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Введение

Нативный ареал вида A. mikadoi по

данным ресурса fishbase.org

Осетровые (сем. Acipenseridae) – ценные промысловые рыбы, а также объекты

аквакультуры. Род Acipenser насчитывает около 20 видов, 12 из которых отмечены

для российской территории (Парин и др., 2014; Nelson et al., 2016). Одним из

наиболее редких является сахалинский осётр A. mikadoi Hilgendorf, 1892. В

настоящее время численность его существенно подорвана, вид находится на грани

исчезновения. Естественные популяции вида сохранились в р. Тумнин Хабаровского

края и р. Виахту Сахалинской области (Золотухин, 2012; Кошелев, Колпаков, 2020).

Ввиду малой численности редких и исчезающих видов рыб наиболее подходящими

для мониторинга их видового и генетического разнообразия представляются

неинвазивные подходы, в том числе использование ДНК из окружающей среды.

Метод хорошо зарекомендовал себя в данной области и успешно апробирован для

мониторинга нескольких видов редких и исчезающих осетров (Mizumoto et al., 2020;

Schenekar et al., 2020; Pfleger et al., 2016; Anderson et al., 2018; Yusishen et al., 2020). В

настоящей работе приводятся результаты разработки праймеров, специфичных для

митохондриальной ДНК вида A. mikadoi.

Сахалинский осётр A. Mikadoi Hilgendorf, 1892

Тихий океан

Японское 

море



Материал и методы

Сформирована матрица из 15 последовательностей полных митохондриальных

геномов от 3 видов осетровых рыб, ареалы которых могут пересекаться (Парин и др.,

2014): Acipenser mikadoi (KX276658), A. dauricus (KJ402277) и A. schrenckii

(MH973728- MH973734, KX276660, KX276659, KF150287, KC905169, KC820796).

Также к анализу привлечён зелёный осётр A. medirostris (NC_028405), который

является генетически наиболее близким сахалинскому осетру. С помощью функции

slidingWindow пакета Spider к матрице последовательностей был применён алгоритм

скользящего окна с интервалом 25 нуклеотидов, формирующий на основе массива

фрагменты длиной 100 нуклеотидов. Далее для сформированных фрагментов с

помощью функции dist.dna пакета APE были рассчитаны средние значения

генетических p-расстояний. По результатам анализа построен график, отражающий

распределение значений дивергенции вдоль митохондриального генома осетров

(Рисунок 1). На основе выбранных фрагментов в программе DECIPHER (Wright et al.,

2014) выполнен поиск видоспецифичных праймеров – до 8 пар на каждый фрагмент.

Далее на основе каждой пары праймеров проводили запуск алгоритма Primer-BLAST.

В качестве референса отдельно в разных запусках использовали область GenBank,

ограниченную таксоном Actinopterygii (лучепёрые рыбы), а также таксоном

Acipenseridae (осетровые). Дополнительно была выполнена проверка праймеров с

использованием локальных референсных последовательностей полного

митохондриального генома от представителей рода Acipenser. Результаты оценки

праймеров сведены в таблицу (Таблица 1).

Рисунок 1. Распределение значений дивергенции (p-расстояние) вдоль 15 последовательностей

митохондриального генома 4 видов осетров. Анализ выполнен с помощью алгоритма скользящего

окна. Вертикальными прерывистыми линями обозначены границы фрагментов, на основе которых

выполнена разработка видоспецифичных праймеров.



Название

Пары праймеров

Последовательности прямого и обратного 

праймеров, направление 5`-3`

Lamp Tm Spn Spc

D-loop_114 CACTAACATGCGATTTCCCGATACT / 

CAGTTGTGAATCCCTACAGTTGTT

114 56.9 / 55.2 A. medirostris 0

COI_219 ACTCGTCCCTAGATATTGTGCTT / 

GGCCTAGGAAATGTTGGGGAAAA

219 55.4 / 57.6 A. medirostris 379

D-loop_I AAGGCCTGTCTAGAACATTAGGTT / 

CCATTCACTATTCATTCCTCTGGGAG

308 59.46 / 60.97 – 0

Результаты

Наибольшей специфичностью к A. mikadoi обладают праймеры, сформированные

на основе фрагмента D-loop, который является источником наибольшего количества

взаимных нуклеотидных различий среди рассматриваемых видов осетров (см.

Рисунок 1, а также Шедько, 2017). Он не обнаруживает совпадений среди других

таксонов лучепёрых рыб, при этом выявляя от 1 до 2 видов осетров помимо

собственно сахалинского осетра. Именно этот фрагмент даёт единственное сочетание

праймеров, которое позволяет не только отделить A. mikadoi от всех

дальневосточных осетров, но и отличить его от наиболее близкого ему A. medirostris.

Фрагмент COI выявляет только один неспецифичный вид – A. medirostris, однако

ожидаемо обнаруживает огромное количество совпадений среди других лучепёрых

рыб. В итоге наиболее удачным для безошибочной идентификации сахалинского

осетра видится использование сочетания пар праймеров, разработанных на основе

фрагментов D-loop и COI. Результаты экспериментальной проверки праймеров путём

амплификации соответствующих фрагментов на основе тотальной ДНК сеголеток

осетра из отхода Анюйского рыбоводного завода приведены на рисунке 2.

Таблица 1. Lamp – длина амплифицируемого фрагмента, п.н.; Tm – температура плавления прямого и обратного праймеров, °C;

Spn – виды, обнаруживаемые по результатам поиска Primer-BLAST среди таксонов сем. Acipenseridae (не включая A. mikadoi);

Spc – количество гомологичных последовательностей, обнаруживаемых по результатам поиска Primer-BLAST среди таксонов

класса Actinopterygii (не включая сем. Acipenseridae), шт.

Рисунок 2. Результаты амплифкации фрагментов D-loop

(2 и 4 дорожки) и COI (6 дорожка) с использованием тотальной

ДНК сахалинского осетра A. mikadoi. 1, 3, 5 и 7 дорожки –

маркер длин ДНК 50+ bp DNA Ladder. Электрофорез выполнен

в 2% агарозном геле, в растворе буфера TBE.
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