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На основе неполной нуклеотидной последовательности 16S рРНК, полных последовательностей
Co-1 и Cyt-b исследована систематика и филогения камбал. Проанализированы 62 образца у 14 ви-
дов собственных сборов и из коллекций GenBank/BOLD. Реконструировано четыре типа генных дере-
вьев: байесовское (BA), максимального правдоподобия (ML), минимальной эволюции (ME) и ближай-
шего соседства (NJ). Эти деревья показали сходную топологию. Две отдельных ветви на деревьях поддер-
живают выделенные ранее подсемейства Hippoglossoidinae и Pleuronectinae с монофилетическим
статусом этих таксонов. Подсемейство Pleuronectinae можно считать монофилетическим, при исключе-
нии из него трибы Microstomini, с переносом рода Lepidopsetta в трибу Pleuronectini. Были сформированы
и независимо исследованы три набора нуклеотидных последовательностей. Один набор включал
все полученные последовательности гена 16S рРНК (291 пн), второй набор включал выборку более
длинных последовательностей 16S рРНК (617 пн), третий набор состоял из последовательностей
трех генов: 16S рРНК, Co-1 и Cyt-b (2926 пн). Все три набора данных дают схожий филогенетиче-
ский сигнал, который согласуется с традиционными представлениями о таксономии отряда Pleu-
ronectiformes; однако второй и третий наборы дают лучшую топологию.
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Семейство настоящих камбаловых рыб Pleu-
ronectidae, которому в статье уделяется основное
внимание, является одним из крупнейших в отря-
де Pleuronectiformes, включая 59 номинальных ви-
дов правосторонних камбаловых рыб, распростра-
ненных в морских водах Северного полушария [1,
2]. В своем анализе Дж. Купер и Ф. Чаплау [1] рас-
сматривали семейство Pleuronectidae как моно-
филетический таксон, основываясь на десяти си-
напоморфиях по морфологическим признакам.
Важный итог, полученный вышеупомянутыми ав-
торами, в целом согласуется с топологией ветвей се-
мейства, установленной в нескольких исследовани-
ях молекулярной филогенетики [3–10]. Согласно [1]
это семейство включает подсемейства Hippoglos-
sinae, Eopsettinae, Lyopsettinae, Hippoglossoidinae
и Pleuronectinae, которые представлены родами,
обычно состоящими из видов с высокой промыс-
ловой ценностью (например, виды рода палтусо-
видных камбал, Hippoglossoides). В связи с рыбохо-
зяйственной значимостью этих и других камбал и
необходимостью управлять такими ценными воз-

обновляемыми ресурсами весьма важными явля-
ются как точная классификация образцов особей
видов в пределах родов, так и вся система взаимо-
отношений между таксонами в этом семействе.

Таксономические исследования Pleuronectidae
традиционно основывались на морфологических
признаках, как следует из приведенного выше аб-
заца. Однако частое отсутствие четких доказа-
тельств гомологии признаков у видов даже на
низких таксономических уровнях (внутри рода)
делает не всегда убедительными постулируемые
таксономическо-филогенетические взаимосвязи
многих групп камбаловых рыб, если они обосно-
ваны лишь с помощью морфологии. Существует
несколько версий классификации камбал, которые
были предложены разными авторами [1, 11–13].
Определенные разногласия также отмечаются в
отношении филогенетических взаимоотношений
камбал, полученных на основе морфологических
и молекулярно-генетических данных [1, 4, 14, 15].
Разработка новых ядерных и митохондриальных
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маркеров на основе ДНК позволяет лучше иден-
тифицировать морфологически сходные виды
рыб [16], включая многие виды камбаловых. По-
этому актуальным является поиск новых или уже
известных, но недостаточно разработанных мо-
лекулярных маркеров для реконструкции генных
деревьев, а также комбинированных или видовых
филогенетических деревьев для камбал семейства
Pleuronectidae.

