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Ôèëîãåíåòè÷åñêèå ñâÿçè àìóðñêîãî îñåòðà ïî äàííûì ñåêâåíèðîâàíèÿ 18S ðÄÍÊ

Ïðîâåäåí àíàëèç ôèëîãåíåòè÷åñêèõ ñâÿçåé àìóðñêîãî îñåòðà Acipenser schrenckii Brandt, 1869 ñ ðîä-
ñòâåííûìè âèäàìè ïî äàííûì ñåêâåíèðîâàíèÿ ãåíà ðÐÍÊ ìàëîé ñóáúåäèíèöû ðèáîñîì. Äëÿ ýòîãî áûëà
îïðåäåëåíà ïîëíàÿ (1746 ï. í.) ïîñëåäîâàòåëüíîñòü 18S ðÄÍÊ ñåìè èíäèâèäóàëüíûõ êëîíîâ A. schren-
ckii. Ðåçóëüòàòû ïðîäåìîíñòðèðîâàëè âûñîêîå ñõîäñòâî ìóòàöèîííîãî ïðîôèëÿ 18S ðÄÍÊ àìóðñêîãî
îñåòðà ñ òàêîâûì ñåâåðîàìåðèêàíñêîãî îçåðíîãî îñåòðà A. fulvescens (äàííûå GenBank). Ñòðóêòóð-
íî-ôóíêöèîíàëüíûé è ôèëîãåíåòè÷åñêèé àíàëèçû ïîçâîëèëè èäåíòèôèöèðîâàòü ïðåäïîëîæèòåëüíî ýêñ-
ïðåññèðóåìûé âàðèàíò, à òàêæå òàêñîí-ñïåöèôè÷åñêóþ ìóòàöèþ (âñòàâêà àäåíèíà ïîñëå ïîçèöèè
658 ï. í.) äëÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé 18S ðÄÍÊ A. schrenckii. Ôèëîãåíåòè÷åñêèå ðåêîíñòðóêöèè, âûïîë-
íåííûå ñ ïîìîùüþ ðàçíûõ ìåòîäîâ (NJ, MP, ML è Bayesian), äàëè âûñîêóþ ñòàòèñòè÷åñêóþ ïîääåðæêó
ìîíîôèëèè ðîäà Acipenser è óêàçàëè íà 1) áîëüøóþ áëèçîñòü àìóðñêîãî îñåòðà ñî ñòåðëÿäüþ, ÷åì ñ áàë-
òèéñêèì îñåòðîì, ÷òî íàõîäèòñÿ â ñîîòâåòñòâèè ñ êëàññèôèêàöèåé, îñíîâàííîé íà ýêîëîãî-ìîðôîëîãè-
÷åñêèõ äàííûõ (Artyukhin, 2006); 2) çíà÷èòåëüíóþ äèôôåðåíöèàöèþ ìåæäó ñåâåðîàìåðèêàíñêèì (A. ful-
vescens) è åâðàçèéñêèìè (A. schrenckii, A. ruthenus è A. sturio) âèäàìè Acipenseridae.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: 18S ðÄÍÊ, àìóðñêèé îñåòð, ôèëîãåíèÿ, Acipenseriformes.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ï. í. — ïàðû íóêëåîòèäîâ, ÏÖÐ — ïîëèìåðàçíàÿ öåïíàÿ ðåàêöèÿ,
ML — ìàêñèìàëüíîå ïðàâäîïîäîáèå, MP — ìàêñèìàëüíàÿ ïàðñèìîíèÿ, MST — ìèíèìàëüíîå ñïåííèí-
ãîâîå äðåâî, NJ — áëèæàéøåå ñâÿçûâàíèå, 18S ðÄÍÊ — ÐÍÊ ìàëîé ñóáúåäèíèöû ðèáîñîì.

