
парные различия показаны только между выбор�
ками из г. Нюхча и о. Кий по FST�показателю
(табл. 4).

Группировка летненерестующих сельдей по
сравнению с весенненерестующими генетически
более однородна. Не обнаружено дифференциа�
ции между выборками сельдей ни на основании
иерархического анализа (AMOVA, анализ 2.1,
табл. 5), ни по оценкам попарной FST (табл. 4).
Статистически недостоверна оценка генетиче�
ского разнообразия θ = 0.67% (95%�ный бут�
стреп�интервал {–0.00; 1.57}). Достоверные раз�
личия выявлены только при попарном сравнении
по критерию χ2 между выборками губы Ругозер�
ской и Соловецких островов (табл. 4).

Таким образом, данные микросателлитной из�
менчивости у беломорских сельдей опровергают
гипотезу о репродуктивном единстве стада сель�
дей в Белом море [18, 26]. Подтверждаются пред�
положения исследователей о существовании в
Белом море репродуктивно изолированных груп�
пировок сельдей с различным временем нереста:
“крупных” летненерестующих и “мелких” весен�
ненерестующих [5–7, 19]. Различные сроки и
условия нереста, а также специфические морфо�
биологические характеристики сельдей свиде�
тельствуют о различной жизненной стратегии
этих группировок: весенненерестующие сельди
осваивают прибрежные акватории, питаются
мелким зоопланктоном и “нацелены” на быстрое
созревание, в то время как летненерестующие
осваивают открытые части моря, совершая ми�
грации, питаются крупным зоопланктоном и со�
зревают на 2–3 года позже [31]. Обнаруженная ге�
нетическая дифференциация между весенне� и
летненерестующими сельдями по аллозимным и
микросателлитным локусам подтверждает их ре�
продуктивную обособленность.

Кроме того, наши данные показывают обосно�
ванность выделения в пределах весенненерестую�
щей группировки локальных стад сельдей в каж�
дом из заливов Белого моря (Кандалакшском,
Онежском, Двинском) [6, 7, 10–12]. Не исключе�
на возможность существования частичной репро�
дуктивной изоляции весенненерестующих сель�
дей также и на отдельных нерестилищах в преде�
лах одного залива [9]. Для более детального

описания репродуктивных взаимоотношений
группировок весенненерестующих сельдей от�
дельных нерестилищ, как и для более полного
представления о популяционно�генетической
структуре летненерестующих сельдей необходи�
мо проведение дальнейших исследований с при�
влечением дополнительного материала.

Таким образом, сельди Белого моря характери�
зуются сложной популяционно�генетической
структурой. Наибольшие генетические различия
существуют между экологическими формами
сельдей с различными сроками нереста: весенне�
нерестующими и летненерестующими. Не ис�
ключено, что изоляция между этими группиров�
ками сформировалась еще до их вселения в Белое
море [31].

Экологическая пластичность, свойственная
морским сельдям рода Clupea, в специфических
условиях Белого моря способствует формообра�
зовательным процессам, что приводит к образо�
ванию в пределах одной экологической формы
сельдей из разных заливов или даже отдельных
нерестилищ частично репродуктивно изолиро�
ванных стад. Прежде всего это касается весенне�
нерестующей формы – многочисленной, имею�
щей подходящие условия для нереста в каждом из
заливов Белого моря. Возникновению и поддер�
жанию репродуктивной изоляции между такими
нерестовыми группировками в заливах способ�
ствуют, вероятно, гидрологические особенности
Белого моря, ограничивающие распространение
личинок с нерестилищ [76–78]. Авторы на осно�
вании многолетних исследований распределения
личинок беломорской сельди в каждом из зали�
вов, с привлечением современных данных о гид�
рологической структуре вод Белого моря [79, 80],
убедительно обосновали отсутствие обмена ли�
чинками между стадами сельдей, нерестящихся в
Кандалакшском, Онежском и Двинском заливах.
Удержанию личинок в пределах мелководий Кан�
далакшского залива способствует система дву�
слойной циркуляции вод, существующая в райо�
нах нереста сельдей. Вынос личинок за пределы
Онежского и Двинского заливов может ограни�
чиваться присутствием фронтальных разделов на
их границах с Бассейном Белого моря. Предпола�
гается также, что и во время мальковой фазы раз�
вития сельди остаются вблизи нерестилищ [78].
Несмотря на то что для нагула сельди могут расхо�
диться по акватории Белого моря, где происходит
смешение локальных стад, уже в осенний период
стада сельдей возвращаются в губы заливов и на
нерест они с высокой долей вероятности прихо�
дят на свои нерестилища [81–84]. Однако уровень
обнаруженного генетического разнообразия бе�
ломорских сельдей не позволяет полностью ис�
ключить генный обмен между соседними нере�
стилищами.
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Для описания популяционно�генетической
структурированности атлантических сельдей бы�
ла предложена концепция локальных популяций,
основанная на существовании обособленных
“личиночных ареалов” с ограниченными воз�
можностями для их рассеивания [85, 86]. Соглас�
но этой концепции популяции сельдей в одном
районе могут состоять из нескольких самостоя�
тельных субпопуляций, использующих различ�
ные нерестилища, но имеющих частично пере�
крывающиеся личиночные ареалы и даже полно�
стью совпадающие нагульные области. Эти
субпопуляции показывают высокий уровень
общности (“хоминга”) и поэтому остаются дис�
кретными. Некоторые исследователи также при�
нимают эту концепцию при описании структуры
тихоокеанских сельдей [51], однако допуская не�
который уровень стреинга между соседними не�
рестилищами. В общих чертах концепция “ло�
кальных популяций” согласуется и с картиной
популяционно�генетической структурированно�
сти беломорских сельдей.