В настоящем исследовании, учитывая выше-
изложенное, представлен сравнительный анализ
неполных нуклеотидных последовательностей
(далее – последовательности) гена 16S рРНК для
14 видов, относящихся к Pleuronectidae, ранее не
использованных в таком объеме для камбал, с це-
лью оценки успешности таксономической иден-
тификации образцов и установления филогене-
тических и таксономических взаимосвязей в этом
семействе камбал. Новизна представленного ис-
следования заключается в том, что систематику
данной группы в цитированных выше работах ав-
торов не рассматривали на основе 16S рРНК. Со-
ответственно, в представленной статье рассмот-
рели потенциал данного маркера на достаточной
выборке образцов для таксономических и эволю-
ционно-генетических исследований камбал Рос-
сийской Федерации.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В общей сложности проанализировали 62 по-

следовательности 16S рРНК и дополнительно по
24 последовательности генов 16S рРНК, Co-1 и
Cyt-b для 14 видов, относящихся к семи родам се-
мейства Pleuronectidae. Латинские имена даны в
соответствии с классификацией [1]. Пробы (2–5
образцов мышечной ткани, подвергнутой фикса-
ции этанолом, 95%) взяты из имеющейся коллек-
ции Лаборатории молекулярной систематики, а ва-
учерные экземпляры самих рыб находятся на ответ-
ственном хранении в музее ННЦМБ ДВО РАН.
Выделение ДНК проводили с помощью коммер-
ческих наборов (“ДНК Экстран-2”, Синтол,
Россия).

Фрагмент последовательности гена 16S рРНК
амплифицировали посредством полимеразной
цепной реакции (ПЦР) с помощью праймеров
16Sbr-H и 16Sar-L. Реакцию ПЦР проводили в
объеме 25 мкл раствора, содержащего: дистилли-
рованную деионизированную воду – 17.8 мкл;
dNTP (ЗАО “Евроген”, Москва, Россия) – 0.5 мкл;
5× Buffer (Evrogen) – 5 мкл; праймеры в концен-
трации 10 мкМ/мкл – по 0.3 мкл для каждого;
Taq-полимераза – 0.1 мкл. Использовали следую-
щую тепловую программу: денатурирование при
93°С в течение 1 мин, отжиг при 55°С в течение
1 мин и элонгация при 72°С в течение 1 мин для

33 циклов. Для определения локализации и по-
рядка расположения нуклеотидов в последователь-
ностях продукты ПЦР (ДНК-образцы) подвергали
циклическому секвенированию с помощью набора
для секвенирования циклов BrightDye Terminator по
следующей программе: денатурирование при
96°С – 10 с, отжиг при 45°С – 10 с, элонгация при
60°С – 2 мин.

Двунаправленные последовательности цепей
ДНК генов 16S рРНК были получены для каждо-
го ДНК-образца. Эти последовательности затем
объединяли вместе для получиния консенсусных
последовательностей каждого образца. Данная
процедура выполнена с использованием про-
граммного пакета Geneious, Free Trial [17].

Так как длина полученных последовательно-
стей варьировала довольно значительно, в диапа-
зоне от 355 пар нуклеотидов (пн) до 642 пн, то для
более точного дальнейшего анализа составили
два набора последовательностей. Один набор
представлял собой все полученные последова-
тельности, а другой включал только наиболее
длинные последовательности. Соответственно
преобразованию данных набор 1 содержал 62, а
набор 2 – 27 последовательностей. После прове-
дения процедуры выравнивания и удаления гэпов
(инделов) длина последовательностей двух набо-
ров составила 291 и 617 пн соответственно.

Выравнивание последовательностей для всех
таксонов было выполнено с использованием про-
граммного пакета (ПП) MEGA-X (http://megas-
oftware.net/) [18] на основе модуля ClustalW [19],
как интегрированного продукта MEGA. Штрафы
за открытие пропусков и за удлинение пропусков
были установлены размером 15.0 и 5.0 соответствен-
но (для других настроек программы выравнивания
использовали параметры по умолчанию). После
первого этапа выравнивания большие пробелы бы-
ли удалены вручную, и окончательное выравни-
вание на втором этапе выполнено с уменьшенны-
ми уровнями штрафов (5.0 и 0.5 для двух опций
соответственно). Все пробелы были затем снова
удалены вручную.

Для увеличения информационной емкости
кроме гена 16S рРНК в анализ включены после-
довательности генов Co-1 и Cyt-b, ранее исполь-
зованные в анализе [10]; в совокупности эти данные
составили третий набор последовательностей,
включающий всего 24 образца длиной 2926 пн.

Для дальнейшего анализа последовательно-
стей и построения генных деревьев подобрали
оптимальную модель замены нуклеотидов для
полученного набора последовательностей. Луч-
шая модель эволюции, которая соответствовала
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полученным данным, оценена посредством спе-
циального модуля программы MEGA. Для набора
гена 16S рРНК с короткими последовательностями
(291 пн) наилучшей моделью оказалась K2P + G
(двухпараметрическая модель М. Кимуры с гам-
ма-распределением замен) [20], для набора этого
гена с длинными последовательностями (617 пн)
лучшей была модель JC + G (модель Джукса–
Кантора с гамма-распределением замен) [21], для
набора последовательностей трех генов наилучшей
моделью оказалась HKY + G (модель Хасегава–Ки-
шино–Яно с гамма-распределением замен) [22].

