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На протяжении многих лет к решению спорных вопросов филогении применяются методы, осно-
ванные на молекулярном анализе консервативных участков генетического материала для расчета
дивергенции организмов. В настоящей работе использован маркерный фрагмент гена 12S рРНК для
уточнения филогенетического положения малоизученной фаунистической группы – древних пи-
явкоподобных паразитов рода Acanthobdella. Мозаичное сочетание признаков малощетинковых
червей (Oligochaeta) и современных пиявок (Hirudinea) указывает на промежуточное эволюционное
положение акантобделл. Полученные результаты позволяют говорить о хорошей применимости
маркерного фрагмента 12S для филогенетического анализа на уровне родов и видов. Реконструиро-
ванная нами филогенетическая история акантобделлид не согласуется с результатами ранних работ.
Низкие статистические поддержки позволяют сделать заключение о непригодности маркера 12S
для анализа филогении на надродовом уровне.
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Митохондриальный геном животных является
хорошим объектом для филогенетических иссле-
дований ввиду его гаплоидного наследования, от-
сутствия интронов и ограниченной рекомбина-
ции [1]. Митохондриальный ген 12S рРНК часто
используется для реконструкции молекулярной
филогении, видовой идентификации и филогео-
графии (например, [2–4]). Длина его маркерного
фрагмента варьирует в пределах 350–450 пар нук-
леотидов ввиду большого количества делеций и
инсерций, и он применялся для изучения собы-
тий дивергенции средней и большой давности [5].
В то же время скорость эволюции гена 12S оцени-
вается как высокая, что может привести к насы-
щению в третьей позиции и искажению результа-
тов исследования филогении таксонов высшего
ранга [1]. Данный маркер уже был успешно ис-
пользован для видового разграничения при ис-
следовании европейских плоских пиявок [6].

На сегодняшний день систематика кольчатых
червей остается актуальной и претерпевает мно-
жество изменений. Положение различных таксо-
нов данного типа не определено однозначно и

оценивается рядом авторов по-разному [7–9].
Acanthobdella peledina, обитающая в северной ча-
сти Евразии [10] и, по некоторым данным, в Се-
верной Америке [11, 12], является редким релик-
товым пиявкоподобным паразитом, мозаично
сочетающим в себе примитивные черты предков
из подкласса малощетинковых червей с признака-
ми, присущими современным пиявкам [10, 13].
Согласно современным представлениям о филоге-
нии и классификации, A. peledina вместе с сест-
ринским видом A. livanowi занимает промежуточ-
ное эволюционное положение между подклассами
Oligochaeta и Hirudinea. Впервые вывод об уникаль-
ном филогенетическом положении акантобделл
был сделан Н.А. Ливановым в 1905 г. на основании
исключительно морфологических характеристик
[13]. Однако существовала и альтернативная точка
зрения о принадлежности акантобделл к подклассу
Oligochaeta и независимой конвергенции “пиявоч-
ных” черт [14]. Ввиду этого классификация пиявок
и пиявкоподобных паразитов многократно меня-
лась [10, 15, 16].
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Первые работы по молекулярной филогении
акантобделл начали проводиться на рубеже XX и
XXI вв. на основе анализа ядерного гена 18S рРНК
и митохондриального гена малой единицы цито-
хромоксидазы COI [7, 17]. В данных работах по-

следовательности генов A. peledina уверенно кла-
стеризовались в отдельные независимые ветви,
занимающие промежуточное положение между
подклассами Oligochaeta и Hirudinea, что согласу-
ется с результатами морфологического анализа,

Рис. 1. ML-дерево (LogL= –4876.76) со значениями бутстреп-поддержек на 1000 репликах (а); BI-дерево со значени-
ями байесовских апостериорных поддержек (б). Шкалы снизу соответствуют генетическим дистанциям.
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проведенного Ливановым и подтвержденного со-
временными морфологическими методами [18].
Однако несмотря на то что для A. peledina была
получена последовательность гена 12S рРНК,
она использовалась в филогенетическом анали-
зе только как группа сравнения для укоренения
дерева Hirudinea в целом [19]. Работ по установ-
лению филогенетического положения предста-
вителей рода Acanthobdella по маркеру 12S прове-
дено не было.

Для настоящей работы мы получили нуклео-
тидные последовательности образцов, собранных
с хариуса и ленка на р. Верхняя Рассоха (приток
р. Чечуй, бассейн р. Лена) в Киренском районе
Иркутской области. Фрагмент гена 12S рРНК был

амплифицирован с использованием пары уни-
версальных праймеров [20]. В анализ была вклю-
чена последовательность 12S рРНК A. peledina,
полученная в 1999 г. [19]. В качестве группы срав-
нения для филогенетического анализа из между-
народной базы генетических данных GenBank
были загружены последовательности 55 предста-
вителей Polychaeta, Oligochaeta и Hirudinea. Ре-
конструкцию деревьев по методу максимального
правдоподобия (ML) проводили c использованием
модели GTR+G+I, рекомендованной ModelTest, с
помощью пакета программ MEGA7 [21]. Для бай-
есовского анализа филогении (BI) мы использо-
вали пакет программного обеспечения BEAST
v. 2.5.1 [22] с моделью замен GTR+G и начальны-
ми параметрами, рекомендованными jModelTest

Рис. 1. Окончание.
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v. 0.1 [23]. Сходимость ESS статистики байесов-
ского анализа проверяли по программе Tracer
v. 1.7.1.

