ОРИГИНАЛ

Сравнительный анализ гаплотипов гена цитохрома b (cyt b) рыб вида Neogobius melanostomus Pall с помощью биоинформационных программ
Введение
На основании проведенных исследований электрофоретических спектров эстераз бычка-кругляка (Neogobius melanostomus) (Заморов, Рыжко, Друзенко, 2012), было установлено, что в Черном море, в частности, в акватории о. Змеиный, могут обитать генетически неидентичные внутривидовые группировки бычка-кругляка. Согласно литературе, было установлено, что митохондриальные гены, в частности, ген cyt b, широко используются для решения задач популяционной генетики.

В данной работе мы провели исследования гена цитохрома b бычка вида Neogobius melanostomus с помощью компьютерных биоинформационных программ MEGA, Blast и MAFFT. Анализ проводился с целью определения генетического полиморфизма группировок бычков, обитающих в бассейне Черного моря и сравнения результатов секвенирования гена цитохрома б с известными гаплотипами по этому гену из компьютерной базы данных (NCBI).

Объект исследования – бычок-кругляк (лат. Neogobius melanostomus, син. черноротый бычок), мелкая рыба семейства бычковые, длина тела составляет от 15 до 25 см, вес до 250 граммов. Обитает в бассейнах Чёрного, Азовского и Каспийского морей (рис. 1). Встречается как в солёной, так и в пресной воде. Высоко поднимается вверх по рекам, проник даже в Москву-реку и в бассейн Балтийского моря. Вместе с балластной водой на суднах вид был интродуцирован в Великие озёра в Северной Америке (Matthew et al., 2009). Является важным промысловым видом в бассейнах Черного и Азовского морей.

Материалы и методы

Для проведения анализа были отобраны 40 рыб, по 5 особей из 8 областей вылова: Одесский залив, озеро Сасык, Джарылгачский залив, Днестровский лиман, остров Змеиный, Тиллигульский лиман, хаджибейский лиман и озеро Ялпуг. Из каждой особи был взят образец мышечной ткани вокруг позвоночника в области спинного плавника, после чего было проведено выделение ДНК с помощью набора ДНК DIAtomTMDNAPrep100 (“Лаборатория ИзоГен”, Москва) и амплификация гена цитохрома b. При амплификации цитохрома б были использованы праймеры  T1 (L14724, Meyer et al. 1990) и B2 (H15149, Kocher et al. 1989), в состав ПЦР-смеси входили 10х буфер для амплификации (10 ммоль Трис-HCl (pH 8.8); 50ммоль KCl; 2,5 ммоль MgCl2; 0.8% Nonidet P40); 100-200 нг тотальной клеточной ДНК, по 3.2 пмоль каждого из двух праймеров, по 200 нмоль каждого из четырёх дезоксирибонуклеотидов и 0.5-1 ед. Taq- полимеразы( производство “Fermentas”, Литва). ПЦР проводили на амплификаторе Analytic Jena FlexCycler (Германия).

Программа амплификации состояла из:

1. Первоначальной денатурации ДНК: 95°С – 4 мин; 

2. 30 циклов синтеза фрагмента:

·  денатурация: 95°С – 1 мин;

·  отжиг праймера: 50°С – 1мин,

·  элонгация фрагмента: 72°С – 1 мин; 

3. Заключительная элонгация концов : 72°С – 5 мин.

Секвенирование образцов проводили на базе ЗАT «Евроген Ру» (г. Москва). Далее, результаты сиквенса ген цитохрома b из этих 40 образцов был сравнен с известными гаплотипами по этому гену из базы данных NCBI.

Результаты секвенирования образцов были проанализированы с помощью программ BLAST и MEGA, с помощью программы Archeopteryx была построени дендрограммы, отражающие генетическое сходство образцов.
Анализ данных

Было выделено порядка 100 известных гаплотипов гена цитохрома b, сходных с нашими образцами, из них более 80 гаплотипов были выделены Brown & Stepien (2008).

При сравнении сиквенсов  гаплотипов, детектированных при исследовании образцов бычков Neogobius melanostomus, выловленных в Одесском заливе, озере Сасык, Джарылгачском заливе, Днестровском лимане, острове Змеином, Тиллигульском лимане, Хаджибейском лимане и озере Ялпуг с известными гаплотипами, представленными в базе данных, было показано:

1. У большинства гаплотипов мутации происходили в третьей позиции кодона, то есть на первичную структуру белка цитохрома б данные замены не влияли;

2. Гаплотипы различаются на 3-7 нуклеотидных замен, генетические сходства между которыми проилл на дендрограмме;

3. Наибольшее различие обнаружено между нашими образцами и гаплотипами гена цитохрома б бычка вида Neogobius caspius (Neogobius caspius isolate ALK6/ APT1 cytochrome b genes, complete cds; mitochondrial, Neilson,M.E. and Stepien,C.A), в них наблюдаются 33 и 32 нуклеотидных замены соответственно.

4. Наибольшее генетическое сходство, согласно сиквенсу выявленно с гаплотипом Neogobius melanostomus haplotype nm3 cytochrome b (cyt b) gene, partial cds; mitochondrial (Sorokin et al.).

5. Наибольшее генетическое сходство обнаружено у рыб, обитающих в озере Ялпуг, озере Сасык, Хаджибейском лимане, Тиллигульском лимане, Днестровском лимане и в районе острова Змеиный . Отдельно выделяется группировка рыб, обитающих в Джарылгачском заливе. Группировки бычков, обитающих в Одесском заливе и озере Сасык обладают наибольшим количеством гаплотипов, что объясняется влиянием миграции рыб вдоль побережья.