Генные деревья были построены посредством
четырех методов реконструкции: на основе байе-
совского анализа (BA), максимального правдопо-
добия (ML), ближайшего соседства (NJ) и мини-
мальной эволюции (ME). Они были выполнены в
MrBayes 3.2.7 (http://nbisweden.github.io/Mr-
Bayes/download.html)  [23, 24] и MEGA-X [18].
Моделирование процесса реконструкции дере-
вьев в BA проводили в течение одного миллиона
поколений n (n = 106). Три другие реконструкции
ML, NJ, ME проводили с повторностями равными
k = 1000 копий бутстрепа (бутстреп-поддержки).

В качестве внешней группы при укоренении
деревьев выбрали ветвь Platichthys stellatus, пред-
ставитель которой по данным для полного мито-
генома (мтДНК) ранее был отнесен к внешней
ветви в семействе Pleuronectidae [10]. Филогене-
тические деревья визуализировали и редактиро-
вали при необходимости с помощью программ-
ного обеспечения FigTree [25] и MEGA-X [18].

Все полученные последовательности по гену
16S рРНК были зарегистрированы в GenBank
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/); часть не опубли-
кованных ранее последовательностей Co-1 и Cyt-b
также включена в статью (табл. 1).

Статистический анализ нуклеотидного соста-
ва выполнен с использованием ПП MEGA-X. До-
полнительно с помощью программного пакета
Statistica 6 [29] провели однофакторный диспер-
сионный анализ (ANOVA) нуклеотидного состава
отдельно по каждому гену.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Анализ строили, базируясь на последовательно-

стях трех представленных ранее наборов данных.
Полная длина участка гена 16S рРНК (полнораз-
мерные последовательности “от праймера до
праймера”) составляет 596–631 пн. Номера полно-
размерных участков гена 16S рРНК следующие:
MN888911, MN888895, MN888908, MN888877,
MN888901, MN888894, MN888893, MN888892,
MN888917, MN888916, MN888915, MN888903,

MN888924, MN888918, MN888912, MN888904,
MN888905, MN888868, MN888873, MN888898,
MN888899, MN888902, MN888927, MN888909,
MN888907, MN888884, MN888883, MN888876.

Однако не все полученные последовательно-
сти достигли полного размера. Разница в длине
последовательностей обусловлена некачествен-
ным секвенированием некоторых образцов, что
привело к большему “обрезанию” участков рядом
с праймерами при формировании консенсусных
последовательностей. Эти погрешности секвени-
рования возможны в связи с тем, что часть образ-
цов тканей хранились до анализа несколько лет.
Однако короткие фрагменты не обязательно пло-
хие для оценки изменчивости в близких таксонах
и сопоставления степени их сходства-различия
для реконструкции генного дерева. В связи с этим
для анализа материал разбили на две группы,
включающие длинные (1) и короткие (2) последо-
вательности гена. В соответствии с изложенными
подходами (в разделе “Материалы и методы”) по-
строено четыре типа деревьев: BA, ML, NJ и ME.

Анализ всех последовательностей 16S рРНК

На рис. 1 показано укорененное ML-дерево,
полученное на основе набора последовательно-
стей гена 16S рРНК длиной 291 пн. Поддержки на
деревьях указаны в следующем порядке: BA/ME/
NJ/ML.

Ветвь с образцами Limanda sakhalinensis вошла
в состав подсемейства Hippoglossoidinae, образуя
отдельную, топологически неразрешенную ветвь
(узел) вместе с Cleisthenes pinetorum подсемейства
Hippoglossoidinae. Отдельная, также неразрешен-
ная ветвь сформирована представителями трех
номинальных видов палтусовидных камбал рода
Hippoglossoides. Lepidopsetta mochigarei, представи-
тель трибы Microstomini, имеет для всех пяти со-
ответствующих ветвей на дереве неразрешенную
топологию. Отдельный узел на древе формируют
представители тихоокеанского белокорого палту-
са Hippoglossus stenolepis из подсемейства Hippo-
glossinae.