Îñåòðîâûå ðûáû çàíèìàþò îñîáîå ìåñòî ñðåäè ïîçâî-
íî÷íûõ â îñíîâíîì áëàãîäàðÿ òàêèì óíèêàëüíûì îñîáåí-
íîñòÿì, êàê ýâîëþöèîííàÿ äðåâíîñòü è îòíîñèòåëüíî íèç-
êèå ñêîðîñòè ýâîëþöèè (Bemis et al., 1997; Krieger, Fuerst,
2002). Åùå îäíîé îñîáåííîñòüþ ãðóïïû ÿâëÿåòñÿ òî, ÷òî
âñå íûíå æèâóùèå ïðåäñòàâèòåëè Acipenseriformes çàíå-
ñåíû â ñïèñêè ÑÈÒÅÑ (Ludwig, 2008). Îñíîâíûìè ïðè÷è-
íàìè òàêîãî ñòàòóñà ÿâëÿþòñÿ çàãðÿçíåíèå ïðèðîäíîé
ñðåäû îáèòàíèÿ îñåòðîâûõ, ñòðîèòåëüñòâî äàìá íà íåðåñ-
òîâûõ ïóòÿõ è ÷ðåçìåðíûé âûëîâ. Ýòè ôàêòîðû òàêæå äî-
ïîëíÿþòñÿ íåêîòîðûìè áèîëîãè÷åñêèìè îñîáåííîñòÿìè
îñåòðîâ: ðàçìíîæåíèå ñ ïðîìåæóòêàìè äî 5 ëåò, ïîçäíåå
ñîçðåâàíèå (ïîñëå 10—15 ëåò) (Êðûõòèí, Ãîðáà÷, 1994;
Grunwald et al., 2002), ìåæâèäîâàÿ è ìåæðîäîâàÿ ãèáðèäè-
çàöèÿ (Êðûõòèí, Ãîðáà÷, 1994; Birstein et al., 1997). Îäíèì
èç íåîáõîäèìûõ óñëîâèé äëÿ ïðèíÿòèÿ ìåð ïî ñîõðàíå-
íèþ äàííîé ãðóïïû ðûá ÿâëÿåòñÿ ðàçðàáîòêà óñòîé÷èâîé
ôèëîãåíèè. Îäíàêî âî âîïðîñàõ êëàññèôèêàöèè îñåòðî-
âûõ ðûá âñå åùå ñóùåñòâóåò ìíîæåñòâî ïðîòèâîðå÷èé;
ôèëîãåíåòè÷åñêèå èññëåäîâàíèÿ, îñíîâàííûå íà ìîðôî-
ëîãè÷åñêèõ äàííûõ, íå âñåãäà íàõîäÿò ïîäòâåðæäåíèå
ïðè èñïîëüçîâàíèè ìîëåêóëÿðíî-ãåíåòè÷åñêèõ ïîäõîäîâ
(Artyukhin, 2006).

Áîëüøèíñòâî èññëåäîâàíèé ìîëåêóëÿðíîé òàêñîíî-
ìèè è ôèëîãåíåòèêè îñåòðîâûõ ðûá ïðîâîäèëîñü ñ èñïî-
ëüçîâàíèåì ìàðêåðîâ ìèòîõîíäðèàëüíîé ÄÍÊ (ìòÄÍÊ)
(Zhang et al., 2000; Ludwig et al., 2001; Birstein et al., 2002;

Peng et al., 2007; Krieger et al., 2008). Ðåçóëüòàòû ýòèõ ðà-
áîò, íåñìîòðÿ íà íåêîòîðûå ðàçëè÷èÿ, âî ìíîãîì ñõîäíû;
ýòî îçíà÷àåò, ÷òî äîïîëíèòåëüíûå èññëåäîâàíèÿ íà óðîâ-
íå ìèòîõîíäðèàëüíûõ ãåíîâ ìîãóò è íå âíåñòè ÿñíîñòè â
ñèñòåìàòèêó Acipenseriformes. Ñëåäîâàòåëüíî, íåîáõîäè-
ìî èñïîëüçîâàíèå ÿäåðíûõ ãåíîâ, õîòÿ èõ àíàëèç â ðÿäå
ñëó÷àåâ îñëîæíÿåòñÿ âûñîêèì óðîâíåì ïëîèäíîñòè îñåò-
ðîâûõ ðûá: ãåíîìû Acipenseridae ñîäåðæàò îò 120 äî 500
õðîìîñîì, êîòîðûå ìîæíî ðàíæèðîâàòü â ñåðèè ïî
4n—8n—16n (Ludwig et al., 2001).

Îáùåïðèçíàííûì ìîëåêóëÿðíûì ìàðêåðîì äëÿ ôè-
ëîãåíåòè÷åñêèõ èññëåäîâàíèé ìíîãî÷èñëåííûõ ãðóïï æè-
âîòíûõ è ðàñòåíèé ÿâëÿåòñÿ ÿäåðíàÿ 18S ðÄÍÊ (Luan et
al., 2004; Yoon, Kim, 2006; Hines et al., 2007, è äð.). Îäíà-
êî îñåòðû îêàçàëèñü â ÷èñëå âèäîâ, ãåíîì êîòîðûõ îòëè-
÷àåòñÿ ðàçíîîáðàçèåì àëëåëåé ðÄÍÊ (Krieger, Fuerst,
2002, 2004; Krieger et al., 2006). Äàííàÿ îñîáåííîñòü çà-
òðóäíÿåò âûÿñíåíèå ðåàëüíûõ âçàèìîîòíîøåíèé ìåæäó
âèäàìè (Buckler et al., 1997; Krieger, Fuerst, 2002), ïîýòîìó
èñïîëüçîâàíèå 18S ðÄÍÊ â ôèëîãåíåòè÷åñêèõ èññëåäîâà-
íèÿõ Acipenseridae âîçìîæíî ëèøü ïîñëå ïðåäâàðèòåëü-
íîãî àíàëèçà ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé (Abouheif et al., 1998;
Xia et al., 2003).