Вывод

На основании проведенного анализа сиквенсов установлено, что в бассейне северо-западной части Черного моря обитают несколько генетически гетерогенных внутривидовых группировок Neogobius melanostomus. Наибольшое количество гаплотипов выявлено у рыб из Одесского залива, что объясняется миграцией рыб вдоль морского побережья.
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ПЕРЕВОД

Comparative analysis of the haplotypes of the gene cytochrome b (cyt b) of Neogobius melanostomus Pall using bioinformatic software
Introduction
On the base of researching the electrophoretic spectra of esterase of round goby (Neogobius melanostomus) (Zamorov, Ryzhko, Druzenko, 2012), it was found that in the Black Sea, in particular in the area of Zmiyny island, can live genetically non-identical intra-group of round goby. According to the literature, it was found that the mitochondrial genes, in particular, gene of cytochrome b, commonly used to solve problems of population genetics.

We have investigated the cytochrome b gene of Neogobius melanostomus using bioinformatics computer programs MEGA, Blast and MAFFT. The analysis was conducted to determine the genetic polymorphism of fish groups that live in the basin of the Black Sea and to compare the results of sequencing the cytochrome b gene with already known haplotypes for this gene from a computer database (NCBI). 

The object of study - the round goby (Neogobius melanostomus), small goby fish, it’s body length ranges from 15 to 25 cm and weighs up to 250 grams. It lives in the basins of the Black, Azov and Caspian Sea (Fig. 1). It can live in both salt and fresh water. It rises high on the rivers, and is penetrated even into the Moscow River in the Baltic Sea basin. Together with the ballast water on ships this fish was introduced into the Great Lakes of North America (Matthew et al., 2009).It is an important commercial species in the basins of the Black and Azov Seas.
Materials and Methods

We analysed 40 fishes: 5 individuals from each of 8 catch regions : Odessa Bay, Lake Sasyk Dzharylgach Bay, the Dniester estuary, Zmiyny Island, Tilligulsky estuary, Ialpug lake and Hadzibeevsky estuary. Of each fish was taken muscle tissue sample from the area around the the dorsal fin. The next step was a DNA extraction using a set of DNA DIAtomTMDNAPrep100 ("Laboratory isogene", Moscow) and then amplification of the gene cytochrome b. For amplification of cytochrome b were used primers T1 (L14724, Meyer et al. 1990) and B2 (H15149, Kocher et al. 1989), the PCR-mixture consisted of 10x amplification buffer (10 mM Tris-HCl (pH 8.8); 50mmol KCl; 2,5 mM MgCl2; 0.8% Nonidet P40); 100-200 ng of total cellular DNA, 3.2 pmoles each of the two primers, 200 nM of each of the four deoxyribonucleotides, and 0.5-1 units of Taq-polymerase (manufactured "Fermentas", Lithuania). PCR was performed on a thermocycler Analytic Jena FlexCycler (Germany).

Amplification program consisted of:

1. The initial DNA denaturation: 95° C - 4 min;

2. 30 cycles of fragment synthetizing :

· denaturation: 95° C - 1 min;

· primer annealing: 50° C - 1 min,

· fragment elongation: 72° C - 1 min;

3. Final elongation: 72° C - 5 min.

Sequencing of the samples was carried out on the basis of ZAT "Evrogen Ru" (Moscow). Further, the sequencing results of the cytochrome b gene of the 40 samples was compared with the already known haplotypes of the gene for the NCBI. At the next step samples were analyzed using BLAST programs and MEGA. Then, the programm Archeopteryx was used to construct a dendrogram, reflecting the genetic similarity of samples.
Data analysis

It was detected about 100 haplotypes of the gene cytochrome b, similar to our samples, including more than 80 haplotypes were identified by Brown & Stepien (2008). 

By comparing the sequences of our PCR products with already identified haplotypes represented in the database, it has been shown:

1. Most mutations were occurred in the third codon position, which did not affect on the primary structure of the cytochrome b protein;

2. Haplotypes differ by 3-7 nucleotide substitutions, the genetic similarity between them is illustrated on fig. 2;

3. The largest difference is found between the our samples and the cytochrome b gene haplotype of Neogobius caspius (Neogobius caspius isolate ALK6 / APT1 cytochrome b genes, complete cds; mitochondrial, Neilson, ME and Stepien, CA), in which there are 33 and 32 nucleotide substitutions.
4. The greatest genetic similarity, was detected in Neogobius melanostomus haplotype nm3 cytochrome b (cyt b) gene, partial cds; mitochondrial (Sorokin et al.). 
5. The greatest genetic similarity found in fish, which lives in the lake Ialpug, lake Sasyk, Khadzhibey estuary, Tilligulskom estuary, Dniester estuary and near Zmiyny island. Separately allocated group of the fish found in the gulf of Dzharylgach. Groups, which live in Odessa Bay and lake Sasyk have the highest number of haplotypes, due to the influence of migration of fish along the coast.
Conclusion

On the based of the analysis it is established, that the north-western basin of the Black Sea is inhabited by a few genetically heterogeneous intraspecific groups Neogobius melanostomus. The greatest number of haplotypes detected in fish from the Gulf of Odessa, due to the migration of fish along the coast.
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