Анализ более длинных 
последовательностей 16S рРНК

На рис. 2 представлено укорененное NJ-дерево,
полученное на основе набора последовательно-
стей гена 16S рРНК длиной 617 пн. Ветвь Limanda
sakhalinensis включена в подсемейство Hippoglossoi-
dinae, располагаясь в одном кластере с Cleisthenes pin-
etorum. Последовательности, представляющие под-
семейство Hippoglossinae, образуют отдельный узел.
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Таблица 1. Список видов и присвоенные им номера в генном банке

Видовое название с лабораторным 
номером

Номер доступа в NCBI

16S Co-I Cyt-b

Pseudopleuronectes herzensteini 7k MN888867 KF386364 KF445172
Pseudopleuronectes herzensteini 05-07 MN888868 KF386361 KF445169
Pseudopleuronectes herzensteini 6k MN888869 KF386363 KF445171
Pseudopleuronectes schrenki 119-07 MN888870
Liopsetta pinnifasciata 90-07 MN888871
Liopsetta pinnifasciata 40-07 MN888872
Liopsetta pinnifasciata 39-07(2) MN888873
Liopsetta pinnifasciata 39-07 MN888874
Liopsetta pinnifasciata 21-07 MN888875
Liopsetta pinnifasciata 20-07 MN888876 KF386379 KF445186
Liopsetta pinnifasciata 2 MN888877
Liopsetta pinnifasciata 19-07 MN888878 KF386378 KF445185
Liopsetta pinnifasciata 13 MN888879 KF386377 KF445184
Pseudopleuronectes yokohamae 46 MN888880 KF386355 KF445163
Pseudopleuronectes yokohamae 45 MN888881 KF386354 KF445162
Pseudopleuronectes obscurus 42-07 MN888882
Pseudopleuronectes obscurus 36 MN888883
Pseudopleuronectes yokohamae 09-07 MN888884 KF386353 KF445161
Pseudopleuronectes obscurus 08-08(08-07) MN888885
Limanda punctatissima 89-07 MN888886
Limanda punctatissima 86-07 MN888887 KF386388 KF445195
Limanda punctatissima 58-07 MN888888
Limanda punctatissima 50-07 MN888889
Limanda punctatissima 37 MN888890 KF386386 KF445193
Lepidopsetta mochigarei LMO12-5 MN888891
Lepidopsetta mochigarei LMO12-4 MN888892
Lepidopsetta mochigarei LMO12-3 MN888893
Lepidopsetta mochigarei LMO12-2 MN888894
Lepidopsetta mochigarei LMO12-1 MN888895
Platichthys stellatus 11-07 MN888896
Platichthys stellatus4k MN888897 KF386371 KF445178
Platichthys stellatus PS6-011 MN888898
Platichthys stellatus PS5-011 MN888899
Platichthys stellatus PS4-011 MN888900
Platichthys stellatus Ps3-011 MN888901
Platichthys stellatus Ps2-011 MN888902
Platichthys stellatus 18-07 MN888903 KF386375 KF445182
Platichthys stellatus 16-07 MN888904
Platichthys stellatus 15-07 MN888905
Liopsetta pinnifasciata PG1-011 MN888906
Liopsetta pinnifasciata Pc2-011 MN888907
Liopsetta pinnifasciata Pc1-011 MN888908
Liopsetta pinnifasciata 2k MN888909 KF386376 KF445183
Limanda sakhalinensis 72(2012) MN888910 KF386382 KF445189
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Limanda sakhalinensis 71(2012) MN888911 KF386381 KF445188
Limanda sakhalinensis 69(2012) MN888912
Limanda sakhalinensis 68(2012) MN888913
Hippoglossus stenolepis HST12-4 MN888914
Hippoglossus stenolepis HST12-3 MN888915
Hippoglossus stenolepis HST12-2 MN888916
Hippoglossus stenolepis HST12-1 MN888917
Hippoglossoides robustus 289 MN888918 KF386414 KF445220
Hippoglossoides robustus 288 MN888919 KF386413 KF445219
Hippoglossoides robustus 286 MN888920 KF386411 KF445217
Hippoglossoides elassodon 35 MN888921
Hippoglossoides elassodon 34 MN888922 KF386418 KF445223
Hippoglossoides elassodon 33 MN888923 KF386417 KF445222
Hippoglossoides robustus 31 MN888924 KF386410 KF445216
Hippoglossoides dubius 5k MN888925
Cleisthenes pinetorum 79-07 MN888926 KF386409 KF445215
Cleisthenes pinetorum 78-07 MN888927 KF386408 KF445214

Видовое название с лабораторным 
номером

Номер доступа в NCBI

16S Co-I Cyt-b

Таблица 1. Окончание

Lepidopsetta mochigarei, как и ранее по короткому
фрагменту, формирует неразрешенный узел, но
топологически входит в трибу Microstomini.