Öåëü íàøåé ðàáîòû — ïîèñê íàäåæíûõ ìîëåêóëÿð-
íûõ ìàðêåðîâ äëÿ ôèëîãåíåòè÷åñêèõ èññëåäîâàíèé ðûá
ñåìåéñòâà Acipenseridae. Îñíîâíàÿ çàäà÷à ñîñòîÿëà â àíà-
ëèçå ôèëîãåíåòè÷åñêèõ ñâÿçåé àìóðñêîãî îñåòðà Acipenser
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schrenckii Brandt, 1869 ñ äðóãèìè âèäàìè îñåòðîâûõ ðûá
ïî äàííûì ñåêâåíèðîâàíèÿ ïîëíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè
18S ðÄÍÊ. Ñîïîñòàâëåíèå ïîëó÷åííûõ ðåçóëüòàòîâ ñ ôè-
ëîãåíèÿìè, îñíîâàííûìè íà äðóãèõ ïðèçíàêàõ, ïîçâîëÿåò
ñ÷èòàòü âûáðàííûé ìàðêåð âïîëíå ýôôåêòèâíûì äëÿ
óòî÷íåíèÿ âçàèìîîòíîøåíèé ìåæäó âèäàìè îñåòðîâûõ
ðûá.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè ñëåäóþùèå ð å à ê ò è â û: òåð-
ìîôèëüíûå ÄÍÊ-çàâèñèìûå ÄÍÊ ïîëèìåðàçû Pfu DNA
(Fermentas, Ëèòâà); Polymerase è Taq DNA Polymerase
(ÌåäèÃåí, Ðîññèÿ); íàáîð äëÿ àìïëèôèêàöèè äëèííûõ
ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ Long PCR Enzyme Mix è íàáîð äëÿ êëî-
íèðîâàíèÿ ïðîäóêòîâ ÏÖÐ InsT/Aclone PCR Product Clo-
ning Kit (Fermentas, Ëèòâà); íàáîð äëÿ ñåêâåíèðîâàíèÿ ñ
BigDye Terminator (Applied Biosystems, ÑØÀ).

À ì ï ë è ô è ê à ö è þ ïîëíîðàçìåðíîãî ãåíà ìàëîé ðè-
áîñîìíîé ñóáúåäèíèöû (îêîëî 1800 ï. í. ó ðûá) ïðîâîäè-
ëè ï ð è ï î ì î ù è ï î ë è ì å ð à ç í î é ö å ï í î é ð å à ê ö è è
(ÏÖÐ) ñ èñïîëüçîâàíèåì ïðàéìåðîâ (òàáë. 1), ðàçðàáîòàí-
íûõ äëÿ ñåâåðîàìåðèêàíñêîãî îçåðíîãî îñåòðà Acipenser
fulvescens (Krieger, Fuerst, 2002), è íàáîðà äëÿ ÏÖÐ äëèí-
íûõ ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ Long PCR Enzyme Mix (Fermentas,
Ëèòâà). Ðåàêöèîííàÿ ñìåñü äëÿ ÏÖÐ ñîñòîÿëà èç 90 íã ãå-
íîìíîé ÄÍÊ, 5 ìêë 10X Long PCR-áóôåðà, 17 ìÌ MgCl2,
2.5 ìÌ dNTP, 1.5 åä. ñìåñè ôåðìåíòîâ äëÿ äëèííîé PCR è
0.5 ìÌ êàæäîãî ïðàéìåðà. Áûë èñïîëüçîâàí ñëåäóþùèé
òåìïåðàòóðíûé ðåæèì: 94 °Ñ — 3 ìèí (94 °Ñ — 1 ìèí,
55 °Ñ — 2 ìèí, 68 °Ñ — 4 ìèí)� 35, 72 °Ñ — 15 ìèí. Ïðî-
äóêòû àìïëèôèêàöèè î÷èùàëè îñàæäåíèåì òðåìÿ îáú-
åìàìè 96%-íîãî ýòèëîâîãî ñïèðòà.

Ê ë î í è ð î â à í è å ïîëíîðàçìåðíîãî ãåíà 18S ðÐÍÊ
îñóùåñòâëÿëè ñ èñïîëüçîâàíèåì íàáîðà InsT/Aclone PCR
Product Cloning Kit (Fermentas, Ëèòâà) ïî èíñòðóêöèè
ôèðìû-ïðîèçâîäèòåëÿ. Äëÿ ïðèãîòîâëåíèÿ êîìïåòåíòíûõ
êëåòîê èñïîëüçîâàëè øòàìì Dh5á E. coli.

Äëÿ à ì ï ë è ô è ê à ö è è ê ë î í è ð î â à í í û õ ï î ñ ë å-
ä î â à ò å ë ü í î ñ ò å é 1 8 S ð Ä Í Ê �2 ìì2 êîëîíèè îòáèðà-
ëè ñòåðèëüíûì íàêîíå÷íèêîì è âíîñèëè â ñìåñü, ñîäåð-
æàùóþ 100 ìÌ Tris-HCl (pH 8.3), 500 ìÌ KCl, 0.25 ìÌ
êàæäîãî dNTP, 0.25 ìÌ êàæäîãî ïðàéìåðà, 1.5 ìÌ MgCl2

è 1 åä. ñìåñè Taq/Pfu (äëÿ ìèíèìèçàöèè îøèáîê ïðè
ÏÖÐ). Òåìïåðàòóðíûé ðåæèì: 95 °Ñ — 3 ìèí (95 °Ñ —
1 ìèí, 72 °Ñ — 4 ìèí)�35, 72 °Ñ — 40 ìèí.