Работа выполнена при финансовой поддержке
грантов РФФИ (№ 13�04�00247�а), Министерства
образования и науки РФ в рамках ФЦП “Науч�
ные и научно�педагогические кадры инноваци�
онной России” на 2009–2013 годы, госконтракт
16.740.11.0489, а также грантов Программ Прези�
диума РАН “Молекулярная и клеточная биоло�
гия” и “Живая природа. Динамика генофондов”
(руководитель Л.А. Животовский).
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Analysis of Microsatellite Loci Variations in Herring 
(Clupea pallasii marisalbi) from the White Sea

A. V. Semenovaa, A. P. Andreevaa, A. K. Karpova, A. N. Stroganova, 
G. A. Rubtsovab, and K. I. Afanas’ievb

aDepartment of Ichthyology of Lomonosov Moscow State University, Moscow, 119992 Russia
e"mail: anna.semenova@mail.bio.msu.ru 

bVavilov Institute of General Genetics, Russian Academy of Sciences, Moscow, 119991 Russia
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The genetic diversity among spawning groups of herring from different parts of the White Sea was assessed
using ten microsatellite loci. All loci were polymorphic with the expected heterozygosity estimates varying in
the range of 12.7–94.1% (mean was 59.5%). The degree of genetic differentiation displayed by White Sea her�
ring was statistically significant (θ = 2.03%). The level of pairwise genetic differentiation FST was 0–0.085,
and it was statistically significant in most of the comparison pairs between the herring samples. A hierarchical
analysis of molecular variance (AMOVA) revealed the statistically significant differentiation of White Sea
herring. 96.59% genetic variation was found within the samples and 3.41% variation was found among the
populations. The main component of interpopulation diversity (1.85%) falls at the differences between two
ecological forms of herring, spring� and summer�spawning. Within the spring�spawning form, the presence
of local stocks in Kandalaksha Gulf, Onega Bay, and Dvina Bay was demonstrated.



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Gray Gamma 2.2)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (ISO Coated v2 300% \050ECI\051)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.3
  /CompressObjects /Off
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Perceptual
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.1000
  /ColorConversionStrategy /sRGB
  /DoThumbnails true
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams true
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts false
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 149
  /ColorImageMinResolutionPolicy /Warning
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 150
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.40
    /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 true
  /GrayImageMinResolution 149
  /GrayImageMinResolutionPolicy /Warning
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 150
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.40
    /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 true
  /MonoImageMinResolution 599
  /MonoImageMinResolutionPolicy /Warning
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 600
  /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 (None)
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<

    /BGR <>
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000410064006f006200650020005000440046002065876863900275284e8e9ad88d2891cf76845370524d53705237300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef69069752865bc9ad854c18cea76845370524d5370523786557406300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /CZE <>
    /DAN <>
    /ESP <>
    /ETI <>
    /FRA <>
    /GRE <>

    /HRV (Za stvaranje Adobe PDF dokumenata najpogodnijih za visokokvalitetni ispis prije tiskanja koristite ove postavke.  Stvoreni PDF dokumenti mogu se otvoriti Acrobat i Adobe Reader 5.0 i kasnijim verzijama.)
    /HUN <>
    /ITA <>
    /JPN <FEFF9ad854c18cea306a30d730ea30d730ec30b951fa529b7528002000410064006f0062006500200050004400460020658766f8306e4f5c6210306b4f7f75283057307e305930023053306e8a2d5b9a30674f5c62103055308c305f0020005000440046002030d530a130a430eb306f3001004100630072006f0062006100740020304a30883073002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee5964d3067958b304f30533068304c3067304d307e305930023053306e8a2d5b9a306b306f30d530a930f330c8306e57cb30818fbc307f304c5fc59808306730593002>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020ace0d488c9c80020c2dcd5d80020c778c1c4c5d00020ac00c7a50020c801d569d55c002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /LTH <>
    /LVI <>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken die zijn geoptimaliseerd voor prepress-afdrukken van hoge kwaliteit. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /POL <>
    /PTB <>
    /RUM <>
    /RUS <>
    /SKY <>
    /SLV <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /TUR <>
    /UKR <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents best suited for high-quality prepress printing.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
    /DEU <>
  >>
  /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
      /ConvertColors /ConvertToCMYK
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /DocumentCMYK
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /DocumentCMYK
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /UseDocumentProfile
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [595.276 841.890]
>> setpagedevice