Анализ реконструкции генных деревьев по 
объединенным последовательностям трех генов
Для данного анализа были сопоставлены вы-

ровненные последовательности участка гена 16S
рРНК, а также генов Co-1 и Cyt-b. Последователь-
ности были конкатенированы в MEGA-X и затем
подвергнуты дальнейшему анализу. Согласно по-
лученным данным ветвь Limanda sakhalinensis
включена в подсемейство Hippoglossoidinae (рис. 3).
Ветвь Cleisthenes pinetorum также включена в под-
семейство Hippoglossoidinae (рис. 3).

Нуклеотидный состав
Соотношение пиримидинов (T, C) и пуринов

(A, G) в генах 16S рРНК, Co-1 и Cyt-b отклонялись
от соотношения 50 : 50 (Приложение, рис. 4). В по-
следовательностях 16S рРНК нет больших разли-
чий в соотношении пиримидинов (T, C) и пуринов
(A, G), но можно наблюдать общую гетерогенность
состава нуклеотидов с преобладанием С- и А-нук-
леотидов (рис. 4,а). В случае Co-1 и Cyt-b наблюда-
ется статистически значимое отклонение в соотно-
шении пиримидинов к пуринам с преобладанием
пиримидинов (рис. 4,б, в).

ANOVA по каждому гену обнаружил, что раз-
личия для четырех нуклеотидов статистически
значимые: для 16S рРНК – F = 2147.9, d.f. = 3; 92,
P < 0.0001; для Co-1 – F = 3673.3, d.f. = 3; 92, P <
< 0.0001; для Cyt-b – F = 4320.7, d.f. = 3; 92, P <
< 0.0001. Доля (T + C) : (A + G) для 16S рРНК, Co-1
и Cyt-b составила 45.4 : 54.6, 56.5 : 43.5 и 61.1 :
: 38.9% соответственно.

ОБСУЖДЕНИЕ

Как отмечено во введении, крупнейшим под-
семейством в семействе является Pleuronectinae.
Это подсемейство представлено двумя трибами –
Microstomini и Pleuronectini. Согласно полученным
данным по 16S рРНК они не образуют монофилети-
ческие ветви (см. рис. 1, 2). Таким образом, систе-
матика на уровне подсемейств нуждается в даль-
нейшем уточнении. Например для большего ин-
формационного сигнала необходимо увеличить
число как ядерных, так и митохондриальных мар-
керов при исследовании. Это поможет умень-
шить число неразрешенных топологически узлов
полученных деревьев.

Как отмечалось, Дж. Купер и Ф. Чаплау [1] в
своей ревизии этого семейства на основе тради-
ционных признаков морфологии обосновали, что
Pleuronectidae представляет монофилетическую
группу. Монофилия камбаловых, установленная
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Рис. 1. Укорененное генное дерево, показывающее филогенетические взаимосвязи на основе 62 коротких нуклеотид-
ных последовательностей участка 16S рРНК. Топология представлена на основе ML-реконструкции. В узлах даны
значения поддержки для четырех способов реконструкции деревьев в порядке: BA/ME/NJ/ML. Для BA-дерева пока-
заны апостериорные вероятности (%, n = 106 поколений), а для трех других реконструкций даны бутстреп-поддержки
(k = 1000 реплик).
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на основе классического подхода, соответствует во
многих случаях молекулярно-филогенетическим
реконструкциям в исследованиях этого семейства
по таким маркерам как 12S рРНК, 16S рРНК, а
также по генам Cо-1 и Cyt-b [4–6, 8, 9] и полному
митогеному [10].