Ñ å ê â å í è ð î â à í è å âûïîëíÿëè íà àâòîìàòè÷åñêîì
ëàçåðíîì ñåêâåíàòîðå ABI PRISM 310 íà áàçå ÁÏÈ ÄÂÎ

ÐÀÍ. Ðåàêöèþ ñåêâåíèðîâàíèÿ ïðîâîäèëè â 15 ìêë ðåàê-
öèîííîé ñìåñè, ñîäåðæàùåé îêîëî 10 íã ïëàçìèäíîé
ÄÍÊ ñî âñòàâêîé, 1 ïêÌ ïðàéìåðà è 2.5 ìêë BigDye Ter-
minator v. 3.1 ïðè ñëåäóþùèõ óñëîâèÿõ: 96 °Ñ — 1 ìèí
(96 °Ñ — 30 ñ, 50 °Ñ — 15 ñ, 60 °Ñ — 4 ìèí)�25. Î÷èñòêà
ÏÖÐ ïðîäóêòîâ âêëþ÷àëà â ñåáÿ îñàæäåíèå 70%-íûì ýòà-
íîëîì.

Ñ á î ð ê ó è â û ð à â í è â à í è å ï î ñ ë å ä î â à ò å ë ü í î-
ñ ò å é 1 8 S ð Ä Í Ê, à òàêæå ð à ñ ÷ å ò ã å í å ò è ÷ å ñ ê è õ ä è-
ñ ò à í ö è é è ô è ë î ã å í å ò è ÷ å ñ ê è å ð å ê î í ñ ò ð ó ê ö è è
(ïî ìåòîäó áëèæàéøåãî ñâÿçûâàíèÿ NJ, ìàêñèìàëüíîé
ïàðñèìîíèè MP, ìàêñèìàëüíîãî ïðàâäîïîäîáèÿ ML è
Bayesian) âûïîëíÿëè ñ èñïîëüçîâàíèåì ïàêåòà ïðîãðàìì
Mega v. 4 (Tamura et al., 2007), Arlequin v. 3.11 (Excoffier
et al., 2006) è MrBayes v. 3.1 (Ronquist, Huelsenbeck, 2003).
Âûáîð îïòèìàëüíîé ìàòåìàòè÷åñêîé ìîäåëè äëÿ ðàñ÷åòà
ãåíåòè÷åñêèõ äèñòàíöèé è ôèëîãåíåòè÷åñêèõ ðåêîíñòðóê-
öèé ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ èíôîðìàöèîííîãî êðèòåðèÿ
Akaike (AIC) (Akaike, 1974) â ïðîãðàììå Modeltest v. 3.06
(Posada, Crandall, 1998). Êðîìå ñîáñòâåííûõ äàííûõ
äëÿ ôèëîãåíåòè÷åñêîãî àíàëèçà áûëè èñïîëüçîâàíû ïî-
ñëåäîâàòåëüíîñòè 18S ðÄÍÊ èç GenBank ïî äðóãèì âèäàì
ðûá: Acipenser fulvescens (îçåðíûé îñåòð), A. sturio (áàë-
òèéñêèé îñåòð), A. ruthenus (ñòåðëÿäü), Polyodon spathula
(âåñëîíîñ) è Oncorhynchus mykiss (êóìæà) êàê âíåøíÿÿ
ãðóïïà.

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Äëÿ àíàëèçà ôèëîãåíåòè÷åñêèõ ñâÿçåé àìóðñêîãî
îñåòðà ñ äðóãèìè âèäàìè Acipenseridae íàìè áûëî ñåêâå-
íèðîâàíî 7 êëîíîâ ïîëíîðàçìåðíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòé
18S ðÄÍÊ (1746 ï. í.), ó êîòîðûõ 486-å íóêëåîòèäíûå
ó÷àñòêè (ïîçèöèè 960—1144 ï. í. ïîëíîðàçìåðíîãî ãåíà)
áûëè íàèìåíåå èçìåí÷èâû (×åëîìèíà è äð., 2008). Àíà-
ëèç ðàñïðåäåëåíèÿ âñòàâîê è äåëåíèé ïîäòâåðäèë íàëè÷èå
ó A. schrenckii 6 «ãîðÿ÷èõ òî÷åê», ò. å. ñàéòîâ ñî âñòàâêàìè
(äåëåöèÿìè) âî âñåõ ïðîàíàëèçèðîâàííûõ ïîñëåäîâàòåëü-
íîñòÿõ, âûÿâëåííûõ ðàíåå ó Acipenseriformes â ïðåäåëàõ
äâóõ ó÷àñòêîâ 18S ðÄÍÊ îáùåé äëèíîé 788 ï. í. (Krieger
et al., 2006). Âñå áåç èñêëþ÷åíèÿ «ãîðÿ÷èå òî÷êè» íàõî-
äÿòñÿ â âàðèàáåëüíûõ îáëàñòÿõ ìîëåêóëû 18S ðÐÍÊ. Êðî-
ìå òîãî, íàìè îáíàðóæåíà ñïåöèôè÷íàÿ äëÿ A. schrenckii
âñòàâêà àäåíèíà ïîñëå ïîçèöèè 658 ï. í., íå âîøåäøàÿ â
èññëåäîâàííûé ðàíåå ó÷àñòîê (òàáë. 2; ðèñ. 1).