При применении двух методов филогенетиче-
ского анализа кластеризация различных последо-
вательностей как на уровне видов, так и на уровне
высших таксонов в целом совпала. При анализе
таксонов высокого ранга выявлено отличие двух
филогенетических схем, выраженное в разделе-
нии последовательностей на ML-дереве (рис. 1,а)
на три массивные клады с четко выраженным рас-
хождением олигохет и пиявок с многощетинковы-
ми червями, выбранными нами в качестве внешней
группы, тогда как при BI-анализе (рис. 1,б) после-
довательности разделились на две крупные кла-
ды, объединяющие представителей Oligochaeta и
Hirudinea. При этом в ходе BI-анализа последова-
тельности Polychaeta были отнесены в одну кладу
с представителями Oligochaeta, что противоречит
современной классификации [24].

Последовательности вида A. peledina заняли
разное положение при реконструкции филоге-
нии этими двумя методами. На ML-дереве после-
довательности акантобделлид расположились
вместе с представителями подкласса Hirudinea.
По характеру ветвления данного дерева можно
сделать вывод, что род Acanthobdella является ти-
пичным представителем современных пиявок,
что противоречит результатам морфологического
анализа и ранних работ по молекулярной филоге-
нии. Байесовская реконструкция сгруппировала
последовательности акантобделл в отдельную
ветвь, более близкую к подклассу Oligochaeta.

Расположение филогенетической линии оли-
гохеты Limnodriloides appendiculatus нестабильно и
зависит от метода реконструкции.

Высокие статистические поддержки на уровне
родов и видов подтверждают пригодность 12S в
качестве маркерного фрагмента для анализа фи-
логении на этом уровне, а также для видовой
идентификации. В обоих деревьях наблюдается
снижение значений статистической достоверно-
сти узлов по мере удаления от листьев к корню,
что свидетельствует о большом количестве равно-
вероятных сценариев эволюции и неспособности
данного маркерного участка давать разрешенные
узлы на высоких таксономических уровнях.

Известно, что бутстреп-поддержки оказыва-
ются зачастую ниже, чем байесовские апостери-
орные поддержки, поскольку при построении бут-
стреп-реплик каждый раз используется частичный
набор данных из матрицы [25]. Несколько низких
поддержек на уровне видов, наблюдаемых в байе-
совском дереве, вероятно, связаны с недостаточ-
ным таксономическим разнообразием в наборе
данных.

Низкие статистические поддержки узлов у
корневой части деревьев свидетельствуют о недо-

статке филогенетической информации в маркер-
ном участке гена 12S рРНК для реконструкции
древней эволюционной истории. Однако примене-
ние разных алгоритмов филогенетической рекон-
струкции позволило успешно объединить последо-
вательности в группы видового и родового уровней
и одновременно выявило невозможность соста-
вить однозначную картину более ранней эволю-
ции. Таким образом, несмотря на непригодность
маркерного участка гена 12S рРНК для разреше-
ния филогенетических отношений таксонов вы-
сокого порядка (семейств, отрядов и классов),
этот фрагмент может быть с успехом использован
для анализа филогении на видовом и родовом
уровнях вследствие его высокой специфичности.

Авторы выражают благодарность Виктору Та-
раканову за помощь в сборе образцов.

Сбор образцов проводили в рамках Государ-
ственного задания 0345-2019-0002 (АААА-А16-
116122110066-1) “Молекулярная экология и эво-
люция живых систем Центральной Азии в усло-
виях глобальных экологических изменений”.
Анализ образцов проводили в рамках гранта
РФФИ № 17-29-05097.

Все применимые международные, националь-
ные и/или институциональные принципы ухода
и использования животных были соблюдены.
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Estimation of Effectiveness of the Mitochondrial 12S Marker Fragment Use
for Acanthobdellids’ Phylogeny Reconstruction

A. V. Bolbata, *, N. V. Sorokovikovaa, and I. A. Kaygorodovaa, b

aLimnological Institute of Siberian Branch of Russian Academy of Science, Irkutsk, 664003 Russia
bDepartment of Physico-Chemical Biology, Irkutsk State University, Irkutsk, 664003 Russia

*e-mail: bolbatav@lin.irk.ru

For many years molecular methods of research based on the analysis of conservative regions of genetic ma-
terial for organisms’ divergence calculation are employed to solve disputable issues of phylogeny. In present
study we used a marker fragment of 12S rRNA gene to test the phylogenetic position of one of understudied
faunistic groups – ancient leech-like parasites of the Acanthobdella genus. The mosaic combination of char-
acteristics from oligochaets and modern leeches (Hirudinea) points to intermediate evolutionary position of
acanthobdells. The results obtained make it possible to state that 12S marker fragment is well-suited for phy-
logeny analysis at species level. The phylogenetic history of acanthobdellids reconstructed by our group does
not correspond with the results of earlier studies. Low values of statistical support lead to conclusion about
inapplicability of 12S marker fragment for phylogeny analysis at levels above genus.

Keywords: phylogenetics, 12S, mitochondrial DNA, Annelida, Acanthobdella.
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