В подсемейство Hippoglossoidinae в наиболее
представительном в работе материале вошли два
из трех родов Cleisthenes (C. pinetorum) и Hippoglos-

soides (H. dubius Schmidt, 1904, H. elassodon Jordan
& Gilbert, 1180, H. robustus Gill & Townsend, 1897)
(рис. 3). Виды рода Hippoglossoides образуют сме-

шанный кластер на BA-дереве (рис. 3). На осно-
вании чего можно предположить, что два таксона
H. elassodon и H. robustus являются синонимами
одного вида. Синонимия H. elassodon и H. robustus

уже предлагалась ранее на основании морфоло-
гических и молекулярно-филогенетических дан-
ных [4, 27–31]. По принципу старшинства можно
принять валидным таксон видового ранга H. elas-

sodon Jordan & Gilbert, 1180, а H. robustus Gill &
Townsend, 1897 считать младшим синонимом это-
го вида. Предложение о сведении в синонимию
H. elassodon и H. robustus уже сделано ранее, как

Рис. 2. Топология укорененного NJ-дерева, показывающая филогенетические взаимоотношения на основании дан-
ных для 27 последовательностей участка гена 16S рРНК. В узлах даны значения поддержек для BA-древа (n = 106 по-
колений) и трех других реконструкций в общем порядке: BA/ME/ML/NJ (k = 1000 реплик бутстрепа для трех послед-
них методов реконструкции).
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отмечено выше. Однако К.А. Винников с соавт.
[31] в своем двустороннем анализе (морфология +
+ генетика) предлагают вновь ввести синонимию.
Но синонимия так и не введена. В базах данных эти
два таксона до сих пор фигурируют как самостоя-
тельные виды. Одна из задач представленной ста-
тьи – заострить этот вопрос, с тем чтобы в специ-
альной публикации наконец разрешить этот казус.

Отдельного обсуждения заслуживают данные
для рода Limanda. Последовательности вида Li-

manda sakhalinensis оказались, как отмечено в ре-
зультатах и представлено на рис. 1–3, включены в
ветвь подсемейства Hippoglossoidinae. В сравни-
тельном анатомическом исследовании Дж. Купе-
ра и Ф. Чаплау [1] монофилия этого рода не была
подтверждена. В нашем же исследовании, как и в

Рис. 3. Укорененное ML-дерево, показывающее филогенетические взаимоотношения на основании данных для 24
конкатенированных последовательностей участка гена 16S рРНК, Co-1 и Cyt-b. В узлах даны значения поддержек для
BA-древа (n = 106 поколений) и для трех других реконструкций в общем порядке: BA/NJ/ME/ML (k = 1000 реплик бут-
стрепа для трех последних методов реконструкции).
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предыдущих молекулярно-филогенетических ис-
следованиях [4, 5, 10], Limanda sakhalinensis Hubbs,
1915 оказалась включена в подсемейство Hippo-
glossoidinae. Учитывая все эти данные, вполне
уместно рекомендовать пересмотреть позицию
Limanda sakhalinensis Hubbs, 1915, переместив ее в
род Hippoglossoides с именем Hippoglossoides (Liman-
da) sakhalinensis в составе подсемейства Hippoglos-
soidinae. Соответственно, необходима ревизия
морфологии и видовых признаков, а также диа-
гностических ключей, что предполагается выпол-
нить в самостоятельной работе.

Род Lepidopsetta (L. mochigarei) оказался включен-
ным в трибу Pleuronectini, подсемейства Pleuronecti-
nae, тогда как в работе [1] этот род рассматривался
исключительно в составе трибы Microstomini подсе-
мейства Pleuronectinae. В молекулярно-филоге-
нетических исследованиях на основе Co-1 и Cyt-b

[4, 5, 10] род Lepidopsetta рассматривался в трибе
Pleuronectini. Таким образом, род Lepidopsetta

предпочтительнее рассматривать в составе трибы
Pleuronectini. Однако этот вопрос, учитывая слабый
топологический сигнал для данной ветви по марке-
ру 16S рРНК в работе, требует дальнейшего уточ-
нения с использованием большего числа генов.

Смещение в соотношении (T + C) : (A + T) хо-
рошо описано в литературе для многих белок-ко-
дирующих генов [4, 32]. Представленный анализ
(рис. 4, Приложение) показывает, что смещение
для генов Co-1 и Cyt-b в соотношении пуринов к
пиримидинам значительно отличается от смеще-
ния для гена 16S рРНК. Очевидно, что обнару-
женное смещение нуклеотидного состава для
изученных в работе структурных генов отражает
гидрофобные свойства кодируемых ими белков
[33]. Выяснение причины неоднородности нуклео-
тидного состава в последовательностях 16S рРНК
требует дальнейшего исследования.

Исследование финансово поддержано грантом
РФФИ 15-29-02456-офи по направлению исследо-
вания генетических основ биоразнообразия, а также
Дальневосточным отделением РАН – грант ДВ
№ 18-4-040 по тематике “Комплексное исследо-
вание биоразнообразия рыб и беспозвоночных
животных на основе ДНК-штрих кодирования,
разработки и поддержки баз данных и биобан-
кинга”.