Àëëåëüíûå âàðèàíòû ãåíà 18S ðÐÍÊ àìóðñêîãî îñåò-
ðà ðàçëè÷àëèñü ìåæäó ñîáîé ïî 14 òðàíçèöèÿì, 3 òðàíñ-
âåðñèÿì, 9 âñòàâêàì, 5 äåëåöèÿì è 2 êîìïëåêñíûì ìóòà-

266 Ê. Â. Ðîæêîâàí, Ã. Í. ×åëîìèíà, Ñ. À. Èâàíîâ

Ò à á ë è ö à 1

Ñïèñîê ïðàéìåðîâ äëÿ àìïëèôèêàöèè
ïîëíîðàçìåðíîãî ãåíà 18S pPHK îñåòðîâ

Íàçâàíèå
ïðàéìåðà

Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ïðàéìåðà

CRN5A 5R-GGTTGATCCTGCCAGTAG-3R

373C 5R-GATTCCGGAGAGGGAGCCT-3R

892C 5R-GTCAGAGGTGAAATTCTTGG-3R

570 5R-GCTATTGGAGCTGGAATTAC-3R

1262 5R-GAACGGCCATGCACCAC-3R

SSU2 5R-CCGCGGCCGCGGATCCTGATCCCTCCGCAG
GTTCAC-3R

Ò à á ë è ö à 2

Ðàñïðåäåëåíèå âñòàâîê è äåëåöèé â ïîëíîðàçìåðíûõ êîïèÿõ
ãåíà 18S pPHK îñåòðîâûõ ðûá

Âèä
Íóêëåîòèäíàÿ ïîçèöèÿ

53 265 658 771 840 1366 1696

Af* + + + + + +

As + + + + + + +

Ï ð è ì å ÷ à í è å. Af — A. fulvescens, As — A. schrenckii. Ïîçèöèè
ïðîíóìåðîâàíû ñîãëàñíî ïîñëåäîâàòåëüíîñòè Polyodon spathula
(GenBank: AF188371). Äåëåöèÿ âûäåëåíà êóðñèâíûì øðèôòîì. Äëÿ
âñòàâîê íîìåð ïîçèöèè ïðåäøåñòâóåò ìóòàöèè. Çíàê «+» îáîçíà÷àåò ïðè-
ñóòñòâèå ìóòàöèè; çâåçäî÷êà — äàííûå GenBank.



öèÿì (ò. å. çàòðàãèâàþùèì áîëåå 3 íóêëåîòèäîâ). Â öåëîì
ìóòàöèîííûé ïðîôèëü 18S ðÄÍÊ A. schrenckii èìååò âû-
ðàæåííîå ñõîäñòâî ñ òàêîâûì ó A. fulvescens (äàííûå Gen-
Bank) (ðèñ. 2). Àíàëèç ðàñïðåäåëåíèÿ ìóòàöèé ìåæäó
êîíñåðâàòèâíûìè è âàðèàáåëüíûìè ó÷àñòêàìè ó àìóðñêî-
ãî è îçåðíîãî îñåòðîâ òàêæå âûÿâèë âûñîêîå ñõîäñòâî
ñðàâíèâàåìûõ âèäîâ. Â îáîèõ ñëó÷àÿõ âñå îñíîâíûå òèïû
ìóòàöèé êîíöåíòðèðóþòñÿ â âàðèàáåëüíûõ ó÷àñòêàõ; íàè-
áîëåå ñóùåñòâåííîå ìåæâèäîâîå îòëè÷èå — ïî÷òè òðåõ-
êðàòíîå ïðåîáëàäàíèå âñòàâîê (äåëåöèé) ó A. schrenckii
(ðèñ. 3, á).

Èñïîëüçóÿ ìîäåëü âòîðè÷íîé ñòðóêòóðû 18S ðÐÍÊ
àìåðèêàíñêîãî âåñëîíîñà Polyodon spathula (Krieger,
2000), áëèæàéøåãî ôèëîãåíåòè÷åñêîãî ðîäñòâåííèêà âè-
äîâ Acipenser, ìû ïðîñëåäèëè ðàñïðåäåëåíèå ìóòàöèé ïî
ôóíêöèîíàëüíûì äîìåíàì ìîëåêóëû äëÿ êàæäîãî èç 7
êëîíîâ ðÄÍÊ A. schrenckii. Ñòðóêòóðíî-ôóíêöèîíàëüíûé
àíàëèç íå âûÿâèë êàêèõ-ëèáî ìóòàöèé â êëþ÷åâûõ ñòðóê-
òóðàõ, ñâÿçàííûõ ñ äåêîäèðîâàíèåì, òðàíñëîêàöèåé è
òðàíñëÿöèîííîé òî÷íîñòüþ (ñïèðàëè 27, 34, 45, ïåòëÿ 530
è ó÷àñòîê Ñ1400 ñ À- è Ð-ñàéòàìè) àíàëèçèðóåìûõ âà-
ðèàíòîâ 18S ðÐÍÊ, ÷òî ïðåäïîëàãàåò ñîõðàíåíèå èìè
ôóíêöèîíàëüíîé çíà÷èìîñòè. Íàèáîëüøóþ âàæíîñòü ñðå-
äè ôóíêöèîíàëüíûõ äîìåíîâ ïðåäñòàâëÿåò ñïèðàëü 27
(Ð27). Ïî èìåþùèìñÿ ëèòåðàòóðíûì äàííûì (Hoerter
et al., 2004), Í27 ÿâëÿåòñÿ êîíôîðìàöèîííûì ïåðå-
êëþ÷àòåëåì, îòâå÷àþùèì çà òî÷íîñòü òðàíñëÿöèè. Êðîìå
ýòîãî, ñïèðàëü 27 âûñòóïàåò êàê ìåæñóáúåäèíè÷íûé ìîñò
è âëèÿåò íà ôóíêöèîíèðîâàíèå ñïèðàëè 44, ó÷àñòâóþ-
ùåé â ðàñïîçíàâàíèè òÐÍÊ. Íóêëåîòèäíûå çàìåíû
è (èëè) âñòàâêè (äåëåöèè) ìîãóò íåãàòèâíî âëèÿòü íà ôóí-
êöèîíàëüíûå äîìåíû 18S ðÐÍÊ, ÷òî âåäåò ê îøèáêàì ïðè
òðàíñëÿöèè èëè íåâîçìîæíîñòè ôóíêöèîíèðîâàíèÿ ðèáî-
ñîìû.

Â öåëîì ýòè ðåçóëüòàòû ïîêàçàëè, ÷òî ïî êðàéíåé
ìåðå ÷åòûðå èç èññëåäîâàííûõ êëîíîâ (As-1, As-3, As-6 è
As-7) ïîòåíöèàëüíî ìîãóò áûòü ôóíêöèîíàëüíûìè ãåíà-
ìè, òàê êàê 1) èìåþò ìèíèìàëüíîå ÷èñëî íóêëåîòèäíûõ
ðàçëè÷èé ïî ñðàâíåíèþ ñ Af-7 — ïðåäïîëîæèòåëüíî ýêñ-
ïðåññèðóåìîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ 18S ðÄÍÊ A. fulves-
cens (Krieger, Fuerst, 2004), 2) íå íåñóò êðóïíûõ âñòàâîê
(äåëåöèé) è 3) íå èìåþò ìóòàöèé â îñíîâíûõ ôóíêöèî-
íàëüíûõ ñàéòàõ.

×òîáû îïðåäåëèòü, êàêàÿ èç êëîíèðîâàííûõ ïîñëåäî-
âàòåëüíîñòåé íàèáîëåå ñîîòâåòñòâóåò «òðåáîâàíèÿì»
ôóíêöèîíàëüíîãî ãåíà, áûë äîïîëíèòåëüíî ïðîâåäåí ôè-
ëîãåíåòè÷åñêèé àíàëèç ñ ïðèâëå÷åíèåì èìåþùèõñÿ ê íà-
ñòîÿùåìó âðåìåíè äàííûõ èç GenBank ïî îçåðíîìó îñåò-
ðó. MST-ðåêîíñòðóêöèÿ (ðèñ. 4) ñâèäåòåëüñòâóåò î òîì,
÷òî òàêîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ ñêîðåå âñåãî ÿâëÿåòñÿ
As-7, ïî êðàéíåé ìåðå ïî äâóì ïðè÷èíàì. Èìåííî îíà
ðàñïîëàãàåòñÿ â öåíòðå «çâåçä÷àòîé» ñòðóêòóðû, îáðàçóå-
ìîé êëîíàìè A. schrenckii, ÷òî ïðåäïîëàãàåò åå ïðåäêî-
âîñòü, è òîëüêî îíà èìååò ïðÿìûå ôèëîãåíåòè÷åñêèå ñâÿ-
çè ñ ôóíêöèîíàëüíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ 18S ðÄÍÊ
A. fulvescens (Af-7). Ïîýòîìó äëÿ óñòàíîâëåíèÿ ôèëîãåíå-
òè÷åñêèõ ñâÿçåé A. schrenckii ñ äðóãèìè ïðåäñòàâèòåëÿìè
îñåòðîâûõ ðûá ìû èñïîëüçîâàëè ïîñëåäîâàòåëüíîñòü
As-7. Èíòåðåñíî, ÷òî îäíà èç ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé 18S
ðÄÍÊ àìóðñêîãî îñåòðà (As-2) íà MST-äðåâå îêàçàëàñü
ôèëîãåíåòè÷åñêè áîëåå áëèçêîé ê ïðåäïîëàãàåìûì ïñåâ-
äîãåíàì A. fulvescens.

Ôèëîãåíåòè÷åñêèå ðåêîíñòðóêöèè, ïîñòðîåííûå äëÿ
As-7 (ò. å. ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, ïðåäïîëîæèòåëüíî êîäè-
ðóþùåé ôóíêöèîíàëüíûå ìîëåêóëû 18S ðÐÍÊ A. schrenc-
kii) ïðè ïîìîùè ðàçíûõ ìåòîäîâ, ïîêàçàëè îäèíàêîâóþ
òîïîëîãèþ. Àìóðñêèé îñåòð A. schrenckii è ñòåðëÿäü
A. ruthenus îïðåäåëÿþòñÿ â íèõ ñåñòðèíñêèìè òàêñîíàìè,
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Ðèñ. 1. Âàðèàáåëüíûå ñàéòû ïîëíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ãåíà 18S ðÐÍÊ àìóðñêîãî îñåòðà.