Все применимые международные, националь-
ные и/или институциональные принципы ухода
и использования животных были соблюдены.

Авторы заявляют, что у них нет конфликта ин-
тересов.

Рис. 4. Средние значения состава (%) четырех нук-
леотидов в 24 исследованных последовательностях
генов 16S рРНК (а), Co-1 (б) и Cyt-b (в). По результатам
однофакторного дисперсионного анализа (ANOVA).
Вертикальные линии отмечают 95%-ный доверитель-
ный интервал.
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ПРИЛОЖЕНИЕ
Нуклеотидный состав для генов 16S рРНК, Co-1 и Cyt-b в 24 последовательностях камбалообразных рыб

Вид/Средние значения
Нуклеотиды, все позиции (% от общего числа)

T C A G суммарно (пн)

16S рРНК
Cleisthenes pinetorum 78-07 16.8 28.9 29.9 24.4 291
Cleisthenes pinetorum 79-07 16.8 28.9 29.9 24.4 291
Hippoglossoides elassodon 33 16.8 28.9 30.2 24.1 291
Hippoglossoides elassodon 34 16.8 28.9 29.9 24.4 291
Hippoglossoides robustus 286 16.8 28.9 30.2 24.1 291
Hippoglossoides robustus 288 17.2 28.5 30.2 24.1 291
Hippoglossoides robustus 289 16.8 28.9 30.2 24.1 291
Hippoglossoides robustus 31 16.8 28.9 30.2 24.1 291
Limanda sakhalinensis 71 16.8 28.9 29.9 24.4 291
Limanda sakhalinensis 72 16.8 28.9 29.9 24.4 291
Liopsetta pinnifasciata 13 17.5 27.8 31.6 23.0 291
Liopsetta pinnifasciata 19-07 17.5 27.8 31.6 23.0 291
Liopsetta pinnifasciata 20-07 17.5 27.8 31.6 23.0 291
Liopsetta pinnifasciata 2k 17.5 27.8 31.6 23.0 291
Myzopsetta punctatissima 37 17.2 27.5 32.3 23.0 291
Myzopsetta punctatissima 86-07 17.2 27.5 32.3 23.0 291
Platichthys stellatus 18-07 17.2 27.8 31.3 23.7 291
Platichthys stellatus 4k 17.2 27.8 31.6 23.4 291
Pseudopleuronectes herzensteini 05-07 17.5 27.8 32.0 22.7 291
Pseudopleuronectes herzensteini 6k 17.5 27.8 32.0 22.7 291
Pseudopleuronectes herzensteini 7k 17.5 27.8 32.0 22.7 291
Pseudopleuronectes obscurus 09-07 17.2 28.2 32.0 22.7 291
Pseudopleuronectes obscurus 45 16.8 28.2 32.0 23.0 291
Pseudopleuronectes obscurus 46 17.2 28.2 32.0 22.7 291
Среднее значение 17.14 ± 0.13 28.26 ± 0.13 31.1 ± 0.13 23.5 ± 0.13 –

Co-1
Cleisthenes pinetorum 78-07 29.4 27.5 23.6 19.5 1540
Cleisthenes pinetorum 79-07 29.4 27.3 23.7 19.5 1540
Hippoglossoides elassodon 33 29.3 27.6 24.0 19.2 1540
Hippoglossoides elassodon 34 29.1 27.6 24.0 19.4 1540
Hippoglossoides robustus 286 29.0 27.8 24.0 19.2 1540
Hippoglossoides robustus 288 29.2 27.5 24.0 19.3 1540
Hippoglossoides robustus 289 29.2 27.4 24.1 19.3 1540
Hippoglossoides robustus 31 29.0 27.8 24.0 19.2 1540
Limanda sakhalinensis 71 28.8 27.1 24.4 19.7 1540
Limanda sakhalinensis 72 28.6 27.3 24.4 19.7 1540
Liopsetta pinnifasciata 13 29.4 27.0 24.8 18.8 1540
Liopsetta pinnifasciata 19-07 29.4 27.0 24.8 18.8 1540
Liopsetta pinnifasciata 20-07 29.4 27.0 24.8 18.8 1540
Liopsetta pinnifasciata 2K 29.4 27.0 24.8 18.8 1540
Myzopsetta punctatissima 37 28.8 27.2 24.7 19.2 1540
Myzopsetta punctatissima 86-07 28.8 27.2 24.7 19.2 1540
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Примечание. Средние значения приведены со стандартной ошибкой.