Psp* — P. spathula, As — A. schrenckii.

Ðèñ. 2. Ìóòàöèîííûé ïðîôèëü àìóðñêîãî (à) è îçåðíîãî (á) îñåòðîâ.

Ts — òðàíçèöèè, Tv — òðàíñâåðñèè, Ins — âñòàâêè, Del — äåëåöèè, Complex — ìóòàöèè, çàòðàãèâàþùèå áîëåå òðåõ íóêëåîòèäîâ.
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Ðèñ. 3. Ðàñïðåäåëåíèå íóêëåîòèäíîãî ðàçíîîáðàçèÿ ìåæäó êîíñåðâàòèâíûìè è âàðèàáåëüíûìè ó÷àñòêàìè ïîëíîé ïîñëåäîâàòåëü-
íîñòè 18S ðÄÍÊ àìóðñêîãî è îçåðíîãî îñåòðîâ.

Çíà÷åíèÿ ïåðåñ÷èòàíû íà 100 íóêëåîòèäîâ. Af — A. fulvescens*, As — A. schrenckii.

Ðèñ. 4. Ìèíèìàëüíîå ñïåííèíãîâîå äðåâî (MST) àìóðñêîãî è îçåðíîãî îñåòðîâ ïî äàííûì ïîëíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè 18S ðÄÍÊ.

Af — A. fulvescens* (äàííûå GenBank), As — A. schrenckii. Øòðèõîâîé ëèíèåé ïîêàçàíû àëüòåðíàòèâíûå ñâÿçè, ÷èñëà íà âåòâÿõ óêàçûâàþò êîëè÷åñòâî
ìóòàöèé, âíóòðè êðóæêîâ — íîìåðà êëîíîâ.

Ðèñ. 5. Ôèëîãåíåòè÷åñêèå ñâÿçè àìóðñêîãî îñåòðà A. schrenckii ñ äðóãèìè âèäàìè Acipenseriformes (äàííûå GenBank) ïî äàííûì
ïîëíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè 18S ðÐÍÊ.

Öèôðû íàä óçëàìè äðåâà ïîêàçûâàþò óðîâåíü ñòàòèñòè÷åñêîé ïîääåðæêè âåòâëåíèÿ (NJ/ME/ML/Bayes-ðåêîíñòðóêöèè), ïîä óçëàìè — äëÿ ÌÐ; øòðè-
õîâîé ëèíèåé ïîêàçàíî, ÷òî óðîâåíü ïîääåðæêè íèæå 50 %. ÀÏÊ — Àäðèàòè÷åñêî-Ïîíòî-Êàñïèéñêàÿ, ÑÀ — Ñåâåðî-Àòëàíòè÷åñêàÿ, ÂÀ — Âîñòî÷-

íî-Àìåðèêàíñêàÿ ýíäåìè÷íûå çîíû.



îò êîòîðûõ ïîñëåäîâàòåëüíî îòâåòâëÿþòñÿ A. sturio,
A. fulvescens è P. spathula (ðèñ. 5), ïðè÷åì äîñòàòî÷íî âû-
ñîêóþ ñòàòèñòè÷åñêóþ ïîääåðæêó ïîëó÷àåò ëèøü ìîíî-
ôèëèÿ ðîäà îñåòðîâ Acipenser.

Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ñîãëàñóþòñÿ ñ äàííûìè Àð-
òþõèíà (Artyukhin, 1995, 2006), îñíîâàííûìè íà èññëåäî-
âàíèè ìîðôîëîãèè è ýêîëîãèè Acipenseridae. Ôèëîãåíåòè-
÷åñêèå ñâÿçè îñåòðîâ, ðåêîíñòðóèðîâàííûå ïî 21 ñèíàïî-
ìîðôèè, óêàçûâàþò íà áëèçêèå îòíîøåíèÿ ìåæäó
A. schrenckii è A. ruthenus è áîëüøóþ óäàëåííîñòü ýòèõ
âèäîâ îò A. fulvescens ïî ñðàâíåíèþ ñ A. sturio. Ïî ìíå-
íèþ àâòîðà, âèäû, îáèòàþùèå â îäíîé ýíäåìè÷íîé çîíå,
ÿâëÿþòñÿ íàèáîëåå áëèçêèìè, íî íå îáÿçàòåëüíî ìîíîôè-
ëåòè÷åñêèìè; ãðóïïû îñåòðîâûõ ðûá âíóòðè îäíîé ýíäå-
ìè÷íîé çîíû ìîãóò áûòü ðàñïðåäåëåíû â ðàçíûå ïîðîäû.
Â ÷àñòíîñòè, àìóðñêèé îñåòð (Àìóðñêàÿ ýíäåìè÷íàÿ çîíà)
è ñòåðëÿäü (Àäðèàòè÷åñêî-Ïîíòî-Êàñïèéñêàÿ çîíà) âõî-
äÿò â îäèí ïîäðîä Sterleta; áàëòèéñêèé îñåòð (Ñåâåðî-Àò-
ëàíòè÷åñêàÿ çîíà) è îçåðíûé îñåòð (Âîñòî÷íî-Àìåðèêàí-
ñêàÿ ýíäåìè÷íàÿ çîíà) âêëþ÷åíû â äâà ðàçíûõ ïîäðîäà —
Sturio è Dinectus ñîîòâåòñòâåííî.

Èíîé ÿâëÿåòñÿ òîïîëîãèÿ ôèëîãåíåòè÷åñêèõ äðåâ, ïî-
ëó÷åííûõ ïî äàííûì èçìåí÷èâîñòè ãåíà öèòîõðîìà b
ìòÄÍÊ (Ludwig et al., 2001). Â íåé êëàñòåð Acipenseridae
ðàçäåëÿåòñÿ íà äâå ìîíîôèëåòè÷íûå ãðóïïû, îáúåäèíÿþ-
ùèå ñîîòâåòñòâåííî àòëàíòè÷åñêèå è òèõîîêåàíñêèå
âèäû, ïî îòíîøåíèþ ê êîòîðûì A. sturio çàíèìàåò áàçàëü-
íîå ïîëîæåíèå. Õîòÿ ôèëîãåíåòè÷åñêèå ðåêîíñòðóêöèè,
îñíîâàííûå íà ïðèçíàêàõ, èìåþùèõ ðàçíûé òèï íàñëåäî-
âàíèÿ, ñîâïàäàþò äàëåêî íå âñåãäà, ìû íå èñêëþ÷àåì, ÷òî
ñ ââîäîì â àíàëèç 18S ðÄÍÊ äîïîëíèòåëüíûõ äàííûõ ïî
äðóãèì ðîäñòâåííûì âèäàì îêåàíè÷åñêàÿ äèôôåðåíöèà-
öèÿ îñåòðîâûõ ðûá, âûÿâëåííàÿ ïðè àíàëèçå ìòÄÍÊ, ìî-
æåò áûòü ïîäòâåðæäåíà. Ïîêà íàøè äàííûå ìîæíî ðàñ-
ñìàòðèâàòü êàê äîêàçàòåëüñòâî âûðàæåííîé ãåîãðàôè÷å-
ñêîé äèôôåðåíöèàöèè Acipenseridae, ïîä÷åðêèâàþùåå
ãëóáîêóþ ñâÿçü âèäîâ îñåòðîâûõ ðûá ñ îçåðíûìè è ðå÷-
íûìè ñèñòåìàìè.

Òàêèì îáðàçîì, ôèëîãåíåòè÷åñêèé àíàëèç óêàçûâàåò
íà äîñòîâåðíóþ ãåíåòè÷åñêóþ äèôôåðåíöèàöèþ ìåæäó
âèäàìè, îáèòàþùèìè â Ñåâåðíîé Àìåðèêå è Åâðàçèè, è
áîëåå òåñíûå ñâÿçè àìóðñêîãî îñåòðà ñî ñòåðëÿäüþ, ÷åì ñ
àòëàíòè÷åñêèì îñåòðîì. Ïîëó÷åííûå äàííûå ïîçâîëÿþò
ïðèçíàòü ïîëåçíûì èñïîëüçîâàíèåì ïîëíîðàçìåðíûõ ïî-
ñëåäîâàòåëüíîñòåé 18S ðÄÍÊ äëÿ áèîãåîãðàôè÷åñêèõ ðå-
êîíñòðóêöèé è èññëåäîâàíèé ôèëîãåíåòè÷åñêèõ ñâÿçåé
ìåæäó âèäàìè îñåòðîâûõ ðûá.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ÷àñòè÷íîé ôèíàíñîâîé ïîä-
äåðæêå ÄÂÎ ÐÀÍ «Àìóðñêàÿ ýêñïåäèöèÿ» (ïðîåêò
Àìóð-7).
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PHYLOGENETIC RELATIONSHIPS OF AMUR STURGEON ACIPENSER SCHRENCKII BRANDT,

1869 BASED ON 18S RDNA SEQUENSING DATA

K. V. Rozhkovan,1 G. N. Chelomina,1 S. A. Ivanov2
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The analysis of phylogenetic relationships based on 18S rDNA sequences of Amur sturgeon Acipenser
schrenckii Brandt, 1869 with other acipenseriform species was performed in this study. Complete sequences
(1746 b. p.) in seven individual clones of A. schrenckii 18S rRNA were determined. Mutation profile of Amur
sturgeon 18S rDNA demonstrated high similarity with that of Lake Sturgeon A. fulvescens. Both presumably
functional sequence and the specific mutation (insertion of adenine after position 658) of Amur sturgeon 18S
rDNA were identified by structural-functional analyses. Phylogenetic reconstructions performed using different
methods (NJ, MP, ML and Bayesian) support monophyly of the genus Acipenser and point to: 1) closer relation-
ships Amur sturgeon with sterlet, than Baltic sturgeon, which is in agreement with Artyukhin’s eco-morphologi-
cal classification (Artyukhin, 1995, 2006); 2) sufficiently high differentiation between North-American (A. ful-
vescens) and Eurasian (A. schrenckii, A. ruthenus and A. sturio) sturgeons.

K e y w o r d s: 18S rDNA, Amur sturgeon, phylogeny, Acipenseriformes.
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