Platichthys stellatus 18-07 29.0 27.2 24.8 19.0 1540
Platichthys stellatus 4K 28.8 27.3 24.8 19.0 1540
Pseudopleuronectes herzensteini 05-07 28.8 28.0 23.7 19.5 1540
Pseudopleuronectes herzensteini 6K 28.7 28.0 23.7 19.6 1540
Pseudopleuronectes herzensteini 7K 28.7 28.0 23.6 19.7 1540
Pseudopleuronectes obscurus 09-07 29.3 26.9 24.5 19.2 1540
Pseudopleuronectes obscurus 45 29.3 27.0 24.5 19.2 1540
Pseudopleuronectes obscurus 46 29.4 27.1 24.5 19.1 1540
Среднее значение 29.09 ± 0.07 27.38 ± 0.07 24.29 ± 0.07 19.25 ± 0.07 –

Cyt-b
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Hippoglossoides elassodon 33 30.3 31.2 22.2 16.3 1095
Hippoglossoides elassodon 34 30.3 31.2 22.2 16.3 1095
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Hippoglossoides robustus 288 30.6 31.1 22.1 16.3 1095
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Limanda sakhalinensis 71 30.8 30.1 23.4 15.7 1095
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Liopsetta pinnifasciata 2K 29.8 30.9 23.0 16.3 1095
Myzopsetta punctatissima 37 30.8 29.8 22.0 17.4 1095
Myzopsetta punctatissima 86-07 30.8 29.9 22.1 17.3 1095
Platichthys stellatus 18-07 30.0 30.6 22.6 16.7 1095
Platichthys stellatus 4K 29.8 30.8 22.9 16.5 1095
Pseudopleuronectes herzensteini 05-07 29.9 31.4 21.4 17.4 1095
Pseudopleuronectes herzensteini 6K 30.0 31.0 21.6 17.4 1095
Pseudopleuronectes herzensteini 7K 30.0 31.2 21.4 17.4 1095
Pseudopleuronectes obscurus 09-07 30.5 30.1 22.6 16.7 1095
Pseudopleuronectes obscurus 45 30.4 30.3 22.2 17.1 1095
Pseudopleuronectes obscurus 46 30.4 30.1 22.6 16.9 1095
Среднее значение 30.29 ± 0.1 30.77 ± 0.1 22.42 ± 0.1 16.52 ± 0.1 –

Вид/Средние значения
Нуклеотиды, все позиции (% от общего числа)

T C A G суммарно (пн)

Приложение. Продолжение
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Phylogenetic Relationships of Flounders from the Family Pleuronectidae
(Ostichties: Pleuronectiformes) Based on 16S rRNA Gene

A. D. Redina, * and Yu. Ph. Kartavtseva, **
aZhirmunsky National Scientific Center of Marine Biology Far East Branch

of the Russian Academy of Sciences, Vladivostok, 690041 Russia

*e-mail: shurko92@yandex.ru

**e-mail: yuri.kartavtsev48@hotmail.com

The systematics and phylogeny of f latfish is investigated on the incomplete nucleotide sequence of 16S rRNA
and the complete Co-1 and Cyt-b sequences. In total 62 specimens of 14 species of our own collections were
submitted to the GenBank/BOLD repositories and studied. Four types of gene trees were reconstructed:
Bayesian (BA), maximum likelihood (ML), minimum evolution (ME), and neighbor joining (NJ). These
trees showed basically similar topology. Two separate branches on the trees support the previously identified
subfamilies Hippoglossoidinae and Pleuronectinae with the monophyletic status of these taxa. The subfamily
Pleuronectinae can be considered monophyletic, if the tribe Microstomini is excluded from it and genus Lepidop-
setta is moved into the tribe Pleuronectini. Three sets of nucleotide sequences were formed and independently
studied. One set included all the obtained 16S rRNA gene sequences (291 bp), the second set included a sam-
ple of longer 16S rRNA sequences (617 bp), the third set consisted of three gene sequences: 16S rRNA, Co-1
and Cyt-b (2926 bp). All three data sets gave similar phylogenetic signal, which consistent with the traditional
concept of the taxonomy of the Pleuronectiformes order; however, the second and third sets provided better
resolution of topology.

Keywords: Co-1, Cyt-b, 16S rRNA, flatfish, molecular phylogenetics.
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